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摘要 :利用 PCR、克隆测序、序列拼接获得山羊 (Capra hircus) BM P15基因全长。利用 F2CSGE技术分析

两个外显子 ,发现山羊 BM P15编码序列的第 901处发生了 A→G单碱基突变 ,该突变使得第 301位氨基

酸 (成熟蛋白质第 32位氨基酸 )由丝氨酸变为甘氨酸。利用 LDR技术对济宁青山羊、鲁北白山羊和沂

蒙黑山羊进行突变检测 ,并进行其与产羔数的关联分析。结果表明 ,该突变对济宁青山羊产羔数没有显

著影响 ,但对鲁北白山羊及沂蒙黑山羊产羔数均有显著影响 ( P < 0105)。GG型和 AG型的鲁北白山羊

产羔数分别比 AA型多 0134只 ( P < 0101)和 0131只 ( P < 0101)。AG型沂蒙黑山羊的产羔数比 AA型

多 0113只 ( P < 0101)。初步表明 , BM P15是控制鲁北白山羊和沂蒙黑山羊多胎性状的一个主效基因或

是与之存在紧密遗传连锁的分子标记。
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Polym orph ism Ana lysis of BM P15 Gene Rela ted to Reproduction

Tra it of Goa t Breeds in Shandong Prov ince
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Abstract: The full2length BM P15 ( GenBank: EU743938) gene was cloned in the goat, and its two exons were

analyzed using the F2CSGE. The results showed that one single nucleotide wasmutated (A2G) at 901 bp, and the

mutation made the 32nd am ino acid turn from serine to glycine. Mutation was detected using LDR, and its

correlation with litter size was analyzed in 3 goat breeds including J ining grey goat, Lubei white goat and Yimeng

black goat. The results showed that the mutation did not affect litter size in J ining grey goat, but significantly

increased the litter size in Lubei white goat and Yimeng black goat ( P < 0105). The GG or AG genotype had

0134 ( P < 0101) or 0131 ( P < 0101) more kidswhen compared to that of AA genotype in Lubei white goat; the

AG genotype had 0113 ( P < 0101) more kids when compared to that of AA genotype in Yimeng black goat.

These p relim inary results show that the BM P15 gene is either a major gene that influences the rep roductivity in

Lubei white goat and Yimeng black goat or a molecular marker in close linkage with rep roductivity.
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　　BMP15是一种在卵巢表达的卵母细胞衍

生长因子 ,在正常情况下主要与卵巢自身产生

的 GDF9协调作用于卵泡 ,以自分泌或旁分泌

方式影响优势卵泡的发育及卵母细胞的生

长 [ 1 - 2 ]。另外 ,在某些物种的垂体和睾丸中也

发现 GD F9和 BM P15少量 mRNA的表达 [ 3 ] ,表

明这些生长因子在调节哺乳动物生殖方面可能

起着多重的调节作用。在不同绵羊 (O vis aries)

品种 BM P15 基因中共发现 5 个 点 突 变

( FecX
Ⅰ、FecX

H、FecX
G、FecX

B 、FecX
L ) ,均显著影

响绵羊产羔数性状。它们的共同特点是表型表

现为纯合子不育 ,而杂合子排卵数增加 [ 4 ]。

本研究以绵羊多胎性状主效基因 BM P15

为候选基因 ,利用生物信息学和分子生物学技

术 ,研究其对山羊 (Capra h ircus)产羔数性状的

影响。利用荧光 2构象敏感凝胶电泳 ( fluores2
cence2based conformation sensitive gel electropho2
resis, F2CSGE)技术 [ 5 ]检测山羊 BM P15基因外

