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山羊 FSHR基因 5′端侧翼序列多态性对
产羔性状的影响

3

姬云涛 ,曹斌云
(西北农林科技大学 动物科技学院 , 陕西 杨凌 712100)

[摘　要 ]　为了研究山羊 FSHR基因对产羔性状的影响 ,用 RFL P2PCR法对多胎和单胎布尔山羊、关中奶山羊

和萨能奶山羊母羊 FSHR基因 5′端侧翼序列进行了多态性检测。结果发现 ,FSHR基因 5′端侧翼序列经 Pst Ⅰ、H ae

Ⅲ、S in Ⅰ和 Taq Ⅰ酶切 ,在多胎母羊和单胎母羊群体中均未表现出多态性 ;不同山羊群体 FSHR基因 5′端侧翼序列

中各存在一些碱基的差异 ,但这些差异均未影响 FSHR基因的转录和山羊的产羔性状。说明所检测的 FSHR基因 5′

端侧翼序列这些酶切位点与山羊的产羔性状之间没有遗传连锁关系。
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Effect of the 5′2flanking region of goat follile2stimulating
hormone receptor gene on yean trait
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Abstract : Boer goat , Guanzhong goat and Xinongsaneng goat wit h multiplet s and monovular t rait s

were used to st udy the effect of follile2stimulating hormone receptor gene on yeant rait . Polymorp hism of

t he 5′2flanking region of goat follile2stimulating hormone receptor gene was analyzed by PCR2RFL P as t he

candidate gene. The result showed t here wasn’t polymorp hism in goat . Difference of several bases were

found by sequening ,but t he t ranscription of follile2stimulating hormone receptor gene and yean t rait of goat

were not affected ,which showed t hat t here was not t he genetic linkage relationship between t he four sites

of 5′2flanking region of goat FSHR gene and it s yean t rait .
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　　促卵泡素 ( FSH)是调控动物繁殖活动的重要激

素之一 ,对动物卵巢卵泡的生长、发育、分化、成熟和

排卵更起着必不可少的作用。由于 FSH 是生物大

分子 ,不能透过细胞膜 ,所以必须与位于靶细胞膜上

的促卵泡素受体 ( FSHR)结合 ,通过受体介导将信

息传递到靶细胞内 ,才能正常发挥其生物学功能[1 ]。

有研究表明 , FSHR 基因 5′端多态位点的基因频

率 ,在产双胎和产单胎的中国西门塔尔牛群体中差

异显著[ 2 ]。Abdennebi 等[3 ]研究发现 ,多胎罗曼诺

夫羊发育卵泡颗粒细胞中的 FSHR mRNA 水平均

显著高于单胎法兰西岛羊 ,且颗粒细胞对促性腺激

素反应的敏感性 ,前者也高于后者。众所周知 ,基因
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表达是 DNA 上的遗传信息转录和翻译的过程 ,转

录受基因 5′端序列的调控 ,故 5′端的序列结构直

接关系到基因的功能。目前 ,有关 FSHR基因对山

羊多胎性状影响的研究还较少 ,对山羊 FSHR基因

5′端侧翼序列与产羔性状关系的限制性片断长度

多态性 ( RFL P)检测研究 ,国内外还未见报道。因

此 ,本试验用 RFL P2PCR 法对多胎和单胎布尔山

羊、关中奶山羊和萨能奶山羊 FSHR基因 5′端侧翼

序列进行了多态性检测 ,并通过序列测定来分析该

基因多态性与山羊产羔性状的关系 ,旨在寻找与产

羔数相关的遗传标记或确定该基因与山羊产羔性状

遗传机制的关系 ,以期为山羊高繁殖力的标记辅助

选择和育种提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　山羊血样采集　54只关中奶山羊血样采自

陕西周至羊场 ;104 只萨能奶山羊血样采自陕西千

阳县陕西萨能奶山羊良种繁育种场 ;96 只布尔山羊

血样采自陕西麟游县陕西布尔山羊良种繁育中心 ,

其中多胎母羊和单胎母羊各半 ,所有个体均具有完

整的产羔记录 (产羔 2胎或 2胎以上) 。试验采用颈

静脉采血 ,ACD 抗凝 ,样品均保存于 - 80 ℃冰箱 ,

用于提取 DNA。

1. 1. 2 　试剂和酶 　T aq DNA 聚合酶、dN TPs 为

MBI公司产品 ,全血基因组提取试剂盒购自北京鼎

国生物技术发展中心 ,限制性内切酶购于大连宝生

物工程有限公司。

1. 1. 3 　引 　物 　以 Sairam 等[ 4 ]报道的澳洲绵羊

FSHR基因 5′端和第 1 外显子序列为模板设计 1

对引物 ,序列如下 :上游引物 5′2AA T TCA T T T GT2
GCCA GCA TCC23′,下游引物 5′2A GT TCGACCG2
CA TCCCT G23′。引物由上海生工合成 ,预期扩增

