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摘 要：以 50头信阳水牛为材料，以 GenBank公布的牛 PRL基因序列(NC_007324)作为参照序列，设计 PCR引

物，对 PRL基因的第 2、4、5外显子进行变异检测，并将其多态性与部分生长性状进行相关分析。结果表明：试

验牛群体中，每一外显子的 PCR扩增产物经 SSCP分析均出现不同带型；试验牛 PRL基因第 2、4、5外显子各

存在 1处 SNP(2974G>A，7581 G>A，8558 G >−)。PRL基因第 2外显子 BB型个体坐骨端宽显著宽于 AA型个体

(P<0.05)。 
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Abstract: Blood samples from fifty xinyang buffalos were extracted for genomic DNA and the primers for PRL gene 
(NC−007324) were designed to detect the polymorphisms in the second，fourth and fifth exons of this gene by 
PCR−SSCP and DNA sequencing， then the correlations between the polymorphisms and the growth traits of the buffalos 
were analyzed. The PCR−SSCP and DNA sequencing showed that in the tested buffalos each exon had shifted SSCP 
band and there was one SNP in each exon (2974G>A，7581G>A，8558 G>−). The correlation analysis showed that the 
hucklebone widths in the buffalos genotyped AA were significantly (P<0.05) greater than those in the buffalos genotyped 
BB based on the second exon polymorphisms. 
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信阳水牛主产于河南省信阳市，是中国水牛地

方优良品种之一，1983 年被列入《河南省地方优良

畜禽品种志》，2003年被列入《中国畜禽遗传资源名

录》，是豫南地区的优势畜种。随着人们对优质牛奶、

牛肉消费需求量的增加，为选育乳肉兼用的新型水

牛，对信阳水牛进行遗传改良，使其由使役型向产

肉、产奶型转变，尤其是向产奶型转变具有重要意

义。催乳素(prolactin，PRL)主要由垂体的催乳素细

胞分泌[1]，广泛分布于垂体以外的很多组织器官[2]。

牛的 PRL基因被定位在 23号染色体上[3]，由 5个外

显子和 4个内含子组成[4]。PRL基因对水牛的乳腺发

育、泌乳和乳蛋白基因的表达有明显的调控功能，

且具有促进泌乳、维持黄体、分泌孕酮、促进前列

腺及精囊的生长等作用。近年来，经济性状功能基
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因的多态性研究已经成为动物遗传育种研究的热点

之一，但对信阳水牛 PRL基因及其与生长性状的相

关性研究尚少见报道。笔者研究信阳水牛 PRL基因

单核苷酸多态性与其生长性状的相关性，旨在为信

阳水牛的分子育种提供参考依据。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

1.1.1 样 本 

血样采自河南省信阳市光山、商城等地。供试

信阳水牛 50 头，对每头水牛颈静脉采血 20 mL，

ACD抗凝(血液∶ACD=6∶1)于－20 ℃保存。 

1.1.2 主要试剂及试验设备 

Tris饱和酚、蛋白酶 K购于郑州久是生物技术 
 

有限责任公司；10×PCR Buffer(Mg2+ free)、dNTP 混

合物、MgCl2、DNA Taq酶购于 TaKaRa 宝生物工

程有限公司；其他试剂均为国产，主要购于郑州久

是生物技术有限责任公司。PCR仪、凝胶成像系统

均为美国生产；紫外分析仪、电泳仪、水平电泳槽、

垂直电泳槽均购于北京六一公司。 

1.2 方 法 

1.2.1 基因组 DNA 的制备、引物设计及合成 

常用溶液与试剂的配制及全血基因组 DNA 的

提取参照分子克隆指南进行。 

参照 GenBank 中提供的牛 PRL 基因序列

(NC_007324)，利用 Primer 5.0软件设计 PRL基因

第 2、4、5外显子的 PCR引物 3对(表 1)。引物由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 

表 1  用于信阳水牛 PRL 基因不同位点的引物序列信息 

Table 1   Primers for PCR of the PRL loci 

位点 引物序列 引物长度/bp 产物长度/bp 退火温度/℃

exon 2 5′−TGCTAACCTTGGGCTAAT−3′；5′−TTGAAGTTTGGCTGATGC−3′ 18 339 61 

exon 4 5′−GTCAATCACTCTGAGCAAAA−3′；5′−TCCTCATTACAGAAATCACC−3′ 20 333 63 

exon 5 5′−TTATTCCTGGAGCCAAAGAG−3′；5′−AGATGAAACCCATTAGAGCC−3′ 20 304 55 
 

1.2.2 PCR 反应体系及扩增程序 

PCR 反应体系 15 µL，其中，2.5 mmol/L 
10×Buffer (Mg2+ free) 1.5 µL，2.5 mmol/L dNTP混
合物 1.1 µL，25 mmol/L MgCl2+ 0.7 µL，10 pmol/L
上游引物 0.3 µL，10 pmol/L下游引物 0.3 µL，5 U/μL 
Taq酶 0.075 µL，模板 1.0 µL，灭菌水 10.325 µL。
PCR扩增程序：95 ℃预变性 10 min；94 ℃变性 30 s，
退火 40 s，退火温度见表 1，72 ℃延伸 40 s，33个
循环；72 ℃延伸 10 min。4 ℃保存。 

