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蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因外显子３多态性检测及
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摘　要：为揭示蒙古羊卵巢组织差异表达基因犃犇犃犕犜犛１外显子３的遗传多态性及在单、双羔蒙古羊卵巢和子宫

组织中的表达差异性，本试验分别采用ＰＣＲＳＳＣＰ技术结合ＤＮＡ直接测序技术对蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因外显子

３的遗传多态位点进行了检测；采用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＱＰＣＲ）技术对蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因在单、双羔蒙古

羊卵巢和子宫组织中的差异表达量进行了分析。结果表明，蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因的第３外显子第１４１碱基处存

在Ｃ→Ｔ的点突变，而该处突变未能引起氨基酸序列的变化，χ
２ 适合性检验结果表明整个蒙古羊群体呈现低度多

态（犘犐犆＝０．２３３）并处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ非平衡状态（犘＜０．０５）；ＲＱＰＣＲ检测结果表明犃犇犃犕犜犛１基因在双羔

羊卵巢组织和子宫组织中的表达量均高于单羔羊，分别是单羔羊相应组织表达量的２．０４和２．３０倍。结果表明，

犃犇犃犕犜犛１基因对于蒙古羊的多羔性状具有重要的作用，是蒙古羊多羔主效基因。
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　　绵羊的繁殖力是一个极其复杂的性状，受微效

多基因控制，这些基因共同表达和相互作用最终形

成了性状的表型，在性状的形成中起主要作用的基

因被称为控制该性状的主效基因，目前已有多个主

效基因被研究证实对于绵羊高繁殖力具有重要的调

控作用。ＡＤＡＭＴＳ家族（含ＴＳＰ结构的去整合素

金属蛋白酶，ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｗｉｔｈ

ｔｈｒｏｓｐｏｎｄｉｎｍｏｔｉｆｓ，ＡＤＡＭＴＳ）是一类新的金属蛋

白酶亚家族，含凝血酶敏感蛋白母体的去整联蛋白

和金属蛋白酶域的分泌性蛋白质，整合于细胞外基

质或游离于血浆中发挥其生物学功能［１］。ＡＤ

ＡＭＴＳ１是一个新发现的金属蛋白酶ＡＤＡＭＴＳ家

族的一员，是运用ＤＤＲＴＰＣＲ技术在鼠结肠癌细

胞中被发现的，并且在炎症反应时上调［２］。Ｋ．Ｋｕ

ｎｏ等
［３］以小鼠结肠２６腺癌细胞克隆得到 犃犇

犃犕犜犛１基因的ｃＤＮＡ序列，因其翻译的蛋白质氨

基酸序列与蛇毒金属蛋白酶和血小板反应素相似，

因而命名为ＡＤＡＭＴＳ１。Ｄ．Ｌ．Ｒｕｓｓｅｌｌ等
［１］研究表

明犃犇犃犕犜犛１基因在排卵过程中的主要功能就是

裂解卵丘卵母细胞复合体（Ｃｕｍｕｌｕｓｏｏｃｙｔｅｃｏｍ

ｐｌｅｘ，ＣＯＣ）基质多功能蛋白聚糖，在注射人绒毛膜

促性 腺 激 素 （Ｈｕｍａｎｃｈｏｒｉｏｎｉｃｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｈｉｎ，

