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要!为了检测狐狸
B5%F

基因多态性及其与毛色表型的相关性!本研究采集两个狐属
%0

种毛色共计
%.*

只狐

狸的皮肤组织样!利用
89:

扩增和产物直接测序的方法获得狐狸
B5%F

基因
%&5)[

T

长的核苷酸序列!并进行了

3H8,

筛查'用
8#

T

IE-*0

和
3L;,$,

软件对突变位点进行了群体遗传学分析!用
84H6L;:

软件评估了突变对基

因产生的功能影响!用
3833

二元变量相关统计方法分析了多态位点与毛色表型间的相关性'结果表明!狐狸
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基因编码区
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"

?2)&4

#

9

#和
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位点"

?2)%9

#

6

#存在
0

个相邻错义突变!导致其编码的第
%)

位氨基酸发

生了变异$当第
)&

位点为
4

时!氨基酸由苏氨酸"

6AX

#转变为异亮氨酸"

7>E

#&当第
)&

位点为
9

时!氨基酸由脯氨

酸"

8X#

#转变为亮氨酸"

OEC

#'北极狐属狐在
)%

位点基因型全部为
66

型!而狐属狐大部分个体均为
99

型!不存

在
66

型!推测该位点可能是区分狐狸属间的一个重要功能位点'

84H6L;:

预测获知第
)%

位点突变导致的氨

基酸替换"

T

28X#%)OEC

#对
N9%:

功能有显著影响'

3833

二元变量相关分析结果表明!
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位点多态性与狐狸毛色表

型存在显著低度相关性!推测狐狸
B5%F

基因编码区第
)%

位点可能是参与其毛色形成的一个相对重要功能位点'
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毛色是动物表型的一种!对于狐狸来说毛色是

衡量其毛皮经济价值的一个重要指标'动物的毛色

是由黑色素基因控制的'黑色素主要包括两大类$

一类为真黑色素!另一类为褐黑色素!随着黑色素的

种类和含量不同!动物毛发的颜色也会发生相应变

化!真黑色素和褐黑色素所含比例大小决定了毛色

的深浅程度)

%

*

'目前!世界上人工饲养的狐狸大约

有
)&

多种不同色型!分类学上归属于两个属$狐属

"

%14
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#和北极狐属"
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有关狐狸黑素皮质素受体
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#基因多态性及其与毛色表型的相

关性研究很少!目前仅有少量报道)

)!5
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等)
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%//1

年报道!

B5%F

基因编码区
*1*

位点的突

变"

?2*1*6

#

9

#能引起狐属狐银黑色毛的产生!该

课题组
0&&5

年又发现
B5%F

基因编码区
%*

和
(*/

两个位点的错义突变"

?2%*I

#

6

和
?2(*/6

#

I

#可

阻滞蓝色北极狐冬季蓝色被毛的表达)

5

*

'近年来!

国内外有关人类和哺乳动物
B5%F

基因多态性与

毛色表型的相关性研究较多!但大多数都是针对基

因单个位点的突变与毛色表型的相关性研究!

Q2328=><EX

等)

.

*和
;2;2c=,A<=Z#U=

等)
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*均报道!

人类
B5%F

基因编码蛋白
%5%

(

%.&

和
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"

4X
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%5%9
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,

(

4X

J

%.&6X

T

和
4,

T

0/)L$,

#的变异与红发有关'

N24[$F[#>

等)
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*报道驴
B5%F

基因编码区
.0/

位

点的一个单碱基突变"

?2.0/6

#

9

#与红色毛有很强

的相关性'李洪涛等)

/

*报道哈萨克羊
B5%F

基因

0%(

位点突变"

60%(4

#对黑色毛有显性作用'郭多

等)

%&

*报道家犬
B5%F

基因编码第
*&.

