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用焦磷酸测序技术研究猪 KI T基因的基因型
3

白小青 ,潘红梅 ,赵献之 ,陈四清 ,王金勇 ,袁树楷 ,李　琴
(重庆市畜牧科学研究院 重庆市养猪科学重点实验室 , 重庆 荣昌 402460)

[摘 　要 ] 　为了探讨猪 KI T 基因等位基因的识别及 KI T 基因和毛色的关系 ,为实现猪毛色的定向分子育种奠

定基础。以皮特兰、棕色杜洛克、白色杜洛克、长白猪、大白猪、B 系猪、荣昌猪、盆周山地猪共 8 个品种 (系) 98 头猪为

试验材料 ,利用焦磷酸测序技术检测了猪 KI T 基因第 17 内含子区第一核苷酸处 G→A 突变的比例 ,推测了猪在

KI T 基因座位上的基因型或基因型组合。结果表明 , A/ A + G呈现明显的品种特征 :棕色杜洛克、盆周山地猪、荣昌

猪、皮特兰猪 KI T 基因 A/ A + G均在 20 %以下 ,推测棕色杜洛克和盆周山地猪在 KI T 基因座位上的基因型为 i i ,荣

昌猪、皮特兰在 KI T 基因座位上的基因型为 i i 、I P i 和 I P I P ;白色杜洛克、大白猪、长白猪、B 系猪 KI T 基因 A/ A + G

呈现散在分布 ,依据理论基因型下 A/ A + G将其聚类。通过探讨 KI T 基因和毛色的关系 ,证实荣昌猪的全白毛色并

非受传统的显性白等位基因控制。
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Porcine KIT gene genotype detection by pyrosequencing
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Abstract : In order to find out t he base for molecular breeding of pig coat color ,t he identification of t he

alleles of KI T gene ,and t he relation between t he K I T gene and t he coat color were discussed. The splice

mutation of K I T gene was detected by pyrosequencing in 98 pigs ,including Piet rain ,Druco with brown

coat ,Duroc wit h white coat ,Landrance ,Large White ,B line pig ,Rongchang pig and Penzhoushandi pig. The

genotype or genotype assemblage at K I T locus of every pig was hypot hesised. The result s showed t hat

A/ A + G showed clear breed characters , t hey were below 20 % when they were detected in Duroc wit h

brown coat ,Piet rain ,Rongchang pigs and Penzhoushandi pigs ,thus the genotypes of KI T gene in Duroc with

brown and Penzhoushandi pigs were deduced to be ii and the genotypes of KI T in Piet rain and Rongchang were

pigs i i or I P i or I P I P ;while t he percentages of A/ A + G in Duroc with white ,Large White ,Landrace and B

line pigs were interspersed among 0 % - 100 %. It’s found t hat t he dominant white allele could not explain

Rongchang pigs’coat color . The molecular base of Rongchang pigs wit h white coat needed f urther study.
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　　毛色是猪品种的重要特征之一 ,消费者一般偏

爱白肤色的猪肉 ,而有色毛猪的毛根或皮肤上的有

色斑增加了屠宰后期处理的成本 ,因此 ,从中世纪开

始育种家一直在为固定白毛白肤的表型而努力[1 ] 。
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白色相对有色呈显性[2 ] ,受单一显性基因控制[ 324 ] 。

