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摘 要 生长性状是绵羊育种中关注的重要性状。GH 和 IGF-1基因已被证明是影响动物生长发育的重要

候选基因。因此，了解中国本土绵羊 GH 和 IGF-1基因的遗传多样性，将为提高本土绵羊的生产效率、制定

遗传育种和品种改良措施奠定基础。本研究以本土绵羊品种呼伦贝尔羊、藏羊、湖羊、阿勒泰羊、小尾寒羊

和滩羊为主要研究对象，以澳白羊为参考，通过 Sanger测序检测了 340只绵羊 GH 和 IGF-1外显子单核苷

酸多态性。研究发现，GH 和 IGF-1基因外显子区分别检测到 11个和 3个 SNPs，呈品种特异性分布，在群

体中处于低度至中度多态。连锁不平衡分析发现，GH 基因的 SNP1、SNP3、SNP6、SNP7和 SNP8呈强连锁

不平衡，构建的 7种单倍型中，CGACAG是优势单倍型(52.6%)，而 IGF-1基因的 3个 SNPs之间连锁关系

很弱。生物信息学分析发现，检测到的 14个 SNPs中 GH 的 SNP2、SNP4、SNP8和 IGF-1的 SNP1、SNP3为

新发现的多态位点，其中 SNP4和 SNP9为错义突变，可能会导致编码蛋白质二级结构与三级结构发生改

变。研究结果表明，与其他本土品种和澳白羊相比，湖羊的 GH 和 IGF-1基因具有较为丰富的遗传变异。已

有研究证实 GH 的 SNP6和 SNP9以及 IGF-1的 SNP2不同基因型与绵羊的生长和胴体性状相关联，且在

本土品种中均有多态，推测 GH 基因的 SNP6、SNP9和 IGF-1基因的 SNP2可作为本土绵羊生长性状分子

标记辅助选择的候选 SNPs。
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Abstract Growth traits are the important traits concerned in sheep breeding. GH and IGF-1 genes are well-acce-

pted candidate genes that affect animal growth and development. Understanding polymorphisms of GH and IGF-1

genes lays the foundation to design the breeding strategy and to improve the productive efficiency for local sheep

breeds. In the present study, 340 sheep breeds including 6 native breeds, Hulunbuir sheep, Tibetan sheep, Hu she-

ep, Altay sheep, small tail Han sheep and Tan sheep, as well as Australian white sheep, which to be taken as refer-

ence were chosen to assess polymorphisms of exons in GH and IGF-1 genes by using Sanger sequencing. We ident-

ified 11 SNPs and 3 SNPs in exons of GH and IGF-1 genes respectively. The identified SNPs were of a variety -

specific distribution with low to moderate polymorphism in the population. The strong linkage disequilibrium was

observed in SNP1, SNP3, SNP6, SNP7 and SNP8 of GH gene, which constructed 7 haplotypes and CGACAG was

the dominant one (52.6%). In IGF-1, 3 SNPs showed weak linkage. Bioinformatics analysis found that, SNP2,
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SNP4 and SNP8 in GH as well as SNP1 and SNP3 in IGF-1 were newly discovered mutation among the 14 SNPs.

We found SNP4 and SNP9 of GH were missense mutations, which probably led to variations in secondary and

tertiary structures of the encoded protein. Conclusively, GH and IGF-1 genes of Hu sheep showed higher genetic

polymorphism than that in other domestic breeds and Australian white sheep. According to the associations

between different genotypes and growth traits as well as the polymorphisms of SNPs in previous studies, we

inferred the potential application of SNP6 and SNP9 in GH gene and SNP2 in IGF-1 gene as candidate SNPs for

growth traits molecular marker-assisted selection in endemic sheep breeds.

Keywords Growth hormone; Insulin-like growth factor; Genetic polymorphism; Linkage disequilibrium; Sheep

