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摘要 根据表型性状选取少量辽宁绒山羊个体，直接进行类胰岛素生长因子 -玉(IGF-玉)基因 5忆调控区克隆测序以确定单核
苷酸多态(SNP)位点，共发现 4个 SNPs，分别是 G→C (388 bp)、A→G (668 bp)、A→C (719 bp)、G→A (752 bp)的突变，导
致 5忆调控区 305～ 800 bp中比野生型个体减少一个 CdxA转录因子结合位点，但 C/EBP的值 (89.2)高于野生型 (88.5)．然后
通过引入错配碱基创造酶切位点技术和多聚酶链反应 -限制性片段长度多态性 (PCR-RFLP)方法，对 520只辽宁绒山羊进行
基因型检测，结果表明，每个 SNP位点在本群体中都有 AA (野生型)、AB和 BB (突变型)三种基因型，且 4个 SNPs位点共
有 13种单倍型组合．将不同 SNP的基因型及单倍型组合与绒产量、绒纤维细度和绒纤维长度进行关联分析发现，SNP2位
点的 AA基因型绒纤维细度极显著低于 AB型和 BB型 (P < 0.01)，而 SNP4位点 AA基因型产绒量显著高于 AB型和 BB型
(P < 0.05)，单倍型组合 H7H7与产绒量和绒纤维细度均有显著相关(P < 0.05)． IGF-玉基因可能是影响绒山羊产绒性状的主要
候选基因．
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类胰岛素生长因子 -玉(IGF-玉)是类胰岛素生
长因子 (IGF)家族中的一员，广泛分布于哺乳动物
皮肤毛囊及真皮纤维细胞内，具有促进有丝分裂活

性和蛋白质合成等特性，能刺激黑素细胞、上皮细

胞和毛乳头细胞等各种细胞的增殖和分化[1, 2]．毛

囊是羊绒毛的重要组成部分，是控制绒毛生长的重

要结构，主要由毛乳头、真皮鞘及上皮成分的内根

鞘和外根鞘组成． IGF-玉是通过其受体 (IGF-玉R)
间的细胞信号途径来刺激毛囊细胞增殖的[3, 4]．目

前已证实，在绵羊皮肤毛囊中尤其是外根鞘有大量

的 IGF-玉R分布[5]，同样，在安哥拉山羊和克什米尔

绒山羊的毛乳头、真皮鞘及内根鞘和外根鞘也存在

大量的 IGF-玉R[6]．因此，IGF-玉与 IGF-玉R结合后
可调控皮肤毛囊的生长发育，进而影响羊的被毛

生长．

目前，对 IGF-玉基因与羊的绒毛生长关系的
研究主要是在表达调控或细胞培养上．通过将含有

小鼠蛋白启动子的羊 IGF-玉 cDNA转基因到绵羊
体内，皮肤中 IGF-玉基因的表达升高，且净毛量
增加[7, 8]．对 Scotnish绒山羊皮肤进行体外培养，研
究表明，IGF-玉可调控山羊绒的生长[9]．由此可见，

IGF-玉是绒山羊被毛生长的重要调控因子．但
IGF-玉是否直接影响羊的绒毛性状尚需进行基因功
能的相关研究．关于羊的 IGF-玉基因在遗传结构
上的差异国内外研究较少．Yilmaz等[10]通过对绵羊

IGF-玉基因 5忆调控区进行聚合酶链反应 -单链构象
多态性(PCR-SSCP)分析，发现群体内存在两处新
的单核苷酸多态 (single nucleotide polymorphisms，
SNPs)位点．Zhang等[11]研究表明，IGF-玉基因内
含子 4 在南江黄羊群体中存在 1 个 SNP 位点．
Mikawa 等 [12]首次成功地克隆并测序了山羊的

IGF-玉基因序列，随后，山羊 IGF-玉基因被定位在
第 5号染色体的 5q31上[13]．但是，在绒山羊群体

中 IGF-玉基因是否存在遗传差异，以及这些遗传
差异与衡量绒山羊产绒性能和决定绒纤维纺织价值

主要指标———产绒量、绒纤维细度和长度是否有关

联还未见报道．
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Primers Sequence (5忆→3忆) Starting nucleotide position
(GenBank No. D26119) Fragment length/bp Annealing temperature/℃

