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中国荷斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第二外显子
SSCP 多态性与产奶性状的关系

Ξ

付小波, 昝林森, 张佳兰, 王　英, 王均辉
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　利用PCR 2SSCP 分子标记技术, 研究了中国荷斯坦奶牛Αs22酪蛋白基因 (CSN 1S 2 基因)第二外显子

的多态性, 并分析了其与产奶性状之间的相关性。结果表明, 中国荷斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第二外显子存在A 和B

2 个等位基因, 有AA、BB 和AB 3 种基因型,A 和B 的等位基因频率分别为36. 54% 和63. 46% ,AA、BB、AB 基因型

的频率分别为19. 2% , 46. 1% 和34. 6% , 群体中多态信息含量为0. 356 3, 达中度多态性, 遗传变异较大; CSN 1S 2 基

因第二外显子对产奶量和乳脂含量没有明显影响, 但AA 基因型个体乳蛋白含量显著高于BB 和AB 基因型个体

(P < 0. 05) , 表明A 基因对中国荷斯坦奶牛乳蛋白含量有明显影响。
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　　Αs22酪蛋白 (CSN 1S 2) 基因是酪蛋白基因家族

中的一员, 其与Αs12酪蛋白 (CSN 1S 1) 和Β2酪蛋白统

称为钙敏感蛋白, 可与钙、磷形成稳定的微胶粒而提

高乳中的钙、磷含量。牛的CSN 1S 2 基因全长21 246

bp , 含有18 个外显子和 17 个内含子, 其外显子长度

为21～ 266 bp , 其中长度为44 bp 的外显子É 不编码

肽链, 63 bp 的外显子Ê 编码保守的信号肽。自从

1995 年A schaffenbu rg 等[1 ]发现牛乳中Β2乳球蛋白

(Β21actoglobu lin)存在2 个变异体A 和B 以来, 人们

对乳蛋白的类型及乳蛋白基因的多态性进行了广泛

研究, 发现各种乳蛋白基因在牛群中出现的频率因

品种而异, 且乳蛋白基因类型与生产性状之间的关

系在各品种之间也不一致[224 ]。目前, 对乳蛋白基因

的研究报道很多, 但对CSN 1S 2 基因多态性与产奶

性状关系的研究较少。本研究旨在利用PCR 2SSCP

分子标记对中国荷斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第二外显

子进行多态性分析, 以为奶牛的良种选育提供一定

的理论基础。

1　材料与方法
1. 1　材　料

1. 1. 1　中国荷斯坦奶牛血样　中国荷斯坦奶牛血

样采自西安现代农业综合开发总公司和宝鸡得力康

公司饲养的 78 头中国荷斯坦奶牛, 静脉采血, 10

mL ö头,A CD (将柠檬酸 0. 48 g, 柠檬酸钠 1. 32 g 和

葡萄糖1. 47 g 溶于100 mL 超纯水中, 高压灭菌) 抗

凝, - 80 ℃保存备用,A CD 用量为V (A CD ) ∶V (血

液) = 1∶6。

1. 1. 2　引　物　根据GenBank 中牛CSN 1S2 基因

(登录号为 gi: 162795) 第二外显子的序列, 利用

P rim er 5. 0 软件设计1 对引物。

上游: 5′2CCC AAA T GA GCC TCC A CA 23′;

下游: 5′2CCT GCT GTC TA C CCC T GA 23′。

引物由上海生物工程公司合成, 预期扩增片段

长度为410 bp。

1. 1. 3　试　剂　蛋白酶K、T ris2饱和酚、T aq DNA

聚合酶、dN T P s、琼脂糖、100 bp M arker、丙烯酰胺、

去离子甲酰胺、ED TA 等, 均购自西安沃尔森生物

技术有限公司。

1. 2　方　法

1. 2. 1　中国荷斯坦奶牛基因组DNA 的提取　参照

文献[ 5 ]介绍的方法, 从中国荷斯坦奶牛血样中提取

其基因组DNA。

1. 2. 2　CSN 1S 2 基因第二外显子的 PCR 扩增　
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PCR 反应体系为: T aq DNA 聚合酶 (0. 5 U öΛL ) 1. 5

ΛL , 10×PCR Buffer 1. 5 ΛL ,M gC l2 (25 mmo löL )

1. 5 ΛL , dN T P s (2. 5 mmo löL ) 1. 0 ΛL , 上下游引物

( 20 pmo löΛL ) 各 0. 25 ΛL , DNA 模板 (100 ngöΛL )

