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摘　要　为研究犈狆犺犃４对猪繁殖性能的影响，在猪妊娠第１３天（附植前期）、第１８天（中期）和第２４天（后期），用

ＰＣＲＳＳＣＰ方法检测了７个品种的９５０头母猪群中犈狆犺犃４基因的多态性，检测了犈狆犺犃４基因在大白猪子宫内膜

等组织中的ｍＲＮＡ和蛋白表达量，并与猪的产仔数进行了关联分析。结果表明：犈狆犺犃４基因在子宫内膜附着点

的ｍＲＮＡ表达量要高于任何其他组织的，且妊娠第１３、１８和２４天的表达量差异不显著，但妊娠猪极显著低于空怀

猪的（犘＜０．０１）；犈狆犺犃４的蛋白表达量在附植前、中和后期的表达量两两间差异均显著（犘＜０．０５），且妊娠第１８

天最高，妊娠第２４天最低。犈狆犺犃４基因第３外显子上检测到了２个突变位点ＥｐｈＡ４＿１和ＥｐｈＡ４＿２。ＥｐｈＡ４＿１

是一个Ａ→Ｇ的突变，使谷氨酸变成了赖氨酸，Ｇ为优势等位基因，且ＧＧ基因型关联的产仔数显著高于ＡＧ或ＧＧ

基因型的 （犘＜０．０５）；ＥｐｈＡ４＿２是一个Ｔ→Ｃ的突变，Ｃ为优势等位基因，且ＣＣ基因型关联的产仔数显著高于ＴＣ

或ＴＴ基因型的 （犘＜０．０５）。上述结果表明，犈狆犺犃４的表达对猪的胚胎附植发挥着一定的调控作用，ＥｐｈＡ４＿１位

点ＧＧ基因型和ＥｐｈＡ４＿２位点ＣＣ基因型可以作为产仔数性状的标记基因型。
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狆狉犲犵狀犪狀狋狊狅狑狊（犘＜０．０１）．犜犺犲狉犲狑犲狉犲狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲狊犻狀狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪犿狅狀犵狆狉犲犵狀犪狀犮狔犱犪狔１３，１８犪狀犱２４
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　第３期 付言峰等：猪胚胎附植期犈狆犺犃４的组织表达及其多态性对产仔数的影响
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　狆犻犵；犈狆犺犃４；犲犿犫狉狔狅犻犿狆犾犪狀狋犪狋犻狅狀；犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀；狆狅犾狔犿狅狉狆犺犻狊犿；犾犻狋狋犲狉狊犻狕犲

　　猪产仔数是重要的繁殖性状和经济性状
［１２］。

由于猪的产仔数性状遗传力（１０％～１５％）非常低，

所以用传统的选择手段进行猪产仔数的育种比较困

难［３］。随着分子生物学技术的发展，分子标记辅助

选择技术（Ｍａｒｋｅｒａｓｓｉｓｔｅｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎ，ＭＡＳ）为选育

