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荣昌猪 TY R基因的克隆测序及多态性检测
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　　 [摘　要 ]　根据人、猪、牛的酪氨酸酶 (T yro sinase, T YR )基因部分序列 (GenBank : A F237808, A F237809,

A F181962,A Y046527) ,利用O ligo 6. 0软件设计 5对引物,对荣昌猪的 T YR 基因进行了 PCR 扩增,并用单链构象

多态分析 (SSCP)方法进行了多态性检测。结果发现,外显子 1呈多态,其余 3个外显子均呈单态。克隆测序首次得

到猪的酪氨酸酶基因外显子 2, 3, 4的部分序列 (序列已被 GenBank 收录, 登录号分别为A Y236997, A Y279998,

A Y242973) ,而且发现外显子 1的多态是由于起始密码子上游第 46位的 G突变成A 造成的。
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　　猪的各种毛色表型是由黑色素在毛皮质和髓质

中沉积的种类和数量的不同造成的。黑色素有两种:

真黑色素和褐黑色素[1 ]。两种黑色素的形成均与酪

氨酸氧化有关,而酪氨酸酶是酪氨酸氧化过程中的

关键酶[2 ]。酪氨酸酶由白化位点的酪氨酸酶基因编

码,后者发生功能性突变,可导致白化,这已在人[3 ]、

牛[4 ]、猕猴[5, 6 ]等动物上得到证明。而且,已发现有西

欧白狼、白化猫、白虎、白化指猴、白化绿猴等其他白

化动物[7 ]。由此可见,酪氨酸酶可能对猪白毛色的形

成有重要影响。Giuffra 等[8 ]用 PCR 产物直接测序

的方法,得到猪的酪氨酸酶基因外显子 1 的部分序

列,并用于猪的起源进化研究,研究中发现,酪氨酸

酶基因有 4个同义突变,但与毛色无关。目前,尚无

猪的酪氨酸酶基因 cDNA 序列测定,以及酪氨酸酶

基因与猪毛色相关性方面的报道。本研究采用

PCR 2SSCP 方法, 对 24 头荣昌猪的酪氨酸酶

(T YR )基因的多态性进行了检测, 以期为 T YR 基

因突变与猪毛色的相关性研究提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

　　24 头无相关成年荣昌猪的耳组织采自重庆市

养猪科学研究院种猪场, 耳组织样置于 Eppendo rf

管,加入适量体积分数为 70%的乙醇, - 20 ℃保存。

T aq DNA 聚合酶、dN T P 购自北京鼎国生物中心,

pM D 182T 购自大连宝生物工程有限公司, PCR 产

物回收纯化试剂盒、质粒提取试剂盒购自北京博大

泰克生物工程有限公司。引物由上海国际生物工程

公司合成。

1. 2　方　法

1. 2. 1　耳组织DNA 的提取　参照文献[ 9 ]的方法

进行。

1. 2. 2　引物设计　根据GenBank A F181962序列,

利用O ligo 6. 0软件自行设计 2对引物:

121F. GCT GGAAA GA GAA GT GT G;

121R. GCCT T GGA CA GAA T GA T G;

122F. TCA T TCT GTCCAA GGCA C;

122R. TAAA GT GA GGTA GGCAA G。用于扩

增包括 T YR 基因 5′非翻译区在内的外显子 1。两个

PCR 产物片段长度分别为 254 bp (11～ 264)和 248

bp (249～ 496)。

根据人 (GenBank: A F237808, A F237809)和牛

的序列 (GenBank: A Y046527)设计引物:

22F. T GTA GCCGA T T GGA GGA G;

22R. GCT T TA GAAA TA CA CT GGAA ;

32F. TA GTCCA CT TA CT GGGA TA G;

32R. A CAAA T GCA T GGT GAA GAA G;

42F. TA T T T T T GAA CA GT GGCT;

42R. CT GAA TCT T GTA GGTA GC。用于外显

子 2, 3和 4的扩增。预测片段大小分别为 210, 135,
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182 bp。

1. 2. 3　PCR 扩增　反应体系: DNA 模板 1 ΛL (100

ng) , 10×PCR Buffer 2. 5 ΛL , 20 mmo löL M gC l2 2

ΛL , 2. 5 mmo löL dN T P 2 ΛL , 引物各 1 ΛL ( 25

Λmo löL ) , T aq DNA 聚合酶 1 ΛL (2 U öΛL ) ,加水至

25 ΛL。PCR 反应条件:首次 95 ℃变性 2 m in 后, 95

℃ 30 s, 52～ 55 ℃ (54, 52, 55, 55, 55 ℃)退火 30 s,

72 ℃延伸 1 m in,共 35 个循环; 最后 72 ℃保温 10

m in。

1. 3　单链构象多态分析 (SSCP)检测

经琼脂糖凝胶检测的 PCR 产物 3 ΛL ,加 8 ΛL

变性缓冲液,置于 PCR 仪中, 95 ℃变性 10 m in,迅

速置于冰上 5 m in。经变性处理的 PCR 产物分别上

样于体积分数 13% , 13% , 14% , 12%和 14%聚丙烯

酰胺凝胶, 100 V ,室温下电泳过夜。依文献 [ 10 ]进

行银染。用凝胶成像系统拍照。

1. 4　PCR 产物回收及克隆测序

采用北京博大泰克生物工程有限公司 PCR 产

物回收纯化试剂盒,从 1%琼脂糖凝胶回收 PCR 产

物。用 pM D 182T 载体连接,转入DH 5Α菌株, 37 ℃

培养 12 h,挑取白色单菌落划线后培养。用北京博

大泰克生物工程有限公司质粒提取试剂盒提取质

粒, 经酶切和质粒 PCR 两种方法验证为阳性克隆

的, 用 M 13 做引物对其测 序。序 列 分 析 用

BLA STN。

2　结果与分析

2. 1　PCR 扩增结果

　　PCR 扩增结果表明,退火温度为 52～ 55 ℃时,

各对引物的扩增产物均为惟一的稳定条带,片段大

小均与预期的一致,如图 1～ 5所示。
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2. 2　SSCP 检测结果

