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摘　要　为探讨圩猪犗犅基因的单链核苷酸多态性及其与产仔性状之间的关系，本试验采用ＰＣＲＳＳＣＰ方法检测

了７０头圩猪犗犅基因第２、３外显子的遗传多态性。结果表明：１）圩猪群体犗犅基因外显子２上没有检测到突变，

而外显子３所扩增的片段中存在３个突变位点（Ｃ３６１９Ｇ、Ｇ３６２０Ｃ和 Ｇ３７１４Ｔ）；２）在 Ｇ３７１４Ｔ突变位点上检测出

ＡＡ、ＡＢ和ＢＢ３种基因型，其频率分别为０．７０００、０．２２８６和０．０７１４；群体中Ａ的基因频率为０．８１４３，Ｂ的基因

频率为０．１８５７；３）χ
２ 检验表明，本研究群体犗犅基因外显子３的多态位点处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态；４）最小

二乘分析表明，Ｇ３７１４Ｔ位点３种基因型在初产总产仔数、初产产活仔数及经产总产仔数、经产产活仔数性状上差

异不显著（犘＞０．０５），但呈现出ＢＢ＞ＡＢ＞ＡＡ的趋势。
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０．８１４３，犪狀犱狋犺犪狋狅犳狋犺犲犪犾犾犲犾犲犅犻狊０．１８５７．３）犜犺犲狋犲狊狋狅犳犎犪狉犱狔犠犲犻狀犫犲狉犵犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿狊犺狅狑犲犱狋犺犪狋犵犲狀狅狋狔狆犻犮

犳狉犲狇狌犲狀犮犻犲狊狅犳狋犺犲狋犺犻狉犱犲狓狅狀狅犳犗犅犵犲狀犲狑犲狉犲犻狀犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿．４）犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犔犲犪狊狋狊狇狌犪狉犲犪狀犪犾狔狊犻狊犻狀犌３７１４犜犾狅犮犻

狊犺狅狑犲犱狋犺犪狋，狋犺犲狉犲狑犲狉犲狀狅狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋（犘＞０．０５）犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲犪犿狅狀犵狋犺犲狋犺狉犲犲犵犲狀狅狋狔狆犲狊犻狀狋狅狋犪犾狀狌犿犫犲狉犫狅狉狀（犜犖犅）狅犳

狋犺犲犳犻狉狊狋狆犪狉犻狋狔，狀狌犿犫犲狉犫狅狉狀犪犾犻狏犲（犖犅犃）狅犳狋犺犲犳犻狉狊狋狆犪狉犻狋狔，犜犖犅狅犳狋犺犲犾犪狋狋犲狉狆犪狉犻狋犻犲狊犪狀犱狋犺犲犖犅犃狅犳狋犺犲犾犪狋狋犲狉狆犪狉犻狋犻犲狊犻狀

犠犲犻狆犻犵狊，狋犺狅狌犵犺狋犺犲狋狉犲狀犱狑犪狊犅犅＞犃犅＞犃犃．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　狆犻犵；犗犅犵犲狀犲；犘犆犚犛犛犆犘；犾犻狋狋犲狉狊犻狕犲

　　瘦素（Ｌｅｐｔｉｎ）犗犅 基因的表达产物，由脂肪细

胞分泌，在动物生殖器官发育、繁殖功能调节、妊娠、

胚胎发育、食物摄取的抑制、机体能量平衡的调控、

造血系统和代谢效率的提高等方面发挥着重要作

用［１５］。猪犗犅 基因被定位于１８号染色体上
［６］，该

基因由３个外显子和２个内含子组成，５′端有９７ｂｐ

的先导序列，３′端是３．７ｋｂ的非编码序列。自１９９４

年Ｚｈａｎｇ等
［７］首次通过犗犅基因的定位克隆和定性

研究得到小鼠的ｃＤＮＡ完整序列以来，犗犅 基因就

成了国内外学者研究的热点。经研究发现，该基因

序列上存在许多突变位点，并与肉质性状、生长性状

和繁殖性状等多个经济性状进行了关联分析［８１９］。
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其中，对繁殖性状的研究近年来已成为众多学者研

