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摘　要：旨在克隆牦牛可卡因苯丙胺调节转录肽基因（Ｃｏｃａｉｎｅａｎｄａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，犆犃犚犜），获

得基因全长序列并分析基因结构和相关遗传变异，检测单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点在不同品种牦牛群体中的分

布，通过生物信息学相关方法分析预测ＳＮＰ位点对犆犃犚犜基因表达的影响，为牦牛犆犃犚犜基因功能研究奠定基

础。以２４３头大通牦牛、２０８头天祝牦牛、２０８头甘南牦牛和５３头帕里牦牛血样为材料，提取基因组ＤＮＡ，克隆出

牦牛犆犃犚犜基因全长序列；运用高分辨率熔解曲线分析技术（Ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇ，ＨＲＭ）检测犆犃犚犜基因４

个ＳＮＰｓ在４个牦牛品种中的分布，进行遗传统计分析，并应用生物信息学分析ＳＮＰｓ可能对基因功能产生的影

响。本研究发现，牦牛犆犃犚犜基因４个ＳＮＰｓ，１个位于基因上游序列、１个位于内含子、２个位于３′ＵＴＲ。
２ 检验

表明，除大通牦牛Ｖ２２１位点和甘南牦牛 Ｖ１８１６位点外，其他所有群体各个位点都处于哈代温伯格平衡（犘＞

０．０５）。群体遗传学分析显示，Ｖ１６８和Ｖ１８１６位点属于中度多态，Ｖ２２１和Ｖ１７９１属于低度多态，单倍型Ｃ属于优

势单倍型。生物信息分析发现，Ｖ１７９１和Ｖ１８１６位点碱基变化导致ＲＮＡ二级结构发生变化，可能会对犆犃犚犜基

因的表达产生影响。
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犆犃犚犜ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｙａｋ；犆犃犚犜ｇｅｎｅ；ｃｌｏｎｅ；ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ；ＲＮＡｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

