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#基因
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位点在大白&长白和杜洛克猪群体的

单核苷酸多态性"
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#进行了检测!对其与大白猪初生重和早期生长的关系进行了分析'结果表明!在所分析的大白&长

白和杜洛克猪群体的
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亿等$猪
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基因
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位点多态性及其与初生重和早期生长的关系
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胰岛素样生长因子
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4GZVFT3+

VG4"
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L-K"

#在动物细胞的增殖&分化&细胞凋亡和

转化中具有重要作用*

!

+

'

./0"

的表达水平与动物

骨骼肌的发育调控有关*

"

+

!是影响猪产肉性能的主

要功能基因之一'

\3:

等的研究表明!位于
./0"

基因内含子
..%$"

位点的
-

,

/

多态与猪的骨骼肌

发育有关!父本表达的
.%$"/

等位基因使出生后个

体骨骼肌
L-K"

的
C*0/

表达水平增加
.

倍以上!

从而使猪的瘦肉率增加*

.
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\3:

等采用
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4GS8+

M

O8:H9:

<

方法确定猪在
./0"

内含子
.

的
.%$"-

,

/

位点的基因型'由于该方法需要特殊的仪器!一

般的实验室和育种场的条件难以满足!因此!建立一

种更加简便的检测方法十分必要'

!!

本研究建立了一种检测该多态位点的
()*+,,+

)(

方法!便于在育种场或养殖户进行群体的检测%

通过对两个猪场大白&长白和杜洛克猪
.

个品种

'!!

个体的检测!证明了该方法的有效性和该多态

位点在群体中的多态性%估计了该位点与大白猪初

生重&

"!

&
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和
$%

日龄体重及日增重的关系'

&
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材料与方法
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!

材料
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猪的耳组织样取自济宁原种猪场和山东省农业

科学院种猪场'限制性内切酶
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!

X/9$

D

酶&
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-);OTT84

%

!

50N(S

等均购自
N3]3*3

"大连#公

司'引物合成于上海生工生物技术服务公司%其它

常规试剂
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)D

"

&

03)D

&

03̀ 2
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N49S
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&氯仿&乙醇&琼脂糖&溴化乙锭&硼酸&

,Y,

&
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&

丙烯酰胺&硝酸银&

NB̂ BY

&甘油&过硫酸铵等均为

国产分析纯'

&F!

!

基因组
GH)

的提取

!!

基因组
Y0/

的提取按常规方法进行*

@

+

!采用

%=&a

琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测基因

组
Y0/

的浓度和纯度!

b"%c

保存'

&F$

!

*IJ

扩增
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根据猪
./0"

的核苷酸序列在内含子
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的
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多态位点的两侧分别设计上游引物
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游引物
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XL-KT
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XL-K4

引物!
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Y0/

聚合酶和
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X

基因组
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()*

扩增按照
?@c

预变性
"='C9:

%

?@c.%

S

!

>$c!C9:

!

$"c!C9:

!循环
.%

次%

$"c

延伸
$

C9:

'

()*

扩增产物用
!='a

的琼脂糖凝胶电泳检

测扩增产物的产量和特异性'

&FK

!

多态位点的检测

!!

在
()*

管中加入
'

&

X

的变性上样缓冲液

"

?&a

甲 酰 胺!

!% CCGD

,

X BYN/
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2 &=%
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二甲苯青
KK

!

%=%"'a

溴酚兰!

!%a

甘

油#!然后加入
!

&

X

的
()*

产物!混匀并做好标记

后
?'c

变性
'C9:

!然后迅速放入冰浴中冷却备

用'变性后的
()*

产物通过
!'a

的聚丙烯酰胺

凝胶"丙烯酰胺$

0

!

0

-亚甲双丙烯酰胺的比例为

"?e!

!加
'a

甘油#电泳和银染显色'根据单链构

象的不同分辨
.

种基因型'具体操作参见文献

*

'

+'

&FL

!

克隆$测序与序列比对

!!

将
()*

产物
"%%

&

X

于
!="a

的琼脂糖凝胶电

泳
.%C9:

!用
/

<

34GS8-8DY0/K43

<

C8:V*8HG[+

84

6

]9V

纯化回收的扩增产物!与
U

^Y!&+N

载体连

接!常规方法*

>

+转化
Y2'

'

!经
C"+*

#

和
B()5

$

酶

切鉴定后测序'每个个体至少测
.

个克隆!以消除

测序造成的偏差'序列比对用
Y0/^/0'="="

软

件包进行'

&F'

!

