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　　[摘　要 ]　根据黄牛 Β2珠蛋白基因的序列设计引物, 扩增了中国牦牛的 Β2珠蛋白基因, 并对其进行了克隆测

序和氨基酸序列比较分析。结果显示, 其与黄牛 Β2珠蛋白基因的同源性很高, 达到 97% 以上; 检测到中国牦牛 Β2珠
蛋白基因的 2 个等位基因 Β73A sn和 Β135A sn , 其中 67 号牦牛个体中检测到 2 个等位基因 Β73A sn和 Β135A sn , 64 号牦牛个体

中检测到等位基因 Β135A sn, 1078 号牦牛个体中检测到等位基因 Β73A sn; 等位基因 Β135A sn是中国牦牛特有的一个等位基

因, 推测该等位基因编码的第 135 位氨基酸天冬酰胺, 可能会降低牦牛血红蛋白的氧亲和力。
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　　牦牛主要分布在海拔 3 000 m 以上的寒冷、低

氧地区, 那里的空气氧含量只有海平面的 1ö3～

1ö2。牦牛的一个显著特征就是对高原低氧环境具有

极好的适应性, 其血液中红细胞和血红蛋白的含量

分别为 6. 61～ 8. 05 万ömm 3 和 99. 2～ 113. 8 göL ,

均远高于黄牛的 4. 50 万ömm 3 和 81. 2 göL [1 ] , 并且

其 血 红 蛋 白 的 氧 亲 和 力 也 比 黄 牛 的 高[2 ]。

L althan t luanga 等[324 ] 分别于 1981 和 1985 年测定

了牦牛血红蛋白 2 条 Α链及 2 条 Β链的氨基酸序

列, 并推测牦牛血红蛋白氧亲和力高的原因可能是

由于 ΒÊ 135 位的缬氨酸代替了丙氨酸所致。1988 年

W eber 等[5 ]进一步分析认为, 由于缬氨酸疏水性更

强, 且体积比丙氨酸大, 会对H - 螺旋产生影响, 从

而引起牦牛血红蛋白氧亲和力增高。但对牦牛 Β2珠
蛋白基因的核苷酸序列至今尚未见报道。为此, 本试

验克隆并分析了牦牛Β2珠蛋白基因, 以期能揭示牦

牛血红蛋白氧亲和力高的分子基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　牦牛DNA 样品　牦牛血样分别采自河北

省红松洼种畜场 (64 和 67 号牦牛个体) 和四川省龙

日种畜场 (1078 号牦牛个体) , 按参考文献 [ 6 ]的方

法提取基因组DNA。

1. 1. 2　引　物　参照黄牛 Β2珠蛋白基因序列, 设计

了 4 对引物, 引物序列见表 1, 由上海博亚公司合

成。其中, 第 1～ 3 对引物用于扩增 67 号牦牛个体的

Β2珠蛋白基因, 第 4 对引物用于扩增 64 和 1078 号

牦牛个体的 Β2珠蛋白基因。

表 1　扩增所用的引物

T able 1　P rim ers fo r amp lificat ion

引物 P rim ers 引物序列 P rim er sequence

第 1 对引物 T he first p rim er 上游 U p stream : 5′2CA G AAA GA G GGC T GA T GG TCT AAA G23′
下游 Dow nstream: 5′2GGA GAA CA C T GA GGA T TC CA C AAA C23′

第 2 对引物 T he second p rim er 上游 U p stream : 5′2A CT T GT CCA CT G CT G A T G CT G T TA T 23′
下游 Dow nstream: 5′2CCA A GG T TA GA T TCA GGG TA T T TC A 23′

第 3 对引物 T he th ird p rim er 上游 U p stream : 5′2CT T A TA TCT A CG GTC A CA GCT T GG G23′
下游 Dow nstream: 5′2TA T T T T CTC AA G GTC TCG A CT A GC C23′

第 4 对引物 T he fourth p rim er 上游 U p stream : 5′2CA G AAA GA G GGC T GA T GG TCT AAA G23′
下游 Dow nstream: 5′2CT G CAA CT T GAA T TC T T T AA G GGA G23′
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1. 1. 3　主要试剂　Perobest 酶购自T aKaR a 公司;

