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　　摘要：利用ＰＣＲ－ＳＳＣＰ方法检测了阿勒泰羊和新疆细毛羊ＡＳＩＰ基因的多态性位点，并分析各 ＳＮＰｓ位点与被毛
毛色之间的关系。结果表明，阿勒泰羊ＡＳＩＰ基因外显子２（ｇ．１００～１０４ｂｐ）存在 ５碱基丢失（Ｄ５：ＡＧＧＡＡ），外显子４
（ｇ．５１７２ｂｐ：Ｔ→Ａ）存在非同义性突变（Ｓｅｒ→Ｃｙｓ）；新疆细毛羊中只发现ＡＳＩＰ基因外显子２（ｇ．１００～１０４ｂｐ）存在５碱
基丢失（Ｄ５：ＡＧＧＡＡ）；阿勒泰羊ＡＳＩＰ基因２处ＳＮＰｓ与被毛毛色不相关（Ｐ＞０．０５），而新疆细毛羊ＡＳＩＰ基因５碱基丢
失与被毛毛色极显著相关（Ｐ＜０．０１）。
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　　哺乳动物体内的色素分布广泛、种类多样，大量研究表
明，黑色素细胞产生的酪氨酸源性色素（真黑素、褐黑素）是

影响皮毛颜色的主要因素［１］。褐黑素为溶于碱的圆形红色

颗粒，使皮肤、毛发表现为黄色、红色；真黑素比褐黑素难溶

解，使皮肤和毛发表现为黑色、褐色［２］。动物表皮和毛囊中

真黑色素、褐黑素的相对表达量最终决定了动物毛色。

ＡＳＩＰ是影响绵羊毛色的主要候选基因，在色素形成中起
重要的调控作用［３］。它与α－促黑色素细胞激素（α－ＭＳＨ）
竞争结合黑素皮质激素受体１（ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ－１，ＭＣ１Ｒ），使
ＭＣ１Ｒ结构改变，抑制环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）酶系统，引起ｃＡＭＰ
水平下降，通过级联反应，促进褐黑素的产生［４－５］。ＡＳＩＰ基
因在绵羊基因组中存在多个拷贝和等位基因［６］，编码的鼠灰

信号蛋白由１３３个氨基酸残基组成。在研究藏羊、哈尔达绵
羊等品种时发现，ＡＳＩＰ基因与绵羊的毛色相关。人、马、牛、
羊驼、兔、狗等物种ＡＳＩＰ基因多态性位点与毛色和肤色之间
关系的研究已有大量报道，研究发现突变位点与毛色相关，但

目前尚未深入探讨细毛羊该基因与毛色形成的关系。因为细

毛羊经长期选育均为白色个体，由于生物多样性和种质特性

的关系，其他绵羊、山羊的研究结果并不能完全反映新疆细毛

羊中该基因的特点。笔者长期从事优质细毛羊的选育研究，

在实际生产中发现了自然突变的黑色细毛羊个体，这为开展

ＡＳＩＰ基因与细毛羊毛色形成的关系提供了极好的试验样本。

本研究以新疆细毛羊及阿勒泰羊为模型，探究 ＡＳＩＰ基因
ＳＮＰｓ位点与绵羊毛色的关系，以期为探明绵羊毛色形成的调
控机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　样本采集及 ＤＮＡ提取
采集新疆农垦科学院试验羊场成年阿勒泰羊（黄色、白

色各１只，黑色１１只，棕色９６只）及新疆细毛羊（棕色５只，
白色６０只）耳缘组织（图 １），利用酚 －氯仿法提取组织
ＤＮＡ，经琼脂糖凝胶电泳和分光光度计检测的合格样品放于
－２０℃保存备用。
１．２　主要试剂

蛋白酶Ｋ、无水乙醇、Ｔｒｉｓ－饱和酚、氯仿、常规 ＰＣＲ试剂
（ＴａＫａＲａ），琼脂糖、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺（Ｓｉｇｍａ公
司），ＤＬ１００ｂｐＭａｒｋｅｒ（天根 Ｃｏｄｅ：ＤＭ１０９），变性加样缓冲液
［甲酰胺 ９８％、１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值 ８．０）、０．２５％溴酚
蓝、０．２５％二甲苯青］、琼脂糖凝胶回收试剂盒（天根 Ｃｏｄｅ：
ＤＰ２０９）。
１．３　引物设计

