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摘要：荷斯坦奶牛黑素皮质素受体 (（*+(,）基因 )(" - 缺失突变产生 % 等位基因，导致红白花毛色。实

验利用 .+,/,01. 和 234 测序技术建立了荷斯坦奶牛红毛性状的基因检测方法，并在 $ 个荷斯坦奶牛

全同胞家系中得到了证实，可见其可用于鉴定携带 % 等位基因的种公牛，以指导奶牛育种。通过分析黑

素皮质素（*+）受体蛋白家族序列，找到了 *+(, 蛋白结构与功能的区域（5*)、5*6、5*# 和 71)）。利用

89*.5 软件预测 *+(, 突变蛋白的结构，结果显示其丢失了 5*)、5*6、5*# 和 71) 区，也失去了与#/促
黑素（#/*:9）结合的区域，最终导致红毛的产生。
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哺乳动物毛发、皮肤的颜色主要由黑色素

的数量、性质与分布所决定。黑色素可分为两

种：黑色至棕色的真黑色素（H@YHM=A>A）和黄色

至红色的伪黑色素（ZTHFYHM=A>A）［(］。在黑色素

的 形 成 中 黑 素 皮 质 素 受 体 (（YHM=AFRFSN>A/(/
SHRHZNFS，*+(,）起着关键的作用，其属于 - 蛋白

偶 联 的 黑 素 皮 质 素 受 体。#/促 黑 素（#/

YHM=AFRVNH PN>Y@M=N>AG TFSYFAH，#/*:9）及肾上腺

皮质激素（=LSHAFRFSN>RFNSFZ>R TFSYFAH，4+59

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

）与



!"#$ 结合引起 %&!’ 水平的提高，并且激发酪

氨酸酶水平的提高，导致真黑色素的形成。有

()*+,- 信号蛋白存在时，其与!.!/0 或 &"10 竞

争性结合 !"#$，真黑色素的合成被切断，而以

伪黑色素为最终产物的反应途径被激发［2，3］。

牛 !"#$ 基因定位在第 #4 号染色体，长

567 89，编码 3#: 个氨基酸，主要存在 3 个等位

基因（!"，! ;，#）。!" 存在 1 25< " 的置换突

变，在表型上主要表现黑色毛色；! ; 为野生型

基因，表现各种毛色；# 基因 3#=（编码区从 &1>
开始的 3#= 位置）处缺失一个碱基 >，导致移码

突变，产生一个早熟的 !"#$ 蛋白，表现或强或

弱的红毛表型［7 ? <］。本实验利用 ’"$.$@A’ 和

BC&测序技术建立了荷斯坦奶牛红毛性状的

基因检测方法，分析了 !"#$ 蛋白结构与功能

的区域，以及缺失突变对其结构与功能的影响，

并初步探讨了红毛的形成机理。

! 材料与方法

!"! 样本来源 选取济南市周边奶牛场 7 个

全同胞家系的 2: 头荷斯坦奶牛采集全血。

!"# 全血基因组 $%& 提取 根据 B-(D( 等［:］

血液 BC& 提取方法提取 2: 头荷斯坦奶牛基因

组 BC&。

!"’ ()*+*,-( 分析 根据 >EDF(DG 上已发

表牛、人、小鼠的 !"#$ 基因序列保守区设计一

对 引 物。 上 游：6H.>>&">&1>""1>"&"11.
>>"1""".3H，下 游：6H.1>""&"""1"&""&>>&
>"&"1>".3H，扩增 !"#$ 基因全部的编码区。

’"$ 反应体系为 6="I，其中含有基因组

BC& 约 #== D)，引 物 各 2= 9J*IKA，LC1’M #=
JJ*IKA，!)"I2 #N6 JJ*IK"I，$%& 酶（高保真 BC&
聚合酶）# O。’"$ 扩增条件为 56P预变性 6
J-D；57P变性 3= M，<2P退火 3= M，:2P延伸 3=
M，36 个循环；最后 :2P延伸 : J-D。

