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摘要: 根 据 GenBank 数 据 库 中 黑 线 仓 鼠 (Cricetulus barabensis) 同 源 物 种 的 FSHβ 基 因 设 计 引 物，利 用

PCR 法在山东省沂南、临朐和曲阜 3 个地 理 种 群 随 机 选 取 的 黑 线 仓 鼠 个 体 中 克 隆 出 FSHβ 基 因 的 部 分

外显子 3，序列长度为 775 bp(GenBank 登录号:GQ456067)。该序列与其他物种相应区域的同源性比较

结果显示: 黑 线 仓 鼠 与 人 ( Homo sapiens)、大 鼠 ( Rattus norvegicus)、小 鼠 ( Mus musculus)、黑 猩 猩 ( Pan

troglodytes)、羊 (Ovis aries) 等 物 种 核 苷 酸 序 列 的 同 源 性 为 80% ～ 96% ，氨 基 酸 序 列 的 同 源 性 为 79% ～

100%。系统进化分析结果与物种亲缘关系的远近一致，说明该研究所得到的 FSHβ 基因序列可作为研

究物种亲缘关系或遗传距离的理想标记。
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Cloning and Sequencing of Partial Exon 3 of FSHβ Gene
in Cricetulus barabensis
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Abstract:Primers were designed according to the GenBank sequence of FSHβ gene of the homologous species of

Cricetulus barabensis. Partial sequence of exon 3 in FSHβ gene was cloned by PCR method from random

samples of C. barabensis in Yinan，Linqu and Qufu，Shandong Province. It is 775 bp and its accession number

in GenBank is GQ456067. The homologies of nucleotide and amino acid are 80% － 96% and 79% － 100%

respectively when compared with the same region sequence of Homo sapiens，Rattus norvegicus，Mus musculus，

Pan troglodytes，and Ovis aries. The result of the phylogenetic evolution analysis by FSHβ sequence is in

consistent with the relative species relationship，and therefore the sequence of FSHβ gene could be used as an

ideal marker to study the species relationships or hereditary distance.
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卵 泡 刺 激 素，亦 称 促 卵 泡 素 ( follicle
stimulating hormone，FSH) 是由动物垂体前叶嗜

碱性细胞合成和分泌的一种糖蛋白激素，与促

黄体素( luteinizing hormone，LH) 一起作用于性

腺，具有促进动物性成熟和保持周期性繁殖的

能力
［1］。目前已研究过 FSHβ 亚基基因的哺乳

动物中，发现此基因均为单拷贝基因
［2］，由 3 个

外显子和 2 个内含子组成，外显子 1 不编码，外
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显子 2 和外显子 3 部分序列编码
［3］。FSH 基因

