
书书书

畜牧兽医学报
!

!""#

!

$%

"

&"

#$

&"&'

!

&"!"

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

苏太猪
!"&

基因第
&(

外显子多态性及其与

繁殖性能的关联分析

吴圣龙!

!包文斌!

!鞠慧萍!

!黄雪根"

!华金第"

!陈国宏!

"

"

!#

扬州大学动物科学与技术学院!扬州
""$%%&

%

"#

江苏省苏州市苏太猪育种中心!苏州
"!$!"'

#

摘
!

要!采用
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方法对苏太猪
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外显子的多态性进行分析!
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产物经
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酶切后!共

检测到
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个等位基因!
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种基因型&卡方检验结果表明!苏太猪在
./!

基因
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#基因!即抗黏液病

毒基因!受
1,Q

#

(

$

调节!抗性和易感性受常染色体

上单一显性等位基因"
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Y或
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#控制)

!
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&人

和老鼠的
./!

的羧基末端存在着突变!

QMV8;M4:

等)
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*人为切断鼠科动物
./!

基因最后
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个碱基!

能够导致核蛋白完全不能沉积!并推断截去的区域

包含有核特定区域信号)
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&小鼠的缺失或移码!
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族都能表现与滤过性病毒的易感性有关!具体

为
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基因与流感病毒有关)
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基因与水疱

性口炎病毒"
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#有关)
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*研究

发现诱导猪细胞的
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蛋白可以抑制流感病毒'水

疱性口炎病毒"
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#和门戈病毒的生长!
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*研究认为感染猪繁殖与呼吸综合征病毒会诱

导猪
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的表达&猪是动物和人类间传播流感病

毒的重要媒介!猪
./!

基因定位于第
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号染色体

上!包含一个含有
//0

个氨基酸碱基的开放式阅读

框!其结构和功能特性与牛'鼠'鸡均具有很高的同

源性)
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!并和人的
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基因相似)
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!因此对猪

./!

基因进行研究对控制流感病毒的传播具有重

要的作用&已有研究表明!人类
./!

基因羧基末端

附近的
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的替换能够抑制流感病毒的增

殖!但对
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的感染没有抵抗力)
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&鸡的
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蛋

白的抗病毒活性受
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位氨基酸的影响)
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!即
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基因
J]Q>

第
"%0"

位核苷酸
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与
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之间突变的

影响!当
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位氨基酸为天冬酰胺时有抗病毒活性!

为丝氨酸时则无抗病毒活性)
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&但目前人们对猪
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蛋白和基因的功能还了解甚少)
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苏太猪是历经
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年培育成功的中国瘦肉型猪

新品种!具有生产性能优良'肉质鲜美等优点&本研

究利用
()*+*,-(

方法对苏太猪
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基因第
!.

外显子进行多态性分析!并探讨其与繁殖性能之间

的相关性!可为进一步研究猪
./!

基因与疾病的相

关性提供一定依据!并为猪抗病育种研究提供新的

思路和途径!同时还可为更好地保存和利用苏太猪

这一瘦肉型猪种遗传资源奠定理论基础&
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材料与方法
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试验材料
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苏太猪种母猪
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头采自苏州市苏太猪育种中

心!每个个体采耳组织块约
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!放入
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的
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管置于冰盒中取回实验室!采用常规的

苯酚(氯仿抽提方法提取基因组
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!并将
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备用&
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反应程序为$
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预变性
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&.a

变性
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退火
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!
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延伸
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!共进行
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个循环%然后
G"a

后延伸
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%最后放入
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保存备用&

()*

产物在
!b

琼脂

糖凝胶中电泳!结束后用
L[(

凝胶成像系统分析

检测扩增结果&

&G(

!

=IJ)

分析

!!

选用
0()/

!

对
()*

产物进行消化!酶切反应

总体系为
!%

%

-

!其中
()*

扩增产物
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!限制性

内切酶
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!置
0Ga

恒温反应
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后经
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的聚丙烯酰

胺凝胶电泳!银染分析&

&G'
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多态片段的序列测定

!!

