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牛生长激素基因外显子5序列变异及其分子进化特征

耿荣庆h2，王兰萍1，常 洪¨，李永红2，冀德君2，常春芳2
(1．盐城师范学院生命科学与技术学院，盐城224051-2．扬州大学动物科学与技术学院．扬州 225009)

摘要：通过双向直接测序法测定中国5个牛种生长激素(GH)基因外显子5序列，并且在分析序列变异的

基础上探讨GH基因外显子5序列的分子进化特征。序列分析表明，5个牛种GH基因外显子5的遗传变异

水平较低，平均核苷酸变异率约为3．48％，而且绝大多数位点的核苷酸替换是同义突变．仅发现1个错义突

变位点；从GH基因外显子5序列单倍型构建的分子进化树来看，水牛与普通牛、瘤牛、牦牛及大额牛的分化

相对比较明显，其他4个牛种之间并无明显分化，还享有共同的祖先序列。研究结果也说明牛GH基因外显

子5在进化过程中由于功能的约束表现相当保守，进化速率缓慢。
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Sequence Variations and Molecular Evolution at Exon 5

of Bovine Growth Hormone Gene
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Abstract：Sequences of growth hormone gene at exon 5 in five indigenous Chinese bovine species were se—

quenced by standard double-strand DNA sequencing method．Characters of molecular evolution were also an8一

lysed basing on sequence variations．Mutation rate at exon of GH in five bovine species was very low with the

percentage of 3．48％．The majority of nucleotide substitution was nonsense mutation and only one missense

mutation was observed．Molecule tree based on haplotypes of bGH at exon 5 showed that differentiation was

apparent relatively between Bubalus bubalis and Bos taurus，Bos indicus，Bos grunniens，Bos frontalis．

There was no apparent differentiation among other four bovine species and they shared mutual ancestral se—

quence．Our results also demonstrated that exon 5 of bGH gene was strictly conservative under functional

constraint during the course of evolution together with low evolution rate．
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牛生长激素(Bovine Growth Hormone，

bGH)基因已经被定位于第19号染色体上，由

1793个核苷酸组成，包括5个外显子和4个内含

子，编码191个氨基酸‘¨。国内外既有的报道表

明陋81，6GH基因是一个多功能基因，具有明显的

促进生长发育作用，对泌乳量、体重等经济性状也

产生重要的影响，并因此承受着一定程度的选择

压力。本研究测定5个牛种生长激素基因外显子

5序列，分析序列变异特点并构建系统发育树，旨

在探讨不同牛种GH基因编码区域差异，为阐明
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适应进化和分子进化的关系提供依据。

1 材料与方法

1．1材料及处理

5个牛种的血液样本来源见表1。用肝素钠

溶液抗凝的颈静脉血液样本低温送回实验室后，

以酚一氯仿法抽提DNA，一20℃保存备用‘9。。

12 PCR和序列测定

根据发表的普通牛GH基因全序列(Gen—

Bank登录号M57764)设计一对引物，用以扩增5

个牛种外显子5序列。上、下游引物序列分别为

5 L’I、AGGGGAGGGTGGAAAATGGA一3’和5 k

GACACCTACTCAGACAATGCG一3’。

50／1L反应体系包括10 x buffer 5“L，25

mmol／L MgCl2 1-5肛L，2．5 mmol／L混合dNTP

2肛L，lO pmol／／xL的上、下游引物各1弘L，5 U／耻L

Taq DNA polymerase 0．2肚L，DNA模板100 ng，

剩余体积用灭菌水补足。PCR反应程序为94℃

预变性5 min；94℃60 S，59℃50 S，72℃50 S，共32

个循环；72℃8 min；4℃保存。PCR扩增产物纯

化后送上海生物工程有限公司双向测序。

表1样本采集的基本信息

Table 1 Basic information of sampling

1．3序列统计分析

手工核对的序列结果用Clustalx(Versionl．

83)软件进行比对，再用MEGA(Version 3．1)[10]

软件包统计分析序列变异位点数、简约信息位点

数、转换数、颠换数、遗传距离等基本参数，以

Kimura双参数模型为基础用邻近法(Neighbor-

joining，NJ)构建分子进化树。

2 结果与分析

2．1 bGH基因外显子5序列变异特点

PCR扩增产物经8％聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测显示，引物在每个DNA样品中均能够扩增出

大小一致的片段，并且没有观察到其他杂带的影

响(图1，所用的分子量标准参照物为pBR322

DNA／Msp I Markers)。PCR扩增产物经双向

测序后表明，在5个牛种中获得的GH基因序歹lj

长度均为404 bp，包括部分内含子4、外显子5及

部分3’侧翼序列，没有观察到插入和缺失变异。

测序结果经与普通牛(GenBank登录号M57764)

GH基因序列比对后确认。所有外显子5长度均

为201 bp。

测得的序列可定义为10种单倍型类型(图

2，右侧括号内为单倍型在各自牛种内的比例)，单

倍型比例约为11．24％，说明5个牛种GH基因

外显子5的遗传变异程度相对较低。从单倍型的

分布来看，普通牛单倍型多样性最高(O．2105)，牦

牛(O．125)和瘤牛(O．1111)次之，大额牛和水牛均

无单倍型多样性。

图I GH基因的PCR扩增片段电泳图谱

Fig．1 Electrophoresis photograph of PCR amplify

frogements of GH gene

【 1111】

【 193359】

【4235842】

Bos indicus．1 CTCTGCT(72．22％)

Bosindicus．2 ．．T⋯。 (27．78叼
Boafrontalis ·⋯···(100％1
Bostaurus．1 ⋯．．A．(63．16％)
Bos taurus．2 ⋯⋯·(28．95％1
Bos缸urus．3 G⋯．A． (5．26％)

