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12 个水牛群体催乳素基因第 4 外显子遗传特征分析 

袁  峰 1, 苗永旺 1, 2 ,*, 李大林 3, 汤守锟 4, 许  政 5, 霍金龙 1, 祁  宏 1 

(1. 云南农业大学 动物科学技术学院, 云南 昆明  650201; 2. 云南大学 云南省生物资源保护与利用重点实验室, 云南 昆明  650091;  

3. 云南水牛科学技术研究所, 云南 昆明  650021; 4. 云南省德宏州潞西市畜牧站, 云南 潞西  678400;  

5. 广西畜牧总站, 广西 南宁  530022) 

摘要：催乳素对水牛乳腺发育、泌乳和乳蛋白基因的表达有明显的调控作用。该研究采用直接测序并结合

PCR-SSCP 技术, 分析沼泽型水牛和河流型水牛 12 个群体 385 个个体的催乳素基因(PRL)第 4 外显子(exon 4)的遗

传特征。结果表明：水牛 PRL exon 4 由 180 个核苷酸组成, 在不同物种中具有高度保守性。序列分析发现水牛中

该外显子的第 109 位碱基处有 C＞T 替换, 为沉默突变, 与泌乳性状之间无显著相关性。在 9 个沼泽型水牛群体中

均检测到该突变位点, 其中PBA基因在 7个沼泽型水牛群体中为优势基因, PBB基因在德宏和富钟群体中为优势基

因, 沼泽型水牛群体中 PBA基因频率在 0.400～0.917 之间, 群体平均值为 0.629±0.049, 具有地域分布特征。在 3 个

河流型水牛群体中, 第 109 位核苷酸处均为C, 未检测到多态。提示河流型水牛与沼泽型水牛已有较大的遗传分化。 
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Genetic characteristics on exon 4 of prolactin gene in 
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Abstract: The prolactin exerts obvious adjustment and control function for mammary gland development, lactation 
and milk protein gene expression in water buffalo. In this study the sequence features and polymorphisms of the exon 4 in 
prolactin gene were examined in 385 individuals which came from 12 river and swamp type buffalo populations using 
DNA direct sequencing and PCR-SSCP methods. The results showed that the sequence of exon 4 in prolactin gene was 
consists of 180 nucleotides, the fragment had high conservative character in different species. The e4. 109 C＞T 
substitution was detected in nine swamp buffalo populations, and it was a silent mutation and was not associated with the 
traits of milk yield in buffalo. The PBA gene was the predominant gene in seven swamp type buffalo populations, while 
PBB gene was the dominant gene in Dehong and Fuzhong populations. The frequencies of PBA in swamp type buffalo 
was 0.400 − 0.917 and the average value was 0.629±0.049. The polymorphism wasn’t found in river buffalo, all the 
samples from river buffalo were holding nucleotides e4.109 C. The results indicate that there is distinct genetic 
differentiation between swamp and river type buffalo. 
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水牛(Bubalis bubalis)是亚热带和热带地区饲养

