
第 32 卷　第 7 期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 32 N o. 7
2004 年 7 月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) Ju ly 2004

猪 H-FABP 基因 PCR-RFL P 分子标记研究
Ξ

庞卫军1, 杨公社1, 曹景峰2, 龙火生1, 向　钊1, 张保军1

(1 西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100;

2 铜川市郊区防疫监督管理站, 陕西 铜川 727007)

　　[摘　要 ]　利用 PCR 2R FL P (H inf É、H aeË 和M sp É 3 种限制性内切酶)分子标记技术, 检测了杜洛克猪、长

白猪、大白猪、内江猪、荣昌猪、汉江黑猪、汉白猪、八眉猪和野猪等 8 个猪种, 共计 265 头猪心脏脂肪酸结合蛋白基

因 5′2上游区和第二内含子区的遗传变异。结果表明, 在 H inf É 2R FL P 位点上, 上述猪种和野猪均存在多态性, 等

位基因H 的频率分别为 0. 750 0, 0. 718 8, 0. 916 7, 0. 333 3, 0. 125 0, 0. 690 9, 0. 116 7, 0. 850 0 和 0. 937 5; 除汉江

黑猪 (P < 0. 05) 和野猪 (P < 0. 01) 外, 其余猪种的基因频率和基因型频率都处于 H ardy2W einderg 平衡状态

(P > 0. 05) ; 大白猪、八眉猪、汉江黑猪、汉白猪和野猪表现为低度多态性 (P IC < 0. 25) , 杜洛克猪、长白猪、内江猪

和荣昌猪为中度多态性 (0. 25< P IC < 0. 5) ; 而在H aeË 2R FL P 和M sp É 2R FL P 位点上, 仅内江猪、荣昌猪、汉江黑

猪和八眉猪为单态。
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　　猪肌内脂肪 ( In tram u scu lar fa t, IM F) 含量是猪

肉质品质的重要性状之一, 因为其与肉品的风味、多

汁性、嫩度密切相关[1, 2 ]。经国内外育种专家的多年

努力, 猪的瘦肉率逐渐提高, 目前瘦肉率平均达

60% 以上, 最高可达 72%。但随着猪瘦肉率的提高,

猪肉的品质却呈下降趋势。研究[2 ]表明, 猪 IM F 含

量的下降是造成肉品质量下降的主要原因。现已证

明, 在保证瘦肉率的前提下, 提高 IM F 含量, 改善猪

肉品质是可行的[3, 4 ]。我国地方猪种肉质优于引入品

种, 这与猪 IM F 含量有直接关系。地方品种猪 IM F

含量都在 3% 以上, 高者可达 6%～ 7% , 而引入种猪

的 IM F 一般低于 3% [5 ]。因对猪活体 IM F 含量的准

确测定比较困难, 即使是对肌肉样进行测定, 也必须

在猪达到一定的体重后方可屠宰取样, 这样既浪费

时间又浪费资金。再者, 传统方法对猪 IM F 的选育

存在盲目性, 且周期较长。因此, 寻找影响 IM F 含量

的数量性状位点 (Q TL ) 主效基因成为人们广泛关

注的焦点。国外育种专家研究发现[6～ 9 ], 猪心脏脂肪

酸 结 合 蛋 白 (H eart fa t ty acid2b inding p ro tein,

H 2FABP ) 基因是 IM F 的候选基因, 因此, 研究 H 2
FABP 基因的遗传变异对猪肉质品质的改善具有重

要的实际意义。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

　　本试验采用 8 个猪种和野猪共 265 头作为试验

动物, 其中杜洛克猪 (DU ) 30 头、长白猪 (CH ) 32 头、

大白猪 (DA ) 30 头、内江猪 (N E) 30 头、荣昌猪 (RO )

