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#是由动物

垂体前叶嗜碱性细胞合成和分泌的一种糖蛋白类促

性腺激素!由
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和
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两个非共价结合且可解离的亚

基组成'其中!
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亚基的氨基酸序列是保守的!而
!

亚基则具有特异性!作为功能亚基与受体结合!是激

素生物活性和免疫活性的决定因素(
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在动物

卵泡发育和卵泡优势化过程中起重要作用!高浓度
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可以保证优势卵泡的后期生长!并对颗粒细胞

进行调节!促进排卵(
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#及一些生长因子协同作用!促进卵泡的发育和

排卵!在动物的生殖过程中发挥重要作用'研究表

明!应用
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处理能有效提高绵羊的情期受胎率和

总受胎率(
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%与非多胎母羊相比!
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多胎母羊

具有较高的血浆
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浓度"
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'高繁殖

力和常年发情的小尾寒羊全年各月份&
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个季节&全

年和发情期的血浆
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平均浓度均极显著高于"

0

%

%$%%%"

#低繁殖力和季节性发情的细毛羊(
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利等对南江黄羊
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基因的研究发现在
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基因定位到
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编码
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的基因列为山羊高繁殖力的候选基因'

据,中国羊品种志-记载(
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个地方

山羊品种中!大多数山羊品种繁殖力较低!济宁青山

羊繁殖力最高!济宁青山羊平均产活羔数为
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辽宁绒山羊平均产活羔数为
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'波尔山羊平均

产活羔数为
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!安哥拉山羊平均产活羔数为
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'本研究以高繁殖力"济宁青山羊#&中等繁

殖力"波尔山羊#和低繁殖力山羊品种"辽宁绒山羊
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多态性的
DSA

片段进行测序比较分

析!旨在寻找与山羊产羔数相关的遗传标记!为山羊

高繁殖力的标记辅助选择提供科学依据'
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只济

宁青山羊母羊血样采自农业部济宁青山羊保种基地

"山东省嘉祥县#'
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只辽宁绒山羊母羊血样采自

北京市门头沟区清水镇!
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只波尔山羊母羊和
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檬酸葡萄糖抗凝!

a#%b

冻存'用酚氯仿抽提法提

取基因组
DSA

!溶于
CO

缓冲液"

"%886N

.

-

!"

#E""



!

(

期 狄
!

冉等$促黄体素
!

基因多态性及其与济宁青山羊产羔数的关系

C71;!U*N

"

\

U(G%

#!

" 886N

.

-

!"

ODCA

"

\

U

(G%

##!

@b

保存'
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际第
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&<b

预

变性
<812

%

&@b

变性
'%;

!退火温度"

?@$<

&

?#$%

&

<E$<

&

?'$<b

#

'%;

!

E#b

延伸
'%;

!

'<

个循环%最

后
E#b

延伸
(812

%

@b

保存'引物
)<

和
)?

的扩

增 采 用 了
C6.P5M6K2 )*+

程 序'

)<

的

C6.P5M6K2

程序为$

&<b

预变性
<812

%

&@b

变性

'%;

!退火温度从
E@b

开始!每
'

个循环降
"b

!降

至
E%b

!当退火温度为
E%b

时设置
##

个循环!退

火时间
'%;

!各循环
E#b

延伸
'%;

%最后
E#b

延伸

(812

%

@b

保存'

)?

的
C6.P5M6K2

程序为$

&<b

预变性
<812

%

&@b

变性
'%;

!退火温度从
?'b

开

始!每
'

个循环降
"b

!降至
<<b

!当退火温度为

<<b

时设置
"@

个循环!退火时间
'%;

!各循环
E#

b

延伸
'%;

%最后
E#b

延伸
(812

%

@b

保存'产物

用
#>

琼脂糖凝胶电泳检测'

&I$

!

DDK(

分析

"G<

&

-)*+

产物和
?

&

-

上样缓冲液 "

&(>

去

离子甲酰胺&

%G%#<>

溴酚蓝&

%G%#<>

二甲苯青&

"%

886N

.

-

!"

ODCA

"

\

U($%

#&

"%>

甘油#混匀!

&(b

变性
"%812

!冰浴
"%812

!然后非变性聚丙烯酰胺

'E""
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凝胶室温电泳
@

%

<5

!银染显色'引物
)"

%

)?

