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4 个绵羊品种 GDF8 基因多样性检测
潘磊王一民 l 石国庆 2 楼纪东管峰*
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摘要 GDF8 是肌肉发育的负调控因子 其功能失活会导致肌肉肥大。 在特克塞尔羊中发现

GDF8基因 3'UTR 区的 G → A 突变抑制了 GDF8基因的表达，造成携带突变的个体肌肉过度发育 。

本实验分析了 GDF8基因该突变点在道赛特羊(57 只)、夏洛来羊(47 只)、罗姆尼羊(38 只)和湖羊

(1 52 只)中的多样性。 结果表明，供试的 4 个绵羊品种中未发现该位点突变的个体，推测该突变可

能与品种有关 。
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肌肉生长抑制素( myostain ， MSTN)基因是

Mcpherron 研究小组于 1997 年采用简并引物在小鼠

骨髓肌中发现的，是转化生长因子 ß (transforming 

growth factor ß , TGF-ß)超家族成员，又称生长分化

因子 8 (growth differentiation factor 8, GDF8) [1]， 主要

功能为抑制肌肉的发育，并能调节脂肪的形成[2 . 3 ] 。

研究发现，当小鼠的 GDF8 基因被敲除后， 突变个体

的肌肉要比野生型个体重 2-3 倍II]，随后，牛的双肌

效应也被证实是由于 GDF8 基因的突变所致[4] 。 随

着研究的开展和深入， GDF8基因及其编码蛋白序列

及结构都相继被探明，并发现 GDF8 及其功能在多种

脊椎动物间具有高度保守性问。 GDF8 基因的突变

可能导致其功能失活，目前己发现 GDF8基因序列中

存在多个单核昔酸多态性(single nucleotide polymor

phism, SNP)位点和基因插入 / 缺失， 其影响了这些脊

椎动物的肌肉发育[4-8] 0 Clop 等[9]在特克塞尔羊中发

现了 GDF8基因 3'UTR 区的 G → A 突变，该突变抑

制了 GDF8基因表达，使得携带该突变的绵羊个体表

现为肌肉肥大 。

为了探索国内部分绵羊品种资源的 GDF8 基因

多样性并发掘肌肉发育潜能优良的个体，为肉用绵羊

的繁殖育种提供指导 本实验对 4 个绵羊品种的

GDF8 基因 3'UTR 区 G → A 突变位点进行了检测 。

1 材料与方法

1.1 材料

绵羊 DNA 样本采集:道赛特羊(57 只)、 夏洛来

羊(47 只)和罗姆尼羊(3 8 只)样品采自新疆农垦科学

院种羊场，湖羊采自江苏苏州东山镇湖羊自然保护区

(40 只)和上海永辉种羊场(1 12 只);每只羊无菌取耳

组织后低温保存带回实验室，酣-氯仿抽提基因组

DNA , TE 珞解后 20 .C保存备用 。

1.2 引物及 PCR 扩增

根据 GenBank 中 GDF8序列(DQ530260)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，

上游引物:5'罚'ACTGTCA'甘GT.A:πCAAATCTCA-3' ;

下游引物:5'εATTATAACCTAAAACTGTTGTCTT-3' 。

PCR扩增反应体积为 20μ1，其中 2μl lOx缓冲液， 1μl 

2.5 mmol/L dNTPs, 1.2μ1 25 mmol/L MgCI2 ， 各2 μl上

下游引物(10μmol/L)， 0.3μ15 U/μ1 TaqDNA聚合酶，

2μlDNA模板，加灭菌双蒸水至 20μ1; 94 .C预变性

5 min; 94 .C 变'性 35 s, 54 .C退火 35 s, 72 .C延伸 40 s, 

32 个循环; 72 .C延伸 5 min 。

1.3 基因型分析及判断

取 5μlPCR 产物参照内切酶 HpyCH4IV 使用方

法添加试剂，酶切 1 h 后取 10μl 产物，在 8% 聚丙烯

酷肢凝胶中电泳，银染显色。 PCR产物长度为 326 坤，

其中野生型含有限制性内切酶 HpyCH4IV 的酶切位

点 。 因此， 若酶切后获得 28 bp 和 298 bp 的片段，则

判读为野生型，表示供试羊的 GDF8基因在 9 827 位

的碱基为 G; 若酶切后只有 326 bp 的片段，则判读为

突变型，表示供试羊的 GDF8基因在 9827 位的碱基

为 A; 并挑选两种基因型个体将其进行PCR产物回收
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测序，测序在上海英骏生物技术有限公司完成 。

