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要!本试验为了了解
E%/

基因在猪骨骼肌生长发育过程中的作用!首先采用实时荧光定量
JHZ

的技术检测

了
E%/

的组织分布以及在骨骼肌生长发育中的动态表达'然后通过混合池测序检测了
E%/

外显子和内含子区的

单核苷酸多态位点"

2DJ

#!利用质谱在大白猪群体中进行
2DJ,

位点基因型鉴定!并进行标记性状关联分析'

E%/

基因在大白猪的心(肝(脾(肺(肾(小肠(胃(腿肌(背肌中均有表达!且在骨骼肌"腿肌(背肌#和肾中高表达'在骨

骼肌发育中!

E%/

主要是在胚胎期和出生后
)&"

之前有较高表达量!并且在胚胎期
%&1"

达到最大值'对
3

个

2DJ,

位点进行相关性分析!结果显示!

Z2%1

位点与达
%&&P

=

体重的校正日龄显著相关"

3j&'&).0

$

&'&1

#!

Z20&

位点与
%&&P

=

的校正眼肌面积显著相关"

3j&'&&/1

$

&'&%

#'

Z2%1

与
Z2%.

紧密连锁!其单倍型与校正背

膘厚显著相关"

3j&'&)/(

$

&'&1

#&

Z2%3

与
Z2%(

单倍型与达
%&&P

=

的校正眼肌面积显著相关"

3j&'&*3%

$

&̀&1

#'结果表明
E%/

基因参与猪骨骼肌发育调控!是猪产肉性状的候选基因'

关键词!猪&长链非编码
ZD4

&

5%/

&骨骼肌&生长性状

中图分类号!

2(0(

&

2(%*'*

!!!!

文献标志码!

4

!!!!

文章编号!

&*..!./.)

"

0&%.

#

&1!&(3&!%0

收稿日期!

0&%1!&1!0(

基金项目!转基因重大专项"

0&%)Cf&(&&/!&&%

#&国家自然科学基金"

*%**&&3)

&

*%%3%%/0

#

作者简介!孙
!

浩"

%/(/!

#!男!山东莱芜人!硕士!主要从事动物遗传育种与繁殖研究!

6!78$9

$

9$BB9<,?-0&%1

!

%0.'@#7

"

通信作者!徐银学!教授!

6!78$9

$

]?

>

$-]?<

!

-

+

8?'<"?'@-

&唐中林!研究员!

6!78$9

$

:;#-

=

9$-

d>

1

//

!

,$-8'@#7

C0+65..+H-=:54>+=@++4!#BI:4

E

H+<J/H+5=:2+D5H

8

75.

K

0:,7

-42D:

E

L.5@=060-.-/=+.,-42M=,I

K

-=:5N=+7

K

5.-HOP

K

.+,,:54

2cD58#

%

!

G4DEC$!,;?8$

0

!

fcF$-!]?<

%

"

!

I4DEC;#-

=

!9$-

0

"

"

%.8+55&

6

&+

2

!)(1$5-"(&)"&TB&",)+5+

67

!

D$)

U

()

6

!

6

'(";5#;'$5<)(=&'4(#

7

!

D$)

U

()

6

0%&&/1

!

8,()$

&

0.L)4#(#;#&+

2

!)(1$5-"(&)"&

!

8,()&4&!"$:&1

7

+

2

!

6

'(";5#;'$5-"(&)"&4

!

H&(

U

()

6

%&&%/*

!

8,()$

#

1>,=.-/=

$

4-8BB<7

L

BA8,78"<B#K<O<89B;<N?-@B$#-#NE%/

=

<-<$-,P<9<B897?,@9<"<O<9#

L

7<-B

$-

L

$

=

,$-B;$,,B?"

>

'I;<"$,BK$M?B$#-#NE%/$-"$NN<K<-BB$,,?<,8-""

>

-87$@<]

L

K<,,$#-8B"$NN<K!

<-B"<O<9#

L

7<-B89,B8

=

<,$-,P<9<B897?,@9<A<K<"<B<K7$-<"M

>

[?8-B$B8B$O<K<89!B$7<JHZ

"

d

ZI!

JHZ

#

'I;<,$B<,#N,$-

=

9<-?@9<#B$"<

L

#9

>

7#K

L

;$,7,

"

2DJ,

#

$-$B,<]#-,8-"$-BK#-,A<K<$"<-B$!

N$<"M

>L

##9RD4,<

d

?<-@$-

=

!

8-"$-"$O$"?892DJ,A<K<

=

<-#B

>L

<"?,$-

=

78,,,

L

<@BK?7$-S8K

=

<

G;$B<

L

$

=L

#

L

?98B$#-'I;<BK8$B!78KP<K8,,#@$8B$#-8-89

>

,$,A8,@8KK$<"#?BM<BA<<-E%/

=

<-#!

B

>L

<,8-"

=

K#AB;

L

<KN#K78-@<'I;<<]

L

K<,,$#-

L

K#N$9<,,;#A<"B;8BE%/ZD4A8,<]

L

K<,,<"$-

899B$,,?<,"<B<@B<"

!

$-@9?"$-

=

;<8KB

!

9$O<K

!

,

L

9<<-

!

9?-

=

!

P$"-<

>

!

$-B<,B$-<

!

,B#78@;8-",P<9<B89

7?,@9<

"

9<

=

7?,@9<8-"9#-

=

$,,$7?,7?,@9<

#!

A$B;K<78KP8M9

>

;$

=

;<]

L

K<,,$#-$-,P<9<B897?,@9<

8-"P$"-<

>

'Y<8-A;$9<

!

E%/<]

L

K<,,$#-<]$,B<"#-9

>

M<N#K<

L

#,B-8B89)&"8

>

,8-"K<8@;<"B;<

L

<8P8B%&1"8

>

,$-<7MK

>

#

L

<K$#""?K$-

=

B;<"<O<9#

L

7<-B#N,P<9<B897?,@9<'H#KK<98B$#-8-89

>

,$,

M<BA<<-2DJ,8-"BK8$B,,;#A<"B;<Z2%1A8,,$

=

-$N$@8-B9

>

8,,#@$8B<"A$B;@#KK<@B<"8

=

<#N8-$!

