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绵羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因克隆、核苷酸变异
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摘　 要:糖基化依赖细胞粘附分子(ＧｌｙＣＡＭ－１)是粘液素(ｍｕｃｉｎ)糖蛋白家族的成员ꎬ是乳腺细胞合成的

一种乳脂球膜蛋白(ＭＦＧＭＰｓ)的重要组成部分ꎮ ＧｌｙＣＡＭ－１ 在乳腺发育和泌乳中发挥着重要作用ꎬ为探

究该基因的序列特征、核苷酸序列变异和表达特征ꎬ以高泌乳量的小尾寒羊(泌乳高峰期和空怀期)和

低泌乳量的甘肃高山细毛羊(泌乳高峰期)的乳腺组织为研究对象ꎬ利用克隆测序、ＲＴ￣ｑＰＣＲ、生物信息

学等方法克隆绵羊 ＧｌｙＣＡＭ － １ 基因的编码区ꎬ分析 ＧｌｙＣＡＭ－ １ 的理化性质和蛋白质结构ꎬ并检测

ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的组织表达特性ꎮ 结果表明ꎬ绵羊的 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因 ＣＤＳ 区全长 ４６５ ｂｐꎬ编码 １５４ 个氨

基酸ꎮ 测序结果表明ꎬ在该基因 ＣＤＳ 区检测到 ７ 个 ＳＮＰｓꎬ其中 ２ 个为同义突变ꎬ５ 个为错义突变ꎮ
ＧｌｙＣＡＭ－１ 二级结构主要以 α－螺旋和无规则卷曲为主ꎬ延伸链则散布于整个蛋白质结构中ꎮ Ｓｔｒｉｎｇ 分

析结果表明ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 蛋白与 ＣＤ３４、ＭａｄＣＡＭ－１ 都作为 Ｌ－选择素(Ｌ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ)的配体发挥作用ꎻＲＴ￣
ｑＰＣＲ 结果表明ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 基因表达具有组织特异性、品种特异性和时空特异性ꎬ乳腺、心脏、肝脏、肺
脏、脾脏、肾脏、卵巢和背最长肌 ８ 个组织中ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 基因只在乳腺和肺脏组织中表达ꎬ在其余 ６ 个组

织中均不表达ꎬ其中乳腺中的表达量最高ꎻ在泌乳高峰期的乳腺组织中ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 在高泌乳量的小尾

寒羊中的表达量显著高于甘肃高山细毛羊(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ在小尾寒羊的乳腺组织中ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 在泌乳高

峰期的表达量极显著高于空怀期(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 本研究结果丰富了绵羊基因组数据ꎬ为深入研究 ＧｌｙＣＡＭ－
１ 基因的泌乳生物学功能及其机理提供了基础数据ꎮ
关键词:ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因ꎻ 乳腺ꎻ 绵羊ꎻ 克隆ꎻ 组织表达ꎻ ＳＮＰｓ
ＤＯＩ:１０􀆰 １１８６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００￣８５５１􀆰 ２０２０􀆰 ０８􀆰 １６９０

　 　 乳腺是哺乳动物唯一重复经历生长、功能分化和

退化的器官ꎬ在动物的繁育过程中发挥着至关重要的

作用[１]ꎮ 乳蛋白是乳汁的重要组成部分ꎬ是衡量乳品

质的重要指标ꎬ主要由酪蛋白、乳清蛋白和乳脂球膜蛋

白(ｍｉｌｋ ｆａｔ ｇｌｏｂｕｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＭＦＧＭＰｓ)等组

成ꎮ ＭＦＧＭＰｓ 仅占乳蛋白总含量的 １％ ~ ２％ꎬ但具有

抑制癌细胞、抗病毒感染、增强机体免疫等重要功

能[２－４]ꎮ 糖基化依赖细 胞 粘 附 分 子 ( ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ￣
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １ꎬＧｌｙＣＡＭ－１)属于粘

液素(ｍｕｃｉｎ)糖蛋白家族的一员ꎬ是 ＭＦＧＭＰｓ 的重要

组成部分ꎬ具有参与细胞识别、信号转导以及介导白细

胞粘附和淋巴细胞归巢等生物学功能ꎬ同时在免疫应

答和炎症反应等过程中发挥重要作用[５]ꎮ 此外ꎬ
ＧｌｙＣＡＭ－１ 作为胚胎和子宫内膜特异受体的配体ꎬ参
与整合素介导的粘膜级联反应[６]ꎮ 在乳腺中ꎬＧｌｙＣＡＭ
－１ 作为一种受激素调节的 ＭＦＧＭＰｓ 重要组成部分参

