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　　摘要：为研究牛血管生成素样蛋白４（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ４，ＡＮＧＰＴＬ４）在调节脂肪和能量代谢中的作用，采
用ＤＮＡ测序技术，对关岭黄牛９２头个体ＡＮＧＰＴＬ４基因的多态性进行研究，分析多态性位点与关岭黄牛生长性状的
相关性。结果表明，在扩增片段为７５２ｂｐ的产物中，发现３８７Ｃ＞Ｔ、４１８Ｃ＞Ｔ、４４９Ａ＞Ｔ等３个突变位点，３个突变位
点均处于哈代－温伯格不平衡状态（ＨＷＥ）（Ｐ＜０．０５），３个多态位点的多肽信息含量（ＰＩＣ）均为中度多态。相关性检
测结果表明，４１８Ｃ＞Ｔ突变位点不同基因型关岭黄牛的体高、体斜长、胸围、腹围表现出差异极显著（Ｐ＜０．０１），４４９
Ａ＞Ｔ突变位点不同基因型关岭黄牛的体高表现出差异显著（Ｐ＜０．０５），胸围、腹围表现出差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
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　　血管生成素相关蛋白４（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４，
ＡＮＧＰＴＬ４）是与血管生成、脂类代谢、葡萄糖代谢、胰岛素敏
感性密切相关的分泌性蛋白质因子［１－３］，并与 ＴＧＦβ信号通
道直接关联，在肿瘤细胞的恶性转移过程中起着关键作

用［４］。现有研究表明，类血管生成素４除了在血管发生方面
同血管生成素（ＡＮＧＰＴＬ）相似的作用外，它还可以抑制脂蛋
白脂肪酶的活性同时正调控血浆甘油三脂水平［５－６］，促进脂

肪动员，抑制脂肪贮存［７］。它是调控脂类分化和葡萄糖代谢

动平衡的核受体，因此，ＡＮＧＰＴＬ４基因可能在脂类代谢和葡
萄糖代谢动平衡的调控方面发挥作用［８－９］。

目前，在人和鼠上对 ＡＮＧＰＴＬ４基因的研究报道较多，但
是家畜该基因的研究报道较少。马云克隆了牛的 ＡＮＧＰＴＬ４
基因的ＣＤＳ序列和部分 ＤＮＡ序列，运用测序和 ＰＣＲ－ＳＳＣＰ
相结合的方法对该基因的部分基因组 ＤＮＡ片段进行单核苷
酸多态性检测［１０］，同时运用一般线性模式研究 ＡＮＧＰＴＬ４基
因与８个品种牛肉质性状的相关性，结果表明，牛 ＡＮＧＰＴＬ４
基因的遗传变异与牛育肥后肌内脂肪含量存在密切关系。研

究ＡＮＧＰＴＬ４基因的结构和功能，剖析其影响牛肌间脂肪含量
的分子机制，有助于实现肌间脂肪含量性状的遗传改良。

本研究采用直接测序方法，以贵州关岭黄牛为对象，研究

ＡＮＧＰＴＬ４基因的多态性，同时与关岭黄牛生长性状进行关联
分析，旨在寻找牛ＡＮＧＰＴＬ４基因与代谢调控的关系，寻找黄
牛与生长性状有关的分子标记，为贵州黄牛标记辅助育种提

供基础资料，为提高贵州黄牛的生长性能提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
９２头关岭黄牛全血样采自贵州省关岭县种群核心保种

区。采取的黄牛全血样肝素抗凝，放入冰盒中带回实验室

－８０℃ 保存备用。在采样的同时，对各个体的生长性状、体
长数据进行测定。

１．２　基因组ＤＮＡ的提取
采用蛋白酶Ｋ和ＴａＫａＲａＢｌｏｏｄＧｅｎｏｍｅＤＮＡＥｘ－ｔｒａｃｔｉｏｎ

Ｋｉｔ（购于北京天根生物公司）提取基因组ＤＮＡ。
１．３　引物设计和ＰＣＲ扩增

根据在 ＧｅｎＢａｎｋ中登录的牛 ＡＮＧＰＴＬ４基因序列（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ登录号为 ＮＣ００７３０５．４），使用引物设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计１对引物，引物由生工生物工程（上海）股份
有限公司合成。引物序列信息见表１。

