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　　[摘　要 ]　用 PCR 2R FL P 技术,对秦川牛、中国荷斯坦牛、晋南牛、南阳牛、延边牛、中国西门塔尔牛 6个牛品

种 176 个个体的促卵泡素受体 (FSHR )基因 5′端进行多态性分析, 4 种内切酶对 PCR 产物的单酶切结果发现,

P stÉ , S in É 和 H ae Ë 3 种内切酶的酶切产物均为单态, 而 T aqÉ 的酶切产物出现多态性, 表现为 3 种基因型

(AA ,BB ,AB ) ,品种间基因频率和基因型频率均有较大差异。对 3个有单双胎记录牛的品种分析发现,秦川牛双胎

母牛的等位基因A (0. 550 0)及基因型AA (0. 500 0)的频率高于单胎母牛 (A : 0. 350 0,AA : 0. 300 0) ; 而荷斯坦牛

双胎母牛的等位基因B (0. 593 7)及基因型BB (0. 687 5)的频率均高于单胎母牛 (B: 0. 541 6,BB: 0. 416 7) ,在后代

中有同样的趋势; 在中国西门塔尔牛的双胎母牛、随机母牛及种公牛 3种类群中,双胎母牛和种公牛的等位基因 B

(0. 590 9, 0. 541 7)和杂合子基因型AB (0. 818 2, 0. 916 7)的频率高于随机母牛 (B: 0. 318 2; AB: 0. 454 6)。根据N ei

氏标准遗传距离聚类分析,表现为西门塔尔牛和延边牛首先聚在一起,然后晋南牛、秦川牛、荷斯坦牛、南阳牛依次

加入。
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　　牛是单胎家畜, 自然状态下双胎率极低, 仅为

0. 15%～ 2. 99% [1 ]。为了研究牛的双胎性状,美国建

立了高繁殖力的肉牛群,经过 10 余年 (1982～ 1993

年)的选育, 双胎率由 3. 4%提高到 28. 5% [2～ 6 ] , 这

说明双胎具有一定的遗传性,可以通过选育提高双

胎率。但牛的双胎遗传力仅为 0. 03[6 ] ,常规选育方

法提高很慢。V an V leck 等[6 ]研究表明,产仔率高低

受卵巢排卵数的直接影响,且双胎与排卵的遗传相

关接近于 1. 00。因此,与卵巢排卵有关的基因似可

作为研究双胎的候选基因。卵巢机能受垂体促性腺

激素调控, 其中垂体前叶分泌的促卵泡生成素

(FSH )是调控卵泡发育、成熟的主导激素。为此,人

医中常用 FSH 治疗不孕,而在畜牧生产中用于超数

排卵。研究[7～ 10 ]发现,有些多胎品种或个体血浆中

的 FSH 浓度高于单胎品种或个体,且其垂体对促性

腺激素释放激素 (GnRH )的敏感性增强, 从而促进

FSH 的分泌[11, 12 ] ,且卵巢对促性腺激素的反应更加

敏感 (cAM P 的生成量多) [13, 14 ]。然而, FSH 必须与

卵泡颗粒细胞膜上的促卵泡素受体 (FSHR )结合,

并将信息传递到靶细胞内,才能发挥其对卵泡的生

物学功能。基因的表达是遗传信息转录和翻译的过

程, 转录的启动和速率受基因 5′端序列的调控, 这

也是真核生物基因表达调控的主要方式。因此,本试

验利用 PCR 2R FL P 技术, 对 6 个不同牛品种的

FSHR 基因 5′端序列 (5′端侧翼区和第 1 外显子区

域)进行扩增和多态性研究,以期寻找多态位点,探

求进一步研究该基因的遗传标记,并分析该基因的

5′端区与牛多胎性状的可能关系。

1　材料与方法

1. 1　试验动物及基因组DNA 的提取

　　本试验共采集了 6个牛品种的 176头份血样或
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冻精,其中秦川牛 24头份、中国荷斯坦牛 (简称荷斯

