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基于全基因组数据绘制全球绵羊LCORL基因SNP变异图谱
张新月1，张硕1，王海燕2，霍永智2，刘小东2，姜雨1，李冉1 *
（1．西北农林科技大学，动物科技学院，陕西杨凌，712100；2．榆林市羊产业发展中心，陕西榆林，719053）
摘要：LCORL基因是影响绵羊生长速度和体格大小的重要基因，全面绘制该基因遗传变异图谱有助于系统评估该基因与绵羊生长性状的相关性，并挖掘与生长相关的变异位点，然而尚未有研究对该基因在绵羊不同品种中的单核苷酸多态性（Single Nucleotide Polymorphisms, 简称SNPs）进行系统筛查。本研究基于实验室收集的国内外27个品种1615只羊的全基因组重测序数据，共筛选出4777个高可信度SNPs，其中16个为编码区突变，包括10个错义突变和6个同义突变。此外，本研究发现其中一个错义突变（g.38075364G>A）在大体型的多浪羊中受到选择，推测该位点可能与绵羊生长性状有关。本研究绘制了绵羊LCORL基因的遗传变异图谱，为探索与绵羊生长性状相关的突变和遗传标记提供了宝贵的资源。
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A SNPs Variation Map of LCORL Gene among Global Sheep Breeds Based on Whole-genome Resequencing
ZHANG Xinyue1, ZHANG Shuo1, WANG Haiyan2, HUO Yongzhi2, LIU Xiaodong2, JIANG Yu1，LI Ran1 * 
(1.College of Animal Science and Technology, Northwest A&F University, Yangling, Saanxi 712100, China；2.Yulin Sheep Industry Development Center, Yulin 719053, Shaanxi, China)
Abstract: The LCORL gene is an important gene that influences the growth rate and body size of sheep. Constructing a comprehensive genetic variation map of this gene will help systematically assess its correlation with sheep growth traits and identify growth-related variation sites. However, no study has systematically screened the single nucleotide polymorphisms (SNPs) of this gene in different sheep breeds. In this study, based on whole-genome resequencing data from 1,615 sheep across 27 domestic and international breeds, 4,777 high-confidence SNPs were identified, including 16 mutations in coding regions, with 10 missense mutations and 6 synonymous mutations. Additionally, this study found that one missense mutation (g.38075364G>A) is under selection in large-bodied Dorper sheep, suggesting that this site may be related to sheep growth traits. This study constructed a genetic variation map of the LCORL gene in sheep, providing valuable resources for exploring mutations and genetic markers related to sheep growth traits. 