位氨基酸的

密码子存在一个由
9I4

到
6I4

的终止突变!使

B5%F

基因的翻译终止!导致黄色毛的形成'有关

两个相邻位点的变异及其与动物毛色表型的相关性

研究目前鲜有报道'

鉴于以上研究背景!本研究拟采用
89:

扩增和

产物直接测序的方法!分析
B5%F

基因的多态性及

其与狐狸毛色表型的相关性'研究结果将为探明

B5%F

基因调控狐狸毛色机理以及在生产上培育出

满足人类需求的更多彩色狐狸奠定分子理论基础'

#
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材料与方法

#F#

!

试验动物

本研究所用
%.*

只成年狐狸来自河北省秦皇岛

市昌黎县金岛+狐(貉(貂育种场,!其中赤狐
%(

只(

银黑狐
0(

只(白银狐
%)

只(巧克力狐
/

只(黑理石

狐
.

只(红理石狐
5

只(银十字狐
%%

只(金十字狐
0

只(琥珀狐
5

只(日晖狐
0

只(蓝色北极狐
)1

只(白

色北极狐
%.

只!其中蓝色北极狐和白色北极狐归属

于北极狐属!其余毛色狐狸均归属于狐属'

样品采集$

%%

月底至
%0

月初!从受试狐狸体侧

无菌手术采集
%?<

0 左右的皮肤组织块!去毛!投至

已灭菌的
%25<O

离心管中!然后将离心管迅速投

入液氮中冷冻并置于
j(&k

冰箱保存!备用'

#F!

!

基因组
RQ7

的提取

基因组
\H4

的提取采用传统的酚/氯仿抽提

法)

%%

*

!

6;

溶解!

j0&k

冻存'

#F)

!

引物设计和
2O-

扩增

根据
IE-c=-Z

数据库中登载的赤狐
B5%F

基

因序列 "序列号$

/̂&())

#!用
8X$<EX*

"
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T
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J
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%

?

J
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X$<EX

%

T

X$<EX*!

YYY'?

J

$

#设计扩增产物包含整个编码区(大小为

%&55[

T

的
%

对引物!其上游序列为$

5d!I4496I!

4I9I4I494996I4!*d

!下游序列$

5d!469499!

4996999666I9994!*d

'引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成'
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扩增反应体系为
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(
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$基因组
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(
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#

5

(
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!
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0

O
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!上游引物
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(

O

j%

#

&25

(

O
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灭菌
"L

0

M**25

(
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反应条件$

/)k

预变性
5<$-

&

/)k

变性

)5,

!

.)k

退火
)5,

!

10k

延伸
%<$-

!

*&

个循环&

10

k

总延伸
%&<$-

'扩增产物经
%25_

的琼脂糖凝胶

电泳并在凝胶自动成像仪上检测'
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!

2O-

产物回收&测序

对于效果良好且量足够的扩增产物!回收纯化

后!由上海生工生物技术服务有限公司进行测序'

#F(

!

GQ2.

筛查及多态性分析

将
%.*

个不同毛色狐狸个体
B5%F

基因所得

序列与网上登载的赤狐相应序列"

/̂&())

#用
c$!

#;"$F

"

U12&2520

#

)

%0

*和
\H4N4H

"

520202&

#软件

进行比对及相似性分析'变异位点的等位基因(基

因型以及单倍型及其频率的分析!分别用
8#

T

!

IE-*0

"

UEX,$#-%2*%

#

)

%*

*和
3L;,$,

软件)

%)

*计算完

成'

#F$

!

功能预测

编码区突变对基因产生的功能影响采用
84H!

6L;:

软件)

%5!%.

*进行评估'该软件根据已知功能

蛋白质家族多条序列的比对信息!分析蛋白质家族

中不同位置氨基酸发生变化时!对蛋白质功能产生

的影响程度'可能产生的影响用特定位置取代进化

保守值"

3C[,F$FCF$#-

T

#,$F$#-!,

T
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D
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?#-,EXU=F$#-,?#XE
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#来衡量!该指标进一

步表述为异义替换
3H8

对蛋白质功能损害的概率

"

K

"E>EFEX$#C,

#'

,C[83;9

值或
K

"E>EFEX$#C,

越小"即越是趋

向负值方向#表明越有可能对蛋白质功能产生损害'

#F&

!

