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摘要:为促进多胎性状策勒黑羊品种的培育,以策勒黑羊多胎性状和X染色体分子标记为对象,探究策勒黑

羊多胎性状在X染色体上的遗传解析。选择100只策勒黑羊进行基因分型,利用PLINKv1.90进行质量控

制,同时对X染色体上的SNP位点和策勒黑羊的多胎性状进行关联分析,选取P<0.01的SNP位点进行标

记,将筛选出的SNP位点附近的基因进行注释和分析,获得X染色体多胎性的候选基因。结果表明,有14个

SNPs与策勒黑羊X染色体多胎性状在全基因组范围内显著相关。共筛选出20个候选基因,对20个候选

基因进行生物学功能分析,多胎性状相关联的候选基因6个,其中,FTH1基因已有文献报道是多胎性状的候

选基因。
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  策勒黑羊作为南疆和田地区特有的地方品
种,能够适应本地区干旱炎热气候还具有常年发
情、繁殖率高等特点,充分利用其品种特性不但能
促进当地的经济发展对未来新疆养羊业的发展也
具有十分重要的意义。目前关于策勒黑羊常染色
体上与多胎性状相关联的基因研究较为广泛,吴
正明等[1]通过PCR-RFLP技术对保山猪ESR 基
因的多态性进行研究发现其与产子数显著相关,
可作为保山母猪产子数的主效基因。张辉等[2]研
究发现GDF9基因中的g.41769833位点与策勒
黑羊多胎性状 显 著 相 关。易 鸣 等[3]通 过 混 合

DNA池测序和直接测序法在贵州黑山羊RBP4
基因上筛选SNPs位点进行生物信息学和群体遗
传参数分析后发现其有两个位点可能与产羔数相
关。Woodlands(FecX2w)是母系印迹基因,位
于X染色体上,其突变后可增加后代母羊的产羔
数[4]。马晓菲等[5]以寒泊羊群体为研究对象,揭
示其BMPR-IB 基因的SNP位点与产羔数的关
系,结果发现群体母羊携带BMPR-IB 基因中B
基因数量与产羔数呈正相关。郭晓红等[6]采用

PCR-SSCP技术分析了RARG 基因对小尾寒羊
高繁殖力的影响,结果推测RARG 基因可能是与
小尾寒羊多胎性状相关的一个主效基因或标记。
然而X染色体上携带了大量的遗传物质若其缺
失或发生异常则会导致母畜卵巢先天性的发育不
全、流产、不孕不育等,因此探究X染色体上有关

绵羊繁殖性状的基因是十分必要的[7-8]。而策勒

黑羊经过新疆南疆地区长期的自然选择和人工培

育,其适应在干燥和恶劣的环境下生存,但随着市

场需求的变化和选育工作的滞后,近些年来策勒

黑羊的存栏数越来越少,其多胎率也随之下降。
因此研究并培育策勒黑羊的各种优良性状和

特性对保护新疆和田地区的优良品种具有十分重

要的意义,本研究主要以分析策勒黑羊X染色体

基因对多胎性状的调控为目的,通过SNP芯片在

基因层面与多胎性状相关的分子标记,筛选调控

多胎性状的候选基因,期望提高策勒黑羊的多胎

性能和繁殖机制,以期为实现新疆南疆策勒黑羊

品种的选育以及策勒黑羊的养殖发展提供参考,
同时也为和田地区畜牧业增收奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

本试验以新疆策勒和田地区昆仑绿源羊管家牧

场100只营养水平一致,健康状况良好且年龄在

1.5~3.0岁的策勒黑羊母羊对其进行颈静脉采

血,标记后存放于-15℃的冰箱内备用。
1.2 DNA的提取与检测

使 用 TIANGEN 公 司 的 TIANampBlood
DNAKit(血液基因组DNA提取试剂盒,离心柱

型,50preps)进行DNA的提取,并用紫外分光光

度计对DNA样品的浓度与纯度进行检测(浓度
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大于50ng·μL-1,纯度OD260nm/OD280nm在1.6~
2.0之间)。
1.3 PLINK质量控制