生长激素(growth hormone, GH)调控动物多种生

理功能，如新陈代谢、生长、繁殖、渗透调节和调节

免疫系统(Bergan-Roller and Sheridan, 2017)。GH的促

生长作用多数由胰岛素样生长因子(insulin-like growth

factor, IGF-1)介导，GH刺激肝脏合成和分泌 IGF-1，

IGF-1又通过特异性 IGF受体刺激多种靶组织和细

胞的生长分化(Bergan-Roller et al., 2017)。IGF-1 信

号通路影响骨骼的合成代谢，特别是 IGF-1对动物机

体的骨形成和重塑有重要作用(Tahimic et al., 2013)。

已证实 GH和 IGF-1可提高肌肉萎缩相关疾病患者

的肌肉质量(Fink et al., 2018)。骨骼肌是生长激素的

靶组织，生长激素通过提高肌肉质量来增强肌肉力

量，而不影响收缩力或纤维组成类型(Venken et al.,

2007; Chikani and Ho, 2013)。GH和 IGF-1是决定体

型大小的主要因素(Favier et al., 2001)，因此 GH 与

IGF-1对动物的生长发育有重要作用，并影响家畜的

生产性能。研究证实，GH不同基因型与长白猪脂肪厚

度和平均日增重显著相关(Franco et al., 2005)。在

鸡、牛以及其他动物中，GH 是作为鉴定基因多态性

与其生长性状、胴体性状相关的候选基因之一

(Stephen et al., 2001; Ishida et al., 2010; Liu et al., 2011)。

基因多态性可由单个碱基突变，即单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNP)引起。

近年来，利用分子标记(SNP)或筛选与生长性状

相关的候选 SNP，进行标记辅助选择，加快育种进

程，已成为研究热点。而基因外显子发生突变可能会

对其功能产生重要影响。研究发现，水牛 IGF-1基因

外显子 1和 4上共检测到 2个 SNPs，不同基因型的

统计分析表明，G64A 和 G280A 位点的 GG基因型

水牛个体在 3~6月龄和6~9月龄的体重(BW)和平均

日增重(ADG)均显著高于其他基因型(P<0.05) (Wang

et al., 2003; El-Magd et al., 2017)。小尾寒羊 IGF-1基

因的外显子 2和内含子 2共检测到 2个 SNPs，虽然

基因型效应不显著，但是 2个位点与十字部高、体

高和体长指数等重要体尺性状显著相关(曹海洋 ,

2013)。

绵羊 GH基因(GenBank: KU341778.1)定位在 11

号染色体负链，基因全长 1 958 bp，包含 5个外显子

和 4个内含子，外显子总长 654 bp，编码 217个氨基

酸。IGF-1基因(GenBank: NM_001009774)定位于 3

号染色体负链，总长 591 bp，由 6个外显子、5个内含

子组成，外显子总长 465 bp，编码 154个氨基酸。目

前，对动物 GH 与 IGF-1基因多态性的研究主要集

中在猪、牛、羊等的 GH 外显子 1 和 4，内含子 3 和

4；IGF-1的外显子 1和 4及内含子 2上，没有针对全

部外显子筛选候选 SNPs。因此，本研究选取呼伦贝

尔羊、藏羊、湖羊、阿勒泰羊、小尾寒羊、滩羊 6个本

土品种和澳洲白绵羊外来品种为研究对象，根据 GH

与 IGF-1基因外显子测序结果，分析 GH 与 IGF-1

基因外显子在七个绵羊品种上的单核苷酸多态性，

并对筛选出的 SNPs进行了群体遗传学和连锁不平

衡等分析，评估中国本土绵羊生长相关基因的多态

水平，为今后本土绵羊分子选育和品种改良提供基

础数据。

1 结果与分析

1.1七个绵羊品种GH与 IGF-1基因外显子 SNPs筛选

本研究对七个品种共 340只绵羊的 GH和IGF-1

基因外显子 PCR产物进行 Sanger测序。在 GH基因

外显子区共检测到 11个突变位点(其中,外显子 2和

外显子 3均检测到 4个 SNPs，外显子 5 发现 3 个

SNPs，而外显子 4未检测到多态性)，以其定位于染

色体的绝对位置顺序编号(图 1A)，依次定义为SNP1~

SNP，其中 SNP1为湖羊、阿勒泰羊和小尾寒羊特有，

SNP2 仅在藏羊和小尾寒羊中发现，SNP3 和 SNP7

分别仅在澳白羊和湖羊中发现，SNP10发现于藏羊、

小尾寒羊和滩羊，其余 SNP4~SNP6、SNP8、SNP9和

SNP11在七个品种中均有分布(表 1)。从突变类型分

析，除 SNP3、SNP7和 SNP9为颠换外，其余突变均为

转换，碱基突变结果显示 SNP2、SNP3和SNP5~SNP8

为同义突变，SNP1、SNP4和 SNP9~SNP11为错义突
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变。与 GH基因相比，在 IGF-1基因上发现的 SNP数

量较少，仅发现 3个 SNPs (其中,外显子 2和外显子

5分别发现 2 个和 1个 SNPs, 外显子 3 和外显子 4

均未检测到多态位点 )，均为同义突变，定义为

SNP1~SNP3 (图 1B;表 2)。其中 SNP3为七个品种所

共有，SNP1在本土品种呼伦贝尔羊、湖羊、阿勒泰羊

和滩羊中均有分布，SNP2 则分布在呼伦贝尔羊、湖

羊和澳白羊群体中。

1.2七个绵羊品种 SNPs多态性和群体遗传学统计分析

1.2.1七个绵羊品种 GH 和 IGF-1基因外显子多态位

点统计学分析

根据测序结果分析了七个品种共 340 只绵羊

GH和 IGF-1基因外显子 SNPs位点基因型频率和等

位基因频率。结果显示，GH的 SNP4、SNP6和 SNP11

在小尾寒羊和澳白羊以及 SNP9在澳白羊中不存在

野生纯合型，其他位点均存在野生纯合型和杂合突

变型两种基因型。其中品种特异性的 SNPs均表现为

野生纯合型频率高于突变杂合型。七个品种共有的

表 1七个绵羊品种 GH 基因的 SNPs筛选

Table 1 SNPs identified in GH gene in seven sheep breeds

名称

Name

SNP1

SNP2

SNP3

SNP4

SNP5

SNP6

SNP7

SNP8

SNP9

SNP10

SNP11

品种

Breed

Hu, ALT, Han

Z, Han

A

All

All

All

Hu

All

All

Z, Han, T

All

氨基酸变异

Amino acid variation

Glycine (Gly)→ serine (Ser)

Tyrosine (Tyr)

Alanine (Ala)

Gly→Ser

Proline (Pro)

Ser

Pro

Glutarnine (Glu)

Gly→Arginine (Arg)

Ala→Threonine (Thr)

