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摘　要：旨在缩小课题组前期全基因组关联分析（ＧｅｎｏｍｅｗｉｄｅＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎＳｔｕｄｙ，ＧＷＡＳ）结果区间范围，为下一

步大规模群体验证提供有效候选基因。应用ＧＷＡＳ检验出的显著ＳＮＰ标记构建单倍型，在大白猪×民猪Ｆ２ 设计

资源群体内开展其与４个血常规指标（红细胞压积（Ｈａｅｍａｔｏｃｒｉｔ，ＨＣＴ）、血红蛋白（Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＨＧＢ）、平均红细

胞血红蛋白量（ＭｅａｎＣｏｒｐｕｓｃｕｌａｒＨｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＭＣＨ）、平均红细胞体积（ＭｅａｎＣｏｒｐｕｓｃｕｌａｒＶｏｌｕｍｅ，ＭＣＶ））和３

个Ｔ细胞亚群指标（ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋、ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋和ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋）合计７个免疫

性状指标的关联分析，寻找显著单倍型区段中的候选基因。分析结果表明：７号染色体上的３个单倍型区段均与Ｔ

细胞亚群指标关联极显著，单倍型区段３（ｂｌｏｃｋ７３）与 ＨＧＢ及 ＨＣＴ关联极显著；８号染色体上３个单倍型区段均

与 ＭＣＨ和 ＭＣＶ关联极显著，并由此定位５个候选基因：影响Ｔ细胞亚群指标的犃犅犆犉１和犘犘犘１Ｒ１０基因，影响

ＨＧＢ及ＨＣＴ的犌犚犕４基因，影响 ＭＣＨ及 ＭＣＶ的犃犔犅和犃犉犘 基因。结合上述结果及基因功能，定位的５个基

因可作为候选基因开展下一步研究。
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　　现代养猪生产中，疾病越来越成为制约养殖效

益的关键因素。常规的免疫接种、药物防治等措施

虽然可以取得一定效果，但仍不能完全控制或消灭

疫病的蔓延。由于药物和疫苗的大量使用致使病原

微生物变异加快，导致病菌产生耐药性，使生产过程

中疫病控制更加困难。同时药物残留也给畜产品带

来重大的安全隐患。在此背景下，借助现代分子遗

传育种的手段，培育抗病力强的新品种，将成为控制

疫病的有效途径。

动物机体对疾病的抗性受遗传基础控制并可借

助一些相对容易度量的免疫指标进行间接衡量。在

抗病育种研究中，血常规和Ｔ淋巴细胞亚群指标被

作为衡量机体健康状态及免疫状态的重要指标［１］。

随着分子生物学技术的发展，应用覆盖全基因组

ＳＮＰ芯片通过全基因组关联分析（Ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅ

ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｙ，ＧＷＡＳ）的方法在定位影响畜禽

经济性状领域取得了巨大的研究进展，目前已在奶

牛产奶量性状［２］、繁殖性状［３］、肉牛生产性能性

状［４］、鸡腹脂性状［５］、猪胴体组成性状和肢蹄结构性

状［６］及肉质性状［７］等方面定位了大量候选基因，但

对于猪免疫性状相关研究少有报道。本研究组前期

应用构建的大白猪×东北民猪Ｆ２ 资源群体，利用Ｉｌ

ｌｕｍｉｎａ公司６０ｋ猪全基因组ＳＮＰ芯片在免疫性状的

ＧＷＡＳ研究中定位到影响免疫性状７个指标的合计

７７个ＳＮＰｓ位点
［８］。由于显著性位点位于７号及８

号染色体，ＳＮＰｓ密度相对较低，定位区间范围较大，

对后期查找候选基因进行功能验证存在一定困难。

本研究通过对课题组前期所得到的ＧＷＡＳ全

基因组显著位点进行单倍型构建及关联分析，进一

步缩小定位区间范围，为下一步大规模群体验证及

功能分析提供更加合理的候选基因。

１　材料与方法

１．１　试验动物

本研究采用的试验动物为课题组２００７２０１１年

构建的大白猪×东北民猪Ｆ２ 设计资源群体。群体

的Ｆ０ 代由４头大白猪（父本）和１６头东北民猪（母

本）构成。在杂交产生的Ｆ１ 代群体中选择９头公猪

和４６头母猪交配（避免全同胞交配）产生Ｆ２ 代资源

群体共计４３７头。所有试验个体饲养于中国农业科

学院北京畜牧兽医研究所昌平基地实验猪场，个体

健康状况良好，生长环境一致。

１．２　样品采集及应用数据

本研究对Ｆ２ 试验个体血液采集在（２４０±７）日

龄进行。每个试验个体采集２ｍＬ前腔静脉血。血

液采集后立即送往中国中医科学院西苑医院进行免

疫性状血常规及Ｔ淋巴细胞亚群各项指标的测定。

所有血液指标测定在样品采集后２４ｈ内完成。本

研究应用数据为课题组第一阶段对测定血常规及细

胞因子指标进行全基因组关联分析（ＧＷＡＳ）后达到

全基因组水平显著的免疫性状，包括红细胞压积

（ＨＣＴ）、血红蛋白（ＨＧＢ）、平均红细胞血红蛋白量

（ＭＣＨ）和平均红细胞体积（ＭＣＶ）４个血常规性状

及ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋、ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋和 ＣＤ４＋

