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#的多态性及其对秦川牛肉用性状

的影响!以探索改善秦川牛肉用性状的分子育种方法'本研究选取
0((

头同等饲养条件下的
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月龄健康秦川牛

母牛!采用
6G4

测序技术检测了
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基因的多态性!并结合
bX̂ !̂ [Lb

技术对所发现的多态位点进行基因型分

型!然后将不同基因型与秦川牛肉用性状"背膘厚&眼肌面积&眼肌深度和肌内脂肪含量#进行关联性分析'结果表
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基因对秦川牛肉用性状有显著的影响!可通过人工选择降低群体中
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多种组织细胞膜的跨膜糖蛋白!属于
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类清道夫受

体!它参与到机体的新陈代谢&动脉粥样硬化&血管

生成以及免疫反应等生理生化活动+
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'先前的研
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着主导作用!它能够介导组织对脂肪酸的摄取!促进

它们进入细胞!参与肌肉脂质利用!脂肪组织能量储

存!内脏脂肪吸收!进而在代谢紊乱!如糖尿病和肥

胖的发病机理上起到重要作用+
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公司进行测序'使用
L;,NP

?

N-N

软件将测序结果与

4X

2

&&&%.%'%

序列进行比对以寻找突变位点'

%'*')

!

bX̂ !̂ [Lb

分析
!!

采用
bX̂ !̂ [Lb

技术

对所发现的
2Gb

位点进行基因型分型判定'按照

%'*'0

中的
bX̂

反应条件和反应体系进行扩增'

扩增产物经
%'3Z

的琼脂糖凝胶电泳检测正确后进

行酶切鉴定!酶切总体积为
%&

+

L

!其中
bX̂

产物
3

+

L

!限制性内切酶"

V;8;̂;

!

%3K

3

+

L

h%

#

&'3

+

L

!

剩余体积按说明书指定试剂补上!混匀'根据说明

书规定的条件进行酶切!酶切结束后用
0'&Z

的琼

脂糖凝胶电泳进行检测分型'

#B$

!

统计分析

对不同基因型进行统计'运用
2b22%('&

软件

中的最小二乘法拟合线性模型对
5A*.

基因的基因

型和肉用性状的相关性进行分析!建立了以下分析

模型$

M

(

:

V

!

W

I

(

W

Q

:

W"

(

:

式中$

M

(

:

为个体表型值!

!

为群体均值!

I

(

为标记基

因型效应!

Q

:

为牧场种群效应!

"

(

:

为随机误差'

!

!

结
!

果

!B#

!

秦川牛
#%(H

基因多态性检测

用表
%

中合成的引物扩增秦川牛基因组
6G4

!

扩增产物经
%'3Z

的琼脂糖凝胶电泳检测与目的片

段大小一致!特异性良好!然后测序'使用
L;,NP!

?

N-N

软件将测序结果与
4X

2

&&&%.%'%

序列比对!

发现 了
)

个 多 态 位 点!包 括
%

个 插 入 突 变

?

'/&*3.$-"N<XV44VVVH

"第
3

内含子#和
*

个
2Gb,

?

'/&1&0X

#

V

"第
.

内含子#&

?

'/%(*14

#

H

"第
1

内含

子#和
?

'/0/.(4

#

H

"第
(

外显子!

;;'4,-

#

4,

S

#!依

次命名为$

2W%

&

2W0

&

2W*

和
2W)

"图
%

#'

0.&%
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4'2W%

$

?

'/&*3.$-"N<XV44VVVH

(

5'2W0

$

?

'/&1&0X

#

V

"反向#(

X'2W*

$

?

'/%(*14

#

H

"反向#(

6'2W)

$

?

'/0/.(4

#

H

4'2W%

$

?

'/&*3.$-"N<XV44VVVH

(

5'2W0

$

?

'/&1&0X

#

V

"

PNCNP,N

#(

X'2W*

$

?

'/%(*14

#

H

"

PNCNP,N

#(

6'2W)

$

?

'

/0/.(4

#

H

图
#

!

秦川牛
#%(H

基因
#

个插入突变和
(

个
5O1-

的测序图

C;

3

B#

!

)*+-+

R

F+80;8

3

6.

D

-2428+;8-+/=;286F=.=;28.8A=*/++5O1-;8#%(H

3

+8+;8

Z

;80*F.80.==7+

!!

对
2W%

&

2W0

&

2W*

和
2W)

位点进行
bX̂ !

[̂Lb

分析'扩增包括这
)

个突变位点在内的基因

序列'在获得相应的扩增产物后!分别经
Y@$7

"

2W%!2W0

!