研究发现 ,猪 K I T ( mast/ steel cell growth factor

receptor)基因第 17 内含子发生的突变 ( G→A) 恰好

位于该基因 5′剪接位点上[ 526 ] ,而 5′剪接位点高度保

守的 GT 序列是 mRNA 前体剪接所需蛋白因子的

结合位点 ,也是精确剪接的决定因素之一。因此 ,

G→A 突变阻止了剪接所需蛋白因子的结合 ,使外

显子 17 不能被识别 ,导致阅读框发生移码突变 ,最

终成熟的 mRNA 缺失 41 个氨基酸。突变的 K I T

基因表达的肥大细胞生长因子受体缺乏酪氨酸激酶

活性 ,黑色素细胞前体物不能正常迁移 ,皮肤和毛囊

没有黑色素细胞 ,产生白毛色表型。对猪白毛色形

成分子遗传机制的深入了解 ,使得借助分子生物技

术实现全白毛色猪新品种的分子育种成为可能。

然而 ,传统的突变分析技术 (包括测序技术) 无

法区分猪 K I T 基因 G→A 突变的比例 ,进而不能准

确筛选显性纯合个体。焦磷酸测序技术是由 Rona2
gi 等[ 7 ] 建立的一种新的 DNA 序列分析技术 ,主要

适用于序列已知的、短的 DNA 片段分析。与 San2
ger 法不同 ,该技术是同一反应体系中的酶级联化学

发光反应 ,其反应体系包括 4 种酶 (DNA 聚合酶、硫

酸化酶、荧光素酶和双磷酸酶) 、反应底物 (adeno2
sine 5′p ho sp hosulfate 和荧光素) 、待测序 DNA 单

链和测序引物。在每一轮测序反应中 ,只加入一种

dN TP ( dA TPS、d T TP、dCTP、d GTP) ,若该 dN TP

与模板配对 ,聚合酶就可以将其掺入到引物链中 ,并

释放出等摩尔数的焦磷酸基团 ( PPi) 。PPi 可最终转

化为可见光信号 ,光信号由 CCD 摄像机检测并由 py2
rogramTM反应为一个峰 ,每个峰值的高度与反应中掺

入的核苷酸数目成正比。然后加入下一种 dN TP ,继

续 DNA 链的合成。焦磷酸测序技术的优点在于不需

要荧光染料和同位素 ,也无需电泳 ,分析方法简单 ,结

果准确可靠 ,能同时满足自动化和高通量分析的要

求。目前 ,该技术已开始应用于已知 SNP(Single Nu2
cleotide Polymorphism) 的 鉴 定[8210 ] 、SNP 频 率 分

析[11212 ] 、细菌的鉴定与分型[13215 ] 和疾病诊断[16217 ] 。

Pielberg 等[12 ] 首次利用焦磷酸测序技术检测了猪

KI T 基因内含子第一核苷酸处 G→A 突变的比例 ,并

结合实时荧光定量 PCR 技术确定了猪 KI T 基因的

拷贝数 ,进而用于猪 KI T 基因型的识别。

本研究利用焦磷酸测序技术检测猪 K I T 基因

第 17 内含子区第一核苷酸处 G→A 突变的比例 ,探

讨了猪 K I T 基因的等位基因的识别 ,以及 K I T 基

因和毛色的关系 ,以期为实现猪毛色的定向分子育

种奠定基础。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

1. 1. 1 　试验动物 　大白猪 4 头 ,全白毛色 ;长白猪

26 头 ,全白毛色 ;皮特兰 2 头 ,白毛为主 ,有大片黑

毛 ;杜洛克 6 头 ,1 头为棕红毛色 ,5 头为白毛色 ,并

带有大面积的黑皮斑 ; B 系猪 51 头 ,除 2 头为白毛

色、头部带有 1 小块黑皮外 ,其余均为全白毛色 ;荣

昌猪 8 头 ,3 头为洋眼 (全白毛色) ,1 头为小黑眼 (双

眼周围是黑毛带黑皮 ,但黑色未超过眼周至耳根前

沿的一半) ,1 头为大黑眼 (双眼周围是黑毛带黑皮 ,

且超过眼周至耳根前沿的一半 ,未到耳根) ,2 头为

小黑头 (双眼周围是黑毛带黑皮 ,且扩散到耳根前

沿 ,未翻过耳背) ,1 头为大黑头 (双眼周围是黑毛带

黑皮 ,扩散到耳根并翻过耳背 ,有的甚至达颈部) ;盆

周山地猪 1 头 ,全黑毛色。所有猪种均来自重庆市

畜牧科学研究院种猪场。

1. 1. 2 　试剂与仪器 　组织基因组 DNA 提取试剂

盒 ,上海华舜公司产品 ; Hot start T aq DNA 聚合酶 ,

德国 Applichem 公司产品 ; 链霉亲和素包被的凝胶

微粒 ,英国 Amersham Bio sciences 公司产品 ;焦磷

酸测序样品准备试剂盒 ( PSQ 96 Sample Prepara2
tion Kit ( PSQ24020007) , Pyro Gold Reagent Kit

