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摘要 

 

水牛具有耐粗饲、抗逆性强和耐热等特性。我国水牛种质资源丰富，存栏量居

世界第三。随着世界奶水牛产业的发展，本土水牛的乳用价值也得到了重视。但与

地中海、摩拉和尼里-拉菲等国外品种相比，本土水牛的产奶量、乳脂率和乳蛋白率

均偏低，严重制约了我国奶水牛产业的发展，因此，迫切需要提高本土水牛的产奶

量和乳品质。 

实验室前期研究发现，角鲨烯环氧酶（Squalene epoxidase，SQLE）在不同泌乳

期乳腺组织中均有较高表达，推测SQLE基因可能参与水牛泌乳的调控。为了验证该

假设，本研究从体内和体外两个方面探究SQLE基因的泌乳调节功能和作用机制。体

内研究主要是利用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry，MALDI-TOF-MS）方法对地

中海水牛SQLE的5个单核苷酸多态性（Single Nucleotide Polymorphism，SNP）进行

分型，并用SAS 9.4将SNP位点与水牛6项泌乳性能进行关联分析，分析SQLE基因的

多态性与水牛泌乳性能的关系，旨在筛选作为分子标记的优势基因和优势单倍型，

为建立水牛分子标记辅助选择提供技术支持；体外研究主要应用RNA干扰和过表达

技术验证SQLE基因的功能，并测定细胞培养液上清中甘油三酯（TG）、β和κ-酪蛋

白浓度及脂滴形成等指标，进一步分析SQLE基因对泌乳的调控及其作用机制。结果

如下： 

（1）SQLE基因某些多态位点与泌乳性能有关：g14238位点与乳蛋白率有关；

g18858位点与高峰产奶量、270 d乳脂量及乳脂率有关；g22834位点与高峰产奶量、

乳脂量、乳脂率、乳蛋白率有关，与270 d产奶量及乳脂量的相关性更显著。此外，

发现一个包含g18858、g22146和g22834的单倍型模块，且与水牛乳脂量（率）有关。 

（2）SQLE基因与泌乳有关：SQLE基因在乳腺、淋巴、肝、下丘脑、胃、大肠、

大脑、垂体、肺、脾、卵巢、子宫、输卵管、肾和心脏mRNA水平的表达量，发现

SQLE在乳腺表达量最高。 

（3）SQLE基因促进水牛乳腺上皮细胞增殖并抑制细胞凋亡：在水牛乳腺上皮

细胞（Bovine Mammary Gland Epithelial Cells，BMEC）中干扰SQLE会导致细胞周

期阻滞在G1期，增殖能力下降，凋亡比例上升；而过表达SQLE后处于S期的细胞比
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例上升，增殖能力增强，凋亡比例下降。qRT-PCR结果显示干扰SQLE可引起4个生

长相关基因（P21、PCNA、MYC和Bax）的表达量的变化，从而影响细胞的增殖和

凋亡。 

（4）SQLE基因促进水牛乳腺上皮细胞甘油三酯和酪蛋白的分泌：干扰细胞的

SQLE基因，细胞培养液上清中甘油三酯（TG）、β和κ-酪蛋白浓度显著降低（P<0.05），

脂滴形成呈减少趋势；过表达SQLE后，上清中甘油三酯（TG）和κ-酪蛋白浓度显

著升高（P<0.05），脂滴形成呈增加趋势。qRT-PCR结果发现干扰SQLE可引起4个

乳脂和乳蛋白代谢通路相关基因（SREBP1、JAK2、eIF4E和RPS6KB1）的表达量变

化，从而影响细胞甘油三酯和酪蛋白的合成。 

综上所述，角鲨烯环氧酶对水牛泌乳有调节作用。角鲨烯环氧酶对泌乳的调控

机制包括既可通过促进乳腺上皮细胞增殖并抑制细胞凋亡，又可通过提高乳腺上皮

细胞的乳蛋白和乳脂分泌功能促进泌乳。此外，SQLE基因序列中的3个多态位点与

泌乳性状显著相关，可用于分子标记辅助选择技术的建立和转基因育种技术。 

 

关键词：单核苷酸多态性；泌乳性能；水牛乳腺上皮细胞；甘油三酯；酪蛋白；功

能验证 
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Abstract 

 

The buffalo is resistant to coarse feeding, heatstress and diseasesandis, the number of 

buffaloes in my country ranks third in the world. With the development of buffalo milk 

industry in the world, improvement of milk yield has been paid more attention to 

indigenous buffalo in China. Compared with the induced breeds such as Mediterranean, 

Murra and Nili Ravi, the milk yield, milk protein percentage, milk fat percentage of 

indigenous buffaloes are on the low side, which seriously restricts the development of 

dairy buffalo industry in China. Therefore, it is urgent to improve the milk yield and 

quality of buffalo by molecular genetic techniques in China.In recent years, molecular 

breeding through marker assisted selection (MAS) and transgenic technology is atrend to 

improve cow’s and buffalo’s milk performance. The study of the regulation and 

mechanism of related genes on lactation is very important for the implementation of this 

technology. 

The transcriptome sequencing results of our previous study showed that, the SQLE 

(Squalene epoxidase) gene expression in mammary gland tissues during different 

lactating stages is high, so we speculate that SQLE gene was associated with milking 

traits of buffalo, and it may be involve in the lactation regulation function of mammary 

gland. This study investigated the function and mechanism of SQLE genes by both in 

vivo and in vitro methods to check this hypothesis. This study investigated the function 

and mechanism of SQLE genes by both in vivo and in vitro methods to check this 

hypothesis. in vivo studies, we distinguished the genetype of 5 SNPs by 

MALDI-TOF-MS and analysed the correlation between SNPs and 6 milking traits of the 

buffalo by SAS 9.4, these aimed to screen dominant genes and dominant haplotypes as 

molecular markers and provide technical support for the establishment of buffalo 

molecular marker-assisted selection. In vitro studies, we studied the SQLE gene 

expression in various tissues and the effect of cell proliferation, apoptosis and their related 

genes, the concentration of triglyceride (TG), and various casein and lipid droplet 

formation after SQLE over expression or interference, these aimed to further analyze the 

role and mechanism of SQLE genes in lactation regulation. 

(1) SQLE gene polymorphic lociare associated with milking traits of buffalo: Locus 

g14238 site was associated with milk protein percentage (P<0.05). Locus g18858 was 
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associated with peak milk, 270 d milk fat ylied and milk fat percentage significantly 

(P<0.05); Locus g22834 was correlated with peak milk, milk fat yield and milk protein 

percentage (P<0.05). The correlation between locus g22834 and milk ylied during 270 d, 

milk fat percentage was more obvious (P<0.01). In addition, a haplotype block containg 

loci g18858, g22146 and g22834 was found to associate with trait of milk fat ylied 

（percentage）. 

(2) SQLE gene was associated with milking: Using various organs of buffaloes 

collected during the lactation period in the laboratory, we detected the expression of 

SQLE in mammary gland, lymph, liver, hypothalamus, stomach, large intestine, brain, 

pituitary, lung, spleen, ovary, uterus, fallopian tube, kidney and heart at mRNA level, the 

results showed that the expression of SQLE gene is highest in mammary gland. 

(3) SQLE gene promotes the proliferation and inhibit the apoptosis of bovine 

mammary gland epithelial cells（BMEC）. We explored the putative function of SQLE 

gene though the RNA interference (RNAi) and overexpression techniques. Then we found 

that SQLE gene treated with RNAi could block the cell cycle at G1 phase, decrease the 

ability of proliferation and increase the proportion of total apoptosis in buffalo mammary 

epithelial cells. Moreover, the capacity of cell proliferation increase, the number of cell at 

the S phase increased and the proportion of total apoptosis reduced afer SQLE over 

expression in BMEC. The results of qRT-PCR showed that SQLE gene treated with RNAi 

can affect the expression of 4 growth-related genes (P21、PCNA、MYC and Bax), thereby 

affecting the proliferation and apoptosis of BMEC. 

 (4) SQLE gene promotes the secretion of triglyceride and casein by BMEC: The 

concentration of triglyceride (TG) and β/κ-casein in the supernatant decreased (P<0.05) 

after SQLE gene treated with RNAi. Moreover, the concentration of triglyceride (TG) and 

β/κ-casein in the supernatant increased (P<0.05) and the formation of lipid droplets 

tended to increase after SQLE over expression in BMEC. The results of qRT-PCR showed 

that SQLE gene treated with RNAi could change the expression of 4 milk fat synthesis 

and casein metabolism-related genes (SREBP1, JAK2, eIF4E and RPS6KB1), thereby 

affecting the concentration of triglyceride and casein in BMEC culture supernatant. 

In summary, squalene epoxidase has a regulatory effect on lactating buffalo. SQLE 

not only promote the proliferation and inhibit apoptosis of mammary epithelial cells, but 

also promote the secretion function of both milk protein and milk fat of mammary 

epithelial cells. Furthermore, there were 3 SNPs in the SQLE gene sequence associated 
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with milking traits, which can be used in the establishment of molecular marker-assisted 

selection and transgenic breeding technology. 

  

Key words: Single Nucleotide Polymorphism; Milking Trait; Bovine Mammary 

Epithelial Cells; Triglyceride; Casein; Functional Verification 
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缩略语表(Abbreviation) 

 

英文缩写 

Abbreviations 

英文全称 

English Name 

中文全称 

Chinese Name 

Bax Bcl-2 associated X Bcl-2相关X 

BMEC Bovine Mammary Gland Epithelial Cells 牛乳腺上皮细胞 

ELISA Enayme-Linked Immunos Orbent Assay 酶联免疫吸附反应 

GWAS Genome wide association study 全基因组关联分析 

MAS Marker Assisted Selection 分子标记辅助选择法 

MALDI-TOF-MS 

Matrix Assisted Laser Desorption 

Ionization Time-Of-Flight Mass 

Spectrometry 

基质辅助激光解吸电离飞行时

间质谱 

MYC Myelocytomatosis Viral Oncogene 细胞瘤病毒癌基因 

P21 Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1a 
细胞周期蛋白依赖性激酶抑制

剂1A 

PBS Phosphate Buffered Saline 磷酸盐缓冲液 

PCNA Proliferation Cell Nucleus Antigen 增殖细胞核抗原 

qRT-PCR 
Quantitative Real-Time Polymerase 

Chain Reaction 
实时定量PCR 

RT-PCR 
Reverse Transcriptase Polymerase Chain 

Reaction 
反转录PCR 

SNP Single Nucleotide Polymorphism 单核苷酸多态性 

SREBP1 
Sterol-Regulatory Element Binding 

Proteins1 
固醇调节元件结合转录因子1 
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1 前言 

