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研究报告

两个国内小型猪品种 VR基因部分序列的多态性分析

顾!阳!田雨光!岳!敏!顾为望

%南方医科大学实验动物中心暨比较医学研究所#广州!'"&'"'&

!!

#摘要$!目的!对西藏小型猪和广西巴马小型猪生长激素基因%VR基因&部分序列的多态性进行分析) 方

法!采用内切酶 O8.I和 R/D(I对西藏小型猪%"&G 头&和广西巴马小型猪%"$% 头& VR基因 ,""# 18 Sr*G( 18 之

间的区域进行 QLM,M_NQ<分析) 结果!%"&从 O8.I酶切产生的结果来看#O8.I酶切产生 O%**# 18 r"&" 18 r''

18&#[%$"( 18 r"$$ 18 r"&" 18 r'' 18&两种等位基因) 等位基因 O的频率高于等位基因 [#等位基因 O为优

势基因) OO基因型频率高于 O[和 [[基因型频率$%%&从 R/D(I酶切产生的结果来看#R/D(I酶切产生 V"%(&'

18&(V%%*#G 18 r"&) 18&(V$%**# 18 r"'( 18&(V*%**# 18 r"&) 18 r*# 18&四种等位基因) 等位基因 V* 的

频率高于等位基因 V"(V%(V$) 等位基因 V" 频率很低) 基因型 V%V$(V%V*(V$V*(V*V* 的频率较高) %$&由酶

切产生的基因和基因型多态性#发现西藏小型猪与广西巴马小型猪在该基因部分序列差异不显著%Eq&3&'&) 结

论!国内的优质实验用小型猪#如西藏小型猪和广西巴马小型猪等位基因 O频率均较高)

#关键词$!VR基因$小型猪$QLM,M_NQ<$多态性
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*M>9 N4@?:+!VC5?76 65C-5DF;FDF$ Z/D/.7BCF8/;$ Q50=-5C86/<-$ QLM,M_NQ<

!!生长激素%;C5?76 65C-5DF#VR&是由垂体前叶

中嗜酸性细胞合成和分泌的单链多态激素#由 "#&

S"#" 个氨基酸组成 -".

) 它是重要的生理功能物

质#具有调节脂类(糖类和蛋白质代谢# 促进生长的

作用 -%.

) VR基因是 VR的遗传物质基础#它是重

要的生理功能基因#与醛缩酶(4OZQ依赖性蛋白调

节单位类型存在连锁) 因此 VR基因座研究一直为

人们关注)

成熟的猪生长激素 %QVR&分子由 "#& 个氨基

酸形成 * 个几乎平行的 '

,螺旋束#呈上,上,下,下的

排布形式#分子量为 %% cU#所含的 % 个二硫键为其

生物活性所必需#其生物学功能主要是促进机体生

长#增加肌肉重量和蛋白沉积等) 猪 VR基因全长

%%$" 18#由 ' 个外显子和 * 个内含子构成 -$.

#定位

于 "%g"3% H"3'

-*.

)

目前我国的小型猪品系主要有'五指山小型

猪(贵州小型香猪(版纳微型猪(广西巴马小型猪(

西藏小型猪) 它们是我国珍惜的实验用小型猪物

种资源#将在小型猪新品系育种工作中发挥重要的

作用) 其中西藏小型猪来源于青藏高原(海拔 %'&&

S*$&& -的农区和半农牧区#是唯一能够适应高海

拔气候和以放牧为主的猪种#封闭的地理环境使西

藏小型猪保存了非常纯正的品种资源) 从免疫学(

遗传学研究发现# 该品系具有其独特的免疫相关指

标和遗传特征#加上其独特的外形#是一种优良的

实验用小型猪品系 -'.

