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摘要: Toll 样受体 4(Toll-like receptor 4, TLR4)在机体的免疫反应中发挥重要作用, 该基因突变会影响受体的信

号转导能力和机体的疾病抗性/易感性。文章在前期工作的基础上, 进一步分析 c.611 T>A (p.Leu204His)、c.1027 

C>A (p.Gln343Lys) 和 c.1605 G>T (p.Leu535Phe) 3 个错义突变对猪 TLR4 功能的影响。利用 RT-PCR 方法克隆

猪 TLR4 基因全长编码区并引入定点突变; 利用真核表达、双荧光素酶报告系统和 Western blotting 方法在瞬时

转染的 PK-15 细胞内研究 3 个单核苷酸多态(Single nucleotide polymorphisms, SNPs)对猪 TLR4 配体识别和信号

转导能力的影响; 同时, 利用创造酶切位点 PCR-RFLP 方法分析对 TLR4 活性有显著影响的点突变在民猪、大

白、长白和中国东北野猪 4 个群体中的分布。结果, 成功获得了民猪 TLR4 基因的全长编码区和 3 个单碱基变

异体, 构建了不同等位基因的真核表达载体, 在 PK-15 细胞内确定了 c.1605 G>T 变异导致 TLR4 向下游传递信

号的能力显著降低(P<0.01), 该 SNP 只存在于民猪和野猪中且频率较高。猪 TLR4 基因 c.1605 G>T 变异影响 Toll

样受体的信号传递, 可能和机体的疾病抗性/易感性有关。 
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Abstract:  Toll-like receptor 4 (TLR4) plays an important role in immune response and the polymorphism in it might 
affect protein signaling and host resistance/susceptibility to disease. This study was designed to characterize the functional 
relevance of 3 nonsynonymous single nucleotide polymorphisms (SNPs), c.611 T>A (p.Leu204His), c.1027 C>A 
(p.Gln343Lys), and c.1605 G>T (p.Leu535Phe), which were selected based on our previous studies. RT-PCR method was 
used to clone the complete coding sequence of porcine TLR4 gene and the PCR-based method was used to introduce the 
point mutation. The effects of 3 SNPs on the ligand recognition and signaling of porcine TLR4 were investigated in tran-
siently transfected PK-15 cells using dual-luciferase reporter system and Western blotting method. At the same time, the 
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distribution of c.1605 G>T among pig populations composed of Min pig, Yorkshire, Landrace, and Wild boar from north-
eastern China was studied by created restriction site PCR-RFLP method. The complete coding sequence of TLR4 gene in 
Min pig and 3 variants with single point mutations were obtained. Eukaryotic expression vectors containing different alleles 
of porcine TLR4 were constructed. SNP c.1605 G>T significantly decreased the TLR4 signaling (P<0.01) and the polymor-
phism only existed in Min pig and Wild boar from northeastern China with high frequencies. SNP c.1605 G>T in porcine 
TLR4 might affect the receptor function and host resistance/susceptibility to diseases. 

Keywords: porcine; TLR4; SNP; functional analysis 

模式识别受体 (Pattern recognition receptors, 
PRRs)在宿主的免疫防御反应中发挥重要作用。当外
源微生物入侵后, PRRs能够通过识别、结合微生物
特有的病原相关分子模式(Pathogen associated mo-
lecular patterns, PAMPs), 将信号向下游传递, 启动
核内相关基因的表达, 合成白介素(Interleukin, IL)、
肿瘤坏死因子α(Tumor necrosis factor-α, TNF-α)、干扰
素(Interferon, IFN)等细胞因子, 激发机体的天然免疫
反应, 进而诱发获得性免疫的产生[1,2]。 

Toll样受体(Toll-like receptors, TLRs)是一类重
要的模式识别受体, 哺乳动物中至少存在着 13 种
TLRs, 其中 10种(TLR 1-10)已经在猪上得到了克隆
测序[3]。TLR4识别革兰氏阴性菌的脂多糖及具有保守
类脂A结构的衍生物, 是重要的抗病候选基因[4~6]。越

来越多的研究表明, TLR4基因突变能改变蛋白的信号
转导能力, 影响机体的疾病抗性/易感性。人TLR4基
因突变导致宿主对LPS的应答能力降低 [7], 与子宫
内膜异位症[8]、系统性红斑狼疮[9]、Ⅱ型糖尿病[10]等

