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要"为了研究
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基因多态性与苏淮山羊产羔数之间的关系!本研究采用
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池测序技术筛选苏淮山羊
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基因突变位点!采用
38!5W=

和
5W=!=:X5

方法检测
%*&

只苏淮山羊
6(==!%

基因突变位点的多态性!并分

析其与产羔数的关联性'结果表明!在苏淮山羊内含子
%

中发现
0

个突变位点
O
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#

K

和
O

'01%&3

#

>

!其中

O
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>

位点有
*

种基因型
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!基因型频率分别为
&'0&/
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&')/.

和
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K

位点在苏

淮山羊中共检测
*

种基因型"

WW

&

WK

和
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#!基因型频率分别为
&'%)*

&

&'91&

和
&'%&9

'关联分析发现!

O

'01%&3

#
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位点
*

种基因型在苏淮山羊各胎产羔数和平均产羔数间差异不显著!

O

'009&W

#

K

位点中
WW

型的二

胎产羔数显著高于
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和
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型"
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#'单倍型分析发现!
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和
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K

位点在苏淮山羊群体

中共构建
(

种单倍型!其中
3>WK

是主要的单倍型(各单倍型与苏淮山羊产羔数的关联分析发现仅
3>WK

单倍型

的头胎产羔数与
33WK

单倍型的头胎产羔数间差异显著!其他单倍型在苏淮山羊的各胎产羔数间差异均不显著'

综合以上研究表明!
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位点可能对苏淮山羊繁殖性状的选育具有一定的指导作用'
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基因于
%//.

年在研究人黑素瘤细胞转

移能力时首次被发现)

%

*

!定位于人类染色体
%

e

*0!

)%

!由
)

个外显子和
*

个内含子组成)

0

*

'在人类中!

6(==!%

基因编码含有
%)1

个氨基酸残基的
V$,,

S

D

S

!

E$-

蛋白前体!经
0

次加工后产生不同的
V$,,

S

D

S

E$-

蛋白的变异体!包含
V$,,

S

D

S

E$-!1)

"
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#&

V$,,

S

D

S

!

E$-!%)

"

Y
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%)

#和
V$,,

S

D

S

E$-!%*

"

Y

S

%*

#!三者具有相

似的生物学功能)

*

*

'

V$,,

S

D

S

E$-,
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S
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BD"RDFD

S
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个编码孤

儿
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蛋白偶联受体的基因)

)

*

'研究表明!不论是
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基因还是其受体"

>5=1)

#!在雌性哺乳动物

生殖方面都发挥着非常关键的作用)

1!9
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!其中!
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基因位于促性腺轴的上游!激活促性腺激素

释放激素"

>-=2

#神经元!被认为是主要的青春期

守门员和繁殖功能的调节剂)

(
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!而
YM88!%!>5=1)

通路在脑部的表达是青春期启动的催化剂)
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'在人

类和大鼠中!
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基因与其受体"

>5=1)

#的突变

或者缺失可引起性腺功能的衰退!从而导致繁殖功

能的丧失)

1!9

*

'相反!如果过表达
6(==!%

基因!则可

诱导人类和啮齿类动物的性早熟)
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*

'

在山羊中!
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等)
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*克隆了济宁青山羊的
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基因序列!开放阅读框为
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!编码
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个

氨基酸残基!其中包含
%

个
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个氨基酸的信号肽(

同时发现了
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个碱基突变位点"
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*在萨能奶山羊&关中

奶山羊和波尔山羊
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基因中共发现了
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和
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K

位点多态性与产羔数显著关联'苏淮

山羊是利用波尔山羊和徐淮山羊杂交后代!采用传

统杂交育种技术和现代分子辅助育种技术相结合!

拟培育出繁殖力高&生长速度快&适应性强的肉用山

羊新品种!目前已横交第
0

个世代'

为了进一步提高苏淮山羊的繁殖性能!本研究

拟通过
?43

池测序技术筛选苏淮山羊
6(==!%

基因

845,

!分析
845,

多态性与产羔数的关系!鉴定与

苏淮山羊繁殖性能相关的分子标记!为苏淮山羊的

育种工作提供可靠的辅助选择遗传标记'
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!