U1 F: GATCTTTCAACCCATGAGACAATCT 1 382 56.9
R: AAAGTCAGGGAAGTGAAACTAC

U2 F: GCATTTCAAAGCTCCTCAT 309 326 58.0
R: GAGTTCGCTCAAGCCTTCT

U3 F: TCACTCCTCGTGTCTAACT 555 260 58.0
R: AGTAGCCTGGACCTTGTA

U4 F: GCAAACCTTTGTTTATAGTCG 732 354 58.0
R: TCAAGGGTTATGATGTCATTC

U5 F: CTGGCTTGGACCATGTTG 1 020 339 60.1
R: AAGATTTTGCTGAGCTGTAAAG

Table 1 PCR primers for detection of SNPs in 5忆 flanking region of goat IGF鄄玉 gene

Table 2 PCR primers for creation of restriction site in 5忆 flanking region of IGF鄄玉 gene

本研究首先根据表型性状选取部分辽宁绒山羊

个体，直接进行 IGF-玉基因 5忆调控区序列克隆测
序，寻找与 IGF-玉基因相关的 SNPs，然后通过引
入错配碱基创造酶切位点 (create restriction site，
CRS)技术和多聚酶链反应 -限制性片段长度多态
性 (PCR-RFLP)方法，进一步研究探讨 IGF-玉基因
与绒山羊产绒性状的相关关系，揭示绒山羊产绒的

分子机理和丰富绒山羊的分子标记种类提供理论

依据．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 实验动物及数据采集．从辽宁省辽宁绒山羊

育种中心羊场选取 10只公羊的后代，分布在 6个
圈舍内，具有完整生产性能和系谱记录的 520只绒
山羊 (其中 450只母羊，70只公羊)．生产性状数
据来自辽宁省辽宁绒山羊育种中心羊场 2000～
2007年间的生产记录，包括产绒量、绒纤维长度
和细度数据．

1援1援2 试剂及来源．Taq DNA聚合酶、dNTPs、限
制性内切酶 Sal玉和 Xba玉购自 Takara公司，限制
性内切酶 Afl域、Xmn玉购自 NEB公司，pMD-18T
Vector购自 Promega 公司，DNA片段回收纯化试
剂盒与质粒提取纯化回收试剂盒购自北京华美生物

工程公司．

1援2 方法

1援2援1 绒山羊基因组 DNA 的提取及绒毛样品分

析．从血液中提取 DNA，方法见《分子克隆实验指
南 (第三版)》．每年春季辽宁省辽宁绒山羊育种中
心羊场全场统一抓绒，并称量个体产绒量．抓绒前

在绒山羊左侧肩胛骨后缘处紧贴皮肤剪取绒毛样品

3～5 g，用奥达 2000动物纤维测量分析仪测定绒
纤维长度和直径 (细度)．
1援2援2 少量个体 IGF-玉基因 SNP位点的检测．每
对引物 (表 1)选取 24只表型性状 (产绒性状)极端
的辽宁绒山羊个体 (4只产绒量最高、4只产绒量
最低；4只绒纤维最长、4只绒纤维最短；4只绒
纤维最细、4只绒纤维最粗)，用于 IGF-玉基因 5忆
调控区序列的测定．

1援2援3 引物序列与 PCR 反应．依据 GenBank 山
羊 IGF-玉基因序列 (NO: D26119)，用 Oligo6.0 设
计引物，以进行少量个体 SNP位点的检测，引物
序列见表 1，扩增的 PCR产物为 IGF-玉基因的 5忆
调控区序列．通过少量个体 IGF-玉基因 5忆调控区
序列的测定，检测到的 SNPs位点不是酶切位点，
通过引物碱基错配技术来引入限制性内切酶酶切位

点，引入错配碱基的引物见表 2，其中有下划线碱
基为错配碱基．引物由上海生工生物公司合成．

PCR 反应体系包括：10 伊缓冲液 2.5 滋l、dNTP
(2.5 mmol/L) 2.0 滋l、正反向引物 (10 滋mol/L) 各
1.0 滋l、Taq DNA 聚合酶 (5 U/滋l) 0.3 滋l、基因组
DNA (50 mg/L) 1 滋l、灭菌水 17.2 滋l．最佳反应条
件为：94℃ 5 min；94℃ 30 s，56.9～60.1℃ 30 s，
72℃ 30 s，35个循环；72℃延伸 7 min．

