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摘　要：本研究采用候选基因法对与繁殖性能有关的遗传标记进行筛选，旨在为山羊高产仔数的标记辅助选择提

供确切的遗传依据。参考牛的促性腺 激 素 释 放 激 素 受 体（Ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ　ｒｅｌｅａｓｉｎｇ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧｎＲＨＲ）基 因

序列设计４对引物，采用聚合酶链式反应－单链构象多态性（ＰＣＲ－ＳＳＣＰ）技术检测ＧｎＲＨＲ基因在波尔山 羊 以 及 我

国西南地区９个地方山羊品种中的单核苷酸多态性（Ｓｉｎｇｌｅ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ），同时在川东白山羊、古

蔺马羊和贵州白山羊３个群体中研究该基因多态性与山羊产仔数之间的相关性。结果显示，４对引 物 中 只 有 引 物

Ｐ１扩增片段检测出多态性。对于Ｐ１的扩增片段，在不同的山羊品种中检测到ＡＡ、ＧＧ和ＡＧ　３种基因型，测序分

析表明ＧＧ与ＡＡ型相比有一处单碱基突变（１５４Ｇ→Ａ）。ＡＡ基因型个体在３个群体中产羔数最小二乘均值都显

著高于ＧＧ和ＡＧ基因型个体（Ｐ＜０．０５），ＧＡ基因型个体在古蔺马羊中的产羔数显著高于ＧＧ型个体（Ｐ＜０．０５），

而在其它２个品种中差异不显著（Ｐ＞０．０５）。本研究 结 果 初 步 表 明 山 羊ＧｎＲＨＲ基 因 的 突 变 与 其 繁 殖 性 能 有 关，

可能是影响山羊繁殖率的一个因素。

关键词：山羊；繁殖力；ＧｎＲＨＲ基因；ＰＣＲ－ＳＳＣＰ
中图分类号：Ｓ８２７；Ｑ３４３．１５　　　　文献标识码：Ａ　　　　文章编号：０３６６－６９６４（２０１２）０１－００２２－０７

收稿日期：２０１１－０２－２４

基金项目：国家现代农业产业技术体系建设专项（ＣＡＲＳ－３９）；重庆市自然科学基金重点项目（ＣＳＴＣ，２００９ＢＡ１０６６）；中 央 高 校 基 本 科 研 业 务 费

（ＣＤＪＸＳ１１２３０００９）

作者简介：黄杨河（１９８７－），男，广西梧州人，硕士生，主要从事分子遗传学研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｙａｎｇｈｅ＠１２６．ｃｏｍ

＊通讯作者：王凭青（１９６２－），博士，教授，主要从事分子遗传学研究，Ｔｅｌ：０２３－６５１１２７５３，Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｎｇ＿ｐｑ＠２１ｃｎ．ｃｏｍ

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｏｆ　Ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ　Ｒｅｌｅａｓｉｎｇ　Ｈｏｒｍｏｎｅ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＧｎＲＨＲ）Ｇｅｎｅ　ａｎｄ　Ｉｔｓ
Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｗｉｔｈ　Ｌｉｔｔｅｒ　Ｓｉｚｅ　ｉｎ　Ｇｏａｔｓ

