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绵羊 H-FABP 基因单核苷酸多态性的研究 
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摘要: 以小尾寒羊(48 只)、宁夏滩羊(121 只)、滩寒杂交羊F1(23 只)、无角陶塞特(48 只)、萨福克(24 只)5 个绵

羊群体为实验材料, 利用PCR-SSCP和DNA测序技术对心脏型脂肪酸结合蛋白(H-FABP)基因(GenBank登录号: 
AY157617)外显子 2 和内含子 2 部分序列进行单核苷酸多态性(SNPs)检测及遗传多态性分析。结果表明: (1)引
物 2 的PCR扩增产物中存在 981(G/A)、1014(A/C)、1019(T/C) 和 1058 (-/G ) 4 个SNP位点, 表现为AA、BB、CC、
AB、AC、BC、AD、CD和BD 9 种基因型, 其中AA为优势基因型。经χ2检验后, 除滩羊和萨福克羊外, 其他群体

的基因频率和基因型频率均处于Hardy-Weinberg平衡状态。群体遗传多态性分析表明: 宁夏滩羊、小尾寒羊和

无角陶塞特羊 3 个群体中的多态信息含量(PIC)均处于 0.25 和 0.50 之间, 为中度多态, 萨福克羊和滩寒杂交羊

F1为低度多态(PIC<0.25), 表明脂肪酸结合蛋白基因在不同绵羊品种中具有单核苷酸多态性, 可以进一步作为

候选基因来分析其与肌内脂肪含量性状的关联性。(2)引物 4 的PCR扩增产物中检测到 1 个SNP多态位点为

2407(T/C), 表现为HH、Hh和 hh 3 种基因型, 基因型频率大小为HH＞Hh＞hh, 经χ2检验后, 在滩羊和无角陶塞

特羊中均为达到Hardy-Weinberg平衡状态, 其多态信息含量均为低度多态(PIC<0.25), 而在小尾寒羊、滩寒杂交

羊F1和萨福克羊均没有多态出现。 

关键词: 绵羊; 心脏型脂肪酸结合蛋白基因; 单核苷酸多态性 
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Abstract: PCR-SSCP and DNA sequencing approaches were applied to assess the single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) and analyze the genetic polymorphisms at partial exon 2 and intron 2 of H-FABP(Heart fatty acid-binding pro-
tein)gene, and five sheep populations that comprised of Small-Tailed Han sheep (SH, 48), Ningxia Tan sheep (Tan, 121), 
Tan × SH F1 (23), Poll Dorset (48) and Suffolk (24) sheep were screened in this stuty. The result showed: (1)four SNPs at 
981(G/A), 1014(A/C) 1019(T/C) and 1058 (−/G ) and nine genotypes (AA, BB, CC, AB, AC, BC, AD, CD and BD) were 
detected using primer 2, the AA was the predominant genotype. A chi-square analysis suggested that the allele frequencies 
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and genotype frequencies of H-FABP were in Hardy-Weinberg equilibrium except the Tan and Suffolk populations. Statis-
tical analysis revealed a low polymorphism information content (PIC) in the Suffolk and Tan × SH F1 populations (PIC< 
0.25) but an intermediate PIC in the remaining three populations (0.25< PIC <0.50). It meant that the fragment of H-FABP 
had polymorphisms, which could be used as a candidate gene associated gene with phenotypic traits like intramuscular fat 
content in different sheep populations. (2)Three genotypes (HH, Hh and hh) determined by a SNP at 2407(T-C) were de-
tected using primer 4. The genotype frequencies were in the order of HH＞Hh＞hh. A chi-square analysis suggested that 

the allele frequencies and genotype frequencies of H-FABP were in Hardy-Weinberg equilibrium in the Tan and Poll Dorset 
populations, and the PIC values were low (PIC < 0.25). However, there was no polymorphisms in SH, Tan × SH F1 and 
Suffolk populations. 