Sites Sequence (5忆→3忆) Starting nucleotide position
(GenBank No. D26119) Fragment length/bp Annealing temperature/℃

SNP1 F: GCCTACCTCTTGATGATGT 245 170

56.9

R: TTAAAAATATGAAAAGTGAACACT
SNP2 F: AACCAATCAGGTTTTCCCTT 648 166

R: TGTAGCCTGGACCTTGTATT
SNP3 F: TCCTGGCCATGGCCATAAAGATCT 693 186

R: AAGCCCAGCTTAGACATCCCAC
SNP4 F: TCACTCCTCGTGTCTAACT 555 219

R: GGACACAGTGATCCTGATGCGT
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Fig. 2 PCR鄄RFLP result of SNP1 digested by Xmn玉
M: Marker(100～600 bp); 1, 3: BB genotype; 2, 4: AB genotype; 5: AA

genotype.

Fig. 1 Mutation in the 5忆flanking region of IGF鄄玉 gene

1援2援4 酶切鉴定．引入错配碱基引物的 PCR扩增
产物 3 滋l，限制性内切酶 5 U，反应体积 10 滋l，
在 37℃水浴中反应 3 h．酶切产物在 3%琼脂糖胶
上低压电泳，溴化乙锭 (EtBr)染色，用美国
Bio/Rad凝胶成像系统观察并拍照记录．
1援2援5 PCR产物的纯化和序列测定．分别将每对
引物 (表 1)选取的 24只产绒性状表现极端的个体
和 PCR-RFLP分析后每种纯合基因型的 3个个体的
PCR扩增产物在琼脂糖凝胶中电泳后，用柱式胶
回收试剂盒进行回收纯化，回收后的 DNA片段用
pMD-18T Vector 连接后转化 DH5琢 菌株，菌体
PCR鉴定后，用质粒提取试剂盒提取质粒 DNA作
为测序模板，每一种纯合的基因型单独挑 2个克隆
分别测序．

1援2援6 潜在调控元件及蛋白质结合位点的预测．对

IGF-玉基因 5忆调控区序列利用 http://www.cbrc.jp/
research/db/TFSEARCH.html 网站进行转录因子结
合位点的在线预测．

1援2援7 统计分析．根据 PCR-RFLP带型和测序结果
划分基因型，将 GenBank上的 IGF-玉基因序列规
定为野生型基因型 AA，突变个体的基因型为突变
型基因型 BB．应用 PHASE (version2.1) 软件构建
单倍型并估计单倍型频率[14]．根据试验群体特点，

构建以下线性模型进行最小二乘分析：Y = 滋+G+S+
N+A+Q+F+e．其中 Y 代表产绒性状的观察值；滋
代表产绒性状的群体平均值；G 代表每个 SNP基
因型 (或者不同单倍型组合)固定效应；S代表性别
的固定效应；N代表年份的固定效应；A 代表年龄
的固定效应；Q代表圈舍的固定效应；F代表家系
的随机效应；e 代表随即残差效应．采用 SAS 8.2
(version)中的 GLM过程进行关联分析．

2 结果与分析

2援1 PCR扩增结果
引物 U1、U2、U3、U4、U5、SNP1、SNP2、

SNP3和 SNP4的 PCR扩增产物经 1.5%琼脂糖凝
胶电泳检测，片段长度与预扩增片段大小一致，无

非特异性条带，引物 U1、U2、U3、U4和 U5 的
PCR产物可以进行克隆测序，引物 SNP1、SNP2、
SNP3和 SNP4的扩增产物可以进行 RFLP分析．
2援2 少量个体 IGF鄄玉基因 SNP位点的检测结果
用 DNAMAN 软件将引物 U1、U2、U3、U4

和 U5的 PCR产物测序结果与 GenBank上的基因
序列进行同源性分析发现，在选取的产绒性能极端

的辽宁绒山羊群体中，IGF-玉基因 5忆调控区存在 4
个 SNPs位点，分别为 388 bp (SNP1)处 G替换成
C、668 bp (SNP2) 处 A 突变成 G、719 bp (SNP3)
处 A 替换成 C、752 bp (SNP4) 处 G 突变成 A，
DNA序列见图 1．

