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要!利用
+,-!..,+

方法检测
/

种小型猪"五指山猪&巴马猪&香猪和藏猪#和
#

种中大型猪"达兰猪和长白猪#

生长激素"

01

#基因的单核苷酸多态性'发现小型猪中有
$

处碱基突变发生在
)2!

调控区!对基因型和等位基因频

率进行分析!

/

种小型猪生长激素
)2!

侧翼区基因位点中!等位基因
3

和
4

为优势等位基因!与达兰猪和长白猪中

的分布差异显著"

.

#

&5&)

#'以上结果表明猪品种间的体型差异可能与
/0

基因
)2!

调控区的基因突变和前导肽

中的氨基酸变异有关'
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我国有着丰富的小型猪资源!小型猪作为试验

动物越来越广泛!但小型猪小型化的分子遗传机制

一直不清楚'目前主要认为猪的生长轴中某些基因

的变异导致蛋白结构的变化和功能活性的降低!阻
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碍细胞内信号的传导!影响了生长发育'生长激素

"

L

\B̂ HAAB\<BCG
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01

#基因是调控动物生长发育

的核心!是调节动物生长发育的主效基因之一!并且

动物生长速度的差异与生长激素基因的结构和表达

水平密切相关'目前该基因多集中于
)2!

侧翼区至

第
$

外显子部分序列的多态性研究!而对生长激素

基因启动子区域调控因子作用研究较少'猪
/0

基因之间的差异可能是导致品种间基因表达水平及

其生长发育差异的根本原因*

"!)

+

'

O>

等通过三维结

构分析发现榕江香猪生长激素成熟肽第
"&6

位异亮

氨酸的替换可能导致了生长激素与受体间亲和力下

降!且在猪品种间存在很大差异*

(

+

'姚惠娟等通过

测量小型猪生长激素含量推测出体型的大小与
01

含量无关!可能与基因调控有关*

*

+

'研究利用
+,-!

..,+

方法和克隆测序技术对
/

个小型猪和
#

个中

大型猪的生长激素启动子区序列进行单核苷酸多态

性"

.J+Y

#研究!分析不同的基因型和等位基因频率

在猪品种之间的差异!并探讨猪品种生长发育和体

型差异之间的关系'

D

!

材料与方法

DED

!

试验材料和主要试剂

!!

共采集
(

个猪品种"

/

个小型猪种!

"

个中型猪

种!

"

个大型猪种#

"6)

个个体的耳组织样品"表
"

#'

采用酚,氯仿抽提法提取
4J3

后溶于
X;

中!用紫

外分光光度计检测其纯度和浓度!然后稀释为
"&&

C

L

-

"

O

b"备用'
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引物由上海生工生物工程有限公司合成%

>$

E

4J3

[

B?

E

<G\=YG

&

K=\MG\

购自北京汇天东方公司%

质粒
[

K4"6!XcGDHB\

购自大连宝生物公司%

X

/

连

接酶购自
+\B<G

L

=

公司%

41)

#

购自北京天根公司'

表
D

!

试验样品一览表

F.@/7D

!

G1+623+.5

?

/7+H+7C1-6<7+6HC

0

体型
:BZ

E

Y>@G

!!

品种
:\GGZ

样本数
JF<TG\

样品来源
.BF\DGB]Y=<

[

?G

小型猪

!!

五指山猪
WI.+ /6

农业部国家五指山猪保种场"北京#

!!

巴马猪
:=<=

[

>

L

$"

中国实验用小型猪种质资源中心"北京#

!!

香猪
R>=C

L[

>

L

")

贵阳中医学院试验猪场

!!

藏猪
X>TGH

[

>

L

"(

甘肃合作地区

中型猪
!!

达兰猪
4=?=C /)

北京养猪育种中心

大型猪
!!

长白猪
O=CZ\=DG $&

天津市宁河种猪厂

DE!
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引物设计和
*I8

扩增

!!

根据
0GC:=CM

上猪生长激素基因全序列

"

K"**&/

#和猪生长激素启动子区序列"

Q)6""$

#利

用
+\><G\+\G<>G\)5&

设计
$

对引物"表
#

#'

表
!