1.1 研究问题的由来 

水牛品种资源丰富，根据核型可分为沼泽型（2n=48）和河流型（2n=50）。中

国的水牛主要是沼泽型，原为役用和肉用（刘深贺 2019）。随着农业现代化水平的

提高，水牛逐渐从役用转为乳用或乳肉兼用。水牛奶中含有的乳脂、乳蛋白、不饱

和脂肪酸和微量元素等营养物质远高于普通牛奶，是制作双皮奶、酸奶和奶酪等乳

制品的重要原材料，深受消费者的喜爱，市场前景广阔。然而我国水牛产奶量低，

严重制约了奶水牛产业的发展。 

从上世纪50年代开始，我国先后从国外引进摩拉、尼里-拉菲和地中海水牛，对

本土水牛进行杂交改良。有文献报道摩拉水牛×尼里-拉菲水牛×本地水牛的杂交牛

210 d产奶量比纯种水牛高，可达到1499.4  ±  105.3  kg，是本地水牛的2.4~3.4倍（唐

善生 2014，Wang et al 2019），但是乳脂率和乳蛋白率分别为7.4%和4.4%，与纯种

水牛相比略有降低（Wang et al 2019）。 

意大利7万头地中海水牛生产性能测定的数据显示，地中海水牛奶乳脂率为8.2%，

蛋白率为4.8%（Angela and De Marchi 2020）；意大利50万头地中海水牛生产性能测

定数据显示，地中海水牛270 d乳产量达到2220 kg，乳脂率达到8.4%，蛋白率达到4.6%

（Antonio 2013），高产群体泌乳期产奶量可达到2709±470 kg（李俊等 2016）。

由此可知，地中海水牛泌乳量、乳脂率和乳蛋白率远远高于我国杂交水牛，因此我

国急需对本土水牛进行遗传改良的先进育种技术。 

分子育种可以从分子层面对遗传性状进行早期选择。与杂交育种相比，分子育

种能准确把握育种方向，加快育种进程，具有更大潜力（Krawetz and Womble 2001）。

本试验通过分析角鲨烯环氧酶（Squalene epoxidase，SQLE）基因对水牛泌乳的调节

作用及其机制，旨在为建立分子育种方法奠定理论基础并提供技术支撑。 

1.2 SQLE 基因研究进展 

角鲨烯环氧酶基因定位于人第8号染色体长臂的2区4号亚带（8q24.1）（Nagai et 

al 1997）,位于内质网的微粒体中，其表达产物可以通过催化鲨烯（squalenene，SQ）

生成2,3氧化鲨烯（2,3-oxidosqualene），进一步合成羊毛甾醇，是胆固醇生物合成

的限速酶之一（Seiki and Frishman 2009，Gill et al 2011，Houten et al 2013）。也有

文献报道，SQLE可催化固醇类生物代谢中氧化阶段的第一步反应（Wanderset al 
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1998）。在SQLE转基因鼠中发现，肝脏中胆固醇和胆固醇酯的含量显著增加（Liu 

2018）。用过表达实验证实，SQLE基因可以促进肝癌细胞的增殖和迁移（Sui et al 

2015）。食管鳞状细胞癌细胞中SQLE基因沉默后，癌细胞增殖、迁移和侵袭被抑制

（Qin et al 2017）。此外，Kim等（2019）研究表明，SQLE在侵袭性大肠腺癌肿瘤

细胞前体中大量表达，参与细胞增殖、迁移和转移。利用该基因抑制剂NB-598处理

的细胞，死亡率显著上升（Mahoney et al 2019）。在小鼠成肌细胞中沉默SQLE，可

抑制脂肪和肌肉合成相关基因的表达（Jeongim et al 2017） 

在高通量测序方面，目前尚没有与水牛泌乳性能相关的报道，只有几篇与肉质

相关的研究。对伯克希尔猪肝脏组织RNA测序的结果中发现，SQLE基因多态性与猪

背膘厚度、胴体重、肉色、脂肪成分和持水力显著相关。随后，用成肌细胞进行体

外研究，发现SQLE参与调节猪的肉质性状（Jeongim et al 2017）。对肌内脂肪水平

高和低的两组韩牛进行全基因组差异分析，筛选到包括SQLE基因在内的21个差异表

达基因(Lee et al 2010)。对饲料中添加和不添加10%葡萄渣喂养的两组犊牛进行转录

组测序，发现在添加10%葡萄渣喂养的犊牛中包括SQLE在内的胆固醇合成相关基因

如法尼基二磷酸法尼基转移酶1（FDFT-1）、NAD（P）依赖性类固醇脱氢酶样（NSDHL）

和甲基固醇单加氧酶（MSMO）、关键的脂质合成调节剂和固醇调节元件结合转录

因子1（SREBP1）显著下调（Marco et al 2018）。 

1.3 水牛分子育种的研究概述 

分子育种是以分子数量遗传学为理论基础，结合分子诊断技术从DNA分子水平对

遗传性状进行选择，实现品种改良的新型育种手段。其中分子标记辅助选择、全基

因组关联分析、基因组育种和转基因育种发展最为迅速，是主要的分子育种技术。

本研究着重于探究SQLE基因对水牛泌乳的作用及其作用机制，明确其育种价值。 

1.3.1 水牛分子标记辅助选择的研究概述 

利用DNA标记信息改善复杂性状的基因组育种技术，是最有效的方法

（Meuwissen 2013，Georges et al 2018）。候选基因法和全基因组关联分析法是筛选

水牛泌乳性能相关分子标记的常用方法。 

准确获得分子标记的基础是获得该物种的全基因组序列。多数畜种（牛、羊、

鸡、猪、马、黄牛和牦牛等）的全基因组测序（Williams 2005，Wade 2009，Faraut et 

al 2010）已经完成并用于分子育种，但水牛的研究起步较晚，2013年才出现依据黄
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牛基因组进行注释的水牛芯片（Wu et al 2013），水牛90K商业化芯片在2018年才更

新注解信息，直到2019年，才发布水牛基因组全序列。在水牛基因组全序列没有发

布之前，水牛泌乳性能的数量性状基因座（Quantitative Trait Locus，QTL）主要参

考奶牛或者黄牛基因组序进行比对得到。因此，水牛基因组序列的发布不仅缩短了

SNP和数量性状基因座的置信区间（Lopes et al 2014），还增加了所发现的SNP数目。 

随着水牛信息的不断完善，全基因组关联研究（GWAS）技术在筛选水牛泌乳

性能分子标记方面也取得一定进展，其中印度、巴西、埃及、菲律宾、意大利及中

国等国基于简化基因组测序和90K水牛商业化芯片对摩拉、埃及、菲律宾和地中海

水牛进行SNP与泌乳性能关联性分析，从中筛选出一批与泌乳性能紧密关联的基因

（李俊 2018，El-Halawany et al 2017，Ak 2017，De Camargo G et al 2015，Camila et 

al 2017，Li et al 2010）。值得关注的是，广西水牛研究所与意大利农业委员会合作，

成功研发出200K水牛芯片，目前这款芯片已应用到分子育种中。 

应用候选基因法获得水牛泌乳性能相关分子标记也取得一定进展，发现了大批

与乳脂率（STAT1、A2M、GHRL、DGAT1、STAT5A和LEP）、乳脂量（A2M和

GHRL）、乳蛋白率（STAT1、A2M、GHRL、MTNR1A和CSN1S1）和产奶量（STAT1、

DGAT1、STAT5A、BTN和OXT）相关的候选基因（杜超等 2017），但是，关于SQLE

对泌乳是否有调节作用，尚无文献报道。 

全基因组关联分析可以系统深入地寻找分子标记，但其可靠性主要取决于表型记

录和系谱信息的准确性，对低频和罕见的变异检出率较低。2019年，本实验室以地

中海水牛四个泌乳时期为研究对象得到转录组数据，结合GWAS数据进行分析得出

一些关于泌乳性能的枢纽基因（邓廷贤 2019），本试验的研究对象SQLE即是通过

这批转录组数据分析筛选得到的。 

1.3.2 水牛转基因育种的研究概述 

转基因育种是在已知编码蛋白基因、抗性基因、经济性状主效基因和数量性状

基因座（quantitative trait locus，QTL）基础上，通过提取或合成遗传物质，并将其

导入没有该遗传物质的受体内，并将重组基因导入胚胎细胞，整合到基因组，得到

可稳定遗传的转基因动物的技术（Badenhorst et al 2018，Zhang et al 2014）。转基因

育种具有克服动物种间生殖隔离和实现优良基因重组的优点，能高效培育符合人们

需求的品种，加快育种进度，在改善水牛的生产性能方面具有很大潜力。 
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牛泌乳性能改良的研究主要集中在奶牛上，研究人员已经相继培育出胰岛素样

生长因子、β-酪蛋白和κ-酪蛋白转基因奶牛，其中转基因牛的牛奶中β-酪蛋白和κ-

酪蛋白的含量分别提高了20%和100%（Brophy et al 2003）。中国农业大学在2010和

2011年相继成功获得多不饱和脂肪酸转移酶（fat-1）的转基因奶牛和敲除β-乳球蛋

白的转基因奶牛（Wu et al 2011，Yu et al 2011）。Shang等（2013）在水牛卵丘细胞

中导入pEGFP-N1，成功获得可用于体细胞核移植的转基因细胞株；随后Lu等（2018）

应用体细胞核移植技术获得重组细胞，培育成囊胚后移植到受体水牛子宫角、获得

健康的转基因克隆水牛。就目前来看，转基因水牛处在初始研究阶段，而我国水牛

体细胞核移植技术的成熟也为转基因育种提供了可靠的技术支持。自2008年来，我

国高度重视转基因新品种的培育，不断改进的转基因技术也为水牛转基因育种提供

了技术支持，转基因动物的研究和应用将会成为动物遗传育种的重点。 

水牛转基因育种的发展除了受到转基因技术的局限外，还有一个较大的阻力，

就是对功能基因了解太少，出现无基因可转的尴尬局面。因此，发现新基因和鉴定

基因的功能，对于转基因育种技术的发展具有重要意义。另外，目前已经挖掘出大

量与家畜经济性状相关联的SNP，不仅可以用于分子标记辅助选择的建立还可以利

用基因编辑技术对其进行精确编辑达到转基因育种的目的。。 

1.4 水牛乳腺上皮细胞体外模型研究进展 

随着个体的成熟和乳腺的生长发育，乳腺上皮细胞也开始在激素的调控下发育

成熟并参与乳汁的生成与分泌（Capuco et al 2001，Inman et al 2015）。有研究发现

在泌乳期间，乳腺上皮细胞凋亡和数量减少会导致泌乳量的降低（Marion et al 2004，

Inman et al 2015），所以乳腺上皮细胞的分子研究对于提高水牛乳品质和乳产量至

关重要（Inman 2015，Zhang et al 2019）。体外培养的乳腺上皮细胞具有正常的的泌

乳功能（Zavizion et al 1992），可以快速准确地反映乳汁分泌水平，是研究乳腺发

育学和泌乳生物工程学的理想模型（Tong et al 2012）。 

为了维持体外培养的BMEC正常生长和分泌功能，必须在培养液中添加一些激

素。在建立奶牛BMEC的体外培养体系时，有研究发现PRL、HYD、胰岛素、醛固

醇和HYD的组合对奶牛BMEC有良好的诱导作用（Tonelli and Sorof 2010）。而水牛

BMEC体外培养体系的建立起步较晚，在2012年和2013年分别有学者成功建立了水

牛BMEC系，并且证明体外培养的细胞可维持正常功能（Vijay et al 2012，Ramakant 
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et al 2013）。段安琴等（2017）从高产水牛泌乳后期的奶中成功获得了BMEC，并