所

用的聚丙烯酰胺凝胶交联度"

AP7

&

B1;

#分别为
'&

&

"

&

'&

&

"

&

#&

&

"

&

#&

&

"

&

#&

&

"

&

#&

&

"

!聚丙烯酰胺

凝胶浓度分别为
"%>

&

"#>

&

"#>

&

"#>

&

"#>

&

"#>

!电压分别为
"'%

&

"@%

&

"?%

&

"?%

&

"?%

&

"?%f

'

最后拍照&分析'

&IN

!

克隆测序

将不同基因型纯合体的
)*+

扩增产物用柱式

凝胶回收试剂盒回收纯化%回收后的
DSA

片段用

\

TOW!CO:;

J

载体连接!并转化大肠杆菌
DU<

$

菌

株!用质粒提取试剂盒提取质粒作为测序模板进行

测序!每一种基因型单独挑
#

个克隆送北京诺赛基

因组研究中心有限公司完成测序'

&IO

!

统计分析

对济宁青山羊
)"

&

)<

座位的基因型分布进行

哈迪
!

温伯格平衡检验'

配合下列模型进行最小二乘方差分析!比较济

宁青山羊产羔数在
./

!

各基因型之间的差异"对

)"

和
)<

的基因型单独进行分析#$

31

g

Ǹ

J

!

K

-

1

K

0

g

K

9

`

K

&

1

g

Ǹ

其中!

31

g

Ǹ

为产羔数的记录值%

!

为群体平均值%

-

1

为

第
1

个产羔季节的固定效应!

1F"

!

#

!

'

!

@

%

0

g

为第
g

个胎次的固定效应!

g

F"

!

#

!

'

%

9

`

为
./

!

基因第
`

种基因型的固定效应!

`F"

!

#

!

'

%

&

1

g

Ǹ

为随机残差效

应'用
,A,

"

f($"#

#的
T-W

过程完成'

!

!

结
!

果

!I&

!

(KB

扩增

所设计的
?

对引物用于
)*+

扩增都获得了特

异性的产物!片段长度与预期大小一致!且没有非特

异性扩增条带!可以直接进行
,,*)

分析'

?

对引

物的扩增结果见图
"

'

"

!

#$)<

%

'

!

@$)?

%

<

!

?$)"

%

E

!

($)#

%

&

!

"%$)'

%

""

!

"#$

)@

%

W$DSA8:7̀07

图
&

!

O

对引物对山羊
!"

!

的
(KB

扩增结果

P0

9

I&

!

(KB<,

.

*020G<50)7-614*51)2

9

)<5!"

!

4107

9

10Q

.

<0-

)2

.

-0,6-1

!I!

!

DDK(

检测

对
?

对引物扩增的
)*+

产物分别进行
,,*)

分析!发现
)"

和
)<

扩增片段存在多态性!其余
@

对引物的扩增片段均不存在多态性'

)"

扩增片段

有
'

种基因型!分别为
AA

&

AB

和
BB

"图
#

#%

)<

扩

增片段也有
'

种基因型!分别为
**

&

*D

和
DD

"图
'

#'

!!!

"

!

#

!

<

!

&$AA

型%

'

!

?

!

E

!

"%

!

"#$AB

型%

@

!

(

!

""$BB

型

"

!

#

!

<

!

&$AA

4

026/

J\

0

%

'

!

?

!

E

!

"%

!

"#$AB

4

026/

J\

0

%

@

!

(

!

""$

BB

4

026/

J\

0

图
!

!

不同山羊品种
(&

扩增片段的
DDK(

分析

P0

9

I!

!

DDK(<7<*

+

101)2(KB<,

.

*020G<50)74107

9

(&07@0226-=

675

9

)<5>-66@1

"

!

#

!

'

!

@$**

型%

<

!

?$*D

型%

E

!

($DD

型

"

!

#

!

'

!

@$**

4

026/

J\

0

%

<

!

?$*D

4

026/

J\

0

%

E

!

($DD

4

026/

J\

0

图
J

!

不同山羊品种
(N

扩增片段的
DDK(

分析

P0

9

IJ

!

DDK(<7<*

+

101)2(KB<,

.

*020G<50)74107

9

(N07@0226-=

675

9

)<5>-66@1

!IJ

!

序列分析

将克隆测序各片段经
B-A,C

!连接出山羊

./

!

