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① 湖羊蛋白酶遗传型结构及系统地位的研究
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摘　要　用“中心产区典型群随机抽样”的方法,对湖羊品种进行遗传检测。在所检测的 12个位点中的 11个(A lb、

T f、A lp、L ap、A ry2E s、H b2Β、X2p、CA、Cat、L y和Ke)具有多态性,仅 Po 位点为单态,多态座位比例为 91. 67% ,

在 27个等位基因中,只有PoF、T fA、T fF、H b2ΒA、CA F 和KeL 的估计可靠程度分别为 0. 522 2, 0. 745 8, 0. 522 2,

0. 621 2, 0. 899 0和 0. 907 0外,其余 21个等位基因估计可靠程度均在 0. 954 5以上。说明“中心产区典型群随
机抽样”在特定遗传背景下是一种有效的抽样方法。湖羊的平均杂合度比国内其他绵羊种群偏低,而与国外其他群
体相比,平均纯合度偏低。引用国内外 14个绵羊群体的相同资料,根据血液酶和其他蛋白质变异的 10个基因座位
共计 33个等位基因的频率,进行系统聚类分析,表明湖羊与蒙古羊亲缘关系较近。
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Abstract　H u sheep is an indigenou s b reed in Zhejiang p rovince of Ch ina. Based on the“cen2
t ra l area typ ica l co lon ies random samp ling m ethod,”the geno typ ic st ructu re of b lood p ro tein

and enzym e in H u sheep w as invest iga ted. O f 12 loci, po lymo rph ism w as found at 11 loci,

on ly Po locu s w as monomo rph ic. T he p ropo rt ion of po lymo rph ic loci w as 91. 67%. T he to ta l
num ber of a llele w as 27. O f the 27 alleles, the gene frequency reliab ility of gene frequency

est im ates fo r Po F , T fA , T fF , H b2ΒA , CA F and KeL w as 0. 522 2, 0. 745 8, 0. 522 2, 0. 621 2,

0. 899 0 and 0. 907 0, respect ively, the o thers reached beyond 0. 954 5, w h ich show ed that
“cen tra l area typ ica l co lon ies random samp ling m ethod”is effect ive in the specia l genet ic
background. T he average heterozygo sity (H ) and average homozygo sity (J ) w ere compu ted

and the J of the sheep co lon ies in the coun tries around Ch ina in th is study w as found to be

h igher than that of H u sheep. In o rder to understand the the phylogeny sta tu s of H u sheep ,

w e co llect the data of 14 sheep co lon ies distribu ted in the East and Sou th of Cen tra l A sia and use the da2
ta of the 10 loci 33 alleles to cluster byW ard’sm ethod. T he resu lt indicates that H u sheep cluster clo selyw ith

theM ongo lia sheep ,w h ich is confo rm edw ith the know n h isto ry.
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湖羊主要分布在中国的太湖流域,即浙江省的湖州 (原吴兴)、桐乡、嘉兴等市县和及江苏