的大型家养哺乳动物, 在当地农业生产中发挥重要

作用。家养水牛分为河流型和沼泽型两种类型, 两
者在外貌形态、分布、核型组成及泌乳性状上差异

显著, 其中河流型水牛具有优良的乳用性能, 未经

选育的河流型水牛其年产奶量一般为 1 800～2 300 
kg, 而沼泽型水牛主要为役用, 其年产奶量仅为

300～600 kg (Miao et al, 2008)。两者泌乳性状相差

很大, 但还未见有学者对控制水牛泌乳性状的相关

基因进行研究。中国水牛主要为沼泽型, 共分成 18
个类群, 主要分布于南方水稻种植区, 用于稻田耕

作。随着近年我国城市化进程加快和农业机械化水

平提高, 水牛役用的价值逐渐减少, 很多地方已开

始对本地水牛进行改良以提高其产奶性能。近年在

云南省腾冲县发现的我国第一个本地河流型水牛

群体—— 槟榔江水牛具有较高的产奶量, 其泌乳性

状的遗传基础如何, 还未见报道。因此, 在这一背

景下, 需要开展与水牛泌乳性状相关的基因研究, 
为水牛保种和奶水牛选育工作提供背景资料。 

在水牛上, 近年各国已开展了水牛群体遗传特

征的描述、遗传图谱和基因定位的研究工作, 我国

从常染色体微卫星双亲遗传和 mtDNA 母系遗传等

角度开展了一些研究工作(Ma et al, 1991; Yang et al, 
2007)。催乳素(prolactin, PRL)对哺乳动物乳腺发育、

泌乳和乳蛋白基因的表达有明显的调控功能

(Michael, 2004)。在黄牛(Bos taurus)中, PRL 基因位

于 23 号染色体, 长约 10 kb, 由 5 个外显子和 4 个

内含子、5′端 854 bp 的上游调控区和 3′端 69 bp 的

UTR 组成, 其编码的蛋白质由 229 个氨基酸残基组

成, 1~30 位氨基酸残基为信号肽序列, 成熟的多肽

含有 199 个氨基酸残基。对黄牛 PRL 基因的研究已

涉及到 PRL 基因的各个组成部分, 特别是在黄牛

(奶牛)PRL 第 4 外显子(exon 4)的 8 398 位点, 研究

发现 AG 基因型在黑白花奶牛里具有高产奶量, GG
基因型具有高乳脂含量(Brym et al, 2005); Li & Du 
(2004)分析了 99 头中国荷斯坦牛 PRL exon 4 的 g 
8398 位点, 检测到不同基因型对乳蛋白率有显著影

响; Chrenek et al (1999)对瑞士褐牛进行研究时未检

测到不同基因型对产奶性状有显著性影响; Zhu et 
al(2008)分析了广西本地沼泽型水牛催乳素受体

(PRLR)基因部分保守序列, 结果表明序列较保守。

PRL 基因位于水牛 2 号染色体上, 该基因群体遗传

特征及其与水牛产奶性状是否有遗传关联目前还

不是很清楚。 
本研究采用 DNA 直接测序并结合 PCR-SSCP

技术, 对河流型和沼泽型水牛共 12 个群体的 PRL 
exon 4 进行了检测分析, 旨在弄清水牛 PRL exon 4
的序列特征及其与其他牛科物种的催乳素基因同

源序列的遗传差异, 揭示水牛不同群体中 PRL exon 4
的遗传组成, 阐明其与水牛泌乳性状间的遗传关系。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
385 头水牛样品分别采自 12 个水牛群体, 其中

包括 144 头河流型水牛和 241 头沼泽型水牛。采样

个体间无直接的血缘关系, 每头牛静脉采血 10 mL, 
与等体积 DNA 保存液混合 , 低温带回实验室 , 
−20℃冻存。各群体样本信息见表 1。 
1.2  基因组 DNA 提取 

参照《分子克隆(第三版)》(Joseph & David, 
2002)的方法提取基因组 DNA, 经琼脂糖凝胶电泳

和紫外分光光度法检测其纯度和浓度, TE 缓冲液稀

释为 50 ng/µL 的浓度, 保存于 4℃备用。 
1.3  测序引物设计与 PCR 扩增 

参考黄牛 PRL 序列(GenBank 登录号 AF426315) 
(Cao et al, 2002)和水牛 PRL mRNA 基因部分序列

(GenBank 登录号 EF054878、EU340420、EU352822
和 DQ287249)设计 PCR 引物, 其序列为：PRL1_F 
(5′-CAA AGT ATA AAC CGA TAG-3′)与 PRL1_R 
(5′- GCT GGT GGA ATT CTA AT-3′), 由上海生工

生物工程公司合成 , 缓冲液溶解至浓度为 10 
µmol/L, 4℃保存。该 PCR 引物扩增片段长 554 bp, 
包括 PRL 基因 exon 4 (180 bp)和内含子 3(intron 
3)(174 bp)、内含子 4(intron 4)(200 bp)部分序列。 

PCR 反应体系为 25 µL, 含 10 × buffer 2.5 µL, 
上下游引物各 0.1 µmol/L, dNTPs 20 µmol/L, Taq 酶

