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摘要：以常规 *+, 技术扩增警用拉布拉多犬（!+$#& -+1#,#+*#&）的嗅觉受体 +-./0$ 基因长 1#) 23 的目的片

段，构建 3456+-./0$ 载体进行 768 克隆。重组质粒测序后与 9:;<=;> 公布的犬 +-./0$ 基因进行序列分

析比较，旨在了解拉布拉多犬嗅觉受体 +-./0$ 基因遗传的同源性和变异特性。
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嗅觉受体（GS-=RMGUQ U:R:3MGUO，.,O）是由嗅

觉细胞表达的一种蛋白质，由哺乳动物体内最

大的基因家族编码［&］。哺乳动物基因组中有

& """多编码嗅觉受体的基因，占基因总量的

%] ( @]。每个嗅觉受体能识别数个相关的化

学分子，而特异的气味可能与数个嗅觉受体相

结合［!］。据估计犬基因组中约有 & %"" 个嗅觉

受体基因，而目前已经测定的犬嗅觉受体基因

约占其中的 1"]［%，$］。

在人和动物的生命过程中，嗅觉起着重要

作用。嗅觉受体的主要作用是与气味分子结

合，并将这种信号转换到下游信号转换途径的

蛋白［@］。嗅觉受体基因的缺失能引起特异性的

嗅觉分辨力下降或缺失［’］。犬的嗅觉是极其灵

敏的，不仅对气味的感受性强，而且辨认气味的

机能也十分精确。拉布拉多犬目前已被世界各

国警方用于毒品搜查、爆炸物搜查和机场检疫

等领域。作为警犬，其作业能力是其嗅觉能力

的外在表现。

本研究对拉布拉多犬（ !+$#& -+1#,#+*#&）嗅

觉受体 +-./0$ 基因进行克隆和序列分析比较，

旨在了解警犬嗅觉受体 +-./0$ 基因的变异特

性。

A 材料与方法

ABA 犬和克隆菌株

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

拉布拉多犬由公安部南



京警犬研究所培育。克隆专用宿主菌 !"#!由

本实验室保存。

!"# 试剂 常规的分子生物学试剂如 !"#
!$% 聚合酶，克隆载体 &’!()*+，琼脂糖凝胶

!$%回收纯化试剂盒等均购自大连宝生物公

司。核酸提取试剂 +,-./0 购于 123-4,/562 公司，

其余常规生化试剂为进口或国产分析纯。

!"$ 采血 用 7#8乙醇消毒犬的前肢静脉皮

肤，用消毒过的 )9 号针头刺入静脉采血 : ; #
<0（%=! 抗凝），用冰瓶带回实验室置 >?保存

备用。

!"% 模板 &’( 的提取 以 +,-./0 法提取血液

中的总 !$%，@ 9A?保存备用。

!") 引物设计与合成 参照 1BB60(+C,36, 等［7］

方法设计引物，用以扩增 =DEFG> 基因，并在 #H
端分别添加 $%&I "和 ’"( "酶切位点和保护

碱基。引物交由江苏百龙公司合成。

J)：#H %+=++ K%%++=+KK%%=+%K%K%%+(
K%+%=%=K :H

$%&I "
J9：#H =++K% K+=K%=+==+K%KK=+K+%K(

%+K%%K :H
’"( "

!"* +,- 扩增与 +,- 产物的回收 J=I 反应

总体积 9A#0：9# <</0LF ’5=09 )M9#0，)A N J=I
OPDD6, 9MA#0，9M# <</0LF Q$+J <-R4P,6 )MS#0，
!TJ=("9E ))MU#0，!"# 酶（# VL#0）AM##0，样品

9MA#0，)A 2</0LF J) 和 J9 各 AM*#0。优化后的

J=I 循环参数为：U>?预变性 # <-2；U>?变性

:A B，#)?退火 :A B，79?延伸 ) <-2，共 :# 个循

环；最后 79?延伸 )A <-2。反应结束后，J=I 产

物经 9 8琼脂糖凝胶电泳鉴定，紫外灯下观察

结果、照相。J=I 产物的回收过程参照 %5C,/B6
K60 !$% TR4,CW4-/2 X-4 说明进行，回收产物溶于

洗脱液中。

!". /0( 克隆与序列分析 连接反应的具体

操作 在 冰 上 进 行。切 胶 纯 化 的 J=I 产 物 与

&’!()*+ 载体的摩尔比为 ) Y（9 ; )A），)S?反应

过夜。连接产物以热激法直接转化大肠杆菌感

受态细胞 !"#!。氨苄青霉素抗性平板筛选培

养（:7?，)S ; 9> Z）后挑取阳性克隆，提取质粒

进行鉴定。将鉴定后的阳性克隆送上海博亚生

物技术有限公司进行序列测定。

!"1 重组质粒的鉴定

!"1"! 重组质粒的酶切鉴定 $%&I " [ ’"(
"双 酶 切。取 微 量 反 应 管，依 次 加 入 &’!(
=DEFG> *#0、$%&I " )#0、’"( " )#0、)A N
OPDD6, " 9#0 和 QQ"9E *#0，置 :7?温箱孵育 :
Z。反应结束后，酶切产物经 )MA8琼脂糖凝胶