经 SSCP 检测后发现,外显子 2, 3 和 4 均为单

态。外显子 1用引物 121F 和 121R 扩增的产物检测

到多态 (图 6)。在所检测的 24个样品中,BB 基因型

个体占所测群体总个体数的 71% , AA 基因型占

16% , AB 基因型占 3%。

2. 3　测序结果

经测序发现, T YR 基因外显子 1的多态是由起

始密码子上游第 46位的 G 突变成A 造成的。该结

果与 Giuffra 等[8 ]的报道一致。BB 基因型序列与

GenBank A F181962 的部分序列一致。AA 基因型

序列与BB 基因型序列是单碱基差异 (G→A )。但

是, Giuffra 等[8 ]报道的 1个突变 331C→T 并未检测

到。

3　讨　论

3. 1　单链构象多态检测

　　单链构象多态检测技术具有灵敏度高、易于操

作、不需要昂贵的设备等优点,被普遍用于单核苷酸

突变的检测。SSCP 对待检测片段的长度有一定的

要求,一般 100～ 300 bp [10 ]。本研究设计特异引物的

PCR 产物长度均在 135～ 254 bp。在充分考虑影响

SSCP 显示效果因素的基础上, 特意设置不同凝胶

浓度梯度,以摸索最佳显示条件,取得了满意的研究

结果。

3. 2　酪氨酸酶基因的多态

酪氨酸酶是一种含铜的金属糖蛋白,在黑色素

生物合成中至少催化最初的两步反应: 酪氨酸经此

酶作用被羟化成L 23, 42二羟基苯丙氨酸 (多巴) ,多

巴经此酶作用被氧化成多巴醌,而后再进一步转变

为各种衍生物,黑色素是多巴醌、吲哚25, 62醌、多巴
色素的聚合物[2 ]。酪氨酸酶基因有 4个重要的功能

区: 2个为铜离子结合部位,这 2个区域的突变会减

弱其与铜离子的结合; 另 2 个主要集中在外显子 1

和外显子 4内,推测该区域可能是多巴或酪氨酸酶

抑制剂的结合部位。Sp ritz[11 ]报道的人类酪氨酸酶

基因的病理性突变大约有 60处,主要分布于上述 4

个功能区。本试验设计 5对引物进行 PCR 扩增,几

乎囊括了猪的酪氨酸酶基因所有外显子序列 (除了

外显子 5)。但是,只在外显子 1检测到 G→A。

3. 3　关于荣昌猪白毛色的解释

荣昌猪是我国最著名的地方优良品种之一,其

独一无二的毛色 (眼圈四周有黑斑,其余部位全白,

国外又称“熊猫”猪)是国家明确列出的保护性状。尽

管荣昌猪的毛色以“熊猫”猪为代表,但是其群体内

变异很大,有 10个亚型之多 (包括全白)。

现代分子生物学理论认为,长白和大白猪的白

毛色是由 K IT 基因的突变造成的。M ark lund 等[12 ]

研究认为: I等位基因是双拷贝的 K IT 基因。其中 1

个拷贝正常, 另 1 个拷贝发生了两种突变: 内含子

18 缺失四碱基的调节突变导致 K IT 基因表达失

调;内含子 17第 1个核苷酸处发生 G→A 的剪接突

变,导致外显子 17的缺失。表达突变的K IT 受体的

黑色素细胞前体物不能正常迁移和存活,皮肤和毛

囊无或有极少量的黑色素细胞,产生白毛色。师科

荣[13 ]在研究荣昌猪 K IT 基因的多态时发现, K IT

基因内含子 18 没有发生缺失突变,内含子 17 第 1

个核苷酸处也没有发生 G→A 的突变。由此得出结

论,荣昌猪的白毛色与国外品种 (长白和大白猪)的

白毛色分别属于不同的两个毛色控制体系。而对多

年荣昌猪毛色资料的统计分析也表明,荣昌猪的白

毛色并不能用常规显性白的遗传规律来解释。本研

究选取可能对猪的白毛色形成有重要影响的酪氨酸

酶基因进行多态分析,结果未找到与荣昌猪的各种
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毛色类型对应的决定性突变。由此可以推测,酪氨酸

酶基因属于毛色形成的控制基因之一,而荣昌猪各

种毛色类型的出现还有其他基因控制系统。为了更

清楚地了解荣昌猪各种毛色类型出现的基因控制体

系,还需要进行更深入的研究。
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C lon ing, sequencing and po lym o rph ism detect ing

of tyro sinase gene in Rongchang p ig
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Abstract: A cco rd ing to know n DNA sequences of tyro sinase in hum an, p ig and cat t le,w e designed five

pairs of p rim ers and amp lif ied all exon DNA sequences of tyro sinase in p igs excep t exon 5. W ith the m ethod

of SSCP, w e detected all geno types in Rongchang p igs. T he resu lt revealed exon 1 w as po lymo rph ic and

o ther th ree exon s w ere monomo rph ic. T he p roducts w ere cloned and sequenced. T h ree new sequences have

been au tho rized th ree accession codes: A Y236997, A Y279998, A Y242973. W e also found that the po lymo r2
ph ism in exon 1 of tyro sinase gene cam e from a single nucleo t ide: G→A.

Key words: tyro sinase gene; sequencing; po lymo rph ism ; p ig
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