1.2 U, 模板 DNA 80 ng。扩增条件为：94℃预变性

4 min; 94℃ 35 s, 51℃ 35 s, 72℃ 45 s, 35 个循环; 
72℃后延伸 5 min, 4℃保存。 

每个群体选择 3 个样本共 36 个样本送上海生

工生物工程公司进行双向测序 , 测序结果用

DNAstar 软件包进行序列核对和突变位点输出。 
1.4  SSCP 引物设计和分析 

根据测序结果, 选取突变位点前后 60 bp 的保

守区域设计 SSCP 引物, 为 PRL2_F(5′-GCT CCT 
GGA ATG ACC CTC-3′)和 PRL2_R(5′-TGC CTT  
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图 1  水牛及其近缘种 PRL exon 4 基因核苷酸变异特征 

Fig.1  Nucleotide variation characteristics of PRL exon 4 in buffalo and its related species 

CCA GAA GTC GTT-3′), 由上海生工生物工程公

司合成, 缓冲液溶解至浓度为 10 µmol/L, 4℃保存, 
预期扩增片段长 123 bp。PCR 反应体系和扩增条件

同 1.3。 
取 4 µL PCR 扩增产物, 加 8 µL 变性剂(含 98%  

去离子甲酰胺, 0.025%二甲苯青, 0.025%溴酚蓝, 5 
mmol/L EDTA), 98℃变性 8 min, 冰浴 5 min 后上

样。用丙烯酰胺和 N, N-甲叉双丙烯酰胺(Acr/Bis)
按质量比为 29︰1 配成质量分数为 12%的凝胶进行

电泳, 1× TBE, 3～5 V/cm 电压室温电泳 14 h 后, 银
染染色, 数码相机拍照记录结果。 
1.5  数据统计和分析 

采用 PopGene1.31 软件(Yeh et al, 1999)计算等

位基因频率、期望杂合度、表观杂合度、香农指数

和进行 χ2 检验。 

2  结果与分析 

2.1  水牛 PRL exon 4 结构特征分析 
采用 PRL1 引物扩增并测序后获得长度为 554 

bp 的片段 , 根据内含子和外显子交界顺序的

GT-AG 法则, 并对比黄牛 PRL 基因序列 (GenBank
登录号：AF426315), 得到河流型与沼泽型水牛 PRL 
exon 4 序列长度相同, 由 180 个核苷酸组成。在沼

泽型水牛中, PRL exon 4 第 109 位核苷酸 (SNP109)
发现 C＞T 碱基替换, 但在河流型水牛中未发现多

态 , 该位置的核苷酸均为 C。该位点对应于

AF426315 序列的第 8429 nt。水牛中检测到的第 109
位碱基替换为同义替换, 均编码 Leu, 不引起蛋白

质水平氨基酸的改变。根据该位点的核苷酸组成, 
SNP109 为 C 核苷酸的等位基因命名为 PBA, 为 T
核苷酸的等位基因命名为 PBB。由此, 在所分析的

水牛群体中, 若 SNP109 位点为 C/C 纯合子的个体

基因型为PBAA; 若该位点为T/T纯合子的个体基因

型为PBBB; 若该位点为C/T杂合子的个体基因型为

PBAB。 
为进一步揭示水牛 PRL exon 4 遗传特征, 选取

NCBI 数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)上已发

表的牛科物种同源序列进行了比较分析, 结果见图

1 和图 2。在 NCBI 数据库中共有 4 条水牛 PRL 基

因序列(EF054878、EU340420、EU352822 和

DQ287249)。经比对, 在这些序列中一条沼泽型水

牛序列(EF054878)出现了一个新的 SNP 位点, 即
SNP112, 该位点核苷酸出现了 T＞C 碱基替换, 该
替换为非同义替换, 引起其编码产物由Ser变为Pro, 
将该种类型替换命名为等位基因 PBC (Du et al, 
2009)。对牛科物种的 PRL exon 4 序列比对后发现, 
水牛、黄牛(奶牛)、绵羊和山羊 PRL exon 4 序列长

度均为 180 bp, 同源性为 99%。在黄牛中, 该外显

子第 42 nt 处有 C＞T 突变(注：该突变表示为 e4. 
42(C＞T), 以下同), e4. 57(G＞C)和 e4. 78(G＞A), 
均为同义替换; 绵羊中有 e4. 108(C＞T)和 e4. 120(C 

 
图 2  水牛及其近缘种 PRL exon 4 基因氨基酸变异特征 

(对应图 1 中相应核苷酸) 
Fig.2  Amino acid variation characteristics of PRL exon 4  

        in buffalo and its related species (Corresponding to  
the nucleotide site in Fig.1) 
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＞T), 均为同义替换; 山羊中有 e4. 14(T＞A), e4. 
174(T＞G), 为非同义替换, 导致其编码的第 5 位氨