( PSQ24020044) ) ,瑞典 Pyrosequencing AB 公司产

品。Mastercycler Gradient PCR 仪 ,德国 Eppendorf

公司生产 ;样本处理工作站 (vacuum prep worksta2
tion)和 PSQ 96MA 测序系统 ,瑞典 Pyrosequencing

AB 公司生产。

1. 2 　方 　法

1. 2. 1 　猪耳组织 DNA 的提取 　采集试验猪的耳

组织 ,按照组织基因组 DNA 提取试剂盒说明提取

基因组 DNA。

1. 2. 2 　引物的设计与合成 　以白小青[18 ] 测得的包

含第 17 内含子区 SN P 位点在内的 K I T 基因序列

为基础设计引物 ,预期 PCR 产物长度为 87 bp 。引

物序列为 ,PF :5′2T GG TCT A GC CA G A GA CA T

CAA GAA23′; PR :5′2Biotin2CT T CAC GGG ACT

GTC A GG A GA23′。其中 , PR 的 5′端用生物素标

记。另外 ,设计 1 条引物用于焦磷酸测序。引物序

列为 ,P :5′2T TA CGT GGT CAA A GG A23′。引物

均由上海国际生物工程公司合成。

1. 2. 3 　猪 K I T 基因的 PCR 扩增 　PCR 反应体

系 : DNA 模板 2 μL , 10 ×PCR Buffer 5 μL , 25
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mmol/ L MgCl2 2. 0μL ,10 mmol/ L dN TP 混合物 1

μL , PF、PR ( 10 μmol/ L ) 各 1 μL , Hot start T aq

DNA 聚合酶 0. 5μL (2. 5 U) ,加灭菌水至 50μL 。

PCR 反应条件 :95 ℃15 min ;95 ℃30 s ,58 ℃

30 s ,72 ℃30 s ,共 50 个循环 ;最后 72 ℃5 min。与

一般 PCR 条件相比 ,此条件增加了预变性的时间和

循环数 ,主要目的是尽可能消耗完所有的引物。因

为本研究用于纯化和分离 PCR 产物单链的主要原

理是 ,利用引物一端的生物素标记与链霉亲和素包

被的凝胶微粒的结合。

1. 2. 4 　猪 K I T 基因的焦磷酸测序 　取 50μL PCR

扩增产物 ,加 46μL 结合缓冲液和 4μL 链霉亲和素

包被的凝胶微粒 ,常温下混匀 5 min。打开样本处

理工作站的真空泵 ,用连接在真空泵一端的真空抓

取工具抓取凝胶微粒。将带有凝胶微粒的真空抓取

工具放入体积分数 70 %乙醇中 5 s ;再移到变性液

中 5 s ,使不含有生物素标记的单链被抽弃 ,洗涤缓

冲液中清洗 5～10 s。关掉真空泵 ,将真空抓取工具

放在盛有测序引物和复性缓冲液的 PSQ 96 板中 ,

释放凝胶微粒。移去真空抓取工具 ,将 PSQ 96 板

置于 80 ℃2 min ,再冷却到室温 ,使测序引物与待

测序的单链复性。利用瑞典 Pyrosequencing AB 公

司的 PSQ 96MA 测序仪和配套试剂 ,依照说明进行

测序。

1. 2. 5 　猪 K I T 基因座位基因型的判定 　K I T 基

因存在 7 个等位基因 ( I、I2 、I3 、I P 、IBe 、i 、IL ) ,自由

组合则有 28 种基因型。对于每种基因型的个体 ,

K I T 基因第 17 内含子区第一核苷酸处 G→A 突变

的理论比值不尽相同。本研究按照 K I T 基因 G →

A 突变的理论比值划分为 10 类 (表 1) 。应用焦磷

酸测序技术得到每头待检测猪 A/ A + G检测值 ,依

据 Pielberg 等[12 ]检测值与理论值的差异 ,将其一一

归类 ,初步判定检测猪的可能基因型组合。结合猪

的毛色特征 ,进一步缩小范围或判定准确的基因型。
表 1 　KI T 基因 A/ A + G理论值下的基因型分布

Table 1 　Genotypic dist ribution of KI T gene according to the percentage A/ A + G in theory