显子突变位点 , 用连接酶检测反应 ( ligase

detection reaction, LDR)技术 [ 6 ]对突变位点进行

群体检测 ,并与产羔数进行关联分析 ,为山羊高

繁殖力的标记辅助选择和多胎山羊育种提供理

论依据。

1　材料与方法

111　实验材料 　济宁青山羊母羊 201只 ,耳组

织样采自济宁青山羊原种场及荷泽市养殖户。

鲁北白山羊母羊 51只采自滨洲市畜牧局鲁北

白山羊保种场及当地养殖户。沂蒙黑山羊母羊

74只采自山东省临沂市平邑县养殖户。所采

集样本均具有 1～5胎产羔记录。在耳尖用酒

精棉消毒 ,用耳号钳剪取耳组织约 1 cm ×2

cm,于 70%酒精中 - 20℃冻存。用酚 2氯仿抽

提法提取基因组 DNA,溶于 TE缓冲液 , 4℃保

存 [ 7 ]。DNA快速纯化回收试剂盒购自上海生

物工程技术有限公司 , 克隆载体 pMD192T
Vector购自 TaKaRa 公司 , Taq DNA 聚合酶、

dNTPs、菌株 TOP10购自北京天根生物基因技

术有限公司 , X2gal、IPTG购自北京华美生物工

程公司。Q iagen hotstar Taq酶体系 (酶 5 U /μl,

buffer, Q2solution,Mg
2 + )购自快而精德国生物

技术有限公司。

112　BM P15基因全长克隆测序

11211　引物的设计 　根据 GenBank公布的绵

羊 ( AF236078、AF236079 ) 和牛 ( B os taurus,

NW— 936601) BM P15基因序列 ,外显子部分主

要参考绵羊的序列 ,内含子主要参考牛的序列 ,

采用 Primer 510和 O ligo 6软件设计 9对引物 ,

引物均由上海生物工程公司合成。引物序列及

PCR产物大小见表 1。

11212　PCR扩增 　PCR 扩增体系为 25μl,包

括 : 10 ×buffer 215μl,Mg
2 + (10 mol/L ) 210μl,

dNTP ( 2 mmol/L ) 210μl,引物 ( 5 pmol/L )各

013μl, Taq DNA聚合酶 (2 U /μl) 110μl,模板

(50 ng/μl) 110μl,其余用 ddH2 O补齐。各对

引物 PCR扩增条件 : 94℃预变性 3 m in; 94℃变

性 30 s;退火 30 s, 72℃延伸 ,退火温度和延伸

时间见表 1; 35个循环 ; 72℃延伸 10 m in; 4℃保

存。PCR产物用 210%琼脂糖凝胶电泳检测。

11213　克隆测序 　扩增片段用上海生工凝胶

回收试剂盒回收 , 回收后的 DNA 片段用

PMD192T载体连接 , 16℃过夜 ,构建重组质粒 ,

并转染 Top10菌株 ,涂布在含有氨苄青霉素的

LB平板上以筛选克隆子。阳性克隆子接种到

含氨苄青霉素的培养基上进行培养 ,以菌液为

模板进行 PCR扩增以鉴定重组克隆 ,能扩增出

与目的片段大小相同的特异性条带的阳性克隆

菌液送样测序 ,测序反应由北京诺赛基因组研

究中心有限公司在 AB I公司的 3730XL测序仪

上进行。

11214　生物信息学分析 　对测序结果进行

BLAST(Basic Local A lignment Search Tool)比对

验证 ,构建 contig重叠群 ,拼接完整片段 ,进行

生物信息学分析。

113　山羊 BM P15外显子 F2CSGE分析

11311　引物设计 　设计一对引物横跨山羊
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BM P15第一外显子 ,设计两对引物横跨第二外

显子。在上游引物的 5′标记 HAX荧光 ,由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成。引物序

列及 PCR产物大小见表 2。

表 1　BM P15基因扩增引物序列

Table 1　Pr im er sequence used in PCR am plif ica tion for BM P15 gene

引物
Primer

　　序列 (5′- 3′)
Sequence

片段大小 ( bp)

Product size
位置 ( bp)

Location
退火 (℃)

Annealing
延伸 ( s)

Extension

P1
F: TGCCTGCCAGCCTTTCATT
R: AGGGTGTCCACTTGCGTCA

392
92～110a

465～483a 6213 30

P2
F: CTCACGGTATATGCTGGAGCTG
R: GCCTGGCATATGGTAAGC

1 159
429～450a

1 366～1 383c 5116 60

P3
F: CTCTGCTTAGCTGTCCTG
R: CTGCCCTTTCCTTTCAGACCCT

2 107
846～863c

2 931～2 952c 5116 120

P4
F: TGGATACAGGGAGGGAAGTG
R: TCCAAGTTTCAGGTGCAAAA

1 486
2 084～2 103c

3 550～3 569c 6210 60

P5
F: GGTTGGAGAGTGAGCGAAATA
R: CAGATGCCATGATCTTCGTT

592
3 421～3 441c

3 993～4 012c 6013 40

P6
F: GATTGCCGGGAGAAGTATCA
R: GAACCAAAACACGCCAGGCATC

744
3 854～3 873c

4 576～4 597c 6510 40

P7
F: GCAGAGGTTGAGATGGTTGGATG
R: TCACTCATACCCCTAGACGG

957
4 494～4 516c

26～45b 6712 50

P8
F: TCCAGGTTCAATCGCACAG
R: CTTCCAAGGACCAAGTGTC

1 224
13～34b

1 215～1 236b 6710 90

P9
F: TTCCCTCCACCCTTTTCA
R: CACCTTTGCCGTCACCT

318
941～958b

1 242～1 258b 5610 20

a. 对应于 GenBank AF236078的位置 ; b. 对应于 GenBank AF236079的位置 ; c. 对应于 GenBank NW—936601的位置。

a. Location corresponding to GenBank AF236078; b. Location corresponding to GenBank AF236079; c. Location corresponding to GenBank

NW—936601.