　　可卡因苯丙胺调节转录肽（Ｃｏｃａｉｎｅａｎｄａｍ

ｐｈｅｔａｍｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ＣＡＲＴ）是单胎物种

在１次发情周期中限量排卵的关键因子，尤其是对

优势卵泡的选择具有潜在的调控作用［１４］。目前已

对人、鼠、牛和绵羊的犆犃犚犜 基因有了较为深入的

研究，而牦牛这一基因的特性尚不清楚。因此，克隆

牦牛犆犃犚犜基因全长，研究该基因结构，分析其遗

传变异，将为探究牦牛犆犃犚犜基因的功能提供理论

基础。ＣＡＲＴ是一种在体内广泛分布的神经肽类

物质，最早由Ｊ．Ｓｐｉｅｓｓ等
［５］从绵羊下丘脑抽提物中

分离出来的，是一种类生长抑制素多肽。研究发现，

ＣＡＲＴ在动物机体内参与摄食
［６］及体内能量代谢

调节［７］、机 体 应激反应［８］、自主神经和感觉传

导［９１０］、抗精神兴奋［１１］等多种生理代谢过程。Ｅ．

Ｖａｌｌｅ等
［１２］利用人犆犃犚犜 同源基因的参考序列以

及牛上该基因的表达序列标签，设计引物对牛

犆犃犚犜进行了测序和定位，发现该基因位于牛２０

号染色体上，获得了１７６９ｂｐ包含全长编码区的

ＤＮＡ序列，其中有３个外显子和２个内含子。通过

对瘤牛、美洲野牛和普通牛犆犃犚犜基因进行多态性

分析，发现ＳＮＰ位点主要集中在基因的内含子１
［１２］

和启动子区［１３］。Ｋ．Ｙａｍａｄａ等
［１４］克隆了人犆犃犚犜

基因的启动子序列，探讨了该区域多态性与肥胖的

相关性，认为在转录起点上游－１５６ｂｐ处由Ａ转换

为Ｇ可能导致肥胖症发生几率增加
［１５］。除了卵泡

发育外，还有研究［１３］对牛犆犃犚犜基因４个ＳＮＰｓ位

点基因型与生长性状进行关联分析，发现１个多态

性位点（Ｃ１）Ａ１Ａ１基因型个体的体重显著性高于其

他基因型个体（犘＜０．０５），而另１个多态性位点

（Ｃ２）Ａ２Ａ２基因型个体的体重显著性低于其他基因

型个体（犘＜０．０５）。

本研究参考牛的犆犃犚犜基因序列，克隆牦牛的

犆犃犚犜基因，分析甘南牦牛、天祝白牦牛、帕里牦牛

和大通牦牛犆犃犚犜基因的多态性位点，并进一步对

其进行了生物信息学分析，从而阐明牦牛犆犃犚犜基

因的特性。

１　材料与方法

１．１　材料收集

试验材料为青海大通牦牛血样２４３份、甘肃天

祝牦牛血样２０８份、甘南牦牛血样２０８份和西藏帕

里牦牛血样５３份。

１．２　基因组犇犖犃提取

利用 ＲｅｌａｘＧｅｎｅ血液基因组 ＤＮＡ 提取系统

（天根，北京）提取基因组ＤＮＡ，采用１％的琼脂糖

凝胶电泳检测 ＤＮＡ 的质量，使用 ＮＡＮＯＤＲＯＰ

２０００（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）对提取ＤＮＡ浓度进行测量并

稀释到１８～２２ｎｇ·μＬ
－１作为ＰＣＲ扩增模板。

１．３　基因组犇犖犃池构建

分别取４种牦牛稀释ＤＮＡ样各２０份，每个样

品各取１μＬ，然后混合均匀，构成４个独立牦牛基

因组ＤＮＡ池。

１．４　引物设计和犘犆犚扩增

参考ＮＣＢＩ数据库ＧｅｎＢａｎｋ序列（登录号：ＮＴ＿

１８６４９６），采用交叉重叠原理
［１６］设计３对引物（表１）

获得牦牛犆犃犚犜基因的全长序列。由于犆犃犚犜 基

因序列中存在２段Ｐｏｌｙ（Ｔ），ＣＡＲＴ２引物不能进

行ＰＣＲ扩增产物直接测序，所以分别从４种牦牛

ＤＮＡ样中各选１个，以ＣＡＲＴ２为引物扩增，然后

将扩增产物送往上海生工生物工程技术服务有限公

司进行克隆测序。

ＰＣＲ扩增体系（５０μＬ）：包括约２０ｎｇ·μＬ
－１的

基因组ＤＮＡ３μＬ，１０ｐｍｏｌ的上下游引物各１μＬ，

２×犜犪狇ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（内含犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、

Ｍｇ
２＋、ｄＮＴＰｓ等）（北京，天根）２５μＬ，灭菌超纯水

２０μＬ。

０２２１
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表１　扩增牦牛犆犃犚犜基因全长序列所用引物信息表

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狅狉犪犿狆犾犻犳狔犻狀犵犮狅犿狆犾犲狋犲狔犪犽犆犃犚犜犵犲狀犲

