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　　摘要：利用ＰＣＲ－单链构象多态性（ＰＣＲ－ＳＳＣＰ）技术及基因测序技术对湖羊进行了ＥＳＲ基因的多态性检测及其
与湖羊产羔数的统计分析。测序结果表明，等位基因Ｇ与Ｃ相比发生了１处碱基突变（Ｇ３６３Ｃ）。ＥＳＲ基因在湖羊中
存在多态性（ＣＣ、ＣＧ和ＧＧ）；湖羊中Ｃ等位基因的频率为０．７４３，Ｇ等位基因的频率为０．２５７。ＣＣ、ＣＧ、ＧＧ基因型频
率分别为０．５６４、０．３５７、０．０７９。湖羊ＣＧ、ＧＧ、ＣＣ基因型的平均产羔数分别为１．９８、１．８０、１．９６只。数据分析结果表
明，ＥＳＲ基因的多态性对湖羊产羔数的影响差异不显著（Ｐ≥０．０５）。
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　　湖羊是我国著名的地方多胎品种羊，也是我国一级保护
地方畜禽品种，主要分布在江、浙一带。湖羊１年２胎，每胎
多羔，其产羔率能达到２００％～２５０％［１］。绵羊的繁殖力是影

响其经济效益的重要指标之一，而湖羊又是我国著名的多胎

品种，因此研究其多胎的分子机制对于湖羊多胎资源的开发

利用、新品种的培育以及生产实践都有着重要意义。

湖羊高产的繁殖性能是得到世界公认的，因此探究并确

定影响湖羊多胎的主效基因一直是国内外的研究热点。绵羊

的多胎性状是由多种基因控制的，且不同品种间控制多胎的

主效基因也是不同的。有研究发现，品种之间繁殖性能的差

异主要取决于产仔母羊的基因，与后代个体基因无太大关系，

且推断湖羊具有多胎的主基因，并呈显性遗传［２－３］。很多学

者已证实了 ＢＭＰＲ－ＩＢ可能是湖羊多胎性的主效基因，而
ＢＭＰ１５、ＧＤＦ９等基因可能也参与并影响了湖羊的多胎机
制［４－６］。有研究证明湖羊存在ＦｅｃＢ基因，且湖羊全部为ＦｅｃＢ
基因纯合携带者［７－８］。

雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，简称 ＥＳＲ）是核受体超家
族的一员，是一种配体依赖性的转录因子［９］。ＥＳＲ能够转录
调控蛋白质，参与雌性动物性腺基因的表达与调控。ＥＳＲ结
合配体之后与雌激素应答元件相互作用，可以改变受雌激素

调控基因的转录，从而影响胚胎发育和系统分化［１０］。

许多研究都表明，ＥＳＲ基因在动物繁殖过程中发挥着重
要作用，而且已经确定 ＥＳＲ基因是影响猪产仔数的主效基
因［１１－１７］。研究发现，将小鼠的 ＥＳＲ基因敲除后，小鼠不能排
卵，这也证明了ＥＳＲ基因与繁殖性能的重要联系［１８］。张小雪

等对绵羊的ＥＳＲ基因进行了详细的生物信息学分析，发现绵
羊的ＥＳＲ基因主要位于细胞核中，并且参与机体的转录调控
过程［１９］。有研究认为ＥＳＲ可能是控制湖羊和小尾寒羊多胎

性能的主效基因或与之存在紧密的连锁［９，２０］。贾立华等对小

尾寒羊的ＥＳＲ基因外显子４序列进行克隆与序列分析，发现
此段序列有很强的保守性［２１－２２］。冯涛等也得出了相同结论，

发现哺乳动物ＥＳＲ基因外显子１、４序列的保守性较强，因此
此段区域可能不是影响山羊高繁殖力的功能结构域［２３］。还

有研究发现，ＥＳＲ基因第５外显子 ＰｖｕⅡ多态性与动物的繁
殖性能密切相关，但该位点在不同群体中的效应不一

致［２４－２７］。此外，ＥＳＲ基因对胚胎发育及黄体期的影响及作用
也一直是国内外研究热点［２８－３０］。本试验通过研究湖羊 ＥＳＲ
基因的多态性及其与产羔数的关系，旨在为筛选湖羊多胎性

候选基因提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物及血样采集
选取具有第１胎和第 ２胎生产记录的湖羊，共 ３４２只。

采集湖羊颈静脉血液约３ｍＬ，并记录耳标号，羊全部来自江
苏省太仓金仓湖羊场。采血用一次性采血盛血器，并且提前

在采血管中加入ＡＣＤ抗凝剂（主要含枸椽酸、枸椽酸三钠、葡
萄糖）。血样用冰盒带回实验室后于 ４℃保存，以供提
取ＤＮＡ。
１．２　ＤＮＡ的提取及检测

ＤＮＡ提取方法参照天根生化科技（北京）有限公司的血
液基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书，提取后于－２０℃保存。
１．３　ＰＣＲ的扩增