ＣＤ８ＣＤ３＋／ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋３个Ｔ淋巴细胞亚

群性状，合计共７个免疫性状指标
［８］。

１．３　应用数据及分析方法

应用ｈａｐｌｏｖｉｅｗ软件
［９］对与免疫指标显著关联

的ＳＮＰｓ位点进行连锁不平衡分析，构建单倍型区

段，随后应用 Ｒ 语言环境下的 ｈａｐｌｏ．ｓｔａｔｓ软件

包［１０］进行单倍型关联分析，寻找与免疫性状关联显

著的单倍型，并在此单倍型区段中搜索候选基因，为

ＧＷＡＳ后续研究提供另一途径。

２　结　果

２．１　７号染色体单倍型分析

应用ｈａｐｌｏｖｉｅｗ软件对７号染色体上的２２个与

ＨＣＴ、ＨＧＢ、ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋、ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋和

ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋５个免疫性状

显著关联的ＳＮＰｓ进行连锁不平衡分析，参数设置为

４４８
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狉２≥０．８，Ｄ′＝１，ＬＯＤ值≥３，分析结果如图１。

图１　７号染色体上各犛犖犘狊位点之间的连锁不平衡分析

犉犻犵．１　犔犻狀犽犪犵犲犱犻狊犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犛犖犘狊狅狀犛犛犆７

　　图１中，方格中数字表明狉
２ 或Ｄ′的数值，颜色

越深，表明ＳＮＰｓ之间连锁不平衡强度越大。单倍

型区段由软件自动生成，一般表明完全连锁。从图

１可看出在７号染色体上存在３个单倍型区段，大

小分别为１８、９和４２２ｋｂ，ＳＮＰｓ数目分别为２、２和

４，分析结果见表１。

表１　７号染色体上各犛犖犘狊位点间连锁不平衡分析

犜犪犫犾犲１　犔犻狀犽犪犵犲犱犻狊犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犛犖犘狊狅狀犛犛犆７

单倍型 Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ 大小／ｋｂＳｉｚｅ ＳＮＰ名称 Ｎａｍｅ ＳＮＰ位置１Ｌｏｃａｔｉｏｎ 最近基因２Ｇｅｎｅ 距离／ｂｐ
３Ｄｉｓｔａｎｃｅ

ＢＬＯＣＫ７１ １８
ＡＬＧＡ００３９４０４ ２２８６９３４５ ＬＯＣ１００１５４９３５ ２４０５９

ＡＬＧＡ００３９４０５ ２２８８８２７０ ＬＯＣ１００１５５３２２ ９４９２

ＢＬＯＣＫ７２ ９
ＤＩＡＳ０００３３５６ ２６８１２７０６ ＡＢＣＦ１ ｗｉｔｈｉｎ

ＤＩＡＳ０００１００１ ２６８２２６１０ ＰＰＰ１Ｒ１０ ｗｉｔｈｉｎ

ＢＬＯＣＫ７３ ４２２

Ｈ３ＧＡ００２０７６５ ３４７５５６０２ ＥＮＳＳＳＣＰ０００００００１６４３ ４７４０３

ＭＡＲＣ００５８７６６ ３４８０３５６４ ＧＲＭ４ ３５６８０

ＡＳＧＡ００３２５２４ ３４９２５８１６ ＧＲＭ４ ｗｉｔｈｉｎ

ＭＡＲＣ００３３４６４ ３５１７７６４１ ＥＮＳＳＳＣＰ０００００００１６５４ ４７７２０

１．此处指ＳＮＰ位点在犛狌狊犛犮狉狅犳犪Ｂｕｉｌｄ９数据库中染色体上的位置；
２．Ｇｅｎｅ以ＥＮＳＳＳＣＧ作为开头的基因是Ｅｎｓｅｍｂｌ数据

库中的基因，其他基因与ＧｅｎＢａｎｋ中的基因命名相同；３．此处指在犛狌狊犛犮狉狅犳犪Ｂｕｉｌｄ９数据库中ＳＮＰ位点在基因内的位置或

距基因的距离。表５同

１．ＳＮＰｐｏｓｉｔｉｏｎｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ犛狌狊犛犮狉狅犳犪Ｂｕｉｌｄ９ａｓｓｅｍｂｌｙ；
２．Ｇｅｎｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ犛狌狊犛犮狉狅犳犪Ｂｕｉｌｄ９ａｓｓｅｍｂｌｙ，ｇｅｎｅｎａｍｅ