Keywords: sheep; H-FABP; SNPs 

羊肉的品质主要取决于胴体肌肉的数量、颜色、

肌肉脂肪的含量与分布以及肌肉的嫩度、多汁性和

风味等, 在现代肉羊育种中, 人们除了对体型、体
重、饲料报酬、产肉率等数量性状的选择外, 对肉
质风味和多汁性等质量性状也给与了极大的关注。

肌肉中的肌内脂肪(Intramuscular fat, IMF)主要存在
于肌外膜和肌束膜, 是具有中等偏高遗传力的重要
经济性状。大量研究表明, 肌内脂肪是形成肌肉风
味的主要前体物质, 与肉质及口感呈正相关, 因为
它影响肉质的嫩度、风味和多汁性, 特别是肉的多
汁性。当肌束和肌纤维间沉积一定脂肪时,肉的断面
大理石纹状评分较高, 不仅鲜嫩, 而且柔嫩多汁, 是
理想的肉品[1,2]。Barton-Gade[3]对 8个品种 2 111头猪
进行了研究, 发现肌内脂肪的遗传力在 0.5~0.76。这一
性状由多基因控制, 但存在主基因效应[4]。  

脂肪酸结合蛋白 (Fatty acid-binding proteins, 
FABPs)是一组低分子量(14~15 kDa 左右)结合长链
脂肪酸的胞质蛋白。在机体内FABPs参与细胞内脂
肪酸的摄取, 协助将脂肪酸运到其进行β-氧化的场
所以及甘油三脂和磷脂的合成部位[5]。FABPs还可能
以调节细胞内脂肪酸浓度的方式来调控机体内多种

多样的生化过程, 尤其是脂类代谢的过程[6]。FABPs
分布于哺乳动物的心肌、小肠、肝脏、脂肪组织、

脑、表皮等组织中[7, 8], 目前, 已经发现至少有 9 种
组织特异性的胞质FABPs, 分别为脂肪细胞型、脑
型、表皮型、心脏型、小肠型、回肠型、肝脏型、

髓磷脂型、睾丸型[9]。其中心脏型脂肪酸结合蛋白

(H-eart fatty acid-binding proteins, H-FABP)主要在几
个对脂肪酸有高度需求的组织中表达, 如心肌、骨
骼肌和泌乳的乳腺, 它的主要作用是在细胞内与脂

肪酸结合, 使细胞内外保持一定的浓度差, 促使细
胞摄取脂肪酸[10]。研究表明, 心脏脂肪酸结合蛋白基
因可作为影响IMF含量的候选基因[2, 11, 12]。 

Gerberns等[8]利用人-鼠比较图谱和猪/噬齿动物
细胞杂交系, 将猪的H-FABP基因定位于 6 号染色体
上。其编码区和侧翼测序的结果表明, H-FABP基因
含有 4 个外显子、3 个内含子。鸡的H-FABP基因定
位于 2 号染色体上。牛的H-FABP基因的cDNA也被
克隆, 其ORF框编码蛋白含有 133 个氨基酸残  基
[9]。羊的H-FABP基因定位于 2号染色体上。 

目前, 猪、鸡、牛的H-FABP基因已被相继克隆
和定位, 并进行了多态性与肌内脂肪含量的关联分
析, 结果表明, 不同基因型之间的肌内脂肪含量有
显著差异。但是不同绵羊品种之间该基因是否存在

差异方面的研究还较少。因此, 本实验根据GenBank
发表的绵羊的H-FABP基因序列 (AY157617)设计引
物, 以小尾寒羊、宁夏滩羊、滩寒杂交羊F1代、无角

陶塞特羊、萨福克羊 5 个品种为实验材料 , 利用
PCR-SSCP和DNA测序技术对H-FABP基因的exon2
及intron2 进行了单核苷酸多态性(Single nucleotide 
polymorphisms, SNPs)检测和群体遗传多态性分析, 
为下一步进行该基因与肌内脂肪性状的关联分析奠

定理论基础, 并寻找与肉质风味性状相关的遗传标
记, 为绵羊的肉品质育种提供依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料 

以 5 个绵羊品种 264 只个体作为实验材料, 其
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中包括小尾寒羊 48 只(山东嘉祥种羊场)、宁夏滩羊
121只(宁夏盐池县滩羊繁育中心)、滩寒杂交羊F1代

24 只(宁夏盐池县滩羊繁育中心)、无角陶塞特羊 48
只(中国农科院北京畜牧兽医研究所昌平基地)和萨福
克羊 23 只(中国农科院北京畜牧兽医研究所昌平基
地)。取耳组织放入加有 75%酒精的离心管中, 4℃   
保存。 

1.1.2  主要试剂 

Taq DNA聚合酶、dNTPs、10×PCR buffer(不含
镁离子)以及 DNA MarkerⅠ、琼脂糖凝胶 DNA 回
收试剂盒, 均购自天根生化科技(北京)有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  基因组 DNA 的提取 