表 2　山羊 BM P15外显子 F2CSGE引物序列

Table 2　Pr im ers sequence of F2CSGE for BM P15

eron of goa t

引物
Primer

序列 (5′- 3′)
Sequence

片段大小 ( bp)
Product size

CD12F
CD12R

HAX2TTGCTGAACACCAAGCTTTT
CCCCACCAGAACAATATAGTATGA

384

CD2212F
CD2212R

HAX2CAGGCTCCTGGCACATACAG
AACTCTTTCAGGCCTTTAGGG

432

CD2222F
CD2222R

HAX2CTCAGAGTGTTCAGAAGACCAAA
CTGGGCAATCATACCCTCAT

449

11312　PCR扩增 　TE稀释引物至终浓度为

50 pmol/μl的原液 ,等比混合各引物原液为

Primer m ixture 溶液。 PCR 反应采用 20 μl

Q iagen体系 : 10 ×buffer 210 μl, 100 mmol/L

Mg
2 +

016 μl, 20 mmol/L each dNTP 210 μl,

Q iagen hotstar Taq酶 ( 5 U /μl ) 012μl, 5 ×Q2
Solution 012μl, Primer m ixture ( 5 pmol/L ) 014

μl, DNA模版 (50 ng/L ) 110μl, ddH2 O补足至

20μl。

PCR 扩增程序为 : 95℃ 15 m in ( Q iagen

HotStar Taq酶获得活性 ) ; 94℃变性 30 s, 60℃

复性 60 s, 72℃延伸 60 s, 35个循环 ;最后 72℃

延伸 7 m in。

11313　构建异源双链 　随机选出 20个样本 ,

以其中一个样本的 PCR产物作为对照 ,其余样

本 PCR产物分别与对照 PCR产物混合后 ,利

用 6步梯度逐次降温法于 9600 (AB I) PCR扩增
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仪构建异源双链 : 98℃ 5 m in; 98～90℃ 5 m in;

90～80℃ 5 m in; 80～75℃ 10 m in; 75～60℃ 10

m in; 60～40℃ 20 m in; 40～25℃ 20 m in。反应

完成后半小时内进行荧光 2构像敏感凝胶电泳

( F2CSGE)检测。

11314　荧光 2构像敏感凝胶电泳 ( F2CSGE) 　

取 015μl PCR产物、015μl ROX、015μl葡聚

糖蓝 (50 mg/m l)、015μl新鲜的去离子甲酰胺

混合样 ,毛细管吸取 112～115μl上样。377自

动测序仪电泳环境设置 : 2 kV , 4 h, 30℃, 1 ×

TBE,电泳 4 h后停止。利用 Genemapper软件

进行电泳结果分析。

11315　DNA测序 　F2CSGE检测为阳性的样

本重新 PCR, PCR产物利用 2%的琼脂糖凝胶

电泳检测 , PCR产物经纯化后于上海生工生物

工程技术服务有限公司测序。

114　山羊 BM P15基因突变位点 LD R检测及

与产羔数的关联分析

11411　用于 LDR反应的小片段 PCR引物设

计 　根据 F2CSGE 和克隆测序结果 , 确定

A901G突变位点进行基于 LDR反应的 SNP群

体检测。重新设计引物扩增小片段 , 包含

A901G位点 , PCR产物大小为 449 bp。引物序

列为 Forward: 5′2CTCAGAGTGTTCAGAAGACC2

AAA23′; Reverse: 5′2CTGGGCAATCATACCC2
TCAT23′。引物由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。

