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　 　 摘要:　 为探讨 ＮＲ５Ａ１ 基因能否作为湖羊产羔性状的候选基因ꎬ同时寻找与湖羊繁殖性能相关的分子标记ꎬ以
高繁殖力湖羊为研究对象ꎬ采用 ＤＮＡ 池结合测序方法筛选 ＮＲ５Ａ１ 基因在湖羊中的 ＳＮＰｓ 位点ꎬ并利用 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ
和 ＡＳ￣ＰＣＲ 方法进行多态位点分型ꎬ利用 ＳＰＳＳ 软件分析不同基因型与湖羊产羔数的相关性ꎮ 结果表明ꎬ在湖羊

ＮＲ５Ａ１ 基因中检测到 ６ 个 ＳＮＰｓ 位点ꎬ分析发现 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位点为 ＴａｑＩ 酶切位点ꎬ其余 ５ 个位点处没有酶切位点存

在ꎮ 在湖羊群体中ꎬｇ.３３６２Ｇ / Ｃ(ＧＧ、ＧＣ、ＣＣ)、ｇ.４３４２Ｇ / Ａ(ＧＧ、ＧＡ、ＡＡ)、 ｇ.４６６６Ｃ / Ｔ(ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ) 、ｇ.６０５２Ａ / Ｇ(ＧＧ、
ＡＧ、ＡＡ) 和 ｇ.６９９１Ｔ / Ｇ(ＴＴ、ＴＧ、ＧＧ)位点均检测到 ３ 种基因型ꎬ而 ｇ.５６９９Ｃ / Ｇ 位点在湖羊群体中仅发现 ２ 种基因型

ＧＧ 和 ＧＣꎮ ６ 个位点的多态信息含量(ＰＩＣ)从 ０.３０６ 到 ０.３７５ 不等ꎬ均属于中度多态(０.２５<ＰＩＣ<０.５０)ꎬ杂合度(Ｈｅ)
从 ０.３７７ 到 ０.５００ꎬ在这 ６ 个 ＳＮＰｓ 位点中ꎬ仅 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位点处于 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态ꎮ 连锁分析发现ꎬｇ.３３６２
Ｇ / Ｃ 和 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ ２ 位点在湖羊群体中紧密连锁ꎬ二者共构建了 ８ 种单倍型组合ꎬＡＡＧＧ 为主要的单倍型ꎬ占总数的

３５􀆰 ９０％ꎬＡＧＣＧ 和 ＡＡＣＧ 次之ꎬ分别占总数的 ２０􀆰 ３０％和 １８􀆰 ７５％ꎮ 关联分析发现 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位点 ＧＧ 型湖羊的平均产

羔数显著高于 ＡＡ 型(Ｐ<０􀆰 ０５)和 ＡＧ 型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其余位点的各基因型在湖羊的头胎产羔数、二胎产羔数、三胎产羔

