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摘 要：VRTN基因在胚胎的早期胸腔发育中起着重要作用，并调节胸椎的数量和发育。为了研究哈萨克绵羊 VRTN基因

的单核苷酸多态性（SNP）与胸椎数目性状之间的关系，使用聚合酶链反应单链构象多态性（PCR-SSCP）来检测 399只哈

萨克羊 VRTN基因的多态性。通过独立卡方检验分析了哈萨克绵羊 VRTN基因与胸椎数量性状的相关性，并利用 DNA测
序技术证实了 PCR-SSCP试验的结果。发现哈萨克绵羊的 SNP（rs82505838：C>T）与胸椎数目显著相关（P<0.01），偏离哈

迪温伯格平衡。研究结果表明，VRTN基因 SNP（rs82505838：C>T）可能影响哈萨克羊的胸椎数量，可能被用作胸椎性状数

量的标记和哈萨克羊未来分子遗传育种的分子标记位点。
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Association of VRTN Gene with Multi-Vertebrae and Quantitative Traits in Ka⁃
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Abstract：VRTN genes play an important role in the early development of the thoracic of the embryo, and regulate
the number and development of the thoracic vertebrae. To investigate the association between single nucleotide poly⁃
morphisms (SNP) of the VRTN gene and the thoracic vertebrae number in Kazakh sheep, we utilized the PCR-SSCP
technique to examine the polymorphism of the VRTN gene in a sample of 399 Kazakh sheep. The correlation be⁃
tween the VRTN gene of Kazakh sheep and the quantitative traits of thoracic vertebrae was analyzed by independent
chi-square test, and the results of PCR-SSCP experiment were confirmed by DNA sequencing technology. We dis⁃
covered a significant association between the SNP (rs82505838: C>T) in Kazakh sheep and the thoracic vertebrae
number (P<0.01), which notably deviated from the Hardy-Weinberg equilibrium. The results indicated that the
VRTN gene SNP (rs82505838: C>T) could influence the thoracic vertebrae count in Kazakh sheep and could serve
as a marker for this trait and a molecular marker for future genetic breeding efforts in Kazakh sheep.
Key words：Sheep; PCR-SSCP; VRTN; Multi-vertebrae

在脊椎动物的骨骼中可以清楚地看到分段的

身体特征 [1]。脊椎动物的身体被分段的脊椎分为

颈椎、胸椎、腰椎、荐椎、尾椎等，不同物种中脊椎

数量不同，而同种物种的脊椎数目一般是固定

的 [2]。研究表明，颈椎数量一般为 7个，而胸腰椎
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区段会发生突变导致脊椎数目发生变异。野猪

的胸腰椎数量为 19个，在欧洲商业猪的研究中发

现其胸腰椎的数量为 20~23个 [3]。而这种变化可

能是商业育种中人工选择的结果，事实证明胸腰

椎数量的增加对畜牧业生产中产肉量的增加是

有益的 [4]。

张立岭等 [5]对蒙古羊多脊椎性状进行调查分

析表明，增加 1个胸椎使脊柱增加约 2.40 cm，增
加 1个腰椎脊柱加长约 3.50 cm，胸腰椎数目各增

加一个时脊柱长度可以增加 5.90 cm。无论增加 1
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个胸椎还是增加 1个腰椎，可使多脊椎羊羔的活

重、胴体重、净肉重分别比普通羊多 4.77~7.16 kg、
4.13~5.50 kg、3.36~4.90 kg。本试验室先前的研究

表明，多腰椎性状（T13L7）比正常性状（T13L6）的
平均胴体长度和平均胴体重量增加 1.88 cm、1.56
kg；多胸椎性状（T14L6）比正常性状（T13L6）的平

均胴体长度和平均胴体重量增加 2.86 cm、1.94
kg[6]。在多脊椎性状调查中，相比较多胸椎性状与多

腰椎性状，哈萨克羊平均胴体长度和平均胴体重量

增加 0.98 cm、0.38 kg[7]。通过对正常胸椎及多胸椎

的哈萨克羊进行全基因组分析，选出了与多胸椎发

育相关的基因为位于 7号染色体的VRTN基因[8]。为

了分析VRTN基因多态性，使用PCR-SSCP的方法进

行鉴定VRTN与哈萨克羊多胸椎之间的关系。

1 材料方法

1.1 材料

1.1.1 样本

哈萨克羊样品均于石河子屠宰场采集（中国

新疆石河子）。采样时记录哈萨克羊的表型，并

于胸椎附近采集肌肉样本。共收集 399个哈萨克

绵羊肌肉样本，其中，13个胸椎的绵羊（T13L6）样
本 160份，14个胸椎的绵羊（T14L6）样本 239个。

冻存在-80 °C冰箱中，用于提取DNA。
1.1.2 试剂

丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、NaOH、牛磺酸、

二甲苯青、亲和硅烷、剥离硅烷、琼脂糖、TEMED、
溴化乙锭、去离子甲酰胺、过硫酸铵、EDTA、DNA
提取试剂盒（TIANGEN）。PCR引物的合成及测序

在北京睿博兴科生物技术有限公司完成。

1.1.3 仪器

ZX-3D电热恒温水槽（金坛科兴仪器厂）、

BIORAD凝胶成像系统（BIORAD公司）、恒温磁力搅

拌器（常州国华电器有限公司）、PCR扩增仪（德国

Eppendorf公司）、JY600C电泳仪（北京六一）、低温

恒温槽（上海精密科学仪器有限公司）、JY-SCZ8型
垂直电泳槽（北京君意东方电泳设备有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 引物设计

