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摘　要：为明确牦牛乳中α乳白蛋白遗传多样性，以α乳白蛋白基因（ＬＡＡ）的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和ＩＶ外显子为研
究对象，采用聚合酶链反应－单链构象多态性（ＰＣＲＳＳＣＰ）方法对麦洼牦牛的ＬＡＡ进行分析，旨在从分子水
平揭示ＬＡＡ在牦牛乳中遗传多样性分布．牛属不同来源的α乳白蛋白基因的编码序列被用于构建系统发
育树．结果表明，牦牛乳中ＬＡＡⅠ外显子区域以杂合体形式存在，并发现了一个新变异体ＪＮ０８４１８９．不同来
源ＬＡＡ的系统发育树分析表明，ＬＡＡ在进化上存在一定的物种特异性．
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　　牛乳蛋白中主要包含两大类蛋白，即酪蛋白和
乳清蛋白．其中乳清蛋白占总蛋白的１２％～１４％，
包括α乳白蛋白（αＬＡ）、β乳球蛋白（βＬＧ）、血
清白蛋白（ＳＡ）、免疫球蛋白（Ｉｇ）和乳铁蛋白
（ＬＦ）［１－２］．由于氨基酸的置换或缺失、磷酸化位点
不同、糖基化差异等造成了牛乳蛋白存在着遗传变

异体．研究表明，某些乳蛋白遗传变异体与产乳
量、乳组成、干酪产量等重要性状密切相关，因此，

乳蛋白多样性研究引起了广泛关注［１－３］．

αＬＡ占牛乳中乳清蛋白的５％（质量分数），
由ＬＡＡ基因编码［４］．αＬＡ基因（ＬＡＡ）全长２ｋｂ，
包括４个外显子和３个内含子，定位于牛基因组
的第 ５号染色体上［５］．研究表明，在牛乳中，
αＬＡ不仅作为牛乳蛋白中的一部分存在，还对乳
糖的生成及牛乳的分泌起调控作用［６－７］．同时，
αＬＡ具有抗菌活性，并激活粘液代谢，具有保护
胃肠道免受病原菌侵袭的作用［７］．现已在不同来
源的牛乳中发现了３种 αＬＡ的变异体，即变异
体Ａ、Ｂ和Ｃ［３］．目前，对于牦牛 αＬＡ研究主要
集中在蛋白质水平，分子水平研究鲜有报道，遗传

多样性分子水平研究未见报道［８］．本研究以 ＬＡＡ
的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和 ＩＶ外显子为研究对象，采用 ＰＣＲ
ＳＳＣＰ方法分析了牦牛乳 ＬＡＡ的遗传多样性．并



采用生物信息学方法对现有不同来源 αＬＡ变异
体进行分析，建立系统发育树，旨在揭示其多样性

的分布及进化．

１　实　验
１１　牦牛乳

３４份牦牛乳取自四川红原麦洼牦牛．取样
后加入叠氮化钠（ＮａＮ３，０４ｇ／Ｌ）防止蛋白沉淀，
存于－２０℃．
１２　试剂

蔗糖、Ｔｒｉｓ碱、硼酸、盐酸、氯化镁、ＴｒｉｔｏｎＸ
１００、氯化钠、乙二胺四乙酸二钠盐、异丙醇、无水乙
醇、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、Ｎ，Ｎ，Ｎ＇，Ｎ＇四甲基
乙二胺、过硫酸铵等均为分析纯，购自北京试剂公

司．蛋白酶Ｋ购自ＴＡＫＡＲＡ公司．ＫＯＤＰｌｕｓＤＮＡ

聚合酶、ＴａｒｇｅｔｃｌｏｎｅＴＭｐｌｕｓｋｉｔ购自东洋纺（上海）
生物科技有限公司．引物由上海生工合成．
１３　主要仪器

高速冷冻离心机（ＢｉｏｆｕｇｅＳｔｒａｔｏｓ，Ｈｅｒａｅｕｓ）、电泳
仪（ＢｉｏＲａｄ）、通用突变检测系统（ＤＣｏｄｅＴＭ，ＢｉｏＲａｄ）、
凝胶成像系统（ＢｉｏＲａｄ）、ＰＣＲ仪（ＴＡＫＡＲＡ公司）．
１４　牦牛乳ＤＮＡ的提取