在前人的基础上使用加入多种激素的培养液，证明水牛BMEC在体外仍具有分泌功

能。在培养液中添加多种激素，包括催乳素（PRL）、胰岛素、表皮生长因子（EGF）、

转铁蛋白（Lf）、孕酮及氢化可的松（HYD）等，可以维持增殖分化功能（韩哲先 2018），

并通过JAK2和STAT5途径促进酪蛋白的合成（田青等 2013）。胰岛素在泌乳过程

中能够加强PRL信号，且与表皮生长因子共同维持水牛BMEC的正常葡萄糖代谢功

能。在细胞生长过程中会产生铁离子，对细胞的生长有一定危害，而转铁蛋白是一

种铁结合的糖蛋白，可通过中和铁离子维持细胞中铁的平衡，并且转铁蛋白还具有

抗菌的作用，可以减少细胞被污染的几率。HYD在其他激素的协同下可参与乳蛋白

和乳脂的合成，维持体外培养BMEC的分泌功能（Casey et al 2010）。综上所述，在

多种激素的协同作用下，体外培养水牛BMEC仍具有生长和和合成乳脂乳蛋白的能

力，可用于泌乳功能的研究。 

1.5 研究的目的和意义 

为了解决我国水牛乳品质和产奶量低的问题，本试验利用已有意大利地中海奶

水牛生产性能记录资料，通过分析SQLE基因多态性及其与6项泌乳性能指标的关系，

以期找到与泌乳性能相关的基因型和单倍型，为建立分子标记辅助选择技术和转基

因育种技术奠定基础。其次，取泌乳期水牛乳腺上皮细胞，应用RNA干扰和过表达

技术，通过分析SQLE基因对乳腺上皮细胞生长、增殖、凋亡和分泌功能的影响，探

讨SQLE基因对水牛泌乳的作用及其机制，为进一步利用该基因奠定基础。 
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2 试验材料 

2.1 试验样本 

用于关联分析的384头地中海水牛分别来自意大利的4个牧场，6个泌乳性能数据

由意大利水牛育种评估中心（ANASB）提供，该协会负责意大利水牛种群的官方畜

群登记。这些水牛的DNA提取由本实验室完成（Li et al 2020）。 

水牛乳腺组织取自3头泌乳期纯种地中海水牛。水牛泌乳期乳腺上皮细胞来自纯

种摩拉水牛，由广西水牛研究所制备后提供。 

2.2 主要试剂与耗材 

表2-1 主要试剂及耗材 

Table 2-1 Reagents and consumables and the suppliers 

试剂与耗材 厂家 

胎牛血清（FBS） 美国 Gibco 公司 

DMEM/F12 美国Hyclone 

0.25%胰蛋白酶消化液 美国 Gibco 公司 

青链霉素混合液 美国 Gibco公司 

OPTI-MEM Life technology 

二甲基亚砜（DMSO） Sigma 

Trizol Regent Invitrogen  

无水乙醇 上海国药集团化学试剂有限公司 

氯仿 上海国药集团化学试剂有限公司 

异丙醇 上海国药集团化学试剂有限公司 

DEPC水 武汉谷歌生物科技有限公司 

PCR引物 武汉擎科创新生物科技有限公司 

琼脂粉 武汉市普博欣生物技术有限责任公司 

RIPA 裂解液 武汉谷歌生物科技有限公司 

PMSF 武汉谷歌生物科技有限公司 

磷酸化蛋白酶抑制剂A、B液 武汉谷歌生物科技有限公司 

50×Cocktail蛋白酶抑制剂 武汉谷歌生物科技有限公司 

5×蛋白上样缓冲液 武汉谷歌生物科技有限公司 

PVDF纤维素膜 美国密理博 

蛋白Marker Thermo 

牛血清白蛋白组份 美国 Genview 公司 

一抗、二抗洗脱液 武汉谷歌生物科技有限公司 

NaCl 上海国药集团化学试剂有限公司 

Tris-base  上海国药集团化学试剂有限公司 
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Tris-base  上海国药集团化学试剂有限公司 

甘氨酸 上海国药集团化学试剂有限公司 

Tween-20 上海国药集团化学试剂有限公司 

细胞培养板 Corning  

1.5mL 离心管 赛默飞世尔科技（中国）有限公司 

0.2mL PCR 管 赛默飞世尔科技（中国）有限公司 

 

表2-2 试剂盒及生产厂家 

Table 2-2 The Kit and suppliers 

试剂盒 厂家 

Lipofectamine® RNAi MAX转染试剂盒 Invitrogen（13778-075） 

Lipofectamine® RNAi MAX转染试剂盒 

Lipofectamine® LTX/PLUS转染试剂盒 

Invitrogen（13778-075） 

Invitrogen（15338-030） 

Thermo Fermentas 反转录试剂盒 Thermo（K1622） 

SDS-PAGE凝胶制备试剂盒 武汉谷歌生物科技有限公司（G2003） 

凯基Annexin V-FITC/ PI 细胞调亡检测试剂盒 南 京 凯 基 生 物 科 技 发 展 有 限 公 司

（KG1025） 

凯基细胞 DNA 含量检测试剂盒（细胞周期） 南 京 凯 基 生 物 科 技 发 展 有 限 公 司

（KGA512） 

Cell Counting Kit-8（CCK-8）细胞增殖-毒性检测试剂盒 日本同仁（CK-04） 

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix 试剂盒 Toyobo（QPS-201T） 

去内毒素质粒大提试剂盒 

质粒小提试剂盒 

TIANGE（DP117） 

TIANGEN（DP103） 

油红O染色试剂盒 

甘油三酯（TG）检测试剂盒 

α-Casein（CSN1）检测试剂盒 

β-Casein（CSN2）检测试剂盒 

κ-Casein（CSN3）检测试剂盒 

Solarbio（G1262） 

上海酶联（E11T0018） 

上海酶联（572830-1） 

上海酶联（572830-2） 

上海酶联（572830-3） 

表2-3 主要抗体及厂家 

Table 2-3 The Main Antibodyand suppliers 

抗体 编号 厂家 

兔抗SQLE  ER1917-17 华安生物 

兔抗Bax  

兔抗PCNA 

2772S 

10205-2-AP 

Cell Signaling Techology（CST） 

武汉三鹰生物 

兔抗GAPDH 

兔抗β-actin 

Hrp标记的二抗（山羊抗兔） 

B1034 

B1033 

P1002 

北京博奥龙免疫技术公司 

北京博奥龙免疫技术公司 

武汉启动子生物有限公司 
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2.3 主要仪器 

表2-4 主要仪器及厂家 

Table 2-4 The main instrumentand suppliers 

仪器 型号 厂家 

微量移液器  Eppendorf 

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州安泰 

CO2恒温培养箱 150i 美国Thermo 

倒置显微镜 OLYMPUS IX51 

低速离心机 Eppendorf 5702R 

实时荧光定量 PCR 仪 ViiA7 ABI 

伯乐细胞计数仪 Slides145-0011 Bio-Rad 

电热恒温培养箱 ICV-450 日本 ASONE 

电热恒温水浴锅 HW-SY11-K P2 北京长风仪器仪表有限公司 

电热恒温鼓风干燥箱 DHG 9203A 上海精宏实验设备有限公司 

全自动酶标仪 Multiskan MK3 Thermo scientific 

流式细胞仪 BD Biosciences FACSCalibur 

Aquapro 超级纯水仪 AJY -0501 艾科浦 

电子天平 BL1500 德国Sartorius 

PCR 仪 EDC-810 东胜创新生物科技有限公司 

电泳仪 JY300 美国Bio-Rad 

微波炉  LG 

微型高速离心机 C2500-R-230V 美国 Labnet 

2.4 主要试剂的配制 

（1）50×TAE电泳缓冲液：取Tris-base 242.0 g、冰乙酸57.1 mL、0.5 mol/L 

EDTA100 mL，充分溶解后调pH值至8.0，加蒸馏水定容为1L备用； 

（2）2%琼脂糖凝胶：取2g琼脂糖，加入100 mL 1×TAE电泳缓冲液，在微波炉

中加热融化； 

（3）蛋白印迹电泳液（1×）：取3.02 g Tris-base、19 g 甘氨酸和1 g SDS，加双

蒸水溶解，定容至1000 mL，pH调至8.3； 

（4）蛋白印迹转膜缓冲液（1×）：取5.8 g Tris-base、2.9 g 甘氨酸和0.37 g SDS，

加双蒸水溶解，加入200 mL甲醇，加双蒸水定容至1000 mL； 

（5）TBS缓冲液（10×贮存液）：取12.11 g Tris-base和87.75 g NaCl，用浓盐酸

调节pH到7.4，加水定容到1000  mL； 

（6）TBST缓冲液：量取1000 mL 1×TBS工作液，加1 mL Tween-20，现用现配； 
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（7）5%BSA溶液：取0.1 g BSA，加入10 mL TBST电泳缓冲液，缓慢摇匀至溶

解； 

（8）75%乙醇溶液：量取75 mL无水乙醇，加入25 mL蒸馏水，混匀。 

（9）PBS缓冲溶液（10×贮存液）：取80 g NaCl、2 g KCl、14.4 gNa2HPO4和2.4 

gKH2PO4，加入1000 mL蒸馏水溶解，除菌后4℃保存。 

（10）细胞普通培养液：45 mL DMEM/F12，5 mL胎牛血清，500 μL青链霉素

双抗溶液混合，用0.22 μm的微孔滤膜在无菌操作台中过滤溶液，除菌分装于50 mL

离心管中4℃保存。 

（11）细胞功能培养液：45 mL DMEM/F12，5 mL胎牛血清，500 μL青链霉素

双抗溶液，250 μg转铁蛋白，250 μg胰岛素，50 μg孕酮，50 μg氢化可的松，500 ng

催乳素，500 ng EGF混合，用0.22 μm的微孔滤膜在无菌操作台中过滤溶液，除菌分

装于50 mL离心管中4℃保存
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3 试验方法 

3.1 水牛 SQLE 基因多态性与泌乳性能关联分析 

3.1.1 SNPs 的筛选与基因分型 

以 50 头 地 中 海 水 牛 总 DNA 组 成 的 混 合 池 为 模 板 ， 通 过

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/查找SQLE启动子、3′UTR、5′UTR、各外显子（±200 bp）