789,A$B;M#"

>

A<$

=

;B#N%&&P

=

"

3j&'&).0

$

&'&1

#!

Z20&A8,8,,#@$8B<"A$B;B;<@#KK<@B<"<

>

<



!

1

期 孙
!

浩等$

E%/

基因的单核苷酸多态性与猪生长性状的相关分析及其时空表达

7?,@9<8K<8#N8-$789,A$B;M#"

>

A<$

=

;B#N%&&P

=

"

3j&'&&/1

$

&'&%

#&

I;<@#KK<98B$#-8-89

>

,$,

M<BA<<-;8

L

9#B

>L

<,8-"BK8$B,,;#A-B;8BZ2%1;8"8@9#,<9$-P8

=

<A$B;Z2%.

!

8-"B;<$K;8

L

9#!

B

>L

<A8,,$

=

-$N$@8-B9

>

@#KK<98B<"A$B;@#KK<@B<"M8@PN8BB;$@P-<,,

"

3j&'&)/(

$

&'&1

#

'Z2%3A8,

@9#,<9

>

9$-P<"B#Z2%(

!

8-"B;<$K;8

L

9#B

>L

<A8,89,#,$

=

-$N$@8-B9

>

@#KK<98B<"A$B;@#KK<@B<"<

>

<

7?,@9<8K<8#N8-$789,A$B;M#"

>

A<$

=

;B#N%&&P

=

"

3j&'&*3%

$

&'&1

#

'T-@#-@9?,$#-

!

E%/

=

<-<

$,$-O#9O<"$-K<

=

?98B$#-#N

L

$

=

,P<9<B897?,@9<"<O<9#

L

7<-B8-"$,8@8-"$"8B<

=

<-<N#K7<8B

BK8$B,'

?+

8

@5.2,

$

L

$

=

&

9#-

=

-#-!@#"$-

=

ZD4

&

5%/

&

,P<9<B897?,@9<

&

=

K#AB;BK8$B,

!!

中国是养猪大国!猪肉是人们日常生活中肉类

食品的主要来源'随着消费者对猪肉品质(风味的

要求日益提高!相关优良产肉性状的猪种选育逐渐

成为猪生产工作中的重点之一'而猪肉的品质(风

味亦取决于猪骨骼肌的生长和脂肪的沉积'骨骼肌

是组成酮体瘦肉的主要成分!进而是猪产肉性状的

决定因素'猪产肉性状是微效多基因控制的!对猪

产肉性状的相关基因研究中!最重要的两个基因是

调节骨骼肌纤维跨膜转运
H8

0a 的鱼尼丁受体

54S

%

ZFZ%

*

%

+和影响肌肉糖原含量的
>D

基因*

0

+

'

长链非编码
ZD4,

"

S#-

=

-#-!@#"$-

=

ZD4,

!

S-@Z!

D4,

#是一类转录后不翻译成蛋白(仅编码长
ZD4

序列的基因'近年来研究表明!在骨骼肌生长发育

过程中!

9-@ZD4

同样发挥了重要作用'

E%/

基因

是依赖于
ZD4

聚合酶
TT

的胞质
9-@ZD4

!是首批

发现的
9-@ZD4,

之一!通过转录高水平(大约
0'1

PM

的转录本发挥功能*

*!)

+

'转录本只有一个短的

VZQ

!在物种间保守性低*

1

+

'

E%/

基因第一内含子

内部可以转录
7$Z!.31

的序列*

.

+

'

E%/

的第一内

含子编码
7$Z!.31!*

L

和
7$Z!.31!1

L

!一方面!压力

反应
ZD4

结合蛋白
5?Z

可以通过调控
7$Z!.31

的表达!继而影响其下游
TEQ%Z

的功能*

3

+

&另一方

面!这些
7$ZD4

与靶基因
-1$:%

(

-1$:1

(

8:".

结合!进而对骨骼肌发育分化和再生产生影响'

E%/

基因在人和小鼠的成年肌肉中表达量很

高*

(!/

+

!并且在肌纤维分化和肌肉再生时它的表达都

显著上调&另外!

5%/

还可以通过募集吸附
9<B!3

!影

响
57

=

80

和
T

=

NM

L

0

的功能!进而对肌纤维多核的

形成产生影响*

%&

+

'提示
5%/

在肌肉的生长发育中

起着重要作用'在实际生产中!对
[IS,

的定位并

进行分子标记是一种行之有效的重要育种手段'例

如$

C'S'I8-

=

等*

%%

+通过鉴定
8DD*

基因的
2DJ

位点初步确定了该基因与仔猪断奶重(出生重等生

长性状有关'

本研究通过对
E%/

基因在组织和骨骼肌发育

过程中的表达水平检测及性状关联分析!提示
5%/

可能是猪骨骼肌生长发育过程中重要的调控基因!

可作为产肉性状的一个候选标记基因'

#
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材料与方法

#A#

!

材料

%'%'%

!

样本采集
!!

组织样品取自北京市顺义区

某猪场的
%1

头大白猪!分别于妊娠的
(

个时期和仔

猪出生后的
3

个时期屠宰!采集背最长肌!分别表示

为胚胎期 "

6**

(

6.&

(

6.1

(

63&

(

631

(

6(&

(

6/1

(

6%&1

#和出生后"

R&

(

R0&

(

R)&

(

R.&

(

R%&&

(

R%)&

(

R%.&

#'另外采集
*

头成年母猪"

%.&"

#的心(肝(

脾(肺(肾(小肠(胃(腿肌(背肌等组织'每个阶段及

组织至少采集
*

份重复样品'采集后立即投入液氮

中保存各个组织样品!少量于
_(&k

超低温冰箱中

贮存备用'随机选取
0/3

个生长育肥的大白猪!进

行血液样品采集'采集过程采用一次性抗凝管!置

于
_0&k

保存备用'

%'%'0

!

主要试剂
!!

