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绵羊IGF１基因表达、多态性与毛用性能相关分析
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摘　要　为探讨绵羊胰岛素样生长因子１(InsulinＧlikegrowthfactor１,IGF１)基因与毛用性状的关系,本实

验首先通过 RTＧPCR(ReverseTranscriptPolymeraseChainReaction)法从新吉细毛羊皮肤组织中克隆出

IGF１基因,并利用ELISA 和qRTＧPCR(Quantityreversetranscriptpolymerasechainreaction)法检测比较

新吉细毛羊和小尾寒羊外周血和皮肤组织中IGF１表达差异,再利用 HRM(HighＧresolutionmelting)方法

检测IGF１基因在新吉细毛羊、小尾寒羊和陶赛特羊群体中的多态性,最后进行单因素方差分析检验IGF１
不同基因型与新吉细毛羊毛用性状的相关性.结果表明绵羊皮肤组织中表达IGF１基因,新吉细毛羊外周

血和皮肤组织中的IGF１表达水平略高于小尾寒羊,但差异不显著.PCR 测序结果显示存在c．１１０C＞T
和c．１５３T＞C 多态性位点,其中c．１１０C＞T 引起a．３７Ala＞Val突变.进一步 HRM 方法结合测序结果显

示新吉细毛羊、小尾寒羊和陶赛特绵羊三个群体中c．１５３T＞C 存在三种基因型(TT、CT、CC),TT 纯合型

在三个群体中频率最低,且在新吉细毛羊群体内呈现出 HardyＧweinberg极度不平衡状态(p＜０．０００１).单

因素方差分析结果显示 TT基因型在拉伸长度和产毛量指标方面高于 CC基因型(p＜０．０５).绵羊IGF１
基因多态性的发现与毛用性状相关分析将为绵羊毛用性状育种实践奠定基础.
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Abstract　ToexplorethecorrelationoftheIGF１genewithwooltraitinsheep．Inthisstudy,theIGF１

genemRNAswereclonedbyRTＧPCRusingskintissuesfromXinjiFinewoolsheepastemplate．TheconＧ
tentsofIGF１inperipheralbloodandskinweremeasuredbyELISAandqRTＧPCRrespectively．The
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polymorphismofIGF１wastestedbyHRMamongXinjiFineWoolSheep,SmallＧtailHansheepandDorＧ
setSheep．Intheend,thecorrelationofgenotypewithwooltraitswasanalyzedbyOneＧwayANOVAin
XinjiFineWoolSheeppopulation．TheRTＧPCRshowedIGF１wasexpressedinskinandthereweretwo
SNPs(c．１１０C＞Tandc．１５３T＞C)intheORFregion．Andthemutantofc．１１０C＞Tcauseda．３７Ala＞
Valmutantinprotein．TheELISAandqRTＧPCRdataapprovedthatXinjiFineWoolSheephadhigherlevel
IGF１thanSmallＧtailHansheepinbothserumandskin,butthedatadidn’thavestatisticalsignificance(p
＞０．０５)．Thepolymorphismtestdisplaysthec．１１０C＞Tisfakeandthreegenotypeswereconstructedby
c．１５３T＞C．andthefrequencyofTTwassmallestinthesepopulations．TheChiＧsquaretestshowedthefreＧ
quencyofgenotypeswasinHardyＧWeinbergdisequilibrium(p ＜０．０００１)．theTTgenotypeindividualhas
betterstaplelengthandwoolyieldthanCCgenotype(p ＜０．０５)．TheidentificationofSNPonIGF１gene
andrelationshipwithwooltraitsinXinjiFineWoolsheepcanprovidethetheoreticalevidenceforfinewool
sheepbreeding．
Keywords　IGF１;polymorphism;Xinjifinewoolsheep;wooltraits;HRM

