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① 北京地区荷斯坦牛乳蛋白遗传标记应用研究

祝梅香①　张 沅
(中国农业大学动物科技学院)

摘　要　本研究选取北京市 4个牛场共 731头健康荷斯坦奶牛,利用聚丙烯酰胺凝胶垂直板状电泳 (PA GE)

对其乳蛋白进行分型,采用动物模型 (单基因位点模型和多基因位点模型)来分析乳蛋白多态性与奶牛产奶性
能间的关系,旨在证明乳蛋白多态性作为遗传标记进行辅助选择的可能性。动物模型遗传效应统计分析表
明:单基因位点模型中某些乳蛋白位点的效应不是乳蛋白本身的效应,而是连锁基因的效应。Β2CN 位点B 基
因或连锁基因显著影响乳蛋白率、乳脂率; ϑ2CN 位点和 Β2L g 位点的B 基因或连锁基因分别对乳蛋白率、乳
脂率有显著效应。
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Appl ica tion of M ilk Prote in s as Genetic M arkers in
Holste in Cattle in Be ij ing

Zhu M eix iang　Zhang Yuan
(Co llege of A nim al Sciences and T echno logy, CAU )

Abstract　A to ta l of 731 Ho lstein cow s from Beijing area w as u sed to determ ine the
geno typ ic and gene frequencies of m ilk p ro tein types, and the rela t ion sh ip s betw een m ilk
p ro tein loci and m ilk p roduct ion tra its. M ilk samp les w ere typed by po lyacrylam ide gel
electropho resis (PA GE ). Effects of m ilk p ro tein loci on m ilk perfo rm ance w ere exam ined
u sing an im al model ( singel2gene analysis in w h ich each m ilk p ro tein locu s w as analysed
separa tely and m u lt igene analysis in w h ich all m ilk p ro tein loci w ere analysed
sim u ltaneou sly ) , a im ed to demon stra te the po ssib ility of m ilk p ro tein po lymo rph ism to
conduct sub sid iary select ion as a genet ic m arker. T he resu lts of an im al model indica ted that
som e effects ascribed to certa in m ilk p ro tein genes in the single2gene analysis w ere no t effects
of the m ilk p ro tein gene itself bu t of linked genes. V arian t B o r a very clo sely linked gene of
Β2casein, ϑ2casein, Β2lactoglobu lin affected percen tages of m ilk p ro tein and m ilk fa t,
respect ively.
Key words　Ho lstein cow s; m ilk p ro tein; m ilk perfo rm ance; an im al model; genet ic m arker

多年来,公牛和母牛的选择主要依据由多基因位点控制的数量性状,如产奶量、乳脂率等。

数量性状的遗传进展受微效多基因控制,且受环境因素的影响,因而使用表型值经过统计推断

方法对种牛进行遗传评定,会降低对公牛和母牛的育种值估计的准确性。另外,部分奶牛育种

工作者从体躯、乳房形态上与泌乳能力相联系,未从生物活性物质担负机能上考虑。近二十几

年兴起的动物生化遗传学,把灵敏度极高的一些生化手段应用于动物育种中,其主要目的是寻

找在发生机理学上可较早地测定的生化参量作为育种中选择有经济意义的生产性状的辅助选

择性状[1 ]。动物生化性状分为生化质量性状和生化数量性状,生化质量性状即遗传多态性,主

要是指血液、酶或蛋白质的变异。这些性状受单基因控制,而且性状的表达不受环境的影响。
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泌乳是许多生理生化反应的复杂过程,乳汁为其终产物。参与该反应的酶、蛋白质、代谢

物、激素等活性因子无疑是该功能的直接体现者。其构型的异同,量的大小必定反映到产奶量

上来,表现出相关关系。由于酶、蛋白质等生化性状的结构和功能与生同来,终生保持相对稳定

性,对外界环境保持相对独立性,如能找到生化性状与产奶性能间可靠的相关关系,就可提早

选种,加快遗传改进速度。

近年来,许多研究表明,乳蛋白类型和产奶性能之间存在着一定程度的相关关系。1953年,

A schaffenbu rg 和D rew ry首次运用纸层析法对荷斯坦牛 Β2乳球蛋白进行分析[2 ] ,得到A , B 两

种不同的遗传变异体,引起人们对牛乳蛋白多态性的极大兴趣,揭开了研究乳蛋白多态性的序

幕。目前对乳蛋白多态性的研究主要集中在 2个方面:一是利用乳蛋白多态型基因频率,计算遗

传距离或遗传相似系数,并据此确定不同品种 (类型)间的差异程度,进行聚类分析,绘制系统图,

从而估计品种 (类型)间的亲缘关系,考证品种的起源与分化;二是研究乳蛋白多态性与泌乳性能

和生长发育性能等方面的遗传关系,试图发现乳蛋白多态性与产奶性能在基因上的紧密连锁,以

求把它作为生化标记基因来辅助选择优良种畜,改进家畜品质,提高产奶性能。

本研究旨在通过对中国荷斯坦牛乳蛋白多态性与产奶性能之间的关系进行分析,以证明

乳蛋白多态性作为遗传标记进行辅助选择的可能性,从而提高对公牛和母牛的选择的准确性。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

