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摘!要!利用KLMEMNOK技术对马身猪*山西白猪及其杂种群体共!$#头猪的心脏脂肪酸结合蛋白!!/0’)1"基因

&PE上游区!!+-7#EMNOK"和第二内含子内!!+-7#"EMNOK和!2*$EMNOK"的遗传变异进行了研究(结果表明#!)"

在!2*$EMNOK位点上$马身猪均为$$纯合子$而其他猪群在此位点上均存在变异$马身猪的杂种群体在该位点

上只有两种基因型!$$*$3")!!"在&PE上游区的!+-7#EMNOK位点上$杜洛克猪Q山西白猪的杂种群体只有!!基

因型$而其他群体都表现出多态性$马身猪等位基因4的频率为%R("!")!G"在第二内含子内的!+-7#"EMNOK位

点上$马身猪表现出两种基因型!))*)5"$等位基因)的频率为%R(##")!’"在!+-7#"EMNOK和!2*$EMNOK位

点上$所有猪群均处于S9.13ET0=;20.?平衡状态(

关键词!猪)!/0’)1基因)KLMEMNOK)多态性
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!!上个世纪$%年代前对猪的遗传改良主要集中
在提高生长速度$增加胴体瘦肉率(实践证明$这种
育种计划是非常成功的%)&(但是$在人们对膳食脂
肪与健康关系认识不断提高的情况下$对肉的品质
有了更高的要求$同时也受到众多科学工作者的关
注(随着分子生物学的迅速发展$对肉质的研究已
深入到分子水平(影响肉品质的因素很多$肌内脂
肪!];/.9:+<6+>9.79/$]‘N"含量的高低是影响猪肉品
质的主要因素之一(肌内脂肪含量直接影响到肉的
风味$含量越高$肉的口感越好(中国地方猪种的

]‘N含量高于国外品种$达Gc以上$有的甚至达

#c!"c%!&(研究表明$心脏脂肪结合酸蛋白
!S09./N9//3EV6=1Ê=;1=;?K.-/0=;$!/0’)1"基因可
作为影响肌内脂肪含量的侯选基因(如能在中国地
方猪中揭示出候选基因的多态性$将其作为供试群
体研究多态位点及整个基因与性状的关系$将有所
突破(
本文利用KLMEMNOK技术对山西地方猪种马身

猪*培育中的品系山西白猪及其杂种群体!/0’)1
基因&PE上游区及第二内含子的遗传变异进行了研
究$为马身猪的保护*山西白猪的推广及进一步分析
我国猪种!/0’)1基因多态性及其与肌内脂肪含量
等肉质性状相关性的研究奠定基础(

)!材料和方法

DED!实验材料
实验猪选自大同种猪场(马身猪#)头$山西白

猪#’头$大白猪’G头$大白猪Q马身猪!简称 +大
本,"G%头$杜洛克猪Q马身猪!简称+杜本,"!!头$
大白猪Q山西白猪!简称+大山,"G)头$杜洛克猪Q
山西白猪!简称+杜山,"G&头(耳组织块%R&!
)R%?(

DEF!方法

)R!R)!猪的基因组aBV的提取
按常规的酚-氯仿抽提法提取基因组aBV(

)R!R!!KLM扩增
两对引物按照X0.20;<%G&等发表的序列$由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成(引物序
列*KLM产物的大小及位置见表)(KLM扩增反应
体系为!&%O$其中含有基因组 aBV约&%;?$)%

,:->的引物$!%%%:->-O的 1BHK<$)R&::->-O
‘?L>!$)R$[&2E酶!上海生工生物工程发展有限

公司"(扩增条件为#KLM)$样品经(&d变性&:=;
后$(&d变性):=;$&$d退火’&<$"!d延伸)
:=;$G%个循环后$"!d延伸)%:=;)KLM!$样品经

(&d变性G:=;后$(&d变性):=;$&(R$d退火

’&<$"!d延伸):=;$G!个循环后$"!d延伸)%
:=;(

表D!2634<+分析的引物序列#产物大小及位置

=$7,"D!+%0."%#"G?")&"#$+>!/%(5?&*#0H"$)5

%"80()1(%2634<+

KLMEMNOK
引物序列!&P#GP"

K.=:0.<0b+0;60<!&P#GP"

产物大小

K.-1+6/

<=J0!2,"

扩增区域

V:,>=7=01

.0?=-;

KLM) XXVLLLVVXVHXLLHVLXLLX #(G &PE上游区

!+-7# LVXLVHLHHHXVLLVVXVXX &PE+,</.09:

KLM! VHHXLHHLXXHXHXHHHXVX $)# 第二内含子

!+-7#"-

!2*$
HLVXXVVHXXXVXHHVHHXX

H80<06-;1

=;/.-;