材料与方法

#F#

!

试验材料

%*&

只苏淮山羊由江苏省农业科学院六合动物

试验基地统一饲养管理!营养以及管理水平保持一

致'其产羔资料由江苏省农业科学院六合动物试验

基地提供'每个个体采集耳组织样!置冰桶中带回

实验室!

f0&g

保存'组织样
?43

的提取采用酚%

仿抽提法!

K@6JPPDR

溶解后
f0&g

保存'

#F!

!

主要试剂

?43

提取所用试剂购于南京生工生物工程有

限公司(

5W=

所用试剂购于上海博彩生物有限公

司(

5W=

引物由上海捷瑞生物公司合成'
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:O5
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>D-6A-V

数据库中山羊
6(==!%

基因序列

"序列号为
>b%)0()9

#!采用
5R$<DR
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RD<$DR1'&

软

件设计引物
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!扩增苏淮山羊
6(==!%

基因内含子
%

部分序列'以苏淮山羊
?43

池为模板进行
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扩增!引物的退火温度和片段长度见表
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'
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应总体系
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反应程序$
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筛选

5W=

扩增产物用
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的琼脂糖凝胶电泳检测!

目的片段割胶用
?43

胶回收试剂盒回收后!送往

上海美吉生物公司测序'根据序列峰图!筛选

(%/%



!

%0

期 李隐侠等$

6(==!%

基因多态性与苏淮山羊产羔数的关联分析

845,

位点'

#F%

!

基因分型

根据测序结果!选择
6(==!%

基因内含子中
0

个

突变位点"

O

'009&W

#

K

和
O

'01%&3

#

>

#为研究对

象进行基因分型'

O

'01%&3

#

>

位点为
/J3

(

酶切

位点!可用
5W=!=:X5

方法进行基因分型'具体方

法$以苏淮山羊
?43

为模板!以
5%

为引物扩增含

O

'01%&3

#

>

位点的
?43

片段!

5W=

反应体系和

5W=

反应程序如
%'*

'

5W=

产物经
%'1\

琼脂糖凝

胶电泳!

@6

"溴化乙锭#染色检测扩增结果'采用

/J3

(

内切酶对
5W=

扩增产物进行酶切!酶切反应

体系
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'
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'

X

'

*9g

酶切
*I

'用
*\

琼脂糖凝胶电泳检测酶切产

物!

@6

染色!培清
_8!9(&

全自动凝胶成像分析仪进

行成像分析'

O

'009&W
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K

位点所在处没有酶切位点的存

在!选择
38!5W=

"
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S
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#方法进行基

因分型'具体方法$设计
0

对引物
50

和
5*

"表
%

#!

上游引物
*[

端最后
%

个碱基有差异!下游引物为共

用引物'将这
0

对引物分别对同一样本进行
5W=

扩增!

5W=

扩增产物经
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琼脂糖凝胶电泳鉴定!

@6

染色!培清
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全自动凝胶成像分析仪进行

成像分析'
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1/ *1) 38!5W=

分型

#F'

!

数据分析

利用
8588%('&

软件中的
-̀D!LA

U

34̀ 3̂

方法统计不同基因型与苏淮山羊产羔数的关联性'

!

!

结
!

果

!F#

!

苏淮山羊
#$%%K#

基因多态位点的筛选

以苏淮山羊
?43

池为模板对
6(==!%

基因内含

子
%

部分序列进行
5W=

扩增!扩增产物经琼脂糖凝

胶电泳检测"图
%

#后测序'根据测序峰图!在苏淮

山羊
6(==!%

基因内含子
%

中发现
0

个
845,

位点

"图
0

#!分别命名为
O

'01%&>

#

3

和
O

'009&W

#

K

'

!F!

!

基因分型

0'0'%

!O

'009&W

#

K

位点
38!5W=

分型
!!

6(==!%

基因
O

'009&W

#

K

位点未发现酶切位点!选择
38!