胰岛素样生长因子１(insulinＧlikegrowthfactor１,IGF１)具有促进细胞增殖、分化以及调节物质代谢等

多种生理功能[１],参与了畜禽的生长发育、繁殖及产奶等多种表型构成[２Ｇ４],在动物毛囊发育及毛发生长中也

起到重要作用.研究表明IGF１在绵羊、鼠和人等多种哺乳动物及禽类的皮肤和毛囊中均有表达并有助于

毛干的伸长[５].毛囊的体外培养实验也证实IGF１在低剂量时与毛囊发育正相关,在高剂量时呈现退行期

变化[６].全身或皮内注射IGF１均不能促进毛发生长,由此推断IGF１的作用方式可能是自分泌或旁分

泌[７].皮肤组织特异性转IGF１基因绵羊的净毛量较非转基因半同胞绵羊平均提高６％以上,直接证明了

IGF１可以促进动物毛发的生长,也证实了其自分泌或旁分泌的作用方式,转基因绵羊除表现在净毛量增加

外,其他毛用指标如毛直径、毛髄质性和减毛后体重等方面无显著影响[８],说明IGF１对毛发性状影响具有

单一性;研究表明IGF１还可以通过抑制细胞凋亡和延长毛囊生长期的方式促进毛发生长[９].IGF１基因

在畜禽中存在丰富的多态性,由于其影响牛羊生长、繁殖及屠宰等性状[１０Ｇ１２],因此IGF１可作为绵羊毛用性

状的标记基因辅助育种.本实验室前期统计数据表明新吉细毛羊和小尾寒羊产毛性状的相关测量值存在显

著差异,本次发现的IGF１基因在两品种中存在SNP位点并表现出显著种间差异,将为开展IGF１基因辅

助绵羊育种奠定基础.

１　材料与方法

１．１　实验样品采集

实验样品包括皮肤组织样品、外周血和血清样品,皮肤组织和血清样品采自９月份成年新吉细毛羊(超
细型,又称苏博美利奴羊毛)和小尾寒羊各３只;外周血样品来自１２６只新吉细毛羊、２４只小尾寒羊和２６只

陶赛特羊,血样的采集方法为颈静脉负压采集５mL,肝素钠抗凝,－２０℃保存.新吉细毛羊群体及毛用性

状数据指标与文献相同[１３].

１．２　主要试剂及仪器

绵羊IGF１激素ELISA检测试剂盒购自CUSABIO 公司;血基因组 DNA 制备试剂盒购自 Axygen公

司;RNA提取 Trizol试剂来自Ivitrogen公司;cDNA 第一链合成试剂盒及其他常规试剂盒购自宝生物公

司;高保真pfuDNA聚合酶购自Solarbio公司;基因分型试剂盒Lightcycler４８０HighResolutionMelting
Master购自罗氏公司;实时荧光定量 PCR仪为罗氏公司Lightcycler４８０II.

１．３　核酸提取与制备

皮肤组织总RNA提取采用 Trizol法,cDNA 第一链合成反应参照PrimeScript反转录试剂盒,以上各

步按相应说明书进行.
血液样品DNA提取参照试剂盒说明书进行,最终稀释成工作浓度５０ng/μL,－２０℃保存.

１．４　引物设计与合成

以绵羊IGF１基因参考序列为模板,用 Oligo７．０软件设计IGF１克隆、定量PCR及高分辨率熔解曲线
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(highresolutionmetling,HRM)检测引物(表１),委托苏州金唯智生物科技有限公司合成.
表１　绵羊IGF１基因扩增引物和 HRM 引物