2 结果

PCR产物为 GDF8基因 9800 位至 10125 位， 长

度为 326 bp，结果与此相符; 供试羊样本 DNA 扩增

产物经酶切后结果见图 1 。 由 图 1 可知，供试的 4 个

绵羊品种所有个体均为298 bp的片段， 即在HpyCH4IV

酶切位点上未检测出 多样性 。 测序结果见 图 2 ，

GDF8 基因 9827 位的碱基均为 G。 在本实验检测的

294 个绵羊个体中，均未发现 GDF8 基因 3' UTR 区

G → A 突变个体 。

3 讨论

3.1 GDF8 对肌肉发盲的影响

GDF8 是肌肉生长发育的负调控因子 ， 与动物骨

髓肌总量的调节有关，其功能的缺失会造成骨髓肌的

异常肥大[ IJ O] ， 也会对脂肪生成和沉积产生影响[ 1 ， 3 ， 11 ] 。

GDF8通过抑制成肌细胞周期中 G 1 期到 S 期以及 G2
期到 M 期的发育过程井通过控制成肌细胞程序性

凋亡来控制其数量， 并能抑制成肌细胞的分化，从而

抑制肌肉发育[1 2] 。 在 GDF8 基因敲除小鼠中 ， 其腔

骨肌以及脚肠肌的肌纤维直径增加了 14%-49% [1] ; 

GDF8 失活后肌纤维数量和肌纤维直径增加， 因此造

成肌肉肥大[ 1 0] 。 之后， 在转基因小鼠中的研究发现，

肌肉过度发育小 鼠肌纤维的数量及其直径分别增加

了 40% 和 2 1 % [川 。 同时 GDF8 对j机肉的民导作用

是可逆的Il2] ， 不论是 GDF8的过表达还是外源性GDF8

的加入都能造成肌肉量的降低[ IO1 ， 糖皮质激素能诱导

GDF8 表达的增加[匀，而卵泡抑素可以通过与 GDF8

的结合抑制其作用 [ I 3 J 。 继 McPherron 等川 自 GDF8

基因敲除小鼠研究并首次发现 GDF8基因之后，研究

人员还在比利时蓝牛 GDF8基因中发现了一个 GDF8

基因 11 bp的碱基缺失与皮艾蒙特牛第三外显子上的

错义突变， 该突变致使 GDF8 失活， 造成牛肌肉过度

发育问 。 此外， Schuelke 等[8]发现一个男孩的 GDF8

基因非编码区发生 G → A 突变，造成 108 bp 的碱基

错误插入， 导致 mRNA 的错误剪切， 使男孩的腿部及

手臂肌肉格外强壮。 Guimaraes 等问]在猪中发现了

GDF8 的 2 个 SNP位点但在不同品种具有不同的突

变频率。 Mosher 等[5]发现在惠比特犬的 GDF8 基因

第三外显子上发生的 2 bp 的缺失， 造成翻译的提前

终止，使 GDF8 功能缺失 ， 产生肌肉肥大现象 。 在

几种动物中发现的 GDF8 不同突变造成了其功能缺

n
v

『
d
吁
，

K
U

句
3
0
7

叫
‘d
句/

Fig.l PCR product of GDF8 digested by HypCH4IV 
M 中X J 74-HincII digest DNA marker; 1: PCR product; 2-6: digestion 
products 

AAAT C TCAACGTT CC AT TAT T 

川MM叫MMJ1州
Fig.2 A portion of sequencing result of GDF8 gene (at 
9827 is G) 

失并表现肌肉发达， 但目前对于绵羊 GDF8多样性研

究报道尚少， Clop 等[9]发现在特克塞尔羊 GDF8 基因

的3 ' UTR区发生的G→A突变导致一个mir1和mir206

的靶位点的产生， 这些 miRNA (rnicroRNA)通过介导

翻译下调而降低 GDF8 的浓度， 促使肌肉肥大的产

生 。 Li 等 [ 1 4 1分析了 24 个山羊品种和 8 个绵羊品种

GDF8 基因部分内含子 2 序列的 SNP位点， 结果在山

羊的检测区域发现了 7 个多态性位点，而在绵羊的检

测区域却未发现多态性位点 。 Zhou 等[ 1 5 ]在新西兰杂

交的罗姆尼绵羊中发现了 2 个 S肉P 位点 。 在绵羊中

发现的这些突变由于研究较少，对表型性状的关系尚

待进一步研究 。 本研究中 ， 在湖羊 、 道赛特羊 、 夏

洛来羊和罗姆尼羊中均未发现 GDF8 基因 3 ' UTR 的

突变， 由于本研究样本数量较少，目前尚不能完全断

定这些品种是否存在这一突变， 因此推测该突变还可

能与绵羊品种有关 。

3.2 GDF8 中 G → A 突变对肌肉发育的影晌

Clop 等 [91在特克塞尔绵羊中发现 GDF8 基因

3' UTR 区发生 G → A 突变时将能产生一个 mir1 和

m芷206 的靶位点，这些miRNA在骨髓肌中过表达，抑

制GDF8基因的翻译，从而造成特克塞尔羊肌肉肥大;