猪产仔数性状提供了一个新的手段，这就需要发现

大量影响猪重要性状的分子标记。目前主要用候选

基因法挖掘这些分子标记，其基本原理是假设所选

标记或基因本身就是影响性状的主效基因，再利用

比较医学、比较基因组学等的研究结果，将其他物种

（如人类、小鼠等）中发现的控制某些同类或相似性

状的基因作为畜禽经济性状的候选基因［４］。采用候

选基因法，现已发现许多影响猪产仔数性状的主效

基因，如第一个成功与猪产仔数关联的基因雌激素

受体基因（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，犈犛犚）
［４］、催乳素受体

基因（ｐｒｏｌａｃｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，犘犚犔犚）
［５］、视黄醇结合蛋

白４基因（ｒｅｔｉｎｏｌｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４，犚犅犘４）
［６］和白

血病因子（ｌｅｕｋｅｍｉａｆａｃｔｏｒ，犔犐犉）
［７］等。

胚胎附植是一个在妊娠建立过程中的重要步

骤，因为很多的胚胎在这个过程中死亡［８］，而早期胚

胎（妊娠第１０～３０天）的死亡是导致产仔数下降的

一个重要原因［９］，所以胚胎附植期非常重要，研究影

响胚胎附植的基因表达也非常重要。目前，有研究

表明犈狆犺犈狆犺狉犻狀 系统在人
［１０１２］和小鼠［１３］的胚胎

附植过程中发挥着重要作用。犈狆犺犃４ 是犈狆犺

犈狆犺狉犻狀家族中非常重要的基因，是一个编码多效性

细胞的因子，通常在子宫内膜上表达ｍＲＮＡ直至产

生ＥｐｈＡ４蛋白质
［１３］。用免疫组化和ＲＴＰＣＲ方

法，已证明在小鼠妊娠的第１．５～５．５天之间，犈狆犺

犃４基因在小鼠的子宫内膜腔上皮细胞和腺上皮细

胞上 均 可 持 续 地 表 达［１３］。犈狆犺犃４ 可 以 连 接

犈狆犺狉犻狀犃 和犈狆犺狉犻狀犅 亚系基因，使Ａ和Ｂ亚系在

“窗口期”可以严格地相互作用［１４］，所以犈狆犺犃４可

能在犈狆犺犈狆犺狉犻狀系统内发挥着关键作用。

本研究为探讨犈狆犺犃４作为猪繁殖性状候选基

因的可能性，试验分离猪犈狆犺犃４基因的部分序列，

分析这个基因在１７种组织中的表达，旨在为猪胚胎

附植调控机理研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

多态性研究的试验材料来自于北京华都种猪繁

育有限公司、浙江大学实验牧场、金华种猪场和金华

农校，共计９５０头母猪，包括２５０头长白猪、４２０头

大白猪、９５头约克夏猪、４４头二花脸猪、４８头苏钟

猪、４５头梅山猪和４８头金华猪。耳组织采集后放

在含７０％乙醇的１．５ｍＬ离心管中，－２０℃保存；

试验猪血样采用０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ 抗凝剂抗凝，

－２０℃保存。耳组织样基因组使用高盐法提取，血

样基因组使用酚仿抽提法提取
［１５］，之后溶解到ＴＥ

溶剂中，于４℃保存。产仔数记录包括个体号、场

年季、品种、胎次、总产仔数（ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｂｏｒｎ，

ＴＮＢ）和产活仔数（ｎｕｍｂｅｒｂｏｒｎａｌｉｖｅ，ＮＢＡ）等。

基因表达研究的试验材料来自于北京华都种

猪繁育有限公司，以９头大白母猪为研究对象，按

猪场常规进行饲喂和管理，同时在自由采食及饮

水条件下，注意进行疾病的防治和行为体况的观

察。在同场、相同管理条件下进行单圈饲养，进行

同期发情处理（间隔１２ｈ左右重复授精２～３次），

相同种公猪精液授精妊娠。以最后一次配种为０

ｄ计，分别在配种第１３天（附植前期）、第１８天（附

植中期）和第２４天（附植后期），各屠宰３头健康

的３或４胎龄体况基本一致的全同胞纯种大白母

猪。每头猪采集６种繁殖组织（卵巢、输卵管、子

宫内膜附植点、子宫内膜非附植点、子宫体和子宫

颈）和１７种全身组织（大脑皮层、下丘脑、垂体、脊

髓 、心脏、肝脏、脾、肺、肾、肾上腺、胃、胰腺、大

肠、小肠、膀胱、肌肉和脂肪）。观察并采集母猪子

宫内膜、母胎界面及胚泡或胚胎组织，部分组织立

即液氮冷冻随后提取总 ＲＮＡ，另对部分组织用

４％多聚甲醛（仲甲醛）固定２４ｈ，贮存于７０％乙醇

中直至进行常规的石蜡包埋处理。
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１．２　引物设计

到目前为止，对猪犈狆犺犃４ 基因的各个外显子

划分仍未有详细的报道。利用ＤＮＡＭＡＮ软件，将

人犈狆犺犃４ 基因的各外显子序列（ＧｅｎＢａｎｋＮＭ＿

００４４３８）、小 鼠 犈狆犺犃４ 基 因 的 各 外 显 子 序 列

（ＧｅｎＢａｎｋ ＮＭ＿００７９３６．３）分 别 与 猪 的 ｃＤＮＡ

（ＧｅｎＢａｎｋＮＭ＿００１１３４９６７．１）序列进行比对，初步

确定了猪犈狆犺犃４基因外显子序列及其各外显子边

界，并划分出１７个外显子，其中第３外显子最长，

为６６４ｂｐ。因而本研究主要针对第３外显子设计引

物，由上海英潍捷基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）生物公司合成

（表１）。

表１　猪犈狆犺犃４基因第３外显子的犘犆犚犛犛犆犘分析用引物序列及反应条件

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｐａｉｒｓａｎｄＰＣＲｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅＰＣＲＳＳＣＰａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｔｈｅｓｗｉｎｅＥｘｏｎ３ｉｎ犈狆犺犃４ｇｅｎｅ