由 α 和 β 两 个 亚 基 组 成，β 亚 基 是 功 能 亚 基，

激素生理 功 能 的 特 异 性 由 β 亚 基 决 定
［4］。该

激素对于雌性可促进卵泡内膜细胞分化、颗粒

细胞增生和卵泡液的分泌
［5］，抑制卵泡闭锁和

颗粒细胞凋亡
［6］;对于雄性可刺激支持细胞生

长、增殖、成熟，促进副性腺的发育和精 子 的 成

熟
［7 － 8］。对 猪 ( Sus scrofa )［9 － 10］

和 羊 ( Ovis
aries)［11 － 12］

等家畜 的 研 究 发 现，高 繁 殖 力 品 种

的个 体 血 浆 中 有 较 高 浓 度 的 FSH，而 且 对 牛

(Bubalus bubalis)、羊的研究已证实抑制素所引

起的排卵率 的 增 加 最 终 归 因 于 FSH 浓 度 的 上

升
［13 － 14］。到目前为止，在猪、羊、牛和马(Equus

caballus) 等 动 物 中 FSHβ 基 因 的 研 究 比 较 深

入
［15 － 18］，而 有 关 FSHβ 基 因 在 黑 线 仓 鼠

(Cricetulus barabensis) 中 的 克 隆、序 列 分 析、与

胎仔数性状的关联以及不同地理种群之间遗传

多态性分析的研究少有报道。黑线仓鼠俗称纹

背仓 鼠、花 背 仓 鼠 和 小 腮 鼠 等，隶 属 啮 齿 目

(Rodentia) 仓 鼠 科 ( Cricetidae) 仓 鼠 属。20 世

纪 90 年代，黑线仓鼠是黄河流域 和 豫 北、豫 东

平原农田害鼠的优势种，占野生农田害鼠总量

的 40% 以 上
［19］。黑 线 仓 鼠 繁 殖 力 强，3 ～ 4 月

和 8 ～ 9 月为两个繁殖高峰期，年繁殖 3 ～ 5 胎，

每胎平均 4 ～ 9 只
［20］。由于黑线仓鼠对农作物

危害特别 大，已 经 引 起 人 们 越 来 越 多 的 关 注。
已有学者对黑线仓鼠该基因的外显子 1、2 进行

了克隆和序列分析
［21］;外显子 3 编码 67. 5% 的

氨 基 酸，在 人 ( Homo sapiens )［22］、大 熊 猫

( Ailuiopodidae melanoleuca)［23］
和 羊

［11］
等 物 种

中已发现，外显子 3 的编码区存在剪辑突变引

起的编 码 氨 基 酸 的 改 变，有 的 会 进 一 步 影 响

FSH 的分 泌
［24］。通 过 对 FSHβ 基 因 外 显 子 3

的研究，期望可以为揭示黑线仓鼠的种群暴发

机制提供一些支持，有关黑线仓鼠产仔数的研

究正在进行中，拟另文阐述。因此本研 究 主 要

针对黑线仓鼠的 FSHβ 基因外显子 3 展开。为

深入研究黑 线 仓 鼠 FSHβ 基 因，以 及 该 基 因 对

黑线仓鼠在生殖方面的意义积累一定的分子生

物学数据。

1 材料与方法

1. 1 样 品 采 集 和 基 因 组 DNA 提 取 用 铁 笼

活捕法在山东省临沂市沂南县蒲汪镇瓦插檐村

(118. 66° E，35. 51° N ) 和 湖 头 镇 ( 118. 40° E，

35. 60°N) 的 小 麦 田 中，潍 坊 市 临 朐 县 上 林 镇

(118. 69°E，36. 55°N) 的小麦田，曲阜市吴村镇

九仙山 风 景 区 (117. 02°E，35. 75°N) 周 围 花 生

地及果园，各捕获黑线仓鼠 30 只，共 90 只。乙

醚麻醉处死后取其肝，立刻保存于 － 70℃ 冰箱，

备用。
肝组织基 因 组 DNA 采 用 酚 /酚-氯 仿 (1︰

1) /氯仿的方 法 抽 提，提 取 后 的 DNA 用 TE 溶

解，经紫 外 分 光 光 度 计 检 测 OD 值 符 合 标 准，

－ 20℃ 保存备用。
1. 2 引物设计 根据 GenBank 数据库中黑线

仓鼠同源物种金仓鼠 (Mesocricetus auratus)、黑

线 毛 足 鼠 ( Phodopus sungorus)、灰 仓 鼠 ( C.
migratorius)、大 鼠 ( Rattus norvegicus )、小 鼠

(Mus musculus) ( GenBank 登 录 号:AY376457、
AB252645、AB235911、BC168724、NM 008045 )

的 FSHβ 基因，利 用 Primer 5. 0 软 件 设 计 特 异

性引物，扩增黑线仓鼠 FSHβ 的外显子 3 序列。
引物由北京三博远志生物技术有限公司合成。
上 游: 5′ AGACCCAATACCCAGAAAATA 3′; 下

游:5′GAGTAGAATGTAGCCTGACCT 3′。
1. 3 DNA 扩 增 PCR 反 应 体 系:10 × PCR
buffer 2. 5 μl，MgCl2 (25 mmol /L) 2. 0 μl，dNTPs
1. 5 μl，引物 (10 pmol /μl) 各 1 μl，Taq DNA 聚

合酶 0. 2 μl，DNA 模 板 约 40 ng ( 1. 5 μl ) ，

ddH2O 补足至 25 μl。
PCR 扩增程序:94℃ 预 变 性 5 min;94℃ 变

性 1 min，57℃ 退火 1 min，72℃ 延伸 1 min，共

35 个循环;最后再 72℃ 延伸 10 min。
PCR 产 物 用 2. 0% 的 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检