pGEM 2T easy 载体购自 P rom ega 公司; 其余试剂均

为国产分析纯。

1. 2　方　法

1. 2. 1　PCR 扩增　扩增 67 号牦牛 Β2珠蛋白全基

因所用的反应体系 (10 ΛL ) 为: 50 ngöΛL DNA 0. 8

ΛL , 10 Λmo löL 上游引物 0. 2 ΛL , 10 Λmo löL 下游引

物 0. 2 ΛL , 10 mmo löL dN T P 混合物 0. 8 ΛL , 10×

缓冲液 1 ΛL , P robest 酶 0. 05 ΛL , ddH 2O 6. 95 ΛL。

反应程序: 94 ℃预变性 5 m in; 94 ℃变性 1 m in, 退

火 1 m in (退火温度: 引物 1 为 64. 5 ℃; 引物 2 为

60. 5 ℃; 引物 3 为 56. 5 ℃) , 72 ℃延伸 1 m in, 35 个

循环; 最后 72 ℃延伸 10 m in。

扩增 64 和 1078 号牦牛 Β2珠蛋白全基因的反应

体系为: 50 ngöΛL DNA 0. 8 ΛL , 10 Λmo löL 上游引

物 0. 2 ΛL , 10 Λmo löL 下游引物 0. 2 ΛL , 10 mmo löL
dN T P 混合物 0. 8 ΛL , 10×缓冲液 1 ΛL , P robest 酶

0. 05 ΛL , ddH 2O 6. 95 ΛL。反应程序: 94 ℃预变性 5

m in; 94 ℃变性 1 m in, 60. 7 ℃退火 1 m in, 72 ℃延

伸 140 s, 35 个循环; 最后 72 ℃延伸 10 m in。

1. 2. 2　扩增产物的克隆与测序　扩增产物经 15

göL 琼脂糖凝胶电泳后, 利用DNA 凝胶回收试剂盒

回收纯化扩增产物。将纯化后的 67 和 64 号牦牛个

体 Β2珠蛋白基因的扩增产物, 在 T 4 DNA 连接酶的

作用下与 pGEM 2T easy 载体连接, 4 ℃过夜。将 5

ΛL 连接产物加入 200 ΛL JM 109 感受态菌液中, 冰

浴 30 m in, 42 ℃水浴 90 s, 加入 800 ΛL 培养基, 于

37 ℃下 123öm in 培养 45 m in 后, 再 6 000öm in 离心

10 m in, 弃去 800 ΛL 上清液, 将剩余物用移液器轻

轻混匀后涂布于含有 IPT G、X2gal 和 Amp (100

ΛgömL )的培养基上, 37 ℃培养过夜。挑取白色克隆

接种于 3 mL LB 液体培养基中, 37 ℃摇菌过夜。对

鉴定为阳性的克隆进行测序。1078 号牦牛个体 Β2珠
蛋白基因的扩增产物则直接进行测序。测序由上海

英骏生物技术有限公司完成。

1. 2. 3　扩增产物的序列分析　将所测牦牛 Β2珠蛋

白基因序列用DNA Star 软件进行同源比较。

2　结果与分析

2. 1　67 号牦牛个体 Β2珠蛋白全基因扩增结果

　　以 67 号牦牛个体的DNA 为模板, 采用 3 对引

物分别扩增牦牛 Β2珠蛋白全基因, 第 1 对引物扩增

到 1 条约 697 bp 的片段, 第 2 对引物扩增到 1 条约

716 bp 的片段, 而第 3 对引物扩增到 1 条约 774 bp

的片段, 见图 1。

2. 2　64 和 1078 号牦牛个体 Β2珠蛋白全基因扩增

结果

分别以 64 号和 1078 号牦牛个体的DNA 为模

板, 采用 1 对引物扩增牦牛 Β2珠蛋白全基因, 结果均

扩增到 1 条约 2 034 bp 的片段, 见图 2。

2. 3　序列差异比较

将 64, 67 和 1078 号牦牛个体 Β2珠蛋白基因所

编码的氨基酸序列, 与已发表的牦牛及黄牛 Β2珠蛋

白链的氨基酸序列进行同源性比较分析。结果发现,

其只在第 50, 73, 117 和 135 位有差异, 具体差异情

况详见表 2。
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表 2　64, 67 和 1078 号牦牛与已发表的牦牛和黄牛 Β2珠蛋白氨基酸序列比较结果

T able 2　Comparison of the deduced am ino acid of sequencing yak Β2glob in gene

w ith know n yak and catt le Β2glob in chains

比较项目
Item fo r comparison

50 位
Po sit ion 50

73 位
Po sit ion 73

117 位
Po sit ion 117

135 位
Po sit ion 135

黄牛 ΒA 链 Cattle ΒA chain
苏氨酸 (A CT )

T h r (A CT )
天冬酰胺 (AA T )

A sn (AA T )
天冬酰胺 (AA T )