!

猪生长激素启动区及调控区
*I8

扩增引物

F.@/7!

!

*41574+23A2C1-
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反应体系为
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缓冲液
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#5)<<B?
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"

O
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上下游引物各
&5$

"

O

!
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E

4J3

[

B?

E

<G\=YG&5#)

Q

!

4J3

模板
"

"

O

!加
ZZ1

#

U

至
"&5&

"

O
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+,-

反应程序是$

'/d)<>C

%

'/d/&Y

!退火

温度
$&Y

!

*# d /&Y

!

$$

个循环%

*# d

延伸
"&

<>C

%

/d

保存'用
#f

的琼脂糖凝胶电泳检测扩增

效果'

&/(



!

#

期 郑茂恩等$小型猪生长激素基因启动子区
.J+Y

分析

DE'

!

*I8J((I*

分析
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$

"

O+,-

扩增产物加
)

$

(

"

O

上样变性缓冲

液"

'6f

去离子甲酰胺&

&5&#)f

溴酚蓝&

&5&#)f

二

甲苯青&

"&<<B?

-

O

b"

;4X3

"

[

165&

#&

#f

甘油#!

'6d

变性
"&<>C

!立即冰浴
"&<>C

!使之保持变性

状态!变性后的
+,-

产物在
"#f

的非变性聚丙烯

酰胺凝胶"

3\Dg:FYh#'g"

#中
")&c

&

/d

条件下

电泳
6

$

"#A

后!银染显色'

DE$

!

目的片段克隆和序列测定

!!

根据
+,-!..,+

分析结果!选取不同基因型个

体的样品进行克隆测序'

+,-

产物经电泳鉴定后!

切胶回收目的片段进行纯化!将纯化后的目的
4J3

片段用
X!3

克隆法克隆在
[

K4"6!XcGDHB\

上!转

化大肠杆菌
41)

#

感受态细胞!进行蓝白斑筛选!取

阳性菌落进行培养!进行
+,-

扩增和质粒酶切鉴

定!最后进行序列测定'

!

!

结果与分析

!!

根据试验结果分析!引物
+

$

的扩增产物在
/

种

小型猪种和
#

种中大型猪种中均未发现多态性'

!ED

!

启动子区中引物
*

D

扩增序列的分析

#5"5"

!

引物
+

"

扩增片段的
+,-!..,+

分析结果

!

所设计引物的
+,-

扩增片段与预期大小一致!并

且没有非特异性条带"图略#'对引物
+

"

的扩增产

物进行
..,+

检测'分析显示!在启动子区引物
+

"

扩增片段上检测到
$

种基因型!分别命名为
33

&

::

和
3:

"图
"

#'

$

!

/%::

%

"533

%

#

!

)53:

图
D

!

引物
*

D

的
*I8

扩增产物的
((I*

分析

K1

9

ED

!

((I*.-./

0

+1+23*I8

?

42CHA6+@

0?

41574*

D

1-C133747-6

?

1

9

@477C+

#5"5#

!

引物
+

"

不同基因型个体的克隆测序及分析

!

取
33

和
::#

种基因型的
+,-

产物片段进行凝

胶回收&纯化!然后克隆测序!进一步证实多态位点

的存在"图
#

#'

::

与
33

基因型相比在
)2!

调控区

""$CH

处发生
0

$

3

突变'

图
!

!

,,

和
LL

基因型图谱及序列分析

K1

9

E!

!

F<75H6.612-.6DD'-6-HA/7261C7@76;77-,,.-CLL

9

7-26

0?

7+

!E!

!

启动子区中引物
*

!

扩增序列的分析

#5#5"

!

引物
+

#

扩增片段的
+,-!..,+

分析结果

!

对引物
+

#

的扩增产物进行
..,+

检测!在启动子

区引物
+

#

扩增片段上检测到
$

种基因型!分别命名

为
,,

&

44

和
,4

"图
$

#'

#5#5#

!

引物
+

#

不同基因型个体的克隆测序和分析

!

对在
..,+

中呈现多态性个体的
+,-

产物进行

凝胶回收&纯化!然后进行克隆测序!进一步证实多

态位点的存在"图
/

#'结果表明!