根据
()*+*,-(

分析结果!选取不同基因型

的纯合子进行序列测定&

()*

产物经电泳鉴定后!

用胶回收试剂盒"

==1

!

)3:353

#回收目标片段'纯

化后!交由上海生工生物工程技术服务有限公司

>=1(*1FD0GG]Q>

自动测序仪完成序列测定&

&GK
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繁殖性能的测定及统计分析
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基因及基因型频率根据
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平衡

定律进行计算!
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是期望值与观测值之差!
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表

示给定位点上的等位基因的频率&测定种母猪第
0

胎次总产仔数'产活仔数'初生窝重'断奶仔猪数和

断奶窝重!利用
F(FF!!#$

软件的广义线性模型
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A8:843B-9:834DM58B
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A-D

#对各性状值与酶切

后产生的基因型间的关系进行最小二乘法估计&

!

!

结果与分析
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!
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扩增结果
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根据
A8:=3:̂

上公布的猪
./!

基因的序列!

本研究扩增的
./!

基因第
!.

外显子片段长度应为
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基因第
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外显子多态性及其与繁殖性能的关联分析
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左右!

()*

扩增产物经
!b

琼脂糖检测结果

见图
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!与预期的扩增片段大小相一致&

图
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基因外显子
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产物电泳图谱
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扩增产物的
)H=L=IJ)

分析
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扩增产物经限制型内切酶
0()/

!

消化后产生

/

种带型!分别命名为
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'

==

'

))

'

>=
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和
=)

&

扩增片段存在一个
0()/

!

酶切位点!酶切后产生

0$;

P

(

"$$;

P

带型"基因型为
>>

#!其中第
0/;

P

处

为多态性酶切位点!当此酶切位点因发生
A

(

?

突变

而消失时!扩增片段不能被消化仅产生一个
"&%;

P

的片段"基因型为
==

#!同时
./!

基因在该扩增片

段中存在一个包含有
0()/

!

酶切位点
!!;

P

的碱

基缺失!从而使得整个扩增片段比预期的
"&%;

P

短!且不能被
0()/

!

消化!形成基因型
))

&部分猪

种
./!

基因的
()*+*,-(

电泳结果见图
"

&

/

!

&#>>

%

.

!

'#==

%

0#>)

%

$#=)

%

!

!

"#))

%

G#>=

图
!

!

苏太猪
!"&

基因第
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外显子
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苏太猪
!"&

基因第
&(

外显子基因型及其等

位基因频率

!!

利用
()*+*,-(

方法对
!$'

个个体进行检测!

分型后计算出基因型频率和等位基因频率&由表
!

可以看出!苏太猪共出现
0

种等位基因!共计
/

种基

因型!其中
>

为优势等位基因!其频率为
%#$G/$

&

表
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苏太猪
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基因第
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外显子
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基因型频率及等位基因频率
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"适合性检验表明!苏太猪
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基因外显子

!.0()/1

酶切位点的
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"为
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!低于显著水平"
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#!说明苏太猪在
./!

基因
0()/1
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已经达到
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平衡状态&

!G(
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纯合基因型的
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产物测序

!!

随机抽取
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种纯合子基因型个体各
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个样本进

行测序!利用
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软件将测序结果与
A8:=3:̂

序列"

A8:=3:̂

登录号为
>=!/.%0G

和
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#进

行比对!结果如下$
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通过比对发现!在酶切位点处!
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型个体的序

列与
A8:=3:̂

中的
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个序列完全一致!为野生型!
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型个体出现
A0/?

突变!
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型存在包含有酶切

位点的
!!

个碱基缺失&另外!还发现!扩增片段在
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间还存在其他
0

种类型的突变!分别分

布于
0

种类型的基因型中"见图
.

#&

!G'

!

!"&

基因外显子
!

多态性与繁殖性能的关联

分析

!!