11412　用于 LDR反应的小片段 PCR扩增 　

PCR反应采用 20 μl Q iagen 系 : 包括 210 μl

PCR2buffer ( 10 ×) , 016 μl Mg
2 + ( 100 mmol/

L) , 210μl dNTP (每种均为 20 mmol/L) , 012μl

Taq酶 ( 5U /μl ) , 410μl Q2solution ( 4 ×) , 014

μl p rimer ( 5 pmol/L ) , 110μl基因组 DNA ( 50

ng/L) ,最后加入 918μl去离子水。

在 Perkin2Elmer Gene Amp PCR System s

9600上设置如下程序 : 95℃变性 15 m in, 94℃

30 s, 59℃ 1 m in, 72℃1 m in, 35个循环 ,最后

72℃延伸 7 m in。反应结束后 ,取 2μl反应产

物在 310%琼脂糖凝胶 , 015 ×TBE中电泳 ,检

测反应是否成功。剩余样品保存于 - 20℃。

11413　LDR探针设计 　对待检测的 A901G位

点 ,在突变位点上游设计两条特异性探针 ,一条

探针的 3′末端碱基与 A对应 ,另一条探针的 3′

末端碱基与 G对应 ,两条特异性探针的长度相

差 2个碱基 ,便于后期检测。在该位点的下游

设计一条末端带有 FAM 修饰的通用探针 (蓝

色荧光 ) ,通用探针的 5′端磷酸化 ,以便与特异

性探针连接 ,三条特异性探针序列见表 3。

表 3　用于 LD R反应的探针序列

Table 3　The probe sequences for LD R

探针
Probe

序列 (5′- 3′)
Sequences

LDR长度 ( bp)

LDR length

A901G—MOD IFY P2GACTTGAAAAGGGTGGAGGGAACACTTTTTTTTTTTTTTTT2FAMA

901G—A TTTTTTTTTTTTTTTTGATCCCAGCCCAGCTGCTGGAAGCT 82

A901G—G TTTTTTTTTTTTTTTTTTGATCCCAGCCCAGCTGCTGGAAGCC 84

11414　探针的稀释 　TE溶液稀释探针至终浓

度为 50 mol/L的原液 , - 20℃保存。探针工作

液浓度为 5 mol/L。

11415　LDR反应和检测 　在 200μl的 PCR反

应管中 ,分别加入 1μl buffer (10 ×) , 1μl Probe

M ix(各 Probe等比混合 ) , 0105μl连接酶 ( 40

U /μl) , 6195μl去离子水 ,最后加入 1μl PCR

反应产物。将 PCR反应管放入 PCR仪进行连

接反应 ,程序为 95℃变性 2 m in, 94℃ 30 s,

60℃ 2 m in, 35个循环。

LDR反应产物由 AB I PR ISM 2377 DNA 测

序仪检测 ,根据 LDR 产物的长度判断各基因

型。各取 1μl LDR连接产物与 1μl AB I GS2
500 ROX荧光标记分子量标准及 1μl去离子

甲酰胺上样液混合 , 95℃加热变性 2 m in,冰中

骤冷 ,于 5%聚丙烯酰胺和 5 mol/L 尿素中
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3 000 V电泳 215 h,应用 GENESCAN
TM

672软件

进行数据收集、泳道线校正、迁移片段大小测量

和校正内在分子量标准 ,应用 Genemapper软件

进行数据分析和基因分型。

11416　统计分析方法 　配合模型 Ⅰ进行最小

二乘方差分析 ,比较各品种产羔数在不同基因

型之间的差异。模型 Ⅰ: yjk lm =μ+ Fj + Pk + Gl +

ejk lm 。为了研究基因突变对多胎品种山羊的影

响 ,把品种作为固定效应 ,配合模型 Ⅱ进行最小

二乘方差分析 ,比较产羔数在不同基因型之间

的差异。模型 Ⅱ: yijk lm =μ + B i + Fj + Pk + Gl +

eijk lm 。其中 , yjk lm 、yijk lm为产羔数的记录值 ;μ为

群体均值 ; B i 为第 i个品种的固定效应 ; Fj为第

j个场固定效应 ; Pk 为第 k个胎次的固定效应 ;

Gl 为第 l种基因型的固定效应 ; ejk lm 、eijk lm为随机

残差效应。用 SAS (V8112 )的 GLM ( General

L inearModel)过程完成。

2　结 　果

211　基因全长克隆测序结果 　各片段 PCR扩

增结果均与目的片段大小一致 ,经克隆测序所

得到的测序结果经 BLAST比对 ( http: ∥www.