参考 $*+Q(+L 等［4］的方法，’"$ 产物用限

制性内切酶 ’() R 进行酶切。取适量的酶切产

物，进行 #S琼脂糖凝胶电泳。

!". $%& 测序分析 根据 ’"$.$@A’ 分析结

果，选取 3 种基因型的 ’"$ 产物样本直接测序

验证，测序工作由上海生物工程公司完成。

!"/ 利用生物信息学初步分析 0)!* 蛋白

从 C"FR 蛋白数据库中找出黑素皮质素受体家

族中典型的蛋白序列（包括人、鼠、牛、羊、鸡

的 ），其 序 列 号 为："&&63573、"&&4=5<2、

&&F3<6#:、&&&36:5#、"&&6===6、"&&625#4、

&&"#367#、F&&##33<、&&F3#3<#、"&&7<645、

"&&7:4<6、 "&&43235、 &&&7#6::、 T5>AU4、

’6<76#。用 VE%,*W C1R /+-,E 5 软件进行序列联

配，找出保守结构和关键的功能区域。再用蛋

白结构预测软件 V0!’1 预 测 移 码 突 变 后 的

!"#$ 蛋白的结构，分析其结构和功能变化，找

出红毛产生的可能原因。

# 结 果

#"! ()*+*,-( 结果 对所采集的样品进行

’"$ 扩增，产物经琼脂糖凝胶电泳，结果显示，

可扩增出一条长约 :<= 89 的条带，与理论预计

值 :<4 89 相符（图 #）。

图 ! 0)!* 基因的 ()* 扩增产物

,123! ()* 456789:; 6< 0)!* 2=>=
# 和 2 为 2 头黑白花牛样本；3 为 # 头红白花

牛样本；! 为 BA2=== BC& 分子量标准。

A-DEM # (DL 2 (WE M(J9IEM XW*J 8I(%G.YZ-,E %*Y，

I-DE 3 -M M(J9IE XW*J WEL.YZ-,E %*Y，(DL ! -M

BA2=== WE9WEMED,M J*IE%+I(W J(WGEW [

’"$ 产物经 ’() R 酶切，! K! 得到 324 89、

275 89、#5# 89 的片段；! K # 得到 6#5 89、324 89、

275 89、#5# 89 的片段；# K # 得到 6#5 89、275 89
的片段（图 2）。检测结果与 $*+Q(+L 等人报道

的一致［4］。
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图 ! "#$% 基因的 &#%’%()& 产物

(*+,! &#%’%()& -./01234 /5 "#$% +676
! 为 !" ! 基因型样本；# 为 "" ! 基因型样本；

$ 为 """ 基因型样本；% 为 &’ #((( &)* 分子量标准。

’+,- ! +. /0- .1234- 56 !" ! 7-,5/83-，4+,- # +. /0-

.1234- 56 "" ! 7-,5/83-，4+,- $ +. /0- .1234- 56 """

7-,5/83-，1,9 % +. &’ #((( :-3:-.-,/. 254-;<41: 21:=-: >

实验所检测的 ? 个荷斯坦奶牛全同胞家系

共 #@ 头奶牛 %A!B 基因型情况如表 !，结果表

明，检测的结果和毛色表形结果一致。

!8! 测序结果 图 $ 为 正 常 的 %A!B 基 因

（" ""基因型）测序峰图；图 ? 为突变的 %A!B
基因（ ! " !基因型）测序峰图，可见其$!(处缺失C

碱基（箭头所示）；图 D 为 " " ! 基因型 %A!B 基

因测序峰图，其 $!( 前测序质量非常好，但 $!(
后测序峰突然变的凌乱，并且 $!( 处 C 峰和 E
峰重叠（图 D 箭头所示），测序峰图经 %</1/+5,
F<:G-85:软件（采用反相关曲线技术把 " 基因

单链和 ! 基因单链峰图分别提取出来，比对这

两个单链峰图）验证为 " " ! 基因型。

表 $ 9 个荷斯坦奶牛全同胞家系 "#$% 基因型情况

:;<=6 $ :>6 "#$% +67/3?-64 /5 5/1. 51==’4*<
-60*+.664 /5 @/=436*7 #/A

家系 毛色 基因型

父本 黑白花 "" !
! 母本 黑白花 """

子代 D 头黑白花 ? 头 """，! 头 "" !
父本 黑白花 "" !

# 母本 红白花 !" !

子代
$ 头黑白花 $ 头 "" !
$ 头红白花 $ 头 !" !

父本 黑白花 """
$ 母本 黑白花 """

子代 D 头黑白花 """
父本 红白花 !" !

? 母本 红白花 !" !
子代 $ 头红白花 $ 头 !" !