1.2.3 PCR 产物检测及 SSCP 分析 

取 5 μL PCR产物与 1 μL加样缓冲液混匀后，

上样于 2%琼脂糖凝胶，60 V电压电泳约 30 min，

EB染色，于紫外灯下观察并拍照。 

2 μL PCR 产物和 8 μL的 Loading Buffer，95 ℃

变性 10 min，迅速置于冰上 5 min，电泳缓冲液为

1×TBE，10 %聚丙烯酰胺凝胶电泳。电泳条件如下。 

(1) exon2：250 V预电泳 20 min；250 V电泳

30 min；110 V电泳 10 h； 

(2) exon 4：250 V预电泳 5 min；250 V电泳 15 

min；160 V电泳 4 h； 

(3) exon 5：250 V预电泳 20 min；250 V电泳

40 min；130 V电泳 6.5 h。 

1.2.4 PRL 基因扩增产物的回收、纯化及序列测定 

为确定突变位点在序列中的位置，对每个位点

不同基因型的 PCR产物进行回收、纯化、测序，以

进一步论证其多态位点的存在。选取有多态位点的

个体，收集其 PCR产物约 120 μL，进行 1.5%琼脂

糖凝胶电泳，50 V电泳约 1 h后，用试剂盒进行纯

化。经 SSCP初步分型后，选取不同基因型个体并

将其 PCR 扩增产物送至南京金斯瑞生物科技有限

公司测序。 
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1.3 测定指标及数据分析 

测定体高、体斜长、胸围、腹围、十字部高、

腰角宽、坐骨端宽等体尺指标，并用 SPSS软件进行

显著性检验。用 DNA Star软件进行序列比对分析。 

2 结果与分析 

2.1 PCR 产物的 SSCP 检测结果 

PRL 基因不同位点的 PAGE 电泳分型结果见图

1。由图 1看出：exon 2、exon 4和 exon 5均出现了
3 种带型。对 exon 2 SSCP 检测结果进行统计，有
AA型 32个、AB型 15个、BB型 3个；对 exon4 SSCP
检测结果进行统计，有 EE型 39个、EF型 2个、FF
型 9个；对 exon 5 SSCP检测结果进行统计，有 CC
型 20个、CD型 27个、DD型 3个。据此可初步判
断信阳水牛 PRL基因以上 3个位点存在多态性。 

BB      AA       AA      AB          FF       EF       EF       EE          CD        DD         CC 

                   
a                                         b                                    c 

a、b、c分别为 exon 2、exon4、exon 5；AA、AB、BB、EE、EF、FF、CC、CD、DD均为基因型。 

图 1 信阳水牛 PRL 基因的 PCR−SSCP 凝胶电泳图谱 

Fig.1  SSCP patterns of PCR products of PRL gene in xinyang buffalos by electrophoresis 

2.2 PRL 基因的 SNPs 检测结果 

与 GenBank 中的序列 NC_007324 相比，PRL
基因第 2、4、5 外显子上分别出现 1 个 SNP(2974 

G>A，7581 G>A，8558 G >−)。这些突变导致了SSCP
分析结果的带型变化，测序结果见图 2。

 
C  T  C  G  G  A  A  A               A  T  A  G  G  A  T  A          C     T    G    G     C    A    A 

 
C  T  C  A  G  A  A  A             A  T  A  A  G  A  T  A          C     T     G     C     A    A 

Ⅰ                                         Ⅱ                                        Ⅲ 

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ分别为 exon 2、exon 4、exon 5。 

图 2 信阳水牛 PRL 基因的 SNPs 检测结果 
Fig.2  Results of DNA sequencing for PRL gene in xinyang buffalos 

2.3 PRL 基因多态位点的遗传学分析 

信阳水牛 PRL 基因多态位点的基因频率和遗
传多态性指标见表 2。PIC>0.5 为高度多态，0.25< 
PIC<0.5 为中度多态，PIC<0.25 为低度多态。由表 2
可知，PRL基因的第 2、4、5外显子均为中度多态，
遗传变异较大。  

2.4 PRL 基因多态性与体尺性状的相关分析 

对 50 头信阳水牛进行基因型与体尺性状的相

关性分析(表 3)。由表 3 可以看出，PRL 基因第 2
外显子BB型个体的坐骨端宽显著宽于AA型个体。 

表 2  PRL 基因不同位点的遗传学指标  

 Table 2  Genetic indexes for different PRL loci 

位点 
多态信息

含量(PIC)
杂合度 纯合度 

有效等位

基因数 

exon 2 0.276 8 0.331 8 0.668 2 1.496 6 

exon 4 0.268 8 0.320 0 0.680 0 1.470 6 

exon 5 0.344 4 0.442 2 0.557 8 1.792 8 
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表 3  信阳水牛 PRL 基因不同位点的多态性与体尺性状的关联分析   