0lI8

d

Y8,B<KY$]

购自北

京康为生物技术公司!琼脂糖凝胶回收试剂盒购自

北京天根生化科技有限公司!血液
RD4

裂解液(苯

酚(氯仿(异戊醇(无水乙醇(

3&X

乙醇(

IK$:#9K<8!

=

<-B

购自
T-O$BK#

=

<-

&动物组织总
ZD4

提取试剂盒

购自北京百泰克生物技术有限公司!反转录试剂盒

购自加拿大
Q<K7<-B8,

公司&荧光定量试剂盒购自

宝生物工程有限公司'

#A!

!

方法

%'0'%

!

组织总
ZD4

提取和反转录
!!

取黄豆粒

大小的各个组织样品于液氮中研磨!

ZD4

提取按照

动物组织总
ZD4

提取试剂盒进行操作!采用
%X

琼

脂糖凝胶电泳检验
ZD4

的完整性!并用分光光度

计检测
ZD4

的纯度和浓度'

_(& k

保存备用'

@RD4

第一链的合成按照
Z<O<KB4$"Q$K,B2BK8-"

%3(
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-B;<,$,b$B

试剂盒步骤进行!取
%

'

=

ZD4

做模板!加入
%

'

S

随机引物
Z8-"#7JK$7<K

!用双

蒸水补齐至
%0

'

S

!在
JHZ

仪中
.1k17$-

后取出

置于冰上!向其中分别加入
1lZ<8@B$#-U?NN<K)

'

S

(

Z$M#S#@PIYZD8,<T-;$M$B#K

"

0&c

/

'

S

_%

#

%

'

S

(

%& 77#9

/

S

_%

"DIJ Y$]0

'

S

和
Z<O<K!

B4$"IY Y!YcSe Z<O<K,< IK8-,@K$

L

B8,<

"

0&&

c

/

'

S

_%

#

%

'

S

!

JHZ

反应条件$

01k%&7$-

!

)0k

.&7$-

!

3&k17$-

'反应产物放于
_0&k

保存备

用 '

%'0'0

!

E%/

定量引物设计
!!

根据
E<-U8-P

中猪

E%/

基因序列"

4F&))(03'%

#!利用
JK$7<K1

跨外

显子设计合成
E%/

定量引物'根据内参照基因

?!3/E 7ZD4

序列 "

DY

1

&&%0&.*1/'%

#!设计定

量引物!引物由北京天一辉远生物科技有限公司合

成"表
%

#'

表
#

!

!#B

基因定量引物

C->H+#

!

C0+

K

.:7+.,;5.

Q

*CND6*5;!#B

基因名称
E<-<-87<

引物名称
JK$7<K-87<

引物序列"

1g!*g

#

JK$7<K,<

d

?<-@<

E%/

5%/[Q

5%/[Z

4HHIIEE444IHIEE4EHHI

HE4IEIIEHHHIEHHI4I

?!3/E

E

L

Q

E

L

Z

4IEEIE44EEIHEE4EIE44H

HIHEHIHHIEE44E4IEEI

%'0'*

!

E%/

基因组织和时空表达谱定量分析
!!

将反转录得到的
@RD4

稀释到同一浓度!按照实

时定量方法的操作说明!以
?!3/E

为内参!检验

E%/

基因在
/

个组织"心(肝(脾(肺(肾(小肠(胃(

腿肌(背肌#和
%1

个时期"胚胎期"

6**

(

6.&

(

6.1

(

63&

(

631

(

6(&

(

6/1

(

6%&1

#和出生后"

R&

(

R0&

(

R)&

(

R.&

(

R%&&

(

R%)&

(

R%.&

##中的表达情况!每

个样本做
*

次平行试验'反应体系$

I8

d

Y8-

(

Z<!

89!I$7<JHZY8,B<KY$]<,%&

'

S

!上下游引物各
%

'

S

!模板
0

'

S

!双蒸水补齐至
0&

'

S

'反应条件$

2B8

=

<

)

$

/1k*&,

&

2B8

=

<

*

$

/1 k *&,

!

.&k *)

,

!

)&

个循环&

2B8

=

<

+

$

/1 k %1,

!

.& k % 7$-

!

/1k%1,

'

%'0')

!

RD4

混合池的构建
!!

利用酚氯仿法抽提

*0

个大白猪血液
RD4

!在分光光度计上测量纯度

和浓度并在
%X

琼脂糖凝胶中验证
RD4

完整性后!

按每一血液样本抽取
%

'

=

的标准!构建
RD4

混合

池!混匀后置于
_0&k

保存备用'

%'0'1

!

部分
E%/

基因序列的扩增引物设计
!!

根

据
E<-U8-P

中猪
E%/

基因序列"

4F&))(03'%

#!利

用
JK$7<K1

设计合成
)

对特异引物"表
0

#!用来扩

增基因
RD4

序列中的
**/).

"

*30/(M

L

区域!该

区域包括
.

个外显子和
1

个内含子'引物由北京天

一辉远生物科技有限公司合成'

表
!

!

部分
!#B

基因序列扩增引物

C->H+!

!

D.:7+.,J,+2=5-7

K

H:;

8K

-.=:-H,+

Q

J+4/+5;!#B

E

+4+

引物名称
JK$7<K-87<

引物序列"

1g!*g

#

JK$7<K,<

d

?<-@<

5%/,<

d

%

上游引物

下游引物

IEHHH44HHIE4EHHHIE4H

IHHH4HH4E4HIHEHIIE4

5%/,<

d

0

上游引物

下游引物

IHHH4EEIEE444E4EH4IH

IHHHIHH44EH4H4IHHIE

5%/,<

d

*

上游引物

下游引物

HIHIEHEEEIE4H44HIE4

E4EEE4EEHIEEIEEIEI

5%/,<

d

)

上游引物

下游引物

EIIE4EHH444EE44H4E4HE

HEH4EEHIEIEHIIIEIE

%'0'.

!

部分
E%/

基因序列的扩增及
2DJ

位点筛

选
!!

以混合
RD4

池为模板加入
0

'

S

!上下游引

物"表
0

#各
%

'

S

!

0lI8

d

Y8,B<KY$]%&

'

S

双蒸水

补齐至
0&

'

S

'

JHZ

条件$

/1k17$-

&

/1k

变性

*0,

!