疾病的发生存在着相关; 在家畜中, TLR4 基因突变
与狗炎症性肠病[11]、牛传染性角结膜炎[12]、兔消化

障碍等疾病的发生相关 [13]; 鸡TLR4 基因突变与沙
门氏菌的易感性相关 [14,15]。在PubMed数据库中
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), 尚未发现有
关猪TLR4 基因突变与疾病抗性/易感性相关的研究
报告。 

猪TLR4 基因编码区由 3 个外显子组成, 全长 2 
526 bp, 编码 841个氨基酸残基的多肽。猪TLR4基
因高度保守, 其编码区的变异位点数显著低于细胞
膜上的其他TLRs(P<0.01) [16]。Shinkai等[16]和Palermo
等[17]分别对猪TLR4 基因的完整编码区进行了多态
性分析, 共寻找到 9个错义突变, 其中 6个发生的频

率极低或只在单个个体(品种)中检测到。潘章源[18]

等分析了 10 个中国地方猪种TLR4 基因外显子 1 的
遗传变异, 未发现多态。所有这些均表明猪TLR4基
因在进化过程中承受着较大的选择压力, 突变会对
其功能产生重要影响。本实验室分析了 c.611 
T>A(p.Leu204His)、c.962 G>A(p.Arg321His)、c.1027 
C>A(p.Gln343Lys)3 个发生频率较高的点突变在中
外猪群体中的分布, 发现在c.611 T>A和c.1027 C>A
两个多态位点, 等位基因在民猪和引进的大白、长
白猪中的分布存在着明显的差异(P<0.01)[19]。另外, 
在对民猪TLR4 基因进行克隆、测序时, 发现c.1605 
G>T(p.Leu535Phe)点突变发生的频率较高[20]。为了揭

示c.611 T>A、c.1027 C>A、c.1605 G > T 3个错义突
变对TLR4功能的影响, 本研究利用定点突变、真核
表达、双荧光素酶报告系统和Western blotting方法研
究其对TLR4 信号传递和翻译表达的影响, 并利用
创造酶切位点PCR-RFLP方法分析对TLR4 信号传递
有显著影响的点突变在民猪、大白、长白和中国东

北野猪共 4个群体中的分布。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 

民猪(1 头)用于克隆 TLR4 基因全长编码区并引
入定点突变、构建野生型和突变型 TLR4基因的真核
表达载体; 猪屠宰后立即取脾脏组织, 液氮中速冻
后, −80℃长期保存。民猪(40 头)、大白(40 头)、长
白(40头)、野猪(6头)用于分析对信号传递有显著影
响的 SNP 位点在群体中的分布情况; 取耳组织样, 
置于 70%乙醇中, 常温带回实验室。民猪样采自黑
龙江省兰西县民猪保种场, 大白、长白猪样采自黑
龙江省农业科学院畜牧中心猪场, 野猪来自黑龙江



 
1052 HEREDITAS (Beijing)  2012 第 34卷 

  

 

小兴安岭地区。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计与合成 

所有引物根据本实验室克隆的民猪 TLR4 序列
(GenBank登录号：GU723684), 利用 primer premier 
5.0 软件自行设计(表 1)。C1F/R 引物用于克隆猪
TLR4基因全长编码区, 在 5′末端分别引入了HindⅢ
和 XhoⅠ识别位点。M611F/R、M1027F/R、M1605F/R
是各位点的定点突变引物, 通过引物的错配在扩增
产物中引入突变碱基。 

1.2.2  猪 TLR4 基因克隆 

利用 Trizol(Invitrogen 公司)从民猪脾脏组织中
提取总 RNA。以 Oligo(dT)为引物, 利用 SuperScript
Ⅱ(Invitrogen公司)逆转录酶合成 cDNA。RNA提取
和 cDNA合成严格按照说明书进行。PCR反应利用
ExTaq(宝生物工程(大连)有限公司)进行催化, 总体
系为 50 μL, 含有 2 μL cDNA, 其他成分按照说明书
要求添加。反应条件为 94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 2 
min, 30 个循环。PCR 产物回收、纯化后, 克隆入
pMD18-T 载体, 转化大肠杆菌 JM109, 挑选阳性质
粒, 送北京华大基因科技股份有限公司测序, 内部
测序引物为 S1F/R(表 1)。含有正确插入片段的重组
质粒命名为 TLR4-WT-pMD18-T。 