Table 3  Association between polymorphisms in PRL gene and growth traits in Xinyang buffalo         cm 

位点 基因型 体高 体斜长 胸围 腹围 十字部高 腰角宽 坐骨端宽 

AA 123.586±1.265 134.517±2.345 185.448±3.015 219.948±3.611 124.414±1.029 50.483±0.956 (27.552±0.785)a

AB 124.367±1.759 140.067±3.260 185.733±4.192 221.800±5.020 124.467±1.431 50.867±1.329 (30.000±1.091)ab

exon 2 

BB 126.000±3.932 144.000±7.291 188.000±9.373 230.333±11.226 125.000±3.199 54.000±2.971 (33.667±2.440)b

EE 123.944±1.140 135.861±2.315 186.028±2.700 222.375±3.249 124.472±0.910 50.778±0.859 28.306±0.751 

EF 125.000±4.836 134.000±9.059 189.000±11.457 218.500±13.784 128.500±3.861 54.500±3.644 29.000±3.187 

exon 4 

FF 123.944±2.280 141.667±4.271 183.667±5.401 217.111±6.498 123.556±1.820 50.222±1.718 30.333±5.196 2

CC 122.444±1.583 137.111±3.065 182.333±3.759 219.278±4.570 123.000±1.276 49.500±1.203 28.167±1.502 

CD 124.788±1.317 136.346±2.550 187.192±3.128 221.327±3.802 125.346±1.061 51.692±1.001 28.846±0.888 

exon 5 

DD 126.333±3.877 140.333±7.507 193.000±9.208 231.667±11.194 125.667±3.214 51.333±2.947 31.000±2.614 

3 讨论与结论 

催乳素在促进哺乳动物个体的乳腺发育、乳汁

生成、发动和维持泌乳方面发挥重要作用，国内外

学者对 PRL 基因的多态性进行了大量研究。
Lazebnaia 等[5]发现 bPRL 基因第 3 外显子的 Rsa I
位点杂合度为 0.36。Staiger 等[6]的研究表明，PRL
基因的不同基因型对产奶率有重大影响，可作为提

高奶羊产奶量的一个潜在标记。周国利等[7]对 543
头北京荷斯坦奶牛 PRL 基因的多态性与产奶性状进
行关联分析，结果表明不同基因型牛在产奶量、乳

脂量、乳蛋白量及乳脂率等方面存在显著差异。李

吉涛等[8]在 99 头中国荷斯坦牛中检测到催乳素基
因 3种基因型，这 3种基因型奶牛的平均产奶量差
异显著，BB型高于 AB型，AB型高于 AA型，乳
蛋白率差异极显著。Brym等[9]在 PRL基因中检测到
了 6个多态位点，该基因型与产奶性状的相关性表
现为：AG基因型奶牛的产奶量高，GG基因型奶牛
所产的奶乳脂率高。Khatami 等[10]发现雅罗斯拉黄

牛和荷斯坦奶牛由于催乳素的突变而出现了不同

基因型，bPRL的 Rsa I多态型 BB基因型与牛乳中
的脂肪含量呈负相关。Sodhi 等[11]对印度本地牛

PRL基因第 3外显子的研究表明，一个大群体印度

本地牛PRL基因的Rsa I位点与其他国家的牛不同。
王丽娟等[12]对中国荷斯坦牛 PRL 基因第 4 外显子
8377位点和第 4内含子 8510位点进行研究，结果
表明 GG基因型个体乳产量显著高于 CC基因型，
GC 基因型个体乳蛋白率显著高于 CC 基因型。周
美菊[13]以荷斯坦种公牛的 98个子代(雌性)为材料，

研究与泌乳性状相关联的 PRL基因，结果表明 PRL
基因对产奶量的影响显著。张剑[14]以中国荷斯坦牛

为材料，研究了 PRL基因与产奶性状的关系，结果
表明在外显子 2和 4上分别有 1个 SNPs，在 bPL4
位点上，BB 基因型个体的乳脂量显著高于 AA 和
AB 基因型个体。以上研究结果表明，催乳素基因

的多态性与家畜乳用性状显著相关，而乳用性能高

低与生长发育有密切关系。 
本研究中信阳水牛 PRL基因第 2、4、5外显子

的多态性有 3个 SNP位点，这 3个位点中第 2外显
子与坐骨端宽显著相关。在奶牛 PRL基因上的研究
已证明其多态与荷斯坦奶牛产奶性状显著相关，而

生长性状指标与产奶性状存在强正相关关系[15−19]。

本研究结果与上述研究结果一致，因此，本研究结

果可为进一步研究信阳水牛提供参考，也可为水牛

经济性状的选育提供潜在的遗传标记。 
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