使用PLINKv1.90软件进行质量控制,去掉

0(线粒体DNA)染色体的SNP数据;筛选个体和

SNP缺失的位点;去掉最小等位基因频率<0.05
的位点;过滤掉检出率<0.95的位点;只留下X
染色体。
1.4 X染色体关联分析

采用TASSEL5.0软件(https://www.maize-
genetics.net)进行混合线性模型进行分析[9]。

Y =μ+Mu+Xg+e+W
式中,Y 为表型向量,表示多胎性状;μ 为产

仔数均值向量;u为多基因效应向量;g为固定环
境效应向量;e为残差。M、W 和X 分别为u、b和

g 的关联矩阵;b是 SNP效应向量。U~N(0,
s2K),s2为全基因组关联分析加性遗传方差,K
为亲缘关系的关联矩阵。e~N(0,s2G),s2为剩
余方差,G为残差的关联矩阵。

以2[-log10(0.01)]为阈值,将策勒黑羊X
染色体上P 值小于0.01的所有SNP位点确定为
与多胎性状显著相关的SNP位点。确定阈值后,
利用R语言工具绘制策勒黑羊X染色体的曼哈
顿图和Q-QPlot图。
1.5 基因注释

全基因组关联分析与多胎性状显著相关的

SNP位点上下游50kb附近的基因选定为候选基
因,利用绵羊参考基因组(Oar_v4.0),对筛选出
的SNP位点的基因进行注释。
1.6 关联候选基因的注释分析

将注释的20个候选基因进行生物信息学分
析,所有获得SNPs基于 Oar_v4.0(https://
www.sheephapmap.org/)进行注释。基因的功
能分析参考NCBI数据库(http:/www.ncbi.nlm.
nih.gov/gene)、OMIM数据库(http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/omim)以及相应的参考文献。使用

DAVID工具[10](http://david.Abcc.ncifcrf.gov/)
进 行 GO 和 KEGG (Kyoto Encyclopediaof
GenesandGenomes)分析。

2 结果与分析

2.1 DNA的提取、检测和质控结果

将策勒黑羊100份颈静脉血液样品分别进行

DNA的提取,经基因组DNA凝胶电泳检测合格
后,经过IluminaOvineSNP50K芯片SNP分型
后获得52084个SNPs。经过Plink质量控制后,
26对常染色体上剩余47909个SNPs,X染色体
上剩余1249个SNPs。图1所示为策勒黑羊绵
羊基因组DNA凝胶电泳检测结果,从图中可以
看出 M孔为DM2000,1~10泳道为样本孔,条
带清晰适合于后续DNA芯片的构建。

图1 策勒黑羊绵羊基因组DNA凝胶电泳检测结果

2.2 X染色体关联分析结果

经过筛选后,获得14个策勒黑羊X染色体
多胎性状上显著相关SNP位点。图2为策勒黑
羊X染色体SNP位点的 Manhattan图,X轴表
示策勒黑羊X染色体所有SNP位点,Y轴表示与
所有位点相关的统计显著性P值。图中的水平线即
为设定的显著性阈值线2[-log10(0.01)],高于这
条水平线的位点为与表型显著相关的位点。

SNP位点

图2 策勒黑羊X染色体SNP位点 Manhattan图
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  图3为对多胎性状绘制的Q-QPlot图,横坐

