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*研究发现与
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基因型相比!
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76

G4.!*W

G4.!*9

7343;;733377473;47

;;7434747744474733

./( 21

G4.W

G4.9

347;47344774447;44

4;4;74744747474;7734

%)2 .&

#HI

!

=+0L0SK=

分析

Y49

产物酶切反应总体系为
%&

,

\

!其中
Y49

产物
('2

,

\

!

&'2

,

\<

D

$

*

内切酶"

%&M

+

,

\

h%

#!

%

,

\%&e<HPPBE

&将样品混匀后离心!

*1i

水浴酶

切
2A

!用
%'2d

琼脂糖凝胶电泳检测酶切结果!在

紫外灯下拍照!判定基因型&

#H%

!

定量
0.L=+0

检测
=9)

基因的表达

根据腹泻观察记录!选择
*

头
*2

日龄断奶健康

民猪仔猪!利用含有肝素钠的采血管!无菌采取外周

血
%&6\

&

Y<Z4

的分离严格按照猪淋巴细胞分离

液"天津灏洋#说明书操作!分离后的
Y<Z4

用含

%&d

胎牛血清的
9YZV!%.)&

液"

J

I

F@#-B

#重悬!置

于
.

孔板!加入
%6

S

+

6\

h%脂多糖"

\$

Q

#

Q

#@

I

,?F!

FA?E$"B

!

\Y:

#分别刺激
&

'

%0

和
0)A

后!收集细胞!

以
&A

为阴性对照组&利用
95B?,

I

Z$-$D$R

试剂

盒"

_V;53>5

#提取总
95;

!利用
7ABYE$6B!

:FE$

Q

R97EB?

S

B-RD$RC$RA

S

X5;>E?,BE

"

7?=?!

9?

#试剂盒制备
FX5;

!

h0&i

保存&

以
FX5;

为模板!利用引物进行
9B?@!R$6B

Y49

扩增&总反应体系
0&

,

\

$

:̂ <9YEB6$U>U

7?

]

VV

染料
%&

,

\

!

FX5;

模板
&'2

,

\

!上'下游引物

"

%&

,

6#@

+

\

h%

#各
&'2

,

\

!补灭菌双蒸水至
0&

,

\

&

反应条件$

/2i

预变性
*6$-

(

/2i

变性
%&,

!

.&i

退火
*&,

!

10i

延伸
%&,

!共
)&

个循环&在
.2

'

/2

i

读板!进行熔解曲线分析&

#H(

!

数据分析

根据基因型统计分析结果计算
:5Y

位点的基

因型和等位基因频率!并进行遗传多态性分析&采

.1.%
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G4.

基因内含子
*

多态性与仔猪腹泻'生长和公猪繁殖性状的关联分析

用
:;:

统计软件"

:;:V-,R$RHRBV-F

!

aBE,$#-('&

#

3\Z

程序进行单标记方差分析&仔猪腹泻指数和

生长性状的统计模型为
X

(

>

j

%

c7

(

cC

>

c&

(

>

!公猪

繁殖性状的统计模型为
X

(

>

V8

j

%

c7

(

cC

>

c-

V

c

!

8

c&

(

>

V8

!其中
X

(

>

和
X

(

>

V8

为性状表型值!

%

为群体均

值!

7

(

为基因型效应!

C

>

为家系效应!

-

V

为季节效

应!

!

8

为年龄效应!

&

(

>

和
&

(

>

V8

为随机残差效应&

利用
0

h

//

4R法计算基因的相对表达量!基因差异

表达的显著性使用双侧
#

检验来进行统计学分析&

!

!

结
!

果

!H#

!

猪
=9)

基因部分序列扩增

利用引物
G4.!*

!以民猪和长白猪基因组
X5;

为模板进行
Y49

扩增!扩增片段包括
G4.