及第一个外显子上游2000 bp处，并对其进行PCR扩增，扩增产物经2%的琼脂糖凝胶

电泳检测后，委托深圳华大基因生物科技公司测序。根据序列峰图和NCBI BLAST

功能比对分析，筛选SNP位点，以外显子第1个碱基记为1，以此往后累加的方法进

行命名。 

采用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱方法(国鹏等 2019)，根据质谱峰的参

数判定的分子质量值，分为高质量、中等质量和低质量分子，代表不同基因型。 

3.1.2 单倍型分析 

根据利用Haploview 4.2软件将所筛选的5个SNPs进行连锁不平衡分析，得到相对

连锁的单倍型块；再利用Phase软件将单倍型与384个个体进行一一对应，得到不同

的单倍型组合（Abraham 2010）。 

3.1.3 遗传参数计算和关联分析模型 

（1）基因型频率、等位基因频率计算基因型频率=基因型个体数/测定群体总数。

等位基因 A 的频率为 p
(A)

=(R+1/2S)，等位基因 B 的频率为 q
(B)

=(T+1/2S)。式中:R、

S、T 分别为 AA、AB、BB 基因型的频率。 

（2）多态信息含量(PIC)=1-
m

1i
Σ Pi

2
-

1-m

1i
Σ

m

1ij 
Σ 2Ρi

2
Ρj

2。式中Pi和Pj分别为第i个和第j

个等位基因在群体中的频率。 

（3）杂合度(He)=1-
m

1i
Σ Pi

2计算式中:Pi 为第 i 个等位基因在群体中的频率。 

采用SAS 9.4软件中的一般线性模型进行基因型和表型值之间的关联分析，分析

模型为： 

Yijkl=u+Gi+Pj+Sk+Fl+PSjk+PFjl+SFkl+e 
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式中，Yijkl为性状观察值；u为性状总平均值；Gi为基因型效应；Pj为胎次效应；

Sk为季节效应；Fl为场次效应；PSjk、PFjl和SFkl表示二因素互作效应；e为随机误差，

假定服从（0，
2）分布。 

3.2 SQLE 基因在各种组织中的表达 

3.2.1 组织总 RNA 提取 

将水牛组织从-80℃环境中取出，提取总RNA，具体步骤参照周正奎（2008）的

实验方法操作。 

（1）向冻存管中加入黄豆粒大小的组织块、磁珠和1 mL Trizol，配平放入匀浆

机进行均浆直至组织块完全匀质化； 

（2）冰上静置5 min，4℃离心(~296000 g)10 min后，将上清完全转移至1.5 mL 

EP管中； 

（3）每管加入200μL预冷的氯仿，轻轻颠倒数次混匀，室温静置10 min； 

（4）标记、封口，4℃离心(~296000 g)15 min，样品分层，上层水相，中层为

蛋白层，下层酚相，RNA存在于上层水相中； 

（5）吸取上层水相（约400 μL）于1.5 mL EP管中，加入等量预冷的异丙醇，

充分混匀，室温静置10 min； 

（6）标记、封口，4℃离心(~296000 g)10 min，此时可看到管底的白色RNA沉

淀； 

（7）弃上清，向沉淀中加入1 mL 75%无水冷乙醇漂洗2次（75%无水乙醇用DEPC

水配制，现配现用），4℃离心(~13156 g)5 min，最后用移液枪将上清吸净； 

（8）置于室温干燥5~10 min，加入适量DEPC水溶解； 

（9）分装出2 μL测浓度，4 μL跑胶检测是否有降解，其余保存于-80℃备用。 

3.2.2 cDNA 链反转录合成 

反转录具体步骤参照FastQuant RT Kit（with gDNA）（TianGen）试剂盒方法说

明（所有反应液均在冰上配制）。根据RNA相对浓度，以模板量为1 μg，计算反转

录用样量X（µL）。 

在无RNA酶的离心管中，加入2 μL 5×RT Buffer和X µL总RNA，最后加入RNA

酶处理的超纯水将反应体积补至10 µL，混合均匀，42℃反应3 min。然后向第一步

所得溶液中加入2 μL 0×Fast RT Buffer、1 µL RT Enzyme Mix 和2 µL FQ-RT Primer 
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Mix，最后加入RNA酶处理的超纯水将总体系补到20 µL混合均匀，先42℃反应15 min，

后95℃反应3 min。 

3.2.3 单位 RNA 中基因表达量 

从NCBI上查阅SQLE和基因水牛乳腺上皮细胞生长、脂类代谢和乳蛋白代谢相

关基因的CDNA序列，利用premier5.0软件设计引物（表3-1）。 

表3-1引物序列 

Table 3-1 Primer Sequence 

基因 

Genes 

引物序列 

Primer sequences（5′→3′） 

实验退火温度 

Annealing temperature/℃ 

SQLE F：TGGCCAAGGGAGAAGATGTCA 

R：CGGCAGACAGAAGAGGTGTGA 

60 

GAPDH F：AGGTTGTCTCCTGCGACTTC 

R：ATTCTCAGTGTGGTGGAGGTG 

60 

PCNA F：ACACTAAGGGCCGATAAGG 

R：ACAGCATATCCAATATGGCTGA 

60 

P21 F：TTCTCTGGGTGGCACTCTCT 

R：CACAGGACAGAGGTGGGAAT 

60 

SREBP1 
F：AGTAGCAGCGGTGGAAGT 

R：GCAGCGGCTCTGGATT 

60 

JAK2 
F：TGAAGAAAACAGGTAATCAGACTGGA 

R：AACATTTTCTCGCTCAACAGCA 

60 

RPS6KB1 

 

F：AAATGCTGCTTCTCGTCT 

R：GTTCTTCCCAGTTAATATGTCT 

60 

eIF4E F：AAATGCTGCTTCTCGTCT 

R：TAGTGGTGGAGCCGCTCTTA 

60 

 

siRNA SQLE  

 

F：CCUAGAAGCCUCUCAGAAUTT 

R：AUUCUGAGAGGCUUCUAGGTT 

60 

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）是

糖酵解反应中的一个酶，几乎在所有组织中都高水平表达，在同种细胞或者组织中

的蛋白质表达量一般是恒定的，且不受转染试剂影响而保持恒定（zhang et al 2015），

故本试验以GAPDH作为内参，在保证反转录所用总RNA为1 μg的前提下，反转录得

到CDNA，然后进行qRT-PCR。采用2
-ΔΔCt法对基因mRNA表达水平进行相对定量分

析。扩增反应体系10 μL，具体步骤参照试剂盒说明书所述步骤操作（表3-2）。 
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表3-2 qRT-PCR扩增反应体系 

Table3-2 Reaction system for qRT-PCR 

试剂 体积 

SYBR Green PCR Master Mix 5µL 

上游引物（10µM） 0.5µL 

下游引物（10µM） 0.5µL 

cDNA 1µL 

H2O 3µL 

Total Volume 10μL 

3.3 水牛乳腺上皮细胞的纯化和培养 

由于原代乳腺上皮细胞中含有大量的成纤维细胞，本试验根据上皮细胞和成纤

维细胞对胰蛋白酶耐受程度和表观形态上的差异，采用胰蛋白酶消化法对水牛乳腺

上皮细胞与成纤维细胞进行分离（Tong et al 2012）。在胰蛋白酶的作用下，成纤维

细胞在1~2 min左右完全脱壁，水牛乳腺上皮细胞4~5 min脱壁。加入胰蛋白酶后立

即将细胞置于37℃无菌培养箱，1min后加入等体积细胞培养液终止消化，弃去胰蛋

白酶后加入3 mL培养液，置于37℃、5%CO2继续培养。由于水牛乳腺上皮细胞呈单

层、鹅卵石和上皮样，纯化过程中以此为依据判断水牛乳腺上皮细胞是否纯化（Tong 

et al 2012）。为直观反映水牛乳腺上皮细胞的纯化程度，本试验通过对上皮细胞角

蛋白18进行荧光标记，并检测角蛋白18阳性率，以阳性率大于90%为纯化判断标准

（Fradette et al 2012）。 

3.4 siRNA 序列设计以及干扰效率检测 

3.4.1 siRNA序列设计和mRNA水平干扰效率检测 

参考水牛SQLE基因序列，由上海吉玛制药技术有限公司设计4条干扰片段，在

mRNA水平检测4条干扰片段在水牛乳腺上皮细胞中的干扰效率，转染过程参考

Lipofectamine® RNAi MAX转染试剂盒（Invitrogen公司）转染步骤： 

（1）当6孔板里细胞处于对数生长期，生长状态良好时进行试验， 
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（2）每孔转染复合物的配制：分别向2支1.5 mL无菌EP管中各加入100 μL 

OPTI-MEM，其中一管加入3 μL浓度20 μmol/L的SQLE干扰片段，轻轻吹打混匀；向

另一管中加入等量转染试剂RNAi MAX转染试剂轻轻吹打混匀，室温静置5 min后，

将两管合为一管，轻轻吹打混匀，形成200 μL转染复合物，室温静置20 min； 

（3）转染：静置期间，用PBS将细胞6孔板清洗两遍，弃掉废液，每孔加入400 

μL OPTI-MEM，再将200 μL转染复合物缓慢滴加，得到干扰片段最终转染浓度为100 

nmol/L。轻轻晃动细胞培养板使复合物与OPTI-MEM混匀，置于37℃、5%CO2细胞

培养箱中继续培养； 

（4）换液：细胞转染后4~6 h弃去混合液，用PBS清洗一遍，每孔加入2 mL新

鲜10%FBS培养液，继续培养以进行后续试验。 

48 h后提取总RNA，以GAPDH基因为内参，用qRT-PCR技术检测SQLE基因的

相对表达量。 

3.4.2 蛋白水平干扰效率检测 

RNA干扰SQLE基因48 h后，从水牛乳腺上皮细胞中提取总蛋白，具体步骤参照

蛋白提取试剂盒操作方法说明进行： 

（1）配制裂解液（1 mL体系）：1000 µL RIPA裂解液，20 μL 50× Cocktail蛋白

酶抑制剂，磷酸化蛋白酶抑制剂A、B液各10 µL，10 μL PMSF； 

（2）收细胞蛋白样：用预冷的PBS清洗细胞3次，最后一次要彻底吸干残留液。

每孔细胞中加入120~150 µL蛋白裂解液，将细胞培养板置于冰上放置5 min，期间反

复晃动培养板使裂解液与细胞充分接触。用干净的细胞刮刀将细胞及裂解液收集到 

1.5 mL EP管中；冰浴30 min，期间每隔10 min用200 μL移液枪反复吹打数次，确保

细胞完全裂解。4℃(~296000 g)离心5 min，将上清收集至新的EP管中，即为细胞总

蛋白。 

然后对蛋白浓度进行检测并制样，本试验采用BCA蛋白浓度测定试剂盒

（P0012S，碧云d）进行蛋白浓度测定。具体操作步骤如下： 

（1）配制标准品：取0.8 mL蛋白标准配制液加入到蛋白标准（20 mg BSA）中，

充分溶解后配制成25 mg/mL的蛋白标准溶液，取适量用PBS稀释至终浓度为0.5 

mg/mL的标准品试剂； 
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（2）配制BCA工作液：根据样品数量，按体积比50：1加入BCA的A和B工作液，

