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　　摘要：以贵州黑山羊、酉州乌羊和努比亚３个品种为试验群体，采用ＰＣＲ产物直接测序技术检测ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因
的多态性，并探讨其多态性对山羊繁殖性状的影响，为山羊繁殖力的标记辅助选择和育种提供理论依据。利用 Ｅｘｃｅｌ
计算基因频率、基因型频率；利用ＰＯＰＧＥＮ软件计算遗传多态性参数纯合度、杂合度、有效等位基因数和多态信息含
量并对Ｈａｒｄｙ－ｗｅｉｎ－ｂｅｒｇ平衡状态进行分析；用ＳＰＳＳ软件对３个山羊群体 ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因多态性与产仔数进行相
关性分析。结果表明，ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因外显子中检测到１个单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点，ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因在外显子２
处存在突变位点Ｇ１１４１Ａ，３个山羊群体在此突变位点处均存在２种基因型，分别为 ＡＧ、ＧＧ；贵州黑山羊、酉州乌羊和

努比亚χ２均未达到显著水平，处于Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎ－ｂｅｒｇ平衡状态，贵州黑山羊和努比亚表现为低度多态，酉州乌羊表
现为中度多态。ＡＧ基因型个体在贵州黑山羊、酉州乌羊、努比亚群体中产羔数显著高于 ＧＧ基因型个体（Ｐ＜０．０５），
呈现出ＡＧ＞ＧＧ趋势。ＡＧ基因型个体的山羊在后续的试验中待进一步认证，结果可为初步判定山羊ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因
的突变与繁殖性能的研究奠定试验基础。
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　　神经肽Ｙ１受体（ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ）是含有３６个氨基
酸残基的一种单链多肽，广泛分布于中枢神经系统

和外周神经系统，与 ＹＹ肽和胰多肽一起构成多肽
家族［１－２］。科研人员在小鼠上研究发现，ＮＰＹ－
Ｙ１Ｒ基因敲除能够损害小鼠促性腺轴，使小鼠对能
量贮存感知的能力下降［３－４］，同时发现 ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ
基因在下丘脑中的表达受身体能量平衡变化的影

响［５］，ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因在生殖功能调节与性发育中
有重要作用，可能是影响山羊产羔数性状的一个主

效基因［６］。储明星等在山东济宁青山羊上研究发

现ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因的ＥＦ型济宁青山羊产羔数比ＥＥ
型多０．５８只（Ｐ＜０．０１），并且Ｆ等位基因与济宁青
山羊性早熟和高繁殖力相关［１］。樊奇在贵州白山

羊和川东白山羊２个群体中发现，ＡＢ基因型山羊产
羔数显著高于 ＡＡ基因型（Ｐ＜０．０５），而在古蔺马
羊、贵州白山羊和川东白山羊３个群体中 ＡＡ型和
ＡＢ型之间的初生质量最小二乘均值没有显著差异
（Ｐ＞００５）［２］。目前，ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因在山羊上的
研究并不是很多，本研究以贵州黑山羊、酉州乌羊、

努比亚３个山羊群体为研究对象，利用分子遗传标
记辅助选择手段，研究 ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因在３个山羊
群体中的多态性及对繁殖性状的影响，旨在为选育

山羊高产仔率品种和培育高繁殖性状羊群提供理

论依据，并应用于在实践生产中。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验样品采集自贵州省黔西南布依族苗族自

治州册亨县冗渡镇贵州领头羊山地草牧业科技有

限公司。采取前腔颈静脉采血方式，采集９３只经产
贵州黑山羊、７２只酉州乌羊、６３只努比亚的血液，于
－２０℃保存血液备用。整理收集３个品种山羊产
仔记录数据。

１．２　血液ＤＮＡ提取
血液样本 ＤＮＡ提取采用天根生化科技（北京）
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有限公司生产的血液基因组 ＤＮＡ提取试剂盒，用
１％琼脂糖凝胶电泳对ＤＮＡ质量进行检测。通过超
微量紫外分光光度计 ＮａｎｏＤｒｏｐ－ＯＮＥ检测 ＤＮＡ
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值。

１．３　引物设计与合成
引物参照储明星等的引物设计方法［１］，合成

ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因２个外显子的引物序列见表１。引
物由上海立菲生物技术有限公司合成。

表１　引物序列信息

基因 片段名称
引物序列

（５′→３′）
片段大小

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ Ｅｘｏｎ２－１ ＣＡＣＡＧＣＣＡＴＧＡＴＣＴＣＣＡＣＴＴＧＴＧＴＴＧＣＴＴＧＣＴＴＣＡＧＡＧＡＴＧ １８７ ５９