采用常规离心法提取牦牛乳中体细胞．以乳体
细胞为材料，提取牦牛基因组ＤＮＡ，方法见文献［９］．
１５　引物以及ＰＣＲＳＳＣＰ

根据牛αＬＡ基因（ＮＣＢＩ序列号Ｘ０６３６６）的Ⅰ、
Ⅱ、Ⅲ和ＩＶ外显子区域设计引物ＬＡＡＥ１Ｆ和ＬＡＡ
Ｅ１Ｒ、ＬＡＡＥ２Ｆ和 ＬＡＡＥ２Ｒ、ＬＡＡＥ３Ｆ和 ＬＡＡ
Ｅ３Ｒ、ＬＡＡＥ４Ｆ和 ＬＡＡＥ４Ｒ，分别用于扩增 αＬＡ
的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和ＩＶ外显子及内含子部分区域（见表１）．

表１　本研究所用引物

引物名称
引物序列

（５＇－３＇）
对应位置＃ 外显子位置＃ 长度／ｂｐ ｔｍ／℃

ＰＣＲ反应

退火温度／℃

扩增片段

大小／ｂｐ

ＬＡＡＥ１Ｆ ＴＧＧＡＴＧＴＡＡＧＧＣＴＴＧＡＴＧ ６６４－６８０ Ｅｘｏｎ１ １８ ５０３
５０５ ３０９

ＬＡＡＥ１Ｒ ＡＡＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＡＧＡＡＴＧＧ ９５５－９７２ ７６６－８９８ １９ ５０２

ＬＡＡＥ２Ｆ ＡＧＡＴＴＧＧＴＴＧＧＡＧＡＧＣＣＴ １１２２－１１３８ Ｅｘｏｎ２ １８ ５３６
５２．０ ３９２

ＬＡＡＥ２Ｒ ＧＴＡＴＴＡＴＣＡＡＧＴＣＣＣＡＣＡＧＴ １４９５－１５１３ １２２０－１３７８ ２０ ５１６

ＬＡＡＥ３Ｆ ＣＡＧＡＡＧＧＣＡＡＣＡＧＧＣＡＴＡ １７３７－１７５３ Ｅｘｏｎ３ １８ ５３９
５２．０ ３６９

ＬＡＡＥ３Ｒ ＧＧＡＧＴＧＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＡＧＣ ２０８８－２１０５ １８５２－１９２７ １９ ５２１

ＬＡＡＥ４Ｆ ＣＴＡＣＡＴＣＣＴＡＡＧＧＣＡＣＧＣ ２２０３－２２１９ Ｅｘｏｎ４ １８ ５４２
５３．０ ３１６

ＬＡＡＥ４Ｒ ＧＡＣＡＧＡＡＧＣＡＧＣＡＡＡＧＡＣ ２５０２－２５１８ ２４３２－２４８９ １８ ５３１

　　　注：＃为与Ｘ０６３６６序列对应位置．

　　以提取的牦牛基因组 ＤＮＡ为模板，分别以
ＬＡＡＥ１Ｆ和 ＬＡＡＥ１Ｒ、ＬＡＡＥ２Ｆ和 ＬＡＡＥ２Ｒ、
ＬＡＡＥ３Ｆ和 ＬＡＡＥ３Ｒ、ＬＡＡＥ４Ｆ和 ＬＡＡＥ４Ｒ为
引物扩增αＬＡ的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和ＩＶ外显子区域以及
部分内含子区域．