类型 Type 理论值/ %Value in t heory 检测值/ %Value detected 基因型 Genotype

Ⅰ 0 ≤25 I PI P 　I PI Be 　I Pi 　IBe I Be 　IBei 　i i

Ⅱ 20 25～35 I2 I P

Ⅲ 25 35～44 I I P 　I2 IBe 　I2 i

Ⅳ 33 44～50 I i 　I IBe 　I2 I2 　IL I P

Ⅴ 40 50～58 I I2 　I3 I P

Ⅵ 50 58～66 I I 　I2 I3 　I3 IBe 　I3 i 　IL i 　IL I 2 　IL I Be

Ⅶ 60 > 66 I I3

Ⅷ 67 I3 I3 　IL I

Ⅸ 75 IL I 3

Ⅹ 100 IL I L

2 　结果与分析

2. 1 　猪 K I T 基因的 PCR 扩增结果

猪 KI T 基因扩增结果 (图 1) 显示 ,得到了预期

的目标条带。

图 1 　猪 KI T 基因的 PCR 扩增产物电泳图谱

M. DNA Maker ;0. 阴性对照 ;1～5. PCR 产物

Fig. 1 　Elect rophoresis patterns of PCR product s

for porcine KI T gene

M. DNA Maker ;0. Negative cont rol ;1 - 5. PCR product

2. 2 　猪 K I T 基因的突变分析及个体基因型的判定

结果

利用焦磷酸测序技术检测每头猪 K I T 基因第

17 内含子区第一核苷酸处 G →A 突变的比例。结

果显示 ,检测个体中 ,4 个品种 (荣昌猪、盆周山地

猪、棕色杜洛克、皮特兰 ) 中每头猪 K I T 基因

A/ A + G检测值均在 20 %以下 ,详见表 2。在扣除

因为核苷酸 A 作为测序反应底物而引起的背景信

号 (即检测值与理论值的差值) 后认为 ,所检测荣昌

猪、盆周山地猪、棕色杜洛克、皮特兰的 KI T 基因并

未发生 G→A 的突变。结合毛色特征 ,可以排除 5

个等位基因 I、I2 、I3 、IBe和 I L ,则剩下 I P 和 i 等位基

因。对于棕色杜洛克和盆周山地猪而言 ,可以准确

判定其基因型为 i i。对于荣昌猪 (包括全白毛色和

非全白毛色) 和皮特兰而言 ,其可能的基因型有 i i、

I P i 和 I P I P3 种 ,可以通过荧光定量 PCR 技术研究
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该基因的拷贝数 ,进一步判定其准确的基因型。i i

