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5 种家畜 IGFB P 3 基因遗传变异研究
Ξ
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孙维斌1, 张润锋1, 房兴堂2, 刘　波1

(1 西北农林科技大学 动物科技学院 陕西省农业分子生物学重点实验室, 陕西 杨凌 712100;

2 徐州师范大学 细胞与分子生物学研究所, 江苏 徐州 221116)

　　[摘　要 ]　利用 PCR 2R FL P 技术对山羊 (西农萨能奶山羊和关中奶山羊)、绵羊 (小尾寒羊)、普通牛 (南阳牛)、

水牛 (湖南彬洲水牛)和牦牛 (青海牦牛)等 5 种家畜 213 份样品 IGFB P 3 H aeË 位点进行了遗传多样性研究, 并对

山羊、绵羊、普通牛和水牛 IGFB P 3 基因序列进行了同源性分析。结果显示, 5 种家畜物种 IGFB P 3 基因H aeË 酶

切表现明显物种间多样性, 在普通牛上表现多态性, 而在山羊、绵羊和牦牛上未表现多态性; 山羊 IGFB P 3 基因序

列与绵羊、普通牛和水牛的同源性分别为 97% , 93% , 93% , 绵羊 IGFB P 3 基因序列与普通牛和水牛的同源性分别

为 93% 和 92% , 而普通牛和水牛的 IGFB P 3 基因序列同源性为 96% ; 绵羊和山羊的亲缘关系最近, 首先聚为一支,

然后再与普通牛、水牛相聚。表明H aeË 酶切位点具有物种多样性, 可用于物种间亲缘关系的分析。
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Abstract: In th is study, PCR 2R FL P w ith endonuclease H aeË w as app lied to detect po lymo rph ism s of

IGFB P 3 in 213 rum inan t samp les from 5 dom est ic an im al species. T he resu lts revealed po lymo rph ism s a2
mong rum inan t including goat ( including X inong Saanen dairy, Guangzhong ) , sheep (Sm all T ail H an ) ,

bovine (N anyang) , buffa lo s (B ingzhou) and yak (Q inghai) Homo logy analysis of rum inan t IGFB P 3 gene

sequence show ed as fo llow s: comparing nucleo t ide sequence of goat w ith that of sheep , buffa lo and bovine,

the homo logica l percen tages w ere 97% , 93% and 93% , respect ively; comparing nucleo t ide sequence of

sheep w ith that of buffa lo and bovine, the homo logica l percen tages w ere 93% and 92% , respect ively. T he

homo logy percen tage of nucleo t ide sequence betw een buffa lo and bovine w as 96%. M o lecluar phylogenet ic

t ree on rum inan t con structed by IGFBP3 gene sequence w ith C lu sta lw softw are w as unan imou s. So , it cou ld

be concluded that sheep and goat had the nearest rela t ive rela t ion sh ip , then, they clu stered w ith bovine and
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buffa lo. In conclu sion, p resen t H aeË locu s w as po lymo rph ic betw een species, and can be u sed in the analy2
sis of the genet ic rela t ion sh ip betw een species.

Key words: goat; sheep; buffa lo; yak; bovine; IGFB P 3 gene

　　胰岛素样生长因子家族 ( In su lin2like Grow th

Facto r, IGF) 包括 IGF s ( IGF2É , IGF2Ê )、IGFBP1

～ IGFBP7 及 IGF 受体 ( IGF2IR , IGF2IIR )。IGF s 是

一类对胚胎、神经、骨骼肌、骨骼的发育及细胞增殖、

分化等具有重要作用的多肽, 而 IGFBP3 作为 IGF s

的运输载体, 可直接与大部分受体结合, 并最终调控

IGF s 的生物学作用[1 ]。因此, IGFB P 3 基因成为当

前研究热点之一。目前, 关于家畜 IGFB P 3 基因遗

传多态性研究仅在秦川牛[2 ]、中国荷斯坦牛[3 ]和西

农萨能奶山羊[4 ]等物种上有零星报道, 而有关其他

家畜品种 IGFB P 3 基因遗传多样性的研究尚未见

报道。为此, 本研究利用 PCR 2R FL P 技术研究了普

通牛 (南阳牛)、水牛 (湖南彬洲水牛)、牦牛 (青海牦

牛)、山羊 (西农萨能奶山羊, 关中奶山羊)和绵羊 (小

尾寒羊) 等 5 种家畜 213 份样品 IGFB P 3 基因H ae

Ë 酶切位点的遗传多样性, 并对山羊、绵羊、普通牛

和水牛 IGFB P 3 基因序列进行同源性分析, 以期为

家畜遗传资源和生物多样性研究及该基因在家畜遗

传育种中的进一步应用提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　血样及组织样　样品共计 213 份, 其中西农