与乳腺发育及乳汁分泌过程[７－８]ꎮ Ｓｕáｒｅｚ Ｖｅｇａ 等[９]通

过对 ２ 个乳用绵羊品种(Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ)Ａｓｓａｆ(年产量 ４００
ｋｇ)和 Ｃｈｕｒｒａ(年产量 １１７ ｋｇ)在泌乳第 １０、第 ５０、第
１２０、第 １５０ 天的乳体细胞(ｍｉｌｋ ｓｏｍａｔｉｃ ｃｅｌｌｓꎬＭＳＣ)进
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行转录组测序发现ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 在整个泌乳时期均高

表达(ｘＦＲＰＭ ＝ ２６ ２７４)ꎬ但在各时期表达量差异不显著

(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ Ｐａｔｅｎ 等[１０] 在研究罗姆尼母羊时发现ꎬ
ＧｌｙＣＡＭ－１ 在产后 １５ ｄ 乳腺组织中的表达量高于妊娠

后 １３５ ｄꎬ表明在乳汁分泌过程中 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的表

达量会上升ꎮ 由此表明ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 在家畜泌乳和乳

腺发育中发挥了重要作用ꎬ但是关于该基因的序列特

征、核苷酸序列变异和表达特征尚不清楚ꎮ
为了系统研究绵羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的核苷酸序列

特征及其变异、组织表达特征ꎬ本研究以高泌乳量的小

尾寒羊(泌乳高峰期和空怀期)和低泌乳量的甘肃高

山细毛羊(泌乳高峰期)为对象ꎬ应用基因克隆、生物

信 息 学、 测 序、 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ ( ｒｅａｌ ｔｉｍｅ￣
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ)等技术ꎬ对该基因进行了

ＣＤＳ 区域克隆、氨基酸序列特征分析ꎬ研究了该基因

ＣＤＳ 区的核苷酸序列变异ꎬ检测了乳腺、心脏、肝脏、脾
脏等 ８ 个组织中该基因的 ｍＲＮＡ 表达特征ꎬ以期为研

究 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的泌乳生物学功能提供基础数据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

试验样品采自甘肃省天祝县松山镇金子河绵羊繁

育场ꎬ选择处于泌乳高峰期(产后第 ３ 周)的高泌乳量

小尾寒羊和低泌乳量甘肃高山细毛羊各 ３ 只ꎬ另外选

择处于空怀期的小尾寒羊 ３ 只ꎬ合计 ９ 只试验羊ꎮ 要

求所有试验羊均为 ３ 岁、第 ４ 胎、在同一饲养条件下饲

养管理ꎮ 屠宰后立即采取乳腺、心脏、肝脏、肺脏、脾
脏、肾脏、卵巢和背最长肌各 ０􀆰 ５ ｇ 左右ꎮ 乳腺组织样

用焦碳酸二乙酯(ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅꎬ ＤＥＰＣ)水冲洗

除去残留的乳汁之后ꎬ装入 ２ ｍＬ 冻存管后立即置于液

氮中保存ꎬ带回实验室后于－８０℃保存备用ꎮ
１􀆰 ２　 试验方法

按照 Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ( ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＣＡꎬＵＳＡ)说明书

要求ꎬ提取组织中的总 ＲＮＡꎮ 提取后的 ＲＮＡ 用 １􀆰 ５％
琼脂糖凝胶电泳检测其完整性ꎬ用 Ｎａｎｏｐｒｏｐ ２０００ 型超

微量分光光度计(塞默飞ꎬ美国)检测 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０及其

浓度ꎬ质量合格的 ＲＮＡ 保存于－８０℃冰箱中备用ꎮ 根

据天根反转录 ＦａｓｔＫｉｎｇ ＲＴ ｋｉｔ(ｗｉｔｈ ｇＤＮａｓｅ)说明书要

求ꎬ对 ＲＮＡ 进行反转录ꎬ得到的 ｃＤＮＡ 按照其浓度稀

释成 １００ ｎｇ􀅰μＬ－１溶液ꎬ－２０℃冰箱保存备用ꎮ
１􀆰 ３　 ＧＬＹＣＡＬ－１ 基因引物设计及克隆

依据 ＧｅｎＢａｎｋ 中预测的绵羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的

ｍＲＮＡ 序列(ＸＭ＿０１２１４９３６０􀆰 ２)ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 设计

Ｐ１ 和 Ｐ２ 引物ꎬ其中 Ｐ１ 引物用于 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因 ＣＤＳ
区的克隆ꎬＰ２ 引物用于 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 基因为

内参引物ꎬ引物具体信息见表 １ꎮ 以小尾寒羊乳腺组

织中获得的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用 ２０ μＬ 反应体系ꎬ包括

ｃＤＮＡ ０􀆰 ８ μＬ(约 １００ ｎｇ􀅰μＬ－１)ꎬ５ Ｕ􀅰μＬ－１ Ｔａｑ 预混酶

１０ μＬꎬ０􀆰 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１上、下游引物各 ０􀆰 ８ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ
补足至 ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件:９４℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ
９４℃变性 ３０ ｓꎬ５８℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 ３０ ｓꎬ共 ３５ 个

