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　 　 摘要：　 Ｋｉｓｓ⁃１ 在雌性动物生殖过程中发挥重要的作用。 为了探讨其在山羊中的功能，本研究以波尔山羊、苏
淮山羊新品系和海门山羊为研究对象，通过 ＰＣＲ 扩增、测序和序列拼接获得 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码区序列，利用生物信息

学软件分析山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因序列特征，ＲＴ⁃ＰＣＲ 试验鉴定其在山羊中的组织表达模式，采用 ＤＮＡ 池测序筛选 Ｋｉｓｓ⁃１
基因编码区 ＳＮＰｓ 位点。 结果发现 ３ 种山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码区序列长度均为 ４０８ ｂｐ，编码 １３５ 个氨基酸残基；海门

山羊与苏淮山羊新品系 Ｋｉｓｓ⁃１ 核苷酸序列一致性为 １００％，与波尔山羊的一致性为 ９８􀆰 ８０％；系统进化发育分析发

现海门山羊与苏淮山羊新品系首先聚在一起，然后再与波尔山羊聚在一起；组织表达谱显示 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因在肺脏中表

达量相对较高，在其他内脏和肌肉组织中表达量很少；ＤＮＡ 池测序发现 ２ 个 ＳＮＰｓ 位点，其中 Ａ１７５Ｃ 位点突变引起

了苏氨酸到脯氨酸的突变，Ｇ２５６Ａ 位点突变引起了丙氨酸到苏氨酸的改变。 研究结果为进一步研究山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基

因的进化、功能及其与生产性能特别是繁殖性能的关系提供一定的理论依据。
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　 　 基因 Ｋｉｓｓ⁃１ 是 １９９６ 年被发现［１］，定位于人类染

色体 １ｑ３２⁃４１［２］。 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 是 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因的编码产

物［３］，Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎｓ 的同源受体为 ＧＰＲ５４ （Ｇ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５４）。 Ｋｉｓｓ⁃１ 是一个编码孤儿 Ｇ 蛋

白偶联受体基因［４］。 近年来的研究结果表明 Ｋｉｓｓ⁃
１ ／ ＧＰＲ５４ 系统参与人和牛、羊、猪、鼠等下丘脑⁃垂
体⁃性腺轴功能的调节［５⁃７］。 在人及大鼠中，基因

Ｋｉｓｓ⁃１ 与其受体（ＧＰＲ５４）的突变或者缺失可引起性

腺功能的衰退，从而导致繁殖功能的丧失［８⁃１０］。 相

反，在脑室中注射 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 后，后备母猪初情日龄

提前［１１］。 在山羊中，Ｃａｏ 等［１２］克隆得到济宁青山羊

Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码区序列，发现开放阅读框 ４０８ ｂｐ，编
码 １３５ 个氨基酸残基，其中包含一个 １７ 个氨基酸的

信号肽，同时发现了 １ 个碱基突变位点（Ｇ３４３３Ａ）。
本研究以波尔山羊、苏淮山羊新品系和海门山羊为

研究对象，扩增山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码区序列，比较

Ｋｉｓｓ⁃１ 基因在不同山羊中的序列特征，考察其组织

表达模式，同时筛选其在不同山羊中的单核苷酸多

态性（ＳＮＰｓ）位点，为山羊的分子育种提供一定的理

论依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

在江苏省农业科学院六合动物实验基地选择健

康、体况良好的苏淮山羊新品系母羊 ３ 只，屠宰后

采集心脏、肝脏、肾脏、肺脏、卵巢和肌肉等组织样，
立即置于液氮冻藏， － ７０ ℃ 冰箱保存，用于提取

总 ＲＮＡ。
苏淮山羊新品系和波尔山羊耳组织样采自江苏

省农业科学院六合动物实验基地，海门山羊耳组织

采自海门种羊场，样品置于冰盒中带回实验室。 采

用传统的苯酚⁃氯仿法提取羊耳组织样 ＤＮＡ，ＴＥ
ｂｕｆｆｅｒ 溶解后－２０ ℃保存备用。
１．２　 组织总 ＲＮＡ 提取与反转录

采用 ＴＲｌｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）并
按照说明书提取组织总 ＲＮＡ。 琼脂糖凝胶电泳和

