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　　[摘　要 ]　选取60只新疆细毛羊和48只陕北细毛羊,利用PCR 2SSCP 分子标记对其羊毛细度候选基因的5个

位点 (S1, S2, S3, S4, S5)进行了多态性分析。结果表明, 2个绵羊品种在5个位点上A 等位基因的频率均高于B 等位基

因。在S1, S5 位点上,新疆细毛羊和陕北细毛羊均检测到AA ,AB,BB 3种基因型;在S2位点上,新疆细毛羊检测到

AA , BB , CC,DD 4种基因型,陕北细毛羊检测到AA ,AB ,BB 3种基因型;在S3位点上,新疆细毛羊检测到AA ,AB 2

种基因型,陕北细毛羊检测到AA ,AB ,BB 3种基因型; 在S4 位点上,新疆细毛羊和陕北细毛羊均检测到AA , BB 2

种基因型。新疆细毛羊和陕北细毛羊的平均杂合度分别为0. 445 0和0. 399 7。新疆细毛羊P IC 平均值为0. 366 6,

S1, S3, S4和S5 位点均处于中度多态,而S2 (P IC= 0. 555 1)处于高度多态; 陕北细毛羊P IC 平均值为0. 318 9, 5个位

点均处于中度多态。以上结果表明, S1, S2, S3, S4和S5 5个位点可以作为有效的遗传标记用于优质细毛羊的遗传多

样性分析, 2个绵羊品种群体内的遗传变异程度高,遗传多样性丰富,选择潜力大。
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　　我国是个养羊大国。2003年统计资料表明,我

国存栏羊总数为 3. 41 亿只,饲养量位居世界第一,

其中绵羊1. 57亿只,占总数的46. 04% [1 ]。近年来,

世界羊毛生产及贸易突出的变化是超细型羊毛需求

增加。因此,加快超细细毛羊品种选育是我国细毛羊

育种工作的重点。

目前,该领域的研究热点之一是关于羊毛细度

决定位点或相关基因的研究。M claren 等[2 ]通过连

锁分析已经将角蛋白辅助蛋白 6. 1 ( KA P6. 1) ,

KA P7和KA P8 定位到绵羊的第 1 号染色体上, 将

KA P1. 1, KA P1. 2, KA P1. 3, KA P3. 2 定位到绵羊

的21号染色体上。H en ry等[3 ]利用超细的美利奴羊

和罗姆尼羊的回交群体,测定了包括周岁体重、羊毛

产量、平均纤维直径在内的多个性状,同时用216个

微卫星标记进行了基因组扫描,找到了一个与羊毛

纤维直径相关的位点 (P < 0. 05)。Ponz等[4 ]通过片

段定位方法寻找控制羊毛性状的Q TL ,利用法国的

合成品系 IN R 401对 40个微卫星标记进行了分析,

结果发现在绵羊第3号、7号、25号染色体上有控制

毛长 (SL )的Q TL ,在第 6号染色体上有控制毛纤维

直径 (W FD )的Q TL ,在第7号染色体上有控制毛纤

维直径变异系数的Q TL。Cocket t N E [5 ]认为KA P6.

n 和羊毛直径有关。目前,人们虽已找到了决定羊毛

纤维细度的位点或其所在的染色体,但是还未找到

控制羊毛细度的主效基因。我国目前关于羊毛细度

方面的分子生物学研究报道较少。本试验对新疆细

毛羊和陕北细毛羊的羊毛细度候选基因进行了

PCR 2SSCP 分析,以期找到控制羊毛细度的基因位

点或者Q TL , 以为细毛羊的遗传育种提供理论基

础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　新疆细毛羊,由新疆农八师 141

团羊场提供,共 60 只,均为成年母羊,无血缘关系;

陕北细毛羊,由陕北细毛羊种羊场提供,共48只,均

为成年母羊,无血缘关系。

1. 1. 2　SSCP 引物　根据 GeneBank 中 KA P1. 1,
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KA P1. 3 和KA P6. 1 基因全序列,用P rim er 5. 0 引