Pro→Leucine (Leu)

mRNA位点

mRNA loci

G103A

C102T

G87C

G161A

A151G

C139T

G76T

A212G

G168C

G144A

C124T

碱基突变

Base mutation

G→A

C→T

G→C

G→A

A→G

C→T

G→T

A→G

G→C

G→A

C→T

染色体位点

Chromosoma loci

47540268

47540269

47540284

47541051

47541061

47541073

47541136

47541408

47541452

47541476

47541496

注: H:呼伦贝尔羊; Z:藏羊; Hu:湖羊; ALT:阿勒泰羊; Han:小尾寒羊; T:滩羊; A:澳洲白绵羊; All代表全部品种

Note: H: Hulun buir sheep; Z: Tibetan sheep; Hu: Hu sheep; ALT: Altay sheep; Han: small-tailed Han sheep; T: Tan sheep; A: Aus-

tralian white sheep; All represents all breeds

表 2七个绵羊品种 IGF-1基因的 SNPs筛选

Table 2 SNPs identified in IGF-1 gene in seven sheep breeds

名称

Name

SNP1

SNP2

SNP3

品种

Breed

H, Hu, ALT, T

H, Hu, A

All

氨基酸变异

Amino acid variation

Threonine (Thr)

Alanine (Ala)

Proline (Pro)

mRNA位点

mRNA loci

G48A

G199A

T205C

碱基突变

Base mutation

G→A

G→A

T→C

染色体位点

Chromosoma loci

171268448

171323180

171323186

SNPs中，SNP8 在呼伦贝尔羊、藏羊、湖羊和滩羊的

野生纯合型频率略高于突变杂合型，而在阿勒泰羊、

小尾寒羊和澳白羊的野生纯合型频率略低于突变杂

合型。基因频率计算结果显示品种特异性的 SNPs，

除了澳白羊的 SNP3位点外，其余 SNPs的优势等位

为野生型，而品种共有的 SNPs，其 SNP4、SNP9和

SNP11位点在大部分品种中野生型和突变型的比例

接近 1颐1。在各个品种中，SNP8的野生型和突变型比

例差异较大 (澳白羊约 1.9颐1,阿勒泰羊约 2.3颐1,藏羊

约 4.5颐1)，SNP5在阿勒泰羊和澳白羊中野生型和突

变型比例约为 2颐1，SNP6在阿勒泰羊中野生型和突

变型比例约为 2颐1，而在其他品种中接近 1颐1 (表 3)。

对 IGF-1基因外显子 SNPs位点基因型频率和

等位基因频率的分析结果显示，SNP1 在呼伦贝尔

羊、阿勒泰羊和滩羊中存在野生纯合型和杂合突变

型两种基因型(基因型频率:呼伦贝尔羊和阿勒泰羊-

野生纯合型跃杂合突变型,滩羊 - 杂合突变型跃野生

纯合型)，在湖羊中存在野生纯合型、杂合突变型和纯

合突变型三种基因型(基因型频率:野生纯合型等于
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表 3七个绵羊品种 GH 基因多态位点的基因型频率和基因频率

Table 3 Genotype and gene frequencies of GH gene polymorphic loci in seven sheep breeds