统计分析

利用
3833%.2&

软件中二元变量相关分析法统

计分析狐狸
B5%F

基因多态位点与毛色表型的相

关性'

!

!

结
!

果

!F#

!

2O-

扩增结果

利用所设计的引物!以其中
%

只供试银黑狐基

因组
\H4

为模板进行
89:

扩增!结果见图
%

'

从图
%

可以看出!
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条带接近于
%&&&[

T

!且

整齐(清晰(亮度也较好!初步说明扩增产物就是预

期的目的条带'

!F!

!

测序结果分析

将以上银黑狐的扩增产物回收纯化后委托上海

%289:

产物&

N2\H4

相对分子质量标准
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基因的
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#

生工生物技术服务有限公司进行双向测序!测序结果

经
c$#;"$F

"

U12&2520

#和
\H4N4H

"

520202&

#拼接整

理!获得
%&5)[

T

长的一段核苷酸序列!该序列与

IE-c=-Z

上登载的赤狐
B5%F

基因相应序列比对后!

相似性高达
//25*_

!说明所得序列就是银黑狐

B5%F

基因的序列'进一步分析获知该序列包括
5d

P6:

区
5)[

T

(编码区
/5)[

T

和
*dP6:

区
).[

T

'

!F)

!

GQ2.

筛查及分析

以上所得银黑狐序列加上剩余
%.0

只狐狸的

89:

产物测序后!用
c$#;"$F

"

U12&2520

#软件进行

比对分析!发现编码区第
)&

"

?')&4

#

9

#和
)%

位点

"

?')%9

#

6

#存在
0

个相邻的错义突变!导致其编码

的第
%)

位氨基酸的变异$当第
)&

位点为
4

时!氨

基酸由苏氨酸"

6AX

#转变为异亮氨酸"

7>E

#!当第
)&

位点为
9

时!氨基酸由脯氨酸"

8X#

#转变为亮氨酸

"

OEC

#'另外!对于第
)&

位点!狐属狐"包括赤狐(

银黑狐等
%&

种毛色狐#存在
*

种基因型$

44

(

49

和
99

!而北极狐属狐"包括蓝色北极狐和白色北极狐

0

种毛色狐#只有
99

一种基因型'对于第
)%

位点!

狐属狐"包括赤狐(银黑狐等
%&

种毛色狐#存在
0

种

基因型$

99

和
96

型!而北极狐属狐"包括蓝色北极

狐和白色北极狐
0

种毛色狐#只有
66

一种基因型'

两位点基因型的分布和变异情况见表
%

和图
0

'

!F%

!

突变位点群体遗传学分析

利用
8#

T

IE-*0

"

UEX,$#-%2*%

#和
3L;,$,

软件

对
%.*

只受试狐狸
B5%F

基因编码区第
)&

和
)%

相邻突变位点等位基因和基因型频率进行了计算

"表
0

#!同时对两位点进行了单倍型的构建"表
*

#'

由表
0

可知!两位点
9

等位基因的频率都较高!分

别为
&2(55

和
&250)

'由表
*

可知!两位点共构建
*

种单倍型$

L%

"

49

#(

L0

"

99

#和
L*

"

96

#!其中
L0

和
L*

的频率较高!分别为
&2*(&

和
&2)1.

!为优势

单倍型'

00&0



!

%&

期 徐桂利等$狐狸
B5%F

基因编码区
?2)&4

#

9

和
?2)%9

#

6

相邻变异研究

表
#

!

不同毛色狐狸
0A#@

基因编码区第
%"

和
%#

位点的基因型变异

*/B9,#

!