引 物

Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′→３′）

退火温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

产物长度／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

ＥｐｈＡ４＿３１ ＡＡＧＴＧＴＧＣＡＡＣＧＴＧＡＴＧＧＡＡ ５９ ２３６

ＧＧＴＴＴＴＡＡＣＴＧＴＧＧＴＡＧＣＧＧ

ＥｐｈＡ４＿３２ ＧＡＧＣＧＴＴＴＴＡＴＣＣＧＡＧＡＧＡＧ ６１ ２３６

ＧＣＧＡＧＡＴＴＧＣＧＡＡＣＴＧＴＧＡＧ

ＥｐｈＡ４＿３３ ＣＡＣＴＧＡＧＣＡＡＡＡＡＧＧＧＧＴＴＣ ５９ ２９６

ＧＣＡＴＴＣＴＣＣＡＴＴＣＣＧＣＴＣＴＴ

ＥｐｈＡ４＿１ ＡＧＧＧＧＴＴＣＴＡＴＣＴＧＧＣＧＴＴＴ ６０ ２０４

ＣＡＧＴＡＣＡＴＴＴＴＴＧＧＣＡＣＡＴＣＣ

ＥｐｈＡ４＿２ ＧＧＡＴＧＴＧＣＣＡＡＡＡＡＴＧＴＡＣＴＧ ５９ １００

ＧＣＡＴＴＣＴＣＣＡＴＴＣＣＧＣＴＣＴＴ

犌犃犘犇犎 ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ ６２ ４５２

ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ

１．３　聚合酶链式反应单链构象多态性（犘犆犚犛犛犆犘）

ＰＣＲ反应体系（１５μＬ）：１０×ｂｕｆｆｅｒ１．５μＬ，

ｄＮＴＰｍｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，上下游引物（１０

ｐｍｏＬ／μＬ）各０．５μＬ，犜犪狇酶（１０Ｕ／μＬ）０．５μＬ，模

板ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ）１．０μＬ，加灭菌ｄｄＨ２Ｏ至１５

μＬ。反应条件：ＰＣＲ 反应程序为９４℃预变性５

ｍｉｎ；３５个循环（９４℃变性４０ｓ；５５℃退火３０ｓ；７２

℃延伸９０ｓ）；７２℃终延伸７ｍｉｎ；４℃保存。取３

μＬＰＣＲ产物，加１μＬ１０×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ于１．５％

琼脂糖凝胶电泳检测。

ＳＳＣＰ反应：配制３０ｍＬ的聚丙烯酰胺凝胶液

（３０％丙烯酰胺８．０～１２．０ｍＬ，１０×ＴＢＥ３ｍＬ，

５０％甘油３ｍＬ，１０％过硫酸铵２１０μＬ，ＴＥＭＥＤ２０

μＬ，蒸馏水１６．０～１２．０ｍＬ），混合均匀后迅速灌

胶。加上样液（２μＬＰＣＲ产物，８μＬ变性Ｂｕｆｆｅｒ），

９８℃变性１０ｍｉｎ，迅速置于冰上，冰浴８ｍｉｎ。１１０

Ｖ，电泳１０～１５ｈ。用０．１％的硝酸银染色１５ｍｉｎ

后，倒掉，用蒸馏水把胶再洗一下；直接用２％的氢

氧化钠显色约１５ｍｉｎ左右，中间可以观察一下，最

后直接用蒸馏水终止显色。

１．４　反转录犘犆犚（犚犜犘犆犚）

反转录ＰＣＲ是以ｃＤＮＡ为模板，分别ＰＣＲ扩

增犈狆犺犃４和犌犃犘犇犎 基因的目的片段。采用２５

μＬ反应体系，即：ｄｄＨ２Ｏ１７．３μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５

μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓＭｉｘ２．０μＬ，上下游引物

（１０ｐｍｏｌ／μＬ）各０．６μＬ，ｃＤＮＡ模板１．５μＬ，犜犪狇

聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９７℃预

变性５ｍｉｎ后进行３０次循环（９５℃３０ｓ，退火温度

见表１，３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ），再７２℃延伸１０ｍｉｎ，降

温至４℃停止反应并于－２０℃保存。犌犃犘犇犎 持

家基因的扩增循环次数为２７次。

１．５　蛋白质免疫印迹 （犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋）

猪子宫内膜组织样本用蛋白裂解液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ，ＮａＣｌ８．７６ｍｇ／ｍＬ，１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００
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ａｎｄ１００μｇ／ｍＬＰＭＳＦ）裂解，提取出的总蛋白用

ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（Ｓｕｎｂｉｏ）检测。１）电泳：５０～

１００μｇ的蛋白样品通过１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳

进行蛋白的分离。２）转膜：将蛋白转移到ＰＶＤＦ膜

（ＢｉｏＲａｄ），转膜完毕后，将膜取出放入ＴＢＳＴ中洗

１次，时间５ｍｉｎ。３）封闭：用ＴＢＳＴ配制５％脱脂

奶粉，将膜浸入后，室温放置１ｈ。４）一抗孵育：用

封闭液将一抗 （Ｓａｎｔａｃｒｕｚ）按照一定比例稀释，将

膜与一抗一起孵育，４度过夜。孵育结束，ＴＢＳＴ洗

３次，每次５ｍｉｎ。５）二抗孵育：用封闭液稀释 ＨＲＰ

标记的二抗（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ），稀释比例１∶３０００，将稀

释后的二抗与膜共同孵育２～３ｈ。孵育结束，ＴＢＳ

Ｔ洗３次，每次５ｍｉｎ。６）ＤＡＢ显色：使用ＤＡＢ显

色试剂盒经适当显色后，用水终止显色。ＥＣＬ曝

光：使用ＥＣＬ化学发光显色液。

１．６　研究模型

分别统计分析２个多态位点的基因频率和基因

型频率，并进行χ
２ 适合性检验。建立模型Ⅰ和模型

Ⅱ分析单个或２个位点的基因型或合并基因型效应

与产仔数的关系。采用ＳＡＳ（Ｖｅｒｓｉｏｎ８．２）的ＧＬＭ

程序进行数据的处理与分析。不同基因型对应的产

仔数用最小二乘均数±标准误（ＬＳｍｅａｎｓ±ＳＥ）来

表示，模型如下

犢犻犼犽犾 ＝μ＋犎犢犛犻＋犅犼＋犘犽＋犌犾＋犲犻犼犽犾 （１）

犢犻犼犽犾犿 ＝μ＋犎犢犛犻＋犅犼＋犘犽＋犌犪犾＋犌犫犿＋

（犌犪犾×犌犫犿）＋犲犻犼犽犾犿 （２）

式中：犢为第犻个场年季的第犼个品种第犽个胎次

第犾个基因型个体的生产性能（总产仔数ＴＮＢ或产

活仔数ＮＢＡ）观察值；μ为群体均值；犎犢犛犻 为第犻

个场年季的效应；犅犼 为第犼个品种的效应；犘犽 为

第犽个胎次的效应；犌犾为基因型犾的效应；犌犪犾 为犪

位点犾基因型的效应；犌犫犿 为犫位点犿 基因型的效

应；犲为随机残差。

半定量处理后的数据采用ＳＡＳ８．２统计软件

包进行ＧＬＭ 分析，并进行同一基因不同组织表达

量的 Ｄｕｎｃａｎ和最小二乘均数多重比较，结果以

ＬＳｍｅａｎｓ±ＳＥ表示。实时荧光定量ＰＣＲ的数据利

用２－ΔΔＣｔ法分析，得到犈狆犺犃４的 ｍＲＮＡ 的相对表

达量，内参基因为犌犃犘犇犎。

２　结果与分析

２．１　持家基因在部分组织中的犚犜犘犆犚结果

在随机提取的组织样ｃＤＮＡ中进行持家基因

（犌犃犘犇犎）的ＰＣＲ扩增，琼脂糖检测结果表明，用

各组织样抽提的总ＲＮＡ反转录出来的ｃＤＮＡ质量

良好，可以进行下一步的定量ＰＣＲ试验（图１）。

从左至右分别为第４、７、８头猪的子宫内膜附着点，第４头猪的心

脏、胃、脾、肝，第３头猪的卵巢、子宫内膜附着点和第７头猪的肝

脏。Ｍａｒｋｅｒ为２０００ｂｐ。

Ｆｒｏｍｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔ，ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍａｔｔａｃｈｍｅｎｔｓｉｔｅｓ

ｏｆ４ｔｈ，７ｔｈ，８ｔｈｐｉｇ，ｈｅａｒｔ，ｓｔｏｍａｃｈ，ｓｐｌｅｅｎａｎｄｌｉｖｅｒｏｆ４ｔｈｐｉｇ，

ｏｖａｒｙａｎｄｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍａｔｔａｃｈｍｅｎｔｓｉｔｅｓｏｆ３ｒｄｐｉｇ，ａｎｄｌｉｖｅｒｏｆ

