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摘 要：以中国草原红牛为研究对象，通过 PCR测序的方法对 HTR2A基因 5个外显子进行 SNP筛查，发现外显子 3第 86
bp处和第 164 bp处分别存在 S1、S2两个 SNP位点，对应突变为 g.C86G、g.G164A，卡方检验表明 S1、S2位点均处于 Hardy-
Weinberg平衡状态。对检测到的两个 SNP位点进行连锁不平衡分析，发现 S1、S2位点间 D´=0.794、r2=0.350，属于强连锁。

两个位点（S1、S2）共形成H1（CG）、H2（GA）、H3（GG）、H4（CA）4种单倍型，单倍型频率分别为 0.570、0.234、0.163、0.033。结

合肉质性状进行连锁分析，发现单倍型组合 H2H3个体对应的肌内脂肪含量极显著高于 H3H3个体（P<0.01），显著高于

H1H2、H1H3（P<0.05），初步判断单倍型组合 H2H3与肉牛肌内脂肪含量显著相关，可作为选育高肌内脂肪含量肉牛的参考

标记。
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Abstract：The study took the Chinese caoyuan red cattle as the research object. The 5 exons of the HTR2A gene
were screened for SNP by PCR sequencing. Only two SNPs, S1 and S2, were found at the 86 bp and 164 bp of exon 3.
The corresponding mutations are g. C86G and g. G164A. Chi-square test shows that S1 and S2 are in Hardy-
Weinberg equilibrium. The two detected SNP were analyzed for linkage disequilibrium, and it was found that be⁃
tween S1 and S2, D’= 0.794, r2 = 0.350, which is a strong linkage. Two sites (S1, S2) formed four haplotypes H1 (CG),
H2 (GA), H3 (GG), H4 (CA), and the haplotype frequencies were 0.570, 0.234, 0.163, 0.033, respectively. Combined
with meat quality traits for linkage analysis, it was found that the intramuscular fat content corresponding to the hap⁃
lotype combination H2H3 individuals was extremely significantly higher than that of the H3H3 individuals (P<0.01),
significantly higher than H1H2, H1H3 (P<0.05), preliminary judgment of the haplotype combination H2H3 is signifi⁃
cantly related to the intramuscular fat content of beef cattle, and can be used as a reference marker for breeding beef
cattle with high intramuscular fat content.
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随着生活水平的提高，消费者对于牛肉品质

的需求越来越高，追求品质更高的牛肉产品已成

为当今肉牛育种工作的主要任务。中国草原红牛

是我国培育出来的第 1个肉乳兼用型品种，具有

抗逆性强、乳脂率高、肉质好等优点。为了更好

地发挥草原红牛的品种优势，加速育种进程，分

子育种技术发挥了积极作用，其关键在于有效的

基因标记挖掘与应用 [1]。
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神经递质血清素 (5-hydroxytryptamine，5-HT)
也称为 5-羟色胺，是调节中枢和外周功能的单

胺，在情感行为、自主功能和认知等中枢调控过

程中起决定性作用 [2]。神经递质血清素主要分 5-
HT1~5-HT7共 7个亚型。其中 5-HT2的受体分为

5-HTR2A、5-HTR2B 和 5-HTR2C。 5-HTR2A 是 G
蛋白偶联受体家族中的一员，主要存在于大脑腹

侧被盖区和伏隔核的多巴胺能神经元 [3]。HTR2A
在生物学功能中有许多作用：包括大脑皮层的兴

奋性 [4]、血小板聚集 [5]、平滑肌收缩 [6]、血管收缩和

扩张 [7]、炎症过程 [8]和激素信号传导 [9]。HTR2A与
能量平衡有关，大脑中神经递质血清素的消耗会

导致食欲增长，引起肥胖 [10]，同时药物处理会使血

清素传递加快 [11-12]。脂质代谢是体内复杂并且十

分重要的生化反应，保障代谢平衡才能够保证正

常生理机能的运作，所以对生命活动具有重要意

义 [13]。研究发现 HTR2A基因可能与饮食失调有

关，神经性厌食症患者的脑脊液（CSF）中血清素

（5-HT）代谢产物降解产物的浓度较低 [14]。研究

表明，HTR2A基因在旁分泌和神经循环的局部能

够起到一定的作用，并且不同组织其特异性功能

也有区别 [15]。目前已经鉴定 14种以上的 5-HTRS，
除 HTR3以外都是 G蛋白偶联受体，其中中枢 5-
HT还能够通过激活脑中的 HTR2C，起到减少食欲

