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摘要 设计15对引物,采用PCR-SSCP技术检测孕酮受体(progesteronereceptor,PGR)基因全部9个外显

子在小尾寒羊、湖羊、特克塞尔和多赛特中的单核苷酸多态性,同时研究该基因对小尾寒羊产羔数的影响。只有

引物P9扩增片段具有多态性。对于P9扩增片段,在小尾寒羊、湖羊和多赛特中均检测到AA、AG和GG型,在
特克塞尔中只检测到AA和AG型。测序表明GG型与AA型相比在217bp处有一单碱基突变(A→G),但未

引起氨基酸变化。GG型和 AG型小尾寒羊产羔数均值分别比 AA 型的多0.97只(P<0.05)和0.64只

(P<0.05),GG型和AG型小尾寒羊产羔数差异不显著(P>0.05)。结果初步表明PGR 基因的G 等位基因是

提高绵羊产羔数的一个潜在有效的DNA标记。
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  孕酮是动物内分泌系统、免疫系统、神经系统、
经血调控、组织修复与再生、炎症反应、血管发生、胚
泡着床与维持妊娠交互作用的关键因子,尤其在动

物生殖活动中起着非常重要的作用。孕酮通过促进

子宫的发育和抑制子宫肌层的收缩,在卵母细胞的

成熟、释放以及受精卵植入子宫和妊娠的维持中都

起到了重要的作用[1-3]。其生理作用通过孕酮受体

(progesteronereceptor,PGR)介导[4-5]。PGR属于

核受体促进生长发育和分化超家族,是配体活化的

转录因子,能与DNA特定序列结合,增强或抑制基

因表达,从而调节生殖及形态发生等生理过程[6-7]。
国内外对于PGR 基因多态性的研究大部分集中在

该基因与人类某些疾病的关联上[8-10]。小尾寒羊和

湖羊都具有常年发情、性早熟和多羔特性,是我国独

特的遗传资源,平均产活羔数分别为2.61和2.29
只[11]。多赛特和特克塞尔绵羊的平均产活羔数分

别为1.45和1.41只[12]。本研究以这4个绵羊品

种为研究对象,分析PGR 基因多态性及其与绵羊

繁殖力的关系。采用单链构象多态(singlestrand
conformationpolymorphism,SSCP)方法检测PGR
基因9个外显子在这些绵羊品种中的单核苷酸多态

性(singlenucleotidepolymorphism,SNP),并对具

有多态性的DNA片段进行序列分析,旨在寻找与

产羔数相关的遗传标记,为绵羊高繁殖力的标记辅

助选择提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

随机选择于2007年产羔的205只小尾寒羊母

羊,记录其胎次、产羔月份和产羔数,这些小尾寒羊

母羊血样采自山东省嘉祥县种羊场;40只多赛特羊

母羊和40只特克塞尔母羊血样均采自北京高特牧

业有限公司种羊场(北京市顺义区大孙各庄镇);49
只湖羊母羊血样采自浙江省余杭湖羊场。颈静脉采
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血,所采血样均为10mL/只,用ACD抗凝,-20℃
冻存。用酚氯仿抽提法提取基因组DNA,溶于TE
buffer(10mmol/LTris-HCl(pH8.0),1mmol/L
EDTA(pH8.0)),4℃保存。

近些年来对小尾寒羊的产羔数或其他繁殖性状

都没有进行选择。这205只小尾寒羊母羊是5只公

羊的后代,其数目分别为38、40、41、42、44只。实际

以第1胎(n=66)、第2胎(n=68)和第3胎(n=71)
分别作为3个胎次。

根据当地绵羊生产实际划分产羔季节:产羔月

份在3-5月的作为季节1(春季)(n=52),在6-8
月的作为季节2(夏季)(n=49),在9-11月的作为

季节3(秋季)(n=56),在12-2月的作为季节4(冬
季)(n=48)。

TaqDNA聚合酶、dNTPs、pGM-T载体、DNA
片段回收纯化试剂盒、质粒提取纯化试剂盒等均购

自北京天根生物技术有限公司。
1.2 试验方法

根据牛PGR 基因DNA全序列(GenBank登录

号:NC_007313)与绵羊PGR 基因部分mRNA序列

(GenBank登录号:Z66555)设计15对引物,对绵羊

PGR 基因9个外显子进行扩增。引物由上海英骏

生物技术有限公司合成,引物序列及扩增区域、退火

温度等信息见表1。
表1 绵羊PGR 基因15对引物序列、扩增区域和产物大小

Table1 Thesequence,amplifiedregionandproductsizeoffifteenpairsprimerssheepPGRgene

引物

Primer
引物序列(5′→3′)