坦牛) 32 头份,晋南牛 28 头份, 南阳牛 28 头份, 延

边牛 30头份,中国西门塔尔牛 (简称西门塔尔牛)血

样和冻精 34头份。其中不知道是否产过双胎的母牛

称为随机母牛。用苯酚、氯仿法从冻精和血样中提取

DNA , - 20 ℃保存备用。

1. 2　引物序列与 PCR 反应

由于目前尚无牛的 FSHR 基因 5′端序列发表,

因此参照 Sairam 和 Subbarayan 报道[15 ]的绵羊

FSHR 基因 5′端侧翼序列和第 1外显子序列设计引

物: 上 游 引 物 5′AA T TC A T T T G T GCCA

GCA TCC 3′,下游引物 5′A GT TC GA CCG CA TCC

CT G 3′;扩增区域包括 FSHR 基因 5′端侧翼区和第

1外显子序列。引物由北京赛百盛公司合成。PCR 反

应总体积 25. 0 ΛL ,扩增在 PTC2200基因扩增仪上

进行。

1. 3　PCR 反应产物的检测与限制性酶切的筛选

在 10 ΛL PCR 扩增产物中加入 2 ΛL 上样缓冲

液,经质量分数 1. 2%琼脂糖凝胶电泳后,用凝胶成

像仪观察扩增结果。对达到含量标准的 PCR 产物,

将剩余的 15 ΛL 用限制性内切酶 P stÉ , S inÉ , H ae

Ë或 T aqÉ酶切。限制性内切酶购自大连宝生物工
程有限公司,酶切消化按照制造商的说明进行。

1. 4　酶切产物的电泳

酶切产物在质量分数 2. 5%的琼脂糖凝胶上电

泳, 条件为 60 V 电泳 3～ 4 h, EB 染色。在

UV IBAND V. 992凝胶成像系统成像, 根据图像判

断基因型。

1. 5　品种间遗传距离及系统聚类

根据N ei氏标准遗传距离进行系统聚类[16 ]。

2　结果与分析

2. 1　FSHR 基因区段 PCR 扩增结果与内切酶的酶

切结果

本研究设计引物的扩增区域包括 FSHR 基因

5′端转录调控区 818 bp 和第一外显子 152 bp , PCR

产物序列总长 970 bp。用 4种内切酶对 176头份的

PCR 扩增产物进行单酶切, 发现 P st É , S in É 和

H aeË 3种内切酶的酶切产物均为单态 (图略)。而

T aqÉ内切酶的酶切产物出现了多态性 (图 1)。

2. 2　PCR 产物 T aqÉ的酶切图谱
电脑扫描发现, T aqÉ 酶切位点 (5′2T↓CGA 2

3′)分别位于序列的如下位置: - 527→- 524, - 387

→- 384, + 60→+ 63, + 146→+ 149, 扩增产物经

T aqÉ 酶切后出现限制性片段的长度为 446, 292,

140, 86和 6 bp (AA 型)。如果- 387→- 384位置的

T aqÉ 酶切位点因突变而消失,则出现 586, 292, 86

和 6 bp 4 个片段 (BB )。在AB 型中, 则产生 586,

446, 292, 140, 86和 6 bp 6个片段。由图 1可见,酶

切产物的电泳结果出现 3 种不同的带谱,按照前 3

个大片段的有无,判断图 1中 1, 2, 3, 4, 8为AB 型,

6 为BB 型, 5, 7 为AA 型。3 种带型的共同切点是

- 527→ - 524, + 60→+ 63 和+ 146→+ 149, 而

- 387→- 384酶切位点有多态性突变。

图 1　牛 FSHR 基因 5′端 T aqÉ的酶切图谱
M. 100 bp DNA ladder M arker;