基因
<=

调控区和
'

个外显子的全长共
"'%%

9

\

!与绵羊该序列的相似性为
&(>

'

测序结果显示
BB

与
AA

基因型相比在
#%#

和

#"%9

\

处分别有
*

#

A

和
*

#

C

突变"图
@

#%

DD

与

**

基因型相比在
""#@9

\

处有
"

个
*

#

C

的单碱

基突变"图
<

#!该突变没有引起氨基酸改变!是沉默

突变'

!I$

!

!"

!

基因在不同山羊品种中的遗传多态性

@

个山羊品种中
./

!

基因
#

对引物扩增片段

的等位基因频率和基因型频率见表
#

'

@E""



!

(

期 狄
!

冉等$促黄体素
!

基因多态性及其与济宁青山羊产羔数的关系

图
$

!

山羊引物
(&

中
FF

%

;;

基因型
!"!

和
!&">

.

处突变的测序峰图

P0

9

I$

!

D6

M

467G6G),

.

<-01)7)2,45<50)71<5!"!<7@!&">

.

)2FF<7@;;

9

67)5

+.

61)2

.

-0,6-(&07

9

)<5!"

!

9

676

图
N

!

山羊引物
(N

中
KK

%

RR

基因型
&&!$>

.

处突变的测序峰图

P0

9

IN

!

D6

M

467G6G),

.

<-01)7)2,45<50)7<5&&!$>

.

)2KK<7@RR

9

67)5

+.

61)2

.

-0,6-(N07

9

)<5!"

!

9

676

表
!

!

$

个山羊品种中
!"

!

基因的等位基因频率和基因型频率

L<>*6!

!

F**6*6<7@

9

67)5

+.

62-6

M

467G061)2!"

!

9

676072)4-

9

)<5>-66@1

品
!

种

B700M

济宁青山羊

]1212

4

T70

J4

6:/

辽宁绒山羊

-1:6212

4

*:;58070

4

6:/

波尔山羊

B607

4

6:/

安哥拉山羊

A2

4

67:

4

6:/

数 量
S "<' @% @% @%

)"

基因型频率

T026/

J\

0

L70

^

.02P

J

等位基因频率

ANN0N0L70

^

.02P

J

AA %$<(

"

(&

#

%$@<

"

"(

#

%$%<

"

#

#

%$<(

"

#'

#

AB %$'&

"

<&

#

%$#<

"

"%

#

%$(#

"

''

#

%$'E

"

"<

#

BB %$%'

"

<

#

%$'%

"

"#

#

%$"'

"

<

#

%$%<

"

#

#

A %$EE %$<E %$@? %$E?

B %$#' %$@' %$<@ %$#@

)<

基因型频率

T026/

J\

0

L70

^

.02P

J

等位基因频率

ANN0N0L70

^

.02P

J

** %$'(

"

<(

#

%$#(

"

""

#

"$%%

"

@%

#

"$%%

"

@%

#

*D %$@@

"

?E

#

%$E#

"

#&

#

%$%%

"

%

#

%$%%

"

%

#

DD %$"(

"

#(

#

%$%%

"

%

#

%$%%

"

%

#

%$%%

"

%

#

* %$?% %$?@ "$%% "$%%

D %$@% %$'? %$%% %$%%

括号内的数字是个体数

C502.8907;12/5097:P̀0/;:70/502.89076L12M1_1M.:N;/5:/90N62

4

/6/5070;

\

0P/1_0

4

026/

J\

0;

<E""
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由表
#

可见!

)"

的扩增片段在
@

个山羊品种中

都检测到
AA

&

AB

和
BB'

种基因型!在波尔山羊中

B

等位基因频率较高!其余
'

个品种中都是
A

等位

基因频率较高%

)<

的扩增片段在济宁青山羊中检测

到
**

&

*D

和
DD'

种基因型!在辽宁绒山羊中检测

到
**

和
*D#

种基因型!在其余
#

个山羊品种中都

只检测到
**

基因型'

经检验!济宁青山羊在
)"

&

)<

两个座位上都处

于哈迪
!

温伯格平衡状态"

)"

座位$

"

#

F"$??

!

0F

%$@'E

%

)<

座位$

"

#

F"$##

!