ＨＣＧ）后１２～１６ｈ在ＣＯＣ的基质观察到大量的多

功能蛋白聚糖的裂解，此时正是ＣＯＣ排入输卵管的

时候，而 ＡＤＡＭＴＳ１继续在排出的卵丘细胞上表

达。因此ＡＤＡＭＴＳ１通过裂解多功能蛋白聚糖从

而在排卵后快速破坏ＣＯＣ基质的结构完整性，所以

ＡＤＡＭＴＳ１可能通过调节多功能蛋白聚糖和ＣＯＣ

的基质来使得卵丘复合物更易于排出。由于蛋白聚

糖可以抑制一些生长因子和促性腺激素，因此ＡＤ

ＡＭＴＳ１还可以增加生长因子和促性腺激素的生物

活性［４］。此外，犃犇犃犕犜犛１基因还对孕酮的合成具

有重要影响，是合成孕酮的关键基因［５］。犃犇

犃犕犜犛１基因的表达与ＬＨ／ＨＣＧ的合成有关，同时

在颗粒细胞中的表达直接影响着囊状卵泡生成。

犃犇犃犕犜犛１基因在卵丘细胞中的表达与卵母细胞

的能育性也有关［６］。在小鼠中，研究人员通过试验

证明犃犇犃犕犜犛１基因在排卵和受精过程中起着重

要的作用，ＡＤＡＭＴＳ１的活性可间接的影响到卵泡

的形态，ＣＯＣ的排卵和受精作用，以及随后的硫酸

软骨素蛋白多糖代谢和卵丘卵母细胞在受精后的降

解［７］。据此可以认为 ＡＤＡＭＴＳ１在雌性动物的排

卵过程中发挥着重要的作用。

在国内，乐凯［８］和徐珊珊［９］等首先将 犃犇

犃犕犜犛１基因作为猪繁殖性状候选基因，分别从表

达规律、遗传效应和调控机制等方面进行了研究。

为了研究蒙古羊的高繁特性，本课题组前期采用抑

制性消减杂交（Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａ

ｔｉｏｎ，ＳＳＨ）技术构建了发情期单、双羔蒙古羊的正

反向ｃＤＮＡ 文库，在筛选差异表达基因时发现，

犃犇犃犕犜犛１基因在产双羔蒙古羊的卵巢组织中上

调表达［１０］，进而采用电子克隆技术及ＲＴＰＣＲ方法

对其进行了验证［１１］，并由此推测犃犇犃犕犜犛１基因

对于蒙古羊繁殖调控具有重要的作用。本研究是在

前期的研究基础之上，将犃犇犃犕犜犛１基因作为蒙古

羊高繁殖力候选基因，对其遗传效应和表达规律做

进一步的研究，为揭示蒙古羊高繁殖性能的分子机

理打下基础，使蒙古羊这一宝贵资源能得到有效利

用，为提高我国肉用绵羊繁殖力及加快肉羊新品种

选育提供重要的理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

２０１１年３月采集巴彦淖尔种羊场具有第１胎

和第２胎产羔数记录的３７８只蒙古羊母羊血样，颈

静脉采血，所采血样为８～１０ｍＬ·只
－１，用ＡＣＤ抗

凝，－２０℃冻存；另外分别采集发情期的单羔蒙古

羊（５只）及产双羔的成年蒙古羊（５只）的卵巢和子

宫组织，绵羊屠宰后立即采集以上新鲜组织并加入

样品保护剂ＳａｍｐｌｅＰｒｏｔｅｃｔｏｒ后立即放入液氮速

冻，然后转入冰箱－８０℃保存。

１．２　引物的设计与合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ中绵羊犃犇犃犕犜犛１（ＧＵ４３７２１２）基

