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和
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测序技术(检测
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编码基
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对羊毛相关性状的形成和表型均有影响)
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年以前(瑞士湖附近的部落开始驯养绵

羊(收集羊毛和使用羊毛制品%
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)国际毛纺组织统

计结果表明(澳大利亚和中国是世界上养羊数量和

绵羊羊毛产量最多的国家%
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)绵羊羊毛拥有巨大的

市场需求和广阔的发展前景(其产品在地板,服饰,

室内装潢,汽车和航空工业等领域广泛应用%

GC!

&

(因

此对羊毛性状的改良和提高意义重大)
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羊毛纤维的主体结构并决定羊毛特性%
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&通过对
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基

因位点不同基因型与剪毛量的相关性分析(推测
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基因对剪毛量有显著影响'
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究发现(
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基因和羊毛直径具有相关性'

孙福亮等%
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&研究发现(新吉细毛羊
>D6%"#GG#

基

因与羊毛产量和羊毛拉伸长度有显著相关性(且羊

毛性状的遗传力为
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)因此(以羊毛数量

和质量性状的调控基因为基因标记来改善羊毛的生

产具有重要意义)迄今为止(在羊
\OWC̀ 5V=
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基因的相关研究
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基因的研究尚未

见报道)因此(本试验以绵羊
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基因为

候选基因(采用
VQMC==QV

结合
B/5

测序技术和

实时荧光定量
VQM

技术(分析该基因在甘肃高山细

毛羊,青海半细毛羊和藏绵羊群体中的变异及其在

小尾寒羊及甘肃高山细毛羊羔羊和成年母羊不同组

织中的表达特征(以期为绵羊毛用性状的基因标记

及改良提供参考)
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#%K9+

(置于低温环境中迅速点样

至
#Y

甘油
]#%Y

非变性聚丙烯酰胺凝胶胶孔中(

$$%A

,

$%f

条件下在
%<NgW[?

缓冲液中垂直电

泳工作
#L1

)再根据
[

;

)+

等%

$#

&报道的银染法染色

后判定
==QV

带型(并干燥保存)

!

!

"等位基因序列测定)若
==QV

条带为纯合

子(直接对
VQM

扩增产物进行测序'若
==QV

条带

为杂合子(杂合子序列需进行切胶测序%

$$

&

)每种等

位基因均选用
$

个不同的样品进行测序)序列测定

由上海生工生物有限公司完成)

!

N

"数据统计分析)将统计的基因型数据利用

V(

JT

3+G$<%

软件计算等位基因频率,遗传纯合度

!

@.

",遗传杂合度!

@4

"和有效等位基因数!

$4

"(再

利用等位基因频率用
VFQ

软件计算群体多态信息

含量!

VFQ

")

#<G<$

!

组织表达检测
!

!

#

"总
M/5

提取)按照

WMFc(-

试剂使用说明书!

F+:90*(

T

3+

(

Q,*-4b,@

(

Q5

(

8=5

"从不同年龄甘肃高山细毛羊和小尾寒羊不同

组织样品中提取总
M/5

)结合凝胶电泳和分光光

度法检测浓度和纯度(

RL%f

保存)

!

$

"

S

MWCVQM

反应)使用
V*9K3=>*9

J

0

WZ

MW

试剂盒和
T

B/5?*,43*

!

W,̀ ,M,

"按照使用说明书

步骤将总
M/5

反转录为
>B/5

)扩增体系#

>B/5

#%%+

T

(每 种 引 物
%<$N

%

K(-

$

U

(

5>3d

S

VQM

=̂ [M

#

O*33+ Z,403*Z9X

!

A,c

;

K3

(南京(中国"

#%<%

%

U

(

MEaM3.3*3+>3B

;

3$%<!

%

U

(加
@@\

$

E

至
$%

%

U

体系)热曲线先在
&NfNK9+

进行
#

次

循环(再在
&Nf#%4

,

D%fG%4

和
"$fG%4

条件

下进行
!%

次循环)结果用
$

R

$$

F

,法%

$G

&分析相对表

达量)

$

!

