
 
 
 

 
中国科学 C 辑:生命科学   2009 年 第 39 卷 第 12 期: 1155 ~ 1161 

www.scichina.com    life.scichina.com  
《中国科学》杂志社

SCIENCE IN CHINA PRESS 

论  文 

黑色素皮质素受体 1 基因对水牛毛色遗传的影响 

苗永旺
①②†, 吴桂生

③†, 王磊
②, 李大林

④, 汤守锟
⑤, 梁建平

②, 毛华明
②,  

罗怀容
③, 张亚平

①⑥* 

① 云南大学云南省生物资源保护与利用重点实验室, 昆明  650091;  

② 云南农业大学动物科学技术学院, 昆明  650201;  

③ 中国科学院昆明植物研究所, 昆明  650204;  

④ 云南水牛科学技术研究所, 昆明  650021;  

⑤ 云南省德宏州潞西市畜牧站, 潞西  678400;  

⑥ 中国科学院昆明动物研究所, 遗传资源与进化国家重点实验室, 昆明  650223 

† 同等贡献 

* 联系人, E-mail: zhangyp@mail.kiz.ac.cn  

收稿日期: 2009-09-21; 接受日期: 2009-10-12 

国家自然科学基金(批准号: 30660024 和 30621092)、国家转基因重大专项(批准号: 2008ZX08009)、云南省应用基础研究重点项目(批准号: 

2007C0003Z)、云南省应用基础研究计划面上项目(批准号: 2006C0034M)和国家高技术研究发展计划(批准号: 2008AA101001)资助 

  

摘要    MC1R在很多动物的色素沉积过程中发挥关键作用. 为了阐明MC1R基因是否与

水牛毛色性状相关, 本研究对 216 头遗传背景清楚的水牛进行了该基因编码区DNA序列

测定. 研究的样品包括 49 头黑色河流型水牛(包括摩拉水牛和尼里-拉菲水牛), 136 头毛色

为灰色或白色的沼泽型水牛(包括德宏水牛、滇东南水牛、德昌水牛、贵州水牛和西林水

牛)和 31 头尼里-拉菲水牛或摩拉水牛与沼泽型水牛的杂交后代. 序列分析发现在水牛群

体中存在 3 个单核苷酸突变位点(SNPs), 其中SNP684 是同义替换, 而SNP310 和SNP384
为非同义替换, 并分别导致p.G104S和p.M128I氨基酸的改变. 只有基因型为河流型等位

基因纯合子EBR/EBR的个体毛色表型为黑色. 对黑色河流型水牛与灰色沼泽型水牛的杂交

后代基因型和毛色表型的分析进一步揭示: 河流型等位基因EBR或编码p.104S的等位基因

对保证MC1R具有正常功能起重要作用. 生物信息学功能分析显示, p.G104S和p.M128I两
个氨基酸替换对MC1R的功能有显著影响, 进一步支持EBR等位基因或编码p.104S的等位

基因与水牛黑色性状相关. 
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家养水牛(Bubalis bubalis)是牛科物种的成员之

一, 广泛分布在亚洲、欧洲南部、南美洲和非洲北部

等地区, 作为役用、肉用或奶用动物饲养. 水牛有两

种主要类型, 即河流型水牛和沼泽型水牛. 沼泽型水

牛毛色通常为灰色或深灰色, 四肢下部毛色较浅, 为
灰白色, 颈下部和胸前有浅灰色或白色条带. 也有少

数沼泽型水牛为白毛带粉红色皮肤(图 1). 而河流型

水牛最常见的毛色为黑色, 有时带有棕色或白色的

斑块(图 1). 以往的研究显示, 白色受单一基因控制, 
对灰色为完全显性, 而对黑色为不完全显性或上位

显性, 但黑色对灰色却为完全显性或上位显性[1]. 迄
今, 尽管毛色性状的遗传机制在其他动物上已进行

了广泛研究, 但未见有与水牛毛色性状相关的基因

报道[2~9].  
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同样作为牛科物种的成员之一, 黄牛(Bos primi- 
genius)毛色性状的分子遗传学研究要比水牛清楚得

多. 黄牛的毛色主要受E或A等位基因座位控 制, 这
两个基因座位分别编码黑色素皮质素受体 1 (melano-
cortin-1 receptor, MC1R)和Agouti蛋白[2,10~12]. 在黄牛