ncbi. nlm. nih. gov/blast/B last. cgi) ,均是目的片

段 ,各片段长度分别为 395 bp、1 136 bp、2 090

bp、1 335 bp、596 bp、688 bp、980 bp、1 224 bp、

318 bp,根据各相邻片段的重叠部分 ,把全部片

段连接成一个完整的 BM P15基因。

首先进行开放阅读框 (open reading frame,

ORF) 分析 ( http: ∥www. ncbi. nlm. nih. gov/

gorf /gorf. htm l) ,序列全长 6 648 bp,由两个外显

子组成 ,第一外显子 328 bp ,第二外显子 851

bp,共编码 394个氨基酸 ,中间被 5 309 bp的内

含子隔开 ,基因序列已提交 GenBank并获基因

登录号 (Accession: EU743938) ,编码序列与氨

基酸对应关系如图 1。根据 GSDS绘制基因图

(图 2)。

根据在 GenBank上公布的各种动物的数

据 , BLAST比对结果显示 ,山羊与牛 BM P15基

因同源性为 90172% ,与绵羊和牛的编码序列

同源性均为 98 % ,氨基酸序列同源性分别为

图 1　山羊 BM P15编码序列与氨基酸对应关系

F ig. 1　The CD s sequence and pred icted am ino ac id sequence of goa t BM P15
　

98%和 97%。山羊、牛、猪 ( Sus scrofa ) (NP—

00100515511)的蛋白质均为 394个氨基酸 ,而

绵羊为 393个。比较哺乳动物的氨基酸序列均

含有二个 N2糖基化位点和 6个保守的半胱氨
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酸残基 ,山羊、绵羊和牛的蛋白质氨基酸序列

266～269均为 RRAR,为弗林蛋白质酶切位

点 ,人 ( Hom o sapiens) (NP— 00543911)、猪和大

鼠 (R a ttus norveg icus) (NP— 06770211)的弗林蛋

白质酶切序列与反刍动物虽然不同 ,但也符合

RXXR的序列规则 ,成熟蛋白均为 125个氨基

酸残基 (图 3)。

212　山羊 BM P15外显子 F2CSGE分析结果

图 2　山羊 BM P15基因结构

F ig. 2　The genetic structure of capr ine BM P15
　

图 3　哺乳动物 BM P15氨基酸序列比较

F ig. 3　Com par ison of the pred icted am ino ac id sequences for d ifferen t spec ies BM P15

黑色三角和方框所示为保守的 2个 N2糖基化位点 ,空三角表示内含子连接处 ,箭头和方框所示为弗林蛋白酶切位点 ,方框表

示保守的 6个半胱氨酸残基 ,括号内数字表示成熟蛋白氨基酸序列。

Filled triangle and Boxed sequences indicate the four potential N2glycosylation sites, Open triangle position of the single intron; arrow

and Boxed sequences, the RRAR putative p rocessing site and p redicted start of the mature p rocessed pep tide; Boxed sequences indicate

the six cysteine residues that are conserved across species, and Numbers in brackets above the lines indicate am ino acid positions of

mature pep tide.
　

21211　PCR结果 　根据 BM P15两个外显子设

计的 3对引物进行 PCR扩增 ,扩增产物用 3%

的琼脂糖凝胶电泳检测 (图 4) ,片段大小与目

的片段一致 ,特异性高 ,可以用于 F2CSGE分

析。

21212　F2CSGE结果　对构建的异源双链进行

F2CSGE,电泳截图见图 5。结果 CD1和 CD221
均只有一个电泳峰图 ,同源双链和异源双链电

泳峰图相同 ,说明这两个片段上没有检测到

SNP。CD222异源双链有两个电泳峰图 ,一个

与同源双链相同 ,只有一个峰 ;另外一个有两个

峰 ,说明异源双链之间有错配 ,该片段存在

SNP。

21213　测序结果 　选择 CD222具单峰和双峰

的不同个体 ,重新进行 PCR扩增 ,纯化后测序。

结果显示 , BM P15编码序列的第 901处发生了
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A→G单碱基突变 ,该突变使得第 301位氨基

酸 (成熟蛋白质第 32位氨基酸 )由丝氨酸变为

甘氨酸 (图 6) ,将该突变命名为 BM P15A901G

突变。

图 4　BM P15基因用于 F2CSGE分析的 PCR扩增产物的电泳图

F ig. 4　The PCR product electrophoresis of BM P15 gene for F2CSGE ana lysis

A: CD1 PCR扩增产物 , 384 bp;

B: CD221 PCR扩增产物 , 432 bp; C: CD222 PCR扩增产物 , 449 bp。

A: PCR p roduct of CD1 (384 bp) ; B: PCR p roduct of CD221 (432 bp) ;

C: PCR p roduct of CD222 (449 bp) .
　

图 5　F2CSGE图谱

F ig. 5　F2CSGE electropherogram s of hom oduplex and heterodupex

a: CD1PCR产物同源双链与异源双链均为一单峰 ; b: CD221PCR产物同源双链与异源双链均为一单峰 ;

c: CD222PCR产物同源双链为一单峰 ; d: CD222PCR产物异源双链为一双峰。

a: Homodup lex and Heterodup lex formed in the m ixture of PCR p roducts amp lified from CD1;

b: Homodup lex and Heterodup lex formed in the m ixture of PCR p roducts amp lified from CD221;

c: Homodup lex formed in the m ixture of PCR p roducts amp lified from CD222; d: Heterodup lex

formed in the m ixture of PCR p roducts amp lified from CD221.
　

