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摘 要：肝细胞核因子-4α（HNF-4α）是肝细胞核因子（hepatocyte nuclearfactor，HNF）家族成员之一，可在

肝脏内高表达，该家族基因对肝细胞的分化调控起关键作用，同时参与肝脏糖、脂代谢相关基因特异性

表达的调控。HNF-4α基因参与调节生命代谢活动的诸多方面，并且对动物生长发育过程起着重要作

用。此研究采用PCR-SSCP的方法分析HNF-4α基因单核苷酸多态性与生长性状的相关性。结果发现

SH1多态位点的BB基因型对法系长白猪个体的出生体长的效应值最大。SH2多态位点的AB基因型

对法系长白猪个体的初生重的效应值最大。同时，该位点与大民猪肌纤维组织学特性也存在显著相

关。AB型个体的肌纤维直径和肌纤维横截面积显著低于AA和BB型(P<0.05)。
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Studies on Polymorphisms of HNF-4α Gene and their Relarionships with
Muscle Fiber and Growth Traits of Pigs
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(1Animal Science College, Northeast Agricultural University, Harbin 150030;
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Abstract: Hepatocyte nuclear factor-4α (HNF-4α) is a member of the hepatocyte nuclear factor family, which
can be highly expressed in the liver. The family of genes regulating the differentiation of liver cells played a
key role, while involved in liver glucose and lipid metabolism in the regulation of specific gene expression.
HNF-4α gene involved in regulating many aspects of life and metabolic activity in animals played an
important role in growth and development. In this study, PCR-SSCP method to analyze the HNF-4α gene
single nucleotide polymorphisms associated with growth traits. The results showed that polymorphisms of SH1
BB genotype individuals for French Landrace effect of birth length was the highest. SH2 polymorphic loci on
the legal systems of AB genotype in Landrace the effect of individual birth weight of the maximum value. At the
same time, the site with a large public histological properties of porcine muscle fiber there were significant
correlation. AB-type individual muscle fiber diameter and muscle fiber cross-sectional area were significantly
lower than AA and BB type (P<0.05).
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0 引言

