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［摘　要］　【目的】通过对奶牛犕犆１犚基因核苷酸序列的分析和蛋白结构的预测，探讨奶牛红白花毛色形成的分

子机制。【方法】采用ＰＣＲＲＦＬＰ技术对奶牛犕犆１犚基因进行分型，利用生物信息学方法对其蛋白结构特征进行模

拟分析。【结果】共检测出与毛色表型有关的３种基因型，其中ＥＥ基因型在黑白花奶牛中占优势，ｅｅ基因型在红白

花奶牛中占优势。蛋白结构预测结果显示，ｅｅ基因型个体的缺失突变使蛋白质翻译提前终止，进而引发二级结构改变，

导致红白花奶牛个体的出现。【讨论】Ｅ等位基因主要与黑色毛色形成有关，ｅ等位基因主要与红色毛色形成有关。
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　　我国的荷斯坦奶牛毛色以黑白花为主，偶尔会

出现红白花毛色。以往由于过度追求品种毛色的统

一性，红白花奶牛被当作不受欢迎的个体。近年来

有研究表明，红白花牛的产奶水平虽然不及黑白花

牛，但乳脂率较高，并有较强的耐热性［１］。因此，研

究奶牛红毛形成的机制，进一步培育出红白花奶牛

新品系，已成为动物育种学家的研究方向之一。哺

乳动物毛发、皮肤的颜色，主要是由黑色素的种类与
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数量决定的。黑色素可分为两类，即黑色至棕色的

真黑色素（Ｅｕｍｅｌａｎｉｎ）和黄色至红色的伪黑色素

（Ｐｈｅｏｍｅｌａｎｉｎ）
［２５］。在黑色素的形成过程中，黑素

皮质素受体１（Ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭＣ１Ｒ）起

着关键的作用，其属于Ｇ偶联蛋白受体。牛犕犆１犚

基因位于１８号染色体上
［６］，ＯＲＦ长９５４ｂｐ，编码

３１７个氨基酸。犕犆１犚基因的ＥＥ基因型为野生型，

其编码的蛋白质具有７个跨膜结构域、３个细胞内

环和一个锚定在黑色素细胞膜上的ＣＯＯＨ－。而

犕犆１犚ＯＲＦ３１０ｂｐ处的缺失突变导致了ｅｅ基因型

的出现，其编码的氨基酸发生移码突变，产生１个早

熟的平头 ＭＣ１Ｒ蛋白，该蛋白只有３个跨膜结构

域［７］，表现出或强或弱的红毛表型［８９］。目前，关于

奶牛红毛形成的机制还不是十分清楚，这给奶牛毛

色育种工作带来了一定的困难。为此，本研究以

犕犆１犚为候选基因，采用ＰＣＲＲＦＬＰ技术研究了奶

牛该位点的多态性，并利用生物信息学方法预测了

野生型和突变型 ＭＣ１Ｒ蛋白的结构，探讨了红毛的

形成机理，以期为奶牛毛色的遗传学研究和育种工

作提供理论基础和技术贮备。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　试验牛群　试验牛群共有２５５头奶牛，包括