) 广西巴马小型猪原产于广

西巴马县及周边地区#由于处在交通闭塞的边远山

区#经过长期的近交#基因高度纯合# 并且其体型矮

小#性成熟早#已成为生命科学研究中重要的模式

动物)

这些小型猪品系是我国珍惜的实验用小型猪

物种资源#将在小型猪新品系育种工作中发挥重要

的作用#但是目前对它们的 VR基因与其生长性状

的相关性分析的研究较少#在一定程度上阻碍了小

型猪遗传育种的进程) 本研究采用 QLM,M_NQ<技

术#扩增出西藏小型猪和广西巴马小型猪 VR基因

部分序列#并对其进行 QLM,M_NQ分型#以期为西藏

小型猪中体型较小的猪种的选育打下基础)

J3材料和方法

JOJ3实验动物及基因组 2$+提取

"3"3"!实验动物'西藏小型猪%"&G 头&(广西巴马

小型猪%"$% 头&#均达到性成熟和体成熟#年龄在 (

S"% 月龄之间#均由南方医科大学实验动物中心提

供%JLfb粤 %&"",&&"'&)

"3"3%!基因组 UKO的提取'采取猪新鲜血液 %

-N#提取基因组 UKO%北京艾德莱生物科技有限公

司全血9组织9细胞基因组 UKO快速提取试剂盒&#

紫外分光光度法检测 UKO的纯度#O

%(&

9O

%G&

介于

"3(' 和 "3G' 之间)

JOH3试剂

内切酶 O8.I购自宝生物工程 %大连 & 有限公

司#内切酶 R/D(I购自上海跃腾生物技术有限公司$

全血9组织9细胞基因组 UKO快速提取试剂盒(QLM

试剂盒购自北京艾德莱生物科技有限公司$酒精(

异丙 醇 等 购 自 广 东 光 华 科 技 股 份 有 限 公 司$

UZ'&&Z.Cc(UZ%&&&Z.Cc(UZ"'&&&Z.Cc 购自北京

康为世纪生物科技有限公司$琼脂糖购自基因科技

%上海&有限公司$引物由英潍捷基%上海&贸易有限

公司合成)

JOP3引物设计及 /!*反应

QLM引物合成#上游引物'PPOPLLOPPOVL

OLOPVLLPVLLOV#下游引物'LPVVVVOVL

PPOLOOOLPLLPP)

QLM反应体系 '&

!

N#"& n QLM1BYYFC%Z;

% r

Q0B<&'

!

N#>KPQ-/E7BCF%"& --509N&"

!

N#上(下

游引物%%& --509N&各 "

!

N#模板 UKO"&& D;#P.g

%' T9

!

N&&3'

!

N#灭菌水加至 '&

!

N) QLM反应条

件为 #*l预变性 $ -/D$#*l变性 *& <# (%l退火

*& <#)%l延伸 *& <#$' 个循环$)%l后延伸 "& -/D#

*l 保存) 产物用 "3& k琼脂糖凝胶电泳#凝胶成

像系统检测)

JOQ3/!*F*-,/:

QLM扩增产物的 O8.I酶切体系为 %&

!

N#其中

QLM产物 "&

!

N#O8.I内切酶 "3&

!

N#"& nN1BYYFC

%3&

!

N#灭菌水加至 %&

!

N#$)l水浴酶切 $ 6 以上)

酶切产物用 "3' k琼脂糖凝胶电泳#凝胶成像系统

检测#分型)

QLM扩增产物 R/D(I酶切#其中 QLM产物 "&

!

N#R/D(I内切酶 "3'

!

N#"& n1BYYFCP.D;5%3&

!

N#

灭菌水 "G

!

N#混匀#$)l水浴酶切 $ 6 以上) 酶切

产物用 "3' k琼脂糖凝胶电泳#凝胶成像系统检测#

分型)
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H3结果

HOJ3/!*扩增结果

通过 QLM扩增获得 VR基因片段#电泳检测#

据电泳图谱中 UZ%&&& -.CcFC的标识判断在约 (&'

18 处出现 " 条特异性条带%见图 "&) 图中扩增条

带清晰#是所需的目的条带)

图 J!扩增产物琼脂糖凝胶电泳检测

-=ERJ!+0F47C5865CF7/48.77FCD 5Y76FQLM8C5>B47<@

泳道 " 为 UZ%&&& -.CcFC$泳道 % S"% 为 VR基因扩增产物

N.DF<"' UZ%&&& -.CcFC$ N.DF<% H"%' QLM8C5>B47<5YVR;FDF@

HOH3/!*F*-,/:检测结果

QLM扩增产物为 (&' 18#用 O8.I酶切产生 % 种

等位基因'O%**# 18 r"&" 18 r'' 18&和 [%$"(

18 r"$$ 18 r"&"18 r'' 18&$$ 种基因型'OO

%**# 18 r"&" 18 r'' 18&#O[%**# 18 r$"( 18

r"$$ 18 r"&" 18 r'' 18&和 [[%$"( 18 r"$$

18 r"&" 18 r'' 18&%见图 %&)