循环ꎻ７２℃终延伸 ７ ｍｉｎꎻ４℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％
琼脂糖电泳检测ꎮ 选择目的条带进行切胶回收并连接

至克隆载体 ｐＭＤ１９￣Ｔꎬ经转化、ＰＣＲ 鉴定后挑取阳性

单克隆穿刺培养ꎬ送至上海生工生物科技有限公司进

行测序ꎮ 以泌乳高峰期小尾寒羊(３ 个)和甘肃高山细

毛羊(３ 个)乳腺组织的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ扩增 Ｐ１ 引物ꎬ
将其扩增片段直接测序鉴定其核苷酸序列变异特征ꎮ

表 １　 绵羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的扩增引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｈｅｅｐ ＧｌｙＣＡＭ－１ ｇｅｎｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′－３′)

扩增长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ

退火温度
Ｔｍ / ℃

Ｐ１ Ｆ: ＡＴＧＡＡＡＴＴＣＣＴＣＴＧＣＧＴＣＴＴＧ

Ｒ: ＣＴＡＣＧＧＣＴＴＣＡＣＧＡＣＴＴＣＡＧＡＧ

４６５ ５８

Ｐ２ Ｆ: ＧＣＣＴＣＴＧＣＴＣＡＧＴＴＣＡＴＣ

Ｒ: ＴＣＡＣＡＴＴＴＧＧＣＴＣＴＴＴＧＧ

１０６ ６０

β￣ａｃｔｉｎ Ｆ: ＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡ

Ｒ:ＧＧＡＣＡＧＣＡＣＣＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＧＡ

１１３ ６０

１􀆰 ４　 ＧＬＹＣＡＭ－１ 基因生物信息学分析

基于克隆获得的绵羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因序列ꎬ利用

ＤＮＡＳｔａｒ ７􀆰 １ 软件查找该基因的开放阅读框 ( ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬＯＲＦ)ꎬ并利用 ＮＣＢＩ 中的 ＢＬＡＳＴ 进行验
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证ꎻ用 ＥｘＰａｓｙ 站点上的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件分析绵羊

ＧｌｙＣＡＭ－ １ 的氨基酸特征ꎻ利用 ＥｘＰａＳｙ 站点上的

ＳＯＰＭＡ 分析其蛋白结构ꎻ用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３􀆰 １ 预测氨基酸

序列中潜在的磷酸化位点[１１]ꎻ利用 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析

其参与的生物学功能和代谢通路ꎬ利用 Ｓｔｒｉｎｇ[１２] 在线

分析 ＧｌｙＣＡＭ－１ 的蛋白网络互作关系ꎬ用 ＭＥＧＡ ５􀆰 ０
构建系统进化树ꎮ
１􀆰 ５　 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因表达量分析

采用相对定量 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ(ＴａＫａＲａꎬ大连)染
料法检测 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的组织表达量ꎮ 采用 ２０ μＬ
体系ꎬ包括 ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬ(<１００ ｎｇ)ꎬ０􀆰 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

上下游引物各 ０􀆰 ４ μＬ、１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ １０ μＬ、ＲＯＸ Ⅱ ０􀆰 ４ μＬ 和 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ８
μＬꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应条件:９５℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５℃变性

１５ ｓꎬ６０℃退火 ３４ ｓꎬ７２℃延伸 ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 溶解

反应:９５℃变性 １５ ｓꎻ６０℃采集荧光信号 ６０ ｓꎮ 每个反

应设 ３ 个平行对照ꎮ 待反应结束后依据结果报告ꎬ分
析其荧光定量溶解曲线ꎬ判断是否存在引物二聚体ꎬ以
及 ＰＣＲ 产物的准确性ꎬ收集数据ꎬ计算表达量[１３]ꎮ 反