济南市周边奶牛场６个全同胞家系（３３头奶牛）和

２２２头随机样本（其中２０１头黑白花奶牛、２１头红白

花奶牛），经颈静脉采血，ＡＣＤ抗凝，－２０℃冻存备

用。

１．１．２　主要试剂　犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰ、

ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体和ＤＮＡ 片段回收纯化试剂盒

等，均购自济南赛恩斯生物技术有限公司。

１．２　奶牛基因组ＤＮＡ的制备

用酚／氯仿抽提法提取试验牛基因组ＤＮＡ，溶

于ＴＥ（ＴｒｉｓＥＤＴＡ）缓冲液，４℃ 保存备用。

１．３　奶牛犕犆１犚基因的ＰＣＲ扩增

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的牛 犕犆１犚 基因序列

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＮＭ＿１７４１０８．２），用Ｐｒｉｍｅｒ５．０

设计引物。引物序列分别为：ＰＬ：５′ＧＧＴＧＡＧ

ＴＣＴ ＣＧＴ ＧＧＡ ＧＡＡ ＣＧ３′，ＰＲ：５′ＣＧＴ ＡＧＡ

ＡＧＡＴＧＧＡＧＡＴＧＴＡＧＣＧ３′。均由上海生工

生物技术有限公司合成。

ＰＣＲ反应总体系２０μＬ：包括１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ

２．０μＬ，２０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ
２＋１．５μＬ，２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ

２μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ上下游引物各０．５μＬ，犜犪狇ＤＮＡ

聚合酶０．３μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１２．３μＬ。

ＰＣＲ反应程序：９５℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５７℃

３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循环；７２℃ 延伸１０ｍｉｎ，４℃

保存。

１．４　奶牛犕犆１犚基因的ＲＦＬＰ分析

ＲＦＬＰ分析体系为１０μＬ：ＰＣＲ产物３μＬ，限制

性内切核酸酶犕狊狆Ⅰ（１０Ｕ／μＬ）０．３μＬ，１０×酶切

缓冲液１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５．７μＬ，３７℃温育６ｈ，酶切

产物用２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测。

１．５　克隆测序

经ＰＣＲＲＦＬＰ分析后，利用试剂盒回收纯化不

同基因型个体的ＰＣＲ扩增产物，将回收后的ＤＮＡ

片段连接到ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体上，转入大肠杆菌

ＤＨ５α菌株，每种基因型单独挑２个克隆分别测序。

１．６　奶牛 ＭＣ１Ｒ蛋白的结构分析

对野生型和突变型的牛 ＭＣ１Ｒ氨基酸序列进

行蛋白结构预测，并运用ＫｙｔｅＤｏｏｌｉｔｔｅ方法和Ｅｍ

ｉｎｉ原则，分别对蛋白疏水区、表面暴露区及蛋白体

系中的电荷分布进行预测。

２　结果与分析

２．１　奶牛犕犆１犚基因的ＰＣＲＲＦＬＰ

２．１．１　ＰＣＲ扩增结果　对所采集的样品进行ＰＣＲ

扩增，对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，其结果（图

１）显示，特异性扩增良好，可直接进行ＲＦＬＰ分析。

图１　奶牛犕犆１犚基因的ＰＣＲ扩增产物电泳结果

１，２．黑白花牛样本；３，４．红白花牛样本；Ｍ．ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆ犕犆１犚ｇｅｎｅｉｎｄａｉｒｙｃａｔｔｌｅ

１，２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｂｌａｃｋａｎｄｗｈｉｔｅｃａｔｔｌｅ；

３，４．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｒｅｄａｎｄｗｈｉｔｅｃａｔｔｌｅ；Ｍ．ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００

２．１．２　ＲＦＬＰ分析　由图２可见，ＰＣＲ 产物经

犕狊狆Ⅰ酶切后，得到Ｅ／Ｅ、Ｅ／ｅ和ｅ／ｅ３种基因型，其

中Ｅ／Ｅ酶切后得到１６０和１３６ｂｐ的片段；Ｅ／ｅ酶切

后得到２９６，１６０，１３６ｂｐ的片段；ｅ／ｅ酶切后得到

２９６ｂｐ的片段。
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图２　奶牛犕犆１犚基因的ＲＦＬＰ分析结果

Ｆｉｇ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲＲＦＬＰａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＦＬＰ

ｏｆｔｈｅ犕犆１犚ｇｅｎｅｉｎｄａｉｒｙｃａｔｔｌｅ

２．２　奶牛犕犆１犚基因的基因型频率及等位基因频

率

对随机样本各种基因型频率及等位基因频率的

分析结果见表１。由表１可知，黑白花牛 犕犆１犚基

因中Ｅ等位基因占优势（Ｅ的频率为０．９７０）；红白

花牛犕犆１犚基因中的ｅ等位基因占优势（ｅ的频率

为０．９０５）。在６个奶牛家系中发现，红白花牛存在

着Ｅ／ｅ基因型个体。

表１　奶牛犕犆１犚基因的基因型频率和等位基因频率

Ｔａｂｌｅ１　Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓａｎｄａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆｔｈｅ犕犆１犚ｇｅｎｅｉｎｄａｉｒｙｃａｔｔｌｅ

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

样品数

Ｓｉｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ｅ／Ｅ Ｅ／ｅ ｅ／ｅ Ｅ ｅ

黑白花Ｂｌａｃｋａｎｄｗｈｉｔｅ ２０１ ０．９７０（１９５） ０．０３０（６） ０．０００（０） ０．９８５ ０．０１５

红白花Ｒｅｄａｎｄｗｈｉｔｅ ２１ ０．０００（０） ０．０９５（２） ０．９０５（１９） ０．０４８ ０．９５２

２．３　奶牛犕犆１犚基因的测序结果

通过测序发现，ｅ／ｅ基因型个体在犕犆１犚ＯＲＦ

３１０ｂｐ处发生Ｇ碱基缺失突变；Ｅ／ｅ基因型个体在

３１０ｂｐ前测序结果较好，但３１０ｂｐ后测序峰突然变

得凌乱，且３１０ｂｐ处Ｇ峰和Ｔ峰重叠。利用Ｍｕｔａ

ｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ软件将Ｅ基因单链和ｅ基因单链峰图

分别提取出来，比对这两个单链峰图，验证其为Ｅ／ｅ

基因型。

２．４　奶牛 ＭＣ１Ｒ蛋白的结构预测

在正常情况下，蛋白质并不是以完全伸展的多

肽链形式存在，而是以紧密折叠的结构存在的，并且

通常由其构象决定蛋白质行使其功能的能力。奶牛

ＭＣ１Ｒ蛋白的二级结构预测结果显示，野生型

ＭＣ１Ｒ蛋白中至少形成７个α螺旋，１０个β折叠，

其中有跨膜α螺旋３个。按照ＫｙｔｅＤｏｏｌｉｔｔｌｅ的氨

基酸亲水标准，可知野生型 ＭＣ１Ｒ蛋白的亲水区

（≥０）是４～１１，２７～３４，６４～７２，１６２～１６５，２１５～

２１７，２１９～２３８和３００～３１１区段氨基酸。依据Ｅｍｉ

ｎｉ原则，预测 ＭＣ１Ｒ表面暴露区为６～９，２７～３１，

６４～６９，１６２～１６４和２２４～２３１区段氨基酸，其中最

有可能位于蛋白质表面的区域为２２４～２３１和３００～

３０９区段氨基酸。依据氨基酸带电情况，预测在多

肽链上，６～１１，２８～３２，６３～７２，１４９～１５５，１５８～

１６５，１８３～１８８，２０７～２４０，２５８～２６２，２７６～２８０和

３０５～３０８区段的氨基酸为正电荷区；而在１４～１８，

３３～４４，５３～５７，７６～８６，９２～９６，１００～１０４，１１５～

１２７，１３１～１３５，２６７～２９６和３１０～３１７区段，氨基酸

为负电荷区。

突变型 ＭＣ１Ｒ蛋白结构由于氨基酸的组成和

序列发生改变，导致其蛋白质的构象发生改变，从而

影响了其功能。突变型 ＭＣ１Ｒ蛋白结构中只形成２

个α螺旋，５个β折叠，其中有３个跨膜α螺旋。按

照ＫｙｔｅＤｏｏｌｉｔｔｌｅ的氨基酸亲水标准，可知突变型