紫外分光光度计检测组织总 ＲＮＡ 质量，用随机引物

对总 ＲＮＡ 进行反转录，反转录产物在－２０ ℃冰箱中

保存备用。
１．３　 ＰＣＲ 扩增

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因序列

（序列号为 ＧＵ１４２８４７），采用 ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ５．０ 软件

设计引物 Ｐ１ 和 Ｐ２，分别扩增山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因第 １
外显子和第 ２ 外显子序列。 以山羊基因组 ＤＮＡ 为

模板进行 ＰＣＲ 扩增，以济宁青山羊编码区序列

（ＧＵ１４２８４７）为模板，设计 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因 ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物

Ｐ３，Ｐ４ 为内参 ＧＡＰＤＨ 引物，各引物的退火温度和

片段长度见表 １。 ＰＣＲ 反应总体系 ２０ μｌ，含模板

ＤＮＡ ６０ ｎｇ，Ｔａｑ 聚合酶（５ Ｕ ／ μｌ）０􀆰 ２ μｌ， ｄＮＴＰ（１０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ５ μｌ， 引物 （ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 各 ０􀆰 ５ μｌ，
ＭｇＣ１２（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）１􀆰 ４ μｌ，１０×缓冲液 ２ μｌ，添加灭

菌双蒸水至 ２０ μｌ。 ＰＣＲ 反应程序：９４ ℃预变性 ５
ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，３５ 个

循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。

表 １　 引物序列及 ＰＣＲ 反应参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ

　 　 引物序列（５′→３′） 退火温度（℃） 产物长度（ｂｐ） 　 　 用途

Ｐ１ ＴＣＣＴＣＣＣＴＣＴＣＴＣＴＧＴＣＴ ５６ ２１３ 序列扩增

ＴＴＴＧＣＡＴＣＡＡＴＴＣＡＣＴＧＣＴＣ

Ｐ２ ＴＴＧＴＴＧＡＧＧＧＴＧＴＧＧＡＧＣＡＣ ６１ ９８０ 序列扩增

ＡＧＧＴＣＡＣＡＣＧＣＡＧＡＧＧＡＴＴＣ

Ｐ３ ＧＡＡＴＣＣＴＡＧＡＡＣＣＡＣＡＧＧＣＴ ５７ ２６０ ＲＴ⁃ＰＣＲ（目的基因）

ＣＧＡＡＧＧＡＧＴＴＣＣＡＧＴＴＧＴＡＧ

Ｐ４ ＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴＧＧＡＧＧ ５８ ３７９ ＲＴ⁃ＰＣＲ（内参）

ＧＡＡＧＡＧＴＧＡＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧ
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１．４　 序列分析与系统发育树的构建

使用 ＤＮＡＭＡＮ６． ０、ＤＮＡＳｔａｒ 软件进行序列比

对、拼接、核苷酸序列的翻译和与其他动物的核苷酸

和氨基酸序列进行比对。 使用 ＮＣＢＩ 的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｇｏｒｆ ／ ）进行

Ｋｉｓｓ⁃１ 基因开放阅读框的预测， 在 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 服

务器上进行（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ）同
源序列的搜索。 氨基酸序列组分及蛋白质理化性质

分析使用 ＥｘＰＡＳｙ 数据库在线工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘ⁃
ｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ）。 可能的信

号肽用 ＳｉｇｎａｌＰ３．０ Ｓｅｒｖｅｒ 在线工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．
ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ｓｉｇｎａｌＰ）分析，蛋白质跨膜螺旋区预

测采 用 ＴＭｐｒｅｄ Ｓｅｒｖｅｒ 软 件 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｈ．
ｅｍｂｎｅｔ． ｏｒｇ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ＴＭＰＲＥＤ ＿ ｆｏｒｍ． ｈｔｍｌ）。 利用

ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 服务器从 ＧｅｎＢａｎｋ 中挑选 ８ 个来源于

不同动物的 Ｋｉｓｓ⁃１ 所编码的氨基酸序列（表 ２），利
用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件进行多序列比对分析和编辑校正，
采用 ＭＥＧＡ５． １ 软件包中的邻接法 （ Ｎ ｅｉｇｈｂｏｒ⁃
ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ） 构建系统发育树，自举分析 （ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｔｅｓｔ）采用 １ ０００ 次重复抽样检验获得置信度（ＢＰ）。
１．５　 ＳＮＰｓ 筛选

ＰＣＲ 扩增产物用 １％的琼脂糖凝胶电泳检测，
切胶后用 ＤＮＡ 胶回收试剂盒回收目的 ＤＮＡ 片段，
直接送往上海美吉生物公司测序。 根据序列峰图，
筛选出 ＳＮＰｓ。

表 ２　 部分哺乳动物 Ｋｉｓｓ⁃１氨基酸序列信息

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋｉｓｓ⁃１ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｍｍａｌｓ

　 　 　 物种 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 氨基酸长度（ａａ）

人 （Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ） ＮＰ＿００２２４７ １３８

黑猩猩 （Ｐａｎｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ） ＸＰ＿００９４３９４４０ １３８

猕猴 （Ｍａｃａｃａ ｍｕｌａｔｔａ） ＸＰ＿００１０９８２８４ １３８

牛 （Ｂｏｓ Ｔａｕｒｕｓ） ＸＰ＿００２６９３９４９ １３５

猪 （Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ） ＮＰ＿００１１２８４３６ １３８

大鼠 （Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ） ＮＰ＿８５９０４３ １３０

家鼠 （Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） ＮＰ＿８３９９９１ １２６

斑马鱼 （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ） ＮＰ＿００１１０６９６１ １１６

济宁青山羊 ＧＵ１４２８４７ １３５

波尔山羊 １３５

苏淮山羊新品系 １３５

海门山羊 １３５

２　 结 果

２．１　 山羊 Ｋｉｓｓ⁃１基因序列扩增

１􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测发现 ２ 对引物在苏淮

山羊新品系、波尔山羊和海门山羊中扩增效果良好（图
１），测序结果显示扩增片断长度与预期结果一致。 将

扩增获得的 ２ 段序列与引物源序列进行比对，得到山

羊 Ｋｉｓｓ⁃１基因的 ２ 个外显子序列，将 ２ 个外显子序列拼

接后得到 ３ 个山羊品种（系）Ｋｉｓｓ⁃１基因编码区全序列。

１ 和 ２ 表示第 １ 显子引物扩增片段； ３ 和 ４ 表示第 ２ 外显子引物

扩增片段；Ｍ 表示 Ｍａｒｋｅｒ。
图 １　 苏淮山羊新品系 Ｋｉｓｓ⁃１基因外显子扩增电泳图

Ｆｉｇ．１　 Ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ Ｋｉｓｓ⁃１ ｇｅｎｅ ｅｘｏｎｓ ｉｎ ｎｅｗ ｂｒｅｅｄ ｏｆ Ｓｕｈｕａｉ ｇｏａｔ
ｂｙ ＰＣＲ

２．２　 山羊 Ｋｉｓｓ⁃１基因编码区核苷酸序列特征

ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 在线软件预测发现测定的序列含有山

羊 Ｋｉｓｓ⁃１基因完整的开放阅读框，长度为 ４０８ ｂｐ（图
２）。 通过 ＤＮＡＭＡＮ 比对发现 ３ 个不同品种（系）山羊

Ｋｉｓｓ⁃１基因编码区核苷酸序列的一致性为 ９９􀆰 １２％，其
中苏淮山羊新品系与海门山羊的一致性为 １００􀆰 ００％，
与波尔山羊的一致性为 ９８􀆰 ８０％。 另外，苏淮山羊新品

