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荷斯坦牛Nramp1基因遗传多态性及其与乳房炎相关性
的研究 
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摘要: 利用 PCR-SSCP 技术检测了 344 头中国荷斯坦牛 Nramp1 基因 exon 11 的基因多态性, 并分析了其不同

基因型与乳房炎及产奶量性状的关系。结果表明: 实验群体发现 3 种基因型 AA、AB、BB, 其中 A 等位基因为

优势等位基因 , 等位基因频率为 0.767, 而 B 等位基因频率则为 0.233。经 χ2 适合性检验 , 群体处于

Hardy-Weinberg 平衡状态(P>0.05)。测序结果显示: 扩增片段分别在 200 bp(C/G)和 254 bp(T/G)存在碱基突变, 
并导致了氨基酸改变, 分别为丙氨酸替换为脯氨酸(Ala356Pro)、亮氨基酸替换为蛋氨酸(Leu374Met)。通过构建

最小二乘线性模型, 进行 Nramp1 基因多态性与产奶量、体细胞评分(SCS)的相关性分析表明, AA 型个体的 SCS
最小二乘均值显著低于 BB﹑AB 型(P<0.05), 而 AA ﹑型 AB 个体的产奶量最小二乘均值显著高于 BB 型(P<0.01, 
P<0.05), AA 基因型可作为乳房炎抗性的优良基因型。因此, 可将 Nramp1 作为奶牛乳房炎候选基因应用于分子

标记辅助选择育种。 
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Abstract: In this research, PCR-SSCP technique was used to analyze the polymorphisms of the exon 11 of Nramp1 gene 
in Chinese Holstein cattle (n=344), and correlation between polymorphisms of Nramp1 with somatic cell score (SCS) and 
milk production traits was analyzed. The results show that three genotypes namely AA, BB, and AB were detected. Allele A 
was predominant and the frequencies of alleles A and B were estimated to be 0.767 and 0.233, respectively. Chi-square test 
indicated that the polymorphic locus in Chinese Holstein fitted Hardy-Weinberg equilibrium (P>0.05). Sequencing analysis 
showed two polymorphic sites at positions 200 bp (C/G) and 254 bp (T/G), which resulted in amino acid alteration 
Ala356Pro and Leu374Met. The least squares means of SCS in Holstein cattle was lower for genotype AA than that for 
genotypes AB and BB (P<0.05). The least squares means of milk yield of genotype AA and AB were higher than that for 
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genotype BB (P<0.05, P<0.01, respectively). Genotype AA was beneficial to mastitis resistance. This suggested that 
Nramp1 may be a candidate gene responsible for mastitis in Holstein cattle. 

Keywords: Nramp1; genetic polymorphism; PCR-SSCP; mastitis; Holstein cattle 

乳房炎是奶牛的一种多发病、常见病, 也是造
成奶牛业生产损失最严重的疾病之一。奶牛乳房炎

的发病率存在着明显的品种差异和个体差异，因此, 
用遗传育种的方法来选育对乳房炎有高抗性的奶牛

群, 降低乳房炎的发生率, 成为控制乳房炎的一个
新的切入点。 

天然抗性相关巨噬细胞蛋白家族成员最初发现

于小鼠中 [1], 其编码基因随后被命名为 Natural re-
sistance associated  macrophage protein（Nramp）基
因家族, Nramp1是 Nramp基因家族的成员之一, 其
编码蛋白为具有离子通道和转运功能特征的膜蛋   
白[2]。Nramp1 作为金属离子转运蛋白, 表现出二价
金属的离子转运功能。它可以通过转运 Mn2+、Fe2+

等金属离子, 使细菌失去这些合成自身防御酶系所
必需的离子从而使动物抗病菌感染[3]。Nrmap1是较
保守的基因, 已定位于人 2q35、小鼠 1C3、牛 2q43-44
上[4~6], 在血液外周白细胞、脾脏、肺等网状内皮细
胞器官的巨噬细胞中表达, 既影响动物的固有免疫, 
又与多种胞内病原菌的抵抗有关[7, 8]。因此, Nrmap1
基因是优良的抗病候选基因。近年来, 各国学者对
Nrmap1基因的抗病性进行了大量的研究。应用基因
敲除和基因重组方法发现, Nramp1基因与小鼠对分
枝杆菌、沙门氏伤寒菌等细胞内病原体的易感性或