ＭＣ１Ｒ亲水区（≥０）是４～１１，２７～３４，６４～７２，

１０５～１３１和１４３～１４９区段氨基酸。依据Ｅｍｉｎｉ原

则，预测 ＭＣ１Ｒ表面的暴露区为６～９，２７～３１，６４～

６９，１０６～１１１和１４２～１４７区段氨基酸，其中最有可

能位于蛋白质表面的区域为１０６～１１０和１４２～１４５

区段氨基酸。依据氨基酸带电情况，预测在多肽链

上６～１１，２８～３２，６３～７２，１０７～１１２区段，氨基酸为

正电荷区；而在１４～１８，３３～４４，５３～５７，７６～８６，

９２～９６，１００～１０４，１２０～１３１和１４８～１５２区段，氨

基酸为负电荷区。

３　讨论与结论

本研究采用ＰＣＲＲＦＬＰ和ＤＮＡ测序技术，研

究了奶牛 犕犆１犚 基因与毛色表型的关系，结果表

明，黑白花奶牛中的优势等位基因为 Ｅ（频率为

０．９７０），而红白花奶牛中优势等位基因为ｅ（频率为

０．９０５）；在６个奶牛家系中，证实Ｅ等位基因主要与

黑色毛色形成有关，ｅ等位基因主要与红色毛色形

成有关。以往研究表明，ｅ相对Ｅ是隐性基因，只有

在ｅ等位基因纯合的状态下，毛色才表现为红

色［９１１］。但本研究发现，红白花牛中存在Ｅ／ｅ基因

型，测序结果显示，犕犆１犚基因编码区３１０ｂｐ以前

的测序结果非常好，但３１０ｂｐ后测序峰比较凌乱，
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并且于３１０ｂｐ处Ｇ峰和Ｔ峰出现重叠。测序峰图

经ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ软件分析后，证明所测序个体

的确为Ｅ／ｅ基因型个体。ＰＣＲＲＦＬＰ和ＤＮＡ测序

均证明，红白花牛中确实存在Ｅ／ｅ基因型个体。由

此推测，牛红色毛色除由 犕犆１犚 基因控制外，可能

还与其他基因有关。

ＤＮＡ测序的速度远远超过蛋白质的测序和分

析速度，而且目前蛋白质结构测定和分析难度较大、

费用较高，且某些蛋白质难以形成晶体而无法进行

结构分析。因此，根据蛋白质氨基酸序列预测蛋白

质可能的结构显得非常重要［１２］。本研究应用生物

信息学技术和分子生物学软件，对野生型 ＭＣ１Ｒ蛋

白和突变型 ＭＣ１Ｒ蛋白的二级结构进行了预测和

分析。Ｊｏｓｅ等
［１３］研究表明，Ｅ 等位基因编码的

ＭＣ１Ｒ蛋白具有激活腺苷酸环化酶功能，可使细胞

内的ｃＡＭＰ浓度升高，激活犮基因导致酪氨酸酶合

成增多，真黑色素合成增加，伪黑色素合成减少，于

是形成了黑色毛色表型。而发生在ＯＲＦ３１０ｂｐ处

的核苷酸缺失突变，使编码氨基酸发生移码突变，α

螺旋和β折叠结构明显减少，表面暴露区和电荷区

也明显缩短，翻译出一个不成熟的蛋白质，使其功能

发生变化，从而导致中国荷斯坦牛表现为红色毛色。

这也证实了这样的受体不能与α促黑素（αＭＳＨ）

结合［１４］，但可能与 Ａｇｏｕｔｉ蛋白结合的结论
［１５］。奶

牛犕犆１犚基因ＯＲＦ３１０ｂｐ处核苷酸可能是 ＭＣ１Ｒ

受体的关键部分，因为人和马Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ位点与毛

色有关的大多数点突变均发生在这个区域，且已在

人上发现这个区域的点突变与人的红发和红肤有

关［１６］，因此更深入地研究该区域与色素沉积形成的

机制，将有可能应用到人类肤色的研究上。
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