应 在 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ 􀳏 ６ Ｆｌｅｘ 仪

(Ｔｈｅｒｍｏ ＦｉｓｈｅｒꎬＵＳＡ)中进行ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的克隆

图 ２　 ＧｌｙＣＡＭ－１ 氨基酸序列的同源性分析

Ｆｉｇ.２　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＧｌｙＣＡＭ－１

以小尾寒羊的乳腺 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用 ＲＴ￣ＰＣＲ 进

行扩增ꎬＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 结

果表明ꎬ目的片段条带(４６５ ｂｐ)跟预期结果一致(图
１)ꎮ 测序后获得该基因的完整 ＣＤＳ 区序列ꎬ大小为

４６５ ｂｐꎬ编码 １５４ 个氨基酸ꎮ 序列已提交至 ＧｅｎＢａｎｋꎬ
登录号为 ＭＨ９１７９５２􀆰 １ꎮ

通过 ＢＬＡＳＴ 分析发现ꎬＭＨ９１７９５２􀆰 １ 与山羊的

ＧｌｙＣＡＭ－１ 具有较高的序列同源性(９８􀆰 ７％)ꎬ与黄牛

ＧｌｙＣＡＭ－１ 之间的同源性为 ８８􀆰 ９６％ꎮ 利用 ＧｅｎＢａｎｋ

Ｎｏｔｅ: Ｍ: ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １: Ｐ１.

图 １　 绵羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因 ＰＣＲ 电泳结果

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧｌｙＣＡＭ－１ ｇｅｎｅ ｏｆ ｓｈｅｅｐ

中山羊(Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ)、野牦牛(Ｂｏｓ ｍｕｔｕｓ)、黄牛(Ｂｏｓ
ｔａｕｒｕｓ)、藏羚羊 ( Ｐａｎｔｈｏｌｏｐｓ ｈｏｄｇｓｏｎｉｉ)、大鼠 ( Ｒａｔｔｕｓ
ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ)、 小 鼠 ( Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ) 和 人 类 ( Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ)ＧｌｙＣＡＭ－１ 的氨基酸序列ꎬ结合本研究中获得

的 ＭＨ９１７９５２􀆰 １ 构建系统进 化 树ꎮ 由 图 ２ 可 知ꎬ
ＭＨ９１７９５２􀆰 １ 首先与山羊的 ＧｌｙＣＡＭ－ １ 序列聚到一

支ꎬ然后与藏羚羊、野牦牛和黄牛的序列聚到一起ꎬ说
明获得的 ＭＨ９１７９５２􀆰 １ 为绵羊的 ＧｌｙＣＡＭ－１ 序列ꎮ
２􀆰 ２　 ＧｌｙＣＡＭ－１ 蛋白理化性质

绵羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 蛋白的原子组成为 Ｃ７４９Ｈ１２３４Ｎ２００

Ｏ２４１Ｓ４ꎬ分子质量为 １７ ０２５􀆰 ４７ꎬ等电点为 ５􀆰 ２７ꎮ 在编

码的 １５４ 个氨基酸中ꎬ根据 Ｒ 侧链的电荷数和极性ꎬ
可以分为两类:１) 极性氨基酸ꎬ占总氨基酸数目的

５７􀆰 １５％ꎬ包括 ２０ 个带正电荷的极性氨基酸(Ｒ ＋ Ｋ ＋
Ｈ)(１２􀆰 ９９％)ꎬ２２ 个带负电荷的极性氨基酸(Ｄ ＋ Ｅ)
(１４􀆰 ２９％)和 ４６ 个不带电荷的极性氨基酸(Ｇ、Ｓ、Ｔ、Ｃ、
Ｙ、Ｎ、Ｑ)(２９􀆰 ８７％)ꎻ２)６６ 个非极性氨基酸(Ａ、Ⅴ、Ⅰ、
Ｌ、 Ｆ、 Ｗ、 Ｍ、 Ｐ )ꎬ 占 总 氨 基 酸 数 目 的 ４２􀆰 ８５％ꎮ
ＧｌｙＣＡＭ－１ 的消光系数在 ２８０ ｎｍ 时为 １ ４９０ꎬ不稳定

系数 为 ４９􀆰 ８３ꎬ 说 明 该 蛋 白 是 一 个 不 稳 定 蛋 白ꎮ
ＧｌｙＣＡＭ－１ 在哺乳动物网织红细胞内的半衰期为 ３０

２９６１



　 １２ 期 绵羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因克隆、核苷酸变异及其组织表达分析

ｈꎬ脂肪系数为 ９５􀆰 ０６ꎬ总平均亲水性为－０􀆰 ４４２ꎬ说明该

蛋白是一个可溶性蛋白ꎮ
绵羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 蛋白的二级结构由 ７６ 个 α－螺旋

(ｈｅｌｉｘ)(４９􀆰 ３５％)、７３ 个无规则卷曲( ｃｏｉｌ) (４７􀆰 ４０％)
和 ５ 个延伸链( ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ) (３􀆰 ２５％)组成ꎮ 磷酸

化位点检测结果表明ꎬ该蛋白功能区域富含丝氨酸

(１６ 个)和苏氨酸(１０ 个)磷酸化位点ꎮ ＧＯ 功能注释

结果表明ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 基因主要注释到蛋白质结合、离
子结合及细胞粘附等生物学过程中ꎮ ＫＥＧＧ 分析结果