55 头、汉江黑猪 (HH ) 30 头、汉白猪 (HB ) 30 头、八

眉猪 (BA ) 20 头、野猪 (YZ) 8 头。每头猪采血样 5

mL , 用质量分数 2%～ 3% 肝素钠抗凝, 再取耳组织

0. 5 g, 放入盛有体积分数 70% 乙醇的冻存管中, 血

样和耳组织样均装于冰瓶内带回。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　猪基因组DNA 的提取　参考文献 [ 10,

11 ], 按常规方法分别从血液和组织中提取DNA。

1. 2. 2　PCR 扩增　引物参照文献[ 3 ], 由北京鼎国

公司合成, 引物序列、PCR 产物大小及扩增区域见

表 1。

扩增体系为: DNA 模板约 50 ng, P 1 或 P 2 为 10

pmo l, dN T PS 为 200 Λmo löL ,M gC l2 1. 5 mmo löL ,

T aq DNA 聚合酶 1. 25 U , 加去离子四蒸水 (d4H 2O )
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补至 25 ΛL。扩增条件为: 预变性 94 ℃ 3 m in; 进入

循环 94 ℃ 1 m in, 62 ℃ 1 m in, 72 ℃ 2 m in, 32 个循

环; 最后 72 ℃延伸 10 m in。

表 1　PCR 2R FL P 分析的引物序列、PCR 产物大小和位置

T able 1　P rim er sequences, co rresponding PCR p roduct size and po sit ion fo r each PCR 2R FL P

PCR 2RFL P 引物 P rim er PCR 产物大小öbp
PCR p roduct size

PCR 产物位置
PCR p roduct po sit ion

H inf É P1: 5′2GGA CCCAA GA T GCCTA CGCCG23′
5′2CT GCA GCT T T GA CCAA GA GG23′ 693 1 125～ 1 818 (A ) 1

H ea Ë ,M sp É P2: 5′2A T T GCT TCGGT GT GT T T GA G23′
5′2TCA GGAA T GGGA GT TA T T GG2～ 3′ 816 1 401～ 2 217 (B) 2

　　注: 1. 扩增序列见 GenBank 上X98558; 2. 扩增序列见 GenBank 上 Y16180。

N o te: 1. PCR sequence see X98558 of GeneBank; 2. PCR sequence see Y16180 of GeneBank.

1. 2. 3　限制性内切酶酶切　H inf É , H ae Ë 和

M sp É 酶 (M B I, U SA ) 分别酶切 693 和 816 bp 的扩

增产物, 酶切体系均为 20 ΛL , 其中扩增产物为 15

ΛL , 限制性内切酶为 4 U , 37 ℃反应 6 h。酶切产物

用质量分数 2% 的琼脂糖凝胶电泳分析。

1. 3　统计分析方法

1. 3. 1　基因频率和基因型频率的计算　基因频率

是指一个群体中某一基因对等位基因的相对比率。

其计算公式为: P i = [ 2 ( ii) + ( ij 1 ) + ( ij 2 ) + ⋯+

( ij n- 1) + ( ij n) ]ö2n , 其中 P i 为第 i 个等位基因的频

率; i 为纯合的复等位基因; j 1, j 2, ⋯, j n 为与 i 共显

的第 1 到第 n 个等位基因。

基因型频率是指一个群体中某一性状的各种基

因型之间的比率。因为 PCR 2R FL P 方法的检测结果

为共显性等位基因, 因此表型频率等于基因型频率。

其计算公式为: 基因型频率= 基因型个体数ö测定群

体总数。

1. 3. 2　基因频率和基因型频率的差异显著性检验

(ς 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 ς2 值。因为本研究资

料的自由度 df = 1, 某些基因型理论值小于 5, 故采

用矫正公式:

