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要!旨在建立一种简便%快速检测猪
./0

基因拷贝重复数"
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#的方法并应用于未知样品的检测&在
./0

外显子
"

中设计
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-

.,/!.01

探针和引物!建立荧光实时定量
2'3

检测
./0

基因
'()*

的方法&结果表明!
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.,/!.01

探针扩增
./0

基因目的片段!不同
4(5

梯度浓度
'6

值差异极显著"
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#

%7%%$

#!变异系数低

"

%7$"8

!

%7"98

#'

./0

与内标基因
2-3

的扩增效率相差只有
"7:8

'采用聚类分析推测了待测的
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枚样品

./0

的
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分别归属于
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个拷贝&本研究建立的
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探针实时荧光定量
2'3

检测
./0

基

因
'()*

的方法!具有简便%快速%特异性和稳定性好的特点!适合于普通实验室应用&
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猪的显性白被毛表型由
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是基因拷贝数的串联重复"
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从分子水平确定
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的基因型有助于在育种

实践中快速准确地控制猪的被毛类型!但第一步必

须检测该基因拷贝数变异"
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*等技术都被

用来进行
'()*

检测&相对于其他方法复杂%不便

于一般实验室操作的缺点!实时定量
2'3

通过荧光

信号的检测可以直接对产物进行定量!操作简单%安

全!自动化程度高!不易产生污染)
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&在荧光定量检

测中!
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探针比普通探针灵敏度更高!

特异性更好&本试验采用
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探针技

术!通过荧光定量
2'3

方法测定猪
./0

基因的拷

贝重复数!有望能够建立一种更加有效的检测方法&
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材料与方法
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试验材料

中系白色杜洛克猪
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头!由临沂江泉原种猪场

和山东农业大学合作培育'杜洛克猪
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头!毛色棕

红'大白猪
9

头!毛色纯白&所有猪只均来自山东临

沂江泉原种猪场!采取耳组织样品用于
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提取&
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试验方法
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猪耳组织
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的提取
!!

按
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提取试

剂盒的说明步骤提取基因组
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!用
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测定样品的基因组
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浓度后置于
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保

存备用&
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引物的设计与合成
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数据库

中下载猪
./0

基因全序列!与
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中
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的
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序列进行比对!区分
./0

基因的
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个外显

子!用
2\CBL\AM

[
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于外显子
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中设计目的

基因
./0

的
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探针和引物&引物序

列和探针序列"

;c

$

<c

#分别为$

=>+]

$

0+'50+!

0'+00'05+0505++50

!

=>+3

$

5'''5000

+'+'55550+''5+

'

=>+2\G

$

]5.!''05+'!

'5005+'+0+!(]̂ !.01

&选取猪单拷贝基因

2-3

"雌激素受体#作为定量试验的内标基因!探针

和引物参见文献)

9

*&以上探针%引物均由上海基康

生物技术有限公司合成&
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个循环&
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预试验"
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探针特异性和稳定

性分析#

!!

选取原种杜洛克样品一枚!以一系列
"

倍梯 度 浓 度 稀 释 的
4(5

"稀 释 梯 度
"
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#为模板对
./0

基因进行扩增!浓度设置
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标准曲线的建立
!!

试验采用单一扩增的

方法!即目的基因"

./0

#和内标基因"

2-3

#的扩增

反应在分开的两枚反应管中进行&选取一枚原种杜

洛克样品作为标准样品!以一系列
"

倍梯度浓度稀

释的
4(5

"稀释梯度
"
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#为模板对目

的基因"

./0

#和内标基因"

2-3

#进行定量扩增!每

个浓度
<

个重复并设
(+'

对照&以
4(5

相对浓

度为横坐标!以
'6

值为纵坐标!分别绘制
./0

和

2-3

基因的标准曲线&

$7<79

!

待测样品
./0

基因拷贝数的测定
!!

分别

对
;%

枚 未 知 样 品 "体 系 内 终 浓 度 分 别 为
$

/

F

+

#
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#的
./0

和
2-3

基因进行定量扩增&每

次反应!包含一枚标准品样品%一枚
(+'

对照&每

个样品仍设置
<

个重复&

当目的基因和参考基因的
2'3

扩增效率近似

一致时!待测样品
./0

基因的拷贝数"相对值#为
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为

待测样品
./0

基因的
'6

值减去
2-3

内标基因的

'6

值!
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'6

J,D

为标准样品
./0

基因的
'6

值减去

2-3

内标基因的
'6

值)

$%

*

&

#E$

!

统计学分析

采用
3

软件"

3"7$%7%

#对数据进行统计分析

和统计图绘制!由于
$7<79

中计算的拷贝数相对值

呈连续分布的实数!为便于合理分类!本研究用聚类

分析的方法对
;%

个未知样品
./0

基因的拷贝数进

行归类&
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韬等$应用
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荧光探针技术确定猪
./0

基因拷贝重复数

!

!

结
!

果

!E#
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预试验
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探针检测效果分析

原始
4(5

浓度
$9/

F

+

#

T

!$按
"

倍稀释至

$/

F

+

#

T

!$得到
;

种不同浓度的系列工作液!经过

+,

-

.,/!.01

探针荧光实时定量
2'3

检测得到的

扩增曲线见图
$

&由图
$

可见!不同浓度组间
./0

基因的扩增曲线呈现间距相等的平行曲线!每个浓

度的
'6

值相差约
$

个循环!表明该方法检测基因的

拷贝数具有良好的线性范围&进一步的分析表明!

