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摘要： 利用聚合酶链式反应⁃单链构象多态（ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ）技术检测中国美利奴羊（Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ ｖａｒ． Ｍｅｒｉｎｏ）
心型脂肪酸结合蛋白基因（Ｈ⁃ＦＡＢＰ）外显子 ２ 的单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）和遗传多态性，分析其与肌内

脂肪（ＩＭＦ）含量、肌纤维直径和肌纤维密度的相互关系，为该品种绵羊的分子标记辅助选择提供理论依

据。 结果显示，Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因外显子 ２ 有 ＡＡ、ＡＢ 和 ＢＢ ３ 种基因型，ＡＡ 型和 ＢＢ 型在 ７７８ 位均发生了 Ｃ
缺失，９３９ 位均发生了 Ａ→Ｇ 转换，ＢＢ 型还在 ７８９ 位发生了 Ｔ→Ｃ 转换，该突变导致所编码氨基酸发生了

缬氨酸→丙氨酸的替换；ＢＢ 型为 ＩＭＦ 的优势基因型，与 ＡＢ 型相比差异显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），与 ＡＡ 型相比

差异极显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＢＢ 型对肌纤维直径存在负相关。 结果提示，中国美利奴羊 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因外显子

２ 具有多态性，该基因可能是中国美利奴羊肉质性状的主效基因，或者与控制肉质性状的主效基因相

连锁。
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ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｆａｔ （ ＩＭＦ） ｃｏｎｔｅｎｔ， ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ ｄｉａｍｅｔｅｒ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ １５０ Ｍｅｒｉｎｏ ｓｈｅｅｐ， ａｎｄ
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ＳＮＰｓ ａｔ ｔｈｅ ｅｘｏｎ ２ ｏｆ ｔｈｅ Ｈ⁃ＦＡＢＰ ｇｅｎｅ． Ｉｔ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｏｎ ２ ｏｆ Ｈ⁃ＦＡＢＰ ｇｅｎｅ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ＡＡ， ＡＢ ａｎｄ
ＢＢ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ９３９（Ａ ／ Ｇ） ａｎｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ ｉｎ ｂｏｔｈ ＡＡ ａｎｄ ＢＢ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ， ａｎｄ ７８９
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ｏｆ ＩＭＦ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＢＢ ａｎｄ ＡＢ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ｂｅｔｗｅｅｎ ＢＢ ａｎｄ ＡＡ． Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＢ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｗａｓ
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Ｈ⁃ＦＡＢＰ ｇｅｎｅ ｍａｙ ｂｅ ａ ｍａｊｏｒ ｇｅｎｅ ｏｒ ａ ｍａｊｏｒ ｇｅｎｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｍｅａｔ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ Ｍｅｒｉｎｏ Ｓｈｅｅｐ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｍｅｒｉｎｏ Ｓｈｅｅｐ （Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ ｖａｒ． Ｍｅｒｉｎｏ）； Ｈｅａｒｔ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ （Ｈ⁃ＦＡＢＰ）； Ｓｉｎｇｌｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ； Ｍｅａｔ ｑｕａｌｉｔｙ ｔｒａｉｔｓ

　 　 脂 肪 酸 结 合 蛋 白 （ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＦＡＢＰｓ）家族是细胞质内的脂肪酸结