2援3 PCR鄄RFLP检测结果
通过少量辽宁绒山羊个体 IGF-玉基因 5忆调控

区的检测，发现了 4个 SNPs，然后通过酶切分析，
进一步在 520 只辽宁绒山羊群体中验证这几个
SNPs．酶切产物经 3%琼脂糖凝胶电泳检测，产生
3种带型，根据后续的错配 PCR产物的测序结果，
规定野生型为 AA型，突变型为 BB型或 AB型．
当绒山羊 IGF-玉基因 5忆调控区 388 位点为 G

时，PCR扩增产物经 Xmn玉酶切后形成 2个片段
(148 bp和 22 bp，其中 22 bp的片段太小并未出现
在胶图上)．而当 388位点为 C时，不能被 Xmn玉
酶切，PCR产物酶切后只有 1个片段 (170 bp)，此
基因型为 BB 型．当 388位点为 G/C时，PCR 产
物经酶切后会有 3个片段 (170 bp、148 bp和 22 bp),
此基因型为 AB型 (图 2)．

绒山羊 IGF-玉基因 5忆调控区 668位点为 A时，
产生限制性内切酶 Afl域酶切位点，PCR产物分别
经酶切后，产生 2个片段 (148 bp和 18 bp，其中
18 bp的片段太小并未出现在胶图上)，此基因型为
AA型．当 668位点为 G时，不会产生 Afl域的酶

ACTTTCCAGAGAAAGTGTGCA

ACTTTCCAGACAAAGTGTGCA

AAAGACCTAGACAAGAGTTTC

AAAGACCTAGCCAAGAGTTTC

GTTTTCCTTTAAGGGCACCCA

GTTTTCCTTTGAGGGCACCCA

GTTTATAGTCGAAGCATCAGG

GTTTATAGTCAAAGCATCAGG

388 bp

719 bp

668 bp

752 bp

M 1 2 3 4 5

bp

148
170200

100

bp
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Table 3 Frequencies of genotype and alleles of four SNPs in goat IGF鄄玉 gene

Items Number of goats
Genotype frequency Alleles frequency

AA AB BB A B
SNP1 520 0.76 (395) 0.22 (113) 0.02 (12) 0.87 0.13
SNP2 520 0.11 (56) 0.37 (193) 0.52 (271) 0.29 0.71
SNP3 520 0.38 (197) 0.45 (235) 0.17 (88) 0.60 0.40
SNP4 520 0.42 (216) 0.39 (201) 0.19 (103) 0.61 0.39

Fig. 3 PCR鄄RFLP result of SNP2 digested by Afl域
M: Marker(100～600 bp); 1, 4: AA genotype; 2: AB genotype; 3, 5: BB

genotype.

Fig. 4 PCR鄄RFLP result of SNP3 digested by Xba玉
M: Marker(100～600 bp); 1: BB genotype; 2, 3: AB genotype; 4, 5, 6:

AA genotype.

切位点，PCR产物酶切后只有 1个片段 (166 bp)，
此基因型为 BB 型．当 668 位点为 A/G 时，PCR
产物经酶切后会有 3 个片段 (166 bp、148 bp 和
18 bp)，此基因型为 AB型 (图 3)．

绒山羊 IGF-玉基因 5忆调控区 719位点为 A时，
能被 Xba玉酶切，PCR产物分别经酶切后产生 2个
片段 (164 bp和 22 bp，其中 22 bp的片段太小并未
出现在胶图上)，此基因型为 AA型．当 719位点为
C时，不能被 Xba玉酶切的位点，PCR产物酶切后
只有 1 个片段 (186 bp)，此基因型为 BB 型．当
719位点为 A/C时，PCR产物经酶切后会有 3个片
段 (186 bp、164 bp 和 22 bp)，此基因型为 AB 型
(图 4)．

绒山羊 IGF-玉基因 5忆调控区 752位点为 G时，
产生限制性内切酶 Sal玉的酶切位点，PCR产物分
别经酶切后，形成 2个片段 (194 bp和 25 bp，其

