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　　摘要：从湖南省汨罗市血吸虫防治基地土壤中分离得到１株灭螺活性较强的微生物菌株 Ｂ５９，以 Ｂ５９菌株的总
ＤＮＡ为模板，采用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物进行ＰＣＲ扩增并测其核酸序列，得到１条约１５００ｂｐ的片段。通过 Ｂｌａｓｔ
软件在ＧｅｎＢａｎｋ中进行同源性检索，将其与同源性较高的菌株的ＩＴＳ序列进行ＣｌｕｓｔａｌＸ序列差异和同源性分析，分别
使用ＭＥＧＡ６．０软件中的邻接法、Ｐｈｙｌｉｐ软件中的最大简约法及最大似然法构建系统发育树。结果显示，３种方法构
建的系统发育树基本一致，Ｂ５９菌株与Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ的亲缘关系最近，聚为一支，相似度达１００％。
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　　血吸虫病是一种严重危害人类公共健康和社会经济发展
的人兽共患寄生虫病，主要流行于非洲、东南亚等国家，每年

有６９０万～７５０万人被感染［１］，虽然目前在我国得到了很好

的控制，但是日本血吸虫病仍然被政府认定为４种高度传染
病之一［２－３］，甚至在许多地区，服用大剂量吡喹酮后的人群再

感染率仍大于２０％［４］。湖北钉螺是日本血吸虫唯一的中间宿

主，是造成日本血吸虫病流行的重要根源。据统计，截至２０１３
年底血吸虫病流行县（市、区）比２０１２年新增２个，达到４５４
个，总人口为２．４９亿人，血吸虫病的流行村有３０３５２个［５］。因

此，控制钉螺以打破寄生虫的生活史是目前全国控制血吸虫病

的比较重要和有效的措施［６］。但是由于复杂的经济、社会、环

境和生物等因素的影响，目前仍不确定控制钉螺最经济有效的

方法。目前控制钉螺的方法主要有３种，即物理灭螺、化学药
物灭螺和生物生态灭螺。微生物灭螺由于其稳定、高效，对非

靶生物无毒性，具有更多的生物多样性、丰富的代谢途径或产

物，同时生长周期短，可诱导产物产生等优势［７－９］，是目前较有

前景的灭螺方法，因此寻找理想的灭螺微生物的工作一直在进

行。Ｂ５９菌株是笔者实验室从土壤中筛选到的１株灭螺活性
较高的微生物［１０］，准确地对其进行分类鉴定是后续工作的必

要前提。细菌１６ＳｒＤＮＡ序列分析技术具有高效、方便、准确、
快捷等特点，广泛应用于各种细菌的遗传特征和分子差异的研

究。本研究对Ｂ５９菌株的１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增产物的序列进
行测定，对所测序列进行同源性分析和系统发育树构建，以鉴

定其分类地位，为进一步应用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　供试菌株　Ｂ５９菌株是从湖南省汨罗市血吸虫病防
治研究试验基地的螺池土壤中分离纯化得到，由笔者实验室

保存。

１．１．２　主要试剂和仪器　２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
（ＤＬ２０００），均购自宝生物工程（大连）有限公司；细菌基因组
ＤＮＡ提取试剂盒，购自天根生化科技（北京）有限公司；引物
由北京鼎国昌盛生物技术有限公司合成；ＭｙＣｙｃｌｅｒＴＭ ｔｈｅｒｍａｌ
ｃｙｃｌｅｒＰＣＲ仪，购自美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；ＵＶＰ－ＧＤＳ８０００凝胶
成像分析系统，购自美国 ＵＶＰ公司；ＰｏｗｅｒＰａｃＵｎｉｖａｒｓａｌ电泳
仪，购自美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；Ｈ１８５０Ｒ台式高速低温离心机，
购自湖南湘仪动力测试仪器有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　菌体培养　供试菌株在 ＬＢ斜面培养基上活化培养
后接种于ＬＢ液体培养基中，２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜，
４℃ 保存备用。
１．２．２　细菌基因组 ＤＮＡ的提取　参照 ＤＮＡ提取试剂盒的
说明书提取Ｂ５９菌株基因组 ＤＮＡ，用１％琼脂糖凝胶电泳检
测ＤＮＡ。
１．２．３　１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增　采用细菌１６ＳｒＤＮＡ的通用
引物，Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＧＧＣＴＣＡＧ－３′，Ｒ：５′－ＡＣＧＧＣ
ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。反应体系（２５μＬ）为：２×ＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，模 板 ＤＮＡ １ μＬ，上 下 游 引 物
（５０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。ＰＣＲ扩增反应条件：
９４℃ 预变性 ５ｍｉｎ；９４℃ 变性１ｍｉｎ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃
延伸 １ｍｉｎ，共 ３０个循环；７２℃ 延伸 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经
１％ 琼脂糖凝胶电泳进行验证后，扩增产物送北京华大基因
科技有限公司进行序列测定。

