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外显子序列!并用
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限制性内切酶通过
./0!012.

技术检测了包括引入品种&培育品种和地方品种
+

个类型共
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匹马的
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基因部分序列多态性'用
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非变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳将酶切产物分离!并用银染法显色'结果经
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内切酶消化表现出多态!由
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种共显性等

位基因控制!出现了
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种基因型%经
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多巴胺是脑内主要的儿茶酚胺类神经递质!它

控制着哺乳动物的运动&认知和情感等'多巴胺
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#基因有几个区

域存在多态现象'这些多态与性格或神经紊乱存在

相关性已被证实(

"

)

'尤其
./.%

基因是第
"

个被发

现与性格有关的基因!如人类第
$

外显子
"

个
%)=
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期 范彩云等$马
./.%

基因部分序列克隆和
./0!012.

分析

序列重复的不同次数与追求新颖有关(

#

)

!而且类似

于这种与性格相关的短串联重复序列多态"

_M[0

#

现象在非人灵长类(

$

)和狗(

%!'

)等哺乳动物中都有报

道'此外!也有进行关于人和狗
./.%

基因非编码

区多态与性格行为的相关性研究'而近几年随着赛

马业的发展!对马匹的要求也越来越高!不仅要求耐

力强&速度快!而且性格气质也非常重要!

"

匹携带

不良性格基因的马!无论在多好的环境中都将是
"

匹性格不良的马%而
"

匹性格稳定&可靠的马!即使

是在恶劣的环境之下也会表现稳定&令人放心&易于

饲养管理和调教"调教可以改变马匹骨骼与肌肉的

长短&角度和连接方式!改善各部位的结构!使不同

用途的马匹表现出更加优异的特定性能(

+

)

#等特点'

在日本已有对马
./.%

基因第
$

外显子的
_M[0

与行为进行相关性研究的报道!并取得一定进展(

,

)

'

然而!对马
./.%

基因非编码区的研究至今仍是一

个空白'笔者在以前研究的基础上(

)

)对马
./.%

基因第
"

内含子及部分第
"

&第
#

外显子进行克隆!

并对其进行
./0`012.

分析!为寻找更多与性格

行为相关的遗传标记奠定基础'
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材料与方法
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!

材料及试剂
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基因组从三河马
?4

"内蒙古自治区呼伦贝尔

市陈巴尔虎旗!

'"

个#&巴尔虎马
@4

"内蒙古自治区

呼伦贝尔市新巴尔虎左旗!
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个#&锡尼河马
]M

"内

蒙古自治区呼伦贝尔市鄂温克旗!

%'

个#&乌珠穆沁

马
9A

"内蒙古自治区锡林郭勒盟东&西乌珠穆沁

旗!

%(

个#&纯血马
[@

"北京华骏育马场!

'(

个#&乌

审马
9?

"内蒙古自治区鄂尔多斯市鄂托克前旗&鄂

托克旗
$(

个#血液中提取!于
[D

溶液中溶解!
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保存%

!!

引物由宝生物工程"大连#有限公司合成%

2C
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M

M̂C

聚合酶&

7M[.T
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U

N "̂*![_:HJK6

购自宝

生物工程"大连#有限公司%

M̂C

片段回收纯化试剂

盒&质粒提取纯化试剂盒购自杭州维特洁生化技术

有限公司%

N56\:6

为宝生物公司的
2̂#(((

%测序反

应由宝生物工程"大连#有限公司完成'
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方法

"B#B"
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引物设计及合成
!

根据
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已发表的

人"
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#&雪貂"
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#

的
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基因
Ĥ MC

序列保守区设计一对引物"由

大连宝生物公司合成#$
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正向引物$

'b!/[O/COC/O///C//CC/[!$b
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反向引物$

'b![OO/O/C/COO[[OCCOC[!$b
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扩增
!

./0

反应体系$总体积为
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#
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!其中包括
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缓冲液
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反应条件$
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预变性
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变性
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退火
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!
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延伸
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个循环%

,#a

延伸
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保存'

./0

产物

用
"B#3

琼脂糖凝胶电泳检测'

"B#B$

!

克隆与测序
!

./0

产物用
"B#3

的琼脂糖

凝胶电泳检测!将目的带切下后用
M̂C

凝胶纯化

试剂盒"杭州维特洁生化技术有限公司#进行回收!

回收后的
./0

产物片段与
U

N "̂*![

载体连接并

转化到
GB"+4( 4̂'

%

感受态细胞!经鉴定正确的重

组克隆子送大连宝生物公司测序'

"B#B%

!

./0

产物的酶切
!

用
-#0-

限制性内切酶按

照试剂说明书"分别购自上海生物工程有限公司和

大连宝生物有限公司#的推荐方法进行酶切消化'

酶切产物通过
)3

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和银

染法进行检测!其中
CH6

*

@;T

为
#*e"

!

#((_

电压

电泳
"B'

&

#B(L

'选取代表不同纯合型的个体

./0

产物纯化后送大连宝生物公司测序'

!

!

结
!

果

!J&

!

克隆测序

!!

随机挑取各
#

个阳性重组子送大连宝生物工程

公司测序!并将所得到的序列与
O:<@5<\

已登录的

D1'+"#)*

进行比对!发现此序列包括了马
./.%

基因全部第
"

内含子和第
"

外显子
$b

末端的
*$=

U

序列及第
#

外显子
'b

端
**=

U

序列!且经所得
+

个

品种马序列进行比对发现存在
"

个插入*缺失多态

和一些点突变'

!J!

!

)*+,+-.)

和纯合子测序

!!