基酸由Met变为Lys, 第58位氨基酸由Phe变为Leu。 
在 NCBI 数据库进行沼泽型水牛与非牛科哺乳

类和鸟类的 PRL exon 4 同源性比对, 结果显示, 水
牛与野猪、人、黑长臂猿、褐家鼠的同源性分别为

86%、81%、82%和 76%; 与鸿雁、绿头鸭的同源性

均为 74%。 
2.2  群体遗传特征分析 

在序列分析的基础上, 采用 SSCP 检测技术对

PRL exon 4 群体变异进行了检测, 基因型分型见图

3。为了进一步确定 SSCP 检测的变异是否存在, 对
每一种变异类型选取了 4 个样本进行了正反双向序

列测定。385 头水牛检测分析结果见表 1。在所检

测的水牛个体中未发现 PBC等位基因。河流型水牛 
3 个群体中全部为基因型 PBAA型个体。而沼泽型水

牛群体中存在 PBAA、PBBB和 PBAB三种基因型。PBA

基因频率平均值为 0.629±0.049, PBA基因频率最低

的是德宏水牛群体, 为 0.400, 最高的是贵州水牛群

体, 为 0.917。各群体该位点期望杂合度在 0.159～
0.520 之间, 各群体平均值为 0.441±0.037; 各群体

香农多样性指数(Shannon’s index)在 0.287～0.693
之间, 各群体平均值为 0.614±0.042。 

 
图 3  聚丙烯酰胺凝胶电泳对 PRL exon 4 的基因型分型 
Fig.3  The genotyping image of denaturing polyacrylamid  

gel electrophoresis for PRL exon 4 

3  讨  论 

对比水牛与其近缘种 PRL exon 4 的结构特征, 
在黄牛(奶牛)中发现 3 个 SNP 位点, 均为同义替换;
绵羊中发现 2 个 SNP 位点, 均为同义替换, 表明 
PRL exon 4 在水牛、黄牛和绵羊中同义替换率大于

异义替换率, 提示其高度保守性。然而, 在山羊中

发现的 2 个 SNP 位点, 导致其编码的氨基酸发生

了改变, 这和其他牛科物种的情况不一致, 这种改

变是否引起泌乳性状或生长性状的改变值得进一

步研究。比较水牛与非牛科哺乳类和鸟类的 PRL 

exon 4 的同源性, 与几种哺乳动物的同源性在 76%
以上, 与雁形目两种鸟类比较为 74%, 也说明 PRL 
exon 4 在进化上的保守性。 

我们所测序列与 NCBI 数据库中已发表的 4 条

水牛 PRL 基因序列相比, 在序列号为 EF054878 序

列中出现了一个新的 SNP 位点, 即 SNP112, 其导

致了非同义替换, 将该种类型替换命名为等位基因

PBC (Du et al, 2009)。然而, 在进行包括水牛在内的

牛科物种的 PRL exon 4 序列比较中, 该外显子除了

EF054878 序列以外, 均为未发生替换(图 1), 提示

该位点在牛科物种中高度保守; 另外, 本研究所检

测的 385 头不同水牛群体中均未检测到此突变位点, 
因此, e4.SNP112(即等位基因 PBC)是否真实存在, 
建议原作者重新进行检测核对原始数据。 

已有多名学者研究 PRL exon 4 多态与奶牛泌

乳性状之间的关系。有报道 PRL exon 4 及两侧内含

子在黑白花奶牛(Black-and-White, n=15)、娟姗牛

(Jersey, n=6)、波兰红牛(Polish Red, n=6)、西门塔尔

牛(Simmental, n=3)、利木赞牛(Limousine, n=3)和夏

洛来牛(Charolaise, n=3)中有 6 个 SNP 位点, 分别是

第 3 内含子 g. 8307(T＞C)、g. 8314(C＞T)、第 4 外

显子 g. 8362 (T＞C)、g. 8377(G＞C)、g. 8398(A＞

G)和第 4 内含子 g. 8510(T＞C)。通过 PCR-RFLP
检测 g. 8398(A＞G)位点(对应于 PRL exon 4 的第 78
核苷酸, 为同义替换, 见图1), 发现AG基因型在黑