1.2.3  定点突变 

利用 PCR方法通过引物错配引入定点突变。引 

物的配对使用方案见表 2。A、B 反应以 TLR4-WT- 
pMD18-T质粒为模板, 利用高保真的 pfu DNA聚合
酶催化(北京全氏金生物技术有限公司)。A、B反应
扩增产物经胶回收、纯化后, 适当稀释, 作为 C反应
的模板。C反应利用 ExTaq催化, 以使扩增产物的 3′
末端引入突出的腺苷酸 A, 为后续克隆入 pMD18-T
载体提供方便。A、B反应通过引物的错配在扩增产
物的末端引入突变, C反应通过对 A、B反应扩增产
物的拼接, 将突变引入片段的内部。C反应的扩增产
物经胶回收、纯化后, 克隆、测序验证。 

1.2.4  表达载体构建 

1.2.4.1  野生型表达载体构建   TLR4-WT-pMD- 
18T 和真核表达载体 pcDNA3.1+分别用 HindⅢ和
XhoⅠ双酶切后 , 回收目的片段。由于 TLR4-WT- 
pMD18-T 酶切后的两个片段(pMD18-T 和 TLR4)长
度相近, 无法通过琼脂糖凝胶电泳将其分开, 又利
用 PvuⅠ内切酶将 pMD18-T 切断。酶切后的 TLR4
和 pcDNA3.1+用 T4 DNA连接酶于 16℃过夜连接。
连接产物转化大肠杆菌 JM109, 提取阳性质粒测序、
验证。阳性重组质粒命名为 TLR4-WT-pcDNA3.1+。 
1.2.4.2  突变型表达载体构建   c.1027 C>A 和

c.1605 G>T两个定点突变表达载体的构建方法同野
生型表达载体构建。对于 c.611 T>A 定点突变表达
载体的构建, 由于在 TLR4 基因内部有一个 EcoRⅠ
酶切位点可以利用, TLR4-WT-pcDNA3.1+和相应的
pMD18-T 重组质粒分别用 HindⅢ和 EcoRⅠ双酶切
后, 回收目的片段, 连接、转化、测序验证。 

 

表 1  引物信息 

名称 序列 (5′→3′) 位置 

C1F acttaagcttatgattcctcgcatc 1~15 
C1R cgctcgagttaagtgaaggctgttgtatc 2506-2526 

M-EcoRI-R actgggaattcaccaaagtgtg 878-899 
S1F ttcctgccacagatacca 1931-1948 
S1R accaggtgcctttaacaa 657-674 

M611R gagattgtgtaggggcacttgat 596-618 
M611F tgcccctacacaatctctcttt 602-623 

M1027R caggaaattgtttaagtttacagttaaccac 1009-1039 
M1027F taactgtaaacttaaacaatttcctgcattg 1014-1044 
M1605R ggaagtgtatcaaagaacaagagtctgttg 1587-1616 
M1605F gactcttgttctttgatacacttccttataaac 1592-1624 
P1605F tgaaaatggctggcaattc 1427-1445 
P1605R ggagtggttataaaggaagtggatc 1606-1630 

注：酶切位点用下划线标出, 错配碱基用边框标出。 
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表 2  引物配对方案 

位点 A反应 B反应 C反应 

T611A C1F 
M611R 

M611F 
M-EcoRI-R 

C1F 
M-EcoRI-R 

C1027A C1F 
M1027R 

M1027F 
C1R 

C1F 
C1R 

G1605T C1F 
M1605R 

M1605F 
C1R 

C1F 
C1R 

 

1.2.5  荧光素酶活性分析 

PK-15 细胞用含有 10%胎牛血清和 1%双抗(青
霉素、链霉素)的完全培养基进行培养, 在 5%CO2培

养箱、37℃生长至 80~90%融合。利用Invitrogen公
司的脂质体 2000将TLR4基因真核表达载体(野生型
或一种突变型)、含有NF-κB结合位点的萤火虫荧光
素酶报告基因质粒(pNF-κB-Luc)和内参海肾荧光素
酶报告基因质粒(pRL-TK)共转染PK-15 细胞。转染
24 h后, 加入 100 ng/mL LPS诱导 12 h, 收获细胞。
每组转染 3 次, 每次 3 个重复。利用双荧光素酶检
测试剂盒(Promega公司)测量萤火虫和海肾荧光素酶
活性, 目的基因诱导产生荧光信号的能力用海肾荧
光素酶活性进行校正, 克服转染效率不同带来的误
差。野生型和突变型活化转录因子NF-κB的差异用
诱导对未诱导的倍数来表示, 利用SAS软件进行统
计分析。 