中 25 bp的片段太小并未出现在胶图上)，此基因
型为 AA型．当 752位点分别为 A 时，不会产生
Sal玉的酶切位点，PCR产物酶切后只有 1个片段
(219 bp)，此基因型为 BB型．752位点为 G/A时，
PCR产物经酶切后会有 3个片段 (219 bp、194 bp
和 25 bp)，此基因型为 AB型 (图 5)．

2援4 IGF鄄玉基因 5忆调控区潜在的调控元件及蛋白
质结合位点预测

本文所分析的片段是 IGF-玉基因 5忆调控区部
分 ， 使 用 网 站 (http://www.cbrc.jp/research/db/
TFSEARCH.html) 上的 TFSEARCH (ver1.3) 软件，
预测绒山羊 IGF-玉基因 4个 SNPs位点的纯合基因
型 (AA和 BB) 5忆调控区部分序列 (305～800 bp)上
的调控元件及蛋白质结合位点改变情况．预测结果

表明，BB基因型比 AA野生型少了一个 CdxA转
录因子结合位点，但 BB型的 CCAAT增强子结合
蛋白(C/EBP)转录调控因子的值 (89.2) 高于 AA型
(88.5)．
2援5 IGF鄄玉基因 5忆调控区 4个 SNP位点基因型、
等位基因频率分布

根据 PCR-RFLP检测结果，分析了辽宁绒山羊
群体中 IGF-玉基因型频率和基因频率，统计结果
见表 3．SNP1和 SNP4的基因型频率为 AA > AB >
BB，SNP2为 AA < AB < BB，SNP3为 AB > AA >
BB．SNP1、SNP3和 SNP4 的基因频率为 A > B，
SNP2为 A < B．在 SNP1、SNP3和 SNP4位点中，
等位基因 A为优势等位基因，而在 SNP2中 B为
优势等位基因．

1 2 3 4 5 M
bp

100

200166
148

1 2 3 4 5 6 M
bp

100

200186
164

Fig. 5 PCR鄄RFLP result of SNP4 digested by Sal玉
M: Marker(100～600 bp); 2, 3: AA genotype; 1, 4: AB genotype; 5: BB

genotype.

1 2 3 4 5 M
bp

100

200
219194

bp

bp

bp
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Table 5 Haplotype frequencies of the four SNPs
in 5忆 flanking region of goat IGF鄄玉 gene

Items Haplotype Observation Frequency/%

H1 CGAG 128 12.30

H2 GGCA 375 36.05

H3 GGCG 33 3.17

H4 GGAA 11 1.06

H5 GGAG 193 18.56

H6 GAAA 21 2.02

H7 GAAG 276 26.54

The different is not significant for the mean with the same letter. The difference is significant for the mean with the different letter.

Table 4 Effects of the different genotypes of each SNP in goat IGF鄄玉 gene on cashmere fiber traits

2援6 IGF鄄玉基因 5忆调控区各 SNP位点基因型与绒
山羊产绒性状的最小二乘分析

为了研究 IGF-玉基因 5忆调控区的不同基因型
对绒山羊产绒性状的影响，本研究采用最小二乘分

析方法对 520只辽宁绒山羊 IGF-玉基因 5忆调控区
上各 SNPs 的不同基因型与辽宁绒山羊产绒性状
(绒产量、绒纤维长度、绒纤维细度)进行了最小二
乘分析，结果见表 4．

