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布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因单核苷酸多态性分析
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摘要：为研究布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１（ｄｅｃａｐｒｅｎｙｌ　ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　１）基因与肉质性状
的相关性，采用ＰＣＲ－ＳＳＣＰ技术对９６头布莱凯特黑牛进行单核苷酸多态性检测。经ＰＣＲ－ＳＳＣＰ检
测及克隆测序发现，布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因各扩增片段中，Ｐ４表现为ＡＡ、ＡＢ、ＢＢ　３种基因型，

Ｐ９表现为ＣＣ、ＣＤ　２种基因型，且各存在１个ＳＮＰ位点：第４个外显子１２２ｂｐ处发生Ａ→Ｇ的碱
基突变，并引起相应氨基酸的改变（Ｎ１５６Ｓ）；第１１个外显子６ｂｐ处发生Ｃ→Ｔ的碱基突变，但未引
起氨基酸的改变。经肉质性状关联性分析发现，ＡＡ、ＡＢ、ＢＢ不同基因型间差异不显著（Ｐ＞
０．０５），但ＡＢ型的综合肉质指标较好。研究表明，布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因各外显子核苷酸序列
的稳定性极高；外显子４内的碱基突变可能会引起ＰＤＳＳ１蛋白质空间结构及功能的改变，但与肉
质性状相关性不显著。
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　　ＰＤＳＳ１（ｄｅｃａｐｒｅｎｙｌ　ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ｓｕｂ－
ｕｎｉｔ　１）基因是 ＣｏＱ１０合成过程中的关键酶基因。

ＣｏＱ１０是生物有氧呼吸电子传递链中的必要成分，
其不仅对于 ＡＴＰ的产生至关重要，还具有清除体
内活性氧自由基及通过调控ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ比率来
控制细胞的氧化还原态等功能，是人体内唯一可利
用的ＣｏＱ类。研究表明［１－２］，聚异戊二烯焦磷酸合
成酶在ＣｏＱ合成过程中具有专一性（决定着ＣｏＱ
的种类），是重要的限速酶类，并且该酶在原核生物
和真核生物中呈现不同的结构和种类。研究发
现［３］，小鼠的ｍＳＰＳ１和ｍＤＬＰ１及人类的ｈＤＰＳ１和

ｈＤＬＰ１只有在形成异源四聚体后，才能催化ＣｏＱ１０
侧链的合成。近年来，人们对ＣｏＱ１０合成过程中关
键酶ＤＰＰＳ（ｄｅｃａｐｒｅｎｙｌ　ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ）相关
基因（即ＣＯＱ１同源基因）的研究越来越多，且主要
集中在微生物转基因工程、发酵工程及人类临床医
学方面［４－５］。目前，关于牛体内ＣｏＱ１０合成方面的研
究还较少。有研究表明［６－７］，ＣｏＱ１０可以改善牛卵母
细胞或精子线粒体功能并减轻夏季热应激。但

ＣｏＱ１０与肉质性状的相关性研究还未见报道。本实
验室利用分子遗传标记技术辅助布莱凯特黑牛群体

的改良，促进了新品种的培育。前期董懿为等［８］利
用１０个微卫星标记分析了鲁西黄牛、布莱凯特黑
牛、渤海黑牛及和牛４个肉牛群体，结果表明，这４
个肉牛群体内和群体间的遗传多样性和亲缘关系是

有关联的，为正确评估布莱凯特黑牛遗传多样性提
供了分子水平的依据。本研究对ＰＤＳＳ１基因的单

核苷酸多态性（ＳＮＰ）进行检测分析，为进一步研究
其与布莱凯特黑牛体内ＣｏＱ１０合成、肉质性状的相
关性奠定理论基础。

１　材料和方法

１．１　试验动物
在山东布莱凯特黑牛科技股份有限公司养殖基

地随机选择９６头育肥牛，分别采集耳组织样品约

１０ｇ放入７５％的乙醇（分析纯）中，４℃保存备用。
同时，从这９６头牛中随机选择５４头同期育肥牛（约

３５月龄），屠宰后测定其大理石花纹、眼肌面积及背
膘厚等肉质性状。

１．２　主要试剂
基因组ＤＮＡ提取试剂盒、ＴＯＰ１０感受态细胞

购自天根生化科技有限公司；ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、

１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ（不含 Ｍｇ２＋）、ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ（各