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1.	引言
[bookmark: ZOTERO_BREF_Z44XGpncwKKf][bookmark: ZOTERO_BREF_k0hza8RoIeP0][bookmark: ZOTERO_BREF_bLE4CABJI1NZ][bookmark: ZOTERO_BREF_GewlNuC7y7OC][bookmark: ZOTERO_BREF_7OIrQz7o7tIm]绵羊为人们的日常生活提供肉、毛、奶、皮等多种畜产品，是经济、文化和社会生活的重要组成部分[1]。体重和体尺作为绵羊重要的生长性状[2]，在肉羊育种中得到极大关注，目前，通过全基因组关联分析和选择信号检测，已挖掘出影响绵羊重要生长发育性状（尤其是数量性状，如体重）的功能基因和遗传变异。研究发现，家畜的生长速度和体型大小由较少的基因发挥主导作用，如配体依赖性核受体辅阻遏物（ligand dependent nuclear receptor corepressor-like，LCORL）[3]，肌肉生成抑制素基因(Myostatin, MSTN)[4] 和多型性腺瘤基因1（Pleiomorphic Adenoma Gene 1，PLAG1）[3]等。
[bookmark: ZOTERO_BREF_t8K4WmeTWRcl][bookmark: ZOTERO_BREF_31FWm1K9192T][bookmark: ZOTERO_BREF_jjocZ5NFopWj][bookmark: _Hlk190183014][bookmark: ZOTERO_BREF_IzcY6DUkEL8C][bookmark: ZOTERO_BREF_GjAYWNazwmzI][bookmark: ZOTERO_BREF_WyfpnajY91un][bookmark: ZOTERO_BREF_byCXJnrcXaJr][bookmark: ZOTERO_BREF_qDKNfJwqeRwW]LCORL是一种可能在睾丸精子发生过程中发挥作用的转录因子，在不同物种间高度保守[3]。Steven等对LCORL基因进行了详细的功能分析，证实该基因通过调控生长激素（GH）和胰岛素样生长因子1（IGF-1）信号通路，影响细胞增殖和分化，从而调节动物和人类的生长发育[5]。LCORL基因座的多样性与成人身高和骨骼尺寸高度相关[6][7][8][9][10]。LCORL基因在不同家畜物种中的体型和体重性状的遗传研究中表现出显著的影响。Rubin等人通过全基因组重测序和全基因组关联分析（GWAS）研究发现，LCORL基因与家猪的体长显著相关，揭示了其在猪体型遗传中的关键作用[11]。Graber等则在山羊的研究中也发现LCORL基因与山羊的身高存在显著关联[12]。在驴的研究中，Shen等对78头驴进行选择性扫描和差异表达分析，发现在不同体型、品种的驴中，LCORL基因与体型性状密切相关[13]。家养绵羊的相关研究同样证实了LCORL基因的作用，多个研究结果表明，LCORL基因座受到了正选择，并与绵羊的体重和体型等性状显著相关[14][15][16]。此外，Al-Mamun等人通过对澳大利亚美利奴肉羊进行全基因组关联分析，成功鉴定出与人类LCORL基因同源的QTL区域，该区域与绵羊体重显著相关，进一步证明了LCORL基因座是绵羊体重遗传调控中的一个重要候选基因[14]。
本研究拟利用从中国和欧洲不同绵羊群体获得的共27个群体1615只羊的WGS数据来研究LCORL基因内所有的SNPs位点，分析关键变异在不同绵羊品种中的频率分布，挖掘与生长性能潜在相关的候选变异。相关结果将为肉绵羊生长性状的分子育种提供重要参考。
2.	材料和方法
2.1样本采集
从NCBI SRA公共数据库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/）收集了共1615只绵羊的全基因组重测序数据。这些数据来自27个绵羊群体，包括来自欧洲地区292只和东亚地区1323只(表1)。
表1 样本信息表
Table 1 Sample information
	地区
	品种
	样本量
	平均测序深度(×)