省的吴县、无锡、常熟等市县以及上海市的嘉定、青浦等市郊地区。产区海拔 7. 2 m ,年平均气

温 1612 ℃, 年最低气温 - 9. 6 ℃, 年最高气温 38. 5 ℃, 年温差 48. 1℃, 年降水量

1 246 mm [1 ]。湖羊的特点为耐高温、高湿,是我国著名的多胎高产仔的绵羊品种,同时也是珍

贵的羔皮用绵羊品种。

目前有许多关于我国周边国家的绵羊群体蛋白酶遗传型研究的报道。我国是绵羊群体遗

传资源丰富的国家,但是研究较少,尤其关于湖羊的蛋白酶遗传型结构的研究报道及所涉位点

较少[2, 3 ] ,亚洲绵羊群体,尤其是中亚以东南绵羊群体系统地位的研究尚未弄清楚。本研究目的

是揭示湖羊部分蛋白酶的遗传结构及湖羊系统地位,为湖羊遗传资源的开发、利用和保护提供

可借鉴的遗传资料,并为中亚以东南绵羊亲缘系统的研究补充重要环节。

1　材料与方法

1. 1　材料

浙江省湖州市炼市镇长港村和建新村 (两村距离 100～ 500 m ) ,用中心产区典型群随机抽

样的方法,注意避免有可追溯亲缘关系的 2个 (及以上)个体一并进入样本。样本规模为 63头。

1. 2　方法

颈静脉采血 8 mL ,装入有抗凝剂的离心管,离心 (3 000 rõm in - 1, 5～ 10 m in)分离血清,移

入洁净小瓶,编号,加入与剩余血样等体积的 0. 85%生理盐水洗涤,离心 (3 000 rõm in - 1, 5～

10 m in) 2～ 3次,最后加入 1～ 1. 5倍体积的蒸馏水制成溶血液,装进另一小瓶,编号。- 20 ℃

冰箱保存。在采血的同时记录体尺、毛色、角型、尾型等外部特征。

1. 3　结构基因座检测

以淀粉凝胶检测血清白蛋白 (A lb)、后白蛋白 (Po)、转铁蛋白 (T f)、碱性磷酸酶 (A lp )、亮

氨酸氨肽酶 (L ap )、芳香基酯酶 (A ry2E s)、编码血红蛋白 Β链 (H b2Β)、X 2蛋白 (X 2p )、碳酸酐酶

(CA )和过氧化氢酶 (Cat) ; 以干燥的醋酸纤维薄膜作为支持体检测赖氨酸 (L y) ; 使用美国

M ED IA CA 公司N aöKöC l离子分析仪对红细胞中钾的含量进行测定,以H iCN (氰化高铁血

红蛋白)参考液作对比标准,并用分光光度计按H iCN 文齐氏液测定法测定H b 值进行校正。

共计 12个蛋白酶多型座位,采用各国通用的判型标准判型[4, 5 ]。

1. 4　统计分析

1) 等位基因频率的计算采用平方根法和基因计数法[6 ]。

2) 根据各群体的样本结构与规模估计基因频率方差,按下式计算估计值不偏离实际值

0. 5倍的可靠性 (Β)以及可靠性达到 0. 954 5时的相对偏差 (Γ) [9 ]

Β=∫
Κ

0

2e- Κ2

2Π
d Κ　　Γ= 2 V (p )

1
2 P

- 1 (1)

式中: P、V (p )分别为基因频率及其方差; Κ为估计值的标准偏差,适合于式 (1)的标准偏差为

Κ= 015÷[V (p ) ]
1
2。

3) 基因平均纯合度 J 和平均杂合度H 的计算
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式中: m 为座位数; k 为某一座位的等位基因数;为 x 群体第 j 座位上第 i个等位基因的频率。