Sites Cashmere fiber traits
Three genotypes of each SNP

AA AB BB

SNP1 Cashmere weight (g) 934.13依9.06a 968.29依17.86a 1016.43依15.06a

Cashmere length (cm) 7.15依0.04a 7.20依0.08a 7.39依0.07a

Cashmere diameter (滋m) 15.96依0.05a 16.01依0.07a 16.46依0.06a

SNP2 Cashmere weight (g) 917.81依18.32a 930.66依14.46a 951.83依10.35a

Cashmere length (cm) 7.09依0.11a 7.13依0.06a 7.19依0.04a

Cashmere diameter (滋m) 15.58依0.08bB 15.93依0.06aA 16.07依0.04aA

SNP3 Cashmere weight (g) 958.50依13.77a 934.10依11.73a 935.92依18.20a

Cashmere length (cm) 7.16依0.06a 7.15依0.05a 7.18依0.08a

Cashmere diameter (滋m) 16.01依0.06a 15.97依0.05a 15.95依0.07a

SNP4 Cashmere weight (g) 972.01依12.60a 924.37依13.62b 924.20依15.42b

Cashmere length (cm) 7.18依0.05a 7.17依0.06a 7.13依0.07a

Cashmere diameter (滋m) 16.01依0.05a 15.88依0.06a 16.07依0.07a

从表 4中可以看出：绒产量、绒纤维长度、绒
纤维细度在 SNP1和 SNP3各基因型个体之间差异
不显著 (P > 0.05)．SNP2的 AA基因型个体绒纤维
细度极显著地低于 BB 基因型和 AB 基因型个体
(P < 0.01)，但基因型 BB和基因型 AB的个体绒纤
维细度之间差异不显著 (P > 0.05)，SNP2各基因型
个体之间的绒产量和绒纤维长度差异不显著 (P >
0.05)．SNP4 的 AA 基因型个体绒产量显著高于
BB基因型和 AB基因型个体 (P < 0.05)，但基因型
BB 和基因型 AB 的个体绒产量之间差异不显著
(P > 0.05)，SNP4各基因型对辽宁绒山羊绒纤维长
度和绒纤维细度没有影响．

2援7 单倍型分析

应用 PHASE (version 2.1)软件对 4个 SNPs位
点进行单倍型分析，其结果见表 5，在 520只辽宁
绒山羊群体中共出现 7种单倍型，其中有 4个主要
的单倍型：CGAG、GGCA、GGAG和 GAAG，它
们占总体数的 92.19%．在 7种单倍型中，单倍型
GGCA频率最高，而单倍型 GGAA最低．
2援8 不同单倍型组合与辽宁绒山羊产绒性状的相

关性分析

以上 7种单倍型在本实验群体中共出现 13种
单倍型组合 (表 6)．对不同单倍型组合与辽宁绒山

羊产绒性状进行最小二乘分析，结果表明：不同单

倍型组合对产绒量和绒细度的影响达到显著的水平

(P < 0.05)，对绒长度没有影响 (P > 0.05)．其中单
倍型组合 H1H2、H1H5、H2H4、H3H5、H5H5和
H7H7的个体平均产绒量在 950 g以上，产绒量高
低顺序为 H1H2 > H2H4 > H7H7 > H5H5 > H1H5>
H3H5，且这几组之间差异不显著 (P > 0.05)．单倍
型组合 H7H7个体的绒细度在各不同单倍型组合中
最低，显著地低于单倍型组合 H1H2、H1H5、
H2H2、H2H4、H2H5、H3H7、H5H5 和 H5H7 个
体的绒纤维细度 (P < 0.05)，但与其他单倍型组合
个体的绒细度差异不明显 (P > 0.05)．
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3 讨 论

山羊绒产品以其轻薄、保暖、美观、柔软等特

点，在国内外市场受到广泛青睐，我国是山羊绒的

主要生产和出口国，约占世界贸易额的 50%以
上．产绒量是衡量绒山羊产绒性能的主要指标，绒

细度和长度是衡量山羊绒品质的重要指标，决定绒

纤维纺织价值．辽宁绒山羊是我国特有的优良绒山

羊品种，具有产绒量高、绒长质优的特点．根据山

羊绒生长的生理生化特点及 IGF-玉基因在绒山羊
皮肤中的表达，可以将 IGF-玉基因作为绒山羊产
绒性状的候选基因进行深入研究．

本研究通过引入错配碱基创造酶切位点和

PCR-RFLP的方法，研究辽宁绒山羊产绒性状候选
基因———IGF-玉基因的遗传功能．研究结果表明，
在所研究的 520只绒山羊群体中，IGF-玉基因 5忆调
控区共存在 4 个 SNPs，每个 SNP 位点都有 AA、
AB和 BB 三种基因型和 A、B 两个等位基因．研
究检测到的 4个单碱基突变，即碱基 G→C (388)、
A→G (668)、A→C (719)、G→A (752)，导致在
5忆调控区部分序列 (305～800 bp) 中 BB 基因型比
AA野生型少了一个 CdxA转录因子结合位点，而
C/EBP 的值 (89.2) 高于 AA 型 (88.5)．CdxA 是
“同源异形盒”基因家族的一个重要成员，一般位