ＨＵＡＮＧ　Ｙａｎｇ－ｈｅ１，ＷＡＮＧ　Ｐｉｎｇ－ｑｉｎｇ１＊，ＹＡＮＧ　Ｌｉ　１，ＣＨＵ　Ｍｉｎｇ－ｘｉｎｇ２，ＺＨＡＮＧ　Ｂａｏ－ｙｕｎ１，

ＤＥＮＧ　Ｌａ－ｍｅｉ　１，ＴＡＮ　Ｙｉｎｇ１，ＦＡＮ　Ｑｉ　１

（１．Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００３０，Ｃｈｉｎａ；２．Ｋｅｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｏｆ　Ｆａｒｍ　Ａｎｉｍａｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ　ａｎｄ　Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｉｎｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１００１９３，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅ　ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｔ　ｓｔｕｄｙ　ｗｅｒｅ　ｔｏ　ｓｅａｒｃｈ　ｆｏｒ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｍａｒｋｅｒｓ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ
ｈｉｇｈ　ｐｒｏｌｉｆｉｃａｃｙ　ｂｙ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｇｅｎｅ　ａｐｐｒｏａｃｈ　ａｎｄ　ｔｏ　ｇｉｖｅ　ａ　ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｂａｓｉｓ　ｆｏｒ　ｍａｒｋｅｒ－ａｓｓｉｓｔｅｄ
ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　ｇｏａｔｓ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ　ｔｏ　ｔｈｅ　Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ　ＧｎＲＨＲｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｆｏｕｒ
ｐａｉｒｓ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｗｅｒｅ　ｄｅｓｉｇｎｅｄ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｓｉｎｇｌｅ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ　ｏｆ　ＧｎＲＨＲｇｅｎｅ　ｉｎ　Ｂｏｅｒ
ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｎｉｎｅ　ｂｒｅｅｄｓ　ｏｆ　ｇｏａｔｓ　ｉｎ　ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ　Ｃｈｉｎａ　ｂｙ　ＰＣＲ－ＳＳＣＰ．Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｏｆ　ＧｎＲＨＲｇｅｎｅ　ａｎｄ　ｌｉｔｔｅｒ　ｓｉｚｅ　ｗａｓ　ｏｂｓｅｒｖｅｄ　ｉｎ　Ｃｈｕａｎｄｏｎｇ　Ｗｈｉｔｅ　ｇｏａｔ，Ｇｕｌｉｎ　Ｍａ
ｇｏａｔ　ａｎｄ　Ｇｕｉｚｈｏｕ　Ｗｈｉｔｅ　ｇｏａｔ．Ｏｎｌｙ　ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｂｙ　ｐｒｉｍｅｒｓ　Ｐ１ｓｈｏｗｅｄ　ｐｏｌｙｍｏｒ－
ｐｈｉｓｍｓ．Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ（ＡＡ，ＡＧ　ａｎｄ　ＧＧ）ｗｅｒｅ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｏａｔ　ｂｒｅｅｄｓ．Ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｒｅｓｕｌｔｓ　ｒｅｖｅａｌｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ＧＧ　ｈａｄ　ｏｎｅ　ｍｕｔａｔｉｏｎ（１５４Ｇ→Ａ）ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｔｏ　ＡＡ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ．



　１期 黄杨河等：促性腺激素释放激素受体（ＧｎＲＨＲ）基因多态性及其与山羊产羔数的相关性分析

Ｔｈｅ　ｇｏａｔｓ　ｗｉｔｈ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ＡＡ　ｈａｖｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｈｉｇｈｅｒ　ｌｉｔｔｅｒ　ｓｉｚｅ　ｔｈａｎ　ｔｈｏｓｅ　ｗｉｔｈ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ＧＧ　ａｎｄ
ＡＧ　ｉｎ　ｔｈｒｅｅ　ｂｒｅｅｄｓ　ｏｆ　ｇｏａｔｓ（Ｐ＜０．０５）．Ａｎｄ　ｔｈｅ　ｇｏａｔｓ　ｗｉｔｈ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ＧＡ　ｗｅｒｅ　ｈｉｇｈｅｒ　ｔｈａｎ　ｔｈｏｓｅ
ｗｉｔｈ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ＧＧ（Ｐ＜０．０５）ｉｎ　Ｇｕｌｉｎ　Ｍａ　ｇｏａｔ．Ｔｈｅ　ｆｉｎｄｉｎｇ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ＧｎＲＨＲｇｅｎｅ　ｗａｓ
ｒｅｌａｔｅｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｐｒｏｌｉｆｉｃａｃｙ　ｏｆ　ｇｏａｔｓ，ｗｈｉｃｈ　ｍａｙ　ｂｅ　ａ　ｆａｃｔｏｒ　ａｆｆｅｃｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｇｏａｔｓ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｇｏａｔ；ｐｒｏｌｉｆｉｃａｃｙ；ＧｎＲＨＲｇｅｎｅ；ＰＣＲ－ＳＳＣＰ

　　标记辅助选择育种通过影响选择的时间、强度

以及准确性而极大提高低遗传力性状的选择效果，
要实现标记辅助选择首先要找到与性状基因座相连

锁的分子遗传标记。下丘脑释放的促性腺激素释放

激素（Ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ　ｒｅｌｅａｓｉｎｇ　ｈｏｒｍｏｎｅ，ＧｎＲＨ）在