ς 2 = ∑
n

i

(ûO i - E iû - 0. 5) 2

E i

式中, E i 为理论值; O i 为实际观察值, n 为等位基因

数。

1. 3. 3　H 2FABP 基因多态信息含量 (P IC )的计算

P IC = 1 - ∑
n

i

(P i) 2 - ∑
n- 1

i= 1
∑

n

j = i+ 1
2P 2

i P
2
j ,

式中, P j 为第 j 个等位基因的频率。P IC 用于对标

记基因多态性的估计, P IC > 0. 5 为高度多态, P IC

< 0. 25 为低度多态, 0. 25< P IC < 0. 5 为中度多态。

2　结果与分析

2. 1　PCR 扩增检测

　　部分个体 PCR 扩增结果见图 1。其中M arker

为 SD 004 (购至北京鼎国公司) , 1～ 4 为 693 bp 的

PCR 产物, 5～ 8 为 816 bp 的 PCR 产物。由图 1 可

见, 电泳图谱条带清晰, 无杂带。

2. 2　H inf É 酶切结果

根据 Genbank X98558 序列, PCR 所扩增的H 2
FABP 基因片段长度为 693 bp , 共有 4 个H inf É 酶

切位点, 产生 339, 172, 98, 59, 25 bp 5 个片段, 其中

第 1 321 bp 处为多态性酶切位点, 当此酶切位点因

变异而消失时, 172 和 59 bp 片段合并产生 231 bp

的片段, 定义等位基因为 H (339+ 172+ 98+ 59+

25bp ) 和 h (339+ 231+ 98+ 25 bp )。部分个体基因

组 PCR 所扩增的 H 2FABP 基因片段 H inf É 酶切

结果见图 2。

图 1　PCR 产物图谱

F ig. 1　A gro se gel im age of PCR p roduction

1- 4. 693 bp; 5- 8. 816 bp;M. PCR m arker

　

图 2　H inf É 酶切 693 bp PCR 产物的琼脂凝胶电泳图谱

F ig. 2　A gro se gel im age of digested 693 bp

PCR p roduction w ith H inf É
M. M arker; 1- 3, 6. hh; 4, 9. H h; 5, 7, 8. HH
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2. 3　H aeË 酶切结果

根据 GenBank Y16180 序列, PCR 所扩增的H 2
FABP 基因片段长度为 816 bp , 存在 3 个H ae Ë 酶

切位点, 产生 405, 278, 117, 16 bp 4 个片段, 其中第

1 811 bp 处系多态性酶切位点, 当此酶切位点因变

异而消失时, 278 和 405 bp 片段合并产生 683 bp 的

片段, 定义等位基因为D (405+ 278+ 117+ 16 bp ) ,

d (683+ 117+ 16 bp )。结果如图 3 所示。

2. 4　M sp É 酶切结果

GenBank X 16180 序列 PCR 扩增片段还存在

M sp É 酶切位点, 产生 750, 66 bp 2 个片段, 其中在

1 878 处为多态性酶切位点, 当此酶切位点因变异

而消失时, 750 和 66 bp 片段合并产生 816 bp 的片

段。定义等位基因为A (750+ 66 bp ) , a (816 bp )。结

果见图 4, 其中M 为 5 X174 H ea Ë digest DNA

M arker, 购自宝生物工程 (大连)有限公司。

2. 5　不同猪种及野猪H 2FABP 基因的基因型分布

和基因频率

根据琼脂糖凝胶电泳结果, 分别将 8 个品种猪

及野猪的等位基因频率及基因型分布频率进行统

计, 其结果见表 2。由表 2 可见, 各猪种和野猪在

H inf É 酶切位点均存在多态性, 等位基因H 的频率

存在差异 (P < 0. 05) ; 内江猪、八眉猪、荣昌猪和汉

江黑猪在 H ae Ë 2R FL P 和M sp É 2R FL P 位点上

表现为单态, 基因型全为DD 和AA 型; 杜洛克猪、

长白猪、大白猪、汉中白猪及野猪的D 和A 基因频

率存在差异 (P < 0. 05)。

表 2　不同猪种和野猪H 2FABP 基因 PCR 2R FL P 基因型分布和基因频率

T able 2　Geno types distribu tion and alleles frequency of H 2FABP PCR 2R FL P in differen t p ig breeds and w ild p ig