物设计软件,针对5个基因位点,设计5对特异性引

物 (表1)。引物由上海生工生物工程公司合成。

表 1　绵羊SSCP 引物的序列及退火温度

T able 1　Sequence of SSCP p rim er in sheep

and annealing temperatu re

位点
Sites

序列
Sequence

退火
温度ö℃

A nneaing
tempera2

tu re

S1
F: CCGCCCA TCCTA CT GT GGA
R: T T T T GT T T GGA CGCGA CTA G 55. 5

S2
F: GT GA GA CCGGCT GT GGCA T T GC
R: GGGT GGA CGA GGGT T GGGTA

60

S3
F: A CT TCTCCAA GCA TCCCA
R: A CA CTCT GGCCGA CA CCG

58. 5

S4
F: GCT TCGT GCCCTCTA CA T
R: A T T T GAA CAA GT TA TA CCT TA G 52

S5
F: TCTA CCCGA GAA CAA CCT
R: CTA CGGT GCT T TCT GA GA

55. 5

1. 1. 3　试剂及仪器　T aq DNA 聚合酶, dN T P s,

50 bp L adder 为广州东盛生物科技有限公司产品;

丙稀酰胺和亚甲基双丙稀酰胺等均为北京鼎国生物

技术有限公司产品; D YCZ224B 型垂直电泳槽和

D YY26C 稳流稳压电泳仪均为北京市六一仪器厂生

产; PTC2200TM 型 PCR 仪为美国 PE 公司产品;

B io2R ad GDXR S凝胶成像系统为美国产品。

1. 2　绵羊血样的采集

无菌采取绵羊血样, 10 mL ö只,用肝素钠抗凝,

置于- 20 ℃保存备用。

1. 3　绵羊血液DNA 的提取

绵羊血液DNA 的提取采用常规酚抽提法,具体

参考文献[ 6 ]。提取的DNA 样品进行琼脂糖凝胶电

泳检测,并用紫外分光光度计测定DNA 的浓度和纯

度。若OD 260öOD 280比值小于1. 6,说明样品中含有较

多的蛋白质或酚,应进行纯化;若比值大于1. 8,则应

考虑纯化去除RNA。合格的DNA 样品用T E 稀释至

50 ngöΛL , 4 ℃保存备用。

1. 4　绵羊DNA 的PCR 扩增

反应体系总体积 13 ΛL , 其中, 10×Buffer 1. 0

ΛL , 25 mmo löL 的M gC l2 0. 8 ΛL , 2. 5 mo löL 的

dN T P 1. 0 ΛL , 0. 5 U öΛL 的 T aq DNA 聚合酶 2. 5

ΛL , 5 pmo löΛL 的上下游引物各 2 ΛL , 50 ngöΛL 的

模板DNA 2 ΛL , ddH 2O 3. 7 ΛL。反应条件: 94 ℃预

变性5 m in; 94 ℃变性30 s,退火30 s, 72 ℃延伸45 s,

共34个循环; 72 ℃延伸10 m in, 4 ℃保存。退火温度

依据使用引物而定,详见表1。PCR 扩增产物用100

göL 的非变性聚丙稀酰胺凝胶进行电泳,电泳条件

为110 V , 14～ 16 h,电泳结束后,用银染法[7 ]染色。

1. 5　数据统计与分析

电泳结束后,使用B io2R ad GDXR S凝胶成像系

统照像,分析并判断各位点的基因型。试验数据采用

SPSS 11. 0进行统计分析。

1. 5. 1　基因频率　基因频率是指一个群体中某一

基因对等位基因的相对比率。设某一基因位点有A

和B 两个等位基因,基因频率分别为p 和q,则

p = (2X + Y ) ö2N 　　q = (2Z + Y ) ö2N

式中, X 为具有A A 基因型的个体数; Z 为具有B B

基因型的个体数; Y 为具有A B 基因型的个体数; N

为总个体数。

1. 5. 2　基因型频率　基因型频率指群体中某一性

状的各种基因型之间的比率。基因型频率= 基因型

个体数ö测定群体总数。
1. 5. 3　ς2 适合性检验

ς2 = ∑
k

i= 1

(O i - E i) 2

E i

式中, E i为理论次数; O i 为实际观察次数。

1. 5. 4　有效等位基因数 (N e)

N e = 1ö∑
m

i= 1
p 2

i

式中, p i 为基因频率; m 为等位基因数。

1. 5. 5　位点杂合度 (h )

h = 1 - ∑
m

i= 1
p 2

i

式中, p i 为基因频率; m 为等位基因数。

1. 5. 6　多态性信息含量 (P IC)

