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摘　要：为明确牦牛乳中κ酪蛋白中遗传多样性，以κ酪蛋白基因（ＣＳＮ３）的ＩＶ外显子为研究对象，采用
ＰＣＲＲＦＬＰ方法对麦洼牦牛的ＣＳＮ３进行分析，旨在从分子水平揭示κ酪蛋白在牦牛乳中遗传多样性分布．
并以ＣＳＮ３的ＩＶ外显子序列建立牛属κ酪蛋白的系统发育树，从而分析进化关系．结果表明，牦牛乳中κ酪
蛋白多数以纯合体形式存在，并发现了一个新的变异体ＧＵ４４１７７１．牛属ＣＳＮ３的系统发育树分析表明，κ酪
蛋白在进化上存在一定的物种特异性．
关键词：牦牛乳；κ酪蛋白；遗传多样性；聚合酶链式反应限制性片段长度多态性
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　　酪蛋白是乳蛋白的主要成分，约占总蛋白的
７６％～８６％，主要包括 αｓ１酪蛋白（αｓ１ＣＮ）、αｓ２
酪蛋白（αｓ２ＣＮ）、β酪蛋白（βＣＮ）和 κ酪蛋白

（κＣＮ）［１－２］．由于氨基酸的置换或缺失、磷酸化
位点不同、糖基化差异等造成牛乳酪蛋白存在着

遗传变异体，呈现不同的遗传多态性．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，酪蛋白多样性的研

究引起广泛关注［１－３］．
κＣＮ决定酪蛋白胶束的形成和稳定，并决定

其大小和功能［４］，同时具有抗菌活性、增加消化

率等重要的生理学功能［５］．至今已在家牛乳蛋白
中发现了１５个变异体，其中包括 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ１、
Ｆ２、Ｇ１、Ｇ２、Ｈ、Ｉ、ＡＩ、Ｊ等１２个已命名变异体和 ３
个未 命 名 的 变 异 体 （ＡＪ６１９７７２，ＥＵ５９５５０７，
ＥＵ５９５５１２）［１－２］．同时，在牦牛和大额牛中分别发
现了４个和１个变异体［６－９］．κＣＮ基因（ＣＳＮ３）
全长１３ｋｂ，包括５个外显子和４个内含子，变异



体之间的差异主要分布于外显子Ⅳ中．本研究以
ＣＳＮ３的ＩＶ外显子和部分 ＩＶ内含子区域为扩增
对象，采用ＰＣＲＲＥＬＰ（ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ
ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＦｒａｇｍｅｎｔＬｅｎｇｔｈＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）方法分
析了牦牛乳 ＣＳＮ３的遗传多样性，发现了一个新
变异体．采用生物信息学方法对现有 κＣＮ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　试　验
１１　牦牛乳

３８份牦牛乳取自四川麦洼牦牛，取样后加入
叠氮化钠（ＮａＮ３，０４ｇ／Ｌ）防止蛋白沉淀，存于
－２０℃．
１２　试剂

蔗糖、Ｔｒｉｓ碱、盐酸、氯化镁、ＴｒｉｔｏｎＸ１００、氯
化钠、乙二胺四乙酸二钠盐、异丙醇、无水乙醇等

均为分析纯，购自北京试剂公司．蛋白酶 Ｋ购自
ＴＡＫＡＲＡ公司．ＫＯＤＰｌｕｓＤＮＡ聚合酶、Ｔａｒｇｅｔ
ｃｌｏｎｅＴＭｐｌｕｓｋｉｔ购自东洋纺（上海）生物科技有限
公司．引物由上海生工合成．限制性内切酶购自
ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ公司．
１３　主要仪器

高速冷冻离心机（ＢｉｏｆｕｇｅＳｔｒａｔｏｓ，Ｈｅｒａｅｕｓ）、
电泳仪（ＢｉｏＲａｄ）、凝胶成像系统（ＢｉｏＲａｄ）、ＰＣＲ
仪（ＴＡＫＡＲＡ公司）．
１４　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［１０］．
１５　引物以及ＰＣＲ－ＲＦＬＰ