因及β犪犮狋犻狀（ＮＭ＿００１００９７８４）基因序列进行引物设

００４
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计。首先在绵羊ＵＣＳＣ数据库中进行比对，根据比

对结果进行外显子３区域引物设计，所设计的ＰＣＲ

ＳＳＣＰ检测引物序列为上游：Ｆ：５′ＣＣＣＣＴＧＴ

ＴＣＡＣＧＧＡＡＧＣＴ３′，下游：Ｒ：５′ＣＧＧＧＣＡＧＴＣ

ＣＴＣＧＡＴＧＴＴ３′，预扩增大小为１７５ｂｐ；所设计的

ＲＱＰＣＲ检测引物序列及片段大小如下：β犪犮狋犻狀基

因 Ｆ：５′ＣＡＣＧＧＣＡＴＴＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧ３′，Ｒ：

５′ＣＴＣＡＡＡＣＡＴＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣ３′，预

扩增大小为１５９ｂｐ；犃犇犃犕犜犛１基因Ｆ：５′ＡＣＴＧ

ＧＣＴＡＴＴＴＣＴＴＣＧＴＴＴＴＧＣ３′，Ｒ：５′ＴＣＴＴＴＴＴＧ

ＧＡＧＴＣＴＡＴＧＡＴＧＣＧ３′，预期扩增大小为１３０ｂｐ。

引物由中美泰和生物技术（北京）有限公司合成。

１．３　犘犆犚犛犛犆犘检测方法

１．３．１　ＰＣＲ反应过程　　ＰＣＲ反应程序：９５℃预

变性３ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５１．５℃退火３０ｓ，７２

℃延伸１ｍｉｎ，循环３０次，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４

℃保存。ＰＣＲ反应结束后，取３μＬ的ＰＣＲ产物与

１μＬ加样缓冲液混匀后，１．２％琼脂糖凝胶电泳检

测。

１．３．２　ＳＳＣＰ反应　　取４μＬＰＣＲ产物和６μＬ

加样缓冲液（９８％甲酰胺、０．０２５％溴酚蓝、０．０２５％

二甲苯氰、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）、１０％甘

油）混匀，在ＰＣＲ仪上９８℃变性１０ｍｉｎ，然后冰浴

５ｍｉｎ。变性后ＰＣＲ产物用非变性聚丙烯酰胺凝胶

室温电泳过夜，银染显色。用紫外凝胶成像仪拍照

和分析。

１．３．３　克隆测序　　对ＳＳＣＰ分型后不同基因型

个体的ＰＣＲ产物，用ＤＮＡ片段快速纯化回收试剂

盒纯化，回收后的 ＤＮＡ 片段用ｐＧＥＭＴ 载体连

接，并转化 ＴＯＰ１０感受态细胞，用菌液作ＰＣＲ底

物，对照ＰＣＲ反应条件，进行菌液ＰＣＲ反应鉴定。

鉴定后送测序，测序反应由中美泰和生物技术（北

京）有限公司完成。

１．４　犚犙犘犆犚反应过程

本试验采用ＴｗｏＳｔｅｐＲＴＰＣＲ反应，选择Ｒａｎ

ｄｏｍＰｒｉｍｅｒ和ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ进行反转录反应，反

转录反应在普通ＰＣＲ仪上进行，反转录反应按照

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂

盒说明书进行，体系（１０μＬ）如下：５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ

Ｂｕｆｆｅｒ（ＦｏｒＲｅａｌＴｉｍｅ）２μＬ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴＥｎｚｙｍｅ

ＭｉｘＩ０．５μＬ、ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ（５０μｍｏｌ·Ｌ
－１）０．５

μＬ、Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅｒｓ（１００μｍｏｌ·Ｌ
－１）０．５μＬ、Ｔｏｔａｌ