究的热点，但这些变异是否存在于安徽地方猪中，特

别是该基因多态是否与安徽地方猪的高产仔力相关

尚未见报道。

圩猪是我国的优良地方猪种之一，具有繁殖力

高、抗病性强、肉质优良、抗近交等种质特性，母猪护

仔性强，泌乳力高，起卧谨慎，减少仔猪被压，且仔猪

哺育率及育成率较高。目前，关于圩猪高繁殖力方

面的相关报道很少，而从分子水平探索圩猪高繁殖

力的研究至今尚未见报道。鉴于此，本研究采用聚

合酶链反应单链构象多态性（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，

ＰＣＲＳＳＣＰ）方法对圩猪犗犅基因进行单核苷酸多态

性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）检测，并

结合繁殖性状进行分析，旨在寻找与圩猪繁殖性能

相关的遗传标记，为圩猪的分子遗传多样性研究和

ＭＡＳ提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　样本来源

基因组ＤＮＡ来自安徽安泰农业开发有限公司

随机选取的７０头圩猪母猪，试验群体处于相同的饲

养管理条件，并统计了对应个体１～５胎的产仔数记

录。采集的耳组织块放置于装有１ｍＬ７０％（体积

分数）乙醇的１．５ｍＬ离心管中，－２０℃保存备用。

１．１．２　主要试剂

蛋 白 酶 Ｋ （Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ）、丙 烯 酰 胺

（Ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ）、甲叉双丙烯酰胺购自ＡＭＲＥＳＣＯ公

司（美国）；犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

等购自北京全式金生物技术有限公司；琼脂糖

（Ａｇｒｏｓｅ）购自上海 ＹｉｔｏＢｉｏＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ公司；引

物、硝酸银购自上海生物工程技术有限公司。

１．１．３　引物合成

根据Ｂｉｄｗｅｌｌ等发表的犗犅基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ

登录号为Ｕ６６２５４），参照文献［９１０］所发表的外显

子２及外显子３的引物序列合成２对引物，配合使

用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０和Ｏｌｉｇｏ６．０。引物由上海

生物工程（上海）有限公司合成，引物序列见表１。

１．２　试验方法

１．２．１　ＤＮＡ提取

参照文献［２０］方法，采用酚氯仿法提取圩猪耳

组织 ＤＮＡ，溶于 ＴＥ中，利用紫外分光光度计对

ＤＮＡ的浓度和质量进行检测，并稀释至５０ｎｇ／μＬ。

表１　圩猪犗犅基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ犗犅ｇｅｎｅｉｎＷｅｉｐｉｇｓ

基 因 引物序列 长度／ｂｐ 扩增区域

犗犅（１） Ｆ：５′ＧＴＧＧＴＴＣＣＣＴＣＴＧＴＴＴＣＣ３′ ２２３ Ｅｘｏｎ２

Ｒ：５′ＧＧＴＴＣＧＡＣＣＴＴＧＴＣＴＣＣＣ３′ Ｕ６６２５４

犗犅（２） Ｆ：５′ＧＡＡＡＴＧＴＧＡＴＣＣＡＡＡＴＡＴＣＧ３′ ２４０ Ｅｘｏｎ３

Ｒ：５′ＣＴＴＣＡＡＧＧＣＴＴＣＡＧＣＡＧＣ３′ Ｕ６６２５４

　　注：Ｆ为上游引物；Ｒ为下游引物。

１．２．２　ＰＣＲ扩增条件

ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：模板 ＤＮＡ（５０ｎｇ／

μＬ），３．０μＬ；１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋），２．５μＬ；

４×ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），２．０μＬ；正向引物Ｆ（６６

μｇ／μＬ），１．０μＬ；反向引物Ｒ（６６μｇ／μＬ），１．０μＬ；

ＴａｑＤＮＡ 聚合酶 （５ Ｕ／μＬ），０．５μＬ；ｄｄＨ２Ｏ，

１５μＬ。

反应条件：首先９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性

３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３２个循环；最

后７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。

１．２．３　ＳＳＣＰ分析

待每对引物均获得特异性良好的ＰＣＲ产物后，

进行ＳＳＣＰ分析。将ＰＣＲ产物与ＳＳＣＰ上样液按

体积比２∶４混合，９８℃变性１０ｍｉｎ，迅速冰浴１０

ｍｉｎ，点样。两对引物的ＰＣＲ产物均在１２％ （体积

分数）中性聚丙烯酰胺凝胶中电泳，点样后，３００Ｖ

电压预电泳５ｍｉｎ，随后９０～１２０Ｖ恒压电泳１１～

１４ｈ。电泳结束后，进行银染显带。

１．２．４　克隆测序

根据 ＰＣＲＳＳＣＰ的结果，挑选不同基因型的

９７
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ＰＣＲ扩增产物经纯化后送交上海生物工程（上海）

有限公司测序。

１．３　统计分析方法

１．３．１　基因频率及基因型频率的计算

计算公式为：

犘犻＝ ［２（犻犻）＋（犻犼１）＋（犻犼２）＋…＋

（犻犼狀－１）＋（犻犼狀）］／２狀

式中：犘犻为第犻个等位基因的频率；犻为纯合复等位

基因；犼１，犼２，…，犼狀 为与犻共显的第１到第狀个等位

基因。由于ＰＣＲＳＳＣＰ方法的检测结果为共显性

等位基因，因此，表型频率即为基因型频率。基因型

频率＝基因型个体数／测定群体总数。

１．３．２　基因频率及基因型频率的差异显著性检验

（χ
２ 独立性检验）

首先，根据基因频率计算各种基因型频率的理

论值，然后计算χ
２。本研究资料的自由度犱犳＝１，

当某些基因型理论值小于５时，可采用矫正公式：

χ
２
＝∑

狀

犻

（狘犗犻－犈犻狘－０．５）
２

犈犻

式中：犈犻 为理论值；犗犻 为实际观察值；狀为等位基

因数。

１．３．３　犗犅基因的杂合度、有效等位基因数和多态

信息含量的计算

杂合度计算公式为：

犎犲＝１－犎０ ＝１－∑
狀

犻＝１

狆
２
犻

式中：犎犲为某一位点的杂合度，犘犻为某一位点上第

犻个等位基因频率，狀为某一位点的等位基因数，犎０

为遗传纯合度。

有效等位基因数计算公式为：

犖犲 ＝１／犎０

　　 多态 信 息 含 量 （ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｃｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ）的计算是由Ｂｏｓｔｅｉｎ等
［２１］提出的用于