213　山羊 BM P15基因突变位点 LD R检测及

与产羔数的关联分析

21311　用于 LDR反应的小片段 PCR扩增结果

　PCR结果见图 7,片段大小 449 bp,与目的片

段一致 ,无非特异性扩增 ,可以用于 LDR反应。

21312　LDR检测结果 　LDR反应产物由 AB I

PR ISM 2377 DNA测序仪检测 ,根据 LDR产物的

长度判断各基因型 (图 8 )。BM P15 基因

A901G多态性位点呈 A /G二态性 ,当等位基因

为 A时 ,形成连接酶反应红色荧光产物片段长

度是 82 bp,当等位基因为 G时 ,片段长度是 84

bp,共检测到 A /A、G/G及 A /G 3种不同的基

因型 ,对应的 LDR产物片段长度分别是 82 bp、

84 bp及 82 bp + 84 bp混合。

21313　BM P15基因遗传效应统计分析结果

2131311　基因频率和基因型频率分析结果 　

各品种基因频率和基因型频率见表 4, 3个品种

均检测到 3种基因型 ,经卡方检验 ,鲁北白山羊
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和沂蒙黑山羊处于 Hardy2W einberg平衡状态 ,

而济宁青山羊不符合 Hardy2W einberg定律。在

济宁青山羊和鲁北白山羊中 , G为优势等位基

因 ,而在沂蒙黑山羊中 A为优势等位基因。

图 6　山羊 BM P15蛋白质序列和突变位点

F ig. 6　Goa t BM P15 sequence and m uta tion s

a:预测蛋白质序列 ,氨基酸在成熟肽中的位置用括号表示 ,弗林蛋白酶切位点 RRHR用方框表示 ,

三角符号表示氨基酸突变位点 ; b:山羊 BM P15基因一个引起氨基酸改变的突变位点的核苷酸置换。

a: Predicted am ino acid sequence of goat BMP15 p rotein. Am ino acid positions in the mature pep tide

are in parentheses. Boxed sequences indicate the RRHR Furin p rotease cleavage site and p redicted

start of the mature p rocessed pep tide. The triangles indicate positions of mutations that confer am ino acid substitutions.

b: Nucleotide substitutions of BM P15 mutations that change an am ino acid compared with wild2type goat sequence.
　

表 4　BM P15基因在 3个山羊品种中的等位基因频率和基因型频率

Table 4　A llele and genotype frequenc ies of BM P15 gene in three goa t breeds

品种 B reed

济宁青山羊
J ining Grey goat

鲁北白山羊
LubeiW hite goat

沂蒙黑山羊
Yimeng B lack goat

BM P15 基因频率 A 0124 0143 0174

A901G Gene frequency G 0176 0157 0126

基因型频率 AA 0115 (31) 0120 (10) 0158 (43)

Genotype frequency GG 0168 (136) 0133 (17) 0111 (8)

AG 0117 (34) 0147 (24) 0131 (23)

　　括号内数字为检测个体数。Number detected in parenthesis.

2131312　不同品种基因型频率分布比较结果

　比较不同品种基因型频率分布情况 ,卡方检

验结果见表 5, 3个品种相互之间均存在极显著

的差异 ( P < 0101)。

2131313　BM P15基因突变位点的遗传多态信

息 　3个品种 BM P15基因突变位点的遗传多

态信息见表 6 , 3个品种均属于中度多态 ,遗

表 5　不同山羊品种 BM P15基因型分布的卡方检验

Table 5　χ2 ana lysis of genotypes d istr ibution

of BM P15 am ong d ifferen t goa t breeds

品种
B reed

鲁北白山羊
Lubei

W hite goat

沂蒙黑山羊
Yimeng B lack

goat

济宁青山羊 J ining Grey goat 24139 75124

鲁北白山羊 LubeiW hite goat 20126
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图 7　BM P15基因用于 LD R分析的