中, 共发现 4 种主要的E座位等位基因来调控不同的

色素沉积状态. 携带野生型等位基因E+个体的性状

表型要依赖于其他座位调控色素沉积[13], 而ED, e和
EL等位基因却分别控制黑色, 红色(e/e 型纯合子)和
从淡黄褐色到棕色或灰色毛色表型[11,13,14]. 但是, 在
牛科物种的另外一个成员——牦牛(Bos grunniens)中, 
已报道MC1R基因与牦牛毛色没有关联[15]. 本研究采

用DNA序列分析技术对水牛MC1R基因多态性进行

了检测, 并对其是否与毛色性状遗传相关联进行了

分析.  

1  材料与方法 

1.1  材料 

本研究共采集了 216 头遗传背景清楚的水牛耳 

组织或血液样品. 其中包括毛色为黑色的(河流型)摩
拉水牛 20 头, 尼里-拉斐水牛 29 头; 毛色为灰色或白

色的(沼泽型)德宏水牛 62 头, 滇东南水牛 36 头, 贵
州水牛 15 头, 德昌水牛 13 头和西林水牛 10 头; 还包

括 31头摩拉水牛或尼里-拉斐水牛与当地沼泽型水牛

的杂交后代(表 1).  

1.2  基因组 DNA 提取 

采用常规的酚/氯仿法提取基因组 DNA, 在分析

前于−20℃保存.  

1.3  PCR 扩增与测序 

使用上游引物 74U18: 5′-GGGCAACCGCACAT 
CCAG-3′, 和下游引物 1292L20: 5′-GGTCTAGCCGA 
TCCTCTTTG-3′扩增MC1R基因完整的编码区. 25 
µLPCR反应体系中含有 50~100 ng基因组DNA, 1.5 
mmol/L MgCl2, 100 µmol/L dNTP, 0.5 µmol/L上、下游

引物和 1U DNA聚合酶(TaKaRa). PCR反应条件: 95℃
预变性 3 min, 然后, 94℃变性 1 min, 62℃退火 1 

 
表 1  样品信息以及水牛毛色与黑色素皮质素受体 1 基因变异之间的关系 

单倍型a) 基因型 
品种或群体 毛色 采样地点 样本量 

GGG GGC ATC AGC EBS/ 
EBS

EBR/ 
EBR

EBR/ 
EBS

EBR/ 
EBRS

EBS/
EBRS

EBRS/
EBRS

德宏水牛 白色 云南 35 40 30   35      
 灰色  27 40 14   27      
西林水牛 白色 广西 8 11 5   8      
 灰色  2 3 1   2      
贵州水牛 白色 贵州 5 9 1   5      
 灰色  10 18 2   10      
滇东南水牛 白色 云南 10 3 17   10      
 灰色  26 42 10   26      
德昌水牛 灰色 四川 13 20 6   13      
尼里-拉菲水牛 黑色 云南 29   58   29     
摩拉水牛 黑色 云南 20   40   20     
F1 代杂合子b) 棕黑色 四川 9 9  9    9    
F1 代杂合子b) 棕黑色 云南 14 9 5 14    14    

F1 代杂合子c) 白色或 
灰白色 云南 5 5  5    5    

高代杂交 
后代(Fn)d)

深(黑) 
棕色 云南 3 1  1 4    1 1 1 

合计   216 210 91 127 4 136 49 28 1 1 1 

a) 根据检测到的 3 个 SNPs(SNP310, SNP384 和 SNP618)定义的单倍型. 例如, 单倍型 ATC 代表相应序列的 310, 384 和 618 位置的

3 个核苷酸分别为 A, T 和 C; b) 沼泽型水牛(灰色)和河流型水牛(黑色)的杂交后代; c) 沼泽型水牛(白色)和河流型水牛(黑色)的杂交后代; 
d) 河流型水牛(黑色)和沼泽型水牛(灰色)高代杂交后代(Fn) 
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min, 72℃延伸 1 min, 35 个循环, 最后 72 ℃延伸 10 
min 并结束扩增.  