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

片段长度／ｂｐ

Ｓｉｚｅｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ

退火温度／℃

Ｔｍ

引物序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增片段在ＧｅｎＢａｎｋ中位置

（ＧｅｎＢａｎｋ：ＮＴ＿１８６４９６）

ＣＡＲＴ１ １４３２ ５２．８
Ｆ：ＴＴＴＴＴＡＴＧＧＡＣＴＧＴＡＴＴＴＧＣ

Ｒ：ＧＣＣＡＡＴＣＴＡＴＴＣＴＴＴＡＡＣＴＴ

（ｎｔ５９７６６～６１１９７）包括部分启动子、５′ＵＴＲ、

外显子１、内含子１、外显子２及部分内含子２

ＣＡＲＴ２ ６１４ ５４．３
Ｆ：ＧＴＧＧＣＴＡＴＴＣＡＴＴＣＡＧＡＴＡＡ

Ｒ：ＴＴＧＧＧＣＴＴＧＴＴＡＴＴＴＧＡＧ
（ｎｔ６１０９２～６１７０５）包括部分内含子２

ＣＡＲＴ３ １２２９ ５７．４
Ｆ：ＧＡＡＡＡＧＧＴＴＴＧＧＴＴＧＡＣＴ

Ｒ：ＴＡＡＴＧＴＧＡＣＴＡＡＡＧＧＣＴＧＡ

（ｎｔ６１５６４～６２７９２）包括外显子３、３′ＵＴＲ、

及部分基因下游序列

　　ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

５０ｓ，Ｔｍ（表１）退火４０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循

环；７２℃延伸５ｍｉｎ；１５℃保存。

１．５　犇犖犃测序分析

分别对ＣＡＲＴ１和ＣＡＲＴ３引物进行ＰＣＲ扩

增，将扩增产物通过琼脂糖凝胶回收试剂盒（天根，

北京）回收纯化送往大连宝生物工程有限公司进行

测序，测序结果通过 ＭＥＧＡ５．０软件对比分析。

１．６　生物信息学分析

通过使用 ＮＣＢＩ中Ｓｐｉｄｅｙ
［１７］分析扩增出的牦

牛犆犃犚犜基因序列，并使用 ＭＥＧＡ５．０
［１８］将测序结

果与牛犆犃犚犜基因对比分析，找出其差异位点。通

过生物信息学软件（ＲＮＡｆｏｌｄ２．０
［１９］、Ｍａｔｃｈ１．０

Ｐｕｂｌｉｃ）分析、预测ＳＮＰ位点是否影响基因的功能。

１．７　犎犚犕小片段法基因分型
［２０２１］

针对所发现的ＳＮＰ位点，利用 ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ

ＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎＳｏｆｔｗａｒｅ（Ｉｄａｈｏ公司，美国）设计用

于 ＨＲＭ检测ＳＮＰ位点基因型的引物（表２），对所

有试验群体样本进行ＳＮＰ位点的基因型分析。合

成２对高低温内标
［２２］（表３）对熔解曲线进行校正，

提高分型的精确度。

表２　牦牛犆犃犚犜基因犎犚犕分析犛犖犘狊的引物信息表

犜犪犫犾犲２　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狅狉犵犲狀狅狋狔狆犻狀犵犿狌狋犪狋犻狅狀狊犫狔犎犚犕狑犻狋犺犻狀狔犪犽犆犃犚犜犵犲狀犲

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

检测位点／ｂｐ

Ｌｏｃｕｓ

片段长度／ｂｐ

Ｓｉｚｅｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ

退火温度／℃

Ｔｍ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＣＡＲＴＰＴ１ －２２１ ５５ ５９．３
Ｆ：ＧＧＧＧＣＴＧＡＣＡＧＣＡＣＴＴＧ

Ｒ：ＣＣＧＧＡＡＣＧＡＧＧＴＴＣＴＧＣ

ＣＡＲＴＰＴ２ １６８ ８４ ５９．３
Ｆ：ＧＧＡＴＧＣＣＴＣＣＣＡＴＧＡＧＡＡＧ

Ｒ：ＧＣＧＴＡＣＡＡＡＧＣＡＡＧＧＡＡＴＡＴＣＧ

ＣＡＲＴＰＴ３ １７９１ ６１ ５７．８
Ｆ：ＴＧＴＣＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＣＣＡＡＡＴＡ

Ｒ：ＣＡＣＡＣＣＡＴＡＣＡＡＧＧＣＡＴＴＡＣＣ

ＣＡＲＴＰＴ４ １８１６ ９４ ６４．３
Ｆ：ＧＴＣＴＴＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＣＣＡＡＡＴＡＡ

Ｒ：ＧＡＡＣＡＣＴＴＴＧＴＡＣＡＣＡＧＡＧＣＣＡ

表３　高低温内标序列信息表

犜犪犫犾犲３　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犾狅狑犪狀犱犺犻犵犺犮犪犾犻犫狉犪狋狅狉狊犲狇狌犲狀犮犲

高低温内标

Ｌｏｗａｎｄｈｉｇｈｃａｌｉｂｒａｔｏｒ

Ｔｍ值／℃

Ｔｍ

内标序列（５′３′）

Ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ

Ｌｏｗ１ ６２
ＴＴＡＡＡＴＴＡＴＡＡＡＡＴＡＴＴＴＡＴＡＡＴＡＴＴＡＡＴＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＡＡＴＡＴ

ＡＡＴＡＣＣ３３′

Ｈｉｇｈ１ ９２
ＧＣＧＣＧＧＣＣＧＧＣＡＣＴＧＡＣＣＣＧＡＧＡＣＴＣＴＧＡＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧＡＧＧＴＧＣＧＧＡＡＧ

ＣＧＧＡＧＧＧＧＣＧＧＧＣＣ３３′

Ｌｏｗ２ ６９．８５ ＧＣＧＧＴＣＡＧＴＣＧＧＣＣＴＡＧＣＧＧＴＡＧＣＣＡＧＣＴＧＣＧＧＣＡＣＴＧＣＧＴＧＡＣＧＣＴＣＡＧＣ３３′

Ｈｉｇｈ２ ８７．９２
ＡＴＣＧＴＧＡＴＴＴＣＴＡＴＡＧＴＴＡＴＣＴＡＡＧＴＡＧＴＴＧＧＣＡＴＴＡＡＴＡＡＴＴＴ

ＣＡＴＴＴＴＣ３３′

１２２１
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　　ＨＲＭＰＣＲ扩增体系（１１μＬ）：包括约２０ｎｇ·μＬ
－１