ｓｔａｒｔｗｉｔｈＥＮＳＳＳＣＧａｓｉｎＥｎｓｅｍｂｌｅｗｈｉｌｅｏｔｈｅｒｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌａｓｉｎＧｅｎＢａｎｋ；３．ＳＮＰｄｅｓｉｇｎａｔｅｄａｓｉｎａｇｅｎｅｏｒｄｉｓｔａｎｃｅｆｒｏｍ

ａｇｅｎｅｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｉｎ犛狌狊犛犮狉狅犳犪Ｂｕｉｌｄ９ａｓｓｅｍｂｌｙ．ＴｈｅｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ５

　　应用ｈａｐｌｏ．ｓｔａｔｓ软件包对得到的３个单倍型

区段分别进行单倍型频率及显著性检验。在７号染

色体单倍型区段１（ｂｌｏｃｋ７１）中共有２种单倍型，与

免疫性状ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋、ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋和

ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋关联显著。

其中单倍型 ＧＣ对免疫性状ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋和

ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋具有极显著

正效应（犘＜０．０１），对免疫性状ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋

具有极显著负效应（犘＜０．０１），与 ＨＣＴ、ＨＧＢ、

ＭＣＨ和 ＭＣＶ免疫性状关联不显著（犘＞０．０５）；单

倍型ＡＡ对免疫性状ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋和ＣＤ４＋

ＣＤ８ＣＤ３＋／ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋具有极显著负效应

（犘＜０．０１），对免疫性状ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋具有极

显著正效应（犘＜０．０１）。与 ＨＣＴ、ＨＧＢ、ＭＣＨ 和

ＭＣＶ性状关联不显著（犘＞０．０５），分析结果见表２。

５４８
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表２　单倍型区段７１关联分析

犜犪犫犾犲２　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犺犪狆犾狅狋狔狆犲犪狊狊狅犮犻犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犫犾狅犮犽７１

性状

Ｔｒａｉｔ

单倍型

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

单倍型频率

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

单倍型效应评分

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｃｏｒｅ

犘值

犘ｖａｌｕｅ

总体犘值

Ｔｏｔａｌ犘ｖａｌｕｅ

ＨＣＴ
ＧＣ

ＡＡ

０．５７２２６

０．４２７７４

－０．０３５７７

０．０３５７７

０．９７１４６

０．９７１４６
犘＝０．９７１４６

ＨＧＢ
ＡＡ

ＧＣ

０．４２７７４

０．５５２２６

－０．０９７３３

０．０９７３３

０．９２２４６

０．９２２４６
犘＝０．９２２４６

ＭＣＨ
ＧＣ

ＡＡ

０．５７２４３

０．４２７５７

－０．１３３７６

０．１３３７６

０．８９３５９

０．８９３５９
犘＝０．８９３５９

ＭＣＶ
ＧＣ

ＡＡ

０．５７２４３

０．４２７５７

－０．３０５９８

０．３０５９８

０．７５９６２

０．７５９６２
犘＝０．７５９６２

ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋
ＡＡ

ＧＣ

０．４２７７４

０．５７２２６

－３．６４９１２

３．６４９１２

０．０００２６

０．０００２６
犘＝０．０００２６

ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋
ＧＣ

ＡＡ

０．５７２２６

０．４２７７４

－５．１７０２６

５．１７０２６

≤１０
－５

≤１０
－５

犘≤１０
－５

ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／

ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋

ＡＡ

ＧＣ

０．４２７７４

０．５７２２６

－５．２５０８５

５．２５０８５

≤１０
－５

≤１０
－５

犘≤１０
－５

　　在７号染色体单倍型区段２（ｂｌｏｃｋ７２）中共有２

种单倍型，均与ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋、ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋

和ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋关联显著。

其中单倍型 ＡＡ对免疫性状ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋和

ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋具有极显著

正效应（犘＜０．０１），对免疫性状ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋

具有极显著负效应（犘＜０．０１），与 ＨＣＴ、ＨＧＢ、

ＭＣＨ和 ＭＣＶ关联不显著（犘＞０．０５）；单倍型ＧＧ

对免疫性状ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋和ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／

ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋具有极显著负效应（犘＜０．０１），对

免疫性状 ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋具有极显著正效应

（犘＜０．０１），与 ＨＣＴ、ＨＧＢ、ＭＣＨ 和 ＭＣＶ关联不

显著（犘＞０．０５），分析结果见表３。

表３　单倍型区段７２关联分析

犜犪犫犾犲３　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犺犪狆犾狅狋狔狆犲犪狊狊狅犮犻犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犫犾狅犮犽７２