A sn (AA T )
丙氨酸 (GCT )
A la (GCT )

牦牛 ΒÉ 链 Yak ΒÉ chain 苏氨酸 T h r 谷氨酸 Glu 天冬酰胺A sn 丙氨酸A la

牦牛 ΒÊ 链 Yak ΒÊ chain 丝氨酸 Ser 天冬酰胺A sn 组氨酸 H is 缬氨酸V al

64 号牦牛个体的测序结果
T he resu lt fo r individual 64

丝氨酸 (TCT )
Ser (TCT )

天冬酰胺 (AA T )
A sn (AA T )

组氨酸 (CA T )
H is (CA T )

天冬酰胺 (AA T )
A sn (AA T )

67 号牦牛个体的测序结果
T he resu lt fo r individual 67

苏氨酸 (A CT )
T h r (A CT )

天冬酰胺 (AA T )
A sn (AA T )

组氨酸 (CA T )
H is (CA T )

天冬酰胺 (AA T )
A sn (AA T )

1078 号牦牛个体的测序结果
T he resu lt fo r individual 1078

苏氨酸 (A CT )
T h r (A CT )

天冬酰胺 (AA T )
A sn (AA T )

天冬酰胺 (AA T )
A sn (AA T )

丙氨酸 (GCT )
A la (GCT )

　　注: 括号内为氨基酸所对应的密码子。

N o tes: T he code fo r residue is in paren thesis.