1/k

退火
*&,

!

30k

延伸
%7$-*1,

!

*0

个循

环&最后
30k%&7$-

'

JHZ

产物胶回收纯化后!由

03(
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E%/

基因的单核苷酸多态性与猪生长性状的相关分析及其时空表达

北京天一辉远生物科技有限公司测序!测序结果用

RD42B8K

软件的
2<

d

Y8-

中的
2DJ

功能查找潜在

的
2DJ

位点!并进行人工确定'

%'0'3

!

2DJ

位点在大白猪群体中的遗传分析和标

记性关联分析
!!

对生长相关性状测定时!首先对

待测猪进行
0);

空腹处理!在记录待测猪的个体

号(性别(测定日期(测定人员等信息后!将待测猪置

于电子称上称重!待示数稳定后记录读数'然后利

用
U

型超声波测定仪!扫描测定倒数第
*

"

)

肋间

处且距背中线左侧约
1@7

的背膘厚同时测定眼肌

面积'将记录数据根据以下公式进行校正!即可获

得
*

个产肉性状的校正值'公式$

%&&P

=

体重时校正日龄
j

测定日龄
_

*"实测

体重
_%&&

#%

HQ

+

%&&P

=

体重时校正背膘厚
j

实测背膘厚
lHQ

%&&P

=

体重时校正眼肌面积
j

实测眼肌面

积
lHQ

其中!

HQ

为各性状的校正因子'

随机选取
0/3

个大白猪的
RD4

样品!将
2DJ

的

相关信息交给北京康普森生物有限公司进行核酸质谱

测序'对 得 到 的 基 因 型 信 息!运 用
58

L

9#O$<A

(

2DJ2B8B,

等软件进行基因型频率"

E<-#B

>L

<NK<

d

?<-!

@

>

#(等位基因频率"

499<9<NK<

d

?<-@

>

#(

58K"

>

!G<$-M<K

=

平衡检验(遗传纯合度"

E<-<;#7#:

>=

#,$B

>

!

E+

#(

杂合度"

5<B<K#:

>=

#,$B

>

!

E&

#(最小等位基因频率

"

Y$-#K899<9<NK<

d

?<-@

>

!

9!G

#(有效等位基因数

"

6NN<@B$O<-?7M<K#N899<9<,

!

D&

#(多态信息含量

"

J#9

>

7#K

L

;$,7$-N#K78B$#-@#-B<-<B

!

3L8

#(单体

型"

58

L

9#B

>L

<

#的统计'运用
EK8

L

;J8"

和
Z

语言

软件对数据进行处理!并做
JH4

分析和相关分析'

!

!

结
!

果

!A#

!

!#B

基因在大白猪骨骼肌不同发育阶段的表

达谱

以
?!3/E

作为内参!通过使用
K<89!B$7<JHZ

分析
E%/

基因在大白猪的不同发育阶段"胚胎期

"

6**

(

6.&

(

6.1

(

63&

(

631

(

6(&

(

6/1

(

6%&1

#和出生

后"

R&

(

R0&

(

R)&

(

R.&

(

R%&&

(

R%)&

(

R%.&

##的相对

表达量!其中以出生后
%.&"

"

R%.&

#的
HB

为基准!

根据
0

_

%%

HB公式计算'结果显示!在骨骼肌整个发

育期只有在出生后
)&"

"

R)&

#之前检测出
E%/

的

表达"图
%

#!主要集中于骨骼肌生长发育的胚胎期

和仔猪初生时期'在胚胎期
%&1"

"

6%&1

#达到峰

值!且极显著高于其他各个时期"

3

$

&̀&%

#!而在出

生
)&"

之后直至成年背肌中几乎不表达!在其他时

期表达量呈低度波状表达趋势'

""

'3

$

&.&%'I;<,87<8,Q$

=

?K<0

图
#

!

!#B

在大白猪骨骼肌不同发育阶段的相对表达

G:

E

A#

!

C0+.+H-=:3++P

K

.+,,:545;!#B-=2:;;+.+4=2+3+H5

K

7+4=,=-

E

+,5;F-.

E

+R0:=+

K

:

E

,

!A!

!

!#B

在大白猪不同组织中的表达谱

以
?!3/E

作为内参!通过使用
d

ZI!JHZ

检

测
E%/

在
%.&"

大白猪的不同组织"心(肝(脾(肺(

肾(小肠(胃(腿肌(背肌#中的相对表达量!其中以心

的
HB

值为基准!根据
0

_

%%

HB公式计算'结果显示!

E%/

在所有组织中均有表达!且在骨骼肌"腿肌(背

肌#含量最丰富!其次在肾中含量较高"

3j&'%()

&

&'&1

#!远远高于其他组织"

3j&'&&0

$

&'&%

#&而心

组织中
E%/

表达量最低'

E%/

在其他组织"肺(

胃(肝(脾(小肠#中表达丰度居中"图
0

#'

!A)

!

骨骼肌相关生长性状的统计分析

在大白猪中!校正背膘厚在不同性别中差异不

*3(
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显著"

3j&'.(%&

&

&'&1

#"表
*

#&而达
%&&P

=

时的

校正日龄 "

H#KK<@B<"8

=

<#N8-$789, A$B;M#"

>

A<$

=

;B#N%&&P

=

!

H4%&&

#在不同性别中差异极显

著"

3

$

&'&%

#!且公猪生长比母猪快了
/'0/"

&达

%&&P

=

时的校正眼肌面积"

H#KK<@B<"<

>

<7?,@9<

8K<8#N8-$789, A$B; M#"

>

A<$

=

;B#N%&& P

=

!

H6Y4%&&

#在不同性别中差异显著"

3j&'&*.)

$

&'&1

#!母猪比公猪大了
%'1/@7

0

"表
*

#'

图
!

!

!#B

在大白猪不同组织中的相对表达量

G:

E

A!

!

C0+.+H-=:3++P

K

.+,,:545;!#B:42:;;+.+4==:,,J+,5;F-.

E

+R0:=+

K

:

E

,

表
)

!