控制哺乳动 物 生 殖 生 理 和 性 腺 发 育 中 起 着 重 要 作

用［１－３］。ＧｎＲＨ通过与定位于垂体促性腺细 胞 膜 上

的促性 腺 激 素 释 放 激 素 受 体（Ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ　ｒｅｌｅａ－
ｓｉｎｇ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧｎＲＨＲ）结合，促 进 垂 体 前

叶合成 和 分 泌 促 卵 泡 素（Ｆｏｌｌｉｃｌｅ　ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ　ｈｏｒ－
ｍｏｎｅ，ＦＳＨ）和 促 黄 体 素 （Ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ　ｈｏｒｍｏｎｅ，

ＬＨ），进而调控性腺的功能，包括激素合成与配子生

成［４－６］。ＧｎＲＨＲ属于７个 跨 膜 结 构 的Ｇ蛋 白 偶 联

受体家族成员［７］，主要在垂体表面的促性腺细胞中

表达，同时在淋巴细胞、乳腺、卵巢和前列腺中也有

表达［８］。Ｋｉｍ等［９］发 现ＧｎＲＨ 基 因 及 其 受 体 基 因

表达的抑制，限制了哺乳动物的生殖活动。近年来，
许多科研人员把ＧｎＲＨＲ基因作为影响家畜繁殖性

能的候选基因来研究，取得了一系列科研成果。研

究显示，梅山猪ＧｎＲＨＲ基因１　７２１位点Ｇ等位基

因与较高的 第 一 胎 产 仔 数 和 较 高 的 黄 体 数 显 著 相

关［１０］。孙洁等［１１］发 现ＧｎＲＨＲ基 因 多 态 性 与 小 尾

寒羊的高繁 殖 力 也 存 在 相 关 性。韩 丹 等［１２］在 山 羊

ＧｎＲＨＲ基因中发现２个 多 态 位 点，并 且 这２个 多

态位点都与其产羔数显著相关，但其仅分析了西农

萨能奶山羊和波尔山羊２个品种。
我国西南地区山羊品种资源丰富，不同品种间

繁殖性状差异明显，本研究拟以该地区山羊品种为

研究对象，检测ＧｎＲＨＲ基因的多态性，并在贵州白

山羊、古蔺马羊和川东白山羊３个 群 体 中 研 究Ｇｎ－
ＲＨＲ基因多态性与山羊繁殖性状之间的相关性，从
而获得更全面准确的遗传信息，为选育高繁殖力山

羊品种的标记辅助选择提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　基因组ＤＮＡ提取

通过随机取样方法，从西南地区８个种羊场随

机抽取样本。山羊品种、数量以及采样羊场信息见

表１。使用颈静脉采血，每只山羊采集１０ｍＬ血样，
用柠檬 酸 葡 萄 糖 抗 凝，冻 存 于－２０ ℃。基 因 组

ＤＮＡ的制备使用酚氯仿抽提法，并溶于ＴＥ缓冲液

（１ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＥＤＴＡ （ｐＨ　８．０），１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．０））中，保存于４℃备用。

表１　山羊的品种、数量和羊场

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｂｒｅｅｄ，ｎｕｍｂｅｒ　ａｎｄ　ｇｏａｔｓ　ｆａｒｍ　ｏｆ　ｇｏａｔ