结果与分析

$<#

!

绵羊
>D6%"$%G#

基因变异分析

将
VQM

扩增产物置于
#<NY

琼脂糖凝胶进行

电泳检测)结果显示
VQM

扩增产物单一(长度与目

的片段大小一致!图
#

")

Z<B/5 Z,*I3*

'

#

!

"<VQM

样品

Z<B/5 Z,*I3*<#

!

"<VQM4,K

J

-3

图
#

!

绵羊
>D6%"$%G#

基因的
VQM

扩增结果

79

T

<#

!

VQM,K

J

-9.9>,09(+(.>D6%"$%G#

T

3+39+4133

J

!!

通过
==QV

分析发现(

>D6%"$%G#

基因在
G

个

绵羊群体中共检测到
%

,

&

,

F

,

L!

个等位基因(

!

种

7/
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基因型分别为
55

,

5[

,

5Q

和
5B

!图
$

")

图
$

!

绵羊
>D6%"$%G#

基因的
VQMC==QV

检测结果

79

T

<$

!

VQMC==QV(.(:9+3>D6%"$%G#

T

3+3

!!

序列比对发现
G

个绵羊群体
>D6%"$%G#

基

因存在
!

个
=/V4

位点(均位于编码区(且
!

个

=/V4

位点均为转换位点(其中
O

$

5

转换最多(共有

G

处!

><$LO

$

5

,

><#NGO

$

5

和
><#L#5

$

O

"(

5

$

W

转

换有
#

处 !

><LD5

$

W

")

><$LO

$

5

,

><LD5

$

W

和

><#L#5

$

O

为非同义突变(分别导致甘氨酸转变为丝

氨酸 !

V<O-

;

#%=3*

",酪 氨 酸 转 变 为 苯 丙 氨 酸

!

V<W

;

*$&V13

"和丝氨酸转变为甘氨酸!

V<=3*D#O-

;

"'

><#NGO

$

5

为同义突变!表
G

")

表
G

!

绵羊
>D6%"$%G#

基因的
=/V4

W,b-3G

!

=/V4(.>D6%"$%G#

T

3+39+4133

J

=/V4

等位基因
5--3-3

% & F L

氨基酸变化

5K9+(,>9@>1,+

T

3

><$LO

$

5 O O 5 O V<O-

;

#%=3*

><LD5

$

W 5 5 5 W V<W

;

*$&V13

><#NGO

$

5 O 5 O O R

><#L#5

$

O 5 5 5 O V<=3*D#O-

;

!!

注#/

R

0代表氨基酸未发生变化)

/(03

#/

R

0

40,+@4.(*+(,K9+(,>9@>1,+

T

3<

!!

由表
!

可以看出(等位基因
5

在
G

个绵羊群体

中均为优势等位基因(其余
G

个等位基因在不同绵

羊群体中分布差异较大)甘肃高山细毛羊基因型

5Q

和
5B

频率最低(青海半细毛羊和藏绵羊中基

因型
5[

和
5Q

频率最低)在
G

个群体中(甘肃高

山细毛羊
>D6%"$%G#

基因的遗传杂合度!

@4

",有

效等位基因数!

$4

"和多态信息含量!

VFQ

"均最大(

G

个群体的
VFQ

值均小于
%<$N

(呈低度多态)

表
!

!

G

个绵羊品种
>D6%"$%G#

基因的遗传多态性分析

W,b-3!

!

O3+309>

J

(-

;

K(*

J

194K(.>D6%"$%G#

T

3+39+01*334133

J

b*33@4

品种

[*33@

群体数量

V(

J

)-,09(+

+)Kb3*

基因型频率$
Y

O3+(0

;J

9>.*3

S

)3+>

;

55 5[ 5Q 5B

等位基因频率$
Y

5--3-9>.*3

S

)3+>

;

% & F L

遗传多态性

O3+309>

J

(-

;

K(*

J

194K

$4 @. @4 VFQ

#

$值

#

$

:,-)3

甘肃高山细毛羊

O,+4)5-

J

9+3Z3*9+(

#&% "L<!$ #!<"! G<#D G<DL L&<$# "<G" #<NL #<L! #<$N %<"L %<$$ %<#& %<L!