5W=

方法进行基因分型'利用引物
50

&

5*

对
%*&

头苏淮山羊
?43

样本进行
5W=

扩增和电泳!根据

不同引物扩增目的条带的有无进行基因分型!结果

在苏淮山羊
O

'009&W

#

K

位点发现
*

种基因型$

WW

&

WK

和
KK

型"图
*

#'

%

"

*'

不同苏淮山羊
?43

模板扩增的
6(==!%

基因片段(

7'?43

相对分子质量标准"下同#

%!*'6(==!%

O

D-DPRA

O

<D-E,#P"$PPDRD-E?43ED<

S

BAED$-

8JIJA$

O

#AE,

(

7'7ARVDR

"

EID,A<DA,TDB#C

#

图
#

!

苏淮山羊
#$%%K#

基因片段扩增产物电泳图谱

H1

;

F#

!

:O57G

M

?14187=13,34#$%%K#

;

/,/1,)@9@71

;

37=6

0'0'0

!O

'01%&>

#

3

位点
5W=!=:X5

分型
!!

6(==D%

基因
O

'01%&>

#

3

位点处于
/J3

(

酶切位点

内!用
5W=!=:X5

方法进行分型试验'对
%*&

只苏

淮山羊样本进行
5W=

扩增!用琼脂糖凝胶电泳检

测!片段长度与预期长度一致'用
/J3

(

酶对
5W=

产物进行酶切后出现
*

种基因
33

"

)*%T

S

#&

3>

/%/%
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3'

O

'009&W

#

K

位点杂合子和纯合子测序图(

6'

O

'01%&3

#

>

位点杂合子和纯合子测序图

3'2DEDR#H

UO

#J,A-"I#<#H

UO

#J,,D

e

JD-F$-

O

"$A

O

RA<#P

O

'009&W

#

KB#FJ,

(

6'2DEDR#H

UO

#J,A-"I#<#H

UO

#J,,D!

e

JD-F$-

O

"$A

O

RA<#P

O

'01%&3

#

>B#FJ,

图
!

!

苏淮山羊
#$%%K#

基因内含子
)(:6

位点筛选测序结果

H1

;

F!

!

)/

P

@/,81,

;

0/6@?=634)(:6?38@61,#$%%K#

;

/,/34)@9@71

;

37=

"

)*%

&

**(

&

/*T

S

#和
>>

"

**(

&

/*T

S

#!电泳图谱见图

)

"

/*T

S

的条带过小!电泳时已经跑出凝胶!故图中

不可见#'

图
*

!

苏淮山羊
#$%%K#

基因
;

F!!J"O

#

I

位点
+)K:O5

分

型电泳图

H1

;

F*

!

+)K:O5/?/8=03

M

930/6167=

;

F!!J"O

#

I?38@61,

#$%%K#

;

/,/1,)@9@71

;

37=

图
$

!

苏淮山羊
#$%%K#

基因
;

F!%#"+

#

L

位点
:O5K5HN:

分型电泳图

H1

;

F$

!

:O5K5HN:/?/8=03

M

930/6167=

;

F!%#"+

#

L?38@61,

#$%%K#

;

/,/1,)@9@71

;

37=

!F*

!

#$%%K#

基因多态位点的群体遗传学特征

6(==!%

基因
O

'009&W

#

K

和
O

'01%&>

#

3

位点

在苏淮山羊群体中的等位基因频率&基因型频率&多

态信息含量和杂合度见表
0

'

O

'009&W

#

K

位点
W

和
K

等位基因频率分别为
&'10&

和
&')(&

!

WW

&

WK

和
KK

的基因型频率分别为
&'%)*

&

&'91&

和
&]%&9

!

WK

型为优势等位基因型!卡方检验发现此位点处于

2AR"

U

!LD$-TDR

O

不平衡状态'

O

'01%&>

#

3

位点
3

和
>

等位基因频率分别为
&])19

和
&]1)*

!

33

&

3>

和
>>

基因型频率分别为
&'0&/

&

&])/.

和
&'0/1

!

3>

型为优势等位基因型!卡方检验发现此位点处于

2AR"

U

!LD$-TDR

O

平 衡 状 态'

O

'009&W

#

K

和

O

'01%&>

#

3

位点的
/AB

含量分别为
&'*91

和

&]*9*

!杂合度"

O&

#分别为
&')//

和
&')/.

