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　 　 摘要：　 以 ２８６ 只甘肃高山细毛羊为研究对象，利用 ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ 方法结合测序的方法进行 ＴＬＲ２ 基因多态位点

检测，并通过构建一般线性模型分析其多态性与体细胞评分（ＳＣＳ）的相关性，以期为甘肃高山细毛羊乳房炎抗性选

育提供参考。 结果显示，试验群体发现 ２ 种等位基因控制的 ３ 种基因型（ＡＡ、ＡＢ、ＢＢ），其中 Ｂ 等位基因为优势等

位基因，等位基因频率为 ０􀆰 ７１，而 Ａ 等位基因频率则为 ０􀆰 ２９。 经 χ２适合性检验，突变达到 Ｈａｒｄｙ⁃ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中绵羊 ＴＬＲ２ 基因序列比对显示，扩增片段分有 ５ 处核苷酸多态位点，并导致了 ３
处发生氨基酸改变。 ＡＡ 型个体的 ＳＣＳ 均值显著低于 ＡＢ、ＢＢ 型（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ａ 等位基因基因型可作为乳房炎抗性的

优良基因。 因此，可将 ＴＬＲ２ 基因作为甘肃高山细毛羊乳房炎抗感性候选基因应用于乳房炎抗性筛选。
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　 　 甘肃高山细毛羊（Ｇａｎｓｕ ａｌｐｉｎｅ ｆｉｎｅ⁃ｗｏｏｌ ｓｈｅｅｐ）
是中国育成的第一个高山型毛肉兼用细毛羊品种，它
是以新疆细毛羊、高加索细毛羊为父本，当地蒙古羊、
西藏羊为母本，经过杂交改良、横交固定、选育提高 ３
个育种阶段培育而成的。 甘肃高山细毛羊主要分布

７５３１



在祁连山高寒牧区，有优良的高原抗逆性，在高寒草

原有着重要的生态学地位和社会经济意义［１⁃２］。 品种

育成后，为提高生产性能及羊毛品质开展了大量的选

育工作并取得很大成效，但在选育过程中也出现一些

常见的控制难度大的疾病，乳房炎就是其中之一，严
重阻碍养羊业迅速发展。 乳房炎是母羊在哺乳期及

羔羊断乳前后常见的疾病，而且隐性乳房炎发病率

高，病程长，给养羊业造成严重的经济损失［３⁃４］。 链球

菌与葡萄球菌是引起乳房炎的主要病原菌［５⁃６］，但是

由于细菌的耐药性，仅利用抗生素治疗很难达到理想

的效果。 随着动物育种向分子水平发展，对乳房炎抗

性候选基因的研究成为控制乳房炎的一个新切入点。
Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲ）属于 Ｉ 型跨膜蛋白受体，该受体在