　　由表 2 可以看出, 1078 号牦牛个体的 Β2珠蛋白

基因与黄牛的同源性高达 99. 73% , 其所编码的氨

基酸序列与黄牛的 ΒA 链完全一样, 与已发表的牦牛

ΒÉ 链只在第 73 位不同, 与牦牛 ΒÊ 链在 50, 117 和

135 位不同 (见表 2)。由此可认为, 本试验所扩增的

1078 号牦牛个体 Β2珠蛋白基因中存在牦牛 ΒÉ 链的

一个新等位基因, 记为 Β73A sn。

64 号牦牛个体的 Β2珠蛋白基因与黄牛的同源

性高达 97. 85%。其所编码的氨基酸序列与黄牛的

ΒA 链相比, 有 3 个氨基酸不同, 即第 50, 117 和 135

位不同; 与已发表的牦牛 ΒÉ 链有 4 处不同, 即 50,

73, 117 和 135 位不同; 与牦牛 ΒÊ 链只有一处不同,

即第 135 位不同 (见表 2)。由此可认为, 本试验所扩

增的 64 号牦牛个体 Β2珠蛋白基因中存在牦牛 ΒÊ 链

的一个新等位基因, 记为 Β135A sn。

67 号牦牛个体的 Β2珠蛋白基因以第 1 对引物

进行扩增, 产物长度为 697 bp。与黄牛的 ΒA 链基因

相比仅有一处不同, 即第 2 内含子的第 20 个碱基不

同; 以第 2 和第 3 对引物进行扩增, 产物与黄牛的ΒA

链基因相比有 34 处不同, 这 34 处中有 30 处与 64

号牦牛个体Β2珠蛋白基因扩增产物的相应位置完全

相同。即第 1 对引物扩增产物的外显子区 (第 1 外显

子与第 2 外显子) 与黄牛的 ΒA 链基因相同, 而第 2

和第 3 对引物扩增产物的外显子区 (第 3 外显子)却

与 64 号牦牛个体 Β2珠蛋白基因扩增产物的对应区

域相同。67 号牦牛个体 Β2珠蛋白基因第 1 对引物扩

增产物与黄牛Β2珠蛋白基因的对应区域同源性高达

99. 86% , 而第 2 和第 3 对引物所扩增部分与黄牛的

同源性仅为 97. 08% , 但与 64 号个体的对应区域同

源性高达 99. 66%。因此可认为, 67 号牦牛个体 Β2珠
蛋白基因是 2 个等位基因 Β73A sn与 Β135A sn拼接在一起

的结果。

分析以上结果可知, 本试验检测到了中国牦牛

Β2珠蛋白基因的 2 个等位基因 Β73A sn与 Β135A sn。67 号

牦牛个体中检测到 2 个等位基因 Β73A sn与 Β135A sn , 64

号牦牛个体中检测到 1 个等位基因 Β135A sn , 1078 号

个体检测到另一个等位基因 Β73A sn。L althan t luanga

等[4 ]测定了牦牛血红蛋白中 2 种类型 Α链及 2 种类

型 Β链的氨基酸序列, 2 种类型Α链之间存在 2 个氨

基酸的不同, 而 2 种类型 Β链之间有 3 个氨基酸不

同。也许他们当时也检测到 Β73A sn这个等位基因。

本试验将测定的牦牛Β2珠蛋白的氨基酸序列与

已发表的其他牛 Β2珠蛋白链的氨基酸序列进行比

较, 发现其差异主要在 19、50、73、117 和 135 位。等

位基因 Β135A sn编码的第 135 位氨基酸为天冬酰胺 (编

码密码子为AA T ) , 与已发表的其他牛 Β2珠蛋白链

此位置氨基酸完全不同, 已发表的牦牛 ΒÊ 链为缬氨

酸, ΒÉ 链为丙氨酸, 欧洲野牛 Β链为苏氨酸。黄牛、巴

厘牛、大额牛和爪哇牛 Β链此位置的氨基酸均为丙

氨酸。这表明等位基因Β135A sn是中国牦牛Β2珠蛋白基

因的一个特异性等位基因。

3　讨　论

刚开始克隆测定牦牛 Β2珠蛋白基因的全序列

时, 以 67 号牦牛个体的DNA 为模板, 采用 3 对引

物分别进行扩增, 每对引物的扩增产物都与下一对

引物的扩增产物有一些重叠。这样虽可将全序列拼

接出来, 但此方法有如下缺点, 即当这个个体的Β2珠
蛋白基因在好几个位点上具有等位基因, 且恰好这

几个位点处于不同引物的扩增产物中时, 这样拼接

起来的全序列就不正确。从 67 号牦牛个体的扩增结

果来看, 第 1 对引物是以等位基因 Β73A sn为模板扩
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增, 而第 2 和第 3 对引物是以等位基因 Β135A sn为模板