ＲＮＡ２μＬ、ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ４．５μＬ。反应条件：

３７℃１５ｍｉｎ、８５℃５ｓ，产物ｃＤＮＡ可在－２０℃条

件下 长 期 保 存。然 后 使 用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ

Ｔａｑ
ＴＭ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂进行定量ＰＣＲ反

应，反应体系２０μＬ：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇（２×）

１０μＬ、ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）０．５μＬ、

ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）０．５μＬ、Ｒｏｘ０．４

μＬ、ｃＤＮＡ２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ６．６μＬ。反应程序为９５℃

３０ｓ，９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃２０ｓ，共进行４０循

环，然后７２℃延伸７ｍｉｎ。反应结束后，以蒙古羊

的β犪犮狋犻狀基因作为内参基因，采用２
△△Ｃｔ定量分析

方法，对蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因在单、双羔蒙古羊

的卵巢和子宫组织进行差异表达量分析［１２１４］。

２　结　果

２．１　蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因外显子３犘犆犚犛犛犆犘

检测结果

　　根据所设计的引物分别对蒙古羊３７８个样品的

基因组进行了扩增，通过２％琼脂糖凝胶电泳检测

ＰＣＲ产物（图１），与 ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００比较显示，在

１００～２５０ｂｐ之间有一特异性条带，与预期扩增片

段大小１７５ｂｐ相一致，条带单一清晰，符合后续试

验要求。

１～５．引物ＰＣＲ扩增结果；Ｍ．ＤＬ２０００相对分子质量标

准

１５．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ；Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ
图１　蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因外显子３序列犘犆犚扩增结

果

犉犻犵．１　犜犺犲犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狅犳犕狅狀犵狅犾犻犪狀狊犺犲犲狆犃犇犃犕犜犛１

犵犲狀犲犲狓狅狀３

对已扩增的犃犇犃犕犜犛１基因外显子３序列通

过母液（Ａｃｒ／Ｂｉｓ）为２９∶１，１２％非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳和硝酸银染色进行ＰＣＲＳＳＣＰ分析，结果

显示该序列在所检测的样品中存在２种带型，检测

结果见图２。

１０４
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图２　蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因外显子３的犘犆犚犛犛犆犘检

测结果

犉犻犵．２　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳犘犆犚犛犛犆犘狅犳犕狅狀犵狅犾犻犪狀狊犺犲犲狆犃犇

犃犕犜犛１犵犲狀犲犲狓狅狀３

　　分别选取ＣＣ型和ＣＴ型克隆结果进行双向测

序，测序结果利用ＤＮＡＳｔａｒ软件进行比对分析，从

结果可以看出ＣＴ基因型个体在第３外显子处第

１４１碱基处发生点突变，由Ｃ突变为Ｔ，结果出现双

峰，表明该基因型为杂合型（图３）。通过进一步对

所编码的氨基酸序列比对发现，该处突变前后所编

码的氨基酸一致，该突变未能引起氨基酸序列的变

化。

图３　犆犆基因型与犆犜基因型测序峰图比较

犉犻犵．３　犜犺犲犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳狋犺犲犆犆犪狀犱犆犜犵犲狀狅狋狔狆犲狊

　　从群体遗传学的角度分析蒙古羊犃犇犃犕犜犛１

基因外显子３突变位点的基因型和等位基因频率

（表１）。从表１可以看出，对于此突变位点，χ
２ 适合

性检验结果表明蒙古羊单羔群体处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎ

ｂｅｒｇ平衡状态（犘＞０．０５），多羔群体处于 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ非平衡状态（犘＜０．０５），而整个蒙古羊群

体也处于ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ非平衡状态（犘＜０．０５）。

造成此种原因极有可能是试验采样不均衡和采样群

体数量少所至。

表１　蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因外显子３位点基因型和基因频率分布

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犻犲狊狅犳犃犇犃犕犜犛１犵犲狀犲犲狓狅狀３犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

品种

Ｂｒｅｅｄｓ

样本含量

Ｎｏ．

基因型频率／％

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ

ＣＣ ＣＴ ＴＴ

等位基因频率／％

Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ

Ｃ Ｔ

χ
２

蒙古羊

Ｍｏｎｇｏｌｉａｎ

ｓｈｅｅｐ

单羔

Ｓｉｎｇｌｅｂｅａｒｉｎｇ
２２４ ０．８３０（１８６） ０．１７０（３８） ０．０００（０） ０．９１５ ０．０８５ １．９２４

多羔

Ｂｉｐａｒｏｕｓ
１５４ ０．３７７（５８） ０．６２３（９６） ０．０００（０） ０．６８８ ０．３１２ ３１．５７８

整个群体 Ｗｈｏｌｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ３７８ ０．６４６（２４４） ０．３５４（１３４） ０．０００（０） ０．８２３ ０．１７７ １７．５４４