表明ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 基因注释到细胞粘附分子代谢通路

中ꎮ Ｓｔｒｉｎｇ 分 析 结 果 表 明ꎬ ＧｌｙＣＡＭ － １ 同 催 乳 素

(ｐｒｏｌａｃｔｉｎꎬＰＲＬ)蛋白、粘膜血管贴壁细胞黏附分子 １
(ｍｕｃｏｓａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ａｄｄｒｅｓｓｉｎｇ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １ꎬ
ＭａｄＣＡＭ－１)、ＣＤ３４ 和 Ｌ－选择素(Ｌ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ)具有直接

的联系(图 ３)ꎮ

图 ３　 绵羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 蛋白网络互作图

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ＧｌｙＣＡＭ－１

２􀆰 ３　 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因核苷酸序列变异特征分析

测序结果表明ꎬ在 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因 ＣＤＳ 区检测到

７ 个 ＳＮＰｓꎬ其中 ２ 个为同义突变:ｃ. ３９ Ｃ>Ｔ(ｐ. Ａ)和
ｃ. ２５８ Ｇ>Ａ(ｐ. Ｌ)ꎻ５ 个为错义突变ꎬ分别为 ｃ. ４１ Ｃ>Ｔ
(ｐ. Ａ１４Ｖ)、 ｃ. ４３ Ａ >Ｇ ( ｐ. Ｔ１５Ａ)、 ｃ. ２７９ Ａ > Ｔ ( ｐ.
Ｑ９３Ｈ)、 ｃ. ２９２ Ａ > Ｔ ( ｐ. Ｔ９８Ｓ) 和 ｃ. ３７１ Ａ > Ｇ ( ｐ.
Ｈ１２４Ｒ)ꎮ
２􀆰 ４　 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的表达特征分析

利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测处于泌乳高峰期的小尾寒

羊和甘肃高山细毛羊中 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因在心脏、肝脏、
脾脏、肺脏、肾脏、背最长肌、卵巢和乳腺组织中的表达

量ꎬ同时检测该基因在空怀期小尾寒羊乳腺组织中的

表达量ꎮ 由图 ４ 可知ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的表达具有明

显的组织特异性ꎮ 在检测的 ８ 个组织中ꎬＧｌｙＣＡＭ－１
基因在乳腺中的表达量最高ꎬ在肺脏组织中微弱表达ꎬ
在其他 ６ 个组织中均不表达ꎮ 同时 ＧｌｙＣＡＭ－１ 的表达

也呈现出品种特异性ꎬ在泌乳高峰期的乳腺组织中ꎬ
ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因在小尾寒羊中的表达量是甘肃高山细

毛羊的 １􀆰 ６ 倍 ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 此外ꎬ不同泌乳时期ꎬ
ＧｌｙＣＡＭ－１ 的表达量也不同ꎮ 小尾寒羊中 ＧｌｙＣＡＭ－１
基因在泌乳高峰期中的表达量是空怀期表达量的 ２５
倍(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

注:１~８ 依次表示心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、卵巢、背最长肌、
泌乳高峰期小尾寒羊和甘肃高山细毛羊的乳腺组织ꎻ９ 为空怀

期小尾寒羊的乳腺组织ꎻ∗ 和∗∗ 表示不同乳腺组织间差异显

　 　 　 　 著(Ｐ<０􀆰 ０５)和极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
Ｎｏｔｅ:１~８: Ｈｅａｒｔꎬ ｌｉｖｅｒꎬ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｌｕｎｇꎬ ｋｉｄｎｅｙꎬ ｏｖａｒｙꎬ ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ
ｄｏｒｓｉ ａｎｄ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ａｔ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ ｌａｃｔａｔｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ９:
Ｔｈｅ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｎｏｎ￣ｌａｃｔａｔｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ￣ｔａｉｌｅｄ
Ｈａｎ ｓｈｅｅｐ. ∗ ａｎｄ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０􀆰 ０５
　 　 　 　ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ０􀆰 ０１ ｌｅａｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｌａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ.

图 ４　 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因在小尾寒羊和甘肃

高山细毛羊不同组织中的表达量

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｌｙＣＡＭ－１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｆ Ｓｍａｌｌ Ｔａｉｌ Ｈａｎ ｓｈｅｅｐ ａｎｄ Ｇａｎｓｕ ａｌｐｉｎｅ ｍｅｒｉｎｏ ｓｈｅｅｐ