基因的第

*

外显子和部分第
0

'

*

内含子等&

Y49

产物使用

%'2d

琼脂糖凝胶检测"图
%

#!条带清晰具有特异

性!可用于
Y49

产物测序&

Z'X5;

相对分子质量标准
X\0&&&

(

%

'

*'Y49

扩增产物

Z'X\0&&&6?EDBE

(

%!*'Y49

Q

E#"HFR,

图
#

!

=+0

扩增产物检测

S7

2

H#

!

R161C67898:=+05-

N

47:7C56789

N

F8;3C6A

!H!

!

猪
=9)

基因部分序列比对

Y49

扩增后!将
Y49

产物分别进行回收和纯

化!送生工生物工程股份有限公司测序&所得序列

利用
4@H,RBEN

软件进行多重序列比对分析!发现

G4.!*

引物扩增片段上
*&0O

Q

"

4

%

7

#处存在
%

个

:5Y

!可引起限制性内切酶
<

D

$

*

酶切位点

"

4433

#的改变"图
0

#!根据
:5Y

命名法则)

%0

*将其

命名为
54

.

&%&)2%'*

$

S

'%1&).1)4

$

7

&

!HI

!

=+0L0SK=

检测

对不同猪群的个体进行
Y49!9W\Y

检测!

Y49

产物经
<

D

$

*

酶切后!产生
77

'

74

和
44*

种基

因型"图
*

#&当
54

.

&%&)2%'*

$

S

'%1&).1)4

$

7

位

点为
4

时!扩增产物能被
<

D

$

*

酶切!酶切后将产

生
0

个片段!分别为
*/1

和
*&%O

Q

"

4

等位基因#(当

图
!

!

猪
=9)

基因内含子
I

中的单核苷酸变异

S7

2

H!

!

<,=79796F89I8:

N

8FC791=9)

2

191

54

.

&%&)2%'*

$

S

'%1&).1)4

$

7

位点为
7

时!由于

<

D

$

*

酶切位点消失!扩增产物不能被
<

D

$

*

酶

切!所以仍为
./(O

Q

"

7

等位基因#!而当
54

.

&%&)2%'*

$

S

'%1&).1)4

$

7

位点为杂合状态时!即

0

种等位基因都存在!扩增产物被
<

D

$

*

酶切后产

生
*

个片段!分别为
./(

'

*/1

和
*&%O

Q

&

Z'X5;

相对分子质量标准
X\0&&&

Z'X\0&&&6?EDBE

图
I

!

=+0

扩增产物
B

%

'

#

酶切分型结果

S7

2

HI

!

.>1F1A346A8:B

%

'

#

;7

2

1A67898:=+05-

N

47:7C56789

N

F8;3C6A

!H%

!

群体遗传结构分析

在民猪'长白猪'杜洛克猪'大白猪群体中!

G4.

基因
S

'%1&).1)4

$

7:5Y

的基因型频率'等位基

因频率见表
*

&由表
*

可知!在各群体中均存在

77

'

74

和
44*

种基因型!长白'杜洛克'大白猪群

体中以
44

型居多!

74

型次之!

77

型最少!

4

为优

势等位基因(民猪群体中以
74

型居多!

77

型次

之!

44

型最少!

7

为优势等位基因&

!H(

!

=9)

基因的遗传多态性分析

遗传杂合度"

<&

#'有效等位基因数"

9&

#'多态

信息含量"

HGA

#是评价群体遗传变异的重要指标!

不同的遗传参数体现各群体的遗传差异性&对
G4.

11.%
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表
I

!

=9)

基因
2

H#$"%)$%+

$

.<,=

在不同猪种中的基因型和等位基因频率

.5E41I

!

*1986

@N

159;544141:F1

O

319C71A8:<,=

2

H#$"%)$%+

$

.8:=9)

2

19179;7::1F196

N

7

2

EF11;A

群体

<EBB"

样本数

:?6

Q

@B,$GB

基因型频率"

)

#

3B-#R

IQ

BPEB

]

HB-F

I

等位基因频率

;@@B@BPEB

]

HB-F

I

77 74 44 7 4

长白
\?-"E?FB %(0 &'&.

