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面可能性、柔韧性、亲水性、抗原指数、Ｂ细胞抗原表位进行了详细分析。结果显示：羊种布氏杆菌３型Ｏｍｐ２５分子一
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数尤为突出，是其Ｂ细胞表位优势区的可能性很大。
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　　羊布氏杆菌病是由布氏杆菌（Ｂｒｕｃｅｌｌａ）引起的一种人畜
共患传染病，该病在全球范围内流行［１］，临床特征为慢性疲

劳、波浪热、生殖系统损坏及全身性疾病［２］。青海省是人、畜

见布氏杆菌病的高发区，１９５４年青海省首次分离出布氏杆
菌，到２０００年省内布氏杆菌病得到有效控制，并且达到国家
颁布的布氏杆菌病“控制区”标准［３］，但是２００６年该病疫情
呈回升状态［４］。虽然目前针对该病的疫苗已经存在，但是由

于疫苗使用不当造成布氏杆菌感染家畜或人的事件时有发

生［５］，可见其保护率、安全性均很低。

布氏杆菌外膜蛋白（ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓ）Ｏｍｐ２５／
Ｏｍｐ３１家族免疫原性强，可诱导免疫动物产生高滴度特异性
抗体，纯化蛋白可用于布鲁菌病的诊断［６］。由于布氏杆菌的

外膜蛋白（ＯＭＰｓ）暴露于Ｓ菌的表面，不仅能与ＩｇＧ抗体发生
反应，而且还可以引起保护性免疫反应，一直被作为研究的重

点［７］。本研究采用羊种布氏杆菌３型青海省海晏县自然野毒
株，对其外膜蛋白 Ｏｍｐ２５基因进行克隆，用生物信息学方法
对Ｏｍｐ２５基因及其蛋白结构进行了分析和预测，避免试验的
盲目性，为大量制备重组Ｏｍｐ２５蛋白及其免疫原性及布氏杆
菌多表位疫苗的设计奠定了基础，还可通过试验进一步对比

验证其生物学活性，也为布氏杆菌病的诊断、用药及疫苗研究

提供线索。

１　材料与方法

１．１　菌株来源
羊种布氏杆菌３型２３号［８］由青海省地方病预防控制所

徐立青老师惠赠。

１．２　细菌的培养及基因组ＤＮＡ的提取
将布氏杆菌２３号划线于肝浸液固体培养基，生长２４ｈ。

挑单个菌落置于肝浸液液体培养基，于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡
培养４８ｈ，取 ３ｍＬ菌液置于 ２个 １．５ｍＬ无菌离心管中，
８０℃ 水浴３０ｍｉｎ，将灭活菌液按照细菌 ＤＮＡ提取试剂盒说
明操作，分装后于－２０℃冰箱保存备用。
１．３　引物合成

参考ＧｅｎＢａｎｋ基因编码区序列，结合克隆载体 ｐＭＤ１９－
Ｔ的阅读框，应用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计羊布氏杆菌 Ｏｍｐ２５基因
ＰＣＲ引物，预计其扩增目的片段长度为６４０ｂｐ。引物由生工
生物工程（上海）股份有限公司合成，具体信息见表１。

表１　引物相关信息

序列
长度

（ｂｐ）
酶切

位点

Ｆ：５′－ＧＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＧＣＡＣＴＣＴＴＡＡＧＴＣ－３′ ２５ ＥｃｏＲⅠ
Ｒ：５′－ＧＣＣＴＣＧＡＧＡＧＡＡＣＴＴＧＴＡＧＣＣＧＡＴＧ－３′ ２５ ＸｈｏⅠ

１．４　Ｏｍｐ２５基因的ＰＣＲ扩增
ＰＣＲ反应体系为 ２５μＬ，其中模板 １μＬ，浓度为

１０μｍｏｌ／Ｌ的上、下游引物各０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ，２×Ｔａｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（含染料）１２．５μＬ。扩增条件：９５℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５５℃５０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３２个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。反应完毕后，取１０μＬ反应液在１％琼脂糖凝胶中电
泳，检查扩增结果。