畜禽肉品是人类营养物质的重要来源，消费者对

肉品的需求逐渐由数量向质量转变。因此，改善肉

质、生产优质肉就成为现代畜禽育种工作的主要任务

之一 [1]。利用分子生物学方法，筛选影响生长和肉质

的主效基因和遗传标记是解决此问题的重要途径。对

HNF-4α基因功能和作用机理的进一步研究能够深入

了解猪生长和肉质的遗传机理，有助于在养猪生产中

提高饲料转化率，改善肉质，提高胴体质量，对畜牧业

来说具有非常重要的经济意义。

1 实验材料和方法

1.1 实验材料

PCR-SSCP用组织样：法系长白猪120头和大民猪

（大白×民猪）30头耳组织样，均采自黑龙江省农科院

畜牧研究所。

1.2 实验方法

1.2.1 性状测定方法 准确记录120头法系长白猪初生

重、断奶重、出生体长、出生体高和出生胸围。另外，将

30 头在相同的饲养管理条件下，按正常营养标准饲

养，生长至 3月龄左右时的大民猪采用颈动脉放血法

致死，从左半侧胴体的第9~11肋骨处的背最长肌中部

的横断面上取长、宽、高分别为 6.0、2.0、2.0 cm的肌肉

组织块一块(切面与肌纤维走向垂直)[2]。取下后的肉样

放入事先准备好的4%甲醛溶液中固定保存[3]。将福尔

马林溶液固定的猪背最长肌样品修块后经常规脱水浸

腊、石蜡包埋、切片机8 μm厚度连续切片、60℃烤片8 h

至干燥常温保存。切片采用常规HE染色，显微镜观察

拍片[4]。将制作完成的石蜡切片在显微镜下观察，并将

图像输入计算机用Motic Images Plus 2.0软件进行分析

测量。将每个石蜡切片随机观察3个视野，在选择视野

时，避开较大的肌束膜，然后将3个视野的各个性状的

测量值求其平均值为每头猪的最后性状测定值[5]。

1.2.2 基因组DNA的提取和纯度测定 参照《现代分子

生物学实验技术》[6]提取猪基因组DNA。用分光光度

计测定OD值，根据OD260/OD280判断DNA纯度,并稀释

至50 mg/L。

1.2.3 引物设计与 PCR 扩增 HNF-4α基因 PCR-SSCP

分析所用引物的设计根据 HNF-4α基因 DNA 序列

（GenBank No. DQ450900），设计 2对引物。引物序列

见列表1。

表1 引物序列

引物名称

SH1

SH2

引物序列

F: 5'- AATCCTCATCCTGGCACTGC -3'

R: 5'- GCGGTCGTTGATGTAATCCT -3'

F: 5'- ATCAAGAGGCTGCGTTCC-3'

R: 5'- CAGCAGGTTGTCAATCTTGG-3'

扩增长度/bp

238

236

扩增区域

intron2

exon8

退火温度/℃
56

53

图1 SH1、SH2引物扩增产物琼脂糖凝胶电泳检测

M SH1 SH2
2000bp
1000bp
750bp
500bp
250bp
100bp

PCR扩增体系由 1.50 µL 10×PCR Buffer、0.45 µL

Forward Primer (5 pmol/µL)、0.45 µL Reverse Primer

(5 pmol/µL) 、1.50 µL DNA、0.10 µL rTaq (5 U/µL) 、

9.90 µL ddH2O组成，共15 µL[7]。

1.2.4 PCR-SSCP法检测单核苷酸多态性 用引物对法

系长白猪和大民猪2个品种共150个个体基因组DNA

进行PCR扩增，对扩增产物进行非变性聚丙烯酰胺电

泳，其条件为取 2 µL PCR产物置于 PCR管中加 8 µL

变性Buffer，混匀，98℃变性 10 min，迅速插入冰中，使

之保持变性状态。18%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳。

高压 250 V 预电泳 5 min，然后 5 V/cm，电泳 14~16 h

后，银染显色[8]。

1.3 统计分析

猪群各基因型的频率及基因频率的计算方法参见

文献[9]。将基因型与各个性状指标进行最小二乘分析

（JMP7.0）。用于分析的统计模型为：Y=μ+G+e(Y为性

状的表型值，μ为群体均值，G为基因型固定效应，e为

剩余效应）。采用用 Motic Images Plus 2.0 软件进对

HE染色拍照结果进行肌纤维密度、肌纤维横截面积和

肌纤维直径统计。

2 结果与分析

2.1 PCR与PCR-SSCP检测结果

SH1与SH2的PCR扩增结果见图1。发现每对引

物的扩增片段与目的片段大小一致，且目的条带清晰，

特异性好，可直接用于SSCP分析。PCR-SSCP检测结

果见图2和图3。
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对 2对引物的的扩增产物进行SSCP分析，结果 2

对引物的扩增产物SSCP分析均表现出3种基因型(图

2、3)，2种纯合型(AA、BB)和1种杂合型(AB)。

将检测到的纯合子基因型（AA和BB）个体的扩

增产物送上海英俊生物技术公司进行测序，引物SH1

扩增片段测序比对后发现一个 SNP，在 intron2 的第

4244 碱基处，AA(C)→BB(T)。引物 SH2 扩增片段测

序比对后发现 2 个 SNP，在 exon8 第 101978 位点 AA

(T)→BB(C)的突变并没有引起氨基酸序列的改变，属

于同义突变，第102001位点的多态性AA(A)→BB(G)，

引起氨基酸G→E的改变，属于错义突变。

2.2 基因型频率和多态信息含量

SHI和SH2位点的基因型频率和多态信息含量见

表 2。从表 2 可见，SH1 和 SH2 位点均为中度多态位

点，并且SH1位点法系长白猪与大民猪的等位基因频

率存在显著差异。

图2 SH1引物对不同个体的SSCP检测结果 图3 SH2引物对不同个体的SSCP检测结果

引物

SH1

SH2

品种

法系长白猪

大民猪

法系长白猪

大民猪

数目

120

30

120

30

基因型频率

AA

0.500 (60)

