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　　摘要：采用ＰＣＲ－ＲＦＬＰ、ＰＣＲ－ＳＳＣＰ方法检测滩羊群体中与产羔性状相关基因位点的遗传变异，并分析其与产羔
数的关系，为探讨滩羊产羔的分子机制提供依据。结果表明，滩羊群体中存在ＢＭＰＲＩＢ基因ＦｅｃＢ位点突变Ａ７４６Ｇ，
表现出Ｂ／＋和＋／＋２种基因型，Ｂ／＋基因型和＋／＋基因型的频率分别为０．０６和０．９４，＋／＋基因型是群体中的优
势基因型；等位基因Ｂ和＋的频率分别为０．０３和０．９７，等位基因 ＋是群体中的优势等位基因。在滩羊群体中，未检
测到ＧＤＦ９基因的突变位点，表明该突变位点与滩羊的产羔性能无相关性。因此，ＢＭＰＲＩＢ基因ＦｅｃＢ位点可能是滩
羊高繁殖力的重要调控基因之一，在一定程度上影响母羊的产羔性能。
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　　在绵羊育种中，产羔数是一个非常重要的经济性状。大
多数绵羊品种为季节性发情和一胎单羔。然而，在长期的自

然选择与人工选育过程中，人们也发现少数绵羊品种具有自

然产多羔的遗传特性。例如，世界闻名的芬兰羊、湖羊、小尾

寒羊等品种。

研究表明，绵羊存在影响产羔性状的主效基因［１－３］。通

过对绵羊高繁殖力性能基因组的分析，已经定位了生长分化

因子９（ＧＤＦ９）、骨形态发生蛋白１５（ＢＭＰ１５）和骨形态发生
蛋白受体 ＩＢ（ＢＭＰＲＩＢ）等基因，还根据表型发现了
Ｗｏｏｄｌａｎｄｓ基因、Ｔｈｏｋａ基因和 Ｌａｃａｕｎｅ基因以及根据表型推
断存在Ｏｌｋｕｓｋａ基因、Ｂｅｌｌｅ－Ｉｌｅ基因，这些基因的遗传方式对

排卵率和产羔数的影响及其染色体定位已明确［４－６］。特别是

ＦｅｃＢ基因和ＦｅｃＸ基因，已应用于绵羊育种实践。
滩羊是蒙古羊的一个分支，能很好地适应干旱、荒漠化等

生活环境，其生产的二毛裘皮和羔羊肉久负盛名，是我国一个

非常珍贵的绵羊品种。然而，滩羊的繁殖力较低，１年只能产
１胎，且产羔率低。因此，如果能从基因水平找到滩羊繁殖力
基因型与产羔性状之间的可靠稳定关系，对于品种的选育具

有重要的意义。本研究通过检测滩羊群体与产羔性状相关基

因的遗传变异位点，旨在揭示滩羊产羔性状的分子遗传机理，

为滩羊多胎新品系的选育提供可借鉴的基础资料。

１　材料与方法

１．１　试验动物及样本采集
试验动物为来自宁夏回族自治区中宁地区的滩羊。所有

个体均选择健康的、有完整产羔记录的母羊，共１３２只，记录
母羊产单羔和双羔的情况。颈静脉采集母羊抗凝血５ｍＬ，置
于低温带回实验室，－２０℃冷冻保存。
１．２　血液ＤＮＡ提取与检测

采用血液ＤＮＡ提取试剂盒提取血液样本基因组 ＤＮＡ，
试剂盒购自北京康为世纪生物科技有限公司。产品型号为血
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液基因组柱式小量提取试剂盒（０．１～１．０ｍＬ），操作流程按
产品说明书进行。

提取的基因组ＤＮＡ用灭菌超纯水溶解后，通过琼脂糖凝
胶电泳检测ＤＮＡ质量后，再用超微量分光光度计测定 ＤＮＡ
样品浓度和纯度。根据测定的ＤＮＡ样品浓度值，将样品稀释
成１００ｎｇ／μＬ备用。
１．３　引物设计、ＰＣＲ扩增与检测

引物设计：根据 Ｃｈｕ等发表的引物［７］，用于 ＰＣＲ扩增
ＢＭＰＲＩＢ基因片段（目标大小为１４０ｂｐ），上、下游引物序列
分别为５′－ＧＴＣＧＣＴＡＴＧＧＧＧＡＡＧＴＴＴＧＧＡＴＧ－３′和５′－ＣＡＡ
ＧＡＴＧＴＴＴＴＣＡＴＧＣＣＴＣＡＴＣＡＡＣＡＣＧＧＴＣ－３′。根据 Ｖｇｅ等
发表的ＧＤＦ９基因序列［５］，设计引物用于扩增基因片段（目标