１．５　Ｏｍｐ２５基因克隆载体的构建
Ｏｍｐ２５基因ＰＣＲ产物经胶回收试剂盒回收后与ｐＭＤ１９－

Ｔ载体于１６℃连接３ｈ，连接体系为：０．５μＬｐＭＤ１９－Ｔ载
体，２μＬＯｍｐ２５基因 ＰＣＲ产物，２．５μＬＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ。取５μＬ
连接产物，转化１００μＬ的 ＤＨ５α感受态细胞，将转化菌均匀
涂布于含异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、Ｘ－ｇａｌ的
ＬＢ氨苄青霉素（Ａｍｐ，１００μｇ／ｍＬ）固体培养基上；次日挑白
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色菌落，接种于 ３ｍＬ含氨苄青霉素的液体 ＬＢ培养基中，
３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１４ｈ，按照质粒小量提抽试剂盒说
明提取质粒；用ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切鉴定，挑取阳性克隆，送
上海华大基因科技有限公司测序。阳性克隆命名为

ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｏｍｐ２５。　
１．６　Ｏｍｐ２５基因抗原表位预测

综合利用 ＤＮＡｍａｎ、ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＤＡＮＳｔａｒ、ＳＯＰＭＡ、ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ、ＢｅｐｉＰｒｅｄ生物学软件系统对Ｏｍｐ２５分子的立体结构、
分子的亲水性、表面可能性、柔韧性及免疫学特性进行分析。

２　结果与分析

２．１　Ｏｍｐ２５基因扩增结果及克隆后双酶切鉴定结果
Ｏｍｐ２５基因扩增片段及克隆后双酶切鉴定结果均与预

计长度相符，详见图１。

２．２　Ｏｍｐ２５基因的核苷酸序列及其编码的蛋白氨基酸序列
经测序显示，Ｏｍｐ２５基因核苷酸序列长为６４０ｂｐ，共编码

２１３个氨基酸，详见图２。
２．３　Ｏｍｐ２５蛋白分子抗原表位预测结果

　　利用生物学软件ＤＮＡｓｔａｒ、ＥｘＰＡＳｙ服务器的ＰｒｏｔＰａｒａｍ分
析羊Ⅲ型布氏杆菌外膜蛋白 Ｏｍｐ２５分子的理化性质，详见
表２。

表２　Ｏｍｐ２５分子的理化性质结果

氨基酸序列

长度（ｂｐ）
相对分

子质量
等电点

电荷

（ｐＨ值＝７．０）
２８０ｎｍ摩尔
消光系数

Ｄ２８０ｎｍ

２１３ ２３１８５ ８．６３ １．９１２ ５２３７０ ２．２５９

　　通过 ＮＰＳ＠ＩＢＣＰ服务器的 ＳＯＰＭＡ预测 Ｏｍｐ２５的二级
结构，详见图 ３。可见其 α－螺旋占 ２４．８８％，β－转角占
１３．１５％，无规卷曲占３７．０７％，延伸链占２４．８８％，总体来看
该蛋白的卷曲程度较高，因此成为Ｂ细胞表位可能性大。

　　通过同源建模服务器ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ建立 Ｏｍｐ２５蛋白
的三级结构，由图４可见，Ｏｍｐ２５分子是一种 β折叠桶样的
蛋白质分子，分子至少含有８个跨膜区，其中有４个跨膜区暴
露于膜外，它是种跨膜脂蛋白分子。

　　利用ＤＮＡｓｔａｒ的Ｅｍｉｎｉ法分析Ｏｍｐ２５蛋白分子表面的可
能性，结果显示：Ｏｍｐ２５蛋白溶剂表面可能性较大（表面可及
性指数≥１）出现在 ２７～３２、５７～７４、８４～１０７、１４８～１５４、
１７７～２０５位氨基酸，详见图５，它们成为分子的抗原表位的可
能性较大。

　　利用 ＤＮＡｓｔａｒ的 Ｋａｒｐｌｕｓ－Ｓｃｈｕｌｚ法预测 Ｏｍｐ２５蛋白质
分子多肽链骨架区的柔韧性，结果见图６。结果显示：Ｏｍｐ２５
分子一级结构的氨基酸序列中的２８～３３、４８～７５、８５～１１９、
１４０～１５４、１６８～２０４位氨基酸柔韧性较大，表示这段蛋白质
肽段的柔韧性较大，它在空间发生扭曲、折叠的概率高，能够

形成丰富的二级结构。因此 Ｏｍｐ２５分子的这５段肽段形成
分子抗原表位的可能性较大。
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　　利用 ＤＮＡｓｔａｒ的 Ｈｙｄｒｏｐａｔｈｙ－Ｋｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ法分析
Ｏｍｐ２５蛋白分子的亲水性，详见图７。结果显示：分子的亲水
性区分布远远大于疏水区、高亲水区，有利于蛋白的表达，其