白花奶牛(Black-and-White, n=186)具有高产奶量, 
GG 基因型具有高乳脂含量(Brym et al, 2005)。Li & 
Du (2004)采用 PCR-RFLP 技术对 99 头中国荷斯坦

牛 PRL g. 8398 位点进行分析, 检测到 AA、AB 和

BB 基因型, 不同基因型对乳蛋白率有显著影响

(P<0.05)。Chrenek et al (1999)对瑞士褐牛进行研究

时未检测到不同基因型对产奶性状有显著性影响。

以上对黄牛 g. 8398 位点的研究结果不尽相同, 从
图 1、图 2 可知黄牛 PRL exon 4 的 3 个 SNP 位点均

为沉默突变, 并未引起其所编码蛋白质一级结构发

生改变, g. 8398 位点与产奶性状显著相关可能是该

突变位点与影响产奶性状的某个突变基因连锁导

致的, 这需要进一步验证。从本研究来看, 黄牛PRL 
exon 4 中的 3 个突变位点在本研究所分析的沼泽型

和河流型水牛样品中均未检测到, 表明水牛与黄牛

有较大的遗传差异, 这与它们之间的物种分类地位

是吻合的。由于水牛中 PRL exon 4 的第 109 nt 位点

C＞T 为沉默突变, 均编码 Leu, 据此推测该突变位
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点与泌乳性状之间没有直接的相关性。值得注意的

是, 黄牛 PRL 中的 g. 8398 位点, 对应于本研究水

牛PRL exon 4序列的第78 nt, 在沼泽型和河流型水

牛中该处核苷酸均为 G。根据在黑白花奶牛中对该

位点的基因分型标准(Brym et al, 2005), 该位点在

两类水牛群体中均已达到纯合, 为 GG 基因型的纯

合子。水牛奶中乳脂含量较高, 一般为 6%～11% 
(Zhang et al, 2004)。而在黑白花奶牛中 GG 基因型

个体具有高乳脂含量(Brym et al, 2005), 这与水牛

奶具有高乳脂含量相一致。提示该位点可能与控制

乳脂含量的基因紧密连锁, 值得进一步深入研究。 
等位基因频率是群体遗传结构和遗传组成的

重要特征, 根据 385 头水牛 PRL exon 4 检测结果, 
在所检测的 3 个河流型水牛群体中未发现 PBB 基

因。在9个沼泽型水牛群体中均检测到PBB基因, 除
了德宏水牛和富钟水牛群体外, 其余群体都是 PBA

基因占优势(PBA 基因频率>0.500), 沼泽型水牛群

体中 PBA基因频率在 0.400～0.917 之间, 群体平均

值为 0.629±0.049, 从各个群体PBA基因频率值来看, 
该位点在沼泽型水牛群体中具有地域分布特征。

PBA、PBB 基因在沼泽型水牛各个群体中均有分布, 
但在 3 个河流型水牛群体中只有 PBA基因, 提示河

流型水牛与沼泽型水牛已有较大遗传分化。两类水

牛中, 河流型水牛具有优良的乳用性能, 产奶量高; 
而沼泽型水牛主要为役用, 产奶量较低。在河流型

水牛中, PBA 基因已达到纯合, 而在沼泽型水牛中, 
PBA 基因为优势等位基因。这从另一角度表明

PBA(或者 e4.SNP109)与产奶量无关。 
分析沼泽型水牛群体 PRL exon 4 的群体遗传

特征, 香农多样性指数在 0.580～0.693之间(贵州水

牛群体除外), 属于中度多态。贵州水牛群体的香农

多样性指数为 0.287, 表观杂合度为 0.167, 观测杂

合度为 0.159, 基因纯合度较高。Hardy-Weinberg 平

衡检验显示, 除了德昌水牛(P<0.05), 所检测的其

他沼泽型水牛群体该位点均处于平衡状态(P>0.05); 
本研究河流型水牛中, 该位点都已达到纯合状态。

以上结果表明, 水牛中该位点已较少受到选择因素

的影响, 揭示该多态与产奶性能无关; 至于德昌水

牛中的 Hardy-Weinberg 不平衡现象(P<0.05), 可能

与小群体选育有关。 
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