充分混匀，BCA工作液室温24 h内稳定； 

（3）96孔板的标准品孔中分别加入0、1、2、4、8、12、16、20 μL标准品，再

用PBS将其它孔补足到20 μL； 

（4）样品孔中每孔加入10 μL蛋白样品，再补加PBS至20 μL； 

（5）每孔加入200 μL BCA工作液，37℃孵育30 min； 

（6）利用酶标仪，检测波长为562 nm时各孔OD值，根据结果绘制蛋白浓度标

准曲线，通过标准曲线计算出检测样品的蛋白终浓度。 

（7）根据测得的各蛋白样品浓度，加入去离子水使各样品的蛋白浓度相同，加

入蛋白上样缓冲液吹打混匀，煮沸5 min，冰上放置1 min，封口，-20℃保存备用。 

最后采用蛋白免疫印迹方法（荣瑞娟等 2015）对蛋白质种类进行定性分析，具

体步骤如下： 

（1）检漏：用单蒸水将玻璃胶板洗净,洗完后将其安装好。 

（2）制胶：根据目的蛋白大小，选取合适的分离胶浓度。最后添加TEMED，

加完后迅速用移液枪吹打混匀，将胶液注于玻璃板的空隙内。然后沿着玻璃板的一

边小心注入无水乙醇，使胶面压平，室温放置1~2 h。分离胶凝固后，倒掉上层乙醇，

用滤纸吸干，配制5%浓缩胶。每板加2 mL，配好后迅速注胶，插入点样孔排梳。插

完后用烧杯内的剩余胶液补齐液面。室温静置放置1 h。待胶凝固后，将胶板放于电

泳液中，将排梳拔出。SDS-PAGE分离胶和浓缩胶的配制成份参考SDS-PAGE凝胶制

备试剂盒说明（G2003，谷歌生物）。 

（3）点样：将已制好的蛋白样品煮沸5 min，冰上放置1 min；将蛋白样品吹打

混匀后，加入各孔中，未加样孔用buffer补齐； 

（4）电泳：电泳过程分为两步：先调节电泳仪恒压80 V，跑电泳1 h左右，目

测样品跑到分离胶时，将电压调至120 V，判断目的蛋白得到充分分离后，可结束电

泳。 

（5）转膜：将玻璃板取出，用胶板缓慢撬开玻璃板。轻轻取出凝胶浸泡在转膜

缓冲液中；剪下合适大小的PVDF膜，浸泡于甲醇中1~2 min进行激活。待PVDF膜两

边保护纸完全浸透后，将PVDF膜放入转膜缓冲液中浸泡漂洗，同时充分浸泡两张转

膜海绵垫和滤纸；按照黑色板-纤维垫-滤纸-凝胶-PVDF膜-滤纸-纤维垫-白色板顺序
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依次放好，每铺一层用玻璃棒擀走气泡；夹紧板后放入转膜仪内，调节恒流200 mA，

转膜90 min。 

（6）封闭：转膜完成后用TBS将PVDF膜漂洗10 min，用5%脱脂奶粉室温摇床

封闭2 h。 

（7）加一抗：按照相应抗体说明书的要求，用封闭液稀释一抗，4℃过夜孵育。 

（8）加二抗：过夜孵育后取出PVDF膜，室温下用TBST漂洗3次，每次漂洗10 min；

用TBST稀释HRP标记二抗，使PVDF膜浸泡于二抗孵育液中，室温摇床孵育2 h。 

（9）洗膜：二抗孵育完成后用TBST充分洗涤PVDF膜3次，每次10 min；再用

TBS洗涤3次，每次10 min。 

（10）化学发光与成像：用ECL显色试剂盒（BIO-RED），A液与B液等比混合

加入离心管中，用锡箔纸包裹避光，上下摇动混匀。显影时将漂洗好的PVDF膜正面

朝上放置在干净的大皿中，均匀滴加适量的ECL显影液，置于ImageQuant LAS 4000 

mini成像仪底盘，打开配套软件，调整焦距和曝光时间，成像得到蛋白免疫印迹化

学显影图，用Image j软件分析灰度值（Tsukada et al 2006）。 

3.5 SQLE 基因过表达质粒构建 

依照NCBI查找SQLE的cDNA全序列，并委托武汉天一辉远生物公司合成过表达

载体。利用内切酶Nhe I和BamH I，对重组质粒PCDNA3.1-SQLE进行双酶切，具体

实验步骤根据试剂盒所述步骤操作，酶切反应体系如表3-3所示，酶切反应于37℃恒

温培养箱中进行1 h。 

表3-3 双酶切反应体系 

Table 3-3 Double digestion system 

名称 

Name 

体积 

Volume 

PCDNA3.1-SQLE 1 µL 

NheI 1 µL 

BamHI 1 µL 

10×K buffer 2 µL 

ddH2O 15 µL 

对双酶切后的质粒进行EB染色，凝胶电泳后，在300 nm波长的紫外激发下进行

显色。 
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3.6 细胞增殖、周期和凋亡的检测 

3.6.1 细胞增殖检测 

CCK-8中含有2-(2-甲氧基-4-硝基苯基）-3-(4-硝基苯基）-5-(2,4-二磺酸苯）-2H-

四唑单钠盐（WST-8），WST-8可被细胞中的脱氢酶还原成一种高度溶于水的橙黄

色甲瓒，甲瓒的生成量细胞数目成正比（田钰琪等 2019）。酶标仪检测甲瓒的荧光

强度细胞，以此表示细胞增殖能力。检测步骤按CCK-8细胞增殖检测试剂盒所示说

明操作。 

将细胞传代至96孔板，隔夜培养后，转染处理，收样检测细胞活力，具体步骤

参照检测试剂盒（CCK-8）操作方法说明进行操作。每个处理5个复孔，置于37℃、

5%CO2培养箱培育48 h。每孔加入90 μL 10%完全培养液及10 μL CCK-8，注意避免

产生气泡。将培养板用锡箔纸包裹后放入孵育箱避光孵育150 min，拿出培养板检测

OD值（450 nm处的吸光度)。 

3.6.2 细胞凋亡检测 

细胞转染48 h后，收集所要检测的细胞。参照王秀莉（2015）所述和凯基Annexin 

V-FITC/ PI细胞凋亡检测试剂盒操作方法说明检测细胞凋亡，具体步骤如下： 

待处理细胞用不含EDTA胰酶消化5~10 min，倒置显微镜下观察，待细胞变圆，

加入等体积的细胞培养液终止消化，吹打细胞转移至10 mL离心管，离心（~465 g）

5 min。弃上清，用PBS洗涤细胞2~3次，离心（~465 g）5 min。弃上清，收集细胞；

加入500 μL Binding Buffer 悬浮细胞；加入5 μL Annexin V-EGFP 混匀后，加入5 μL 

Propidium Iodide混匀；室温、避光，反应5~15 min，1 h内流式细胞仪检测。 

3.6.3 细胞周期检测 

细胞转染48 h后，收集所要检测的细胞。利用碘化丙啶（PI）与DNA结合产生

可被检测的红色荧光的原理检测细胞所处时期。具体步骤依据王秀莉（2015）所述

和凯基细胞DNA含量检测试剂盒（细胞周期）的操作说明书。 

（1）待处理细胞用不含EDTA胰酶消化5~10 min，倒置显微镜下观察，待细胞

变圆后，加入等体积的细胞培养液终止消化。吹打细胞转移至10 mL离心管，离心

（~465 g）5 min。 

（2）弃上清，用PBS洗涤细胞2~3次，离心（~465 g）5 min。弃上清，收集细

胞；向细胞沉淀中加入500 μL 70%冷乙醇进行固定，混匀后4℃过夜； 
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（3）离心去除固定液，用预冷PBS洗涤2~3次，离心（~465 g）5 min。弃上清，

收集细胞； 

（4）向细胞沉淀加入80 μL RNaseA，混匀，置于37℃恒温水浴锅中30 min； 

（5）再加入300 μL PI染色混匀，4 ℃避光反应30 min； 

（6）流式细胞仪检测：PI用氩离子激发荧光，激发光波长为488 nm，发射光波

长大于630 nm，产生红色荧光。 

3.7 乳腺上皮细胞培养液中脂类和酪蛋白的检测 

3.7.1 甘油三酯和酪蛋白检测 

收集干扰或过表达SQLE后水牛乳腺上皮细胞培养液上清，用ELISA试剂盒检测

细胞培养上清中甘油三酯和酪蛋白的浓度，其中甘油三酯检测试剂盒的灵敏度为

0.0001 mmol/L，酪蛋白检测试剂盒的灵敏度为0.0001 μg/mL，试验进行3次生物学重

复。ELISA检测方法参照试剂盒说明书（上海酶联试剂盒）进行，具体操作步骤如

下： 

（1）从室温平衡 20 min 后的铝箔袋中取出所需板条，设置标准品孔和样本孔，

标准品孔各加不同浓度的标准品 50 μL。 

（2）样本孔先加待测样本 10 μL，再加样本稀释液 40 μL；空白孔不加。 

（3）除空白孔外，标准品孔和样本孔中每孔加入辣根过氧化物酶（HRP）标记

的检测抗体 100 μL，用封板膜封住反应孔，37℃水浴锅或恒温箱温育 60 min； 

（4）弃去液体，吸水纸上拍干，每孔加满洗涤液，静置 1 min，甩去洗涤液，

吸水纸上拍干，重复洗板 5 次； 

（5）每孔加入底物 A、B 各 50 μL，37℃避光孵育 15 min； 

（6）每孔加入终止液50 μL，15 min内，在450 nm波长处测定各孔的OD值。 

3.7.2 脂滴检测 

油红O染色是一种红色脂溶性染料，可以更直观呈现甘油三酯的分泌量（Kim et 

al 2016）。在12孔板中RNA干扰或过表达SQLE后，检测脂滴形成的情况。具体检测

步骤参照油红O染色试剂盒说明书进行，事先将细胞铺在玻片上培养，实验处理完

毕后，将PBS洗两遍，加ORO Fixative固定液固定20~30 min。弃去固定液，用蒸馏

水洗2次。加入60%异丙醇浸洗5 min。弃去60%异丙醇后加入新配制好的ORO Stain，

浸染10~20 min。弃去染色液，水洗2~5次，直到无多余染液。加入Mayer苏木素染色
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液，㓎染1~2 min（时间不宜长），立即弃去染液后水洗2~5次。加入ORO Buffer㓎