由表
"

可见!基因型为
=)

的种母猪第
0

胎总

产仔数'产活仔数'初生窝重'断奶仔猪数和断奶窝

重均显著高于基因型为
==

的个体 "

1

#

%#%$

#!也

高于基因型为
>>

'

>=

'

>)

和
))

的个体!但是差

异不显著"

1

$

%#%$

#&就苏太猪繁殖性能而言!

=)

为有利基因型!

=)

基因型个体的繁殖性能最高%而

==

为不利基因型!

==

基因型个体的繁殖性能最低&

G!%!
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学
!

报
0'

卷
!

图
$

!

!"&

基因第
&(

外显子部分序列的比对结果"

&

!

&!"E

/

#

I1

C

G$

!

B5

O

?58@18

C

@*-

/

:.12*8:8:+

,

212*357*8&(*3!"&

C

585

"

&P&!"E

/

#

图
(

!

$

种基因型中的
$

个新突变位点

I1

C

G(

!

N0.5585>-?4:41*8

/

*18421840.55

C

58*4

,/

52

表
!

!

苏太猪
!"&

基因外显子
&(

与第
$

胎繁殖性能关系

N:E+5!

!

N05.5+:41*8201

/

E54>55857*8&(*3!"&

C

585:8;

/

.*;?@41A5

/

5.3*.-:8@518405401.;+1445.*3B?4:1

/

1

C

2

基因型

A8:MV

6P

8

个体数

QMe

总产仔数(头

?MV3BB9VV84S9K8

产活仔数(头

QCI;84

;M4:3B9W8

初生窝重(
^

<

=94V@B9VV84

U89

<

@V

断奶仔猪数(头

QCI;84

783:9:

<P

9

<

B8VS

断奶窝重(
^

<

783:9:

<

B9VV84U89

<

@V

>> $/

!0e!!f"e'&

3;

!!e$.f"e$"

3;

!0e0/f"eG&

3;

!%e%.f"e00

3;

/&e'"f!0e%0

3;

>= 0%

!"e/%f"e/&

3;

!!e/Gf"e%&

3;

!"e'%f!eG'

3;

!%eG0f!e&'

3;

G"e&0f!!e.%

3;

>) 0/

!"e'&f0eG.

3;

!!eG"f0e!%

3;

!"e/Gf0e%$

3;

!%e'0f"e'!

3;

G"e""f!'e/0

3;

== .

!%e$%f"e!"

3

&e%%f!e.!

3

!%e%%f!e.!

3

'e$%f"e!"

3

$'e%%f!.e!.

3

=) '

!$eG$f0e!%

;

!0e$%f!e"&

;

!$e$%f!eG0

;

!!eG$f!eG!

;

'/e%%f/e"G

;

)) /

!0e%0f.e%.

3;

!!e00f"e0!

3;

!0e00f"e%'

3;

!%e00f"e0!

3;

G!e%%f!"e!"

3;

肩标字母相同为差异不显著"

1

$

%#%$

#!字母不同差异显著"

1

#

%#%$

#

?@8S3I8SC

P

84SJ49

P

VSI83:S:MVS9

<

:9T9J3:V59TT848:J8

"

1

$

%#%$

#!

59TT848:VB8VV84I83:SS9

<

:9T9J3:V59TT848:J8

"

1

#

%#%$

#

$

!

讨
!

论

!!

本研究采用
()*+*,-(

方法检测了苏太猪

./!

基因第
!.

外显子的多态性!结果检测到
0

种

等位基因!共计
/

种基因型!比
?3̂8

6

3

等)

!G

*对国外

猪种的研究结果多了一个
=)

基因型&苏太猪
./!

'!%!



!

!%

期 吴圣龙等$苏太猪
./!

基因第
!.

外显子多态性及其与繁殖性能的关联分析

基因第
!.

外显子显示的高度多态性可能与其本身

的育种途径有关!因为苏太猪同时具有外来猪种杜

洛克和地方猪种梅山猪的血统&不同猪种间
./!

