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要!本研究旨在通过对山羊产羔性状的全基因组关联分析"

KJ4<

#!寻找和定位与山羊产羔性状密切关联的

新基因'以云南黑山羊
.

个公羊家系的
*&0

只山羊为试验材料!用
M88OA$-B

公司
M,D8D79K#B9.&U

芯片技术进行

<3]

分型!分型结果利用
R

8$-Ub%'&=

的线性回归模型对山羊产羔数性状进行全基因组关联分析'研究结果表明$

在
0

号染色体上有
0

个
<3],

位点与山羊产羔数达到
1Y

基因组水平显著相关"

A

$

%')(@!.

#!分别位于
-</)4%&

基因的下游和
5?>%

基因的上游&

1

个
<3],

位点与山羊产羔数达潜在关联"

A

$

0'/=@!1

#!分别位于
%

号染色体

-GHA=

基因上游!

0%

号染色体
Q

ER

#9FD9$7B8]I#9D$-

基因的上游!以及
0(

号染色体
RFJO)

基因和
5IGI0.

基

因的上游(

?B//%

基因的下游'这些基因可作为山羊产羔数性状的相关候选基因!也可为山羊产羔性状的分子机

制研究和今后标记辅助选择的开展提供理论基础及新的研究线索'
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山羊产羔数的不断提高一直是山羊生产的重要

目标!它关系到生产效率的提高和生产成本的降低'

增加山羊的胎产羔数!提高生产效益!促进养羊业向

持续环保发展道路的转变!作为一个畜牧大国和人

口大国的中国显得尤为重要'但是山羊的产羔性状

遗传力较低!是一个受微效多基因控制的复杂数量

性状!同时也受一个或多个主基因控制!常规育种手

段的运用不能在较短时期内取得明显进展!这在很
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大程度上阻碍了山羊业的快速发展'准确筛选(鉴

定产羔性状主效基因!进而进行分子育种!成为快速

改良和提高山羊产羔数的前提条件'

目前已有很多学者对山羊产羔数相关基因做了

研究!包括
J-;>

*

%

+

(

1

4

2

!/

*

0

+和
HAO!N%2

等基

因*

*

+

!而利用目前较为先进的全基因组关联分析

"

KJ4<

#技术!开展山羊产羔性状的基因挖掘和定

位的研究还未见报导'本研究拟采用
KJ4<

技术

对山羊产羔数的分子基础进行研究!以期挖掘和定

位与山羊产羔数密切相关的新基因'

#

!

材料与方法

#E#

!

试验材料

本研究试验羊只来自云南省种羊繁育推广中心

云南黑山羊核心群!由
.

个公羊家系的
*&0

只母羊

组成!采集颈静脉
@;C4

抗凝血
0A5

!

c0&m

保存

备用!记录试验羊只第二胎产羔数'

#E!

!

方法

%'0'%

!

基因组
;34

提取及检测
!!

按
W8##"

6

D!

-#AD;34@H9IB79$#-U$9

试剂盒操作流程提取血

样
;34

!

%nC@

缓冲液溶解!用
343̀

核酸蛋白

分析仪检测
;43

的浓度和质量'使
;34

的吸光

度
;̀

0.&-A

%

;̀

0(&-A

为
%'=

(

0'&

!浓度大于
1&

-

6

/

'

5

c%

(体积大于
0&

'

5

的样品作为基因分型样

品!保存于
c0&m

备用'

%'0'0

!

<3]

基因分型及质量控制
!!

将质量达标

的
;34

样品送至北京斯克尔基因生物技术有限公

司!用美国
M88OA$-B

公司的山羊
M,D8D79K#B9.&U

芯

片进行
<3]

分型'

%'0'*

!

芯片分型流程
!!

包括
;34

定量(扩增(

片段化(片段化
;34

沉淀及回收(芯片杂交(芯片

清洗(单碱基延伸及染色(芯片扫描(数据分析(得出

<3]

分型结果'

%'0')

!

质量控制
!!

使用
]8$-U

"

%'&=

#进行质量

控制*

)

+

!将
Z4a

小于
&'&1

!检出频率小于
&'/

!哈

迪
!

温伯格平衡卡方检验将
A

$

%@!&.

的
<3]

位点

排除!同时还排除检出率
$

&'/

的样本'

#EH

!

数据统计分析

%'*'%

!

表型性状统计分析
!!

用
<4<

"

('&%

#中的

?̀ 22

过程对试验羊只第二胎产羔数进行描述性

统计及羊只出生年度与产羔数的相关性分析'

%'*'0

!

群体结构分析
!!