根据 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中绵羊 ＡＳＩＰ基因（Ｇｅｎｂａｎｋ登录
号：ＥＵ４２００２２）设计引物（表 １），这３对引物分别位于 ＡＳＩＰ
基因的外显子２、３、４上，引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。
１．４　ＡＳＩＰ基因核苷酸多态性分析

以提取的基因组ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ反应体系 ２０μＬ：模
板５０ｎｇ，Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ｄＮＴＰ１．６μＬ，上游／下游引物浓度各为
０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒＴａｑ酶１．６μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ补至２０μＬ。ＰＣＲ扩
增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９５℃ 变性３０ｓ、退火３０ｓ（表１）、
７２℃延伸３０ｓ（共３５个循环），７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物
用２％ 琼脂糖凝胶电泳检测，将特异性好的 ＰＣＲ产物与变性
上样缓冲液混合后，９８℃变性５ｍｉｎ，立刻冰浴１０ｍｉｎ。用非
变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（１ｍｍ厚度）检测，３００Ｖ电压预电
泳５ｍｉｎ使样品快速进入胶中，然后４℃ 恒温１１０Ｖ电压电
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表１　ＰＣＲ引物及扩增退火温度

引物
引物序列

（５′→３′）
产物大小

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ＡＳＩＰ－２ Ｆ：ＴＣＣＴＧＧＧＡＴＧＧＡＴＧＴＣ；Ｒ：ＴＧＧＴＴＴＣＴＣＡＧＡＧＣＣＴ ４０６ ５６
ＡＳＩＰ－３ Ｆ：ＧＧＣＣＴＡＡＧＴＣＣＣＡＡＧＡ；Ｒ：ＣＡＴＧＣＡＡＣＣＣＴＧＡＡＡＡ ３１５ ５４
ＡＳＩＰ－４ Ｆ：ＣＣＴＣＧＧＣＧＴＴＴＣＣＣＣＡＣＡ；Ｒ：ＣＣＣＡＡＣＣＣＴＡＧＣＴＧＡＧＡＣＴＴＣＣＴＧ ３４３ ５９

泳２２～２４ｈ，经固定、银染、显色、终止、拍照判读结果。根据
ＰＣＲ－ＳＳＣＰ分型结果，将基因型不同的ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶
回收后送华大基因公司测序。

１．５　数据分析
根据聚丙烯酰胺凝胶电泳图，统计各位点的基因型个体

数量，计算基因型频率及等位基因频率，卡方检验分析不同毛

色的新疆细毛羊、阿勒泰羊基因型频率的分布是否存在显著

差异。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增
依据本研究设计的３对引物对新疆细毛羊、阿勒泰羊基

因组进行扩增，经２％琼脂糖凝胶电泳检测，扩增效果良好，
扩增大小与预期一致（图２）。

２．２　ＡＳＩＰ基因ＰＣＲ－ＳＳＣＰ检测
利用ＰＣＲ－ＳＳＣＰ方法检测ＡＳＩＰ基因多态性。从图３可

以看出，ＡＳＩＰ－２、ＡＳＩＰ－４产物存在多态性，依据带型确定基
因型，将其分别命名为 Ｎ５Ｄ５、Ｎ５Ｎ５、ＡＢ、ＢＢ。ＡＳＩＰ－３无多
态性。
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２．３　序列分析
将阿勒泰羊、新疆细毛羊 ＡＳＩＰ不同基因型的 ＰＣＲ产物

进行琼脂糖凝胶电泳回收，送华大基因公司测序，部分测序结

果见图４。新疆细毛羊、阿勒泰羊 ＡＳＩＰ－２引物扩增的目的
片段出现许多重叠峰，因此采用ＰＣＲ后ＴＡ克隆测序，发现这

２种绵羊ＡＳＩＰ基因ＣＤＳ的１００～１０４ｂｐ位置存在相同的５碱
基丢失（Ｄ５：ＡＧＧＡＡ）；通过阿勒泰羊 ＡＳＩＰ－４上游引物测序
得到的碱基序列分析发现，外显子４中 ｇ．５１７２ｂｐ位置存在
Ａ→Ｔ的突变，导致原有氨基酸Ｃｙｓ变为Ｓｅｒ（表２）。