合蛋白，有 １１ 种以上结构不同的类型，各种类

型的 ＦＡＢＰｓ 基因均由 ４ 个外显子和 ３ 个内含

子组成，并在不同组织、细胞中表达（Ｎｉｅｗｏｌｄ ｅｔ
ａｌ． ２００４）。 哺乳动物细胞内 ＦＡＢＰｓ 的表达很

丰富，并且能够特异性地结合脂肪酸，被认为是

参与细胞内脂肪酸运输的重要蛋白，能够调节

细胞内脂肪酸的浓度，促进细胞中甘油三酯的

沉积， 从而提高肌内脂肪 （ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｆａｔ
ｃｏｎｔｅｎｔ， ＩＭＦ ） 含 量 （ Ｏｃｋｎｅｒ ｅｔ ａｌ． １９７２，
Ｋａｉｋａｕｓ ｅｔ ａｌ． １９９０， Ｃａｍｅｒｏｎ ｅｔ ａｌ． １９９１，
Ｖｅｅｒｋａｍｐ ｅｔ ａｌ． １９９５）。 其中，有 ２ 种 ＦＡＢＰｓ 基
因被认为是哺乳动物肉质性状的的候选基因

（文力正等 ２００８），即心型脂肪酸结合蛋白基因

（ｈｅａｒｔ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ， Ｈ⁃ＦＡＢＰ）
和脂肪细胞型脂肪酸结合蛋白基因（ ａｄｉｐｏｃｙｔｅ
ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ， Ａ⁃ＦＡＢＰ）。 乔海

云等（２００９）以 ５ 个绵羊（Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ）品种为实验

材料，利用聚合酶链式反应⁃单链构象多态

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ⁃ｓｉｎｇｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ）技术对 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因

外显子 ２ 和内含子 ２ 部分序列进行了单核苷酸

多态性 （ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， ＳＮＰ）
检测及遗传多态性分析，结果表明，这 ２ 个位点

存在多个突变位点，可以进一步作为候选基因

来分析其与肌内脂肪含量性状的关联性，对于

牛（Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ） （王卓等 ２００８）、猪（ Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ
ｄｏｍｅｓｔｉｃａ）（张陈华等 ２０１１）和鸡（Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ
ｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ） （王彦等 ２００７） 的研究均有类似

结果。
中国美利奴羊（Ｏ． ａｒｉｅｓ ｖａｒ． Ｍｅｒｉｎｏ）是我国

自主培育的绵羊品种，近年来对其研究主要集

中于多胎（杨华等 ２０１０）和毛用性状（荣恩光

等 ２０１２），而对肉质性状研究较少。 本实验采

用 ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ 方法研究中国美利奴羊的 Ｈ⁃

ＦＡＢＰ 基因外显子 ２ 部分序列的多态性，分析

其与肉质性状的相关性，选择对肉质性状有影

响的优势基因型作为遗传标记，为该品种绵羊

的遗传选育提供理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验时间、地点 　 本实验于 ２０１１ ～ ２０１２
年在石河子大学动物科技学院动物遗传育种实

验室进行。
１􀆰 ２　 实验材料

１􀆰 ２􀆰 １　 实验样本　 １５０ 只 ２ ～ ３ 岁左右中国美

利奴羊（公羊 ９６ 只，母羊 ５４ 只），分 ３ 批次采自

本市活畜屠宰场（分别来自 ３ 个饲养环境基本

一致的绵羊养殖场）。 每只羊采集抗凝血 ５ ｍｌ
以及背最长肌 ２０ ｇ， － ２０℃冻存。
１􀆰 ２􀆰 ２　 主要试剂 　 蛋白酶 Ｋ、Ｔｒｉｓ 饱和酚、丙
烯酰胺、Ｎ⁃Ｎ′亚甲基双丙烯酰胺、ＴＥＭＥＤ 购自

南京基天生物技术有限责任公司； Ｔａｑ Ｐｌｕｓ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （ ２􀆰 ５ Ｕ ／ μｌ ）、 ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ
（２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｅａｃｈ）、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ｉ、普通琼脂糖

凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、ｐＧＭ⁃Ｔ 克隆试剂盒均购

自北京天根生化科技有限公司；琼脂糖（西班

牙 Ｂｉｏｗｅｓｔ）；氨苄青霉素钠盐（上海索莱宝生物

科技有限公司）；ＩＰＴＧ（德国 Ｍｅｒｃｋ）；Ｘ⁃ｇａｌ（德
国 Ｍｅｒｃｋ）；胰蛋白胨（英国 Ｏｘｏｉｄ）；酵母提取物

（英国 Ｏｘｏｉｄ）；琼脂粉（ Ｊａｐａｎ）；氯仿、异丙醇、
乙醇、氯化钠等均为分析纯试剂，由实验室统一

购置。
１􀆰 ２􀆰 ３　 主要仪器 　 大容量高速冷冻离心机

（Ｚ３６ＨＫ，德国 Ｈｅｒｍｌｅ）；制冰机（ＡＦ１００，上海

ＳＣＯＴＳＭＡＮ 制冰系统有限公司）；双人垂直超

净工作台（ＹＪ⁃ＶＳ⁃２，无锡一净净化设备有限公

司）；电热恒温振荡水槽（ＤＫＺ⁃２，上海精宏实验

设备有限公司）；稳压稳流电泳仪（ＤＹＹ⁃４，北京

六一 仪 器 厂 ）； ＰＣＲ 仪 （ Ｔｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ， 德 国

Ｂｉｏｍｅｔｒａ）；核酸蛋白检测仪 （ ＤＮ⁃１０００，美国
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Ｎａｎｏｄｒｏｐ）；Ｍｕｌｔｉｓｐｅｃｔｒａｌ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＳｐｅｃｔｒｕｍ
Ｃｈｅｍｉ ＨＲ ４１０，美国 ＵＶＰ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ
１􀆰 ３􀆰 １􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ 提取 　 采用常规苯酚⁃
氯仿抽提法（萨姆布鲁克等 ２００２）从全血中提

取基因组 ＤＮＡ，０􀆰 ８％ 琼脂糖凝胶电泳检测提

取效果，核酸蛋白检测仪测其纯度和浓度，稀释

至 ５０ ｎｇ ／ μｌ 备用。
１􀆰 ３􀆰 １􀆰 ２　 引物设计与合成 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 提

供 的 绵 羊 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基 因 序 列 （ 登 录 号：
ＡＹ１５７６１７􀆰 １），使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计

外显子 ２（扩增区域为 ７５４ ～ ９６８）的引物序列，
上游引物：５′⁃ＡＧＣ ＴＣＡ ＴＧＣ ＴＣＡ ＴＡＣ ＣＣＴ Ｔ⁃
３′，下游引物：５′⁃ＣＡＡ ＣＴＣ ＡＣＣ ＴＴＧ ＡＣＣ ＴＴＣ
Ｃ⁃３′，由北京六合华大基因科技股份有限公司

合成，产物片段大小 ２１５ ｂｐ，退火温度为 ５３℃。
１􀆰 ３􀆰 １􀆰 ３　 目的片段的 ＰＣＲ 扩增 　 采用 ２５ μｌ
ＰＣＲ 反应体系：１０ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μｌ，
ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ（２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）２􀆰 ０ μｌ，上、下游引

物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０􀆰 ５ μｌ，ＤＮＡ 模板 １ μｌ，Ｔａｑ
Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（２􀆰 ５ Ｕ ／ μｌ）０􀆰 ５ μｌ，加灭菌

ｄｄＨ２Ｏ 至 ２５ μｌ。 ＰＣＲ 扩增条件：９４℃预变性 ５
ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ ｓ，５３℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ３０
ｓ，共 ３５ 个循环；７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物经

２％琼脂糖凝胶电泳检测其特异性， － ２０℃冷冻

保存。
１􀆰 ３􀆰 １􀆰 ４　 ＳＳＣＰ 分析　 取 ３ μｌ ＰＣＲ 产物加 ７ μｌ
上样缓冲液 ［９８％ 甲酰胺， ０􀆰 ０２５％ 溴酚蓝，
０􀆰 ０２５％ 二 甲 苯 青， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ （ ｐＨ
８􀆰 ０），２％甘油］混合，９８℃变性 １０ ｍｉｎ，迅速冰