系、海门山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码区核苷酸序列与哺乳动

物中人和牛的一致性分别为 ７５􀆰 ８８％和 ９５􀆰 ２２％，而与斑

马鱼的一致性为 ３１􀆰 ８７％，说明哺乳动物 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因序

列比较保守。 ３ 个不同品种（系）山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因序列

中 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ ４ 种碱基的平均含量分别为 １２􀆰 ７％、
１３􀆰 ５％、３６􀆰 ５％和 ３７􀆰 ３％，其中 Ａ＋Ｔ 为 ２６􀆰 ２％，Ｇ＋Ｃ 为

７３􀆰 ８％，可见 Ａ、Ｔ 含量远远低于 Ｇ、Ｃ 含量。
２．３　 山羊 Ｋｉｓｓ⁃１蛋白氨基酸序列特征

３ 个山羊品种（系）Ｋｉｓｓ⁃１ 基因均编码一个含有

１３５ 个氨基酸残基的蛋白质，氨基酸序列的一致性

为 ９７􀆰 ７６％，其中苏淮山羊新品系和海门山羊氨基

酸序列的一致性为 １００􀆰 ００％，苏淮山羊新品系、海
门山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 蛋白质氨基酸序列与波尔山羊的一致
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图 ２　 不同山羊品种（系）Ｋｉｓｓ⁃１基因核苷酸一致性比较

Ｆｉｇ．２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｋｉｓｓ⁃１ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｏａｔ ｂｒｅｅｄｓ

性为 ９７􀆰 ２４％（图 ３）。 另外，苏淮山羊新品系、海门

山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 蛋白质氨基酸序列与哺乳动物中人和牛

的一致性分别为 ６０􀆰 ８１％和 ９０􀆰 ３４％，而与斑马鱼的

一致性为 ２５􀆰 ８５％，说明哺乳动物 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因序列比

较保守。 ３ 个山羊品种（系）Ｋｉｓｓ⁃１ 编码蛋白质氨基

酸序列 中 丙 氨 酸 （ Ａｌａ， Ａ） 的 频 率 最 高， 均 为

１４􀆰 ８％，其次为精氨酸（Ａｒｇ，Ｒ） （１１􀆰 ９％）和脯氨酸

（Ｐｒｏ，Ｐ）（海门山羊和苏淮山羊新品系为 １１􀆰 １％，波
尔山羊为 １１􀆰 ９％），而组氨酸（Ｈｉｓ，Ｈ）的频率为 ０
（图 ４）。
２．４　 山羊 Ｋｉｓｓ⁃１蛋白理化性质

山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码的蛋白质预测相对分子量

为１４ ３８０，理论等电点为 １１􀆰 ２３。 预测蛋白质正电荷

氨基酸残基数为 １９ 个，负电荷氨基酸残基数为 ７
个，体外半衰期为 ３０ ｈ，蛋白质的不稳定系数为

４１􀆰 ８１，说明 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码的蛋白质不稳定。 山羊

Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码的蛋白质氨基酸残基亲疏水性总和

（ＧＲＡＶＹ）为－０􀆰 ４１０，说明该蛋白质的亲水性较强。
山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码的蛋白质存在一个 １７ 个氨基

酸的信号肽（图 ３），是分泌性蛋白质。 在山羊 Ｋｉｓｓ⁃
１ 基因编码的蛋白质中还发现一个从内向外（１ ａａ～
１８ ａａ）的跨膜区，说明该蛋白质是跨膜蛋白质。 同

时在 ３ 个山羊品种（系）Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码的氨基酸序

列中也发现了经典的 ＲＦ⁃ａｍｉｄｅ 结构域（图 ３）。

图 ３　 不同山羊品种（系）Ｋｉｓｓ⁃１基因编码蛋白的氨基酸序列一致性比较

Ｆｉｇ．３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｋｉｓｓ⁃１ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｏａｔｓ ｂｒｅｅｄｓ
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图 ４　 苏淮山羊新品系和波尔山羊 Ｋｉｓｓ⁃１基因编码蛋白的氨基酸组成

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ Ｋｉｓｓ⁃１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｕｈｕａｉ ａｎｄ Ｂｏｅｒ ｇｏａｔｓ