３　 讨论

３􀆰 １　 ＭＦＧＭＰｓ 的生物学功能

ＭＦＧＭＰｓ 是乳中的一种重要蛋白质ꎬ主要以乳脂

肪球膜的形式存在ꎬ在乳腺分泌细胞内形成并分泌到

乳汁中ꎮ 尽管 ＭＦＧＭＰｓ 只占牛奶总蛋白质含量的 １％
~２％ꎬ但具有多样性的生物学功能ꎬ在幼崽的细胞生

长过程及防御机能[３ꎬ １４]、动物的免疫和发育等过程发

挥了 重 要 作 用ꎮ 此 外ꎬ Ｈａｒａｍｉｚｕ 等[１５] 研 究 发 现ꎬ
ＭＦＧＭＰｓ 还可以提高小鼠的耐力和肌肉运动能力ꎮ 在

３９６１
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新生儿的辅食中添加 ＭＦＧＭＰｓꎬ可减少腹泻的发生[２]ꎮ
ＭＦＧＭＰｓ 的数量和含量存在物种差异性ꎬ如奶牛[１６]、
奶山羊[１７]和绵羊[４]乳中的 ＭＦＧＭＰｓ 的数量和含量各

不相同ꎮ 粘液素是粘膜物理屏障的组成部分ꎬ可以作

为物理屏障防御病原微生物对呼吸道、胃肠道和子宫

内膜等部位的感染ꎮ 作为 ＭＦＧＭＰｓ 的重要组成成分ꎬ
ＧｌｙＣＡＭ－１ 同样在免疫保护和细胞粘附方面具有重要

的作用[１８]ꎮ 研究发现ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 的表达量与乳蛋白

含量呈正相关ꎮ Ｊｉ 等[１９] 利用 ｉＴＲＡＱ( ｉｓｏｂａｒｉｃ ｔａｇｓ ｆｏｒ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｎｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ)技术鉴定了牦牛和奶

牛的乳脂球膜蛋白ꎬ发现在高乳蛋白率(５􀆰 １６％)的牦

牛乳汁中ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 高度富集ꎬ并且是低乳蛋白率

(２􀆰 ７９％)奶牛的 １０􀆰 １５ 倍ꎮ 由于绵羊的乳蛋白含量

(５􀆰 １５％)显著高于山羊(４􀆰 １０％)和奶牛[２０－２１]ꎬ推测绵

羊乳中 ＧｌｙＣＡＭ－１ 表达量可能也高于山羊和奶牛ꎬ但
还需进一步证实ꎮ
３􀆰 ２　 ＧｌｙＣＡＭ－１ 序列特征及生物信息学分析

本研 究 利 用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方 法 首 次 克 隆 了 绵 羊

ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的编码区序列ꎮ 序列比对表明ꎬ绵羊

ＧｌｙＣＡＭ－１ 的氨基酸序列与山羊具有较高的同源性

(９８􀆰 ７％)ꎬ与黄牛之间的同源性为 ８８􀆰 ９６％ꎮ 通过直

接测序技术在 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因中检测到 ７ 个 ＳＮＰｓꎬ表
明该基因具有丰富的多态性ꎮ 李晶等[２２] 研究发现ꎬ
ＧｌｙＣＡＭ－ １ 的核苷酸变异与奶牛乳房炎有相关性ꎬ
ＧｌｙＣＡＭ－１ 第 ３ 外显子 ２０８１ 处 Ａ>Ｔ 的变异降低了乳

房炎的感染率ꎮ ＧＯ 功能注释表明 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因主

要参与蛋白结合、离子结合等生物学过程ꎬＫＥＧＧ 结果

表明 ＧｌｙＣＡＭ－１ 参与细胞分子粘附代谢通路ꎮ 细胞粘

附分子是在细胞表面表达的糖蛋白ꎬ且在包括止血、免
疫应答、炎症、胚胎发生等多种生物过程中起关键作

用ꎮ 在淋巴器官中ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 作为 Ｌ－选择蛋白的配

体参与了淋巴细胞和内皮细胞之间的相互作用[２３]ꎬ使
细胞与细胞间、细胞与基质间ꎬ或细胞－基质－细胞间

发生粘附ꎬ从而参与细胞的识别、活化、信号转导和细

胞的增殖与分化ꎮ 因此ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 可以通过该途径

调控乳腺细胞的增殖、分化和凋亡[２４]ꎮ
蛋白互作研究可以在分子水平揭示蛋白质功能以

及包括生长、发育、代谢、分化和凋亡在内的细胞活动

规律[２４]ꎮ 通过蛋白－蛋白互作网络分析发现ꎬＧｌｙＣＡＭ
－１ 与 ＰＲＬ、Ｌ￣Ｓｅｌｅｃｔｉｎ、ＭａｄＣＡＭ－１ 和 ＣＤ３４ 蛋白具有

直接的作用ꎮ ＧｌｙＣＡＭ－１、ＭａｄＣＡＭ－１ 和 ＣＤ３４ 都是 Ｌ
－选择素的配体ꎬ具有粘蛋白样多肽结构和硫酸化的 Ｏ
－连接聚糖[２５]ꎬ它们通过粘附参与细胞的识别、活化、
信号转导增殖及凋亡等过程ꎮ 蛋白质半衰期与其稳定