0

个位点酶切序列相同且位于同一扩增

片段内#&

Y/

8

7

"

2W*

#和
J$

T

7

"

2W)

#限制性内切酶

进行酶切鉴定'其中!根据测序结果和酶切鉴定结

果发 现
2W%

?

'/&*3.$-"N<XV44VVVH

和
2W0

?

'/&1&0X

#

V

呈现一致性!即
2W%

和
2W0

完全连

锁!故用同一等位基因表示'酶切结果显示"图
0

#!

2W%!2W0

连锁位点存在
*

种基因型"

77

基因型$

3(3

*.&%
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和
//O

S

!

7J

基因型$

3(3

&

))*

&

0)%

和
//O

S

!

JJ

基因型$

))*

和
0)%O

S

#'

2W*

位点存在
*

种基因型

"

VV

基因型$

*/.

和
(%O

S

!

VX

基因型$

)11

&

*/.

和

(%O

S

!

XX

基因型$

)11O

S

#'

2W)

位点存在
0

种基

因型"

44

基因型$

)3.O

S

!

4H

基因型$

)3.

&

*1)

和

(0O

S

#'

4'2W%!2W0

位点
[̂Lb

酶切(

5'2W*

位点
[̂Lb

酶切(

X'2W)

位点
[̂Lb

酶切

4'̂[Lb

S

;TTNP-,#U2W%!2W0<#AR,

(

5'̂[Lb

S

;TTNP-,#U2W*<#AR,

(

X'̂[Lb

S

;TTNP-,#U2W)<#AR,

图
!

!

各位点
,C[1

酶切结果

C;

3

B!

!

,C[1

D

.==+/8-24-;=+-

!B!

!

连锁不平衡和单倍型分析

如表
0

所示!秦川牛
5A*.

基因
2W%

和
2W0

的

连锁不平衡系数
A

0和连锁不平衡相关系数
#

0 均为

%'&&&

为完全连锁!

2W*

和连锁位点
2W%!2W0

为强

连锁!

2W)

和其他位点均为弱连锁'单倍型分析发

现
(

种不同的单倍型!且
7V4

单倍型属于优势单倍

型"频率为
.&')Z

#'

表
!

!

秦川牛
#%(H

基因
$

个多态位点的连锁不平衡和单倍型频率分析

).97+!

!

[;8U.

3

+A;-+

R

F;7;9/;F6=+-=-.8A*.

D

72=

?D

;04/+

R

F+80;+-.628

3

42F/720;@;=*;8#%(H

3

+8+;8

Z

;80*F.80.==7+

突变位点

_RT;T$#-,$TN

连锁不平衡系数
Ak

连锁不平衡相关系数
#

0

2W0 2W* 2W) 2W0 2W* 2W)

2W% %'&&& &'(./ &'&*1 %'&&& &'1*( &'&&&

2W0

---

&'(./ &'&*1

---

&'1*( &'&&&

2W* &'(./

---

&'&3. &'1*(

---

&'&&&

单倍型
F;

S

<#T

@S

N 7X4 7XH 7V4 7VH JX4 JXH JV4 JVH

单倍型频率

F;

S

<#T

@S

NUPN

B

RN-A

@

&'&*0 &'&&0 &'.&) &'&*& &'0(/ &'&%) &'&03 &'&&)

!B(

!

单个多态位点与秦川牛肉用性状的关联性分析

以
0((

头
0)

月龄秦川牛母牛为对象!对秦川牛

5A*.

基因的多态位点进行基因型分型'肉用性状

关联性分析结果见表
*

'其中
2W%!2W0

连锁位点

77

型个体共
%0.

头!

7J

型个体共
%**

头!

JJ

型个

体最少!共
0/

头'在肌内脂肪含量指标中
JJ

型

个体显著高于
77

型个体"

C

'

&'&3

#'

2W*

位点
VV

型个体共
%0*

头!

VX

型个体共
%*.

头!

XX

型个体

最少!共
0/

头'在肌内脂肪含量指标中
VX

和
XX

型个体显著高于
VV

型个体"

C

'

&'&3

#'

2W)

位点

44

型个体共
03/

头!

4H

型个体共
0/

头'在眼肌

深度指标中
4H

型个体显著高于
44

型个体"

C

'

&'&3

#'在肌内脂肪含量指标中
44

型个体极显著

高于
4H

型个体"

C

'

&'&%

#'

!B$

!

不同多态位点的组合与秦川牛肉用性状的关

联性分析

如表
)

所示!

Y@$7!Y/

8

7!J$

T

7

组合位点上!

77VV44

型个体共
%&0

头!

77VV4H

型个体共
%%

头!

7JVX44

型个体共
%&1

头!