表１　ＡＮＧＰＴＬ４基因引物序列信息

反应编号
引物序列

（５′→３′）
产物大

小（ｂｐ）
退火温

度（℃）

Ｆ ＧＣＡＧＣＣＡＣＴＴＣＴＴＡＴＴＣＣ ７５２ ５７
Ｒ ＡＡＧＧＧＣＡＡＧＡＴＧＧＧＧＡＧＧＧＡ

　　ＰＣＲ反应体系为 ２０μＬ，其中 ２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０μＬ，购于北京天根生物公司；上下游引物各１μＬ；ＤＮＡ模
板２μＬ；ｄｄＨ２Ｏ６μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环；
７２℃ 延伸１０ｍｉｎ，４℃保存备用。
１．４　ＰＣＲ产物的测序

将ＰＣＲ产物在２％琼脂糖凝胶中进行电泳，然后用琼脂
糖凝胶电泳回收试剂盒回收扩增片段，送生物工程（上海）股

份有限公司进行测序。

１．５　数据统计与分析
用ＤＮＡｓｔａｒｔ软件包中的ＳｅｑＭａｎ对测序所得的序列进行

校对，用Ｃｌｕｓｔａｌｘ程序进行同源性比对。基因型频率、等位基
因频率、杂合度等群体遗传参数采用 Ｐｏｐｇｅｎｅ生物技术软件
处理。运用ＳＰＳＳ１３．０分析生长性能数据及关联性。
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２　结果与分析

２．１　ＡＮＧＰＴＬ４基因ＳＮＰ检测
由图１可见，关岭黄牛 ＡＮＧＰＴＬ４基因 ＰＣＲ扩增片段长

度为７５２ｂｐ，经测序检测发现，３８７Ｃ＞Ｔ、４１８Ｃ＞Ｔ、４４９Ａ＞Ｔ
等３个突变位点均存在２种基因型。
２．２　关岭黄牛ＡＮＧＰＴＬ４基因多态性分析

由表２可见，３个变异位点均是杂合子基因型为优势基
因型。３８７Ｃ＞Ｔ变异位点Ｃ等位基因频率小于Ｔ等位基因，
４１８Ｃ＞Ｔ变异位点 Ｃ等位基因频率大于 Ｔ等位基因，４４９
Ａ＞Ｔ变异位点Ａ等位基因频率大于 Ｔ等位基因。ＨＷＥ检
测结果表明，３个变异位点均处于 ＨＷＥ不平衡状态（Ｐ＜
００５）。３个变异位点的杂合度 （Ｈｅ）介于０．４４１９～０．４９２７

之间，有效等位基因（Ｎｅ）介于１．７８４１～１．９６０８之间，多态
信息含量（ＰＩＣ）均呈现中度多态。

表２　关岭黄牛ＡＮＧＰＴＬ４基因的多态性分析

位点
观察基因型

（ｎ＝９２） 等位基因频率
哈－温平衡
Ｐ值 杂合度

有效等位

基因数

多态信

息含量

３８７Ｃ＞Ｔ ＴＴ：２８；ＣＴ：６４ Ｃ：０．３４７８；Ｔ：０．６５２２ ＜０．０５ ０．４５６２ １．８３０４ ０．３５４２
４１８Ｃ＞Ｔ ＣＣ：３２；ＣＴ：６０ Ｃ：０．６７３９；Ｔ：０．３２６１ ＜０．０５ ０．４４１９ １．７８４１ ０．３７４９
４４９Ａ＞Ｔ ＡＡ：１３；ＡＴ：７９ Ａ：０．５７０７；Ｔ：０．４２９３ ＜０．０５ ０．４９２７ １．９６０８ ０．３６６３