'

!F$

!

#$%%K#

基因突变位点不同基因型对苏淮山羊

产羔数的影响

6(==!%

基因
O

'009&W

#

K

和
O

'01%&>

#

3

位点

多态性与苏淮山羊各胎产羔数和平均产羔数的关联

性分析结果见表
*

'

O

'009&W

#

K

位点
WW

型苏淮

山羊的二胎产羔数显著高于
KK

"

/

$

&'&1

#和
WK

型"

/

$

&'&1

#!

WW

型的一&三胎产羔数和平均产羔

数均高 于
KK

型和
WK

型!但 是差异不 显著'

O

'01%&3

#

>

位点的
*

种基因型在苏淮羊的头胎产

&0/%



!

%0

期 李隐侠等$

6(==!%

基因多态性与苏淮山羊产羔数的关联分析

表
!

!

苏淮山羊
#$%%K#

基因突变位点的基因型和等位基因频率及遗传多样性

I7C?/!

!

+??/?/40/

P

@/,8

E

#

;

/,3=

EM

/40/

P

@/,8

E

34)(:61,#$%%K#

;

/,/34)@9@71

;

37=

位点

X#FJ,

基因型频率

>D-#E

US

DPRD

e

JD-F

U

等位基因频率

3BBDBDPRD

e

JD-F

U

多态信息含量

/AB

杂合度

O&

O

'009&W

#

K

WW KW KK W K

&'%)* &'91& &'%&9 &'10& &')(&

&'*91 &')//

O

'01%&3

#

>

33 3> >> 3 >

&'0&/ &')/. &'0/1 &')19 &'1)*

&'*9* &')/.

表
*

!

苏淮山羊
#$%%K#

基因突变位点不同基因型与产羔数的关联性分析

I7C?/*

!

N1==/061A/34)@9@71

;

37=1,<144/0/,=

;

/,3=

EM

/634#$%%K#

;

/,/7=

;

F!!J"O

#

I7,<

;

F!%#"+

#

L?381

位点

X#FJ,

基因型

>D-#E

US

D

样本量

4J<TDR

头胎产羔数%只

%

,E

S

AR$E

U

B$EEDR,$HD

二胎产羔数%只

0

-"

S

AR$E

U

B$EEDR,$HD

三胎产羔数%只

*

-"

S

AR$E

U

B$EEDR,$HD

平均产羔数%只

3QDRA

O

DB$EEDR,$HD

WW %9

%'9%i&'0(

A

0'1&i&'0)

A

0'01i&'1%

A

0'0/i&'%0

A

O

'009&W

#

K KW /(

%'..i&'%%

A

%'(&i&'%0

T

0'&/i&'%*

A

%'(/i&'&9

A

KK %)

0'&&i&')%

A

%'.9i&'%1

T

0'&&i&')0

A

%'91i&'%)

A

33 09

%'((i&'%(

A

%'((i&'*(

A

0'0&i&'0&

A

%'/(i&'01

A

O

'01%&3

#

> 3> .)

%'(1i&'%&

A

%'/)i&'%*

A

%'91i&'%0

A

%'/&i&'&9

A

>> */

%'.(i&'%9

A

%'()i&'%/

A

0'**i&')0

A

%'/*i&'%.

A

相同字母表示差异不显著!不同字母表示差异显著"

/

$

&'&1

#'下同

8A<DBDEEDR$-"$FAED"-#,$

O

-$P$FA-E"$PPDRD-FD

!

"$PPDRD-EBDEEDR,$-"$FAED",$

O

-$P$FA-E"$PPDRD-FDAEEID&'&1BDQDB'KID,A<DA,TDB#C

羔数&二胎产羔数&三胎产羔数和平均产羔数间差异

不显著'

!F%

!

#$%%K#

基因突变位点单倍型分析

0'1'%

!

P(==!%

基因
O

'009&W

#

K

和
O

'01%&>

#

3

位

点单倍型分型
!!

经过分析发现!