ｄ∶ｄｆ＝２　χ
２（０．０５）＝５．９９；χ

２（０．０１）＝９．２１． ．０．０１＜犘＜０．０５；．犘＜０．０１

　　蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因外显子３突变位点的

的纯合度（犎狅）、杂合度（犎犲）、有效等位基因数（犖犲）

和多态信息含量（犘犐犆）见表２。通常情况下，当

犘犐犆＞０．５时，该座位为高度多态；０．５＞犘犐犆＞０．２５

时，为中度多态；犘犐犆＜０．２５时，为低度多态。对于

一个群体而言，犘犐犆值高，等位基因数目多，杂合度

２０４



　３期 何小龙等：蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因外显子３多态性检测及在卵巢和子宫组织中差异表达分析

大，说明该位点的遗传变异程度大，有较大的选择潜

力。从表２中可以看出，多羔群体的０．５＞犘犐犆＞

０．２５，为中度多态，整个群体低度多态。

表２　蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因外显子３位点的纯合度、杂合度、有效等位基因数及多态信息含量分析

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犵犲狀犲狋犻犮狆狅犾狔犿狅狉狆犺犻狊犿狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犃犇犃犕犜犛１犵犲狀犲犲狓狅狀３犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

群体

Ｇｒｏｕｐｓ

遗传多态参数 Ｇｅｎｅｔｉｃｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

犎狅 犎犲 犖犲 犘犐犆

蒙古羊

Ｍｏｎｇｏｌｉａｎｓｈｅｅｐ

单羔Ｓｉｎｇｌｅｂｅａｒｉｎｇ ０．８４４ ０．１５６ １．１８４ ０．１４３

多羔Ｂｉｐａｒｏｕｓ ０．５７１ ０．４２９ １．７５２ ０．３３７

整个群体 Ｗｈｏｌｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ０．７２４ ０．２７６ １．３８２ ０．２３３

２．２　犚犙犘犆犚扩增结果分析

在对提取的ＲＮＡ进行反转录试验后，首先设

置温度梯度对最佳退火温度进行确定（一般选择Ｃｔ

值最小的退火温度），得到β犪犮狋犻狀和犃犇犃犕犜犛１基

因的最佳退火温度同为６０℃。然后将每个样品先

进行预实验，选择Ｃｔ值最小的样品的ｃＤＮＡ作为

本试验的标准品，将标准品按照１０ｎ 梯度稀释（１０

倍梯度稀释）５～６个梯度进行标准曲线的制作。最

后将要分析的样品（每个样品５个重复）和标准品放

在同一检测条件下进行反应得到β犪犮狋犻狀 和犃犇

犃犕犜犛１基因的扩增曲线和熔解曲线分别见图４和

５。

图４　各样品及标准品β犪犮狋犻狀和犃犇犃犕犜犛１基因的扩增曲线

犉犻犵．４　犜犺犲犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犮犺犪狉狋狅犳β犪犮狋犻狀犪狀犱犃犇犃犕犜犛１犵犲狀犲狊狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犪犿狆犾犲狊犪狀犱狊狋犪狀犱犪狉犱狊

图５　各样品及标准品β犪犮狋犻狀和犃犇犃犕犜犛１基因的熔解曲线

犉犻犵．５　犜犺犲犿犲犾狋犻狀犵犮狌狉狏犲犮犺犪狉狋狅犳β犪犮狋犻狀犪狀犱犃犇犃犕犜犛１犵犲狀犲狊狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犪犿狆犾犲狊犪狀犱狊狋犪狀犱犪狉犱狊

　　由图可见β犪犮狋犻狀基因和犃犇犃犕犜犛１基因的扩 增曲线均呈现“Ｓ”形，说明各基因的动力学曲线整体
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平行性较好，曲线拐点清楚，基线平而无明显上扬趋