片段长度约 967 bp。

1. 2　山羊基因组 DNA的提取

参照全血基因组提取试剂盒使用说明 ,从血液

中提取基因组 DNA。测定 DNA 浓度后 ,取出一定

量的 DNA 稀释至 50 ng/μL ,存于 - 20 ℃冰箱备

用。

1. 3　山羊 FSHR 基因 5′端侧翼序列 PCR 扩增及

产物检测

PCR反应总体积 25. 0μL ,反应体系组成为 :

T aq DNA聚合酶 (0. 625 U/μL) 2. 0μL ,10 ×PCR

缓冲液 2. 5 μL , MgCl2 ( 25 mmol/ L ) 2. 0 μL ,

dN TPs (2. 0 mmol/ L) 2. 5μL ,引物 (10 p mol/μL)

各 1. 0μL ,DNA模板 (50 ng/μL) 2. 0μL ,补双蒸水

12. 0μL 。PCR 反应程序为 : 94 ℃预变性 5 min ;

94 ℃1 min ,67 ℃1 min ,72 ℃1 min ,30个循环 ;最

后 72 ℃10 min ,4 ℃保存。PCR扩增反应在 P TC2
200基因扩增仪上进行。在 5μL PCR扩增产物中

加入 1μL 上样缓冲液 ,在体积分数 1. 5 %含 EB 的

琼脂糖凝胶上电泳 ,3～5 V/ cm 1 h , 在凝胶成像仪

上观察扩增结果并照相。

1. 4　山羊 FSHR 基因 5′端侧翼序列 PCR 产物的

酶切鉴定

酶切反应体系为 :酶切反应总体积为 20μL ,其

中 PCR产物 7μL ,限制性内切酶分别为 1μL ,其他

成分按酶切说明书添加 ,最后补双蒸水至 20μL。

不同限制性内切酶的反应条件及检测琼脂糖凝胶浓

度如表 1所示。
表 1　不同限制性内切酶的反应条件及检测琼脂糖凝胶浓度

Table 1　Condition of reaction and concentration of gel in different rest ricted enzymes

限制性内切酶
Incision enzyme

识别序列
Recognition sequence

反应温度/ ℃
Temperature

电泳琼脂糖凝胶浓度/ (g·L - 1)
Agarose gel st rengt h

Pst Ⅰ CT GCA G
GACGTC

37 20

Hae Ⅲ GGCC
CCGG

37 20

Taq Ⅰ TCGA
A GCT

65 20

S in Ⅰ GGT/ ACC
CCA/ T GG

37 20

1. 5　山羊 FSHR基因 5′端侧翼序列的测定

选取布尔山羊、关中奶山羊和萨能奶山羊 3 个

品种的单胎和多胎个体 PCR产物 ,于 20 g/ L 琼脂

糖凝胶电泳中回收 ,样品送上海博亚生物有限公司

进行测序。

2　结果与分析

2. 1　山羊 FSHR基因 5′端侧翼序列 PCR扩增结果

对 3个山羊品种的基因组 DNA 进行 PCR 扩

增 ,扩增产物的电泳结果如图 1所示。图 1显示 ,扩
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增出的 DNA 片段大小与预期结果一致 ,且无其他

杂带出现 ,可以判定其为目的条带 ,对 PCR产物含

量高、条带单一并且整齐的 ,可用来进行限制性内切

酶酶切。

图 1　山羊 FSHR基因 5′端侧翼序列 PCR扩增产物的电泳图

M. DL2000 ;1～4.布尔山羊 ;5～6.关中奶山羊 ;7～9.萨能奶山羊

Fig. 1　Electrophoresis result of PCR of 5′2flanking of FSHR gene in goat

M. DL2000 ;1 - 4. Boer goat ;5 - 6. Guanzhong dairy goat ;7 - 9. Saneng dairy goat

2. 2　山羊 FSHR基因 5′端侧翼序列 PCR产物酶

切结果

3个山羊品种 FSHR 基因 5′端侧翼序列 PCR

产物经 Pst Ⅰ、H ae Ⅲ、S i n Ⅰ和 T aq Ⅰ4种限制性

内切酶酶切后 ,用 20 g/ L 琼脂糖凝胶电泳检测 ,均

只检出一种带型 (图 2) ,说明在所检测的山羊群体

中均无多态性现象。

图 2　山羊 FSHR基因 5′端侧翼序列限制性内切酶酶切产物的电泳图

A. PstⅠ酶切产物 ;B. Hae Ⅲ酶切产物 ;C. S inⅠ酶切产物 ;D. TaqⅠ酶切产物

M. DL2000 ;1～2.布尔山羊 ;3～4.关中奶山羊 ;5～6.萨能奶山羊

Fig. 2　Elect rophoresis result of 5′2FSHR gene of goat PCR product s digested by incision enzyme

