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BMPR-IB基因作为绵羊多胎性能候选基因的研究
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摘　要:利用 BMPR-IB基因作为湖羊 、小尾寒羊及中国美利奴(新疆型)多胎类型多胎性能候选基因 , 采用

PCR-RFLP 方法和聚丙烯酰胺凝胶电泳分析该基因在湖羊 、小尾寒羊和中国美利奴(新疆型)多胎类型中的

多态性 ,并与其产羔数进行相关性分析 , 结果 3 种羊在 BM PR-IB 基因编码序列 746 碱基处均检出与 Booroola

Merino 相同的 A→G 突变 , 可分为 3 种基因型(BB 型 、B+型和 ++型)。湖羊中几乎全部为 BB 基因型;小

尾寒羊中以 BB 和 B+基因型为主;中国美利奴(新疆型)多胎类型中以 B+基因型为主;BMPR-IB 基因与产

羔数显著相关 ,是上述 3 种羊的多胎主效基因。
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Abstract:BMPR-IB gene as a fecundity candidate gene w as studied in Small Tail Han sheep , Hu sheep

and Chinese Merino(Xinjiang type)fecundity line by PCR-RFLP. The resul ts show ed that there w as a

same mutation (A→G) o f BM PR-IB gene in three breeds sheep as that in Booro ola merino ew es 。

Three geno types(BB 、B+、++)were found and almost al l w ere the genotype BB in Hu sheep , and the

BB and B+were inferior in Small Tail Han sheep , B+was the majo r geno type in Chinese Merino

(Xingjian type)fecundi ty line , The BMPR-IB gene is significantly related w ith the li tt le size of sheep。
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　　绵羊的繁殖力是其重要的经济性状之一 ,而

产羔数则是衡量绵羊繁殖力的重要指标 。绵羊产

羔性状的遗传力很低 ,大约为 0. 03 ～ 0. 1左右 ,所

以常规的选育方法很难提高这一性状。同时绵羊

的多胎性是一个复杂的性状 ,受到基因 、年龄 、季

节和营养的影响 ,其中基因是影响绵羊多胎性状

的一个重要因素 ,对绵羊多胎性主效基因的研究

有望建立一种快速提高绵羊产羔性能的育种方

法。随着 FecB 基因在 Boo roola M erino 羊中的

发现及研究的不断深入 ,绵羊的多胎基因引起各

国研究者的广泛关注 。

骨形态发生蛋白(Bone mo rphogenetic pro-

teins , BMPs)是转化生长因子 (t ransfo rming

grow th facto r , TGF)超家族最大的亚家族 ,它们

是多功能的蛋白 ,广泛分布于动物机体的各个部

分 ,参与动物的胚胎发育 、免疫系统以及生殖发
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育 ,尤其在哺乳动物的繁殖中起重要作用[ 1 ～ 3] ,

Mulsant[ 4] 等和Wilson[ 5] 证明 Boo roola 绵羊高繁

殖力 FecB座位被定位到绵羊 6 号染色体对应于

人染色体 4q22-23的区间 ,该区间包含骨形态发

生蛋白受体 IB(Bone morphogenet ic pro tein re-

ceptor IB , BMPR-IB)基因。BMPR-IB 基因编码

序列长 1 509 bp ,由 10 个外显子组成 ,编码 502

个氨基酸 。随后 , Mulsant 等 、Wilson 等和 Souza

几乎同时报道了 Boo roola 绵羊 BMPR-IB基因高

度保守的胞内激酶信号区域存在一个 A746G 突

变
[ 5]
,该突变造成 249号氨基酸由谷氨酰胺变成

了精氨酸 ,正是这个突变(Q249R)与 Booroo la母

羊高繁殖力完全正相关。

1　材料与方法

1. 1　样本采集和 DNA的提取

10 mL 的真空采血管从颈静脉处分别抽取湖

羊 32只母羊血样采自新疆石河子 142团种羊场 ,

小尾寒羊 37只母羊血样采自新疆岳普湖县小尾

寒羊繁育基地 ,中国美利奴(新疆型)多胎品系 40

只母羊血样和中国美利奴单胎品系 47 只母羊血

样采自新疆巩乃斯种羊场 ,每只抽血 8 mL 左右 ,

经上下颠倒 6次以上混合抗凝剂 ,置冰盒内带回

实验室 。采用酚 、氯仿法抽提绵羊的基因组

DNA ,得到的 DNA 加灭菌水溶解稀释后置 -

20℃冰箱中备用 。

1. 2　引物合成

根据王根林等[ 6] 的方法 ,在下游引物 3’ 末端

倒数第四个位置引入错配碱基(CGTC GG TC),

则会产生一个限制性酶 Avall酶切位点 ,扩增产

物大小为 140 bp ,引物由上海生工生物工程公司

合成 ,引物序列:

Fo rw ard:5'-G TCGCTATGGGGAAGT T T-

GGATG-3';

Reverse:5'-CAAGATG TT TTCA TGCCT-

CA TCAACACGGTC-3'.