44

基因型在处于

起始位点
$)$CH

"

X

$

,

#处发生了碱基突变'而
$&(

CH

处的碱基突变"

X

$

3

#发生在核心启动区附近'

/

!

(%,,

%

#

!

$

!

)%44

%

"%,4

图
'

!

引物
*

!

扩增片段的
*I8J((I*

分析结果

K1

9

E'

!

((I*.-./

0

+1+23*I8

?

42CHA6+@

0?

41574

*

!

1-C133747-6

?

1

9

@477C+

"/(



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
/&

卷
!

图
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和
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基因型图谱及序列分析

K1

9

E$

!

F<75H6.612-+.6'"&-6.-C'%'-6-HA/7261C7@76;77-II.-CMM

9

7-26

0?

7+

!E'

!

不同猪品种间
!"

基因型频率和等位基因频

率分析

!!

根据
..,+

电泳带型分析结果!对五指山猪&巴

马猪&香猪&藏猪&达兰猪和长白猪的
33

&

3:

&

::

基因型频率及
3

&

:#

种等位基因的频率进行统计!

并对结果进行适合性
%

# 检验和方差分析!以观察各

群体是否处于
1=\Z

E

!WG>CTG\

L

平衡和多态位点的

差异性'适合性
%

# 检验结果表明!各群体在该位点

均处于
1=\Z

E

!WG>CTG\

L

平衡"

.

%

&5&)

#'由表
$

可知!引物
+

"

的扩增产物在
/

种小型猪中检测到的

33

基因型频率分别为
&5(#)

&

&5'$)

&

&5)$/

和

&5)&&

%等位基因
3

的频率分别为
&5*(&

&

&5'(6

&

&5)(*

和
&5*"'

!在五指山猪&广西巴马猪&贵州香

猪&甘肃藏猪
/

种小型猪中为优势等位基因!

33

基

因型在
/

种小型猪中的基因型频率均高于达兰猪和

长白猪"达兰猪为
&5"*6

!长白猪为
&5&((

#'巴马猪

::

基因型频率为
&

!与其它品种猪存在很大的差

异'

表
'

!

&

个猪品种
!"

基因
%NJ

调控区中引物
*

D

扩增产物的基因型和等位基因频率

F.@/7'

!

F<7347

O

H7-A17+23

9

7-26

0?

7.-C.//7/723!"

9

7-7%NJ3/.-P1-

9

47

9

12-.5

?

/1317C@

0?

41574*

D

1-+1Q

?

1

9

@477C+

品种
:\GGZ

样本数
JF<TG\ 33 3: :: 3 :

%

#

五指山猪
WI.+ /6 &%(#)

"

$&

#

&%#*"

"

"$

#

&%"&/

"

)

#

&%*(& &%#/& $%"($

巴马猪
:=<=

[

>

L

$" &%'$)

"

#'

#

&%&()

"

#

#

&%&&&

"

&

#

&%'(6 &%&$# &%&$//

香猪
R>=C

L[

>

L

") &%)$/

"

6

#

&%$$$

"

)

#

&%"$$

"

#

#

&%)(* &%/$$ $%)")

藏猪
X>TGH

[

>

L

"( &%)&&

"

6

#

&%/$6

"

*

#

&%&(#

"

"

#

&%*"' &%#6" &%"&6

达兰猪
4=?=C

[

>

L

/) &%"*6

"

6

#

&%)*6

"

#(

#

&%#//

"

""

#

&%/(* &%)$$ "%"(#

长白猪
O=CZ\=DG $& &%&((

"

#

#

&%#(*

"

6

#

&%((*

"

#&

#

&%#&& &%6&& &%6$$

括号内的数据为个体数'

%

#

&5&)

"

#

#

h)5''

!

%

#

&5&"

"

#

#

h'5#"

'下同

XAGZ=H=>CT\=DMGHY<G=CHAGCF<TG\B]>CZ>_>ZF=?Y5XAGY=<G=YTG?B̂

!!