染1 min后弃去，然后加入蒸馏水覆盖细胞并在显微镜下观察。 

3.8 乳腺上皮细胞生长和分泌相关基因的检测 

用qRT-PCR和蛋白免疫印迹技术检测干扰SQLE后水牛乳腺上皮细胞中8个细胞

生长和分泌相关基因的相对表达量。所选生长相关基因为促增殖基因细胞瘤病毒癌

基因（myelocytomatosis viral oncogene，MYC）和增殖相关蛋白增殖细胞核抗原基

因（proliferation cell nucleus antigen，PCNA）、周期相关基因细胞周期蛋白依赖性

激酶抑制剂1A基因（cyclin dependent kinase inhibitor 1A，P21）和促凋亡蛋白Bcl-2

相关X基因(Bcl-2 associated X，Bax) （Li et al 2012）。所选脂质代谢相关基因为转

录调控基因胆固醇调节元件结合蛋白1（Sterol-regulatory element binding proteins 1，

SREBP1）(Bionaz and Loor 2008)。所选乳蛋白代谢相关基因为mTOR通路（eIF4E）

和JAK2-STAT5通路（RPS6KB1和JAK2）(Bionaz and Loor 2011)。所用引物序列见

表3-1。 

3.9 数据统计方法 

采用 Bio-Rad IQ5 软件及 Microsoft Office Excel 分析实时定量 PCR 数据；用

Modfit 软件分析细胞周期以确定细胞周期分布。采用 2
-ΔΔCT 法计算基因、细胞活力

和细胞周期分布相对表达量，试验数据来自至少 3 次独立重复试验。用 Graphpad 

Prism 5.0 软件对数据进行方差分析或 t 检验、统计学差异分析和作图，相对表达量

的结果均使用平均值±标准误（Mean ± SEM）表示。P <0.05 为有统计学意义（*），

P<0.01 差异为极显著（**）。 
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4 试验结果 

4.1 水牛SQLE基因多态性及其与泌乳性能的关系 

4.1.1 SQLE基因多态性 

混合池测序和SNP分型的结果显示SQLE共有5个SNP位点，分别为g14238（T>G）、

g16409（T>C）、g18858（A>G）、g22146（A>C）和g22834（T>C），其中g14238

位于第6个内含子区域；g16409和g18858位于第7个内含子区域；g22146和g22834位

于第9个内含子区域（图4-1和图4-2）。分析筛选的5个SNP基因型频率、等位基因频

率、杂合度（Heterozygosity）和多态信息含量（PIC），发现在试验群体中g16409

的杂合度最高，为0.5；g22146的杂合度最低，为0.1，g16409、g18858和g22834位点

属于中度多态（PIC>0.25）；g14238和g22146位点属于低度多态（PIC<0.25，表4-1）。 

 

 

图4-1 SQLE SNP位点及其分布（绿色代表5′UTR和3′UTR，蓝色和红色分别代表外显子和内

含子区域）。 

Fig.4-1 The resule of Screening and positions of five SNPs in SQLE. Yellow, green represent 

5′UTR and 3′UTR, blue, and red box represent exons and introns, respectively. 
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图4-2 SQLE基因型聚类图（橙色和蓝色是纯合子，绿色是杂合子，红色为无法判别的基因

型） 

Fig. 4-2 The clustering graph of SQLE genotype (Orange and blue are homozygous, green is 

heterozygous, and red is an unidentifiable genotype) 

. 
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表4-1 SQLE基因5个SNP位点在水牛群体中的遗传信息 

Table 4-1. The genetic information about five identified SNPs of the SQLE gene in buffalos. 

多态位点 定位 基因型 
基因型 

频率 

等位 

基因 

等位基因 

频率 
杂合度 

多态信

息含量 

（SNPs） （Location） （Genotypes） 
（Genotype 

frequency） 
（Allele） 

（Allele 

frequencies） 
（Heterozygosity） （PIC） 

g14238  intron6  GT  0.2 G  0.9 0.2 0.2 

  GG  0.7 T  0.1   

  TT  0.0     

g16409  intron7  CC  0.2 C  0.5 0.5 0.4 

  TT  0.3 T  0.5   

  TC  0.5     

g18858  Intron7  GG  0.1 G  0.2 0.3 0.3 

  AA  0.6 A  0.8   

  GA  0.3     

g22146  Intron9  CA  0.0 A  1.0 0.1 0.1 

  AA  1.0 C  0.0   

  CC  0.0     

g22834  Intron9  CC  0.5 C  0.5 0.5 0.4 

  TT  0.3 T  0.5   

  CT 0.2     

4.1.2 基因型与泌乳性能的关系 

将5个SNP与泌乳性能进行关联分析，发现有3个SNP与产奶性能有关，其中

g14238与270 d与乳蛋白率显著关联（P<0.05），但基因型间没有显著差异；g18858

与高峰产奶量、270 d乳脂量和乳脂率显著关联（P<0.05），且GG基因型在270 d乳

脂量和乳脂率上显著高于AA基因型而在高峰泌乳上没有明显差异；g22834与6个泌

乳性能都有显著关联，其中TT基因型在270 d产奶量、乳脂量、乳脂率和乳蛋白率上

显著高于CT或AA基因型，CT基因型在高峰产奶量和乳蛋白量上显著高于CC或AA

基因型（P<0.01，表4-2）。
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表4-2 SQLE基因5个SNP位点与水牛泌乳性能（平均值±标准误）的关系 

Table 4-2 The relationship between five SNPs of SQLE gene and milking traits of buffalos（Mean±SEM） 

多态位点

（SNPs） 

基因型

（Genotype） 

高峰奶量

（PM/kg） 

270 d产奶量

（MY/kg） 

乳脂量 

（FY/kg） 

乳脂率

（FP/%） 

乳蛋白量

（PY/kg） 

乳蛋白率

（PP/%） 

g14238 GG 14.4±0.4 2782.5±84.9 220.3±7.4 8.0±0.2 126.7±4.0 4.6±0.1 

 GT 14.5±0.4 2831.4±83.6 223.6±7.3 7.9±0.2 126.7±3.9 4.6±0.5 

 TT 14.3±1.0 2793.5±201.2 211.9±17.6 7.7±0.4 126.7±9.4 4.6±0.1 

 Pvalue 0.8 0.4 0.5 0.6 0.6 0.0 

g16409 CC 14.7±0.5 2882.4±98.3 224.3±8.4 7.9±0.2 128.6±4.6 4.6±0.1 

 TC 14.5±0.5 2781.7±93.7 222.1±8.0 8.0±0.2 127.3±4.4 4.6±0.1 

 TT 14.5±0.5 2753.6±98.7 220.6±8.5 8.0±0.2 125.0±4.6 4.6±0.1 

 Pvalue 0.5 0.3 0.7 0.3 0.2 0.4 

g18858 AA 15.2±0.4 2804.0±53.6  240.9±8.6 8.1±0.1 
a
 130.0±2.4 4.6±0.0 

 AG 15.4±0.4 2825.0±52.0 247.2±6.5b 8.2±0.1 
b
 130.2±2.3  4.6±0.0 

 GG 15.7±0.5 2778. 4±71.4 248.7±8.9 b 8.2±0.2 
ab

 128.7±3.2  4.6±0.0  

 Pvalue 0.0 0.6 0.0 0.0 0.8 0.9 

g22146 AA 15.4±0.4 2973. 4±74.3 243.5±6.4 8.2±0.1 136.6±3.5 4.6±0.0 

 CA 15.8±0.8 2977. 5±155.3 244.8±13.4 8.3±0.3 137.7±7.3 4.6±0.1 

 CC 16.0±0.8 2973. 4±74.3 250.5±11.8 8.1±0.3 141.8±6.4 4.6±0.1 

 Pvalue 0.5 0.6 0.8 0.9 0.6 1.0 

g22834 CC 14.1±0.5a 2617.3±92.7a  220.1±7.3a 7.9±0.2a 127.0±2.3ab  4.6±0.0ab  

 CT 14.7±0.5b  2818.8±99.4b 224.2±7.9ab 7.7±0.2b 130.0±2.6a 4.6±0.0a 

 TT 14.5±0.5a 2761. 9±87.9b 229.9±7.0b 7.9±0.2a 126.0±2.1b 4.6±0.0b 

 Pvalue 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
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续表4-2 

注：PM：高峰奶量，MY：270 d泌乳量，FY：270 d乳脂量，FP：乳脂率，PY：270 d乳蛋白量，PP：乳蛋白率；

同列不同肩标字母表示差异显著（P<0.05）。 

PM:Peak Milk, MY:270 d Milk Yield, FY: 270 d Fat Yield, FP:Fat Percentage, PY:270 d Protein Yield, PP:Protein 

Percentage; 

a,b within the same column with different superscripts means P<0.05. 

4.1.3 水牛SQLE基因单倍型及其与泌乳性能的关系 

SQLE基因的5个位点的连锁不平衡分析结果显示，有1个由3个SNP（g18858、

g22146和g22834）组成、处于完全连锁状态的单倍型块（图4-3）。由于g22146属于

低度多态，不参与泌乳性能的分析，所以共得到3个单倍型组合，分别是H1H1、H1H3

和H2H3，频率分别为48.70%、17.60%及13.94%（表4-3）。为进一步探究SNPs与泌

乳性能的相关性，将单倍型组合与6项泌乳性能进行关联分析，结果发现有3个单倍

型与270 d乳脂量和乳脂率显著相关（P<0.05）。其中，H2H3型（226.10±7.13 kg）

群体的270 d乳脂量显著高于H1H1型（216.88±7.14 kg，P<0.05，表4-3）。 

 

 

 

 

图4-3 SQLE基因5个SNP位点中3个出现连锁不平衡性 

Fig.4-3 The linkage disequilibrium of 3 in 5 SNP loci in SQLE gene 
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表4-3. 单倍型组合与水牛泌乳性能（平均值±标准误）的关系 

Table4-3. The relationship between the haplotype and milking traits of buffalos

（Mean±SEM） 

Block1 H1H1 H1H3 H2H3 Pvalue 

序列（Sequence） CA/CA CA/TG TA/TG  

数量（Number） 187 67 53  

频率（Frequencies）% 48.7 17.6 13.9  

高峰奶（PM/Kg） 14.3±0.5 14.6±0.5 14.4±0.5 0.6 

270 d产奶量（MY/Kg） 2723.3±105.0 2722.0±107.2 2805.9±103.4 0.5 

乳脂量（FY/Kg） 216.9±7.1a 226.5±7.6ab 226.1±7.1b 0.0 

乳脂率（FP/%） 7.8±0.2 8.0±0.2 7.9±0.2 0.0 

乳蛋白量（PY/Kg） 123.2±4.9 124.0±5.0 127.9±4.8 0.3 

乳蛋白率（PP/%） 4.6±0.1 4.6±0.1 4.6±0.5 0.7 

 

4.2 各种组织中 SQLE 基因表达量 

检测各种器官组织中的SQLE基因mRNA相对表达情况，发现在乳腺、淋巴、肝、

下丘脑、胃、大肠、大脑、垂体、肺、脾、卵巢、子宫、输卵管、肾和心脏组织中

表达量依次降低最低（图4-4a）。 

 

图4-4 SQLE在各器官相对表达水平 

Fig 4-4 Relative expression levels of SQLE in various organs 

4.3 纯化的乳腺上皮细胞 

以水牛乳腺上皮细胞呈单层、鹅卵石和上皮样为依据判断，持续观察细胞形态。

用上皮细胞角蛋白18进行荧光标记结果显示，在纯化的乳腺上皮细胞中，角蛋白18

阳性率大于90%（图4-5），说明已获得纯化的水牛BMEC，可以进行后续试验。 
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图4-5 用细胞角蛋白18(红色荧光)的水牛乳腺上皮及其细胞核（蓝色荧光，DAPI染色）,

标尺为50 μm。 

Fig.4-5 CYT18(red) and nucleus(DAPI,blue) in BMEC. Scale bar, 50 μm. 

