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摘要 绵羊的体重大小能直接反映羊只的生长速度、肥育速度, 也是衡量肉羊生长性能的重要指标. 本研究以乌

珠穆沁羊为研究对象. 挑选出100个与绵羊体型相关的SNP位点, 同时采集252只乌珠穆沁羊的血液和不同时期体

重数据, 使用MassARRAY基因分型技术对这些绵羊在选定的SNP位点进行基因分型, 并将体重数据与基因分型

结果进行关联分析. 结果表明, 本研究共验证出5个突变位点与乌珠穆沁羊不同时期体重显著相关. 进一步对3个
错义突变位点进行蛋白结构预测分析发现, 3个突变位点CDS序列改变导致其蛋白质三级结构发生不同程度改

变, 进而导致个体体重差异. 本研究旨在挖掘与乌珠穆沁羊生长性状相关的特征位点, 为乌珠穆沁羊今后的精准

选育提供参考, 以期推动乌珠穆沁羊产业的发展.
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绵羊(Ovis aries)是世界上重要的经济动物之一
[1],

为人类提供了稳定的动物蛋白来源和皮、毛等畜产

品. 我国现有地方绵羊品种44个, 这些地方品种构成了

不同地区养羊业的主体, 也是我国羊肉的主要来源. 这
些地方绵羊品种根据遗传背景大体可以划分为蒙古

系、哈萨克系和藏系, 其中蒙古系绵羊在肉用相关性

能方面表现突出, 适合用作肉羊生产
[2]. 乌珠穆沁羊作

为蒙古羊的重要分支, 分布于内蒙古自治区锡林郭勒

盟乌珠穆沁草原, 是经过长期选育形成的一个优良类

群
[3]. 1986年我国将其第一批认定为当年羔羊肥育品

种, 具有耐寒抗旱、生长发育快、肉质优良等特点,
适于终年放牧饲养

[4]. 2022年乌珠穆沁羊入选“国家十

大优异畜禽遗传资源”, 是我国重要的地方绵羊品种
[5].

截至2023年, 内蒙古锡林郭勒盟东乌珠穆沁旗的乌珠
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穆沁羊存栏量约为314万只.
绵羊的体重性状是受微效多基因影响的数量性

状
[6], 与遗传因素、饲养管理和环境因素等多种因素

有关. 其大小可以直接反映绵羊的生长和育肥速度,
是评估肉羊生产性能的重要指标

[7]. 选育具有体型

大、生长发育快、产肉率高、肉质鲜美等优良肉用性

能的肉羊可以显著提高养殖经济效益
[8]. 然而, 传统的

育种和改良工作周期长、难度大. 为应对这一难题, 分
子标记辅助选择成为目前广泛应用的分子育种方法,
它能在DNA水平上准确定位优良性状的候选基因. 这

种方法对具有控制或影响优良性状遗传信息的个体进

行准确筛选, 大大提高了育种速度和育种的效率
[9].

近年来, 随着生物技术与基因组研究的不断深入,
越来越多有关绵羊的生长性状的单核苷酸多态性(sin-
gle nucleotide polymorphisms, SNP)位点被研究发

掘
[10~12]. 通过全基因组关联分析(genome-wide associa-

tion study, GWAS)等技术方法对绵羊的重要经济性状

位点挖掘已成为标记辅助选择和基因组选育的重要手

段, 但尚存在运算误差及效率不高等问题. 同时不同绵

羊品种间的特征位点大多都不相同, 因此, 针对单一品

种绵羊挖掘和验证有效特征位点是很有必要的. 为此,
本研究在Li等人

[13]
的研究基础上, 挑选了100个与绵羊

体型相关的SNP位点并针对乌珠穆沁羊品种进行验

证, 旨在确证乌珠穆沁羊生长性状相关的特征位点, 以
期为其今后精准选育提供参考.

1 材料与方法

1.1 样本采集与体重测量

本研究所用实验动物均已在原产地建系并未与其

他品种绵羊杂交. 252只乌珠穆沁羊(85公+167母)来自内

蒙古自治区锡林浩特市东乌珠穆沁旗原种场. 所有实验

动物全部健康均在相同的自然条件下饲养自由采食. 所
有羊只使用含有抗凝剂的5 mL一次性真空采血管颈静

脉采血. 采集完成后颠倒混匀转入5 mL冻存管中放入

液氮带回实验室, 置于−20℃冰箱中保存备用. 根据

《肉羊生产性能测定技术规范》(T/CAAA 080-2022)测
定同一群体乌珠穆沁羊6月龄和8月龄体重数据

[14].