性状

Ｔｒａｉｔ

单倍型

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

单倍型频率

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

单倍型效应评分

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｃｏｒｅ

犘值

犘ｖａｌｕｅ

总体犘值

Ｔｏｔａｌ犘ｖａｌｕｅ

ＨＣＴ
ＡＡ

ＧＧ

０．３８９２８

０．６１０７２

－１．１１０９２

１．１１０９２

０．２６６６０

０．２６６６０
犘＝０．２６６６０

ＨＧＢ
ＡＡ

ＧＧ

０．３８９２８

０．６１０７２

－１．１３８５９

１．１３８５９

０．２５４８７

０．２５４８７
犘＝０．２５４８７

ＭＣＨ
ＡＡ

ＧＧ

０．３８９０２

０．６１０９８

－０．９２６９１

０．９２６９１

０．３５３９７

０．３５３９７
犘＝０．３５３９７

ＭＣＶ
ＡＡ

ＧＧ

０．３８９０２

０．６１０９８

－０．８６１９４

０．８６１９４

０．３８８７２

０．３８８７２
犘＝０．３８８７２

ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋
ＧＧ

ＡＡ

０．６１０７２

０．３８９２８

－３．７４２５０

３．７４２５０

０．０００１８

０．０００１８
犘＝０．０００１８

ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋
ＡＡ

ＧＧ

０．３８９２８

０．６１０７２

－５．１９０３０

５．１９０３０

≤１０
－５

≤１０
－５

犘≤１０
－５

ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／

ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋

ＧＧ

ＡＡ

０．６１０７２

０．３８９２８

－５．０９３０６

５．０９３０６

≤１０
－５

≤１０
－５

犘≤１０
－５

６４８
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　　在７号染色体单倍型区段３（ｂｌｏｃｋ７３）中共有４

种单倍型，其中单倍型ＡＡＧＡ与 ＨＣＴ、ＨＧＢ关联

极显著（犘＜０．０１），且对２个性状均有负效应，与其

他性状无显著关联；单倍型ＣＧＧＧ与 ＨＣＴ、ＨＧＢ、

ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋ 和 ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／ＣＤ４

ＣＤ８＋ＣＤ３＋关联显著，其中对 ＨＣＴ、ＨＧＢ具有极

显著正效应（犘＜０．０１）。对 ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／

ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋具有显著正效应（犘＜０．０５）。对

ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋具有极显著负效应（犘＜０．０１）；

单倍型ＣＧＡＧ对ＨＣＴ和ＨＧＢ有显著正效应（犘＜

０．０５），对ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋有极显著正效应（犘＜

０．０１）。对ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋有极显著负效应（犘＜

０．０１），对ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋有

显著负效应（犘＜０．０５）。单倍型 ＡＡＧＧ与７个免

疫性状无显著关联，分析结果见表４。

表４　单倍型区段７３关联分析

犜犪犫犾犲４　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犺犪狆犾狅狋狔狆犲犪狊狊狅犮犻犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犫犾狅犮犽７３

