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陆川猪Leptin基因的SNP检测及其

与部分生产性状的关联分析

张 冰1，孙 超¨，黄敏瑞2，孙俊丽2
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摘要：以82头陆JIl猪为材料，根据猪Leptin基因序列设计一对引物，采用PCR-SSCP技术进行单核苷酸多

态性(SNP)检测。发现一个SNP位点，并对该位点的3种基因型与陆川猪部分生产性状进行相关性分析。结

果表明：CC型个体的断奶重和平均日增重显著高于TT型和CT型(P<0 05)。由此初步推断Leptin基因可

能是影响陆川猪生产性状的候选基因之一或与主基因相连锁，可以用该位点对陆川猪生产性状进行标记辅

助选择。
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SNP Detection in Luchuan Pig Leptin Gene and Its

Associations with PartiaI Production Traits
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Abstract：One pair of primer was designed according to porcine Leptin gene sequence and PCR—SSCP

was carried out in a number of 82 Luchuan Pigs．We found a single nucleotide polymorphism(SNP)

site within the product amplified．We analyzed the relationship between the three genotypes on the

SNP site and the partial production traits in Luchuan pig．Results indicated that genotype CC had sig—

nificant higher weaning weight and average daily gain than genotype TT and CT(P<0．05)．It could

be inferred that the Leptin gene may be one of candidate genes or linked to the major genes affecting

the production traits in Luchuan pig．The polymorphic site could be used to marker assisted selection

program for production traits in Luchuan pig．
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瘦素(Leptin)是一种主要由脂肪细胞分泌

的蛋白质类激素，是Leptin基因的蛋白产物，主

要参与采食量、体重、繁育和机体能量平衡的调

控Ⅲ。Guay等口1研究发现，怀孕母猪背部脂肪组

织中Leptin mRNA水平与背膘厚呈正相关。

McNeel等阳1研究表明，肥胖猪脂肪组织中Leptin

mRNA水平显著高于瘦型猪的。Barb等H]将猪

的重组瘦素注入猪体后，猪的采食量下降，生长激

素分泌增加。以上研究结果表明，Leptin基因有

可能作为猪主要经济生产性状(如采食量、膘厚、

生长速度等)的分子标记。

陆川猪具有肉嫩味美、皮薄肉香、抗逆性强、

耐粗饲、体小早熟等诸多优点，是广西优良的地方

品种，2000年被农业部列入国家级畜禽品种资源
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保护名录[5]。然而，有关陆川猪Leptin基因的分

子标记及其与生产性状的相关分析尚未见报道。

本研究以陆川猪为试验材料，采用单链构象多态

(single strand conformation polymorphism，SS—

CP)方法对Leptin基因进行单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism，SNP)检测，并