!!)#!+-7#和!+-7#"代表在不同区域的酶切反应)!#KLM)扩

增区域与X0;̂9;4上注册的Z($&&$序列相对应)G#KLM!扩增区

域与X0;̂9;4上注册的W)#)$%序列相对应(

)#!+-7#9;1!+-7#".0,.0<0;/0;J3:0.096/=-;<=;1=770.0;/.0E

?=-;)!#KLM)9:,>=7=01.0?=-;6-..0<,-;101/-;+6>0-/=10<0b+0;60-7

X0;̂9;4V660<<B-CZ($&&$)G#KLM!9:,>=7=01.0?=-;6-..0<,-;E

101/-;+6>0-/=10<0b+0;60-7X0;̂9;4V660<<B-CW)#)$%C

)R!RG! 限制性内切酶酶切
选用!+-7#和!2*$!K.-:0.?9$[*V"两种限

制性内切酶酶切KLM扩增产物$酶切反应体系为

)!%O$其中扩增产物)%%O$限制性内切酶![$G"
d反应过夜(酶切产物用!R&c或Gc的琼脂糖凝
胶电泳分析(

!!实验结果

FED!+>!产物的酶切结果

!+-7#*!2*$和!+-7#"的酶切产物均出现
多态性$每种KLMEMNOK的等位基因及相应的酶切
片段长度见表!(

&PE上游区中!+-7#EMNOK#分析猪Z($&&$!/
0’)1基因序列可知$KLM)所扩增的#(G2,的片
段中共有’个!+-7#切点$其中)G!)位为多态性
酶切位点$将该切点存在时产生的片段定义为等位
基因!$消失时产生的片段定义为等位基因4!图

)"(
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表F!2634<++>!6!3A+#的等位基因及

相应酶切片段的长度

=$7,"F!=’"$,,","#$)5&(%%"#/()50)81%$8.")*

,")8*’#(12634<++>!6!3A+#

KLMEMNOK
等位基因

V>>0>0

片段大小

N.9?:0;/>0;?/8<!2,"
!+-7# ! GG(eDIFe($eJKe!&

4 GG(eFLDe($e!&
!2*$ $ MNLe))"e)#

3 OPJeFINe))"e)#
!+-7#" ) &!)eFDIeOIeG!

5 &!)eFMOeG!

!!注#黑体数字表示多态片段的大小(

B-/0#̂->1;+:20.<9.0/80>0;?/8<-7,->3:-.,8=67.9?:0;/<C

图D!20)1!酶切MKL7/的琼脂糖凝胶
%FEJQ&电泳图谱

)#KLM产物)!$#$))#!!)G$’$&$"#!4)$!)%#44(

308ED!48$%(#"8",0.$8"(1508"#*"5MKL7/
+>!/%(5?&*C0*’20)1!

)#KLM,.-1+6/)!$#$))#!!)G$’$&$"#!4)
$!)%#44)‘#)%%2,aBV:9.40.C

第二 内 含 子 中 !2*$EMNOK 和 !+-7# "E
MNOK#据X0;̂9;4W)#)$%序列可知$KLM!所扩
增的$)#2,片段中$存在G个!2*$酶切位点$其
中)$))位为多态切点$将该切点存在时产生的片
段定义为等位基因3$不存在时产生的片段定义为
等位基因$!图!"(

图F!2$""酶切NDM7/的琼脂糖凝胶%FEJQ&电泳图谱
)#KLM产物)!$G$)%#33)’$"$$$))#$3)&$#$(#$$(

308EF!48$%(#"8",0.$8"(1508"#*"5NDM7/+>!
/%(5?&*C0*’2$""

)#KLM,.-1+6/)!$G$)%#33)’$"$$$))#$3)
&$#$(#$$)‘#)%%2,aBV:9.40.C

KLM!所扩增的$)#2,片段中$存在G个

!+-7#"EMNOK酶切位点$其中)(#$位发现了多态
性的存在%))&(当G个切点都存在时产生的片段定
义为等位基因)$无多态切点时产生的片段定义为
等位基因5!图G"(

图L!20)1!"酶切NDM7/的琼脂糖凝胶%FEJQ&

电泳图谱

)#KLM产物)!$’$#$))#55)G$&$"#)5)$!)%#))(

308EL!48$%(#"8",0.$8"(1508"#*"5NDM7/+>!