1. 3　PCR-RFLP反应

PCR反应总体积为 20 μL ,体系组成为:Taq

DNA 聚合酶(5 U /μL)0. 12μL ,10×PCR缓冲液

2μL , MgCl2(25 mmol /L)2. 0 μL , dN TP(2. 5

mmo l /L)2 μL ,提取的基因组 DNA 1 μL(50 μg

左右),上 、下游引物(0. 1μmol /L)各1. 0μL ,灭菌

超纯水补至 20 μL。上下颠倒混匀 ,短暂离心 ,进

行 PCR。PCR反应采用 Touch-Down PCR的方

法:94℃预变性3 min;94℃变性30 s ,退火温度起

始于 60℃,终止于 53℃, 72℃延伸 30 s ,每重复循

环 2次降低退火温度 1℃,也就是说在前 20 个

PCR循环中 ,退火温度从 60℃开始 ,每循环 2次

退火温度降低 1℃, 直至降低到 52℃, 然后在

52℃的退火温度下继续循环 25 次;最后 72℃延

伸 3 min , 4℃保存。PCR产物用限制性内切酶

AvaII进行酶切 ,反应体系为:4μLPCR产物 , 0. 8

μLAvaII 酶 ,2 μL AvaII酶切缓冲液 ,补灭菌超纯

水至 20μL ,37℃水浴 3 h ,之后全部上样于 8%聚

丙烯酰胺凝胶电泳。

2　结果和分析

2. 1　PCR扩增

用设计的引物进行 PCR 扩增 ,扩增片段为

140 bp ,产物上样于 2%的琼脂糖凝胶电泳(图 1)。

图 1　绵羊 BMPR-IB基因的扩增结果

Fig. 1　PCR amplication product of BMPR-IB

gene in different sheep breeds

　　7为 maker , 1 、 4 、5 、 11为突变纯合型 BB , 2 、3 、 6 、9 、 10 、
12为杂合型 B+, 8 、13 、14 、15为野生型++

7 mak er ;1 、4 、5 and 11 m utat ion genoty pe , BB;2 、3 、6 、9 、10 、
12 heterozygote B+;8 、13 、14 、15 w ild genotype ++

图 2　绵羊 BMPR-IB基因扩增产物经 AVa消化结果

Fig. 2　PCR amplication product of BMPR-IB gene digested

By AVaII in different sheep breeds
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2. 2　PCR-RFLP结果与分析

由于绵羊 BMPR-IB基因在 746 处有 1个单

核苷酸多态性位点 A-G 突变 , 经 AvaII 酶消化

后 ,突变纯合子完全被切开 ,产生 110bp和 30bp

的片段 , 记做 BB 型;杂合型部分被切开 , 产生

140 ,110和 30bp 的片段 ,记做 B+;野生型不能

被 AvaII酶切开 ,消化后只有 140bp的片段 ,记做

++(图 2)。

2. 3　BMPR-IB基因对产羔数的影响

采用 GLM 最小二乘分析方法对 BMPR-IB

基因的产羔数的影响 。

表 1　不同品种(系)绵羊 BMPR-IB基因型频率与基因频率

Table 1　The genotype frequency and gene frequency in different sheep breeds

品种(系)
Breeds

只数
No.

基因型频率与基因频率
Th e genotype f requ ency and gene f requency

BB(只数) B+(只数) ++ B +

湖羊 Hu sheep 32 0. 97(31) 0 0. 03(1) 0. 97 0. 03

小尾寒羊 Smal l-tailed han sheep 37 0. 43(16) 0. 46(17) 0. 11(4) 0. 66 0. 34

中国美利奴(新疆型)多胎类型
C hinese Merino m onotocou s line

40 0. 05(2) 0. 7(28) 0. 25(10) 0. 4 0. 6

中国美利奴单胎品系
C hinese Merino

47 0 0 1 0 1

表 2　不同绵羊中 BMPR-IB基因对产羔数的影响

Table 2　Effect on litter size in different sheep breeds

基因型
Genotype

小尾寒羊
Small tai led han sheep

记录数
N

平均产羔数
LSM

标准误
SE

中国美利奴多胎类型
Chinese merin o

记录数
N

平均产羔数
LSM

标准误
SE

综合分析
Analyse for all sh eep

记录数
N

平均产羔数
LSM

标准误
SE

++ 4 2. 2500 0. 2857 10 1. 6000 0. 1807 62 1. 5917a 0. 1219

B+ 17 2. 7647 0. 1386 28 2. 1071 0. 1080 45 2. 1429b 0. 1077

BB 16 2. 8125 0. 1429 2 3. 0000 0. 4041 49 2. 3688b 0. 1194

注:N 为总记录数, LSM 为G LM 最小二乘中的平均产羔数 , SE为标准误。

Note:N mean s test n umber , LSM means lsmean , SE means standard er ror.