品种
代码

B reed
code

头数
N um ber

H inf É 2R FL P H aeË 2R FL P M sp É 2R FL P

基因型分布
Geno type

distribu tion

基因频率
Gene

frequency

基因型分布
Geno type

distribu tion

基因频率
Gene

frequency

基因型分布
Geno type

distribu tion

基因频率
Gene

frequency

HH H h hh H DD D d dd D AA A a aa A

U 30 17 11 2 0. 750 0 a 12 13 5 0. 616 7 a 10 6 14 0. 433 3 c
CH 32 17 12 4 0. 718 8 a 6 9 17 0. 328 1 b 27 5 0 0. 921 9 a
DA 30 26 3 1 0. 916 7 b 5 10 15 0. 333 3 b 24 4 2 0. 866 7 a
N E 30 2 16 12 0. 333 3 d 30 0 0 1. 000 0 c 30 0 0 1. 000 0 d
BA 20 1 3 16 0. 125 0 c 30 0 0 1. 000 0 c 20 0 0 1. 000 0 d
RO 55 28 20 7 0. 690 9 a 55 0 0 1. 000 0 c 55 0 0 1. 000 0 d
HH 30 2 3 25 0. 116 7 c 30 0 0 1. 000 0 c 30 0 0 1. 000 0 d
HB 30 23 5 2 0. 850 0 b 12 12 6 0. 600 0 a 14 10 6 0. 633 3 b
YZ 8 7 1 0 0. 937 5 b 0 2 6 0. 125 0 c 6 2 0 0. 875 0 a

　　注: 各基因频率列数值后标不同字母者表示差异显著 (P < 0. 05)

N o te: D ata w ith differen t letters in the sam e row differ sign ifican tly at P < 0. 05.

2. 6 　不同猪种和野猪 PCR 2R FL PS 的 H ardy2
W einberg 平衡状态检测

各 猪 种 基 因 频 率 及 基 因 型 频 率 H ardy2
W einberg 平衡状态的检测结果见表 3。除在H inf

É 2R FL P 位点的汉江黑猪 (P < 0. 05) 和野猪 (P <

0. 01) 及在M sp É 2R FL P 位点的杜洛克猪 ( P <

0. 01) , 其基因频率和基因型频率处于不平衡状态

外, 其余猪种在两位点上的基因频率及基因型频率

均处于 H ardy2W einberg 平衡状态 (P > 0. 05)。在

H aeË 2R FL P 位点上, 各猪种及野猪的基因频率及
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基因型频率均处于H ardy2W einberg 平衡状态 (P >

0. 05)。
表 3　不同猪种和野猪 PCR 2R FL PS H ardy2

W einberg 平衡状态的检测

T able 3　Equilib rium analysis of H ardy2W einberg fo r

PCR 2R FL PS in differen t p ig breeds and w ild p ig

品种
B reeds

数量
N um ber

Ch i2square (ς2 值 ς2 value)

H inf É 2
RFL P

H aeË 2
RFL P

M sp É 2
RFL P

DU 30 0. 088 9 0. 157 8 7. 702 53 3

CH 32 0. 386 2 3. 068 2 0. 481 7

DA 30 0. 668 0 1. 112 5 2. 648 0

N E 30 0. 612 5 0. 008 3 0. 008 3

BA 20 0. 289 8 0. 012 5 0. 012 5

RO 55 0. 735 0 0. 004 5 0. 004 5

HH 30 4. 131 63 0. 008 3 0. 008 3

HB 30 1. 643 9 0. 806 8 1. 558 2

YZ 8 7. 254 03 3 1. 085 5 1. 185 5

　　注: df = 1, x 2
0. 05 (1) = 3. 84, x 2

0. 01 (1) = 6. 63; 3 表示差异显著 (P <

0. 05) ; 3 3 表示差异极显著 (P < 0. 01)。

N o te: df = 1, x 2
0. 05 (1) = 3. 84, x2

0. 01 (1) = 6. 63; V alues w ith 3

differ at P < 0. 05; V alues w ith 3 3 differ sign ifican tly at P < 0. 01.