P IC = 1 - ∑
m

i= 1
p 2

i - ∑
m - 1

i= 1
∑

m

j= i+ 1
2p 2

i p
2
j

式中,m 为等位基因数; p i 和p j 分别为等位基因 i和

j 的频率。

2　结果与分析

2. 1　新疆细毛羊SSCP 检测结果

　　由图 1可知,新疆细毛羊S5 位点存在单核苷酸

多态性,共有3种基因型: 下面2条相距较远的带型

为AA 基因型 (泳道 5～ 8, 10) , 2条相距较近的带型

为BB 基因型 (泳道9) ,具有4条带的带型为AB 基因

型 (泳道1～ 4)。
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图 1　新疆细毛羊S5 位点电泳图谱
1～ 4为AB 型; 5～ 8, 10为AA 型; 9为BB 型

F ig. 1　PCR w ith S5 site in fine2woo l sheep breeds of X in jiang
124 is AB geno type; 528, 10 is AA geno type; 9 is BB geno type

2. 2　2个绵羊品种在5个位点上的等位基因频率

新疆细毛羊和陕北细毛羊 2 个绵羊品种在S1,

S2, S3, S4 和S5 5个位点上的等位基因频率见表2。由

表2可知,在S1～ S5 位点上,新疆细毛羊和陕北细毛

羊等位基因A 的频率均大于B。除S4 位点外,其他位

点新疆细毛羊A 等位基因频率均小于陕北细毛羊的

A 等位基因频率,这说明新疆细毛羊比陕北细毛羊

的遗传多样性丰富。

　

表 2　新疆细毛羊和陕北细毛羊在 5个位点的等位基因频率

T able 2　A llelic frequencies of 5 sites in the fine2w oo l sheep breeds of X in jiang and Shaanbei

位点
Site

品种
B reed

等位基因
A llelic

等位基因频率
Gene frequ2

ency

位点
Site

品种
B reed

等位基因
A llelic

等位基因频率
Gene frequ2

ency

S1 X A 0. 666 7

B 0. 333 3

S A 0. 697 9

B 0. 302 1

S2 X A 0. 516 7

B 0. 316 7

C 0. 083 3

D 0. 083 3

S A 0. 677 1

B 0. 322 9

S3 X A 0. 633 3

B 0. 366 7

S A 0. 781 3

B 0. 218 7

S4 X A 0. 783 3

B 0. 216 7

S A 0. 666 7

B 0. 333 3

S5 X A 0. 766 7

B 0. 233 3

S A 0. 770 8

B 0. 229 2

　　注: X 代表新疆细毛羊; S代表陕北细毛羊。下表同。

N o te: X indicate the fine2woo l sheep breeds of X in jiang, S indicate the fine2woo l sheep breeds of Shanbei. T he fo llow ing tab le is sam e.

2. 3　2 个绵羊品种在 5 个位点上的等位基因数、h

和P IC

　　由表 3 可知,新疆细毛羊的平均有效等位基因

数为1. 872 4,陕北细毛羊平均为1. 674 3。新疆细毛

羊的杂合度最高为0. 618 9,最低为0. 339 4,平均为

0. 445 0; 陕北细毛羊的杂合度最高为0. 444 4,最低

为0. 341 8,平均为0. 399 7。多态信息含量 (P IC)是

衡量位点多态性的一个重要指标, P IC> 0. 5的位点

为高度多态, 0. 5> P IC > 0. 25 的位点为中度多态,

P IC< 0. 25的位点为低度多态。新疆细毛羊的多态

信息含量最高为 0. 555 1, 最低为 0. 281 8, 平均为

0. 366 6, 陕北细毛羊的多态信息含量最高为

0. 345 6,最低为0. 283 4,平均为0. 318 9。这说明,对

新疆细毛羊而言, S1 和 S3～ S5 位点为中度多态, S2

位点高度多态; 对陕北细毛羊而言, 5个位点均中度

多态。
表 3　新疆细毛羊和陕北细毛羊在 5个位点的有效等位基因数、杂合度和多态信息含量

T able 3　N um bers of effective allelic, h and P IC of 5 sites in the fine2w oo l sheep breeds of X in jiang and Shaanbei