A. Digested by PstⅠ;B. Digested by Hae Ⅲ;C. Digested by S inⅠ;D. Digested by TaqⅠ

M. DL2000 ;1 - 2. Boer goat ;3 - 4. Guanzhong dairy goat ;5 - 6. Saneng dairy goat

2. 3　山羊 FSHR基因 5′端侧翼序列 PCR产物的

测序结果

用软件 Primer 7. 0 进行 Pst Ⅰ、H aeⅢ、S i nⅠ

和 T aqⅠ4种限制性内切酶切点分析 ,限制性片段

长度的检测结果见表 2。

　　由图 2 和表 2 可知 ,4 种限制性内切酶酶切后

均表现一种带型 ,所扩增片段存在 2 个 Pst Ⅰ酶切

位点 ;3个 H aeⅢ酶切位点 ;1个 S i nⅠ酶切位点和 1

个 T aqⅠ酶切位点。

　　测序结果显示 ,同一山羊品种内 FSHR基因 5′

端侧翼序列扩增区的同源性为 100 % ,不存在单胎

和多胎的差异 ;不同山羊品种间同源性不同 ,其中布
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尔山羊与关中奶山羊 FSHR基因 5′端侧翼序列扩

增区的同源性为 98. 96 % ,布尔山羊与萨能奶山羊

FSHR 基因 5′端侧翼序列扩增区的同源性为

99. 17 % ,关中奶山羊与萨能奶山羊 FSHR 基因 5′

端侧翼序列扩增区的同源性为 99. 79 %。表明不同

品种山羊 FSHR基因 5′端侧翼序列中存在个别碱

基的差异 ,但这些差异并未影响 FSHR基因的转录

和山羊的产羔性状。
表 2　山羊 F HSR 基因 5′端侧翼序列

PCR2RFL P的检测结果

Table 2　PCR2RFL P of 5′2flanking of FSHR gene in goat

限制性内切酶
Incision enzyme

限制性片段长度/ bp
Lengt h of rest riction f ragment

Pst Ⅰ 401 ,380 ,186

Hae Ⅲ 680 ,139 ,133 ,15

S in Ⅰ 613 ,354

Taq Ⅰ 876 ,91

3　讨　论

雷雪芹等[5 ]用 FSHR 基因 5′端侧翼序列的

PCR2RFL P对牛进行了标记 ,结果在秦川牛和黑白

花奶牛两个品种中出现优势等位基因不一致的现

象 ,即在秦川牛中双胎母牛的 A 基因频率和 AA 基

因型频率分别高于单胎母牛的 A 基因频率和 AA

基因型频率 ;在黑白花奶牛中双胎母牛的 B 基因频

率和 BB基因型频率均高于单胎母牛的 B基因频率

和 BB基因型频率 ,表明 FSHR基因 5′端侧翼序列

的 PCR2RFL P标记 ,在一个品种内单胎母牛和双胎

母牛之间有一定趋势 ,但两个品种的趋势不同 ,这与

魏伍川等[627 ]的研究结果不同。

雷雪芹等[8 ]对小尾寒羊和同羊的 FSHR 基因

5′端侧翼序列进行限制性内切酶 T aq Ⅰ的酶切 ,通

过聚丙烯酰胺凝胶电泳发现 ,检测结果有较大的差

异 ,说明多胎绵羊品种与单胎绵羊品种之间在

FSHR基因 5′侧翼区和第一外显子区段存在差异 ,

但未进一步研究该差异是否与产羔数有关以及进行

产羔性状与分子标记间的连锁分析。魏伍川等[9 ]采

用 T aqⅠ酶切分析了 38 头小尾寒羊样品的 FSHR

基因 5′侧翼序列端转录启动调控区序列 ,检测结果

未发现多态性。宋美玲等[10 ]对布尔山羊的 FSHR

基因进行 PCR2SSCP多态性分析 ,在远端转录启动

调控区发现 1个单核苷酸多态性 ( SN P)位点。柳淑

芳等[ 11212 ]对小尾寒羊的 FSHR基因 5′端侧翼序列

进行 Pst Ⅰ、H ae Ⅲ、T aq Ⅰ和 S i n Ⅰ酶切位点检

测 ,结果表明 ,在大群体的小尾寒羊和滩羊中均无多

态性现象。

本研究所检测的 Pst Ⅰ、H ae Ⅲ、T aq Ⅰ和 S i n

Ⅰ4种酶切位点在关中奶山羊、萨能奶山羊、布尔山

羊 3 个山羊品种的多胎和单胎群体中均无多态性 ,

表明所检测山羊 FSHR基因 5′端侧翼序列这些酶

切位点与其产羔性状遗传机制无关。但由于实际试

验中大约一半的 SN P 并不改变限制性酶切位

点[13 ] ,所以本试验所检测山羊 FSHR 基因 5′端侧

翼序列中可能还存在其他尚未被检测到的 SN P位

点。聚丙烯酰胺凝胶电泳比琼脂糖凝胶电泳分辨率

高 ,而本试验只对 T aq Ⅰ酶切进行了琼脂糖凝胶电

泳检测 ,而未进行聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 ,所以不

能确定是否也存在雷雪芹等[8 ]的研究结果。故仍需

对 FSHR 基因全序列继续研究 ,以期找到影响

FSHR基因表达量和活性的原因所在 ,进而发现并

确定 FSHR基因与产羔性状的相关性。
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