表２　ＡＳＩＰ基因中检测到的突变位点

外显子 突变位点 氨基酸改变

２ １００～１０４ｂｐ（Ｄ５：ＡＧＧＡＡ） 移码突变

４ ５１７２ｂｐ（Ａ→Ｔ） 半胱氨酸→丝氨酸

２．４　ＡＳＩＰ各基因型频率与基因频率
从表３、表４可知，本研究中检测到阿勒泰羊、新疆细毛

羊外显子 ２有 ２种基因型（Ｎ５Ｎ５、Ｎ５Ｄ５），在阿勒泰羊中
Ｎ５Ｎ５基因型频率较高，而新疆细毛羊中结果恰好相反。经
卡方检验发现，该基因型与阿勒泰羊毛色不存在相关性（Ｐ＞
０．０５），但与新疆细毛羊毛色显著相关（Ｐ＜０．０１）。外显子４
中检测到２种基因型（ＡＢ、ＢＢ），经卡方检验发现，该位点基
因型与２种绵羊的毛色不相关（Ｐ＞０．０５）。

３　结论与讨论

阿勒泰羊毛色以棕红色或淡棕色为主，纯黑、纯白、纯黄

的阿勒泰羊不多［７］；新疆细毛羊以白色为主，黑色或其他毛

色的新疆细毛羊稀少。在本研究样品中，棕色阿勒泰羊和白

色新疆细毛羊占多数，纯黑、纯白、纯黄的阿勒泰羊及棕色细

毛羊个体数较少。为使研究结果更为直观，本研究没有采集

头部、四肢与身体毛色相异的阿勒泰羊组织样。

　　ＡＳＩＰ是影响绵羊毛色的主要候选基因，在绵羊基因组中
存在多个拷贝和等位基因［６］。ＡＳＩＰ编码的鼠灰信号蛋白由
１３３个氨基酸残基组成，在不同品种绵羊中 ＳＮＰｓ位点存在差
异：藏羊的ＡＳＩＰ基因外显子２只存在 ５ｂｐ（ｇ．１００～１０４ｂｐ：
ＡＧＧＡＧ）的丢失［８］；澳大利亚美利奴绵羊［６］、哈萨克羊［９］外

显子 ２既存在 ５ｂｐ（ｇ．１００～１０４ｂｐ：ＡＧＧＡＧ）丢失，又存在
９ｂｐ（ｇ．１０～１９ｂｐ：ＡＧＣＣＧＣＣＴＣ）丢失。研究表明，美利奴羊
的显性白色受 ＡＳＩＰ基因、ＡＨＣＹ编码区及 ＩＴＣＨ启动子区域
的影响，多拷贝的ＡＳＩＰ基因编码区受临近的多个 ＩＴＣＨ启动
子调控，导致显性白色表型［６］；有关藏羊毛色与 ＡＳＩＰ基因拷
贝数的研究表明，藏羊纯白与纯黑表型与ＡＳＩＰ基因拷贝数不
相关［８］。本研究结果与以往对藏羊［８］、美利奴羊［６］、哈萨克

羊［９］的研究结果一致：ＡＳＩＰ基因外显子 ３中没有发现 ＳＮＰｓ
位点。阿勒泰羊 ＡＳＩＰ基因外显子 ２存在 ５ｂｐ（ｇ．１００～
１０４ｂｐ：ＡＧＧＡＧ）丢失，这与已往研究结果相同。但在供试阿
勒泰羊、新疆细毛羊样品中没有发现该品种绵羊存在 ９ｂｐ丢
失，可能是由于部分毛色表型的羊个体数较少，致使其没有被

检测到，可通过扩大样品量再筛查。

阿勒泰羊原名为福海大尾羊，为新疆地方品种，肉脂兼用

粗毛羊，是哈萨克羊的一个优良类群［１０］。阿勒泰羊毛色以棕

红色或淡棕色为主，部分阿勒泰羊头部为黄色或黑色，纯黑、

纯白、纯黄的阿勒泰羊不多［７］。新疆细毛羊为新疆毛肉兼用
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表３　阿勒泰羊ＡＳＩＰ基因型频率和基因频率

