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　　 [摘　要 ]　以中国西门塔尔牛、安格斯牛和海福特牛为试验材料, 设计特异性引物扩增解耦联蛋白 3 基因

(U CP 3)的第 5 内含子和第 6 外显子部分序列, 利用PCR 2SSCP 技术对牛U CP 3 基因进行了SN P s 检测和基因型分

析。结果表明, 3 个牛品种中的优势等位基因均为B , 中国西门塔尔牛和安格斯牛的优势基因型为BB 型, 海福特牛的

优势基因型为AB 型; 中国西门塔尔牛和海福特牛在U CP 3 基因位点处于H ardy2W einberg 平衡状态, 而安格斯牛在

U CP 3 基因位点处于H ardy2W einberg 非平衡状态; 中国西门塔尔牛和海福特牛在U CP 3 基因位点为中度多态, 安

格斯牛在U CP 3 基因位点为高度多态。
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　　解耦联蛋白 (U ncoup ling P ro tein,U CP) 是位于

线粒体内膜的质子转运体, 可降低质子电化学梯度,

使呼吸链与A T P 合成过程解耦联, 造成氧化磷酸化

合成A T P 的效率下降, 能量以热的形式散发, 因此

人们推测, U CP 提供了解释肥胖产生原因的新线

索[1 ]。

对于哺乳动物而言, U CP 主要有 5 种存在形

式: U CP1, U CP2, U CP3, U CP4 和 U CP5, 其 中

U CP3 不仅能抑制活性氧 (RO S) 的产生, 防止细胞

受损, 而且还与细胞老化、退行性疾病、糖尿病和肥

胖有关[2 ]。U CP 基因家族参与机体能量代谢, 对与

机体能量平衡有关的性状, 如体重、静止代谢率和食

物转化效率等有显著影响[3 ]。L iu 等[4 ]研究高加索肥

胖人群发现, U CP 3 基因多态对体重指数 (BM I) 有

显著影响, 表明U CP 3 基因多态有使肥胖者体重增

加的危险。R udofsky 等[5 ]研究认为, 人U CP 3 基因

调节能量平衡, 与肥胖和糖尿病有关。

研究表明, 甲状腺素、去甲肾上腺素兴奋剂、糖

皮质激素、肥胖基因产物 (L ep t in) 及绝食状态均可

调节U CP2 和U CP3 活性, 解离线粒体内膜呼吸链

氧化磷酸化耦联作用, 减少A T P 生成的数量, 降低

磷ö氧比率 (PöO ) , 加快体内代谢速度, 产生热量[6 ]。

据估测, 机体约有 25% 的能量通过氧化磷酸化耦联

作用, 不合成A T P 而是以热能形式散发[728 ]。

牛的U CP 3 基因序列至少包括 6 个外显子和 5

个内含子, 目前还未见关于牛U CP 3 基因多态性的

报道。因此, 本研究通过对牛U CP 3 基因第5 内含子

和第 6 外显子部分序列的单核苷酸多态性 (Single

N ucleo t ide Po lymo rph ism s, SN P s) 检测, 比较不同

牛品种中基因型频率的差异, 为从分子遗传学角度

探讨牛种的能量消耗机制提供理论依据, 以及为牛

种对寒冷适应的研究提供参考。

1　材料与方法

1. 1　供试动物

　　试验牛群为内蒙古通辽市三元牛场和宝龙山牛

场的 74 头中国西门塔尔牛、24 头海福特牛和 26 头

安格斯牛。对每头牛颈静脉采血 10 mL , A CD 抗凝

(V (A CD ) ∶V (血液) = 1∶6) , 低温下快速送回实

验室于- 20 ℃条件下保存备用。

1. 2　主要试剂

T aq DNA 聚合酶、10×Buffer、15 mmo löL

M g2+ 和 dN T P s 均购自北京赛百盛生物有限公司;

离心柱型琼脂糖凝胶回收试剂盒购自北京天为时代
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科技有限公司; pGEM 2T easy 载体购自美国