ＰＣＲ反应程序为９４℃２ｍｉｎ预变性，然后以
９４℃１５ｓ、退火３０ｓ、６８℃２５ｓ为１个循环，共进
行３０个循环，之后６８℃延伸７ｍｉｎ，４℃保存．
ＰＣＲ反应体系为：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ｄＮＴＰｓ
（２５ ｍｍｏｌ／Ｌ） ２ μＬ， ＭｇＣｌ２（２５ ｍｍｏｌ／Ｌ）
０８μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＫＯＤ
ＰｌｕｓＤＮＡ聚合酶 ２Ｕ，ＤＮＡ１０～５０ｎｇ，用双蒸水
补足体积至２０μＬ．取５μＬＰＣＲ产物，以１５％琼
脂糖凝胶进行电泳检测产物纯度．
１０μＬ的ＰＣＲ产物用于 ＰＣＲＳＳＣＰ分析．加

入等体积的２×ＳＳＣＰＧｅｌＬｏａｄｉｎｇＤｙｅ（ＤＣｏｄｅＴＭ），
样品在９５℃反应 １０ｍｉｎ后迅速冰浴．点样于
２０ｃｍ×２０ｃｍ、８％聚丙烯酰胺凝胶（丙烯酰胺与
双丙烯酰胺的质量比为３７５∶１）、１５℃、１５０Ｖ下

电泳７ｈ．
１６　克隆与测序

采用ＴａｒｇｅｔｃｌｏｎｅＴＭｐｌｕｓｋｉｔ将ＰＣＲ产物克隆
到ｐＴＡ２载体上．将筛选获得阳性克隆进行测序，
正反向同时测序．获得的序列信息提交至 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ，序列号为 ＪＮ０８４１８８（ＹＡＫ１）、ＪＮ０８４１８９
（ＹＡＫ２）．
１７　牛属α乳白蛋白序列分析

ＬＡＡ基因核酸序列来自 ＮＣＢＩ数据库（ｗｗｗ．
ｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈ．ｇｏｖ），其中包括家牛 ＬＡＡ基因核酸
序 列 （Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ， Ｂｏｓｉｎｄｉｃｕｓ） ＡＢ０５２１６３、
ＡＢ０５２１６４、ＡＢ０５２１６５、ＡＢ０５２１６６、ＡＢ０５２１６７、
ＡＦ２４９８９６、Ｘ０６３６６、ＥＵ２００９３２、ＥＵ４２２９８４；两个牦
牛（Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）ＬＡＡ基因核酸序列 ＡＦ１９４３７２
和ＧＵ５６２８７７；６个水牛 （Ｂｕｂａｌｕｓｂｕｂａｌｕｓ）ＬＡＡ基
因核酸序列 ＥＦ４０８８２４、ＡＹ７２６６０９、ＡＹ７２６６１０、
ＡＹ７２６６１１、ＡＹ７２６６１２、ＤＱ７８５７９６．

αＬＡ的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和ＩＶ外显子区域被用于构
建系统进化分析．采用 ＣＬＵＳＴＡＬＸ软件进行多

·３９·第６期 崔艳华，等：牦牛α乳白蛋白基因单核苷酸多态性分析



重序列比对［１０］，ＴＲＥＥＣＯＮ软件计算遗传距离，
并建立系统发育树［１１］．

２　结果与分析
２１　牦牛αＬＡ遗传多样性分析
２１１　ＰＣＲ扩增

以牦牛乳基因组 ＤＮＡ为模板，分别以 ＬＡＡ
Ｅ１Ｆ和 ＬＡＡＥ１Ｒ、ＬＡＡＥ２Ｆ和 ＬＡＡＥ２Ｒ、ＬＡＡ
Ｅ３Ｆ和 ＬＡＡＥ３Ｒ、ＬＡＡＥ４Ｆ和 ＬＡＡＥ４Ｒ为引物
扩增αＬＡ的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和 ＩＶ外显子以及部分内
含子区域，片段大小约分别为 ３００、４００、４００和
３００ｂｐ（图１），与预期相符．为便于阐述，将上述
片段命名为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ片段．
２１２　ＰＣＲＳＳＣＰ分析与测序分析