图 H!VR基因的 QLM,O8.I,M_NQ检测结果

-=ERH!+0F47C5865CF7/48.77FCD 5YO8.I>/;F<7F> QLM8C5>B47<@

泳道 " 为 UZ'&& -.CcFC$泳道 %(G 为 O[基因型$泳道 *('(( 为 OO

基因型$泳道 $() 为 [[基因型

N.DF<"' U'&& -.CcFC$ N.DF<%#G' O[;FD57=8F$ N.DF<*#'#(' O[

;FD57=8F$ N.DF<$#)' [[;FD57=8F@

!!用 R/D(I酶切产生 * 种等位基因'V"%(&'18&(

V%%*#G r"&) 18&(V$%**# r"'( 18&和 V*%**#

r"&) r*# 18&$"& 种基因型'V"V"(V"V%(V"V$(

V"V*(V%V%(V%V$(V%V*(V$V$(V$V* 和 V*V*%见

图 $&)

图 P!VR基因的 QLM,R/D(I,M_NQ检测结果

-=ERP!+0F47C5865CF7/48.77FCD 5YR/D(I>/;F<7F>

QLM8C5>B47<@

泳道 " 为 UZ'&&-.CcFC$泳道 %('(G 为 V$V* 基因型$泳道 $(* 为

V*V* 基因型$泳道 ( 为 V%V* 基因型$泳道 ) 为 V%V% 基因型)

N.DF<"' UZ'&&-.CcFC$ N.DF<%#'#G' V$V* ;FD57=8F$ N.DF<$#*'

V*V* ;FD57=8F$ N.DF<(' V%V* ;FD57=8F$ N.DF<)' V%V% ;FD57=8F@

HOP3基因频率及基因型频率的计算和统计分析

用 O8.I酶 切 QVR基 因 H""# 18 S r*G(

18 区域共 (&' 18 的 QLM扩 增 产 物 #检 测 结 果

%基因和基因型命名据颜瑛等 - ( . 的实验 & #产生

% 种等位 基 因 'O和 [$$ 种 基 因 型 'OO#O[和

[[) 其基因频率及基因型频率见表 " ) 其频率

均未偏离 R.C>=,jF/D1FC;平衡状态 ) 两种小型

猪 VR基因 O8.I,M_NQ基因型频率及基因频率

差异不显著 )

用 R/D(I酶切 QVR基因 H""# 18 S r*G( 18

区域共 (&' 18 的 QLM扩增产物#检测结果%基因和

基因型命名据颜瑛等 -(. 的实验&#产生 * 种等位基

因'V"(V%(V$ 和 V*$"& 种基因型'V"V"(V"V%(

V"V$(V"V*( V%V%( V%V$( V%V*( V$V$( V$V* 和

V*V*) 其基因频率及基因型频率见表 %) 其频率

均未偏离 R.C>=,jF/D1FC;平衡状态) 两种小型猪

VR基因 R/D(I,M_NQ基因型频率及基因频率差异

不显著%Eq&3&'&)

表 J!两种不同类型的小型猪 VR基因 O8.I,M_NQ基因型频率及基因频率的分布
0;<RJ!P6F.00F0FYCFgBFD4=.D> ;FD57=8FYCFgBFD4=5YVR;FDF>F7F47F> 1=QLM,O8.I,M_NQ

品种 Q/;< 样品数 J.-80F<

基因型频率%k&VFD57=8FYCFgBFD4= 基因频率%k&O00F0FYCFgBFD4=

OO [[ O[ O [

西藏小型猪 P/1F7-/D/8/; "&G *#3&) ""3"" $#3G% (G3#G $"3&%

广西巴马小型猪 [.-.-/D/8/; "$% *$3#* ")3*% $G3(* ($3%( $(3)*

注'两种小型猪 VR基因 O8.I,M_NQ基因型频率及基因频率差异不显著%Eq&3&'&

K57F' P6F>/YYFCFD4F<1F7?FFD 76F.00F0FYCFgBFD4=.D> ;FD57=8FYCFgBFD4=5YVR;FDF>F7F47F> 1=QLM,O8.I,M_NQ/D 76FP/1F7.D> [.-.-/D/8/;<.CF