为了消除连锁不平衡对

个体间遗传相关估计的偏差!选用常染色体上独立

的
<3],

!应用
]8$-U

"

%'&=

#全基因组
MX<

"

M"D-9$9

E

!

W

E

!,9B9D

#多维度分析*

)

+

!进行
Z;<

分析'

<3],

筛

选时以
01

个位点为一个窗口!以
1

个位点为步长!

'

0设为
&'0

!基于得到的独立
<3]

点计算个体之间

的
MX<

距离!应用
2

"

b0'%*'%

#作图*

1

+

!进而进行群

体结构分析'

%'*'*

!

全基因组关联分析
! !

运用
]5M3L

"

b%p&=

#线性回归模型进行产羔性状的全基因组关

联分析'为减少重复检验的假阳性!使用连锁不平

衡修正的
X#-SDII#-$

修正!以
01

个位点为一个窗

口!

1

个位点为步长!

'

0为
&')

!得到独立的
5;

块和

<3]

!并据此进行全基因组关联分析值校正'

%'*')

!

生物信息分析
! !

应用软件
X54<C

"

0'0(q

#将潜在关联的
<3]

位点上下
.&W

R

序列

比对到参考基因组中*

.!=

+

!得到
<3]

所在的染色体

位置坐标!结合山羊参考基因组
4--#9B9$#-!Kaa

文件!查找
<3]

位置前后
1&& L

的基因!获得

KD-D!M;

!根据
KD-D!M;

获取基因的编码区"

?;<

#序

列和
R

D

R

序列!再用基因的
R

D

R

序列进行
3I

库注

释!获取基因的注释信息'

!

!

结
!

果

!E#

!

产羔数统计结果

云南黑山羊二胎产羔数平均为
0'&)

只!变异系

数为
&'=1

!通过相关统计分析!产羔数与母羊的出

生年龄相关系数为
&'%1

!相关不显著"

A

'

&'&1

#!说

明母羊年龄对其产羔数无影响!因而在后面
KJ4<

分析中采用了线性回归模型'

!E!

!

基因分型数据质控结果

经质控后
Z4a

小于
&'&1

的位点有
.%.0

个!

检出频率
$

&'/

的位点有
**=

个!哈迪
!

温伯格平衡

卡方
A

$

&p&&&&&%

的位点有
*0=

个!检出率
$

&'/

的样本(排除染色体位置信息不确定点
)=)

个!最终

获得
0/1

个样本在
)1.&(

个位点上的分型结果

"表
%

#'

!EH

!

群体结构分析结果

通过
Z;<

分析!在常染色体可筛选出
%1*&/

个独立的
<3],

位点!以计算的
Z;<

组分
%

和组分

0

为坐标!应用
2

"

b0'%*'%

#绘制群体结构散点图

"图
%

#!

.

个公羊家系分别用一种颜色表示!由图
%

可见同一个家系个体几乎聚集在一起!并未均匀分

布!表明存在群体分层!同一家系个体间的遗传相关

程度较高'

&11
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蓉等$山羊产羔数全基因组关联分析

表
#

!

每条染色体上
K*2

数及对应的
R36:,//365

校正的
$̂

染色体水平显著阈值

F.A8,#

!

R36:,//365P03//,09,@$̂ 01/3J3-3J,PD5-,-5

4

65:50.60,91/,-138@.:9,/

Y

7.859

C

0369/38

染色体

?FI#A#,#AD

标记数

3#'#S<3],

独立的标记数

3#'#S$-"D

R

D-"D-9<3],

1Y

染色体水平显著阈值

1Y7FI#A#,#AD!T$"D,$

6

-$S$7B-99FID,F#8"

7F% 0/*0 00** 0'0)@!&1

7F0 011& %/). 0'1=@!&1

7F* 0&.0 %1&0 *'**@!&1

7F) 0%.= %11* *'00@!&1

7F1 %/=& %*10 *'=&@!&1

7F. 0&%& %)** *')/@!&1

7F= %/)( %))% *')=@!&1

7F( 0&=& %10/ *'0=@!&1

7F/ %./0 %**% *'=.@!&1

7F%& %(/* %).0 *')0@!&1

7F%% %(&/ %0.. *'/1@!&1

7F%0 %1=* %%.( )'0(@!&1

7F%* %)=( %%*) )')%@!&1

7F%) %..1 %01/ *'/=@!&1

7F%1 %)1* /(( 1'&.@!&1

7F%. %)*( %&.) )'=&@!&1

7F%= %0=& //% 1'&1@!&1

7F%( %&/. (1* 1'(.@!&1

7F%/ %%00 (%. .'%*@!&1

7F0& %0/1 //( 1'&%@!&1

7F0% %*%/ /1. 1'0*@!&1

7F00 %&)* =// .'0.@!&1

7F0* /*& .)( ='=0@!&1

7F0) %%/% (11 1'(1@!&1

7F01 =./ 1.1 ('(1@!&1

7F0. /)( =00 .'/*@!&1

7F0= (*) .10 ='.=@!&1

7F0( (&% .). ='=)@!&1

7F0/ (.= .(( ='0=@!&1

?F: %)%* (0. .'&1@!&1

C#9B8 )1.&( **.=)

!E%

!