性别对大白猪校正背膘厚$达
#""S

E

校正眼肌面积和校正日龄的影响

C->H+)

!

C0+:7

K

-/=5;,+P54=0+/5..+/=+2>-/S;-=

%

61#""-426OT1#"":4F-.

E

+R0:=+

K

:

E

,

性别

2<]

样本量

287

L

9<,$:<

校正背膘厚%
@7

H#KK<@B<"M8@PN8B

达
%&&P

=

体重时的

校正日龄%
"H4%&&

达
%&&P

=

体重时的

校正眼肌面积%
@7

0

H6Y4%&&

公猪
U#8K 03 %.'3.m*'&)

%10'03m('.%

4

*.'&1m*'/&

8

母猪
2#A 03& %3'*3m3'1/

%.%'1.m%&'*(

U

*3'.)m*'3&

M

相同字母表示差异不显著 "

3

&

&'&1

#&不同小写字母表示差异显著"

3

$

&'&1

#&不同大写字母表示极显著差异"

3

$

&'&%

#'表

.

(

3

同

I;<,87<9<BB<K$-"$@8B<-#,$

=

-$N$@8-B"$NN<K<-@<

"

3

&

&'&1

#&

I;<"$NN<K<-B9#A<K@8,<9<BB<K,$-"$@8B<,$

=

-$N$@8-B"$NN<K<-@<

"

3

$

&'&1

#&

I;<"$NN<K<-B@8

L

$B899<BB<K,$-"$@8B<<]BK<7<9

>

,$

=

-$N$@8-B"$NN<K<-@<

"

3

$

&'&%

#

'I;<,87<8,I8M9<.

!

3

!A%

!

基因型及基因统计分析和遗传多样性分析

通过混合池测序和人工筛选!确定
3

个潜在的

2DJ,

位点!分别命名为
Z2%1

(

Z2%.

(

Z2%3

(

Z2%(

(

Z20&

(

Z20%

(

Z200

'在
0/3

个大白猪的
RD4

样品

中!

Z2%1

(

Z2%.

(

Z2%3

(

Z2%(

(

Z20&

(

Z20%

(

Z200

均

检测到多态性'

Z2%1

的
*

个基因型中
II

频率最

高!

Z2%.

(和
Z20%

的
*

个基因型中
HH

频率最高!

在
Z2%(

(

Z20&

的
*

个基因型中
HI

频率最高!

Z2%3

(

Z200

的两个基因型中分别是
HH

和
44

频率

最高'

Z2%1

(

Z2%.

(

Z2%3

(

Z2%(

(

Z20&

(

Z20%

(

Z200

的优势等位基因分别是
I

(

H

(

H

(

E

(

H

(

H

(

4

"表
)

#'

Z2%1

(

Z2%.

(

Z2%3

(

Z20%

和
Z200

的
3L8

$

&'01

!

均属于低度多态&

Z20&

的
&'01

$

3L8

$

&'1

!属中

度多态!

Z2%(

的
3L8

&

&'1

!属高度多态"表
1

#'在

表
1

中!经过
58K"

>

!G<$-M<K

=

平衡检验!

Z2%1

(

Z2%(

(

Z20&

(

Z20%

严重偏离了
5G

平衡!而
Z2%.

(

Z2%3

(

Z200

符合
58K"

>

!G<$-M<K

=

平衡!综上所述!

这
*

个
2DJ,

遗传一致'

!A'

!

单体型分析和主成分分析

利用
58

L

#O$<A

软件!进行
Rn

%

Z

0连锁不平衡

分析!发现
Z2%1

和
Z2%.

(

Z2%3

和
Z2%(

(

Z20&

和

Z20%

(

Z200

分别形成
*

个具有连锁遗传的特性区

域"图
*

#'

Z2%1

和
Z2%.

形成
IH

(

HH

和
HI*

种

单体型!

Z2%3

和
Z2%(

形成
HI

(

HE

(

II

和
IE)

种单体型!

Z20&

(

Z20%

和
Z200

形成
HH4

(

IH4

(

II4

(

IIE

和
HIE1

种单体型"图
)

#'利用
Z

2B?"$#

的
JH4

主成分分析程序!对
*

个生长性状的

所有观测到的
2DJ,

进行
JH4

分析!发现相同基因

型趋于聚集在一起!说明基因型是影响生长性状的

主要遗传因素"图
1

(图
.

和图
3

#'

)3(
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基因的单核苷酸多态性与猪生长性状的相关分析及其时空表达

表
%

!

基因型和等位基因频率

C->H+%

!

G.+

Q

J+4/

8

5;

E

+45=

8K

+-42-HH+H+

2DJ,

基因型"频率#

E<-#B

>L

<

"

NK<

d

?<-@

>

# 等位基因"频率#

499<9<

"

NK<

d

?<-@

>

#

Z2%1 HH

"

&'&1)

#

II

"

&'(&%

#

HI

"

&'%)1

#

H

"

&'%0.

#

I

"

&'(3)

#

Z2%. HH

"

&'/1*

#

II

"

&'&%&

#

HI

"

&'&*3

#

H

"

&'/3%

#

I

"

&'&0/

#

Z2%3 HH

"

&'/.*

#

II

"

&'&&&

#

HI

"

&'&*3

#

H

"

&'/(%

#

I

"

&'&%/

#

Z2%( EE

"

&'%&.

#

II

"

&'&0/

#

HI

"

&'(.1

#

E

"

&'1*(

#

I

"

&').0

#

Z20& HH

"

&'*/3

#

II

"

&'&%*

#

HI

"

&'1(/

#

H

"

&'./0

#

I

"

&'*&(

#

Z20% HH

"

&'/).

#

II

"

&'&%)

#

HI

"

&'&)%

#

H

"

&'/..

#

I

"

&'&*)

#

Z200 44

"

&'/.*

#

EE

"

&'&&&

#

4E

"

&'&*3

#

4

"

&'/(%

#

E

"

&'&%/

#

表
'

!

遗传多样性分析

C->H+'

!