的基因组ＤＮＡ１μＬ，１０ｐｍｏｌ的上下游引物各０．２

μＬ，２×犜犪狇ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（内含犜犪狇ＤＮＡ 聚合

酶、Ｍｇ
２＋、ｄＮＴＰｓ等）（北京，天根）５μＬ，灭菌超纯

水３．６μＬ，１０×ＬＣＧｒｅｅｎ饱和染料（美国，Ｉｄａｈｏ）

１μＬ。

ＨＲＭＰＣＲ反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４

℃变性２０ｓ，Ｔｍ退火２０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，３５个循

环；７２℃延伸５ｍｉｎ；１５℃保存。

高低温内标稀释方法：１ＯＤ内标单链＋４００μＬ

水，退火体系：饱和氯化钠１μＬ，内标互补双链各１

μＬ，补水至１０μＬ，９５℃水浴３ｍｉｎ，然后缓慢降至

室温。

ＨＲＭ荧光信号采集：将稀释好的高低温内标各

１μＬ加入 ＨＲＭＰＣＲ产物单孔中，９５℃水浴３０ｓ；

２５℃水浴３０ｓ；放入ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ９６（美国，Ｉｄａｈｏ）

中收集荧光信号，荧光信号温度收集区间设为６０～

９５℃，运用ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ软件进行熔解曲线分析。

１．８　数据统计

根据群体遗传学理论直接计算得到基因型和等

位基因频率。分别统计不同种牦牛群体犆犃犚犜 基

因多态位点的纯合度（犎狅）、杂合度（犎犲）、有效等位

基因数（犖犲）和多态信息含量（犘犐犆）
［２３２５］，并进行单

倍型分析。利用ＳＰＳＳ１７．０软件对犆犃犚犜基因多态

性位点在不同种牦牛群体中的基因型分布进行卡方

检测。

２　结　果

２．１　牦牛犆犃犚犜基因序列和多态性分析

本研究使用 ＣＡＲＴ１和 ＣＡＲＴ３引物，利用

ＤＮＡ混合池技术，结合 ＨＲＭ 共检测发现牦牛

犆犃犚犜基因４个ＳＮＰｓ位点，分别命名为Ｖ２２１（Ｃ＞

Ｇ）、Ｖ１６８（Ｃ＞Ｔ）、Ｖ１７９１（Ｇ＞Ａ）和 Ｖ１８１６（Ｃ＞Ｔ）

（图１）。Ｖ２２１在牦牛犆犃犚犜 基因的上游序列，

Ｖ１６８位于第１内含子，Ｖ１７９１和 Ｖ１８１６位于３′

ＵＴＲ（图２）。

对ＣＡＲＴ２引物扩增产物进行克隆测序和比

对发现，大通牦牛和帕里牦牛存在缺失突变，命名为

Ｍ１１５３１１９０，而甘南牦牛和天祝牦牛中没有发现。

使用ＭＥＧＡ５．０拼接出牦牛犆犃犚犜基因序列，并

运用Ｓｐｉｄｅｙ软件分析发现：牦牛犆犃犚犜基因的外显

子、内含子及蛋白编码区与牛犆犃犚犜基因一致。

图１　４个犛犖犘狊的犇犖犃片段测序图谱

犉犻犵．１　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳狋犺犲犳狉犪犵犿犲狀狋狊犮犪狉狉狔犻狀犵狋犺犲４犛犖犘狊