根据牛κ酪蛋白的ＩＶ外显子和部分ＩＶ内含
子区域设计引物 κＦ（５＇ＣＧＣＴＧＴＧＡＧＡＡＡＧＡＴ
ＧＡＡＡＧＡＴＴＣ３＇）和 κＲ（５＇ＧＡＴＴＣＡＡＧＧＡＧＴＡＴ
ＡＣＣＡＡＴＴＧＴＴＧ３＇），预期产物片段大小为７８０ｂｐ，
对应位置为ＣＳＮ３基因的４９３０至５７０８区域（ＮＣ
ＢＩ序列号Ｘ１４９０８）［７，１１］．

以提取的牦牛基因组ＤＮＡ为模板，以κＦ和
κＲ为引物扩增κ酪蛋白的 ＩＶ外显子和部分 ＩＶ
内含子区域．ＰＣＲ反应程序为９４℃ ２ｍｉｎ预变
性，然后以９４℃１５ｓ、５３℃３０ｓ、６８℃４５ｓ为一
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（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）
０８μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＫＯＤ
ＰｌｕｓＤＮＡ聚合酶 ２Ｕ，ＤＮＡ１０～５０ｎｇ，用双蒸水

补足体积至２０μＬ．
５μＬ的 ＰＣＲ产物用于 ＰＣＲＲＦＬＰ分析．将

ＰＣＲ产物分别与５Ｕ限制性内切酶ＨｉｎｄＩＩＩ、Ｈｐａ
Ｉ和ＰｓｔＩ反应，反应条件参照说明书（ＭＢＩＦｅｒ
ｍｅｎｔａｓ）．酶切产物以２５％琼脂糖凝胶进行电泳
检测．
１６　克隆与测序

采用ＴａｒｇｅｔｃｌｏｎｅＴＭｐｌｕｓｋｉｔ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ＧＵ４４１７７１．
１７　牛属酪蛋白序列与序列分析

κＣＮ基因核酸序列来自ＮＣＢＩ数据库（ｗｗｗ．
ｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈ．ｇｏｖ），其中包括家牛 （Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ，
Ｂｏｓｉｎｄｉｃｕｓ）变异体 Ａ（Ｘ１４９０８）、Ｂ（Ｘ１４９０８）、Ｅ
（ＡＦ０４１４８２）、Ｆ２２（ＡＦ１２３２５０）、Ｇ１（ＡＦ１２３２５１）、Ｈ
（ＡＦ１０５２６０）、Ｉ（ＡＦ１２１０２３）、ＡＩ（ＡＦ０９２５１３）、
ＡＪ６１９７７２、ＥＵ５９５５０６、ＥＵ５９５５０７、ＥＵ５９５５１２，５个
牦牛 （Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）κＣＮ变异体（ＡＦ１９４９８９、
ＥＦ５６５１３１、ＡＹ０９５３１１、ＡＹ０９５３１２和ＧＵ４４１７７１）和
一个来源于大额牛 （Ｂｏｓｆｒｏｎｔａｌｉｓ）κ酪蛋白变异
体（ＥＵ５９５５０６）．变异体Ｃ和Ｊ是以ＣＳＮ３Ｂ为基
础根据Ｐｒｉｎｚｅｎｂｅｒｇ等［６］的方法重新构建．变异体Ｆ１

和Ｇ２序列信息来自前人研究结果［２，１２－１３］．κＣＮ外
显子ＩＶ的序列用于构建系统进化分析．采用ＣＬＵＳＴ
ＡＬＸ软件进行多重序列比对［１４］．采用ＴＲＥＥＣＯＮ软
件计算遗传距离，并建立系统发育树［１５］．