品种Ｂｒｅｅｄ 数量／只 Ｎｕｍｂｅｒ 羊场 Ｇｏａｔ　ｆａｒｍ

川东白山羊Ｃｈｕａｎｄｏｎｇ　Ｗｈｉｔｅ　 ５８ 重庆市云阳县一口鲜种羊场

金堂黑山羊Ｊｉｎｔａｎｇ　Ｂｌａｃｋ　 ４６ 重庆市云阳县一口鲜种羊场

波尔山羊Ｂｏｅｒ　 ４０ 重庆市云阳县一口鲜种羊场

板角山羊Ｂａｎｊｉａｏ　 ４９ 重庆市巫溪县板角山羊种羊场

大足黑山羊Ｄａｚｕ　Ｂｌａｃｋ　 ５５ 重庆市大足县大足黑山羊种羊场

贵州白山羊Ｇｕｉｚｈｏｕ　Ｗｈｉｔｅ　 １０６ 贵州省沿河县贵州白山羊种羊场

南江黄羊Ｎａｎｊｉａｎｇ　Ｂｒｏｗｎ　 ７８ 四川省南江县南江黄羊种羊场

成都麻羊Ｃｈｅｎｇｄｕ　Ｂｒｏｗｎ　 ４０ 四川省大邑县成都麻羊种羊场

古蔺马羊Ｇｕｌｉｎ　Ｍａ　 ６５ 四川省古蔺县古蔺马羊种羊场

马头山羊 Ｍａｔｏｕ　 ４６ 湖北省郧西县马头山羊种羊场

３２
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１．２　主要试剂

ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚 合 酶、ＤＮＡ 回 收 纯 化 试

剂盒、ｐＵＭ－Ｔ载 体 等 均 购 于 大 连 宝 生 物 工 程 有 限

公司。

１．３　引物设计和ＰＣＲ扩增

参照 牛ＧｎＲＨＲ 基 因 序 列（ＮＣ＿００７３０４．３）用

Ｏｌｉｇｏ　６．０软件设计４对引物，扩增山羊ＧｎＲＨＲ基

因的３个外显子。由深圳华大基因科技有限公司合

成引物，引物序列见表２。

ＰＣＲ反应总体积为２５μＬ，体系包括：１０μｍｏｌ·Ｌ
－１

上下 游 引 物 各１μＬ，１０×Ｔａｑ　Ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）

２．５μＬ，Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚 合 酶 １．０ Ｕ（０．５μＬ），

１０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ｄＮＴＰｓ　０．５μＬ，５０ｎｇ·μＬ
－１

ＤＮＡ模板３．０μＬ，超纯水１６．５μＬ。

表２　山羊促性腺激素释放激素受体基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ　２　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｇｏａｔ　ＧｎＲＨＲｇｅｎｅ

引物Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列（５′→３′）Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ
扩增区域

Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｒｅｇｉｏｎ

产物大小／ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｓｉｚｅ

Ｐ１
Ｆ：ＡＣＡＧＧＡＣＴＣＣＡＡＧＴＧＣＡＡＴＴＡＣ

Ｒ：ＣＧＡＧＡＧＴＴＴＴＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣ
外显子１　 ３０１

Ｐ２
Ｆ：ＣＧＡＧＡＡＴＧＡＡＧＴＴＧＣＴＴＴＴＡＡＡＡＣ

Ｒ：ＣＴＧＴＧＧＴＣＣＡＧＣＡＡＡＧＡＴ
外显子１　 ３０２

Ｐ３
Ｆ：ＣＴＡＴＡＣＡＴＣＴＴＴＧＧＧＡＴＧＡＴＣＣＡＴ

Ｒ：ＴＧＴＧＧＧＧＡＴＣＣＴＧＡＴＧＡＡＧＧ
外显子２　 ２２０

Ｐ４
Ｆ：ＡＡＣＴＡＣＡＡＣＴＧＡＡＴＣＡＧＴＣＣＡＡＧＡＡＣ

Ｒ：ＣＴＴＴＣＴＡＴＧＣＡＧＴＣＴＡＡＣＡＡＴＴＡＴ
外显子３　 ２６５

　　ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性

３０ｓ，退火３０ｓ（引物Ｐ１～Ｐ４的退火温度分别为６０、

６０、５６、５６℃），７２℃延 伸２０ｓ，共３５个 循 环；最 后

７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。

１．４　ＳＳＣＰ分析

将３μＬ　ＰＣＲ产物和７μＬ上样缓冲液（９８％甲

酰胺、１０％甘 油、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＥＤＴＡ（ｐＨ　８．０）、

０．０２５％二甲苯青、０．０２５％溴酚蓝）混匀，９８℃变性

１０ｍｉｎ，然后－２０℃冰 浴１０ｍｉｎ。用交联度（丙烯

酰胺∶甲叉双丙烯酰胺）为３９∶１的非变性聚丙烯酰

胺凝胶进行垂直电泳：３００Ｖ预电泳１０ｍｉｎ，１２０Ｖ电

泳２４ｈ。最后银染显色，分析带型。

１．５　克隆测序

选择 不 同 基 因 型 个 体 进 行 ＰＣＲ 扩 增，并 用

ＤＮＡ片 段 回 收 纯 化 试 剂 盒 进 行 回 收 纯 化，然 后 与

ｐＵＭ－Ｔ载体进行连接反应，１６℃过夜，构建重组质

粒，并转化入感受态细胞大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）

ＤＨ５α菌株，菌落ＰＣＲ鉴定后由深圳华大基因科技

有限公司完成测序。

１．６　统计分析

使用如下模型对试验数据进行最小二乘方差分

析，用ＳＡＳ（Ｖ８．１２）的ＧＬＭ（Ｇｅｎｅｒａｌ　ｌｉｎｅａｒ　ｍｏｄｅｌ）过

程分别比较川东白山羊、古蔺马羊 和 贵 州 白 山 羊 产

仔数在ＧｎＲＨＲ基因不同基因型之间的差异。

ｙｉｊｋｌｍ＝μ＋Ｓｉ＋ＫＳｊ＋Ｐｋ＋Ｇｌ＋ｅｉｊｋｌｍ
其中：ｙｉｊｋｌｍ 为 产 仔 数 的 记 录 值；μ为 群 体 平 均

值；Ｓｉ 为第ｉ头公羊的固定效应；ＫＳｊ 为第ｊ个产仔

季节的固定效应；Ｐｋ 为 第ｋ个 胎 次 的 固 定 效 应；Ｇｌ
为ＧｎＲＨＲ 基因第ｌ种 基 因 型 的 固 定 效 应；ｅｉｊｋｌｍ 为

随机残差效应。

２　结　果

２．１　ＰＣＲ扩增

用引物Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３和Ｐ４对 不 同 山 羊 个 体 的 基

因组进行ＰＣＲ扩 增，所 得ＰＣＲ产 物 用１．５％琼 脂

糖凝胶电泳检测（图１）。图中可以看到扩增产物没

有非特异性条带，且片段大小与预期的序列长度相

符，因此可以用于下一步ＳＳＣＰ分析。

４２
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１、２．引物Ｐ１的ＰＣＲ产 物；３、４．引 物Ｐ２的ＰＣＲ产 物；
５、６．引物Ｐ３的ＰＣＲ产 物；７、８．引 物Ｐ４的ＰＣＲ产 物；
Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准

１，２．ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　Ｐ１；３，４．ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　Ｐ２；５，
６．ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　Ｐ３；７，８．ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　Ｐ４；
Ｍ．６００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ
图１　引物Ｐ１～Ｐ４的ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｆｏｕｒ　ｐａｉｒｓ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒｓ

２．２　多态性分析

对４对引物扩增的ＰＣＲ产物分别进行了ＳＳＣＰ
分析，发现只有引物Ｐ１的扩增片段存在多态性，其

余３对引物的扩增 片 段 均 不 存 在 多 态 性。引 物Ｐ１
的ＳＳＣＰ分 析 显 示 存 在３种 基 因 型，分 别 定 义 为

ＡＡ、ＧＧ和ＡＧ型（图２）。

２．３　序列分析

选取纯合型的ＰＣＲ产 物 片 段 进 行 克 隆、测 序。
以牛的ＧｎＲＨＲ 基 因（ＮＣ＿００７３０４．３）序 列 作 为 对

照，比对发现ＧＧ与ＡＡ基因型相比在１５４ｂｐ处发

生Ｇ→Ａ的单碱基突变，该突变并未导致氨基酸的

变化，为沉默突变（图３）。

２．４　ＧｎＲＨＲ基因在１０个山羊品种中的遗传多态性

　　ＧｎＲＨＲ基因 在１０个 山 羊 品 种 中 的 基 因 型 和

等位基因频率如表３所示。

１，４，７，８，９．ＡＧ基因型；３．ＡＡ基因型；２，５，６．ＧＧ基因型

１，４，７，８，９．ＡＧ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ；３．ＡＡ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ；２，５，６．
ＧＧ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ
图２　不同山羊品种引物Ｐ１扩增片段的ＳＳＣＰ分析

Ｆｉｇ．２　ＳＳＣＰ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ｐｒｉｍｅｒ
Ｐ１ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｏａｔ　ｂｒｅｅｄｓ

图３　山羊ＧｎＲＨＲ基 因 引 物Ｐ１扩 增 产 物 中ＧＧ和ＡＡ
基因型的序列比较

Ｆｉｇ．３　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ＧＧ　ａｎｄ　ＡＡ　ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ　ｏｆ
ｐｒｉｍｅｒ　Ｐ１ｏｆ　ｇｏａｔ　ＧｎＲＨＲｇｅｎｅ