1.2.6  Western blotting 分析 

野生型和突变型表达载体分别瞬时转染 PK-15
细胞, 48 h 后收集细胞。用细胞裂解液分离上清 , 
BCA 法进行蛋白定量。将分离的上清与等体积的
2×SDS 电泳缓冲液混合, 煮沸 5 min, 每孔加样 20 
μL, 经 5%积层胶后进行 10%分离胶 SDS-PAGE 电
泳。常规方法将蛋白印迹转移至硝酸纤维素膜上。

将膜在含 5%脱脂乳的 PBST中室温封闭 1 h, 洗膜后
分别在一抗 TLR4 和 GAPDH 抗体中 4℃封闭过夜, 
PBST 洗膜 3 次, 每次 5 min; 在山羊抗兔 IgG 的二
抗溶液中孵育 1 h, PBST洗膜, 常规 ECL显色。 

荧光素酶活性和 Western blotting分析的技术路
线见图 1。 

1.2.7  序列分析 

由于c.1605 G > T没有引起酶切位点的增减, 故
利用创造酶切位点PCR(CSC-PCR)方法 [21], 通过引
物 3’末端的错配使其与 1605 位点的G碱基形成了

BamHⅠ识别位点 , 采用PCR-RFLP方法分析c.1605 
G > T点突变在民猪、大白、长白和野猪 4个群体中
的分布。利用常规的酚-氯仿法从耳组织中提取基因
组DNA。PCR反应体系为 20 μL, 含有 50 ng基因组
DNA, 0.2 μmol/L上、下游引物(P1605F/R, 表 1), 1× 
PCR缓冲液, 200 μmol/L dNTPs和 1 U rTaq DNA聚合
酶。PCR反应条件为 94℃ 3 min; 94℃ 30 s, 58℃ 30 
s, 72℃ 30 s, 35个循环; 72℃ 7 min。酶切反应按说
明书要求进行, 酶切产物在 4%的琼脂糖凝胶电泳上
分型。 

 

 
 
图 1  荧光素酶活性和 Western blotting 分析技术路线 

 

2  结果与分析 

2.1  猪 TLR4基因克隆 

利用 RT-PCR方法成功克隆了民猪 TLR4基因序
列, 以此作为野生型等位基因, 进行表达载体构建
和定点突变。克隆的 TLR4 在编码区 611、1027 和
1605碱基处的核苷酸分别为 T、C和 G, 多肽链 204、
343和 535位置处的氨基酸分别为 Leu、Gln和 Leu。
与西方商品猪种 TLR4 基因 (GenBank 登录号：
AJ628065)相比, 克隆的民猪序列还存在着 4个特有
的错义突变, 分别是 c.323 C>T(p.Thr108Leu)、c.584 
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功地对c.1605 G > T点突变进行了基因分型(图 4)。
共分析了 40 头民猪、40 头长白、40 头大白和 6 头
来自黑龙江小兴安岭的野猪的遗传多态性, 结果发
现该点突变只存在于民猪和野猪中, 引进的大白和
长白猪在该位点不存在着多态。各等位基因在猪种

中的分布见表 3。

C>T(p.Ser195Leu)、c.1340 A>G(p.Lys447Arg)和 c.1798 
T>C(p.Phe600Leu)。 

2.2  荧光素酶活性分析 

c.611 T>A、c.1027 C>A和 c.1605 G>T均是错
义突变, 分别引起了多肽链 Leu204His、Gln343Lys
和 Leu535Phe 氨基酸的变化。双荧光素酶活性分析
表明, c.1605 G>T导致 TLR4诱导产生荧光素酶活性
的能力显著降低(P<0.01), c.611 T>A和 c.1027 C>A
对 TLR4的信号传导能力无影响(P>0.05)。突变型相
对于野生型的荧光素酶活性变化见图 2。 

χ2独立性检验表明, 该位点等位基
因在中外猪种中的分布存在着极显著的差异(P<0.01)。 

 

 

 

 
图 3  Western blotting 结果 
M：Marker; 1：野生型; 2：c.611 T>A变异体; 3：c.1027 C>A变
异体; 4：c.1605 G>T变异体。 

 

 
 

图 4  PCR-RFLP 检测结果  
图 2  突变型相对于野生型的荧光素酶变化 

3  讨 论 1：c.611 T>A变异体; 2：c.1027 C>A变异体; 3：c.1605 G>T
变异体。*表示与野生型相比差异显著(P<0.01)。 

TLR4 是最早发现的Toll样受体[22], 自 1997 年
在果蝇中被发现以来, 人们对其识别微生物和LPS
的分子机制进行了广泛研究。一系列实验证明了革

兰氏阴性菌的LPS是TLR4 的配体 [4~6] , 当病原菌入
侵机体后 ,  L P S被辅助分子 (脂多糖结合蛋白和
CD-14)运送到TLR4 形成的复合体上[23], TLR4 通过
跨膜结构将信号转导入细胞内, 引起一系列级联信
号反应, 导致核转录因子NF-κB从抑制物中释放出 