常规的酚-氯仿抽提法从绵羊的耳组织中提取
基因组 DNA, TE溶解。紫外分光光度计检测基因组
DNA 的浓度和纯度, 稀释至 100 ng/μL , 4℃保存  
备用。 

1.2.2  引物设计与合成 

根据 GenBank 上发表的绵羊 H-FABP 基因序列
(GenBank 登录号: AY157617) , 用 Primer 5.0 软件对
H-FABP 基因的 exon2 及 intron2 设计引物, 引物由
上海生工生物工程技术服务有限公司合成。引物序

列见表 1。 

1.2.3  PCR 扩增 

PCR扩增反应体系为 15 μL, 包括 10×PCR 
buffer (不含镁离子)1.5 μL, 10 mmol/L的dNTP 1 μL , 
10 pmol/L的上下游引物各 0.25 μL, Taq DNA聚合酶
0.25 μL, DNA模板(100 ng/L)3 μL, ddH2O 补充至 15 
μL。PCR扩增条件为 94℃预变性 5 min; 94℃变性 30 
s, 复性 30 s(各引物复性温度见表 1), 72℃延伸 30 s, 

30个循环; 72℃延伸 10 min; 4℃保存。PCR产物用
2%琼脂糖凝胶电泳检测, UV-1000 凝胶成像系统拍
照。 

1.2.4  SSCP 法检测单核苷酸多态性 

取 3 μL PCR产物, 加入 9 μL的 Loading buffer, 
混匀, 98℃变性 10 min, 然后迅速放入冰浴中至少 5 
min, 使之保持变性状态。变性后的 PCR 产物用
12%的非变性聚丙烯酰胺凝胶 (Acr:Bis=29:1) 在
1×TBE电泳溶液中进行检测。电泳条件为温度 4℃、
电压 160 V, 12~14 h。银染显色后, 统计各种基因型
的个体数, 并用凝胶成像系统拍照。 

1.2.5  序列测定 

经 SSCP 分析后 , 将其中纯合基因型个体的
PCR 扩增产物纯化后送北京诺塞基因公司直接进行
测序, 以 PCR 反应引物作为测序引物, 正反两个方
向各测 1次。测序结果通过 ContigExpress软件拼接
后 , 用 BioEdit 软件进行比较 , 检测核苷酸变异   
位点。 

1.2.6  数据统计分析 

统计有多态的PCR 扩增片段SSCP 出现的每种
基因型的数量, 应用PopGen32[13, 14 ]软件计算其基因

型频率、等位基因频率、群体杂合度(Heterozygosity, 
H)、有效等位基因数(Effective allele numbers, Ne), 利
用Micrisatellite-Toolkit软件 [15]计算多态信息含量

(Polymorphism information content, PIC), 并检验群体
内基因型分布是否符合Hardy-Weinberg 平衡定律。 

2 结果与分析 

2.1  SSCP检测结果 

对各引物的 PCR扩增产物片段进行 SSCP检测, 
在引物 2 的扩增片段上发现 4 个等位基因、9 种基 

 

表 1  绵羊 H- FABP 基因的引物序列 

引物 引物序列(5'→3') 片段位置 扩增长度(bp) 复性温度(℃) 
F: TCTCACCCGCCTCTTCTC P1 
R: ACGGCTCCTTCCTCAACT 

exon2, 部分 intron2(676~981) 306 57.8 

F: GATGAGACCACAGCAGAT P2 
R: CAGGGAAGAGAACAAGAG 

部分 exon2, intron2(928~1133) 206 55 

F: CCATACACCTTCACCTCCTT P3 
R: GGTCAAATGTCCACTTCGTC 

intron2 (1914~2251) 338 57.8 

F: AAGACGAAGTGGACATTTG P4 
R: GAGACTCCCTGGTGGTGAT 

intron2 b(2230~2444) 215 57.8 
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图 1  引物 2 对不同绵羊品种扩增产物的 SSCP 检测结果(12% PAGE) 
 
因型, 3种纯合基因型分别定义为 AA 型、BB 型和
CC型, 杂合基因型定义为 AB型、AC型、AD型、
BC 型、BD 型、CD 型(图 1); 在引物 4 的扩增片段
上发现了 3 种基因型, 分别定义为 HH型、Hh型、
hh型(图 2)。但在引物 1和引物 3的扩增片段上均没
有发现多态。 
 

 
 

图 2  引物 4 对不同绵羊品种扩增产物的 SSCP 检测结果

(12% PAGE) 
 