0.133 (4)

0.367 (44)

0.433 (13)

AB

0.217(26)

0.233(7)

0.225(27)

0.267(8)

BB

0.283(34)

0.633(19)

0.408(49)

0.300(9)

等位基因频率

A

0.608

0.25

0.479

0.567

B

0.392

0.75

0.521

0.433

杂合度

0.477

0.375

0.499

0.491

PIC

0.363

0.304

0.374

0.370

表2 猪HNF-4α基因不同位点的统计参数值

注：括号内为实际检出个体数。

2.3 背最长肌肌纤维染色结果

大民猪的背最长肌肌纤维染色结果见图 4，伊红

将肌纤维细胞质染成桃红色。

2.4 不同基因型与法系长白猪生长性状的相关分析

将HNF-4α基因SH1、SH2多态位点产生的 3种不

同基因型与法系长白猪群体的初生重、断奶重、出生体

高、出生体长和出生胸围等性状进行最小二乘分析。

结果表明，SH1多态位点基因型对法系长白猪群体的

初生重、断奶重、出生体高和出生胸围均无显著影响

（P>0.05），对出生体长有极显著影响（P<0.01）；SH2多

态位点基因型对群体的断奶重、出生体长、出生体高和

出生胸围无显著影响（P>0.05），对初生重有显著影响

（P<0.05）（表3）。

位点

SH1

SH2

基因型

AA

BB

AB

AA

BB

AB

个体数

60

34

26

44

49

27

初生重/kg

1.30±0.03

1.29±0.04

1.31±0.03

1.34±0.04ab

1.27±0.05a

1.48±0.06b

出生体长/cm

21.74±0.34Bb

23.25±0.33A

22.99±0.43a

21.94±0.24

22.24±0.36

22.16±0.45

表3 HNF-4α基因不同位点的基因型对性状的影响

注：均值比较时，同一列无相同字母者表示差异显著(a-bP<0.05；A-BP<0.01) .

图4 背最长肌肌纤维横切面石蜡切片

染色结果观察图(10×)