测，按照回收试剂盒 ( TakaRa) 说明书回收特异

条带。取 3 μl 回 收 液，用 1. 0% 的 琼 脂 糖 凝 胶

检测，若结果理想，可立即使用或 － 20℃ 保存备

用。
1. 4 克 隆 测 序 将 回 收 的 PCR 产 物 与
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pMD18-T 载体 连 接，转 化 到 CaCl2 法 制 备 的 大

肠杆菌 DH5α 感受态 细 胞 中。筛 选 阳 性 克 隆，

摇菌，将克隆成功的阳性菌液保存于甘油管中，

于 － 70℃ 保存。取 100 μl 菌液，送北京三博远

志生物技术有限公司进行测序。
1. 5 数据处 理 分 析 序 列 经 Chromos 软 件 分

析后，将 手 工 校 对 后 的 序 列 用 Clustal X 和

DNAman 软 件 进 行 多 重 比 对，利 用 DnaSP 4. 0
软件 校 正 序 列 长 度 并 转 换 格 式，使 用 MEGA
3. 1 软 件 进 行 系 统 树 的 构 建 并 进 行 物 种 间 的

UPGMA 聚类分析。

2 结果与分析

2. 1 黑线仓鼠 FSHβ基因的 PCR 扩增结果

PCR 产物 经 2. 0% 的 琼 脂 糖 凝 胶 80 V 电 压 电

泳后，于紫外 透 射 仪 上 观 察，在 750 bp 左 右 出

现一条清晰的 DNA 条带( 图 1)。
2. 2 序列测定与分析 经北京三博远志生物

技术有限公司测序得到的序列使用 Chromos 软

件，经手工校对并进行多重比对后，得到 775 bp
的部分外显子 3 的序列( 图 2) ，在 GenBank 上

注 册，登 录 号 为 GQ456067。经 NCBI 比 对，

BioEdit 翻译发现，该序列由第 1 位碱基开始编

码，共编码 68 个氨基酸。

图 1 黑线仓鼠部分样本 FSHβ基因外显子 3 的 PCR 扩增电泳图谱

Fig. 1 PCR amplification of FSHβ exon 3 gene in different individuals of Cricetulus barabensis
1 ～ 9:不同个体扩增产物; 10:阴性对照; 11:DL2000 DNA 分子量标准。

1 － 9: Amplified products; 10: Negative control; 11: DL2000 DNA marker.

图 2 FSHβ基因外显子 3 部分核苷酸序列和氨基酸序列

Fig. 2 Partial nucleotide and amino acid sequences of FSHβ exon 3 in Cricetulus barabensis
大写字母:氨基酸序列;小写字母:核苷酸序列;* :终止密码子。

Uppercase: Amino acid; Lowercase: Nucleotide; * :Termination codon.
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在该 775 bp 的序列中 A 碱 基 占 28. %、G
碱基占 23. 48%、C 碱 基 占 25. 55%、T 碱 基 占

22. 97% ，A + T 占 50. 97%、G + C 占 49. 03% ，A
+ T 含 量 高 于 G + C 含 量。编 码 区 A + T 占

48. 31%、G + C 占 51. 69% ，非 编 码 区 A + T 占

52. 03%、G + C 占 47. 97%。编码区的 G + C 含

量高于非编码区。
对扩增所得到的 90 个个体进行比对分析，

发现有 5 个 个 体 在 位 于 扩 增 序 列 的 328 ～ 343
bp 处有 16 bp 的缺失序列 ( 图 3) ，这些序列位

于编码区下游 123 bp 处，不影响蛋白质的转录

长度。测定序列 的 1 ～ 207 bp 为 编 码 区，发 现

在编码区 162 bp 处有 A-G 的颠换，但不影响蛋

白质翻译;167 bp 处有 T-C 的颠换( 图 4) ，会引

起氨基酸从亮氨酸(L) 到丝氨酸(S) 的转变，在

非编码区有 9 处突变位点。

图 3 不同个体 FSHβ基因缺失片段比较分析

Fig. 3 Comparison of deletion fragments of FSHβ gene from different samples

标尺:核苷酸序列;“. ”:缺失的核苷酸序列;每一行为不同个体的部分核苷酸序列;

黑色:所有个体均无变异的碱基位点;灰色:部分个体产生变异的碱基位点。

Measure scale: Nucleotide sequence; “ . ”: The loss of nucleotide sequence; Each line shows partial nucleotide sequence

of different sample; Black:No variation of basic site in all samples;Gray: Variation of basic site in partial samples.