D57</;D/Y/4.D7%Eq&3&'&@
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表 H!两种不同类型的小型猪 VR基因 R/D(I,M_NQ

基因型频率及基因频率的分布

0;<RH!P6F.00F0FYCFgBFD4=.D> ;FD57=8FYCFgBFD4=5Y

VR;FDF>F7F47F> 1=QLM,R/D(I,M_NQ

频率

_CFgBFD4=%k&

西藏小型猪

P/1F7-/D/8/;

广西巴马小型猪

[.-.-/D/8/;

V"V"

V"V%

V"V$

V"V*

V%V%

&

&3#$

&

"3G'

G3$$

&3)(

"3'%

&3)(

%3%)

(3&(

V%V$

V%V*

V$V$

V$V*

V*V*

V"

V%

V$&

V*

样本量 J.-80F<

"%3&*

%'

*3($

%$3"'

%*3&)

"3$#

%)3$"

%%3%%

*#3&)

"&G

#3G'

%(3'%

&

(3G%

*'3*'

$3&$

%'

G3)"

($3%(

"$%

注'两种小型猪 VR基因 R/D(I,M_NQ基因型频率及基因频率差异

不显著%Eq&3&'&

K57F' P6F>/YYFCFD4F<5Y76F.00F0FYCFgBFD4=.D> ;FD57=8FYCFgBFD4=5Y

VR;FDF>F7F47F> 1=QLM,R/D(I,M_NQ/D 76FP/1F7-/D/8/;<.D> [.-.

-/D/8/;<.CFD57</;D/Y/4.D7%Eq&3&'&@

P3讨论

POJ3西藏小型猪和广西巴马小型猪 U"部分序列

+D;#酶切位点的多态性

从表 " 实验数据获知#西藏小型猪和广西巴马

小型猪中 OO基因型频率均较高$等位基因 O频率

分别为 &3(# 和 &3($#为优势基因) 王文君等 -). 对

中外 "& 个猪种 VR基因 O8.I多态位点的检测结果

表明#中国地方猪种的等位基因 O频率大于 &3()

颜瑛等 -(. 对 ' 个藏猪群体的 O8.I多态位点的检测

结果亦表明'除理塘藏猪之外#O等位基因在藏猪中

也表现为优势基因#其频率大于 &3() 本研究的结

果与上述实验结果一致) 这与 bD5CC等 -G. 研究的结

果也相一致)

POH3西藏小型猪和广西巴马小型猪 U"基因部分

序列 "=5W#酶切位点的多态性

从表 % 实验数据获知'在西藏小型猪中#V* 基

因为优势基因#V% 的频率较高) 据王文君的实验结

果#在约克夏等国外猪种中 V* 同样为优势基因#但

V" 的频率并不低 -#.

#西藏小型猪和广西巴马小型猪

的 V" 频率很低#与约克夏等国外猪种的基因频率

及基因型分布有一定的差异) 据颜瑛等 -(. 实验结

果#V$ 除在工布江达藏猪之外的其他藏猪群体中的

频率也很低#本实验藏猪群体 V$ 基因频率较高#这

与本实验所用西藏小型猪群体引种于工布江达有

关) 西藏小型猪基因型多为 V%V*(V$V*(V*V*#广

西巴马小型猪基因型多为 V%V*(V*V*) 两种小型

猪在该基因序列上的基因型分布比较集中#多态性较

低) 这可能是中国地方猪种多产于偏远山区#自繁自

养方式高度近交#从而使其遗传(表型更加稳定)

POP3由 +D;#和 "=5W#两种酶切 U"基因 ]JJ^ <D

_YQZW <D之间的区域产生的基因和基因型多

态性

发现西藏小型猪与广西巴马小型猪在该基因

部分序列差异不显著%Eq&3&'&)

POQ3国内的优质实验用小型猪+如西藏小型猪和广

西巴马小型猪等位基因 +频率均较高

我们已经跟踪测定这两种小型猪的不同月龄

%初生(% 月龄(* 月龄(( 月龄&的体重#体长#体高#

进一步分析 VR基因多态性与其生产性状的关系#

为实验用西藏小型猪的较小体型猪种的选育打下

了基础#并为中国地方猪种资源的保护和开发利用

提供理论依据)
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