2.2  序列分析结果 

取 AA、BB、CC、HH、hh 5 种纯合基因型的
PCR 产物直接进行测序。将测序结果与 GenBank
上发表的绵羊的 H-FABP 基因序列(AY157617)在软
件 Bioedit中进行比对。结果发现 AA型、BB型和 CC
型在第 981处、1019处和 1014处分别发生了 G→A、
T→C和 A→C的单碱基突变, 此外, BB型还在 1058
处 发 生 了 G 碱 基 的 插 入 ; HH 型 与

GenBank(AY157617)中的序列一致; hh型在 2407处
发生了 T→C的单碱基突变。具体结果如图 3和图 4
所示。 

2.3  遗传多态性分析 

统计引物 2和引物 4的扩增产物经 SSCP分析后

产生的基因型数量, 并计算它们的基因型和等位基

因频率, 结果见表 2。可以看出, A等位基因的频率显

著高于其他等位基因频率, AA型为优势基因型, 在所

有的品种中均没有检测到 DD 基因型, 这一特点是

否预示其在绵羊中存在隐性 DD 型个体早期致死现

象还须进一步研究证实。H等位基因频率显著高于 h

等位基因频率, HH基因型频率也显著高于 Hh和 hh

基因型频率。H 等位基因频率和 HH 基因型频率在

小尾寒羊、滩寒杂交羊和萨福克羊中均为 1.0, 没有

检测出 Hh 基因型和 hh 基因型, 呈现严重的偏态, 

仅在无角陶塞特羊中检测到了 hh基因型。 

PIC、H、Ne和Hardy-Weinberg平衡检验见表 3, 

结果表明引物 2 在滩羊、小尾寒羊和无角陶塞特羊

３个群体中的多态信息含量(PIC)均处于 0.25和 0.50

之间, 处于中度多态。萨福克羊和滩寒杂交羊为低

度多态(PIC<0.25)。经χ2检验, 小尾寒羊、滩寒杂交

羊和无角陶塞特羊均达到Hardy-Weinberg平衡状态, 

而滩羊、萨福克羊在该部位的突变没有达到平衡状

态。引物 4 在小尾寒羊、滩寒杂交羊和萨福克羊均

没有多态出现, 仅在滩羊和无角陶塞特羊有低度多

态(PIC<0.25), 经χ2检验均达到Hardy- Weinberg平衡

状态。 

3  讨 论 

对绵羊 H-FABP 基因第二外显子和第二内含子

的部分序列未知的单核苷酸多态位点检测结果发现

引物 2 和引物 4 扩增产物存在多态, 共检测到 4 个

位点的单碱基突变和 1 处碱基插入。结果表明不同

群体基因型频率、等位基因频率分布存在差异, 在

该基因的引物 2中, 所有的品种均没有检测到DD基

因型, 这一现象可能是由于样本含量较小或在绵羊

中存在隐性 DD 型个体早期致死, 还需进一步研究

证实。尤其是在引物 4中, Hh基因型和 hh基因型的

频率很低, 仅在无角陶塞特羊中检出 hh 型, 其他绵羊

品种中均为零, 这可能与样本含量较小有一定关系。 

本实验引物 2 中滩羊、萨福克羊偏离了Hardy- 

Weinberg 平衡状态, 可能与这两个品种在该基因位

点受到了较强的人工选择作用有关。多态信息含量、

杂合度和有效等位基因数都可用来衡量群体内遗传

变异的大小。Botstein等[16]提出了衡量基因变异程度

高低的多态信息含量指标: 当PIC>0.5 时, 为高度 
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图 3  基因型 AA、BB、CC 的测序结果 
 

 
 

图 4  基因型 HH、hh 的测序结果 
 

表 2  H-FABP 基因的等位基因频率和基因型频率 

引物 项目 基因型 小尾寒羊(48只) 滩羊(121只) 滩寒杂交羊F1(23只) 无角陶塞特(48只) 萨福克(24只)

AA 0.4167 0.3967 0.6957 0.5208 0.8750 
AB 0.0208 0.0826 0.0000 0.2708 0.0000 
BB 0.0000 0.0413 0.0000 0.0417 0.0000 
AC 0.4583 0.2397 0.3043 0.1042 0.0417 
BC 0.0417 0.0744 0.0000 0.0000 0.0000 
CC 0.0000 0.1240 0.0000 0.0000 0.0833 
AD 0.0625 0.0165 0.0000 0.0417 0.0000 
BD 0.0000 0.0083 0.0000 0.0000 0.0000 
CD 0.0000 0.0165 0.0000 0.0208 0.0000 