引物 毛色 基因型
数量

（只）

基因型频率

Ｎ５Ｄ５ Ｎ５Ｎ５ ＡＢ ＢＢ
基因频率

Ｎ５ Ｄ５ Ａ Ｂ
卡方检验

χ２

ＡＳＩＰ－２ 黄色 Ｎ５Ｄ５ ０ １ ４．９５６
Ｎ５Ｎ５ １ １ １ Ｐ＞０．０５

白色 Ｎ５Ｄ５ １ １ ０．５ ０．５
Ｎ５Ｎ５ ０

黑色 Ｎ５Ｄ５ ３ ０．２３ ０．８８ ０．１２
Ｎ５Ｎ５ １０ ０．７７

棕色 Ｎ５Ｄ５ １１ ０．１７ ０．９２ ０．０８
Ｎ５Ｎ５ ５５ ０．８３

ＡＳＩＰ－４ 黄色 ＡＢ １ １ ０．５ ０．５ ３．１１１
ＢＢ ０ Ｐ＞０．０５

白色 ＡＢ １ １ ０．５ ０．５
ＢＢ ０

黑色 ＡＢ ４ ０．６７ ０．３３ ０．６７
ＢＢ ２ ０．３３

棕色 ＡＢ ６ １ ０．５ ０．５
ＢＢ ０

表４　新疆细毛羊ＡＳＩＰ基因型频率和基因频率

引物 毛色 基因型
数量

（只）

基因型频率 基因频率

Ｎ５Ｄ５ Ｎ５Ｎ５ Ｎ５ Ｄ５
卡方检验

χ２

ＡＳＩＰ－２ 白色 Ｎ５Ｄ５ ４４ ０．７３ ０．６３ １１．３４９
Ｎ５Ｎ５ １６ ０．２７ ０．３７ Ｐ＜０．０１

棕色 Ｎ５Ｄ５ ０
Ｎ５Ｎ５ ５ １ １

细毛羊［１１］，毛色单一，以白色为主，其他颜色的个体极少。笔

者在长期绵羊育种过程中发现了自然突变的棕色新疆细毛

羊，这为探讨细毛羊毛色的形成、筛选与之相关的基因提供了

极好的研究材料。现在已知功能的基因多是利用小鼠等模式

生物的研究结果。棕色或其他颜色的细毛羊很少，因此是研

究表型与基因型是否相关的好材料。

有研究表明，ＡＳＩＰ基因的 ＳＮＰｓ位点与毛色形成相关，如
ｇ．１００～１０４（Ｄ５：ＡＧＧＡＡ）５ｂｐ丢失导致转录框改变，翻译提
前结束，产生只有 ６３个氨基酸残基的蛋白，使 ＡＳＩＰ蛋白中
重要的半胱氨酸信号区域（氨基酸：９１～１３０）丢失。哈尔达
绵羊中Ｄ５纯合基因型是决定隐性黑的因素，但不是唯一因
素［３］。ｇ．１０～１９（Ｄ９：ＡＧＣＣＧＣＣＴＣ）９ｂｐ丢失导致３肽的丢
失，可能影响转运前导序列的功能，但不影响剩下的蛋白质功

能，ｇ．５１７２Ｔ→Ｃ导致氨基酸 １２３位点 Ｃｙｓ→Ｓｅｒ，可能破坏了
Ｃｙｓ的高度保守信号区域［６］。ｇ．５０５１Ｇ→Ｃ（同义性突变）、
ｇ．５１７２Ａ→Ｔ（非同义性突变）是２个单核苷酸突变，藏羊［８］

的ＡＳＩＰ基因中没有发现 ｇ．５０５１处存在突变，只发现
ｇ．５１７２ＡＡ、ｇ．５１７２ＡＴ２种基因型，且该位点 ＳＮＰ与毛色不
相关。ＡＳＩＰ基因不同的ＳＮＰ位点组成的不同单倍型与毛色
相关，如 Ｎ９Ｎ５Ｔ单倍型是美利奴绵羊白色表型所必要的［６］。

ＡＳＩＰ基因的拷贝数也与绵羊毛色相关，Ｍａｓｓｅｓｅ绵羊为意大
利特有品种，ＡＳＩＰ在灰色Ｍａｓｓｅｓｅ绵羊中为单一拷贝，在黑色
Ｍａｓｓｅｓｅ绵羊中为多拷贝［１２］。本研究发现，阿勒泰羊ＡＳＩＰ基
因只存在２处突变：（１）ｇ．１００～１０４ｂｐ（Ｄ５：ＡＧＧＡＡ）；（２）
ｇ．５１７２ｂｐ（Ｔ→Ａ），卡方检验发现，这２处突变与毛色不相关
（Ｐ＞０．０５）。新疆细毛羊 ＡＳＩＰ基因只发现 １处缺失突变：

ｇ．１００～１０４ｂｐ：ＡＧＧＡＡ，而且新疆细毛羊 Ｎ５Ｄ５的基因型频
率比阿勒泰羊高，卡方检验发现，细毛羊中 Ｄ５突变与毛色存
在极显著相关性（Ｐ＜０．０１）。本研究中阿勒泰羊的研究结果
与藏羊［８］、哈萨克羊［９］中 ＡＳＩＰ基因 ｇ．１００～１０４（Ｄ５：ＡＧ
ＧＡＡ）５ｂｐ丢失，ｇ．５１７２ｂｐ（Ｔ→Ａ）位点与毛色相关性分析结
果一致；新疆细毛羊ＡＳＩＰ基因ｇ．１００～１０４（Ｄ５：ＡＧＧＡＡ）５ｂｐ
丢失的研究结果与哈尔达绵羊［３］的一致。本研究还发现，