表３　１０个山羊品种中ＧｎＲＨＲ基因的基因型和等位基因频率

Ｔａｂｌｅ　３　Ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ａｎｄ　ａｌｌｅｌｅ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ　ｏｆ　ＧｎＲＨＲｇｅｎｅ　ｉｎ　ｔｅｎ　ｇｏａｔ　ｂｒｅｅｄｓ

品种Ｂｒｅｅｄ 数量Ｎｕｍｂｅｒ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ＧＧ　 ＡＡ　 ＡＧ

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ｇ　 Ａ
波尔山羊Ｂｏｅｒ　 ４０　 ０．９２５（３７） ０（０） ０．０７５（３） ０．９６２　 ０．０３８
川东白山羊Ｃｈｕａｎｄｏｎｇ　Ｗｈｉｔｅ　 ５８　 ０．３１０（１８） ０．２７５（１６） ０．４１４（２４） ０．５１７　 ０．４８３
大足黑山羊 Ｄａｚｕ　Ｂｌａｃｋ　 ５５　 ０．２００（１１） ０．２３６（１３） ０．５６４（３１） ０．４８２　 ０．５１８
贵州白山羊 Ｇｕｉｚｈｏｕ　Ｗｈｉｔｅ　 １０６　 ０．３４９（３７） ０．１８９（２０） ０．４６２（４９） ０．５８０　 ０．４２０
金堂黑山羊Ｊｉｎｔａｎｇ　Ｂｌａｃｋ　 ４６　 ０．３２６（１５） ０．２６１（１２） ０．４１３（１９） ０．５３３　 ０．４６７
成都麻羊Ｃｈｅｎｇｄｕ　Ｂｒｏｗｎ　 ４０　 ０．１００（４） ０．４００（１６） ０．５００（２０） ０．３５０　 ０．６５０
板角山羊Ｂａｎｊｉａｏ　 ４９　 ０．１６３（８） ０．４４９（２２） ０．３８８（１９） ０．３５７　 ０．６４３
南江黄羊 Ｎａｎｊｉａｎｇ　Ｂｒｏｗｎ　 ７８　 ０．５００（３９） ０．１５４（１２） ０．３４６（２７） ０．６７３　 ０．３２７
古蔺马羊 Ｇｕｌｉｎ　Ｍａ　 ６５　 ０．４４６（２９） ０．２１５（１４） ０．３３９（２２） ０．６１６　 ０．３８４
马头山羊 Ｍａｔｏｕ　 ４６　 ０．６３０（２９） ０．０２２（１） ０．３４８（１６） ０．８０４　 ０．１９６

括号内的数字表示基因型的个体数

Ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｂｒａｃｋｅｔｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ　ｔｈａｔ　ｂｅｌｏｎｇ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ　ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

５２
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　　经 χ
２ 适 合 性 检 验，贵 州 白 山 羊（χ

２＝０．２８，

Ｐ＝０．８７１）和川东白山羊（χ
２＝１．７０，Ｐ＝０．４２６）在

Ｐ１位 点 上 均 处 于 哈 迪—温 伯 格 平 衡 状 态，表 明 选

择、突变或迁移等因素对这２个山羊品种在Ｐ１位点

的基因型频率没有造成影响。古蔺马羊在Ｐ１位点

上未 达 到 哈 迪—温 伯 格 平 衡 状 态 （χ
２ ＝５．２８，

Ｐ＝０．０７１），表明选择、突变和迁移等因素影响了古

蔺马羊Ｐ１位点的基因型频率。

２．５　固定效应对贵州白山羊、古蔺马羊和川东白山

羊产羔数的影响

　　