１．２．４　数据分析　运用 ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ软件进行序列拼接以
得到Ｂ５９菌株的１６ＳｒＤＮＡ基因全序列，将其提交至ＧｅｎＢａｎｋ
核酸序列数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ），在 ＮＣＢＩ
上进行 Ｂｌａｓｔ在线检索，搜索其相近序列，采用 ＣｌｕｓｔａｌＸ进行
多序列比对后，通过 ＭＥＧＡ６．０中的邻接法（ＮＪ）、Ｐｈｙｌｉｐ
３６９５中的最大简约法（ＭＰ）及最大似然法（ＭＬ）［１１］构建系
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统发育树，并进行Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ稳定性检验（１０００次）。

２　结果与分析

２．１　１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增结果
以“１．２．２”节中的方法提取得到 Ｂ５９菌株的基因组

ＤＮＡ，电泳检测到其条带清晰，无拖尾现象，可直接用于ＰＣＲ。
菌株Ｂ５９的１６ＳｒＤＮＡ扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测，
得到１条约１５００ｂｐ的特征性条带（图１），与预期的大小一
致，扩增特异性较高。

２．２　目的基因１６ＳｒＤＮＡ序列分析
运用ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ软件对序列进行杂峰修正和正反序列

拼接，结果表明Ｂ５９菌株的１６ＳｒＤＮＡ长度为１４９０ｂｐ（图２）。

２．３　系统发育树构建
将Ｂ５９菌株的 １６ＳｒＤＮＡ序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行在线

Ｂｌａｓｔ比对，以大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）为外群，选取同源
性较近的９个序列与 Ｂ５９菌株建立比对模型，分别运用 ＮＪ、

ＭＰ、ＭＬ法一起构建基于１６ＳｒＤＮＡ序列的系统发育树，利用
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ生成１０００个自展数据集对进化树进行可靠性分析
（图３、图４、图５）。

　　由图３、图４可知，ＮＪ法和ＭＰ法构建的分子系统树得到
基本一致的拓扑结构，在系统树上，Ｅ．ｃｏｌｉ作为外群单独分为
一支，其余分为２支，但两序列经 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ验证都有很高的
支持率，说明其系统关系的可信度较高。ＮＪ法构建的系统发
育树中，Ｂ５９菌株（ＫＰ１４６１４４）与蜡样芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅ
ｕｓ）聚为同一分支，亲缘关系最近，序列的相似性高达１００％；
ＭＰ法构建的系统发育树中，Ｂ５９菌株与 Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ位于
枯草芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）和土壤芽胞杆菌（Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ

ｓｉｌｖｅｓｔｒｉｓ）分支上，其序列相似性达１００％；而图５中，由 ＭＬ法
构建的系统发育树中，Ｂ５９菌株与 Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ也聚为同一
分支，序列相似性达１００％，但其位于大肠埃希菌分支上，序
列的相似性同为１００％。

３　讨论

１６ＳｒＤＮＡ是原核生物在漫长的进化过程中十分保守的
序列，在现代微生物的分类鉴定中扮演着重要的角色［１２］，具
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有分子量大小适中、信息量大、易于分析、突变率小等优点，是

细菌分类学研究中最常用的分子钟，素有细菌化石之称［１３］，

是种属鉴定的分子基础，得到多个国际权威机构 ＦＤＡ、
ＮＡＳＡ、ＴＩＧＲ等的认可［１４］。基于１６ＳｒＤＮＡ序列可对物种之
间的同源性进行分析，如果同源性小于９８％，认为属于不同
种；同源性小于９３％～９５％，认为属于不同属［１５］。