0F%$<@@

#!这与检测的

济宁青山羊来自一个随机交配大群体的一个随机样

本是一致的!表明济宁青山羊这
#

个座位的基因型

频率没有受到选择&突变或迁移等因素的影响'

!IN

固定效应对济宁青山羊产羔数的影响

对于
)"

扩增片段!方差分析结果表明产羔季

节和胎次对济宁青山羊产羔数都有显著影响"分别

为
0F%1%'?

和
0F%$%'"

#!

./

!

基因型对济宁青

山羊产羔数没有显著影响"

0F%$%?'

#'对于
)<

扩

增片段!方差分析结果表明产羔季节&胎次和
./

!

基因型对济宁青山羊产羔数都有显著影响"分别为

0F%$%@#

&

0F%1%'<

和
0F%$%%(

#'不同
./

!

基

因型的
"<'

只济宁青山羊母羊产羔数的最小二乘均

值及标准误见表
'

'

表
J

!

不同
!"

!

基因型的济宁青山羊产羔数的最小二乘均

值及标准误

L<>*6J

!

36<151

M

4<-61,6<7<7@15<7@<-@6--)-2)-*0556-1086

)2@0226-675!"

!

9

67)5

+.

6107E0707

9

?-6

+9

)<51

引
!

物

)71807

基因型

T026/

J\

0

样本数

S6$

产羔数
-1//07;130

AA (&

#$&%h%$#%

A

)" AB <& #$E#h%$"(

A

BB <

#$"@h%$"<

A

** <( #$#<h%$#"

B

)< *D ?E

'$"#h%$#%

A

DD #( '$#@h%$'%

A

同一对引物具有相同字母肩标的平均值间差异不显著"

0

$

%$%<

#!同一对引物具有不同字母肩标的平均值间差异极显著"

0

%

%$%"

#

-0:;/;

^

.:7080:2;K1/5/50;:80;.

\

07;P71

\

/L67/50;:80

\

:176L

\

718075:_026;1

4

21L1P:2/M1LL0702P0

"

0

$

%$%<

#

$-0:;/;

^

.:70

80:2;K1/5/50M1LL0702/;.

\

07;P71

\

/;L67/50;:80

\

:176L

\

71807

M1LL07;1

4

21L1P:2/N

J

"

0

%

%$%"

#

!!

由表
'

可见!对于
)"

扩增片段!济宁青山羊
'

种基因型之间产羔数差异均不显著"

0

$

%$%<

#'对

于
)<

扩增片段!

DD

和
*D

基因型济宁青山羊平均

产羔数分别比
**

基因型的多
%$&&

只"

0

%

%$%"

#和

%$(E

只"

0

%

%$%"

#'

J

!

讨 论

JS&

!

!"

!

基因的多态性

促黄体素的
PDSA

已从人&猪&大鼠&牛&绵羊

等几个物种中分离和鉴定(

"%

!

"<!"(

)

!已知的
./

!

基因

总的片段长度大约为
"$< 9̀

'

M

0

A2

4

0N6!B072:7M

等使用大鼠
./

!

PDSA

作为探针!从绵羊垂体

\

B+'##PDSA

文库中分离出包含绵羊
./

!

亚基

PDSA

的克隆!并获得了绵羊
./

!

亚基完整的

DSA

序列!结果表明确定的绵羊
./

!

氨基酸序列

与牛有
&(>

的相似性!与猪有
(@>

的相似性!与大

鼠有
(">

的相似性!与马属动物有
E@>

的相似性!

与人有
?&>

的相似性(

"&

)

'编码该激素
!

亚基基因

的突变往往会使动物的生殖过程出现障碍'

./

!

基因突变的研究目前主要集中在人类生殖系统疾病

方面(

#%!#"

)

!在羊&牛&猪等物种中的研究报道还不多'

f:NM0;!,6P12

等(

##

)在一个青春期延迟的男性患者

中发现
./

!

基因的一个错义突变"

TN

J

'?AQ

\

#造成

-U

不分泌!从而引起不育'

-6L7:26!)67/6

等(

#'

)在

"

个家族
#

位男性和
"

位女性中同时发现其
./

!

基因
<=

端剪切位点的纯合型突变
Rf,#e"T

#

*

!该

突变破坏了
8+SA

的剪切!造成
-U

不分泌!两性

都表现为不育'人
./

!

基因另外
#

个突变位点

"

C7

\

(A7

4

/

RN0"<C57

#被证明与促性腺激素不足型

性腺机能减退"

5

J\

6

4

62:M6/76

\

1P5

J\

6

4

62:M1;8

!