O

'009&W

#

K

和

O

'01%&>

#

3

两位点在苏淮山羊群体中共构建了
(

种单倍 型 组 合$

3>WK

&

>>WK

&

3>KK

&

3>WW

&

>>WW

&

33WK

&

33KK

和
>>KK

!分别占总数的

))')\

&

%9'*\

&

*'9\

&

.'0\

&

9')\

&

%*'.\

&

.'0\

和
%'0\

'其中!单倍型
3>WK

为主要的单倍型!

占总数的
))')\

!

>>WK

和
33WK

次之!分别为

%9'*\

和
%*'.\

'

0'1'0

!

单倍型组合与苏淮山羊产羔数的相关性分

析
!!

由于一些单倍型数量较少!在进行关联分析

时!只选取样本含量大于
*

的单倍型组合与苏淮山

羊的产羔数进行关联分析'对
6(==!%

基因各个单

倍型组合与苏淮山羊各胎次产羔数的关联分析见表

)

'

3>WK

单倍型的头胎产羔数比
33WK

单倍型的

头胎产羔数分别多
&'.(

头!差异显著"

/j&'&%0

#!

单倍型
3>WW

的头胎产羔数比
33WK

多
&'(&

头!

单倍型
3>WW

的二胎产羔数比
3>WK

&

>>WK

和

33WK

的二胎产羔数分别高
%'%%

&

%'09

和
&')9

头!但是均未达到显著水平(单倍型
3>WW

的平均

产羔数比
3>WK

&

>>WK

和
33WK

分别多
&'*(

&

&]1%

和
&'0)

头!未达到显著水平'

*

!

讨
!

论

6(==!%

基因在雌性动物生殖过程中发挥着重要

的作用)

%*

*

'到目前为止!已有多个课题组将
6(==!%

基因作为动物繁殖性状的候选基因进行研究$

X'

2J$

+

TRD

O

E,

等)

%)

*研究发现在人类
6(==!%

基因
*[

非

翻译区的
F'.)1>

#

W3

位点突变与中枢性性早熟

显著相关(

>'X'WA#

)

%%

*等研究发现
6(==!%

基因
0/.

位点的
W

等位基因和
%/.&

"

%/99

的缺失与济宁

青山羊的高产羔数显著相关(

_';'2#J

)

%1

*等在山羊

6(==!%

基因的内含子
0

中鉴定的
K0.)*W

位点与山

羊的产羔数显著相关(

;'3-

等)

%0

*

0&%*

年在
*

个山

羊品种中检测到
6(==!%

基因的
%%

个突变位点!其

%0/%
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表
$

!

#$%%K#

基因单倍型与苏淮山羊产羔数的关联分析

I7C?/$

!

+663817=13,34#$%%K#97

M

?3=

EM

/21=9?1==/061A/1,)@9@71

;

37=6

胎次

5AR$E

U

单倍型组合
2A

S

B#E

US

DF#<T$-AE$#-

3>WK >>WK 3>WW 33WK

头胎产羔数%只
%

,E

S

AR$E

U

B$EEDR,$HD %'((i&'.&

A

%')&i&')/

AT

0'&&i&'(0

AT

%'0&i&')&

T

二胎产羔数%只
0

-"

S

AR$E

U

B$EEDR,$HD %'1.i&'.%

A

%')&i&')/

A

0'.9i&'/)

A

0'0&i%'%.

A

三胎产羔数%只
*

-"

S

AR$E

U

B$EEDR,$HD %'91i&'1.

A

0'&&i&'.0

A

%'.9i&')9

A

0'0&i&')&

A

平均产羔数%只
3QDRA

O

DB$EEDR,$HD

%'9*i&'*)

A

%'.&i&'*%

A

0'%%i&'.(

A

%'(9i&'1)

A

中
O

'*()>

#

3

&

O

'0)(/K

#

W

&

O

'01%&>

#

和

O

'01)&W

#

K

位点突变与山羊的产羔数显著相关'

苏淮山羊是利用波尔山羊和徐淮山羊的杂交后代!