７ｔｈｐｉｇ．Ｍａｒｋｅｒｉｓ２０００ｂｐｓｉｚｅ．

图１　持家基因（犌犃犘犇犎）在随机抽取组织的

犮犇犖犃中扩增产物的琼脂糖检测结果

Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆａｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｓｉｓｆｏｒＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅ（犌犃犘犇犎）ｕｓｉｎｇ

ｃＤＮＡｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｉｎｐｉｇｓ

２．２　猪犈狆犺犃４基因组织表达特异性分析结果

对猪、人和小鼠的犈狆犺犃４基因的ｃＤＮＡ序列

做比较的话，猪的（ＧｅｎＢａｎｋＮＭ＿００１１３４９６７）与人

（ＧｅｎＢａｎｋＮＭ＿００４４３８）相似度为９２％，与小鼠

（ＧｅｎＢａｎｋＮＭ＿００７９３６）的相似度为８９％。

以持家基因犌犃犘犇犎 为内标，对猪肝脏、脾脏、

肺脏、肾脏、卵巢、子宫、大脑、脂肪、肌肉、小肠、大

肠、膀胱、胃、心脏、妊娠第１３天子宫内膜、妊娠第

１８天子宫内膜和妊娠第２４天子宫内膜共１７种组

织样中犈狆犺犃４基因的组织表达特异性进行了ＲＴ

ＰＣＲ半定量分析，凝胶电泳图结果请见图２（ａ）。应

用灰度值分析软件ＩｍａｇｅＪ（ＩｍａｇｅＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇａｎｄ

ＡｎａｌｙｓｉｓｉｎＪａｖａ，网址：ｈｔｔｐ：∥ｒｓｂ．ｉｎｆｏ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ｉｊ／）对犈狆犺犃４ 基因的表达量做相对于内标基因

犌犃犘犇犎 的对比分析，以确定目的基因在各组织样

中相对于持家基因表达量的相对值，统计结果请见

图２（ｂ）所示。

结果表明，犈狆犺犃４基因的ｍＲＮＡ在妊娠第２４

天子宫内膜上的表达量最高，其次为第１８天和第

１３天的；较高表达的组织样为肾脏、小肠和胃；较低

表达的组织样为脾脏、子宫、大脑、大肠、肌肉和心

脏；没有表达的组织样为肝脏、肺脏、卵巢、脂肪和膀
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犌犃犘犇犎 为持家基因。１．肝脏，２．脾脏，３．肺脏，４．肾脏，５．卵巢，６．子宫，７．大脑，８．脂肪，９．肌肉，１０．小肠，１１．大肠，１２．膀

胱，１３．胃，１４．心脏，１５．妊娠第１８天子宫内膜，１６．妊娠第２４天子宫内膜，１７．妊娠第１３天子宫内膜。

犌犃犘犇犎ｉｓａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．１．Ｌｉｖｅｒ，２．Ｓｐｌｅｅｎ，３．Ｌｕｎｇ，４．Ｋｉｄｎｅｙ，５．Ｏｖａｒｙ，６．Ｕｔｅｒｕｓ，７．Ｂｒａｉｎ，８．Ｆａｔ，９．Ｍｕｓｃｌｅ，１０．Ｓｍａｌｌ

ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ，１１．Ｌａｒｇｅｉｎｔｅｓｔｉｎｅ，１２．Ｂｌａｄｄｅｒ，１３．ｓｔｏｍａｃｈ，１４．Ｈｅａｒｔ，１５．Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍｏｎｐｒｅｇｎａｎｃｙｄａｙ１８，１６．Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍｏｎ

ｐｒｅｇｎａｎｃｙｄａｙ２４，１７．Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍｏｎｐｒｅｇｎａｎｃｙｄａｙ１３．

图２　犈狆犺犃４基因在不同组织中的犿犚犖犃表达量检测结果

Ｆｉｇ．２　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｓｗｉｎｅ犈狆犺犃４ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ

胱。表达量高低依次为：妊娠第２４天子宫内膜＞妊

娠第１８天子宫内膜＞妊娠第１３天子宫内膜＞小

肠＞胃＞肾脏＞大肠＞大脑＞脾脏＞心脏＞子宫＞

肝脏／肺脏／卵巢／脂肪／膀胱，犈狆犺犃４ 在母猪子宫

内膜中有较高的表达，但卵巢上却基本没有表达，可

能与卵巢组织提取的ＲＮＡ质量不佳有关，这提示

犈狆犺犃４与猪的繁殖性能相关，但需进一步确证。

２．３　犈狆犺犃４在子宫内膜附着点上的犿犚犖犃表达

实时荧光定量ＰＣＲ（ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ）中ＣＴ值

的含义是每个反应管内的荧光信号到达设定的域值

时所经历的循环数，本研究将各组织样的实时荧光

实量ＰＣＲ的ＣＴ值换算成２－ΔΔＣｔ值后做成柱形图，

如图３。

在母猪妊娠的第１３、１８和２５天（胚胎附植期），

用实时定量ＰＣＲ法在子宫内膜附着点检测到犈狆犺

犃４的ｍＲＮＡ表达，将交配后未妊娠母猪的子宫内

膜作为对照，ｍＲＮＡ表达量会随着妊娠日的不同而

有所波动。

犈狆犺犃４ 在胚胎附植期的 ｍＲＮＡ表达量呈先

降低后升高的趋势。在母猪妊娠第１３天的ｍＲＮＡ

ｎｏｎ为空怀猪。为差异显著性水平犘＜０．０５，

为差异显著性水平犘＜０．０１。

Ｔｈｅ“ｎｏｎ”ｍｅａｎｔｎｏｎｐｒｅｇｎａｎｔｐｉｇｓ．Ｓｉｎｇｌｅａｎｄｄｏｕｂｌｅ

ａｓｔｅｒｉｓｋｓｉｎｄｉｃａｔｅ犘＜０．０５ａｎｄ犘＜０．０１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图３　通过定量犘犆犚方法得到的猪胚胎附植期犈狆犺犃４