抗性有关[9]。牛的 3′UTR区的遗传变异对布氏杆菌、
分枝杆菌的抗性或敏感性差异显著 [10~14]。吴宏梅  
等[15]研究表明, 猪 NRAMP1基因内含子 6的多态性
与中性粒细胞及单核巨噬细胞吞噬功能有显著的相

关性。Hebert 等[16]首次报道 Nramp1 基因可抵抗细
胞内乳房炎病原金黄色葡萄球菌的感染。应用定量

RT-PCR方法分析发现, 乳房炎抗性牛群Nramp1基
因 mRNA 的表达高于易感性牛群, 可根据这种差异

选择乳房炎抗性牛[17]。上述牛 Nrmap1 基因的研究
多局限于 3′UTR区与布氏杆菌病、结核杆菌病的相
关性研究 , 对其他位点的单核苷酸多态(Single nu-
cleotide polymorphism, SNP)及其与乳房炎相关性的

研究未见报道。本研究以中国荷斯坦奶牛为研究对

象, 采用 PCR-SSCP技术、测序技术进行 Nramp1基
因外显子 11的 SNP筛选, 并进行其多态性与乳房炎
的相关性分析, 为奶牛的抗病育种提供辅助选择的
分子标记。  

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验牛群和性状测定 

采集来自天津和山东 5 个奶牛场的 344 头荷斯
坦奶牛的血液样本, 颈静脉采血, 3.8%柠檬酸钠抗
凝, −20℃冷冻保存备用。上述牛群均具备齐全的系
谱资料、完整的生产性能数据。 

1.1.2  主要试剂 

Taq DNA聚合酶、dNTPs、DL2000 Marker由
TaKaRa(大连)有限公司生产, 胶回收试剂盒、琼脂
糖、丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺为 Ameresco公司生产。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 的提取 

常规方法从冷冻血样中提取基因组 DNA。 

1.2.2  PCR 引物和 PCR 扩增 

根据 Nramp1 基因 DNA 序列(GenBank 登录号: 
NC007300), 采用 Oligo6.0 软件设计引物, 序列为: 
上游引物: 5′-GACCGTGGCAGTGGACATT-3′, 下
游引物: 5′-CTGCCTTGTGCTCAGACACC-3′, 由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成。 

PCR反应体系为 25 μL: 10×PCR buffer2.5 μL, 
25 mmol/L MgC121.8 μL, 10 mmol/L dNTPs 0.3 μL, 
10 μmol／L上、下游引物分别为 1.0 μL, Taq DNA
聚合酶 1 U, DNA 模板 50 ng。PCR 扩增程序为:    
94℃预变性 5 min; 94℃变性 30 s, 60℃复性 30 s,  
72℃延伸 30 s, 共 35个循环; 72℃延伸 7 min, 降温
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至 4℃保存, 用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.2.3  SSCP 分析 

2 μL PCR产物加入 8.0 μL的变性缓冲液, 然后
98℃变性 10 min后, 立即冰浴, 15 min后上样于预
冷的 12%聚丙烯酰胺凝胶, 于 l×TBE 电泳液、4℃
冰箱内以 10~12.5 V/cm电压电泳 14~16 h。电泳结
束后硝酸银染色并记录结果。  

1.2.4  PCR 产物的回收测序 

经 SSCP 分析后, 将不同基因型个体的 PCR 扩
增产物用柱式胶回收试剂盒回收纯化 , 回收后的
DNA 片段送交上海生工生物工程技术服务有限公
司进行测序。 

1.2.5  统计分析方法 

根据实验结果计算该位点的基因频率与基因型

频率 , 对该位点基因型的分布进行 Hardy—
Weinberg平衡的 χ2适合性检验。配合下列模型进行

最小二乘方差分析, 采用 SAS8.0 统计软件的 GLM

过程完成, 比较荷斯坦牛 SCS 在 Nramp1 基因型之
间的差异:   