浴 １０ ｍｉｎ，上样于 １２％非变性聚丙烯酰胺凝胶

（丙烯酰胺 ∶ 甲叉双丙烯酰胺 ＝ ２９∶ １）中电泳。
电泳条件为 ３００ Ｖ 预电泳 ５ ｍｉｎ，使样品快速入

胶，后室温恒压 ７０ Ｖ 电泳 １２ ～ １６ ｈ。 电泳结束

后用硝酸银染色，显色后，去离子水洗 ２ 遍，拍
照保存。
１􀆰 ３􀆰 １􀆰 ５　 纯合子的克隆鉴定与测序 　 根据丙

烯酰胺凝胶电泳结果，对具单链构象多态性的

个体选取纯合基因型片段，其 ＰＣＲ 扩增产物经

ＤＮＡ 纯化回收试剂盒纯化，连接 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载

体，转化 ＤＨ５α 感受态细胞，筛选、ＰＣＲ 鉴定为

阳性克隆，最后送北京六合华大基因科技股份

有限公司测序。
１􀆰 ３􀆰 ２　 肉品质测定

１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 １　 肌内脂肪含量测定 　 采用索氏抽提

法测定肌内脂肪含量，参考《肉与肉制品 游离

脂肪含量的测定》 （ＧＢ ／ Ｔ ９６９５􀆰 １⁃２００８），使用

乙醚抽提单块肌肉待测样脂肪。 每个样品测定

３ 次，以平均值作为样品的肌内脂肪含量。 根

据公式 ＩＭＦ ＝ ［（提取脂肪前的样品总重 － 提

取脂肪后的样品总重） ／提取脂肪前样品干物

质总重］ × １００％ ，计算干物质中 ＩＭＦ 含量。
１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ２　 肌纤维组织特性测定　 取 １２ ～ １３ 胸

肋背最长肌，顺肌纤维方向切成 ３ ｃｍ × ２ ｃｍ ×
１ ｃｍ 的组织块，４％ 甲醛溶液固定，经脱水、透
明、浸蜡、包埋、常规切片（厚度 １６ μｍ）、贴片、
Ｈ． Ｅ 染色、封固，每个样品制 ３ 片标本备用，于
数码显微镜下观察并测定以下指标。

肌纤维密度：在 １０ × １０ 倍显微镜下，对每

个样品作 ２０ 个视野大方格内肌纤维根数的测

定（大方格面积约为 ０􀆰 ２５ ｍｍ２），换算后得到每

平方毫米纤维根数。 肌纤维面积：在 １０ × ４０ 倍

显微镜下，采用不规则多边形对每个样本进行

１００ 根肌纤维横断面积的描画，统计出所有的

横截面积，取其平均值。 肌纤维直径：根据肌纤

维面积计算，假设肌纤维呈圆柱形，由圆面积公

式求得肌纤维直径。
１􀆰 ４　 数据统计分析 　 计算中国美利奴羊 Ｈ⁃
ＦＡＢＰ 基因外显子 ２ 位点的等位基因频率、基
因 型 频 率、 多 态 信 息 含 量 （ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ， ＰＩＣ ）、 位 点 杂 合 度

（ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ） 和有效等位基因数 （ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ， Ｎｅ）。 同时用卡方适合性分

析检验群体在该位点是否处于 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ
平衡。 建立线性固定模型，用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 分析

不同基因型对肉质性状效应：ｙｉｊｋｌ ＝ μ ＋ Ｈｉ ＋ Ｓｊ

＋ Ｇｋ ＋ ｅｉｊｋｌ，其中，ｙｉｊｋｌ为性状观察值，μ 为肉质性

状的最小二乘均值，Ｈｉ为组别效应，Ｓｊ为性别效

应，Ｇｋ为基因型效应，ｅｉｊｋｌ为残差效应。
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ 的浓度和纯度 　 基因组