绵羊品种

Sheep breed

H

Z

Hu

ALT

Han

T

突变

Mutation

SNP4

SNP5

SNP6

SNP8

SNP9

SNP11

SNP2

SNP4

SNP5

SNP6

SNP8

SNP9

SNP10

SNP11

SNP1

SNP4

SNP5

SNP6

SNP7

SNP8

SNP9

SNP11

SNP1

SNP4

SNP5

SNP6

SNP8

SNP9

SNP11

SNP1

SNP2

SNP4

SNP5

SNP6

SNP8

SNP9

SNP10

SNP11

SNP4

SNP5

SNP6

SNP8

SNP9

突变型

Mutation

0.48

0.42

0.48

0.22

0.48

0.48

0.20

0.47

0.38

0.47

0.18

0.45

0.03

0.47

0.10

0.47

0.41

0.47

0.02

0.21

0.48

0.48

0.10

0.44

0.33

0.39

0.30

0.45

0.45

0.10

0.20

0.50

0.41

0.50

0.28

0.49

0.03

0.50

0.46

0.44

0.46

0.17

0.46

野生型

Wild type

0.52

0.58

0.52

0.78

0.52

0.52

0.80

0.53

0.62

0.53

0.82

0.55

0.97

0.54

0.90

0.53

0.59

0.53

0.98

0.79

0.52

0.53

0.90

0.56

0.67

0.61

0.70

0.55

0.55

0.90

0.80

0.50

0.59

0.50

0.72

0.51

0.97

0.50

0.54

0.56

0.54

0.83

0.54

杂合型

Heterozygosity

0.96

0.83

0.96

0.44

0.97

0.97

0.40

0.93

0.77

0.93

0.37

0.91

0.05

0.93

0.20

0.93

0.83

0.93

0.03

0.42

0.95

0.95

0.20

0.89

0.67

0.78

0.60

0.90

0.90

0.20

0.40

1.00

0.81

1.00

0.57

0.98

0.07

1.00

0.92

0.88

0.92

0.35

0.88

野生型

Wild type

0.04

0.17

0.04

0.56

0.03

0.03

0.60

0.07

0.23

0.07

0.63

0.09

0.95

0.07

0.80

0.07

0.17

0.07

0.97

0.58

0.05

0.05

0.80

0.11

0.33

0.22

0.40

0.10

0.10

0.80

0.60

0.00

0.19

0.00

0.43

0.02

0.93

0.00

0.08

0.12

0.08

0.66

0.12

样本量

Sample number

54

54

54

64

64

64

5

60

60

60

57

57

57

57

5

58

58

58

58

59

59

59

5

9

9

9

10

10

10

5

5

59

59

59

60

59

60

60

60

60

60

58

58

基因型频率

Genotype frequency

等位基因频率

Allele frequency

本土绵羊品种 GH与 IGF-1基因多态性分析 507



基因组学与应用生物学

纯合突变型且为杂合突变型的二倍)。品种特异性的

SNP2在呼伦贝尔羊和湖羊群体中无野生纯合型，而

是表现为突变杂合型和突变纯合型两种基因型 (基

因型频率:呼伦贝尔羊 - 突变纯合型跃突变杂合型,

湖羊 - 突变杂合型跃突变纯合型)；在澳白羊中存在

野生纯合型、杂合突变型和纯合突变型三种基因型

(基因型频率: 野生纯合型跃杂合突变型跃纯合突变

型)。品种共有的 SNP3在呼伦贝尔羊、藏羊、小尾寒

羊、滩羊和澳白羊中均存在野生纯合型、杂合突变型

和纯合突变型三种基因型(基因型频率: 野生纯合

型跃杂合突变型跃纯合突变型)，而在湖羊和阿勒泰羊

中仅存在野生纯合型和杂合突变型(基因型频率:野

生纯合型跃杂合突变型) (表 5)。

1.2.2七个绵羊品种 GH 和 IGF-1基因外显子多态位

点群体遗传学分析

根据 7个绵羊品种 GH 和 IGF-1基因外显子遗

传多态性统计结果可知 (表 4; 表 6)，七个品种的

GH 基因各位点的期望杂合度 (Ho) 平均值均大于 0.5

(0.66~ 0.86)高于观测杂合度(He: 0.39~0.55)，说明种

群内多样性水平较高。IGF-1基因的 3个 SNPs位点

在湖羊和滩羊的 Ho平均值分别为 0.51和 0.64均大

于 0.5，说明这三个 SNPs在种群内多样性水平较高。

GH 基因的 SNP9在藏羊、湖羊和滩羊群体中偏离平

衡，其余位点和 IGF-1的三个位点均处于哈代 - 温

伯格(Hardy-Weinberg)平衡状态，说明绵羊群体基因

平衡，未经历自然选择(王世锋等, 2019)。多态信息含

绵羊品种

Sheep breed

T

A

突变

Mutation

SNP10

SNP11

SNP3

SNP4

SNP5

SNP6

SNP8

SNP9

SNP11

突变型

Mutation

0.02

0.47

0.10

0.50

0.27

0.50

0.35

0.50

0.50

野生型

Wild type

0.98

0.53

0.90

0.50

0.73

0.50

0.65

0.50

0.50

杂合型

Heterozygosity

0.03

0.93

0.20

1.00

0.55

1.00

0.69

1.00

1.00

野生型

Wild type

0.97

0.07

0.80

0.00

0.46

0.00

0.31

0.00

0.00

样本量

Sample number

58

58

5

22

22

22

26

26

26

基因型频率

Genotype frequency

等位基因频率

Allele frequency

续表 3

Continuing table 3

量 (polymorphic information content, PIC) 结果表明，

GH与 IGF-1基因外显子的各个 SNPs均处于低度和

中度多态，说明绵羊群体的选育程度较低。

分析有效等位基因数(Ne)发现，GH 基因在七个

品种共有的 SNPs中，SNP4在小尾寒羊和澳白羊群

体以及 SNP5、SNP6、SNP8、SNP9、SNP11 在七个品

种中 Ne均接近或等于 2，而品种特异性位点 Ne 均较

低(1.03~1.47)。IGF-1的 SNPs中，品种共有的 SNP3

在七个品种群体的 Ne 均接近 2，品种特异性的

SNP1在湖羊、阿勒泰羊、滩羊和 SNP2在湖羊中 Ne

近似等于 2，说明试验群体中品种共有的 SNPs，其等

位基因分布比品种特异性 SNPs更均匀，更适合用于

分析多态性与生长性状的关系(曹海洋, 2013)。

1.3 绵羊 GH和 IGF-1基因 SNPs染色体定位

根据筛选出的 11 个多态位点构建绵羊 GH 和

IGF-1基因 SNPs染色体定位图(图 1A)，GH定位于11

号染色体负链上，紫色的片段从上到下依次为 GH基

因的外显子 5到外显子 1，SNP8~SNP11定位于外显

子 2上，SNP4-7定位于外显子 3上，SNP1~SNP3定位

于外显子 5上，与 Ensembl数据库比对后发现SNP2、

SNP4和 SNP8 为新发现的多态位点(标注为红色)，

SNP1、SNP3、SNP5、SNP6、SNP7、SNP9~SNP11 为已

知位点(标注为绿色) (图 1A)。IGF-1基因的定位结果

所示，其位于 3号染色体负链上，SNP1定位于外显

子 5上，SNP2、SNP3定位于外显子 2上，且SNP1和

注: H:呼伦贝尔羊; Z:藏羊; Hu:湖羊; ALT:阿勒泰羊; Han:小尾寒羊; T:滩羊; A:澳洲白绵羊; All代表全部品种

Note: H: Hulun buir sheep; Z: Tibetan sheep; Hu: Hu sheep; ALT: Altay sheep; Han: small-tailed Han sheep; T: Tan sheep; A: Aus-

tralian white sheep; All represents all breeds
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SNP3为新发现位点(标注为红色)，其他已报道的 SNPs