中分子的一级结构中 ２６～３５、５５～７６、８２～１２６、１４３～１５８、
１７４～２０５位氨基酸为高亲水区（≥０），这些区域暴露于分子
表面的概率较大，成为分子的抗原表位的可能性也最大。

　　利用ＤＮＡＳｔａｒ的ＡｎｔｉｇｅｎｉｃＩｎｄｅｘ－Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ法进行
抗原指数分析，详见图８。结果显示：Ｏｍｐ２５分子一级结构氨
基酸序列中抗原指数显著的是 ２６～３３、５６～７５、８４～１２８、

１４３～１５５、１６３～１７１、１８３～２０７位氨基酸。各区段形成分子
的抗原表位的可能性十分大，也是研究Ｏｍｐ２５分子的抗原决
定簇的主要对象。

　　利用ＣＢＳＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎＳｅｒｖｅｒｓ中的ＢｅｐｉＰｒｅｄ预测Ｏｍｐ２５蛋
白分子的Ｂ细胞抗原表位，整理后将临界值大于０．５的输出
见表３。结果显示，该蛋白含有８个潜在的抗原表位，预测最
高的区域位于２８～４８位氨基酸区段。

表３　Ｏｍｐ２５蛋白分子Ｂ细胞抗原表位分析结果

编号
起始

位点

终止

位点
序列 分值

长度

（个）

１ ２８ ４８ ＡＩＱＥＱＰＰＶＰＡＰＶＥＶＡＰＱＹＳＷＡＧＧ１．２４２ ２１
２ ５９ ７７ ＮＫＡＫＴＳＴＶＧＳＩＫＰＤＤＷＫＡＧ １．００６ １９
３ ９３ １１２ ＶＥＧＤＡＧＹＳＷＡＫＫＳＫＤＧＬＥＶＫ ０．７２０ ２０
４ １１４ １１４ Ｇ ０．６３２ １
５ １４８ １５４ ＧＬＤＤＥＳＫ ０．８４７ ７
６ １６０ １６０ Ｔ ０．５０９ １
７ １６２ １６４ ＧＡＧ ０．６０３ ３
８ １８２ ２０２ ＴＱＹＧＮＫＮＹＤＬＡＧＴＴＶＲＮＫＬＤＴ ０．５６２ ２１

３　讨论

布氏杆菌外膜蛋白（ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓ）Ｏｍｐ２５／
Ｏｍｐ３１家族免疫原性强，近期研究表明，外膜蛋白 Ｏｍｐ２５与
布氏杆菌毒力相关，缺失Ｏｍｐ２５基因的突变株对小鼠的毒力
明显减弱，且无法在小鼠体内长期存活。同时，Ｏｍｐ２５蛋白
具有抑制ＴＮＦ－α产生和分泌的作用，从而有利于布氏杆菌
在细胞内存活［９－１０］。可见对外膜蛋白 Ｏｍｐ２５的进一步研究
不可忽视。

本试验在布氏杆菌 Ｏｍｐ２５基因两端加上合适的酶切位
点，通过ＰＣＲ方法获得海晏县分离羊种布氏杆菌３型菌株的

Ｏｍｐ２５基因，成功克隆入ｐＭＤ１９－Ｔ载体上。测序结果显示，
获得了特异的布氏杆菌 Ｏｍｐ２５基因，为下一步研究奠定了
基础。

利用各种生物信息学软件分析工具，对外膜蛋白 Ｏｍｐ２５
分子的理化性质的分析有助于制定和采取合理的克隆表达策

略，提高目的蛋白的高效可溶性表达，以获得活性重组蛋白，

进而为其作为免疫抗原提供材料。此外，对Ｏｍｐ２５蛋白分子
的理化性质、抗原指数和Ｂ细胞抗原表位等多个参数的分析
可见，Ｏｍｐ２５分子一级结构的氨基酸序列的各项参数存在５
段共同区段，即２８～３３、５９～７４、９３～１１２、１４８～１５４、１８２～２０２
位氨基酸，这些区段各项参数都较显著，其中 ５９～７４、９３～
１１２、１８２～２０２位氨基酸区段尤为突出，成为抗原决定簇的可
能性很大。这些分析预测结果都为外膜蛋白 Ｏｍｐ２５的研究
起到指导作用，相应区段有可能成为药物的靶分子，或是诊断