引物 序列 产物 退火温度/℃ 参考序列

sIGF１ＧC
F:TTGCCTCATTATTCCTGCTAA

R:TAGTTCTTGTTTCCTGCACTC
５１０ ６０ NM_００１００９７７４

sIGF１Ｇq
F:TCATTATTCCTGCTAACCAAT

R:CATCTTCACCTGCTTCAA
１２５ ６２ NM_００１００９７７４

sIGF１ＧH
F:CAGTCACATCCTCCTCGCATC

R:AAATCCACAGAGCAGCGAGA
１８１ ６２ NC_０４０２５４

βＧactin
F:CCGCAAATGCTTCTAGGCGG

R:TCGCACGAGGCCAATCTCAT
９８ ６２ NM_００１００９７８４

１．５　目的片段扩增及序列测定

RTＧPCR反应体系为５０μL:１０×PCRBuffer(Mg＋plus)５．０μL,pfuDNA聚合酶(５．０U/μL)０．５μL,

IGF１ＧC混合引物(各１０μmol/L)０．５μL,dNTPs(２．５mmol/L)５．０μL,cDNA模板(５０ng/μL)１．０μL,ddH２

O３８μL.扩增条件:９５℃预变性５min,９５℃变性３０s,６０℃复性３０s,７２℃延伸３０s,共计３５个循环,循
环后７２℃延伸１０min,４℃保存.扩增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳检测、特异性片段胶回收、连接pMDＧ
１８T载体和转化DH５α感受态细胞,最后挑取阳性克隆经菌落PCR鉴定后送生物公司测序.

１．６　IGF１基因在新吉细毛羊与小尾寒羊血清和皮肤组织中的表达

两品种羊血清IGF１含量采用ELISA 方法检测,具体参照说明书进行;皮肤组织IGF１基因表达采用

qRTＧPCR检测,反应体系为２０μL:SYBRGreenImaster１０μL,F/R引物(各１０mol/μL)各０．２μL,cDNA
模板(５０ng/μL)１μL,ddH２O８．６μL.反应条件:９５℃预变性１０min;９５℃ 变性１５s,６２℃退火延伸３０s,

共４０个循环.扩增反应结束后进行熔解曲线分析.以上指标两个品种分别检测３个个体,每个体进行３次

重复,以GAPDH 为内参,检测结果利用２－△△Ct法进行数据分析并绘制柱形图,用独立样本t检验方法进行

数据统计分析.

１．７　IGF１基因在三个群体中的多态性分析

采用 HRM 方法对新吉细毛羊、小尾寒羊和陶赛特羊三种群体的IGF１基因进行多态性分析.HRM
反应为２０μL体系:HighResolutionMeltingMaster１０μL,MgCl２(２．５mmol/L)２μL,F/R 引物(各１０

μmol/L)各０．２μL,模板DNA(５０ng/μL)１μL,ddH２O６．８μL.反应程序如:首先９５℃预变性１０min;随
后扩增４５个循环,包括变性９４℃１５s,退火延伸６２℃３０s;扩增结束后进行 HRM 分型,条件为９５℃变性

１min,４０℃完全退火１min,６５℃保持１s;从６５℃开始持续升温至９５℃并按２５次/s的速率收集荧光信

号;最后４０℃冷却１min.利用 GeneScanning软件进行结果分析.

１．８　新吉细毛羊IGF１基因多态性与毛用性状关联分析

收集１２６只新吉细毛羊的多种毛用性状和IGF１基因型数据,利用IBM SPSS２２软件及 oneＧway
ANOVA方法检验IGF１不同基因型和毛用性状的相关性,并以p ＜０．０５作为判定标准.

２　实验结果

２．１　绵羊IGF１基因克隆与多态位点检测

新吉细毛羊皮肤组织cDNA的RTＧPCR结果显示目的片段稍大于５００bp(图１),进一步胶回收克隆测

序证实该目的片段为绵羊IGF１基因的编码区序列,长度为５１０bp,由此证明IGF１基因在绵羊皮肤组织中

表达.进一步序列比对发现sIGF１Ｇ３克隆在c．１１０和c．１５３存在SNP位点,分别为C＞T 和T＞C,其中c．
１１０位C＞T 导致a．３７位(位于１Ｇ４９位氨基酸蛋白信号肽区域)Ala＞ Val突变,Ala和 Val在极性和疏水

性等方面完全一致;c．１５３位T＞C 未引起氨基酸序列改变(图２).
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图１　绵羊IGF１基因cDNA产物 RTＧPCR扩增
　　

图２　绵羊IGF１基因CDs区SNP位点鉴定

２．２　IGF１基因在两种羊外周血及皮肤组织中的表达比较

分别检测新吉细毛羊和小尾寒羊(各３只)外周血和皮肤组织的IGF１基因相对表达含量,ELISA 结果

显示新吉细毛羊外周血IGF１含量约为１２５ng/mL,略高于小尾寒羊的１００ng/mL(图３(a)),差异不显著;

qRTＧPCR结果显示新吉细毛羊皮肤组织的IGF１相对表达量略高于小尾寒羊,差异倍数在０．３左右,如(图

３(b)),差异不显著.