标表示预期值与取对数后的观测值之间的差异,
而纵坐标表示实际观测值与取对数后的观测值之

间的差异,从图中可以观察到在2~3之间实际值

和预期值结果之间存在较大的偏离,这说明有更

多的SNPs与该性状有较大的关联(14个位点较

为显著),结果准确可靠。

2.3 基因注释结果分析

全基因组关联分析与多胎性状显著相关的

SNP位点上下游50kb附近的基因选择为候选基

因,使用绵羊参考基因组(Oar_v4.0),对筛选出

的SNPs进行基因注释。基因注释结果如表1所

示,共筛选出14个SNP位点与多胎性状显著相

关且每个位点附近均有两个候选基因。

图3 策勒黑羊X染色体SNP位点Q-QPlot图

表1 筛选候选基因

染色体 SNPs位点 P 物理距离/bp 开始 结束 SNPs附近候选基因

X ChrX_7810481 0.000435 7810481 7439275 7709731 PRDM9

7940970 8078003 MID1

X ChrX_10802557 0.006130 10802557 10723120 10766469 Uncharacterized

10849978 10870015 EGFL6

X ChrX_12112773 0.001370 12112773 12014676 12180216 GLRA2

12291339 12308108 FANCB

X ChrX_33300902 0.008180 33300902 33281809 33282771 MAGEB16

33368126 33876644 CXORF22

X Chr_343264 0.000435 34326444 34267389 34272651 ST6GAL1

34339997 34340653 FTH1

X Chr_43377931 0.004420 43377931 43183911 43339669 ZXDB

43517980 43520388 ZXDB

X chr_61281082 0.006990 61281082 61077659 61079561 Uncharacterized

61318806 61320506 RGAG4

X Chr_73806556 0.000435 73806556 73668241 73911042 CHM

73943824 73944215 Uncharacterized

X Chr_82170004 0.004940 82170004 82009985 82017324 AFF2

82577575 82674926 FMR1NB

X Chr_86952079 0.000435 86952079 86415995 86417283 GLUD1

86990338 86992851 SLITRK4

X Chr_96292137 0.000435 96292137 96289505 96364877 Uncharacterized

96383680 96417364 GPC4

X Chr_104864563 0.005100 104864563 104555795 104557186 DCAF12L2

104906917 104907903 DCAF12L2

X Chr_116493570 0.002850 116493570 116310630 116311495 Uncharacterized

116744320 116929746 TRPC5

X Chr_124847482 0.000493 124847482 124755784 124788004 MUM1L1

124901579 124902974 Uncharacterized
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2.4 多胎性状关联候选基因结果

与多胎性状方面相关的候选基因有6个,分别

为FTH1、PRDM9、MID1、EGFL6、GLUD1 和

ST6GAL1。其生物功能如表2所示。

表2 候选基因生物学功能分析

基因名称 生物学功能分析

FTH1 参与细胞增殖、胚胎发育,与动物的生长、繁殖生产、产羔数显著相关

PRDM9 参与生殖细胞的减数分裂,影响动物生殖育种

MID1 参与胚胎发育过程中高度表达,发挥其主要功能,影响动物器官发育

EGFL6 参与调控了细胞周期、增殖、分化、凋亡,与癌症的发生密切相关

GLUD1 促进细胞代谢和增殖

ST6GAL1 参与子宫内膜组织细胞的增殖,抑制子宫组织细胞的凋谢

3 讨论

3.1 FTH1基因

FTH1(FerritinHeavyPolypeptide1)位于

绵羊X染色体34339997~34340653bp范围

内,FTH1 具有调节细胞增殖、胚胎发育以及动

物机体的生长和繁殖的作用。通过Ferreira等[11]

研究发现,敲除FTH1 基因后,小鼠胚胎发育至

3.5~9.5d之间时死亡,说明FTH1 基因对小鼠

胚胎神经早期发育起着重要作用。杨宏星[12]通

过对猪的卵泡腔形成的分子筛选实验研究发现,

FTH1基因还可能参与卵泡囊腔的形成。Feng等[13]

通过对多胎的济宁青山羊和单胎的辽宁绒山羊的

研究,发现FTH1 基因与济宁青山羊的多胎性存

在密切的关联。目前,关于FTH1 基因与多胎繁

殖性状相关性的研究在人及家禽上颇多,而在绵

羊多胎性等方面的研究却鲜有报道[14]。王丽等[15]

研究表明,FTH1 基因g.163-5G>A 位点的突

变和湖羊产羔数显著相关,推测FTH1 基因可作

为影响绵羊繁殖力的候选基因,为近一步培育提

高策勒黑羊的繁殖力提供了研究方向。

3.2 PRDM9基因

PRDM9(PRDomaincontaining9)位于绵羊

X染色体7439275~7709731bp范围内。关于

PRDM9 基因的研究多与减数分裂和杂交不育相

关。PRDM9 是一种组蛋白甲基转移酶,可启动

减数分裂重组[16],通过其C端锌指(ZnF)结构域

直接结合DNA。实验研究发现敲除了PRDM9
基因的雄性小鼠是不育的,因其阻碍了DNA双

链的修复途径、同源染色体的配对等导致减数分

裂无法继续进行[17]。

3.3 MID1基因

MID1(Midline-1)位于绵羊X染色体7940970~
8078003bp范围内,MID1 基因是一组被称为

三重基序(TRIM)家族基因的一部分,这组家族

基因产生的蛋白质参与了许多细胞活动。MID1
在早期胚胎阶段表达分布广泛,与器官形成过程

和疾病相关组织的发育有关,乔英英[18]的小鼠实

验表明,MID1 基因的敲除有可能会导致小鼠胚

胎早期发育停止。Quaderi等[19]已经确定 MID1
(Midline-1)是X连锁的Opitz(G/BBB)syndrome(OS)
的致病基因,与胚胎颜部及中枢神经发育相关是