PCR 产物使用回收试剂盒(Watson BioTechnol- 
ogies 公司)纯化回收并直接测序. 测序使用PCR扩增

引物和一对内引物MCR2-F: 5′-CATCCCTGACGG 
GCTCTTTCTC-3′和MC1R2-R: 5′-AGCACCTCTTGG 
AGCGTCTTCC-3′[16]. PCR扩增引物参照黄牛MC1R
基因序列(GenBank accession number: AF445641)使用

Oligo 6 软件(Molecular Biology Insights, Inc., Cascade, 
Colo.)设计.  

1.4  序列分析 

测序结果使用DNASTAR软件包(DNAstar Inc.)
核对并编辑后 , 已经提交GenBank(NCBI accession 
number: GQ359864-GQ359954; GU121238-GU121363). 
SNPs的位置、数量以及单倍型采用Mega version 4.0
软件[17]输出.  

1.5  基因功能分析 

编 码区 突变 对基 因产 生的 功能 影响 采用

PANTHER软件[18,19]进行评估. 该软件根据已知功能

的蛋白质家族多条序列的比对信息, 分析蛋白质家

族中不同位置氨基酸发生变化时, 对蛋白质功能产

生的影响程度. 可能产生的影响用特定位置取代进

化保守值 (substitution position-specific evolutionary 
conservation score, subPSEC)来衡量, 该指标进一步

表述为异义替换 SNP对蛋白质功能损害的概率

(Pdeleterious). subPSEC值或Pdeleterious越小(即越是趋向负

值方向)表明越有可能对蛋白质功能产生损害.  

2  结果 

2.1  MC1R基因序列特征 

河流型和沼泽型水牛MC1R基因编码区测序得到

的片段长度均为 954 bp, 编码 317 个氨基酸. 水牛与

黄牛MC1R基因序列有 97%的一致性 , 并与黄牛

MC1R野生型等位基因序列长度相同. 相比之下, 牦
牛的MC1R基因, 根据报道[15]与黄牛的MC1R基因有

99%的一致性(图 2). 值得注意的是, 牛科的另一亚属

矮水牛(Anoa)的MC1R基因却与沼泽型水牛的MC1R
基因序列有 100%的一致性[20](图 2).  

在测得的 216 条编码区序列中, 共发现了 3 个单

核苷酸突变位点 (SNP310, SNP384 和SNP618)(图
2)(为了叙述方便, 使用一条沼泽型水牛序列作为参

考序列, 该序列在编码区 310, 384 和 618 处的核苷酸

都是G. 本研究 SNP的记录均以此序列为标准 ). 
SNP310(c.310G>A)和SNP384(c.384G>T)为异义替换, 
分别导致MC1R中氨基酸p.G104S和p.M128I的变化. 
而SNP618(c.618G>C)为同义替换. 在这 3 个SNPs中, 
河流型水牛MC1R基因 310, 384 处为c.310A(p.104S)
和 c.384T(p.128I), 而沼泽型水牛在这两处却为

c.310G(p.104G) 和 c.384G(p.128M), 同 义 替 换

SNP618(c.618G>C)仅发现存在沼泽型水牛中. 与沼

泽型水牛相比, 没有发现河流型水牛MC1R基因具有

多态性 . 所有测得的河流型水牛MC1R基因都拥有

c.310A(p.104S)和c.384T(p.128I), 该类型等位基因用

EBR 表示 . 在沼泽型水牛中虽然存在同义替换

SNP618(c.618G>C), 但是在蛋白质水平并没有多态

性. 因此, 沼泽型水牛MC1R等位基因都带有c.310G 
(p.104G)和c.384G(p.128M), 且在蛋白质水平没有差

异, 将该种类型的MC1R等位基因都记作EBS. 由此, 
本研究所有的河流型水牛和沼泽型水牛MC1R基因座

位都是纯合子基因型, 分别记作EBR/EBR和EBS/EBS. 与
预期的相一致, 河流型水牛和沼泽型水牛杂交得到

的F1代基因型为EBR/EBS. 而在它们的高代杂交后代

(Fn)个体中, 发现一个新的等位基因, 该等位基因为

SNP310和SNP384重组得到的纯合体. 新得到的中间

型等位基因携带c.310A(p.104S)和c.384G (p.128M), 
命名为EBRS. Fn代还有两个个体为杂合子, 检测到的

基因型分别为EBR/EBRS和EBS/EBRS.  