1～ 8. 不同个体的 T aqÉ酶切片段电泳图谱

F ig. 1　T he patterns of FSHR gene 5′region PCR

p roducts digested w ith endonuclease T aqÉ in bovine

M. 100 bp DNA ladder M arker; 1- 8. E lectropho resic

patterns from 1- 8 individuals of catt le

2. 3　6 个牛品种 FSHR 基因 5′端区等位基因频率

和基因型频率

根据琼脂糖凝胶电泳结果, 将 6 个牛品种

FSHR 基因 5′端区不同基因型数目、等位基因频率

及基因型频率的统计结果列于表 1。经 ς2 检验,所测

的秦川牛、荷斯坦牛、晋南牛、南阳牛和延边牛处于

H ardy2W einberg 平衡状态 (P > 0. 05) ,而中国西门

塔尔牛的基因型频率处于H ardy2W einberg 非平衡

状态 (P < 0. 05)。

由表 1 可以看出, FH SR 基因的 5′端在 6 个品

种间均表现出多态性,其基因频率和基因型频率均

有较大差异。从基因型来看,AA 纯合子的频率大小

依次为: 南阳牛 (0. 926 8) , 秦川牛 (0. 416 7) , 延边

牛 (0. 266 7) , 晋南牛 (0. 214 3) , 中国西门塔尔牛

(0. 147 1) ,荷斯坦牛 (0. 125 0) ; 杂合子AB 的频率

大小依次为: 中国西门塔尔 ( 0. 735 3) , 延边牛

(0. 533 3) , 秦川牛 (0. 500 0) ,晋南牛 (0. 428 6) ,荷

斯坦牛 (0. 281 3) ,南阳牛 (0. 071 4) ; 纯合子BB 的

频 率依次为: 荷斯坦奶牛 ( 0. 593 8 ) , 晋南牛

(0. 357 1) , 延边牛 ( 0. 200 0) , 中国西门塔尔牛
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(0. 117 6) , 秦川牛 (0. 083 3) ,南阳牛 (0. 000 0) ; 等

位基因A 的频率大小依次为南阳牛 (0. 964 3) ,秦川

牛 (0. 666 7) , 延边牛 (0. 533 3) , 中国西门塔尔牛

(0. 514 7) ,晋南牛 (0. 428 6) ,荷斯坦牛 (0. 265 6) ,

等位基因B 的频率顺序与基因A 相反。

表 1　6个牛品种在 FSHR 基因 5′端的等位基因频率和基因型频率

T able 1　F requencies of alleles and geno types in six catt le b reeds at FSHR gene 5′region

品种B reeds
基因型频率

F requencies of geno types
基因频率

F requencies of alleles

AA AB BB A B

秦川牛Q inchuan catt le 0. 416 7 (10ö24) 0. 500 0 (12ö24) 0. 083 3 (2ö24) 0. 666 7 0. 333 3

荷斯坦牛 Ho lstein 0. 125 0 (4ö32) 0. 281 3 (9ö32) 0. 593 8 (19ö32) 0. 265 6 0. 734 4

晋南牛 J innan catt le 0. 214 3 (6ö28) 0. 428 6 (12ö28) 0. 357 1 (10ö28) 0. 428 6 0. 571 4

西门塔尔牛 Simm ental 0. 147 1 (5ö34) 0. 735 3 (25ö34) 0. 117 6 (4ö34) 0. 514 7 0. 485 3

南阳牛N anyang catt le 0. 926 8 (26ö28) 0. 071 4 (2ö28) 0. 000 0 0. 964 3 0. 035 7

延边牛 Yanbian catt le 0. 266 7 (8ö30) 0. 533 3 (16ö30) 0. 200 0 (6ö30) 0. 533 3 0. 466 7

2. 4　单胎和双胎牛群在 FSHR 基因 5′端的等位基

因和基因型频率

将秦川牛、荷斯坦牛以及中国西门塔尔牛有双

胎和非双胎牛群的等位基因和基因型频率进行比

较,结果见表 2。经 ς2 检验,秦川牛的单胎和双胎牛

群等位基因位点处于H ardy2W einberg 平衡状态 (P

> 0. 05) ; 荷斯坦牛的单胎牛群也处于平衡状态 (P

> 0. 05) ,但双胎牛群的基因位点表现并不平衡 (P

< 0. 05)。对中国西门塔尔牛,按双胎母牛、种用公牛

和随机母牛 (不知道产过双胎与否, 随机抽样)分 3

种类群,计算基因频率和基因型频率并作统计检验,

发现随机样本牛群处于H ardy2W einberg 平衡状态

(P > 0. 05) ; 而双胎母牛和种用公牛处于非平衡状

态 (P < 0. 05)。以上不平衡现象可能是由于对种用

公牛或双胎母牛样本施加的选择打破了该位点的平

衡。
表 2　3个牛品种不同类群在 FSHR 基因 5′端的等位基因和基因型频率

T able 2　A lleles and geno type frequencies of th ree breeds at FSHR gene 5′region