病原体入侵机体的早期即启动天然免疫［７］，在抗感染

中起重要作用。 基因多态性影响机体对疾病的遗传

易感性，基因 ＴＬＲ 位点多态性与炎性应答损伤和感染

性疾病的遗传易感性相关［８⁃１０］。 ＴＬＲ２ 基因为 ＴＬＲ 大

家族中第 ２ 个成员，ＴＬＲ２ 基因编码的蛋白质分布很

广泛，在脾脏、外周血白细胞和乳腺组织均高度表

达［１１⁃１２］，它能够识别多种病原体相关分子模式，可对

Ｇ＋菌的胞壁成分肽聚糖和脂磷壁酸、Ｇ⁃的类脂 Ａ、细
菌 ＤＮＡ 等进行模式识别，还可识别完整 Ｇ＋菌，从而

激活细胞内信号传导机制。 因此，ＴＬＲ２ 是研究羊乳

房炎抗病性的重要候选基因。
研究结果表明，乳房炎和体细胞评分（ＳＣＳ）的

遗传力系数大约为 ０．３０～ ０􀆰 ９８，并认为能够根据

ＳＣＳ 对抗乳房炎性状进行间接选择，因此 ＳＣＳ 是目

前对乳房炎进行监测最可靠的方法［１３］。 乳样中体

细胞数（ＳＣＣ）直接计数所得的数值差距范围太宽，
且为偏态的分布频率，为避免分析中的不足，呈现较

理想的统计学特征，可通过公式 ＳＣＳ ＝ ｌｇ２ （ ＳＣＣ ／
１００ ０００）＋３［１４⁃１６］将 ＳＣＣ 转换成 ＳＣＳ。

为探索甘肃高山细毛羊 ＴＬＲ２ 基因多态性与乳

房炎抗性之间的关系，本试验采用 ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ 技术

检测 ＴＬＲ２ 基因多态位点，并分析其多态性与体细

胞评分（ Ｓｏｍａｔｉｃ ｃｅｌｌｓｃｏｒｅ， ＳＣＳ） 的相关性，为进一

步研究标记辅助选择育种、培育乳房炎抗性新品系

提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 血样　 ２８６ 份甘肃高山细毛羊血液样品采自

甘肃省天祝县某规模化养殖场。
１．１．２　 乳样　 ２８６ 份乳样采自甘肃省天祝县某规模

化养殖场，每只羊采集常乳 １０ ｍｌ 左右。
１．２　 方法

１．２．１　 采血 　 每只羊于颈静脉采血 １０ ｍｌ，柠檬酸

葡萄糖（ＡＣＤ）抗凝，－２０ ℃冷冻保存备用。
１．２．２　 乳样的处理　 采用 Ｆｏｓｓｏｍａｔｉｃ Ｍｉｎｏｒ 仪器测

得体细胞数 （ ＳＣＣ）， 通过公式 ＳＣＳ ＝ ｌｇ２ （ ＳＣＣ ／
１００ ０００）＋３ 换算成体细胞评分（ＳＣＳ）。
１．２．３　 基因组 ＤＮＡ 提取　 采取常规酚氯仿抽提法

从全血中提取基因组 ＤＮＡ，经 １％琼脂糖电泳检测

后－２０ ℃冷冻保存。
１．２．４　 引物设计与合成 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 发表的绵

羊基因序列（登录号：ＮＭ⁃００１０４８２３１） 并参考相关

文献，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０ 软件对羊 ＴＬＲ２ 基因可

能存在突变位点的基因片段设计 １ 对引物（表 １）。
引物由上海生工生物有限公司合成。

表 １　 引物名称、位置及序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｎａｍｅ，ｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物 位置（ｂｐ） 序列 （５′→３′）

ＴＬＲ２⁃１ １１～３１ ＣＴＴＴＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＴＧＧＧＴＣＴ

ＴＬＲ２⁃２ ２０２～２２２ ＣＣＴＣＴＧＣＡＧＧＴＣＴＣＴＧＴＴＧＣＣ

１．２．５　 基因的扩增　 采用 ２５ μｌ 反应体系：上下游

引物各 １ μｌ，模板 ＤＮＡ ２ μｌ，灭菌双蒸水 ８􀆰 ５ μｌ，
ＤＮＡ⁃ＴＡＱ 预混酶 １２􀆰 ５ μｌ。 ＰＣＲ 反应条件： ９４ ℃预

变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５８ ℃退火 ４５ ｓ， ７２ ℃
延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 １５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ
产物用 １％的琼脂糖凝胶电泳检测。
１．２．６　 ＰＣＲ 产物的 ＳＳＣＰ 分析　 取 ２ μｌ ＰＣＲ 产物，
８ μｌ 变性剂（９８％去离子甲酰胺、０􀆰 ０３％二甲苯青、
０􀆰 ０２５％溴酚蓝、０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ混合而成），经 ９８ ℃变性

１０ ｍｉｎ，迅速放置于冰上 １０ ｍｉｎ，以保持变性状态。
在 １４％非变性聚丙烯酰胺凝胶上，４ ℃、１５０ Ｖ，电泳

１７ ｈ，银染法显色。
１．２．７　 克隆测序　 ＰＣＲ 产物经 ＳＳＣＰ 分析后，纯合

基因型个体的 ＰＣＲ 扩增产物进行凝胶纯化后送至

北京金唯智生物科技有限公司进行双向测序。 杂合

基因需进行克隆再进行测序。
１． ２． ８ 　 数 据 统 计 分 析 　 用 ＤＮＡＳＴＡＲ 中 的

Ｍｅｇａｌｉｇｎ、Ｃｌｕｓｔａｌ 对所测的甘肃高山细毛羊 ＴＬＲ２ 基
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因序列进行同源序列比对分析。 通过 ＰＯＰＧＥＮ３２
计算 ＴＬＲ２ 基因的基因型频率、等位基因频率以及