L+4+=:/2:3+.,:=

8

-4-H

8

,:,

2DJ,

杂合度观

测值
E&

杂合度预

测值
E&

E+ D& 3L8

58K"

>

!G<$-M<K

=

3

值
5G!3

XE<-# Y4Q

Z2%1 &'%)1 &'00% &'(11 %'%3& &'%0% 3'.06!&3 %&&'& &'%0.

Z2%. &'&*3 &'&1. &'/.* %'&*( &'&*1 &'&&%3 %&&'& &'&0/

Z2%3 &'&*3 &'&)* &'/.* %'&*( &'&*. &'01%% %&&'& &'&%/

Z2%( &'(3) &')/( &'%0. 3'/*3 &'31& 0'%.6!%1 *)'3 &')..

Z20& &'1(/ &')0. &')%% 0')** &')/( %'036!%0 %&&'& &'*&(

Z20% &'&)% &'&.1 &'/1/ %'&)* &'&*/ 0'&&6!&) //'3 &'&*)

Z200 &'&*3 &'&*. &'/.* %'&*( &'&*. % *.') &'&%/

图
)

!

!#B

基因
I<D,

的
UV

&

*

!连锁不平衡分析

G:

E

A)

!

C0+H:4S-

E

+2:,+

Q

J:H:>.:J7-4-H

8

,:,5;!#B

E

+4+

!A$

!

I<D,

$单体型与生长性状的关联分析

利用
EK8

L

;J8"

对同一性状不同
2DJ

位点不

同基因型之间进行
J<K,#-

检验!发现在校正背膘

中!各个
2DJ

位点基因型间均无显著差异'

Z2%1

的
II

基因型在达到
%&&P

=

时校正日龄要比
HI

型

长
*̀."

"

3j&̀&).0

$

&̀&1

#!说明
Z2%1

的
II

基

因型显著影响达到
%&&P

=

时校正日龄!即两者显著

图
%

!

!#B

基因的单体型

G:

E

A%

!

C0+0-

K

H5=

8K

+-4-H

8

,:,5;!#B

E

+4+

相关'而在达到
%&&P

=

校正眼肌面积中!

Z20&

的

HH

基因型要比
HI

型小
&̀/0@7

0

"

3j&̀&*3)

$

&̀&1

#!

II

比
HI

大
*̀()@7

0

"

3j&̀&)3(

$

&̀&1

#!

Z20&

的
HH

基因型要比
II

型小
)̀3.@7

0

"

3j&̀&&/*

$

&̀&%

#'独立样本
#

检验表明!

Z20&

位 点 显 著 影 响
%&& P

=

的 校 正 眼 肌 面 积

"

3j&̀&&/1

$

&̀&%

#!两者极为显著相关"表
.

#'

对单体型进行进一步关联分析!发现在
Z2%1

和

Z2%.

连锁的单体型中!

IH

%

HI

的校正背膘平均要

13(
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比
HH

%

HI

少
0̀/1@7

"

3j&̀&)/(

$

&̀&1

#&在

Z2%3

和
Z2%(

连锁的单体型中!

HI

%

HI

的校正眼

肌面积要比
HI

%

IE

大
*̀&/@7

0

"

3j&̀&*3%

$

&̀&1

#'提示
Z2%1

与
Z2%.

(

Z2%3

与
Z2%(

的单倍

型分别与校正背膘厚(达
%&&P

=

的校正眼肌面积显

著相关"表
3

#'

图
'

!

在校正背膘厚中
I<D,

的
D61

分析

G:

E

A'

!

C0+D61-4-H

8

,:,:4/5..+/=+2>-/S;-=

图
$

!

在校正日龄中
I<D,

的
D61

分析

G:

E

A$

!

C0+D61-4-H

8

,:,:461#""

.3(
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图
&

!

在校正眼肌面积中
I<D,

的
D61

分析

G:

E

A&

!

C0+D61-4-H

8

,:,:46OT1#""

表
$

!

各个
I<D,

基因型与
)

个生长性状的相关分析

C->H+$

!

C0+.+H-=:3+-4-H

8

,:,>+=@++4

E

+45=

8K

+,5;I<D,-42)

E

.5@=0=.-:=,

2DJ,

基因型

E<-#B

>L

<

样本数

287

L

9<,$:<

校正背膘厚%
@7

H#KK<@B<"M8@PN8B

达
%&&P

=

体重时的

校正日龄%
"H4%&&

达
%&&P

=

体重时的

校正眼肌面积%
@7

0

H6Y4%&&

HH %. %('&0m%'&.%

%1/'&m0'%)*

8@

*3'*(m%'&)(

Z2%1 II 0*( %.'3(m&'0&% %.%')m&'.(.

8

*3'10m&'0*3

HI )* %3')%m&'1&* %13'(m%'.)1

M@

*3')&m&'.03

HH 0(* %.'/0m&'%/% %.&'/m&'.*) *3').m&'000

Z2%. II * %3'*&m*'%&) %1('/m.'0&3 */'/%m%'.%(

HI %% %3'*(m&'3./ %13')m0'00/ *3'((m%'%30

Z2%3

HH 0(1 %.'/%m&'%/% %.&'3m&'.00 *3'13m&'00*

HI %% %3'3*m&'3.3 %1/'/m*'/*. *1'11m&'3(%

EE %& %('(.m&'(0) %1('.m%')*0 *1'))m%'0)%

Z2%( II * %/'.*m0'&0) %.%'%m.'&)( *3'/)m&'/&1

EI /& %3'0%m&'*%( %.&'.m%'%/% *3'&*m&')0%

HH %%( %3'**m&'0/0 %1/'3m&'//(

*.'(/m&'*0)

4

Z20& II ) %.'(&m0'01% %1('(m)'*/&

)%'.1m0'&3(

U

HI %31 %.'.(m&'0)% %.%')m&'3(.

*3'(%m&'0(3

@

HH 0(& %.'(/m&'%/% %.&'(m&'.*. *3'1%m&'000

Z20% II ) %('3&m0'.&) %1('/m)'*(/ *('1*m%'3/3

HI %0 %3'.)m&'31& %1.'(m0'%*) *3'))m%'%11

Z200

44 %&) %.'(.m&'0/. %.%'&m%'&(% *3'3(m&'*(&

4E ) %.'3/m%'3)0 %.1'%m*'.&/ *3'(3m%'33)

33(
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单体型之间的差异相关分析

C->H+&

!