ＥＳＲ的引物参照毕晓丹的方法［９］，由铂尚生物技术（上

海）有限公司合成。引物序列如下：

上游引物：５′－ＴＧＣＡＣＣＡＧＡＴＣＣＡＡＧＣＣＡＡＣＧＡ－３′；
下游引物：５′－ＣＧＧＧＴＡＣＣＴＧＴＡＧＡＡＧＧＣＧＧＧＡＧ－３′。
ＰＣＲ反应体系 ２５μＬ，其中 ＤＮＡ１μｇ，上下游引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ［天根生化科技
（北京）有限公司］１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补至２５μＬ。ＰＣＲ反应程
序：９５℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５７℃复性９０ｓ，７２℃
延伸１ｍｉｎ，３４个循环；７２℃终延伸７ｍｉｎ。产物用２％琼脂
糖凝胶检测。
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１．４　单链构象多态性（ＳＳＣＰ）检测多态性
取５μＬＰＣＲ产物，并与５μＬ上样缓冲液（９０％去离子甲

酰胺 ９ｍＬ，０．２５％溴酚蓝，０．２５％二甲苯青 ＦＦ，１×ＴＢＥ
１ｍＬ）混合后置于 ＰＣＲ管内，９８℃变性 １０ｍｉｎ，迅速放入
－２０℃ 冰箱１０ｍｉｎ，使之保持变性状态。然后用８％非变性
聚丙烯酰胺凝胶电泳检测（１２０Ｖ，３ｈ），电泳结束银染显色，
拍照分析。

１．５　公司测序
将提取的ＤＮＡ全部送到无锡翼和应用生物技术有限公

司进行测序及基因型的鉴定，并整理数据结果。

１．６　统计分析
收集整理湖羊的生产记录，计算湖羊ＥＳＲ不同基因型及

基因的频率。用ＳＰＳＳ２２．０处理数据，对不同 ＥＳＲ基因型的
湖羊产羔数进行ＬＳＤ多重比较，从而分析比较不同基因型与
产羔数之间的关系。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增结果
对ＰＣＲ产物进行琼脂糖电泳检测，结果表明其特异性良

好（图１），目的条带长度符合预期，为４１９ｂｐ左右，可直接进
行ＳＳＣＰ分析。
２．２　ＳＳＣＰ检测结果

将ＰＣＲ产物进行ＳＳＣＰ分析，结果表明 ＥＳＲ基因存在多
态性，扩增片段存在３种基因型，将其定义为 ＣＣ、ＣＧ和 ＧＧ
（图２）。其中第１０道为ＣＧ，第５道为ＧＧ，其余几道为ＣＣ。

２．３　不同基因型测序结果
为确定ＥＳＲ基因的突变位点，将ＣＣ、ＣＧ和ＧＧ基因型的

ＰＣＲ产物送无锡翼和应用生物技术有限公司测序。根据测
序结果可知，等位基因 Ｇ与 Ｃ相比，发生了 １处突变
（Ｇ３６３Ｃ），测序结果见图３。

２．４　湖羊ＥＳＲ基因型及基因频率
检测结果表明，在３４２只湖羊样本中，１９３只是 ＣＣ型，

１２２只是ＣＧ型，２７只是 ＧＧ型。经计算，Ｃ等位基因的频率
为０．７４３，Ｇ等位基因的频率为 ０．２５７。ＣＣ基因型频率为
０．５６４，ＣＧ基因型频率为０．３５７，ＧＧ基因型频率为０．０７９。

２．５　湖羊ＥＳＲ不同基因型的产羔数的均值及标准误
由表１可知，根据第１胎产羔记录，ＧＧ与ＣＣ、ＣＧ产羔数

差异显著，ＣＣ、ＣＧ之间差异不显著。根据第２胎湖羊产羔记
录，ＣＣ、ＣＧ、ＧＧ基因型的产羔数差异不显著。从整体水平
看，ＣＣ、ＣＧ、ＧＧ基因型的产羔数差异不显著。

表１　湖羊不同ＥＳＲ基因型频率、平均值及标准误差

基因型
样本数

（只）
基因型频率

第１胎平均值及标准误
（只）

第２胎平均值及标准误
（只）

第１、第２胎平均值及标准误
（只）

ＣＧ １２２ ０．３５７ １．９３４±０．０６５ａ ２．０２５±０．０６４ａ １．９８０±０．５００ａ
ＧＧ ２７ ０．０７９ １．５９３±０．１４４ｂ ２．０００±０．１５１ａ １．８００±０．１５１ａ
ＣＣ １９３ ０．５６４ １．８５０±０．０５１ａ ２．０６２±０．０５７ａ １．９５６±０．５３０ａ