数和平均产羔数间差异均不显著ꎮ ＡＡＧＧ 单倍型和 ＡＡＣＧ 单倍型的二胎产羔数比 ＡＧＣＧ 单倍型的二胎产羔数分别

多 ０􀆰 ４０ (Ｐ<０􀆰 ０５)和 ０􀆰 ５３ (Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ差异显著ꎮ 说明ꎬＮＲ５Ａ１ 基因对湖羊产羔数有一定的影响ꎬｇ.６０５２Ａ / Ｇ位点、ｇ.
３３６２ Ｇ / Ｃ 和 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 连锁可作为湖羊繁殖性能的有效遗传标记ꎬ用于湖羊的分子选育ꎮ
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ＬＩ Ｙｉｎ￣ｘｉａ１ꎬ２ꎬ　 ＺＨＡＮＧ Ｊｕｎ１ꎬ２ꎬ　 ＱＩＡＮ Ｙｏｎｇ１ꎬ２ꎬ　 ＭＥＮＧ Ｃｈｕｎ￣ｈｕａ１ꎬ２ꎬ　 ＷＡＮＧ Ｈｕｉ￣ｌｉ１ꎬ２ꎬ　 ＺＨＯＮＧ Ｓｈｅｎｇ１ꎬ２ꎬ
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(１.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ Ｒｅｐｒｏｄｕｃ￣
ｔｉｏｎꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ
ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｈｕ
ｓｈｅｅｐꎬＳＮＰｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ.
Ｈｉｇｈ ｆｅｃｕｎｄｉｔｙ ｓｈｅｅｐ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅꎬ
ｔｈｅ ＳＮＰｓ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ
ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｗｅｒｅ ａｎａ￣
ｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ＳＰＳＳ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｓｉｘ ＳＮＰｓ ｌｏｃｕｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ
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Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ. ｇ.６０５２Ａ / Ｇ ｌｏｃｕｓ ｏｗｎｅｄ ｔｈｅ ＴａｑＩ ｅｎｚｙｍｅ ｓｉｔｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｆｉｖｅ ＳＮＰｓ ｗｅｒｅ ａｂｓｅｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ｓｉｔｅｓ. Ｉｎ Ｈｕ
ｓｈｅｅｐ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｃｉ ｏｆ ｇ.３３６２Ｇ / Ｃ(ＧＧꎬ ＧＣꎬ ＣＣ)ꎬ ｇ.４３４２Ｇ / Ａ(ＧＧꎬ ＧＡꎬ ＡＡ)ꎬ ｇ.
４６６６Ｃ / Ｔ(ＣＣꎬ ＣＴꎬ ＴＴ)ꎬ ｇ. ６０５２Ａ / Ｇ ( ＧＧꎬ ＡＧꎬ ＡＡ) ａｎｄ ｇ. ６９９１Ｔ / Ｇ ( ＴＴꎬ ＴＧꎬ ＧＧ) ａｎｄ ｏｎｌｙ ｔｗｏ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎ
ｇ.５６９９Ｃ / Ｇ (ＧＧꎬ ＧＣ) ｌｏｃｕｓ. Ｔｈｅ ＰＩＣ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｓｉｘ ＳＮＰｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ０.３０６ ｔｏ ０.３７５ ａｎｄ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｐｏｌｙｍｏｒ￣
ｐｈｉｓｍ (０.２５<ＰＩＣ<０.５０)ꎬ ｔｈｅ Ｈｅ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ０.３７７ ｔｏ ０.５００ꎬ ａｎｄ ｏｎｌｙ ｇ.６０５２Ａ / Ｇ ｌｏｃｕｓ ｗａｓ ｉｎ Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂ￣
ｒｉｕｍ. Ｌｉｎｋａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｏｃｕｓ ｏｆ ｇ.３３６２ Ｇ / Ｃ ａｎｄ ｇ.６０５２Ａ / Ｇ ｗｅｒｅ ｃｌｏｓｅ ｌｉｎｋａｇｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃ￣
ｔｅｄ ｅｉｇｈｔ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓꎬ ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ＡＡＧＧ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ３５.９０％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ＡＧＣＧ ａｎｄ
ＡＡＣＧ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ２０.３０％ ａｎｄ １８.７５％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｏｆ ｅｗｅｓ ｗｉｔｈ ＧＧ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ａｔ ｇ. ６０５２Ａ / Ｇ ｌｏｃｕｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＡＡ ａｎｄ ＡＧ (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅｓ ａｍｏｎｇ ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｆｉｖｅ ｌｏｃｉ. Ｔｈｅ ｅｗｅｓ ｗｉｔｈ ＡＡＧＧ
ａｎｄ ＡＡＣＧ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｈａｖｅ ０.４０ (Ｐ<０􀆰 ０５) ａｎｄ ０.５３ (Ｐ<０􀆰 ０１) ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｗｉｔｈ ＡＧＣＧ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃ￣
ｏｎｄ ｂｉｒｔｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ ｈａｓ ｃｅｒｔａｉｎ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｔｏ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ
ｓｉｚｅ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐꎬ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｌｏｃｕｓ ｏｆ ｇ.６０５２Ａ / Ｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｎｋａｇｅ ｏｆ ｇ.３３６２ Ｇ / Ｃ ａｎｄ ｇ.６０５２Ａ / Ｇ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｇｅ￣
ｎｅｔｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｒｅｅｄ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｈｕ ｓｈｅｅｐꎻ ＮＲ５Ａ１ꎻ ＳＮＰｓꎻ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰꎻ ＡＳ￣ＰＣＲꎻ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 ＮＲ５Ａ１ꎬ又名 ＳＦ￣１ 和 Ａｄ４ＢＰ[１]ꎬ是核受体 ＮＲ５Ａ
家族中第 １ 个被发现的成员ꎬ也是一种重要的转录

因子ꎬ与哺乳动物雌性生殖、卵泡发育、类固醇生成

等关系密切[２￣４]ꎮ ＮＲ５Ａ１ 于 １９９２ 年在小鼠 Ｙ１ 细胞

和牛肾上腺中首先被分离ꎬ研究发现其在哺乳动物

垂体、肾上腺、脾脏、皮肤和性腺等组织中均有表达ꎬ
在肾上腺和卵巢中高表达ꎬ但在肝脏中不表达[５]ꎮ
Ｓａｄｏｖｓｋｙ 等[６]研究发现 ＮＲ５Ａ１ 基因在内分泌和繁

殖系统的发育和分化中发挥重要的作用ꎮ ＮＲ５Ａ１
基因缺失的小鼠肾上腺和性腺发育不完全[７]ꎬ卵泡

颗粒细胞特异性敲除 ＮＲ５Ａ１ 基因的雌性小鼠胚胎

期和出生时卵巢发育正常ꎬ但成年个体不孕ꎬ卵巢组

织中缺乏黄体ꎬ与 ＥＳＲ１ 和芳香酶敲除小鼠的表型

一致ꎬ因此颗粒细胞中 ＮＲ５Ａ１ 基因是维持雌性卵巢

功能和繁殖力所必需的[８￣９]ꎮ 大部分关于人类的研

究结果表明 ＮＲ５Ａ１ 基因突变与性别发育紊乱相关

联[１０￣１１]ꎮ Ｌｉｎ 等[１０] 在 ＮＲ５Ａ１ 基因中发现了 ４ 个错

义突变(Ｖ１５Ｍ、Ｍ７８Ｉ、Ｇ９１、Ｌ４３７Ｑ)与人类性别发育

紊乱相关联ꎻＡｃｈｅｒｍａｎｎ 等[１１] 在人类研究中发现

ＮＲ５Ａ１ 一个是杂合的 Ｇ３５Ｅ 突变ꎬ破坏了 ＮＲ５Ａ１ 基

因 ｐ￣ｂｏｘ 初级 ＤＮＡ 结合基序进而降低了靶基因的

结合和反式激活ꎻ另一个是纯合的 Ｒ９２Ｑ 突变ꎬ破坏

了 ＮＲ５Ａ１ 基因 Ａ￣ｂｏｘ 二级 ＤＮＡ 结合基序ꎬ从而导

致了 ＮＲ５Ａ１ 基因活性的部分丢失ꎮ 且 ＮＲ５Ａ１ 基因

多态性与卵巢功能早衰有关联ꎬ突变型个体血浆 Ｅ２
水平显著下降[１２]ꎬ说明 ＮＲ５Ａ１ 突变与哺乳动物性

别发育和卵巢功能有重要关系ꎮ 目前 ＮＲ５Ａ１ 基因

的相关研究仅集中在人类[１３]、大鼠[１４]、小鼠[１５]、
牛[１６]和猪[１７]ꎬ羊的研究非常少ꎬ几乎没有涉及基因

多态性与绵羊繁殖性能的关联性研究ꎮ 本研究以高

繁殖力绵羊品种湖羊为研究对象ꎬ采用 ＤＮＡ 池测序

法筛选 ＮＲ５Ａ１ 基因在湖羊群体中的 ＳＮＰｓ 位点、采
用 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 和 ＡＳ￣ＰＣＲ 方法对 ＳＮＰｓ 位点进行基