1. 0 ΛL , 超纯水8. 0 ΛL。PCR 扩增程序为: 95 ℃预变

性5 m in; 95 ℃变性 30 s, 61. 4 ℃退火 30 s, 72 ℃延

伸 40 s, 35 个循环; 最后72 ℃延伸10 m in, 产物于 4

℃下保存备用。

1. 2. 3　扩增产物的电泳检测　取扩增产物2 ΛL 进

行琼脂糖凝胶电泳检测。电泳条件: 琼脂糖凝胶的浓

度为 1. 5 göL , 0. 5×TBE, 电压 5～ 7 V öcm , 室温下

电泳20 m in。

1. 2. 4　CSN 1S 2 基因第二外显子多态性的 SSCP

检测　取3 ΛL PCR 扩增产物, 加入8 ΛL 变性剂 (去

离子甲酰胺 9. 9 mL + 5 mo löL ED TA 100 ΛL + 二

甲苯青0. 012 5 g+ 溴酚蓝0. 012 5 g) , 于98 ℃变性

10 m in, 接着冰浴5 m in 后全部上样进行电泳。电泳

条件为: 10 göL 的 PA GE, 1×TBE, 5～ 7 V öcm 电

压, 室温下电泳 10 h。电泳结束后用硝酸银进行染

色。

1. 2. 5　数据统计处理　 (1)等位基因频率和基因型

频率的计算。设某一基因位点有A 和B 2 个等位基

因, 其基因频率分别为p 和q, 则:

p = (2X + Z ) ö2N , q = (2Y + Z ) ö2N

式中, X 为AA 基因型个体数, Z 为AB 基因型个体

数,N 为个体总数, Y 为BB 基因型个体数。

基因型频率= 基因型个体数ö测定群体总数。

(2)遗传杂合度 (H e)的计算。

H e = 1 - ∑
m

i= 1
p 2

i (1)

式中, p i 为第 i 个等位基因在群体中的频率,m 为等

位基因数。

(3)多态信息含量 (P IC ) 的计算。按文献[ 6 ]的

公式计算:

P IC = 1 - ∑
m

i= 1
p 2

i - ∑
m - 1

i= 1
∑

m

j = i+ 1
2p 2

i p
2
j (2)

式中, p i 和p j 分别为第i 和第j 个等位基因在群体中

的频率,m 为等位基因数。

(4)产奶性状分析。本研究中产奶量、乳脂率和

乳蛋白含量均为奶牛场DH I(D airy H erd Imp rove2
m en t) 生产记录数据。根据最小二乘法建立下列模

型:

Y ij k = Λ + G i + E j + L k + eijk

式中, Y ij k为第 i 个个体表型的记录值; Λ为群体平均

值; G i 为第 i 个个体的基因效应值; E j 为环境效应;

L k 为第 k 个胎次的固定效应; eij k为随机误差。根据

以上线性模型, 利用SA S (8. 01) 软件对产奶性能数

据进行方差分析。

2　结果与分析

2. 1　中国荷斯坦牛CSN 1S 2 基因第二外显子的

PCR 扩增结果

由图 1 可知, 中国荷斯坦牛CSN 1S 2 基因第二

外显子PCR 扩增产物长度为410 bp , 与预期大小一

致。

图 1　中国荷斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第二外显子

PCR 扩增产物电泳结果

1～ 8. 不同个体的扩增产物;M. DNA M arker

F ig. 1　D etection of PCR p roduct of

exon 2 of CSN 1S 2 gene in Ch ina Ho lstein

1- 8. Individual PCR p roduct;M. DNA M arker

2. 2　中国荷斯坦牛CSN 1S 2 基因第二外显子的SS2
CP 多态性

由图 2 可知, 中国荷斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第

二外显子含有 2 个等位基因 (A 和B ) , 3 种基因型

(AA、BB 和AB 型)。

由表 1 可知, 在检测的 78 头中国荷斯坦奶牛个

体中, 15 头为AA 基因型, 36 头为BB 基因型, 27 头

为 AB 基因型, A 和 B 等位基因的频率分别为

36. 54% 和63. 46% , AA ,BB 和AB 基因型频率分别

为19. 2% , 46. 1% 和34. 6%。H e 和P IC 计算结果显

示, 中国荷斯坦奶牛群体CSN 1S 2 基因遗传杂合度

为0. 463 8, 多态信息含量为 0. 356 3 (0. 25< P IC <

0. 5) , 达到中度多态, 群体中多态性高, 遗传变异大。

2. 3　中国荷斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第二外显子多

态性与产奶性状的相关分析

由表2 可知, 中国荷斯坦奶牛AA 基因型个体乳

脂含量高于BB 和AB 基因型, 但差异不显著; 第三

胎产奶量AB 基因型个体高于AA 和BB 基因型, 但

差异不显著; AA 基因型个体乳蛋白含量显著高于
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BB 和AB 基因型 (P < 0. 05)。