ｇ．５１７２ｂｐ处只有ＡＢ、ＢＢ２种基因型，没有发现 ＡＡ型，该结
果与以往研究报道的几个绵羊品种的分析结果一致。

阿勒泰羊属于哈萨克羊的一个分支［１３］，经过人工选择培

育使其体型、产肉等方面有别于哈萨克羊［７］。李洪涛等研究

发现哈萨克羊中存在Ｄ５、Ｄ９缺失［９］，但本研究中阿勒泰羊样

本中没有发现Ｄ９缺失突变，只检测到 Ｄ５缺失。在阿勒泰羊
中Ｄ９缺失突变是否存在还要通过进一步扩大样本数量进行
分析。在发现有色细毛羊个体之前，由于缺少不同毛色的细

毛羊个体，无法进行该基因与毛色相关的研究。本研究发现，

ＡＳＩＰ基因的２处ＳＮＰｓ与阿勒泰羊毛色不相关（Ｐ＞０．０５），但
Ｄ５缺失突变与新疆细毛羊毛色存在极显著相关性（Ｐ＜
００１）。若要明确该基因在毛色形成中的具体调控方式和作
用机制，还须要进一步分析其在毛囊中的表达量、基因拷贝变

异数（ＣＮＶ）及启动子区域的多态性等。
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正交设计优化油松 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系
王树香１，李　明１，高宝嘉２

（１．河北农业大学生命科学学院，河北保定０７１００１；２．河北农业大学林学院，河北保定 ０７１００１）

　　摘要：采用正交设计的方法对油松ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系５因素（ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋、模板 ＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ、引物
的浓度）在４水平上进行优化试验，ＰＣＲ结果用ＳＰＳＳ数据软件分析。结果表明：各因素不同水平对 ＰＣＲ反应结果都
有显著的影响，且除ｄＮＴＰ因素外其他４因素影响均较大；筛选出各反应因素的最佳水平，建立油松 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ的最
佳反应体系（２０μＬ）为：ＴａｑＤＮＡ聚合酶１Ｕ、模板５μｇ／μＬ、Ｍｇ２＋２．０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰ０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ、引物０．４μｍｏｌ／Ｌ；
进行梯度退火试验，筛选出针对不同引物的最适的油松ＩＳＳＲ退火温度。该优化体系的建立为油松及其近缘种的系统
学和种质资源鉴定及遗传多样性的研究奠定基础。

　　关键词：油松；分子标记；ＩＳＳＲ－ＰＣＲ；反应体系；正交设计
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　　油松（Ｐｉｎｕｓｔａｂｕｌａｅｆｏｒｍｉｓ）为我国特有树种，是我国温带
针叶林中主要的建群树种，在工业用材、城镇绿化和荒山造林

中具有重要的价值。就目前研究的相关资料来看，国内关于

油松的遗传多样性和遗传结构的研究较多。如李毳等利用

ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简单重复序列区间）
等分子标记方法对天然油松群体作了遗传多样性分析［１－４］；

郝真真等从表观上对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ进行了优化，并研究了油松
种群遗传多样性和空间遗传结构特征［５］。ＩＳＳＲ分子标记技

术具有多态性水平高、可重复性好、ＤＮＡ用量少、成本低等优
点，广泛用于群体遗传多样性分析和种质鉴别等研究［６－１３］。

但是，采用正交设计的方法对油松ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系进行
优化还无报道，因此，本试验利用正交设计从 ＴａｑＤＮＡ聚合
酶、ｄＮＴＰｓ、引物、模板ＤＮＡ、Ｍｇ２＋等５个因素４个水平进行分
析，优化并建立油松ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，从而提高 ＩＳＳＲ分
析结果的可靠性和重复性，为油松品种的分子鉴定、遗传多样

性分析和品种改良奠定试验基础。

１　材料与方法

１．１　材料
油松选于河北省辽河源国家级森林公园（北纬４１°００′～

４１°１０′、东经１１８°３０′～１１８°４０′），采集当年生针叶置于冰盒中
带回实验室，置于 －７０℃超低温冰箱中保存备用。试验用
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ购自上海宝生科技发展有限公司，引
物（ＵＳＢ８１１）由上海宝生科技发展有限公司合成。
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