性状 单倍型 单倍型频率 单倍型效应评分 犘值 总体犘值

ＨＣＴ

ＡＡＧＡ ０．３０８８６ －６．４６４８９ ≤１０
－５

ＡＡＧＧ ０．０１３９９ ０．２９９２９ ０．７６４７２

ＣＧＧＧ ０．４０７９３ ２．９１５２０ ０．００３５５

ＣＧＡＧ ０．２６９２３ ３．９９４６９ ０．０４０４３

犘≤１０
－５

ＨＧＢ

ＡＡＧＡ ０．３０８８６ －６．５０２０３ ≤１０
－５

ＡＡＧＧ ０．０１３９９ ０．６９１６１ ０．４８９１８

ＣＧＧＧ ０．４０７９３ ２．６７５９４ ０．００７４５

ＣＧＡＧ ０．２６９２３ ４．１８３８３ ０．０２０２１

犘≤１０
－５

ＭＣＨ

ＡＡＧＡ ０．３０７２４ －４．０９６９７ ０．０５３４２

ＡＡＧＧ ０．０１４０２ ０．２２１６０ ０．８２４６２

ＣＧＧＧ ０．４０８８８ １．７５２３８ ０．０７９７１

ＣＧＡＧ ０．２６９８６ ０．２６９８６ ０．０９１２４

犘＝０．０８５２０

ＭＣＶ

ＡＡＧＡ ０．３０７２４ －３．４３０１２ ０．０６１２５

ＡＡＧＧ ０．０１４０２ －０．０７８４３ ０．９３７４８

ＣＧＧＧ ０．２６９８６ １．８４０６７ ０．０６５６７

ＣＧＡＧ ０．０４８８８ １．８５５９３ ０．０６３４６

犘＝０．０５２８０

ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋

ＣＧＡＧ ０．２６９２３ －２．８４１７２ ０．００４４９

ＡＡＧＧ ０．０１３９９ －０．６４３０９ ０．５２０１６

ＣＧＧＧ ０．４０７９３ １．２８３９１ ０．１９９１７

ＡＡＧＡ ０．３０８８６ １．４８０４５ ０．１３８７５

犘ｆ＝０．０３３１０

ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋

ＣＧＧＧ ０．４０７９３ －２．９９５８１ ０．００２７４

ＡＡＧＡ ０．３０８８６ －１．８７０２７ ０．０６１４５

ＡＡＧＧ ０．０１３９９ ０．７４２０７ ０．４５８０４

ＣＧＡＧ ０．２６９２３ ５．０７６９３ ≤１０
－５

犘≤１０
－５

ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／

ＣＤ４ＣＤ８＋ＣＤ３＋

ＣＧＡＧ ０．２６９２３ －４．０２６４９ ０．０４０４３

ＡＡＧＧ ０．０１３９９ －０．４０４６８ ０．６８５７１

ＡＡＧＡ ０．３０８８６ １．４６８２７ ０．１４２０３

ＣＧＧＧ ０．４０７９３ ２．３４４３４ ０．０１９０６

犘＝０．１２８２１

２．２　８号染色体单倍型分析

应用ｈａｐｌｏｖｉｅｗ软件并使用相同的设置参数对

８号染色体上的５５个与 ＭＣＨ和 ＭＣＶ显著关联的

ＳＮＰｓ进行连锁不平衡分析，分析结果见图２、图３

及图４。

从图２图４中，我们可以看到在８号染色体存在

３个单倍体区段，区段大小分别为４２３、１３和４９７ｋｂ，

ＳＮＰｓ的个数分别为４、２和５。具体ＳＮＰｓ及其位

置等信息详见表５。
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图２　８号染色体各犛犖犘狊位点之间的连锁不平衡分析（１～２０）

犉犻犵．２　犔犻狀犽犪犵犲犱犻狊犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犛犖犘狊狅狀犛犛犆８（１２０）

图３　８号染色体各犛犖犘狊位点之间的连锁不平衡分析（２１～４０）

犉犻犵．３　犔犻狀犽犪犵犲犱犻狊犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犛犖犘狊狅狀犛犛犆８（２１４０）

图４　８号染色体各犛犖犘狊位点之间的连锁不平衡分析（４１～５５）

犉犻犵．４　犔犻狀犽犪犵犲犱犻狊犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犛犖犘狊狅狀犛犛犆８（４１５５）

　　应用ｈａｐｌｏ．ｓｔａｔｓ软件包对获得的８号染色体

上３个单倍型区段分别进行单倍型频率及显著性检

验。在８号染色体单倍型区段１（ｂｌｏｃｋ８１）中，单倍

型ＡＡＡＧ与 ＭＣＨ、ＭＣＶ关联极显著（犘＜０．０１），

且对２个性状均有负效应；单倍型ＧＧＣＡ与 ＭＣＨ、

ＭＣＶ关联极显著（犘＜０．０１），对２个性状具有正效

应。２种单倍型同其他性状关联不显著，分析结果

见表６。

在８号染色体单倍型区段２（ｂｌｏｃｋ８２）中，单倍

型ＡＡ与 ＭＣＨ、ＭＣＶ关联极显著（犘＜０．０１），且对

２个性状均有负效应；单倍型ＧＧ与 ＭＣＨ、ＭＣＶ关

联极显著（犘＜０．０１），对２个性状具有正效应。２种

单倍型与其他性状关联不显著，分析结果见表７。
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表５　８号染色体上各犛犖犘位点间连锁不平衡分析

犜犪犫犾犲５　犔犻狀犽犪犵犲犱犻狊犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犛犖犘狊狅狀犛犛犆８