ＤＮＡ 经核酸蛋白检测仪测其 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 值位于

１􀆰 ６ ～ １􀆰 ８ 之间，符合实验要求。
２􀆰 ２　 ＰＣＲ 扩增结果 　 以各实验绵羊基因组

ＤＮＡ 为模板，扩增 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因外显子 ２ 部分

序列（扩增区域为 ７５４ ～ ９６８），产物经 ２％ 琼脂

糖凝胶电泳检测，获得与预期片段大小一致的

产物（２１５ ｂｐ），条带清晰无杂带（图 １），稳定性

和特异性好，可进行 ＳＳＣＰ 分析。

图 １　 中国美利奴羊 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因第 ２
外显子 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ． １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｈ⁃ＦＡＢＰ
ｇｅｎｅ ｅｘｔｒｏｎ ２ ｉｎ Ｍｅｒｉｎｏ ｓｈｅｅｐ
１ ～ ６． 不同个体的 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因

第 ２ 外显子扩增产物； Ｍ． ＤＮＡ 分子量标准 Ｉ。
１ － ６． Ｈ⁃ＦＡＢＰ ｇｅｎｅ ｅｘｔｒｏｎ ２ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ； Ｍ． ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ｉ．
　

２􀆰 ３　 ＳＳＣＰ 结果分析

２􀆰 ３􀆰 １　 基因型的判定 　 绵羊 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因外

显子 ２ 扩增片段存在多态性位点，出现了 ３ 种

基因型，其中 ２ 种纯合型分别定义为 ＡＡ 型和

ＢＢ 型，１ 种杂合型定义为 ＡＢ 型（图 ２）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 纯合子测序结果分析 　 测序结果经与

ＮＣＢＩ 登录号为 ＡＹ１５７６１７􀆰 １ 的序列进行比对，
发现 ＡＡ 型在 ７７８ 位发生了 Ｃ 缺失，９３９ 位发生

了 Ａ→Ｇ 转换（图 ３）；ＢＢ 型（反向互补测序）在
７７８ 位发生了 Ｃ 缺失，７８９ 位发生了 Ｔ→Ｃ 转

换，９３９ 位发生了 Ａ→Ｇ 转换（图 ４）。 与 ＡＡ 型

相比，ＢＢ 型的 ７８９ 位发生了 Ｔ→Ｃ 转换（图 ５），
该突变导致编码氨基酸发生了缬氨酸→丙氨酸

的替换（图 ６）。
２􀆰 ３􀆰 ３　 中国美利奴羊 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因外显子 ２

图 ２　 中国美利奴羊 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因

外显子 ２ ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ 检测结果

Ｆｉｇ． ２　 ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｈ⁃ＦＡＢＰ
ｇｅｎｅ ｅｘｔｒｏｎ ２ ｉｎ Ｍｅｒｉｎｏ ｓｈｅｅｐ

ＡＡ、ＢＢ 和 ＡＢ 分别代表 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因外

显子 ２ 的 ＡＡ、ＢＢ 和 ＡＢ 基因型。
ＡＡ， ＢＢ ａｎｄ ＡＢ ａｒｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ＡＡ， ＢＢ ａｎｄ ＡＢ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

　

位点的遗传多态性分析　 本实验中中国美利奴

羊样本共计 １５０ 只，基因型频率分别为 ＡＡ 型

０􀆰 １４６ ７（ｎ ＝ ２２） ，ＡＢ 型 ０􀆰 ５９３ ３（ｎ ＝ ８９），ＢＢ
型 ０􀆰 ２６０ ０（ｎ ＝ ３９）；Ａ、Ｂ 等位基因频率分别为

０􀆰 ４４３ ３ 和 ０􀆰 ５５６ ７；经计算，卡方值为 ９􀆰 ０８，小
于 χ２（０􀆰 ０１） ＝ ９􀆰 ２１０，而大于 χ２（０􀆰 ０５） ＝ ５􀆰 ９９１，表明该