在本研究的试验群体中均未检测到(图 1B)。

1.4绵羊GH和 IGF-1基因多态性的连锁不平衡分析

连锁不平衡分析结果表明，GH 的 SNP1分别与

SNP3、SNP6、SNP7和 SNP8呈强连锁不平衡(r2跃0.8)，

SNP3与 SNP7，SNP6和 SNP7呈强连锁。本试验群体

检测到 7种单倍型，其中 CGACAG为优势单倍型，

占 52.6%，其次是 TCATGA，比例为 27.6%，其余 5种

单倍型各不相同 (图 3)，比例较低 (13.0%~14.5%)。

IGF-1基因的 3个位点之间连锁关系很弱，主要形成

表 4七个绵羊品种 GH 基因外显子遗传多态性

Table 4 Genetic polymorphism of GH gene exon in seven sheep breeds

绵羊品种

Sheep

breed

H

Z

Hu

ALT

PIC

0.37

0.37

0.37

0.28

0.37

0.37

0.27

0.37

0.36

0.37

0.25

0.37

0.06

0.37

0.16

0.37

0.37

0.37

0.04

0.28

0.37

0.37

0.16

0.37

0.34

0.36

Ne

0.50

1.95

2.00

1.52

2.00

2.00

1.47

0.50

1.90

1.99

1.43

1.98

1.05

1.99

1.22

0.50

1.94

1.99

1.03

1.50

2.00

2.00

1.22

0.49

1.80

1.91

He

0.96

0.49

0.50

0.34

0.50

0.50

0.32

0.93

0.47

0.50

0.30

0.49

0.05

0.50

0.18

0.93

0.49

0.50

0.03

0.33

0.50

0.50

0.18

0.89

0.44

0.48

Ho

0.97

0.83

0.96

0.44

0.97

0.97

0.40

0.93

0.77

0.93

0.37

0.91

0.05

0.93

0.20

0.95

0.83

0.93

0.03

0.42

0.95

0.95

0.20

0.90

0.67

0.78

HWE

P值

P-value

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P<0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P<0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

样本量

Sample

number

54

54

54

64

64

64

5

60

60

60

57

57

57

57

5

58

58

58

58

59

59

59

5

9

9

9

突变

Mutation

SNP4

SNP5

SNP6

SNP8

SNP9

SNP11

SNP2

SNP4

SNP5

SNP6

SNP8

SNP9

SNP10

SNP11

SNP1

SNP4

SNP5

SNP6

SNP7

SNP8

SNP9

SNP11

SNP1

SNP4

SNP5

SNP6

群体遗传结构指标

Population genetic

structure index

PIC

0.33

0.37

0.37

0.16

0.27

0.38

0.37

0.38

0.32

0.37

0.06

0.38

0.37

0.37

0.37

0.24

0.37

0.04

0.37

0.16

0.38

0.32

0.38

0.35

0.38

0.38

Ne

1.72

1.98

2.00

1.22

1.47

2.00

1.93

2.00

1.94

2.00

1.06

2.00

0.50

1.97

1.99

1.40

1.98

1.03

1.99

1.22

2.00

1.66

2.00

1.83

2.00

2.00

He

0.42

0.50

0.50

0.18

0.32

0.50

0.48

0.50

0.49

0.50

0.06

0.50

0.92

0.49

0.50

0.28

0.50

0.03

0.50

0.18

0.50

0.40

0.50

0.45

0.50

0.50

Ho

0.60

0.90

0.90

0.20

0.40

1.00

0.81

1.00

0.57

0.98

0.07

1.00

0.93

0.88

0.92

0.35

0.88

0.03

0.93

0.20

1.00

0.55

1.00

0.69

1.00

1.00

HWE

P值

P-value

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P<0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

样本量

Sample

number

10

10

10

5

5

59

59

59

60

59

60

60

60

60

60

58

58

58

58

5

22

22

22

26

26

26

突变

Mutation

SNP8

SNP9

SNP11

SNP1

SNP2

SNP4

SNP5

SNP6

SNP8

SNP9

SNP10

SNP11

SNP4

SNP5

SNP6

SNP8

SNP9

SNP10

SNP11

SNP3

SNP4

SNP5

SNP6

SNP8

SNP9

SNP11

绵羊品种

Sheep

breed

ALT

Han

T

A

群体遗传结构指标

Population genetic

structure index

注: PIC跃0.5为高度多态; 0.25臆PIC臆0.5为中度多态; PIC约0.25为低度多态; H:呼伦贝尔羊; Z:藏羊; Hu:湖羊; ALT:阿勒泰羊;

Han:小尾寒羊; T:滩羊; A:澳洲白绵羊

Note: PIC跃0.5 is highly polymorphic; 0.25臆PIC臆0.5 is moderately polymorphic; PIC约0.25 is low polymorphic; H: Hulun buir sheep;

Z: Tibetan sheep; Hu: Hu sheep; ALT: Altay sheep; Han: small-tailed Han sheep; T: Tan sheep; A: Australian white sheep

3种单倍型，其中 TG为优势单倍型，比例达到55.9%，

其次分别为 CG (26.5%)和 TA (17.6%) (图 2)。

1.5 绵羊 GH基因多态位点蛋白质二级和三级结构

预测

由于七个品种绵羊的 IGF-1基因的 SNPs为同

义突变，所以仅分析了 GH 基因可能的蛋白质结构

变异。利用MEGA软件对 GH基因核苷酸测定序列

翻译成蛋白质，发现第 35位和第 89位氨基酸残基

发生改变(图 4)，SNP4突变位点碱基 G转换成 A导

致其编码的蛋白质第 89位的氨基酸残基由甘氨酸
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表 5七个绵羊品种 IGF-1基因多态位点的基因型频率和基因频率

Table 5 Genotype and gene frequencies of IGF-1 gene polymorphic loci in seven sheep breeds