图２　牦牛犆犃犚犜基因结构图

犉犻犵．２　犜犺犲狊狋狉狌犮狋狌狉犪犾犿犪狆狅犳狔犪犽犆犃犚犜犵犲狀犲

　　Ｖ２２１ 基因型判定：利用 ＨＲＭＰＣＲ 引物

ＳＮＰ１扩增包含多态性位点在内的５５ｂｐ的ＤＮＡ

片段，然后将扩增通过ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ（美国，Ｉｄａｈｏ）

扫描，通过熔解曲线分析出有２种基因型：ＣＣ和

２２２１



　８期 刘　建等：牦牛犆犃犚犜基因克隆、单核苷酸多态性检测及生物信息学分析

ＣＧ基因型（图３ａ）。统计分析发现，ＣＣ基因型属于

优势基因型，在所有群体中并未能找到ＧＧ基因型，

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验发现，除大通牦牛外（犘＜

０．０５，表４），其他３种牦牛都处于哈代温伯格平衡状

态（犘＞０．０５，表４）。

Ｖ１６８基因型判定：利用引物ＳＮＰ２扩增包含

Ｖ１６８位点在内的８４ｂｐ的ＤＮＡ片段，通过熔解曲

线分析出有３种基因型：ＣＣ、ＣＴ和ＴＴ基因型（图

３ｂ）。ＴＴ基因型属于劣势基因型，该位点所有品种群

体都处于ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态（犘＞０．０５，表４）。

Ｖ１７９１基因型判定：利用引物ＳＮＰ３扩增包含

多态性位点在内的６１ｂｐ的ＤＮＡ片段，通过熔解曲

线分析出有３种基因型：ＧＧ、ＧＡ和ＡＡ基因型（图

３ｃ）。ＧＧ基因型属于优势基因型，个体数明显多于

其他基因型。所有牦牛群体都处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎ

ｂｅｒｇ平衡状态（犘＞０．０５，表４）。

Ｖ１８１６基因型判定：利用引物ＳＮＰ４扩增包含

多态性位点在内的９４ｂｐ的ＤＮＡ片段，通过熔解曲

线分析出有３种基因型：ＣＣ、ＣＴ和 ＴＴ基因型（图

３ｄ）。除甘南牦牛外（犘＜０．０５，表４），其他３种牦牛

都处于ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态（犘＞０．０５，表４）。

２．２　牦牛群体参数分析

为了探索犆犃犚犜 基因ＳＮＰｓ位点在４个不同

品种牦牛群体中的遗传特性，对其纯合度（犎狅）、杂

合度（犎犲）、有效等位基因数（犖犲）和多态信息含量

（犘犐犆）指标进行统计，结果显示：４种牦牛犆犃犚犜基

因４个多态性位点的杂合度为０．０３７３～０．４７９２，

有效等位基因数为１．０３８７～１．９２０１。Ｖ２２１位点

在４种牦牛都属于轻度多态性（犘犐犆＜０．２５）；Ｖ１６８

位点除在帕里牦牛属于轻度多态性（犘犐犆＜０．２５），

其他牦牛都属于中度多态性（０．２５＜犘犐犆＜０．５０）；

Ｖ１７９１位点４种牦牛都属于轻度多态性（犘犐犆＜

０．２５）；Ｖ１８１６位点４种牦牛都属于中度多态性（０．２５＜

犘犐犆＜０．５０）（表５）。

图３　４个犛犖犘狊位点熔解曲线和正态化熔解曲线

犉犻犵．３　犜犺犲犎犚犕犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲４犛犖犘狊
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表４　４种牦牛犆犃犚犜基因４个犛犖犘狊位点的基因型分布和等位基因频率

犜犪犫犾犲４　犜犺犲犵犲狀狅狋狔狆犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狊犪狀犱犪犾犾犲犾犻犮犳狉犲狇狌犲狀犮犻犲狊狅犳狋犺犲４犛犖犘狊犻狀犆犃犚犜犵犲狀犲犻狀４犫狉犲犲犱狊狅犳狔犪犽

位点Ｌｏｃｉ 观察基因型Ｏｂｓｅｒｖｅｄｇｅｎｏｔｙｐｅ 等位基因频率Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ 哈代温伯格平衡 ＨＷＥ