势现象。熔解曲线显示梯度模板熔解曲线集中。目

的基因与内参基因的扩增产物的Ｔｍ 值均一，熔解曲

线上只有１个明显的峰，表明在实时荧光定量ＰＣＲ

过程中，荧光强度均来于特异性的扩增产物，目的基

因及内参基因没有产生非特异性扩增及引物二聚体。

根据以上扩增结果系统自动给出了β犪犮狋犻狀基因和

犃犇犃犕犜犛１基因的定量结果及标准曲线见图６。

图６　β犪犮狋犻狀和犃犇犃犕犜犛１基因的标准曲线

犉犻犵．６　犜犺犲狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳β犪犮狋犻狀犪狀犱犃犇犃犕犜犛１犵犲狀犲狊

　　＇由图６可以得到β犪犮狋犻狀基因的扩增曲线回归

方程为ｙ＝－３．１６０ｘ＋３２．９８，扩增曲线的相关系数

ｒ２＝０．９９４，扩增效率Ｅ＝１．０７２；犃犇犃犕犜犛１基因的

扩增曲线回归方程为ｙ＝－３．３５６ｘ＋３４．４５，扩增曲

线的相关系数ｒ２＝０．９９７，扩增效率Ｅ＝０．９８６。标

准曲线Ｘ轴表示起始模板浓度（ｌｏｇ２），Ｙ轴表示Ｃｔ

值，各方程拟合度较好，基本呈现线性关系。

一般认为，扩增曲线回归方程相关系数（ｒ２）：大

于０．９８，越接近１，结果可信度越高；扩增效率（Ｅ）：

０．８～１．２，越接近１，越理想。相对定量常用的方法

是２△△Ｃｔ（比较Ｃｔ值法）。此方法基于２个假设：扩

增效率为１，每个ＰＣＲ循环产物的量都成倍数增

长，这可以通过扩增效率的验证来解决；有合适的内

参以纠正上样量的误差。基于以上分析，本试验采

用２△△Ｃｔ法对犃犇犃犕犜犛１基因在单、双羔蒙古羊卵

巢和子宫组织中的表达量进行了相对定量分析，分

别选择５只双羔羊和５只单羔羊的卵巢和子宫组织

作为研究对象，以β犪犮狋犻狀基因为对照内参基因，对

犃犇犃犕犜犛１基因的表达进行了定量研究，以单羔羊

的定量结果作为对照，采用２△△Ｃｔ方法对 犃犇

犃犕犜犛１基因在单双羔蒙古羊卵巢和子宫组织中的

表达量进行了相对定量分析，计算结果见表３。从

表３看出，犃犇犃犕犜犛１基因在双羔羊卵巢组织和子

宫组织中的表达量均高于单羔羊，分别是单羔羊相

应组织表达量的２．０４倍和２．３０倍。根据结果可以

推测犃犇犃犕犜犛１基因对于蒙古羊的多羔性状具有

重要的作用，是蒙古羊多羔主效基因。

表３　犃犇犃犕犜犛１基因的平均犆狋值及相对定量计算结果

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犿犲犪狀犆狋狏犪犾狌犲犪狀犱狉犲犾犪狋犻狏犲犮狅狀狋犲狀狋狅犳犃犇犃犕犜犛１犵犲狀犲

