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中国5 个牛种 lep tin 基因外显子3 的多态性分析
Ξ

杨东英1, 陈　宏1, 2, 张良志1, 蓝贤勇1, 张争锋1, 王新庄3, 王居强3

(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; 3 河南肉牛工程技术研究中心, 河南 郑州 450003)

　　[摘　要 ]　利用改进的DNA 提取方法和PCR 2R FL P 技术, 对南阳牛、秦川牛、西镇牛、鲁西牛 (地方黄牛品种)

和荷斯坦奶牛等5 个牛品种的263 头个体 lep tin 基因外显子3 多态性进行了分析。结果表明, 牛 lep tin 基因外显子3

长度为330 bp , 存在H aeË 和A p aÉ 限制性内切酶的酶切位点, 但在这2 个酶切位点上无多态性, 2 种酶酶切片段长

度均为 70 bp 和 260 bp。说明牛 lep tin 基因外显子 3 在H aeË 和A p aÉ 2 个酶切位点上具有保守性。
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　　L ep t in, 即瘦素蛋白, 是肥胖基因 (obese gene)

编码的一种蛋白质激素, 由脂肪细胞分泌, 具有调节

摄食行为、减少能量消耗和抑制动物采食的作用。因

此, 其可控制哺乳动物的采食量和体组成。L ep t in

受体还存在于包括脂肪在内的许多外周组织或器官

中, 因此 lep t in 可通过作用于脂肪组织的 lep t in 受

体, 而发挥促进脂解的作用[1 ]。

L ep t in 对家畜脂肪组织和神经内分泌有显著

的调控作用, 可通过对采食量和家畜能量平衡的调

节, 促进家畜的生长、繁殖和泌乳性能, 提高其免疫

功能, 其中较重要的作用是对家畜体重和能量平衡

的调节。L ep t in 能及时将脂肪贮存状况传给下丘脑

及其他神经内分泌区, 从而使神经内分泌系统调节

其自身机能以适应当时的能量平衡与脂肪贮存状

况。有研究[223 ]证明, lep t in 通过下丘脑对体重、繁

殖、泌乳的调节, 是通过神经肽Y (N PY)和黑色素皮

质素 4 受体 (M C4R ) 及其配体黑色素细胞刺激激素

(M SH ) 而起作用的。L ep tin 基因对牛的生长发育、

饲料转化效率等起着关键的控制作用[429 ] , 近几年

来, 被作为研究生长发育、肉质等性状的重要候选基

因。

目前, 国内有关家畜 lep tin 基因的研究报道很

少, 且多是有关猪的, 而作为大家畜的牛在此方面的

研究更少。因此, 本试验利用PCR 2R FL P 技术, 对5

个牛种 lep tin 基因外显子 3 的遗传多态性进行了初

探, 为在分子水平上探讨中国牛种的遗传特性及其

对肉质、生长发育的影响研究提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　血　样　南阳牛血样采自河南省南阳市南

阳牛保种场, 共 92 份; 荷斯坦奶牛血样采自陕西草

滩牛场奶牛场, 共61 份; 秦川牛血样采自陕西大荔,

共69 份; 22 份鲁西牛血样和 19 份西镇牛血样由陕

西省农业分子生物学重点实验室保存, 共计 263 份

血样。血样均由颈静脉采血,A CD 抗凝, 放入冰盒带

回实验室于- 80 ℃保存备用。

1. 1. 2　酶和试剂　限制性内切酶H aeË、A p a É、

T aq DNA 聚合酶为 T aKaR a 产品, 蛋白酶 K、

dN T P s、琼脂糖等均购自上海生工生物工程公司。

1. 1. 3　引　物　参照GenBank 收录的牛 lep tin 基

因序列 (登录号为LOCU S A Y731089) 设计 1 对引

物。上游引物: 5′2GGG AA G GGC A GA AA G A TA

GG23′; 下游引物: 5′2A GG CA G A CT GGT GA G

GA T C23′。引物由上海生工合成。

1. 2　基因组DNA 的提取

血液DNA 的提取参考文献[ 10 ]介绍的方法进

行。用分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测提取的
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DNA 浓度和质量。 - 20 ℃保存备用。

1. 3　牛 lep tin 基因外显子3 的PCR 扩增

PCR 反应体系为 25. 0 ΛL : 10×Buffer 为 2. 5

ΛL , dN T P s ( 2. 5 mmo löL ) 2. 5 ΛL , M gC l2 ( 2. 5

mmo löL ) 1. 5 ΛL , T aq DNA 聚合酶 ( 5 U öΛL )

0. 125 ΛL , 上游引物和下游引物 (均为 10 pmo löΛL )