Ｖ２２１ ＣＣ ＣＧ ＧＧ Ｃ Ｇ χ
２ 犘ｖａｌｕｅ

大通牦牛Ｄａｔｏｎｇ １８４ ５９ ０ ０．８７９ ０．１２１ ４．６３９ 犘＜０．０５

甘南牦牛Ｇａｎｎａｎ １３６ １６ ０ ０．９４７ ０．０５３ ０．４６９ 犘＞０．０５

帕里牦牛Ｐａｌｉ ５１ ２ ０ ０．９８１ ０．０１９ ０．０２０ 犘＞０．０５

天祝牦牛Ｔｉａｎｚｈｕ １７６ ２７ ０ ０．９３３ ０．０６７ １．０３０ 犘＞０．０５

Ｖ１６８ ＣＣ ＣＴ ＴＴ Ｃ Ｔ

大通牦牛Ｄａｔｏｎｇ １３３ ９４ １６ ０．７４１ ０．２５９ ０．０１２ 犘＞０．０５

甘南牦牛Ｇａｎｎａｎ ７１ ６４ １２ ０．７０１ ０．２９９ ０．２１２ 犘＞０．０５

帕里牦牛Ｐａｌｉ ３８ １５ ０ ０．８５８ ０．１４２ １．４４０ 犘＞０．０５

天祝牦牛Ｔｉａｎｚｈｕ ７７ ９３ ２２ ０．６４３ ０．３５７ ０．５８８ 犘＞０．０５

Ｖ１７９１ ＧＧ ＧＡ ＡＡ Ｇ Ａ

大通牦牛Ｄａｔｏｎｇ ２１０ ２７ ０ ０．９４３ ０．０５７ ０．８６５ 犘＞０．０５

甘南牦牛Ｇａｎｎａ １５１ ５７ ２ ０．８５５ ０．１４５ １．８２４ 犘＞０．０５

帕里牦牛Ｐａｌｉ ４１ ８ １ ０．９ ０．１ ０．６１７ 犘＞０．０５

天祝牦牛Ｔｉａｎｚｈｕ １４２ １９ ０ ０．９４１ ０．０５９ ０．６３３ 犘＞０．０５

Ｖ１８１６ ＣＣ ＣＴ ＴＴ Ｃ Ｔ

大通牦牛Ｄａｔｏｎｇ １１７ ７８ １４ ０．７４６ ０．２５４ ０．０４２ 犘＞０．０５

甘南牦牛Ｇａｎｎａｎ ４９ １０３ １５ ０．６０２ ０．３９８ １３．７４４ 犘＜０．０１

帕里牦牛Ｐａｌｉ ２７ １２ １ ０．６５ ０．３５ ０．０６１ 犘＞０．０５

天祝牦牛Ｔｉａｎｚｈｕ ６６ ６９ ９ ０．６９８ ０．３０２ ２．６７９ 犘＞０．０５

χ
２
０．０５（ｄｆ＝１）＝３．８４；χ

２
０．０１（ｄｆ＝１）＝６．６３

表５　４种牦牛犆犃犚犜基因的遗传变异特征

犜犪犫犾犲５　犌犲狀犲狋犻犮犱犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳狋犺犲犆犃犚犜犵犲狀犲犻狀４犫狉犲犲犱狊狅犳狔犪犽

位点Ｌｏｃｉ 品种Ｂｒｅｅｄ 纯和度 犎狅 杂合度 犎犲 有效等位基因数 犖犲 多态信息含量犘犐犆

Ｖ２２１

大通牦牛 ０．７８７３ ０．２１２７ １．２７０２ ０．１９０１

甘南牦牛 ０．８９９６ ０．１００４ １．１１１６ ０．０９５３

帕里牦牛 ０．９６２７ ０．０３７３ １．０３８７ ０．０３６６

天祝牦牛 ０．８７５０ ０．１２５０ １．１４２９ ０．１１７２

Ｖ１６８

大通牦牛 ０．６１６２ ０．３８３８ １．６２２９ ０．３１０２

甘南牦牛 ０．５８０８ ０．４１９２ １．７２１８ ０．３３１３

帕里牦牛 ０．７５６３ ０．２４３７ １．３２２２ ０．２１４０

天祝牦牛 ０．５４０９ ０．４５９１ １．８４８８ ０．３５３７

Ｖ１７９１

大通牦牛 ０．８９２５ ０．１０７５ １．１２０５ ０．１０１７

甘南牦牛 ０．７５２１ ０．２４８０ １．３２９７ ０．２１７２

帕里牦牛 ０．８２００ ０．１８００ １．２１９５ ０．１６３８

天祝牦牛 ０．８８９０ ０．１１１０ １．１２４９ ０．１０４９

Ｖ１８１６

大通牦牛 ０．６２１０ ０．３７９０ １．６１０２ ０．３０７２

甘南牦牛 ０．５２０８ ０．４７９２ １．９２０１ ０．３６４４

帕里牦牛 ０．５４５０ ０．４５５０ １．８３４９ ０．３５１５

天祝牦牛 ０．５７８４ ０．４２１６ １．７２８９ ０．３３２７
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２．３　４种牦牛犆犃犚犜基因单倍型分析