扩增, 这样拼接起来的全序列就很不准确, 因此决定

采用 1 对引物对其全序列进行扩增。该引物的上游

引物采用第 1 对引物的上游引物, 而下游引物是在

将黄牛与人Β2珠蛋白基因序列的同源性进行比较之

后, 重新设计的。实验结果表明, 该引物可将牦牛 Β2
珠蛋白基因全部扩增出来。

本试验中, 1078 号和 67 号个体均检测到与黄

牛相同的等位基因 Β73A sn。牦牛和黄牛属同一个属,

在进化上分化比较晚, 血缘关系很近, 像珠蛋白基因

这样具有重要功能的基因, 一般比较保守, 在长期的

进化中, 其氨基酸序列发生突变的频率比较低, 因此

血缘关系较近的牦牛和黄牛拥有相同的 Β珠蛋白等

位基因是非常可能的。

江家椿[7 ]在海拔较高的那曲、加兴牦牛中, 发现

一种变异的血红蛋白A 3, 他认为这可能是由于牦牛

长期生活于高原低氧中而发生的适应性变异。安第

斯山啮齿类动物的血红蛋白氧亲和力高于平原动

物, 且随着海拔的增高, 动物动脉血氧饱和度达到

50% 时的氧分压降低, 动脉血氧饱和度增高 [8 ]。

M onge 和W h it tebu ry 对高原土生动物 (羊驼、驼

马、灰鼠、牦牛) 与其各自的平原近亲动物 (骆驼、兔

子、牛以及各种鸟类) 的研究结果表明, 高原土生动

物的 2, 32二磷酸甘油酸含量低于平原近亲动物, 动

脉血氧饱和度达到 50% 时的氧分压也低于平原近

亲动物, 这两者共同作用引起氧解离曲线左移, 使氧

亲和力增加, 氧易在肺部结合, 使机体保持了较高的

动、静脉氧饱和度, 从而使组织获得足够的氧气以满

足生理需要[2 ]。Chappell 等[9 ]和 Snyder [10 ] 研究发

现, 生活在安第斯山的鹿鼠, 其 Α2珠蛋白基因单倍

型 aoco 的频率在高海拔群体中占优势, 而单倍型 aÉ

cÉ 的频率在低海拔群体中占优势, 具有单倍型 aoco

的鹿鼠其血红蛋白氧亲和力高, 而具有单倍型 aÉ cÉ

的鹿鼠其血红蛋白的氧亲和力反而低。当将具有这

2 种单倍型的鹿鼠放到海拔与它们生活地海拔相反

的地区时, 其血红蛋白的氧亲和力与原生活地的没

有太大变化。该试验结果以及 Snyder [10 ]的试验结果

均表明, 当个体适应于新的海拔环境时, 虽然血液学

参数、酸碱数值、血液- 气体运输变化很大, 而血红

蛋白氧亲和力却未发生变化, 这也许可以表明, 血红

蛋白氧亲和力是受遗传控制的, 不会随环境的变化

而发生代偿性变化。

从 64 和 67 号牦牛个体的DNA 中检测到了中

国牦牛特有的一个等位基因Β135A sn。分析这个特异等

位基因所在个体的来源发现, 64 和 67 号牦牛个体

均来自河北省红松洼种畜场, 而红松洼种畜场 (海拔

1 700 m )的牦牛是从海拔 3 200～ 4 800 m 的青海省

和甘肃省分别于 1974 和 1991 年引进的。根据前面

的文献结果, 长期生活在高海拔地区的个体其血红

蛋白氧亲和力高, 而长期生活在低海拔的个体其血

红蛋白氧亲和力低。那么, 把牦牛从青海、甘肃等高

海拔地区引种到低海拔的河北省时, 经过 30 多年对

低海拔环境的适应, 牦牛血红蛋白的遗传结构就会

产生适应于低海拔的变化, 即可能发生使血红蛋白

氧亲和力降低的变化。由本试验结果可知, 64 和 67

号个体 Β2珠蛋白基因所编码的第 135 位氨基酸发生

了变异, 由缬氨酸或丙氨酸突变为天冬酰胺。天冬酰

胺为亲水性氨基酸, 体积为 117. 7 ∼ 3, 可接触表面

积为 160 ∼ 2; 丙氨酸和缬氨酸均为疏水性氨基酸,

但后者的疏水性更强, 丙氨酸的体积为 88. 6 ∼ 3, 可

接触表面积为 115 ∼ 2, 缬氨酸的体积为 140 ∼ 3, 可

接触表面积为 155 ∼ 2。这种变异, 即由与牦牛血红

蛋白高氧亲和力有关的强疏水性的缬氨酸突变为强

亲水性的天冬酰胺, 有可能引起牦牛血红蛋白的氧

亲和力降低。但是否真的会降低, 作者将从模拟建立

的牦牛血红蛋白三维结构上, 进一步进行阐明。
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C lon ing and sequencing ana lysis of Ch inese yak Β2glob in gene

Y UAN Qing-yan 1, ZHANG Qing-bo1, HUANG Zh i-guo1, X IE Zhuang1,

Y IN Pu- lu2, ZHAO Y ong-hua3

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N anj ing A g ricu ltu ra l U niversity , N anj ing 210095, Ch ina;

2 H ong songw a B reed er F arm , Cheng d e, H ebei 310034, Ch ina;

3 L ong ri B reed er F arm , H ongy uan, S ichuan 624400, Ch ina)

Abstract: Yak Β2glob in is amp lif ied by p rim ers designed from cat t le Β2glob in gene. T he clon ing and se2
quencing resu lts ind ica te that they have very h igh homo logy w ith cat t le Β2glob in gene w ith a value of above

97%. Tw o alleles, Β73A sn and Β135A sn ,w ere detected at Β2glob in locu s in Ch inese yak. T he samp le 67 has these

tw o alleles, w h ile individual 64 has allele Β135A sn and individual 1078 has allele Β73A sn. T he allele Β135A sn is the

characterist ic of Ch inese yak after residue b last ing. It is suggested that the Β135 A sn of th is a llele cou ld re2
duce the oxygen aff in ity of yak hemoglob in.

Key words: yak; Β2glob in gene; a llele; oxygen aff in ity
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P relim inary study on im p roving the ex tract ion techno logy

of the Sw ain son ine from O xy trop is kansuensis

L IU Zh i-bin , ZHAO X ing-hua ,Y U Y ong- tao,W ANG J ian -hua
(Colleg e of A n im al S ci2T ec,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: 1. 5 kg O xy trop is kansuensis pow der w as dispo sed w ith 40 kH z u lt rasound in w ater to sub st i2
tu te the trad it ional soxh let ex tract ion techno logy o r the ex tract ion in co ld so lven t. A fter concen tra t ion and

removal of the impu rity, n2bu tano l ex tracted by sparse acid w as emp loyed. T he concen tra ted acid liqu id w as

ex tracted w ith ammon ia ted ch lo rofo rm ,w h ich w as then concen tra ted to residue. T he residue w as sub lim ed

in 100 ℃ o lefin and 24 m g w h ite crysta l,w h ich w as p relim inary determ ined as sw ain son ine w as co llected.

T h is m ethod simp lif ied the ex tract ion and the ex tract ion ra te reached 16 m gökg.

Key words: sw ain son ine; u lt rasound; O xy trop is kansuensis
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