4.4 siRNA干扰效率 

将siRNA-2031、siRNA-1843、siRNA-1103、siRNA-1960（si-SQLE）（表4-4）

和阴性对照（NC）片段分别瞬时转染到分离培养的水牛BMEC中48 h后，qRT-PCR

结果显示，以转染组siRNA-1960的干扰效率最佳，达到95%（P<0.001，图4-5a）；

蛋白免疫印迹质结果显示，该转染组的SQLE蛋白水平相对表达量下调63%（图4-6b），

说明si-SQLE可用于后续试验。 

表4-4.干扰片段名称及序列 

Table4-4. The name and sequence of interference fragment  

干扰片段名称 
序列 

sense（5'-3'） antisense（5'-3'） 

siRNA -2031 
CCUAGAAGCCUCUCAGAA 

UTT 

AUUCUGAGAGGCUUCUA 

GGTT 

siRNA -1843 
GCACCGCAGUUUAAAGCA 

ATT 

UUGCUUUAAACUGCGGU 

GCTT 

siRNA -1103 
CCUAUAUUCUGUCAGCCU 

UTT 

AAGGCUGACAGAAUAUA 

GGTT 

siRNA -1960 
CCAAGGAAUUUGAGAGAA 

UTT 

AUUCUCUCAAAUUCCUU 

GGTT 
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图4-6 水牛乳腺上皮细胞分别转染4条si-SQLE片段后SQLE基因mRNA（a）和蛋白（b）

水平的表达。*表示P<0.05；**表示P<0.01；***表示P<0.001。 

Fig.4-6 The interference rate at the mRNA (a) and protein (b) level after BMECS were 

transfected with4 siRNA SQLE by qRT-PCR.and Western Blot. *P<0.05** P<0.01, *** P<0.001. 

4.5 过表达效果 

对合成的PCDNA3.1-SQLE过表达载体（图4-7a）进行双酶切，电泳结果显示有

1731 bp和5394 bp两条条带（图4-7b），与预期相符（1737 bp和5388 bp）。取20 uL

质粒检测序列，比对结果显示，酶切测序片段与目的片段完全匹配，可进行下一步

试验。qRT-PCR结果显示重组质粒在mRNA水平的表达量上调了60倍（图4-7c）。 

 

图4-7 合成的过表达质粒PCDNA3.1-SQLE结构（a）、质粒双酶切电泳图（b，1、2和3为双酶

切后片段的3次重复，4为Marker，5为PCDNA3.1-SQLE片段的质粒全长）及过表达效率。 

Fig4-7 Structure map of overexpression plasmids (a), the results of double enzyme (b, 1, 2 and 3 

are the plasmid length of PCDNA3.1 and SQLE,4 is the Marker, 5 is the plasmid length of 

PCDNA3.1-SQLE) and the efficiency of overexpression. 
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4.6 SQLE基因对细胞生长的调控作用 

4.6.1 促进细胞增殖 

对乳腺上皮细胞进行转染siRNA或过表达质粒处理，48 h后，用CCK-8检测细胞

活力。发现siRNA干扰SQLE基因后，细胞增殖能力下降32%（P<0.001），过表达

SQLE基因后细胞增殖能力上升23%（P<0.01，图4-8b）。 

 

图4-8 RNA干扰（a）或过表达（b）SQLE后，水牛乳腺上皮细胞的活力。**表示P<0.01；***

表示P<0.001。 

Fig.4-8 The vitality of BMEC after knockdown (left) or overexpression (right) SQLE gene. 

**P<0.01; ***P<0.001. 

用流式细胞仪检测细胞周期，结果发现siRNA处理的水牛BMEC处于G1期的比

例显著增多（P<0.01），处于G2期的比例显著减少（P<0.05，图4-9a）；过表达处

理的BMEC处于S期的数量显著增多（P<0.05），处于G1和G2期的细胞数量没有显

著变化（图4-9d）。 
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图4-9 水牛乳腺上皮细胞RNA干扰（a、b和c）或过表达（d、e和f）SQLE后，用周期试剂盒检

测处于不同时期的细胞比例（a和d）和各期细胞分布图（b和e是对照组，c和f是处理组）。*表

示P<0.05；**表示P<0.01。 

Fig 4-9 Percentage (a and d) and distribution (b and e as the controls, c and f as the treatments) 

of different cell cycles after RNA interference (a, b and c) or overexpression (d, e and f) of SQLE 

in buffalo mammary epithelial cellsby cell cycles detection kit. 

 *P<0.05; ** P<0.01 

4.6.2 抑制细胞凋亡 

对乳腺上皮细胞进行干扰或过表达SQLE基因处理，48 h后，用凋亡试剂盒检测

细胞凋亡情况，发现RNA干扰处理的细胞早期凋亡和晚期凋亡比例均极显著增多

（P<0.001），总凋亡率上升7倍，图4-10a），相反过表达处理的水牛BMEC早期凋

亡和晚期凋亡比例极显著减少（P<0.05，图4-10d），总凋亡率下降72%。 
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图4-10 水牛乳腺上皮细胞RNA干扰(a、b和c)或过表达（d、e和f）SQLE后，用凋亡试剂盒检

测细胞早期和晚期凋亡比例（a和d）和各类凋亡细胞分布图（b和e是对照组，c和f是处理组）。

*表示P<0.05；**表示P<0.01；***表示P<0.001。 

Fig 4-10 Percentage (a and d) and distribution (b and e as the controls, c and f as the treatments) 

of apoptosis cellsafter RNA interference (a, b and c) or overexpression (d, e and f) SQLE in 

buffalo mammary epithelial cellsby cell apoptosis detection kit,.. * P<0.05; ** P<0.01; *** 

P<0.001. 

4.7 SQLE基因对乳脂和乳蛋白质合成的调控作用 

4.7.1 促进甘油三酯和脂滴合成 

对乳腺上皮细胞进行RNA干扰处理后发现上清中甘油三酯浓度显著下降（图

4-11a），细胞脂滴生成能力呈减弱趋势（图4-11b）。相反，过表达处理的细胞上清

中，甘油三酯浓度显著上升（图4-11c），细胞脂滴生成能力呈增强趋势（图4-11d）。 
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图4-11 水牛乳腺上皮细胞RNA干扰(a、b和c)或过表达（d、e和f）SQLE后，上清中甘油三脂

浓度（a和d）和脂滴分泌情况（c和f为处理组，b和e为对照组）。标尺为100 μm，**表示P<0.01

。 

Fig.4-11 The concentrationof triglyceride (a and d) and lipid droplet secretion (b and e as the 

controls, c and f as the treatments)in BMECafter RNA interference (a and c) or overexpression 

(d and f) SQLE in buffalo mammary epithelial cells. Scale bar, 100 μm, ** P<0.01. 

4.7.2 促进细胞乳蛋白的合成 

将水牛乳腺上皮细胞进行干扰处理，发现培养液上清中β/κ-酪蛋白的浓度显著降

低（P<0.05），但α-酪蛋白浓度没有明显差异（图4-12a）。水牛乳腺上皮细胞过表

达SQLE基因后，上清中κ-酪蛋白的浓度显著上升（P<0.05），但α/β-酪蛋白的浓度

却没有显著变化（图4-12b）。 

 

图4-12 水牛乳腺上皮细胞RNA干扰(a)或过表达（b）SQLE后,培养液上清中α/β/κ-酪蛋白

含量。*表示P<0.05。 

Fig.4-12 The concentration of casein in culture supernatant after RNA interference (a) 

or overexpression (b) SQLE in buffalo mammary epithelial cells. * P<0.05. 
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4.8 促进细胞生长和分泌相关基因的表达 

由于细胞的数量也是影响上清中甘油三酯和酪蛋白浓度的重要因素，所以本试

验以GAPDH为内参检测细胞生长和分泌能力相关基因的表达量。siRNA处理48 h后，

用qRT-PCR和WB技术检测单位RNA和蛋白中细胞生长和分泌相关基因的表达，发

现增殖和周期相关基因MYC、PCNA、P21极显著下调，凋亡相关基因Bax极显著上

调（P<0.01，图4-13b）；乳脂代谢相关基因SREBP1和乳蛋白合成相关基因eIF4E、

RPS6KB1和JAK2表达量显著下调（P<0.05，图4-13a）。 

 

图4-13 水牛乳腺上皮细胞RNA干扰SQLE后，与增殖、周期、凋亡、乳脂和酪蛋白合成相

关基因的相对表达情况（a）和Bax基因相对表达量（b）。*表示P<0.05**；**表示P<0.01。 

Fig.4-13 Relative expression of genes related to proliferation, cycle, apoptosis, milk fat 

synthesis and casein synthesis after RNA interference SQLE in buffalo mammary epithelial 

cells. * P<0.05; **P<0.01. 
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5 讨论 