JJXX44

型个体

共
0&

头!其余组合基因型少于
%%

头!未列在表中'

).&%
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表
(

!

秦川牛
#%(H

基因各突变位点不同基因型与肉用性状关联性分析

).97+(

!

<--20;.=;28-24A;44+/+8=6F=.=;28-;=+

3

+82=

?D

+-24=*+#%(H

3

+8+@;=*6+.==/.;=-;8

Z

;80*F.80.==7+

突变位点

_RT;T$#-,$TN

基因型

HN-#T

@S

N

肉用性状
_N;TTP;$T

"

_N;-j29

#

背膘厚%
A:5[V

眼肌面积%
A:

0

9_4

眼肌深度%
A:9_6

肌内脂肪含量%
Z7[X

2W%!2W0

77

"

%0.

#

&'()(j&'&0* ))'/*0j%')0* )'0%%j&'&((

1'*(*j&'&((

O

7J

"

%**

#

&'(.1j&'&03 )3'*1&j%'%0/ )'*))j&'&/. 1'.0)j&'&1*

JJ

"

0/

#

&'(*%j&'&31 )0'0.*j0'*). *'/3(j&'%((

1'(1(j&'&1(

;

2W*

VV

"

%0*

#

&'()1j&'&0* )3'%33j%'))0 )'0*(j&'&(.

1'*1*j&'&((

O

VX

"

%*.

#

&'(3)j&'&0) )3'))/j%'%%. )'0/%j&'&//

1'.*/j&'&./

;

XX

"

0/

#

&'(/%j&'&./ )&'/&3j0'*0& )'&1)j&'%1.

1'(00j&'%)(

;

2W)

44

"

03/

#

&'(3*j&'&%1 ))'/&/j&'/%.

)'0/0j&'&.)

;

1'3/(j&'&3*

4

4H

"

0/

#

&'(1&j&'&.) ))')1(j%'(((

*'()*j&'003

O

1'&3.j&'0&*

5

同列右上角小写字母不同表示差异显著"

C

'

&'&3

#!大写字母不同表示差异极显著"

C

'

&'&%

#'下同

6;T;:;P]N"Q$T>"$UUNPN-T,R

S

NP,AP$

S

T,Q$T>$-T>N,;:NP#Q"$UUNP,$

?

-$U$A;-T<

@

"

X;

S

$T;<<NTTNP,

!

C

'

&'&%

(

2:;<<<NTTNP,

!

C

'

&l&3

#

'V>N,;:N;,ON<#Q

表
$

!

秦川牛
#%(H

基因组合基因型与肉用性状关联性分析

).97+$

!

<--20;.=;28-240269;8+A

3

+82=

?D

+-24=*+#%(H

3

+8+@;=*6+.==/.;=-;8

Z

;80*F.80.==7+

组合位点

X#:O$-N",$TN

组合基因型

X#:O$-N"

?

N-#T

@S

N

肉用性状
_N;TTP;$T

"

_N;-j29

#

背膘厚%
A:

5[V

眼肌面积%
A:

0

L_4

眼肌深度%
A:

L_6

肌内脂肪含量%
Z

7[X

Y@$ 7!Y/

8

7!

J$

T

7

77VV44

"

%&0

#

&'()(j&'&03 )3'/((j%'.3( )'*0/j&'&/0 1'))*j&'&/3

77VV4H

"

%%

#

&'(3.j&'%&1 )0')/&j*'&/3 *'1%)j&'**/

.'()&j&'*3)

5O

7JVX44

"

%&1

#

&'(.%j&'&0. ).'&0*j%'0() )')&0j&'%%&

1'1%3j&'&1&

;

JJXX44

"

0&

#

&'(..j&'&1( )%'.)%j0'()& )'&11j&'0*&

1'/1/j&'&.&

4

在肌内脂肪含量指标中
77VV4H

型个体显著低于

7JVX44

型个体"

C

'

&'&3

#!极显著低于
JJX!

X44

型个体"

C

'

&'&%

#'这个结果和单个多态位

点与秦川牛肉用性状的关联分析结果呈现一致性'

(

!

讨
!

论

L'L#CN!HPN

?

#P

@

等通过在老鼠和人体中的遗

传学研究!证实了常见
X6*.

变体能够影响脂质水

平和有氧代谢表型+

%1

,

'这些遗传学研究提供了人

们对
X6*.

在人体中潜在生理作用的进一步认识'

先前的研究显示!

5A*.

基因突变与胰岛素耐受性&

低脂联素水平和
0

型糖尿病相关+

%(

,

'使用数量性

状基因座图谱发现
5A*.

基因区域"

"

*&&]O

#与脂

质浓度的变化相关+

%/!0%

,

'在
5A*.