品种
B reeds

类群
T ype

基因型频率
F requencies of geno types

基因频率
F requencies of alleles

AA AB BB A B

秦川牛
Q inchuan

catt le

双胎母牛 Tw inned cow s 0. 500 0 (5ö10) 0. 400 0 (4ö10) 0. 100 0 (1ö10) 0. 550 0 0. 450 0

单胎母牛M onovular cow s 0. 300 0 (3ö10) 0. 600 0 (6ö10) 0. 100 0 (1ö10) 0. 350 0 0. 65 0 0

双胎牛后代D escendan t
of tw inned cow s

0. 500 0 (2ö4) 0. 500 0 (2ö4) 0. 000 0 0. 500 0 0. 500 0

荷斯坦奶牛
Ho lstein

双胎母牛 Tw inned cow s 0. 062 5 (1ö16) 0. 250 0 (4ö16) 0. 687 5 (11ö16) 0. 406 3 0. 593 7

单胎母牛M onovular cow s 0. 250 0 (3ö12) 0. 333 3 (4ö12) 0. 416 7 (5ö12) 0. 458 4 0. 541 6

双胎牛后代D escendan t
of tw inned cow s

0. 000 0 0. 250 0 (1ö4) 0. 750 0 (3ö4) 0. 375 0. 625 0

西门塔尔牛
Simm ental

双胎母牛 Tw inned cow s 0. 000 0　　　 0. 818 2 (9ö11) 0. 181 8 (2ö11) 0. 409 1 0. 590 9

种用公牛B reeding bu ll 0. 000 0　　　 0. 916 7 (11ö12) 0. 083 3 (1ö12) 0. 458 3 0. 541 7

随机样本 Contro l 0. 454 6 (5ö11) 0. 454 6 (5ö11) 0. 090 9 (1ö11) 0. 681 8 0. 318 2

　　秦川牛双胎母牛的纯合子基因型AA 的频率高

于单胎母牛,单胎母牛AB 基因型的频率较高,二者

BB 基因型的频率相同。相应地,双胎母牛A 基因频

率高于单胎母牛。因此,就秦川牛而言,等位基因A

在双胎牛中是优势基因,尤其是AA 纯合子。而荷斯

坦牛双胎母牛的BB 基因型频率高于单胎母牛, 从

基因频率看,双胎母牛的B 基因频率均高于单胎母

牛,在后代中也表现出相同的趋势。另外, 4个双胎

母牛后代中有 3个和母亲的基因型一致,为BB 型。

所以, 在荷斯坦牛双胎母牛的B 基因为优势基因,

尤其是BB 纯合型。在中国西门塔尔牛的 3个类群

中,双胎母牛和种公牛的杂合子基因型AB 高于随

机母牛,双胎母牛和种用公牛的B 等位基因频率高

于A 等位基因频率。

2. 5　6 个牛品种间的N ei氏标准遗传距离及系统

聚类

对 6个牛品种间N ei氏标准遗传距离的计算结

果列于表 3。由表 3可以看出,延边牛和西门塔尔牛
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的距离最近 (0. 010 34) ,荷斯坦牛和南阳牛的距离 最远 (0. 981 70)。
表 3　6个牛品种间的N ei氏标准遗传距离