２．５　 哺乳动物 Ｋｉｓｓ⁃１系统发育分析

以鱼类（斑马鱼）为外类群，采用 ＭＥＧＡ ５．１ 软

件中的 ＮＪ 法构建了哺乳动物 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码蛋白

的系统发育树（图 ５），发现聚类结果与经典分类学

结果基本一致。 ４ 个山羊品种（系）与 ７ 个哺乳动物

聚在一起，而外类群（鱼类）自成一类；在哺乳动物

中，偶蹄目中的 ４ 个山羊品种（系）与牛、猪聚为一

类，啮齿目中的大鼠和小鼠聚为一类（ＢＰ＝ １００％），
而灵长目中的人类、黑猩猩和猕猴聚为另一类

（ＢＰ＝ ９９％）。 在偶蹄目中，牛科中的 ４ 个山羊品种

（系）与牛聚为一类（ＢＰ＝ ９９％），猪科中的猪单独聚

为一类。 在灵长目中，人科中的人和黑猩猩聚为一

类（ＢＰ＝ ９９％），猕猴科的猕猴自成一类。 在牛科

中，３ 个中国地方山羊海门山羊、苏淮山羊新品系和

济宁青山羊首先聚在一起，然后和波尔山羊聚为一

类，最后与牛科中的牛聚为一类。
２．６　 山羊 Ｋｉｓｓ⁃１基因在山羊中的组织表达谱

以苏淮山羊新品系为研究对象，考察了 Ｋｉｓｓ⁃１
基因在山羊各个内脏组织及肌肉中的组织表达模

式。 结果发现在山羊的心脏、肝脏、肾脏、肺脏、小
肠、卵巢和肌肉 ７ 个组织中，Ｋｉｓｓ⁃１ 基因仅在肺脏组

织中有一定的表达量，在其他 ６ 个组织中表达量很

少甚至没有（图 ６）。
２．７　 山羊 Ｋｉｓｓ⁃１基因编码区 ＳＮＰｓ 筛选和分析

　 　 分别以波尔山羊、苏淮山羊新品系和海门山羊

的 ＤＮＡ 池为模板，利用引物 Ｐ１ 和 Ｐ２ 对 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因

编码区进行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳

检测回收后直接进行测序。 根据测序峰图，在 ３ 个

山羊品种（系）Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码区中共发现 ２ 个 ＳＮＰ

图 ５　 １２ 个物种 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码区的蛋白质氨基酸序列 ＮＪ 系
统发育树

Ｆｉｇ．５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｗｅｌｅｖｅ ｍａｍｍａｌｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ＮＪ
ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ｆｒｏｍ
Ｋｉｓｓ⁃１

１：小肠；２：卵巢；３：肌肉；４：肾脏；５：肺脏；６：心脏；７：肝脏；Ｍ：
ｍａｒｋｅｒ。
图 ６　 苏淮山羊新品系 Ｋｉｓｓ⁃１基因组织表达谱

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ Ｋｉｓｓ⁃１ ｉｎ ｎｅｗ ｂｒｅｅｄ ｏｆ
Ｓｕｈｕａｉ ｇｏａｔ

位点（Ａ１７５Ｃ 和 Ｇ２５６Ａ） （图 ７），其中 Ａ１７５Ｃ 位点突
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变引起苏氨酸到脯氨酸的突变，Ｇ２５６Ａ 位点突变引

起丙氨酸到苏氨酸的改变。 Ａ１７５Ｃ 位点的单核苷

酸，海门山羊群体均为 Ａ，而苏淮山羊新品系和波尔

山羊群体均表现出多态（图 ７Ａ）。 Ｇ２５６Ａ 位点的单

核苷酸波尔山羊群体均为 Ｇ，而苏淮山羊新品系和

海门山羊群体均表现出多态（图 ７Ｂ）。

图 ７　 山羊群体中 Ｋｉｓｓ⁃１基因编码区 ＳＮＰｓ位点测序图

Ｆｉｇ．７　 ＳＮＰｓ ｏｆ Ｋｉｓｓ⁃１ ｃｄｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｏａｔ ｂｒｅｅｄｓ