　　由表 1知 ,检验出湖羊主要是以 BB 基因型

为主 ,BB 基因频率是 0. 97 , B 频率为 0. 97 , +频

率为 0. 03;小尾寒羊以 BB和 B+为主 ,基因频率

为 0. 43和 0. 46 ,B频率为 0. 66 , +频率为 0. 34;

中国美利奴(新疆型)多胎类型以 B+型为主 ,基

因频率为 0. 7 ,新疆细毛羊单胎品系全部为++

型。

表 2的统计分析结果表明 ,小尾寒羊 3种基

因型之间产羔数差异不显著(P>0. 05),但 BB和

B+性型母羊分别比++型母羊多产羔 0. 56只

和 0. 51只 。中国美利奴多胎类型 B+、BB基因

型母羊和++基因型母羊平均产羔数差异极显著

(P<0. 01)。综合分析几种羊可知产羔数与正常

个体母羊产羔数比较差异极显著(P=0. 0003),B

+基因型母羊产羔数与正常个体母羊产羔数比

较 ,差异也极显著(P =0. 0016)。这说明具有

BMPR-IB基因的纯合子或者杂合子母羊产羔数

与该基因密切关联。

3　讨论

湖羊主要分布于太湖地区 ,四季发情 ,繁殖率

高 ,平均产羔率为 250%以上;小尾寒羊主要分布

于华北平原 ,具有早熟多胎 、全年发情的生殖特

性 ,产羔率为 255. 92%。这两个品种是我国最重

要的多胎绵羊品种 ,研究其多胎机理有十分重要

的意义。 Boo roola 母羊的 FecB 基因的确定为

BMPR-IB后 ,我国的科研人员对湖羊和小尾寒羊

的多胎主效基因进行了研究。

王根林等[ 6] 检测到小尾寒羊++型有产羔 3

～ 5 头 ,且杂合型与突变纯合型产羔数相近 。BB

基因型小尾寒羊第 2胎产羔数比++基因型多产

1. 02(P<0. 01), B等位基因对+等位基因的显

性度为 0. 82。柳淑芳等
[ 7]
报道小尾寒羊出产母

羊 BB ,B+,和++基因型平均产羔分别为 2. 47 、

2. 05和 1. 5 ,经产母羊 BB , B+,和++基因型平

均产羔分别为 3. 17 、2. 55 和 1. 67。阎亚东等[ 8]

报道小尾寒羊第一胎母羊 BB , B+和++基因型

平均产羔数分别为 2. 27 , 2. 18和 1. 35 ,小尾寒羊

第二胎母羊 BB 、B+、++基因型平均产羔数分

别为 2. 52 , 2. 43和 1. 50。BB基因型小尾寒羊第

一胎产羔数比 ++基因型多产 0. 92 只(P <

0. 01),B等位基因对+等位基因的显性度为0. 8。
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本研究中 ,湖羊几乎全是 BB 基因型 ,小尾寒

羊以 BB基因型和 B+基因型为主 ,中国美利奴

(新疆型)多胎类型中以 B+基因型为主 。BB , B

+,和++基因型母羊平均产羔数分别为 2. 36 、

2. 14和 1. 59只 ,BB基因型 、B+基因型母羊产羔

数与正常个体母羊产羔数比较 ,差异极显著 , BB

基因型和 B+基因型比++基因型母羊产羔数平

均多产 0. 77和 0. 55只 ,经过统计分析得出 BM-

PR-IB 基因与产羔数显著相关 ,结合国内相关研

究结果 ,可以确定是上述三种羊的多胎主效基因。

中国美利奴(新疆型)多胎类型是新疆畜牧科

学院从 20世纪 90年代起利用湖羊和中国美利奴

羊(新疆型)培育而成的 ,是成功利用了湖羊的多

胎基因的一个典型。本研究为利用 BMPR - IB

基因进行辅助育种提供了科学依据 ,为新疆本地

绵羊的快速选育工作奠定了基础。
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