因分型ꎬ分析不同基因型与湖羊产羔数的关联性ꎬ寻
找与繁殖相关的遗传标记ꎬ为绵羊的遗传选育提供

一定依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物

１３９ 只湖羊由江苏省姜堰市海伦羊业有限公

司统一饲养管理ꎬ营养以及饲养管理条件一致ꎮ
其产羔资料由公司提供ꎮ 每个个体采集耳组织

样ꎬ置冰桶中带回实验室ꎬ － ２０ ℃ 保存ꎮ 组织样

ＤＮＡ 的提取采用酚 /仿抽提法ꎬＴＥ Ｂｕｆｆｅｒ 溶解后

－２０ ℃保存ꎮ
１.２　 引物合成与 ＰＣＲ 扩增

根据绵羊 ３ 号染色体中 ＮＲ５Ａ１ 基因序列(序列

号:ＮＣ＿０１９４６０.１)ꎬ采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设

计 ４ 对针对 ＮＲ５Ａ１ 基因内含子 ３ 的特异性引物

(Ｐ１~Ｐ４)ꎬ用于筛选湖羊 ＮＲ５Ａ１ ＳＮＰｓ 位点ꎬ引物由

上海捷瑞生物技术有限公司合成ꎬ引物序列的相关

信息见表 １ꎮ
ＰＣＲ 反应体系为 ２０􀆰 ０ μｌ ꎬ含模板 ＤＮＡ ６０ ｎｇ、

Ｔａｑ 聚合酶(５ Ｕ / μｌ)０􀆰 ２ μｌ、ｄＮＴＰ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ５
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μｌ、引物(１００ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ５ μｌ、ＭｇＣｌ２(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)
１􀆰 ４ μｌ 和 １０ ×缓冲液 ２􀆰 ０ μｌꎬ添加灭菌双蒸水至

２０􀆰 ０ μｌꎮ ＰＣＲ 扩增程序:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃

变性 ３０ ｓꎬ退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎬ７２
℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ

表 １　 ＮＲ５Ａ１ 基因序列 ＳＮＰｓ筛选及分型所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ＳＮＰｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ＮＲ５Ａ１

引物名称 　 　 　 　 序列(５′→３′) Ｔｍ(℃) 片段大小 (ｂｐ) 用途

ＮＲ５Ａ１￣Ｐ１ Ｆ:ＴＣＡＡＧＧＡＧＣＴＧＧＡＧＧＴＧＡ ５４ １ ０７７ ＳＮＰｓ 筛选

Ｒ:ＴＧＧＧＡＴＧＴＴＣＴＴＣＣＧＴＧＴ

ＮＲ５Ａ１￣Ｐ２ Ｆ:ＴＡＧＧＴＧＣＣＡＧＧＡＴＡＡＧＴＡＧＧ ５４ １ ２７９

Ｒ:ＧＣＴＣＡＧＡＧＧＴＧＡＧＡＡＡＴＧＡＡ

ＮＲ５Ａ１￣Ｐ３ Ｆ:ＧＧＧＡＣＡＧＴＧＡＡＡＴＧＧＡＴＧＡ ５２ １ １８０

Ｒ:ＴＣＡＡＧＡＴＧＧＧＴＣＡＴＴＡＧＧＣ

ＮＲ５Ａ１￣Ｐ４ Ｆ:ＡＧＡＡＣＧＣＣＴＡＡＴＧＡＣＣＣＡ ５４ １ １１５

Ｒ:ＣＴＣＴＧＴＡＣＣＣＡＧＡＣＣＴＣＧＡ

ｇ.３３６２ Ｐ５ Ｆ１:ＣＴＡＴＣＴＧＴＴＴＣＣＣＴＧＴＣＴＧ ５０ ７４７ ＡＳ￣ＰＣＲ

Ｆ２:ＣＴＡＴＣＴＧＴＴＴＣＣＣＴＧＴＣＴＣ

Ｒ:ＴＧＧＧＡＴＧＴＴＣＴＴＣＣＧＴＧＴ

ｇ.４３４２ Ｐ６ Ｆ: ＴＡＧＧＴＧＣＣＡＧＧＡＴＡＡＧＴＡＧＧ ５２ ４０９ ＡＳ￣ＰＣＲ

Ｒ１: ＣＴＧＡＣＡＡＴＧＣＧＣＴＣＡＡＧＧ

Ｒ２:ＴＴＧＡＣＡＡＴＧＣＧＣＴＣＡＡＧＧ

ｇ.４６６６ Ｐ７ Ｆ１: ＡＣＡＧＡＡＣＡＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＴ ５３ ５６３ ＡＳ￣ＰＣＲ

Ｆ２:ＡＣＡＧＡＡＣＡＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＣ

Ｒ:ＧＣＴＣＡＧＡＧＧＴＧＡＧＡＡＡＴＧＡＡ

ｇ.６０５２ Ｐ８ Ｆ:ＧＧＧＡＣＡＧＴＧＡＡＡＴＧＧＡＴＧＡ ５２ １ １８０ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ

Ｒ:ＴＣＡＡＧＡＴＧＧＧＴＣＡＴＴＡＧＧＣ

ｇ.５６９９ Ｐ９ Ｆ:ＧＧＧＡＣＡＧＴＧＡＡＡＴＧＧＡＴＧＡ ５５ ４２２ ＡＳ￣ＰＣＲ

Ｒ１:ＧＡＧＣＧＣＣＧＧＣＴＣＴＧＴＧＡＴ

Ｒ２:ＣＡＧＣＧＣＣＧＧＣＴＣＴＧＴＧＡＴ

ｇ.６９９１ Ｐ１０ Ｆ:ＡＧＡＡＣＧＣＣＴＡＡＴＧＡＣＣＣＡ ５２ ５５８ ＡＳ￣ＰＣＲ

Ｒ１:ＡＴＧＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＧＧＣＡＡＡＧ

Ｒ２:ＣＴＧＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＧＧＣＡＡＡＧ

１.３　 ＳＮＰｓ 筛选

每 ５ 个湖羊耳组织的 ＤＮＡ 样组成一个 ＤＮＡ
池ꎬ以 ＤＮＡ 池为模板ꎬ对湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ扩增产物回收后送往上海美吉生物技术有限

公司测序ꎬ根据测序结果查找 ＳＮＰｓ 位点ꎮ
１.４　 克隆测序

将回收纯化的目的片段与 ＰＣＲ ２.１ 载体充分混

匀ꎬ在恒温金属浴中 １６ ℃连接过夜ꎬ将全部连接液

转化到感受态细胞ꎬ涂于含氨苄抗性的 ＬＢ 板 ３７ ℃
过夜培养ꎮ 挑取单克隆摇菌提质粒ꎬＰＣＲ 鉴定阳性

克隆送美吉生物公司进行测序ꎮ
１.５　 基因分型

根据测序结果ꎬＮＲ５Ａ１ 基因共有 ６ 个 ＳＮＰｓ 位

点ꎬ分别是 ｇ.３３６２Ｇ / Ｃ、 ｇ.４３４２Ｇ / Ａ、 ｇ.４６６６Ｃ / Ｔ、 ｇ.
５６９９Ｃ / Ｇ、 ｇ. ６０５２Ａ / Ｇ 和 ｇ. ６９９１Ｔ / Ｇꎮ 其 中

ｇ.６０５２Ａ / Ｇ突变为 ＴａｑＩ 酶识别位点ꎬ用 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ
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技术进行基因分型ꎬ其余 ５ 个 ＳＮＰｓ 位点用 ＡＳ￣ＰＣＲ
(Ａｌｌｅｌｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ)方法分型ꎬ所用引物Ｐ５~ Ｐ１０
序列信息见表 １ꎮ ＲＦＬＰ 技术 ＰＣＲ 反应体系和程序

同方法 １.２ꎬ产物经 １％琼脂糖凝胶电泳ꎬＧｏｌｄ ｖｉｅｗ(Ｉ
型核酸染色剂)染色检测扩增结果ꎮ ＴａｑＩ 内切酶酶

切体系 １５􀆰 ０ μｌꎬ含 ＰＣＲ 产物 ５􀆰 ０ μｌ、ＴａｑＩ(１０ Ｕ / μｌ)
０􀆰 ５ μｌ、１０×缓冲液 １􀆰 ０ μｌ 和灭菌双蒸水 ９􀆰 ０ μｌꎮ ３７
℃酶切 ３ ｈꎮ 用 ３％琼脂糖凝胶电泳检测酶切产物ꎬ
培清 ＪＳ￣７８０ 全自动凝胶成像分析仪进行成像分析ꎮ
ＡＳ￣ＰＣＲ(Ａｌｌｅｌｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ)基因分型具体方法如

下:每个位点设计 ２ 对引物ꎬ如 ｇ. ３３６２ Ｐ５、ｇ. ４３４２
Ｐ６、ｇ.４６６６ Ｐ７、ｇ.５６９９ Ｐ９、ｇ.６９９１ Ｐ１０(表 １)ꎬ其中

ｇ.３３６２ Ｐ５和 ｇ.４６６６ Ｐ６ 中上游引物 ３′端最后一个碱

基有 差 异ꎬ 下 游 引 物 为 共 用 引 物ꎬ ｇ. ４３４２ Ｐ６、
ｇ.５６９９ Ｐ９、ｇ.６９９１ Ｐ１０ 中下游引物 ３′端最后一个碱

基有差异ꎬ上游引物为共用引物ꎮ 将每个位点的 ２
对引物分别对同一样本进行 ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 扩增产

物经 １.５％琼脂糖凝胶电泳鉴定ꎬ培清 ＪＳ￣７８０ 全自动

凝胶成像分析仪进行成像分析ꎮ
１.６　 数据分析

统计各位点基因型频率、等位基因频率、多态信

息含量、 群体杂合度ꎬ 并进行卡方检验ꎮ 利用

ＳＰＳＳ１８.０ 软件中 Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方法统计不同基

因型与湖羊产羔数的关联性ꎮ

２　 结 果

２.１　 ＰＣＲ 产物扩增

利用设计的 ４ 对引物扩增湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因目

的条带ꎬ产物经过 １％的琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ结果

如图 １ 所示ꎬ各引物的 ＰＣＲ 条带特异性好ꎬ扩增片

段大小与目的条带大小一致ꎮ
２.２　 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因多态位点的筛选

以湖羊 ＤＮＡ 池为模板对 ＮＲ５Ａ１ 基因序列进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后测

序ꎮ 应用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件对测序结果进行比对ꎬ根据

测序峰图ꎬ在湖羊中发现 ６ 个 ＳＮＰｓ 位点(图 ２)ꎬ分
别命名为 ｇ. ３３６２Ｇ / Ｃ、 ｇ. ４３４２Ｇ / Ａ、 ｇ. ４６６６Ｃ / Ｔ、 ｇ.
５６９９Ｃ / Ｇ、 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 和 ｇ.６９９１Ｔ / Ｇꎮ