基因型频率 

DD 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 
A 0.6880 0.5660 0.8480 0.7290 0.8960 
B 0.0310 0.1240 0.0000 0.1770 0.0000 
C 0.2500 0.2890 0.0000 0.0630 0.1040 

P2 

等位基因频率 

D 0.0310 0.0210 0.1520 0.0310 0.0000 
HH 1.0000 0.8600 1.0000 0.7080 1.0000 
Hh 0.0000 0.1400 0.0000 0.2500 0.0000 

基因型频率 

hh 0.0000 0.0000 0.0000 0.0420 0.0000 
H 1.0000 0.9300 1.0000 0.8330 1.0000 

P4 

等位基因频率 
h 0.0000 0.0700 0.0000 0.1670 0.0000 
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表 3  群体在各基因座位的多态信息含量、杂合度、有效等位基因数及χ2检验 

多态信息含量 (PIC) 杂合度 (He) 纯合度 (Ho) 有效等位基因数 (Ne) 　χ2

引物 引物 引物 引物 引物 群体 

P2 P4 P2 P4 P2 P4 P2 P4 P2 P4 

小尾寒羊     0.4017 0 0.4678 0 0.5322 1 1.8618 1 8.8191ns  

滩羊         0.5136 0.1221 0.5825 0.1312 0.4175 0.8688 2.3812 1.1503 16.9697** 0.6476ns

滩寒杂交羊F1 0.2247 0 0.2638 0 0.7362 1 1.3478 1 0.6235 ns  

无角陶塞特   0.3932 0.2392 0.4366 0.2807 0.5634 0.7193 1.7608 1.3846 5.6137ns 0.6073ns

萨福克       0.1692 0 0.1906 0 0.8094 1 1.2295 1 17.9721**  

注: PIC>0.5为高度多态, 0.5>PIC>0.25为中度多态, PIC<0.25 为低度多态。**表示差异极显著(P<0.01), ns 表示没有显著差异(P>0.05)。 

 
多态位点; 当 0.25<PIC<0.5 时, 为中度多态性位点; 
PIC<0.25 时, 为低度多态位点。PIC 高, 杂合度大, 
说明群体在该位点的遗传变异性高。本实验中滩羊

群体的多态信息含量、杂合度、有效等位基因数在

引物 2 位点均最高, 表明滩羊群体的遗传多态性丰
富, 选择的遗传潜力最大, 其他品种略为逊色。 

内含子在基因序列中不编码氨基酸的序列, 现
有的研究表明内含子具有以下功能[17~19]: 在高等生
物中, 内含子的长度远大于外显子, 大部分随机突
变会发生在内含子中, 内含子的存在使得高等生物
对突变的耐受力大大增强; 某些内含子中间碱基的
变异影响了剪接, 从而导致疾病; 内含子可能与基
因的表达调控有关; 某些编码基因可能位于内含子
中。本实验中PCR-SSCP检测的突变位点全部位于内
含子 2 上, 虽然内含子不参与蛋白质的合成, 但是
内含子的变异可能会影响H-FABP基因外显子的“协
调”, 或者发挥出“位置效应”, 也可能是它影响了基
因表达过程中的正确剪切进而影响了蛋白质的翻译
[20], 最终影响了该基因对绵羊肉质性状中肌内脂肪
的沉积作用, 但具体原因还需要进一步研究。 

将纯合基因型的测序结果与GeneBank上的原始
序列分别进行比对, 结果发现H-FABP基因的多态性
是由G 981 A、A 1014 C、T 1019 C、T 2407 C突变
及BB基因型 1058位点G碱基的插入造成的, 其中包
括两种类型的变异: 单个碱基的突变和插入。突变
是生物进化的基础, 目前已经广泛认为它是造成基
因组差异的主要原因之一[21]。而且有研究预见插入/
缺失突变对于基因组进化的贡献比碱基突变要大得

多[22]。本研究在宁夏滩羊和无角陶塞特群体H-FABP
基因中首次发现了一处单碱基的插入, 这一研究结

果将为绵羊的起源、进化及分子系统发育分析提供

一定的理论依据。也为进一步分析H-FABP基因与肌
内脂肪性状的相关关系, 从而确定能否用于绵羊肌内
脂肪沉积的选择标记奠定了基础。 
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