T able 3　T he N ei standard genetic distance of 6 bovine breeds

品种
B reeds

秦川牛
Q inchuan

catt le

荷斯坦牛
Ho lstein

晋南牛
J innan
catt le

西门塔尔
Simm ental

南阳牛
N anyang

catt le

延边牛
Yanbian

catt le

秦川牛Q inchuancatt le 0

荷斯坦奶牛 Ho lstein 0. 321 98 0

晋南牛 J innan catt le 0. 111 56 0. 044 62 0

西门塔尔牛 Simm ental 0. 043 37 0. 113 64 0. 0147 26 0

南阳牛N anyang catt le 0. 093 84 0. 981 70 0. 463 23 0. 284 57 0

延边牛 Yanbian catt le 0. 032 59 0. 133 26 0. 023 53 0. 010 34 0. 253 08 0

　　根据表 3画出系统聚类图 (图 2) ,由图 2可见,

西门塔尔牛和延边牛首先聚在一起,然后晋南牛、秦

川牛、荷斯坦牛、南阳牛依次加入。

图 2　6个牛品种间系统聚类图

F ig. 2　Phylogenetic tree of 6 bovine breeds

3　讨论与结论

目前, 国内外对牛 FSHR 基因的多态性、牛群

体遗传关系及牛双胎性状的遗传标记研究报道很

少,所以无论是试验设计,还是试验方法都是一种探

索,虽然取得了一定的结果,但仍有许多问题有待进

一步研究。

1)对 3个有单、双胎记录牛品种的分析发现,双

胎性状的优势基因型和等位基因在不同品种内表现

不一致,如秦川牛为AA 和A ,荷斯坦牛为BB 及B ,

在后代中也有同样的趋势,中国西门塔尔牛的双胎

母牛、随机母牛及种用公牛类群中为AB 及B。鉴于

以上分析结果, 可以认为 FSHR 基因 5′端的 PCR 2
R FL P 标记,在同一品种单胎母牛和双胎母牛之间

有相同趋势,但不同品种的趋势不同,因此该标记尚

不能作为双胎标记的必要条件。另外,该基因位点可

能存在品种特异性,如秦川牛是我国的地方品种,而

中国荷斯坦牛和中国西门塔尔牛均是引进培育品

种,这 3个品种虽然都属于黄牛,但在长期的培育和

进化过程中,其遗传基础肯定发生了分化,从而表现

出了品种特性,如在采样时发现秦川牛的母牛大多

在第 7～ 9胎时产双胎,而本研究中的荷斯坦牛所产

的双胎均在 5胎以前,以第二胎双胎率最高。所以仍

需进一步研究 FH SR 基因 5′端的 PCR 2R FL P 对双

胎性状的标记,这对于品种内双胎牛的选育或许有

一定价值。但不同的牛品种表现出不一致的现象,说

明用一个位点来标记牛的双胎性状值得商榷,就双

胎这个阈性状而言,应寻找更多的位点进行标记。

2)由于自然状态下牛双胎性状的发生率很低,

因此采样较为困难,样本偏少,应进一步加大双胎牛

样本的采集量,并进行深入研究,必将对双胎牛的选

育和生产效率的提高产生重要作用。

3)有关牛的起源进化研究,过去多借助血液蛋

白多态和m tDNA 的方法,而根据 FSHR 基因 5′端

多态性进行聚类的报道尚未见到,本研究中 6 个品

种的系统聚类结果说明了该位点的遗传进化关系,

今后应扩大品种数量,进行更深入的探索。
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Po lym o rph ism on the 5′f lank ing reg ion of FSHR gene in

6 bovine b reeds and the re la t ion sh ip betw een its

po lym o rph ism s and the tw in ing tra it s in 3 bovine b reeds

L E I Xue-q in1, 2,W E IW u-chuan 3, CHEN Hong1, 4, XU Shang-zhong5, XU Ting- sheng2,Y UAN Zh i-fa1

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , H enan U niversity of S cience & T echnology ,L uoy ang , H enan 471003, Ch ina;

3 D ep artm en t of L if e S ciences, Z hanj iang N orm al U niversity , Z hanj iang , Guang d ong 524048, Ch ina;

4 Institu te of B iotechnology , X uz hou N orm al U niversity , X uz hou , J iang su 221116, Ch ina;

5 Institu te of A n im al S cience, Ch inese A cad emy of A g ricu ltu ra l S ciences,B eij ing 100081, Ch ina)

Abstract: PCR 2R FL P s of 5′2f lank ing region of the fo llicle2st im u la t ing ho rmone recep to r ( FSHR )

gene, w h ich includes exon 1 from 176 cat t le of 6 b reeds Q inchuan cat t le, Ch inese Ho lstein, J innan cat t le,

N anyang cat t le, Yanb ian cat t le, Ch inese simm en ta l,w ere analyzed w ith rest rict ion endonucleases P stÉ , S in