P rem ega 公司; 菌株DH 5Α购自北京博大泰克生物

基因技术有限责任公司。

1. 3　引物的设计与合成

根据GenBank 登录的牛U CP 3 基因序列 (登录

号A F127030)设计1 对引物, 上游引物F 序列为: 5′2
CTC TAA T GA GGT GGT T GG G23′, 下游引物R

序列为: 5′2CCA TCT TCA GCA TA C A GT CG2
3′, 引物均由上海博亚生物技术有限公司合成, 预期

扩增片段长601 bp , 包括U CP 3 基因内含子5 和外显

子6 的部分序列。

1. 4　牛血液基因组DNA 提取

牛血样基因组DNA 的提取参照文献 [ 9 ]的方

法。提取后的DNA 用T E (T ris2ED TA )缓冲液溶解

后, 采用UV 22102C 型紫外分光光度计和8 göL 的琼

脂糖凝胶电泳检测。

1. 5　牛U CP 3 基因第5 内含子和第6 外显子部分序

列的PCR 扩增

　　用1. 3 设计的引物扩增不同品种牛的U CP 3 基

因第 5 内含子和第 6 外显子部分片段, PCR 反应体

系为: 10 × PCR Buffer (不含 M g2+ ) 1. 2 ΛL , 15

mmo löL M g2+ 1. 0 ΛL , 2 mmo löL dN T P s 1. 2 ΛL , 10

Λmo löL 上、下游引物各 0. 24 ΛL , T aq 酶 0. 5 U , 50

ngöΛL DNA 模板1 ΛL , 加ddH 2O 至12 ΛL。PCR 反

应程序为95 ℃ 5 m in; 94 ℃ 30 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃

30 s, 34 个循环后; 72 ℃延伸10 m in, 4 ℃保温。PCR

产物在15 göL 琼脂糖凝胶中电泳后, 用UV P GD S2
8000 凝胶成像系统分析检测扩增结果。

1. 6　牛 U CP 3 基因的单核苷酸多态链式反应

(Single2st rand confo rm at ion po lymo rph ism ,

SSCP)分析

　　取 2 ΛL 1. 5 得到的 PCR 产物加入到 8 ΛL 的

loading buffer (每100 mL 含: 去离子甲酰胺98 mL ,

溴酚蓝 0. 02 5 g, 二甲苯青 0. 025 g, ED TA (pH 8.