I6,5;:<:,6

4

,5,;:1S/0:/;:35.:5#!<3T.>BN

8

3

8

>9/;:35.E:;+6:<<,0,5;13/;13930

8

/;;,05.

属

IE-C,

不同毛色狐狸

\$VVEXE-F?#=F?#>#XV#W

变异
]=X$=F$#-

?')&4

#

9 ?')%9

#

6

狐属

%14

I

&0

赤狐"

%(

#

:E"V#W 44

"

*

#

49

"

)

#

99

"

%%

#

99

"

%1

#

96

"

%

#

银黑狐"

0(

#

3$>UEXV#W 49

"

%&

#

99

"

%(

#

99

"

%/

#

96

"

/

#

白银狐"

%)

#

GA$FE3$>UEXV#W 44

"

*

#

49

"

.

#

99

"

5

#

99

"

%)

#

巧克力狐"

/

#

9A#?#>=FEV#W 99

"

/

#

99

"

)

#

96

"

5

#

黑理石狐"

.

#

c>=?ZN=X[>EV#W 44

"

0

#

49

"

)

#

99

"

.

#

红理石狐"

5

#

:E"N=X[>EV#W 44

"

0

#

49

"

0

#

99

"

%

#

99

"

5

#

银十字狐"

%%

#

c>=?Z9X#,,V#W 99

"

%%

#

99

"

%

#

96

"

%&

#

金十字狐"

0

#

I#>"9X#,,V#W 99

"

0

#

96

"

0

#

琥珀狐"

5

#

4<[EXV#W 99

"

5

#

99

"

0

#

96

"

*

#

日晖狐"

0

#

3C-I>#YV#W 44

"

%

#

99

"

%

#

99

"

0

#

北极狐属

!4+

I

&R

蓝色北极狐"

)1

#

4X?F$?c>CEV#W 99

"

)1

#

66

"

)1

#

白色北极狐"

%.

#

4X?F$?GA$FEV#W 99

"

%.

#

66

"

%.

#

表
!

!

狐狸
0A#@

基因编码区第
%"

和
%#

相邻突变位点的等位基因和基因型频率

*/B9,!

!

L0,

=

>,51:,.3<

4

,53;

D8

,./56/99,9,./;%"/56%#.:;,.:5136:5

4

0,

4

:353<<3T0A#@

4

,5,

突变位点

NCF=F$#-,$FE

基因型频率
IE-#F

DT

EVXE

B

CE-?

D

等位基因频率
4>>E>EVXE

B

CE-?

D

基因型

IE-#2

频率

X̀E

B

2

基因型

IE-#2

频率

X̀E

B

2

基因型

IE-#2

频率

X̀E

B

2

等位基因

4>>E>E

频率

X̀E

B

2

等位基因

4>>E>E

频率

X̀E

B

2

?')&4

#

9 44 &2&.. 49 &2%51 99 &2111 4 &2%)5 9 &2(55

?')%9

#

6 99 &2)0( 96 &2%/& 66 &2*1/ 9 &250) 6 &2)1.

表
)

!

狐狸
0A#@

基因编码区第
%"

和
%#

相邻突变位点单倍型频率

*/B9,)

!

]/

8

93;

D8

,<0,

=

>,51:,.3<0A#@

4

,5,13S,0:5

4

;+,!

8

39

D

@30

8

+:1.:;,.:5<3T,.

单倍型

L=

T

>#F

DT

E

频率

X̀E

B

CE-?

D

突变位点
NCF=F$#-,$FE

?')&4

#

9 ?')%9

#

6

L% &2%)5 4 9

L0 &2*(& 9 9

L* &2)1. 9 6

!F(

!

编码区
%"

和
%#

相邻突变位点对
WO#-

功能

的影响

为了推测
B5%F

基因编码区第
)&

和
)%

位点

突变对蛋白功能的影响!用
84H6L;:

软件对比

了与其进化相关的蛋白质中特定位点发生突变时对

蛋白质功能的影响程度!由此得到功能损伤的似然

值"表
)

#'

,C[83;9

值是特定位置的野生型和突变

型氨基酸的概率比值的负对数!该值在
&

"中性的#

"

j%&

"极可能对蛋白质功能有害#之间连续变化)

%1

*

'

*0&0
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图
!