1.2 位点来源与引物设计

本研究的位点来源是在Li等人
[13]

研究的基础上根

据XP-CLR value选取与绵羊体型相关排名前100的位

点, 使用Agena在线软件Assay Design Suite 2.0
(https://support.agenabio.com/s/online-tools )进行引物

设计. 设计完成的引物序列导出后由Invitrogen公司合

成(位点信息见附表1).

1.3 DNA提取及质量检测

使用天根血液基因组DNA提取试剂盒进行DNA
提取. DNA质量检测标准为DNA浓度大于20 ng μL‒1,
A260/280比值在1.8左右. DNA提取完成后置于−20℃冰

箱保存备用.

1.4 MassARRAY基因分型

在引物与DNA模板混合后经PCR扩增、SAP消
化、EXT延伸, 使用Agena公司开发的MassARRAY全
自动核酸质谱分析系统

[15]
对扩增产物进行基因分型.

1.5 多态位点与体重性状关联分析

使用 Excel 2021软件对乌珠穆沁羊的表型数据进

行统计整理. 采用SPSS 22.0软件分析基因型与表型性

状的关联性, P<0.05表示差异显著, P<0.01表示差异极

显著. 所采用的分析模型为一般线性模型(GLM): Y=μ+
G+m+e (Y: 性状测定值; μ: 群体均值; G: 基因型效应;
m: 性别效应; e: 随机残差).

1.6 候选位点蛋白结构预测

对错义突变位点根据参考基因组信息使用

TBtools[16]提取突变前后CDS序列信息, 使用 RNAfold
(http://rna.tbi.univie.ac.at/)预测突变前后mRNA二级结

构, SOPMA[17]
用来预测突变前后蛋白质的二级结构.

将CDS序列转化为氨基酸序列后使用SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/)同源建模对突变前后的

蛋白质三级结构进行预测.

2 结果与分析

2.1 乌珠穆沁羊血液基因组DNA提取结果

使用天根DNA提取试剂盒从252份乌珠穆沁羊血

样中提取基因组DNA. 经NanoDrop 2000分光光度计

测定, 所提取的DNA样本A260/280比值均在1.75~1.88范
围内且浓度均大于30 ng μL‒1. 随机选取24个样品使用
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琼脂糖凝胶电泳检测DNA质量(图1). 电泳结果显示所

抽取的DNA样品电泳条带清晰, 无拖尾.

2.2 乌珠穆沁羊不同位点基因分型结果

为了验证乌珠穆沁羊生长性状相关的特征位点,
我们使用MassARRAY全自动核酸质谱分析系统对上

述100个位点在252只乌珠穆沁羊群体中进行基因分

型. 按照分型检出率大于90%的条件对位点进行筛选,
将符合条件的多态位点进行遗传多态性分析, 表1中4
个突变位点处于中度多态(0.25<PIC<0.5) , 仅有

g.63097400C>T位点为低度多态(PIC<0.25), 5个突变

位点均符合哈代温伯格平衡.

2.3 多态位点与乌珠穆沁羊生长性状关联分析

将符合条件的突变位点不同基因型与乌珠穆沁羊

6月龄、8月龄体重数据进行关联分析, 来探究其对乌

珠穆沁羊不同时期体重是否有影响. 结果如下表2所
示, 共有5个突变位点对乌珠穆沁羊6月龄、8月龄体

重有显著影响. 其中, 四个位点分型结果为三种基因

型, 一个位点分型结果为两种基因型(图2). KIF13B-
g.102496832C>T位点CT基因型个体8月龄体重显著高

于CC基因型个体(P<0.05). PARD3B-g.205584498T>G
位点GG基因型个体6月龄体重显著高于TT基因型个

体(P<0.05). LOC101121854-g.13587044A>C位点在乌

珠穆沁羊6月龄体重方面, CC基因型体重极显著高于

AA基因型体重(P<0.01), CA基因型体重显著高于AA
基因型体重. MYO7B-g.116759176C>T位点TC基因型

个体的六月龄体重显著高于CC基因型个体(P<0.05).
CAT-g.63097400C>T位点TC基因型个体8月龄体重显

著高于CC基因型个体(P<0.05).