0) 1 mmo l, 甘油 10 mL ) 中, 98 ℃变性 10 m in, 迅速

插入冰中, 放置 5 m in, 使之保持变性状态。PCR 产

物变性后, 于100 göL 非变性聚丙烯酰胺凝胶 (m (丙

烯酰胺) ∶m (亚甲基双丙烯酰胺) = 39∶1) 中电泳

(10 V öcm ) 7～ 8 h, 银染分析。

1. 7　牛U CP 3 基因扩增产物的克隆测序

通过PCR 2SSCP 分析, 选取不同纯合基因型个

体的PCR 产物, 用离心柱型琼脂糖凝胶回收试剂盒

回收, 回收后的DNA 片段与 pGEM 2T easy 载体连

接后转化大肠杆菌DH 5Α中, 经菌落PCR 筛选阳性

克隆, 每种纯合基因型分别单独挑取 2 个送交北京

华大基因研究中心测序。

1. 8　数据统计分析

计算各种基因型个体在不同品种中的分布, 进

行显著性检验, 并计算群体的多态信息含量 (P IC )、

群体中基因纯合度 (H 0)、杂合度 (H e)和有效等位基

因数 (N e)。

2　结果与分析

2. 1　牛U CP 3 基因第5 内含子和第6 外显子部分的

PCR 扩增的结果

　　牛U CP 3 基因的PCR 扩增结果特异性良好 (图

1) , 可直接进行SSCP 分析。

图 1　3 个品种牛U CP 3 基因第 5 内含子和

第 6 外显子部分扩增产物

1～ 4. 扩增产物;M. SD 002 M arker

F ig. 1　Amp lified p roducts of the part

of the fifth in tron and the six th exon

of U CP 3 in th ree bovine breeds

1- 4. Amp lified p roducts;M. SD 002 M arker

2. 2　牛U CP 3 基因的SSCP 分析结果

对扩增产物进行SSCP 检测发现, 牛U CP 3 基因

有3 种基因型, 分别命名为AA ,AB 和BB (图2)。

2. 3　不同基因型纯合子个体的克隆测序

对不同基因型纯合子个体进行测序的结果 (图

3)表明, 3 450 位的碱基发生了缺失, 在 2 966, 3 328

和3 374位 3 个位点的碱基发生了点突变, 其中所有

个体在2 966 位均发生了C→A ; BB 型为野生型,AA

型个体在3 328 位发生了G→A , 在3 374 位发生了C

→T。
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图 2　不同基因型牛品种的SSCP 检测结果

F ig. 2　PCR 2SSCP analysis in differen t individuals w ith differen t geno types

图 3　3 个品种牛U CP 3 基因部分序列比较结果

. 突变碱基; ù . 缺失碱基

F ig. 3　Compared resu lts of part ia l sequence of U CP 3 among th ree bovine breeds

. M utation base; ù . D eleted base

2. 4　3 个品种牛U CP 3 基因型频率和等位基因频

率统计结果

　　计算3 个品种牛U CP 3 基因型频率和等位基因

频率并进行卡方检验, 结果见表1。从表1 可以看出,

中国西门塔尔牛和安格斯牛的优势基因型为BB 型,

海福特牛的优势基因型为AB 型, 3 个牛群中的优势

等位基因均为B。中国西门塔尔牛和海福特牛的 ς 2

值分别为0. 04 和2. 52, 均小于ς2
0. 05 (2) (5. 99) , 表明其

U CP 3 基因的基因型频率和等位基因频率的实际值

与理论值差异不显著, 群体处于H ardy2W einberg 平

衡状态。而安格斯牛的ς2 值为7. 34, 大于 ς2
0. 05 (2) , 表

明其U CP 3 基因的基因型频率和等位基因频率的实

际值与理论值差异显著, 群体处于H ardy2W einberg

非平衡状态。

表 1　3 个牛品种U CP 3 基因型频率和基因频率及卡方检验结果

T able 1　Geno type and allele frequency of U CP 3 gene and ς2 analysis of th ree bovine breeds

品种
Species

样本数
N um ber

基因型频率
Geno type frequency

等位基因频率
A llele frequency

AA AB BB A B

ς2

中国西门塔尔牛 Ch inese Simm ental 74 15 (0. 20) 28 (0. 38) 31 (0. 42) 0. 40 0. 60 0. 04

海福特牛 H eifo rd 24 5 (0. 21) 12 (0. 50) 7 (0. 29) 0. 46 0. 54 2. 52

安格斯牛A ngus 26 1 (0. 04) 8 (0. 31) 17 (0. 65) 0. 19 0. 81 7. 34

　　从表 2 可以看出, 中国西门塔尔牛和海福特牛

为中度多态 (0. 25< P IC < 0. 5) , 安格斯牛为高度多

态 (P IC > 0. 5)。由此可见, 3 个牛品种U CP 3 基因的

多态性较高, 遗传变异较大。
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表 2　3 个牛品种U CP 3 基因的遗传多态性指标

T able 2　Genetic diversity of U CP 3 gene in th ree bovine breeds

品种
Species

多态信息含量
P IC

纯合度
H 0

杂合度
H e

有效等位基因数
N e

中国西门塔尔牛 Ch inese Simm ental 0. 36 0. 52 0. 48 1. 91
海福特牛 H eifo rd 0. 37 0. 50 0. 50 1. 99
安格斯牛A ngus 0. 62 0. 33 0. 67 3. 03