导致面部畸形的相关基因之一。胚胎发生是一个

漫长而复杂的过程,其中一系列重塑事件以顺序

方式发生,MID1蛋白广泛存在于各类胚胎组织

中,尤其在增殖中的组织中高水平表达[20]。通过

谭海萍[21]的CCK8法检测细胞增殖情况实验可

以看出MID1 沉默影响细胞增殖,即 MID1 能够

促进细胞的增殖。

3.4 EGFL6基因

EGFL6 位于绵羊 X 染色体10849978~
10870015bp范围内。EGFL6 是EGF蛋白质超

家族的成员,EGFL6蛋白参与细胞膜的形成以及

氨基酸的形成,在形成上皮细胞组织和细胞移植

中有重要作用[22-23]。EGFL6 基因同时也与肿瘤

组织的形成有关系,比如在卵巢癌等组织中表达

显著,特别是在卵巢癌TEC中表达明显[24-25]。通

过激活ERK途径触发EC迁移和血管生成,EGFL6
基因在成骨样细胞上显著表达,促进了内皮细胞

血管生成和移植,同时作为类表皮生长因子域重

复超家族中的一员,参与调控了细胞周期、增殖、
分化、迁移、侵袭和凋亡过程,在多种肿瘤细胞与

正常组织细胞相比表达明显增多[26]。
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3.5 GLUD1基因

谷氨酸脱氢酶1(GLUD1)基因位于X染色体

86415995~86417283bp范围内。研究表明,

GLUD1 与细胞代谢和增殖有关。谷氨酰胺在细

胞成骨分化过程中主要提供能量,也是细胞形成

蛋白质的主要途径[27]。经研究发现,谷氨酰胺的

缺失会抑制动物成骨细胞的矿化形成[28]。经谷

氨酸脱氢酶基因编码的谷氨酸脱氢酶(Glutamate
Dehydrogenase,GDH)是谷氨酰胺代谢中使谷氨

酸转化为α酮戊二酸的关键酶,该酶可通过调节

谷氨酰胺的代谢水平,提供能量,促进细胞代谢和

增殖[29]。

3.6 ST6GAL1基因

ST6GAL1基因位于绵羊X染色体34267389~
34272651bp范围内。是 N-糖链上形成α2,6-连
接唾液酸的主要唾液酸转移酶的一种,而SNA
凝集素可以特异性识别α2,6-唾液酸结构。谭喜