对其SSCP多态性与部分生产性状进行相关分

析，旨在寻找与生产性状相关的遗传标记，为陆川

猪高生产性能的标记辅助选择提供科学依据。

1 材料与方法

1．1试验材料

从广西畜牧研究所陆川猪保种场随机抽取陆

川猪纯种公猪82头，这些猪的出生日期相近(相

差1周左右)，饲喂的营养水平和饲养管理条件一

致。采取耳组织块0．5～1 g，放置于装有70％酒

精的离心管中，一70℃保存备用。

1．2基因组DNA的抽提

参考《分子克隆实验指南》的酚一氯仿抽提法

提取基因组DNAF63。

1．3引物设计和PCR扩增

根据GenBank数据库中已登录的猪Leptin

基因序列(U66254)，设计扩增产物为279bp

(3249～3527)的一对引物，上游为：5，-

TCGGGCCTAGATAGGATTG一3’，下游为：5，-

GAAGGCAGACTGGTGAGGA一3’。引物由上

海生物工程有限公司合成。

PCR反应体系为：10×PCR buffer 2．5"L，

dNTP(2．5 mmol／L)2“L，上下游引物(10

弘mol／L)各0．6 pL，基因组DNA 100 ng，Taq

Plus酶1U，加双蒸水至25 pL。PCR反应条件

为：95℃预变性5 min；95℃变性30 S，54．3℃复性

30 S，72℃延伸35 S，32个循环；72℃终延伸10

min，4℃保存。产物用2％琼脂糖凝胶电泳检

测。

1．4 SSCP分析

取5肛L PCR产物和5 pL的上样缓冲液

(98％去离子甲酰胺、10 mmol／L EDTA(pH

8．o)、0．025％溴酚蓝、0．025％二甲苯青、3％甘

油)置于PCR管中，离心混匀，98℃变性10rain，

迅速插入冰中，放置8 min，使之保持变性状态。

样品在14％非变性聚丙烯酰胺(丙烯酰胺：N 7，

N-亚甲基双丙烯酰胺一29：1)凝胶中电泳，230V

高压预电泳10 rain后换成110V恒压电泳，约

1lh后进行银染显带，然后在凝胶成像系统中拍

照并分析。

1．5克隆测序

根据SSCP分型结果，将不同基因型纯合个

体的PCR扩增产物用H．Q．&．Q琼脂糖凝胶

DNA回收试剂盒回收纯化，回收后的DNA片段

与pMD-18T载体连接，转化感受态大肠杆菌

DH5a；挑选经过X—gal筛选的白斑，用菌落PCR

扩增鉴定阳性克隆；然后用H．Q．{5L．Q质粒微量

提取试剂盒抽提质粒DNA(碱裂解法)，每个样本

挑选4个克隆送上海生物工程有限公司测序。

1．6统计分析

采用初生重(birth weight，WB)、30日龄断

奶重(weaning weight，WW)和平均日增重(av—

erage daily gain，ADG)3种指标描述陆川I猪的

生产性状，根据固定效应模型，分析不同基因型与

生产性状的关联性。统计分析模型为：Yijk=肛+

HYS；+Gj+e驰。其中：yijk为生产性状(初生重、

断奶重或平均日增重)的记录值，“为群体平均

值，HYSi为第i个场年季的固定效应，G；为Lep-

tin基因突变位点的基因型效应，e北为随机残差效

应。运用SPSS统计软件对数据进行分析。

图1 Leptin基因的PCR．扩增

Fig．1 Banding patterns of PCR

amplification of Leptin gene

1，3。4，6，8，10：CC型，7；TT型；2，5，9：CT型

1，3，4，6，8，10：genotype CC；7：genotype TT；2，5，9：

genotype CT

图2 Leptin基因的SSCP分析

Fig．2 SSCP analysis of for Leptin gene

2 结果与分析

2．1 PCR—SSCP检测结果与分析

PCR产物经2％琼脂糖凝胶电泳检测有较

好的效果，得到一条279 bp的特异性条带，且没
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有非特异性扩增带(图1)，可直接用于PCR—SS—