基于分子水平的系统发育推断方法可分为２类，即基于
字符序列的方法和基于距离的方法。基于字符序列的方法利

用统计技术定义一个最优化标准，对树的优劣进行评价，包括

最大简约法、最大似然法。最大简约法希望用最小的改变来

解释所要研究的分类群体之间的差异，但这种方法在物种数

量较大时，变得不实用，且没有考虑树中分支的长度，这样无

法反映出不同物种间进化距离的长短［１６］；最大似然法具有良

好的统计性质，能够更加有效地刻画不同物种间的进化距离，

但其计算量非常大，也是一个ＮＰ－难题［１７］，在物种数量较大

时是不适用的，且这种方法对模型的依赖性较高，导致其在很

多情况下应用存在困难；基于距离的ＮＪ法通常无法找到精确
的最小进化树，只能找到近似的，但其计算速度非常快，且准

确率较高，因此常被用于系统发育分析［１８］。

这３类建树方法由于各自的局限性均有可能导致系统产
生误差，为了避免误差的影响，本研究同时采用３种方法构建
系统进化树以综合分析系统发育关系。结果表明，３种方法
构建的系统发育树中，虽然由 ＭＬ法构建的发育树中，Ｌｙｓｉｎｉ
ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｈａｅｒｉｃｕｓ单独作为外群与其他 ２种方法不同，但是
Ｂ５９菌株与Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ都聚为一支，且置信度较高，均为
１００％，说明本研究构建的系统发育树是可信的，与郭青云等
的研究结果［１９］一致。因此，将Ｂ５９菌株归为Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ，Ｂ．ｃｅ
ｒｅｕｓ能产生多种化合物如溶血素、脂肽类抗菌物质、多烯类物
质及氨基糖苷等物质，这些物质对多数细菌、病毒、真菌及虫

体有毒性作用，这可能是钉螺致死的主要原因［２０－２２］。然而，

目前有极少研究报道Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ具有灭螺活性，其具体的灭螺
活性物质的成分、结构、纯化等有待进一步研究。

４　结论

采用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物进行ＰＣＲ扩增得到Ｂ５９菌

株的１６ＳｒＤＮＡ序列，运用 ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ软件进行序列拼接，
该序列长度为１４９０ｂｐ，运用 ＮＪ、ＭＰ及 ＭＬ法构建系统发育
树，结果表明，Ｂ５９菌株与 Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ的亲缘关系最近，聚
为一支，相似度达１００％。
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ｔｈｅｄｏｎｇｔｉｎｇｌａｋｅｒｅｇｉｏｎａｎｄｉｔｓｉｍｐａｃｔｏｎｌｏｃａｌａｎｄｎａｔｉｏｎａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＰＬｏＳＮｅｇｌｅｃｔｅｄＴｒｏｐｉｃａｌＤｉｓｅａｓｅｓ，２０１１，５
（８）：ｅ１０５３．

［５］李石柱，郑　浩，高　婧，等．２０１２年全国血吸虫病疫情通报
［Ｊ］．中国血吸虫病防治杂志，２０１３，２５（６）：５５７－５６３．

［６］ＺｈｏｕＸＮ，ＢｅｒｇｑｕｉｓｔＲ，ＬｅｏｎａｒｄｏＬ，ｅｔａｌ．Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍｉａｓｉｓｊａｐｏｎｉｃａ：
ｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｒｅｓｅａｒｃｈｎｅｅｄ［Ｊ］．ＡｄｖａｎｃｅｉｎＰａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ，２０１０，７２：
１４５－１７８．　

［７］ＹａｎｇＦ，ＬｏｎｇＥ，ＷｅｎＪＨ，ｅｔａｌ．Ｌｉｎａｌｏｏｌ，ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＣｉｎｎａｍｏｍｕｍ
ｃａｍｐｈｏｒａ（Ｌ．）Ｐｒｅｓｌｌｅａｆｅｘｔｒａｃｔｓ，ｐｏｓｓｅｓｓｅｓｍｏｌｌｕｓｃｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｇａｉｎｓｔＯｎｃｏｍｅｌａｎｉａｈｕｐｅｎｓｉｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆＳｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ
ｊａｐｏｎｉｃｕｍ［Ｊ］．Ｐａｒａｓｉｔｅｓ＆Ｖｅｃｔｏｒｓ，２０１４，７（１）：１－１３．

［８］ＧｕｏＤＺ，ＣｈｅｎＪ，ＬｉｕＹＤ，ｅｔａｌ．Ａｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｍｏｌｌｕｓｃｉｃｉｄａｌ
ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔａｇａｉｎｓｔＯｎｃｏｍｅｌａｎｉａｈｕｐｅｎｓｉｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙａｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ
ｓｔｒａｉｎｆｒｏｍＰｈｙｔｏｌａｃｃａａｃｉｎｏｓａＲｏｘｂ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｇｎｏｓｙＭａｇａｚｉｎｅ，
２０１１，７（２８）：２７７－２８３．