"

%%

#

&')%

"

12

#

&'2*

"

/.

#

&'01 &'1*

民猪
Z$- 0(% &'0)

"

.(

#

&'.*

"

%1.

#

&'%*

"

*1

#

&'2. &'))

杜洛克
XHE#F 0%2 &'&)

"

(

#

&'%)

"

*%

#

&'(0

"

%1.

#

&'%% &'(/

大白
#̂ED,A$EB ./ &'&1

"

2

#

&'0*

"

%.

#

&'1&

"

)(

#

&'%/ &'(%

S

'%1&).1)4

$

7

位点进行遗传多态性分析显示"表

)

#!民猪的杂合度最高!为
&')/

!表示其遗传多样性

较丰富!遗传变异程度较高(而杜洛克猪的杂合度最

低!为
&'%/

!遗传变异程度最小&民猪的有效等位

基因数接近
0

!表明等位基因
7

和
4

在民猪中分布

较均匀&长白猪的多态信息量为
&'*%

!民猪的多态

信息量为
&'*1

!大白猪的多态信息量为
&'0.

!均表

现为中度多态&

表
%

!

=9)

2

H#$"%)$%+

$

.<,=

的遗传多态性分析

.5E41%

!

.>1

2

19167C

N

84

@

-8F

N

>7A-8:<,=

2

H#$"%)$%+

$

.8:=9)

2

191

品种

<EBB"

纯合度

<+

杂合度

<&

有效等位基因数

9&

多态信息含量

HGA

长白
\?-"E?FB &'.% &'*/ %'.) &'*%

民猪
Z$- &'2% &')/ %'/( &'*1

杜洛克
XHE#F &'(% &'%/ %'0) &'%(

大白
#̂ED,A$EB &'./ &'*% %')) &'0.

!H)

!

=9)

基因
2

H#$"%)$%+

$

.<,=

与民猪仔猪腹

泻指数和生长性状的关联分析

!!

民猪群体中!

G4.

S

'%1&).1)4

$

7:5Y

位点不

同基因型与仔猪腹泻指数和部分生长性状的关联分

析结果见表
2

&可以看出!

44

型个体的腹泻指数显

著高于
77

型个体"

H

%

&'&2

#!

44

型个体的
%)

'

0%

'

0(

'

*2

日龄体重及日增重均显著低于
74

型个体

"

H

%

&'&2

#!

44

型个体的
0%

日龄体重也显著低于

表
(

!

=9)

基因
2

H#$"%)$%+

$

.<,=

与民猪仔猪腹泻指数和生产性状的关联分析

.5E41(

!

BAA8C7567895954

@

A7AE16?119=9)

2

H#$"%)$%+

$

.<,=59;;75FF>1579;1Q59;

2

F8?6>6F576A8:J79

N

7

2

416A

性状

7E?$R

基因型"

6B?-l:>

#

3B-#R

IQ

B

77 74 44

个体数
V-"$T$"H?@-H6OBE .( %1. *1

腹泻指数
X$?EEAB?$-"BU 0')%l&'**

?

0'(%l&'0&

?O

*'2*l&'))

O

出生重%
D

S

<$ERACB$

S

AR %'&0l&'&* %'&&l&'&0 &'//l&'&)

1

日龄体重%
D

S

1!"?

I

O#"

I

CB$

S

AR %'..l&'&2 %'1*l&'&* %'2/l&'&1

%)

日龄体重%
D

S

%)!"?

I

O#"

I

CB$

S

AR

0'0(l&'&(

?O

0'**l&'&2

?

0'&.l&'%%

O

0%

日龄体重%
D

S

0%!"?

I

O#"

I

CB$

S

AR *'*.l&'%0

?

*'*(l&'&1

?

0'/.l&'%.

O

0(

日龄体重%
D

S

0(!"?