选取北京市 4个牛场的健康荷斯坦奶牛共 731头,各采奶样约 30 mL (分装于 2管中,一

管用于测定乳成分,一管用于电泳分型)置冰盒内迅速带回实验室备测。

1. 2　乳成分含量分析

用 104型乳成分自动分析仪 (丹麦产) ,主要分析指标包括乳脂率、乳蛋白率、乳糖、干物质

等。

1. 3　电泳方法

采用聚丙烯酰胺凝胶垂直板状电泳法对酪蛋白 (Αs12CN、Β2CN、ϑ2CN )和乳清蛋白 (Α2L a、

Β2L g )进行电泳分型[3～ 5 ]。具体操作方法可参见中国农业大学周顺伍主编的《生物化学实验技

术》[6 ]。

1. 4　产奶量分析

本研究的产奶量资料直接来自于牛场的产奶记录。在分析过程中, 剔除泌乳天数少于

90 d 的个体,对泌乳天数多于 305 d 的个体只取其 305 d 的产奶量,对介于 90 d 与 305 d 的个

体则根据校正公式[7 ]校正成 305 d 奶量。

1. 5　乳成分分析

在测定乳成分时,仅一个场取 3班奶以 3∶3∶4 (早、中、晚)比例混合测定,而另外 3个牛

场由于条件所限,只取早班奶,根据公式校正成 3班奶的指标[8 ]。

1. 6　统计分析模型——动物模型[9 ]

由于动物个体间往往存在着亲缘关系,所以采用动物模型进行基因型效应值的估计,将会

获得更可靠的结果。

1. 6. 1　基因位点模型　即将各种乳蛋白单独考虑,进行基因型效应值分析。
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(1) Y ijk lm = hy si+ p j + b1 (cijk lm - c) + b2 (cij k lm - c) 2+ m p k + a1+ eij k lm

(1)式为分析产奶量使用。

式中:　Y ijk lm为产奶量观察值;　hy si为产犊牛场年季效应; 　b1 为产犊年龄的线性回归系数;

　c为全群平均产犊年龄;　m p k 为乳蛋白基因型固定效应;　m sk = 泌乳阶段效应值。

(2) Y ijk lm n为 hy si+ p j + m sk + b1 (cijk lm n- c) + b2 (cijk lm n- c) 2+ m p 1+ am + eijk lm n

(2)式为分析乳成分使用,以下相同。

式中: Y ijk lm n为乳成分观察值; p j 为胎次效应; cijk lm为个体的产犊年龄 (月) ; b2 为产犊年龄的

二次回归系数; a l 为母牛的随机效应; eijk l为随机残差效应值。

1. 6. 2　多基因位点模型　由于酪蛋白位点间是紧密连锁的,用单基因位点模型估计某一种酪

蛋白的基因型效应时可能会受到其他酪蛋白的影响,而利用多基因位点模型同时考虑各种酪

蛋白,就可校正酪蛋白之间的影响作用。

(1) Y ijk lm nop = hy si+ p j + b1 (cij k lm nop - c) + b2 (cijk lm nop - c) 2+ Αs12CN k + Β2CN l+ ϑ2CN m +

Β2L g n+ ao+ eijk lm nop

(2) Y ijk lm nop q= hy si+ p j + m sk + b1 (cijk lm nop - c) + b2 (cij k lm nop q- c) 2+ Αs12CN l+ Β2CN m +