基因型的分布差异!特别是国内地方猪种与外来猪

种间基因型频率分布差异以及这种差异与抗病力的

关联性分析应是今后研究的重点之一&

!!

&

"适合性检验表明!苏太猪在
./!

基因
0()/1

酶切位点已经达到
2345

6

+789:;84

<

平衡状态!这

说明长期的人工选择对该猪种
./!

基因没有造成

影响&值得注意的是!苏太猪
./!

基因外显子
!.

上杂合子
=)

基因型个体的繁殖性能最高!而纯合

子
==

基因型个体的繁殖性能最低&说明目前如果

仅仅针对苏太猪的纯度提高采取选育措施!可能在

一定程度上会影响苏太猪的繁殖性能&今后应该将

常规育种技术和分子标记辅助选择相结合培育苏太

猪专门化的配套系!对苏太猪进行系统保种和选育!

以充分发挥苏太猪的生产潜力&

!!

>VSCS@9

等)

!'

*通过对猪
(g

"

!$

#和
--)+(g!

细

胞中
./!

基因的
J]Q>

序列进行比较!结果发现

从
(g

"

!$

#细胞中分离出
./!

基因
J]Q>

编码区

的
0_

末端同样存在一个
!!;

P

的缺失!缺失序列和

本研究中完全一致&

?3̂8

6

3

等)

!G

*通过比较小鼠和

人
./!

基因序列!获得了猪
./!

基因的内含子和

外显子结构!并根据
A8:=3:̂

序列"

D/$%'G

#扩增

了猪
./!

基因第
!.

外显子共
$'/;

P

!通过测序发

现了
"

种新的突变!即本研究中
@@

型个体第
0/;

P

处的
A

(

?

突变和
!!;

P

的缺失!但是其
!!;

P

的缺

失序列和本研究中的序列不完全一致!这种不同是

否与品种或个体的差异有关!还有待今后进一步的

研究证实&

!!

本研究通过对扩增产物进行测序时新发现了
0

个位点的突变!前
"

个分别导致了
?@4

和
ABC

向

>B3

和
>4

<

的替换!最后一个突变不引起氨基酸的

变化!这些替换可能影响该基因的结构功能和表达!

并对其抗流感病毒能力具有一定的影响&尤其值得

注意的是!

0

个位点的突变中后
"

个为
==

基因型所

独有!基因型
==

是否在其他中国地方猪种中也有

分布!这种类型的品种或个体的抗病毒能力如何!值

得今后进一步系统和全面的分析研究!以期为猪的

抗病育种研究提供更为有效的参考和指导&

!!

>VSCS@9

等)

!'

*比较了猪
(g

"

!$

#细胞和
--)+

(g!

细胞中
./!

基因的抗滤过性病原体的能力!

并对猪
./!

基因多态性与
[F[

的抗病性的相关性

进行了分析!认为猪
./!

基因
)

末端的结构差异

对抗
[F[

的能力没有影响&但是各个猪种
./!

基

因的变异及其碱基置换是否会影响其对流感病毒'

[F[

或其他病毒的抗病毒能力迄今还没有明确的

报道&猪的繁殖性能在第
0

胎次比较稳定!因此第

0

胎次繁殖性能在猪的选育中是非常重要的指标之

一!本试验结果表明!基因型为
=)

的种母猪第
0

胎

总产仔数'产活仔数'初生窝重'断奶仔猪数和断奶

窝重均显著高于基因型为
==

的个体 "

1

#

%#%$

#!

=)

基因型个体的繁殖性能最高%而
==

为不利基因

型!

==

基因型个体的繁殖性能最低&本研究中!有

"

个突变位点为
==

基因型所特有!其中一个导致了

DE

蛋白
ABC

向
>4

<

的替换&种母猪的抗病力包括

抗病毒能力对其繁殖性能具有一定的影响)

!&

!

"%

*

!因

此本试验的结果提示我们!导致
DE

蛋白
ABC

%

>4

<

的这个突变位点可能与猪的抗病毒能力有关!今后

应该引起充分关注并进行深入的分析研究&
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