青海半细毛羊

d9+

T

1,9=3K9C

.9+3C2((-4133

J

#%" L#<G# G<"! D<N! L<!# &%<DN #<L" G<$" !<$# #<$# %<L# %<#& %<#" %<&L

藏绵羊

W9b30,+4133

J

#L# LG<!$ N<N$ #<DD ##<%N &#<%G $<"$ %<L$ N<!G #<$% %<L$ %<#" %<#D %<&!

$<$

!

>D6%"$%G#

基因在绵羊不同组织的相对

表达

利用
S

MWCVQM

对甘肃高山细毛羊和小尾寒羊

的
>D6%"$%G#

基因在心脏,肝脏,肾脏,脾脏,肺

脏,背最长肌和皮肤组织中的表达情况进行定量分

析)结果!图
G

"表明(

>D6%"$%G#

只在
$

种绵羊

6/

第
#$

期 李
!

涛(等#绵羊
>D6%"$%G#

基因变异及其在不同组织的表达特征



的皮肤组织中表达(且在不同品种和年龄段的表达 量存在差异(其相对表达量见图
!

)

#

(

N

(

&

(

#G

(

#"

(

$#

(

$N

分别为小尾寒羊羔羊的心脏,肝脏,肾脏,脾脏,肺脏,背最长肌和皮肤组织'

$

(

D

(

#%<#!

(

#L

(

$$

(

$D

分别为小尾寒羊母羊的心脏,肝脏,肾脏,脾脏,肺脏,背最长肌和皮肤组织'

G

(

"

(

##

(

#N

(

#&

(

$G

(

$"

分别为甘肃高山细毛羊羔羊的心脏,肝脏,肾脏,脾脏,肺脏,背最长肌和皮肤组织'

!

(

L

(

#$

(

#D

(

$%

(

$!

(

$L

分别为甘肃高山细毛羊母羊的心脏,肝脏,肾脏,脾脏,肺脏,背最长肌和皮肤组织

#

(

N

(

&

(

#G

(

#"

(

$#

(

$N

#

=K,--C0,9-3@\,+4133

J

-,Kb13,*0

(

-9:3*

(

I9@+3

;

(

4

J

-33+

(

-)+

T

(

-(+

T

9449K)4@(*49

(

,+@>)094

'

$

(

D

(

#%<#!

(

#L

(

$$

(

$D

#

=K,--C0,9-3@\,+4133

J

32313,*0

(

-9:3*

(

I9@+3

;

(

4

J

-33+

(

-)+

T

(

-(+

T

9449K)4@(*49

(

,+@>)094

'

G

(

"

(

##

(

#N

(

#&

(

$G

(

$"

#

O,+4)5-

J

9+3Z3*9+(-,Kb13,*0

(

-9:3*

(

I9@+3

;

(

4

J

-33+

(

-)+

T

(

-(+

T

9449K)4@(*49

(

,+@>)094

'

!

(

L

(

#$

(

#D

(

$%

(

$!

(

$L

#

O,+4)5-

J

9+3Z3*9+(32313,*0

(

-9:3*

(

I9@+3

;

(

4

J

-33+

(

-)+

T

(

-(+

T

9449K)4@(*49

(

,+@>)094

图
G

!

>D6%"$%G#

基因在绵羊不同组织中表达量的
S

MWCVQM

结果

79

T

<G

!S

MWCVQM3-3>0*(

J

1(*3494

J

,003*+(.>D6%"$%G#

T

3+39+@9..3*3+00944)349+4133

J

#<

小尾寒羊成年母羊'

$<

小尾寒羊羔羊'

G<

甘肃高山细毛羊成年母羊'

!<

甘肃高山细毛羊羔羊

#<=K,--C0,9-3@\,+4133

J

323

'

$<=K,--C0,9-3@\,+4133

J

-,Kb

'

G<O,+4)5-

J

9+3Z3*9+(323

'

!<O,+4)5-

J

9+3Z3*9+(-,Kb

图
!