统计分析

!!

对各群体用
(

"检验!分析在该多态位点群体是

否偏 离
2345

6

+789:;84

<

平 衡'用 统 计 软 件 包

,/,&="

中的
(*̀ )-X̂

程序分析该位点不同基

因型对大白猪初生重&

"!

&

"&

和
$%

日龄体重及日增

重的关系%其中!基因型效应"

.

个水平#&场
+

年
+

季效

应"

.

个水平#&性别效应"

"

个水平#作为固定效应!

窝产仔数效应作为协变量以校正其对初生重和早期

生长的影响'

!

!

结
!

果

!F&

!

猪
!"#!

基因包含内含子
$

的
$"#!(

%

)

位点

的
*IJ

扩增

!!

()*

扩增产物经
!='a

琼脂糖凝胶电泳后!结

果如图
!

所示!可见
()*

扩增具有较高的特异性!

扩增片段大小约为
!"%;

U

!与根据猪
./0"

基因登

录的序列预测的大小相同'扩增的特异性和片段大

小适合用
()*+,,)(

方法进行
,0(

检测'

$%.!
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的
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位点
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)

多态的
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琼脂糖#
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!F!
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猪
!"#!

基因内含子
$

的
$"#!

位点
(

%

)

多

态的检测

!!

用含
'a

甘油的
!'a

聚丙烯酰胺凝胶电泳进行

,,)(

分析!结果"图
"

#可明显区分为
//

型"

!

!

.
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@

!

'

泳道#&

11

型"

>

!

?

!
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泳道#和
/1

型"

"

!

$

!

&

泳

道#

.

种基因型'

!F$

!

猪
!"#!

基因内含子
$

的
$"#!

位点
(

%

)

多态

在大白$长白和杜洛克猪群体中的分布

!!

对大白&长白和杜洛克猪
.

个猪群
./0"

基因

内含子
.-.%$"/

位点多态的检测结果如表
!

所

示'在总计
'!!

头猪中!大白猪
..!

头!等位基因

/

&

1

的频率分别为
%='>?'

和
%=@.%'

!大白猪群体

在该多态性位点显著偏离
2345
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平衡

!
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.
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@
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型%

>
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&

!%#11

型%

"

&
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型

!
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!

!%#11
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图
!
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猪
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基因内含子
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的
$"#!

位点
(

%

)

多态位点的基因型分析
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1

#

%=%!

#'在
!!?

头长白猪中!等位

基因
/

&

1

的频率分别为
%=.%>$

!

%=>?..

!在该多

态性位点显著偏离
2345

6

+789:;84

<

平衡"

(

"

f

!%=..

!

1

#

%=%!

#'在检测的
>!

头杜洛克中!

/

&

1

的等位基因频率分别为
%=?'%&

和
%=%@?"

!在该多

态性位点未偏离
2345
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+789:;84

<

平衡"

(

"

f%=$&

!

1

$

%='%

#'可见!在所检测的
.

个品种中!在该多

态位点的等位基因分布不同!杜洛克以等位基因
/

占优势!大白猪等位基因
/

和
1

的频率接近!长白

猪等位基因
1

的频率高于等位基因
/

的频率'

!FK

!

$"#!

多态位点基因型
))

和
==

的序列比较

!!

测序结果"图
.

#显示!

//

和
11

基因型相比!

有一个碱基由
-

,

/

的转换$在内含子
.

的
.%$"

位

点!

/

等位基因的核苷酸序列为
/

!

1

等位基因的核

苷酸序列为
-

'另外!与
1

等位基因相比!

/

等位

基因在
-

,

/

多态位点后第
!%+!!

个核苷酸位置有

表
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个猪群
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基因内含子
$$"#!

位点
(

%

)

多态位点的基因型频率和基因频率
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O8:H98S

"

:OC;84

#

等位基因频率

/DD8D8T48

M

O8:H98S

// /1 11 / 1

大白猪
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!.>
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# "
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#

长白
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#

杜洛克
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"

''

# "
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# "
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#
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期 孙
!

亿等$猪
./0"

基因
-.%$"/

位点多态性及其与初生重和早期生长的关系

一个"

/-

#二核苷酸的插入'

!FL

!

$"#!

多态位点不同基因型与大白猪初生重

和早期生长的关系

!!

对
./0"

基因
.%$"

位点
-

,

/

多态与大白猪初

生重和早期生长的关系进行了分析'

.

种基因型大

白猪个体的初生重的最小二乘均值
//

高于
/1

和

11

"

1

#

%=%'

#!