Yijkl = μ+Ti+Cj+Gk+Sl+eijkl 
其中: Yijkl为个体性状表型值; μ-为群体平均值; Ti为

第 i个胎次的固定效应; Cj为第 j个环境的固定效应; 
Gk为第 k个标记基因型的固定效应; Sl为第 l个季节
的固定效应; eijkl为随机残差效应。 

2  结果与分析 

2.1  PCR-SSCP分析 

用所合成的引物扩增基因组 , 所得的产物用
1%琼脂糖检测, 扩增到约 300 bp的目的片段, 条带
清晰特异性好(图 1A), 可直接用于 SSCP分析。PCR 
产物经 SSCP 分析结果表现出 3 种基因型, 分别为
AA、 BB、 AB(图 1B)。 

2.2  测序分析 

测序结果表明, 扩增片段大小为 327 bp, 分别
在 200 bp(C/G)和 254 bp(T/G)存在碱基突变(图 2),  

 

 
 

图 1  Nramp1 基因外显子 11 的 PCR 扩增产物(A)及 PCR-SSCP 凝胶电泳(B) 
 

 
 
图 2  Nramp1 基因 AA、BB 和 AB 基因型 DNA 序列比较 
箭头示碱基突变位置 
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即分别对应参考序列(GenBank 登录号: NC007300)的
7401处(C/G)和 7455处(T/G)存在碱基突变, 均导致氨
基酸的改变, 分别为 Ala356Pro(丙氨酸替换为脯氨酸)
和 Leu374Met(亮氨基酸替换为蛋氨酸), 见图 3。 
 

 
 
图 3  Nramp1 基因 AA 和 BB 基因型编码蛋白序列比较 

 

2.3  Nramp1 基因外显子 11 基因频率和基因型频率
分析 

基因型频率和等位基因频率见表 1。A等位基因
为优势等位基因, 就基因型而言, AA 基因型频率最
大, BB最小, AB介于两者之间。 

2.4  Nramp1基因外显子 11的遗传多态性指数 

Nramp1 基因外显子 11 在群体中的多态信息含
量、杂合度、有效等位基因数及 χ2检验见表 2。结
果表明, 多态信息含量(PIC)处于 0.25 和 0.50 之间, 
表明该位点处于中度多态。经过 χ2 适合性检验, 中
国荷斯坦牛 χ2 值为 3.358(P＞0.05), 该位点突变达
到 Hardy-Weinberg平衡状态。 

2.5  Nramp1基因外显子 11的遗传多态性与乳房炎
的相关性分析 

用标记效应组成的固定模型对 SCS进行方差分
析, 结果见表 3。可以看出基因型、产犊季节对 SCS
有较大的影响, 场次、胎次对 SCS 的影响极显著
(P<0.0001)。 

将 Nramp1基因外显子 11多态性与产奶性状进
行最小二乘均值显著性检验, 结果见表 4。结果表明, 
AA基因型所对应的 SCS最小二乘均值显著低于 AB
和 BB型(P<0.05); AA基因型所对应的 305 d产奶量
的最小二乘均值极显著高于 BB型(P<0.01), AB基因
型所对应的 305 天产奶量的最小二乘均值显著高于
BB基因型(P<0.05)。 

3  讨 论 

3.1  Nramp1基因多态性分析   

近年来, 有关牛 Nramp1 基因多态性的报道多
见 3′UTR(GT)n多态性的报道

[10~14, 18 ], Martínez等[19]

报道了印度牛（Bos indicus）编码区存在 A272V、
D321N、P356A多态性。 本研究所发现的 2个 SNP, 
其中 7455 处(T/G)为新的 SNP, 而 7401 处(C/G)与
P356A相一致。另外, 本研究发现牛 Nramp1基因外
显子 11 具有中度多态性, 表明遗传变异较大, 对其
选择可望获得更大的遗传进展。  

 
表 1  中国荷斯坦牛 Nramp1 基因 PCR-SSCP 的基因型和基因频率 

基因型频率 基因频率 
牛品种 样本数 

AA AB BB A B 

中国荷斯坦奶牛 344 0.610 0.314 0.076 0.767 0.233 

 
表 2  中国荷斯坦牛 PCR-SSCP 的 χ2 检验、多态信息含量、杂合度及有效等位基因数 

品种 卡方值 多态信息含量 杂合度 有效等位基因数 

中国荷斯坦奶牛 3.358 0.2942 0.3574 1.5562 

 
表 3  各因素对中国荷斯坦奶牛群的体细胞评分和产奶量的影响 

因素 场次 胎次 产犊季节 基因型 

F值(体细胞评分) 9.62** 10.02** 8.33** 5.70** 

F值(产奶量) 0.49 2.43* 0.06 3.81* 

*: P<0.01; **: P<0.0001。 
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表 4  Nramp1 基因外显子 11 不同基因型与体细胞评分、产奶量间最小二乘均值及标准误 