!

>D6%"$%G#

基因在甘肃高山细毛羊和

小尾寒羊皮肤组织中的相对表达量

79

T

<!

!

M3-,09:33X

J

*3449(+(.>D6%"$%G#

T

3+39+4I9+

0944)3(.O,+4)5-

J

9+3Z3*9+(,+@4K,--C0,9-3@\,+4133

J

!!

由图
!

可以看出(

>D6%"$%G#

基因在小尾寒

羊皮肤中的相对表达量高于甘肃高山细毛羊(在
$

个群体羔羊皮肤中的相对表达量均高于其成年母

羊(且小尾寒羊羔羊中的相对表达量是其成年母羊

的
#<GN

倍(甘肃高山细毛羊羔羊是其成年母羊的

#<DN

倍)

>D6%"$%G#

基因在相同年龄不同群体中

的表达量也存在差异(在小尾寒羊羔羊中的相对表

达量是甘肃高山细毛羊羔羊的
$<#D

倍(而在成年母

羊群体中是
$<DG

倍)

G

!

讨
!

论

本研究结果表明(绵羊
>D6%"$%G#

基因编码

序列中检测到
!

个
=/V4

(非同义突变中存在甘氨酸

转变为丝氨酸!

V<O-

;

#%=3*

",络氨酸转变为苯丙氨

酸 !

V<W

;

*$&V13

"和 丝 氨 酸 转 变 为 甘 氨 酸

!

V<=3*D#O-

;

"(其中
$

个
=/V4

导致甘氨酸和丝氨

酸含量的变化(这可能会改变蛋白质结构进而引起

表型性状的改变)甘氨酸可能影响蛋白质的二级结

构(主要是破坏多肽链中
&

螺旋的结构(甘氨酸也被

称为/螺旋破坏剂0

%

$!

&

)因此(甘氨酸的存在导致

\OWC̀ 5V4

结构更加灵活(从而更好地形成一个紧

凑的蛋白质结构)丝氨酸残基会被磷酸化(这也会

影响蛋白质纤维的结构和相互作用%

$N

&

)

本研究发现(绵羊
>D6%"$%G#

基因在甘肃高

山细毛羊,青海半细毛羊和藏绵羊
G

个不同毛用绵

羊群体中等位基因分布不同)

U9

等%

$D

&报道绵羊

>D6%"$DG#

基因
&

,

F

和
L

等位基因频率在美利

奴羊杂种羊和新西兰罗姆尼羊
$

个不同毛用群体中

存在差异(且基因分布特征和该基因影响的性状与

$

个群体绵羊的羊毛表型性状特征相吻合)等位基

因在不同类型毛用绵羊中的分布差异表明该基因在

不同群体中受到的选择压不同(提示该基因与毛用

性状的选育相关)

本研究荧光定量结果显示(

>D6%"$%G#

基因

./
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只在甘肃高山细毛羊和小尾寒羊皮肤组织中表达(

而在其他组织中均无表达(这与
O(+

T

等%

"

&得出的

>D6%":

基因具有组织特异性表达特征的结论一

致)

>D6%"$%G#

基因在小尾寒羊皮肤中的表达量

高于甘肃高山细毛羊(且
$

个绵羊群体羔羊皮肤中

>D6%"$%G#

表达量均高于母羊(进一步证实该家

族基因的表达具有时空性%

"

&

)研究表明
>D6%"

基因在毛囊分化阶段的角质化细胞中起作用(对羊

毛形成具有至关重要的影响%

$"

&

)考虑到甘肃高山

细毛 羊 和 小 尾 寒 羊 分 别 为 细 毛 羊 和 粗 毛 羊(

>D6%"$%G#

的表达量不同(提示该基因在羊毛发

育中的重要作用)

!

!

结
!

论

>D6%"$%G#

基因在不同绵羊群体中的分布存

在差异(同时该基因的相对表达量在不同类型毛用

羊品种间存在差异(且表现出时空特异性)说明

>D6%"$%G#

基因对羊毛相关性状的形成和表型均

有影响)
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