I

O#"

I

CB$

S

AR )'*&l&'%)

?O

)')2l&'&/

?

)'&0l&'%/

O

*2

日龄体重%
D

S

*2!"?

I

O#"

I

CB$

S

AR 2'))l&'%1

?O

2'.)l&'%%

?

2'%*l&'0*

O

日增重%"

D

S

+

"

h%

#

X?$@

IS

?$- &'%*l&'&%

?O

&'%*l&'&&

?

&'%0l&'&%

O

同行数据肩标字母不同表示差异显著"

H

%

&'&2

#!字母相同或无肩标表示差异不显著"

H

$

&'&2

#&下同

V-RAB,?6B@$-B

!

T?@HB,C$RA"$PPBEB-R@BRRBE,$-"$F?RB,$

S

-$P$F?-R"$PPBEB-FB

"

H

%

&'&2

#!

RAB,?6B@BRRBE#E-#@BRRBE$-"$F?RB

"$PPBEB-FBC?,-#R,$

S

-$P$F?-R

"

H

$

&'&2

#

'7AB,?6B?,OB@#C

(1.%
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G4.

基因内含子
*

多态性与仔猪腹泻'生长和公猪繁殖性状的关联分析

77

型个体"

H

%

&'&2

#!因此!在育种过程中淘汰
44

基因型个体可以提高仔猪群体平均抗腹泻能力和断

奶体重&

!H$

!

=9)

基因
2

H#$"%)$%+

$

.<,=

与长白仔猪腹

泻指数和生长性状的关联分析

!!

长白仔猪群体中
G4.

S

'%1&).1)4

$

7:5Y

不

同基因型与仔猪腹泻指数和部分生长性状的关联分

析结果见表
.

&

77

型个体的出生重显著高于
44

型个体"

H

%

&'&2

#!

1

日龄体重显著高于
74

型个体

"

H

%

&'&2

#&

!H&

!

=9)

基因
2

H#$"%)$%+

$

.<,=

与公猪繁殖性

能的关联分析

!!

在杜 洛 克 和 大 白 猪
0

个 品 种 中!

G4.

S

'

%1&).1)4

$

7:5Y

位点不同基因型与公猪繁殖性

状关联分析显示$在杜洛克猪中!

G4.

S

'%1&).1)4

$

7

:5Y

与射精量呈显著相关"

H

%

&'&2

#!

77

和
74

基

因型个体射精量显著大于
44

基因型个体"表
1

#&

在大白猪中!

G4.

S

'%1&).1)4

$

7:5Y

与精子密度

呈显著相关"

H

%

&'&2

#!

44

基因型个体精子密度显

著大于
74

基因型个体"表
(

#&

表
)

!

=9)

基因
2

H#$"%)$%+

$

.<,=

与长白猪仔猪腹泻指数和生长性状的关联分析表

.5E41)

!

BAA8C7567895954

@

A7AE16?119=9)

2

H#$"%)$%+

$

.<,=59;;75FF>1579;1Q59;

2

F8?6>6F576A8:K59;F5C1

N

7

2

416A

性状

7E?$R

基因型"

6B?-l:>

#

3B-#R

IQ

B

77 74 44

个体数
V-"$T$"H?@-H6OBE %% 12 /.

腹泻指数
X$?EEAB?$-"BU 2'22l%'(. *'./l&'1( 2'%.l&'12

出生重%
D

S

<$ERACB$

S

AR

%'.*l&'%&

?

%'))l&'&)

?O

%')%l&'&)

O

1

日龄体重%
D

S

1!"?

I

O#"

I

CB$

S

AR

0'.(l&'%1

?

0'0/l&'&1

O

0'*(l&'&1

?O

%)

日龄体重%
D

S

%)!"?

I

O#"

I

CB$

S

AR *'/2l&'*) *'2(l&'%) *'.(l&'%)

0%

日龄体重%
D

S

0%!"?