ϑ2CN n+ Β2L g o+ ap + eijk lm nop q

式中, Αs12CN k 为 Αs12CN 的基因型固定效应值; Β2CN l 为 Β2CN 的基因型固定效应值; ϑ2CN m

为 ϑ2CN 的基因型固定效应值; Β2L g n 为 Β2L G 的基因型固定效应值; 其他代表变量的字母含

义与单基因位点模型相同。

2　结果与分析

分析数量性状与遗传标记的相关关系,所用统计模型的合理性有着重要的意义。本研究采

用动物模型 (一种是单基因位点模型,一种是多基因位点模型,二者的区别在于如何考虑各乳

蛋白位点间的关系)来估计乳蛋白基因型对产奶性能的效应值。应用动物模型可以充分利用个

体的系谱资料,亦即考虑动物个体间的亲缘关系,所以目前是最理想的模型。

由于酪蛋白位点间连锁不平衡,如果仅用单基因位点模型估计其中某一种酪蛋白的基因

型效应,可能会受到其他酪蛋白的影响,得到不够准确的效应估计值。因此本研究又采用了多

基因位点模型,该模型将四种乳蛋白位点的效应同时考虑,可以适当地校正连锁的影响作用,

得到较可靠的基因型效应估计值。

2. 1　各种乳蛋白位点的基因型频率及基因频率

从各种乳蛋白位点的基因型频率及基因频率 (表 1)可以看出: Αs12CN , Β2CN , ϑ2CN 和 Β2
L g 四种乳蛋白位点的优势基因型 (频率最高的基因型)分别为B B , A

1
A

2, A B 和A B 型。Αs12
CN 的A B ,B C , CC 型出现得比较少,可能与群体规模不够大、代表性不强有关。Β2CN 仅发现

5种基因型,分别为A
1
A

1,A
1
A

2,A
2
A

2,A
1
B 和A

2
B ,未发现A

3 基因和B B 纯合子。对 ϑ2CN 与

Β2L g ,均是A B 型频率最高。Α2L a 只有一种表现型B B 型, B 基因已处于固定状态,这与前人

报道结果一致[10, 11 ] , 前人报道的加拿大荷斯坦牛的 Α2L a 位点B 基因处于固定状态, 另外

A schaffenbu rg (1968)也报道, 除了瘤牛外所有品种牛的 Α2L a 位点的B 基因均处于固定状

态[2 ]。总之,除了 Αs12CN 和 Α2L a 外, Β2CN , ϑ2CN , Β2L g 均是杂合子为优势基因型,可能是由

于群体引进外血进行繁殖,尚未达到 H ardy2W einbu rg 平衡。
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表 1　各乳蛋白位点基因型频率和基因频率及观察值

乳蛋白位点 基因型 观察数 频率 等位基因 观察数 频率

Αs12CN B B 722 0. 988 A 3 0. 002
A B 3 0. 004 B 1 450 0. 992
B C 3 0. 004 C 9 0. 006
CC 3 0. 004

Β2CN A 1A 1 23 0. 032 A 1 669 0. 457
A 1A 2 612 0. 838 A 2 741 0. 507
A 2A 2 43 0. 059 B 52 0. 036
A 1B 10 0. 014
A 2B 42 0. 057