采用传统杂交育种技术和现代分子辅助育种技术相

结合!拟培育出繁殖力高&生长速度快&适应强的肉

用山羊新品种!目前已横交第
0

个世代!关于
6(==!%

基因的多态性与苏淮山羊的产羔数之间关系的研究

还未见报道'

本研究利用
?43

池测序方法在苏淮山羊

6(==!%

基 因 内 含 子
%

中 发 现
0

个 多 态 位 点

O

'009&W

#

K

和
O

'01%&3

#

>

'多 态 信 息 含 量

"

/AB

#&杂合度"

O&

#等可用来衡量群体内的遗传变

异)

%.

*

!苏 淮 山 羊
6(==!%

基 因 内 含 子
%

中 的

O

'009&W

#

K

和
O

'01%&>

#

3

位点
/AB

含量分别为

&'*91

和
&'*9*

!根据
/AB

大小与遗传多样性等级

表明这
0

个 位 点 均 属 于 中 度 遗 传 多 态 性)

%0

*

'

O

'009&W

#

K

位点处于
2AR"

U

!LD$-TDR

O

不平衡状

态!而
O

'01%&>

#

3

位点处于
2AR"

U

!LD$-TDR

O

平衡

状态!表明
O

'009&W

#

K

位点在苏淮山羊培育过程

中受到人工选择和选育的影响'

关 联 分 析 发 现!苏 淮 山 羊
6(==!%

基 因

O

'009&W

#

K

位点
WW

型的二胎产羔数&三胎产羔数

和平均产羔数均高于
WK

和
KK

型!而且在二胎产

羔数方面达到了显著水平!因此推测
W

等位基因可

能有利于提高苏淮山羊产羔数!此结果与
;'5'3-

等)

%9

*的 研 究 结 果 一 致!说 明
6(==!%

基 因 的

O

'009&W

#

K

位点与山羊的繁殖性能显著相关'

O

'01%&3

#

>

位点的多态性与苏淮山羊的产羔数之

间差异不显著!这与
;'3-

等)

%0

*研究发现
6(==!%

基

因
O

'01%&3

#

>

与萨能奶山羊&关中奶山羊和波尔

山羊产羔数相关联的结果并不一致!可能与受检的

苏淮山羊群体大小有关!也可能因为同一位点在不

同动物品种中发挥的作用不一样所致!例如在国外

绵羊品种中控制绵羊高繁殖力的主效基因
9;

F

%1

与中国湖羊的高繁殖力性状却并不关联)

%(

*

'动物

的繁殖性能是相对比较复杂的数量性状!包括多个

基因和多个位点的相互作用)

%0

*

'本研究中将
6(==!%

基因的
O

'009&W

#

K

和
O

'01%&3

#

>

的单倍型进行

了分析!发现这
0

个位点在苏淮山羊中共构建了
(

种单倍型!

3>WK

为主要单倍型'不同单倍型与苏

淮山羊各胎次产羔数的关联分析表明!

3>WK

单倍

型的头胎产羔数显著高于
33WK

单倍型!平均多

&'.(

头羔!差异显著'

3>WW

单倍型的头胎产羔数

比
33WK

高
&'(&

头羔!平均产羔数比单倍型

3>WK

&

>>WK

和
33WK

分别多
&'*(

&

&'1%

和
&'0)

头!但是均未达到显著水平!主要是因为
3>WW

单

倍型的苏淮山羊个体间头胎产羔数和平均产羔数差

异太大!标准误过高所致'

研究表明!二胎产羔数的多少往往是决定一只

山羊是否多产的一项非常有价值的指标)

%/

*

'本试

验中!单个
845

分析发现!

O

'009&W

#

K

位点的
WW

型的二胎产羔数&三胎产羔数和平均产羔数均高于

WK

和
KK

型!而且在二胎产羔数方面达到了显著

水平(单倍型分析发现!

3>WK

单倍型的头胎产羔

数显著高于
33WK

单倍型!而其他单倍型与苏淮山

羊的产羔数间差异不显著'综合以上的研究结果推

断
O

'009&W

#

K

位点可能对苏淮山羊繁殖性状的选

育具有一定的指导意义'
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