的作用。HTR2A基因对于延黄牛脂肪细胞分化具

有一定作用，推测其可能影响脂代谢 [16]。本研究

以中国草原红牛为试验对象，检测中国草原红牛

HTR2A基因多态性，分析 HTR2A基因与肉质性状

的联系，希望能够为今后中国草原红牛牛肉品质

改良有效遗传标记的筛选提供参考价值。

1 材料与方法

1.1 试验品种

随机选取中国草原红牛公牛 58头，30月龄屠

宰测定肉质性状。采集背最长肌组织，-80 ℃保

存备用。

1.2 主要仪器及试剂

超微量分光光度计（Quawell-Q500）、气相色

谱仪 (GC-14CPTF)、高效液相色谱仪 (WATERS
600)、PCR仪（T100）、色差计 (X-RiteSP62)、基因组

DNA提取试剂盒等均购自大连宝生物工程有限

公司。

1.3 肉质性状测定

参照《农业农村部肉牛生产性能测定技术

规范》及《农业农村部农产品及加工品质量监督

检验测试中心（长春）》提供的方法进行肉质性

状测定。

1.4 基因组DNA提取

基因组 DNA采用 Axygen试剂盒进行提取，并

采用超微量分光光度计测定 DNA的纯度和浓度，

取 5 µL进行琼脂糖凝胶电泳的检测并保证其完

整性。

1.5 引物设计及合成

参考 GenBank发表的肉牛 HTR2A基因 DNA序
列（登录号：NC_037339.1），利用 Ensembl 查找基

因外显子（共 5个），通过 Primer 5.0设计引物，引

物信息见表 1。引物由苏州金唯智生物科技有限

公司合成。

表 1 基因引物序列

引物名称

HTR2A-exon1

HTR2A-exon2

HTR2A-exon3

HTR2A-exon4

HTR2A-exon5

引物序列（5´-3´）

F：GGAATCTGTACCAAAGGCG
R：ACGGCAACTTACACGGGTC
F：GCAATGCAACCCAAGACTG
R：GCACAATGCTTTATCTCCC
F：ACAACAGCCTGAGTTCACA
R：ATACTGTTCCACTTACCCACT
F: AGTAATGCTCTTGCCTTCA
R:CTCCAGTCTCCCAATGTTT
F:TATTCACAGAGCTGCTGGC
R:GAATCCAAAACGGAGCGGT

片段

大小

（bp）
586

992

469

925

556

退火

温度

（℃）
58

50

50

50

58

1.6 PCR反应体系及条件

PCR 反应体系（20 µL）：2×Taq Master Mix10
µL，ddH2O 8 µL，DNA 1 µL，上、下游引物各0.5 µL。

PCR反应条件：95 ℃ 预变性 2 min，95 ℃变性

30 s，退火温度 (见表 1) 30 s，72 ℃延伸 1 min，共
35个循环;72 ℃终延伸 5 min，产物 4 ℃保存。

1.7 草原红牛HTR2A基因多态性检测

PCR扩增产物经 1.0％琼脂糖凝胶电泳检测

合格后，在苏州金唯智生物科技有限公司进行

Sanger 测序。通过 DNAMAN软件对测序的结果

进行分析，找到 SNP位点。利用 Chromas软件对

测序波峰图进行进一步分析。

1.8 群体遗传分析及单倍型分析

测序结果整理后，计算基因频率、基因型频

率。基因频率是指基因在某个群体所占有的比

例。基因型频率是指某个特定基因型的个体占全

群所有个体的比例。利用《家养动物遗传分析工

具 1.0》进行卡方检验，计算遗传纯合度（Ho）、遗
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传杂合度（He）、有效等位基因数（Ne）和多态信息含

量（PIC）。利用HaploView软件进行单倍型分析。

1.9 统计分析

利用 SPSS 22.0软件进行单因素方差分析，比

较中国草原红牛不同单倍型组合个体间肉用性状

的显著性差异。结果以“平均值±标准差”表示。

2 结果与分析

2.1 PCR测序结果

对比测序结果与参考序列（Genbank: NC_

037339.1）发现：S1位点在 HTR2A基因第 3外显子

编码区 86 bp处存在 C>G突变，突变导致氨基酸

编码错义突变的产生（丝氨酸>半胱氨酸），形成

CC、GG和 CG 3种基因型，存在 C和 G两种等位

基因（图 1）。 S2位点在 HTR2A基因第 3外显子

编码区 164 bp处存在 G>A突变，突变导致氨基

酸编码错义突变的产生（精氨酸>组氨酸），形成

GG、AA和 GA 3种基因型，存在 A和 G两种等位

基因（图 2）。

图 1 HTR2A基因第 3外显子 g.C86G突变测序比对结果

图2 HTR2A基因第3外显子g.G164A突变测序比对结果

2.2 中国草原红牛HTR2A基因遗传多样性分析

根据基因分型结果对 HTR2A基因 S1和 S2位点

遗传多样性进行分析，结果见表 2。HTR2A基因 S1
位 点 的 CC、GG 和 CG 的 基 因 型 频 率 分 别 为

31.03％、10.35％和 58.62％；C和 G等位基因频率

分别为 60.34％和 39.66％；CG为优势基因型，C为
优势等位基因。HTR2A基因 S2位点的 GG、AA和

GA的基因型频率为 50.00％、3.45％和 46.55％；G
和 A等位基因频率分别为 73.28％和 26.72％；GG
为优势基因型，G为优势等位基因。经卡方检验，