全基因组关联分析结果

使用连锁不平衡修正的
X#-SDII#-$

进行修正!

得到独立的
5;

块和
**.=)

个独立的
<3],

用于

KJ4<

分析!据此得到
X#-SDII#-$

修正的达
1Y

基

%11



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

因组显著水平的
A

值为
%')(@!.

"

&'&1

%

**.=)

#!基

因组潜在关联阈值为
0'/=@!1

"

%

%

**.=)

#'同时根

据每条染色体上的独立
<3],

数目!得到每条染色

体水平的显著性阈值"表
%

#!通过对比!发现达到潜

在基因组水平显著差异的
<3],

位点共
=

个"图
0

!

表
0

#'图
0

和表
0

显示$

0

个
<3],

位点与山羊产

仔数达到
1Y

基因组水平显著相关"

A

$

%')(@!.

#!

分别位于
-</)4%&

基因的下游和
5?>%

基因的上

游&

1

个位点达潜在关联"

A

$

0'/=@!1

#!分别位于
%

号染色体
-GHA=

基因上游!

0%

号染色体
Q

ER

#9FD9!

$7B8]I#9D$-

基因的上游!以及
0(

号染色体
RFJO)

和

5IGI0.

基因的上游(

?B//%

基因的下游'

图
#

!

群体结构多维度分析图

N5

4

E#

!

23

>

78.9536-9/7097/,5@,695:50.9536D591J7895@5J,6-536.8-0.856

4

.6.8

C

-5-

横坐标为染色体号!

*&

代表
:

染色体'纵坐标为关联分析
A

值的
c8#

6

%&

结果'黑色实线为达基因组水平
1Y

显

著阈值线!黑色虚线为达基因组潜在关联阈值线

CFD,7B8D#-9FD:!BH$,ID

R

ID,D-9,M;#S7FI#A#,#AD,':7FI#A#,#AD$,ID

R

ID,D-9D"W

E

*&'CFD,7B8D#-9FDN!BH$,$,

9FDc8#

6

%&

"

A!VB8OD

#

,7#ID#SB,,#7$B9$#-B-B8

E

,$,'CFDW8B7U,#8$"8$-D$,"IBT-B9c8#

6

%&

"

%')(@!.

#

9#,F#T9F#,D

,$

6

-$S$7B-9B99FD

6

D-#AD!T$"D1Y9FID,F#8"

!

B-"9FDW8B7U"B,FD"8$-D$-"$7B9D,

6

D-#AD!T$"D,$

6

-$S$7B-7D#S,O

66

D,!

9$VDB,,#7$B9$#-

图
!

!

产羔数全基因组关联分析曼哈顿图

N5

4

E!

!

G.61.99.6

>

8393:

4

,63J,PD5@,.--305.9536.6.8

C

-5-:3/8.JA56

4

67JA,/

H

!

讨
!

论

全基因组关联分析"

KD-#AD!T$"DB,,#7$B9$#-

,9O"

E

!

KJ4<

#是一种利用遍布于生物体基因组中

数以百万的分子标记"主要是单核苷酸突变!即

<3]

#!并借助统计学工具对影响某些复杂性状如疾

病易感性或重要经济性状的遗传变异进行鉴定和分

析的一种新策略!其基本思想是直接检测基因本身

或基因附近微小区域的
<3]

标记与性状表型信息

的关联来实现基因的精细定位'目前!

KJ4<

技术

011
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蓉等$山羊产羔数全基因组关联分析

表
!

!

产羔数
R36:,//365

校正的
$̂

染色体水平显著的
K*2-

位点信息

F.A8,!

!

R36:,//365P03//,09,@$̂ 01/3J3-3J,PD5@,-5

4

65:50.69K*2-:3/8.JA56

4

67JA,/

标记

<3],

染色体

?FI#A#,#AD

物理位置

X]

基因型

488D8D

最近基因

3DBID,9

6

D-D

A

值

A!VB8OD

,-

R

0&).=!,7BSS#8"0&0!))1(.)) 0 *)0*1*(= C

%

? -</)4%&

"

;

#

('1=@!&=

,-

R

0&).(!,7BSS#8"0&0!))/&1%* 0 *)0.=01. C

%

K 5?>%

"

^

#

('1=@!&=

,-

R

%%)*1!,7BSS#8"%)%.!*=/1=( 0( )&10%/0& C

%

? RFJO)

"

^

#

)'&=@!&.

