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　　摘要：为探究ＢＭＰ１５在贵州黑山羊上的基因多态性，本研究以１０２只贵州黑山羊为试验对象，采用ＰＣＲ产物直接
测序技术对贵州黑山羊ＢＭＰ１５基因进行ＳＮＰ多态位点检测。检测结果表明，ＢＭＰ１５存在１个 ＳＮＰ位点在第二外显
子６２６０ｂｐ处发生Ｃ→Ｇ突变，通过对其生物信息学分析发现，ＢＭＰ１５基因的等位基因频率、ｍＲＮＡ二级结构、蛋白质
二级结构和三级结构预测在突变前后均有差异，翻译的蛋白质为亲水性的具有跨膜结构的不稳定性蛋白。本研究发

现的ＢＭＰ１５基因在第二外显子上的突变，可为今后与性状相关联研究提供理论依据。
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　　骨形态发生蛋白１５（ＢＭＰ１５）又称生长分化因
子９Ｂ，不仅能够促进颗粒细胞分裂、分化，而且能够
抑制颗粒细胞中 ＦＳＨＲ基因的表达［１］，同时能够促

进卵泡发育［６－７］。ＢＭＰ１５基因由 １个内含子与 ２
个外显子构成，２个外显子被内含子隔开，外显子全

长１１７６ｂｐ，共编码 ３９３个氨基酸残基的前蛋白。
通过大量研究发现，ＢＭＰ１５基因可能与高繁殖性状
有关，研究人员已在国内优良地方品种的绵羊上对

ＢＭＰ１５基因展开相关研究，以期为构建高繁殖力群
体奠定基础。目前，已在少数绵羊品种上发现

ＢＭＰ１５基因与繁殖性状有关联，在小尾寒羊上发现
ＢＭＰ１５基因Ｂ２处突变对高繁殖性状影响作用十分
明显［４－５］。程俐芬等人研究发现 ＢＭＰ１５基因在第
一外显子中虽存在突变位点，但对绵羊繁殖性状并

没有显著影响［３］。吴翠玲等研究 ６个绵羊群体发
现，ＢＭＰ１５基因外显子１上在５８～６０ｂｐ处有３个
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碱基（ＣＴＴ）缺失［１］。本研究通过 ＰＣＲ产物直接测
序技术并结合生物软件对贵州黑山羊 ＢＭＰ１５基因
进行多态性研究与生物信息学分析，预测 ｍＲＮＡ二
级结构、蛋白质二级结构、三级结构，以期为今后研

究贵州黑山羊繁殖性状提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　血液ＤＮＡ提取
１０２只贵州黑山羊血液样本，来自册亨县冗渡

镇贵州领头羊山地草牧业科技有限公司。血液

ＤＮＡ提取采用天根血液基因组 ＤＮＡ提取试剂盒，

提取后用１％琼脂糖凝胶电泳对 ＤＮＡ进行检测，检
测结果发现条带清晰明亮、无 ＲＮＡ和蛋白质等污
染。通过微量紫外分光光度计检测 ＤＮＡ质量
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均在１．８～２．０之间，说明ＤＮＡ提取效
果好，纯度高。

１．２　引物设计与合成
　　根据ＮＣＢＩ数据库中绵羊 ＢＭＰ１５基因序列（登
录号：ＮＭ＿００１１１４７６７．１）利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计２
对引物，其目的片段覆盖全部外显子区域，引物序

列见表１。引物合成由上海英潍捷基贸易有限公司
完成。

表１　引物序列信息

基因 名称 引物序列（５′→３′）
引物大小

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ＢＭＰ１５ Ｅｘｏｎ１ Ｆ：ＧＧＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＣＴＧＴＴＡＣＣ；Ｒ：ＧＣＣＣＣＡＡＧＧＣＡＡＴＣＴＧＴＴＣＴ ６３２ ５９

Ｅｘｏｎ２ Ｆ：ＣＴＧＡＧＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＡＧＧＧＡＧ；Ｒ：ＧＡＣＴＧＧＧＣＡＡＴＣＡＴＡＣＣＣＴＣＡ ９２０ ６２