ϑ2CN A A 281 0. 385 A 930 0. 637
A B 368 0. 504 B 530 0. 363
B B 81 0. 111

Α2L a A A 0 0 B 1 460 1. 000
A B 0 0
B B 730 1. 000

Β2L g A A 80 0. 112 A 545 0. 373
A B 381 0. 521 B 917 0. 627
B B 268 0. 367

Αs12CN , Β2CN , ϑ2CN , Β2L g 四种乳蛋白位点的优势基因 (频率最高的基因)分别为B , A
2,

A , B ; Αs12CN 的A , C 基因为稀有基因; Β2CN 的A
1 基因频率也较高,接近于A

2 基因; B 基因

则少得多,且未发现A
3 基因。对 ϑ2CN 与 Β2L g ,则分别是A 基因和B 基因居多,频率均超过

0. 6,这与许多研究者的研究结果是一致的[10～ 12 ]。

2. 2　用单基因位点模型对效应值的估计

表 2列出了利用单基因位点模型得到的奶牛各项产奶性能的效应估计值。与B B 型相比,

带有 Αs12CN A B 型、B C 型奶牛分别多产 101 kg、224 kg 奶, 而 CC 型的奶牛则少产 165 kg

奶。带有B B 型的奶牛的乳脂率与乳脂量低于其他基因型,而具有较高的乳蛋白率与乳蛋白

量。

就产奶量而言, Β2CN A
2
B 型最高,而A

1
B 型最低。A 1

B 型对乳脂率、乳脂量、乳蛋白率、乳

蛋白量及干物质率均有显著正效应, 其乳脂率、乳蛋白率、干物质率分别比 A
2
B 型高出

0. 28% , 0. 29% , 0. 61%。其他研究者运用单基因位点动物模型进行遗传效应估计时,同样发现

A
1
B 对乳脂率、乳蛋白率的效应,并认为其中主要是B 基因的效应,同时还发现A

3 基因对乳

脂率、乳蛋白率的显著效应[9 ]。

从表 2还可看出,带有 ϑ2CN 的B B 型的奶牛产奶量、乳蛋白率、干物质率较高,而乳脂率

低,其中乳蛋白率比A A 型奶牛高 0. 09%。有报道 ϑ2CN 的B 基因的优良乳品加工特性是由

于 ϑ2CN B B 基因型的乳酪蛋白胶粒小,同质性好,对乳蛋白率的正效应作用造成的[12, 13 ]。

与B B 型相比, Β2L g 的A A 型奶牛产奶量高出 148 kg,这与A leandri (1990)的试验结果

一致,曾报道 Β2L g 的A A 型与B B 型相比,产奶量显著提高[14 ]; 就乳脂率、乳蛋白率和干物质

率而言,A A 型比B B 型分别低 0. 12%、0. 04%和 0. 08% ,其他研究者也发现B B 型个体乳脂

率较高[15 ] , A A 型有降低乳脂率的作用[11, 16 ]。
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表 2　单基因位点动物模型分析乳蛋白基因型对产奶性能效应的估计值

乳蛋白位点 基因型
305 d产奶量

m ökg

乳脂率

w ö%

乳脂量

m ökg

乳蛋白率

w ö%

乳蛋白量

m ökg

干物质

w ö%

Αs12CN B B 0 0 0 0 0 0
A B 101 0. 06 22. 10 - 0. 17 - 9. 60 - 0. 23
B C 224
CC - 165

Β2CN A 1A 2 0 - 0. 06 - 2. 09 - 0. 01 - 0. 99 - 0. 03

A 1A 1 - 194 0. 37 6. 31 - 0. 02 - 10. 80 0. 66

A 2A 2 62 - 0. 27 - 5. 24 - 0. 07 - 8. 40 - 0. 31

A 1B - 296 0. 28 2. 09 0. 29 26. 30 0. 61

A 2B 167 0 0 0 0 0

ϑ2CN A A - 69 - 0. 15 6. 47 - 0. 01 1. 90 - 0. 25

A B - 138 0 0. 99 0 - 3. 10 0

B B 0 - 0. 08 0 0. 08 0 - 0. 13

Β2L g A A 148 - 0. 12 - 11. 50 - 0. 04 0. 90 - 0. 08

A B - 73 - 0. 43 - 6. 90 0. 02 - 2. 60 - 0. 01

B B 0 0 0 0 0 0

2. 3　用多基因位点模型对效应值的估计

表 3列出了多基因位点动物模型的分析结果。比较单基因位点模型和多基因位点模型效

应估计值结果可以发现,从总体来讲,酪蛋白基因型的效应值有所降低。

表 3　多基因动物模型分析乳蛋白基因型对产奶性能效应的估计值

乳蛋白位点 基因型
305 d产奶量

m ökg

乳脂率

w ö%

乳脂量

m ökg

乳蛋白率

w ö%

乳蛋白量

m ökg

干物质

w ö%

Αs12CN B B 0 0 0 0 0 0
A B 98 0. 05 11. 5 - 0. 12 - 8. 4 - 0. 10
B C 186
CC - 183

Β2CN A 1A 2 0 0 0 0 0 0

A 1A 1 - 233 0. 12 24. 5 - 0. 02 - 9. 7 0. 58

A 2A 2 56 - 0. 22 - 21. 6 - 0. 05 - 7. 8 - 0. 27

A 1B - 275 0. 30 10. 8 0. 25 27. 6 0. 55

A 2B 205 0. 03 2. 2 - 0. 01 2. 1 0. 01

ϑ2CN A A 44 - 0. 29 8. 5 0. 03 4. 8 - 0. 19

A B 0 0 0 0 0 0

B B 147 - 0. 05 1. 1 - 0. 07 3. 2 - 0. 18

Β2L g A A 184 - 0. 17 - 11. 8 - 0. 07 0. 2 - 0. 07

A B - 57 - 0. 39 - 6. 5 0. 01 - 3. 0 0

B B 0 0 0 0 0 - 0. 02
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对 Αs12CN , A B 型对产奶量、乳脂率、乳蛋白率的估计效应值分别由 101 kg, 0. 06% ,