型个体有 2 个拷贝、I P i 型个体有 3 个拷贝、I P I P 型

个体有 4 个拷贝。
表 2 　猪 KI T 基因 A/ A + G检测值的分布

Table 2 　Mutation dist ribution of KI T gene according

to the detected percentage A/ A + G

品种 Variety 数量 Number A/ A + G/ %

荣昌猪
Rongchang pigs

8 13. 84 ±2. 00

盆周山地猪
Penzhoushandi pigs

1 14. 1

棕色杜洛克
Duroc wit h brown

1 11. 8

皮特兰
Piet rain

2 12. 10 ±0. 42

　　大白猪中有 2 头 A/ A + G 分别为 61 %和

61. 3 % ,将其归为理论值为 50 % ,其基因型为 I I、

I2 I3 、I3 IBe 、I3 i、IL i 、IL I 2 或 IL I Be ; 1 头 A/ A + G 为

43. 8 % ,将其归为理论值为 25 % ,其基因型为 I I P 、

I2 IBe或 I 2 i ;1 头 A/ A + G 为 52. 3 % ,将其归为理论

值为 40 % ,其基因型为 I I2 或 I3 I P 。

5 头白色杜洛克 A/ A + G 分别为 39. 5 % ,

41. 8 % ,45. 5 % ,45. 8 %和 47 % ,其中 2 头 A/ A + G

为 39. 5 %和 41. 8 % ,将其归为理论值为 25 % ,其基

因型为 I I P 、I2 IBe 或 I 2 i ; 3 头 A/ A + G 为 45. 5 % ,

45. 8 %和 47 % ,将其归为理论值为 33 % ,其基因型

为 I i、I IBe 、I2 I2 或 IL I P 。

B 系猪 A/ A + G呈现散在分布 :51 头 B 系猪中

有 3 头 A/ A + G 均在 20 %以下 ,未发生 G →A 突

变 ,其基因型为 I P I P 、I P I Be 、I P i 、IBe I Be 、IBe i 或 i i ;有

5 头 A/ A + G 均在 35 %～44 % ,其基因型为 I I P 、

I2 IBe或 I 2 i ;有 9 头 A/ A + G均在 44 %～50 % ,其基

因型为 I i、I IBe 、IL I P 或 I2 I2 ;有 15 头 A/ A + G均在

50 %～58 % ,其基因型为 I I2 或 I3 IP ;有 18 头A/ A + G

均在 58 %～66 % ,其基因型为 I I、IL i 、IL I 2 、IL I Be 、

I2 I3 、I3 IBe或 I 3 i ;有 1 头 A/ A + G在 66 %以上 ,其基

因型为 I I3 。

长白猪 A/ A + G 呈现散在分布 : 26 头长白猪

中有 3 头 A/ A + G 均在 25 %～35 % ,其基因型为

I2 I P ;有 8 头 A/ A + G 均在 35 %～44 % ,其基因型

为 I I P 、I2 IBe 或 I 2 i ;有 2 头 A/ A + G 均在 44 %～

50 % ,其基因型为 I i、I IBe 、IL I P 或 I 2 I2 ; 有 7 头

A/ A + G均在 50 %～58 % ,其基因型为 I I2 或 I3 I P ;