图３　新吉细毛羊和小尾寒羊血清及

皮肤组织IGF１表达比较

２．３　不同品种绵羊IGF１基因多态性分析

针对IGF１序列比对发现的２个 SNP位点,采用

HRM 法对SNP位点进行基因分型,并统计IGF１在新

吉细毛羊、小尾寒羊和陶赛特绵羊中的多态性.PCR扩

增结果经熔解曲线标准化,如图４(a)和平移处理图４
(b)后得到标准化温度平移差异图,如图４(c),即 HRM
最终分析结果.图中看出IGF１相同基因型聚合,不同

基因型区分明显,说明 HRM 方法能够准确区分绵羊

IGF１基因型.各基因型 PCR产物的测序结果显示其

中有效的SNP位点为c．１５３T＞C,共有TT、TC、CC三

种基因型,如图４(c),c．１１０C＞T 可能为稀有突变或RTＧPCR实验中引入的人为突变,如图４(d).

注:(a):标准化溶解曲线;(b):标准化平移溶解曲线;(c):标准化温度平移差异图;(d):不同基因型测序峰图．

图４　绵羊IGF１多态性 HRM 分析结果

c．１５３T＞CSNP位点在小尾寒羊群体中 TT基因型频率４．１７％,CC基因型频率５０．００％,TC基因型

频率４５．８３％;陶赛特羊群体中TT基因型频率１１．５４％,CC基因型频率５０％,TC基因型频率３８．４６％;新吉

细毛羊群体中 TT基因型频率１．５９％,CC基因型频率３０．１６％,TC基因型频率６８．２５％;TT基因型频率在

三个品种中最低,新吉细毛羊１．５９％,小尾寒羊４．１７％,陶赛特羊１１．５４％(表２);CC基因型频率在小尾寒羊
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和陶赛特羊中相同,均为５０．００％,而新吉细毛羊只有３０．１６％;TC基因型频率在新吉细毛羊中最高,达到

６８．２５％,直接导致该品种 T等位基因频率最高,达到３５．７１％(表２).该位点 HardyＧweinberg平衡检测显

示陶赛特羊和小尾寒羊χ２ 和p 较接近,且p 值大于０．０５,表明两品种该位点处于 HardyＧweinberg平衡状

态,未受到选择压力;新吉细毛羊χ２ 值为２９．８１,p 值４．６７EＧ０８,远小于０．００１,表明该位点处于 HardyＧweinＧ
berg不平衡状态,受到极强的选择压力.

表２　不同品种绵羊IGF１基因型频率分析

品种 数量/只
基因型频率/％ 等位基因频率/％

CC TC TT C T
χ２ p

新吉细毛羊 １２６ ３０．１６(３８) ６８．２５(８６) １．５９(２) ６４．２９ ３５．７１ ２９．８１ ４．６７EＧ０８

陶赛特羊 ２６ ５０．００(１３) ３８．４６(１０) １１．５４(３) ６９．２３ ３０．７７ ０．２５ ０．６２

小尾寒羊 ２４ ５０．００(１２) ４５．８３(１１) ４．１７(１) ７２．９２ ２７．０８ ０．６１ ０．４３

２．４　新吉细毛羊IGF１基因多态性与毛用性状关联分析

采用单因素方差分析方法对新吉细毛羊IGF１基因与个体羊毛的拉伸长度等毛用性状进行了分析,结
果显示在拉伸长度和剪毛量指标方面 TT基因型个体均高于CC基因型和 TC基因型个体,并与CC基因型

差异显著(p＜０．０５)(表３);在纤维直径指标方面 TT基因型个体具有更大的纤维直径,但各基因型间差异

不显著(表３).
表３　新吉细毛羊IGF１不同基因型与毛用性状相关分析

毛用性状
基因型

CC(n＝３８) TC(n＝８６) TT(n＝２)

拉伸长度/mm １０２．５６±９．４７b １０８．８４±３．０７a １１０．６５±３．８５a

纤维直径/μm １７．２３±２．４３ １８．４７±３．５３ １９．４１±１．１９

个体剪毛量/kg ３．８４±０．７５b ４．２６±１．０５ab ４．９８±０．４２a

注:同行数据肩标不同小写字母表示差异显著(p ＜０．０５).