　　对于Ｐ１扩增片段，方差分析结果表明，贵州白

山羊、古蔺马羊和川东白山羊的产羔数均受到了公

羊、产 羔 季 节 和 胎 次 的 影 响（分 别 为 Ｐ＜０．０５、

Ｐ＜０．０５和Ｐ＜０．０５），而且ＧｎＲＨＲ基因型对贵州

白山羊、古蔺马羊和川东白山羊的产羔数也有影响

（Ｐ＜０．０５）。不同ＧｎＲＨＲ基因型的贵州白山羊、古

蔺马羊和川东白山羊产羔数的最小二乘均值及标准

误见表４。

表４　不同ＧｎＲＨＲ基因型的贵州白山羊、古蔺马羊和川东白山羊产羔数的最小二乘均值及标准误

Ｔａｂｌｅ　４　Ｌｅａｓｔ　ｓｑｕａｒｅｓ　ｍｅａｎ　ａｎｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｅｒｒｏｒ　ｆｏｒ　ｌｉｔｔｅｒ　ｓｉｚｅ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＧｎＲＨＲｇｅｎｏｔｙｐｅｓ　ｉｎ　Ｇｕｉｚｈｏｕ　Ｗｈｉｔｅ，Ｇｕｌｉｎ　Ｍａ　ａｎｄ

Ｃｈｕａｎｄｏｎｇ　Ｗｈｉｔｅ　ｇｏａｔｓ

品种Ｂｒｅｅｄ 基因型 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ 样本数／只 Ｎｏ． 产羔数Ｌｉｔｔｅｒ　ｓｉｚｅ

贵州白山羊 Ｇｕｉｚｈｏｕ　Ｗｈｉｔｅ

ＧＧ　 ３７　 １．４２±０．０５ａ

ＧＡ　 ４９　 １．４８±０．０４ａ

ＡＡ　 ２０　 １．６２±０．０８ｂ

古蔺马羊 Ｇｕｌｉｎ　Ｍａ

ＧＧ　 ２９　 １．５８±０．０６ａ

ＧＡ　 ２２　 １．６９±０．０６ｂ

ＡＡ　 １４　 １．８２±０．１０ｃ

川东白山羊Ｃｈｕａｎｄｏｎｇ　Ｗｈｉｔｅ

ＧＧ　 １８　 １．６７±０．０７ａ

ＧＡ　 ２４　 １．７５±０．０６ａ

ＡＡ　 １６　 １．９５±０．０７ｂ

同一个品种具有相同字母肩标的平均值间差异不显著（Ｐ＞０．０５），具有不同字母肩标的平均值间差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｌｅａｓｔ　ｓｑｕａｒｅｓ　ｍｅａｎｓ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｇｏａｔ　ｂｒｅｅｄ　ｈａｖｅ　ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｌｅａｓｔ　ｓｑｕａｒｅ

ｍｅａｎｓ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｇｏａｔ　ｂｒｅｅｄ　ｄｉｆｆｅｒ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）