PCR扩增产物的电泳图

F ig. 7　The PCR product electrophoresis of

BM P15 gene for LD R ana lysis
　

表 6　3个山羊品种 BM P15基因的纯合度、杂合度、

有效等位基因数和多态信息含量

Table 6　The genetic polym orph ism param eters of

BM P15 gene in three breeds of goa t

品种
B reed

多态信息
含量

Polymorphism
information

content

杂合度
Heterozy2

gosity

有效等位
基因数
Effective
number

of alleles

济宁青山羊 J ining Grey goat 0130 0136 1157

鲁北白山羊 LubeiW hite goat 0138 0149 1196

沂蒙黑山羊 Yimeng B lack goat 0131 0139 1163

图 8　BM P15基因 A901G位点 LD R图谱

F ig. 8　The prof ile for LD R in A901G m uta tion of BM P15
　

传变异程度依次为白山羊 >黑山羊 >青山羊。

2131314　BM P15基因多态性与产羔数之间的

关系分析 　根据模型 Ⅰ进行分析 , BM P15突变

位点的基因型对济宁青山羊产羔数没有显著影

响 ,但对鲁北白山羊产羔数有显著影响 ( P <

0105) , GG型、AG型分别比 AA 型多 0134只

( P < 0101)和 0131只 ( P < 0101) ,而 GG型和

AG型之间没有显著差异。对沂蒙黑山羊的产

羔数有显著影响 ( P < 0105) , AG型比 AA型多

0113只 ( P < 0101) ,其他各基因型之间没有显

著差异 (表 7)。

把品种作为固定效应 ,根据模型 Ⅱ对两个

多胎品种济宁青山羊和鲁北白山羊的产羔数进

行分析 ,方差分析结果见表 8,各基因型的最小

二乘均值见表 9。由表可知 ,品种对产羔数有

显著影响 ( P < 0105) ,胎次、场别对产羔数均有

极显著的影响 ( P < 0101) ,而 BM P15基因型对

产羔数没有显著影响。

表 7　BM P15突变基因型对 3个山羊品种产羔数

的最小二乘均值及标准误

Table 7　L ea st squares m ean s and standard error

of the BM P15 m uta tion site genotypes

for litter size in three breeds of goa t

品种
B reed

基因型
Gene type

最小二
乘均值

Least
squares
mean

标准误
Standard

error

概率
P r > | t |

济宁青山羊
J ining Grey

goat

鲁北白山羊
Lubei

W hite goat

沂蒙黑山羊
Yimeng

B lack goat

AA 2176 0111 < 01000 1

AG 2173 0111 < 01000 1

GG 2171 0106 < 01000 1

AA 2123A 0112 < 01000 1

AG 2154B 0108 < 01000 1

GG 2156B 0109 < 01000 1

AA 1106A 0103 < 01000 1

AG 1118B 0104 < 01000 1

GG 1117AB 0108 < 01000 1

同品种比较 ,不同大写字母表示差异极显著 ( P < 0101 )。
Values in same breed with cap ital letter mean P < 0101.
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表 8　模型 ⅡGLM 过程对多胎山羊品种 BM P15基因进行方差分析的结果

Table 8　Anova results of the GLM Procedure in m odel Ⅱfor m uta tion of BM P15 in fecund ity breeds of goa t

原因
Source

自由度
df

平方和
Squares

均方
Mean square

F2值
F Value

概率
P r > F

模型 Model 13 153197 11184 19142 < 0. 000 1

误差 Error 598 364166 0161

总和 Corrected total 611 518163

品种 B reed 1 31965 3197 6150 01011 0

胎次 Parity 6 88110 14168 24108 < 01000 1

场别 (品种 ) Farm 4 61156 15139 25124 < 01000 1

基因型 Geno type 2 0135 0117 0128 01752 8

表 9　BM P15基因突变基因型对多胎山羊品种

产羔数的最小二乘均值及标准误

Table 9　L ea st squares m ean s and standard error

of the BM P15 m uta tion site genotypes for

litter size in fecund ity breeds of goa t

基因型
Gene type

最小二乘均值
Least2squares

means

标准误
Standard error

概率
P r > | t |

AA 2154 0109 < 01000 1

AG 2162 0107 < 01000 1

GG 2160 0106 < 01000 1

3　讨 　论

311　关于 BM P15基因 　目前发表的哺乳动

物的 BM P15基因都是由两个外显子组成 ,中间

被一个很大的内含子所分隔 ,牛为 5 440 bp,山

羊为 5 309 bp,猪 (NC— 01046111 )为 4 978 bp,

人 ( NC— 000023110 ) 为 4 645 bp, 小鼠 (M us

m uscu lus) ( NC— 00008616 ) 为 3 555 bp, 大鼠

(NC— 00512012)为 3 623 bp。内含子的大小差

别较大 ,但亲缘关系较近的物种其内含子大小

更加接近 ,比如牛与山羊较接近 ,小鼠与大鼠较

接近。尽管内含子有较大的差别 ,但蛋白质的

大小基本一致 ,特别是成熟蛋白大小完全一样 ,

都含有 6个半胱氨酸残基 ,说明 BM P15是高度

保守的。

312　关于 BM P15基因突变 　本研究发现在

山羊的 BM P15编码序列的第 901处发生了 A

→G单碱基突变 ,该突变使得第 301位氨基酸

(成熟蛋白质第 32位氨基酸 )由丝氨酸变为甘

氨酸 ,属于两个不带电的极性亲水性基团之间

的替代。

在绵羊发现的 FecX
I、FecX

H、FecX
G、FecX

B 、

FecX
L 突变 [ 4 ]