１．３　ＰＣＲ扩增
　　贵州黑山羊基因组 ＤＮＡ采用天根血液基因组
ＤＮＡ提取试剂盒提取，以提取的 ＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系为２０．０μＬ：ＰＣＲＭｉｘｔｕｒｅ
１０．０μＬ，上、下游引物各１．５μＬ，ＤＮＡ２．０μＬ，蒸馏
水５．０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性３ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，退火（退火温度见表１）３０ｓ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ；４℃保存。
ＰＣＲ扩增产物用１％；琼脂糖凝胶电泳检测。
１．４　ＰＣＲ扩增产物测序和基因序列分析
　　ＰＣＲ扩增产物，送往上海英潍捷基贸易有限公
司进行双向测序。测序结果利用 ＳｅｑＭａｎ软件进行
序列分析，采用 ＭＷＳｎａｐ测量 ＳＮＰｓ等位基因的峰
高值，根据Ａｉ＝Ｂｉ／（Ｂａ＋Ｂｂ），ｉ＝ａ，ｂ公式估算各等
位基因频率。利用生物信息学软件进行 ｍＲＮＡ二
级结构预测，蛋白质二级、三级结构预测。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ检测结果
　　采用１％的琼脂糖凝胶电泳对血液 ＤＮＡ进行
检测，电泳结果显示基因组条带整齐、清晰明亮、无

ＲＮＡ和蛋白质等污染，并利用紫外分光光度计测量
Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ均在１．８～２．０范围内。检测 ＤＮＡ结果
表明提取的ＤＮＡ可用于ＰＣＲ扩增。
２．２　ＰＣＲ扩增产物检测结果
　　以５μＬ扩增产物为样本用１％的琼脂糖凝胶

进行电泳检测，以１０００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｋｅｒ作为
分子量标记对照。检测结果见图１，ＰＣＲ扩增产物
条带整齐、清晰明亮、检测片段长度与目的片段一

致，其扩增目的片段长度分别为６３２ｂｐ和９２０ｂｐ，
表明２对引物的特异性较好。

２．３　扩增基因的测序
　　测序结果利用ＳｅｑＭａｎ软件查看，找到１个ＳＮＰ
位点，由图２可知，在第二外显子６２６０ｂｐ处发生
Ｃ→Ｇ突变，ｅｘｏｎ２－Ｃ６２６０ｂｐ，利用 ＤＮＡＳｔａｒ中的
ＥｄｉｔＳｅｑ软件进行分析发现，ＢＭＰ１５基因编码的蛋
白质突变前后发生改变，由 Ｇｌｎ突变为 Ｇｌｕ，第二外
显子上的突变为错义突变。

２．４　ＳＮＰｓ等位基因频率估算
　　ＢＭＰ１５基因 ＳＮＰｓ等位基因的峰高值利用
ＭＷＳｎａｐ软件进行测量，将其测量值代入公式，利用
公式估算出突变前后等位基因频率，突变前为０．４８５，
突变后为０．５１５，数据结果显示突变前后有差异。
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２．５　ＢＭＰ１５基因ｍＲＮＡ二级结构分析
　　利用ＥｄｉｔＳｅｑ软件进行 ｍＲＮＡ二级结构分析发
现，ＢＭＰ１５基因ｍＲＮＡ的序列在突变前后翻译的氨
基酸序列不同，使得ｍＲＮＡ结构改变。利用ｈｔｔｐ：／／
ｒｎａ．ｔｂｉ．ｕｎｉｖｉｅ．ａｃ．ａｔ－ｂｉｎ／ＲＮＡｆｏｌｄ．ｃｇｉ软件进行
ｍＲＮＡ二级结构预测，发现其突变前后的自由能均为
－１２０１．７５ｋＪ／ｍｏｌ，突变前后具体的二级结构见图３。

２．６　ＢＭＰ１５的蛋白质理化特性分析
　　依照 ＢＭＰ１５基因所编码的氨基酸序列，通过
ｈｔｔｐ：／／ｕｓ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍｌ在线进
行蛋白质理化特性分析。由表３可知，ＢＭＰ１５基因
分子式突变前为 Ｃ１８２８Ｈ２７７９Ｎ５１５Ｏ４９４Ｓ１４，突变后为
Ｃ１８２８Ｈ２７７８Ｎ５１４Ｏ４９５Ｓ１４，在酵母菌中的半衰期突变前后
均大于３ｍｉｎ，在人体外红细胞中半衰期突变前后均
大于 ２．８ｈ，该蛋白属于不稳定性蛋白。利用
Ａｎｔｈｅｐｒｏｔ６３分析软件对 ＢＭＰ１５蛋白的亲水性和
易溶性进行分析，由图４、图５可知，ＢＭＰ１５蛋白的
亲水指数范围为－１．９１～２．７２；易溶性较强，皆为正

