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利用 PCR-RFL P 技术测定种猪的氟烷基因型
Ξ
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(四川省畜牧科学研究院, 成都 610066)

　　[摘　要 ]　采用 PCR 2R FL P 方法对 61 头长白猪、56 头大约克猪和 30 头杜洛克猪进行了氟烷基因型检测。结

果表明: 3 个品种猪群所含的氟烷应激基因分别为 5. 73% , 0. 89% 和 3. 33%。建议在四川省种猪选育过程中, 应将

氟烷基因型的检测作为种猪性能测定的内容之一, 及时淘汰携带氟烷基因的个体, 确保种猪质量。
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　　猪的氟烷基因, 是一种应激基因, 携带该基因的

猪仅在受到自然刺激因子 (如运输、高热、转群、争

斗、饥饿等) 的作用下, 会出现异常反应甚至死亡的

现象。这种现象称为应激综合症 ( Po rcine Stress

Syndrom e, PSS)。控制 PSS 的基因称为氟烷基因。

研究表明, 猪的应激综合症主要是由猪兰尼受体

(R ynodine recep to r, R YR 1) 基因 (又称为氟烷基因

H al) 的突变引起的[1～ 4 ]。PSS 主要发生于一些高瘦

肉率猪种, 如皮特兰猪、长白猪、大约克夏猪等, 引起

肉质下降, 产生 PSE (Pale soft exudat ive) 或D FD

(D ark firm dry)劣质猪肉。据报道[5 ] , 英国劣质肉损

失约为全部屠宰猪肉价值的 2. 2% ; 美国每年损失

约为 3. 2 亿美元。我国孙有平[6 ]、蒋思文[7 ]等曾采用

PCR 2R FL P 诊断技术对猪氟烷基因型进行了研究。

近年来, 四川各主要种猪场在对现有种猪选育的基

础上, 还投入大量资金, 相继从国外引进了大批长

白、大约克和杜洛克等优良种猪。为全面评价种猪的

生产性能, 促进各猪场加强种猪选育工作, 除了对种

猪进行常规生产性能测定外, 有必要对其进行氟烷

基因型的DNA 检测, 以了解氟烷应激基因在四川

省种猪中的分布状况, 为种猪的选育和杂交利用提

供有力依据和重要参考。

1　材料与方法
1. 1　猪群来源和样本采集

　　检测猪群来自于四川省主要外种猪场, 长白猪

61 头, 大约克猪 56 头, 杜洛克猪 30 头。血液样品采

自前腔静脉, 用 ED TA 抗凝。毛囊是在猪的背部, 采

集 6～ 10 根猪毛, 放入灭菌的生理盐水中备用。

1. 2　DNA 的提取

血样DNA 的提取　取 3～ 6 ΛL 全血放入装有

1 mL 双蒸水的小离心管中, 静止 30 m in, 去上清

液, 加入DNA 提取液 In staGeneTM M atrix, 56 ℃温

育 30 m in 后, 94 ℃变性 10 m in, 随后 0 ℃急冷。

毛囊DNA 的提取　取 4～ 6 根带毛囊的猪毛,

从根部剪取 0. 3～ 0. 4 cm 于小离心管中, 加DNA

提取液 In staGeneTM M atrix, 再加含蛋白酶 K 的缓

冲液, 56 ℃温育 2 h 30 m in, 然后 94 ℃温育 10 m in,

使蛋白酶 K 失活,DNA 变性后, 放置 0 ℃急冷。

1. 3　PCR 扩增的反应条件

　10×buffer (含M gC l2 15 mmo löL ) 5 ΛL

　dN T P (2. 5 mmo löL ) 2 ΛL

　引物A 2 ΛL

　引物B 2 ΛL

　双蒸水 18. 4 ΛL

　模板DNA 20 ΛL

　T aq DNA po lym erase 0. 6 ΛL

反应体系为 50 ΛL , 所用引物 A 碱基序列

为: 5′2TCCA GT T T GCCA CA GGTCCTA CCA 2

3′, 引 物 B 碱 基 序 列 为 5′2A T TCA CCG2

GA GT GGA GTCTCT GA G 23′。将上述所有试剂
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及引物混入 PCR 导热管中 , 混匀 , 加 20 ΛL 石

蜡油覆盖在其表面。

变性温度 94 ℃ 1 m in, 退火温度 63 ℃ 1 m in

和延伸温度 72 ℃ 1 m in, 进行 35 个循环的 PCR 扩

增, 然后 72 ℃延伸 10 m in, 最后 4 ℃保存。

1. 4　酶切及电泳

质量分数 2% 的琼脂糖在 100 V 电压下, 30

m in 电泳检查 PCR 扩增产物, 将 10 ΛL PCR 扩增产

物, 用 10 单位的H haÉ 内切酶在 37 ℃下消化 3 h,

用质量分数 2% 琼脂糖, 在 30 V 电压下电泳 1. 5～ 2

h, EB 染色 20～ 30 m in, 在紫外线成像系统中观察

酶切图谱, 判别氟烷基因型。

2　结果与分析

2. 1　R YR 1 基因的 PCR 扩增

　　从血样和毛囊中提取的DNA 经过 PCR 扩增,

都能得到特异性产物, 其片断长度为 659 bp。但血

样中产物的浓度较毛囊样品高, 说明血样DNA 纯

度比毛囊高而更易进行PCR 扩增。图中小于 125 bp

的亮带为未扩增的DNA 和聚合酶 (图 1)。

图 1　PCR 扩增图谱

F ig. 1　P ictu re of PCR amp lificat ion

　