- 0. 17%降为 98 kg, 0. 05% , - 0. 12% ; 同时乳脂量、乳蛋白量的估计效应值也有一定程度的

下降,这可能是由于同时考虑其他酪蛋白的效应而致。Β2CN A
2
B 型对产奶量的效应估计值有

所提高, 而A
1
B 型对乳蛋白率的效应估计值降低 0. 04% ,由 0. 29%变为 0. 25%。与单基因位

点模型相比, ϑ2CN 的B B 型对乳脂率、乳蛋白率的估计效应值分别由- 0. 08%、0. 08%变为

- 0. 05% , 0. 07% ,干物质率也略有降低。

分别运用单基因位点模型和多基因位点模型对荷斯坦牛进行的遗传效应分析表明[17 ]: 运

用单基因位点模型, ϑ2CN 基因影响第一泌乳期乳蛋白率,B B 型提高乳蛋白率但降低产奶量;

Β2CN 基因型对产奶量、乳脂率、乳蛋白率和乳蛋白量效应显著,其中主要是A
3, B 基因的效

应。A
3 降低乳脂含量,提高乳蛋白含量。但运用多基因位点模型则得到,酪蛋白的效应降低。

Αs12CN 对乳脂率和乳蛋白量, Β2CN 对乳蛋白率效应不再显著,但 Β2CN 对产奶量、乳脂率、乳

蛋白量的效应仍然保持显著。ϑ2CN 对乳脂率、产奶量的效应也不再显著,但对乳蛋白率的效

应未受影响。这一结果说明,酪蛋白基因处于连锁不平衡状态。

上述Αs12CN、Β2CN、ϑ2CN 基因型效应值的变化与三者的紧密连锁有关[18 ]。运用单基因位

点模型,未能同时考虑各种酪蛋白之间的影响作用,某些乳蛋白基因的效应可能不是乳蛋白基

因本身的效应,而是连锁基因的效应 ; 运用多基因位点模型,将各种酪蛋白的效应同时考虑,

就可剔除连锁基因的效应,得到各种酪蛋白基因型的较可靠的效应估计值。

Β2L g 各基因型效应值与单基因位点模型分析结果相比变化不大,主要是由于Β2L g 位点

与酪蛋白位点之间不存在连锁,无所谓连锁基因效应,其效应不因对酪蛋白基因型效应值的校

正而受到影响。

3　讨论与结论

(1)在家畜育种中,借助各种遗传标记进行辅助选择,已有很长的历史[19 ]。在早期,是以体

型外貌为标记,促使品种外貌达到一致性,通过外貌标记来选择优良种畜,这主要是基于一些

体型外貌性状与重要经济性状间的相关关系,但是经过多年研究与实践已证明,这些相关是很

低的。因此,单纯用体型外貌特征作为重要经济性状的标记是很粗糙的。

从家畜育种观点出发,作为遗传标记必须符合以下几个条件:①具有稳定的遗传基础或较

高的遗传力;②与重要经济性状有较高的遗传相关;③测定方法简单,重复率高;④可以在生命

早期表现出来并且不受性别限制。

乳蛋白多态性是和乳成分直接相关,表现为简单的孟德尔遗传、呈共显性的质量性状,不

受环境因素的影响。根据本研究结果及大量文献表明,乳蛋白基因型与奶牛产奶性能间存在着

一定程度的相关性,因此以乳蛋白基因型作为预测公、母牛产奶性能的遗传标记,将其应用到

公、母牛育种的辅助选择中,实现早期选择,加快育种速度,是可行的。

奶牛的产奶性能是受微效多基因控制和受环境因素影响的相当复杂的数量性状,在已有

的研究中,多数是根据某一位点上的某一等位基因与产奶性能的关系衡量其作为遗传标记的

可能性,所得结果不尽相同。如果能综合几个位点的基因进行综合选择,辅助选择的价值将大

大提高。不过目前这方面工作进行得比较少,还需进一步研究。

(2)由于传统的电泳分型方法是在蛋白水平上的研究,其缺陷是显而易见的[20 ]: ①不能进
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行早期测定;②泌乳属限性性状,只能对母牛的乳蛋白进行分型,对公牛则不能检测;③对某些

性状,如犊牛存活率无法检测,因为只有存活者才能被分型。

随着分子遗传学和DNA 分析技术的发展,如限制性片段长度多态性(R FL P)和聚合酶链反应

(PCR )分析方法[4, 20 ] ,可以利用血液、精液样品提取DNA 对乳蛋白基因进行直接分型,不受性别、

年龄的限制,克服了传统生化方法的缺陷,为种畜的谱系鉴定和早期选择提供了一种十分可行的方

法。总之,分子生物学技术在奶牛乳蛋白分型和育种中的应用潜力很大,具有广阔的发展前景。今后

几年内随着分子生物学技术的不断改进和完善,形成规范化的,高度精确且简便易行的DNA 水平

的分析手段,进行遗传改良的标记辅助选择育种计划会很快付诸实施。
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