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多态性及其与繁殖力关系的研究
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摘　要：以小尾寒羊、滩羊、同羊、欧拉羊共计１９６头为研究材料，采用ＰＣＲＳＳＣＰ技术，对绵羊犜犌犉β１基因６７外

显子区间内的８０５ｂｐ序列进行多态性分析，发现了一个多态位点。经克隆测序分析发现，第６内含子区内存在一

个突变，该突变位点为第７外显子上游的第２９４位碱基处缺失了ＡＧＡＣ（序列：ｇｉ７６８７１７５６中的１４２０１位）。对不

同绵羊群的基因型和等位基因频率统计结果表明，多胎品种小尾寒羊以 ＡＢ基因型为主。χ
２ 检验结果表明，单胎

品种滩羊、同羊、欧拉羊以ＢＢ基因型为主，所有品种都处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态。
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犜犌犉β１ｇｅｎｅ（ｓｉｔｅ１４２０１ｉｎｇｉ７６８７１７５６）．Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｒｅｅｄｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅＡＢｄｏｍｉｎａｔｅｄｉｎｔｈｅＳｍａｌｌｔａｉｌｅｄＨａｎｓｈｅｅｐ．Ｔｈｅ

ｇｅｎｏｔｙｐｅＢＢｗａｓｉｎｍａｊｏｒｉｔｙｉｎｌｏｗｆｅｃｕｄｉｔｙｓｈｅｅｐ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆχ
２ｔｅｓｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔａｌｌｔｈｅ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｉｎＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犜犌犉β１；ＰＣＲＳＳＣＰ；ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ（ＳＮＰ）；ｓｈｅｅｐ

　　转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）是转化生长因子家

族的重要成员，具有调整细胞生长、分化，参与创伤

愈合、组织修复、胚胎发育等过程，并对细胞外基质

的形成、肿瘤发生和免疫系统方面具有重要的调节

作用［１２］。到目前为止，对ＴＧＦβ１的研究主要集中

于人和小鼠，在家畜中对绵羊和猪的研究也已有报
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道。研究结果表明，ＴＧＦβ１与发育、疾病、免疫耐

受性等的相关近年来越来越受到关注［３４］。ＴＧＦβ１

与动物生殖有密切的关系，在绵羊卵巢发育中，颗粒

细胞从初级卵泡阶段及内膜细胞从有腔卵泡前期就

开始表达３种形式的 ＴＧＦβ，ＴＧＦβ１是卵泡发育

过程形成中卵巢内重要的调控子［５７］。有关ＴＧＦβ１

在家畜、家禽尤其是与影响生产性能相关方面的研

究还少见报道。本研究对绵羊犜犌犉β１基因的多态

性进行了分析，旨在为筛选分子标记、应用标记辅助

选择来实现绵羊的遗传改良提供理论依据。

１　材料与方法

１１　试验材料

　　不同绵羊品种均采集血液样本，共计１９６头，其

中：小尾寒羊９３头采自山东嘉祥种羊场，滩羊３２

头、同羊４３头、欧拉羊２８头均为本实验室留存样

品。

１２　试验方法

１．２．１　绵羊基因组ＤＮＡ的提取　按《分子克隆实

验指南》［８］方法进行。

１．２．２　ＰＣＲ扩增与ＳＳＣＰ分析　根据ＧｅｎＢａｎｋ发

表的序列（登录号ｇｉ７６８７１７５６）设计引物。上游引

物：５′ＴＣＣＴＣＣＣＴＴＧＣＣＣＡＡＧＴＴＡＣＣＧ３′；下游

引 物：５′ＧＧＡＧＡＣＣＴＡＧＴＧＣＴＡＡＡＧＡＡＣＣＣ

３′。预期扩增片段大小为２４１ｂｐ。

　　ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，６７．６℃退火２０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。２％的琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ

产物。２μＬ ＰＣＲ 产物和 ８μＬ ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ

（９８％去离子甲酰胺、１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）、

０．０２５％溴酚蓝和０．０２５％二甲苯青），９８℃变性１０

ｍｉｎ，然后立即冰浴至少５ｍｉｎ。１２％聚丙烯酰胺凝

胶（丙烯酰胺∶Ｎ ，Ｎ亚甲基双丙烯酰胺比值为３９

∶１）４℃稳流电泳１６ｈ，银染显带。比照所有条带，

确定纯合子和杂合子带型。

１．２．３　ＰＣＲ产物的克隆与测序　采用上海生工试

剂盒回收纯化ＰＣＲ扩增产物，纯化的ＰＣＲ产物用

ｐＭＤ１９Ｔ载体连接转化ＤＨ５α菌株，提取重组质粒

进行测序。

１３　数据统计处理

　　根据电泳图谱的显示，统计基因型频率。并对

结果进行适合性和独立性χ
２检验，分析各群体在基

因型频率上是否存在差异，以及各群体是否处于

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡。将不同基因型结合小尾寒

羊产羔数进行最小二乘分析。

２　结果与分析

２１　犘犆犚犛犛犆犘结果

　　在４个品种的１９６头绵羊中，共检测到３种基

因型，分别为 ＡＡ、ＢＢ、ＡＢ，电泳结果见图１。测序

结果表明，ＡＢ 基因型的碱基序列与 ＧｅｎＢａｎｋ

ｇｉ７６８７１７５６的序列一致，纯合基因型 ＡＡ、ＢＢ相比

杂合基因型 ＡＢ在２９４ｂｐ（序列ｇｉ７６８７１７５６中的

１４２０１位）缺失了 ＡＧＡＣ４个碱基，而ＢＢ型相比

ＡＡ型在１８０ｂｐ处（序列ｇｉ７６８７１７５６中的１４３１５

位）Ｔ替换为Ｃ，测序结果见图２。

５，６．ＡＢｇｅｎｏｔｙｐｅ；１，３，４．ＢＢｇｅｎｏｔｙｐｅ；２．ＡＡｇｅｎｏ

ｔｙｐｅ

图１　绵羊犜犌犉β１基因第６内含子犘犆犚犛犛犆犘凝胶

电泳

犉犻犵１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犪犾犾犲犾犲犘犆犚犛犛犆犘犻狀狋犺犲犻狀狋狉狅狀６狅犳

犜犌犉β１犵犲狀犲犻狀狊犺犲犲狆

图２　不同基因型测序结果

犉犻犵２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犲狀狅狋狔狆犲狊犲狇狌犲狀犮犲

２２　对不同绵羊品种犜犌犉β１基因６７外显子的等

位基因和基因型频率的分析

　　对小尾寒羊、同羊、滩羊、欧拉羊进行了犜犌犉

β１基因６７外显子的基因型检测，统计了不同绵羊

品种的基因型频率和基因频率。统计结果见表１。

由表１可见，在４个绵羊品种中，均检测到 ＡＡ、

４０５
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ＡＢ、ＢＢ这３种基因型，且等位基因Ｂ略占优势，其

频率在０．５１２～０．７３４，适合性χ
２检验结果表明，４

个群体在该位点均处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状

态。

表１　４个绵羊品种犜犌犉β１基因的基因型、等位基因频率

犜犪犫犾犲１　犌犲狀狅狋狔狆犲犪狀犱犪犾犾犲犾犲犳狉犲狇狌犲狀犮狔狅犳犜犌犉β１犵犲狀犲犻狀４狊犺犲犲狆犫狉犲犲犱狊

品种

Ｂｒｅｅｄｓ

数量

Ｎｏ．

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ

Ａ Ｂ ＡＡ ＡＢ ＢＢ

χ
２

小尾寒羊

ＳｍａｌｌｔａｉｌｅｄＨａｎｓｈｅｅｐ
９３ ０．４３６ ０．５６４ ０．２３７（２２／９３） ０．３９８（３７／９３） ０．３６５（３４／９３） ０．７６０

同羊

Ｔｏｎｇｓｈｅｅｐ
４３ ０．４８８ ０．５１２ ０．３２６（１４／４３） ０．３２６（１４／４３） ０．３４９（１５／４３） ０．９５３

滩羊

Ｔａｎｓｈｅｅｐ
３２ ０．２６６ ０．７３４ ０．０９４（３／３２） ０．３４４（１１／３２） ０．５６２（１８／３２） ０．２８３

欧拉羊

Ｏｕｌａｓｈｅｅｐ
２８ ０．３９３ ０．６０７ ０．３２１（９／２８） ０．１４３（４／２８） ０．５３６（１５／２８） ０．６１８

ｄｆ＝１，χ
２

０．０５（１）＝３．８４，χ
２

０．０１（１）＝６．６３

２３　不同绵羊品种犜犌犉β１基因６７外显子基因型

分布差异性检验

　　不同绵羊品种犜犌犉β１基因６７外显子基因型

分布差异检验的结果得出χ
２＝１２．６３２，χ

２

０．０５＜χ
２
＜

χ
２

０．０１
，０．０１＜犘＜０．０５，差异显著，对其进行分割检

验，由表２可知，小尾寒羊和滩羊、欧拉羊间犜犌犉β１

基因型分布差异显著（犘＜０．０５），和同羊间基因型

分布差异不显著。滩羊和同羊、欧拉羊之间犜犌犉

β１基因型分布差异显著（犘＜０．０５）。同羊和欧拉羊

犜犌犉β１基因型分布差异不显著（表２）。

表２　不同绵羊品种犜犌犉β１基因型分布的χ
２独立性检验

犜犪犫犾犲２　犆犺犻犛狇狌犪狉犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犲狀狅狋狔狆犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀

狅犳犜犌犉β１犻狀狋犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犺犲犲狆犫狉犲犲犱狊

小尾寒羊

Ｓｍａｌｌｔａｉｌｅｄ

Ｈａｎｓｈｅｅｐ

同羊

Ｔｏｎｇｓｈｅｅｐ

滩羊

Ｔａｎｓｈｅｅｐ

同羊

Ｔｏｎｇｓｈｅｅｐ
１．３１２２ －

滩羊

Ｔａｎｓｈｅｅｐ
４．８２８２ ６．２７２１ －

欧拉羊

Ｏｕｌａｓｈｅｅｐ
６．２７２５ ３．６３５５ ６．３００９

．表示显著水平为０．０１＜犘＜０．０５

Ｖａｌｕｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｔ０．０１＜犘＜０．０５

２４　犜犌犉β１基因不同基因型小尾寒羊产羔数的最

小二乘均值及标准误

　　小尾寒羊产羔数的最小二乘均值关系为ＡＢ＞

ＢＢ＞ＡＡ，３种基因型间差异不显著（犘＞０．０５）。

犜犌犉β１基因不同基因型的小尾寒羊产羔数的最小

二乘均值及标准误见表３。

表３　犜犌犉β１基因不同基因型小尾寒羊产羔

数的最小二乘均值及标准误

犜犪犫犾犲３　犔犲犪狊狋狊狇狌犪狉犲狊犿犲犪狀犪狀犱狊狋犪狀犱犪狉犱

犲狉狉狅狉犳狅狉犾犻狋狋犲狉狊犻狕犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犲狀狅狋狔狆犲狊

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

样本数

Ｎｏ．

最小二乘均值及标准误

Ｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｍｅａｎ±ｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒ

ＡＡ ２２ １．９４±０．９３

ＡＢ ３７ ２．５±１．２２

ＢＢ ３４ ２．０５±０．８５

２５　潜在的调控元件及蛋白结合位点的预测

　　通过网站：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｒｃ．ｊｐ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｄｂ／

ＴＦＳＥＡＲＣＨ／ｈｔｍｌＴＦＳＥＡＲＣＨ（ｖｅｒ１．３）计算机软

件对转化生长因子β１第６内含子内点突变造成的

调控位点的改变进行了预测。预测结果（预测分值

大于８５有效）显示，ＡＢ型由于多了 ＡＧＡＣ４个碱

基，相比ＡＡ、ＢＢ型产生了３个转录因子活化蛋白

ＡＰ１（Ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１），见图３。

５０５
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图３　潜在调控元件预测结果

犉犻犵３　犜犺犲狆狉犲犱犻犮狋犲犱狉犲狊狌犾狋狊狅犳狆狅狋犲狀狋犻犪犾狉犲犵狌犾犪狋狅狉狔犲犾犲犿犲狀狋狊

３　讨　论

　　ＴＧＦβ１是具有多种生物学功能的细胞因子，

广泛存在于正常组织、细胞和转化细胞中。犜犌犉β１

基因的表达在转录、翻译和释放环节存在调节［９］，

犜犌犉β１基因多态性影响到血清中该因子的水平高

低［１０］。功能基因的表达调控是多层次的，主要表现

在转录、ｍＲＮＡ的加工和翻译等环节，内含子虽然

是基因中无编码功能的插入序列，但近年来不断有

证据证实内含子对基因转录、ｍＲＮＡ加工、ｍＲＮＡ

出核以及翻译都有着重要的调节作用［１１］。

　　在本研究中，所发现的ＳＮＰ处于内含子区，是

否会影响到犜犌犉β１的表达，还需要通过对不同基

因型个体做定量或半定量ＲＴＰＣＲ进行验证，也可

以通过对不同基因型个体血液中细胞因子的水平进

行检测来研究。对突变区的预测显示杂合型比纯合

型多了３个转录因子活化蛋白ＡＰ１。

　　ＡＰ１主要由Ｊｕｎ、Ｆｏｓ、ＡＴＦ及ＪＤＰ亚家族组

成，亚家族单体以同源或异源二聚体的形式结合

ＤＮＡ靶序列，参与靶基因调节。ＡＰ１对各种刺激

如应激、辐射或生长信号等作出生理或病理应答，

参与细胞的增殖、分化和转化等过程，在肿瘤的形

成、转移和侵袭中发挥重要作用，已有研究通过抑

制ＡＰ１活性来发展抗肿瘤药物
［１２］。朱槿等在研究

中揭示ＡＰ１蛋白参与了胚胎着床过程中的信号传

导并可能与胚胎的早期分化有关［１３］。

　　本研究首次在绵羊中进行犜犌犉β１单核苷酸多

态分析，发现第６内含子区内存在一突变位点，该突

变为第７外显子上游的第２９４ 位碱基处缺失了

ＡＧＡＣ。对不同绵羊群体的基因型和等位基因频率

统计结果表明，在高繁殖力的小尾寒羊中以 ＡＢ基

因型为主，低繁殖力品种滩羊、同羊、欧拉羊以ＢＢ

基因型为主，由此是否可以说明在多胎绵羊中

犜犌犉β１以杂合型存在，而在单胎品种以纯合型存

在，还有待扩大样本进一步验证。杂合型比纯合型

多了３个转录因子活化蛋白ＡＰ１，而高繁殖力的小

尾寒羊正是以杂合型为主，是否说明 ＡＰ１与绵羊

繁殖力有关尚需进一步验证。
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