C0+.+H-=:3+-4-H

8

,:,>+=@++4=0+

E

+45=

8K

+,5;0-

K

H5=

8K

+,

单体型

58

L

9#B

>L

<

样本数

287

L

9<,$:<

校正背膘厚%
@7

H#KK<@B<"M8@PN8B

达
%&&P

=

体重时的

校正日龄%
"H4%&&

达
%&&P

=

体重时的校正

眼肌面积%
@7

0

H6Y4%&&

Z2%1

与
Z2%.

单体型

IH

%

IH 0*( %3'01m&'1%.

8@

%.%')m&'.(. *3'10m&'0*3

HI

%

HI *

%3'*&m*'%&)

8@

%1('/m.'0&3 */'/%m%'.%(

HH

%

HH (

%3'.(m%'(&1

8@

%1/'*m0'33* *3'0*m%'/&(

IH

%

HI . %.'&)m&'3/)

8

%1.'*m%'31* */'*3m%'(3.

IH

%

HH *3 %3'.*m&'1.1

8@

%1('%m%'(/1 *3'&/m&'.1(

HI

%

HH 1

%('//m%'&.*

M@

%1('3m)'.(3 *.'&/m&'(/3

Z2%3

与
Z2%(

单体型

HE

%

HE / %('1.m&'(1/ %1('3m%'1/(

*1'.*m%'*3%

8@

HI

%

HI * %/'.*m0'&0) %.%'%m.'&)(

*3'/)m&'/&1

8

HE

%

HI () %3'0&m&'**) %.&'.m%'003 *3'%(m&')))

8@

HE

%

II

"

HI

%

IE

#

. %3'*3m%'&3* %.%')m1'*1(

*)'(1m&'3%1

M@

Z20&

(

Z20%

与
Z200

单体型

HH4

%

HH4 )& %.'(%m&'1&1& %.&'/m%'3*% *3'&0m&'1(1

HH4

%

IH4 .) %.'(/m&'*.30 %.%'%m%'*/) *('0.m&')/0

HH4

%

IIE

"

IH4

%

HIE

#

* %('**m%'%1/ %.)'3m1'&.* *.'03m%'%&&

)

!

讨
!

论

猪骨骼肌细胞主要由肌纤维构成'在猪胚胎期

%)

"

00"

!体节形成并发育&胚胎期
*1"

左右!初级

肌管"

JK$78K

>

7

>

#B?M<,

#形成!并在胚胎期
)/"

左

右达到细胞增殖高峰&在初级肌管增殖变慢的同时

次级肌管"

2<@#-"8K

>

7

>

#B?M<,

#开始形成!到胚胎

期
/%"

时!初级肌管消失!次级肌管完成增殖'次

级肌管在出生前形成肌纤维!在出生后的
0

个月里

肌纤维完成终末发育*

%0!%*

+

'

C'S'I8-

=

等*

%0

+利用

S#-

=

24E6

技术比较通城和长白猪在胚胎期
**

(

.1

和
/&"

的骨骼肌中筛选了一批与产肉性状有关的

基因!并鉴定到数个与产肉性状相关的
2DJ,

'之

后的时间里!肌纤维数目不再变化!因此骨骼肌的生

长主要是依赖于肌纤维的生长!或者说骨骼肌细胞

的发育阶段就是从胚胎期到出生后
0

个月之间的时

间'

对猪骨骼肌的相关基因研究中!

YZQ,

家族中

的
Y

>

N1

"

Y

>

#

=

<-$@N8@B#K1

#最先表达!影响生皮肌

节的发育!而后
Y

>

#R

"又称
Y

>

#R%

!

Y

>

#

=

<-$@"$N!

N<K<-B$8B$#-%

#在生肌节中表达!参与决定成肌细胞

的形成*

%)

+

'

Y

>

#

=

"

7

>

#

=

<-$-

#和
7

>

N.

"

YZQ)

#主要

参与成肌细胞分化为肌纤维的过程*

%1

+

'

Y6Q,

家

族的
Y6Q08

(

Y6Q0M

(

Y6Q@

和
Y6Q"

协同作用!

共同参与成肌细胞到肌纤维的分化过程*

%.

+

'另外!

3D!-C)

基因可能与早期胚胎发育中骨骼肌纤维数

目的增加有关*

%3

+

'

8!*

基因在骨骼肌中具有很高

的表达水平!其多态性在中外猪种中有显著差异!并

与脂肪含量(瘦肉率相关*

%(

+

'

对猪产肉性状相关基因的研究表明!肌纤维类

型特异性蛋白
BDDL%

和
BDDL0

的表达水平改变

肌纤维的构成!进而影响猪的产肉性状!研究还发现

它们的内含子上的
2DJ

位点显著影响背最长肌的

L

5

(肉色(大理石花纹等性状*

%/

+

'

A>%&/%

(

E9C

?!0

(

D9I%

(

3/?G>!

(

I>8%1

个基因对产肉性

状有影响!特别是
A>%&/%

(

E9?!0

(

D9I%

基因

与肉色(

L

5

(失水重(剪切力和电导率极显著相关!

A>%&/%

更是极显著的影响瘦肉率(眼肌面积和后

(3(
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腿质量*

0&

+

'

E-330

(

!DS!0

和
"9/E

的表达量

可能与屠宰前压力水平(肌纤维组成密切相关*

0%

+

'

近些年来!

S-@ZD4

在骨骼肌生长发育过程中

的作用越来越引起人们的关注'主要包括
&>D!4

(

?#50

%

9I?*

(

E%/

(

M()"C9/%

(

9$5$#%

(

D&$#%

(

D"#"%

(

->!

(

@$14

和
-LDI

中的
9-@ZD4,

'同属

于
&>D!4

"

6-;8-@<K!"<K$O<" ZD4,

#的8I

>D!

和/>>

>D!

却通过相反的作用机制调控骨骼肌的分

化!

8I

>D!

通过顺式作用激活
9

7

+/

!而/>>

>D!