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚合酶（５Ｕ／μＬ）、ＬＡ
Ｔａｑ酶 （５ Ｕ／μＬ）、２×ＧＣ　ＢｕｆｆｅｒⅡ （含 Ｍｇ

２＋

５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ｄｄＨ２Ｏ、６×Ｌｏａｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ、ＤＬ２０００
ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、ｐＭＤ１９－Ｔ克隆试剂盒等均购自宝生
物工程（大连）有限公司；其他常规试剂均为分析纯。

１．３　引物设计与合成
参照 Ｅｎｓｅｍｂｌ公布的牛 ＰＤＳＳ１ 基因（ＥＮＳ－

ＢＴＡＧ０００００００６５２９）全序列，应用Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件
针对１１个外显子设计了９对引物（表１），并由生工
生物工程（上海）股份有限公司合成。

表１　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因各目的片段的扩增引物

目的片段 引物序列（５′→３′）　　　 片段大小／ｂｐ 退火温度／℃

Ｐ１（含Ｅ１） Ｆ：ＣＣＧＴＣＧＣＡＡＡＧＴＡＡＣＣＴＴ　 ５８４　 ５６
Ｒ：ＧＡＣＡＴＣＧＣＴＣＴＡＣＡＧＡＣＣ

ＡＧＰ２（含Ｅ２） Ｆ：ＣＡＴＡＧＴＴＣＡＴＣＡＧＧＣＡＣＴＣＴＴＴ　 ５５７　 ５８
Ｒ：ＣＡＣＣＡＡＴＧＧＡＣＧＡＣＴＧＴＴＴＴ

Ｐ３（含Ｅ３） Ｆ：ＡＧＴＧＣＣＣＡＧＴＣＴＴＣＣＡＴＴ　 ３２８　 ５７
Ｒ：ＣＴＴＧＴＡＴＣＧＣＡＴＣＴＴＣＣＡ

Ｐ４（含Ｅ４） Ｆ：ＣＧＴＴＴＴＧＴＧＴＡＧＴＴＡＴＧＣＣＡ　 ３８７　 ５９
Ｒ：ＴＧＣＴＧＡＡＧＴＴＧＣＴＣＴＣＣＣ

Ｐ５（含Ｅ５） Ｆ：ＣＡＡＧＡＴＧＡＴＴＧＣＴＧＡＧＡＡＧＧ　 ３２５　 ５７
Ｒ：ＧＡＣＣＡＣＡＴＴＴＧＡＴＧＡＡＡＣＡＣＡ

Ｐ６（含Ｅ６、Ｅ７） Ｆ：ＣＡＴＣＴＣＣＡＧＧＣＧＴＴＣＧＴＴＴＣ　 ７４３　 ６４
Ｒ：ＧＴＡＧＴＧＴＣＣＧＡＣＣＣＴＣＡＧＣＧ

Ｐ７（含Ｅ８、Ｅ９） Ｆ：ＧＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴＣＣＣＣＧＴＧＧ　 ５３９　 ６２
Ｒ：ＣＡＧＡＧＧＣＡＡＡＡＡＴＧＡＣＴＧＧＣＴＴ

Ｐ８（含Ｅ１０） Ｆ：ＣＴＴＣＡＣＴＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＡＡＴ　 ３３５　 ５８
Ｒ：ＧＴＣＴＴＧＣＧＴＣＴＡＡＡＡＣＴＣＧ

Ｐ９（含Ｅ１１） Ｆ：ＡＡＣＴＣＡＣＴＧＴＡＧＣＡＧＧＡＣＴＴ　 ６０５　 ５８
Ｒ：ＣＧＴＧＧＡＣＴＧＡＡＡＴＧＴＡＧＡＣＴ

　注：Ｅ１－Ｅ１１为ＰＤＳＳ１基因内的１１个外显子。
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１．４　ＰＣＲ扩增
提取莱凯特黑牛耳组织的基因组 ＤＮＡ 为模

板。ＰＣＲ反应体系（除片段Ｐ１外）２０μＬ：１０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，ＭｇＣｌ２２μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　２μＬ，上、
下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．４μＬ，Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶

０．２μＬ，ＤＮＡ 模板（约５０ｎｇ／μＬ）１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
１２μＬ；片段Ｐ１（ＧＣ含量高达８０％以上，经验证普
通ＰＣＲ反应体系不适用）的反应体系２０μＬ：２×ＧＣ
ＢｕｆｆｅｒⅡ１０μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　３．２μＬ，上、下游引
物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．４μＬ，ＬＡＴａｑ酶０．２μＬ，ＤＮＡ
模板（约５０ｎｇ／μＬ）１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　４．８μＬ。

ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，退火（退火温度见表１）３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，

３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。ＰＣＲ产物
用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测，ＥＢ染色后在紫外凝
胶成像仪上观察电泳结果并拍照。

１．５　ＰＣＲ－ＳＳＣＰ检测
取等体积的变性上样缓冲液［去离子甲酰胺

９８ｍＬ、ＥＤＴＡ（０．５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ 值８．０）２ｍＬ、溴酚
蓝０．０２５ｇ、二甲苯氰０．０２５ｇ，混匀］，加入ＰＣＲ产
物中，然后置于ＰＣＲ仪上９８℃变性１０ｍｉｎ；立即取
出冰浴１０ｍｉｎ，变性产物用５％非变性聚丙烯酰胺
凝胶在１×ＴＢＥ缓冲液中进行电泳检测（４ ℃、

３５０Ｖ、１２ｈ）。银染显色，拍照保存。

１．６　克隆测序
每个基因型随机挑选２个不同样本，对其ＰＣＲ

产物进行纯化回收，并克隆至ｐＭＤ１９－Ｔ载体，将鉴
定正确的重组菌送至生工生物工程（上海）股份有限
公司进行测序。

１．７　数据处理
利用Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ　７．０、ＤＮＡＭＡＮ　５．２．２、Ｃｈｒｏ－

ｍａｓ等生物学软件对ＰＤＳＳ１基因中存在的ＳＮＰ位
点进行分析；利用群体遗传学相关知识，统计不同基
因型个体的数量，计算基因型频率、等位基因频率及
有效等位基因数、杂合度、多态信息含量等遗传学参
数，并 对 其 进 行 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平 衡 定 律 检
验［９－１０］；利用ＳＰＳＳ　１７．０分析不同基因型间肉质性
状的关联性。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ－ＳＳＣＰ检测结果
上述９对引物对布莱凯特黑牛基因组ＤＮＡ进

行ＰＣＲ扩增的结果与预期相符（图１），可进行

ＰＣＲ－ＳＳＣＰ电泳检测。经非变性聚丙烯酰胺凝胶电
泳检测，发现仅Ｐ４、Ｐ９多态性显著。因此，将片段

Ｐ４和Ｐ９作为之后的重点研究对象，其银染图片见
图２、图３。由图２、图３可以看出，片段 Ｐ４具有

ＡＡ、ＡＢ、ＢＢ　３种基因型；片段Ｐ９具有ＣＣ、ＣＤ　２种
基因型。

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－９．目的片段Ｐ１－Ｐ９

图１　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因各目的片段的扩增效果

图２　ＰＤＳＳ１基因中片段Ｐ４的ＰＣＲ－ＳＳＣＰ检测结果

图３　ＰＤＳＳ１基因中片段Ｐ９的ＰＣＲ－ＳＳＣＰ检测结果

２．２　测序结果
为进一步确认目的片段Ｐ４、Ｐ９中ＳＮＰ位点的

存在及其在序列中的位置，针对不同基因型各挑选

２个样本进行克隆测序（图４、图５）。将测序结果在

ＤＮＡＭＡＮ　５．２．２生物软件中进行比对，发现片段

Ｐ４、Ｐ９中各存在１个ＳＮＰ位点：在ＰＤＳＳ１基因第

４个外显子１２２ｂｐ处发生Ａ→Ｇ的碱基突变，且引
起相应氨基酸（第１５６位）残基的改变即 Ｎ→Ｓ；在
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ＰＤＳＳ１基因第１１个外显子６ｂｐ处发生Ｃ→Ｔ的
碱基突变，但未引起相应氨基酸的改变。

图４　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因第４个
外显子内纯合基因型测序峰

图５　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因第１１个
外显子内各基因型测序峰

２．３　ＰＤＳＳ１基因中存在的ＳＮＰ位点对蛋白质结构
和功能的影响

利用序列分析软件Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ　７．０对片段Ｐ４
中的错义突变位点进行蛋白质二级结构预测分析