!

狐狸
0A#@

基因编码区
%"

和
%#

位点的突变

L:

4

F!

!

*+,@>;/;:353<%"/56%#.:;,.:5136:5

4

0,

4

:353<<3T0A#@

4

,5,

表
%

!

WO#-

第
#%

位氨基酸变异的
.>B2GHO

和
!

6,9,;,0:3>.

值

*/B9,%

!

*+,.>B2GHO/56!

6,9,;,0:3>.

.130,.3<;+,#%;+/@:53/1:6.>B.;:;>;:35

核苷酸变异
HC?>E#F$"EU=X$=F$#-

)&

位点
)%

位点

氨基酸变异

4<$-#=?$"U=X$=F$#-,

,C[83;9

值

,C[83;9,?#XE,

K

"E>EFEX$#C,

值

K

"E>EFEX$#C,

,?#XE,

)&

位点为
4

时
?2)%9

#

6

T

26AX%)7>E j%2.05/) &20&%/1

)&

位点为
9

时
?2)%9

#

6

T

28X#%)OEC j)20&)). &21./*0

!F$

!

统计分析结果

通过
3833

二元变量相关分析得出狐狸
B5%F

基因编码区第
)&

位点基因型与毛色表型之间的相

关系数"

'

#为
j&2&5&

!二者不具相关性!

Ko&2)55

!

无统计学意义'第
)%

位点基因型与毛色表型之间

的相关系数"

'

#为
j&2*5/

!二者具低度相关!

Ko

&2&&&

!说明二者有显著相关性"表
5

#'

)0&0



!

%&

期 徐桂利等$狐狸
B5%F

基因编码区
?2)&4

#

9

和
?2)%9

#

6

相邻变异研究

表
(

!

0A#@

基因第
%"

和
%#

位点变异与毛色表型的相关分析结果

*/B9,(

!

*+,1300,9/;:35/5/9

D

.:.B,;E,,5

4

,53;

D8

,/;%"/56%#.:;,./5613/;13930

位点

3$FE

相关系数"

'

#

9#XXE>=F$#-?#EVV$?$E-F

K

值

KU=>CE

结果

:E,C>F

)& j&2&5& &2)55

不相关!无统计学意义

)%

j&2*5/

""

&2&&&

低度相关

(

'

(%

&2*

为不相关&

&2*

)(

'

(%

&25

为低度相关&

&25

)(

'

(%

&2(

为中度相关&

&2(

)(

'

(%

%

为高度相关'

K

%

&2&5

时!两个变

量间相关性显著&当
K

%

&2&%

时!两个变量间相关性非常显著!

K

#

&2&5

时!两个变量间没有显著的相关性)

%(

*

(

'

(%

&2*$-"$?=FE-#?#XXE>=F$#-

&

&2*

)(

'

(%

&25$-"$?=FE>#Y?#XXE>=F$#-

&

&25

)(

'

(%

&2($-"$?=FE<#"EX=FE?#XXE>=F$#-

&

&2(

)

(

'

(%

%$-"$?=FEA$

J

A?#XXE>=F$#-2K

%

&2&5$-"$?=FE,$

J

-$V$?=-F?#XXE>=F$#-

&

K

%

&2&%$-"$?=FEEWFXE<E>

D

,$

J

-$V$?=-F?#XXE>=F$#-

&

K

#

&2&5$-"$?=FE-#,$

J

-$V$?=-F?#XXE>=F$#-

)

!

讨
!