位点
Site

品种
B reed

有效等位基因数
N um ber of effective

allelic

杂合度
h

多态信息含量
P IC

S1 X 1. 799 9 0. 444 4 0. 345 6

S 1. 728 9 0. 421 6 0. 332 7

S2 X 2. 624 0 0. 618 9 0. 555 1

S 1. 776 8 0. 437 2 0. 341 6

S3 X 1. 867 1 0. 464 4 0. 356 5

S 1. 519 3 0. 341 8 0. 283 4

S4 X 1. 513 8 0. 339 4 0. 281 8

S 1. 799 9 0. 444 4 0. 345 6

S5 X 1. 557 1 0. 357 8 0. 293 8

S 1. 546 6 0. 353 4 0. 291 0
平均A verage X 1. 872 4 0. 445 0 0. 366 6

S 1. 674 3 0. 399 7 0. 318 9
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2. 4　两个绵羊品种在5个位点上的基因型频率

通过对新疆细毛羊和陕北细毛羊基因型的

PCR 2SSCP 检测,可计算出两个绵羊品种在 5 个检

测位点上的基因型频率,结果见表4。
表 4　新疆细毛羊和陕北细毛羊在 5个位点上的基因型频率及其 ς2值

T able 4　Geno type frequency and ς2 of 5 sites in the fine2w oo l sheep breeds of X in jiang and Shaanbei

位点
Site

基因型
Geno type

基因型频率 Geno type frequency ς2值 ς2 value

X S X S

S1 AA 0. 550 0 0. 520 8 13. 528 83 3 1. 230 1

AB 0. 233 3 0. 354 2

BB 0. 216 7 0. 125 0

S2 AA 0. 516 7 0. 541 7 141. 881 93 3 6. 984 83

AB - 0. 270 8

BB 0. 316 7 0. 187 5

CC 0. 083 3 -

DD 0. 083 3 -

S3 AA 0. 266 7 0. 666 7 12. 035 53 3 5. 196 4

AB 0. 733 3 0. 229 2

BB - 0. 104 1

S4 AA 0. 783 3 0. 333 3 39. 570 03 3 6. 673 83 3

AB - 0. 666 7

BB 0. 216 7 -

S5 AA 0. 583 3 0. 666 7 0. 038 0 8. 086 53

AB 0. 366 7 0. 208 3

BB 0. 050 0 0. 125 0

　　注: 3 . 表示差异显著 (P < 0. 05) ; 3 3 表示差异极显著 (P < 0. 01) ; - . 表示未检测到该基因型。

N o te: 3 . indicates sign ifican t difference (P < 0. 05) , 3 3 . indicates qu ite sign ifican t difference (P < 0. 01) ; - . indicate no site.

　　由表 4可见,在S1, S5 位点上,供试新疆细毛羊

和陕北细毛羊均检测到AA , AB , BB 3种基因型, S1

位点上新疆细毛羊和陕北细毛羊的基因型频率分别

为0. 550 0, 0. 233 3, 0. 216 7和0. 520 8, 0. 354 2, 0.