Ｐ１~Ｐ４:湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因不同引物扩增基因片段ꎻＭ:５０００ ｂｐ
Ｍａｒｋｅｒꎮ
图 １　 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因不同引物扩增产物电泳图谱

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

图 ２　 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因 ＳＮＰｓ位点筛选测序结果

Ｆｉｇ.２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＮＰｓ ｌｏｃｕｓ ｉｎ ＮＲ５Ａ１ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ
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２.３　 基因分型

２.３.１　 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位点 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 分型　 ＮＲ５Ａ１ 基

因 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位点处于 ＴａｑＩ 酶切位点内ꎬ用 ＰＣＲ￣
ＲＦＬＰ 方法进行分型试验ꎮ 对 １３９ 只湖羊样本进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ用琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ片段长度与预

期长度一致ꎮ 用 ＴａｑＩ 酶对 ＰＣＲ 产物进行酶切后出

现 ３ 种基因型 ＡＡ(６１５ ｂｐ、５６５ ｂｐ)、ＡＧ(６１５ ｂｐ、５６５
ｂｐ、４０６ ｂｐ、２０９ ｂｐ)和 ＧＧ(５６５ ｂｐ、４０６ ｂｐ、２０９ ｂｐ)ꎬ
电泳图谱见图 ３ꎮ

ＡＡ、ＡＧ 和 ＧＧ 为 ３ 种不同基因型ꎻＭ 为 １ ０００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒꎮ
图 ３　 湖羊 ＮＲ５Ａ１基因 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ位点 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 分型电泳图

Ｆｉｇ.３ 　 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｔ ｇ. ６０５２Ａ / Ｇ ｌｏｃｕｓ ｉｎ Ｈｕ
ｓｈｅｅｐ

２. ３. ２ 　 ｇ. ３３６２Ｇ / Ｃ、 ｇ. ４３４２Ｇ / Ａ、 ｇ. ４６６６Ｃ / Ｔ、
ｇ.５６９９Ｃ / Ｇ和 ｇ.６９９１Ｔ / Ｇ 位点 ＡＳ￣ＰＣＲ 分型 　 湖羊

ＮＲ５Ａ１ 基因 ｇ.３３６２Ｇ / Ｃ、 ｇ.４３４２Ｇ / Ａ、 ｇ.４６６６Ｃ / Ｔ、 ｇ.
５６９９Ｃ / Ｇ 和 ｇ.６９９１Ｔ / Ｇ 位点未发现酶切位点ꎬ选择

ＡＳ￣ＰＣＲ 方法进行基因分型ꎮ 利用引物 ｇ.３３６２ Ｐ５、ｇ.
４３４２ Ｐ６、ｇ.４６６６ Ｐ７、ｇ.５６９９ Ｐ９、ｇ.６９９１ Ｐ１０ 对 １３９ 头

湖羊 ＤＮＡ 样本进行 ＰＣＲ 扩增和电泳ꎬ根据不同引物

扩增目的条带的有无进行基因分型ꎬ结果在湖羊中 ｇ.
３３６２Ｇ / Ｃ(ＧＧ、ＣＧ、ＣＣ)、 ｇ.４３４２Ｇ / Ａ(ＧＧ、ＧＡ、ＡＡ)、ｇ.
４６６６Ｃ / Ｔ(ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ)和 ｇ.６９９１Ｔ / Ｇ(ＴＴ、ＴＧ、ＧＧ)位
点发现 ３ 种基因型ꎬ而 ｇ.５６９９Ｃ / Ｇ 位点在湖羊群体中

仅发现 ２ 种基因型 ＧＧ 和 ＧＣ(图 ４)ꎮ
２.４　 ＮＲ５Ａ１ 基因多态位点的群体遗传学特征

ＮＲ５Ａ１ 基因 ６ 个 ＳＮＰｓ 位点在湖羊群体中的基

因频率、基因型频率、多态信息含量和杂合度及

Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡见表 ２ꎮ 从表 ２ 中可以看出ꎬ基
因频率在 ５ 个 ＳＮＰｓ 位点中分布相对均匀ꎬ差别不

大ꎬ但是在 ｇ.６０５２ 位点中 Ａ 基因频率高达 ７４􀆰 ８０％ꎬ
Ｇ 基因频率低达 ２５􀆰 ２０％ꎮ 多态信息含量(ＰＩＣ)从

０􀆰 ３０６ 到 ０􀆰 ３７５ 不等ꎬ 杂合度 ( Ｈｅ ) 从 ０􀆰 ３７７ 到

０􀆰 ５００ꎬ在这 ６ 个 ＳＮＰｓ 位点中ꎬ仅 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位点处

于 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态ꎬ其余 ５ 个位点均处于

ＣＣ、ＧＧ、ＣＧ、ＡＡ、ＡＧ、ＣＴ、ＴＴ 和 ＧＡ 为不同基因型ꎻＭ 为 １ ０００ ｂｐ
Ｍａｒｋｅｒꎮ
图 ４　 湖羊 ＮＲ５Ａ１ 基因 ＳＮＰｓ位点 ＡＳ￣ＰＣＲ 分型电泳图