/1

基因型个体
"!

&

"&

和
$%

日龄体

重以及从出生
!

"!

日龄&出生
!

"&

日龄和
"&

!

$%

日龄之间的日增重的最小二乘均值均高于
//

型!

但差异并不显著"

1

$

%=!

#'由于在该猪群中没有

检测到有早期生长性状记录的
11

基因型个体!因

此未做分析'

箭头所指为
.%$"

位点
-

,

/

多态!下划线指示
//

基因型中有一
/-

二核苷酸的插入

NF8-

,

/COV3V9G:9S9:59H3V85;

6

3:344GZ

!

3

"

/-

#

59:OHD8GV9589:S84V9G:9SO:584D9:85

图
$

!

猪
!"#!

基因内含子
$$"#!

位点
(

%

)

多态位点
))

和
==

基因型的序列比较

N2

?

F$

!
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Q
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?

758;+.

0
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?
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63))758==7:25:/+5
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%

)
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-

.+/

0

123.32:6+4

0

+/;256!"#!

?

656

表
!

!

大白猪
!"#!

基因含子
$$"#!

位点
(

%

)

多态位点不同基因型个体生产性能的最小二乘均值
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Q
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0
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?
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%
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性状

N439V

基因型
-8:GV

6U

8S

// /1 11

初生重,
W

<
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;
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;
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<

F

"
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#
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W

<
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1G5

6
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<
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"
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6
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;同一行的均值上不同的肩标表示差异显著"

1
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!!

./0"

是控制畜禽骨骼肌和脂肪沉积的重要基

因之一'李志辉等&王根宇等的研究表明
./0"

外

显子
"

的
!.?

处
)

,

-

点多态与鸡的腹脂重和腹脂

率有关*

$

!

&

+

'

\3:

等的研究证实了
./0"

基因内含

子
.

的
.%$"

位点
-

,

/

多态同时使猪的瘦肉率增

加和背膘厚降低!是一个影响瘦肉率和肉质的重要

数量性状核苷酸 "

hO3:V9V3V9[8V439V:OHD8GV958

!

hN0

#

*

.

+

'刘桂兰等发现
./0"

第
&

内含子片段的

两个
E"(

#

酶切位点的多态性与大白猪
_

梅山猪

K

"

代成年猪肌肉量&肥肉量和背膘厚有关!但对肌

内脂肪没有影响*

?

+

'刘鑫等发现
./0"

内含子
"

的

E"(

#

酶切位点的多态性*

!%

+与杜洛克&长白&大白猪

的生长速率有关!等位基因
/

对猪的生长具有正效

应*

!!

+

'

!!

我国曾多批次引进大白猪&长白&杜洛克等瘦肉

型品种猪!其中
./0"

内含子
..%$"

位点
-

,

/

多态

的分布情况值得调查'本研究对该位点的检测方

法&多态性及对大白猪初生重及早期生长的效应进

行分析'在该多态位点的检测方面!

\3:

等采用

(

6

4GS8

M

O8:H9:

<

的方法!但该方法需要专门的仪器!

价格昂贵*

.

+

!

)344G58

<

O3S

等建立了实时
()*

检测

方法!通过荧光标记含多态位点的一段序列区分不

同基因型*

!"

+

'本研究建立了一种
()*+,,)(

方法!

经测序证明该多态性正是由内含子
.

的
.%$"

位点

-

,

/

多态造成%与
\3:

等和
)344G58

<

O3S

等所使用

的方法相比!本研究所建立的方法简便&实用!一般

的育种场经过简单配置即可进行检测'

!!

本研究在
//

基因型的个体中发现了"

/-

#二

核苷酸的插入!而在
11

基因型核苷酸序列的对应

位置无插入!这一点未见其他作者报道'群体的多

态性分析表明!在所检测的猪群中对瘦肉率不利的

1

等位基因*

.

+在大白猪和长白猪中仍有较高的比

例!说明在猪的育种工作中在使用上述品种时!仍需

对该位点进行检测'

!!

本研究对该多态与大白猪初生重&

"!

&

"&

和
$%

日龄体重以及日增重关系的分析结果显示!该多态

与猪的初生重及早期生长速度无关!与
R8G:

等通过

hNX

定位方法所得到的结果*

!"

+相一致'

!!

本研究所建立的检测方法具有准确&简便&快速

和检测费用低等优点!能用于优质瘦肉猪的选育和

商品猪的选择以改善猪的胴体性状'
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