根据
..,+

电泳图谱结果分析!对
(

个猪种的

基因型频率及等位基因频率进行统计!并对结果进

行适合性
%

# 检验和方差分析!由表
/

可知!除巴马

猪外!其他各群体在该位点的等位基因频率均处于

1=\Z

E

!WG>CTG\

L

平衡"

.

%

&5&)

#'等位基因
4

在

五指山猪&巴马猪&香猪&藏猪小型猪种中的频率分

别为
&5(66

&

&5')#

&

&5*(*

和
&5()(

%而达兰猪和长

白猪种等位基因
4

的频率分别为
&5$(*

和
&5$&&

!

等位基因
4

在
/

种小型猪种中为优势等位基因!

44

基因型在
/

种小型猪种中的基因型频率为
&5/"*

$

&5'$)

'

'

!

讨
!

论

'ED

!

#

!"

基因
()*

位点分析

!!

现在认为人
O=\BC

症&小鼠&性连锁矮小鸡的矮

小主要是由于其生长激素受体上的结合位点的碱基

发生了突变!犬类是由于胰岛素样因子发生了变

异*

6!""

+

!而对小型猪的小型化分子机制还不太清

楚'通过对生长激素基因启动区的分析!发现
/

种

小型猪与
#

种中大型猪之间存在一定的差异!引物

+

"

扩增片段的
..,+

检测分析认为!此多态性是由

#/(



!

#

期 郑茂恩等$小型猪生长激素基因启动子区
.J+Y

分析

表
$

!

&

个猪品种
!"

基因
%NJ

调控区中
*

!

扩增产物的基因型和等位基因频率

F.@/7$

!

F<7347

O

H7-A17+23

9

7-26

0?

7.-C.//7/723!"

9

7-7%NJ3/.-P1-

9

47

9

12-1-+1Q

?

1

9

@477C+.5

?

/1317C@

0?

41574*

!

品种
:\GGZ

样本数
JF<TG\ ,, ,4 44 , 4

%

#

五指山猪
WI.+ /6 &%&6$

"

/

#

&%/)6

"

##

#

&%/"*

"

##

#

&%$"# &%(66 &%#"$

巴马猪
:=<=

[

>

L

$" &%&$#

"

"

#

&%&$#

"

"

#

&%'$)

"

#'

#

&%&/6 &%')# "$%&6(

香猪
R>=C

L[

>

L

") &%&((*

"

"

#

&%$$$

"

)

#

&%(&&

"

'

#

&%#$$ &%*(* &%&*&

藏猪
X>TGH

[

>

L

"( &%"66

"

$

#

&%$"#

"

)

#

&%)&&

"

6

#

&%$// &%()( "%)""

达兰猪
4=?=C

[

>

L

/) &%///

"

#&

#

&%$*6

"

"*

#

&%"*6

"

6

#

&%($$ &%$(* "%)(*

长白猪
O=CZ\=DG $& &%/(*

"

"/

#

&%/(*

"

"/

#

&%&(*

"

#

#

&%*&& &%$&& &%$*&

于在
/0

基因序列中
""$CH

处发生
0

$

3

突变!结

果显示在五指山猪&巴马猪&贵州香猪和藏猪
/

种小

型猪中
3

等位基因的分布占有优势!频率较高!广

西巴马猪与其它猪种相比!较为显著的是
::

基因

型频率为
&

!这是否可以用来进行猪品种之间的鉴

定和作为一种分子遗传辅助标记还需要综合考虑群

体样本的大小'从等位基因频率来看!

/

种小型猪

与达兰猪和长白猪的生长激素基因多态位点的分布

有很大差异'引物
+

#

扩增片段
..,+

检测分析!在

$&(

"

X

$

3

#和
$)$CH

处"

X

$

,

#发生了碱基突变!等

位基因
4

主要分布在
/

种小型猪中!从等位基因
4

的频率来看!小型猪与达兰猪和长白猪差异很大'

引物
+

$

所扩增的片段中包含部分外显子
#

!通过片

段分析存在一定基因连锁性!外显子
#

无论是在小

型猪还是中大型猪中都存在
.J+Y

变异位点!这与

前人的报道相一致*

"#

+

'

'E!

!

#

!"

基因转录因子分析

!!