绵羊品种

Sheep breed

H

Z

Hu

ALT

Han

T

A

突变型

Mutation

0.06

0.02

0.30

0.26

0.50

0.02

0.14

0.30

0.21

0.31

0.40

0.26

0.10

0.31

野生型

Wild type

0.94

0.98

0.70

0.74

0.50

0.98

0.86

0.70

0.79

0.69

0.60

0.74

0.90

0.69

突变纯合

Homozygous mutation

0.00

0.95

0.07

0.07

0.40

0.05

0.00

0.00

0.00

0.12

0.00

0.03

0.05

0.10

杂合型

Heterozygosity

0.13

0.05

0.45

0.38

0.20

0.96

0.27

0.40

0.43

0.39

0.80

0.48

0.10

0.43

野生型

Wild type

0.88

0.00

0.48

0.55

0.40

0.00

0.73

0.60

0.57

0.50

0.20

0.50

0.86

0.48

样本量

Sample number

8

42

42

22

5

22

22

5

7

26

5

40

21

21

突变

Mutation

SNP1

SNP2

SNP3

SNP3

SNP1

SNP2

SNP3

SNP1

SNP3

SNP3

SNP1

SNP3

SNP2

SNP3

基因型频率

Genotype frequency

等位基因频率

Allele frequency

表 6七个绵羊品种 IGF-1基因外显子遗传多态性

Table 6 Genetic polymorphism of IGF-1 gene exon in seven sheep breeds

绵羊品种

Sheep breed

H

Z

Hu

ALT

Han

T

A

PIC

0.11

0.04

0.33

0.31

0.38

0.37

0.21

0.33

0.28

0.34

0.36

0.31

0.16

0.34

Ne

1.13

1.05

1.72

1.64

2.00

2.00

1.31

1.72

1.51

1.74

1.92

1.63

1.21

1.75

He

0.12

0.05

0.42

0.39

0.50

0.04

0.24

0.42

0.34

0.43

0.48

0.39

0.17

0.43

Ho

0.13

0.05

0.45

0.38

0.20

1.05

0.27

0.40

0.43

0.39

0.80

0.48

0.10

0.43

样本量

Sample number

8

42

42

22

5

22

22

5

7

26

5

40

21

21

突变

Mutation

SNP1

SNP2

SNP3

SNP3

SNP1

SNP2

SNP3

SNP1

SNP3

SNP3

SNP1

SNP3

SNP2

SNP3

HWE

P值

P-value

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

群体遗传结构指标

Population genetic structure index

注: PIC跃0.5为高度多态; 0.25臆PIC臆0.5为中度多态; PIC约0.25为低度多态; H:呼伦贝尔羊; Z:藏羊; Hu:湖羊; ALT:阿勒泰羊;

Han:小尾寒羊; T:滩羊; A:澳洲白绵羊

Note: PIC跃0.5 is highly polymorphic; 0.25臆PIC臆0.5 is moderately polymorphic; PIC约0.25 is low polymorphic; H: Hulun buir sheep;

Z: Tibetan sheep; Hu: Hu sheep; ALT: Altay sheep; Han: small-tailed Han sheep; T: Tan sheep; A: Australian white sheep

注: H:呼伦贝尔羊; Z:藏羊; Hu:湖羊; ALT:阿勒泰羊; Han:小尾寒羊; T:滩羊; A:澳洲白绵羊

Note: H: Hulun buir sheep; Z: Tibetan sheep; Hu: Hu sheep; ALT: Altay sheep; Han: small-tailed Han sheep; T: Tan sheep; A: Aus-

tralian white sheep
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(Gly, G)突变为丝氨酸(Ser, S)，SNP9碱基 G到 C的

颠换导致其编码蛋白质第 35 位的氨基酸残基由甘

氨酸突变为精氨酸(Arg, R)。利用蛋白质二级结构在

线分析软件 PSIPRED，针对绵羊 GH基因的错义突变

位点 SNP4和 SNP9进行蛋白质二级结构预测(图5)，

结果表明，氨基酸序列突变没有影响蛋白质的二级

结构。为了进一步分析碱基突变是否改变编码蛋白

质的生物学功能，我们利用蛋白质三级结构预测软件

SWISS-Model (http://swissmodel.expasy.org/) (Biasini

et al., 2014) 进行绵羊 GH 基因蛋白质三级结构的预

测(图 6V1)，结果显示，突变前第 35位甘氨酸除了与

第 89位甘氨酸有互作力外，还与邻近的第 88位苏

氨酸(Thr)产生互作力，稳定蛋白质三维结构。图 6 V2

即突变后只有第 35位(Arg)和第 89位丝氨酸(Ser)之

间存在互作力，蛋白质构象发生改变，推测可能会影

响蛋白质功能(图 6)。

2 讨论

由于 GH与 IGF-1基因在生长发育，特别是在分

子标记辅助选择和遗传改良中的潜在作用，本研究

对中国六个本土绵羊品种和一个商业品种 GH 与

IGF-1的遗传多样性进行了检测。本研究在 GH基因

图 1绵羊 GH (A)与 IGF-1 (B)基因 SNPs染色体定位

Figure 1 Chromosomal location of SNPs identified in sheep GH (A) and IGF-1 (B) gene

图 2绵羊 GH 基因 SNP1~SNP11位点连锁不平衡分析(r2)

Figure 2 Linkage disequilibrium (r2) analysis of SNP1~SNP11 loci

in sheep GH gene

图 3绵羊 IGF-1基因 SNP1~SNP11位点连锁不平衡分析(r2)

Figure 3 Linkage disequilibrium (r2) analysis of SNP1~SNP3 loci

in sheep IGF-1 gene

图 4绵羊 GH 基因多态位点氨基酸序列

注: V1和 V2分别为试验群体测定序列和参考序列的多肽链

Figure 4 Amino acid sequence of polymorphism site of sheep GH

gene

Note: V1 and V2 are the test and reference sequences polypep-

tide chains respectively
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现为这两种基因型，但为同义突变 (Gorlov et al.,