有 6 头 A/ A + G均在 58 %～66 % ,其基因型为 I I、

IL i 、IL I 2 、IL I Be 、I2 I3 、I3 IBe或 I 3 i。

3 　讨　论

3. 1 　猪 K I T 基因等位基因的识别

猪 K I T 基因的等位基因和个体基因型的识别

经历了两个阶段 :阶段一 ,利用毛色表型和杂交系谱

信息的判定 ;阶段二 ,利用分子检测结果、毛色表型

特征信息和杂交系谱信息的综合判定。通过观察不

同毛色猪品种杂交后代毛色表型的分离比 ,研究者

先后提出 KI T 基因存在 I 、I d 、I P 、i、im 共计 5 个等

位基因 ,分别对应显性白色、灰杂色、黑斑、正常毛色

和隐性白色 ,其显性系列为 I、I d 、I P 、i、im [4 ,19220 ] 。随

着分子生物技术的发展 ,研究者通过 PCR2RFL P、

PCR2SSCP、焦磷酸测序、荧光定量 PCR 等方法 ,先

后证实了 I、I2 、I3 、I P 、IBe 、i、IL 共计 7 个等位基

因[6 ,12 ,21222 ] 。这样 ,理论的个体基因型就有 28 种。

如果仅考虑单拷贝 K I T 基因 DNA 序列的变异 ,那

么有 2 个 K I T 基因 : K I T1、K I T2。 K I T1 是正常

K I T 基因 , K I T2 相对于 KI T1 发生了 1 处突变 ,即

内含子 17 第一个核苷酸处的 G被替换成 A。K I T

基因的 7 个等位基因实际上是 K I T1、K I T2 和拷贝

数的不同组合。其中 , i 和 I Be为单拷贝的 K I T1 ; IL

是 1 个拷贝的 KI T2 ; I 是 1 个拷贝 K I T1 和 1 个拷

贝 K I T2 的组合 ; I2 是 2 个拷贝 K I T1 和 1 个拷贝

K I T2 的组合 ; I3 是 1 个拷贝 KI T1 和 2 个拷贝

K I T2 的组合 ; I P 是 2 个拷贝 KI T1 的组合。由此

可以看出 , K I T 基因座位上等位基因的多样性及等

位基因间存在的差异不仅是质上 (核酸突变) 的 ,更

有量上 (拷贝数) 的 ,更有甚者有的 ( IBe 和 i ) 还没有

找到遗传上的差异 ,这在一定程度上增加了个体基

因型判定的难度 ,这也正是虽经 100 多年的选育 ,仍

然很难从白毛猪种彻底剔除带有黑斑表型猪个体的

原因所在。本研究利用焦磷酸测序技术 ,检测了皮

特兰、棕色杜洛克、白色杜洛克、长白猪、大白猪、B

系猪、荣昌猪、盆周山地猪共 8 个品种 (系) 98 头猪

K I T 基因第 17 内含子区第一核苷酸处 G→A 突变

的比例 ,推测了猪个体在 K I T 基因座位上的基因型

或基因型组合。结果显示 ,28 种理论基因型中 , IL I 3

和 IL I L 两种基因型未检测到 ;荣昌猪、棕色杜洛克、

皮特兰的 KI T 基因第 17 内含子第一核苷酸处未发

生 G→A 突变 ,该结果与白小青[18 ] 、师科荣等[23 ] 的

研究结果一致 ;盆周山地猪、白色杜洛克和 B 系猪

属 K I T 基因研究中首次采用的猪种 ,检测结果显

示 ,盆周山地猪 K I T 基因第 17 内含子第一核苷酸

处未发生 G→A 突变 ,B 系猪、长白猪 A/ A + G均呈
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现散在分布。棕色杜洛克和盆周山地猪的基因型均

为 i i ,对于其他猪种个体 ,本研究只给出了可能的基

因型组合 ,至于准确的基因型 ,还需要检测其拷贝数

并综合必要的杂交系谱才能最终确定。

3. 2 　K I T 基因与毛色的关系

Marklund 等[6 ] 发现 K I T 基因的决定性突变 ,

从而奠定了猪毛色遗传的分子基础。研究认为 ,显

性白表型是 K I T 基因突变造成的 :一是基因复制 ,

复制增加了 K I T 基因的表达量 ,影响了青灰生长因

子配体的可利用性 ,扰乱了黑色素细胞前体物的正

常迁移和存活 ,产生黑斑表型 ;一是一拷贝中的剪接

突变 ,即内含子 17 第一核苷酸处发生 G →A 的突

变 ,导致外显子 17 的缺失。而剪接突变导致肥大细

胞生长因子受体缺乏酪氨酸激酶活性 ,黑色素细胞

前体物不能正常迁移和存活 ,皮肤和毛囊没有黑色

素细胞 ,产生白毛色。世界上白毛色猪都是 K I T 基

因 2 个突变的纯合体或杂合体。

本研究中长白猪、大白猪、白色杜洛克的 K I T

基因均发生 G→A 突变 ,而盆周山地猪、棕色杜洛克

未发生 G→A 突变。用显性白理论完全可以解释其

毛色成因。盆周山地猪的黑色可能归因于 E 位点

上 ED1等位基因的作用 ,因为中国地方猪的黑色主

要由 ED1等位基因调控[24 ] 。杜洛克的棕红色归因于

E 位点上 e 等位基因的作用[25 ] 。值得注意的是 ,尽

管 B 系猪 A/ A + G也呈现散在分布 ,但仍有 3 头未

检测到 G→A 突变。B 系猪是荣昌猪与大白猪杂交

育成的含有约 45 %荣昌猪血缘的新品系 ,既然荣昌

猪不存在 G→A 突变 ,那么在 B 系猪中有 3 头未检

测到 G→A 的突变是正常的。至于这 3 头全白色 B

系猪的毛色成因 ,还有待进一步研究。

非全白荣昌猪、皮特兰的毛色表型特征以白色

为主 ,有大块黑斑。检测也未发生 G →A 突变。这

样 ,其个体基因型只能是 i i、I P i 或 I P I P 。对于其毛

色的成因 ,有两种可能解释 :第一 ,Johansson 等[20 ]

将其归为 K I T 基因的 I P 等位基因作用。I P 等位

基因是双拷贝的 KI T 基因 ,增加了 K I T 基因的表

达量 ,影响了 K I T 受体结合的配体的可利用性 ,扰

乱了黑色素细胞前体物的正常迁移和存活 ,产生黑

斑表型。第二 , Kijas 等[25 ]认为其与 E 位点有关 ,是

EP E P 造成的。

对于全白色的荣昌猪而言 ,其在表型上与全白

色的长白猪、大白猪并无差异 ,但是其遗传调控机制

完全不同。在 K I T 基因上 ,全白色的荣昌猪并没有

像全白色的长白猪、大白猪那样发生 G→A 的突变。

这充分说明 ,荣昌猪的白色并非受传统的显性白等

位基因控制。该结果与白小青[18 ] 的研究结果一致。

至于荣昌猪全白毛色形成的分子机制还有待进一步

研究。
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程中 ,应加强选择含有乳房炎抗性基因的个体 ,逐步

建立具有抗乳房炎特性的奶牛品系。
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