图 B !C! 基因型测序峰图

(*+,B &;.3*;= 2>./D;3/+.;D /5 3>6 !C! +67/3?-6

图 9 "C " 基因型测序峰图

(*+,9 &;.3*;= 2>./D;3/+.;D /5 3>6 "C " +67/3?-6
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图 ! !" " 基因型测序峰图

#$%&! ’()*$(+ ,-)./(*.%)(/ .0 *-1 !" " %12.*341

567 89:; 蛋白结构功能区域的预测以及突

变蛋白的初步分析 对 !"#$ 蛋白数据库中

人、鼠、牛、羊、鸡的%" 受 体蛋白家族进行联

配，并统计了其 & 个跨膜区、’ 个胞外环区和 !(
末端的保守残基和易变残基数量，结果表明（图

)）：& 个跨膜区中，*%’、*%)、*%& 比较保守；’
个胞外环区只有 +,’ 保守；!(末端非常易变。

由此看出 *%’、*%)、*%& 和 +,’ 区域的残基是

%"受体蛋白结构和功能必须的氨基酸。而移

码突变的%"-.基因在/)0处停止翻译，翻译出

了一个缩短的 %"-. 蛋白。12%3* 软件预测的

蛋白结构（图 &）没有了 %" 受体蛋白实现结构

功能的 *%’、*%)、*%& 和 +,’ 区域。

图 < 89 受体不同区域保守碱基与易变碱基的比例

#$%&< ’).4.)*$.2 .0 ,.2=1)>1? (2? >()3$2%
)1=$?@1= $2 ?$001)12* )1%$.2= .0 *-1 89 )1,14*.)

*%- 4 & 表示 - 4 & 跨膜区；!* 表示 ! 末端；

+,- 4 ’ 表示胞外环区。

$56789:;6 9<; :=; :<95>?;?@<95; <;A7B5>（*%- C &），

:=; ! :;<?75D>（!*），956 :=; :=<;; ;E:<98;FFDF9< FBBG>（+,- C ’）H

图 A BC8’D 软件预测的 89:; 突变蛋白二级结构

#$%&A D-1 =1,.2?()3 =*)@,*@)1 .0 89:; /@*1$2 4)1?$,*1? E3 BC8’D 4).%)(/
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! 讨 论