而对人与鼠的SNP数据分析显示， 这些变异会产生大

量可能对表型变异有作用的 miRNA靶位点 。 与此不

谋而合的是，在特克塞尔羊中一个促进肌肉强壮的QTL
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潘磊等:4 个绵羊品种 GDF8 基因多样性检测

与 GDF8基因同样被定位于绵羊 2号染色体上IMI，推

测 GDF8 的变化将有可能影响此QTL，从而进一步协

同或拮抗影响肌肉发育。

McPherron 等[ 1 ，4]在对小鼠和牛的 GDF8 多样性

研究中发现，两种动物的突变型与野生型的体重有明

显差异，推坝。这是由于在牛的养殖中， 为了获得更多

的牛肉而通过一代代的选育使其产肉量己经接近极

限，但小 鼠中却没有类似选择。 而 Mosh町 等[5]对灰

狗与惠比特犬的对比中发现， 在惠比特犬中发现的

GDF8 突变在灰狗中很少认为这是由于 GDF8 的功

能失活突变对惠 比特犬的短跑性能有利而对灰狗的

长跑性能不仅益处不大， 甚至可能是有害的 。 因此

在长期的人工选育过程中会不自觉地在惠比特犬中

将 GDF8 突变的基因型保留而将灰狗中的突变体予

以排除。 因此，相对山羊而言， 绵羊的运动性能较

差，而且山羊肉的脂肪含量比绵羊肉低，而体外被毛

山羊要远少于绵羊， 这也可能是在人类驯养的过程中

可能存在不自觉地选择山羊中肌肉发达的表型，但对

于绵羊的选择依据不在于此。 在特克塞尔羊中 GDF8

基因 3' UTR 区 G → A 突变发生率为 99%，但在夏洛

来羊等其他 11 个品种的羊中， 该突变率仅为 1% [91 。

孟详人等[ 1 7]对我国 11 个绵羊品种 GDF8 基因 3'UTR

区的研究中也发现了特克塞尔羊的 G→A突变，但在

其他品种中均未发现该突变。

在本实验检测的 4 个品种共计 294 个绵羊个体

中 ， 均未发现 GDF8 基因 3' UTR 区 G → A 突变。 这

-结果与孟详人等[17]的报道一致 。 推测此 G → A 突

变可能仅存在于某些绵羊品种或只存在于特克塞尔

羊中， 并且其基因频率受到人工选择的影响 。 因此，

在肉用绵羊育种中可以以标记辅助手段，适当导入携

带该突变的特克塞尔血统，以便提高肉羊的产肉性
ζJ忡，气

目巨 。
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Detection of Genetic Diversity of GDF8 Gene in Four Sheep Breeds 

Lei Pan , Yi-Min Wang 1, Guo-Qing ShF, Ji-Dong Lou, Feng Guan* 

(College of L扩è Sciences, China Jiliang Univers町， Hangzlwu 310018, China; 'Agricultural Bureau of Lin 'an Ci纱， Fine Breed of 

Livestock Promotion Station, Lin 'an 311300, China; 2The Key Sheep Breeding and Reproduction Biotechnology Laboratory of 

Xinjiang Production and Construction Group, Shihezi 832000, China) 

Abstract GDF8 is a negative regulator of skeletal muscle growth and functional inactivation of it causes a 

significant increase in muscle mass. The allele in Texel sheep is characterized by a G to A transition in the 3' UTR of 

GDF8 gene that contributes to the muscular hypertrophy of carrier. In this study , the mutation site of GDF8 gene 

was analyzed in 4 sheep breeds including Dorset sheep (57) , Charollais sheep (47) , Romney sheep (38) and Hu 

sheep (1 52) . The results showed that no ca盯ier of this mutation site was found in these sheep breeds. It supposed 

that this mutation concerned with some certain sheep breed. 

Key words sheep; GDF8; SNP; genetic diversity 
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