［９］ＲｏｔｔａｖａＩ，ＴｏｎｉａｚｚｏＧ，ＣｏｒｔｉｎａＰＦ，ｅｔａｌ．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ
ｆｏｒｂｉｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆ（－）β－ｐｉｎｅｎｅａｎｄＲ－（＋）－ｌｉｍｏｎｅｎｅｔｏα－
ｔｅｒｐｉｎｅｏｌ［Ｊ］．Ｌｅｂｅｎｓｍｉｔｔｅｌ－Ｗｉｓｓｅｎｓｃｈａｆｔｕｎｄ－Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ，２０１０，
４３（７）：１１２８－１１３１．
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［１０］崔国艳，汪世平，程红兵，等．灭钉螺微生物的筛选及功效研究

［Ｊ］．中国人兽共患病学报，２０１５，３１（２）：１０９－１１２．
［１１］ＴａｍｕｒａＫ，ＰｅｔｅｒｓｏｎＤ，ＰｅｔｅｒｓｏｎＮ，ｅｔａｌ．ＭＥＧＡ５：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕ

ｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｄｉｓ
ｔａｎｃｅ，ａｎｄｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１１，２８（１０）：２７３１－２７３９．

［１２］曾　静，窦岳坦，王　磊，等．新疆地区盐湖的中度嗜盐菌１６Ｓ
ｒＤＮＡ全序列及 ＤＮＡ同源性分析［Ｊ］．微生物学报，２００２，４２
（２）：１３３－１３７．

［１３］李　琬，李　璐，李景鹏，等．三株田间分离大豆根瘤菌 １６Ｓ
ｒＤＮＡ基因鉴定及序列比较［Ｊ］．东北农业大学学报，２００７，３８
（６）：７２５－７２８．　

［１４］ＨｕｇｅｎｈｏｌｔｚＰ，ＨｕｂｅｒＴ．Ｃｈｉｍｅｒｉｃ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｖｅｒｓｅ
ｏｒｉｇｉｎａｒｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇｉｎｔｈｅｐｕｂｌｉｃｄａｔａｂａｓｅｓ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００３，５３（１）：
２８９－２９３．

［１５］殷婷婷，薛梦颖，丁丽燕，等．嗜盐细菌ＸＪ１２的分子鉴定与生长
特性研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（１１）：３６８－３７０．

［１６］ＳｒｉｄｈａｒＳ，ＬａｍＦ，ＢｌｅｌｌｏｈＧＥ，ｅｔａｌ．Ｄｉｒｅｃｔｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｄａｔａ［Ｊ］． ＢＭＣ
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００７，８（１）：４７２－４８６．

［１７］ＦｏｕｌｄｓＬＲ，ＧｒａｈａｍＲＬ．ＴｈｅＳｔｅｉｎｅｒｐｒｏｂｌｅｍｉｎｐｈｙｌｏｇｅｎｙｉｓＮＰ－
ｃｏｍｐｌｅｔｅ［Ｊ］．ＡｄｖａｎｃｅｓｉｎＡｐｐｌｉｅｄＭａｔｈｅｍａｔｉｃｓ，１９８２，３（１）：４３－４９．

［１８］张丽娜，荣昌鹤，何　远，等．常用系统发育树构建算法和软件
鸟瞰［Ｊ］．动物学研究，２０１３，３４（６）：６４０－６５０．

［１９］郭青云，郭道义，李永东，等．几种杀螺细菌的筛选与功效研究
［Ｊ］．生物学杂志，２００９，２６（２）：３１－３４．

［２０］ＲａｍａｒａｏＮ，ＳａｎｃｈｉｓＶ．Ｔｈｅｐｏｒｅ－ｆｏｒｍｉｎｇｈａｅｍｏｌｙｓｉｎｓｏｆＢａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｔｏｘｉｎｓ，２０１３，５（６）：１１１９－１１３９．

［２１］ＲｅｉｓＡＬＳ，ＭｏｎｔａｎｈｉｎｉＭ，ＢｉｔｔｅｎｃｏｕｒｔＪＶＭ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ａｎｄｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｈｅｍｏｌｙｓｉｎＢＬｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ
ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ ｍｉｌｋａｎｄｄａｉｒｙｐｒｏｄｕｃｔｓｍａｒｋｅｔｅｄｉｎＢｒａｚｉｌ［Ｊ］．
ＢｒａｚｉｌｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，４４（４）：１１９５－１１９８．