根据先前的高通量测序结果 [8]，选择 VRTN基
因上 Fst 值较高的 SNP，并从 NCBI 基因库下载

VRTN（GenBank登录号 NC_040258.1）序列设计具

有特异性的引物。使用具有较高 Fst值（群体间分

化指数，Fst值越大，说明遗传距离越远）的 4个
SNP位点进行试验，包括 rs82503734、rs82504715、

rs82505838、rs82532443。 4 个 SNP 分 别 编 号 ：

SNP1、SNP2、SNP3、SNP4，并使用 Primer 5.0软件

进行引物设计，引物命名为 F1-R1、F2-R2、F3-
R3、F4-R4（表 1）。

表 1 VRTN基因的引物序列

序号

F1
R1
F2
R2
F3
R3
F4
R4

引物序列

GGCTCATTCTCATCATTAGTCCAA
TCACCAGCCAGTTGACAAGCAT
GTTTACAGCTCTCGTCGCC

AATGTCACAGTTACAATGGGAA
CTATGGATACGGGAGCACA
CGTCTTACACCCTTTCCTTCT
AATCTCAGGGAACCCCAAGG
TGAAAAATCCCATGAACAGAGA

大小

296 bp

281 bp

118 bp

156 bp

退火温度

58 ℃

60 ℃

63℃

64 ℃

1.2.2 PCR 扩增

提取 DNA后，根据制造商的说明使用以下反

应系统进行 PCR扩增：5 μL的预混合物（Takara），
0.5 μL的DNA模板（50 ng/μL），0.5 μL的上游和下

游引物以及 3.5 μL无 RNase的 ddH2O。PCR在以

下热循环条件下进行：95 °C预变性 3 min，95 ℃变

性 30 s，Tm变性 30 s，72 ℃延伸 30 s，终延伸于

72 ℃ 3 min，一共 35个循环。反应完成后，通过溴

化乙锭染色的 2％琼脂糖凝胶进行电泳检测 PCR
产物的质量。

1.2.3 SSCP
将检测质量合格的 3 μL PCR产物加入含有 9

μL变性剂（含有 95％去离子甲酰胺，1％二甲苯

青，4％0.5 mol/L EDTA（pH 8.0））的 EP管中，充分

混合后在 98 ℃下变性 10 min。将 EP管立即置于

冰上骤冷（20 min）。对于 PCR产物大于 200 bp的
样品，用 10％中性丙烯酰胺凝胶电泳，而小于 200
bp的样品用 12％中性丙烯酰胺凝胶电泳。电泳

在 4 ℃和 120 V下进行 15 h。凝胶用硝酸银染色

并拍照以进行分析 [9]。选取具有不同带型 PCR产
物进行测序分型。

1.2.4 统计分析

基因分型后，进行数据统计和统计分析。计

算期望的频率和数量以验证 Hardy-Weinberg平
衡，并使用拟合优度卡方检验进行测试 [10]。P<
0.05被认为具有统计学意义。所有统计分析均使

用统计分析系统软件 SPSS 19.0进行。

2 结果与分析

2.1 PCR扩增

通过测序结果分析选定了与多胸椎发育相关
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2.2 SSCP分析

选择的 4个 SNP扩增后进行 SSCP试验，结果

发现在 4个 SNP中只有 SNP3具有基因多态性（图

2）。如图 2所示，SNP3具有三种不同的带型。对

三种带型的 PCR产物进行测序可知，三种带型的

基因型分别为TT基因型、CC基因型和CT基因型。

SSCP结果表明，其他 3个 SNP不具有基因多

态性，都只有一种条带（图 3）。基因分型后发现

SNP1为 CT基因型，SNP2为 TA基因型，SNP4为
CT基因型，SNP1、SNP2和 SNP4都为杂合子。

2.3 统计分析

对 SNP3在 399只哈萨克羊中的基因型进行

统计，通过 SPSS软件进行分析，分析结果见表 2。
在 160只 T13L6性状的哈萨克羊中，TT基因型数量

为 37，CC基因型数量为 66，CT基因型数量为 57；T
基因频率为 0.41，C基因频率为 0.59。在 239只
T14L6性状的哈萨克羊中，TT基因型数量为 158，CC
基因型数量为 25，CT基因型数量为 56；T基因频率