性有关ꎮ 贾浩等[２６] 发现ꎬ蛋白质的半衰期长ꎬ其稳定

性高ꎮ 本研究结果表明ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 基因编码的蛋白

具有较长的半衰期ꎬ但属于不稳定蛋白ꎬ这可能与该蛋

白富含丝氨酸和苏氨酸磷酸化位点有关ꎬ磷酸化使得

该蛋白的稳定性降低[２７－２８]ꎮ
３􀆰 ３　 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因组织表达特征分析

本研究中ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的表达具有明显的组

织特异性、品种特异性和时空特异性ꎮ 在 ８ 个组织中ꎬ
ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因在泌乳期的乳腺组织中高表达ꎬ在空

怀期乳腺组织和肺脏组织中也有少量表达ꎬ其他组织

中均不表达ꎬ这与前人研究结果相一致ꎮ 研究表明ꎬ
ＧＬＹＣＡＭ－１ 基因在泌乳期奶牛和小鼠的乳腺组织中高

度表 达ꎬ 同 时 在 肺 脏 组 织、 子 宫 中 也 表 达[２９－３１]ꎮ
ＧｌｙＣＡＭ－１ 在乳腺上皮细胞合成后分泌到乳汁中[７]ꎬ
其表达量受到激素和外源性刺激的调控ꎮ 例如催乳素

(ｐｒｏｌａｃｔｉｎꎬＰＲＬ)能诱导 ＧｌｙＣＡＭ－１ 的表达ꎬ而孕酮则

抑制了该基因的表达[３２]ꎮ 断奶 １０ ｄ 后ꎬ乳腺中的

ＧｌｙＣＡＭ－ １ 表达量降至极低的水平ꎬ 表明乳腺中

ＧｌｙＣＡＭ－１ 的调节与其他乳蛋白质相似ꎬ都需要通过

哺乳幼崽等外源性刺激才能继续表达[３３]ꎮ ＧｌｙＣＡＭ－１
基因在子宫和胚胎着床阶段的表达也进行了较多的研

究ꎮ 绵羊子宫中 ＧｌｙＣＡＭ－１ ｍＲＮＡ 和蛋白质的水平与

处于发情周期的子宫内膜上皮中孕酮受体表达的变化

趋势 非 常 相 似ꎬ 这 表 明 黄 体 酮 可 能 是 子 宫 中

ＧｌｙＣＡＭ－１ 的潜在调节因子[３１]ꎮ 本试验中ꎬＧｌｙＣＡＭ－１
基因在高泌乳量小尾寒羊乳腺组织中的表达量显著高

于低泌乳量甘肃高山细毛羊乳腺组织ꎬ说明该基因能

促进绵羊的泌乳ꎬ这与 Ｒｏｍｎｅｙ 绵羊乳腺组织中的研

究结果相似[１０]ꎮ 在产奶量有显著差异的 Ａｓｓａｆ (４００
ｋｇ)和 Ｃｈｕｒｒａ(１１７ ｋｇ)绵羊之间ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 表达量并

无显著差异 (Ｐ > ０􀆰 ０５) [９]ꎬ这可能与研究中不同的

ＲＮＡ 来源有关ꎬ本研究分析的是乳腺组织ꎬ而 Ｓｕáｒｅｚ
Ｖｅｇａ 等[９]采用乳汁中的 ＭＳＣ 检测其各时期的基因表

达谱ꎮ Ｃáｎｏｖａｓ 等[３４] 和 Ｗｉｃｋｒａｍａｓｉｎｇｈｅ 等[３５] 已证实

奶牛乳腺和 ＭＳＣ 之间基因的表达模式有较大的差异ꎮ
本试验结果表明ꎬ在空怀期小尾寒羊乳腺组织中ꎬ

ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的表达量很低ꎬ但在乳汁合成过程中ꎬ该
基因的表达量又上升ꎮ 在乳腺的发育及乳汁合成中ꎬ该
基因的表达量变化趋势与激素分泌有关ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 基

因受到 ＰＲＬ 的诱导才能表达ꎮ ＰＲＬ 在发情期开始分

泌ꎬ导致该基因在泌乳高峰期有较高的表达量ꎬ而在空

怀期表达量很低[３６]ꎮ 同时ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 在不同乳腺发育

时期的表达量差异可能还与腺泡发育有关[３２]ꎮ 与空怀

期相比ꎬ泌乳高峰期的乳腺中含有大量的腺泡ꎬ这也导
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　 １２ 期 绵羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因克隆、核苷酸变异及其组织表达分析