３　讨论

被毛是皮肤衍生而成的特殊器官,包括毛干和毛根两部分.毛干由死亡的角质细胞构成,毛根位于皮肤

并伸入毛囊内,完整的毛囊组织包含汗腺、皮脂腺和立毛肌等附属器官[１４].绵羊毛用性状育种中,皮肤单位

面积毛囊密度和毛囊群中次级毛囊与初级毛囊数量比值(S/P)是两个重要的评价指标,除上述两个指标外,
毛长也是毛用品种的选育目标[１５].毛囊作为毛发的发生器官,它的生理状态决定了毛发的生长状态,有研

究发现毛囊组织可表达多种保持自身状态和促进毛发生长的细胞因子[１６],本次检测到绵羊皮肤组织IGF１
基因并发现编码区SNP位点,为进一步分析IGF１基因功能与毛用性状的关系奠定基础.

研究表明IGF１基因存在复杂的可变剪切(Alternativesplicing,AS)方式[１７].研究表明在绒山羊皮肤

组织中存在IGF１可变剪切异构体[１８],但本次绵羊皮肤组织IGF１扩增条带特异,并未发现可变剪切现象

(图１),推测绵羊和绒山羊皮肤组织IGF１的表达模式可能存在差异.绒山羊皮肤组织IGF１基因可变剪切

影响蛋白信号肽区[１８],本研究获得的IGF１基因编码区的２个SNP位点,其中一个引起信号肽区氨基酸改

变 Ala３７Val,但两个氨基酸具有相似的物理性能,目前尚不明确该改变对IGF１表达分泌或功能的影响,一
方面说明IGF１功能区受到选择压力较大,同时也说明绵羊和绒山羊可能采取相似的方式调节IGF１基因

的表达.新吉细毛羊血清和皮肤组织IGF１表达水平均高于小尾寒羊,但差异不显著(图３),IGF１基因在

绵羊毛用性状控制中可能不是关键因素.同时本研究个体数量较少(各３只),未能按基因型分组,因此尚不

能确定品种和基因型对IGF１基因表达的影响.
本实验通过优化引物设计,采用 HRM 方法检验SNP并进行分型,结果表明 HRM 方法能有效区分不

同基因型信号,如图４(c),结合PCR产物直接测序可简便鉴定出不同基因型具体突变,如图４(d).值得注

意是,CDs序列分析得到２个SNP位点(图２),群体 HRM 仅鉴别到一个SNP位点图４(d),c．１１０C＞T 位

点可能是RTＧPCR反应导入的人为突变或RNA编辑引起的突变.三品种IGF１基因多态性分析发现陶赛
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特羊和小尾寒羊均表现 TT纯合型最低,CC纯合型最高,新吉细毛羊则表现 TT纯合型最低,TC基因型频

率最高,由此导致 T等位基因频率在三个群体中最高,该结果可能是品种选育过程中人为选择压力造成的,
最直接的证据就是该位点卡方检验处于 HardyＧweinberg极度不平衡状态(表２).新吉细毛羊群体中IGF１
基因型与毛用性状关联分析也表明 T等位基因对毛用性状具有改善作用(表３),但新吉细毛羊在如此巨大

人工选择压力下 TT纯合型比例很低同样值得深究.

４　结论

本研究成功克隆了绵羊IGF１基因,在群体检测中发现该基因编码区SNP位点c．１５３T＞C,分为 TT、

TC、CC三种基因型,三个群体间该位点基因型频率卡方检验均处于 HardyＧweinberg不平衡状态.新吉细

毛羊群体中不同基因型个体在拉伸长度和剪毛量指标方面存在明显差异.绵羊IGF１基因多态位点的发现

与鉴定为绵羊毛用性状标记辅助育种奠定基础.
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