4) 亲缘关系聚类采用W ard 法。

1. 5　相关资料的引用

在上述亲缘聚类中,引用国外学者以相同试验方法获得的分布于中亚以东南的 9个亚洲

绵羊群体和 5个日本的欧洲绵羊共计 14个群体 10个基因座的 33个等位基因频率分布资料,

用作分析背景 (由于原作者未检测蒙古羊的 Po 座位及饲养于日本的欧洲Bo r 绵羊的 Ke 位

点,为便于比较,故仅用 10个座位)。

2　结果与分析

2. 1　湖羊等基因座位基因频率估计值及其精确度和可靠性

在所检测的 12个座位中, 11个座位为多型。其群体基因频率的样本估计值及其不偏离实

际值 0. 5倍的可靠性以及可靠性达 0. 954 5时的精确度 (相对偏差) (表 1)。说明,在湖羊 12个

基因座共计 27个等位基因中除 PoF、T fA、T fF、H b2ΒA、CA F 和 KeL 基因频率估计值可靠性分别

为 0. 522 2, 0. 745 8, 0. 522 2, 0. 621 2, 0. 899和 0. 907 0外,其余 21个等位基因频率估计

值不偏离实际值的可靠性均在 95%以上。因此,这些资料可用作亲缘关系分析。

表 1　各座位基因频率估计及其精确度及可靠性

座位 表型 n 等位基因 P V p Κ Β Γ

A l C 60 AL C 1 0 0 1 0

Po FS 58 PF
0 0. 016 7 1. 368×10- 4 0. 713 7 0. 522 2 1. 401 2

SS 2 PS
0 0. 983 3 1. 368×10- 4 42. 021 0 1　 　 0. 023 8

T f AB 5 T fA 0. 041 7 3. 330×10- 4 1. 142 5 0. 745 8 0. 875 0

BC 7 T fB 0. 15 　 1. 063×10- 3 2. 300 6 0. 978 6 0. 434 0

CD 25 T fC 0. 30 　 1. 750×10- 3 3. 585 8 1　 　 0. 279 0

BD 3 T fD 0. 341 7 1. 875×10- 3 3. 946 6 1　 　 0. 253 0

D E 11 T fE 0. 15 　 1. 063×10- 3 2. 300 6 0. 978 6 0. 434 0

EF 1 T fF 0. 016 6 1. 368×10- 4 0. 713 7 0. 522 2 1. 401 2

CF 1

CE 3

BE 3

DD 1

A lp B (+ ) 38 B + 0. 394 5 1. 990×10- 3 4. 423 1　 　 0. 226 1

B (- ) 22 B - 0. 605 5 1. 990×10- 3 6. 788 1　 　 0. 147 3

E s E s (+ ) 33 E s+ 0. 329 2 1. 840×10- 3 3. 837 1　 　 0. 260 6

E s (- ) 27 E s- 0. 670 8 1. 840×10- 3 7. 818 1　 　 0. 127 9

L ap A 41 L apA 0. 437 3 2. 050×10- 3 4. 827 1　 　 0. 207 2

B 19 L apB 0. 562 7 2. 05×10- 3 6. 211 1　 　 0. 161 0

H b2Β AB 3 A 0. 023 8 1. 84×10- 4 0. 876 3 0. 621 2 1. 141 2

BB 60 B 0. 976 2 1. 84×10- 4 35. 943 1　 　 0. 027 8

x2p x (+ ) 28 X 0. 254 6 1. 506×10- 3 3. 280 1　 　 0. 304 9

x (- ) 35 X 0. 745 4 1. 506×10- 3 9. 603 1 0. 104 1

CA F s 10 CA F 0. 079 4 5. 801×10- 4 1. 648 0. 899 0 0. 606 7

SS 53 CA S 0. 920 6 5. 801×10- 4 19. 111 1　 　 0. 052 3
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续 表

座位 表型 n 等位基因 P V p Κ Β Γ

Cat BB 16 CatB 0. 444 4 1. 960×10- 3 5. 016 1　 　 0. 199 4

BC 24 CatC 0. 555 6 1. 960×10- 3 6. 27 1　 　 0. 159 5

CC 23

L y L y (- ) 58 L yA 0. 091 5 1. 606×10- 3 8. 962 1　 　 0. 116 0

L y (+ ) 5 L ya 0. 908 5 1. 606×10- 3 3. 515 1　 　 0. 284 5

Ke L K 10 KeL 0. 082 8 6. 027×10- 4 1. 685 7 0. 907 0 0. 593 2

H K 53 Keh 0. 917 2 6. 027×10- 4 18. 672 6 1　 　 0. 053 6

2. 2　国内外 15个绵羊群体聚类分析

引用国外资料[4～ 8, 10 ] ,对国内外 15个绵羊群体用 10个蛋白酶多型座位 33个等位基因频

率进行系统聚类。

图 1　中亚以东南 15个绵羊群体聚类图

　