在子宫内膜附着点的犿犚犖犃表达变化

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆ犈狆犺犃４ｍＲＮＡｓ

ｏｎｓｗｉｎｅｅｍｄｏｍｅｔｒｉｕｍａｔｔａｃｈｍｅｎｔｓｉｔｅｓｄｕｒｉｎｇ

ｓｗｉｎｅｅｍｂｒｙｏｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄｂｙ

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

表达量最高，然后表达降低到妊娠第１８天，且二者

差异显著（犘＜０．０５），从妊娠第１８天到第２４天，
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ｍＲＮＡ表达量稍有增加，且第１３天和第２４天差异

不显著；作为对照组，犈狆犺犃４在未妊娠猪的表达量

极高，比妊娠第１３、１８和２４天的都要高的多，且差

异均极显著（犘＜０．０１）。

２．４　犈狆犺犃４在子宫内膜上的蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果是以β犪犮狋犻狀 为内参的蛋白

相对表达量（犈狆犺犃４／β犪犮狋犻狀）。猪胚胎附植早（１３

ｄ）、中（１８ｄ）和晚期（２４ｄ）犈狆犺犃４基因在子宫内膜

中的蛋白表达曲线呈先升高后降低的趋势，即在胚

胎附植早期至中期的过程中表达量持续升高，在胚

胎附植中期至晚期的过程中表达量持续降低；其中

妊娠第１８天的表达量最高，其次为第１３天的表达

量，最低为第２４天，且３个妊娠日两两间的表达量

差异均极显著（犘＜０．０１）（图４）。

２．５　犛犖犘狊检测

犈狆犺犃４基因的第３外显子是一段长６６４ｂｐ的

序列，在这段序列上，通过ＰＣＲＳＳＣＰ方法检测出

了２个ＳＮＰ突变位点。随机抽出６个猪耳组织样

ＰＣＲ扩增后进行ＳＮＰ检测。ＰＣＲ扩增产物均经过

测序以进一步确认突变位点。以犈狆犺犃４基因的全

长ｃＤＮＡ序列为研究对象，２个突变位点分别位于第

７１５和７５０ｂｐ处，分别记为ＥｐｈＡ４＿１和ＥｐｈＡ４＿２位

点，发生的突变为为Ａ→Ｇ和Ｔ→Ｃ的突变（图５）。

为差异显著性水平犘＜０．０５，为差异显著性水平犘＜０．０１。

Ｓｉｎｇｌｅａｎｄｄｏｕｂｌｅａｓｔｅｒｉｓｋｓｉｎｄｉｃａｔｅ犘＜０．０５ａｎｄ犘＜０．０１，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图４　通过 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋方法得到的猪胚胎附植期

犈狆犺犃４在子宫内膜附着点的蛋白表达变化

Ｆｉｇ．４　Ｃｈａｎｇｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆ犈狆犺犃４ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｏｎｓｗｉｎｅｅｍｄｏｍｅｔｒｉｕｍａｔｔａｃｈｍｅｎｔｓｉｔｅｓｄｕｒｉｎｇ

ｓｗｉｎｅｅｍｂｒｙｏｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄｂｙ

ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

图５　犈狆犺犃４基因的犘犆犚犛犛犆犘检测结果

Ｆｉｇ．５　ＰＣＲＳＳＣＰ（ＳｉｎｇｌｅＳｔｒａｎｄＣｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）ｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｔｈｅＥｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒＡ４（犈狆犺犃４）ｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

２．６　基因频率和基因型频率

总产仔数（ＴＮＢ）和产活仔数（ＮＢＡ）数据按胎

次进行分析，胎次包括第１胎次、第２胎次、第３～８

胎次和所有胎次（１～８）４个级别。ＥｐｈＡ４＿１和

ＥｐｈＡ４＿２位点的３种基因型在大白、长白和杜洛克

猪中均检测到，卡方（χ
２）检验证明ＥｐｈＡ４＿１等位基

因的基因型频率和基因频率在除大白猪的试验猪群

外，其他均处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡分布，ＥｐｈＡ４＿２

等位基因的基因型频率和基因频率在除二花脸猪的

试验猪群处，其他均处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡分

布（表２）。
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表２　长白、大白和杜洛克猪中犈狆犺犃４＿１和犈狆犺犃４＿２多态位点基因频率和基因型频率

Ｔａｂｌｅ２　ＡｌｌｅｌｅａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＥｐｈＡ４＿１ａｎｄＥｐｈＡ４＿２ｉｎＬａｎｄｒａｃｅ，ＹｏｒｋｓｈｉｒｅａｎｄＤｕｒｏｃｓｏｗｓ

品 种

Ｂｒｅｅｄ

ＥｐｈＡ４＿１

头 数

ＮＯ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑ

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑ

ＡＡ ＡＧ ＧＧ Ａ Ｇ

χ
２ 值

ＥｐｈＡ４＿２

头 数

ＮＯ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑ

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑ

ＴＴ ＴＣ ＣＣ Ｔ Ｃ

χ
２ 值

长白Ｌａｎｄｒａｃｅ ２５０ ２４ ９９ １２７ ０．２９ ０．７１ ０．５８ １７２ ４４ ７１ ５７ ０．４６ ０．５４ ４．９７

大白 Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ ４２０ １００ １８１ １３９ ０．４５ ０．５５ ７．２３ ２６２ ８３ １１８ ６１ ０．５４ ０．４６ ２．２６

杜洛克 Ｄｕｒｏｃ ９５ ３ ３９ ５３ ０．２４ ０．７６ １．７３ ５８ １９ ２１ １８ ０．５１ ０．４９ ４．４１

二花脸 Ｅｒｈｕａｌｉａｎ ４４ １０ ２８ ６ ０．５５ ０．４５ ３．５５ ４４ １ ３４ ９ ０．４１ ０．５９ １５．７３

苏钟Ｓｕｚｈｏｎｇ ４８ ６ ２９ １３ ０．４３ ０．５７ ２．６４ ４８ １３ １８ １７ ０．４６ ０．５４ ２．８７

梅山 Ｍｅｉｓｈａｎ ４５ ６ ２４ １５ ０．４０ ０．６０ ０．５６ ４５ ９ ２９ ７ ０．５２ ０．４８ ３．８２

金华Ｊｉｎｈｕａ ４８ ６ ３０ １２ ０．４４ ０．５６ ３．４９ ４８ １３ ２８ ７ ０．５６ ０．４４ １．６４

总计 Ｔｏｔａｌ ９５０ １５５ ４３０ ３６５ ０．３９ ０．６１ ２．２１ ６７７ １８２ ３１９ １７６ ０．５０ ０．５０ ２．３５

　　注：为差异显著性水平为０．０５，为差异显著性水平为０．０１。

Ｎｏｔｅ：Ｓｉｎｇｌｅａｎｄｄｏｕｂｌｅａｓｔｅｒｉｓｋｓｉｎｄｉｃａｔｅ犘＜０．０５ａｎｄ犘＜０．０１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．７　多态性与产仔数的关联分析