单倍型

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

大小／ｋｂ

Ｓｉｚｅ

ＳＮＰ名称

Ｎａｍｅ

ＳＮＰ位置１

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

最近基因２

Ｇｅｎｅ

距离／ｂｐ
３

Ｄｉｓｔａｎｃｅ

ＢＬＯＣＫ８１ ４２３

ＡＬＧＡ０１０８８４１ ５０６７０１７６ ＬＯＣ１００５１７４０９ ｗｉｔｈｉｎ

ＭＡＲＣ００６３６７３ ５１０１８１２１ ＥＮＳＳＳＣＰ０００００００９４７６ １４８４０１

ＭＡＲＣ００３８９８０ ５１０７０６６２ ＬＯＣ１００５１７４０９ ３８８５６８

ＡＳＧＡ００３８８１０ ５１０９３６１５ ＥＮＳＳＳＣＰ０００００００９４７６ ２２３８９５

ＢＬＯＣＫ８２ １３
ＡＳＧＡ００３８９１２ ７３２６５８２３ ＬＯＣ１００５２０３１７ ７７７５８

ＭＡＲＣ００２９０９５ ７３２７９０５４ ＬＯＣ１００５２０３１７ ６４５２７

ＢＬＯＣＫ８３ ４９７

ＡＬＧＡ００４８０８７ ７３２８６０５６ ＬＯＣ１００５２０３１７ ５７５２５

ＤＩＡＳ００００４９５ ７３３５５１０５ ＬＯＣ１００５２０３１７ ｗｉｔｈｉｎ

ＭＡＲＣ０１０９８３７ ７３６１１９４４ ＡＬＢ ９０３

ＡＳＧＡ０１００１７３ ７３６７５２１６ ＡＬＢ ４５１３６

ＤＩＡＳ０００２１８３ ７３７８３３６３ ＡＦＰ Ｗｉｔｈｉｎ

表６　单倍型区段８１关联分析

犜犪犫犾犲６　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犺犪狆犾狅狋狔狆犲犪狊狊狅犮犻犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犫犾狅犮犽８１

性状

Ｔｒａｉｔ

单倍型

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

单倍型频率

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

单倍型效应评分

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｃｏｒｅ

犘值

犘ｖａｌｕｅ

总体犘值

Ｔｏｔａｌ犘ｖａｌｕｅ

ＨＣＴ
ＧＧＣＡ

ＡＡＡＧ

０．５２０９８

０．４６８５３

０．０１１２８

０．０２２６３

０．９９１００

０．９８１９４
犘＝０．９８５８４

ＨＧＢ
ＧＧＣＡ

ＡＡＡＧ

０．５２０９８

０．４６８５３

－０．２５２８１

０．１９９８１

０．８００４２

０．８４１６３
犘＝０．９４１１３

ＭＣＨ
ＡＡＡＧ

ＧＧＣＡ

０．４６９６３

０．５１９８６

－６．８４５８７

６．７２９９８

≤１０
－５

≤１０
－５

犘≤１０
－５

ＭＣＶ
ＡＡＡＧ

ＧＧＣＡ

０．４６９６３

０．５１９８６

－７．６０４２０

７．６１９６４

≤１０
－５

≤１０
－５

犘≤１０
－５

ＣＤ４＋ＣＤ８－ＣＤ３＋
ＡＡＡＧ

ＧＧＣＡ

０．４６８５３

０．５２０９８

－１．７０８０５

１．４７６５０

０．０８７６３

０．１３９８１
犘＝０．１４２９８

ＣＤ４－ＣＤ８＋ＣＤ３＋
ＡＡＡＧ

ＧＧＣＡ

０．４６８５３

０．５２０９８

－１．７９７４３

１．８７９２６

０．０７２２７

０．０６０２１
犘＝０．１６６９７

ＣＤ４＋ＣＤ８－ＣＤ３＋／

ＣＤ４－ＣＤ８＋ＣＤ３＋

ＡＡＡＧ

ＧＧＣＡ

０．４６８５３

０．５２０９８

－０．７９１４２

０．５４３６５

０．４２８７０

０．５８６６８
犘＝０．３７３１０

　　在８号染色体单倍型区段３（ｂｌｏｃｋ８３）中，单倍

型 ＧＡＧＡＡ 与 ＭＣＨ、ＭＣＶ 关 联 极 显 著 （犘＜

０．０１），且对２个性状均有负效应；单倍型 ＡＧＡＣＧ

与 ＭＣＨ、ＭＣＶ关联极显著（犘＜０．０１），对２个性状

具有正效应。２种单倍型同其他性状关联不显著，

分析结果见表８。
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表７　单倍型区段８２关联分析

犜犪犫犾犲７　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犺犪狆犾狅狋狔狆犲犪狊狊狅犮犻犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犫犾狅犮犽８２