,本研究未发现。Hua等 [ 8 ]在波

尔山羊、海门山羊、波尔山羊和黄淮山羊的杂交

一代、黄淮山羊、努比山羊、马头山羊未发现

FecX
I、FecX

H、FecX
G、FecX

B 突变。焦彩兰等 [ 9 ]

在济宁青山羊、内蒙古绒山羊、安哥拉山羊、波

尔山未发现 FecX
H、FecX

I 突变。何清远等 [ 10 ]

在济宁青山羊、波尔山羊、文登奶山羊、辽宁绒

山羊、内蒙古绒山羊、北京本地山羊未发现

FecX
G 突变 ,检测到了 FecX

B 突变 ,但全部是杂

合子 ,没有多态性。肖文杰等 [ 11 ]在济宁青山

羊、波尔山羊、文登奶山羊、内蒙古绒山羊、安哥

拉山羊和辽宁绒山羊未发现 FecX
L 突变。综合

以上研究 ,说明绵羊和山羊 BM P15基因遗传背

景不同 ,因此对产羔数的影响模式也可能不同。

313　关于 BM P15突变对产羔数的影响 　目

前在 BM P15基因发现了 5处突变对绵羊产羔

数有显著的影响 [ 12 - 14 ]
,分别发生在 Hanna绵羊

( FecX
H )、Inverdale绵羊 ( FecX

I )、Belclare绵羊

( FecX
G )、Cambridge绵羊 ( FecX

B )、Lacaune绵

羊 ( FecX
L ) , 突变 位 点 各 不 相 同 , 分 别 为

Q23Ter、V31D、Q239Ter、S367 I、C53Y,突变杂合

体均具有较高的排卵数 ,而突变纯合个体则由

于正常的卵巢卵泡发育受阻而不育。柳淑芳

等 [ 15 ]在小尾寒羊群体中未检测到 BM P15的

FecX
I、FecX

H 突变 ,王启贵等 [ 16 ]在湖羊、中国美

利奴单胎品系及中国美利奴肉用和毛用多胎品

系中未检测到 BM P15的 FecX
I 突变。储明星

等 [ 17 ]在小尾寒羊检测到 BM P15基因 FecX
B 突



1期 董传河等 :山东地方山羊 BM P15基因多态性与产羔数性状关联分析 ·69　　　·

变 ,突变杂合基因型 (AB ) 小尾寒羊平均产羔

数高于野生纯合基因型 (AA )。

济宁青山羊、鲁北白山羊、沂蒙黑山羊都是

山东省的地方品种 ,前二者都是长年发情 ,一胎

多羔 ,后者季节发情 ,一般单羔 [ 18 ]。本研究发

现 , BM P15A901G突变对济宁青山羊产羔数没

有显著影响 ,但对鲁北白山羊和沂蒙黑山羊产

羔数有显著影响 ( P < 0105) ,在鲁北白山羊和

沂蒙黑山羊两个品种中 ,都是 AA 型产羔数最

低 ,有可能 G等位基因影响产羔数 ,关于其影

响产羔数的机制有待于进一步的研究加以证

明。

把品种作为固定效应 ,对济宁青山羊和鲁

北白山羊进行合并分析显示 ,品种对产羔数有

显著影响 ,这是由于两个品种之间存在固有差

异。胎次对产羔数有显著的影响 ,符合一般多

胎家畜的繁殖规律。场别对产羔数有显著影

响 ,首先是由于两个品种分别来自不同的饲养

场 ,另外 ,同一品种也可能出现一定的差异。

BM P15A901G突变对产羔数的影响并没有达

到显著水平 ,可能由于此突变只对鲁北白山羊

产羔数有显著影响 ,而对济宁青山羊产羔数没

有显著影响 ,也可能由于存在其他影响其多胎

性状的主效基因所致。

济宁青山羊和鲁北白山羊虽然发生了相同

的突变 ,但对产羔数的影响不同 ,说明两者的多

胎遗 传 机 制 不 同 , 就 像 Hanna 绵 羊 [ 12 ]、

Cambridge绵羊 [ 13 ] 与小尾寒羊 [ 15 ] 不同一样。

但并不能断定 BM P15基因不是济宁青山羊多

胎主效基因 ,因为一个基因经转录翻译成蛋白

质才能发挥其生物学功能 ,因此需要在 mRNA

和蛋白质水平进一步研究。
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