与基因型关联的最小二乘均数（Ｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓ

ｍｅａｎｓ）、基因加性效应（Ａｄｄｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓ）和等位基

因间的显性效应（Ｄｏｍｉｎａｎｔｅｆｆｅｃｔｓ）值见表３。对于

长白和大白猪中，在第１胎、第２胎和所有胎次上，

ＥｐｈＡ４＿１多态位点的３个基因型 ＡＡ，ＡＧ和 ＧＧ

对产仔数的影响差异显著（犘＜０．０５），但是对杜洛

克猪的影响无显著差异；ＥｐｈＡ４＿２多态位点基因型

对产仔数的影响与ＥｐｈＡ４＿１相同。

在ＥｐｈＡ４＿１多态位点处，以基因型关联的产仔

数（最小二乘均数）为衡量标准，在第１胎、第２胎和

所有胎次上，纯合子基因型 ＧＧ 与杂合子基因型

ＡＡ或ＡＧ对总产仔数（ＴＮＢ）或产活仔数（ＮＢＡ）

的影响差异显著（犘＜０．０５）。ＧＧ基因型比ＡＡ基

表３　犈狆犺犃４＿１和犈狆犺犃４＿２基因型效应对猪产仔数的影响（最小二乘均值±标准误）

Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥｐｈＡ４＿１ａｎｄＥｐｈＡ４＿２ｏｎｌｉｔｔｅｒｓｉｚｅｉｎｐｉｇｓ（ＬＳｍｅａｎｓ±ＳＥ）