图 4 不同个体 FSHβ基因编码区突变位点比较

Fig. 4 Comparison of mutant site in coding region of FSHβ gene from different samples
标尺:核苷酸序列;每一行为不同个体的部分核苷酸序列;黑色:所有个体均无变异的碱基位点;

灰色:部分个体产生变异的碱基位点。

Measure scale: Nucleotide sequence; Each line shows partial nucleotide sequence of different sample;

Black:No variation of basic site in all samples;Gray: Variation of basic site in partial samples.
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2. 3 物种间的序列比较 利用 DNAman 软件

比 对 黑 线 仓 鼠 与 人、大 鼠、小 鼠、猪、牛、兔

(Oryctolagus cuniculus) 等 物 种 FSHβ 基 因 外 显

子 3 相应 区 域 的 核 苷 酸 序 列 与 氨 基 酸 序 列 的

同源性( 表 1)。

表 1 黑线仓鼠与其他物种 FSHβ基因外显子 3 相应核苷酸序列及氨基酸序列的同源性比较

Table 1 Homologous comparison of FSHβ exon 3 gene nucleotide and amino acid sequences

between Cricetulus barabensis and other species

物种 Species
GenBank 登录号 Accession No

蛋白质 Amino acid 核苷酸 Nucleotide
同源性 Identities(% )

核苷酸 Nucleotide 氨基酸 Amino acid
金仓鼠 Mesocricetus auratus BAE48271. 1 AY376457 83 92
黑线毛足鼠 Phodopus sungorus BAE80738. 1 AB252645 89 92
灰仓鼠 Cricetulus migratorius BAE45118. 1 AB235911 96 100
南非乳鼠 Mastomys coucha AAR21602. 1 AY458603 81 91
长爪沙鼠 Meriones unguiculatus AAQ83633. 1 AB241062 94 88
大鼠 Rattus norvegicus AAI68724. 1 BC168724 80 92
小鼠 Mus musculus NP_032071. 1 NM 008045 81 89
兔 Oryctolagus cuniculus NP_001075640. 1 AY614704. 2 88 88
大熊猫 Ailuropoda melanoleuca AAL41021. 1 AF448454 87 86
羊 Ovis aries AAB20317. 1 S64747S2 81 83
水牛 Bubalus bubalis AAR13163. 1 AY449463 82 82
猪 Sus scrofa BAA00499. 1 AF134151 80 88
黑猩猩 Pan troglodytes ABC01994. 1 DQ302103 86 88
大猩猩 Gorilla gorilla ABC72311. 1 DQ304480 84 88
婆罗洲猩猩 Pongo pygmaeus ABC72312. 1 DQ304481 83 88
人 Homo sapiens NP_001018090. 1 NM001018080 85 85
马夜猴 Aotus nancymaae ABA54986. 1 DQ200807 85 79