图 2　中国荷斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第二外显子多态性的SSCP 检测结果

1, 11, 12. AA 型; 2, 4, 5. BB 型; 3, 6～ 10. AB 型

F ig. 2　 Inspecting resu lts of PCR 2SSCP of CSN 1S 2 exon 2 in Ch ina Ho lstein

1, 11, 12. geno types AA ; 2, 4, 5. geno types BB; 3, 6- 10. geno types AB

表 1　中国荷斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第二外显子的基因型频率和等位基因频率

T able 1　Geno type frequencies,A llele frequencies of CSN 1S 2 exon 2 in Ch ina Ho lstein

项目
Item

基因型 Geno type 等位基因A llele

AA BB AB A B

个体数量N um ber 15 36 27

频率ö% F requencies 19. 2 46. 1 34. 6 36. 54 63. 46

表 2　中国荷斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第二外显子多态性与产奶性状之间的相关性

T able 2　R elationsh ip betw een gene po lymo rph ism and character of m ilk yield of CSN 1S 2 exon 2 in Ch ina Ho lstein

基因型
Geno type

第3 胎产奶量ökg
3rd lacation m ilk yield

乳脂含量ö(g·kg- 1)
Con ten t of fat

乳蛋白含量ö(g·kg- 1)
Con ten t of lactop ro teid

AA 8 431. 78±1 172. 64 a 37. 7±0. 53 a 32. 8±0. 49 a

BB 8 581. 22±1 103. 22 a 34. 3±0. 52 a 29. 3±0. 17 b

AB 8 713. 46±842. 18 a 35. 3±0. 57 a 29. 9±0. 18 b

　　注: 表中同列数据后标不同小写字母者表示差异显著 (P < 0. 05)。

N o te: D ata w ith differen t letters indicate sign ifican t difference (P < 0. 05) in the sam e co lum n.

3　讨　论

目前, 对CSN 1S 2 基因多态性的研究报道较多,

但对其与生产性状之间关系的研究报道较少, 且研

究结果不尽一致。陈宏等[7 ]和R am unno 等[8 ]的研究

表明, 奶山羊CSN 1S 2 基因的F 等位基因存在多态

性, 但张润峰等[9 ] 在荷斯坦奶牛上没有发现

CSN 1S 2 基因的F 等位基因, 说明CSN 1S 2 基因可

能存在种属差异, 这需进一步研究。本研究在中国荷

斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第二外显子中发现A 和B

2 个等位基因, 及AA、BB 和AB 3 种基因型, 群体多

态信息含量为0. 356 3, 达到中度多态。说明中国荷

斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第二外显子在遗传上存在着

较高变异, 群体遗传变异较大。

L eandri 等[10 ]研究认为, 荷斯坦奶牛CSN 1S 2

基因BC 基因型较BB 基因型个体的乳蛋白含量高;

Bovendais 等[11 ]则认为, CC 基因型个体的乳蛋白含

量较高; 本研究结果表明, 中国荷斯坦奶牛CSN 1S 2

基因第二外显子对产奶量和乳脂含量没有显著影

响, 但其AA 基因型个体的乳蛋白含量显著高于BB

和AB 基因型个体, 说明A 基因对中国荷斯坦牛乳

蛋白含量有明显影响。

多态信息含量 (P IC )和杂合度 (H e)均是群体内

遗传变异大小的评定指标, 数值越高, 遗传变异越

大。本研究发现, 中国荷斯坦奶牛CSN 1S 2 基因第二

外显子表现为中度多态, 适合作为分子育种标记, 进

一步对荷斯坦牛的遗传多态性与生产性状的关系进

行研究。
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Study on the CS N 1S 2 geneπs exon2 of the Ch ina Ho lste in by PCR 2SSCP

FU X iao-bo, ZAN L in - sen , ZHANG J ia- lan ,W ANG Y ing,W ANG Jun -hui
(Colleg e of A n im al S cience and T echn lolgy ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he po lymo rph ism of CSN 1S 2 gene exon2 of the Ch ina Ho lstein w ere studied th rough PCR 2
SSCP (po lym erase chain react ion2single st rand confo rm at ion po lymo rph ism ) in th is reasch. T he resu lt

show ed: there w ere tw o alleles A and B , th ree geno types AA , BB and AB of the exon2 of CSN 1S 2 gene.

T he gene frequencies of A and B w ere 36. 54% and 63. 46% separa tely. T he geno type frequencies w ere

19. 2% , 46. 1% and 34. 6% respect ively. T he P IC (po lymo rph ism info rm at ion con ten t) w as 0. 356 3, indi2
cat ing the exon2 of CSN 1S 2 gene of the Ch ina Ho lstein had h igh po lymo rph ism and large varia t ion. T he

exon2 of CSN 1S 2 gene had no sign if ican t influence on m ilk yield and cream iness. T he cow w ith geno type

AA had mo re lactop ro tein than the cow w ith geno type BB and AB (P < 0. 05). So gene A has sign if ican t in2
f luence on lactop ro tein of the Ch ina Ho lstein.

Key words: Ch ina Ho lstein; m ilk yield; CSN 1S 2 gene; PCR 2SSCP
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