项 目

Ｉｔｅｍ

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

第１胎Ｆｉｒｓｔｐａｒｉｔｙ 第２胎Ｓｅｃｏｎｄｐａｒｉｔｙ

窝 数

Ｌｉｔｔｅｒｓ

总产仔数

ＴＮＢ

产活仔数

ＮＢＡ

窝 数

Ｌｉｔｔｅｒｓ

总产仔数

ＴＮＢ

产活仔数

ＮＢＡ

ＥｐｈＡ４＿１ ＡＡ １２７ ９．９６±０．２５Ａａ ９．３７±０．２５Ａ １１２ １０．５１±０．３４Ａａ ９．９９±０．３４ａ

ＡＧ ３１６ １０．６１±０．１９ＡＢｂ １０．０４±０．１９ＡＢ １９７ １１．１４±０．２８ＡＢａ １０．６７±０．２８ｂ

ＧＧ ３１９ １０．９４±０．２０Ｂｂ １０．３４±０．２０Ｂ １７７ １１．７１±０．２９Ｂｂ １０．９５±０．３０ｂ

加性效应 －０．４９ －０．４８ －０．６０ －０．４８

Ａｄｄｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ

显性效应 ０．１６ ０．１８ ０．０３ ０．２０

Ｄｏｍｉｎａｎｔｅｆｆｅｃｔ

ＥｐｈＡ４＿２ ＴＴ １８０ １０．２９±０．２３Ａａ ９．７２±０．２３Ａａ １１０ １１．１８±０．３９ａｂ １０．４６±０．３９ａｂ

ＴＣ １７６ １０．４０±０．２３Ａａ ９．７７±０．２２Ａａ ８６ １０．６６±０．４０Ａａ ９．９４±０．４１Ａａ

ＣＣ １３３ １１．１６±０．２７Ｂｂ １０．３７±０．２５Ａｂ ６２ １２．００±０．４５Ｂｂ １１．１７±０．４６Ｂｂ

加性效应 －０．４３ －０．３３ －０．４１ －０．３６

Ａｄｄｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ

显性效应 －０．３２ －０．２７ －０．９３ －０．８８

Ｄｏｍｉｎａｎｔｅｆｆｅｃｔ
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续 表

项 目

Ｉｔｅｍ

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

第３及以上胎次 Ｔｈｉｒｄａｎｄａｂｏｖｅｐａｒｉｔｙ 所有胎次 Ａｌｌｐａｒｉｔｉｅｓ

窝 数

Ｌｉｔｔｅｒｓ

总产仔数

ＴＮＢ

产活仔数

ＮＢＡ

窝 数

Ｌｉｔｔｅｒｓ

总产仔数

ＴＮＢ

产活仔数

ＮＢＡ

ＥｐｈＡ４＿１ ＡＡ ９４ １０．７８±０．４３ａ １０．３８±０．４２ａ ３３３ １０．３０±０．３０Ａ ９．８５±０．３０Ａａ

ＡＧ １５０ １１．３４±０．４２ｂ １０．７４±０．４２ａ ５６３ １０．８３±０．２９Ｂ １０．３３±０．２９Ｂｂ

ＧＧ １１８ １１．４３±０．４３ｂ １０．８６±０．４３ａ ６１４ １１．１８±０．３０Ｃ １０．６０±０．３０Ｂｃ

加性效应 －０．３２ －０．２４ －０．４４ －０．３７

Ａｄｄｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ

显性效应 ０．２３ ０．１１ ０．０９ ０．１１

Ｄｏｍｉｎａｎｔｅｆｆｅｃｔ

ＥｐｈＡ４＿２ ＴＴ ７８ １１．４６±０．３５Ａａ １０．５６±０．３３Ａ ３６８ １０．９６±０．２３Ａａ １０．１２±０．２２Ａａ

ＴＣ ６２ １１．５３±０．３６Ａａ １０．７１±０．３４Ａ ３２４ １０．９２±０．２３Ａａ １０．０６±０．２３Ａａ

ＣＣ ３４ １２．８７±０．４４Ｂｂ １１．９０±０．４２Ｂ ２２９ １１．９４±０．２６Ｂｂ １０．９５±０．２５Ｂｂ

加性效应 －０．７０ －０．６７ －０．４９ －０．４２

Ａｄｄｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ

显性效应 －０．６３ －０．５２ －０．５３ －０．４８

Ｄｏｍｉｎａｎｔｅｆｆｅｃｔ

　　注：不同的字母代表基因型间不同的显著水平（Ａ，Ｂ为（犘≤０．０１），ａ，ｂ为（犘≤０．０５））

Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｓｈｏｗｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｅｖｅｌｓｗｉｔｈｉｎｇｅｎｏｔｙｐｅｓ（Ａ，Ｂ（犘≤０．０１），ａ，ｂ（犘≤０．０５））

因型的总产仔数按胎次分别高出０．９８（第１胎），

１．２０（第２胎）和０．８８头（所有胎次），ＧＧ基因型比

ＡＡ基因型的产活仔数按胎次分别高出０．９７（第１

胎），０．９６（第２胎）和０．７５头（所有胎次）。

在ＥｐｈＡ４＿２多态位点处，以最小二乘均数为衡

量标准，ＴＴ与ＴＣ基因型间差异不显著，在第１胎、

第２胎和所有胎次上，纯合子基因型ＣＣ与杂合子

基因型ＴＴ或 ＴＣ对总产仔数（ＴＮＢ）或产活仔数

（ＮＢＡ）的影响差异显著（犘＜０．０５）。ＣＣ基因型比

ＴＴ基因型的总产仔数按胎次分别高出０．８７（第１

胎），０．８２（第２胎）和０．９８头（所有胎次），ＣＣ基因

型比ＴＴ基因型的产活仔数按胎次分别高出０．６５

（第１胎），０．７１（第２胎）和０．８３头（所有胎次）。

对于ＥｐｈＡ４＿１位点，按总产仔数估算，基因加

性效应值最高的为０．６０，出现在第２胎次；按产活

仔数估算，基因加性效应值最高的为０．４８，也在第２

胎次。ＥｐｈＡ４＿１位点处的等位基因（Ａ和Ｇ）间的

显性效应值，按总产仔数估算，显性效应值最高的为

０．２３，出现在第３及以上胎次；按产活仔数估算，基

因加性效应值最高的为０．１１，也在第３及以上胎次。

对于ＥｐｈＡ４＿２位点，按总产仔数估算，基因加

性效应值最高的为０．７０，出现在第３及以上胎次；

按产活仔数估算，基因加性效应值最高的为０．６３，

也在第３及以上胎次。ＥｐｈＡ４＿２位点处的等位基

因（Ｔ和Ｃ）间的显性效应值，按总产仔数估算，显性

效应值最高的为０．９３，出现在第２胎次；按产活仔

数估算，基因加性效应值最高的为０．８８，也在第２

胎次。

３　讨论与结论

３．１　基因表达

现在已有报道在人的子宫内膜表面上皮和胚胎

表达的与胚胎附植相关的基因，包括配体和受体，这

表明分子系统机制可能调节着原始的附植过程，如

整合 素 （犐狀狋犲犵狉犻狀狊）
［１６］、活 化 白 细 胞 粘 附 分 子

（犃犮狋犻狏犪狋犲犱犾犲狌犽狅犮狔狋犲犮犲犾犾犪犱犺犲狊犻狅狀犿狅犾犲犮狌犾犲）
［１７］和

Ｌ选择素（犔狊犲犾犲犮狋犻狀）
［１８］。猪胚胎附植过程的特点

是粘附的前期特别长，这段时间包括胚胎的迁移和

在子宫内的间隔控制，因为猪的附植程度较浅，所以

胚胎滋养层和腔上皮会紧密互锁［１９］。“窗口期”之

后，在胚胎附着在子宫内膜上皮之前，二者会有一个

“会话”，以决定胚胎在什么时间什么地点附着在子

宫腔 ［２０２１］。由于猪的附着前期特别长，在胚胎滋养

层细胞侵入腔上皮细胞之前有充分的时间，所以这

就使猪成为一个研究猪胚胎着附植早期的动物模

型［２２］。
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犈狆犺犃４基因属于犈狆犺犈狆犺狉犻狀家族中的一员，