	Region
	Breeds
	Number
	Average Depth(×)

	欧洲
	特克赛尔羊
	29
	14.14 

	
	东佛里生羊
	55
	13.73 

	
	无角陶赛特羊
	41
	9.12 

	
	萨福克羊
	29
	17.55 

	
	德国美利奴
	26
	8.88 

	
	有角美利奴
	62
	10.87 

	
	无角美利奴
	50
	11.75 

	东亚
	阿勒泰羊
	41
	13.56 

	
	巴什拜羊
	33
	12.48 

	
	哈萨克羊
	81
	17.00 

	
	策勒黑绵羊
	133
	11.60 

	
	罗布羊
	10
	15.48 

	
	新疆卡拉库尔羊
	196
	5.56 

	
	多浪羊
	40
	13.97 

	
	和田羊
	210
	8.01 

	
	湖羊
	129
	9.99 

	
	巴音布鲁克羊
	31
	7.90 

	
	大尾寒羊
	12
	20.03 

	
	蒙古羊
	24
	11.99 

	
	小尾寒羊
	29
	17.16 

	
	滩羊
	38
	13.20 

	
	乌珠穆沁羊
	19
	9.82 

	
	泗水裘皮羊
	11
	18.42 

	
	洼地羊
	18
	20.36 

	
	迪庆绵羊
	13
	9.05 

	
	藏羊
	160
	13.13 

	
	云南乌骨羊
	95
	9.40 


2.2基因组比对与变异检测
[bookmark: ZOTERO_BREF_mf9ywSgxywOr][bookmark: ZOTERO_BREF_sHnC22Y3cOX8][bookmark: ZOTERO_BREF_GneVs0uqQjwh]首先，使用fastp v0.20.0[12]过滤原始FASTQ文件，使用赛乐公司基于BWA算法研发的slaidx软件先对绵羊参考基因组ARS-UI_Ramb_v2.0（GCA_016772045.1）建立索引，再利用SLA（SaiLe Aligner）软件进行全基因组序列比对，获得bam文件。利用SLC（SaiLe Caller）软件（基于GATK_v4.0算法）生成gvcf文件，然后合并gvcf文件以调用原始SNP。使用BCFtools v1.13[13]去除了测序和对齐错误，参数为“QD < 2.0，QUAL <30.0，SOR >3.0，FS > 60.0，MQ < 40.0，MQRankSum < −12.5 和ReadPosRankSum < −8.0”，并使用参数“-m2 -M2 -i 'MAF ≥ 0.05 & F_MISSING<0.2”进一步过滤SNP。最后，使用Beagle v5.4[14]对过滤后的vcf文件进行Imputation（填充）和Phase（定相），得到phase后的vcf文件获得全基因组vcf文件后，提取LCORL基因的SNPs用于下游分析。
2.3功能注释
[bookmark: ZOTERO_BREF_r0y0NLwnTg0h][bookmark: ZOTERO_BREF_zfAV9gxKsGbe]使用ANNOVAR软件（版本2016-02-01）[15]的annotate_variation.pl脚本对1667只绵羊群体的6号染色体进行单点SNP注释，参数设置：perl annotate_variation.pl --outfile SV_GT -buildver reference prefix input.bed path。最后，使用VCFtools v.0.1.16软件[16]的--freq参数计算不同品种位于LCORL基因外显子区SNPs的等位基因频率。
2.4单倍型分析
[bookmark: ZOTERO_BREF_ASRleHCBA3Cz]利用VCFtools v.0.1.16软件[16]的--keep、--chr参数提取多浪羊与和田羊的vcf文件，使用编写的Python脚本绘制以上个体在6号染色体的38.05Mb-38.10Mb的单倍型图。
2.5选择信号检测
[bookmark: ZOTERO_BREF_2s2eQW5YE9lX][bookmark: ZOTERO_BREF_BxfJe4QtH707][bookmark: ZOTERO_BREF_19Zkkx2OJCph]在多浪羊中，使用EHH和θπ方法筛选选择下的基因组区域，并与和田绵羊中的基因组区域进行比较。使用VCFtools v.0.1.16软件[16]--IMPUTE参数将目标群体的vcf文件转换为hap格式，再利用Selscan v2.0.2软件[17]的--ehh参数计算两个群体的EHH值。使用VCFtools v.0.1.16软件[16]的--window-pi、--window-pi-step计算两个群体的核苷酸多样性，窗口大小为5 kb，窗口步长为2 kb。
3.	结果与分析
3.1 LCORL基因SNP变异挖掘
[image: ]利用中国1615只绵羊的全基因组序列数据分析了LCORL基因的所有SNP位点。共鉴定出4777个SNP位点，其中大部分SNPs位于基因间隔区（92.46%）（图1）。在编码区共鉴定到16个SNPs，包括10个错义突变（g.38074033 C>T、g.38074702 A>T、g.38075043 G>A、g.38075364 G>A、g.38075381 T>A、g.38075862 A>G、g.38076530 A>C、g.38077008 T>C、g.38077301 A>G和g.38077886 A>G）（表2）和6个同义突变（g.38073896 A>G、g.38074886 G>A、g.38075003 G>A、g.38075747 T>C、g.38076761 T>C和g.38078389 T>C）。
图1 绵羊LCORL基因突变的分布
Fig.1 Distribution of LCORL mutations in sheep
表2 绵羊LCORL基因的编码区变异位点
Table 2 Variants found in the coding region of LCORL gene in sheep
	变异位点
	区域
	类型
	氨基酸变异
	同义/错义