从表 1 可知，不同物种 间 FSHβ 基 因 外 显

子 3 的核苷酸序列同源性差异较小，其变异范

围为80% ～ 96%。其中黑线仓鼠与灰仓鼠、长爪

沙鼠、黑线毛足鼠之间的核苷酸序列同源性较

高，分别是 96%、94% 和 89%。不 同 物 种 的 氨

基酸序列同源性差异也较小，其中黑线仓鼠与

灰仓鼠、金仓鼠、黑线毛足鼠之间的氨基酸序列

同源性较高，分别为 100%、92% 和 92%。
氨基酸序列经 DNA Club 软件分析并与人

类 FSHβ 的氨基酸序列(GenBank 登录号: NP_
001018090. 1) 比较 ( 图 5) ，黑 线 仓 鼠 不 同 种 群

的个体中该编码区域的第 56 位氨基酸有 L 和

S 两种，而 人 类 只 有 L 一 种，该 位 点 为 SNP 位

点，如图中( s) 所示氨基酸从亮氨酸(L) 到丝氨

酸(S) 的突变。另外 9 处氨基酸为黑线仓鼠和

人类的差异位点。因本实验所得到的序列不包

括前 61 个 氨 基 酸，所 以 对 应 人 的 氨 基 酸 从 第

62 个开始。

图 5 黑线仓鼠与人类部分 FSHβ氨基酸的比较分析

Fig. 5 Comparison of FSHβ partial amino acid sequences between Cricetulus barabensis and Homo sapiens
Cricetulus barabensis:黑线仓鼠;Homo sapiens:人;

有“︱”表示人与黑线仓鼠的氨基酸相同，没有则表示不同; ( s) :不同个体的黑线仓鼠之间出现突变的氨基酸位点。

“︱”means amino acids of Homo sapiens and Cricetulus barabensis are the same; ( s) : represents mutation

of amino acid site in different individuals of Cricetulus barabensis.
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2. 4 黑线仓鼠与人、大鼠、小鼠、猪等物种的系

统进化分析 在所有扩增的个体中选取单倍型

数量最多的黑线仓鼠序列，根据黑线 仓 鼠、人、
大鼠、小鼠、猪、牛、兔等物种的 FSHβ 基因外显

子 3 的序列，利用 DnaSP 4. 0 软件进行序 列 比

对后，经 MEGA 3. 1 软件初步分析，构建上述物

种的 系 统 进 化 树 ( 图 6、7 ) ，并 对 它 们 进 行

UPGMA 聚类分析( 图 8)。
由图 6、7 可以看出，黑线仓鼠与灰仓鼠、金

仓鼠、黑线毛足鼠等野生鼠亲缘关系较近，与大

猩猩、猪、羊等哺乳动物亲缘关系较远。ME 聚

类和 NJ 聚类图结果一致，表明实验结果具有一

定的可信性。

图 6 基于物种间的 FSHβ基因外显子 3 的部分序列构建的 ME 系统树

Fig. 6 Minimum-evolution tree based on partial sequences of FSHβ exon 3 gene from different species
枝上的数字为自展值，Bootstrap 的重复次为 1 000; Bos taurus:牛; Ovis aries:羊; Oryctolagus cuniculus:兔; Sus scrofa:

猪; Pan troglodytes:黑猩猩; Phodopus sungorus:黑线毛足鼠; Gorilla gorilla:大猩猩; Meriones unguiculatus:长抓沙鼠;

Cricetulus barabensis:黑线仓鼠; Cricetulus migratorius:灰仓鼠; Mesocricetus auratus:金仓鼠; Mastomys coucha:乳鼠;

Mus musculus:小鼠; Rattus norvegicus:大鼠;Homo sapiens:人; 后图同。

The numbers below or above the branches are Bootstrap values，the repetition of Bootstrap is 1 000; As same as the following fig.

图 7 基于物种间的 FSHβ基因外显子 3 的部分序列构建的 NJ 系统树

Fig. 7 Neighbor-joining tree based on partial sequences of FSHβ exon 3 gene from different species
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图 8 基于物种间的 FSHβ基因外显子 3 的部分序列构建的 UPGMA 树

Fig. 8 UPGMA tree based on partial sequences of FSHβ exon 3 gene from different species