样品

Ｓａｍｐｌｅｓ

犃犇犃犕犜犛１基因平均Ｃｔ值

ＴｈｅｍｅａｎＣｔｖａｌｕｅｏｆ

犃犇犃犕犜犛１ｇｅｎｅ

β犪犮狋犻狀基因平均Ｃｔ值

ＴｈｅｍｅａｎＣｔｖａｌｕｅ

ｏｆβ犪犮狋犻狀ｇｅｎｅ

△Ｃｔ值

Ｃｔｖａｌｕｅ

△△Ｃｔ值

△△Ｃｔｖａｌｕｅ

２△△Ｃｔ值

２△△Ｃｔｖａｌｕｅ

卵巢

Ｏｖａｒｉｅｓ

单羔Ｓｉｎｇｌｅｂｅａｒｉｎｇ ２１．９７±０．６７ １５．９０±０．４９ ６．０７ ０．００ １．００

双羔Ｂｉｐａｒｏｕｓ ２０．１８±０．５２ １５．１４±０．８８ ５．０４ －１．０３ ２．０４

子宫

Ｕｔｅｒｕｓ

单羔Ｓｉｎｇｌｅｂｅａｒｉｎｇ １９．４６±０．９５ １４．６２±０．４８ ４．８４ ０．００ １．００

双羔Ｂｉｐａｒｏｕｓ １８．４４±０．４５ １４．８０±０．４８ ３．６４ －１．２０ ２．３０

４０４



　３期 何小龙等：蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因外显子３多态性检测及在卵巢和子宫组织中差异表达分析