	Variants
	Region
	Type
	Amino acid change change
	Syn/non

	g.38073896 A>G
	exon8
	c.T5367C
	p.S1789S
	同义

	g.38074033 C>T
	exon8
	c.G5230A
	p.V1744I
	错义

	g.38074702 A>T
	exon8
	c.T4561A
	p.L1521I
	错义

	g.38074886 G>A
	exon8
	c.C4377T
	p.N1459N
	同义

	g.38075003 G>A
	exon8
	c.C4260T
	p.N1420N
	同义

	g.38075043 G>A
	exon8
	c.C4220T
	p.S1407L
	错义

	g.38075364 G>A
	exon8
	c.C3899T
	p.A1300V
	错义

	g.38075381 T>A
	exon8
	c.A3882T
	p.E1294D
	错义

	g.38075747 T>C
	exon8
	c.A3516G
	p.E1172E
	同义

	g.38075862 A>G
	exon8
	c.T3401C
	p.I1134T
	错义

	g.38076530 A>C
	exon8
	c.T2733G
	p.N911K
	错义

	g.38076761 T>C
	exon8
	c.A2502G
	p.E834E
	同义

	g.38077008 T>C
	exon7
	c.A2257G
	p.K753E
	错义

	g.38077301 A>G
	exon7
	c.T1964C
	p.F655S
	错义

	g.38077886 A>G
	exon7
	c.T1379C
	p.L460S
	错义

	g.38078389 T>C
	exon7
	c.A876G
	p.Q292Q
	同义


这16个编码区变异中，8个SNPs在不同绵羊品种的频率分布具有一定的群体特异性，5个SNPs（g.38075043 G>A、g.38075747 T>C、g.38076761 T>C、g.38077008 T>C、g.38077301 A>G）在所有群体中的最小等位基因频率均在0.3以下（图2）。值得注意的是，g.38074702A>T（p.L1521I）和g.38075381T>A（p.E1294D）在不同的中国绵羊品种和欧洲肉用绵羊品种（萨福克羊、无角陶赛特羊和东佛里生羊）中的频率相对较高，接近1。在特定绵羊品种中频率相对较高的SNPs有8个（g.38074033C>T、g.38074886G>A、g.38075003G>A、g.38075364G>A、g.38075862A>G、g.38076530A>C、g.38077886A>G和g.38078389T>C），大体型的绵羊品种（多浪羊、迪庆绵羊、策勒黑羊、小尾寒羊、阿勒泰羊、云南乌骨绵羊、特克赛尔羊、湖羊和乌珠穆沁羊）在这些SNP位点的突变频率均大于0.5，多浪羊（突变频率=0.80）和迪庆绵羊（突变频率=0.77）的突变频率较高（图2）。
[image: 图表, 条形图