２．３　关岭黄牛 ＡＮＧＰＴＬ４基因多态位点与生长性状关联性
分析

如表３所示，将关岭黄牛ＡＮＧＰＴＬ４基因多态位点与关岭
黄牛体高、体斜长、胸围、腹围、管围、十字部高、坐骨端宽 ７

个生长性状指标进行关联性分析，４１８Ｃ＞Ｔ变异位点 ＣＴ基
因型个体体高、体斜长、胸围、腹围极显著大于 ＣＣ基因型；
４４９Ａ＞Ｔ变异位点 ＡＡ基因型个体体高显著大于 ＡＴ基因
型，胸围、腹围极显著大于ＡＴ基因型。

表３　关岭黄牛ＡＮＧＰＴＬ４基因的ＳＮＰＳ与生长性状关联性分析

位点 基因型
体高

（ｃｍ）
体斜长

（ｃｍ）
胸围

（ｃｍ）
腹围

（ｃｍ）
管围

（ｃｍ）
十字部高

（ｃｍ）
坐骨端宽

（ｃｍ）

３８７Ｃ＞Ｔ ＴＴ １１０．１１±９．４９ １２０．６４±１４．２０ １５０．４６±１５．７６ １７４．１１±２４．６３ １４．０４±２．０８ １１１．８６±９．０６ １７．９３±３．０７
ＣＴ １００．４１±７．７７ １２１．０５±１２．８７ １５０．８７±１７．４５ １７２．９５±２０．６４ １４．６９±２．３１ １０９．２３±１４．４２ １７．５４±２．７３

４１８Ｃ＞Ｔ ＣＣ １０８．１９±１０．８３ １１４．９４±１６．９５ １４５．７８±２２．７７ １６１．６６±２５．２０ １３．３１±２．２８ １１０．５３±１０．９７ １７．５０±３．２２
ＣＴ １１１．４５±６．３５１２４．１２±９．４１ １５３．４０±１２．０８ １７９．５２±１６．９２ １５．１２±１．９９ １０９．７７±１４．０９ １７．７５±２．６２

４４９Ａ＞Ｔ ＡＡ １１１．２３±３．４４ １２４．９２±２．３９ １５３．６９±４．６９８ １８０．８５±８．５７ １５．２３±１．７４ １０４．９２±２７．９９ １７．０７±０．７６
ＡＴ １１０．１６±８．８３ １２０．２７±１．５５ １５０．２７±１８．０８ １７２．０６±２３．０６ １４．３７±２．３２ １１０．８７±８．５２ １７．７６±３．０３

　　注：、 分别表示两者之间差异显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。

３　结论与讨论

候选基因法是一种寻找畜禽重要经济性状遗传标记的常

用方法，它可以直接研究该基因多态性与个体经济性状的关

系。本研究通过测序方法对关岭黄牛的 ＡＮＧＰＴＬ４基因进行
多态性分析，并与生长性状进行关联性分析。结果发现，３个
变异位点均具有２种基因型。从进化角度看，群体中的遗传
多样性是历史的产物［１１］，多态性信息含量和杂合度都是群体

内遗传变异的重要度量指标，杂合度值越大，群体内的遗传变

异就越大。多态信息含量值衡量基因变异程度高低，Ｂｏｔｓｔｅｉｎ
等提出衡量基因变异程度高低的多态信息含量指标，当

ＰＩＣ＞０．５时，该变异位点为高度多态；当 ０．２５＜ＰＩＣ≤０．５
时，为中度多态基因座；ＰＩＣ≤０．２５时，为低度多态［１２］。本研

究中３个变异位点的杂合度（Ｈｅ）介于０．４４１９～０．４９２７之
间，多态信息含量（ＰＩＣ）介于０．３５４２～０．３７４９之间，均属于
中度多肽。根据ＨＷＥ平衡定律，如果没有选择、突变和迁移
等发生，在１个大的随机交配群体内，等位基因频率和基因型
频率随世代的增加而保持不变，本研究中３个变异位点均处