数，最大易溶性为３．９７。综上分析，ＢＭＰ１５蛋白整
体上表现为亲水性。利用在线跨膜蛋白数据库对

ＢＭＰ１５的跨膜区域进行分析，由图６可知，实线表
示跨膜方向由膜内向膜外，虚线表示跨膜方向膜外

向膜内，２种跨膜方向皆是由正数到负数再到正数
的顺序，此蛋白具有跨膜结构。

２．７　ＢＭＰ１５蛋白质二级结构分析
　　ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒ－ａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿
ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿Ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ网页在线进行
蛋白质二级结构预测；结果显示，α－螺旋（Ａｌｐｈａ
ｈｅｌｉｘ）、β－转角（Ｂｅｔａｔｕｒｎ）、扩展链、无规卷曲在突

表３　蛋白质理化特性分析

名称 蛋白质分子量 等电点
正电荷氨基酸残基

（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）总数
带负电荷氨基酸残基

（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）数 不稳定系数

突变前 ４０３２３．１７ ９．３６ ３７ ２３ ５０．３２

突变后 ４０３２４．１５ ９．２９ ３７ ２４ ４９．７８
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变位点前后均有改变（表４）。利用 Ｐｒｏｔｅａｎ软件对
ＢＭＰ１５蛋白质二级结构进行预测（图７）。

表４　蛋白质二级结构预测分析

名称
占比（％）

β－转角 α－螺旋 无规卷曲 扩展链

突变前 ３．３８ １５．７７ ６６．４８ １４．３７

突变后 ２．８２ １６．６２ ６５．３５ １５．２１

２．８　ＢＭＰ１５蛋白质三级结构分析
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／

ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ网页在线进行蛋白质三级结构
预测，分析显示突变前和突变后的变化具体结构，

见图８。

３　讨论

　　近年，研究人员不断地挖掘ＢＭＰ１５基因突变位
点［８－９］，并且有研究发现ＢＭＰ１５基因是控制绵羊高
繁殖性状的主效基因之一［１０－１１］，目前已在Ｉｎｖｅｒｄａｌｅ
绵羊、Ｈａｎｎａ绵羊和 Ｌａｃａｕｎｅ绵羊等国外品种中发
现ＢＭＰ１５基因与产羔性状相关的多个不同突变位
点［１５］。田志龙等人在绵羊上对ＢＭＰ１５基因进行多
态性研究，发现ｇ．５０９７１４２３Ｔ＞Ｃ位点处存在３种

基因型，分别是ＴＴ、ＴＣ和ＣＣ，在单羔和多羔品种间
其基因型频率和等位基因频率均差异显著（Ｐ＜
０．０５）［１２］。胡珊等对山羊 ＢＭＰ１５基因进行生物信
息学 分 析，发 现 山 羊 ＢＭＰ１５基 因 编 码 区 长
１１８５ｂｐ，编码３９４个氨基酸，ＢＭＰ１５蛋白是一个具
有亲水性的不稳定的碱性蛋白［２］。何远清等在 ６
个山羊品种中找到了 Ｂ４突变［１３］，林尖兵等也在贵

州白山羊中找到了Ｂ４突变［１４］。

本研究发现贵州黑山羊 ＢＭＰ１５基因在第二外
显子６２６０ｂｐ处发生Ｃ→Ｇ突变。朱韶华等研究发
现ＢＭＰ１５第二外显子第７５５位点发生的Ｔ→Ｃ突变
（ＡＣ型）对蒙古羊１胎产双羔影响十分显著［１６］。通

过生物信息学分析，结果显示，ＢＭＰ１５基因突变前
后所编码的氨基酸序列发生改变，此突变为错义突
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变；ＢＭＰ１５蛋白为具有跨膜结构的亲水性不稳定性
蛋白。胡珊等研究发现，ＢＭＰ１５蛋白是一个不稳定
的碱性蛋白［２］。本研究在 ＢＭＰ１５基因上也有同样
的发现。有研究表示，ＢＭＰ１５第二外显子的突变可
能与动物繁殖性状相关，本研究在第二外显子上找

到突变位点，后续将结合第二外显子突变与繁殖性

状作进一步的研究，以期为今后与性状相关联研究

提供理论依据。
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