使用ＳＨＥｓｉｓ软件
［２６］对４个多态位点进行单倍

型分析，共发现１０个单倍型，且４种牦牛的１０个单

倍型频率整体趋势相同（表６）。进一步分析发现，

单倍型Ｃ在４种牦牛群体中频率都是最高，分别为

大通牦牛５７．００％、甘南牦牛５２．９０％、帕里牦牛

７３．７％和天祝牦牛４７．３％。其次是单倍型Ｇ、Ｄ，频

率最低的３个单倍型分别是Ｊ、Ｉ和Ｅ。

２．４　牦牛犆犃犚犜基因启动子序列分析

通过使用ＴＲＡＮＳＦＡＣ数据库中的 Ｍａｔｃｈ１．０

Ｐｕｂｌｉｃ对扩增出的牦牛启动子序列进行分析，发现

了ＣＲＥ转录因子作用位点（图４）。通过同源序列比

对分析发现了牦牛启动子序列中的ＴＡＴＡＢｏｘ（表

７）。

表６　４个犛犖犘狊位点单倍型在各群体中的频率分布

犜犪犫犾犲６　犜犺犲犎犪狆犾狅狋狔狆犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犛犖犘狊犻狀狋犺犲４狔犪犽犫狉犲犲犱狊 ％

单倍型

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

天祝牦牛

Ｔｉａｎｚｈｕｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

大通牦牛

Ｄａｔｏｎｇｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

甘南牦牛

Ｇａｎｎａｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

帕里牦牛

Ｐａｌｉｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ＣＣＡＣ（Ａ） ４．２０ ２．４０ １．６０ ５．４０

ＣＣＡＴ（Ｂ） ４．６０ １．３０ ２．００ ３．４０

ＣＣＧＣ（Ｃ） ４７．３０ ５７．０ ５２．９０ ７３．７０

ＣＣＧＴ（Ｄ） ９．４０ ５．４０ ８．７０ ４．１０

ＣＴＡＣ（Ｅ） １．２０ １．２０ ０．００ ２．２０

ＣＴＧＣ（Ｆ） ７．１０ ３．００ ５．２０ ２．８０

ＣＴＧＴ（Ｇ） ２２．３ １６．３５ ２３．２０ ７．２０

ＧＣＧＣ（Ｈ） ４．００ １０．６０ ４．２０ １．２０

ＧＴＡＴ（Ｉ） ０．００ ０．５０ ２．３０ ０．００

ＧＴＧＴ（Ｊ） ０．００ ２．１０ ０．００ ０．００

下划线部分为顺式元件；犃犜犌为起始密码子（＋１ｂｐ）

Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｒｅｃｉｓｅｌｅｍｅｎｔｓ；犃犜犌ｉｓｔｈｅｓｔａｒｔｃｏｄｏｎ（＋１ｂｐ）

图４　牦牛犆犃犚犜基因部分启动子序列

犉犻犵．４　犜犺犲狆犪狉狋犻犪犾狆狉狅犿狅狋犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳狔犪犽犆犃犚犜犵犲狀犲