125 0, S5 位点上的基因型频率分别为 0. 583 3,

0. 366 7, 0. 050 0和0. 666 7, 0. 208 3, 0. 125 0; 在S2

位点上,新疆细毛羊检测到AA , BB , CC 和DD 4 种

基因型, 陕北细毛羊检测到AA , AB , BB 3 种基因

型,其基因型频率分别为0. 516 7, 0. 316 7, 0. 083 3,

0. 083 3和0. 541 7, 0. 270 8, 0. 187 5;在 S3 位点上,

新疆细毛羊检测到AA ,AB 2种基因型,其基因型频

率分别为0. 266 7, 0. 733 3,陕北细毛羊检测到AA ,

AB , BB 3 种基因型,其基因型频率分别为0. 666 7,

0. 229 2和0. 104 1;在S4 位点上,新疆细毛羊检测到

AA , BB 2 种基因型,其基因型频率分别为 0. 783 3

和0. 216 7,陕北细毛羊检测到AA ,AB 2种基因型,

其基因型频率分别为0. 333 3和0. 666 7。

3　讨论与结论

等位基因频率是用来表示一个种群中基因多样

性的,或者说是基因库的丰富程度,是估计群体内和

群体间遗传关系的基础。本试验中,在S2 位点上,新

疆细毛羊检测到AA , BB , CC, DD 4种基因型,这与

刘桂芬[8 ]对新疆优质细毛羊遗传多样性及羊毛细度

候选基因的研究结果类似。除S4 位点外,其他位点

新疆细毛羊A 等位基因频率均小于陕北细毛羊,这

说明新疆细毛羊比陕北细毛羊的遗传多样性丰富。

有效等位基因数是基因纯合度的倒数,其表示

等位基因间的相互影响。等位基因在群体中分布的

均匀性越好,则有效等位基因数越接近实际检测到

的等位基因数的绝对数。同时,有效等位基因数多的

的品种,其杂合度和多态信息含量相应也高。本试验

结果发现,新疆细毛羊和陕北细毛羊的平均有效等

位基因数分别为 1. 872 4和 1. 674 3,说明新疆细毛

羊的杂合度及多态信息含量明显高于陕北细毛羊。

对一个群体而言, P IC 高、等位基因数目多、杂

合度大,则该位点的遗传变异性就高,有较大的选择

潜力。本试验结果显示,新疆细毛羊的P IC 最高值为

0. 555 1,最低值为 0. 281 8,平均值为 0. 366 6,其中

S2 位点处于高度多态,这与刘桂芬[8 ]关于新疆优质

细毛羊多态信息含量的研究结果 (0. 358 8)相近; 陕

北细毛羊P IC 最高值为0. 345 6,最低值为0. 283 4,

平均为0. 318 9。结果表明, S1～ S5 可以作为有效的

遗传标记用于优质细毛羊的遗传多样性分析。

基因杂合度又称基因多样度,其反映了群体遗

传变异程度的大小,是度量群体遗传变异的一个最

9第 12期 姚　毅等:新疆细毛羊和陕北细毛羊羊毛细度候选基因的 PCR 2SSCP 分析



适参数。本试验结果表明,新疆细毛羊的平均值为0.

445 0,与刘桂芬[8 ]的研究结果 (0. 417 4)相近,陕北

细毛羊的平均值为0. 399 7。新疆细毛羊的平均杂合

度高于陕北细毛羊,说明新疆细毛羊遗传多样性比

陕北细毛羊丰富,选择潜力很大,可以用于改良其他

品种。
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T he PCR 2SSCP analysis abou t the cand ida te gene of the fineness of

w oo l in the fine2w oo l sheep b reeds of X in jiang and Shaanbei
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Abstract: T he po lymo rph ism of the candidate gene (S1, S2, S3, S4, S5) w as detected in the fineness of

w oo l betw een 60 X in jiang and 48 Shanbei sheepπs by PCR 2SSCP. T he resu lt show ed: T he frequency of A al2
lele w as obviou sly h igher than that of B allele in the five spo ts of the tw o fine2w oo l sheep b reeds. In loci S1,

S5, th ree geno types (AA ,AB ,BB ) w ere detected in tw o fine2w oo l sheep b reeds. In locu s S2, fou r geno types

(AA ,BB , CC,DD ) w ere detected in fine2w oo l sheep b reeds of X in jiang and th ree geno types (AA ,AB ,BB )

w ere detected in fine2w oo l sheep b reeds of Shaanbei. In locu s S3, tw o geno types (AA ,AB ) w ere detected in

fine2w oo l sheep b reeds of X in jiang and th ree geno types (AA , AB , BB ) w ere detected in fine2w oo l sheep

b reeds of Shanbei. In locu s S4, tw o geno types (AA ,BB ) w ere detected in fine2w oo l sheep b reeds of X in jiang

and tw o geno types (AA , AB ) w ere detected in fine2w oo l sheep b reeds of Shanbei. T he average heterozy2
go sity of f ine2w oo l sheep b reeds of X in jiang and Shanbei w ere 0. 445 0 and 0. 399 7. T he locu s S2 (P IC =

0. 555 1) of f ine2w oo l sheep b reeds of X in jiang w as h igh ly po lymo rph ic, the average P IC w as 0. 366 6, and

the o ther fou r loci (S1, S3- S5) w ere m edium po lymo rph ic. In Shanbeiπs the five lociw ere m edium po lymo r2
ph ic, the average P IC w as 0. 318 9. T he resu lts show ed, f ive loci (S1- S5) cou ld be u sed as the eff icien t ge2
net ic m arker to analyze the genet ic d iversity in fine2w oo l sheep. T here w ere h igh genet ic variab ility and rich

genet ic d iversity in tw o fine2w oo l sheep b reeds.

Key words: f ine2w oo l sheep; f ineness of w oo l; PCR 2SSCP
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