2.4 候选位点的功能分析

为了进一步研究错义突变位点是如何影响候选基

因导致绵羊体重的改变, 我们通过生物信息学分析筛

选出三个错义突变位点突变前后的CDS序列, 同时使

用在线软件对mRNA的二级结构和蛋白质的三级结构

进行预测. 结果如下, 对三个错义突变位点突变前后的

mRNA二级结构预测发现 , LOC 1 0 11 2 1 8 5 4 -
g.13587044A>C和MYO7B-g.116759176C>T位点突变

后其对应的结构最小自由能均变小, 结构稳定性增强.
而KIF13B-g.102496832C>T位点突变后最小自由能增

加, 结构稳定性减弱(图3).

表 1 5个位点的基因型和等位基因频率

Table 1 Genotype and allele frequencies at 5 loci

突变位点 基因型 基因型频率 等位基因 等位基因频率 纯和度 杂合度 多态信息含量
哈代温伯格
平衡(χ2)

KIF13B-g.102496832C>T

CC(49) 0.20 C 0.42 0.55 0.45 0.33 1.18

TT(87) 0.35 T 0.58

CT(113) 0.45

PARD3B-g.205584498T>G

GG(19) 0.08 G 0.25 0.65 0.35 0.28 0.84

TT(143) 0.57 T 0.75

GT(89) 0.35

LOC101121854-g.13587044A>C

AA(90) 0.36 A 0.58 0.55 0.45 0.33 1.15

CC(48) 0.19 C 0.42

CA(114) 0.45

MYO7B-g.116759176C>T

CC(133) 0.53 C 0.72 0.62 0.38 0.30 0.62

TT(22) 0.09 T 0.28

TC(95) 0.38

CAT-g.63097400C>T

CC(209) 0.85 C 0.92 0.85 0.15 0.14 2.74

TC(37) 0.15 T 0.08

TT(0) 0.00
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通过分析突变位点氨基酸变化及对蛋白质二级结

构的影响发现: KIF13B-g.102496832C>T位点突变后

导致第589位氨基酸由原本的缬氨酸变为异亮氨酸,
进而导致突变后α-螺旋的比例上升, β-折叠的比例下

降. 该基因编码微管驱动蛋白, 与细胞内物质运输相

关, 因此我们推测, g.102496832C>T位点的氨基酸改

变可能会导致驱动蛋白运输分子的效率增加, 进而导

致不同基因型个体的体重差异 . LOC101121854-
g.13587044A>C位点突变后导致第61位氨基酸精氨酸

变为丝氨酸导致突变后α-螺旋的比例上升, β-折叠和

延伸链比例的下降. 该基因编码一种G蛋白偶联受体,
g.13587044A>C位点突变后可能会导致受体的激活或

抑制程度发生变化, 影响其对信号分子的识别和结合

能力. 而MYO7B-g.116759176C>T位点突变是由于第

1197位氨基酸缬氨酸变为苏氨酸, 但其突变前后蛋白

质二级结构比例无变化(表3). MYO7B基因编码的蛋白

质是一种与细胞骨架相关的肌动蛋白, 它在细胞内运

输、细胞骨架维持和细胞间连接等过程中发挥作用,
g.116759176C>T位点氨基酸的改变可能会促进其与

运输蛋白的相互作用, 增强细胞骨架的稳定性. 对突变

前后的蛋白质三级结构预测发现, 三个错义突变位点

对其所编码的蛋白质结构均有影响(图4).

3 讨论

绵羊的体重对畜牧产业的发展至关重要, 体重的

大小直接关系着牧区经济和牧民收入. 因此, 深入挖

掘影响绵羊体重相关的分子标记成为研究人员关注的

热点. 本研究在Li等人
[13]

对不同绵羊品种重测序数据

分析的基础上, 挑选出100个与绵羊体型相关的SNP位
点, 并在乌珠穆沁羊群体中进行验证, 挖掘出5个与乌

珠穆沁羊体重相关的SNP标记. 其中, PARD3B与CAT
基因的突变位点位于内含子, 虽然编码蛋白的结构没

有发生改变, 但在内含子上的SNP可能会影响mRNA
的代谢或剪接体的组装

[18], 从而减少基因突变, 维持

遗传稳定性. 同时, 5个突变位点均达到了哈代–温伯

格平衡(P>0.05), 说明群体遗传并未受到较多人为选

择或没有发生过遗传漂变, 因此, 受选择的影响较

小
[19].
蛋白质作为生物体的重要组成成分和生命过程的

主要承担者, 其空间结构与其功能密切相关, 能够提供

宝贵的生物信息
[20]. KIF13B是一种蛋白质编码基因.