杂合度、卡方值等。 体细胞计数（ＳＣＣ） 高于 ６．４０×
１０６ 或低于５ ０００均为异常， 在分析时剔除，采用

ＳＰＳＳ１９．０ 统计软件一般线性模型，对乳房炎性状受

ＴＬＲ２ 基因各基因型影响做显著性检验。 采用下列

公式进行最小二乘分析，分析基因型效应：ｙ ｊｋｌ ＝ μ＋
Ｇ ｌ＋Ｈ ｊ＋Ｐｋ＋ｅｊｋｌ其中：ｙ ｊｋｌ为体细胞评分值；μ 为群体均

值；Ｇ ｌ为第 ｌ 种基因型的固定效应；Ｈ ｊ为第 ｊ 个羊场

的固定效应，ｊ ＝ １，２；Ｐｋ为第 ｋ 个胎次的固定效应，
ｋ＝ １，２，３；ｅｊｋｌ为随机误差效应。

２　 结 果

２．１　 ＴＬＲ２ 基因的 ＰＣＲ 扩增

应用特异性引物以提取的总 ＤＮＡ 为模板进行

ＰＣＲ 扩增，经琼脂糖凝胶电泳检测，扩增出 ２１２ ｂｐ
的特异性目的条带（图 １），与预期片段大小一致。
２．２　 ＳＳＣＰ 分型及测序分析

ＰＣＲ 产物经 ＳＳＣＰ 电泳，在扩增片段中发现多态

性，根据条带不同分为 ３ 种基因型（图 ２）：ＡＡ、ＡＢ、
ＢＢ。将不同基因型的 ＰＣＲ产物测序 ，以ＧｅｎＢａｎｋ
中羊的 ＴＬＲ２ 基因序列（登录号 ＮＭ⁃００１０４８２３１）为

参考进行序列比对分析（图 ３），共发现 ５ 个突变位

点， 分别为 ６２ ｂｐ 处 Ｇ→Ａ，７２ ｂｐ 处 Ｃ→Ｔ，９２ ｂｐ 处

Ｔ→Ｇ，１２０ ｂｐ 处 Ａ→Ｇ，１７９ ｂｐ 处Ｇ→Ａ。 突变引起 ３
处氨基酸的改变（图 ４），６２ ｂｐ 处和 １７９ ｂｐ 处核苷

酸的颠换导致精氨酸（Ａｒｇ）变为赖氨酸（Ｌｙｓ）， ９２
ｂｐ 处的核苷酸颠换导致缬氨酸（Ｖａｌ）变为甘氨酸

（Ｇｌｙ）。

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ；１～１０：ＰＣＲ 产物。
图 １　 ＴＬＲ２ 基因目的片段的扩增

Ｆｉｇ．１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ２ ｇｅｎｅ

图 ２　 ＴＬＲ２ 基因的 ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ 检测

Ｆｉｇ．２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＴＬＲ２ ｇｅｎｅ ｂｙ ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ

图 ３　 ＴＬＲ２ 基因等位基因核苷酸比对结果

Ｆｉｇ．３　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ ｏｆ ＴＬＲ２

２．３　 基因型频率与等位基因频率

根据 ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ 结果，通过遗传学统计方法对

２８６ 头甘肃高山细毛羊进行基因型频率和等位基因

频率的统计分析，结果见表 ２。
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图 ４　 ＴＬＲ２ 基因等位基因氨基酸序列比对结果

Ｆｉｇ．４　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ ｏｆ ＴＬＲ２

表 ２　 基因型频率和等位基因频率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ａｎｄ ａｌｌｅｌｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

基因型频率 等位基因频率

ＡＡ ＡＢ ＢＢ Ａ Ｂ

０．０９ ０．４１ ０．５１ ０．２９ ０．７１

２．４　 遗传多态性分析

群体的多态信息含量（ＰＩＣ）、纯合度（Ｈｏ）、杂合

度（Ｈｅ）、有效等位基因数（Ｎｅ）和 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平

衡分析结果见表 ３，由表 ３ 可以看出多态信息含量

（ＰＩＣ）为 ０．２５～ ０􀆰 ５０，处于中度多态。 经 χ２适合性

检验，χ２值为 ０􀆰 ０８５ （Ｐ＞０􀆰 ０５），该突变达到 Ｈａｒｄｙ⁃
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态。

表 ３　 ＴＬＲ２ 基因的遗传多态性指标

Ｔａｂｌｅ ３　 ＰＩＣ， Ｈｏ， Ｈｅ， Ｎｅ ａｎｄ χ２ ｏｆ ＴＬＲ２ ｇｅｎｅ

多态信息
含量

杂合度 纯合度
有效等位
基因数

卡方

０．３２７ ０．５９４ ０．４０６ １．７０１ ０．０８５

２．５　 基因型与 ＳＣＳ 相关性分析

应用 ＳＰＳＳ１９．０ 软件中的一般线性模型分析

基因型对乳房炎性状的效应，结果（表 ４） 表明，
ＡＢ 和 ＢＢ 基因型个体的 ＳＣＳ 显著高于 ＡＡ 型个

体，表明 Ａ 等位基因可能是甘肃高山细毛羊乳房

炎抗性的优势基因。

表 ４　 ＴＬＲ２基因不同基因型在群体中 ＳＣＳ的最小二乘均值及标准误

Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｇｒｏｕｐ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ ｏｆ
ＴＬＲ２ ｇｅｎｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