Primersequence(5′→3′)
扩增区域

Amplifiedregion
产物大小/bp
Productsize

退火温度/℃
Annealingtemperature

P1
F:ATGACTGAGCTGAAGGCGA
R:CGTCTGCCAGCGACTCTG

外显子1
Exon1

247 65

P2
F:GCCGGACCCAGAGTCGCT

R:GGCTCATGAGTGGGAGTAGGAC
269 49

P3
F:CCAGCCGCCCAGGGGGTC

R:GAGCGCTGATCGCGTCTCCTC
289 59

P4
F:CGGGAGGAGACGCGATCAG
R:CGCCGTCATAGCTGTCACCCT

246 63

P5
F:CTGCTGGAGGGTGACAGCTATG
R:GGGAAGTCGGCGAAGACG

284 63

P6
F:GCCGTCTTCGCCGACTTC

R:GGCTGTTAGAGCTCAGGGGT
283 57

P7
F:CTGCCGCAGGTCTACCAGC

R:GAAGAGGTGAGGAAAAGGAAGC
外显子2
Exon2

180 65

P8
F:TAAATTGAGTACTTTGTTTTGCAT

R:ACCTTCCATTGCCCTTTTA
外显子3
Exon3

184 55

P9
F:TGTTTGTTTTTTAGGACAGCATA
R:GAAAACATCATCATTACCTCCA

外显子4
Exon4

148 62

P10
F:TCTGTAGGCCGAAAGTTTAA
R:CTGGAGGTATCAGGTTTGCT

外显子5
Exon5

238 58

P11
F:ACAGCAAACCTGATACCTCC

R:TTTTATTACATGCTATTATATACAA
135 58

P12
F:ACAGCAAACCTGATACCTCC

R:TTTTATTACATGCTATTATATACAA
外显子6
Exon6

169 63

P13
F:GTTTGTTTGCAGCGTTTACT

R:AGAATATGTTCTTTTATCTTTCTAA
外显子7
Exon7

140 53

P14
F:TTATCTTCTTACAGTTCCTT
R:CTAAAAACCAAAATACTTAT

外显子8
Exon8

192 53

P15
F:GTTAAAACAACAGCTTGTCAA
R:TCACTTTTTATGAAAGAGAAGAG

外显子9
Exon9

169 59

  PCR扩增体系为25μL,包括:10μmol/L上下

游引物共2μL;10×PCR缓冲液2.5μL;2mmol/L
dNTPs2.5μL;TaqDNA聚合酶1U;50ng/μL
DNA模板3μL;20mmol/LMg2+1.5μL,用超纯

水补齐。扩增条件:95℃预变性5min;95℃变性

30s,退火30s(P1~P15的退火温度见表1),72℃
延伸20s,32个循环;最后72℃延伸10min,4℃保

存。
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2μLPCR产物和7μL加样缓冲液(98%甲酰

胺、0.025%溴酚蓝、0.025%二甲苯氰、10mmol/L
EDTA(pH8.0)、10%甘油)混匀,98℃变性10
min,然后冰浴7min。变性后PCR产物用交联度

(Acr:Bis)为39∶1的非变性聚丙烯酰胺凝胶130
V电泳过夜,银染显色。用凝胶成像系统AlphaIm-
agerTM2200and1220DocumentationandAnalysis
Systems(AlphaInnotechCorporation,SanLean-
dro,CA,USA)拍照和分析。

对有多态的不同基因型的PCR扩增产物用柱

式凝胶回收试剂盒回收纯化;回收后的DNA片段

用pGM-T载体连接,并转化大肠杆菌(Escherichia
coli)TOP10菌株,用质粒提取试剂盒提取质粒作为

测序模板进行测序,每一种基因型单独挑2个克隆

分别测序。测序反应由北京诺赛基因组研究中心有

限公司完成。
配合下列模型进行最小二乘方差分析,比较小

尾寒羊产羔数在PGR 各基因型之间的差异(对P9
引物的基因型进行分析):

yijklm=μ+Si+LSj+Pk+Gl+eijklm

其中:yijklm 为产羔数的记录值;μ为群体均值;

Si为第i只公羊的固定效应;LSj为第j个产羔季节

的固定效应;Pk 为第k 个胎次的固定效应;Gl为

PGR 基因第l种基因型的固定效应;eijklm 为随机残

差效应。用SAS(V8.12)的 GLM(GeneralLinear
Model)过程完成。

2 结果与分析

2.1 PCR 扩增

15对引物扩增片段长度与预期大小一致,且没

有非特异性扩增条带,可以直接进行SSCP分析。
2.2 SSCP 检测

对15对引物扩增的PCR产物分别进行SSCP
分析,发现引物P9扩增片段具有多态性,其余14对

引物的扩增片段均不存在多态性。P9扩增片段有

3种基因型,分别定义为AA、AG和GG(图1)。

1~3.AA基因型 GenotypeAA;

4~6.GG基因型 GenotypeGG;

7~9.AG基因型 GenotypeAG.