2017)。Afifi等(2017)发现哈里绵羊 GH基因外显子 4

有多态性，其突变位点(G1383A)的 AA基因型(纯合

突变) 的初生重和日增重均显著高于 GG型和 GA型。

而本试验群体的 GH 基因外显子 4未检测到多态位

点。SNP9在藏羊群体存在 GG、GC和 CC三种基因

型，GG为优势基因型，基因型频率比值：GG/GC约

为 1.7:1，GC/CC约为 1.8:1。突变等位基因频率：野生

型 G大于突变型 C。PIC中度多态，Ne 近似等于 2。

进一步关联分析表明，GG基因型的体重、体长、体

高和胸围大于 CC 型，GC 基因型的体长和体重大

于 CC型，说明等位基因 G与体重正相关(Han et al.,

2016)。本研究检测到的 SNP9的等位基因频率、Ne、

PIC与 Han等(2016)相同。但本试验群体仅存在 GG

和 GC两种基因型，GC为优势基因型，而澳白羊只

有 GC杂合型。此外，SNP9位点仅在藏羊群体未达

到 Hardy-Weinberg平衡状态，而其余六个品种群体

均处于 Hardy-Weinberg平衡。本试验群体所检测到

SNP9的突变类型、基因型、基因型频率和优势等位

基因与 Han 等(2016)不一致，可能是品种差异造成

的，而在相同品种藏羊上的这些差异，或许是受地

域因素影响。Meira 等(2018)在肉用品种圣伊内斯

(Santaines)绵羊群体中检测到 GH 基因的2个多态位

点 SNP3和 SNP6。其中 SNP3为沉默突变，不影蛋白

质生理功能与胴体性状无关联，SNP6 为错义突变。

SNP3和 SNP6的突变等位基因频率低，没有纯合突

变，野生型 GG和 CC分别为优势基因型。Meira等

(2018)未做群体遗传性分析。关联分析表明，SNP6对

圣伊内斯绵羊的肋骨重和腿重具有加性效应，CC基

因型的绵羊胴体质量较高(Meira et al., 2018)。本研究

仅在澳白羊检测到SNP3，基因型、基因型频率和等位

基因频率与Meira等(2018)研究结果一致，但六个本

土品种均未检测到。可能由于澳白羊和圣伊内斯绵

羊为国外专门肉用品种，与本土品种存在差异。

关于绵羊 IGF-1基因多态性(尤其是外显子基因

多态性)与生长性状的关联分析较少。已有研究表明

IGF-1基因多态性与伊朗本土绵羊的体重和体尺等

性状显著相关，但以上研究结果大多针对 IGF-1基

因的 5'侧翼区和内含子，而对 IGF-1基因外显子多

态性与生长性状的相关性分析却很少(Tahmoorespur

et al., 2009; Gholibeikifard et al., 2013; Negahdary et al.,

2013)。本研究在 IGF-1基因外显子区检测到了 3个

SNPs，均为同义突变，其中 SNP1和 SNP3为新发现

的多态位点。已证实，IGF-1基因的 SNP2在小尾寒

羊群体中存在三种基因型，GG、GA、和 AA。基因型

频率：GG与 AA基本相同，AA仅占 10%。等位基因

外显子区共检测到 11个 SNPs，其中 SNP2、SNP4和

SNP8为 3个新的 SNP位点，SNP1、SNP3、SNP5~SNP7

和 SNP9~SNP11为已知位点。分析等位基因频率可

知，所有 SNPs在七个品种群体的突变等位基因频率

偏低(0.02~0.5)，而且均无纯合突变，这对估计加性效

应和显性效应造成困难。先前的研究结果已证实，

GH基因的外显子具有多态性，而且部分 SNPs与绵

羊的生长性状相关。

研究表明，SNP5 (突变类型为错义突变)在索尔

斯克绵羊群体存在 AA和 AG两种基因型，且 AG杂

合型的断奶重、9月龄重和日增重均显著(极显著)大

于 AA型个体。本试验群体(七个品种)的 SNP5也表

图 5绵羊 GH 基因多态位点蛋白质二级结构预测

Figure 5 Prediction of protein secondary structure at polymorphi-

sm sites of sheep GH gene

图 6绵羊 GH 基因多态位点蛋白质三级结构预测

注: V1和 V2分别为突变前后预测的蛋白质三维结构

Figure 6 Prediction of protein tertiary structure at polymorphism

sites of sheep GH gene

Note: V1 and V2 are respectively predicted protein tertiary struc-

tures before and after mutation
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频率，野生型 G为优势等位。群体遗传参数表明，小