　　注：同行数值后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同字母为差异不显著（Ｐ≥０．０５）。

３　讨论与结论

毕晓丹通过研究高繁殖力绵羊品种与低繁殖力绵羊品种

的ＥＳＲ基因的多态性，发现ＥＳＲ基因外显子１的第３６３处发
生了Ｃ－Ｇ突变，在小尾寒羊中 ＡＢ、ＢＢ基因型比 ＡＡ基因型

多产０．５１、０．７０只羔羊，并认为 ＥＳＲ基因可能是控制小尾寒
羊多胎的主效基因或与之存在紧密的连锁［９］。董文艳等对

湖羊ＥＳＲ基因第一外显子部分序列进行多态性检测［２０］，结果

与毕晓丹的研究结果［９］相似，ＥＳＲ基因也发生了 Ｃ－Ｇ的突
变，并认为ＥＳＲ基因可能是控制湖羊多羔性能的１个主效基
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因或与之存在紧密遗传连锁的１个标记。李广录以中国美利
奴羊、湖羊、罗米丽羊和罗米丽 ×中国美利奴（新疆军垦型）
为研究对象，检测其 ＥＳＲ基因的５′非翻译区片段的多态性，
结果显示 ４种绵羊均出现多态性［１０］。狄冉等采用 ＰＣＲ－
ＳＳＣＰ技术分析ＥＳＲ基因外显子４在高繁殖力绵羊品种（小尾
寒羊和湖羊）和低繁殖力绵羊品种（特克塞尔、中国美利奴、考

力代和杜泊）中的单核苷酸多态性，结果显示ＥＳＲ基因在这６
个绵羊品种中均不存在多态性，说明所检测的 ＥＳＲ基因外显
子４序列可能不是影响绵羊高繁殖力的功能结构域［２２］。

本试验使用的所有湖羊均来自江苏省太仓金仓湖羊场，

此羊场是新建羊场，羊群刚购进不久，且未经过选育，羊场只

有湖羊第１、２胎的生产记录。经统计分析，本次试验羊第１
胎平均产羔１．８６只，第２胎试验羊平均产羔２．０４只，此羊场
湖羊的整体生产水平未达到通常文献中报道的每胎 ２．３０只
羔羊。因此该羊场湖羊的群体构成及其胎次因素可能会对本

试验结果造成一定影响。

本试验结果显示，检测的３４２只湖羊中 ＥＳＲ基因存在多
态性，分别为ＣＧ、ＣＣ和 ＧＧ。经检测发现 ＥＳＲ基因外显子１
的第３６３处发生了Ｃ－Ｇ突变。根据湖羊产羔数的统计分析
结果可知，ＣＧ、ＣＣ、ＧＧ之间的产羔数并无显著差异。而这一
结果与毕晓丹等的研究结果［９，２０］相悖，他们的研究结果表明，

等位基因Ｂ（Ｂ等同于本试验中的等位基因Ｇ）与绵羊的产羔
数呈正相关。笔者认为造成这一现象的原因，与上述提及的

该羊场的羊群结构以及胎次因素可能有关。湖羊是世界著名

的多胎品种，其多胎性能是由多个主效基因控制的，本试验只

是单一地分析了ＥＳＲ基因与湖羊多胎性能的关系。因此，要
确定ＥＳＲ基因与湖羊繁殖性能的确切关系，还应进行多基因
的联合分析，以寻找各个候选基因之间的联系。就本研究而

言，笔者认为可以在后续试验中进一步获取该羊场更多的胎

次数据以及扩大样本数量，从而进一步验证 ＥＳＲ基因与湖羊
产羔数的关系。

本试验表明，ＥＳＲ基因多态性对湖羊产羔性能无显著影响。
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［１６］ＧｒｅｅｎＳ，ＷａｌｔｅｒＰ，ＫｕｍａｒＶ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｏｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
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ｏｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｌｐｈａａｎｄｂｅｔａｉｎｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．
Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，２００３，１２５（２）：１４３－１４９．

［１９］张小雪，潘香羽，李发弟，等．绵羊 ＥＳＲ基因生物信息学分析
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［２０］董文艳，陈阿琴，王争光，等．湖羊高繁殖力候选基因 ＥＳＲ的研
究［Ｊ］．浙江农业学报，２００９，２１（６）：５６１－５６４．
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［２５］田　勇，李学伟，李芳琼，等．四川省外种猪 ＥＳＲ基因对繁殖及
生长性状的影响［Ｊ］．黑龙江畜牧兽医，２００４（１０）：１２－１４．

［２６］彭淑红，徐宁迎，孙万元，等．金华猪雌激素受体基因的分布及其对
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［２７］孟庆利，刘铁铮．猪雌激素受体基因ＰｖｕⅡ酶切片段多态性与产
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