２　结果与分析
２１　牦牛乳κＣＮ遗传多样性分析
２１１　ＰＣＲ扩增

以牦牛乳基因组ＤＮＡ为模板，以引物κＦ和
κＲ扩增κ酪蛋白基因的ＩＶ外显子和部分ＩＶ内
含子区域，获得了约７８０ｂｐ大小的片段（图１），
与预期相符．
２１２　ＰＣＲＲＦＬＰ分析

对 变 异 体 Ａ、Ｂ（Ｘ１４９０８）、ＡＦ１９４９８９、
ＥＦ５６５１３１、ＡＦ０３０３２６、ＡＦ０３０３２７、ＡＹ０９５３１１和
ＡＹ０９５３１２序列进行限制性酶切位点分析．限制性
酶切位点ＨｉｎｄＩＩＩ、ＰｓｔＩ和 ＨｐａＩ用于 ＰＣＲＲＦＬＰ
分析．ＰＣＲＲＦＬＰ分析结果见图２．ＨｉｎｄＩＩＩ、ＰｓｔＩ
和ＨｐａＩ酶切分析揭示牦牛乳样品呈现两种截然
不同的带型，分别命名为 ＡＢ和 ＢＢ．利用 ＨｉｎｄＩＩＩ
酶切后，ＡＢ型含有３条带，即７８０、４００、３６０ｂｐ；
ＢＢ型含有两条带，即 ３５０和 ４００ｂｐ．以 ＰｓｔＩ和
ＨｐａＩ酶切后也呈现两种带型（见图２）．

·１２１·第２期 崔艳华，等：牦牛κ酪蛋白新遗传变异体及进化分析
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７—水空白对照．

图１　牦牛κ－酪蛋白基因的ＩＶ外显子和部分

ＩＶ内含子区域ＰＣＲ分析
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（ａ）牦牛κ酪蛋白的ＰＣＲ产物ＨｉｎｄＩＩＩ与ＰｓｔＩ酶切分析
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（ｂ）牦牛κ酪蛋白的ＰＣＲ产物ＨｐａＩ酶切分析
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图２　牦牛κ酪蛋白的ＰＣＲＲＦＬＰ分析

　　在３８个牦牛乳样品中，仅有一个样品为 ＡＢ
型，其余为 ＢＢ型，出现的频率分别为 ２６３％和

９７３７％．杂合样品的频率很低，这些结果与前人
结果一致［７，９］．Ｂａｉ等［９］在对九龙、麦洼、大龙牦

牛研究中未发现杂合的κＣＮ．Ｆａｎ等［９］对来自青

海的６０个牦牛乳样品研究中，仅仅发现了１个杂
合型κＣＮ乳样．前人研究表明，κＣＮＢＢ型牛乳
与ＡＡ和ＡＢ型相比，因为含有较小的酪蛋白胶
束，凝乳时间短，形成的凝块更均一，可提高干酪

的产量，更适合用于乳品生产［１６－１７］．在牦牛乳中，
κＣＮＢＢ型占优势，可能有利于牦牛乳的加工．
２１３　克隆与测序

将上述通过ＰＣＲＲＦＬＰ方法获得的两种类型
ＰＣＲ产物分别克隆到载体 ｐＴＡ２上，筛选阳性质
粒，进行测序．ＢＢ型序列与 ＡＹ０９５３１１一致，这种
变异体曾在来自甘肃省的甘南牦牛中检测到［６］．
Ｐｒｉｎｚｅｎｂｅｒｇ等［６］也报道了另一个 ＣＮ３外显子 ＩＶ
序列ＡＹ０９５３１２，但在本研究未获得该序列．

ＡＢ型的１２个阳性克隆被测序．该样品为杂
合，获得两种序列，一个等同于ＡＹ０９５３１１，而另一
个序列不同于任何一个已知牛属 ＣＳＮ３变异体．
其序列提交至ＮＣＢＩ，获得序列编号为ＧＵ４４１７７１．
该变异体在九龙、大龙、天祝白、甘南和青海品种