Bos taurus．4 G⋯⋯ (2．63％)

Bosgrunuiens-l⋯．．A． (3．13％)

Bosgrunuiens-2⋯⋯·(96．87％)
Bubalusbubalis．C．CA．C (100％)

图2 5个牛种GIt基因外显子s序列单倍型类型

及其在各自种内的百分比

Fig．2 Haplotypes and their percentage of GH gene at

eXOll 5 of 5 bovine species
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多序列比对结果表明，5个牛种中共检测到7

个变异位点，包括5个单一多态位点和2个简约

信息多态位点，约占核苷酸总数的3．48％，说明

不同牛种GH基因外显子5序列变异水平较低。

7个变异位点中出现了转换和颠换2种突变类

型，其中A—G转换1个，T—C转换4个，A—C

颠换和C,-,G颠换各1个，转换频率(71．43％)明

显高于颠换频率(28．57％)。将核苷酸序列翻译

为氨基酸后发现，7个核苷酸取代突变中6个位

点为同义突变，仅有1个错义突变位点，对应于外

显子5编码的第2位氨基酸上位(亮氨酸一颉氨

酸)。

2．2 不同牛种问核苷酸歧异度、遗传距离以及

种内核苷酸多样性

从表2可以看出，普通牛核苷酸多样性最高

(1．00％)，瘤牛和牦牛居中(0．50％)，大额牛和水

牛最低(均为0)。种间核苷酸歧异度是普通牛和

水牛间最大(2．49％)，瘤牛、牦牛和大额牛三者间

的核苷酸歧异度最小且相等(均为0．25％)。基

于Kimura双参数模型计算牛种间的遗传距离表

明，普通牛和水牛间遗传距离最大(o．025)，大额

牛和牦牛的遗传距离最小(o．002)。牛种间遗传

距离的大小与地理距离远近存在一定的关系，但

并不呈直线相关。

表2牛种间核苷酸歧异度(上三角J、遗传距离(下三角)及种内核苷酸多样性(对角线l

Table 2 Nucleotide divergence(upper rightJ。genetic distance(10wer left)between bovine species and

nucleotide diversity(along diagonal)within bovine species

2．3以bGH基因外显子5序列单倍型构建分子

进化树

根据本研究中测定的普通牛、瘤牛、牦牛、大

额牛和水牛GH基因外显子5序列单倍型，采用

邻近法以Kimura双参数模型构建分子进化树，

自展法(bootstrap method)重复抽样1000次检验

系统树的可靠性。从图3看，普通牛、瘤牛、牦牛

和大额牛共享了同一种单倍型，普通牛和牦牛还

共享了另外一种单倍型，水牛不与其他4个牛种

共享单倍型。该结果说明水牛与普通牛、瘤牛、牦

牛、大额牛的差异相对较大而遗传分化较为明显，

普通牛、瘤牛、牦牛、大额牛之间无明显的分化。

}——--—叫
0．002

圈3以牛GH基因外显子5序列构建的分子进化树

rig．3 Molecule tree h雠d on exoo 5 sequences of厶GH gene

3 讨论

牛GH基因属于功能性结构基因，其变异位

点少而且进化相当缓慢。本研究中，外显子5作

为编码牛生长激素最长的序列，在牛亚科5个牛

种中只检测到7个变异位点，约占核苷酸总数的

3．48％，并且在不同牛种中的分布频率也存在较

大差异。在普通牛、瘤牛和牦牛种群中，在外显子

5的第4位、第93位以及第154位检测到突变，

而在大额牛和水牛种群中却没有观察到任何种内

突变。该结果说明中国牛亚科5个牛种GH基因

外显子5序列变异贫乏，在进化过程中由于功能
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的约束表现得相当保守。由此可见，无论在种内

还是种间，具有重要编码功能的bGH基因进化速

率相对较低，与前人关于GH基因在大部分哺乳

动物中进化速率都很缓慢的结论相符[111。

从GH基因外显子5单倍型构建的分子进化

树来看，水牛与其他4个牛种的分化相对比较明

显，普通牛、瘤牛、牦牛和大额牛相互之间并无明

显的分化。普通牛、瘤牛、牦牛和大额牛共享了同

一种单倍型序列，而且除了普通牛外(频率

28．95％)，这种单倍型序列在种群内都是频率最

高的(瘤牛为72．22％，牦牛为96．87％，大额牛为

100％)。这一共享的单倍型序列可能是普通牛、

瘤牛、牦牛和大额牛GH基因外显子5的共同祖

先序列，其他单倍型序列可以看作是在此基础上

发生的随机突变类型(主要是遗传漂变的影响)。

分析牛种间的遗传距离发现，地理距离也会

对遗传距离产生影响。这可能是因为牛亚科家畜

间无绝对的生殖隔离，不同牛种间可自由交配的

程度也不一样，从而使得生活在同一地区的不同

牛种间可能产生一定的基因交流而影响种间遗传

距离。普通牛与瘤牛可任意杂交产生可育的后

代，牦牛与普通牛、瘤牛也可进行杂交，它们之间

通过能育的母犏牛进行基因交流[1 2。”]。本研究

中，普通牛和牦牛生活在同一地区，地理距离也很

近，而且牦牛的2种单倍型序列都与普通牛共享，

的确有可能是两个邻近牛种间发生一定程度的基

因交流而表现出相对较小的遗传距离。

本研究中仅分析了不同牛种GH基因外显

子5序列的遗传变异特点，作为全基因组序列中

的-4,部分，它虽然不能反映全基因组序列的进

化趋势，但也从是对该区域进化结果的客观反映，

有助于进一步了解GH基因乃至全基因组序列

的分子进化历程。
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