性状

Ｔｒａｉｔ

单倍型

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

单倍型频率

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

单倍型效应评分

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｃｏｒｅ

犘值

犘ｖａｌｕｅ

总体犘值

Ｔｏｔａｌ犘ｖａｌｕｅ

ＨＣＴ
ＡＡ ０．５５４７８ －１．２７３６２ ０．２０２８０

ＧＧ ０．４４５２２ １．２７３６２ ０．２０２８０
犘＝０．２０２８０

ＨＧＢ
ＡＡ ０．５５４７８ －０．９０１４２ ０．３６７３７

ＧＧ ０．４４５２２ ０．９０１４２ ０．３６７３７
犘＝０．３６７３７

ＭＣＨ
ＡＡ ０．５５６０７ －６．４２０９９ ≤１０

－５

ＧＧ ０．４４３９３ ６．４２０９９ ≤１０
－５

犘≤１０
－５

ＭＣＶ
ＡＡ ０．５５６０７ －７．５１６８５ ≤１０

－５

ＧＧ ０．４４３９３ ７．５１６８５ ≤１０
－５

犘≤１０
－５

ＣＤ４＋ＣＤ８－ＣＤ３＋
ＡＡ ０．５５４７８ －０．４１３７９ ０．６７９０３

ＧＧ ０．４４５２２ ０．４１３７９ ０．６７９０３
犘＝０．６７９０３

ＣＤ４－ＣＤ８＋ＣＤ３＋
ＡＡ ０．５５４７８ －１．５６３７０ ０．１１７８９

ＧＧ ０．４４５２２ １．５６３７０ ０．１１７８９
犘＝０．１１７８９

ＣＤ４＋ＣＤ８－ＣＤ３＋／

ＣＤ４－ＣＤ８＋ＣＤ３＋

ＧＧ ０．４４５２２ －０．０２０９７ ０．９８３２７

ＡＡ ０．５５４７８ ０．０２０９７ ０．９８３２７
犘＝０．９８３２７

表８　单倍型区块８３单倍型关联分析

犜犪犫犾犲８　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犺犪狆犾狅狋狔狆犲犪狊狊狅犮犻犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犫犾狅犮犽８３

性状

Ｔｒａｉｔ

单倍型

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

单倍型频率

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

单倍型效应评分

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｃｏｒｅ

犘值

犘ｖａｌｕｅ

总体犘值

Ｔｏｔａｌ犘ｖａｌｕｅ

ＨＣＴ
ＧＡＧＡＡ ０．５５４７８ －１．２７３６２ ０．２０２８０

ＡＧＡＣＧ ０．４４５２２ １．２７３６２ ０．２０２８０
犘＝０．２０２８０

ＨＧＢ
ＧＡＧＡＡ ０．５５４７８ －０．９０１４２ ０．３６７３７

ＡＧＡＣＧ ０．４４５２２ ０．９０１４２ ０．３６７３７
犘＝０．３６７３７

ＭＣＨ
ＧＡＧＡＡ ０．５５６０７ －６．４２０９９ ≤１０

－５

ＡＧＡＣＧ ０．４４３９３ ６．４２０９９ ≤１０
－５

犘≤１０
－５

ＭＣＶ
ＧＡＧＡＡ ０．５５６０７ －７．５１６８５ ≤１０

－５

ＡＧＡＣＧ ０．４４３９３ ７．５１６８５ ≤１０
－５

犘≤１０
－５

ＣＤ４＋ＣＤ８－ＣＤ３＋
ＧＡＧＡＡ ０．５５４７８ －０．４１３７９ ０．６７９０３

ＡＧＡＣＧ ０．４４５２２ ０．４１３７９ ０．６７９０３
犘＝０．６７９０３

ＣＤ４－ＣＤ８＋ＣＤ３＋
ＧＡＧＡＡ ０．５５４７８ －１．５６３７０ ０．１１７８９

ＡＧＡＣＧ ０．４４５２２ １．５６３７０ ０．１１７８９
犘＝０．１１７８９

ＣＤ４＋ＣＤ８－ＣＤ３＋／

ＣＤ４－ＣＤ８＋ＣＤ３＋

ＡＧＡＣＧ ０．４４５２２ －０．０２０９７ ０．９８３２７

ＧＡＧＡＡ ０．５５４７８ ０．０２０９７ ０．９８３２７
犘＝０．９８３２７

３　讨　论

本研究的检测指标涉及血常规及Ｔ淋巴细胞

亚群。血常规检测主要包括白细胞、红细胞和血小

板等性状的测定，是临床判断机体是否处于健康状

态的基本指标，主要表现为白细胞、红细胞、血小板

等性状数量的增加或减少，以及形态学的变化，属于
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机体非特异性免疫范畴。Ｔ淋巴细胞是机体免疫系