Ｅｘｏｎ２－２ ＣＡＧＣＡＴＧＡＴＧＧＡＣＡＡＧＡＴＧＡＧＡＧＡＡＣＡＣＡＡＧＴＧＧＡＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＧＴＧＡＧ ２１９ ６０

１．４　ＰＣＲ扩增
以贵州黑山羊、酉州乌羊和努比亚基因组 ＤＮＡ

为模板进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应体系为２０μＬ，其中
ＰＣＲＭｉｘｔｕｒｅ１０．０μＬ，上、下游引物各０．５μＬ，ＤＮＡ
模板１．０μＬ，加蒸馏水至反应体系为２０μＬ。ＰＣＲ
反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，退火
（退火温度见表１）３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循
环；７２℃延伸５ｍｉｎ；４℃保存。
１．５　ＰＣＲ产物测序

用１％琼脂糖凝胶电泳对 ＰＣＲ产物进行检测，
凝胶成像系统观察电泳结果。选择条带单一、清晰

明亮、产量高的ＰＣＲ产物送上海立菲生物技术有限
公司进行双向测序。用 ＤＮＡＳｔａｒ软件中的 ＳｅｑＭａｎ
对序列结果进行分析。

１．６　遗传多态性分析
应用数据统计软件计算ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因的基因

频率、基因型频率。利用 ＰＯＰＧＥＮ软件计算遗传多
态性参数纯合度（Ｈｏ）、杂合度（Ｈｅ）、有效等位基因
数（Ｎｅ）和多态信息含量（ＰＩＣ），并对 Ｈａｒｄｙ－
Ｗｅｉｎ－ｂｅｒｇ平衡状态进行分析。
１．７　ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因与产仔数关联性分析

利用 ＳＰＳＳ软件对 ３个品种山羊群体 ＮＰＹ－
Ｙ１Ｒ基因多态性与产仔数进行关联性分析，结果以
（平均值±标准误）表示，以Ｐ＜０．０５为差异显著性
判断标准。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ检测结果
提取的贵州黑山羊、酉州乌羊和努比亚血液基

因组ＤＮＡ经１．０％琼脂糖凝胶电泳检测，条带清晰
明亮，无ＲＮＡ和蛋白质等污染（图１）。利用超微量
紫外分光光度计 ＮａｎｏＤｒｏｐ－ＯＮＥ检测 ＤＮＡ，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在１．８～２．０之间，说明 ＤＮＡ提取效

果好，纯度高。结合图像及检测结果判断提取的

ＤＮＡ纯度与质量可满足后续试验要求。

２．２　ＰＣＲ产物检测结果
ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因ＰＣＲ扩增产物经１．５％琼脂糖

凝胶电泳检测，分别在１８７、２１９ｂｐ处有清晰条带，
与预期片段大小一致。

２．３　测序结果分析
经测序发现３个山羊群体在ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因的

第２外显子２上的 Ｇ１１４１Ａ位点处有突变，并且３
个山羊群体均存在２种基因型，分别为 ＡＧ、ＧＧ型，
存在多态性见图２。３个山羊群体在 ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基
因第２外显子１上，均未发现多态性。
２．４　ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因的基因型频率和等位基因
频率

３个品种山羊群体 ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因在 Ｇ１１４１Ａ
位点上，不同基因型的基因型频率、等位基因频率

和群体遗传多态性见表２。３个群体 ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基
因的Ｇ１１４１Ａ位点 Ｇ等位基因频率高于 Ａ等位基
因频率，Ｇ为优势等位基因；ＧＧ基因型频率高于
ＡＧ，ＧＧ为优势基因型。３个品种山羊群体 χ２均未
达到显著水平，处于Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态。３
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表２　３个山羊群体ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因的基因型频率、等位基因频率及遗传多态性

群体
样本量

（只）

基因型频率 等位基因频率

ＧＧ ＡＧ Ｇ Ａ
χ２ Ｈｏ Ｈｅ Ｎｅ ＰＩＣ

贵州黑山羊 ９３ ０．８７ ０．１３ ０．９３ ０．０７ ０．００ ０．１３ ０．８７ １．１５ ０．１２

酉州乌羊　 ７２ ０．６２ ０．３８ ０．８１ ０．１９ ０．２１ ０．３８ ０．６２ １．６２ ０．３１

努比亚　　 ６３ ０．７５ ０．２５ ０．８８ ０．１３ ０．２０ ０．２５ ０．７５ １．３３ ０．２２

　　注：χ２０．０５（１）＝３．８４１。χ２０．０，１（１）＝６．６３５。

个品种的基因纯合度均较高。根据多态信息含量

的标准：ＰＩＣ≥０．５０为高度多态，０５０＞ＰＩＣ≥０．２５
为中度多态，ＰＩＣ＜０．２５为低度多态，贵州黑山羊和
努比亚表现为低度多态，酉州乌羊表现为中度多态。