I

O#"

I

CB$

S

AR 2')/l&')( 2'&/l&'0& 2'%.l&'0&

0(

日龄体重%
D

S

0(!"?

I

O#"

I

CB$

S

AR .'(0l&'.0 .'.*l&'0. .'1.l&'0.

*2

日龄体重%
D

S

*2!"?

I

O#"

I

CB$

S

AR ('0/l&'1. ('&/l&'*0 ('0/l&'*0

日增重%"

D

S

+

"

h%

#

X?$@

IS

?$-

&'%/l&'&0 &'%/l&'&% &'0&l&'&%

表
$

!

=9)

基因
2

H#$"%)$%+

$

.<,=

与杜洛克公猪繁殖性能的关联分析

.5E41$

!

BAA8C7567895954

@

A7AE16?119=9)

2

H#$"%)$%+

$

.<,=59;F1

N

F8;3C67896F576A8:R3F8CE85FA

性状

7E?$R

基因型"

6B?-l:>
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基因在
K=<

刺激的
=DJ+

中的表达分析

采用定量
97!Y49

检测了
\Y:

刺激
Y<Z4

后

不同时间段
G4.

基因的表达量&结果如图
)

所示!

\Y:

刺激
&

'

%0A

后与刺激
0)A

后
Y<Z4

中
G4.

基

因的表达量之间差异极显著!在
\Y:

刺激下
G4.

表

达量显著增加&
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不同的
K=<

诱导时间下
=9)

基因的表达量

S7

2

H%
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PQ

N

F1AA7898:=9)

2

19156;7::1F196K=<79;3C678967-1A

I

!

讨
!

论

现代养猪生产中!腹泻是造成仔猪生长缓慢和

高死亡率主因之一&同时!随着猪的人工授精技术

的普及!极大提高了公猪的利用效率!使得公猪的繁

殖力对养猪生产的影响更大'更广&不同个体对腹

泻抗性"或易感性#存在差异!不同公猪每次射精量'

精液品质等也存在较大差异&这些差异受遗传基因

等控制!因此!寻找控制腹泻'生长和公猪繁殖力主

效基因和分子标记!培育高抗'高生长'高繁品种

"系#!对养猪业健康发展尤为重要&

V\.

是一种由多种细胞产生的具有多种生物功

能的细胞因子&

V\.

能促进细胞活化'增殖和分化!

以自分泌'旁分泌'内分泌等形式对不同生理和病理

产生不同效应!包括介导炎症反应'免疫反应等!在

自身免疫'机体防御'排卵'着床'生长发育等方面存

在重要作用)

%*

*

&正常情况下
V\.

在机体内浓度很

低!具有调节免疫应答'促进细胞生长分化等多种生

理功能)

%)

*

&很多刺激下都能诱导不同组织细胞中

G4.

基因的转录!比如
95;

或
X5;

病毒感染'细

菌内毒素'脂多糖'血清以及干扰素"

V-RBEPBE#-

!

VW5

#等)

%2

*

&本试验对民猪
Y<Z4

进行
\Y:

刺激!

也发现
\Y:

刺激
%0

和
0)A

后!

G4.

基因表达量极

显著上升!表明
G4.

基因表达与机体的免疫存在极

显著的相关关系!与以上结果一致&民猪
44

型个

体的腹泻指数显著高于
77

型个体"

H

%

&'&2

#!长

白猪
44

型个体的腹泻指数也呈高于
74

型个体的

趋势&由此推测!

44

可能是猪腹泻的不利基因型!

提示在育种中淘汰
44

型个体可能有利于提高种群

的抗腹泻能力!但此结果仍需在更多的样本群中验

证&民猪与长白猪腹泻指数相比!发现民猪
*

个基

因型个体的腹泻指数都低于长白猪!表明民猪的抗

腹泻能力强于长白猪!这与王希彪等的试验结果也

一致)

%.

*

&

近年来!

a'N?@@B-$H,

等)

%1

*发现!敲除
G4.