,-

R

)1=*%!,7BSS#8".0=!)(=).0= % ))1=.10/ 4

%

K -GHA=

"

^

#

)')/@!&.

,-

R

1)()&!,7BSS#8"(*(!*%/).&& 0( %)/)(.%) C

%

? 5IGI0.

"

^

#

%'1&@!&1

,-

R

01/1(!,7BSS#8"0.((!0.&/%. 0% .1/%/&(. C

%

? Q

ER

#9FD9$7B8]I#9D$-

"

^

#

%'(.@!&1

,-

R

1)=(%!,7BSS#8"(*(!=0(=./ 0( %0)(0=(* 4

%

? ?B//%

"

;

#

%'/0@!&1

;'<3]

位于基因的下游&

^'<3]

位于基因的上游

;'<3]8#7B9D"$-9FD"#T-,9IDBA#S9FD

6

D-D

&

^'<3]8#7B9D"$-9FDO

R

,9IDBA#S9FD

6

D-D

已在奶牛(绵羊(猪(鸡等畜种中得以应用*

(!%0

+

!挖掘

出许多与重要经济性状相关的新基因!包括繁殖(遗

传抗性(产乳性状(生长性状等重要经济性状相关的

新基因!而有关山羊产羔性状的
KJ4<

研究则未见

报导'

本研究
Z;<

分析发现试验样本存在群体分

层'已有的人类疾病的全基因组关联分析发现!由

于祖先的遗传差异引起疾病和对照间等位基因频率

的差异造成的群体分层现象!导致标记和性状间的

伪关联*

%*

+

!利用全基因组标记的遗传信息对样本遗

传相关进行估计!比系谱信息可更真实的反映个体间

的相关度!因此本研究
KJ4<

分析时使用了
Z;<

分

析产生的组分
%

作为协变量!以校正群体结构对关联

分析结果的影响*

%)

+

!对应的全基因组膨胀系数由

%p%)

(

0'%1

减小为
%

(

%'&1

!可以认为修正后得到的

结果没有受到群体分层等混杂因素的影响'

本研究在生物信息学分析中均是用差异位点与

附近基因的编码区进行比对才确认
<3]

位点是位

于该基因的上游或下游!因此本研究发现的与产羔

数相关的基因均是位于功能基因上'

本研究发现!在
0

号染色体上的
-</)4%&

基

因和
5?>%

基 因 显 著 影 响 山 羊 的 产 羔 数'

-</)4%&

基因编码钠离子推动的氯离子%碳酸氢根

"

?8

c

%

Q?̀

c

*

#交换蛋白!这个蛋白是各种细胞中重

要的胞内
R

Q

调节剂*

%1

+

!对于产羔性状的作用可能

是通过调节输卵管液中
Q?̀

c

*

的浓度!影响精子的

获能*

%.

+

!从而影响到受精率!最终影响产羔率!已有

研究表明!输卵管液中高浓度的
Q?̀

c

*

有助于精子

的获能*

%=

+

'

5?>%

基因编码
C!W#H

转录因子!这个

蛋白参与机体发育过程中的转录调节!在发育时期

的大脑皮质中有大量表达*

%(

+

!但它影响产羔性状的

途径还不清楚!有待进一步研究'

本研究还发现!在
0(

号染色体上有
*

个
<3],

位点与产羔数存在潜在关联!分布在
%0

(

)&ZW

!这

个区域内有
RFJO)

(

5IGI0.

及
?B//*

个候选

基因!但对这
*

个基因的相关功能研究极少!在山羊

中更是未见报导!所以本研究发现!它们与山羊的产

羔数存在潜在的关联还需要做大样本(更为深入的

研究!以确保得到的结论真实可靠'

本研究结果可作为山羊产羔性状的相关候选区

域和候选基因!也可为山羊产羔性状的分子机制研

究和今后的标记辅助选择的开展提供新的研究线索

和理论基础'但本研究由于经费及时间所限!只采

用了
*&0

只云南黑山羊作为试验样本!因此所获候

选区域及基因仍然需要进行更大样本的重复验证!

以确保今后在分子育种中应用的准确性和效率'

%

!

结
!

论

本研究鉴定出位于
0

号染色体上的
-</)4%&

和
5?>%

基因为影响山羊产羔性状的重要候选基

因&

0(

号染色体
%0

(

)&ZW

的区域内分布的
RFN

JO)

(

5IGI0.

和
?B//%

基因对山羊产羔数有潜

在的影响'
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