基因型 体细胞评分 产奶量 

AA 4.70±0.25 b 7302±335 ac 
AB 5.16±0.26 ab 7201±337ab 
BB 5.40±0.28 ab 6433±400 b 

注: 同一性状中标有不同小写字母 a、b 肩标的平均值间差异显著(P < 0.05)。 

 

3.2  SCS与乳房炎的关系分析   

由于 SCS 可直接反应奶牛乳房炎的严重程度, 

与乳房炎的遗传相关约 0.40~0.80之间, SCS的增高

可引起奶损失的增加, 从而降低产奶量[20]。因此, 本

研究将 SCC转化为 SCS, 并对每个胎次的 10个泌乳

月的 SCS校正为泌乳期平均 SCS。但本研究所统计

的 SCS 数据明显高于国内外的相关研究 (20≤

SCC<50 为隐性乳房炎, 即 4≤SCS<5.32)[21, 22], 与

王兴平等[23]报道的中国荷斯坦牛品种对 SCS影响最

小二乘均值为 5.37 相近, 出现这种结果可能有以下

3 个原因: (1)由于国外开展奶牛群改良计划(Dairy 

Herd Improvement, DHI)已有 50 余年的历史, 相对

而言饲养管理水平较高, 乳房炎控制较好; (2)国内

近十年来仅在北京、上海、天津等部分地区开展 DHI, 

推广力度远远不够; (3)目前国内乳房炎候选基因的

研究所采用的生产数据不是严格的 DHI 数据, 而是

仅采集测定 2~3 次奶样的数据。而本研究采用的实

验牛群来自于平均单产水平超过 6 500 kg、参加 DHI

测定的牛场, 均具备 2~4个胎次、每个胎次 10个泌

乳月的产奶数据 , 从而保证数据的准确性和可靠

性。虽然这些牛场历经数年的 DHI 测定, 产奶水平

远高于国内奶牛平均单产水平(3 500 kg), 但 SCS仍

较高。因此, 在加强 DHI推广的同时, 严格根据 DHI

指导奶牛生产, 亟待提高饲养管理水平。 

3.3  Nramp1 基因与奶牛乳房炎的关系分析   

由于长期对高产奶量的选育从而增加了奶牛对

于疾病的易感性[24]。Nramp1在家畜机体中具有重要

的抵抗胞内寄生菌活性, 已经使其成为家畜抗病育

种的研究热点。现已证实牛 Nramp1 基因 3′UTR 

(GT)n多态性与布氏杆菌、结核杆菌的抗性有关
[10~14]。

Joo 等[17]首次报道了乳房炎抗性牛群 Nramp1 基因

mRNA 的表达高于易感性牛群, 可根据这种差异选

择乳房炎抗性, 从而揭示了 Nramp1 基因与乳房炎

抗性有关。国内关于牛 Nramp1基因研究仅见 3′UTR 

(GT)n多态性与乳房炎通径分析
[18]。本研究对 Nramp1

基因多态性与 SCS 的相关进行了分析, 结果表明, 不

同基因型所对应的 SCS和产奶量最小二乘均值分别为

AA(4.70)<AB(5.16)<BB(5.40)、AA(7302)>AB(7201)>BB 

(6433), 表明 SCS 数值越高, 引起的产奶量下降越明

显。同时表明, AA基因型个体表现出乳房炎抗性, A

等位基因是乳房炎抗性的优良基因。另外，本研究

采用标记效应组成的固定模型, 对 SCS 进行方差分

析, 场效应及胎次效应对 SCS 影响极显著, 表明牛

场和胎次对乳房炎的影响很大。 

综上所述, 可将 Nramp1 作为奶牛乳房炎候选
基因进行深入研究, 而关于其抗病的分子机制尚需
进一步揭示, 从而为奶牛的抗病育种研究提供理论   
依据。 
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