度量群体多态程度的指标，一个标记在群体中的

ＰＩＣ是根据其等位基因频率来计算的。其公式：

ＰＩＣ＝１－∑
狀

犻＝１

狆
２
犻 －∑

狀－１

犻＝１
∑
狀

犼＝犻＋１

２狆
２
犻狆

２
犼

式中：狀为等位基因数目；犘犻和犘犼分别为第犻和第犼

个等位基因在群体中的频率。ＰＩＣ用于对标记基因

多态性的估计，ＰＩＣ＞０．５为高度多态，ＰＩＣ＜０．２５

为低度多态，０．２５＜ＰＩＣ＜０．５为中度多态。

１．３．４　犗犅基因效应的统计分析

根据影响性状的因素，采用以下固定模型［２２］：

У犻犼犽 ＝μ＋犛犻＋犘犼＋犲犻犼犽

式中：У犻犼犽为性状值；μ为总体平均数；犛犻为基因型效

应值；犘犼 为胎次效应，е犻犼犽为随机残差效应。采用

ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件ＧＬＭ 过程对本试验不同

犗犅基因型与部分繁殖性能的相关性进行分析。

２　结果与分析

２．１　犘犆犚犛犛犆犘结果

对ＰＣＲ扩增条带进行ＳＳＣＰ分析，发现引物１

上无多态性，而引物２上存在３种基因型：ＡＡ型、

ＡＢ型和ＢＢ型（图１）。

１、５、６、８和９为ＡＢ型；２、３和７为ＡＡ型；４和１０为ＢＢ型。

图１　犗犅基因第三外显子２４０犫狆片段的犛犛犆犘分析

Ｆｉｇ．１　ＳＳＣＰｏｆｔｈｅ２４０ｂｐｉｎＥｘｏｎ３ｆｏｒ犗犅ｇｅｎｅ

２．２　测序结果

取ＰＣＲ产物进行克隆测序，并将测序结果与猪

犗犅基因ＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为Ｕ６６２５４）进

行比对，结果发现：在外显子２上无突变；外显子３

上，找到 ３ 个多态性位点：Ｃ３６１９Ｇ、Ｇ３６２０Ｃ 和

Ｇ３７１４Ｔ，测序结果还表明，选取的７０头圩猪样本在

３６１９ 和 ３６２０ 位 点，全 部 为 突 变 型 （３６１９Ｇ 和

３６２０Ｃ），而不存在野生型（Ｃ３６１９和 Ｇ３６２０），但在

３７１４位点则既有突变型也有野生型，本试验部分个

体犗犅基因第３外显子测序结果见图２。

根据ＰＣＲＳＳＣＰ和测序结果，将３７１４位点未

发生突变的个体命名为ＡＡ型，而将３７１４位点发生

Ｇ突变为Ｔ的个体命名为ＢＢ型。

２．３　群体遗传学分析

在圩猪群体犗犅基因Ｇ３７１４Ｔ位点处进行基因

型检测，并计算其基因型频率、基因频率及ＰＩＣ值、

杂合度及有效等位基因数等，其结果见表２、表３。

由表２和表３可知，在圩猪群体中，ＡＡ型即野

生型占绝对优势，ＢＢ型即突变型最少，使得Ａ等位

基因分布频率远高于Ｂ等位基因的分布频率。经

卡方检验，χ
２＝４．１８（犘＞０．０５），表明圩猪群体犗犅

基因在此位点的基因频率处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平

衡状态；在 Ｇ３７１４Ｔ位点处处于中度多态（ＰＩＣ＝

０．２５６７），犎犲为０．３０２５，犖犲为１．４３３６，因此该试

０８
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图２　圩猪犗犅基因犌３７１４犜位点处序列比较