群体处于 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 非平衡状态，这可能

是由于样本量较小，或新疆本地绵羊经过长期

选育的结果。
对 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因外显子 ２ 的遗传多样性指

标进行分析， 位点纯合度 （ ｈｏｍｏｚｙｇｏｓｉｔｙ ） 为

０􀆰 ５０６，位点杂合度（ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ）为 ０􀆰 ４９４，有
效等位基因数 （Ｎｅ ） 为 １􀆰 ９７５，多态信息含量

（ＰＩＣ）为 ０􀆰 ３７２ （０􀆰 ２５ ＜ ＰＩＣ ＜ ０􀆰 ５０），为中度

多态。
２􀆰 ４　 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因外显子 ２ 位点基因型与肉

质性状的相关分析 　 应用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件，对
ＡＡ、ＡＢ 和 ＢＢ ３ 种基因型与肌内脂肪含量、肌
纤维直径、肌纤维密度之间的相关性进行统计

分析，分析结果见表 １。
由表 １ 可知，ＢＢ 型为肌内脂肪含量的优势

基因型，与 ＡＢ 型相比差异显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），与
ＡＡ 型相比差异极显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＡＡ 型和 ＡＢ
型之间差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；３ 种基因型的

肌内脂肪含量平均值大小依次 ＢＢ ＞ ＡＢ ＞ ＡＡ。
ＢＢ 型对肌纤维直径存在负相关，与 ＡＡ 型相比
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图 ３　 ＡＡ 基因型序列分析

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＡ ｇｅｎｏｔｙｐｅ
与 ＡＹ１５７６１７􀆰 １ 序列比对，ＡＡ 型在 ７７８ 位发生了 Ｃ 缺失，９３９ 位发生了 Ａ→Ｇ 转换。

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＡＹ１５７６１７􀆰 １， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ（７７８） ａｎｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ ／ Ｇ （９３９） ｉｎ ＡＡ ｇｅｎｏｔｙｐｅ．
　

图 ４　 ＢＢ 基因型序列分析

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢＢ ｇｅｎｏｔｙｐｅ
与 ＡＹ１５７６１７􀆰 １ 序列比对，ＢＢ 型（反向互补测序）７７８ 位发生了 Ｃ 缺失，７８９ 位发生了 Ｔ→Ｃ 转换，９３９ 位发生了 Ａ→Ｇ 转换。

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＡＹ１５７６１７􀆰 １， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ（７７８） ａｎｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ ／ Ｃ（７８９） ａｎｄ Ａ ／ Ｇ （９３９） ｉｎ ＢＢ ｇｅｎｏｔｙｐｅ．
　

图 ５　 ＡＡ 与 ＢＢ 基因型 ＤＮＡ 序列比对

Ｆｉｇ． ５　 ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＡ ａｎｄ ＢＢ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ
与 ＡＡ 型相比，ＢＢ 型的７８９ 位发生了 Ｔ→Ｃ 转换。 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＡ ｇｅｎｏｔｙｐｅ， ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ ／ Ｃ （７８９） ｉｎ ＢＢ ｇｅｎｏｔｙｐｅ．

　

图 ６　 ＡＡ 型与 ＢＢ 型的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ． ６　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＡ ａｎｄ ＢＢ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ
ＡＡ 型与 ＢＢ 型之间 ７８９ 位 Ｔ→Ｃ 的转换导致编码氨基酸发生了缬氨酸→丙氨酸的替换。
Ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ ／ Ｃ （７８９） ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＡ ａｎｄ ＢＢ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｌｅｄ ｔｏ ｖａｌｉｎｅ ｃｏｎｖｅｒｔｉｏｎ ｔｏ ａｌａｎｉｎｅ．
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表 １　 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 外显子 ２ 基因型与肉质性状间的