萨能奶山羊血样 69 份采自陕西千阳县西农萨能奶

山羊种羊场核心群; 关中奶山羊样品 62 份 (18 份血

样, 5 份成年肝组织样和 39 份羔羊脾组织样) , 分别

采自西北农林科技大学动物实验中心、陕西省丹凤

县种羊场和关中地区; 小尾寒羊血样 11 份, 采自河

南台前县; 水牛血样 7 份, 采自湖南省彬洲; 南阳牛

血样 61 份, 采自河南省南阳市黄牛良种繁育场; 牦

牛血样 3 份, 采自青海省海南州藏族自治区。

1. 1. 2　酶及试剂　蛋白酶 K、T ris 饱和酚和琼脂

糖购自华美生物工程公司; T aq DNA 聚合酶、

dN T P s 和柱式DNA 凝胶纯化试剂盒购自上海生物

工程有限公司; 限制性内切酶 H aeË 购自M B I 公

司。

1. 1. 3　引物设计与合成　参考文献[ 5 ]设计 1 对引

物: 上游引物 5′2CCA A GC GT G A GA CA G AA T

A C23′; 下游引物 5′2A GG A GG GA T A GG A GC

AA G T T 23′。引物由上海生物工程公司合成, 预期

扩增片段长度约为 650 bp。

1. 2　5 种家畜基因组DNA 的提取

血样和组织样品基因组DNA 的提取参考文献

[ 6 ]。

1. 3　5 种家畜 IGFB P 3 基因的 PCR 扩增

PCR 反应体系为 25 ΛL , 其中 T aq DNA 聚合

酶 1 U , 10×Buffer 2. 5 ΛL , 25 mo löL M gC l2 1. 5

ΛL , 2. 5 mmo löL dN T P s 2. 5 ΛL , 100 ng 基因组

DNA , 10 pmo löΛL 上、下游引物各 0. 25 ΛL , 补加

ddH 2O 至 25 ΛL。PCR 反应程序为: 95 ℃预变性 5

m in; 95 ℃ 30 s, 60℃ 1 m in, 72 ℃ 1 m in, 34 个循

环; 最后 72 ℃延伸 5 m in。

1. 4　5 种家畜 IGFB P 3 基因 PCR 产物的鉴定

1. 4. 1　电泳鉴定　PCR 产物用 20 göL 琼脂糖电

泳、成像。

1. 4. 2　酶切鉴定　 IGFB P 3 基因 H aeË 位点的

PCR 产物酶切消化体系为: 10×缓冲液 (含BSA ) 4

ΛL , H aeË (1 U öΛL ) 6 ΛL , PCR 产物 10 ΛL。酶切

消化条件为 37 ℃恒温水浴摇床中消化 4 h。取酶切

产物用 40 göL 琼脂糖电泳、成像。

1. 4. 3　测序鉴定　分别挑选绵羊、山羊、普通牛和

水牛 PCR 扩增效果好的个体, 通过柱式DNA 凝胶

纯化试剂盒对其进行纯化, 并测序。测序在

AB I 3730型全自动序列分析仪上 (上海博亚公司)

进行。

1. 5　4 种家畜 IGFB P 3 基因的序列比对和系统进

化树构建

　　用 C lu sta lw 软件 (h t tp: ööwww. eb i. ac. ukö

C lu sta lw ) 对测序结果分别进行两两序列比对和多

序列比对, 构建 IGFB P 3 基因系统进化树。

2　结果与分析

2. 1　5 种家畜 IGFB P 3 基因 PCR 产物电泳鉴定结

果

　　由图 1 可知, 5 种家畜均能扩增出 IGFB P 3 基

因片段, 长度约为 650 bp , 扩增效果非常好, 可用于

限制性酶H aeË 的酶切分析。

2. 2　5 种家畜 IGFB P 3 基因H aeË 酶切鉴定结果

　　结果显示, 绵羊、山羊、水牛和牦牛 IGFB P 3 基

因在H aeË 酶切位点无多态性 (图 2～ 5) ; 普通牛在
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该位点存在多态性, 出现 AA 和 AB 2 种基因型 (图 6)。