统内功能最重要的一群细胞，在正常机体内各淋巴

细胞亚群相互作用，维持着机体正常免疫功能，当不

同淋巴细胞亚群的数量和功能发生异常时，可导致

机体免疫功能紊乱并发生一系列病理变化，因此Ｔ

淋巴细胞亚群的免疫分型能够提供有关患者免疫状

态的重要信息［１１］。

本研究在课题组前期全基因组关联分析结果的

基础之上，对显著性位点通过构建单倍型区段并进

行关联分析。大量研究表明，在研究多个处于连锁

不平衡的位点与性状的关联性时，单倍型的关联性

分析比单位点分析更加有效［１２１３］。本研究中应用

Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ软件和Ｒ统计环境下的 Ｈａｐｌｏ．Ｓｔａｔｓ软

件包进行单倍型分析。Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ是一款利用已有

的基因型数据来计算连锁不平衡统计量并推断人群

单倍型模型的公用软件，可以便捷的分析 ＨａｐＭａｐ

上的阶段性基因型数据，为单倍型研究中标签ＳＮＰ

的选择提供参考［９］。Ｈａｐｌｏ．Ｓｔａｔｓ的算法是基于

ＧＬＭｓ中得分方程（Ｓｃｏｒｅｅｑｕａｔｉｏｎｓ）而开发的，与

其他分析性状和单倍型间关联的方法相比最明显的

优势在于该方法很少受到性状类型的限制，可以对

二元、泊松计数、排序和数量性状等多种性状类型进

行评估，关联显著性检验犘值能使用一种高效的方

法计算，同时能够较容易的对非遗传方差进行有效

校正［１０］。

本研究通过位置比对，在显著单倍型附近找到

功能注释基因５个，其中位于７号染色体的为犃犅

犆犉１、犘犘犘１Ｒ１０和犌犚犕４，位于８号染色体的为

犃犔犅及犃犉犘，这些基因对免疫性状的影响在国内

外学者的研究中已有报道。本研究中，定位影响Ｔ

淋巴细胞亚群３个性状（ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋，ＣＤ４

ＣＤ８＋ＣＤ３＋及 ＣＤ４＋ＣＤ８ＣＤ３＋／ＣＤ４ＣＤ８＋

ＣＤ３＋）的基因为 犃犅犆犉１和 犘犘犘１Ｒ１０。ＡＢＣＦ１

是一个 ＡＢＣ（ＡＴＰ结合域）转运蛋白，但其缺乏跨

膜域。犃犅犆犉１基因的表达已被证实能够刺激肿瘤

坏死因子α（ＴＮＦα）的增加
［１４］、巨噬细胞和Ｔ细胞

产生，并具有多项功能的免疫反应［１５］。犘犘犘１Ｒ１０

基因编码蛋白磷酸酶１调节亚基１０，以前被称为

Ｐ９９或ＦＢ１９
［１６］，在大鼠上称之为ＰＮＵＴＳ

［１７］，通过

缺乏 犘犘犘１Ｒ１０基因功能的小鼠来证明野生型

犘犘犘１Ｒ１０基因的功能，数据初步表明，完全丧失

犘犘犘１Ｒ１０基因功能将导致小鼠胚胎致死
［１８］。影响

ＨＣＴ和ＨＧＢ的基因为犌犚犕４，编码Ⅲ组代谢型谷

氨酸受体４（ｍＧｌｕＲ４），定名为青少年肌阵挛癫痫的

易感基因，如果 ＧＲＭ４的变化赋予到ＩＧＥ的易感

性，ＧＲＭ４序列变异可能导致以皮肤为主的免疫缺

陷综合征的发生，表现为Ｂ和Ｔ细胞免疫的细微缺

陷以及组织和血内嗜酸粒细胞增多，免疫调节性Ｔ

细胞异常可能是本病的基本缺陷，所以可以通过检

测ＧＲＭ４序列变异来间接的判断该病的发生
［１９］。

影响 ＭＣＨ和 ＭＣＶ的基因为犃犔犅和犃犉犘。犃犔犅

基因又称外周血白蛋白基因，由于白蛋白为肝细胞

表达和分泌，因此白蛋白基因被认为是肝细胞一种

特异性标志物，该基因与肝炎及肝硬化有密切关

系［２０２１］。有研究表明ＡＬＢｍＲＮＡ阳性率与疾病严

重程度有关，其表达量在晚期伴有肝内转移者明显

高于早期不伴有肝内转移者，提示在肝细胞发生癌

变时肝细胞中 ＡＬＢ表达量也随之发生改变，ＡＬＢ

ｍＲＮＡ 与肝癌转移和复发可能有一定关系
［２２］。

犃犉犘基因（甲胎蛋白基因）是一种重要的胚胎期及

肝癌相关蛋白基因，人类疾病学研究表明，正常情况

下新生儿出生后，ＡＦＰ表达即被关闭，但当肝细胞

发生癌变或发生化学或物理损伤时，犃犉犘基因又可

重新表达，目前己成为重要的肝癌临床检测标准之

一［２３］。

４　结　论

本研究应用高密度ＳＮＰ芯片，通过构建的大白

猪×东北民猪Ｆ２ 资源群体，对前期获得的与猪免疫

性状显著关联ＳＮＰ位点进行连锁不平衡分析和单

倍型关联分析，获得与性状显著关联的单倍型区段，

在此基础上初步选定显著单倍型区段内的犃犅犆犉１、

犘犘犘１Ｒ１０、犌犚犕４、犃犔犅 及犃犉犘 基因作为免疫性

状的候选基因。本研究为对免疫性状单倍型关联分

析的初步研究，尚需在此基础上对显著性结果进行

更大群体规模的重复验证，为下一步功能研究及标

记辅助选择等工作提供理论依据。
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