表７　牦牛犆犃犚犜基因的部分顺式元件

犜犪犫犾犲７　犆犻狊犲犾犲犿犲狀狋狊狅犳犆犃犚犜犵犲狀犲犻狀狔犪犽

顺式元件名称

Ｃｉｓｅｌｅｍｅｎｔ

位置／ｂｐ

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＴＡＴＡＢｏｘ －５０～－４５ ＴＡＴＡＡＡ

ＣＲＥ －１６６～－１５９ ＴＧＡＣＧＴＣＡ

２．５　牦牛犿犚犖犃二级结构预测

本试验在犆犃犚犜 基因３′ＵＴＲ内发现存在２

个多态性位点，通过ＶｉｅｎｎａＲＮＡ软件包中的ＲＮＡ

ｆｌｏｄ．ｅｘｅ２．０预测显示，犆犃犚犜基因３′ＵＴＲ的二级

结构和最低自由能值为－１０５．６２ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１（图

５ａ），发现多态性位点 Ｖ１７９１碱基由 Ｇ变为 Ａ时，

结构发生较大改变（图５ｂ），最低自由能值变为

－１０３．８９ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１；多态性位点 Ｖ１８１６碱基由

Ｃ变为Ｔ时，结构发生轻微变化（图５ｃ），最低自由

能值变为－１０４．１２ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１。

５２２１
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图５　犚犖犃二级结构预测图

犉犻犵．５　犜犺犲狆犻犮狋狌狉犲狅犳犚犖犃狊犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

３　讨　论

本研究通过分段测序的方法克隆测序得到牦牛

犆犃犚犜基因的全序列，并发现４个新的ＳＮＰｓ位点

为牦牛所特有，其中１个位于启动子区域；１个位于

内含子；２个位于３′ＵＴＲ。ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡

检测表明，除大通牦牛的Ｖ２２１位点和甘南牦牛的

Ｖ１８１６位点不处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态（犘＜

０．０５），其他位点都处于哈代温伯格平衡状态（犘＞

０．０５）。大通牦牛和甘南牦牛的长期选育是造成其

多态性位点不处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态的主

要原因之一。

遗传变异特征分析表明，Ｖ２２１和 Ｖ１７９１在４

个牦牛群体中均属于轻度多态，Ｖ１６８和 Ｖ１８１６位

点属于中度多态，说明在该位点的选择潜力较大。

多态位点（ＳＮＰ）和差异位点（ＭＳ）分析表明，Ｖ２２１

位点（位于犆犃犚犜基因５′侧翼序列）ＧＧ型的个体数

为０，ＣＧ型个体比较少。Ｋ．Ｙａｍａｄａ等
［１４］克隆人

犆犃犚犜基因启动子序列，分析该区域多态性位点与

肥胖症关联分析发现转录位点上游－１５６ｂｐ处的

多态位点Ａ变为Ｇ可能导致机体发生肥胖症的几

率增加，说明犆犃犚犜基因启动子区域的碱基变化可

能影响基因的功能。Ｖ１６８位点（位于内含子１）在

所有群体中Ｃ碱基的频率大于Ｔ碱基，说明群体中

ＣＣ基因型可能是优势基因型。Ｖ１７９１与 Ｖ１８１６

（位于３′ＵＴＲ）的碱基变化影响了所预测的ｍＲＮＡ

二级结构及其最低自由能值，Ｖ１７９１位点的碱基由

Ｇ变为Ａ，最低自由能值增加了１．７３ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１，

且明显改变ｍＲＮＡ的稳定二级结构，所以该位点ＧＧ

型的结构比ＡＡ型的结构稳定；Ｖ１８１６位点的碱基由

Ｃ变为Ｔ，最低自由能值增加了１．５ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１，且

局部改变ｍＲＮＡ的二级结构，所以该位点ＣＣ型的

结构比ＴＴ型稳定。ｍＲＮＡ的二级结构变化可能

影响ｍＲＮＡ的表达
［２７２９］，与群体中 Ｖ１７９１位点 Ｇ

的频率远大于 Ａ，Ｖ１８１６位点Ｃ的频率大于 Ｔ一

致。单倍型分析结果表明，单倍型Ｃ的频率在４种

牦牛群体中都超过４５％，在帕里牦牛群体中单倍型

频率达到７３．７％，说明单倍型Ｃ在４种牦牛群体中

都是优势单倍型。在对牦牛犆犃犚犜 基因的启动子

序列分析并没有发现在猪上报道的ＺＢＰＦ（锌指蛋

白）结合 位 点［３０］，而 Ｐ．Ｂａｒｒｅｔｔ等
［３１］研 究 大 鼠

犆犃犚犜基因的启动子时发现１个位于－１６２ｂｐ处

的调控基因表达的转录因子ＣＲＥ（ｃＡＭＰ应答元件

结合因子），这与本研究发现位于－３１６～－３０９ｂｐ

的ＣＲＥ相同。说明ＣＲＥ可能是犆犃犚犜 基因各物

种共有的转录因子，而ＺＢＰＦ则可能不是，更说明

ＣＲＥ在犆犃犚犜基因表达中起的作用。

本研究以大通牦牛、甘南牦牛、天祝牦牛和帕里

牦牛为试验材料，运用ＤＮＡ测序和 ＨＲＭ 等技术

克隆犆犃犚犜 基因并对该基因序列的变异位点和其

多态性分布进行了全面的探索。分析了４种牦牛群

体遗传学特征，并应用生物信息学推测各个位点变

异可能产生的影响。结果表明：群体遗传学分析发

现４个ＳＮＰｓ位点的杂合度为０．０３７３～０．４７９２，多

态信息含量为０．０３６６～０．３６４４，多属于轻度或中度

多态性；Ｖ１７９１和Ｖ１８１６位点的碱基变异对 ｍＲＮＡ

二级结构和最低自由能值可能产生影响。
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ｃａｉｎｅａｎｄａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｇｅｎｅ［Ｊ］．

犇犖犃犆犲犾犾犅犻狅犾，２０１１，３０（２）：９１９７．

［３１］　ＢＡＲＲＥＴＴＰ，ＤＡＶＩＤＳＯＮＪ，ＭＯＲＧＡＮＰ．ＣＡＲＴ

ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｉｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙａｃｙｃｌｉｃａ

ｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ［Ｊ］．犗犫犲狊

犚犲狊，２００２，１０（１２）：１２９１１２９８．

（编辑　郭云雁）
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