Ｆｉｇ.４　 ＡＳ￣ＰＣＲ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＳＮＰｓ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

不平衡状态(表 ２)ꎮ
２.５　 ＮＲ５Ａ１ 基因突变位点不同基因型对湖羊产羔

数的影响

　 　 ＮＲ５Ａ１ 基因 ＳＮＰｓ 位点多态性与湖羊各胎产羔

数和平均产羔数的关联性分析结果见表 ３ꎮ 从表 ３ 可

以看出:ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位点 ＧＧ 型湖羊的头胎产羔数和

平均产羔数显著高于 ＡＧ 型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ二胎产羔数中

ＧＧ 型比 ＡＡ、ＡＧ 型分别多 ０􀆰 ２３ 头和 ０􀆰 ３３ 头ꎬ三胎产

羔数中 ＧＧ 型比 ＡＡ 和 ＡＧ 型分别多 ０􀆰 ３２ 头和 ０􀆰 ２３
头ꎬ但是均没有达到显著水平(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 其余位点

各基因型湖羊的头胎产羔数、二胎产羔数、三胎产羔

数和平均产羔数间差异均不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ尽管

ｇ.３３６２位点的 ＣＣ 型的头胎产羔数比 ＧＣ 型多 ０􀆰 ２１
头ꎬｇ.４３４２ 位点的 ＧＧ 型的三胎产羔数比 ＡＡ 型多

０􀆰 ３３ 头ꎬｇ.５６９９ 位点的 ＧＧ 型二胎产羔数比 ＧＣ 型多

０􀆰 ３４ 头ꎬ但是均未达到显著水平(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
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表 ２　 ＮＲ５Ａ１ 基因 ＳＮＰｓ各位点在湖羊群体中的基因型频率、基因频率、多态信息含量及杂合度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ａｌｌｅｌｅｓꎬ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ(Ｈｅ)ꎬｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ(ＰＩＣ) ａｎｄ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｆｉｔｎｅｓｓ ｔｏ
Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｓ(ｐ￣ｖａｌｕｅ) ｏｆ ｔｈｅ ＳＮＰｓ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

位点 等位基因 基因频率 (％) 基因型 基因型频率 (％) 多态信息含量 杂合度 ｐ￣ｖａｌｕｅ

ｇ.３３６２ Ｇ ５６.１０ ＧＧ ４０.３０ ０.３７１ ０.４９３ ３.９３×１０－５∗

Ｃ ４３.９０ ＧＣ ３１.６０

ＣＣ ２８.１０

ｇ.４３４２ Ｇ ４９.６４ ＧＧ ９.３５ ０.３７５ ０.５００ ５.５７×１０－１３∗

Ａ ５０.３６ ＧＡ ８０.５８

ＡＡ １０.０７

ｇ.４６６６ Ｃ ４３.１７ ＣＣ ８.６３ ０.３７０ ０.４９１ １.５４×１０－６∗

Ｔ ５６.８３ ＣＴ ６９.０６

ＴＴ ２２.３０

ｇ.５６９９ Ｇ ５８.６３ ＧＧ １７.２７ ０.３６７ ０.４８５ ８.９５×１０－１７∗

Ｃ ４１.３７ ＧＣ ８２.７３

ｇ.６０５２ Ａ ７４.８０ ＡＡ ５６.１１ ０.３０６ ０.３７７ ０.９３２ ８

Ｇ ２５.２０ ＡＧ ３７.４１

ＧＧ ６.４７

ｇ.６９９１ Ｔ ６０.６６ ＴＴ ２８.０６ ０.３６３ ０.４７７ １.０８×１０－５∗

Ｇ ３９.３４ ＴＧ ６５.４７

ＧＧ ６.４７
∗代表此位点处于 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 不平衡状态ꎮ

表 ３　 ＮＲ５Ａ１ 基因各位点不同基因型与湖羊产羔数的关联性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