功能基因的表达调控是多层次的!并且受各种

信号网络调控!主要表现在基因转录&

<-J3

的加

工&修饰和翻译等环节'

)2!

调控区包含了调控基因

的许多转录因子&增强子和上游元件!他们对基因的

表达和调控都起到很重要的作用!转录因子在调控

区的结合位点一般具有较强的保守性!在不同的物

种之间序列基本一致'

,Z̀ 3

元件在基因调控区能

增强基因转录的活性!

34-"

&

03X3

家族属于锌指

结构!这些转录因子在
4J3

的转录过程中都提高

了启动子转录的强度和活性*

"$!"/

+

'通过
XNYG=\DA

在线软件分析!生长激素
)2!

调控区的基因突变影响

了
,Z̀ 3

&

34-"

&

03X3!"

&

03X3!#

&

03X3!$

等

转录因子的活性'试验中发现
/

种小型猪在该序列

发生了变异!这些变异可能影响蛋白质的亲和力'

'E'

!

#

!"

基因
()*+

的生物学意义

!!

利用
+,-!..,+

方法对上游至外显子
#

的序

列进行了分析!共发现
$

个
.J+Y

位点!

""$

"

0

$

3

#

和
$&(CH

处"

X

$

3

#发生在
)2!

调控区!它们在小型

猪与达兰猪和长白猪之间的分布存在着很大的差

异!这有可能与调控基因的功能有关%

$)$CH

处"

X

$

,

#发生在第
"

内含子区!内含子的突变可以抑制

信使
-J3

产物的产生和影响外显子的剪接!一般

情况下是有害的!但是此处的内含子突变还不太清

楚'前导肽是信号肽的一种!而许多蛋白的前导肽

具有分子内伴侣功能!在蛋白的转运过程中起到引

导性和调控性作用'帅素容等研究发现!前导肽中

氨基酸的突变可能对
01

的生物活性和在细胞内

的转运&定位的调控作用有关!

(($CH

处"

,

$

X

#发

生的突变导致了前导肽中
"

个氨基酸变异位点的突

变"

3

$

c

#

*

")!"(

+

'缬氨酸"

c

#主要分布在
/

种小型

猪中!而丙氨酸"

3

#主要分布在达兰猪和长白猪中'
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动物疫情快递

安哥拉发生狂犬病

#&&'

年
/

月
#/

日!安哥拉
3CHBC>BiBYG

博士向
UP;

通报了狂犬病疫情'疫情始于
#&&'

年
/

月
(

日!

于
/

月
6

日确诊!此次疫情是临床发病!

OQ3J43

省犬的狂犬病发病率"

"f

$

#f

#和死亡率"

"f

$

#f

#异

常升高'病原是狂犬病病毒!血清型未定'

UCZG\YHG

[

BB\H

兽医研究所进行了直接免疫荧光试验"结果未

定#'目前已经采取了狂犬病控制措施'安哥拉采取了区域化和紧急免疫措施'疫情发生后对动物展开了

捕捉和免疫工作'正在搜查和确定可能的接触人群和动物'大规模的免疫工作已完成!接种了
"""&&&

余

只动物"犬&猫和猴#'常规免疫正在进行'

以色列发生马脑炎

#&&'

年
/

月
#6

日!以色列
KBYAG,A=><B_>H@

博士向
UP;

通报了马脑炎疫情'疫情始于
#&&6

年
"&

月

"

日!共计
/#

起!于
#&&'

年
$

月
$&

日确诊'此次疫情是临床发病!病原是马脑炎病毒!易感动物是马!共有

易感马
6&&

匹!病例
")&

例!症状为体温升高&食欲不振&虚弱和咳嗽'感染来原是空气传播'

9><\BC

兽医

研究所马病室"国家实验室#的病原分离和血清中和试验结果不确定"

#&&'

年
"

月
"&

日#%兽医实验研究所

"

cO3

!

UP;

参考实验室#的
+,-

结果为阳性"

#&&'

年
$

月
$&

日#'以色列采取了国内限制移运措施!未禁

止免疫!未对动物进行治疗'目前疫情已解除'

"摘译自
UP;
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