共 0. 5 ΛL , 模板DNA (50. 0 ngöΛL ) 1. 0 ΛL , 灭菌纯

水16. 88 ΛL。反应程序为: 95 ℃预变性5 m in; 94 ℃

变性30 s, 62 ℃复性40 s, 72 ℃延伸40 s, 共30 个循

环; 最后72 ℃延伸10 m in。

1. 4　牛 lep tin 基因外显子3 的多态性检测

利用PCR 2R FL P 方法对牛 lep tin 基因外显子 3

的多态性进行检测, PCR 产物酶切体系共 10 ΛL , 内

含限制性内切酶 (1 U öΛL ) 0. 5 ΛL , PCR 产物 5 ΛL ,

灭菌纯水3. 5 ΛL ,Buffer 1. 0 ΛL。然后于37 ℃恒温

水浴摇床中消化3～ 5 h, 30 göL 琼脂糖凝胶电泳。

2　结果与分析

2. 1　牛 lep tin 基因外显子3 基因组DNA 的电泳检

测

由图1 和图2 可知, 分离的牛基因组DNA 既无

降解也无RNA , 纯度和浓度均符合试验要求, 可用

于多态性检测。

2. 2　牛 lep tin 基因外显子3 PCR 产物的电泳检测

由图 3 和图 4 可知, 扩增条带明亮清晰, 片段的

长度为330 bp , 可用于PCR 2R FL P 分析。

图 1　黄牛血液基因组DNA 的电泳检测结果
M. ΚDNA öH indË M arker; 1～ 3. 南阳牛血样DNA ; 4～ 6. 秦川牛

血样DNA ; 7～ 8. 鲁西牛血样DNA ; 9～ 10. 西镇牛血样DNA

F ig. 1　E lectropho resis detection of

genom ic DNA in Yellow catt le

M. ΚDNA öH indË M arker; 1- 3. DNA of N anyang catt le;

4- 6. DNA of Q inchuan catt le; 7- 8. DNA of L ux i catt le;

9- 10. DNA of X izhen catt le

图 2　荷斯坦奶牛血液基因组DNA 的电泳检测结果
M. ΚDNA öH indË M arker; 1～ 8. 不同个体荷斯坦奶牛血样DNA

F ig. 2　E lectropho resis detection of

genom ic DNA in Ho lstein

M. ΚDNA öH indË M arker; 1- 8. DNA of individual Ho lstein

　

　

　

图 3　黄牛 lep tin 基因外显子 3 的PCR

扩增产物电泳检测结果
M. DL 2000 DNA M arker; 1～ 3. 南阳牛 lep tin PCR 产物;

4～ 6. 秦川牛 lep tin PCR 产物; 7～ 8. 鲁西牛 lep tin PCR 产物;

9～ 10. 西镇牛 lep tin PCR 产物

F ig. 3　E lectropho resis patterns of

lep tin exon 3 in Yellow catt le

M. ΚDNA öH indË M arker; 1- 3. PCR p roduct of N anyang catt le;

4- 6. PCR p roduct of Q inchuan catt le; 7- 8. PCR p roduct of

L ux i catt le; 9- 10. PCR p roduct of X izhen catt le

图 4　荷斯坦奶牛 lep tin 基因外显子 3 的PCR

扩增产物电泳检测结果
M. DNA M arker; 1～ 10. 不同荷斯坦奶牛 lep tin PCR 产物

F ig. 4　E lectropho resis patterns of

lep tin exon 3 in Ho lstein

M. DNA M arker; 1- 10. PCR p roduct of indivicual Ho lstein
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2. 3　牛 lep tin 基因外显子3 的A p aÉ 酶切图谱

由图 5 和 6 可知, lep tin 基因外显子 3 存在A p a

É 酶切位点, 但在此位点上无多态性, 酶切片段大小

为70 bp 和260 bp , 所有的个体均表现相同的酶切条

带。

2. 4　牛 lep tin 基因外显子3 的H aeË 酶切图谱

L ep tin 基因外显子3 存在H aeË 的酶切位点, 但

没有发现其在此位点的多态性, 所有片段长度均为

70 bp 和260 bp 左右 (图7, 8)。但由于该序列酶切片

段较小, 为了消除琼脂糖凝胶电泳对较小片段分辨

率低的缺点, 以进一步确定该酶切结果, 所以又进行

了120 göL PA GE 检测。结果表明, 本试验所用的个

体酶切结果一致, 均为一致的基因型, 没有发现H ae

Ë 酶切位点的多态性。

图 5　黄牛 lep tin 基因外显子 3 A p aÉ 酶切电泳结果
M. DNA M arker É ; 1～ 3. 南阳牛 lep tin 外显子3 A p aÉ 酶切;

4～ 6. 秦川牛 lep tin 外显子3 A p aÉ 酶切; 7～ 9. 鲁西牛 lep tin

外显子3 A p aÉ 酶切; 10～ 11. 西镇牛 lep tin 外显子3 A p aÉ 酶切;

F ig. 5　E lectropho resis patterns of A p aÉ
digest ing lep tin exon 3 in Yellow catt le