抗原的候选分子。在后续试验中，笔者将选择这３段区段进
行抗原性研究，以期研制具有一定抗原免疫原性和保护性的

亚单位疫苗［１１］。
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Ｂｒｕｃｅｌｌａａｂｏｒｔｕｓｆｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｂｏｖｉｎｅｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ［Ｊ］．
ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＶａｃｃｉｎｅＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１１，１８（１０）：１７６０－１７６４．

［２］ＫａｕｆｍａｎｎＡＦ，ＦｏｘＭＤ，ＢｏｙｃｅＪＭ，ｅｔａｌ．Ａｉｒｂｏｒｎｅｓｐｒｅａｄｏｆｂｒｕｃｅｌ
ｌｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｎｎａｌｓｏｆｔｈｅＮｅｗＹｏｒｋＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，１９８０，３５３
（１）：１０５－１１４．
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［３］徐立青，李积权，肖俊责，等．青海省２例新发布鲁杆菌病的调查
分析［Ｊ］．中国地方病学杂志，２００８，２７（３）：３４８．

［４］徐立青，李　超，许红星，等．２００６—２００８年青海省人间布鲁氏菌
病流行病学资料分析［Ｊ］．中国媒介生物学及控制杂志，２０１０，２１
（４）：３８９－３９０．

［５］王传清，李　星．布鲁氏菌病的流行和研究现状及防控策略［Ｊ］．
中国动物检疫，２００９，２６（６）：６３－６５．

［６］ＥｓｔｅｉｎＳＭ，ＣｈｅｖｅｓＰＣ，ＦｉｏｒｅｎｔｉｎｏＭＡ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｒｅ
ｃｏｍｂｉｎａｎｔＯｍｐ３１ｆｒｏｍＢｒｕｃｅｌｌａｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓｉｎｒａｍｓａｎｄｓｅｒｕｍｂａｃｔｅｒｉ
ｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｇａｉｎｓｔＢ．ｏｖｉｓ［Ｊ］．ＶｅｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００４，１０２（３／４）：
２０３－２１３．　

［７］ＣｌｏｅｃｋａｅｒｔＡ，ＶｉｚｃａíｎｏＮ，ＰａｑｕｅｔＪＹ，ｅｔａｌ．Ｍａｊｏｒｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＢｒｕｃｅｌｌａｓｐｐ．：ｐａｓｔ，ｐｒｅｓｅｎｔａｎｄｆｕｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００２，９０（１／２／３／４）：２２９－２４７．

［８］薛红梅，徐立青，崔步云，等．３株布氏菌的流行病学调查［Ｊ］．现
代预防医学，２０１４，４１（２３）：４２２５－４２２６．

［９］Ｊｕｂｉｅｒ－ＭａｕｒｉｎＶ，ＢｏｉｇｅｇｒａｉｎＲＡ，ＣｌｏｅｃｋａｅｒｔＡ，ｅｔａｌ．Ｍａｊｏｒｏｕｔｅｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎＯｍｐ２５ｏｆＢｒｕｃｅｌｌａｓｕｉｓｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ
ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｍａｃ
ｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄＩｍｍｕｎｉｔｙ，２００１，６９（８）：４８２３－４８３０．

［１０］ＥｄｍｏｎｄｓＭＤ，ＣｌｏｅｃｋａｅｒｔＡ，ＥｌｚｅｒＰＨ．Ｂｒｕｃｅｌｌａｓｐｅｃｉｅｓｌａｃｋｉｎｇｔｈｅ
ｍａｊｏｒｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎＯｍｐ２５ａｒｅａｔｔｅｎｕａｔｅｄｉｎｍｉｃｅａｎｄ
ｐｒｏｔｅｃｔａｇａｉｎｓｔＢｒｕｃｅｌｌａｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓａｎｄＢｒｕｃｅｌｌａｏｖｉｓ［Ｊ］．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００２，８８（３）：２０５－２２１．

［１１］ＢｏｉｇｅｇｒａｉｎＲＡ，ＳａｌｈｉＩ，Ａｌｖａｒｅｚ－ＭａｒｔｉｎｅｚＭＴ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌｅａｓｅｏｆ
ｐｅｒｉｐｌａｓｍｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＢｒｕｃｅｌｌａｓｕｉｓｕｐｏｎａｃｉｄｉｃｓｈｏｃｋｉｎｖｏｌｖｅｓｔｈｅ
ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎＯｍｐ２５［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄＩｍｍｕｎｉｔｙ，２００４，
７２（１０）：５６９３－５７０３．