3　结论与讨论

涂荣剑等[10 ]对猪的U CP 3 基因进行研究发现,

其开放阅读框 (OR F) 的 842 位碱基发生了突变, 导

致其编码的氨基酸序列发生相应改变 (甲硫氨酸→

苏氨酸) , 并对一些胴体、肉质性状产生了显著影响。

Kno ll 等[11 ]研究发现, 在猪U CP 3 基因 5′调控区的 1

个A laÉ 酶切位点对肌肉和脂肪能量转化影响显著。

U rhamm er 等[12 ]和方启晨等[13 ]研究表明, 人U CP 3

基因外显子3 的CöT 突变影响能量代谢。

目前, 还未见有关牛U CP 3 基因多态性的报道,

本研究采用PCR 2SSCP 技术首次对牛U CP 3 基因片

断进行了研究, 对该位点在不同牛群体中的基因型

分布进行了鉴定及独立性检验。结果表明, 3 个牛品

种的优势等位基因均为B , 中国西门塔尔牛和安格

斯牛的BB 型基因频率较高, 海福特牛AB 型基因频

率较高。 ς2 检验结果显示, 中国西门塔尔牛和海福

特牛 3 种基因型实际分布和理论分布间差异不显

著, 群体达到H ardy2W einberg 平衡状态, 表明在人

工选育、迁徙和遗传漂变等因素作用下, 中国西门塔

尔牛和海福特牛U CP 3 基因处于动态平衡中。安格

斯牛 3 种基因型实际分布和理论分布间差异显著,

群体未达到H ardy2W einberg 平衡状态。造成这种不

平衡状态的原因可能与人工选择有关, 也可能与品

种本身有关。

本试验在合适的交联度、胶浓度、温度、电压等

条件下, 在目的基因片段 (601 bp ) 大于 300 bp 的基

础上运用PCR 2SSCP 技术, 成功检测出目的序列的

SN P s 位点, 突破了以往只能在小片段基因 (< 300

bp ) 情况下运用 PCR 2SSCP 技术的限制, 证明在一

定范围内大片段基因也可采用该技术, 这也为分子

生物学技术的更广泛运用提供了参考。
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imm unoh istochem istry. T he resu lts w ere as fo llow s: testo sterone w as p resen ted in the cytop lasm of

sperm atogon ia (SPG) in A p ril. It w as detected in the nuclear of SPG in M ay w hen SPG w ou ld becom e

p rim ary sperm atocyte ( ISPC ). D u ring Jun2Ju l, T po sit ive react ivity w as also detected in the nuclear of

sperm atocyte (SPC) and sperm at id (SPD ). In A ug, there w ere T sligh t po sit ive react ion do ts scat tered in

the imm atu re reg ion and m atu re reg ion. In Sep 2O ct, T w as p resen ted in the cytop lasm of SPG in imm atu re

reg ion and sperm atozoa (SPZ) in m atu re reg ion. T po sit ive react ivity w eakened in the cytop lasm of SPG

and SPZ in N ov. D u ring the annual rep roduct ive cycle, T po sit ive locat ion alw ays p resen ted in the certa in

part in the test is. T w as also detected in L eydig cells (L C) and Serto li cells (SC) of the test is du ring A p r2
M ay and Sep 2O ct. T he resu lt show s that testo sterone disperses periodica lly and regu larly in test is of

Batrachuperu s t ibetanu s and it p lays an regu la t ive ro le in p ro lifera t ion of germ cell and sperm atogenesis.

Key words: B a trachup erus tibetanus; testo sterone; sperm atogenesis; annual rep roduct ive cycle

　　 (上接第14 页)
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Study on po lym o rph ism s of part sequence of in t ron 5

and exon 6 of bovine U CP 3 gene

L I Qiu- l ing1, XU Shang-zhong2, ZAN L in - sen 1, GAO Xue2,

ZHANG Zheng-feng1, REN Hong-yan 2, CHEN J in -bao2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Institu te of A n im al S cience, Ch inese A cad emy of A g ricu ltu re S cience,B eij ing 100094, Ch ina)

Abstract: T ake Ch inese Simm en ta l, A ngu s and H eifo rd as experim en t m ateria ls, a pair of p rim ers fo r

the part of in t ron 5 and exon 6 of uncoup ling p ro tein 3 gene w ere designed. T he po lymo rph ism s w ere

analyzed by PCR 2SSCP and DNA sequencing. T he resu lts show ed that a llele B w as the p redom inance allele

in these th ree popu la t ion s, geno type AA w as the p redom inance geno type in Ch inese Simm en ta l and A ngu s

and it w as AB in H eifo rd. T here w as no sign if ican t d ifference (P > 0. 05) in U CP 3 locu s of bo th Ch inese

Simm en ta l and H eifo rd, w h ile sign if ican t d ifferences ex isted in A ngu s. A nalysis of po lymo rph ism s index

show ed the po lymo rph ism of the locu s w as modera te in Ch inese Simm en ta l and H eifo rd and h igh in A ngu s.

Key words: bovine; U CP 3; SN P s; geno type; a llele
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