图 1　5 种家畜 IGFB P 3 基因H aeË 酶切电泳图谱

M. D GL 2000 M arker; 1～ 5. 依次为绵羊、山羊、普通牛、

水牛、牦牛 IGFB P 3 基因 PCR 产物

F ig. 1　E lectropho resis patterns of PCR

p roducts of IGFB P 3 gene in five species

M. D GL 2000 M arker; 1- 5. Samp les of sheep, goat,

bovine, Buffalo and Yak

图 2　西农萨能奶山羊和关中奶山羊 IGFB P 3

基因H aeË 酶切电泳图谱

M. SD 004 M arker; 1～ 5. 萨能和关中奶山羊不同个体酶切

F ig. 2　E lectropho resis patterns of H aeË

PCR 2R FL P of IGFB P 3 gene in dairy goat

M. SD 004 M arker; 1- 5. D ifferen t indivi2

duals in dairy goats

图 3　小尾寒羊 IGFB P 3 基因H aeË 酶切电泳图谱

M. SD 004 M arker; 1～ 4. 不同小尾寒羊个体酶切结果

F ig. 3　E lectropho resis patterns of H aeË PCR 2R FL P

of IGFB P 3 gene in Sm all T ailed H an sheep

M. SD 004 M arker; 1- 4. D ifferen t individuals in sheep

图 4　牦牛 IGFB P 3 基因H aeË 酶切电泳图谱

M. SD 004 M arker; 1～ 3. 不同牦牛个体酶切结果

F ig. 4　E lectropho resis patterns of

H aeË PCR 2R FL P of IGFB P 3 gene in Yak

M. SD 004 M arker; 1- 3. Individuals in Yak

图 5　水牛 IGFB P 3 基因H aeË 酶切电泳图谱

M. SD 004 M arker; 1, 2. 不同水牛个体酶切结果

F ig. 5　E lectropho resis patterns of

H aeË PCR 2R FL P of IGFB P 3 gene in buffalo

M. SD 004 M arker; 1, 2. Individuals in buffalo

图 6　普通牛 IGFB P 3 基因 PCR 产物H aeË 酶切电泳图谱

M. SD 004 M arker; 1. AA 型; 2. AB 型

F ig. 6　E lectropho resis patterns of H aeË

PCR 2R FL P of J iax ian R ed catt le IGFB P 3 gene

M. SD 004 M arker; 1. Geno type AA ; 2. Geno type AB
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2. 3　4 种家畜 IGFB P 3 基因序列的同源性分析

由图 7 可知, 与山羊、普通牛和水牛相比, 绵羊

IGFB P 3 基因 61 位缺失了碱基C, 这样造成了绵羊

IGFB P 3 基因酶切片段较山羊、普通牛和水牛小; 水

牛和普通牛 IGFB P 3 基因序列基本一致, 但与山羊

和绵羊有 2 个位点差异: ①水牛和普通牛 195 位核

苷酸为 G, 而山羊和绵羊为A , 从而导致绵羊和山羊

一个酶切位点消失; ②水牛和普通牛 535 位核苷酸

为 G, 导致一个酶切位点消失, 而山羊和绵羊为C,

则存在酶切位点, 造成了牛与羊间H aeË 酶切片段

长度的差异。由此推测, 山羊、绵羊、普通牛、水牛和

牦牛等 5 种家畜间 IGFB P 3 基因存在丰富的遗传

多样性。因此, 在家畜遗传资源和生物多样性研究

中, 可将 IGFB P 3 基因列为重要的候选基因。

用 C lu sta lw 软件对山羊 IGFB P 3 基因序列与

绵羊、普通牛和水牛 IGFB P 3 基因序列 (登陆号分

别为: A Y306012, A Y355439 和A Y338972) 进行分

析结果显示, 山羊 IGFB P 3 基因与绵羊、普通牛和

水牛的同源性分别为: 97% , 93% , 93% ; 绵羊 IGF 2
B P 3 基因与普通牛和水牛的同源性分别为 93% 和

92% , 而普通牛和水牛的 IGFB P 3 基因序列同源性

为 96%。

聚类结果见图 8。由图 8 可知, 绵羊和山羊亲缘

关系最近, 首先聚为一支; 然后与普通牛、水牛相聚。

63 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 35 卷



图 8　4 种家畜的遗传进化树

F ig. 8　C ladogram tree of goat, sheep , bovine, buffa lo

3　讨　论

IGFB P 3 基因有许多生物学功能, 已成为学者

研究的热点之一。本实验结果表明, IGFB P 3 基因存

在明显的物种间遗传多样性, 即绵羊、山羊、水牛和

牦牛该基因座位未表现多态, 而南阳牛该基因座位

存在多态性。在南阳牛中表现多态, 与党瑞华[7 ]在鲁

西牛和晋南牛上及孙维斌[2 ]在秦川牛上利用 PCR 2
R FL P 的研究结果相似。表明在 IGFB P 3 基因位点

上, 普通牛存在普遍的多态性, 而绵羊、山羊、水牛和

牦牛不存在多态性。

本实验结果显示, 山羊与绵羊的亲缘关系最近,

其次是与普通牛和水牛, 该结果与从形态、细胞和生

化等方面的分类结果一致。因此, IGFB P 3 基因核苷

酸序列适合于物种间分子进化树的构建。但是, 本实

验结果与蓝贤勇等[8 ]和樊保良等[9 ]的研究结果有一

定的差异, 所以对以上家畜亲缘关系分析还有待进

一步研究。
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