该基因编码的蛋白属于微管驱动蛋白马达, 在小鼠成

纤维细胞和培养的人视网膜细胞的原代纤毛中均有发

现
[21~23]. Krivoruchko等人

[24]
利用Illumina BeadChip

图 1 24个乌珠穆沁羊DNA电泳图
Figure 1 24 DNA electrophoresis maps of Ujimqin sheep
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600 K芯片挖掘卡拉恰耶夫斯基羊的生长性状SNP发
现KIF13B基因的rs413063685位点与其胸围极显著相

关. 在本研究中, 该基因g.102496832C>T位点突变后

导致编码的第589位氨基酸由缬氨酸变为异亮氨酸,
mRNA二级结构稳定性减弱, 可能会导致驱动蛋白的

运输效率增高, 因此出现CT基因型个体8月龄体重显

著高于CC基因型个体(P<0.05). LOC101121854基因编

码的蛋白质与细胞外钙离子敏感受体蛋白模型相似,
是一种G蛋白偶联受体, 它能够被多种内源性或外源

性物质(如阳离子、氨基酸、多胺、氨基糖苷类抗生

素等)激活和调节
[25]. 但目前针对该基因的研究相对较

少, 本研究中g.13587044A>C位点突变后第61位碱性

氨基酸精氨酸变为中性的丝氨酸. 精氨酸主要在细胞

凋亡过程中发挥重要作用
[26], 而突变后的丝氨酸促进

了肌细胞增殖分化
[27]. 这也解释了该位点突变后不同

基因型个体出现表型差异的原因, g.13587044A>C位
点CC基因型个体6月龄体重极显著高于AA基因型个

体(P<0.01), CA基因型体重显著高于AA基因型个体.
说明在进行分子标记辅助选择时, 等位基因C的选择

可能有助于提高绵羊体重, 后续需要在多品种绵羊中

进一步探究该基因的功能. MYO7B作为一种与肌球蛋

白-7a具有高度序列同源性的产物
[28], 参与许多细胞过

程, 例如, 细胞运动、膜突起和细胞形状的控制以及分

子的胞内运输
[29]. MYO7B基因的g.116759176C>T位点

突变是由于第1197位氨基酸缬氨酸变为苏氨酸, 而苏

氨酸可以通过PI3K/Akt信号通路刺激蛋白质合成并促

进细胞生长
[30], 从蛋白质二级结构来看, 该位点的突

变并没有引起α-螺旋, 延伸链, β-转角, 无规卷曲的比

例发生变化, 主要原因可能是由于突变前后氨基酸在

二级结构中都形成延伸链. PARD3B基因是PARD3基
因家族成员之一, Feng等人

[31]
使用MassARRAY技术

对云上黑山羊PARD3B基因的6个SNP位点进行分析发

现, g.41961457C>T位点的突变可以显著提高云上黑

山羊产羔数, g.41961508A>G位点和g.42423542C>T位
点的杂合子可以显著提高断奶窝重 . 而本研究中 ,
PARD3B基因的g.205584498T>G位点GG基因型个体

的6月龄体重显著高于TT基因型个体, 可被鉴定为乌

珠穆沁羊体重性状的功能性SNP, 作为后期育种的分

子标记. CAT基因编码过氧化氢酶, 是一种极其重要

的抗氧化酶
[32]. Nitta等人

[33]
发现过氧化氢酶对脂肪生

成至关重要.通过本研究发现CAT基因g.63097400C>T
位点在乌珠穆沁羊群体中存在2种基因型, TC基因型

表 2 5个突变位点与乌珠穆沁羊体重性状关联分析

Table 2 Analysis of the association between 5 mutation sites and body weight traits in Ujimqin sheep

突变位点 突变所在基因位置 基因型
体重性状(平均值±标准差)a)

6月龄体重 8月龄体重

KIF13B-g.102496832C>T 外显子15

CC (49) 33.49±0.66 36.77±0.76b

TT (87) 34.34±0.50 37.57±0.58ab

CT (113) 34.70±0.44 38.78±0.51a

PARD3B-g.205584498T>G 内含子

GG (19) 36.27±1.05a 37.08±1.23

GT (89) 34.59±0.49ab 38.53±0.57

TT (143) 33.93±0.40b 37.66±0.46

LOC101121854-g.13587044A>C 外显子1

AA (90) 33.03±0.49Bb 38.23±0.58

CA (114) 34.62±0.44ABb 37.71±0.52

CC (48) 35.80±0.65Aa 37.93±0.77

MYO7B-g.116759176C>T 外显子28

CC(133) 33.73±0.44b 37.89±0.48

TT(22) 34.14±0.86ab 37.81±1.14

TC(95) 35.05±0.45a 38.12±0.57

CAT-g.63097400C>T 内含子

CC(209) 34.36±0.33 37.73±0.38b

TC(37) 34.91±0.78 39.64±0.89a

TT(0) – –

a) 同一行中不同大写字母代表差异极显著(P<0.01), 不同小写字母代表差异显著(P<0.05), 相同字母代表差异不显著
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个体的8月龄体重显著高于CC基因型个体, 但该位点