2.2  SNPs 对 MC1R 功能的影响 

本研究中发现的氨基酸替换p.G104S和p.M128I, 
都是由非极性氨基酸变为极性氨基酸. 这两个替换

分别位于MC1R蛋白质的细胞膜外第一外环区和第

三跨膜区(图 2). 这两处氨基酸的变化有可能改变

MC1R的构象 ,  或者直接影响其与配体的结合能   
力[21]. 为了推测MC1R基因编码区的突变对其功能的

影响, 对比了与其进化相关的蛋白质中特定位点发

生突变时对蛋白质功能的影响程度, 由此得到功能

损伤的似然值. subPSEC值是特定位置的野生型和 
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图 1  各种毛色的水牛及其基因型 
(A) 灰色沼泽型水牛; (B) 黑色河流型水牛(尼里-拉菲水牛); (C) 白色沼泽型水牛; (D) 黑色河流型水牛与灰色沼泽型水牛杂交 F1
代棕黑色水牛; (E) 黑色河流型水牛与白色沼泽型水牛杂交 F1 代水牛; (F)~(H) 河流型水牛与灰色沼泽型水牛高代杂交后代(Fn) 

 

 
 

图 2  水牛 MC1R等位基因序列变异 
不同类型水牛的各等位基因核苷酸序列和蛋白质序列信息(包括河流型水牛, 沼泽型水牛和两者高代杂交后代个体). 牛科其他种, 
如矮水牛、牦牛和黄牛的相应信息也列在图中. 图中点(.) 表示参考序列(沼泽型MC1R等位基因EBS)核苷酸相同. 序列编号从EBS等

位基因的第一个密码子开始. 核苷酸序列变异信息下方为氨基酸替换信息和蛋白质结构域信息. 为了显示水牛、牦牛和黄牛间的 
遗传差异, 黄牛的 4 个等位基因和牦牛 3 个等位基因也列在了图中. 本研究中发现的氨基酸替换已标注在方框中 
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突变型氨基酸的概率比值的负对数 , 该值在

0(中性的)~ −10(极可能对蛋白质功能有害)之间连续

变化 . p.G104S 处的 subPSEC 值和 Pdeleterious 分别为

−3.88051 和 0.70693, 这表明该处氨基酸替换对蛋白

质功能有重要影响 . p.M128I 处的 subPSEC 值和

Pdeleterious分别为−1.89112 和 0.24808, 表明该处氨基酸

替换对蛋白质功能的影响相对于p.G104S替换较小. 
河流型水牛等位基因EBR编码产物携带p.G104S和
p.M128I两个氨基酸替换, 提示极有可能对MC1R功

能产生较强的影响.  

2.3  毛色的表型与基因型 

49 头黑色尼里-拉菲水牛和摩拉水牛的MC1R基
因型全部为EBR/EBR(p.104S 和  p.128I)纯合子(表 1, 
图 2). 但是所有沼泽型水牛(滇东南、贵州、德昌、

德宏和西林水牛, 58 头白色, 78 头灰色), 尽管毛色表

型为白色和灰色, 但都具有EBS/EBS基因型, 即其编码

产物携带p.104G和p.128M氨基酸. 为了揭示河流型

等位基因EBR是否与黑色毛色表型相关, 对河流型水

牛和灰色沼泽型水牛杂交F1 代的表型和基因型进行

了分析. 与预期的相符, F1 代所有个体的基因型均为

EBR/EBS杂合型, 毛色为棕黑色(图 1), 表明等位基因

EBR与黑色毛色表型相关. 进一步对河流型与沼泽型

水牛高代杂交后代(Fn)的基因型和表型进行了检测

和分析, 发现存在EBS/EBRS, EBRS/EBRS或EBR/ EBRS基因

型的个体, 毛色分别由棕色到棕黑色(表 1, 图 1). 由
此可见, 河流型等位基因EBR, 特别是该等位基因编

码产物中p.104S氨基酸对保证MC1R正常功能起重要

作用. 