É , H aeË and T aqÉ . T he resu lts demon stra ted that no po lymo rph ism w as found after d igest ion of PCR

p roducts w ith rest rict ion endonucleases P st É , S in É and H ae Ë , bu t 3 geno types (AA , BB , AB ) w ere
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found after d igest ion of PCR p roducts w ith rest rict ion endonuclease T aqÉ and there w ere great d ifferences

in frequencies of genes and geno types among 6 b reeds. T he rela t ion sh ip betw een the po lymo rph ism and the

tw inn ing tra its w as fu rther analyzed in 3 bovine b reeds. T he resu lts ind ica ted that the frequencies of a llele

A (0. 550 0) and geno type AA (0. 500 0) in tw inned cow s w ere h igher than tho se of a llele A (0. 350 0) and

geno type AA (0. 300 0) in monovu lar cow s fo r Q inchuan cat t le,w h ile the frequencies of a llele B (0. 593 7)

and geno type BB (0. 687 5) in tw inned cow s w ere h igher than tho se of a llele B (0. 541 6) and geno type BB

(0. 416 7) in monovu lar cow s fo r Ho lstein cat t le. In 3 popu la t ion s of Ch inese Simm en ta l, the frequencies of

a llele B and geno type AB w ere h igher in tw inned cow and seed bu ll than in the con tro l ca t t le. Based on

frequencies of the alleles of 6 cat t le b reeds to est im ate the N ei2standard genet ic d istances among 6 b reeds,

the phylogenet ic t ree show ed that Ch inese Simm en ta l and Yanb ian cat t le w ou ld clu ster together f irst, than

J innan cat t le,Q inchuan cat t le, Ho lstein and N anyang cat t le w ou ld be jo ined in tu rn.

Key words: bovine; FSHR; tw in ing tra it; PCR 2R FL P

·简　讯·

“黄土区水2土2作物关系及其最优调控机制研究”
获 2003年陕西省科学技术一等奖

由中国科学院、水利部水土保持研究所,西北农林科技大学农业水土工程专家、博士生导师、教育部长江

学者特聘教授康绍忠主持的“黄土区水2土2作物关系及其最优调控机制研究”,于 2004年 4月获得陕西省政

府颁发的 2003年陕西省科学技术一等奖。该项研究涉及到土壤物理学、作物生理学、生态水文学和农业水管

理学等学科领域。为了提高降水和灌溉水的利用率与生产效率,经过专家们的辛勤研究取得了如下主要成

果: (1)建立了能较准确反映作物叶面蒸腾与棵间蒸发分摊系数变化规律的计算模式,提出了用作物相对气

孔导度估算水分胁迫条件下土壤水分修正系数的新方法;建立了作物系数与地下水埋深的定量关系式,获得

了不同地表湿润条件下的作物系数值,为农业节水提供了科学依据。 (2)发现作物在水分胁迫下产生的根系

收缩和土- 根界面行为强弱与其抗旱性关系密切,提出了用作物土2根界面行为强弱评估其抗旱性的新观
点,建立了既具有物理基础又较实用的作物根系吸水模式。(3)基于植物干旱信号的反馈机制,首次系统提出

了“控制性作物根系分区交替灌溉”的新方法,比常规方法节水 30% ,为西北旱区农业节水开辟了一种基于

作物需水信息调控作物用水的新途径。(4)研究发现,大气CO 2 浓度增加对作物光合速率和生长的正效应及

其对蒸发蒸腾的抑制作用,削弱了水分胁迫对作物光合作用和生长的不利影响,在低水分条件下,大气CO 2

浓度增加使作物水分利用效率的增加比例大于高、中水分条件。 (5)揭示了黄土区典型小流域不同水土保持

措施和下垫面状况下,土壤入渗性能、入渗过程中土壤水分动态和入渗后土壤水分再分布的过程,引入了结

皮消减系数和权重系数,建立了天然降雨条件下坡地水量转化的动力学模式; 同时考虑滞后作用,使模拟精

度大为提高。研究期间,共发表学术论文 115篇,其中三大国际检索机构收录 40篇; 出版学术著作 3部,被

10多个国家和国内 78个单位的专家引用 780余次,收到了很好的应用效果。通过该项理论成果开拓的节水

新技术与模式,受到了国内学术界和生产应用部门的广泛关注,已在甘肃民勤等地得到了一定面积的推广。

(温晓平　供稿)
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