以ＬＡＡＥ１Ｆ和 ＬＡＡＥ１Ｒ引物，扩增获得的
ＰＣＲ产物 Ａ片段（６６４９７２，Ｘ０６３６６相应位置）包
含了 α乳白蛋白基因的外显子Ⅰ区域（７６６－
８９８）、信号肽区域（７６６－８２２）、内含子Ⅰ部分区
域（８９９－９７２）．在３４个牦牛乳样品中，ＰＣＲＳＳ
ＣＰ分析均为杂合型（见图２（ａ））．选５个样品与
ｐＴＡ２载体连接，分别选取阳性克隆１０个进行正
反向测序．结果发现，在内含子Ⅰ区域无差异，而
信号肽区域（８００）、外显子Ⅰ区域（８２９）处存在差
异（见图３）．变异体１序列与目前已知牛属α乳
白蛋白外显子Ⅰ区域均存在差异，为１个新变异
体，已提交ＧｅｎＢａｎｋ，获得序列号ＪＮ０８４１８９．变异
体２与来自大多数其他来源的 α乳白蛋白的外
显子Ⅰ区域１００％同源．

　（ａ）Ⅰ外显子区域　　　　　　（ｂ）Ⅱ外显子区域　　　　　　（ｃ）Ⅲ外显子区域　　　　　（ｄ）Ⅳ外显子区域
１—ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００ｐｌｕｓ；１～１０—牦牛乳样品ＰＣＲ产物．

图１　牦牛α乳白蛋白基因的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和ＩＶ外显子区域ＰＣＲ分析

　（ａ）Ａ片段（含外显子Ⅰ）　　（ｂ）Ｂ片段（含外显子Ⅱ）　　（ｃ）Ｃ片段（含外显子Ⅲ）　　　（ｄ）Ｄ片段（含外显子Ⅳ）
表示单链核苷酸条带．

图２　牦牛α乳白蛋白基因的ＰＣＲＳＳＣＰ分析

图３　牛属乳白蛋白基因的外显子Ⅰ序列比对图
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　　以 ＬＡＡＥ２Ｆ和 ＬＡＡＥ２Ｒ引物，扩增获得的
ＰＣＲ产物 Ｂ片段（１１２２－１５１３，Ｘ０６３６６相应位
置）包含了 α乳白蛋白基因的外显子Ⅱ区域
（１２２０－１３７８）和内含子Ⅱ部分区域（１３７９－
１５１３）．在３４个牦牛乳样品中，ＰＣＲＳＳＣＰ分析无
差异（见图２（ｂ））．测序结果发现，在内含子Ⅱ部
分区域和外显子Ⅱ区域均无差异．且外显子Ⅱ与
ＧＵ５６２８７７的外显子Ⅱ的同源性为１００％．

以ＬＡＡＥ３Ｆ和 ＬＡＡＥ３Ｒ引物，扩增获得的
ＰＣＲ产物 Ｃ片段（１７３７－２１０５，Ｘ０６３６６相应位
置）包含了 α乳白蛋白基因的外显子Ⅲ区域
（１８５２－１９２７）和内含子Ⅱ部分区域（１９２８－
２１０５）．在３４个牦牛乳样品中，ＰＣＲＳＳＣＰ分析均
为杂合型（见图２（ｃ））．测序分析表明，内含子Ⅱ
区域含有１个碱基差异（即１９８５位置为 Ａ或者
Ｇ，Ｘ０６３６６相应位置），而外显子Ⅲ区域无差异．

以ＬＡＡＥ４Ｆ和 ＬＡＡＥ４Ｒ引物，扩增获得的
ＰＣＲ产物 Ｄ片段（２２０３－２５１８，Ｘ０６３６６相应位
置）包含了 α乳白蛋白基因的外显子Ⅳ区域
（２４３２－２４８９）和内含子Ⅲ部分区域（２２０３－

２４３１）．在３４个牦牛乳样品中，ＰＣＲＳＳＣＰ分析均
为杂合型（见图２（ｄ））．测序结果发现在内含子
Ⅲ中存在２个碱基差异（即２２３８位置为 Ａ或者
Ｇ，２２７６位置为 Ｇ或者 Ａ，Ｘ０６３６６相应位置），而
外显子Ⅳ与ＡＦ１９４３７２、ＧＵ５６２８７７序列完全相同．
２２　不同来源的αＬＡ遗传多样性和进化分析