中国草原红牛 HTR2A 基因的 S1、S2位点均处于

Hardy-Weinberg 平衡状态 (P>0.05)。群体中遗传

纯合度 (Ho)、遗传杂合度 (He)、有效等位基因 (Ne)
和多态信息含量（PIC）见表 3。

表 2 HTR2A基因的基因型频率和基因频率

基因

HTR2A-S1

HTR2A-S2

样本量

58

58

基因型频率（％）

CC
31.03(18)
GG

50.00(29)

GG
10.35(6)
AA
3.45(2)

CG
58.62(34)
GA

46.55(27)

基因频率（％）

C
60.34(70)

G
73.28(85)

G
39.66(46)

A
26.72(31)

2.3 单倍型分析

对检测到的两个 SNPs位点进行连锁不平衡

分析。分析发现 S1、S2位点间 D´=0.794、r2=0.350，
属于强连锁。两个位点（S1、S2）共形成H1（CG）、H2
（GA）、H3（GG）、H4（CA）4种有效单倍型，单倍型

频率分别为 0.570、0.234、0.163、0.033。

表 3 HTR2A基因 S1、S2位点的遗传特性

基因

HTR2A-S1
HTR2A-S2

遗传纯合度

0.521
0.608

遗传杂合度

0. 479
0.392

有效等位基

因

1.919
1.644

多态信息含

量

0.364
0.315
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2.4 HTR2A基因不同单倍型个体间肌内脂肪含

量性状差异显著性检验

利用 SPSS Statistis one-way ANOVA的分析方

法，分析HTR2A基因不同单倍型与肌内脂肪性状的

相关性。由表 4可知，单倍型组合H2H3个体对应的

肌内脂肪含量极显著高于H3H3个体（P<0.01），显著

高于H1H2、H1H3（P<0.05）。由此说明HTR2A基因单

倍型组合H2H3与肌内脂肪性状显著相关。

表 4 HTR2A基因单倍型与肉质性状的连锁分析

单倍型组合

压榨水分（%）
熟肉率（%）
失水率（%）
滴水损失（%）

肌内脂肪含量（%）
注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05），不同大写字母表示差异极显著（P<0.01）

H1H2
25.18±4.57
50.95±6.30
19.05±4.80
0.98±0.35
2.79b±1.13

H1H3
25.35±3.51
51.55±5.36
18.41±5.03
0.88±0.33
2.87b±1.20

H2H3
24.73±4.62
51.57±6.10
17.55±9.23
0.74±0.01
4.75Aa±0.12

H3H3
26.55±6.54
47.59±1.86
19.28±3.68
0.89±0.46
1.52Bb±0.15

3 讨 论

神经递质血清素不仅对中枢调控过程起重

要作用，对能量平衡也有决定性影响。5-羟色胺

敏感神经元可募集众多下游信号分子，保持能量

平衡。此类效应使脂肪减少，从而缓解 2型糖尿

病 [17]。与此同时，血清素也能作用外周组织并调

节自主神经通路，从而对葡萄糖代谢产生影响。

现阶段研究表明，5-羟色胺的选择性消耗特性能

导致饮食过量产生肥胖 [18]。通过脑室内注射血清

素抑制色氨酸氢化酶，降低大脑 5-羟色胺的水

平，引发大鼠食欲过盛并导致体重增加。HTR2A
的过表达能促进脂肪细胞的生成，增加脂质积

累 ;HTR2A的干扰则对脂肪细胞生成有一定抑制

作用 [19]。关于使用药物促进 5-羟色胺传递来治

疗厌食的事例在早先时期就已有发生。此类调

节作用表明这种神经递质在维持能量平衡中的

重要作用 [20]。

目前，HTR2A基因对脂肪酸代谢等相关研究

尚浅。研究表明：SERT的选择性抑制剂可以促进

5-HT活性，并且与体重减轻有关 [21]。在食用高脂

肪高热量的食物后，阻碍 5-HT生成能够减少体

重增长，增加棕色脂肪组织(BAT)中的产热活性和

降低白色脂肪组织(WAT)中的脂肪生成。5-HT的
过量表达会加快脂肪细胞的产生，增加脂质积

累，HTR2A基因的干扰也会对脂肪细胞生成具有

一定的抑制作用 [22]。

本研究在中国草原红牛 HTR2A基因第 3外显

子处发现 S1、S2两个突变位点 G/C、A/G，优势等位

基因分别为 C、G。群体遗传多态性（PIC）均为中

度多态，说明该遗传标记具有一定的遗传潜力和

选育潜力。但 HTR2A基因单倍型组合 H2H3是否

为影响中国草原红牛脂肪酸代谢的关键单倍型，

还需要进一步扩大样本数量进行系统分析，届时

将能更准确地为中国草原红牛改良提供有效的遗

传标记。
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