2. 7　不同猪种和野猪 H 2FABP 基因 PCR 2R FL PS

的多态信息含量

不同猪种和野猪H 2FABP 基因 PCR 2R FL PS 的

多态信息含量见表 4。在H inf É 2R FL P 中, 大白猪、

八眉猪、汉江黑猪、汉白猪和野猪表现为低度多态

(P IC < 0. 25) , 而其他猪种表现为中度多态性 (0. 25

< P IC < 0. 5)。在H ae Ë 2R FL P 中, 除 4 个地方品

种和野猪表现为低度多态性外 (P IC < 0. 25) , 其余

猪种均为中度多态性 (0. 25< P IC < 0. 5)。在M sp

É 2R FL P 中, 长白猪、大白猪 4 个地方品种和野猪

表现为低度多态性 (P IC < 0. 25) , 其余的则表现为

中度多态性 (0. 25< P IC < 0. 5)。
表 4　不同猪种和野猪H 2FABP 基因

PCR 2R FL PS 的多态信息含量

T able 4　P IC of H 2FABP gene PCR 2R FL PS in

differen t p ig breeds and w ild p ig

品种
B reeds

遗传参数
Genetic

param eter

RFL P

H inf É 2
RFL P

H aeË 2
RFL P

M sp É 2
RFL P

DU P IC 0. 304 7 0. 360 9 0. 370 5

CH P IC 0. 322 5 0. 343 7 0. 133 6

DA P IC 0. 141 1 0. 345 6 0. 204 4

N E P IC 0. 345 6 0. 000 0 0. 000 0

BA P IC 0. 149 4 0. 000 0 0. 000 0

RO P IC 0. 335 9 0. 000 0 0. 000 0

HH P IC 0. 184 9 0. 000 0 0. 000 0

HB P IC 0. 222 5 0. 364 8 0. 356 6

YZ P IC 0. 110 3 0. 194 9 0. 194 2

3　讨　论

猪品种的遗传特征和特性是在一定的自然和社

会条件下, 通过人们的不断选育而形成的。一般而

言, 品种的遗传基础越广泛, 其DNA 多态性就越丰

富。但是, 由于生活环境改变的影响, 品种遗传多样

性可能会发生一些变化。本研究中, 杜洛克猪、长白

猪、大白猪和野猪的 H inf É 2R FL P 基因频率 H 分

别为 0. 750 0, 0. 718 8, 0. 916 7 和 0. 937 5, 而

Greben s 等 (1997) [3 ]检测的相应基因频率为 0. 70,

0. 70, 0. 98 和 0. 90, 与本研究稍有不同; 而在内江

猪、八眉猪、汉江黑猪和汉中白猪的H inf É 2R FL P

研究中, 本研究结果尚属首次。汉中白猪为培育品

种, 受大白猪的影响较大; 荣昌猪因历史上曾导入长

白猪和大白猪的血液而受到大白猪和长白猪的影

响, 这或许是许多学者把荣昌猪列入培育猪种的原

因之一。在第二内含子的H aeË 2FRL P 中, 检测的

地方品种中都不存在H aeË 多态性酶切位点, 基因

型全为DD 型, 而值得注意的是, 杜洛克猪、长白猪、

大白猪、汉中白猪和野猪中却存在H aeË 多态性酶

切位点。在第二内含子M sp É 2R FL P 中, 除杜洛克

猪和汉中白猪之外,A 基因占优势, 检测的地方品种

的基因型全为AA 型。汉中白猪由地方品种和引入

品种杂交而成, 该品种的遗传基础比较广泛, 多态性

较为丰富。本研究的结果与 Gerben s 等[3 ]的研究结

果基本一致, 而与林万华等[5 ]的研究结果有一定差

异, 这可能是猪品种不同所致。

ς3 适合性检验表明, 3 个酶切位点基因频率和

基因型频率在大部分猪种中都处于平衡状态, 这可

能是因为长期的进化和选择, 造就了这些适应环境

的遗传特性。在汉江黑猪中, HH 和H h 的理论基因

型频率与实际相差较大, 这可能是H 基因向 h 基因

突变所致; 野猪中, hh 的差异较大, 是否与样本含量

少有关, 还需进一步验证。

群体遗传多态性分析表明, 野猪在 3 种R FL P

中的 P IC 均表现为低度多态。在H inf É 2R FL P 中,

除大白猪、八眉猪、汉江黑猪、汉白猪以及野猪的

P IC 为低度多态外, 其余全为中度多态; 在H aeË 2
R FL P 中, 除地方品种和野猪的 P IC 为低度多态

外, 其余均为中度多态; 在M sp É 2R FL P 中, 除长白

猪、大白猪、地方品种及野猪的 P IC 为低度多态外,

其余全为中度多态, 这基本与品种特征和采样的实

际情况相符合。我国地方品种的脂肪沉积能力较强,

但具有肉质好、适应性强等优良特性, 这也为猪肉质