3  讨论 
与牦牛相比, 水牛的MC1R基因和黄牛的差异较

大, 这与它们之间的进化地位相一致[22,23]. 但是矮水

牛(Anoa)作为一个与水牛不同亚属的动物, 它们与沼

泽型水牛之间的密切关系却是出乎意料的. MC1R基
因在不同的牛种之间同义突变数多于异义突变数 , 
这说明MC1R基因在牛科物种中的功能具有保守性

(图 2). 河流型水牛和沼泽型水牛高代杂交后代中出

现EBRS等位基因, 表明两个相邻很近的位点SNP310
和SNP384 之间发生了重组事件.  

以前的研究认为, MC1R基因在河流型水牛中的e
等位基因频率高达 20%[24]. 但本研究在河流型水牛

和沼泽型水牛中都没有发现e等位基因. 实际上, 任
何在黄牛和牦牛MC1R基因中已发现的突变在本研究

的水牛序列中都不存在. 并且我们发现水牛的MC1R
基因序列与黄牛的MC1R基因序列存在较大差异, 所
以, 根据在黄牛中已发现的MC1R等位基因去推断它

们在水牛毛色遗传上的作用是不合适的.  
在本研究中, 同义替换 c.618C>G 只出现在中国

沼泽型水牛群体中(如德宏水牛和西林水牛等品种), 
或是具有相同毛色 (比如都是白色或灰色 )的个体  
中. 因此, 本研究结果不支持该突变与其品种或毛色  
相关.  

黑色素皮质素受体 1(MC1R)通过调节真黑素和

褐黑素两种主要色素成分的合成, 对很多物种的色

素沉着起着重要作用[2~7,9,25,26]. 当MC1R受到α-促黑

色素细胞激素(α-MSH)的刺激时, 就会通过激活酪氨

酸酶产生真黑素, 动物毛色表现为黑色. 在MC1R功

能丧失或MC1R受到与其拮抗的agouti蛋白抑制时 , 
MC1R不能激活酪氨酸酶, 较低活性的酪氨酸酶造成

真黑素被稀释 , 出现棕色或红色等较浅的毛色性  
状[12,27,28]. 本研究中白色和灰色沼泽型水牛的基因型

相同, 都为EBS/EBS, 这表明MC1R基因与水牛的白色

和灰色毛色性状无关. 白色和灰色毛色的形成可能

与控制真黑素和褐黑素合成信号通路中的上游某些

基因座位有关, 比如黑色素细胞的发生和迁移过程

的相关基因, 这类似于黄牛中色素沉着的调控机制[13]. 
白色沼泽型水牛和黑色河流型水牛杂交得到的F1 代

个体, 毛色为白色或灰白色, 基因型为EBR/EBS(图 1, 
表 1), 表明水牛的白毛性状相对于黑色为部分显性

或上位显性, 除了MC1R基因以外, 该性状还受其他

基因座的控制, 这与先前的研究结果相一致[1].  
只有基因型为EBR/EBR纯合子的个体(其MC1R携

带p.104S和p.128I氨基酸)毛色为黑色. 黑色河流型水

牛和灰色沼泽型水牛杂交的F1 代毛色为棕黑色, 携
带一个拷贝的EBR等位基因. 先前的研究认为黑色对

于灰色为完全显性或具有上位作用[1], 而在本研究中

发现F1 代个体出现了棕黑色毛色 , 显示出黑色组 
分被少许稀释. 提示沼泽型等位基因EBS可能在一定

程度上削弱了MC1R的作用, 导致真黑素合成量减少
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和褐黑素合成量增加. Fn代个体表型为棕黑色, 它们

或者携带一拷贝的EBR等位基因或含有编码p. 104S氨
基酸的等位基因, 揭示仅携带一拷贝编码p.104S的等

位基因不足以保证MC1R的正常功能. 生物信息学功

能分析表明p.G104S和p.M128I氨基酸替换对MC1R
功能有显著影响. 这一结果支持EBR等位基因, 特别

是携带编码p.104S氨基酸的等位基因与水牛黑色表

型有关.  

本研究表明, 水牛MC1R基因中的河流型等位基

因EBR或携带c.310A(p.104S)的等位基因与其黑色表

型相关. 除了MC1R基因外, 其他很多与黑色素形成

有关的基因, 尤其是编码黑色素沉积和黑色素细胞

形成所必需的基因, 都参与毛色的形成[7,8]. 因此, 进
一步深入研究其他候选基因的变异, 并对找到的变

异进行功能分析, 将有助于阐明水牛毛色遗传的分

子机制. 
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