晏华春，马晓燕，依明·苏来曼，等．和田羊ＫＲＴ３５基因遗传多样性及其与羊毛长度的关联性分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（４）：２８－３０．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０４．００８

和田羊 ＫＲＴ３５基因遗传多样性及其与羊毛长度
的关联性分析

晏华春，马晓燕，依明·苏来曼，刘红娇，韩煜茹，刘婷婷
（新疆农业大学动物科学学院，新疆乌鲁木齐８３００５２）

　　摘要：以随机采集的４００只和田羊个体的血样为材料，利用ＰＣＲ－ＳＳＣＰ、ＤＮＡ测序等技术研究分析和田羊ＫＲＴ３５
基因的多态性，并与羊毛长度进行关联分析。和田羊ＫＲＴ３５基因具有多态性，存在３种基因型，即ＡＡ、ＡＢ和ＢＢ，且处
于Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ非平衡状态，多态信息含量（ＰＩＣ）为０．３６６３，属于中度多态（０．５＞ＰＩＣ＞０．２５）。测序结果显示，
与原基因碱基序列相比，ＫＲＴ３５基因编码区片段在ＲＴ３５基因组ｃ．１２２位置发生错义突变Ｔ→Ｃ。关联分析结果表明，
和田羊不同基因型之间羊毛长度差异均不显著。

　　关键词：和田羊；ＫＲＴ３５基因；多态性；羊毛长度；关联分析
　　中图分类号：Ｓ８２６．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０４－００２８－０３

收稿日期：２０１５－０３－１１
基金项目：新疆维吾尔自治区高校科研计划科学研究重点项目（编

号：ＸＪＥＤＵ２０１３Ｉ１７）。
作者简介：晏华春（１９８８—），男，安徽阜阳人，硕士研究生，研究方向
为动物遗传育种。Ｅ－ｍａｉｌ：１９３９４７７３１３＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：依明·苏来曼，维吾尔族，副教授，硕士生导师，研究方向

为动物遗传育种。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｓｕｌａｉｍａｎ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ。

　　和田羊作为和田地毯产业链中的重要环节，其羊毛品质
的提高将直接促进地毯质量的全面提升，将有力支撑地方经

济的可持续发展。毛纤维具有高度的组织结构，其中毛纤维

的 ９０％是由角蛋白中间丝（ｋｅｒａｔｉｎｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｆｉｌａｍｅｎｔ，
ＫＲＴ－ＩＦ）和角蛋白关联蛋白（ｋｅｒａｔｉｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＫＡＰｓ）构成［１－２］。研究发现，在美利奴羊中，ＫＡＰ１．１、
ＫＡＰ１．３、Ｋ３３等 ＫＡＰｓ影响羊毛性状和品质［３］，ＫＡＰ１－４也
影响羊毛性状［４］，ＫＲＴ２７、ＫＲＴ８５、ＫＲＴ３５、ＫＲＴ３１、ＫＲＴ３８、
ＫＡＰ６．１和ＫＡＰ４．３等影响毛囊分裂和毛囊结构［５］。遗传因

素涉及绵羊品种及其他重要功能基因，是影响绵羊经济性状

的基本因素［６－７］。所以很多学者普遍通过基因方面的研究，

认为多基因对毛绒性状影响较大，可能存在主效基因，因此当

前的研究热点主要是毛绒纤维的角蛋白中间丝和角蛋白关联

蛋白相关基因的研究。ＫＲＴ３５基因是角蛋白中间丝蛋白家族
之一，本试验选择优良的异质半粗毛短脂尾和田羊作研究对

象，采用ＰＣＲ、ＤＮＡ测序等技术对和田羊 ＫＲＴ３５基因进行多
态性检测，并和其对应的羊毛长度进行关联性分析，主要为找

到改善其羊毛长度分子标记位点，为新疆和田羊经济性状的

选育、品种资源的保存提供一定的遗传学理论依据，从而达到

对当地农牧民生活质量的提高。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验样本的采集　本试验选择年龄、个体差异小，健
康无病的新疆和田羊４００只，作为试验材料。采集血样是和
田羊颈部静脉５ｍＬ，用枸橼酸钠抗凝，置于－２０℃长期冻存。
１．１．２　主要药品和试剂　ＴａｑＤＮＡ聚合酶、上下游引物、
ｄＮＴＰｓ、Ｍａｒｋｅｒ、Ｔｒｉｓ平衡酚、６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ、１０×ＰＣＲｂｕｆｆ
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