３　 讨 论

Ｋｉｓｓ⁃１ 基因在雌性动物生殖过程中发挥着重要

的作用［１３⁃１４］，研究发现 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因部分内含子 ＳＮＰｓ
与山羊的繁殖性能显著关联［１２，１５⁃１６］，但是目前关于

山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码区序列的研究较少，关于其编

码区 ＳＮＰｓ 的研究未见报道。 本研究以 ３ 个山羊品

种（系）（苏淮山羊新品系、海门山羊和波尔山羊）
Ｋｉｓｓ⁃１ 基因为研究对象，分离其编码区全序列，结果

发现 ３ 个山羊品种（系）Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码区长度均为

４０８ ｂｐ，编码 １３５ 个氨基酸残基，这与在济宁青山羊

中的研究结果一致［１２］。 比对分析发现 ３ 个中国山

羊品种（系）（海门山羊、苏淮山羊新品系和济宁青

山羊）Ｋｉｓｓ⁃１ 基因编码区核苷酸和编码氨基酸序列

完全一致，而与波尔山羊的一致性分别为 ９８．８０％和

９７．２４％，同时聚类分析也发现中国 ３ 个山羊品种

（系）首先聚在一起，然后再与波尔山羊聚在一起，
这是因为波尔山羊是国外引进品种［１７］，所以与中国

本地的海门山羊和济宁青山羊的亲缘关系较远。

研究结果表明 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎｓ 是下丘脑⁃垂体⁃性腺

轴最有效的激活剂，在促性腺激素释放激素神经元

中表达，直接调控 ＧｎＲＨ 神经元的活动，从而对垂体

和性腺活动产生影响，进而调控动物的生殖活

动［５］。 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎｓ 通 过 一 个 Ｇ 蛋 白 偶 联 受 体

ＧＰＲ５４ 刺激 ＧｎＲＨ 的释放从而调控动物的生殖［１８］，
进一步的研究结果表明 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因的 Ｃ 末端 ＲＦ⁃
ａｍｉｄｅ（Ａｒｇ⁃Ｐｈｅ⁃Ｎ Ｈ２）是结合和激活 Ｇ 蛋白偶联受

体（ＧＰＲ） ５４ 的保守位点。 本研究发现山羊 Ｋｉｓｓ⁃１
基因编码蛋白质的氨基酸序列中也存在经典的 Ｃ
末端 ＲＦ⁃ａｍｉｄｅ 结构域，同时存在信号肽和分泌肽，
这与在其他物种中的研究结果一致［１９］，表明 Ｋｉｓｓ⁃１
基因编码的蛋白质在进化上具有高度的保守性，同
时也反映了其结构上的稳定性对生物体功能的重

要性。
Ｓｔａｆｆｏｒｄ 等研究小鼠 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因组织表达模式

时发现，Ｋｉｓｓ⁃１ 基因在所有的组织中都弱表达，仅在

肺脏和 １５ ｄ、１７ ｄ 小鼠胚胎中有比较高的表达水

平［２０］。 Ｍｕｉｒ 等研究 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因在人类各个组织中
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的表达模式，发现其主要在胎盘中表达，在其他内脏

组织和肌肉组织中表达水平非常低，但是在神经组

织中均有表达［４］。 本研究发现 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因在山羊的

组织中表达水平也很低，只有在肺脏组织里有相对

较高的表达水平，在其他内脏组织和肌肉中的表达

水平很低，其结果与前人的研究结果一致［４，２０］。
本研究发现苏淮山羊新品系、海门山羊和波尔

山羊的 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因均有 ＳＮＰｓ 位点存在，其中在苏淮

山羊新品系和海门山羊群体中的 Ｇ２５６Ａ 位点处于

Ｋｉｓｓ⁃１ 编码蛋白质的分泌肽区，但是关于突变对于

蛋白质结构、功能及山羊繁殖性能的影响还有待进

一步研究。
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７５１李隐侠等：山羊 Ｋｉｓｓ⁃１ 基因克隆、表达模式和 ＳＮＰｓ 筛选