/%(5?&*C0*’20)1!"
)#KLM,.-1+6/)!$’$#$))#55)G$&$"#)5)

$!)%#)))‘#)%%2,aBV:9.40.C

FEF!2634<+6!3A+#的基因型及基因频率分布
!表G"
在!+-7#EMNOK位点上$除山西白猪*大本及杜

本外$其他种群!!值均小于&R(($即这些群体均处
于S9.13ET0=;20.?平衡状态(在!2*$EMNOK和

!+-7#"EMNOK位点上$所检测猪群均处于S9.13E
T0=;20.?平衡状态(

G!分析与讨论

LED!在!+-7#EMNOK位点上$被检测的杜洛克猪

Q山西白猪全部为!!基因型$大白猪*大白猪Q山
西白猪*大白猪Q马身猪*杜洛克猪Q马身猪等所有
个体均未发现44基因型$马身猪群体中未发现!!
基因型(外来猪种及其与山西白猪的杂交群体含有
较高频率的等位基因!$而马身猪则含有较高频率
的等位基因4(与李桢等!!%%G"的研究相比$本研
究中大白猪的等位基因频率与之相近似!%R(G%!A<
%R()"%’&(由表G可以看出$国外猪种与马身猪杂交
的群体中等位基因!的频率较马身猪纯种的高(

LEF!在!2*$EMNOK位点上$被检测的猪群除马身
猪外均表现多态性(马身猪在该位点均表现为$$
型(林万华等!!%%!"研究结果表明$#个中国地方
猪种在该位点均表现为$$ 型%&&(张桂香等!!%%!"

#"" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!%%&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



表L!猪2634<+6!3A+#的基因型及等位基因频率

=$7,"L!9")(*-/"#$)5$,,","1%"G?")&0"#(1*’"2634<+6!3A+#0)/08/(/?,$*0()

KLMEMNOK
X0;-/3,0

fV>>0>07.0C

马身猪

‘9<80;,=?

山西白猪

*89;@=F8=/0,=?

大白猪

W-.4<8=.0

大山

a9<89;

杜山

a+<89;

大本

a920;

杜本

a+20;

!+-7# !! % ’’ G" !’ G& G ’

!4 G # # " % !# )"

44 &! )! % % % % %

! %R%!"G %R"&$)!! %R(G%! %R$$"% )R%%%% %R&&)"!! %R&(&!!!

!!A9>+0 &R)((G G)RG#$("" %R’G"G %R)GG% %R%%%% )(R)’’%"" $R"$GG"

!2*$ $$ #) " ) " ’ )" $

$3 % )" !# )" )! )G )’

33 % G( )& " )( % %

$ )R%%%% %R!’#% %RGGGG %R&%%% %R!$&" %R"$GG %R#$)$

!!A9>+0 %R%%%% GR()’G &R"&%$ %R!(%’ %R&$G’ !R)!G) GR(%G)

!+-7#" )) &# # ) G ’ )’ $

)5 ’ )( !! )& )G )& )%

55 % G( )( )G )$ ) ’

) %R(##" %R!’!! %R!$&" %RGG$" %RG%%% %R")#" %R&(%(

!!A9>+0 !R$&($ )R$%$’ !R"G#& %R))G% %R!""# )R)!!( %R%#%G

!!"#1$%R%&$""#1$%R%)!!!%R%&!!"g&R(($!!%R%)!!"g(R!)"

研究结果表明$所研究的中国地方猪种中除了一头
皖南华猪表现为$3型外$其余均表现为$$ 型%#&(
说明中国地方猪种在该位点遗传品质的纯合度高(

X0.20;<等对)&G头猪的!/0’)1 基因表达与肌内
脂肪含量关系的研究结果表明$33型个体的肌内脂
肪含量比$$ 型和$3型个体的低%"&(绝大多数中
国地方猪种在!/0’)1基因的!2*$EMNOK位点表
现为$$ 型$这与中国地方猪属于脂肪型猪肌内脂
肪含量高相吻合(大白猪Q马身猪*杜洛克猪Q马
身猪两个群体的等位基因$ 的频率较高$且只检测
到两种基因型$$ 和$3$按照上述说法$推断马身
猪与国外猪种杂交可以提高肌内脂肪含量(杜洛克
猪Q山西白猪群体的等位基因$ 的频率较低$可能
是受母本影响造成的(山西白猪等位基因$ 的频
率仅为%R!’#%(

LEL!在!+-7#"EMNOK位点上$被检测的猪群均
表现出多态性(马身猪检测到)) 和)5两种基因
型$等位基因) 的频率为%R(##"$其余的猪群均检
测到G种基因型(山西白猪*大白猪Q马身猪*杜洛
克猪Q马身猪等群体等位基因 ) 的频率分别为

%R!’!!*%R")#"和%R&(%((在本研究中$含有马身
猪血统的猪群等位基因) 的频率较高$是否影响到

肌内脂肪含量有待于进一步研究(

’!结!论

OED!山西马身猪在G个位点的基因频率明显以

$*4*)占有优势$且表现出遗传品质的纯合度高$
是一种良好的遗传资源$有必要进行保护(

OEF!培育中的品系山西白猪在G个位点均表现出
多态性(等位基因! 的频率较高$达%R"&$)$等位
基因$*)的频率较低$分别为%R!’#%和%R!’!!(

OEL!大白猪Q马身猪*杜洛克猪Q马身猪两个群
体在!+-7#EMNOK和!2*$EMNOK两位点上分别检
测到!!和!4*$$ 和$3两种基因型$杜洛克猪Q
山西白猪在!+-7#EMNOK位点上只有一种基因型

!!(
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