 

2.3  Western blotting分析 

Western blotting分析表明, 3个变异体都能在蛋
白水平上表达; 与野生型相比, 表达量无明显差异
(图 3)。 

2.4  序列分析 

利用建立的创造酶切位点 PCR-RFLP 方法, 成 
 
表 3  等位基因在猪种中的分布 

基因型频率 基因频率 
群体 个体数 

GG GT TT G T 
PIC 

民猪 40 0 11 29 13.75 86.25 0.209 

野猪 6 0 2 4 16.7 83.3 0.251 

大白 40 0 0 40 0 100 0 

长白 40 0 0 40 0 100 0 
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来、入核, 启动 IL-1、IL-6、IL-8 和 TNF-α 等促炎
细胞因子的表达。NF-κB 位于 TLR4 下游信号通路
的枢纽位置, 其活化水平直接反映着 TLR4 的配体
识别和信号传导能力。因此, 本研究通过启动子上
含有 NF-κB 结合位点的荧光素酶报告基因, 分析
TLR4 变异体诱导活化 NF-κB 的能力, 确定突变对
TLR4功能的影响。 

本研究共分析了 3 个SNPs对TLR4 信号传导的
影响 , 发现 c.611 T>A和 c.1027 C>A突变不影响
TLR4 诱导活化NF-κB(P>0.05), c.1605 G>T导致
TLR4 活化NF-κB的能力显著下降(P<0.01)(图 2)。
Western blotting分析发现, 这些SNPs对TLR4蛋白水
平的表达没有影响(图 3), 表明c.1605 G>T对LPS的
低反应不是蛋白合成不足造成的。翻译后的糖基化

修饰会影响蛋白的泳动速度[24], 本研究结果也说明
c.1605 G>T对TLR4的修饰无影响。c.1605 G>T变异
体的信号传导能力下降, 可能与其细胞定位或配体
结合能力有关。 

TLRs均是Ⅰ型跨膜蛋白, 胞外区负责识别、结
合微生物的PAMPs, 由于长期和微生物共进化的结
果, 保守性较低, 目前发现的猪TLR4 错义突变都位
于该区域[16,17]。晶体结构分析表明, TLR4的氨基末
端 41~288 位氨基酸负责与MD-2 相互作用, 通过氢
键形成二聚体[25]; LPS被位于多肽链 264~463位置处
的 7个氨基酸锚定[26]。41~288和 264~463两个区域
在TLR4形成异源二聚体和结合LPS中发挥着重要作
用, 该区域内氨基酸在进化过程中会承受着较大的
选择压力, 对蛋白功能有重要影响的突变会受到自
然选择的作用而淘汰。c.611 T>A和c.1027 C>A位于
这两个功能区内并且以较高的频率普遍存在于所检

测的猪种中 [16, 17, 19], 暗示着这两个突变不会影响
TLR4 的信号传递, 我们的荧光素酶活性分析结果
印证了这一点。此外, 这 3 个SNPs在群体中的发生
频率[16, 17, 19]及其对TLR4 功能的影响也符合分子进
化的中性学说原理：遗传漂变导致了中性突变在群

体中广泛存在, 而对基因功能有显著影响的突变将
从群体中消失[27]。 

TLR4 被细菌 LPS 激活后, 能通过复杂的级联
信号反应, 引起炎性介质基因的表达, 合成和释放
相应的炎性介质, 启动针对病原微生物的天然和获
得性免疫反应, 清除病原体, 维护机体健康。但是, 

如果这些炎性介质基因过度表达, 将会对宿主产生
危害。本研究利用创造酶切位点 PCR-RFLP方法, 分
析了对 TLR4 信号传导有显著影响的 SNP c.1605 
G>T在民猪、野猪、大白、长白 4个群体中的分布, 
结果发现该 SNP 只存在于民猪和野猪中, 且频率较
高(表 3)。民猪是我国的地方猪种, 生长于我国北方
高寒地区, 以抗病性、抗逆性强著称; 野猪生长于自
然环境中, 在长期的进化过程中, 获得了抵御疾病
的天然能力。c.1605 G>T引起的 TLR4信号转导能
力改变, 是否和野猪、民猪的抗病力有关, 值得我们
进一步研究。 
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