是一个编码多效性细胞的因子，通常在子宫内膜上

表达ｍＲＮＡ直至产生犈狆犺犃４蛋白质
［１３］。用免疫

组化和 ＲＴＰＣＲ 方法，已证明在小鼠妊娠的第

１．５～５．５ｄ之间，犈狆犺犃４ 基因在小鼠的子宫内膜

腔上皮细胞和腺上皮细胞上均可持续地表达［１３］。

犈狆犺犃４可以连接犈狆犺狉犻狀犃 和犈狆犺狉犻狀犅 亚系基

因，使Ａ和Ｂ亚系在“窗口期”可以严格地相作用
［１４，２３］，所以犈狆犺犃４ 作为犈狆犺犈狆犺狉犻狀 系统内的一

关键因子，在胚胎附植过程中发挥着关键作用。本

研究在胚胎附植期猪的子宫内膜上检测出了犈狆犺

犃４基因的表达，这也预示着犈狆犺犃４对猪的产仔数

有着重要影响。自此，犈狆犺犃４ 可能是一个影响猪

繁殖性状的主效候选基因。

在本研究中，采用半定量ＰＣＲ、实时荧光定量

ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法，在猪胚胎附植前（妊娠

第１３天）、中（妊娠第１８天）、后期（妊娠第２４天）均

检测到犈狆犺犃４基因在猪子宫内膜中的表达。半定

量结果表明犈狆犺犃４在猪子宫内膜上的表达量要高

于全身其他组织的，这与 犕狌犮１ 基因在猪胚胎附植

期的表达趋势一致［２４］。实时荧光定量ＰＣＲ的结果

表明，而犈狆犺犃４在胚胎附植期间均呈现逐渐降低

的趋势，且妊娠猪的表达量远低于空怀猪的。这与

同属犈狆犺犈狆犺狉犻狀家族的犈狆犺犃５和犈狆犺犃７基因

在猪胚胎附植期的ｍＲＮＡ逐渐增加的表达趋势
［２５］

不一致，说明此家族可能在猪胚胎附植期发挥了多

种作用。Ｒｅｎ报道的犕狌犮１基因在猪胚胎附植期的

表达趋势为先降低后增加［２４］。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结

果表明，犈狆犺犃４ 在母猪子宫内膜腔细胞和腺细胞

上的表达在胚胎附植期呈现先升高（妊娠第１３～１８

天）后降低（妊娠第１８～２４天）的趋势。这表明犈狆犺

犃４可能在胚胎附植中发挥着排斥力的作用，这与

Ｆｕｊｉｗａｒａ
［１１］和Ｆｕｊｉｉ

［１３］等人的研究结果相似。

犈狆犺犃４ 在 ｍＲＮＡ水平和蛋白水平上表达的

差异性可能由于这些基因转录水平上的差异所致。

这些研究成果表明犈狆犺犃４在猪初始的胚胎与子宫

内膜的相互影响过程中发挥重要作用。在小鼠上，

免疫组化的结果表明犈狆犺犃１在子宫内膜表皮上的

表达量呈现下降的趋势 ［１３］。在人上，定量ＰＣＲ和

免疫组化结果表明犈狆犺狉犻狀犃１ 在子宫内膜的腔上

皮上表达量非常明显［１１］。据研究，犈狆犺犈狆犺狉犻狀 系

统广泛在细胞细胞交互、间接细胞迁移和细胞粘附

等过程中发挥着作用 ［１１１２］。犈狆犺犈狆犺狉犻狀家族内有

许多亚系，如犈狆犺犃１犈狆犺狉犻狀犃１亚系，亚系间相互

作用，可以比较容易地相互弥补缺陷［２６］。

３．２　基因多态性

标记 辅 助 选 择 （ＭａｒｋｅｒＳｓｓｉｓｔｅｄＳｅｌｅｃｔｉｏｎ，

ＭＡＳ）可以提高动物育种中的遗传进展，并且随着

不断发现越来越多的影响动物主要性状的分子标

记，ＭＡＳ的应用会越来越广泛，如 ＭＡＳ在繁殖性

状选育中的应用前景就十分广阔。目前越来越多的

研究发现某些细胞因子对猪繁殖活动也很重要，特

别是对猪的胚胎附植过程发挥着重要作用，如转化

生长因子β１（ＴＧＦβ１）
［２７］，环指蛋白４基因 （Ｔｈｅ

ｒｉｎｇｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ４ｇｅｎｅ，ＲＮＦ４）
［２８］，白血病抑制

因子（ＬＩＦ）
［７］，这些基因也成为影响猪产仔数性状

的候选基因，同理，本试验研究的犈狆犺犃４基因也是

一个影响繁殖活动的细胞因子。

本试验中，ＥｐｈＡ４＿１处Ａ→Ｇ的突变直接引起

了氨基酸的变化，使谷氨酸变成了赖氨酸，从而使蛋

白质发生了改变，这预示着ＥｐｈＡ４＿１位点多态性可

能与犈狆犺犃４ 基因的功能性变化有关。ＥｐｈＡ４＿２

处Ｔ→Ｃ的突变没有引起氨基酸的直接变化，但这

个多态性位点可能通过连锁不平衡与直接影响繁殖

性状的位点相作用，从而间接影响到氨基酸直至蛋

白质的变化 ［２８］。

在长白和杜洛克猪中，ＥｐｈＡ４＿１和ＥｐｈＡ４＿２

位点多态性与总产仔数（ＴＮＢ）和产活仔数（ＴＮＢ）

均显著关联，这说明犈狆犺犃４可能是猪繁殖性状的

一个比较好的候选基因。在第１胎、第２胎和所有

胎次上，ＥｐｈＡ４＿１位点的 ＧＧ基因型和ＥｐｈＡ４＿２

位点的ＣＣ基因型所关联的总产仔数和产活仔数与

其他基因型的均存在显著差异（犘＜０．０５或犘＜

０．０１）。ＥｐｈＡ４＿１位点的 ＡＡ 与 ＡＧ 基因型间，

ＥｐｈＡ４＿２位点的 ＴＴ与 ＴＣ基因型间差异均不显

著。另外，在第１胎、第２胎和所有胎次上，携带

ＥｐｈＡ４＿１位点处Ｇ等位基因和ＥｐｈＡ４＿２位点处Ｃ

等位基因猪的总产仔数和产活仔数均比较多。

按照基因频率和基因型频率来说，ＥｐｈＡ４＿１和

ＥｐｈＡ４＿２位点在不同猪群中的分布有不同的特点，

即ＥｐｈＡ４＿１位点的 Ａ等位基因频率在引入品种

（长白、大白、杜洛克）中的分布要低于本地品种（二

花脸、苏钟、梅山、金华）的，Ｇ等位基因频率则呈相

反分布，且在不同猪群中的等位基因频率大小均为

Ａ＜Ｇ；而ＥｐｈＡ４＿２位点Ｔ和Ｃ的等位基因频率在

引入品种和本地品种中的分布则无明显差异，长白、
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二花脸和苏钟猪群中的等位基因频率为Ｔ＜Ｃ，而

其他猪群中的则为Ｔ＞Ｃ。这些突变位点在不同猪

群中的多态性分布规律为分子育种提供了一定的理

论参考。

综上所述，犈狆犺犃４基因作为犈狆犺犈狆犺狉犻狀系统

中重要的一员，在猪的胚胎附植活动中发挥着重要

作用，且其第３外显子有２个多态位点，与猪的产仔

数关联分析显著。犈狆犺犃４可以作为猪产仔数的候

选基因用于分子育种。
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