CP分析。对扩增的PCR产物进行SSCP分析，

发现扩增片段存在3种基因型，分别定义为CC、

TT和CT(图2)。

统计不同的基因型，并计算基因型频率与基

因频率(表1)。由表1可见，各基因型在陆川猪

群体中呈偏态分布，CC型占绝对优势，TT型最

少，使得C等位基因的分布频率远远高于T等位

基因的分布频率。进行卡方适合性检验，X2=

0．984<X02．05(1)，P>0．05，表明Leptin基因在此

位点的基因频率处于Hardy—Weinberg平衡状

态。

表1 陆川猪Leptin基因的等位基因频率和基因型频率

Table 1 Gene frequency and genotype frequency of Leptin gene in Luchuan pig

注：括号内的数字表示不同基因型的个体数。

Note：The numbers in the brackets are the genotype individuals．

2．2测序结果与分析 与GenBank中的序列相同，而CC型在第3469碱

为了确定突变位点在序列中的位置，将不同 基处(按照GenBank中的序列所在的位置)发生

纯合基因型个体的PCR产物进行克隆测序，并将 了一个由T—C的转换(图3)，这个突变是同义

测序结果与猪Leptin基因DNA序列(GenBank 突变。

登录号为u66254)进行比较。结果发现，TT型

3469

上
G A G T T T G T C

3469

上
C A G T C T G T C

TT T—————◆C CC

图3 Leptin基因Tr和CC基因型的序列比较

Fig．3 Sequence comparison of genotypes TT and CC of Leptin gene

表2 Leptin基因T3469C点突变对陆川猪部分生产 (P<0．05)，CC型仔猪比TT型仔猪分别多0．82

性状的基因型效应(最小二乘均数士标准误) kg和25．52 g，比CT型也分别多产约0．51kg和
Table 2 Effects of T3469C point mutation of Leptin gene on

the partial production traits in Luchuan pig(LSM士S．E．)

注：l司列中a，b表不差异显著(P<O．05)。

Note：a，b represent significant difference(P<0．05)within a

column．

2．3 Leptin基因T3469C SNP与生产性状的相

关性分析

对T3469C SNP与陆川猪部分生产性状进

行相关性分析，初生重、断奶重和平均日增重的基

因型效应的最小二乘均数见表2。由表2可知：

T3469C SNP对断奶重和平均日增重影响显著

16．389；对初生重影响不显著，但也呈现CC>

CT>TT的趋势。

3 讨论与结论

Jeffrey MF等[73研究发现，Leptin在调节机

体脂肪和维持体重方面具有重要作用，能够降低

食欲，控制体重，减少体内脂肪含量。据报道，

Leptin基因的多态性与人的病态肥胖显著相

关‘引，与肉牛的胴体脂肪含量显著相关[9]。对猪

的研究发现，Leptin基因多态性与杜洛克、汉普

夏、长白和大白猪的膘厚显著相关[1 01，与长白猪

的采食量和生长速度显著相关⋯]。Chen等m1研

究发现，在杜洛克、约克夏和长白猪上Leptin基

因多态性对膘厚的影响不显著。尽管以上研究结
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果存在不一致，但可以肯定的是，Leptin基因对

猪主要经济生产性状(如采食量、膘厚、生长速度

等)是有影响的。

本研究根据Bidwell等[1 3]发表的猪I．eptin

基因DNA序列设计一对引物，用PCR—SSCP方

法在扩增片段上发现了一个单碱基突变位点。对

Leptin基因T3469C SNP与陆JI【猪的初生重、断

奶重和平均日增重进行关联分析，结果表明：

T3469C SNP对断奶重和平均日增重影响显著

(P<0．05)，对初生重影响不显著(P>0．05)。

Chen等[123研究发现，T3469C SNP对长白猪的

平均日增重影响显著(P<0．05)，对杜洛克和约

克夏的平均日增重影响不显著(P>o．05)。Lep—

tin基因T3469C SNP对不同品种猪的平均日增

重影响不同，原因可能是各个品种猪的遗传背景

不同。

本研究表明，Leptin基因3469位点各基因型

在陆JIl猪群体中呈偏态分布，等位基因分布频率

相差明显。影响等位基因频率的因素主要有选

择、突变、随机遗传漂变和系祖基因频率；如果没

有选择，等位基因频率和群体有效含量主要取决

于随机遗传漂变[1引。卡方适合性检验结果表明，

在陆川I猪上Leptin基因在此位点处于Hardy～

Weinberg平衡状态，该基因在育种过程中没有受

到选择作用。随机遗传漂变是否是影响陆川I猪

I．eptin基因3469位点基因频率和基因型频率分

布的主要原因还有待于进一步的研究。

本研究证实，Leptin基因3469位点多态性与

陆川猪的断奶重和平均日增重呈显著相关(P<

0．05)。由此初步推断Leptin基因可能是影响陆

JII猪生产性状的候选基因之一或与主基因相连

锁，可以用该位点对陆川I猪生产性状进行标记辅

助选择。但由于本研究样本含量不是很大，因此

还需扩大样本含量对Leptin基因3469位点多态

性与陆川猪生产性状间的相关性做进一步的验

证。
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