M. DNA M arker É ; 1- 3. A p aÉ digesting of

lep tin exon 3 of N anyang catt le; 4- 6. A p aÉ
digesting of lep tin exon 3 of Q inchuan catt le;

7- 9. A p aÉ digesting of lep tin exon 3 of L ux i catt le;

10- 11. A p aÉ digesting of lep tin exon 3 of X izhen catt le

　

图 6　荷斯坦奶牛 lep tin 基因外显子
3 A p aÉ 酶切电泳结果

M. DNA M arker; 1～ 7. 不同个体荷斯坦奶牛
lep tin 外显子3 A p aÉ 酶切

F ig. 6　E lectropho resis patterns of A p aÉ
digest ing lep tin exon 3 in Ho lstein

M. DNA M arker; 1- 7. A p aÉ digesting of

lep tin exon 3 of individual Ho lstein

　
　
　

　

图 7　黄牛 lep tin 基因外显子 3 H aeË 酶切电泳结果
M. DNA M arker É ; 1～ 2. 南阳牛 lep tin 外显子3 H aeË 酶切;

3～ 4. 秦川牛 lep tin 外显子3 H aeË 酶切; 5～ 6. 鲁西牛 lep tin

外显子3 H aeË 酶切; 7. 西镇牛 lep tin 外显子3 H aeË 酶切;

F ig. 7　E lectropho resis patterns of H aeË
digest ing lep tin exon 3 in Yellow catt le

M. DNA M arker É ; 1- 2. H aeË digesting of

lep tin exon 3 of N anyang catt le; 3- 4. H aeË
digesting of lep tin exon 3 of Q inchuan catt le;

5- 6. H aeË digesting of lep tin exon 3 of L ux i catt le;

7. H aeË digesting of lep tin exon 3 of X izhen catt le

图 8　荷斯坦奶牛 lep tin 基因外子 3 H aeË 酶切电泳结果
M. DNA M arker; 1～ 10. 不同个体荷斯坦奶牛

lep tin 外显子3 H aeË 酶切

F ig. 8　E lectropho resis patterns of H aeË
digest ing lep tin exon 3 in Ho lstein

M. DNA M arker; 1- 10. H aeË digesting of

lep tin exon 3 of individual Ho lstein

　
　
　

　

3　讨　论

戴如娟等[11 ]对猪 lep tin 基因的克隆与序列分析

表明, lep tin 基因在不同物种之间具有很强的保守

性, 猪与人和鼠的编码区核苷酸序列的同源性分别

为 88. 5% 和84. 5%。Rocha 等[12 ]分析了约克夏、长

白和杜洛克猪 lep tin 基因的多态性与生产性状的相

关性, 结果表明猪群中的多态性较低。本试验利用2

种限制性内切酶A p aÉ 和H aeË 对牛 lep tin 基因外

显子3 进行酶切分析发现, lep tin 基因外显子3 存在

H aeË 和A p aÉ 酶切位点, 但这2 个酶切位点上均没

有多态性, 说明牛 lep tin 基因外显子3 在这2 个位点
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上多态性贫乏。L ep tin 基因由3 个外显子与2 个内含

子组成, 其cDNA 长度约为2. 9 kb, 有较长的3′非翻

译区[9 ]。由于许多育种者考虑到lep tin 基因突变会导

致动物体内缺失 lep tin 而造成机体肥胖, 故将 lep tin

基因作为产肉性状分子标记研究的重要候选基因之

一。本试验未检测到牛 lep tin 基因外显子3 在A p aÉ

和 H aeË 的多态性, 一方面说明该基因座位在这 2

个位点上很保守, 发生遗传变异的概率极小, 同时也

说明 lep tin 基因外显子3 可能存在多态性, 但由于实

际中大约一半的SN P 并不改变限制性酶切位点[13 ] ,

因而尚未被检测到, 这有待进一步研究。
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Po lym o rph ic ana lysis of lep tin exon 3 in five Ch inese ca t t le b reeds
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Abstract: Imp roved DNA ex tract m ethod and PCR 2R FL P w ere u sed in th is t ria l. T he po lymo rph ism of

lep t in exon 3 w as analyzed in N anyang cat t le,Q inchuan cat t le, X izhen cat t le,L ux i cat t le ( local yellow cat t le

b reeds) and Ho lstein cow and 263 individuals w ere u sed in th is t ria l. F ragm en t of 330 bp w as amp lif ied

w ith the p rim er and p roducts w ere digested w ith endonuclease H aeË and A p aÉ , and p roduced fragm en ts

of bo th w ere abou t 70 bp and 260 bp. T he resu lts show ed that the lep t in gene in yellow cat t le and Ho lstein

cow had no po lymo rph ism in the tw o enzym atic d igest ion sites.

Key words: lep tin; exon 3; PCR 2R FL P; cat t le b reed; po lymo rph ic analysis
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