由图 1看出,首先蒙古国 (Cen tra lM ongo lia) Kh 地区的蒙古羊与U b 地区的蒙古羊聚为

一类,紧接着湖羊与前两者聚为一类,这说明湖羊与蒙古羊亲缘关系较近。随后,这三者与云南

绵羊聚为一类,与湖羊和云南绵羊的畜牧遗传背景基本一致:湖羊虽与蒙古羊地域分布相隔较

远,但产区湖羊主要以本品种选育为主,未曾受到外来血统的影响,因而基本保持着原来的血

统[1 ]; 而云南绵羊地处藏滇地区,历史上有藏滇交界处绵羊基因交流的记载[12 ] ,其遗传结构一

定程度上受到基因交流的影响,与蒙古羊的关系较湖羊相对隔离,但是其主要的血统仍属蒙古

羊系绵羊。
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2. 3　群体遗传变异程度

从 15个绵羊群体的 10个座位[4～ 8 ] (表 2)计算得到的基因平均杂合度和平均纯合度可以

看出在 15个群体中,湖羊的平均杂合度为 0. 360 5,平均纯合度为 0. 639 5,与国外其他群体

相比基因的多样性相对丰富,但与国内其他绵羊群体相比较时[13 ] ,湖羊的杂合度程度偏低,这

与湖羊中心产区严控外来血统、长期近交有密切关系。

表 2　15个绵羊群体 10个座位的多型座位基因平均杂合度与平均纯合度

群体名称 平均杂合度 (H ) 平均纯合度 (J ) 群体名称 平均杂合度 (H ) 平均纯合度 (J )

　Yunnan 0. 230 2 0. 769 8 U b 0. 314 4 0. 685 6

　H u sheep 0. 360 5 0. 639 5 V iet 0. 239 3 0. 760 7

　Bar 0. 123 8 0. 876 2 Suf 0. 255 8 0. 744 2

　Kag 0. 208 6 0. 791 4 Che 0. 213 7 0. 786 3

　L an 0. 225 2 0. 774 8 Co r 0. 171 7 0. 828 3

　Bhy 0. 294 7 0. 705 3 F in 0. 241 5 0. 758 5

　Ban 0. 294 4 0. 705 6 Bo r 0. 160 6 0. 839 4

　Kh 0. 313 1 0. 686 9

　
2. 4　抽样方法的探讨

1) 在对畜禽品种进行遗传检测时,应该采取适宜的抽样方法,以便提高样本的代表性,得

出比较正确的结论。

本研究采用的是“中心产区典型群随机抽样”。结果表明,除了 PoF、T fA、T fF、H b2ΒA、CA F

和 KeL 6个等位基因频率的可靠性较低分别为 52. 22% , 74. 58% , 52. 22% , 62. 12% , 89. 90%

和 90. 70%外,其余 21个等位基因频率可靠性均在 95. 45%以上。可见“中心产区典型群随机

抽样”是一种有效的抽样方法,是对既有的遗传检测的抽样方法[14 ]的补充。

2) 在对样本抽样调查时,除了考虑适当的样本规模,也应考虑样本总体状况和检测目的

及经费。在本研究中,由于浙江湖州 (原吴兴县)为湖羊中心产区且未受到任何外来血统的影

响,基本可以代表湖羊品种的遗传结构,所以本试验采取“中心产区典型群随机抽样”方法。

3　结　论

1) 本研究从实验的角度证实我国湖羊与蒙古羊亲缘关系较近。

2) 与国内其他绵羊群体相比,湖羊平均杂合度偏低; 而与国外其他绵羊群体相比,平均纯

合度偏低。应该进一步加强湖羊品种选育,但应避免极端近亲交配。

3) 中心产区典型群随机抽样是在特定遗传背景下一种有效的抽样方式。

浙江省湖州市炼市镇畜牧兽医站工作人员及长港村、建新村广大农户在本试验采样过程

中给予大力支持,谨致谢意。
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简讯

我国第一头克隆黄牛诞生

科技部生物工程开发中心和中国农业大学联合召开新闻发布会公布,中国农业大学成功

地应用体细胞克隆技术克隆了我国第一头地方优质黄牛——红系冀南牛 (取名“波娃”) , 于

2002年 4月 27日降生。经公安部物证鉴定中心进行DNA 鉴定,表明“波娃”与供体细胞的遗传

物质完全相同。此项目在克隆胚妊娠率、细胞的融合、卵裂率等达到了国际前沿水平。

“淡水养殖综合配套技术的推广应用”课题通过成果鉴定

由我校傅泽田教授主持的“淡水养殖综合配套技术的推广应用”通过成果鉴定。该项目将

信息技术与工程技术相结合,为生产提供了一种快捷、方便、直接的技术平台,应用前景广、推

广价值大。该研究成果居国内同类领域领先水平,其中的水产养殖信息技术应用系统居国际先

进水平。
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