基因早期的

2Gb

相关性研究中!

M'_;

等对
5A*.

突变型做了

深入分析+

00

,

!为后续研究提供了参考'目前!关于

5A*.

基因的遗传学研究得到了更多的关注'

针对
5A*.

的研究集中于老鼠和人!尚未发现

关于牛
5A*.

基因多态分析的报道'本研究发现了

秦川牛
5A*.

基因
)

个多态位点!

2W%!2W0

连锁位

点和
2W*

均位于内含子区!

2W)

则位于基因编码

区!为错义突变!引起了第
0%.

位氨基酸由
4,-

到

4,

S

的突变'单倍型分析表明!

(

种单倍型中
7V4

型"野生型#属于优势单倍型'物种的表型不仅受单

个多态位点的影响!而且多态位点之间的组合效应

也对物种的生长性状产生重大影响'

5A*.

基因
)

个多态位点与秦川牛肉用性状密切相关!除
2W)

位

点在眼肌深度指标中存在显著性差异外!单个多态

位点的不同基因型之间以及多态位点的组合基因型

之间均在肌内脂肪含量指标中存在显著或极显著差

异'肌内脂肪含量是决定牛肉大理石花纹的主要因

素!当肌内脂肪达到一定比例且分布比较均匀时即

呈现出高档的大理石花纹牛肉+

0*

,

'因此!在肉牛育

种实践中!可通过人工选择!降低群体中劣势基因型

77VV4H

型个体的比例以提高肌内脂肪含量!改善

3.&%
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肉用性状'

相对于编码区域的突变!越来越多的证据显示

非编码区域的突变能够对性状产生更大的影响+

0)

,

'

内含子突变能够影响附近的剪切供体和调节元

件+

03

,

'例如!牛的
5-D%2%

第
)

外显子剪切供体末

端"

p.

#的
%

个碱基突变引起了前体
:̂ G4

加工过

程中上游外显子的跳读!导致了奶牛
)

2%!A;,N$-4

蛋白表达量的下降+

0.

,

'而
5A*.

基因存在多个剪

切体!在骨骼肌&心&肝&脂肪组织&胎盘&脊髓&大脑

和单核细胞中!它们的表达模式是高度变化的+

01

,

'

2W%

&

2W0

和
2W*

很可能就是通过影响
5A*.

基因

可变剪切体!进而调节
5A*.

基因表达模式!对秦川

牛肉用性状产生影响'

2W)

则可能是直接改变编

码蛋白的组成和结构!通过影响配体结合的特异性

和效率!起到改变性状的作用'为了确定各位点的

遗传学功能和作用!尚需进一步对可变剪切体和蛋

白水平进行研究'

蛋白的功能是由其结构决定的!

X6*.

是
%

个

发卡状结构!有
0

个跨膜区!胞外为
%

段较长的环状

糖基修饰结构域!

X

端和
G

端则分别跨膜延伸到胞

内+

0(

,

'胞外部分形成
%

个疏水袋状结构!有利于脂

肪酸的结合!而胞内羧基末端与蛋白定位和吸收油

酸的能力有关+

3

,

'这些结构特点直接决定了
X6*.

在机体脂质代谢疾病方面起到的重要作用'对人类

的研究显示!

X6*.

与胰岛素敏感性下降有关+

0/!*%

,

'

啮齿动物模型中!

X6*.

与脂肪酸的结合在代谢紊

乱如胰岛素抵抗和非酒精性脂肪肝的形成过程中起

到一定的作用+

*0!**

,

'另外!作为
X6*.

的配体!氧化

低密度脂蛋白"

#D!L6L

#能够通过激活核转录因子

bb4̂

'

促进
X6*.

的表达+

*)!*3

,

'巨噬细胞摄入
#D!

L6L

导致胞内胆固醇的积累!促进了向泡沫细胞的

转化!过度转化则会导致动脉粥样硬化斑块和动脉

粥样硬化的形成!存在于巨噬细胞表面的清道夫受

体
X6*.

负责巨噬细胞
3&Z

的脂质摄入!在动脉粥

样硬化的形成过程中发挥着极其重要的作用+

*.

,

'

因此!

X6*.

是极具潜力应用于治疗人类脂质代谢

疾病的药物靶点!本研究的结果也为人类脂质代谢

疾病的研究提供了参考依据'

$

!

结
!

论

5A*.

基因对秦川牛部分肉用性状特别是肌内

脂肪含量性状有显著的影响!通过人工选择降低群

体中
77VV4H

型个体的比例是一条改善秦川牛肉

用性状的有效途径'因此!可考虑将
5A*.

基因作

为秦川牛肉用选育的候选基因!以指导秦川肉牛的

选育工作'
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