品质的改良提供了较好的遗传资源。有研究[12 ]表

明, 高肌肉脂肪的基因型组合为“aa2dd2HH”纯合单

倍型, 而我国地方猪品种在这一些位点的 P IC 要么
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为零, 要么低度多态, 其原因还有待于作 IM F 含量

相关性分析后才能加以讨论。

本研究中, 8 个猪种和野猪的H 2FABP 基因在

5′2端上游区的 H inf É 2R FL P 均存在多态性, 这或

许是选育的结果。H inf É 2R FL P 位于 H 2FABP 基

因 5′端上游区域内, 影响 H 2FABP 基因的表达, 进

而影响 IM F 的含量[13, 14 ]。因此, 5′2上端游区的

H inf É 2R FL P 可以作为我国地方品种H 2FABP 基

因与 IM F 含量关系研究的遗传标记, 同时继续研究

H 2FABP 基因其他区域 (如编码区域) 的多态性, 或

许能更进一步弄清该基因与 IM F 含量的关系。因

此, 研究H 2FABP 基因的多态性可以探讨H 2FABP

基因对于猪肉质的重要意义。
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PCR 2R FL P m o lecu la r m arker of p ig H 2FAB P gene

PANGW e i- jun1,YANG Gong- she1, CAO J ing-feng2,LONG Huo- sheng1, X IANG Zhao1, ZHANG Bao- jun 1

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 D isease Con trol and M onitor S ta tion, T ong chuan, S haanx i 727007, Ch ina)

Abstract: In th is experim en t, genet ic varia t ion s of 5′2up stream region and the second in tron in 265 p ig

H 2FABP gene including D u roc, L andrance, L argew h ite, N eijiang p ig, Rongchang p ig, H an jiang B lack p ig,

H anzhong W h ite p ig,Bam ei p ig and w ild p ig w ere checked by PCR 2R FL P M o lecu lar M arker w ith H inf É ,

H aeË and M sp É . T he resu lt show ed that fo r H inf É 2R FL P, the above p ig b reeds had po lymo rph ism and
frequencies of a llele H are 0. 750 0, 0. 718 8, 0. 916 7, 0. 333 3, 0. 125 0, 0. 690 9, 0. 116 7, 0. 850 0 and
0. 937 5 respect ively; expect fo r H an jiang B lack p ig (P < 0. 05) and w ild p ig (P < 0. 01) , frequencies of gene

and geno type in o ther b reeds are in equ ilib rium of H ardy2W einberg (P > 0. 05) ; largew h ite, Bam ei p ig,

H an jiang B lack p ig, H anzhong W h ite p ig and w ild p ig p resen t low po lymo rph ism (P IC < 0. 25) w h ile o ther
b reeds have m edia t po lymo rph ism (0. 25< P IC < 0. 5). Among tested b reeds, on ly 4 Ch inese local p ig b reeds

have no po lymo rph ism at the H aeË 2R FL P and M sp É 2R FL P sites.

Key words: p ig; H 2FABP gene; PCR 2R FL P; mo lecu lar m arker; genet ic varia t ion
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