Ｆｉｇ．２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ犗犅ｇｅｎｅａｔＧ３７１４ＴｍｕｔａｔｉｏｎｉｎＷｅｉＰｉｇ

表２　圩猪犗犅基因在犌３７１４犜位点的等位基因频率和基因型频率

Ｔａｂｌｅ２　ＡｌｌｅｌｅａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＧ３７１４Ｔｓｉｔｅｏｆ犗犅ｇｅｎｅｉｎＷｅｉＰｉｇ

基因型分布

ＡＡ ＡＢ ＢＢ

总计
基因频率

Ｂ ＡＡ

基因型频率

ＡＡ ＡＢ ＢＢ

４９ １６ ５ ７０ ０．８１４３ ０．１８５７ ０．７０００ ０．２２８６ ０．０７１４

验结果在一定程度上可作为较有效的遗传标记用于

该群体遗传资源评价的建议性指标。

表３　犌３７１４犜位点在圩猪中的遗传特性

Ｔａｂｌｅ３　ＧｅｎｅｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＧ３７１７ＴｓｉｔｅｉｎＷｅｉｐｉｇ

χ
２（狆） 多态信息含量 杂合度 有效等位基因数

４．１８（０．１２３９） ０．２５６７ ０．３０２５ １．４３３６

２．４　圩猪犗犅基因多态性与繁殖性能的相关分析

采用最小二乘方法（ＳＰＳＳ１３．０中的 ＧＬＭ 过

程）对圩猪群体犗犅基因Ｇ３７１４Ｔ位点多态性与母

猪头胎产仔数、经产仔数进行相关性分析，结果见表

４所示。

关联分析结果表明，在本试验样本中，３种基因

型母猪在头胎产仔数与经产仔数两性状上没有显著

差异（犘＞０．０５）。但总体上，ＢＢ型个体在这２个性

状上的表现相对较好，呈现出ＢＢ＞ＡＢ＞ＡＡ的趋

势，等位基因Ｂ为影响该品种猪遗传性状的有利等

位基因。

表４　圩猪犗犅基因犌３７１４犜位点与繁殖性状相关分析

Ｔａｂｌｅ４　ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＧ３７１４ｓｉｔｅａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｔｒａｉｔｓｏｆ犗犅ｇｅｎｅｉｎＷｅｉｐｉｇ

基因型

初产母猪 经产母猪

ＴＮＢ ＮＢＡ ＴＮＢ ＮＢＡ

ＡＡ（４９） ９．８８±０．３１ａ ８．３２±０．２６ａ １２．９７±０．４３ａ １１．６０±０．４２ａ

ＡＢ（１６） ９．９７±０．１７ａ ８．６０±０．４１ａ １３．１５±０．３７ａ １１．８５±０．３４ａ

ＢＢ（５）　 １０．０１±０．２９ａ ８．８０±０．１３ａ １３．７１±０．３９ａ １２．３０±０．２２ａ

　　注：数值为最小二乘均值±标准误。同列中相同字母的数值间差异不显著（犘＞０．０５）。ＴＮＢ为总产

仔数；ＮＢＡ为产活仔数。括号内为基因型数量。

３　讨　论

Ｊｉａｎｇ等
［１６］检测发现，猪犗犅基因存在４个多态

位点，即 Ｃ／Ｔ、Ａ／Ｇ、Ｃ／Ｔ 和 Ｇ／Ｔ，分别位于８６７、

１１１２、３４６９和３７１４ｂｐ处。本试验研究发现，圩猪

犗犅基因３７１４位点处同样存在Ｇ／Ｔ变异，该群体存

在Ａ和Ｂ等位基因，表现为３种基因型（ＡＡ、ＡＢ和

ＢＢ）。Ａ的基因频率为０．８１４３，Ｂ的基因频率为

１８
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０．１８５７，其中Ａ等位基因对于圩猪是优势基因，此