UU

#没有相关性(

#@

)

'王爱华等在猪
./

!

基因的
'

个外显子以及
'=

调控区内都没有发现任何突变位

点!仅在
#

个内含子中各发现
"

个多态性位点(

#<

)

'

李利等用酶切的方法对南江黄羊
./

!

基因的研究

发现在
@%"

位点存在
"

个突变"

T

#

A

或
*

#!与产羔

数没有显著相关"

0

$

%$%<

#!但
AA

基因型母羊第
#

胎后产羔数与窝重有增加的趋势(

&

)

'

本研究在山羊
./

!

基因
<=

调控区发现
#

处突

变
#%#*

#

A

和
#"%*

#

C

!在
@

个山羊品种中都检测

到了
'

种基因型"

AA

&

AB

和
BB

#%在外显子
#

的

""#@9

\

处检测到
*

#

C

突变!只在济宁青山羊中

检测到了全部
'

种基因型"

**

&

*D

和
DD

#!辽宁绒

山羊中没有
DD

基因型!而在波尔山羊和安哥拉山

羊
#

个外来品种中都只检测到
**

基因型!这可能
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(

期 狄
!

冉等$促黄体素
!

基因多态性及其与济宁青山羊产羔数的关系

是由国内外品种在该位点的差异所致'

JI!

!

!"

!

基因与繁殖性能的关系

[.8:7

通过建立
./

!

基因敲除小鼠模型阐明

了该基因对哺乳动物繁殖性能的影响(

#?

)

'

./

!

基

因敲除小鼠能够存活但出生后性腺不再发育!没有

繁殖能力'

./

!

基因敲除的雄性小鼠表现为睾丸

变小!血浆和睾丸内的睾酮水平降低!精子发育全部

停留在精原细胞阶段%

./

!

基因敲除的雌性小鼠表

现为性腺机能低下!血浆中雌激素和孕激素的水平

降低!卵泡不发育!黄体缺失!这表明
./

!

基因对哺

乳动物的性成熟和生殖能力起着至关重要的作用'

此外!还发现多种转录因子如孤核受体&类固醇生成

因子
!"

&早期生长应答蛋白
"

等通过与
./

!

基因启

动子区直接结合而对该基因的表达进行调控(

#E!#&

)

!

该基因其它区域是否存在调控位点尚不明确'本研

究在山羊
./

!

基因
<=

调控区检测到了
#

处突变!尽

管这些突变与产羔数没有显著相关"

0

$

%$%<

#!但

<=

调控区很可能存在某种转录因子的识别位点!这

些位点可能与转录因子结合!从而直接影响
./

!

基

因的表达'因此不同品种之间
-U

表达量的差异可

能与该区域的多态性有关!这有待进一步研究证实'

另外!本研究在山羊
./

!

基因外显子
#

检测到

""#@*

#

C

突变!该突变与产羔数极显著相关"

0

%

%$%"

#'虽然该突变没有引起氨基酸改变!但可以推

测该位点可能与控制济宁青山羊高繁殖力的主效基

因存在连锁关系'

本研究虽然没有检测
./

!

基因内含子是否存

在多态性!但已有研究表明某些基因的内含子也参

与基因的表达调控!内含子对基因的特异性表达是

必不可少的(

'%!'"

)

!因此进一步分析山羊
./

!

基因内

含子序列&检测是否存在
,S)

位点以及这些突变位

点是否会影响
./

!

基因的表达量同样具有很高的

价值'由于本研究检测的品种数和样本数较少!所

获得的结论只是初步的!值得增加山羊品种数&扩大

样本数!进行标记与产羔性能关联作深入研究'

$

!

结 论

本研究在
@

个山羊品种
./

!

基因
<=

调控区都

检测到
'

种基因型"

AA

&

AB

和
BB

#!发现
#

处突变

#%#*

#

A

和
#"%*

#

C

%对于该基因外显子
#

!只在济

宁青山羊中检测到全部
'

种基因型"

**

&

*D

和

DD

#!辽宁绒山羊中没有检测到
DD

基因型!而在波

尔山羊和安哥拉山羊两个外来品种中都只检测到

**

基因型!在
""#@9

\

处检测到
*

#

C

突变!且该

突变与产羔数极显著相关'
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