图1 不同绵羊品种引物P9扩增片段的SSCP分析

Fig.1 SSCPanalysisofPCRamplification
usingP9indifferentsheepbreeds

2.3 序列分析

取AA和GG2种基因型的PCR产物片段进

行克隆、测序分析。结果表明突变位点位于绵羊

PGR 基 因 部 分 mRNA 序 列(GenBank 登 录 号:

Z66555)的第217bp,GG型与AA型相比发生A→
G的单碱基突变(图2),但未引起氨基酸变化。
2.4 PGR 基因在不同绵羊品种中的遗传多态性

  4个绵羊品种PGR 基因外显子4的基因型频

率和等位基因频率见表2。
经χ2适合性检验,小尾寒羊在P9位点上未达

到哈迪-温伯格平衡状态(χ2=36.79,P=0.000),
表明小尾寒羊P9位点的基因型频率受到了选择、
突变或迁移等因素的影响。

图2 绵羊PGR 基因引物P9中 AA、GG型的序列比较

Fig.2 SequencecomparisonofAAandGGgenotypesofprimerP9ofsheepPGRgene
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表2 4个绵羊品种PGR 基因外显子4的基因型频率和等位基因频率1)

Table2 Genotypeandallelefrequenciesofexon4ofPGRgeneinfoursheepbreeds

项目Item

品种Breed
小尾寒羊

SmallTailHansheep
湖羊

Husheep
多赛特

Dorset
特克塞尔

Texel
数量 Number 205 49 40 40

基因型频率 Genotypefrequency

AA 0.917(188) 0.776(38) 0.500(20) 0.950(38)

AG 0.059(12) 0.163(8) 0.250(10) 0.050(2)

GG 0.024(5) 0.061(3) 0.250(10) 0.000(0)

等位基因频率 Allelefrequency
A 0.946 0.857 0.625 0.975
G 0.054 0.143 0.375 0.025

 1)括号内的数字为个体数。Thenumbersinthebracketsaretheindividualsthatbelongtotherespectivegenotypes.