（图６）。结果表明，由于ＡＡ型与ＢＢ型在氨基酸序
列第１５６位处发生改变（Ｎ１５６Ｓ），导致二者的蛋白
质二级结构局部发生差异：第１５５－１５７处氨基酸残
基的二级结构未改变，均为无规则卷曲；但第１６１－
１８２处的部分氨基酸残基（即第１６２、１６３位残基）发
生α－螺旋与β－折叠之间的转换。

２．４　群体遗传学分析结果
根据ＰＣＲ－ＳＳＣＰ检测及克隆测序结果，对布莱凯

特黑牛ＰＤＳＳ１基因中扩增片段Ｐ４、Ｐ９内的ＳＮＰ位点
进行群体遗传学统计（表２）。由表２可知，布莱凯特黑
牛ＰＤＳＳ１基因片段Ｐ４、Ｐ９中单核苷酸多态位点的杂
合度（Ｈｅ）分别为０．４４８、０．２０４，有效等位基因数（Ｎｅ）分
别为１．８１２、１．２５６，多态信息含量（ＰＩＣ）分别为０．３４８、

０．１８３，这表明片段Ｐ４中的ＳＮＰ位点为中度多态且在
群体内的遗传变异程度较大，等位基因在群体内的分
布也比较均匀，而Ｐ９相对差些。

图６　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因片段Ｐ４中ＳＮＰ位点下蛋白质二级结构的预测

表２　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因中片段Ｐ４、Ｐ９内ＳＮＰ位点的群体遗传学分析

扩增片段
基因型频率

Ｄ（ＡＡ／ＣＣ） Ｈ（ＡＢ／ＣＤ） Ｒ（ＢＢ／ＤＤ）
基因频率

ｐ（Ａ／Ｃ） ｑ（Ｂ／Ｄ）
遗传多样性指标

Ｈｅ Ｎｅ ＰＩＣ

Ｐ４　 ０．４４８（４３） ０．４２７（４１） ０．１２５（１２） ０．６６１　 ０．３３９　 ０．４４８　 １．８１２　 ０．３４８

Ｐ９　 ０．７７１（７４） ０．２２９（２２） ０（０） ０．８８５　 ０．１１５　 ０．２０４　 １．２５６　 ０．１８３

　　 对布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因中扩增片段Ｐ４、

Ｐ９内ＳＮＰ位点的 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态进行

χ
２ 适合性检验，结果见表３。由表３可知，布莱凯特
黑牛ＰＤＳＳ１基因片段Ｐ４、Ｐ９内的单核苷酸多态位
点均处于 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态（Ｐ＞０．０５）。

２．５　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１ 基因中ＳＮＰ位点与部
分屠宰肉质性状的关联性分析

在布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因编码区检测到的
２个ＳＮＰ位点中，Ｐ４为错义突变，Ｐ９为同义突变，
所以主要分析Ｐ４中ＳＮＰ位点与５４头育肥牛肉质
性状的关联性（表４）。由表４可知，各肉质性状指

标在不同基因型间差异不显著（Ｐ＞０．０５）；但从均
值比较来看，杂合基因型的综合肉质性状较好。

表３　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因中片段Ｐ４、Ｐ９的
Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态的χ２ 检验

项目
Ｐ４片段基因型

ＡＡ　 ＡＢ　 ＢＢ
Ｐ９片段基因型

ＣＣ　 ＣＤ　 ＤＤ
实际值 ４３　 ４１　 １２　 ７４　 ２２　 ０

实际基因型频率 ０．４４８　０．４２７　０．１２５　０．７７１　０．２２９　 ０
理论基因型频率 ０．４３７　０．４４８　０．１１５　０．７８３　０．２０４　０．０１３
理论值 ４２　 ４３　 １１　 ７５　 ２０　 １

χ
２　 ０．２０８　 １．２１３

　注：χ２０．０５（２）＝５．９９。
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表４　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因Ｐ４中不同基因型间
肉质性状的最小二乘均值及标准误

肉质性状 ＡＡ（２４） ＡＢ（２１） ＢＢ（９）

大理石花纹评分值 １．９６±０．２０　 ２．１０±０．１８　 １．７８±０．４０

眼肌面积／ｃｍ２　 ５２．８８±０．８２　５４．０５±０．６６　５３．２２±１．５３

背膘厚／ｃｍ　 ３．８５±０．０７　 ３．８５±０．０６　 ３．７２±０．１４

３　讨论

３．１　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因的ＰＣＲ－ＳＳＣＰ检测
及克隆测序分析

本研究发现，布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１ 基因各外
显子及其周边部分内含子具有相当高的稳定性，仅
片段Ｐ２、Ｐ４、Ｐ９中存在多态性，且Ｐ４、Ｐ９多态性显
著。在ＢＢ型及部分ＡＢ型中第４个外显子１２２ｂｐ
处发生Ａ→Ｇ的错义突变，且引起相应氨基酸的改
变Ｎ→Ｓ，由此导致ＰＤＳＳ１蛋白质二级结构（采用