致了该基因在泌乳高峰期有较高的表达量ꎮ

４　 结论

本研究首次克隆获得了小尾寒羊 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因

的 ＣＤＳ 全长序列ꎬ该基因编码 １５４ 个氨基酸ꎮ 绵羊的

ＧｌｙＣＡＭ－１ 氨基酸序列与山羊和牛的 ＧｌｙＣＡＭ－１ 具有

较高的序列同源性ꎮ ＧｌｙＣＡＭ－１ 蛋白的二级结构主要

以 α－螺旋和无规则卷曲为主ꎮ 蛋白互作分析结果表

明ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 蛋白与 ＣＤ３４、ＭａｄＣＡＭ－１ 都作为 Ｌ－选
择素的配体发挥作用ꎮ 此外ꎬＧｌｙＣＡＭ－１ 基因的 ＣＤＳ
区发现了 ７ 个 ＳＮＰｓ(包括 ２ 个同义突变和 ５ 个非同义

突变)ꎮ ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因在绵羊上的表达具有明显的

组织特异性、品种特异性和时空特异性ꎮ 本研究结果

丰富了绵羊基因组数据ꎬ为深入研究 ＧｌｙＣＡＭ－１ 基因

的泌乳生物学功能及其机理提供了基础数据ꎮ
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ｇｌａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｌａｃｔａｔｉｎｇ ｓｍａｌｌ￣ｔａｉｌｅｄ Ｈａｎ ｓｈｅｅｐ ( ｌａｃｋｉｎｇ ｐｅａｋ ａｎｄ ｅｍｐｔｙ ｐｅｒｉｏｄ) ａｎｄ ｌｏｗ ｌａｃｔａｔｉｏｎ Ｇａｎｓｕ ａｌｐｉｎｅ
ｆｉｎｅ￣ｗｏｏｌ ｓｈｅｅｐ (ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ ｌａｃｔａｔｉｏｎ) ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ. Ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ＧｌｙＣＡＭ－１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｂｙ
ｃｌｏｎｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＧｌｙＣＡＭ－１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ＧｌｙＣＡＭ－１ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ＣＤＳ ｏｆ ＧｌｙＣＡＭ－１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｈｅｅｐ ｗａｓ ４６５ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ １５４ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ７ ＳＮＰｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＣＤＳ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅꎬ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ２ ｗｅｒｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ５ ｗｅｒｅ ｍｉｓｓｅｎｓｅ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＧｌｙＣＡＭ － １ ｉｓ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ α￣ｈｅｌｉｘ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｃｈａｉｎ ｉｓ ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓｔｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＧｌｙＣＡＭ－１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ＣＤ３４ ａｎｄ ＭａｄＣＡＭ－１ ａｓ ｌｉｇａｎｄｓ ｏｆ Ｌ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ. ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｌｙＣＡＭ－
１ ｇｅｎｅ ｉｓ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃꎬ ｂｒｅｅｄ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｓｐａｃｅ￣ｔｉｍｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄꎬ ｈｅａｒｔꎬ
ｌｉｖｅｒꎬ ｌｕｎｇꎬ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｋｉｄｎｅｙꎬ ｏｖａｒｙ ａｎｄ ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ ｄｏｒｓｉ. ＧｌｙＣＡＭ－１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｏｎｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ａｎｄ
ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｂｕｔ ｎｏｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｓｉｘ ｔｉｓｓｕｅｓ. ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ. Ｉｎ ｔｈｅ ｍａｍｍａｒｙ
ｇｌａｎｄ ａｔ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ ｌａｃｔａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｌｙＣＡＭ － １ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｌａｃｔａｔｉｎｇ ｓｍａｌｌ￣ｔａｉｌｅｄ Ｈａｎ ｓｈｅｅｐ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ Ｇａｎｓｕ ａｌｐｉｎｅ ｆｉｎｅ￣ｗｏｏｌ ｓｈｅｅｐ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｉｎ ｔｈｅ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｏｆ Ｓｍａｌｌ Ｔａｉｌ Ｈａｎ
ｓｈｅｅｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ ｌａｃｔａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ ｐｅｒｉｏｄ (Ｐ<０􀆰 ０１). Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｔｈｅ ｓｈｅｅｐ ｇｅｎｏｍｅ ｄａｔａ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｂａｓｉｃ ｄａｔａ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｌａｃｔａｔｉｏｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＧｌｙＣＡＭ－１ ｇｅｎｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ＧｌｙＣＡＭ￣１ ｇｅｎｅꎬ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄꎬ ｓｈｅｅｐꎬ ｃｌｏｎｅꎬ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ＳＮＰｓ
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