尾寒羊在该位点处于中度多态，符合 Hardy-Wein-

berg平衡。进一步关联分析得出，GA型个体的十字

部高、体高显著高于 GG和 AA基因型个体(曹海洋,

2013)。本研究仅在呼伦贝尔羊、湖羊和澳白羊中检测

到 SNP2。其突变类型、在澳白羊群体的基因型、基因

型频率和优势等位基因与曹海洋(2013)的研究结果

一致。SNP2的 PIC在湖羊群体也为中度多态。呼伦

贝尔羊、湖羊和澳白羊均处于哈温平衡。但本研究未

在小尾寒羊上检测到 SNP2，可能是由于试验群体小

造成的。呼伦贝尔羊和湖羊仅检测到两种基因型：

GA和 AA。在呼伦贝尔羊群体中，AA基因型为优势

基因型，比例达 95%，GA仅占 5%，而湖羊群体的基

因型比例与呼伦贝尔羊恰恰相反。分析群体遗传参

数发现，湖羊的杂合度高达 0.96，而曹海洋(2013)在

小尾寒羊群体检测到的杂合度仅为 0.5。在呼伦贝尔

羊(Ho=0.05)和澳白羊(Ho=0.1)群体中杂合度极低。

呼伦贝尔羊和澳白羊 PIC为低度多态。这表明，与呼

伦贝尔羊和澳白羊相比，SNP2更适合用于分析湖羊

基因多态性与生长性状的关系。

本研究对品种共有的 SNPs位点进行蛋白质二

级结构和三级结构预测发现，GH 的 SNP4 和 SNP9

导致编码蛋白质构象发生改变，可能会影响其生理

功能，需要结合表型数据进行关联分析，进一步验证

SNP4 和 SNP9 作为影响本土绵羊生长性状候选

SNPs的可能性。

研究结果表明，与其他本土绵羊品种相比，湖羊

的 GH 和 IGF-1基因具有较为丰富的遗传变异。七

个品种共有的 SNPs更适合于分析多态性与生长性

状的关系，其中 GH 基因的 SNP6、SNP9和 IGF-1基

因的 SNP2可作为研究多态位点与绵羊生长性状的

候选 SNPs。同时，不同基因型个体的表型信息对进

一步的基因型表型关联分析至关重要，将为筛选重

要的候选位点奠定基础。

3 材料与方法

3.1 试验材料

用耳钳采集大小约为 1 cm3的七个品种绵羊的

耳组织，放入装有 1 mL无水乙醇的冻存管中，带回

实验室 -20℃保存，用于基因组 DNA的提取。其中

本土地方品种为 310只基础母羊，外来品种为 30只

澳洲白种公羊。试验羊均选取体型接近(母羊体型大

小接近,公羊体型大小接近) 健康状况良好且年龄为

3岁的群体，品种信息(表 7)。

3.2提取绵羊基因组 DNA

首先利用北京天根生化科技有限公司的动物组

织基因组 DNA快速提取试剂盒提取绵羊基因组，随

后琼脂糖凝胶(浓度为 1%)电泳检测 DNA质量，电泳

条件为 120V，25min，使用Nano-Drop2000检测浓度。

3.3绵羊 GH和 IGF-1基因 PCR扩增与测序

根据 Ensembl数据库中绵羊 GH 与 IGF-1基因

表 7绵羊品种

Table 7 Sheep breeds

采样地点

Sampling site

内蒙古呼伦贝尔市呼伦贝尔羊种羊场

Hulunbuir sheep breeding farm of Hulunbuir city in Inner Mongolia

青海省海西州乌兰县

Wulan county of Haixi prefecture in Qinghai province

宁夏盐池县

Yanchi county in Ningxia

山东临清润林牧业有限公司

Linqingrunlin of Shandong animal husbandry limited company

内蒙古呼伦贝尔市大杨树镇

Dayangshu town of Hulunbuir city in Inner Mongolia

新疆建设兵团 184团羊场

The 184 regiments of Xinjiang construction corps

天津奥群牧业有限公司

Tianjin Aoqun animal husbandry of limited company

数量

Number

60

60

60

60

60

10

30

品种

Breed

呼伦贝尔羊(H)

Hulunbuir sheep (H)

藏羊(Z)

Tibetan sheep (Z)

滩羊(T)

Tan sheep (T)

湖羊(Hu)

Hu sheep (Hu)

小尾寒羊(Han)

Small-tail Han sheep (Han)

阿勒泰羊(ALT)

Altay sheep (ALT)

澳洲白绵羊(A)

Australian white sheep (A)
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外显子的 SNP进行初步筛选，发现 GH 的外显子 1

和 IGF-1的外显子 1、外显子 6没有定位到 SNP，其

他外显子均定位到了 SNP，故选取 GH 外显子 2~外

显子 5和 IGF-1外显子 2~外显子 5 进行测序筛选

候选 SNP。利用 Primer Premier 6.0软件设计、合成绵

羊 GH与 IGF-1基因的 4个外显子引物(上海生工生

物工程股份有限公司)，表 8为引物信息。采用 35 滋L

的体系进行 PCR 扩增 (PCR 试剂选用 TaKaRa 公

司产品, 扩增反应体系为: 3 滋LdNTP mix, 3.5 滋L 10

Buffer,上下游引物各 0.7滋L, 1 滋L基因组 DNA, 0.2 滋L

rTaq DNA Polymerase和 25.9 滋L ddH2O)，反应条件

为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s；53℃~58℃

(具体退火温度见表 8) 退火 30 s；72℃延伸 45 s；30个

循环；72℃延伸 10 min；4℃保存。2%琼脂糖凝胶电

泳检测合格的产物送武汉天一辉远生物科技有限公

司进行 Sanger测序。

3.3 数据处理与统计分析

采用 MEGA 6.0和 Chromas 2软件进行序列比

对分析，确定 SNPs位点，利用 Haploview 软件分别

对 GH 与 IGF-1 基因的外显子 SNPs进行连锁不平

衡分析。自写 perl程序，提取染色体信息，构建 GH

与 IGF-1基因 SNPs染色体定位图。利用 PSIPRED

在线软件分析蛋白质二级结构、SWISS-Model 在线

软件分析预测蛋白质三级结构。用 Microsoft Excel

2016统计 GH 与 IGF-1各位点的基因型频率、等位

基因频率、观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)、有效等

位基因数(Ne)计算方法参考(李青等, 2019)。通过

SPSS19.0软件进行卡方检验，检验各个 SNPs是否

符合 Hardy-Weinberg法则，PIC_CALC 软件统计各

位点多态信息含量(PIC)。
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