Ｇａｒｎｉｅｒ－Ｒｏｂｏｓｏｎ分析法）中第１６２－１６３位氨基酸
残基的β－折叠结构转变为α－螺旋，并使α－螺旋的数
目由２０个减至１９个，β－折叠的数目由２４个减至２３
个。有研究表明［１１］，某些情况下α－螺旋与β－折叠之
间的结构转换，会导致蛋白质功能的降低，甚至疾病
的发生。ＰＤＳＳ１蛋白作为形成聚十异戊二烯焦磷
酸合成酶的亚基，由一条具有特定三级结构的多肽
链组成，而其一、二级结构的改变，势必会导致三级
结构的改变。蛋白质结构的改变一般会引起其功能
的改变［１１］。研究报道［１２－１３］，通过对人类ＰＤＳＳ１ 基
因１２个外显子的直接测序，发现在第９７７位（外显
子１０内）处纯合子Ｔ→Ｇ的替换导致蛋白质中高度
保守的天冬氨酸变为谷氨酸（Ｄ３０８Ｅ），而这会引起
机体内氧化磷酸化不足；另外，ＰＤＳＳ１ 基因催化区
内一个隐性点突变，即可引起早发型脑神经病、失聪
和网状青斑。另有研究表明，人体中 ＰＤＳＳ１ 或

ＰＤＳＳ２基因的突变，都会引起少见的婴幼儿脏器疾
病［１４］。这些关于人类临床研究的结果都显示，

ＰＤＳＳ１基因突变对机体造成了重大损害，但关于普
通哺乳动物中该基因的研究尚未见报道，其功能还
有待进一步验证。对于布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因
外显子４中的突变位点是否会影响到蛋白质结构的
正常表达、功能发挥及ＣｏＱ１０的合成，也仅在推测阶
段，有待进一步研究。

３．２　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因单核苷酸多态性的
群体遗传学分析

通过对布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因片段Ｐ４、Ｐ９
内２个ＳＮＰ位点基因型频率、基因频率的统计分析
及χ

２ 适合性检验，发现这２个ＳＮＰ位点均处于

Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态。
杂合度、有效等位基因数及多态信息含量等是

反映群体内遗传多样性的重要指标。其中，杂合度
和有效等位基因数是衡量基因纯合度的２个重要指
标：杂合度越大，群体内遗传变异程度越大；有效等
位基因数越接近实际检测到的等位基因数，说明该
等位基因在群体内分布越均匀。确定座位多态性的
标准是：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。通过对布莱
凯特黑牛ＰＤＳＳ１ 基因片段Ｐ４、Ｐ９中ＳＮＰ位点的
遗传多样性分析得出，片段Ｐ４中的ＳＮＰ位点为中
度多态，且在群体中分布较均匀，在分子遗传标记方
面更具研究意义。

３．３　布莱凯特黑牛ＰＤＳＳ１基因单核苷酸多态性与
其肉质性状的关联性

ＰＤＳＳ１基因是ＣｏＱ１０合成过程中关键的限速
酶基因之一，起着至关重要的作用。研究表明［１５］，

ＣｏＱ１０可以减缓细胞的凋亡、抗自由基氧化等。大
鼠的衰老试验结果显示，其心脏线粒体内ＣｏＱ１０含
量较成年时明显降低，肝脏和骨骼肌内的含量更低。
由此，推测布莱凯特黑牛体内ＣｏＱ１０含量的高低或
许会影响到其胴体的肉质性状（如大理石花纹、眼肌
面积、风味、嫩度等）。但本试验的研究结果显示，

ＰＤＳＳ１基因外显子４不同基因型间的肉质性状差
异不显著（Ｐ＞０．０５），而杂合基因型的综合肉质指
标较好，这与推测存在差异。可能是由于试验中样
本量及所测肉质性状指标较少引起的，究竟该位点
是否与肉质性状相关，还需要进一步研究。
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