2. 2　PCR 产物的酶切及氟烷基因型的判定

H haÉ 内切酶的识别位点为 5′2GCGC23′, 它存

在于H aln 链中, 当R YR 1 基因未发突变时, 1 843 碱

基为胞嘧啶C, 因此H haÉ 酶可把 659 bp 片断酶切

成 493 bp 和 166 bp 2 个带, 即为氟烷阴性纯合子

(H alNN ) ; 当胞嘧啶突变为胸腺嘧啶 T 时, 则H haÉ

酶不能识别, 因此只能看见 1 条带, 为氟烷阳性纯合

子 (H alnn) ; 当DNA 1 条染色体上的DNA 分子发生

突变, 而同源染色体DNA 分子正常时, H haÉ 酶只

能识别 1 个DNA 分子, 得到 659, 493 和 166 bp 3

条带, 为氟烷杂合子 (H alN n) (图 2)。

图 2　氟烷基因型的酶切图谱

F ig. 2　D igestion p ictu re of PCR p roducts

　

2. 3　氟烷基因在各品种中的分布

长白猪、大约克猪、杜洛克猪的氟烷基因型检测

结果见表 1。结果表明: 氟烷基因在各品种中均未发

现阳性纯合子 (H alnn) ; 而杂合子 (H alN n) 在长白猪中

有 7 头, 在大约克夏猪有 1 头, 在杜洛克猪中有 2

头。由此得到长白猪中H aln 基因频率为 5. 73% , 大

约克夏猪 H aln 基因频率为 0. 89% , 杜洛克猪 H aln

基因频率为 3. 33% (表 1)。
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表 1　各品种氟烷基因型检测结果

T able 1　D eterm in ing resu lts of halo thane gene in th ree breeds

品　种
B reeder

样本数
N um ber H alNN H alN n H alnn H aln 频率ö%

F requency of H aln

长白猪 L andrace 61 54 7 0 5. 73

大约克猪 L arge w h ite 56 55 1 0 0. 89

杜洛克猪D uroc 30 28 2 0 3. 33

3　讨　论

3. 1　利用 PCR 2R FL P 技术可准确诊断猪氟烷基因

　　氟烷基因型的检测方法有 3 种, 一是氟烷麻醉

法, 二是血液遗传标记选择法, 三是 PCR 2R FL P 法。

第一种方法是采用氟烷麻醉人工诱发猪的应激综合

症, 活体鉴别猪应激敏感性, 但这种方法不能识别氟

烷杂合子和氟烷阴性猪, 且误差大; 第二种方法的准

确性亦不高; 第三种方法是从血样或毛囊中提取

DNA , 采用 PCR 扩增方法, 根据R YR 1 基因中的C

突变为 T 导致内切酶H haÉ 切点消失, 运用H haÉ
酶切图谱来鉴别氟烷基因型, 该方法能准确鉴定猪

的氟烷基因型, 是目前应用较为广泛的一种DNA

分子诊断方法。血样中DNA 纯度较高, 便于 PCR

扩增, 但血样的采集要保定猪只, 通常体重在 30 kg

左右的仔猪采用该法, 对成年猪往往采集毛囊, 提取

DNA。

3. 2　氟烷基因型检测是种猪生产性能测定的重要

内容

种猪性能测定是猪群遗传改良的重要技术措施

之一, 在对种猪进行生长发育性能、肥育性能等常规

及生产性能测定的同时, 还应从分子遗传结构方面

进行性能测定, 特别是氟烷基因型检测。

近年来, 四川省加大了种猪遗传改良的速度, 投

入了大量资金, 从国外引进性能优良的外种猪, 用于

生产中的杂交改良。本研究通过对全省主要种猪场

的长白猪、大约克夏猪和杜洛克猪等种猪的初步抽

检表明, 3 个品种猪群均含有一定比例氟烷应激基

因。因此, 在种猪选育中应及时淘汰携带氟烷基因的

个体, 确保种猪质量。
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Po rcine ha lo thane geno type determ ina t ion by PCR 2R FL P

HE Zh i-p ing,L U Xue-bin , CHEN X iao-hui
(S ichuan A cad emy of A n im al S ciences, Cheng d u 610066)

Abstract: H alo thane geno types of 61 L andrace, 56 L arge w h ite and 30 D u roc w ere determ ined by PCR 2
R FL P. T he resu lts show that there ex ist H al genes in th ree b reeds and their gene frequency are 5. 73% ,
0. 89% and 3. 33% , respect ively. It is suggested that H al determ inat ion shou ld be included in perfo rm ance

test ing in o rder to cu ll ind ividuals w ith H al genes and en su re b reeder quality.
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