基

因的小鼠在成熟后会表现肥胖病!而在使用
V\.

处

理
%("

后!小鼠的体重又明显下降&此外!

Z'

:G

I

"@#C,D$

等)

%(

*在
G4.

和
B9C

两个基因的启动

子区发现了
*

个
:5Y

!关联性分析发现它们与猪的

肥胖有关&

='\'<?H6

S

?ERB@

等)

%/

*研究也表明
G4.

多态性与粪便钙卫蛋白"

WBF?@F?@

Q

E#RBFR$-

#'增重

等相关&由此可见!

G4.

基因可能与猪的生长性状

存在相关!因此本试验将
G4.

内含子
*

区域多态性

与仔猪部分生长性状进行了关联性分析&结果发

现!长白猪群中!

77

型个体出生重显著高于
44

型

个体"

H

%

&'&2

#!

1

日龄体重显著高于
74

型个体

&(.%



!

/

期 查安东等$

G4.

基因内含子
*

多态性与仔猪腹泻'生长和公猪繁殖性状的关联分析

"

H

%

&'&2

#&在民猪群体中!

74

型个体的
%)

日龄'

0%

日龄'

0(

日龄'

*2

日龄体重及日增重显著高于

44

型个体"

H

%

&'&2

#!

77

型个体的
0%

日龄体重也

显著大于
44

型个体"

H

%

&'&2

#!这与
44

型个体的

腹泻指数较高也是较一致的!说明腹泻会导致仔猪

生长变慢&由此推测在育种过程中!特别是在民猪

保种和生产中!淘汰
44

型个体可能有利于增加仔

猪的断奶重和哺乳期日增重!提高猪群的生产性能&

另外!

V\.

也可以由生殖细胞'支持细胞'睾丸

间质细胞以及睾丸间质的巨噬细胞等多种睾丸细胞

产生!与动物生殖关系密切)

0&!02

*

&

J'J?D#T$ER?

等)

0.

*在小鼠中研究发现!

V\.

是生精上皮阶段性'

特异性的旁分泌调节剂!能够特异性的抑制减数分

裂过程中
X5;

的合成&还有研究发现!不育症患

者的血清
V\.

水平显著高于正常人!

V\.

的表达水

平与精子浓度之间为负相关)

01

*

!也有报道指出!

V\.

能够促进精子获能!激发顶体反应等)

0(

*

&这些都表

明
V\.

可能影响雄性个体的繁殖性能!但目前
G4.

基因与种猪繁殖性能的相关研究还比较少&因此本

试验分析了其与种猪繁殖性能的关联性!结果发现!

在杜洛克猪中
G4.

基因与射精量呈显著相关"

H

%

&'&2

#!

77

和
74

基因型个体射精量明显大于
44

基因型个体!说明在射精量性状上!

7

等位基因为优

势等位基因&而在大白猪中!

G4.

基因与精子密度

呈显著相关"

H

%

&'&2

#!

44

基因型个体精子密度明

显大 于
74

基 因 型 个 体&可 见!

G4.

基 因
S

'

%1&).1)4

$

7:5Y

对公猪繁殖性状也存在一定影

响!但能否作为新遗传标记!仍需后续大样本量群体

或不同品种'世代验证&

%

!

结
!

论

本试验在
G4.

基因的内含子
*

检测到了一个

:5Y

位点
G4.

S

'%1&).1)4

$

7

!并建立了针对此位

点的
Y49!<

D

$

*

!9W\Y

分型技术&性状关联分析

发现!猪
G4.

S

'%1&).1)4

$

7

的多态性与民猪仔猪

的抗腹泻能力'断奶重和日增重等性状显著相关!对

长白仔猪的出生重存在显著影响&此外!

G4.

S

'

%1&).1)4

$

7

位点也影响杜洛克公猪的射精量和

大白公猪的精子密度&这些结果也显示了
G4.

基

因的多种生物学效应!为其在猪中的应用奠定了

基础&
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