位点 基因型 湖羊数量 头胎产羔数 二胎产羔数 三胎产羔数 平均产羔数

ｇ.３３６２ ＧＧ ５６ １.７４±０.５８ａ １.８５±０.６９ａ １.６１±０.７４ａ １.７７±０.２６ａ

ＧＣ ４４ １.６０±０.５８ａ １.７６±０.６８ａ １.８３±０.５６ａ １.７１±０.３２ａ

ＣＣ ３９ １.８１±０.５１ａ １.７２±０.４５ａ １.６４±０.６１ａ １.７７±０.３５ａ

ｇ.４３４２ ＧＧ １３ １.５３±０.６６ａ １.６７±０.５０ａ ２.００±０ａ １.８０±０.３８ａ

ＧＡ １１２ １.７５±０.５４ａ １.７３±０.６１ａ １.７５±０.６７ａ １.７５±０.３２ａ

ＡＡ １４ １.７１±０.６１ａ １.９０±０.７４ａ １.６７±０.５８ａ １.７３±０.２３ａ

ｇ.４６６６ ＣＣ １２ １.５０±０.６７ａ １.６７±０.５０ａ １.６０±０.５４ａ １.６３±０.２４ａ

ＣＴ ９６ １.７２±０.５５ａ １.７７±０.５６ａ １.８２±０.６８ａ １.７８±０.３３ａ

ＴＴ ３１ １.８０±０.５５ａ １.６８±０.８０ａ １.７３±０.７０ａ １.７０±０.２９ａ

ｇ.５６９９ ＧＧ ２４ １.７７±０.６７ａ ２.１１±０.９２ａ １.７８±０.６７ａ １.８０±０.２７ａ

ＧＣ １１５ １.６５±０.５７ａ １.７７±０.５３ａ １.６９±０.６４ａ １.７４±０.３２ａ

ｇ.６０５２ ＡＡ ７８ １.７３±０.５９ａｂ １.７７±０.７１ａ １.６８±０.６９ａ １.６６±０.３２ｂｃ

ＡＧ ５２ １.６２±０.４９ｂ １.６７±０.６３ａ １.７７±０.５８ａ １.７６±０.２９ｂ

ＧＧ ９ ２.００±０.６５ａ ２.００±０ａ ２.００±０.６３ａ ２.０１±０.１０ａ

ｇ.６９９０ ＴＴ ３９ １.８２±０.５２ａ ２.００±０.７９ａ １.６４±０.７０ａ １.７８±０.２２ａ

ＴＧ ９１ １.５７±０.５９ａ １.７０±０.５６ａ １.７０±０.５６ａ １.７０±０.３４ａ

ＧＧ ９ １.７５±０.５０ａ １.７５±０.５０ａ ２.００±０.８１ａ １.９５±０.３７ａ
同一位点不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
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２.６　 ＮＲ５Ａ１ 基因突变位点单倍型分析

２.６.１　 ＮＲ５Ａ１ 基因 ｇ.３３６２ Ｇ / Ｃ 和 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位

点单倍型分型 　 经过连锁分析发现ꎬｇ.３３６２ Ｇ / Ｃ
和 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位点在湖羊群体中紧密连锁ꎬ二者

共构 建 了 ８ 种 单 倍 型 组 合: 分 别 为 ＡＧＣＧ、
ＡＧＣＣ、 ＡＡＧＧ、 ＡＡＣＣ、 ＡＡＣＧ、 ＧＧＣＧ、 ＡＧＧＧ 和

ＧＧＣＣꎬ 分 别 占 总 数 的 ２０􀆰 ３０％、 １０􀆰 ９０％、
３５􀆰 ９０％、 ５􀆰 ４７％、 １８􀆰 ７５％、 ２􀆰 ３４％、 ３􀆰 １３％ 和

３􀆰 １３％ꎮ 其中ꎬ单倍型 ＡＡＧＧ 为主要的单倍型ꎬ
占总数的 ３５􀆰 ９０％ꎬＡＧＣＧ 和 ＡＡＣＧ 次之ꎬ分别为

２０􀆰 ３０％和 １８􀆰 ７５％ꎮ

２.６.２　 单倍型组合与湖羊产羔数的相关性分析 　
由于一些单倍型数量较少ꎬ在进行关联分析时ꎬ只选

取样本含量多的单倍型组合与湖羊的产羔数进行关

联分析ꎮ 对 ＮＲ５Ａ１ 基因各个单倍型组合与湖羊各

胎次产羔数的关联分析结果见表 ４ꎮ ＡＡＧＧ 单倍型

和 ＡＡＣＧ 单倍型的二胎产羔数比 ＡＧＣＧ 单倍型的

二胎产羔数分别多 ０􀆰 ４０ (Ｐ< ０􀆰 ０５) 和 ０􀆰 ５３ (Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ差异显著ꎮ ＡＧＣＧ 单倍型的三胎产羔数比

ＡＡＣＣ 单倍型的三胎产羔数多 ０􀆰 ３５ 头ꎬＡＡＣＧ 单倍

型的平均产羔数比 ＡＧＣＣ 单倍型的平均产羔数多

０􀆰 ３４ 头ꎬ但是均未达到显著水平(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

表 ４　 ＮＲ５Ａ１ 基因单倍型与湖羊产羔数的关联分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＲ５Ａ１ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

胎次
单倍型组合的产羔数(只)

ＡＧＣＧ ＡＧＣＣ ＡＡＧＧ ＡＡＣＣ ＡＡＣＧ

头胎 １.７１±０.４５ａ １.５８±０.４９ａ １.６９±０.６１ａ １.８６±０.３５ａ １.８２±０.６５ａ

二胎 １.４７±０.５０ａ １.７８±０.４２ａｂ １.８７±０.６１ｂ １.８３±１.０６ａｂ ２.００±０.５３ｂ

三胎 １.８５±０.６６ａ １.５７±０.７２ａ １.６７±０.５７ａ １.５０±０.５０ａ １.７３±０.６２ａ

平均 １.６９±０.２４ａ １.５２±０.４７ａ １.７０±０.３８ａ １.８３±０.２９ａ １.８６±０.３５ａ
同一行中相同的字母表示差异不显著ꎬ不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

３　 讨 论

ＮＲ５Ａ１ 是核受体 ＮＲ５Ａ 家族中的重要成员之

一ꎬＮＲ５Ａ 家族在多能性、糖脂稳态平衡和类固醇生

成等方面发挥关键作用[１８]ꎮ 研究发现 ＮＲ５Ａ 家族

基因敲除的小鼠类固醇生成紊乱ꎬ繁殖力明显下降ꎬ
可见 ＮＲ５Ａ 家族是动物繁殖力 的 关 键 调 节 因

子[３ꎬ１９]ꎮ 湖羊是中国南方唯一多胎高繁殖力的绵羊

品种ꎬ其在中国低繁殖力绵羊品种改良和新品系培

育中做出了一定的贡献ꎬ目前关于 ＮＲ５Ａ１ 基因在湖

羊群体中的 ＳＮＰｓ 位点及其与湖羊产羔数关联分析

的研究还未见报道ꎮ
本研究设计特异引物扩增湖羊 ＮＲ５Ａ１ 第 ３ 内

含子的序列ꎬ并且通过 ＤＮＡ 池方法筛选其在湖羊群

体中的 ＳＮＰｓ 位点ꎬ并通过 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 和 ＡＳ￣ＰＣＲ 方

法进行分型ꎮ 结果在湖羊群体中检测到 ６ 个 ＳＮＰｓ
位点ꎬ分别为 ｇ.３３６２Ｇ / Ｃ、 ｇ.４３４２Ｇ / Ａ、 ｇ.４６６６Ｃ / Ｔ、
ｇ.５６９９Ｃ / Ｇ、 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 和 ｇ.６９９１Ｔ / Ｇꎬ并且分析了