论

近年来!随着人们对化工染料污染的担忧和崇

尚自然风潮的兴起!绿色(天然(环保(优质毛皮动物

产品已成为广大生产者与消费者的追求目标'因

此!创制并选育天然彩色毛皮动物新品种!将成为现

代畜牧业发展的紧迫任务!而探明毛皮动物彩色绒

毛分子遗传机制是实现上述目标的重要理论基础'

狐狸是一种重要的毛皮动物!其与家犬均归属于犬

科!有关家犬
B5%F

基因的相关研究已有大量报

道!并已证实该基因与其毛色有关)

%/!0%

*

!但有关狐狸

B5%F

基因的相关研究则相对较少'

Q2N2HEYF#-

等)

%/!0&

*发现家犬
N9%:

蛋白的
/&

和
*&.

位点变异

"

3/&I

和
:*&.FEX

#分别与其黑%棕和红%黄毛色相

关'

\2O2\XE

J

EX

等)

0%

*发现家犬
N9%:

蛋白的
1(

位点变异"

T

2I>

D

1(]=>

#与
3=>CZ$

和
4V

J

A=-L#C-"

家犬的毛色有关'以上研究都是针对单碱基突变与

毛色的相关性研究'本研究分析了狐属和北极狐属

%0

种毛色共计
%.*

只狐狸
B5%F

基因编码区序列!

在第
)&

和
)%

位点发现了
0

个相邻的错义突变$

?2)&4

#

9

和
?2)%9

#

6

'当
)&

位点为
4

时!导致

其编码的第
%)

位氨基酸发生苏氨酸向异亮氨酸的

转变"

T

26AX%)7>E

#&当
)&

位点为
9

时!导致第
%)

位

氨基酸发生脯氨酸向亮氨酸的转变"

T

28X#%)OEC

#!

这一结果与
Q2H#Y=?Z=!G#,@CZ

等)

00

*的研究结果

相一致'

Q2H#Y=?Z=!G#,@CZ

等)

00

*在分析家犬(赤

狐(北极狐和貉
B5%F

基因编码区的变异时!也发

现了赤狐编码区第
)&

和
)%

位点的变异!但由于其

缺乏表型记录没有分析两位点与毛色表型的相关

性'本研究中!北极狐属狐
B5%F

基因编码区第
)%

位点只有
66

一种基因型!而狐属狐则有
99

和
96

0

种基因型!不存在
66

基因型!推测该位点可能是

区分狐狸属间的一个重要功能位点'群体遗传分析

表明!对于
)&

位点!

9

为优势等位基因"

&2(55

#!单

倍型
L0

"

99

!

&2*(&

#和
L*

"

96

!

&2)1.

#为优势单倍

型!说明大部分狐狸
)&

位点均为
9

等位基因'通

过
84H6L;:

软件功能预测!当
)&

位点为
9

时!

T

'8X#%)OEC

处的
,C[83;9

和
K

"E>EFEX$#C,

值分别是

j)20&)).

和
&21./*0

!表明该处氨基酸替换对

N9%:

功能有重要影响'

3833

二元变量统计分析

结果表明!狐狸
B5%F

基因编码区第
)%

位点多态

性与毛色表型存在显著低度相关性!推测第
)%

位点

可能是参与毛色形成的一个相对重要功能位点'

%

!

结
!

论

本研究采用
89:

扩增和产物直接测序的方法

获得了狐属和北极狐属共计
%.*

只不同毛色狐狸

B5%F

基因的编码区序列!在第
)&

和
)%

位点发现

0

个相邻错义突变"

?2)&4

#

9

和
?2)%9

#

6

#'群体

遗传分析表明!狐狸
B5%F

基因编码区
)%

位点可

能是区分狐狸属间的一个重要功能位点'

84H!

6L;:

软件功能预测
)%

位点突变"

?2)%9

#

6

#导致

的氨基酸替换"

T

28X#%)OEC

#对
N9%:

功能有重要

影响'

3833

二元变量统计分析结果进一步表明!

)%

位点多态性与狐狸毛色表型存在显著相关性'
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