最小二乘分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅ ｍｅａｎｓ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｍｅａｔ ｑｕａｌｉｔｙ ｔｒａｉｔｓ

性状
Ｍｅａｔ ｑｕａｌｉｔｙ ｔｒａｉｔｓ

基因型
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

样本数
Ｎｕｍｂｅｒ

最小二乘均值 ±
标准误

Ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ
Ｍｅａｎ ± ＳＥ

肌内脂肪含量（％ ）
Ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｆａｔ

ｃｏｎｔｅｎｔ

肌纤维直径（μｍ）
Ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ
ｄｉａｍｅｔｅｒ

肌纤维密度（根 ／ ｍｍ２）
Ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ

ｄｅｎｓｉｔｙ

ＡＡ ２２ ３􀆰 ９４１ ± ０􀆰 １３５ａ

ＡＢ ８９ ４􀆰 ２１４ ± ０􀆰 ０７０ａＡ

ＢＢ ３９ ４􀆰 ４１７ ± ０􀆰 １００ｂＡ

ＡＡ ２２ ３２􀆰 ８２９ ± ０􀆰 ４３６ａ

ＡＢ ８９ ３２􀆰 １５８ ± ０􀆰 ２２５ａｃ

ＢＢ ３９ ３１􀆰 ８７８ ± ０􀆰 ３２２ｂｃ

ＡＡ ２２ ６７７􀆰 ６５２ ± ０􀆰 １７２
ＡＢ ８９ ６７７􀆰 ３０４ ± ０􀆰 １６６
ＢＢ ３９ ６７６􀆰 ５８５ ± ０􀆰 １３８

　 　 数据上标不同小写字母表示差异显著（ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），不同
大写字母表示差异极显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒ ｃａｓｅ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）

差异显著，与 ＡＢ 型相比差异不显著；ＡＡ 型与

ＡＢ 型之间无显著性差异；３ 种基因型的肌纤维

直径平均值大小依次 ＡＡ ＞ ＡＢ ＞ ＢＢ。 在肌纤

维密度性状上，各基因型间无显著性差异。

３　 讨　 论

３􀆰 １　 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因多态性与肉质性状相关研

究　 有关 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因多态性及其与动物肉质

性状之间关系的研究已有大量报道。 杨文平等

（２００６）成功扩增出猪 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因内含子 ３ 的

全序列，并对部分序列进行了 ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ 分析，
检测到 ２ 个等位基因 Ａ、Ｂ 和 ３ 种基因型 ＡＡ、
ＡＢ、ＢＢ，序列测定结果表明该位点的变异是由

碱基 Ａ→Ｇ 的替换造成的。 对于猪 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基

因 ５′⁃上游区和第二内含子等区的遗传变异及

其对 ＩＭＦ 含量的遗传效应研究也有报道（庞卫

军等 ２００５， 额尔敦达古拉等 ２００８， 高妍等

２００８）。 文力正等（２００８）对牛 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因 ５′⁃
调控区进行研究，发现 １３６ 位点有 Ｔ 碱基的插

入突变，１４２ 位点发生了 Ｇ⁃Ａ 转换，相关分析结

果表明，其多态位点的剪切力在 ＡＡ 和 ＡＢ、ＢＢ
基因型间差异极显著，Ｂ 基因对剪切力有正效

应，Ａ 基因对其存在负效应，说明 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因

对肉质嫩度有显著影响。 邓龙华等（２０１０）研

究结果表明，Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因 Ｇ ＋ ９２６Ａ 位点多态

性与鸡胸肌粗脂肪含量呈极显著相关，１４ ｂｐ
插入缺失位点与 ７０ 日龄和 ８４ 日龄体重等生长

性状的相关性达到极显著相关水平，Ｃ ＋ ２８５１Ｔ
位点与腿肌粗脂肪含量显著相关，表明 Ｈ⁃
ＦＡＢＰ 基因可以做为 ＩＭＦ 等肉质性状的侯选基

因。 余刚等（２００７）参照绵羊 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因序列

（登录号：ＡＹ１５７６１７），利用 ＰＣＲ⁃ＳＳＣＰ 技术分

析了 ２６２ 头周岁陕北白绒山羊（Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ）
Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因外显子 ２ 的多态性及其与生长和