其在湖羊群体中的遗传特性ꎮ 结果显示 ｇ.３３６２Ｇ /

Ｃ、 ｇ.４３４２Ｇ / Ａ、 ｇ.４６６６Ｃ / Ｔ、ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 和 ｇ.６９９１Ｔ /
Ｇ 在湖羊群体中均有 ３ 种基因型存在ꎬ只有 ｇ.
５６９９Ｃ / Ｇ 位点只检测到 ＧＧ 和 ＧＣ 基因型ꎬ没有发现

ＣＣ 基因型存在ꎬ其中 ＧＣ 基因型为优势基因型ꎬ可
能是因为检测的湖羊群体数量有限ꎬＣＣ 型的有无需

要扩大群体进一步验证ꎮ
多态信息含量(ＰＩＣ)、杂合度(Ｈｅ)等可用来衡

量群体内的遗传多样性[２０]ꎬ湖羊群体中 ＮＲ５Ａ１ 基

因筛选到的 ６ 个 ＳＮＰｓ 位点的 ＰＩＣ 含量在 ０􀆰 ３０６ 到

０􀆰 ３７５ 之间ꎬ杂合度(Ｈｅ)从 ０􀆰 ３７７ 到 ０􀆰 ５００ꎬＰＩＣ 大

小与遗传多样性等级表明这些位点均属于中度遗传

多态性[１２]ꎮ ｇ. ６０５２Ａ / Ｇ 位点处于 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ
平衡状态ꎬ其余 ５ 个 ＳＮＰｓ 位点均处于 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎ￣
ｂｅｒｇ 不平衡状态ꎮ 造成群体在某个位点的基因不平

衡的原因可能有以下几种:(１)对种畜选择的影响ꎻ
(２)对经济性状选择的影响ꎻ(３)对环境的适应性ꎻ
(４)样本容量的限制[２１]ꎮ 据此分析本研究中的 ５ 个

处于不平衡状态的原因有可能与种畜的选择、环境

和样本容量有关ꎬ因为这些位点首次与湖羊繁殖性
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状进行关联分析ꎬ后续有望作为分子标记用于湖羊

繁殖性状的辅助选育ꎮ
研究发现卵巢功能不全的年轻女性 ＮＲ５Ａ１ 基

因发生突变ꎬ突变型个体 ＣＹＰ１１Ａ１ 和 ＡＭＨ 基因表

达显著降低[２２]ꎬ且 ＮＲ５Ａ１ 基因多态性与卵巢功能

早衰有关联ꎬ突变型个体血浆 Ｅ２ 水平显著下降[１２]ꎬ
说明 ＮＲ５Ａ１ 基因的多态性与繁殖性能相关ꎮ 本研

究通过关联分析发现ꎬ湖羊群体中 ＮＲ５Ａ１ 基因 ６ 个

ＳＮＰｓ 中 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位点 ＧＧ 型湖羊的平均产羔数

显著高于 ＡＡ 型(Ｐ<０􀆰 ０５)和 ＡＧ 型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其余

胎次各基因型间差异不显著ꎬ因此推测 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ
位点 Ｇ 等位基因可能有利于提高湖羊产羔数ꎬ胎次

间差异不显著可能是由于湖羊个体间差异较大ꎬ标
准误差较大导致的ꎮ

绵羊繁殖力性状是一个重要的经济性状ꎬ受主

效基因的控制ꎬ同时也受多个基因和多个位点的相

互调控[１２]ꎮ 本研究中将 ＮＲ５Ａ１ 基因 ６ 个 ＳＮＰｓ 位

点进行连锁分析ꎬ发现 ｇ.３３６２ Ｇ / Ｃ 和 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位

点在湖羊群体中紧密连锁ꎬ这 ２ 个位点在湖羊群体

中共构建了 ８ 种单倍型ꎬＡＡＧＧ 为主要单倍型ꎮ 不

同单倍型与湖羊各胎次产羔数的关联分析表明ꎬ
ＡＡＧＧ 单倍型和 ＡＡＣＧ 单倍型的二胎产羔数比

ＡＧＣＧ 单倍型的二胎产羔数分别多 ０􀆰 ４０ (Ｐ<０􀆰 ０５)
和 ０􀆰 ５３ (Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ差异显著ꎮ 因此推断 ＮＲ５Ａ１ 基

因 ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位点的 ＧＧ 基因型以及 ｇ.３３６２ Ｇ / Ｃ 和

ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 两连锁位点的 ＡＡＧＧ 单倍型和 ＡＡＣＧ 单

倍型可能有利于提高湖羊的繁殖性能ꎬ建议作为分

子标记应用于高繁殖力绵羊的遗传选育ꎮ
本研究首次在湖羊群体中筛选 ＮＲ５Ａ１ 基因多

态性并将其与湖羊产羔数进行关联分析ꎮ 结果发现

ｇ.６０５２Ａ / Ｇ 位点的 ＧＧ 基因型以及 ｇ. ３３６２ Ｇ / Ｃ 和

ｇ.６０５２Ａ / Ｇ两连锁位点的 ＡＡＧＧ 单倍型和 ＡＡＣＧ 单

倍型是湖羊繁殖性能的有利基因型ꎬ可以作为高繁

殖力绵羊的遗传选育ꎮ
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