大小为１９６ｂｐ），上、下游引物序列分别为５′－ＡＧＧＡＧＡＧＴＧＣ
ＣＡＧＣＴＣＴＧＡＡ－３′和 ５′－ＣＡＧＴＣＣＣＣＴＴＴＡＣＡＧＴＡＴＣＧ－３′。
引物均由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。

扩增与检测：ＰＣＲ扩增体系：采用２５μＬ，包括１０×ｂｕｆｆｅｒ
２．５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２．０μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．０μＬ，
１０ｐｍｏｌ／μＬ的上、下游引物各１μＬ，５Ｕ／μＬＴａｑ酶０．２μＬ，
ＤＮＡ模板１μＬ，剩余体积用灭菌超纯水补足。ＰＣＲ扩增程
序：９４℃５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３２个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ后４℃保存。ＰＣＲ扩增结束后，取２μＬ
扩增产物，以１％琼脂糖凝胶电泳检测是否扩增出特异性目
标条带。

１．４　遗传变异的检测与统计分析
采用ＡｖａⅡ限制性内切酶对ＦｅｃＢ基因的ＰＣＲ扩增产物

进行酶切检测。酶切反应体系为２０μＬ，其中 ＰＣＲ扩增产物
５μＬ，１０×缓冲液 ２μＬ，１０Ｕ／μＬＡｖａⅡ限制性内切酶
０．５μＬ，灭菌超纯水１２．５μＬ。振荡并短暂离心后放入水浴
锅中，酶切反应条件为３７℃水浴２ｈ。取５μＬ酶切产物用
２％的琼脂糖凝胶电泳检测，在凝胶成像系统中观察结果。选
取不同基因型个体的ＰＣＲ扩增产物直接进行双向测序。

采用琼脂糖凝胶回收纯化试剂盒（北京康为世纪生物科

技有限公司）对 ＧＤＦ９基因的 ＰＣＲ扩增产物纯化后，送南京
金斯瑞生物科技有限公司进行双向测序，核对测序峰图，确保

测序结果准确。

根据母羊产羔生产性能记录，结合试验检测结果，统计分

析相关基因基因型频率与等位基因频率，并分析其与产羔性

能之间的关系。

２　结果与分析

２．１　ＢＭＰＲＩＢ基因的ＰＣＲ扩增与检测结果
图１为ＢＭＰＲＩＢ基因扩增结果，所有的 ＤＮＡ样品中都

能够特异性地扩增出１条明亮的特异性条带，其分子大小与
预期一致。

　　将扩增的 ＢＭＰＲＩＢ基因片段回收纯化后，进行 ＰＣＲ－
ＲＦＬＰ分析。如果ＢＭＰＲＩＢ基因在第７４６位点发生 Ａ→Ｇ突
变时，会产生 ＡｖａⅡ酶切位点，ＰＣＲ扩增产物酶切后产生
１１０ｂｐ和３０ｂｐ的片段；如果该位点没有发生突变时，就不存
在ＡｖａⅡ酶切位点，只产生１４０ｂｐ的片段。根据国内外命名
规则，出现 １４０／１４０ｂｐ带型称为 ＋／＋野生型，出现
１１０／３０ｂｐ带型称为Ｂ／＋杂合型，出现１１０／１１０ｂｐ带型称为
Ｂ／Ｂ纯合基因型。

由图２可知，所有母羊个体的ＰＣＲ扩增产物酶切表现为
２种类型，一种为单条带，另一种为２条带。酶切结果为单条
带的代表纯合野生型＋／＋（１４０／１４０ｂｐ），２条带的代表杂合
型Ｂ／＋（１４０／１１０ｂｐ），即在滩羊群体中只检测到 ２种基因
型，即＋／＋型和Ｂ／＋型，没有检测到纯合突变类型Ｂ／Ｂ。

　　将扩增的ＢＭＰＲＩＢ基因片段回收纯化后，直接进行双向
测序。测序结果分别与山羊１２ＳｒＲＮＡ和 ＭＣ１Ｒ基因全序列
比对表明，所扩增的条带即为目标基因片段。

从滩羊单羔组和双羔组中分别选择Ｂ／＋和＋／＋２种基
因型的 ＰＣＲ扩增产物，随机选取３个样本进行测序分析。２
种基因型的测序峰图见图３。运用序列比对软件对测序结果
进行分析发现，Ｂ／＋基因型发生与 ＢｏｏｒｏｏｌａＭｅｒｉｎｏ绵羊相同
的基因突变位点，也就是在编码区第７４６ｂｐ处发生 Ａ→Ｇ碱
基突变，该突变位点导致其所编码的第２４９位氨基酸从谷氨
酰胺突变为精氨酸；而 ＋／＋基因型在相应的位点未发生突
变，仍然编码谷氨酰胺。