２．５　ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因不同基因型对不同品种羊产
羔数的影响

利用ＳＰＳＳ软件对３个山羊群体 ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基
因多态性与产羔数进行相关性分析。从表３可以看
出，贵州黑山羊ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因ＡＧ、ＧＧ这２种基因
型群体的的平均产羔数分别为１．７５、１．１５只，ＡＧ型
产羔数比ＧＧ型多０．６０只，２个基因型之间产羔数
差异显著；酉州乌羊ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因ＡＧ、ＧＧ这２种
基因型群体平均产羔数分别为１６３、１．１５只，ＡＧ型
产羔数比ＧＧ型多０．４８只，２个基因型之间产羔数
差异显著；卢比亚ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因ＡＧ、ＧＧ２种基因
型群体平均产羔数分别为１．５０、１．１７只，ＡＧ型产羔
数比ＧＧ型多０．３３只，２个基因型之间产羔数差异
显著。

３　结论与讨论

近些年，研究人员不断地挖掘 ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因
的突变位点，并且有研究发现 ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因可能
是影响山羊产羔数性状的一个主效基因。国内外

对ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因在山羊上的研究较少。储明星等
在济宁青山羊、波尔山羊、安哥拉山羊和内蒙古绒

山羊上对ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因进行多态性研究发现，在
Ｇ１１４１Ａ位点处４个山羊品种中都存在突变，为ＣＣ

表３　ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因不同基因型与产羔数相关性分析

品种 基因型
样本数

（只）

产羔数

（只）

贵州黑山羊 ＧＧ ７８ １．１５±０．３７ａ

ＡＧ １２ １．７５±０．５０ｂ

酉州乌羊　 ＧＧ ４８ １．１５±０．３８ａ

ＡＧ １５ １．６３±０．５２ｂ

努比亚　　 ＧＧ ５１ １．１７±０．３８ａ

ＡＧ ２１ １．５０±０．５５ｂ

型与ＣＤ型２种基因型，ＣＣ和 ＣＤ基因型济宁青山
羊上的产羔数差异不显著；在 Ｃ１３３０Ｔ位点处济宁
青山羊上存在突变，为ＥＥ型、ＥＦ型２种基因型，ＥＦ
型济宁青山羊产羔数均值比 ＥＥ型多０．５８只，表明
ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因的Ｆ等位基因可能与济宁青山羊性
早熟和高繁力相关［１］。

本试验在３个山羊群体 ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因外显
子中检测到 １个单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点，
ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ基因在外显子 ２处存在突变位点
Ｇ１１４１Ａ，在此突变位点处３个山羊群体均存在２种
基因型，分别为 ＡＧ、ＧＧ。产羔数关联分析显示，
Ｇ１１４１Ａ位点与贵州黑山羊、努比亚试验群体繁殖
性状显著相关，具体表现为贵州黑山羊、酉州乌羊、

努比亚ＡＧ基因型个体的产羔数均高于 ＧＧ基因型
个体，本试验推断ＡＧ基因型可能是贵州黑山羊、酉
州乌羊、努比亚繁殖性能的优势基因型，ＮＰＹ－Ｙ１Ｒ
基因的Ｇ１１４１Ａ位点可望作为贵州黑山羊、酉州乌
羊、努比亚等繁殖性能选择的遗传标记而应用于山

—３７１—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１７期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
羊的分子选育。

参考文献：

［１］储明星，冯　涛，赵有璋，等．神经肽 Ｙ－Ｙ１受体基因（ＮＰＹ－

Ｙ１Ｒ）多态性及其与山羊繁殖性能关系［Ｊ］．农业生物技术学报，

２００９，１７（６）：９６０－９６６．

［２］樊　奇．中国西南地区山羊繁殖性能相关候选基因的研究［Ｄ］．

重庆：重庆大学，２０１２．

［３］ＧｏｎｚａｌｅｓＣ，ＶｏｉｒｏｌＭＪ，ＧｉａｃｏｍｉｎｉＭ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅＹＹ１

ｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｓＮＰＹ
!

ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｅａｘｉｓ

ｕｎｄｅｒｐｏｏｒｍｅｔａｂｏｌｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＴｈｅＦＡＳＥＢＪｏｕｒｎａｌ，２００４，１８

（１）：１３７－１３９．

［４］ＧａｍｂａＭ，ＰｒａｌｏｎｇＦＰ．ＣｏｎｔｒｏｌｏｆＧｎＲＨ ｎｅｕｒｏｎａｌａｃｔｉｖｉｔｙｂｙ

ｍｅｔａｂｏｌｉｃｆａｃｔｏｒｓ：ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｌｅｐｔｉｎａｎｄｉｎｓｕｌｉｎ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄ

ＣｅｌｌｕｌａｒＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００６，２５４：１３３－１３９．

［５］ＥｖａＣ，ＳｅｒｒａＭ，ＭｅｌｅＰ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｂｒａｉｎＮＰＹＹ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＮｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００６，

２７（３）：３０８－３３９．９．

［６］ＰｅｌｌｉｅｕｘＣ，ＳａｕｔｈｉｅｒＴ，ＤｏｍｅｎｉｇｈｅｔｔｉＡ，ｅｔａｌ．ＮｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅＹ

（ＮＰＹ）ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓｐｈｅｎｙｌｅｐｈｒｉｎｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｖｉａＮＰＹＹ５

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆ

ｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，２０００，９７（４）：１５９５－１６００．

李成伟，王　均，苏　航，等．黑斑蛙腐皮病病原分离、鉴定及致病性研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（１７）：１７４－１７８．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．１７．０３４

黑斑蛙腐皮病病原分离、鉴定及致病性研究
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　　摘要：为了解黑斑蛙养殖场大规模暴发腐皮病的病原，从患病蛙肝脏中分离获得１株革兰氏阴性杆菌（编号：
ＱＷ），对其培养特性、生理生化特性、１６ＳｒＲＮＡ和ｇｙｒＢ基因检测、致病性及药物敏感性进行分析。结果表明，菌株ＱＷ
表型特征和理化特性与洛菲不动杆菌相似，１６ＳｒＲＮＡ和ｇｙｒＢ基因在系统发育树上与洛菲不动杆菌聚集为一族，最终
判定该菌为洛菲不动杆菌，是黑斑蛙上的一种新病原；致病性研究表明，该菌能够通过浸泡的方式感染黑斑蛙，具有较

强的致病性，发病症状主要表现为皮肤溃烂和内脏器官出血，与自然发病症状一致；药敏试验表明，洛菲不动杆菌仅对

四环素、氧氟沙星和氟苯尼考３种抗生素敏感。本研究鉴定出引起黑斑蛙腐皮病的病原为洛菲不动杆菌，并对其致病
性进行研究，同时检测了其药物敏感范围，为该病临床防治用药提供理论依据。
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　　黑斑蛙（Ｐｅｌｏｐｈｙｌａｘｎｉｇｒｏｍａｃｕｌａｔｕｓ）属无尾目蛙
科侧褶蛙属，在我国华北、华中、华南地区的平原和

丘陵分布较广泛，也是我国近年来养殖蛙类中的主

要品种之一。由于该品种是近年来扩大的养殖规

模［１］，相对于其他传统养殖蛙类如牛蛙、虎纹蛙、美

国青蛙的规模化养殖历程较短，疾病研究相对较

少，发病后只能参考其他蛙类疾病进行比较处理，

但水生动物不同种属间具有同病不同症、同症不同

病的特征。如牛蛙、虎纹蛙上常见的白内障、歪脖

子疾病，这此疾病已报道的病原有气单胞菌、脑膜

败血伊丽莎白菌、浅黄假单胞菌等［２－３］，而在黑斑蛙

上的相同症状，病原却出现了肺炎克雷伯菌［４］。因

此，应对不同品种、病原进一步区分研究。对于蛙

类的腐皮症，已报道的有牛蛙和棘胸蛙由奇异变形

杆菌感染引起［５－６］，但黑斑蛙的腐皮病未见相关报

道。２０１９年６月，四川省内江市某黑斑蛙养殖场出
现黑斑蛙大面积死亡，主要表现为头部、背部及四

肢出现不同程度的腐烂，剖解可见肝脏肿大、肾脏

及肺部出血。本研究对其病原进行分离，并通过病

原菌的形态特征、生理生化特性及 １６ＳｒＲＮＡ和
ｇｙｒＢ基因测序与系统发育分析进行鉴定，确定该病
原菌的种属地位；然后通过人工感染试验确定该病

原菌的致病性；最后通过药物敏感试验分析该病原
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