!"# 检测方法的生产实践应用 近来有奶牛

养殖户反应，买到的荷斯坦黑白花种公牛的冻

精和自家荷斯坦黑白花奶牛交配后产出了红白

花色犊牛，于是怀疑种公牛是否是纯种荷斯坦

奶牛，并产生了一些商业纠葛。本方法 利 用

!"#$#%&! 和 ’() 测序技术建立了 *"+# 隐性

! 等位基因的检测方法，并在 , 个荷斯坦奶牛

家系中得到了证实。此方法在生产实践中可以

用于鉴定携带红毛 ! 等位基因的种公牛，以指

导奶牛繁育。

!"$ ! % " 基因型序列的分析 ! 等位基因 -+.
处缺失了一个 "#$ / 限制性内切酶的酶切位

点，所以可以利用 !"#$#%&! 检测携带 ! 基因

的荷斯坦奶牛，并对 % 0 ! 基因型和 ! 0 ! 基因型

的个体进一步测序验证。对 % 0 ! 基因型的测

序峰图（图 1），由于 -+. 处碱基的缺失造成其后

测序峰图变凌乱，如用一般的突变检测软件分

析，该序列会产生多个假阳性突变，这里采用

*2343567 829:;<69 软件［=］对乱峰反相关处理，它

可以把野生型序列（%基因）和缺失突变型序列

（! 基因）测序峰分离出来，通过对比这两个峰

图可以看出突变型序列由于缺失 > 引起序列

偏移，偏移的位数为一个碱基。此软件在分析

杂合子基因型测序峰图中十分有用，比如：有时

会发现某突变样本的测序峰图其 1?端一部分测

序质量不错，然而从某一位置开始，测序峰图突

然变凌乱，而 @4A; B4CC 结果中含有大量错误信

息或者 (。这时也许会认为是测序质量过差而

抛弃这个结果，但经 *2343567 829:;<69 软件分析

后，会发现这是一个杂合子突变。

!"! &’#( 突变蛋白结构和功能的初步分析

蛋白序列中一些氨基酸残基对于蛋白特定结

构的稳定性起着关键作用。当一个残基起着关

键作用时，往往没有其他残基能替代它，同时这

个残基保持结构的稳定，并在进化家族所有成

员中被保留下来。同样，关键的功能残基常常

也被保留。通过分析人、鼠、牛、羊、鸡 *" 受体

蛋白序列的保守区，结果表明，*" 受体蛋白家

族 D*-、D*E、D*F 和 G&- 区域的很多氨基酸残

基就被保留了下来，可见这些区域的氨基酸残

基是 *" 受体蛋白实现结构与功能必不可少

的。+=== 年，H47I 等［+.］通过引入突变发现 *"
受体蛋白的 G&J 和 G&- 是!$*8K 结合所必须

的区 域。J..1 年，847BL;M 等［++］报 道 DL9-+,、

"<A-+1 和 D9N-+F 是 *"+# 蛋白与!$*8K 结合

的关键氨基酸。而 ! 等位基因的 *"+# 蛋白移

码突变在核酸序列 ,EO 处停止了翻译，翻译出

来的蛋白只有 +11 个氨基酸（图 F），其既失去了

*" 受 体 蛋 白 家 族 实 现 结 构 与 功 能 的 D*-、

D*E、D*F 和 G&- 区域，也失去了与!$*8K 结合

的 DL9-+,、"<A-+1 和 D9N-+F。所以可能最终以

伪黑色素为产物的途径被激发，导致红色毛色

的形成。
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·=F·J 期 甘海云等：荷斯坦奶牛红毛性状的基因检测及红毛形成机制的探讨
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《动物学杂志》投稿注意事项

& 稿件的投寄

稿件可通过本刊的电子信箱投寄（S!’B 文件作附件，TA,/).：U!>’*/.V )!H0 /-0 -*），亦可邮寄打印稿。打印稿一式

两份，小四号字单面隔行打印。

" 论文的格式要求

题目 应言简意赅。中文题目字数一般不超过 12 个字；英文题目不超过 42 个实词，实词首字母大写。

作者 署名人应是对论文的全部或部分内容做出主要贡献并能对文章内容负责的人。

单位 应写作者单位的标准全称及所在地和邮编。

摘要 中文摘要放在文首。内容必须包括：研究目的、方法、结果（主要数据）和结论。用第三人称叙述。英文

摘要放在中文摘要下面，其内容应与中文摘要相对应或略详于中文摘要。

关键词 一般为 3 E P 个，中英文对应，分别列在中英文摘要下面。

前言 结合文献阐述国内外相关研究领域的发展状况及本研究的目的和意义。

正文 材料与方法对材料的来源及方法的出处应详细陈述；结果的数据要完整，微观形态的稿件应有实验照

片作为依据，文字叙述要简洁明了，与图表内容相互呼应；讨论应依据前言的内容、结果的数据、现象展开讨论，以

达到解决问题或得出结论的目的。

全文书写规格 文中请使用国家颁布的法定计量单位和符号及规范化的名词、术语。文中首次出现的英文缩

写词，应先写出中文名称后，再在括号内写出英文全称和缩写词。物种名称在文中第一次出现时应附拉丁学名（种

属名用斜体，属名首字母大写）。名词术语的用法在文中应前后一致。

!小标题：应简短准确、层次清楚。各级标题一律采用阿拉伯数字连续编码，左顶格编排，如“4”（一级标）、

“4W4”（二级标）、“4W4W4”（三级标）。

"图表：力求精选，反应同一数据的图与表不能重复。其序号一律采用阿拉伯数字编码，在文中引用处注明。

线条图应用计算机绘制，激光打印机打印；照片图要求反差适中、层次清晰。显微及电镜照片，应注明长度标尺和

放大倍数。

参考文献 应列出与本文直接有关的中外文主要文献，未公开发表的文献可作脚注处理。本刊文献的著录格

式采用顺序编码制，即以文献在文中出现的先后顺序连续编码，加方括号标注在文中引用处，文后文献表的文献要

与文中一致，并按文中的顺序排列，多名作者须在列出前三名作者后加”等”。具体格式要求为：

!期刊：作者 0 题名 0 刊名（外文刊用斜体），出版年，卷（期）号：起止页码 0 示例：

［4］ 郑光美 0 黄腹角雉 0 动物学杂志，4CQR，""（P）：D2 E D30
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"专著：作者 0 书名 0 版本（第一版不标注）0 出版地：出版者，出版年，起止页码 0 示例：

［3］ 孙儒泳编著 0 动物生态学原理（第二版）0 北京：北京师范大学出版社，4CC1，31C E 3320
［D］ :)/*6 ; L %B0 9!*(%’Y/#)!* J)!.!6&0 Z/*6H$!>：;$%U)/*6 G-)%*-% /*B N%-$*!.!6& X’%((，4CCR，4F2 E 4FD0

#论文集：作者 0 题名 0 见（英文用 [*）：编者 0 论文集名 0 出版地：出版者，出版年，起止页码 0 示例：

［P］ 陈大元 0 动物显微受精与克隆研究 0 见：中国动物学会主编 0 中国动物科学研究 0 北京：中国林业出版社，4CCC，PC E FD0
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