２．２　ＧＤＦ９基因的ＰＣＲ扩增与检测结果
ＧＤＦ９基因的扩增结果显示，所有的ＤＮＡ样品中都能够
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特异性地扩增出１条明亮的特异性条带，其分子大小与预期
一致。将扩增的ＧＤＦ９基因片段进行ＰＣＲ－ＳＳＣＰ分析，所有
个体只出现１种类型的条带（图４），表明该区域未发现突变
位点。将扩增的ＧＤＦ９基因片段回收纯化后，直接进行双向
测序进一步验证了ＰＣＲ－ＳＳＣＰ分析，即扩增的 ＧＤＦ９基因片
段在群体中无突变。

２．３　基因型频率与等位基因频率统计分析
ＢＭＰＲＩＢ基因的ＦｅｃＢ位点基因型频率与等位基因频率

统计结果见表１。由表１可知，在滩羊群体中，无论是在产单
羔个体还是产双羔个体中，均没有检测出纯合突变型（Ｂ／Ｂ
基因型），但都检测到了杂合型（Ｂ／＋型）和野生型（＋／＋
型）。在产双羔个体中，杂合型（Ｂ／＋型）和野生型（＋／＋
型）的基因型频率分别为０．５７和０．４３，杂合型（Ｂ／＋型）是群
体中的优势基因型；等位基因 Ｂ和 ＋的频率分别为０．２９和
０．７１，等位基因＋是群体中的优势等位基因。在产单羔个体
中，杂合型（Ｂ／＋型）和野生型（＋／＋型）的基因型频率分别
为０．０７和０．９３，野生型（＋／＋型）是群体中的优势基因型；
等位基因Ｂ和＋的频率分别为０．０３和０．９７，等位基因 ＋是
群体中的优势等位基因。在整个滩羊群体中，杂合型（Ｂ／＋
型）和野生型（＋／＋型）的基因型频率分别为０．１２和０．８８，
野生型（＋／＋型）是群体中的优势基因型；等位基因 Ｂ和 ＋
的频率分别为０．０３和０．９７，等位基因 ＋是群体中的优势等
位基因。

表１　滩羊ＦｅｃＢ位点的基因型频率和等位基因频率

类型 样本数
基因型频率 等位基因频率

Ｂ／Ｂ Ｂ／＋ ＋／＋ Ｂ ＋
双羔　 １４ ０（０） ０．５７（４／７） ０．４３（３／７） ０．２９ ０．７１
单羔　 １１８ ０（０） ０．０７（４／５９）０．９３（５５／５９） ０．０３ ０．９７
总群体 １３２ ０（０） ０．１２（８／６６）０．８８（５８／６６） ０．０３ ０．９７

３　讨论

国内外的研究表明，已经发现至少有多个基因的多态性

与增加绵羊的产卵率或产羔数密切相关。这些基因包括生长

分化因子９（ＧＤＦ９）、骨形态发生蛋白１５（ＢＭＰ１５）和骨形态
发生蛋白受体ＩＢ（ＢＭＰＲＩＢ）等［４－５，７－８］。运用ＰＣＲ－ＲＦＬＰ和
ＰＣＲ－ＳＳＣＰ等检测技术发现，我国小尾寒羊、湖羊、滩羊、中

国美利奴多胎品系和多浪羊等含有 ＢＭＰＲ－ＩＢ、ＢＭＰ－１５和
ＧＤＦ９的多羔主效基因突变体，但各群体的等位基因频率存
在差异性，其对不同绵羊品种的产羔效应也不完全相同［７－９］。

本研究通过对 ＢＭＰＲＩＢ基因的特定位点 ＦｅｃＢ检测发
现，在滩羊群体中存在 ＦｅｃＢ基因编码区７４６位点突变。在
产双羔个体中，杂合型（Ｂ／＋型）是群体中的优势基因型，而
在产单羔个体则野生型（＋／＋型）是优势基因型；在整个滩
羊群体中，野生型（＋／＋型）是群体中的优势基因型。因此，
在滩羊产群体中，ＢＭＰＲＩＢ基因 ＦｅｃＢ位点在一定程度上影
响产羔性能，ＦｅｃＢ位点可能是滩羊高繁殖力的重要调控基因
之一。然而，尽管产双羔个体中Ｂ／＋基因型频率明显高于产
单羔群体Ｂ／＋基因型频率，但 ＋／＋基因型个体也存在产双
羔的现象，提示滩羊群体中可能还存在其他控制多羔性状的

基因。

Ｖｇｅ等在检测挪威绵羊群体 ＧＤＦ９基因时，发现了１个
全新的错义突变位点（ｃ．１１１１Ｇ→Ａ），引起编码的氨基酸发生
由Ｖａｌ到Ｍｅｔ突变；与野生型基因型个体相比，突变型母羊个
体平均至少多生产０．４６～０．５７只羔羊［５］。然而，在本受检测

的滩羊群体中，未检测到该突变位点，表明该突变位点与滩羊

的产羔性能无相关性。
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