［２２］ＨａｍｄａｃｈｅＡ，ＬａｍａｒｔｉＡ，ＡｌｅｕＪ，ｅｔａｌ．Ｎｏｎ－ｐｅｐｔｉｄｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
ｆｒｏｍｔｈｅｇｅｎｕｓＢａｃｉｌｌｕｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮａｔｕｒａｌＰｒｏｄｕｃｔｓ，２０１１，７４
（４）：８９３－８９９．

尚秋萍，黄　林，胡雨薇，等．牦牛和犏牛睾丸中泛素结合酶基因Ｕｂｅ２ｎ、泛素连接酶基因Ｔｒｉｍ３６表达水平的比较［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５
（１）：１９－２１．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．０１．００６

牦牛和犏牛睾丸中泛素结合酶基因 Ｕｂｅ２ｎ、
泛素连接酶基因 Ｔｒｉｍ３６表达水平的比较

尚秋萍，黄　林，胡雨薇，雷杰雯，金素钰，郑玉才
（西南民族大学生命科学与技术学院，四川成都６１００４１）

　　摘要：为探讨蛋白质泛素化与牦牛杂交后代睾丸精子发生异常的相关性，比较了参与泛素化的２种酶基因（泛素
结合酶基因Ｕｂｅ２ｎ、泛素连接酶基因Ｔｒｉｍ３６）在成年牦牛和雄性不育犏牛睾丸中的ｍＲＮＡ水平。定量ＰＣＲ分析显示，
牦牛（ｎ＝９）睾丸中Ｕｂｅ２ｎ、Ｔｒｉｍ３６基因的ｍＲＮＡ水平分别显著、极显著高于犏牛（ｎ＝７），其中Ｔｒｉｍ３６ｍＲＮＡ水平相差
１０倍以上。研究结果提示，犏牛睾丸蛋白质泛素化水平明显下降，可能会影响精子发生过程中正常的蛋白质更新。
　　关键词：牦牛；杂交雄性不育；睾丸；蛋白质降解；泛素化
　　中图分类号：Ｓ８２３．８２；Ｑ７８６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）０１－００１９－０３

收稿日期：２０１５－０９－２６
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１２４００５３）。
作者 简 介：尚 秋 萍 （１９９２—），女，湖 南 吉 首 人。Ｅ －ｍａｉｌ：
ｍ１８７８２２７８９６２＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：郑玉才，博士，教授，主要从事泌乳生物化学、高原家畜生

化与分子遗传学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｕｃａｉｚｈｅｎｇ６５＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。

　　牦牛（Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）主要分布在中国，数量３０００万头以
上，是青藏高原特有的牛种和畜牧业主体。牦牛与普通牛（Ｂｏｓ
ｔａｕｒｕｓ）的杂交后代称为犏牛，具有明显的杂种优势，产乳和产
肉量显著提高，但表现为回交三代内雄性不育，无法产生正常

精子［１］，而雌性杂交后代生殖正常，其分子机制尚未明确。

已有研究表明，犏牛睾丸中很多生殖相关基因的 ｍＲＮＡ
或蛋白质水平均显著低于其亲本牦牛和黄牛，如 ＳＹＣＰ３、
Ｂｏｕｌｅ、Ｄａｚｌ、Ｄｍｒｔ７、Ｄｍｃ１等［２－５］。也存在少量蛋白质在犏牛

睾丸中上调的情况［６］。也有研究表明，犏牛睾丸中细胞凋亡

增加［７］。尽管目前犏牛雄性不育的分子机制尚不明确，但总

体认为，犏牛雄性不育的机制可能涉及精子发生过程中复杂

的基因调控网络，并与睾丸中多种特异或非特异蛋白质的异

常表达有关。然而，这些变化是否影响睾丸中蛋白质降解尚

不明确。鉴于蛋白质泛素化在蛋白质降解中的重要作用，本

研究比较牦牛与犏牛睾丸中与泛素化相关的泛素结合酶

（Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅＥ２Ｎ，Ｕｂｅ２ｎ）、泛素连接酶
（Ｅ３ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇａｓｅＴＲＩＭ３６，Ｔｒｉｍ３６）基因的 ｍＲＮＡ
水平，以探讨泛素化与犏牛雄性不育是否具有相关性。

１　材料与方法

１．１　样品的采集
麦洼牦牛（Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）和犏牛（公黄牛与母麦洼牦牛
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