标准曲线的直线相关系数
\

"

d%7@@@

!说明线性关

系非常好&扩增产物测序结果与扩增的目的片段完

全吻合!表明该方法的特异性好&

图
#

!

!

倍系列稀释
*5A

样品
!"#

基因的扩增曲线
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3

G+<
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表
$

列出了每个
4(5

浓度下
<

次重复测定的

./0

基因
'6

值的平均数"

&

'6

#%标准差"

?4

#和变异

系数"

'7)

#&本试验测定的
'6

值变异系数的变异

范围从
%7$<8

!

%7"98

!均在
$8

的合理范围内!

表明
+,

-

.,/!.01

实时定量
2'3

方法具有很好

的稳定性和可重复性&

!E!

!

标准曲线

以
./0

和
2-3

各浓度的
'6

平均值为纵坐标!

以
4(5

相对浓度的
DG

F

值为横坐标绘制标准曲线

"图
"

#&由图
"

可知!

./0

和
2-3

对应的
"

个扩增

标准曲线的斜率之差为
%7%9$

!小于
%7$

!扩增效率

分别为
@#7%8

和
@@7:8

!相差
"7:8

"小于
;8

即认

为一致#!这说明目标基因和内标基因的扩增效率近

似一致!可以通过
"

!

%%

'6方法对
./0

进行相对定

量)

$%

*

&

表
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实时定量
=1K

检测
!"#

基因拷贝数的

稳定性
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>6LB

4(5

浓度("

/
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+

#
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#

4(5JG/JL/6\,6CG/

$ " : & $9

&

'6 "&7"% "#7"; "97%# ";7%& "<7@%

?4 %7%: %7%: %7%# %7%9 %7%:

'7)

(

8 %7$: %7$< %7"9 %7": %7$#

图
!

!

标准品
!"#

和
$%&

基因的标准曲线
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E!
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L,;/D;9D-69I+<H29!"#;/D$%&2H-;G.89;,29

!E%

!

未知样品
!"#

基因的定量检测

对
;%

头猪的基因拷贝数进行了定量检测!记录

所得
'6

值&对样品"

(d;%

#的
"

!

%%

'6值进行聚类分

析!区分未知样品
./0

基因的拷贝数"图
<

#&当类

间距离小于
%7:

时!可将
;%

个样品归入
;

个不同的

类!即分别对应
"

%

<

%

:

%

;

%

9

个拷贝数&图
:

表示了

不同拷贝数的样品对应的
"
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%%

'6值!

"
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9
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贝重复数对应的
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'6平均值
e
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$7"&e%7%<
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!各组均数间差异极显著"
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#

%7%%$

#&

9

头杜洛克均为
"

拷贝!大白猪为
;

或
9

个拷贝!白

色杜洛克除了
$

头为
"

拷贝外!其余
<#

头为
<

!

9

拷贝&

@<:



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
:"

卷
!

图
%

!

待测样品
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1,值的系统聚类图"
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.,/!.01

探针由于采用特殊的设计!特异

性%灵敏度%稳定性比普通探针大大提高)

$$

*

&从本

研究结果来看!

+,

-

.,/!.01

探针得到的扩增曲线

特异性和稳定性都很好!扩增效率高!为
./0

基因

拷贝重复数的定量测定提供了很好的基础&本研究

建立的以
+,

-

.,/!.01

探针为基础的荧光定量

2'3

检测
./0

基因拷贝重复数的方法!还具有操

作简便%快捷"

<

!

;K

可完成测定#的特点!不需昂

贵设备!在一般实验室即可完成&

尽管我们知道衡量样品
./0

拷贝重复数的值
!

"
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'6与拷贝数呈正相关!但对未知样品检测得到的

"

!

%%

'6值呈现连续变异!究竟每个样品含几个拷贝需

要合理分组&为避免人为分组造成的偏差!本研究

采用系统聚类分析方法根据样品间数据差异的大小

"即距离#将样品进行聚类分组!因为相同拷贝数样

品间的
"

!
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'6值会更接近&聚类分组结果表明!不

同拷贝数组间的
"

!

%%

'6平均值有显著差异且标准误

小!说明分类较为合理&除了拷贝数最高的一组外!

其余
:

组
"
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'6的比值近似为
"

!

<

!

:
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;

!依次

对应
"

%

<

%

:

%

;

个拷贝数&拷贝数较高组的
"
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'6值

偏高!可能意味着猪群中有
9

个以上拷贝数的存在!

这与
2CLDXL\

F

等)

;

*的检测结果有相似之处&各组间

的
"

!
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'6无重叠现象!试验误差小!检测效果好于文

献)

;

*中使用的普通
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-

.,/

探针实时定量
2'3

方

法&

9

头杜洛克猪的
./0

均为
"

拷贝!大白猪
;

或

9

个拷贝各
<

头&白色杜洛克猪除了
$

头为
"

拷贝

外!其余
<#

头为
<

!

9

拷贝&白色杜洛克系普通杜

洛克与大约克猪杂交选育的被毛白色的种群!

./0

基因重复拷贝数的分布符合预期值&

$

!

结
!

论

本研究建立了
+,

-

.,/!.01

实时荧光定量

2'3

检测
./0

基因拷贝重复数变异的方法!该方

法可以直接对产物进行定量!具有良好的稳定性和

特异性!而且操作简单%安全!自动化程度高!不易产

生污染!不需昂贵设备!适合在普通实验室检测&

%::
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韬等$应用
.01

荧光探针技术确定猪
./0

基因拷贝重复数
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