于ＨＷＥ不平衡状态，这也许是由于在生产中人工选择导致
数量性状的主效基因及其连锁的基因平衡被打破，人工选择

强度较大。以上结果表明，关岭黄牛 ＰＯＭＣ基因的遗传多样
性相对比较丰富，选择潜力较大。

ＡＮＧＰＴＬ４蛋白是一种具有广泛生理功能的物质，尤其对
脂代谢的调控具有重要作用，脂代谢影响肉质的嫩度、风味和

多汁性，脂肪性状是衡量肉质的重要指标之一。因此，研究

ＡＮＧＰＴＬ４基因的突变对对牛生长发育的影响具有重要的理
论和实践意义。本研究中发现，４１８Ｃ＞Ｔ变异位点 ＣＴ基因
型个体体高、体斜长、胸围、腹围极显著大于 ＣＣ基因型；
４４９Ａ＞Ｔ变异位点 ＡＡ基因型个体体高显著大于 ＡＴ基因
型，胸围、腹围极显著大于 ＡＴ基因型。因此，ＡＮＧＰＴＬ４基因
完全可以作为牛生长性状的潜在遗传标记，为贵州黄牛肉用

性能分子育种提供理论依据。
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　　摘要：为了研究ＭｙｏＤ基因在鸡生长发育与肉质形成中的作用，以泸宁鸡为研究对象，采用 ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆
ＭｙｏＤ基因序列，并利用生物信息学的方法，对其氨基酸同源性、理化性质等进行分析和预测。结果表明：泸宁鸡ＭｙｏＤ
基因序列长度为９８８ｂｐ，其编码的蛋白含２９９个氨基酸残基，具有碱性螺旋－环－螺旋结构（ｂＨＬＨ）；根据ＭｙｏＤ基因
比对，构建的进化树显示泸宁鸡与人等哺乳动物的同源性为 ６３％ ～６７％，与原鸡、绿头鸭、游隼的同源性为
９４％～９９％。
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　　自Ｄａｖｉｓ等首次对人类生肌决定因子（ｍｙｏｇｅｎｉｃｄｅｔｅｒｍｉ
ｎｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭｙｏＤ）进行克隆以来，生物学家对该基因的结构
特征及生物学功能产生了浓厚兴趣［１］；ＭｙｏＤ在肌肉生成早
期分化过程中和成肌细胞增殖阶段进行表达，主要参与生肌

过程［２］，具有决定肌卫星细胞能否成为肌肉干细胞的功能，

并控制着整个肌肉的发育过程［３－５］，属于初级生肌调节因子

（ＭＲＦｓ）。由于ＭｙｏＤ基因产物在多种分化细胞向肌细胞转

化的过程中扮演了重要角色，因此，近年来在动物肉质改良育

种工作中，对该基因的研究成为热点。对于成年动物而言，

ＭｙｏＤ基因可以调节控制肌细胞的增殖、分化和肌肉组织的
增生［６］。Ａｋｉｚａｗａ等学者研究表明，ＭｙｏＤ可与肌球蛋白、肌
细胞生成素及肌酸激酶 ＣＫ等基因的启动子区结合，正调控
骨骼肌的生长发育［７－８］。Ｌｉｕ在研究火鸡胚胎发育时发现，随
着火鸡的胚胎发育，ＭｙｏＤ的 ｍＲＮＡ表达量呈显著下降趋
势［９］。Ｇａｙｒａｕｄ－Ｍｏｒｅｌ等学者指出了，ＭｙｏＤ和Ｍｙｆ５表达量在
成年动物的骨骼肌发育有关［６］。国外学者Ｐｏｗｅｌｌ等、国内学者
李娟等研究发现，营养状况对动物肌卫星细胞的分裂活性以及

肌肉发育有重要影响，并且赖氨酸、蛋氨酸、胱氨酸及亮氨酸的

浓度与ＭｙｏＤ蛋白表达水平有着正相关关系［１０－１６］，以上均表

明ＭｙｏＤ在动物肌肉生长中具有不可或缺的调控作用。
基于上述研究，对ＭｙｏＤ的功能研究显得尤为重要，但目
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