牦牛中未发现［６－７，９］．
２２　牛属κＣＮ遗传多样性和进化分析

对来自牛属包括 Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ、Ｂｏｓｉｎｄｉｃｕｓ、Ｂｏｓ
ｆｒｏｎｔａｌｉｓ和Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ的κＣＮ外显子ＩＶ的序
列进行聚类分析，建立系统发育树，以来自山羊的

κＣＮ 基 因 （ＣＳＮ３） 外 显 子 ＩＶ 的 序 列

（ＡＹ０９０４６５）作为参比．研究表明，可划分为５个
分支，其中包括 １个山羊 κＣＮ基因序列（即Ⅴ
组）和４个主要序列分支（ⅠⅣ组）（见图３）．第
Ⅰ组包括变异体 ＣＳＮ３Ａ、Ｅ、Ｆ１、Ｆ２、Ｇ１、Ｇ２、Ｈ、ＡＩ

和 ＡＪ６１９７７２．其中 ＣＳＮ３Ｅ、Ｆ１、Ｆ２、Ｇ２、Ｈ、ＡＩ和
ＡＪ６１９７７２与变异体ＣＳＮ３Ａ仅仅相差１个碱基．
因此，推测以上变异体直接由 ＣＳＮ３Ａ进化而
来．ＣＳＮ３Ｇ１与 ＣＳＮ３Ａ相差两个碱基，而与
ＣＳＮ３Ｈ仅仅相差 １个碱基．因此，推测
ＣＳＮ３Ｇ１是由ＣＳＮ３Ｈ进化而来的．

Ⅱ组可分为３个亚组．Ⅱ１组包括４个家牛
的 序 列， 即 ＣＳＮ３Ｂ、Ｃ、Ｊ 和 ＥＵ５９５５１２．
ＣＳＮ３Ｃ、Ｊ和 ＥＵ５９５５１２与 ＣＳＮ３Ｂ相差 １个
碱基，推测上述变异体由 ＣＳＮ３Ｂ进化而来．Ⅱ
２组由４个来自牦牛的序列组成，即 ＡＹ０９５３１２、
ＥＦ５６５１３１、ＡＦ１９４９８９和 ＧＵ４４１７７１．这组序列与
Ⅱ１组序列相比，具有一个显著的差异，即以
ＴＧＡ为终止密码子．这也显示了牦牛与家牛存在
一定的差异．由于这个独特密码子的存在，尽管本
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研究发现的新变异体ＧＵ４４１７７１与ＣＳＮ３Ａ的蛋
白质序列相同，但是在核酸序列上４７７位置存在
差异．ＥＵ５９５５０７独立构成Ⅱ３．

来自 牦 牛 的 ＡＹ０９５３１１和 大 额 牛 （Ｂｏｓ
ｆｒｏｎｔａｌｉｓ）的ＥＵ５９５５０６均独立各成一组．ＡＹ０９５３１１
含有１２ｂｐ的特有序列ＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＡＧ．
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图３　牛属ＣＳＮ３ＩＶ外显子序列的聚类图

３　结　语
采用 ＰＣＲＲＦＬＰ方法，以 κ酪蛋白基因

（ＣＳＮ３）的ＩＶ外显子为研究对象，对麦洼牦牛的
κ酪蛋白基因进行分析．结果发现，牦牛乳中κ酪
蛋白呈现两种截然不同的带型，多数以纯合体形

式存在．并发现了一个新的变异体 ＧＵ４４１７７１，该
变异体与ＣＳＮ３Ａ在蛋白水平上完全相同，但在
核酸水平上存在一个碱基差异．来自牛属包括
Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ、Ｂｏｓｉｎｄｉｃｕｓ、Ｂｏｓｆｒｏｎｔａｌｉｓ和 Ｂｏｓ
ｇｒｕｎｎｉｅｎｓ的κ酪蛋白基因的ＩＶ外显子序列系统
发育分析表明，κ酪蛋白在进化上存在一定的物
种特异性．
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