的多态信息含量较少, 关于该基因是否可以作为影响

绵羊生长发育的遗传标记仍需进一步的群体验证

研究.
近年来, 研究人员不断地挖掘和验证与绵羊经济

性状相关的主效基因位点, 包括影响绵羊肌肉生长发

育的MSTN基因
[34], 影响绵羊尾型的TBXT基因

[35], 与

羊毛长度相关的候选基因FGF5[36], 将这些主效基因

通过基因编辑等技术应用于生产实践中, 能够大大提

高绵羊的经济价值. 这些成果为畜牧业的发展带来了

新的希望和机遇. 尽管如此, 对于绵羊体重相关的主

效基因尚存在一些未被揭示的重要位点. 通过本研究

的挖掘与验证, 旨在为乌珠穆沁羊的精准选育提供

参考.

图 3 3个错义突变位点的mRNA二级结构. A和B为KIF13B基因g.102496832C>T位点突变前后的mRNA二级结构; C和D为
LOC101121854基因g.13587044A>C位点突变前后的mRNA二级结构; E和F为MYO7B基因g.116759176C>T位点突变前后的
mRNA二级结构. 左侧为野生型, 右侧为突变型
Figure 3 Secondary structure of mRNA at three missense mutation sites. A and B are the mRNA secondary structure of KIF13B gene before and
after mutation at g.102496832C>T site. C and D are the mRNA secondary structure of LOC101121854 gene before and after mutation at
g.13587044A>C site. E and F are the mRNA secondary structure of MYO7B gene before and after mutation at g.116759176C>T site. The left side is
the wild type and the right side is the mutant type
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图 4 3个错义突变位点蛋白质三级结构预测. A和B为KIF13B基因g.102496832C>T位点突变前后的蛋白质三级结构; C和D为
LOC101121854基因g.13587044A>C位点突变前后的蛋白质三级结构; E和F为MYO7B基因g.116759176C>T位点突变前后的蛋
白质三级结构. 左侧为野生型, 右侧为突变型
Figure 4 Prediction of tertiary structure of proteins at three missense mutation sites. A and B are the tertiary structure of KIF13B gene before and
after mutation at g.102496832C>T site. C and D are the tertiary structure of LOC101121854 gene before and after mutation at g.13587044A>C site. E
and F are the tertiary structure of MYO7B gene before and after mutation at g.116759176C>T site. The left side is the wild type and the right side is the
mutant type

表 3 错义突变前后蛋白质二级结构预测

Table 3 Prediction of protein secondary structure before and after missense mutations

基因 α-螺旋(%) β-折叠(%) 无规则卷曲(%) 延伸链(%)

KIF13B
野生型 35.88 4.21 44.19 15.72

突变型 35.99 4.16 44.13 15.72

LOC101121854
野生型 35.13 3.97 33.43 27.48

突变型 37.96 3.68 33.43 24.93

MYO7B
野生型 45.50 5.79 33.25 15.45

突变型 45.50 5.79 33.25 15.45
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Effects of 5 SNP mutation sites on the body weight of Ujimqin sheep at
different time points
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The weight of sheep can directly reflect their growth and fattening speed and is also an important indicator for measuring the growth
performance of meat sheep. This study focused on the Ujimqin sheep as the research object. One hundred SNP loci related to sheep
body size were selected, and blood and weight data were collected from 252 Ujimqin sheep at different stages. MassARRAY
genotyping technology was used to genotype these sheep strains at the selected SNP loci, and correlation analysis between weight
data and genotyping results revealed that a total of 5 mutation sites were significantly correlated with the weight of Ujimqin sheep at
different stages. Further protein structure prediction analysis of three missense mutation sites revealed that changes in the CDS of the
three mutation sites resulted in varying degrees of changes in their protein tertiary structure, leading to individual weight differences.
The aim of this study was to explore the characteristic loci related to the growth traits of Ujimqin sheep, providing a reference for the
precise breeding of Ujimqin sheep in the future to promote the development of the Ujimqin sheep industry.

Ujimqin sheep, single nucleotide polymorphism, missense mutation, structure prediction, MassARRAY
genotyping
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