描述已自动生成]图2 LCORL基因SNPs在不同绵羊群体中的突变频率
Fig.2 Mutation frequency of SNPs in LCORL gene in different sheep populations
3.2 LCORL基因g.38075364G>A突变
本研究发现LCORL区间在多浪羊品种受到选择，形成了长连锁的单倍型（图3A），而小体格的和田羊没有该单倍型。选取错义突变（g.38075364G>A）代表该单倍型，其在多浪羊的频率为0.80。EHH的分析结果发现多浪羊在g.38075364G>A周围区域的单倍型长于和田羊（图3B）。多浪羊在该区域的低核苷酸多样性进一步证明该位点在多浪羊中处于选择状态，从而产生了长单倍型（图3C）。此外，该突变不仅在多浪羊中出现的频率较高，而且在巴什拜羊（突变频率=0.52）、迪庆绵羊（突变频率=0.77）、策勒黑羊（突变频率=0.55）、小尾寒羊（突变频率=0.59）、阿勒泰羊（突变频率=0.59）、云南乌骨绵羊（突变频率=0.57）、特克赛尔羊（突变频率=0.59）、湖羊（突变频率=0.64）和乌珠穆沁羊（突变频率=0.61）等其他中国群体中也有一定的频率（图2），表明基于该位点可用于其他品种生长性状的选择。
[image: ]图3 g.38075364G>A突变在多浪羊中表现出强烈选择信号。
A）g.38075364G>A突变在多浪羊具有的长单倍型；B）多浪绵羊和和田绵羊中EHH选择信号的分析；C）突变周围的核苷酸多样性（灰色区域）
Fig.3 Regions surrounding the g.38075364G>A mutation displays strong selective signatures in Duolang sheep.
4.	讨论
[bookmark: ZOTERO_BREF_igSlLNSQUYDc]LOCRL基因是影响家畜体型大小等生长性状的主效基因，系统挖掘该基因在不同绵羊品种中的遗传变异情况，对绵羊分子标记挖掘的开展和标记辅助育种的应用具有重要指导意义，可为我国地方绵羊生长性状的遗传改良提供重要参考。本研究对中国20个和欧洲7个绵羊品种在LCORL基因区域的SNPs进行统计并计算了位于外显子的SNPs在所选品种中的频率分布，通过系统扫描LCORL基因遗传变异图谱，共找到4777个SNPs，包括16个编码区突变。结果可见，7.10%的SNPs位于内含子，只有0.33%位于外显子。一方面，这与内含子长度（161,882 bp）远大于外显子（6,760 bp）有关；更重要的是，相对于基因间区，外显子区的突变更可能对基因的生物学功能产生重要影响，会受到更强的负选择[23,24]，因 此，在外显子区检测到的突变数目要远低于基因间区。
基于团队积累的国内外不同绵羊的基因组数据，我们进一步研究了这些突变在不同绵羊品种的分布规律，特别是发现了一系列在东、西方绵羊中频率存在显著差异的位点，如g.38074702A>T、g.38075381T>A等突变，表明这些位点可能在东、西方绵羊受到的人工选择强度不同。在西方肉羊品种中频率显著较高的SNPs可能与其大体格以及较快的生长速度有关，值得后续进行进一步的研究。另一方面，我们也关注了一些大体格的中国绵羊品种（如多浪羊等）频率较高的突变，特别是其中的错义突变，这些变异可能是影响中国地方绵羊品种体格大小的重要位点。
[bookmark: ZOTERO_BREF_dPdlNSSHmRIA][bookmark: ZOTERO_BREF_27XBzEo4ORbd]多浪羊是中国新疆优良肉脂兼用型绵羊品种，具有体型大、生长快、繁殖率高等特点[19]，本研究在多浪羊中观察到错义突变g.38075364G>A（p.A1300V）的突变频率较高，并且在该基因座周围区域表现出低核苷酸多样性，形成了长单倍型，以上种种表明该突变在多浪羊中受到选择。迪庆绵羊属于藏系绵羊，是短毛型山地粗毛羊[26]，山地型藏羊的体型较大，暗示其体型可能受到LCORL基因的调控。此外，在中国地方绵羊品种中，g.38075364G>A的突变频率在大体型/中等偏大体型的绵羊品种（多浪羊、迪庆绵羊、乌珠穆沁羊、小尾寒羊、阿勒泰羊、云南乌骨绵羊、策勒黑绵羊和巴什拜羊）中普遍较高，而在小体型/中等体型绵羊（滩羊、哈萨克羊、泗水裘皮羊、藏羊、罗布羊、和田羊、巴音布鲁克羊、蒙古羊和新疆卡拉库尔羊）中普遍较低，进一步表明该位点与绵羊不同群体体型大小的变异有关。本研究丰富了绵羊生长发育遗传变异机制研究方面的基础资料，为肉羊分子育种提供了遗传学素材。
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