3 讨 论

3. 1 编码区的 G + C 含量 本研究克隆得到

的序列中，编 码 区 G + C 占51. 69% ，非 编 码 区

G + C 占 47. 97%。编码区的 G + C 含量高于非

编码 区。而 编 码 区 密 码 子 以 G /C 结 尾 的 占

61. 8% ，比全序列高出 10 个百分点。这表明大

多数密码子以 G /C 结尾，这可能有利于提高翻

译的准确性
［25］，以维持 FSHβ 亚基的稳定性和

重要功能。根据 GenBank 中已发表的物种牛、

羊、人、小鼠、大鼠 和 猪 的 外 显 子 3 序 列 计 算 G
+ C 含量，发现含量从低到高依次是牛、羊、人、

小鼠、黑 线 仓 鼠、大 鼠 和 猪，哺 乳 动 物 中 G + C

含 量 有 随 单 胎 到 多 胎 的 物 种 变 化 而 递 增 的 趋

势。这与一些文献的结论一致
［26］。

3. 2 系统进化分析 现在已有很多统计方法

用于分子数据来重建系统发育树，但由于真树

常常是不知道的，因而难以判断在某一具体情

况下哪种方法最佳，得到最接近真实结果的系

统关系
［27］。因此，在利用功能基因进行物种间

的系统发育分析时，一个基因片段要利用多种

方法构建进化树并进行检验，同时应尽量从形

态学、生态学、遗传学、地理学等多学科 角 度 进

行综合研究，才能得到比较真实的所研究类群

的起源 演 化 过 程
［28］。因 此，本 研 究 中 使 用 了

ME、NJ 和 UPGMA 等聚类方法，进行多 种 进 化

分析。由图 6 ～ 8 可以看出 8 种鼠先进行聚类，

再与其他哺乳动物聚类，几种系统进化分析结

果基本是一致的，符合物种亲缘关系的远近，证

明得到的 FSHβ 基因序列可用作研究物种亲缘

关系或遗传距离的一种标记。3 种系统树中都

有部分自展值较低，其可能的原因是系统树的

构建受很多因素的影响，例如所选择的分子标

记、物种、分析软件以及计算方法等，而 且 分 子

钟本身存在一些误差;有学者认为在更多的基

因介入下可能会解决这个问题
［29 － 30］。

3. 3 碱 基 与 氨 基 酸 突 变 目 前 已 知 人 的

FSHβ 基因突变发生在外显子 3 上，羊 FSHβ 基

因外显子 3 下游有 2 kb 的插入缺失多态性，它

不影响基因转录产物的大小，但使转录活性显

著提高
［31］。在猪 的 研 究 中，赵 要 风、杜 立 新 等

人发现猪的 FSHβ 基 因 中 存 在 0. 3 kb 的 插 入

缺失，并且存 在 插 入 片 段 的 AA 型 纯 合 子 母 猪

要 比 BB 型 纯 合 子 每 胎 多 产 仔 1. 2 ～ 1. 5

头
［32 － 33］。本实验 所 发 现 的 16 bp 缺 失 现 象 是

否会对黑线仓鼠的产仔数产生影响还有待于进

一步研究。

大熊猫中外显子 3 编码的第 55 和 58 位氨

基酸有 明 显 变 异
［23］。本 实 验 测 定 的 外 显 子 3

存在 11 处碱基突变，其中两处在 编 码 区，只 有
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一处会引起氨基酸的改变。说明同其他动物一

样，黑线仓鼠 FSHβ 基 因 外 显 子 3 也 具 有 较 高

的碱基突变率。
本实验发现的氨基酸突变位点位于倒数第

13 个氨基酸上，与人类的 FSHβ 亚基氨基酸相

比对，突变 位 点 在 人 类 FSHβ 的 β-Seat belt 结

构域中
［34］( 图 5)。该 结 构 域 在 人 类 FSHβ 中

的功能是 FSHβ 亚基与 α 亚基结合的特异性区

域。由此推断本实验所发现的由碱基突变引起

的氨基酸突变 可 能 会 引 起 β 亚 基 与 α 亚 基 无

法结合。
目前国内外学者探讨控制经济动物产仔数

相关基因的研究已有不少报道
［35］，但对黑线仓

鼠产仔数相关基因的研究少有报道。本研究借

助在开展猪、羊、牛等家畜育种过程中所选定的

与动物产仔数有关联的基因
［36 － 37］，设计特异性

引物，对黑 线 仓 鼠 的 基 因 组 DNA 进 行 序 列 扩

增，通过比较不同物种之间的同源性，初步认识

了黑线仓鼠 FSHβ 基因外显子 3，并且发现其存

在碱基突变引起的编码氨基酸的改变。本研究

推断的这些可能的变化是否真正引起黑线仓鼠

FSHβ 的分子结构变化和分泌模式分泌量的变

化，从而最终引起黑线仓鼠繁殖性能的变化有

待于进一步研究。
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