　　由表４可以看出，对于贵州白山羊，ＡＡ基因型

个体的产羔数最小二乘均值分别比ＧＧ和ＧＡ基因

型个体多０．２０（Ｐ＜０．０５）和０．１４只（Ｐ＜０．０５），

ＧＧ和ＧＡ基因型个体间的产羔数最小二乘均值没

有显著差异（Ｐ＞０．０５）；对于古蔺马羊，ＡＡ基因型

个体 产 羔 数 最 小 二 乘 均 值 比 ＧＡ 基 因 型 个 体 多

０．１３只（Ｐ＜０．０５），比 ＧＧ基 因 型 个 体 多０．２４只

（Ｐ＜０．０５），ＧＡ基因型个体产羔数最小二乘均值比

ＧＧ基因型个体多０．１１只（Ｐ＜０．０５）；对于川东白

山羊，ＡＡ基因型个体的产羔数最小二乘均值分 别

比ＧＧ和ＧＡ基因型个体多０．２８（Ｐ＜０．０５）和０．２０
只（Ｐ＜０．０５），ＧＧ和ＧＡ基因型个体间的产羔数最

小二乘均值没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

ＧｎＲＨ信号 通 路 由 于 其 在 性 别 分 化 与 生 殖 功

能中的重要作用已被广泛研究。人卵巢中ＧｎＲＨ／

ＧｎＲＨＲ系统的基 因 表 达 调 控 受 到 性 腺 类 固 醇、促

性 腺 激 素 类 激 素 和 促 性 腺 激 素 释 放 激 素 的 控

制［１３－１４］。ＧｎＲＨ分 泌 的 增 加 以 及 垂 体 ＧｎＲＨＲ浓

度的升高促 进 了 哺 乳 动 物 排 卵 的 发 生，而 ＧｎＲＨＲ
的缺失能引 起 排 卵 障 碍，从 而 导 致 不 育［１５］。Ｈｅ等

人［１６］的研究表明，日本鲆ＧｎＲＨＲ基因外显子２和

３中的ＳＮＰ位 点 与 血 清 中 雌 二 醇 水 平 和 性 腺 生 长

激素指数显著相关，这些突变影响性腺类固醇的合

成，从而影响了日本鲆的生殖过程。Ａｎｔｅｌｌｉ等［１７］研

６２
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究发现了位于人ＧｎＲＨＲ的第一个胞外环上１０４和

１０８位的基因 突 变，这 些 突 变 影 响 了 与 配 体 的 结 合

能 力，导 致 人 第 二 性 征 的 发 育 受 阻。Ｖａｇｅｎａｋｉｓ
等［１８］在特 发 性 促 性 腺 激 素 型 性 腺 功 能 减 退（Ｉｄｏ－
ｐａｔｈｉｃ　ｈｙｐｏｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｃ　ｈｙｐｏｇｏｎａｄｉｓｍ，ＩＨＨ）患者

中对ＧｎＲＨＲ基因进行了检测，在１４６位 发 现 了 脯

氨酸到丝氨酸的突变。Ｌｉｎ等［１９］研究表明，ＧｎＲＨＲ
基因和公猪 精 子 质 量 以 及 繁 殖 力 显 著 相 关。Ｙａｎｇ
等［２０］报 道 了 荷 斯 坦 牛ＧｎＲＨＲ 基 因 的 ＭｂｏⅡ和

ＢｓｐＭⅠ限制性 内 切 酶 多 态 位 点，在 第２８６位 多 态

位点，ＧＡ基因 型 较 ＧＧ基 因 型 的 公 牛 具 有 更 强 的

精子活 力，３４０位 多 态 位 点 上，具 有 Ａ或 者Ｃ等 位

基因的 公 牛 具 有 更 好 的 精 子 质 量。因 此，ＧｎＲＨＲ
基因可以作 为 影 响 精 子 质 量 的 一 个 较 好 的 遗 传 标

记。Ｄｕｎｎ等［２１］在 母 鸡 群 体 中 使 用ＰＣＲ－ＲＦＬＰ检

测ＧｎＲＨＲ基因型的多态性，结果显示，ＧｎＲＨＲ基

因对母鸡产双黄蛋和产蛋数分别具有加性效应和显

性效应。本研究检测了１０个 山 羊 品 种ＧｎＲＨＲ基

因第１、２和３外显子的多态性，只在第１外显子发

现１个Ｇ１５４Ａ的突变。该突变为沉默突变，但有研

究表明沉默突变也可影响体内蛋白的折叠和功能，
以及基因 的 表 达 和 表 现 型［２２－２３］。韩 丹 等［１２］在 波 尔

山羊第２外显 子 发 现Ｃ１４４０Ａ突 变，但 在 本 研 究 的

１０个品种中都没有发现这个突变位点，这可能是由

于该突变位点Ａ等位基因频率低造成的，在其所研

究的１００只 波 尔 山 羊 中，Ａ 等 位 基 因 的 频 率 仅 为

０．０７，与Ｃ１４４０Ａ突 变 位 点 相 比，本 研 究 检 测 到 的

Ｇ１５４Ａ突变显示出更高的多态信息含量，尤其是在

我国西南地方品种中，但不同品种等位基因频率差

异 较 大，Ｇ 等 位 基 因 在 马 头 山 羊 中 的 频 率 高 达

０．８０４，而在成都麻羊中仅为０．３５０。固定效应分析

显示，ＡＡ基因型个体在贵州白山羊、古蔺马羊和川

东白山羊３个群体中产羔数都显著高于ＧＧ和ＡＧ
基因型个体（Ｐ＜０．０５），ＧＡ基因型个体仅在古蔺马

羊中的产羔数 显 著 高 于ＧＧ型 个 体（Ｐ＜０．０５），而

在其它２个品种中差异不显著（Ｐ＞０．０５），这可能

是由于不同群体中样本数不同造成的，也可能是由

于品种间的差异造成的。

４　结　论

本研究在山羊ＧｎＲＨＲ基因第１外显子１５４位

上检测到了ＧＡ的单碱基突变。统计分析结果初

步表明山 羊ＧｎＲＨＲ 基 因 的 突 变 与 其 繁 殖 性 能 有

关，可能是影响山羊繁殖率的一个因素。
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