项目
基因型

ＡＡ ＡＢ ＢＢ

ＬＳＭ±ＳＥ ２．３２±０．４０ａ ３．２８±０．１６ｂ ３．２４±０．１５ｂ
同一行数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

３　 讨 论

３．１　 ＴＬＲ２ 基因遗传多态性分析

本试验对甘肃高山细毛羊 ＴＬＲ２ 基因的多态性

进行了分析， χ２检验结果显示，试验群体遗传突变

处于 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态， 说明所选甘肃高山

细毛羊群体 ＴＬＲ２ 基因处于遗传平衡状态。 对于一

个群体来说，Ｈｅ 与 ＰＩＣ 数值越大，反映此群体基因

的一致性越差、变异性越大，选择潜力越大；反之，数
值越小，反映群体变异越小，选择潜力也就越小［１７］。
本试验中 ＰＩＣ 达到 ０􀆰 ３２７ （０􀆰 ２５＜Ｐ＜０􀆰 ５０），为中度

多态，遗传变异大。 因此，在甘肃高山细毛羊选育过

程中应该加强人工选择的强度。 就基因频率而言，
Ａ、Ｂ 等位基因在试验羊群中均有分布，等位基因频

率分别为 ０􀆰 ２９ 和 ０􀆰 ７１，Ｂ 等位基因在群体中占优

势，可能是因为核苷酸的颠换导致蛋白质氨基酸的

改变，从而改变了基因的部分功能；另外，甘肃高山

细毛羊是毛肉兼用细毛羊品种，在对其选育过程中

可能过于注重产毛量与产肉率的提高，忽视了抗病

性的选育，从而增加了 Ｂ 等位基因频率，相对降低

了 Ａ 等位基因频率。

３．２　 ＴＬＲ２ 基因多态性与甘肃细毛羊乳房炎的关系

　 　 相关研究结果表明，ＴＬＲ２ 基因多态性与某些疾

病的发生有相关性，ＴＬＲ２ 基因参与猪链球菌诱导的

自噬作用，其多态性与蛋鸭免疫细胞因子 ＴＬ⁃２ 显著

相关，Ａｓｐ２９９Ｇｌｙ（表示 ２９９ 位点突变导致氨基酸突

变，使天冬氨酸突变为甘氨酸）与病情的严重程度

有较大相关性［１８］，Ａｒｇ６６７Ｔｒｐ（表示 ６６７ 位点突变导

致氨基酸突变，使精氨酸突变为色氨酸）多态性与

结核的易感性相关［１９］。 ＴＬＲ２ 基因能够识别完整的

Ｇ＋菌，比如引起羊乳房炎的主要致病菌金黄色葡萄

球菌和链球菌［２０］。 本试验发现甘肃高山细毛羊
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ＴＬＲ２ 基因存在多态位点，其中 １７９ ｂｐ 处发生突变，
存在多态性，这与马腾壑等［２１］ 的研究结果相近，表
明此处突变可能对乳房炎抗性有极大影响。 ＳＣＳ 与

乳房炎的遗传力约为 ０．３０～ ０􀆰 ９８，因此，本试验将

ＳＣＣ 转换为 ＳＣＳ ，并将其作为乳房炎的表征数据进

行相关性分析，结果显示不同基因型对 ＳＣＳ 影响有

显著差异， ＡＡ 基因型个体 ＳＣＳ 显著低于 ＡＢ 型和

ＢＢ 型个体（Ｐ＜０􀆰 ０５），说明 ＡＡ 基因型与乳房炎抗

病性有关，所以 Ａ 等位基因可能为抗乳房炎的优势

基因。
甘肃高山细毛羊 ＴＬＲ２ 基因有遗传多态性，属

中度多态。 ＴＬＲ２ 基因多态性对乳房炎有较大调控

作用，ＴＬＲ２ 基因可作为甘肃细毛羊乳房炎抗性的候

选基因，培育甘肃高山细毛羊乳房炎抗性品种。
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１６３１张　 欣等：甘肃高山细毛羊 ＴＬＲ２ 基因遗传多态性及其与乳房炎相关性