红[30]使用RNA干扰技术进行细胞增殖的检测,
发现ST6GAL1 基因介导的α2,6-唾液酸结构对

子宫上皮细胞增殖具有调控作用,从而影响胚胎

在子宫内的附植情况。

3.7 其他候选基因

与 X 染 色 体 连 锁 的 GlyRα2亚 单 位 基 因

(GLRA2)具有控制发育中的皮层和脊髓中的细

胞更新、神经元迁移和突触发生的功能,其罕见的

错义 突 变 和 微 缺 失 与 人 类 自 闭 症 谱 系 障 碍

(ASD)、癫痫等疾病相关,在小鼠上敲除GLRA2
严重影响动作电位的形状从而影响神经信号的

传递[31-32]。

FANCB 基因促进了肺腺癌的发生及发展并

与范可尼贫血相关[33-34],其致病变异与胚胎的多

发畸形遗传病相关。高璐等[35]认为FANCB 基

因c.1162del(p.Y388Tfs*7)半合子变异可能与

胎儿肢体畸形合并心脏发育异常的遗传病因

相关。

AFF2(FRAXE)是ALF 转录因子旁系同源

物、参与神经发生和发育基因表达的转录超延伸

复合物的组分之一,AFF2(FRAXE)基因是与X
连锁的导致智力发育障碍基因之一,且被证实了

可能与孤独症谱系障碍的发生有关[36-37]。

RTPC5 经典瞬时电位受体通道5(TRPC5)
是在细胞膜上的一种非选择性阳离子通道蛋白,

其在心血管系统有着广泛的分布。王晟[38]研究

发现TRPC5 在肥胖状态下对血管收缩具有调控

作用,以小鼠为实验对象发现TRPC5 参与了肥

胖小鼠的主动脉收缩反应。同时TRPC5 对摄入

高糖引起的代谢失衡具有保护作用,并与肾脏疾

病和血压调节有关[39-40]。
癌/睾丸抗原FMR1NB 在多种肿瘤中异常

表达,而在除睾丸外的正常组织中不表达。有研

究发现FMR1NB 与胶质瘤的发生和发展密切相

关将来可作为胶质瘤和大肠癌的潜在靶向治疗

点,而在小鼠身上进行敲除实验后观察到FMR1NB
与性取向相关[41-43]。

磷脂酰肌醇蛋白聚糖-4(GPC4)是一种与胰

岛素受体相互作用的脂肪因子,可影响蛋白聚糖

的胰岛素敏感性,GPC4 通过与胰岛素受体相互

作用和通过脂肪细胞分化来调节胰岛素信号,对

2型糖尿病(T2DM)具有一定影响[44]。Simpson-
Golabi-Behmel综合征(SGBS)是一种罕见的过度

生长综合征,临床特征为多种先天性异常、出生

前/出生后过度生长、独特的颅面特征、小头畸形

和器官肥大,而GBC4 基因的重排与发生SGBS
有一定的关系[45]。

截至 目 前 发 现 GLRA2、FANCB、AFF2、
FMR1NB、GPC4 和TRPC5 等基因大多与疾病

相关联,在多胎繁殖性能方面的功能还没有发现,
在将来可作为策勒黑羊多胎性状方面相关候选基

因的研究,期望能够发现与策勒黑羊相关联的基

因,为绵羊分子选育提供了参考,为策勒黑羊多胎

性状方面的发展提供研究基础。

4 结论

本研究解析策勒黑羊多胎性状和X染色体

分子标记的关联性,筛选出14个与策勒黑羊 X
染色体多胎性状相关的SNPs,发现6个与多胎性

状相关的候选基因,为进一步研究并培育策勒黑

羊多胎的优良性状、促进南疆地区经济发展和保

护新疆和田地区的优良品种奠定一定基础,最终

通过基因生物学功能分析发现FTH1 可作为影

响策勒黑羊X染色体多胎性状的候选基因。
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CorrelationAnalysisofXChromosomeMultiple
EmbryonicTraitsinQiraBlackSheep

PENGYuwei1,WANGShanglong1,WANGYuanfeng1,WANGQuanfeng2,YANGJianli2,MAZhengwei2,

ZUOJianming2,LIUShudong1

(1.CollegeofAnimalScienceandTechnology,TarimUniversity/KeyLaboratoryTarimAnimalHusbandry
ScienceandTechnologyXinjiangProduction & ConstructionCorps,Aral843300,China;2.HotanJinken
PastureScienceandTechnologyCompanyLimited,Celle848300,China)

Abstract:InordertobreedtheQirablacksheepbreedformultiplebirthtraits,thegeneticresolutionofmultiple
birthtraitsontheXchromosomeofQirablacksheepwasinvestigatedbyusingmultiplebirthtraitsandX
chromosomemolecularmarkers.OnehundredQirablacksheepwereselectedforgenotyping,andPLINKv1.90
wasusedforqualitycontrol.Atthesametime,SNPlociontheXchromosomeandmultiparitytraitofQira
blacksheepwereanalyzedbyassociation,andSNPlociwithP<0.01wereselectedforlabeling,andgenes
nearthescreenedSNPlociwereannotatedandanalyzed,soastoobtainthecandidategenesformultiparityontheX
chromosome.Theresultsshowedthat14SNPsweresignificantlyassociatedwithXchromosomemultiparityin
Qirablacksheeponagenome-widescale.Atotalof20candidategeneswerescreenedandanalyzedfortheir
biologicalfunctions.Sixcandidategeneswereassociatedwiththemultiplebirthtrait,amongwhich,the
FTH1genehasbeenreportedintheliteratureasacandidategeneforthemultiplebirthtrait.
Keywords:Qirablacksheep;multipleembryonictraits;Xchromosome;candidategene
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