位点的多态性息含量为０．２５６７，表现为中度多态。

一般来说，一个品种的遗传基础越广泛，其ＤＮＡ多

态性就越丰富，本研究群体在这此位点的遗传变异

较丰富，这可能与采样群体在近年来的开放保种有

一定关系。另外，经χ
２ 适应性检验表明，该群体犗犅

基因外显子３的多态位点处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平

衡状态（犘＞０．０５），这可能是由于该群体在适应性

方面具有遗传优势，并经过长期进化和选择达到了

平衡状态。

犗犅基因在机体内存在广泛的生理作用，不但

对人类的许多疾病有影响，对动物的许多重要经济

性状都有影响。猪的犗犅基因定位于１８号染色体

上，目前在该染色体已定位的与生殖有关的基因为

神经肽Ｙ（犖犘犢）基因（１８ｑ
２４），犖犘犢基因的表达产

物是ＮＰＹ，它能增强ＧｎＲＨ引起的ＬＨ释放，从而

影响繁殖性状［２３］。犗犅 基因的表达产物犔犲狆狋犻狀 可

激发或降低下丘脑 ＮＰＹ的表达，从而调节采食量

和生殖激素的分泌［１７，２４］。本研究 Ｔ３７１４ＧＳＮＰ对

母猪头胎产仔数、经产仔数影响不显著（犘＞０．０５）

该结果与张冰［９］、刘桂琼［１８］研究结果基本一致，但

与孙梅等［１９］研究结果存在一定程度的差异，其原因

可能与不同猪种的遗传背景及试验规模的相对较小

有关。因此还需扩大样本含量和增加品种数量对

犗犅基因３７１４位点处多态性与产仔性能间的关联

做进一步的验证。用ＤＮＡｓｔａｒ软件分析发现犗犅

基因３７１４位点处的Ｇ／Ｔ替换使密码子ＧＣＧ变为

ＧＣＵ，但两者编码的氨基酸都是Ａｌａ，该突变属同义

突变，以往的研究认为同义突变不能改变其编码的

氨基酸序列，因而不影响蛋白质的活性，但据

ＫｉｍｃｈｉＳａｒｆａｔｙ等
［２５］研究发现，虽然同义突变不改

变氨基酸的组成，但改变了 ｍＲＮＡ的碱基顺序，有

可能影响ｍＲＮＡ本身的翻译速度和寿命，进而改变

这种蛋白质的表达量，甚至还可能会改变蛋白质的

空间结构。或者也可能通过影响５′端调节区或３′

端非翻译区来影响瘦蛋白的浓度，从而影响猪的繁

殖。因此，ＯＢ基因Ｇ３７１４Ｔ位点处Ｇ／Ｔ替换是否

是导致ＯＢ基因的表达效率发生改变，从而引起了

Ｌｅｐｔｉｎ量的变化，进而间接对生殖激素，如ＬＨ，促

卵泡素（ＦＳＨ）产生影响，并进一步影响排卵数，最

终表现为产仔数的差异等这一系列问题，将是下一

阶段研究的重点。

４　结　论

本试验采用ＰＣＲＳＳＣＰ方法，在圩猪 ＯＢ基因

的第３外显子上发现了３个突变位点：Ｃ３６１９Ｇ、

Ｇ３６２０Ｃ和Ｇ３７１４Ｔ。其中所有检测样本个体只存

在３６１９位点和３６２０位点的突变型，不存在野生型；

这２个位点的突变导致编码的氨基酸由 Ａｒｇ转变

为Ａｌａ；圩猪犗犅 基因外显子３的多态位点处于

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态（犘＞０．０５）；基因多态性

与繁殖性能的相关分析表明，基因型对头胎产仔数

与经产仔数两性状影响不显著（犘＞０．０５），但均呈

现出ＢＢ型＞ＡＢ型＞ＡＡ型的趋势。
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