胴体性状的关系，结果发现存在 ＡＡ、ＡＢ 和 ＢＢ
３ 种基因型，外显子 ２ 的第 ２２ 位存在 Ｇ→Ｃ 突

变，此 ＳＮＰｓ 导致甘氨酸 （ Ｇ） 突变为精氨酸

（Ｒ），认为这可能是造成 ３ 种基因型陕北白绒

山羊在部分生长及胴体性状上存在差异的原

因。 通过各研究证实，不同动物品种 Ｈ⁃ＦＡＢＰ
基因在多区域存在丰富的多态性位点，且与肉

质性状存在显著的相关性。
３􀆰 ２　 本实验结果　 本实验通过对中国美利奴

羊 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基因外显子 ２ 的部分序列进行单核

苷酸多态性分析，发现扩增片段存在多态性位

点，其中 ＡＡ 型和 ＢＢ 型的 ７７８ 位均发生了 Ｃ 缺

失，这在 ＧｅｎＢａｎｋ 中未见有相同结果；另 ＡＡ 型

和 ＢＢ 型的 ９３９ 位均发生了 Ａ→Ｇ 的单碱基突

变，这与 ＧｅｎＢａｎｋ 上已登陆的结果相符；与 ＡＡ
型相比，ＢＢ 型的 ７８９ 位还发生了 Ｔ→Ｃ 的单碱

基突变，且该突变导致编码氨基酸发生了缬氨

酸→丙氨酸的替换；有关绵羊或山羊 Ｈ⁃ＦＡＢＰ
基因外显子 ２ 多态性的研究少有报道，虽也发

现了突变位点（余刚等 ２００７，乔海云等 ２００９），
但因品种或扩增区域不同而突变不同，本实验

在中国美利奴羊中发现的变异位点亦未见有其

他文献报道，后续实验将进一步验证并研究其

是否引起蛋白功能的改变。
３􀆰 ３　 ＩＭＦ 含量与肉品质研究　 羊肉品质不仅

取决于胴体肌肉的数量和颜色，且与肌肉的脂

肪含量、分布及肌肉的嫩度、多汁性、风味等因

素有关。 研究结果表明，ＩＭＦ 是形成肌肉风味



·９７０　　 · 动物学杂志 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｏｏｌｏｇｙ ４８ 卷

的主要前体物质，与肉品质和口感呈正相关，特
别是与肉的多汁性密切相关。 虽然明确了 ＩＭＦ
的含量影响着肉质的嫩度、风味和多汁性，但由

于 ＩＭＦ 含量在活体中的测定有一定的难度。
因此，充分利用 ＤＮＡ 标记辅助选择去寻找控制

ＩＭＦ 的基因，并对其进行选育，从而达到提高

ＩＭＦ 含量和改善肉品质的目标是当前育种过程

中的重要研究内容。 本实验通过对 Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基

因外显子 ２ 位点基因型与肉质性状进行相关性

分析，发现 ＢＢ 型为肌内脂肪含量的优势基因

型，对肌纤维直径存在负相关，提示其可调控肌

肉的嫩度和多汁性。
３􀆰 ４　 实验结论　 本研究结果表明，Ｈ⁃ＦＡＢＰ 基

因对于中国美利奴羊肉质性状有一定影响，可
以作为影响中国美利奴羊肌内脂肪含量的一个

主效基因或肉质性状的数量性状基因（ｑｕａｎｔｉ⁃
ｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔ ｌｏｃｕｓ，ＱＴＬ），外显子 ２ 区 ＢＢ 基因型

对于中国美利奴羊的选种选育具有一定意义。
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