为0.78，C基因频率为0.22。从两种性状哈萨克羊中

可以观察到发生了 C>T的基因突变。SPSS结果表

明卡方值为 81.101，VRTN基因的 SNP3与多胸椎性

状具有关联性（P<0.001），偏离哈迪温伯格平衡。

SNP3可能是多胸椎性状的分子标记。

表 2 VRTN基因的 SNP3统计结果

胸椎数

T13L6
T14L6

总样本数

160
239

基因型

TT
37
158

CC
66
25

CT
57
56

基因频率

T
0.41
0.78

C
0.59
0.22

χ2

81.101

P值

0

注；a、b、c、d分别为 SNP1、SNP2、SNP3、SNP4，M为 500 bp Maker，N为空白对照

图 1 琼脂糖凝胶结果

注：a、b为 SSCP结果，c、d、e为测序结果

图 2 SNP3结果分析

注：a、b、c为 SSCP结果，d、e、f为测序结果

图 3 SNP1、SNP2、SNP4结果

的 VRTN基因，为了验证 VRTN基因的多态性与哈

萨克羊多胸椎之间的关联性，提取了 160只 T13L6
哈萨克羊和 239只 T14L6哈萨克羊的 DNA，用表 1

中设计的引物进行 PCR扩增，PCR扩增结果见图

1。PCR产物具有较好的特异性，可以进行下一步

试验。
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3 讨 论

SNP是丰富的基因突变体。与罕见的突变不

同，SNPs 要求等位基因的基因型频率不低于

1％ [11]。根据 SNP位于基因组中的位置，可以将其

分为基因编码区 SNP、基因间 SNP 和基因外围

SNP。SNP位于基因组的非编码区占多数，且对

个体的表型影响较小，但是此区域内的 SNP在群

体遗传学和生物进化研究中可用作遗传标记 [12]。

目前，SNP已在畜牧业中广泛用作分子标记。在

研究猪椎骨数量变异的过程中，发现 1号染色体

上的 SSC1与椎骨数量性状具有相关性 [13]。研究

表明，NR6A1基因中的 C>T突变在该蛋白的 192
位引起缬氨酸到亮氨酸的突变，最终影响了猪腰

椎数量的变化，使 6个腰椎变成 7个腰椎 [14]。同

时，在启动子区域插入 291 bp的片段和 g.19034 A>C
突变会影响 VRTN基因的表达水平，从而导致猪

胸椎数量增加，并且该突变具有明显的剂量依赖

性，每增加一个基因突变，脊椎数量增加 0.55～
0.6个 [15]。猪中影响多脊椎的研究是较完善较全

面的，当然多脊椎性状在其他动物中也进行了研

究。在对小鼠体内进行 VRTN基因敲除的试验中

发现，VRTN基因缺失导致小鼠胚胎致死，表明

VRTN是脊椎发育必需的 [16]。

多脊椎现象存在多种脊椎动物中，如猪、牛、

羊、小鼠 [3,6,16-17]，其中家畜动物的多个品种中都具

有多脊椎现象。因为多脊椎现象最早是在欧洲猪

中进行先验研究，研究机制较明确。虽然国内品

种猪中存在同样的多脊椎现象，但是不同物种之

间多脊椎的可能关联基因是否存在差异，以及同

一物种中由于地理差异和饮食差异之间是否存在

差异这些都不得而知。在多个品种羊中发现多脊

椎现象，例如蒙古羊、小尾寒羊、多浪羊，哈萨克

羊中一样存在多脊椎现象 [5,6,18-20]，但是多脊椎现象

在绵羊中的机制还不明确。

在先前的研究中，发现哈萨克羊的胸椎数量

有所变化，而哈萨克羊的胸椎数量增加时，其生

产性能也更好。全基因组重测序分析表明，VRTN
基因是调节绵羊胸椎数量的主要基因，但 VRTN
基因与绵羊胸椎数量的关系尚不清楚。因此，本

研究采用 PCR-SSCP技术及 DNA测序技术对 399
只哈萨克羊的 VRTN基因进行了研究。在 VRTN
基因的 rs 82505838基因位点发现了一个 C>T碱
基突变。在该基因座的优势基因型为 T，胸椎的 T
基因频率为 0.78（P<0.001），T13L6与 T14L6之间

差异极显著，说明该 SNP位点与多胸椎性状之间

具有关联性，该 SNP基因座可能是哈萨克羊多胸

椎的分子标记。有研究表明基因型与生产性能之

间有一定的关系 [21]，因此在绵羊的养殖生产中可

以有目的地选择优势基因型 TT基因型和 CT基因

型的绵羊，培育出具有多胸椎的绵羊，从而提高

绵羊的产肉量。

4 结 论

用PCR-SSCP及DNA测序技术研究 399只具有

不同数目胸椎的哈萨克羊 VRTN基因的 4个候选

SNP。哈萨克绵羊 VRTN基因的 SNP（rs82505838的
C>T）与多胸椎发育具有关联性，可能是哈萨克羊多

胸椎的分子标记。这项研究将为繁殖胸椎数量增

加的优质高产绵羊奠定理论基础。
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