2.5 固定效应对小尾寒羊产羔数的影响

对于P9扩增片段,方差分析结果表明公羊、产
羔季节、胎次和PGR基因型对小尾寒羊产羔数都有

显著影响(均为P<0.05)。PGR基因型 AA、AG
和GG型小尾寒羊产羔数的最小二乘均值及标准误

分别为1.92±0.08、2.56±0.11和2.89±0.15。

GG型和AG型小尾寒羊产羔数均值分别比AA型

的多0.97只(P<0.05)和0.64只(P<0.05),GG
型 和 AG 型 小 尾 寒 羊 产 羔 数 差 异 不 显 著

(P>0.05)。

3 讨 论

3.1 PGR 基因的多态性

目前,国内外对PGR 基因多态性的研究大部

分仍局限于人上。Johnatty等[13]发现人PGR 基因

的4 个 SNP,分 别 是 位 于 外 显 子 4 的 V660L
(rs1042838)、启动区的+44C/T(rs518162)、外显子

5的 H770H(rs1042839)和 外 显 子 8 的 Q886Q
(rs500760)。Ehn等[14]在415个新生儿家庭中父

亲、母亲以及新生儿PGR 基因的8个外显子中发现

了17个SNP位点突变。张利平[15]对53只小尾寒

羊、25只无角多赛特羊和35只蒙古羊的PGR 外显

子4进行了PCR-SSCP检测,发现小尾寒羊中存在

AA、AB、BB3种基因型;序列分析发现BB型与

AA型相比存在4个突变位点,分别是位于外显子4
限制性片段(270bp)的70bp处C→T、115bp处

C→T、226bp处C→T和246bp处T→C突变,最
后一个突变使缬氨酸变为丙氨酸。Peiró等[16]在兔

PGR 基因中检测到了多态性,分别是位于外显子7
的一个沉默SNP、启动区2464bp处的G→A突变

及位于5′UTR中的3个SNP(2866bp处的G→

T、2906bp处的A→G和2974bp处的A→C突

变)。本研究针对绵羊PGR 基因设计了15对引物,
结果 在 外 显 子 4 发 现 了 1 个 新 的 SNP 位 点

(A217G)。A217G位点的G 等位基因频率在4个

绵羊品种中都很低,GG基因型的个体也都很少,导
致这一现象的原因可能是样本含量较小或在该位点

上受到了选择、突变或迁移等因素的影响,具有G
等位基因的绵羊是否生活力低下,进而导致GG型

个体少,这需要进一步研究。
3.2 PGR 基因与繁殖性能的关系

Souza等[17]研究表明多羔绵羊通常具有卵泡发

育早、卵泡在较小直径时排卵、排卵数较多、卵泡中

的颗粒细胞较少和黄体重量较轻等特点。PGR 基

因在促进动物生殖系统的发育以及维持其正常生殖

功能中起非常重要的作用。由于 PGR2种亚型

PGR-A和PGR-B是由同一个基因编码从2个不同

的ATG信号起始转录,这预示在体内PGR 基因中

任一个ATG的突变将导致一种亚型的选择性表达

缺失[7]。Lydon等[18]发现PGR 基因敲除小鼠的胚

胎期发育正常并能发育到成熟期,雄性具有生殖功

能,但雌性不育,生殖系统表现异常,包括不能排卵、
乳腺发育受抑制、子宫畸形、发炎、无脊柱前凸等。

Mulac-Jericevic等[19]发现PGR 基因敲除的小鼠完

全不排卵,但在其卵巢中发现很多发育成熟但没有

排出的卵泡,里面包含有完整的卵母细胞,且停留在

同一阶段,这说明PGR 基因的表达对于排卵是必

需的。

PGR 基 因 突 变 可 能 与 人 的 早 产 有 关,Ehn
等[14]发现母本或胎儿任意一方PGR 的遗传变异皆

可引发早产,但Diaz-Cueto等[20]对有早产史西班牙

病人(n=64)的研究发现,PGR 基因SNP与早产风
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险的增加无显著关联。PGR 基因突变也与哺乳动

物的繁殖力有关,Peiró等[16]发现兔PGR 基因G 等

位基因的频率在高产和低产子代兔群中分别为0.83
和0.42,在高产和低产亲代兔群中分别为0.75和

0.29,GG型窝产仔数比AA型的高出0.36,GA型

窝产仔数和窝产活仔数均与纯合型AA相似,初步

推测G 等位基因与兔窝产仔数和子宫容积皆呈显

著的正相关。张利平[15]的研究表明,在PGR 基因

外显子4基因型分布上,多羔四季繁殖品种小尾寒

羊与非多羔四季繁殖品种无角多赛特羊和非多羔季

节繁殖品种蒙古羊之间存在差异(P<0.01),而无

角多赛特羊和蒙古羊之间差异不显著(P>0.05),
多羔小尾寒羊突变等位基因B 频率较高,突变等位

基因B 可以作为多羔分子标记,但对四季繁殖和季

节繁殖无影响。
本研究在绵羊PGR 基因中新发现了1个SNP

位点,统计分析显示,该突变产生的G 等位基因与

小尾寒羊的高产羔数相关。本研究结果初步表明

PGR 基因的G 等位基因是提高绵羊产羔数的一个

潜在有效的DNA标记。由于本研究检测的品种数

和样本数较少,所获得的结论只是初步的,值得增加

绵羊品种数、扩大样本数、进行标记与产羔性能关联

作深入研究。
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Polymorphismofprogesteronereceptor
geneanditsrelationshipwithlittersizeofSmallTailHansheep

ZHALi-sha1 CHUMing-xing2 DIRan2 CHENHong-quan1

FANGLi2 ZHANGBao-yun3 MAYue-hui2 LIKui2
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MinistryofAgriculture,Beijing100193,China;
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Abstract Fifteenpairsofprimersweredesignedtodetectsinglenucleotidepolymorphismsofexon
1toexon9ofprogesteronereceptor(PGR)geneinSmallTailHan,Hu,DorsetandTexelsheepby
PCR-SSCP.OnlytheproductsamplifiedbyprimerP9displayedpolymorphism.ForprimerP9,three
genotypes(AA,AGandGG)weredetectedinSmallTailHan,HuandDorsetsheep,andtwogenotypes
(AAandAG)inTexelsheep.Sequencingrevealedonemutation(217A→G)ofPGRgeneinthegeno-
typeGGincomparisontothegenotypeAA,andthismutationdidnotcauseanyaminoacidchanges.The
eweswithgenotypeGGorAGhad0.97(P<0.05)or0.64(P<0.05)lambsmorethanthosewithgen-
otypeAA,andthedifferenceofthelittersizebetweenGGandAGgenotypeswasnon-significant
(P>0.05)inSmallTailHansheep.TheseresultspreliminarilyindicatedthatalleleGofPGRgeneisa
potentialDNAmarkerforimprovinglittersizeinsheep.

Keywords sheep;prolificacy;progesteronereceptorgene;polymerasechainreaction-singlestrand
conformationpolymorphism
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