采用限制性内切酶
-#0-

对纯血马&三河马&锡

尼河马&乌珠穆沁马&乌审马和巴尔虎马共
#,(

匹马

./.%

基因第
"

内含子及部分第
"

&第
#

外显子的

./0

扩增产物进行消化!结果出现了
+

种基因型!

分别命名为
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&
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%由
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&
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/$

个复等位基因控制'酶切结果见图
"

'

!!

将其纯合型测序并利用
M̂C?J56

软件比对!以

O:<@5<\

已登录"

D1("###)

#的序列为对照!结果可

以看出!不同基因型的酶切片段大小分别为
CC

$"
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型&

CC

型是
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处
",=

U

序列插

入&缺失产生的长度不同的
#

种态型!

//

型是在

"%%%=

U

处发生
O

%

C

的转换!导致缺失了
"

个
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"

的酶切位点
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结果的统计分析及
!

!检验

!!

统计分析表明$除纯血马外其余马群体的优势

基因型及等位基因均为
CC

型和
C

%纯血马为
C@

型和
@

"表
"

#'

!

#适合性检验结果表明!乌珠穆沁

马&巴而虎马和乌审马
!

#值分别为
"B#,

"

1

#

(B('

#&

*B""

"

1

#

(B('

#和
(B,'

"

1

#

(B('

#!说明乌

珠穆沁马&巴而虎和乌审马的
-#0-

酶切位点处于

4567

8

!9:;<=:6

>

平衡状态!而锡尼河马&三河马和

纯血马均未达到
4567

8

!9:;<=:6

>

平衡状态'经
!

#

独立性检验结果表明!纯血马与其余各品种马基因

型分布均表现出极显著性差异"

1

$

(B("

#!三河马

与乌审马表现出极显著性差异"

1

$

(B("

#!乌审马

与巴尔虎马也表现出极显著性差异"

1

$

(B("

#!三

河马与乌珠穆沁马表现出显著性差异"

1

$

(B('

#!

而其它品种马之间差异均不显著"

1

#

(B('

#"表

#

#'从以上分析可知!马
./.%

基因
-#0-

位点基

因型分布具有一定品种特异性!但其分布无明显规

律性'

表
&

!

不同品种马
#$%K

位点基因型和基因频率分布
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品种
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样本数

?5E

U

F:

T;Y:

基因型频率

O:<KJ

8U

:G6:

V

I:<H

8

等位基因频率
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V

I:<H
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"
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"
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巴尔虎
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"
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"
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"
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(B')$ (B#), (B"$( *B""

乌珠穆沁马
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"

#
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#
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"

#
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"
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"
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不同基因型在不同品种中分布的差异显著性检验
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锡尼河马
]M
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@4

乌珠穆沁马
9A

乌审马
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三河马
?4
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期 范彩云等$马
./.%

基因部分序列克隆和
./0!012.

分析

$

!

讨
!

论

$J&

!

本研究用限制性内切酶
-#0-

对
./.%

基因

第
"

内含子及部分第
"

&第
#

外显子序列进行
./0!

012.

分析!检测到
+

种基因型!

$

个等位基因!

4567

8

!9:;<=:6

>

平衡性检验表明!乌珠穆沁马&巴

尔虎马和乌审马的
-#0-

酶切位点处于
4567

8

!9:;<!

=:6

>

平衡状态!而锡尼河马&三河马和纯血马均未达

到
4567

8

!9:;<=:6

>

平衡状态!从品种产生的历史来

看!三河马为培育品种!纯血马为国外引进品种!后代

繁育大多是人工选择交配!尤其是纯血马!其后代繁

衍有着更为严格的人工选择!必然会造成基因分布的

不平衡'乌审马&锡尼河马&乌珠穆沁马和巴尔虎马

属于蒙古马中不同的地方类群!这些群体在各自相对

封闭的环境中自然繁育而成!其基因分化比较平衡'

锡尼河马本为地方品种!主要分布于呼伦贝尔的鄂伦

村!近些年!由于当地牧民热衷于速度赛马活动!逐渐

在锡尼河马中有意导入部分外血!以提高锡尼河马的

速度!其后代繁育过程人工选择的比例在加大!因此

其基因分布也会出现不平衡现象(

*

)

'

$J!

!

本研究中发现了
",=

U

片段的插入"

@@

#*缺

失"

CC

#和
"

处
O

%

C

转换"

//

#多态现象!且除了

纯血马以
C@

型为优势基因型外!其余马都以
CC

型为主!这种现象除了可能是由于类群不同导致!也

可能与马的一些行为特点有关'在人类!已有报道

内含子区域的变异与人类的性格行为及精神失常有

关'比如!色氨酸羟化酶基因的第
,

内含子变异与

精神分裂症的侵害性有关(

"(

)

%五羟色胺运载蛋白

"

'44[

#基因的第
#

内含子变异与焦虑紧张有

关(

""

)

'就
./.%

基因而言!在人类已报道其第
"

内

含子存在
O

的重复次数多态性!但已证明其与精神

分裂症的易感性没有关系(

"

)

'在灵长类(

"#

)及狗(

"$

)

还发现了
./.%

基因第
#

内含子存在不同片段的

插入*缺失多态!但已证明这种多态与报道基因的表

达没有关系'那么存在于马
./.%

基因第
"

内含

子这种
",=

U

片段的插入*缺失是否影响报道基因

的表达!并且这
+

种基因型与马的性格行为又存在

怎样的相关性!还有待于在以后的研究中适当扩大

样本含量!并进行相应行为学试验才能予以证实'
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