来自牛属和水牛属，包括 Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ、Ｂｏｓ
ｉｎｄｉｃｕｓ、Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ和Ｂｕｂａｌｕｓｂｕｂａｌｕｓ的αＬＡ
外显子Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ用于构建系统发育树，进行
聚类分析．以来自山羊 （Ｃａｐｒａｈｉｒｃｕｓ）的 αＬＡ
基因（ＬＡＡ）相应序列（ＥＦ５６４２６６）作为参比．当
前，已命名３个αＬＡ变异体，即 Ａ、Ｂ、Ｃ．Ｂ变异
体最常见，在瘤牛、欧洲牛中均有发现．在爪哇野
牛（Ｂｏｓｊａｖａｎｉｃｕｓ）中发现的Ｃ变异体，与Ｂ变异
体的差异在于某处谷氨酸（Ｇｌｕ）被谷氨酰胺
（Ｇｌｎ）替代［１２］．由于 Ｃ变异体未有具体序列信
息，未用于聚类分析．
　　研究表明，可划分为４个分支，其中包括１个
山羊的αＬＡ基因（即Ⅳ组）和３个主要序列分支
（Ⅰ－Ⅲ组）（见图４）．
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图４　不同来源ＬＡＡ编码序列的聚类图

　　第Ⅰ组，均来自牛属，可分为３个亚组．Ⅰ －
１组包括变异体 ＡＦ１９４３７２、ＧＵ５６２８７７、ＹＡＫ１和
ＹＡＫ２，均来自牦牛．本研究获得 ＹＡＫ２序列与
ＧＵ５６２８７７同源性为 １００％，与 ＡＦ１９４３７２相差 １
个碱基（见表２）．而本研究发现的 ＹＡＫ１为一个
新的变异体，与 ＧＵ５６２８７７相差两个碱基，与
ＡＦ１９４３７２相 差 ３个 碱 基．Ⅰ －２组 包 括
ＡＢ０５２１６４、ＡＢ０５１６３、ＥＵ２００９３２，其中 ＡＢ０５２１６４、
ＡＢ０５１６３相 差 １个 碱 基，而 ＥＵ２００９３２与
ＡＢ０５１６３相差两个碱基，与 ＡＢ０５２１６４相差 ３个
碱基．Ⅰ －３组 包 括 Ａ 变 异 体、Ｘ０６３６６、

ＡＦ２４９８９６，其中 Ｘ０６３６６和 ＡＦ２４９８９６序列相同，
为Ｂ变异体．当前发现大多数牛属 αＬＡ均为 Ｂ
变异体，与Ａ变异体仅仅相差１个碱基．因此，推
测以上变异体直接由αＬＡＢ进化而来．

第 Ⅱ 组 包 括 ＥＦ４０８８２４、 ＡＹ７２６６０９、
ＡＹ７２６６１０、ＡＹ７２６６１１、ＡＹ７２６６１２、ＤＱ７８５７９６，均
来自水牛 （Ｂｕｂａｌｕｓｂｕｂａｌｕｓ）．第Ⅲ组 ＥＵ４２２９８４
独立 构 成 １组．ＥＵ４２２９８４来 自 瘤 牛 （Ｂｏｓ
ｉｎｄｉｃｕｓ），序列较为独特．聚类分析表明，αＬＡ基
因呈现了明显的物种差异．牦牛 αＬＡ基因与来
自家牛的αＬＡ基因存在显著的差异．
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表２　牛属α乳白蛋白基因变异体分布