水牛奶产业在我国的发展比较缓慢，与摩拉、尼里-拉菲和地中海相比，本土水

牛产奶量、乳脂量率和乳蛋白率较低。杂交育种虽然在一定程度上改善了泌乳性能，

但进展缓慢。因此，挖掘泌乳相关基因，利用先进的分子育种技术快速提升本土水

牛的泌乳性能刻不容缓。 

前期研究表明SQLE在泌乳期乳腺中有较高表达，提示SQLE可能与水牛泌乳密

切相关。它是如何参与泌乳的呢？本试验通过分析SQLE的遗传参数及其与泌乳性能

的关系，以水牛乳腺上皮细胞为模型，研究其对泌乳的作用及其机制。本试验从体

内和体外两个方面展开，体内试验显示SQLE多态性与泌乳性能有关；体外试验显示

与其它器官相比，SQLE在泌乳期水牛乳腺中表达量最高；沉默SQLE会抑制细胞增

殖，促进凋亡，抑制脂和乳蛋白的合成，过表达SQLE会促进细胞增殖，抑制凋亡，

促进乳脂和乳蛋白的合成。在体内和体外的试验都表明SQLE与泌乳有关。 

杂合度和多态位点信息量常被用来衡量群体的遗传变异程度，杂合度和多态位

点的数值越大，群体的变异程度越高。 

在SQLE基因中，g22146和g14238的杂合度和多态位点信息量较低，表明其群体

变异度低，不适合育种。而g16409、g22146和g22834的杂合度和多态位点信息含量

相对较高，其中g16409和g22834完全连锁且与泌乳性能显著相关，有较好的选择效

果。 

g18858位点处GG基因型270 d乳脂量比AA基因型平均高出7.79 kg，乳脂率高出

0.12%，说明核苷酸由A突变为G提高了乳脂的合成量。g22834位点处的TT基因型270 

d产奶量比CC基因型平均高出144.62 kg，乳脂量平均高出9.78 kg，说明核苷酸由T突

变为C降低了产奶量和乳脂的合成量，可以通过基因编辑手段将A和C人工改变成G

和T，运用到转基因育种。由于多个位点的连锁对表型的影响可能会比单个位点更大

（Orozco et al 2009，Horne et al 2004），所以单倍型与泌乳性能的关联结果更加可

靠。本试验发现，H2H3（TA/TG）单倍型模块与乳脂率和270 d乳脂量显著相关，且

H2H3群体的270 d乳脂量显著高于H1H1（CA/CA）（P<0.05）,平均高于9.22 kg，产

奶量有增加的趋势。今后可加大对TA/TG型个体的选育，扩大其数目。 

乳腺上皮细胞的活力和数量与泌乳量息息相关，提高细胞的增殖能力对提高水

牛产奶量有重要意义。在水牛BMEC中干扰SQLE表达后，增殖相关基因PCNA及
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MYC相对表达量显著下调（P<0.05）；促凋亡基因Bax相对表达量显著上调（P<0.05）；

周期相关基因P21相对表达量显著下调（P<0.05）。 

PCNA和MYC都参与细胞DNA的扩增，且PCNA主要在G1期有较高表达，是细

胞增殖状态的指标（Moldovan et al 2007，Wojciech and Alicja 2010），敲低SQLE后，

PCNA和MYC的表达量显著下调会使细胞阻滞在G1期，从而减弱细胞增殖能力。Bax

促进线粒体孔的形成并增加膜通透性导致凋亡因子的释放（Eskes 1997，Vyssokikh et 

al 2002），Bax表达量的增加直接促进细胞凋亡。值得注意的是，P21是细胞周期G1/S

的监控点，当细胞染色体DNA在G1/S期受到损害时，P21可被激活。其表达量的下

降会导致监测功能丧失和G2/M的阻滞（Bedelbaeva et al 2010）。但本试验中P21表

达量的下调并没有导致细胞的增殖和G2期的阻滞。有文献报道，P21不只有抑制细

胞增殖的作用，它还可以通过与cyclin/cdk结合形成复合物推动细胞周期的进行，进

而起到促进细胞分裂的作用（zhang et al 2007）。人胃癌细胞研究结果显示，P21下

调后细胞增殖受到抑制，细胞周期阻滞在G1期（宋军等 2018）。本试验中P21可能

通过促进细胞分裂这一途径调控细胞增殖。 

另一方面，SQLE具有催化活性，是类固醇生物合成中的限速酶。在肝癌细胞中，

过表达SQLE会促进胆固醇酯的生物合成诱导细胞增殖和迁移（Sui et al 2015）。猜

想SQLE基因也可能同时通过调节胆固醇的合成间接调控乳腺上皮细胞的生长，这还

需要进一步探究。 

甘油三酯在内质网上合成，是牛奶中乳脂的主要成分，对牛奶的口感起关键作

用，是决定乳品质的重要因素（Sun et al 2017，Yang et al 2017）。在甘油三脂方面，

本研究发现干扰SQLE后，细胞上清中甘油三酯浓度下降了21%（P<0.05），而在过

表达SQLE后，上清中甘油三酯浓度上升了41%（P<0.01）。由于细胞的数目对甘油

三脂的浓度有影响，无法判断SQLE基因对甘油三脂合成的影响。进一步的验证发现

干扰SQLE后，乳腺上皮细胞中脂滴的合成呈减弱趋势，而过表达SQLE后脂滴合成

呈增强趋势。qRT-PCR结果表明RNA干扰SQLE基因后水牛BMEC中SREBP1基因相

对表达量显著降低（P<0.05）。已有研究表明，SREBP1是激活调控脂肪和甘油三酯

合成基因的主要转录因子（Edwards et al 2000，Anderson et al 2007）。在奶牛乳腺

上皮细胞中过表达SREBP1，乳脂合成相关基因脂肪酸结合蛋白（FABP）基因和乙

酰辅酶A羧化酶（ACC）基因表达水平在SREBP1过表达后显著上升，上清液中甘油

三酯的浓度也随之增加；沉默SREBP1后，FABP基因和脂质积累相关基因乙酰辅酶
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A结合蛋白（ACBP）基因的表达水平下调（Li et al 2014，李楠 2014）。在水牛乳

腺上皮细胞中，随着SREBP1基因的沉默FABP、硬脂酰辅酶A去饱和酶（SCD）和

过氧化物酶体增殖激活物受体γ（PPARγ）这些调控脂肪合成和代谢的基因表达水平

也在下调（陈秋明 2016）。说明SREBP1基因不止可以通过激活甘油三酯合成相关

基因促使乳脂合成还可能通过调控脂质积累促进乳脂生成。而在关联分析结果中发

现SQLE基因多态性与乳脂率（量）有关，单倍型与乳脂率（量）也有关，优势单倍

型个体提高了9.2 kg的270 d乳脂量。推测SQLE基因对促进水牛乳脂合成有一定作用。 

乳蛋白由α-酪蛋白、β-酪蛋白和κ-酪蛋白共同构成，其中β-酪蛋白占主要比重。

乳蛋白在核糖体上合成，经内质网、高尔基体运输和加工后排出胞外（Bai et al 2008），

是决定乳品质的重要因素（Costa et al 2019）。本试验中，敲低SQLE后水牛乳腺上

皮细胞上清中β-酪蛋白及κ-酪蛋白浓度显著降低（P<0.05），总蛋白浓度下降了47%；

过表达SQLE后，上清中κ-酪蛋白浓度显著升高（P<0.05），总蛋白浓度上升了24%。

由于细胞的数目对酪蛋白的浓度有影响，无法判断SQLE基因对酪蛋白合成的影响。

在mRNA水平检验SQLE基因对水牛乳腺上皮细胞酪蛋白合成相关基因相对表达量

的影响，结果发现RNA干扰SQLE基因后，乳蛋白代谢通路相关基因（JAK2、eIF4E

和RPS6KB1）的相对表达量显著降低（P<0.05）。已有研究表明，PI3K-AKT-mTOR

和PRL-JAK2-STAT5是乳蛋白合成的主要的信号调控通路（Wang and Proud 2006，

Rosen and Wyszomierski 2010，史琳琳等 2013，Tian et al 2016），且mTOR信号通

路和JAK2/STAT5通路可以相互协助共同合成乳蛋白（史琳琳 2013）。本试验中干

扰SQLE基因后eIF4E、RPS6K1和JAK2表达量显著下调（P<0.05），有文献报道在

mTOR信号通路中，4EBP1和RPS6K1通过mTOR的激活调控蛋白质的翻译（Rius et al 

2010）。被激活的4EBP1发生磷酸化与elF4E分开，elF4E结合翻译起始因子启动mRNA

翻译出蛋白质（Burnett et al 1998）。而在JAK2/STAT5信号通路中，被激活的JAK2

可以使STAT5发生磷酸化，磷酸化的STAT5激活乳蛋白合成相关基因的转录，从而

调控乳蛋白的合成（Christian et al 2007），综上所述SQLE可能通过调控酪蛋白合成

相关通路基因的表达参与酪蛋白的合成代谢，SQLE调控酪蛋白合成的具体机制还需

要进一步探究。值得注意的是，作为乳蛋白含量占比最高的β-酪蛋白过表达SQLE后

浓度没有显著变化，而在关联分析结果中发现SQLE基因多态性与乳蛋白率（量）有
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关，而单倍型与乳蛋白率（量）无关，且优势基因型个体只提高了4 kg的270 d乳蛋

白量。推测SQLE基因对促进水牛乳蛋白合成的作用不大。 

综上所述，本试验从体内和体外验证了SQLE在参与泌乳调控。其作用机制包括，

SQLE可通过调控增殖凋亡相关基因影响细胞增殖从而影响产奶量，通过调控乳脂代

谢相关基因影响甘油三酯合成从而影响产奶量乳脂量（率），通过调控乳蛋白代谢

相关基因影响酪蛋白合成从而影响乳蛋白量（率）。 

本试验探索了一个与泌乳有关的新基因，发现了与泌乳有关的3个SNP，并初步

探究了其对泌乳的作用及其机制，为分子标记辅助选择的建立和转基因育种的应用

提供参考。 
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6 结论 

为了探究SQLE基因是否对水牛泌乳有调节作用及其分子机制，本试验从体内和

体外2个方面进行了研究，结果如下： 

（1）SQLE基因多态性与泌乳性能有关，说明该基因参与泌乳调控。SQLE基因

有3个SNP位点和1个单倍型模块与泌乳性能显著相关，可为分子标记辅助选择的建

立提供参考。  

（2）与淋巴、肝、下丘脑、胃、大肠、大脑、垂体、肺、脾、卵巢、子宫、输

卵管、肾和心器官相比，SQLE在水牛泌乳期乳腺中表达量最高，说明该基因参与泌

乳调控。 

（3）SQLE促进细胞生长的作用机制是包括上调P21、PCNA和MYC促进细胞增

殖，下调Bax的表达抑制细胞凋亡 

（4）SQLE促进细胞分泌能力的作用机制包括上调乳脂代谢和乳蛋白代谢相关

基因SREBP1、JAK2、eIF4E和RPS6KB1的表达促进细胞甘油三酯和酪蛋白的合成。 
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7 创新与不足 

7.1 创新点 

（1）在水牛SQLE基因DNA上筛选出了与水牛泌乳性能相关的3个SNPs，并筛

选出1个与270 d乳脂量显著相关的单倍型，可为分子标记辅助选择和转基因育种的

运用提供参考。 

（2）发现SQLE在水牛乳腺中表达量最高。 

（3）验证了SQLE基因参与水牛乳腺上皮细胞生长和分泌功能的调控，为水牛

转基因育种研究提供参考。 

7.2 不足之处 

（1）本文初步探究了SQLE基因在水牛乳腺上皮细胞生长及分泌功能的调控机

制，但具体的调控通路仍需要进一步探究。另外SNP的生物功能还需要具体探究。 

（2）SQLE的遗传效应尚不明确，需要进一步计算优势基因型和优势单倍型的

遗传力、育种值和遗传系数等参数，另外SNPs与已知影响泌乳性能的QTL区段的距

离还不清楚，需要进一步分析。 
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