于基因的 5忆端，是一种调控区的结合蛋白序列，
作为启动子的一部分而起作用，在某些表达 CdxA
蛋白的报告基因表达系统中，含有 CdxA元件的载
体能够增强基因的转录活性，但 CdxA蛋白与相应
DNA相互作用的亲和力却存在差异[15]．CdxA具有

影响生长激素释放的功能[16]，研究表明，生长激素

可使美利奴羊的产毛量增加[17]，且影响山羊绒的生

长[18]，而 IGF-玉是生长激素和营养物质发挥促生长
作用的主要介导因子[19]，因此，IGF-玉可能参与绒
生长过程的调节．C/EBP是 dZIP转录因子家族的
成员，通过对靶基因调控区的识别和结合发挥转录

调控作用，参与细胞的增殖、分化、肿瘤发生、凋

亡及机体的免疫、应激反应、能量代谢、血液生成

等生命活动[20]，目前已证实，人的皮肤中高度表达

C/EBP，C/EBP 能够显著提高垂体细胞中催乳素
(PRL)分泌的水平，而且它还可与垂体特异转录因
子(PIT-1)协同调控 PRL基因的表达[21, 22]．已有研究

表明，PRL 基因可以影响山羊绒的生长 [23]，而

IGF-玉是 PRL作用于羊毛生长的调控因子[5]，由此

可以说明 IGF-玉基因在山羊绒毛生长过程中有重
要的调控作用．本研究中，5忆调控区的这些调控元
件及蛋白质结合位点改变可能影响绒山羊皮肤中

IGF-玉基因的表达量，从而影响山羊的产绒性能，
表现出不同的产绒量、绒纤维长度或细度．最小二

乘分析证实，该基因 5忆调控区 SNP2位点和 SNP4
位点分别与绒纤维细度、产绒量存在显著的相关关

系，然而，有关绒山羊 IGF-玉基因的结构、调控
元件的研究很少，关于不同基因型 5忆调控区的转
录因子及其结合位点是如何影响和调节基因，并最

终影响绒山羊绒毛性状等方面有待于进一步研究．

利用几个 SNPs构建单倍型进行关联分析可以
弥补单个 SNP提供信息量不足的缺点，不考虑群
体遗传学因素，单倍型提高了相关分析的效力[24]．

本研究采用 IGF-玉基因的 4个 SNPs构建单倍型，

Table 6 The least square analysis for cashmere traits and Diplotypes

The different is not significant for the mean with the same letter. The difference is significant for the mean with the different letter.

Diplotype Percent/% Cashmere weight/g Cashmere length/cm Cashmere diameter/滋m

H1H2 10.04 1025.84依24.86a 7.37依0.11a 16.20依0.11a

H1H5 5.59 974.28依22.55ab 7.19依0.15a 16.06依0.14ab

H1H7 9.07 915.97依28.38bc 7.07依0.18a 15.76依0.18bc

H2H2 12.55 933.62依20.14bc 7.23依0.09a 15.98依0.09ab

H2H4 2.12 990.27依31.01ab 7.04依0.19a 16.19依0.11ab

H2H5 11.77 886.70依21.87c 7.02依0.09a 16.09依0.09ab

H2H6 4.05 827.99依25.23c 6.70依0.25a 15.78依0.21abc

H2H7 19.31 917.24依18.46bc 7.17依0.08a 15.84依0.08abc

H3H5 3.47 952.99依19.96ab 7.13依0.23a 15.89依0.20abc

H3H7 2.70 948.97依21.62abc 7.10依0.23a 16.03依0.22ab

H5H5 5.02 975.00依28.97ab 7.24依0.13a 16.17依0.13ab

H5H7 6.37 939.55依27.39bc 7.01依0.12a 16.09依0.12ab

H7H7 7.91 988.48依21.35ab 7.31依0.13a 15.49依0.13c
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进而可以有效地分析单倍型组合对山羊产绒性状的