变异体

变异位置＃

７８０ ７９２ ８００ ８２９ ８４８ ８５２ ８７３ １２３１ １２３３ １３３５ １３５４ １３７７ ２４７１ ２４８５

５ ９ １２ ２１ ２８ ２９ ３６ ４９ ４９ ８３ ９０ ９７ １３６ １４１

来源，分布

Ｂ
（Ｘ０６３６６）

Ｃ
Ｖａｌ

Ａ
Ｌｅｕ

Ｔ
Ｉｌｅ

Ｇ
Ｇｌｎ

Ｔ
Ｐｈｅ

Ｇ
Ａｒｇ

Ｇ
Ｇｌｙ

Ｇ
Ａｌａ

Ｇ
Ａｌａ

Ｃ
Ａｓｐ

Ａ
Ａｓｎ

Ｃ
Ａｓｐ

Ｇ
Ｇｌｎ

Ａ
Ｌｙｓ 所有品种，最为普遍

Ａ Ａ
Ｈｉｓ

（较普遍）所有Ｂ．ｉｎｄｉｃｕｓ
品种，某些Ｂ．ｔａｕｒｕｓ

ＹＡＫ１ Ｇ
Ｌｅｕ

Ｃ
Ｔｈｒ

Ｃ
Ｌｅｕ

Ａ
Ｔｈｒ

Ｇ
Ｔｈｒ

Ｔ
Ａｓｐ Ｂ．ｇｒｕｎｎｉｅｎｓ

ＹＡＫ２ Ｇ
Ｌｅｕ

Ａ
Ｔｈｒ

Ｇ
Ｔｈｒ

Ｔ
Ａｓｐ Ｂ．ｇｒｕｎｎｉｅｎｓ

ＡＦ１９４３７２ Ｇ
Ｌｅｕ

Ａ
Ｔｈｒ

Ｇ
Ｔｈｒ

Ｔ
Ａｓｐ

Ｇ
Ａｓｐ Ｂ．ｇｒｕｎｎｉｅｎｓ

ＧＵ５６２８７７ Ｇ
Ｌｅｕ

Ａ
Ｔｈｒ

Ｇ
Ｔｈｒ

Ｔ
Ａｓｐ Ｂ．ｇｒｕｎｎｉｅｎｓ

ＡＢ０５２１６６ Ｇ
Ｌｅｕ

Ａ
Ｔｈｒ

Ｇ
Ｔｈｒ Ｂ．ｔａｕｒｕｓ

ＡＢ０５２１６４ Ｇ
Ｌｅｕ

Ａ
Ｔｈｒ

Ｇ
Ｔｈｒ

Ａ
Ｇｌｎ Ｂ．ｔａｕｒｕｓ

ＥＵ２００９３２ Ｔ
Ｖａｌ

Ｇ
Ｌｅｕ

Ａ
Ｔｈｒ

Ｇ
Ｔｈｒ

Ｇ
Ａｒｇ Ｂ．ｉｎｄｉｃｕｓ

ＥＵ４２２９８４ Ｇ
Ｌｅｕ

Ａ
Ｇｌｎ

Ａ
Ａｓｐ

Ａ
Ｔｈｒ

Ａ
Ｔｈｒ

Ｔ
Ａｓｐ Ｂ．ｉｎｄｉｃｕｓ

　＃—第１行为核酸序列位置；第２行为氨基酸序列位置．氨基酸序列包括信号肽部分，即为前体蛋白．加粗为差异位点．

３　结　论
１）牦牛乳中αＬＡ的Ⅰ、Ⅲ和 ＩＶ外显子区域

的ＰＣＲ片段呈现了相同的带型，均具有两个单链
片段，表明多数以杂合体形式存在．而Ⅱ外显子
区域的 ＰＣＲ片段则为一个单链片段表明以纯合
体形式存在．
２）对ＰＣＲ产物进行测序分析发现了一个新

的变异体 ＪＮ０８４１８９，该变异体与来自牦牛两个
ＡＦ１９４３７２、ＧＵ５６２８７７在Ⅰ外显子区域存在两个
碱基差异，最终导致在蛋白水平上存在两个氨基

酸差异，一处位于信号肽中．新变异体的发现为
研究αＬＡ的进化提供了参考．
３）来自不同来源，包括 Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ、Ｂｏｓ

ｉｎｄｉｃｕｓ和Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ的αＬＡ基因序列系统发
育分析发现 αＬＡ在进化上存在一定的物种特异
性．αＬＡ具有多种生理功能，本研究将为αＬＡ变
异体与生理功能之间的相互关系研究奠定基础．
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ｔｏｏｌｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌＡｃｉｄｓＲｅｓ，１９９７，２４：４８７６－４８８２．
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