３　讨　论

ＡＤＡＭＴＳ１不仅在雌性生殖器官的发育中起

着重要的作用，同时在卵巢中与促卵泡素（ＦＳＨ），

促黄体素（ＬＨ），孕酮受体（ＰＲ），组织蛋白酶Ｌ等一

起通过复杂的调控机制控制着排卵。目前，鼠的

犃犇犃犕犜犛１基因定位于１６号染色体，人的定位于

２１号染色体，猪的定位于１３号染色体。使用ＲＴ

ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ技术，研究人员在成熟哺乳动物的

正常组织中并没有发现犃犇犃犕犜犛１基因的表达。

但是，研究人员在鼠的胚胎期发育过程中发现，犃犇

犃犕犜犛１基因在胚胎期１０～１８ｄ，在卵巢、脑、胎盘、

心脏、肺脏、肢芽、肝脏、脾脏和肾中都有大量表达，

表明犃犇犃犕犜犛１基因在哺乳动物的胚胎发育过程

中扮演着重要的角色。无论是否性成熟，小鼠卵巢

中犃犇犃犕犜犛１ 基因都没有表达。但是在注射

ＰＭＳＧ和ｈＣＧ后４ｈ犃犇犃犕犜犛１的表达量达到可

观测水平，１２ｈ后到达顶峰，随后迅速递减，到２４ｈ

后犃犇犃犕犜犛１停止表达，而这时正是排卵前期的最

后阶段。随后，在体外培养的小鼠颗粒细胞［１５］或

ＣＯＣ
［１６］中，观察到同样的现象。乐凯［８］根据获得的

猪的犃犇犃犕犜犛１基因的ＤＮＡ序列，分别以大白和

梅山猪ＤＮＡ作为模板进行扩增、克隆并测序，经过

序列比对发现了２个ＳＮＰ。第７外显子７２ｂｐ处出

现碱基Ｃ／Ｇ颠换，导致６２２位氨基酸由精氨酸变为

脯氨酸；第７内含子５１２ｂｐ处出现碱基Ｇ／Ａ转换。

本研究采用ＰＣＲＳＳＣＰ技术结合直接基因测序技

术对蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因第３外显子的多态位

点进行了检测，结果发现在犃犇犃犕犜犛１基因第３外

显子第１４１碱基处发生由Ｃ→Ｔ的点突变，结果出

现双峰，通过进一步对所编码区氨基酸序列比对发

现，该处突变前后所编码的氨基酸一致，该突变未能

引起氨基酸序列的变化。

Ｄ．Ｂｏｅｒｂｏｏｍ等
［１７］研究犃犇犃犕犜犛１基因在马

卵巢中的表达发现，注射ｈＣＧ后１２ｈＡＤＡＭＴＳ１

在颗粒细胞的表达增加，３０ｈ后回到基础水平，然

后３３～３９ｈ又重新升高；在卵泡内膜细胞，所有的

时间点都发现有犃犇犃犕犜犛１基因ｍＲＮＡ的足够表

达，而仅仅只在注射ｈＣＧ后３３ｈ才短暂的升高。

这些数据首次表明犃犇犃犕犜犛１基因在马颗粒细胞

中的表达是一种新的延长的双向调节的模式，在卵

泡内膜细胞中是可调式表达。在啮齿目动物，则是

快速单向诱导调节。并且卵泡膜细胞是马排卵前卵

泡的犃犇犃犕犜犛１和ＰＲ表达的重要场所，而原位杂

交的研究表明在啮齿目动物卵巢的表达仅限于颗粒

细胞。对犃犇犃犕犜犛１基因在牛的排卵前卵泡中表

达的变化发现，排卵前的促性腺激素峰能显著的增

加从优势卵泡中提取出来的颗粒细胞和膜细胞的

犃犇犃犕犜犛１的 ｍＲＮＡ 水平。在黄体，犃犇犃犕犜犛１

ｍＲＮＡ转录产物存在于黄体期的所有阶段，从黄体

早期获得的黄体组织中犃犇犃犕犜犛１ｍＲＮＡ的表达

水平 最高［１８］。在绵羊 中，研究 人 员 发 现，犃犇

犃犕犜犛１基因通过鞘氨醇－１－磷酸受体基因的刺

激参与内皮细胞的合成［１９］。Ｋ．Ｍ．Ｄｏｙｌｅ等
［２０］研究

指出ＰＲ主要通过Ｃ／ＥＢＰ结合区域，ＮＦ１样因子，

和 Ｓｐ１／Ｓｐ３（ＧＣＩ、Ⅱ ａｎｄⅢ）结合区域来调节

犃犇犃犕犜犛１的表达，ＬＨ 主要是通过激活腺嘌呤酸

环化酶和产生ｃＡＭＰ而调节 ＡＤＡＭＴＳ１，ＰＲ和组

织蛋白 Ｌ的ＳＰ１／３结合区域对于 ＬＨ 所诱导的

ＡＤＡＭＴＳ１的表达具有重要作用，ＬＨ 诱导 ＡＤ

ＡＭＴＳ１是不依赖于ＰＲ的，而是通过另一条信号转

录通路，并且证明ＬＨ和ＰＲ既独立又相互协同的

调节ＡＤＡＴＭＳ１在体内排卵前卵泡的颗粒细胞上

的最大表达。本试验中根据犃犇犃犕犜犛１基因的Ｃｔ

值，以单羔羊的定量结果作为对照，采用２△△Ｃｔ方法

对犃犇犃犕犜犛１基因在单、双羔蒙古羊卵巢组织和子

宫组织中的表达量进行了相对定量分析，结果得到

犃犇犃犕犜犛１基因在双羔羊卵巢组织和子宫组织中

的表达量均高于单羔羊，分别是单羔羊相应组织表

达量的２．０４和２．３０倍。

４　结　论

综合本试验的研究结果得出以下结论：通过对

蒙古羊犃犇犃犕犜犛１基因第３外显子进行ＰＣＲＳＳ

ＣＰ分型得到两种基因型，结合ＤＮＡ测序发现其第

１４１碱基处存在Ｃ→Ｔ的点突变，而该处突变未能

引起所编码氨基酸序列的变化，χ
２ 适合性检验结果

表明整个蒙古羊群体呈现低度多态（犘犐犆＝０．２３３）

并处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ非平衡状态（犘＜０．０５）；

ＲＱＰＣＲ检测结果表明犃犇犃犕犜犛１基因在双羔羊

卵巢和子宫组织中的表达量分别是单羔羊的２．０４

和２．３０倍，结果提示，犃犇犃犕犜犛１基因对于蒙古羊

的多羔性状具有重要的作用，是蒙古羊多羔主效基

因。
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