电泳鉴定。

!"1"# 重组质粒的 J=I 鉴定 以重组质粒

&’!(=DEFG> 为模板，以 J)、J9 为引物，按上述

J=I 反应条件进行 J=I 鉴定。

!"1"$ 重组质粒的序列测定及序列分析 各

取 )M# <0 经鉴定正确插入目的片段的阳性克

隆 &’!(=DEFG>，送上海博亚生物技术有限公司

进行序列测定。结果与 K62OC2\ 上公布的犬

=DEFG> 基因进行 OF%]+ 比较。

# 结果和讨论

#"! ,2345% 基因片段的 +,- 扩增 以 J)、

J9 为引物，扩增出大小约 *7U ^& 的 =DEFG> 基

因目的片段，与预期片段长度一致（图 )）。

图 ! +,- 扩增产物的电泳分析

5678! 9:;<=>?@A?>;B6B ?2 =A; @>?CD<=B
EF@:626;C GH +,-

)MJ=I 扩增产物；’_!$% 分子量标记 !F9AAA。

)M *7U ^& D,C5<624B /D FC^,CQ/, EI 5626；

’_!$% <C,\6, !F9AAA_

#"# 重组质粒的鉴定

#"#"! 重组质粒的酶切鉴定 重组质粒 &’!(
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!"#$%& 经 !"#’ ! ( $%& !双酶切后，酶切产

物经电泳得到大小约 )*+ ,- 的核酸电泳条带

和约 ./0 1, 核酸电泳条带（图 .），初步证明所

挑取阳性克隆为正确的重组转化子。

!"!"! 重组质粒的 2!’ 鉴定 以重组质粒

-345!"#$%& 为模板，以 26、2. 为引物，对初步

图 ! 重组质粒双酶切鉴定结果

#$%&! ’()*+,$, -. /01-23$()(4 5*),2$6,
3+ 6-73*0 6$%0,4

6/ 重组质粒经 !"#’ ! ( $%& !双酶切后的产物；

37489 分子量标记 4$6:;;;。

6/-345!"#$%& -<=>?@A> B" $=,C=ABC A@DE>FEA G@FH

!"#’! ( $%& !；37489 ?=C1EC 4$6:;;;7

筛选 的 阳 性 克 隆 按 上 述 2!’ 反 应 条 件 进 行

2!’ 鉴定，均扩增出大小约 )*+ ,- 的目的片

段，与预期片段长度一致（图 I）。

!"8 序列测定 将经鉴定的阳性克隆的菌液

送上海博亚生物技术有限公司进行序列测定，

结果见图 &。

图 8 重组质粒的 9:; 鉴定结果

#$%&8 ’()*+,$, -. /01-23$()(4 5*),2$6, 3+ 9:;
6/ 拉布拉多犬 !"#$%& 基因重组质粒 2!’ 扩增产物；

37489 分子量标记 4$.;;;。

6/JHE -CBAKLF> =?-<@"@EA "CB? -345!"#$%& -<=>?@A> ,M 2!’；

37489 ?=C1EC 4$.;;;/

图 < :.=>#< 基因的序列

#$%&< ?@0 (71*0-4$60 ,0A70(10 -. >)3/)6-/ :.=>#< %0(0

!"< 嗅觉受体基因片段的序列同源性分析

测序结果表明，已测序的 )*+ ,- 碱基中未发现

有碱基缺失或其他使阅读框（#’%）发生移位的

突变。本研究扩增的拉布拉多犬序列片段与

NEOP=O1 上犬 !"#$%& 序列 Q:I0). 比较，基因同

源性为 ++/)R（图 :），且并无插入或缺失位点，

只是在第 &I& 和 )*+ 位碱基上发生碱基替换

（表 6）。种系关系的分析也表明二者之间遗传

图 B :.=>#< 基因核苷酸序列同源性分析

#$%&B C-2-*-%-7, )()*+,$, -. :.=>#<
3),0 ,0A70(10,

关系很近（图 0）。
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表 ! 碱基替换情况

"#$%& ! ’()%&*+,-& #.- #/,.* #),-0 #%+&1#+,*.0

碱基位置（!"）

#$%&
’()#*+ +,+ -./

碱基替换 01,2-3 4 5
6789 8:!8;&;:;&$< 拉布拉多犬 = =

234 讨 论 嗅觉受体基因属于 5 蛋白偶联

受体超家族［>］。>//> 年 6:%? 等首次在褐家鼠

（!"##$% &’()*+,-$%）克隆并发现嗅觉受体基因［-］。

随后的研究发现嗅觉受体基因构成了基因组中

已知的最大的超家族之一，也称为嗅亚基因组

或 )@ 基因超家族［>］。每一嗅觉受体由大约 >
?! 单一编码的外显子组成。

图 5 种系关系图

6,785 9:;%*7&.&+,) 1&%#+,*.0:,<

本研究中，应用 A’@ 技术从拉布拉多犬血

液 BC= 中成功扩增出一个 -./ !" 的 ’()#*+ 基

因，与 59<67<? 中己发表的犬 ’()#*+ 基因序列

（01,2-3）进行比较，发现二者有 //D-E同源性。

进一步研究发现有两个核苷酸发生了突变（第

+,+ 位的 4 变为 =，第 -./ 位的 5 变为 =）。而

FG7:;H:G8; 等研究表明，氨基酸序列的改变能够

使动物嗅觉特异性发生变化［/］。此核苷酸的突

变对犬嗅觉功能的影响状况还有待进一步研

究。
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