祝继原等：猪HNF-4α基因多态性与肌纤维组织学特性及生长性状的相关性分析

AB BB AA AB BB AA AB BB AA AB

·· 339



中国农学通报 http://www.casb.org.cn

2.5 不同基因型与大民猪肌纤维组织学特性的相关性

分析

将HNF-4α基因SH1、SH2多态位点产生的 3种不

同基因型与大民猪群体的肌纤维直径、密度和横截面

积等性状进行最小二乘分析，结果见表 4。由表 4可

见，SH1多态位点基因型对大民猪群体的肌纤维直径、

密度和横截面积均无显著影响（P>0.05）；SH2多态位

点基因型对群体的肌纤维直径和肌纤维横截面积有显

著影响（P<0.05），该位点对群体的肌纤维密度无显著

影响（P>0.05）。

3 讨论

3.1 HNF-4α基因的多态性与法系长白猪生长性状的

相关性分析

对HNF-4α基因 SH1多态位点的 3种基因型个体

的出生体长进行多重比较，结果表明，BB基因型对法

系长白猪个体的出生体长极显著高于AA基因型个体

（P<0.01）。BB基因型对个体的出生体长的最小二乘

均值最大，证明该基因型在该位点对个体的出生体长

的效应值最大。由于该突变位点位于内含子上，从生

物信息学的角度分析，内含子不参与基因蛋白质编码，

也就不会明显的改变该基因的生物学功能[10]。但在国

内外诸多文献上都有结果表明内含子上的突变与相关

的性状有关，例如，崔天盆[11]采用PCR-RFLP技术发现

早衰蛋白-1基因内含子多态性与Alzheimer病有关，方

华[12]发现猪POU1F1第一内含子单核苷酸多态性和生

长性状相关。但对内含子的工作机理尚不清楚，为了

确定此位点可否用作此性状遗传改良的分子标记，需

进一步在今后的研究中进一步证实。

SH2多态位点基因型对群体的断奶重、出生体长、

出生体高和出生胸围无显著影响（P>0.05），对初生重

有显著影响（P<0.05）。对HNF-4α基因SH2多态位点

的3种基因型个体的初生重进行多重比较，结果表明，

AB基因型个体的初生重显著高于BB基因型个体（P<

0.05），AA基因型个体与BB和AB基因型个体差异不

显著（P>0.05）。AB基因型对个体的初生重的最小二

乘均值最大，证明该基因型在该位点对个体的初生重

的效应值最大。长期实践证明，仔猪初生重至关重要，

它是提高其成活率、断奶重和育成率的关键，故也会严

重影响猪场的经济效益。仔猪初生重在 1.3~1.5 kg

的，成活率和育成率均可达到 98%左右；而初生重在

0.5~0.7 kg的，成活率和育成率则只有70%左右。差别

如此之大，经济效益显而易见。此实验所用的法系长

白猪所产的仔猪初生重均值为(1.48±0.06) kg，属于正

常标准。但是28日龄断奶重只有(5.48±0.24) kg，低于

正常标准6.5~7.5 kg，断奶体重小也会给养猪场带来了

一系列的不良后果，如断奶过渡难度大、保育期死亡率

增加、育肥期增重速度慢、饲料效率变差，也是影响猪

场经济效益的关键因素。介于初生重正常，断奶重低

于正常标准，可能是因为母猪日进料能量不足，日喂饲

次数少，饮水量不足，仔猪生长环境等因素造成[13]。

3.2 HNF-4α基因的多态性与大民猪肌纤维组织学特

性的相关性分析

肌纤维是肌肉组成的基本单位,密度大,直径小,结

缔组织纹理细致的肌束是肉质细嫩的特征,肌纤维测

定基本内容为肌纤维密度和直径[14]。川井田博研究表

明，肌纤维直径和密度是判定肉质嫩度的重要依据,并

用肌纤维细嫩度来衡量肉质[15]。此实验将HNF-4α基
因SH1和SH2多态位点产生的3种不同基因型与3月

龄大民猪群体的肌纤维直径、密度和横截面积等性状

进行最小二乘分析。结果表明，SH1多态位点基因型

对大民猪群体的肌纤维直径、密度和横截面积均无显

著影响（P>0.05）；SH2多态位点基因型对群体的肌纤

维直径和肌纤维横截面积有显著影响（P<0.05），该位

点对群体的肌纤维密度无显著影响（P>0.05）。

对HNF-4α基因 SH2多态位点的 3种基因型个体

的肌纤维直径和肌纤维横截面积进行多重比较，结果

表明，AA基因型个体的肌纤维直径显著高于AB基因

型个体（P<0.05），BB基因型个体与AA和AB基因型

个体差异不显著（P>0.05）。另外，AA基因型个体的肌

纤维横截面积极显著高于AB基因型个体（P<0.01），

BB 基因型个体与 AA 和 AB 基因型个体差异不显著

（P>0.05）。由此可见，此位点的多态性很有可能是造

成肉质差异的分子基础，提高AB基因型在品种内的

频率有望减小肌纤维直径与面积，从而提高猪肉品质。

位点

SH2

基因型

AA

BB

AB

个体数

13

9

8

肌纤维直径/µm

3.12±0.18a

2.78±0.21ab

2.32±0.23b

肌纤维横截面积/µm2

7.04±0.47A

6.18±0.56AB

4.78±0.59B

表4 HNF-4α基因不同位点的基因型对性状的影响

注：均值比较时，同一列无相同字母者表示差异显著(a-bP<0.05；A-BP<0.01).
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但由于此实验所采集的样本数量有限，所以今后

需要选用更多群体检测以上突变位点，以进一步对它

进行研究，也可以采取其他的试验方法进行研究论证，

以证实其能否用于生长性状和肌纤维性状的分子标记

辅助选择。
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