通过反式作用促进
9

7

+?

的 转 录'

M()"C9/%

"

S#-

=

$-B<K

=

<-$@-#-@#"$-

=

ZD4!7?,@9<"$NN<K<-!

B$8B$#-%

#是一个骨骼肌特异的
5)">D!

!通过募集

吸附
1(>C%**

和
1(>D!C%*1

!促进
9IG08

和

9!9M%

"

Y8,B<K7$-"!9$P<

L

K#B<$-%

#表达!进而影

响骨骼肌的分化*

%(

+

'

9$5$#%

做为
1

7

+4#$#()

的下

游靶基因!参与骨骼肌的生长发育调控*

%/

+

'

->!

"

2B<K#$"K<@<

L

B#KZD48@B$O8B#K

#作为支架将介导

骨骼肌发育的
9

7

+/

蛋白与其他因子结合在一起!

从而发挥生物学功能*

0&

+

'

@$14

"

FF%!8,,#@$8B<"

7?,@9<9$-@ZD4,

#可以直接通过表达影响骨骼肌基

因的功能!其中
@$14C%

编码的
1(>C3%1

可以作用

于
Q)#3A

!从而对骨骼肌的形成产生影响*

0%

+

'最

近!

G'Y'C;8#

等人得到了一系列的在猪胚胎期骨

骼肌发育中起作用的候选
S-@ZD4,

*

00

+

'

猪在胚胎期
*1"

时!胎儿基本成形!在
*1"

之

后到出生之前组织和器官进一步分化和成熟'在胎

鼠上!

E%/

基因主要在起源于胚胎期中胚层和内胚

层的组织中高表达!包括肝(心(肾周组织(间充质细

胞和肌肉*

0*!0)

+

&在出生后!仅能在骨骼肌中检测

到*

01

+

'这与
4'D'b899<-

等*

0*

+和
U'b'R<

>

等*

/

+发

现的
E%/

基因在成年人和小鼠中也有很高表达量

是吻合'在本研究的图
0

中可以明显看到!

E%/

基

因在成年猪的组织中也有类似的表达分布规律'为

了进一步验证
E%/

基因是在骨骼肌生长发育的特

定时期被特异性转录表达的!对骨骼肌的
%1

个时期

E%/

基因的动态表达进行检测!由图
%

可以发现!

E%/

基因主要在胚胎期活跃转录!出生
)&"

以后表

达量相对极低'表达水平在胚胎期
%&1"

达到高

峰!且极显著高于其他任何时期"

3

$

&'&&%

#'目

前!据报道的
5%/

参与骨骼肌发育过程的两种途

径$一种是通过反式调控
TEQ

的表达!进而影响骨

骼肌的生长&另一种是通过自身转录的
7$Z.31

作

用于
278",

通路!然后对骨骼肌发育起到调控作

用'根据
R'6'E<KK8K"

等
%//(

年的研究!

TEQ0

在

胚胎期
1/"

表达达到峰值!随着胚胎和胎儿的发育

表达量逐步降低*

0.

+

!这与本试验中
E%/

的在胚胎

期的表达趋势相反!提示
TEQ0

表达量的降低可能

与
5%/

被逐步特异性激活转录有关'

TEQ0

主要是

促进成肌细胞增殖分化为初级肌管'提示
5%/

主

要参与肌管的成熟过程'而在小鼠中!

7$Z.31

被证

实与
E%/

基因具有共表达关系*

/

+

'

7$Z.31

主要通

过直接作用并下调作用于
UYJ

通路的抗分化转录

因子
278"

家族相关基因的表达'这种作用和这一

时期次级肌管围绕初级肌管形成并不发生进一步分

化成为肌纤维的过程相符合'提示
E%/

基因很可

能参与了次级肌管的发生过程'

在
U<@PA$B;!G$<"<78--

综合征"

UG2

#中!位于

E%/

基因第
1

外显子的
%

个
2DJ

位点
K,0(*/3&*

被

作为检测患有
UG2

并有病理变化的病人的标记位

点使用*

03

+

'

K,%&3*01%.

对来自于母本的染色体上

的
5%/!THZ

区域的甲基化程度具有潜在影响&与

K,0(*/3&%

(

K,%&3*01%.

连锁不平衡的
K,)/*&%&*

位

点与其特定的
H

L

E

岛甲基化显著相关*

0(

+

'通过

EG42

方 法 发 现!

K,%%(/3)*0

(

K,0)%0)((

和

K,0111%11

等
*

个
2DJ,

也与该区域的甲基化有

关*

0/

+

'

E%/

基 因 的 两 个 多 态 位 点
K,0%&3)01

(

K,0%&3)01

的突变与乳腺癌相关*

*&

+

'

K,3.%.0/%(

的

等位基因频率在
)

个日本人群样本中为
&'&.(

"

&̀&((

!但在
0

个韩国人群中却只有
&

"

&'&&1

&进一

步的研究显示!该位点可以作为日本人特有的
*

个

人群标记基因之一*

*%

+

'在中国人群中!

K,0%3303

的

I

型等位基因导致冠状动脉疾病发生率上升!然而

K,0&.3&1%

的等位基因却会减少发病的风险*

*0

+

'由

上述研究可以看出!

E%/

基因的
2DJ,

与多种疾病

有关!而对猪产肉性状!特别是骨骼肌相关的生长性

状的候选
2DJ

筛选报道甚少'根据本试验研究结

果!

Z20&*

个基因型间的个体表型均值间差异都显

著!可以作为达
%&&P

=

体重时的校正眼肌面积的候

选标记位点!在猪中由于眼肌面积与瘦肉率呈正相

关!因此!可以作为筛选高瘦率的候选位点!瘦肉率

在屠宰胴体中主要是指骨骼肌占酮体重的比例!提

示
E%/

基因的点突变对骨骼肌的生长具有重要影

响'骨骼肌的生长主要依赖于在猪出生后肌纤维的

增肥!如前文所提及的!

5%/

在猪出生后只在骨骼

肌中特异性表达!综上所述!

E%/

基因可能参与了

肌纤维的出生后生长'

/3(
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