效应，为标记辅助选择为基础的绒山羊分子育种提

供更多的遗传学基础信息．本研究群体中，单倍型

组合 H7H7 的个体产绒量比单倍型组合 H1H2 和
H2H4个体分别低 37.36 g和 1.79 g，但未达到显著
水平，且比其他单倍型组合个体的产绒量高．单倍

型组合 H7H7个体的绒纤维细度在所有的单倍型组
合个体中最低，分别比单倍型组合 H1H2和 H2H4
个体低 0.70 滋m和 0.71 滋m，且达到显著的水平．
综合产绒量、绒纤维长度和绒纤维细度这三个产绒

性状的指标，根据绒山羊在选育过程中必须要遵循

提高羊绒产量和绒长度的同时要保持或降低羊绒细

度，以利保持产绒量高、绒长且绒质细等特点的原

则[25]，认为单倍型组合 H7H7可以作为产绒性状的
首选标记，IGF-玉基因 5忆调控区上的突变对山羊产
绒性状有显著影响，这证实了英国学者 Galbraith
等[9]研究的结论：IGF-玉可能是山羊绒纤维生长的
一个重要调节剂．

作为一种经济动物，绒山羊的基因组研究最终

是以重要经济性状 QTL定位和重要基因的位置克
隆为目标，以研究如产绒量、绒纤维长度和细度等

一些有利数量性状作为主要任务，而这些性状可能

是由多位点的等位基因作用决定的．寻找畜禽重要

经济性状的连锁标记，候选基因法是非常有效的方

法，它可以更直接地研究基因的多态性与经济性状

的关系．本研究通过寻找辽宁绒山羊 IGF-玉基因
5忆调控区的 SNPs，并结合辽宁绒山羊产绒性状进
行分析，发现 IGF-玉是调控山羊绒毛生长的重要
因子，在山羊绒毛生长中起着极其重要的作用，绒

山羊 IGF-玉基因是影响产绒性状的重要候选基因
之一．

本研究的结果表明，辽宁绒山羊 IGF-玉基因
5忆调控区存在与产绒性状显著相关的 SNPs基因位
点．因此，IGF-玉基因可能是辽宁绒山羊产绒性状
的候选主效基因或者与控制产绒性状的主效基因连

锁，这为辽宁绒山羊的分子育种和生产奠定了坚实

的理论基础．
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Abstract Insulin-like growth fac tor玉(IGF-玉 ) is essential for the growth and differentiation of hair follicles
which is an important part of wool and cashmere. But there is no report on polymorphisms of the IGF-玉 gene in
cashmere goat, and also few candidate genes for cashmere production traits have been reported in cashmere goats.
The objectives of this work were to detect the single nucleotide polymorphism (SNP) in the 5忆 flanking region of
IGF-玉 gene and to determine their association with fibre traits in Liaoning cashmere goats. The fibre traits data
investigated in the experiment were combed cashmere weight, cashmere fibre length and cashmere fibre diameter.
A few individuals of the Liaoning cashmere goats, selected according to phenotypic character, were used for SNPs
detection in the 5忆flanking region of IGF-玉 gene, and four point mutation G→C (388 bp), A→G (668 bp), A→
C (719 bp), G→A (752 bp) were identified, which result in a CdxA bonding-site lack, and score increase of C/EBP
site in the 5忆 flanking region compared with the wild type. Then different genotypes were detected in 520 Liaoning
cashmere goats using create restriction site (CRS) and polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP), three genotypes, AA, AB and BB were observed coded for by two different alleles A
and B for each SNP, and 13 diplotypes were identified in the groups of the four SNPs. The relationships between
the genotypes and combed cashmere weight, cashmere fibre length and cashmere fibre diameter were analyzed.
The statistical analysis showed that animals with the genotype AA of SNP2 in Liaoning cashmere goats had the
thinnest cashmere fiber diameter compared with those with the AB and BB genotype (P < 0.01), and individuals
with genotype AA of the SNP4 had the highest cashmere weight compared with those with the other genotypes (P
< 0.05). The relationship between diplotype and cashmere fiber traits was also analyzed, the results showed that
both cashmere fiber diameter and cashmere weight were significantly correlated with the diplotype H7H7 (P <
0.05). These results suggested that IGF-玉 gene would be useful candidate gene in selection program on cashmere
fiber traits in cashmere goats.
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