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猪L PL 基因 PCR-RFL P 遗传变异的研究
Ξ

张保军, 杨公社, 孙　超, 龙火生, 庞卫军, 陈国柱, 林亚秋,

孟德连, 屈长青, 李　影, 张立杰, 于太永
(西北农林科技大学 动物脂肪沉积与肌肉发育实验室, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　利用 PCR 2R FL P 技术, 对大白猪、长白猪、杜洛克、荣昌猪、内江猪、八眉猪、汉中白猪、汉江黑猪 8

个家猪品种和 1 个野猪种共 368 头猪L PL 基因的第 6 和第 8 内含子进行遗传变异研究。结果表明: (1)在第 6 内含

子的 Sm aÉ 2R FL P 位点上, 各猪种均存在多态性, 长白、杜洛克、内江猪和八眉猪以AA 和AB 基因型为主, 大白、

荣昌猪、汉中白猪、汉江黑猪及野猪以AB 和BB 基因型为主; 在 P vuÊ 2R FL P 位点上, 国外猪种均为DD 纯合子,

而国内猪种和野猪在此位点上均存在变异; (2) 在第 8 内含子的 H indË 2R FL P 位点上, 国外猪种和荣昌猪表现出

多态性, 而国内其他猪种和野猪均为 FF 纯合子; 在 E coR É 2R FL P 位点上, 各猪种均表现多态性, 且以 GH 杂合子

为主, 没有表现出差异。
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　　我国地方猪种多为脂肪型, 瘦肉率只有 45%～

50% [1 ] , 表明我国地方猪种脂肪蓄积能力过强, 这一

因素一直制约着我国生猪生产乃至整个养猪业的发

展。近年来, 育种学家们正积极探寻影响脂肪沉积的

主效基因, 试图从分子水平上控制脂肪含量, 提高瘦

肉率。

L PL 基因属于脂肪酶基因家族, 是由脂肪细

胞、心肌细胞、骨骼肌细胞、乳腺细胞及巨噬细胞等

实质细胞合成和分泌的一种酰基甘油水解酶[2, 3 ] , 在

甘油三酯代谢中起着关键作用, 可将乳糜微粒 (cM )

和极低密度脂蛋白 (VLDL ) 中的甘油三酯水解为甘

油和脂肪酸, 以能量形式被组织利用或储存[4～ 6 ]。鉴

于L PL 基因在脂类代谢过程中的生物学功能, 才被

定为影响脂肪沉积的候选基因[7 ]。

L PL 基因被定位于猪的 14q1. 2～ q1. 4, 包括

10 个外显子和 9 个内含子。H arb itz 等[8 ]对猪L PL

基因多态性进行了研究, 但未确定不同基因型与生

产性状的关系。吴帧方等[9 ]利用 PCR 2SSCP 技术对

梅山、通城、大白及长白猪的L PL 基因进行了分析,

结果在 5′2U TR 发现 SSCP 多态性, 认为等位基因

C 可能是背膘厚向下选择的有利等位基因。雷明

刚[10 ]应用 PCR 2R FL P 技术, 对长白猪、大白猪、杜

洛克、清平猪、通城猪和“大白×梅山”F 2 代的L PL

基因 5′2U TR 的M luÉ 和第 6 内含子的Sm aÉ 2 个

位点进行了多态性分析, 结果表明, 在M luÉ 位点各

猪种以mm 基因型为主, 无品种特征; 而第 6 内含子

Sm aÉ 的位点 T T 基因型和 t t 基因型在平均背膘厚

上存在显著差异。

本研究利用 PCR 2R FL P 技术, 对中外 8 个家猪

品种和 1 个野猪种L PL 基因的第 6 和第 8 内含子

进行了遗传变异研究, 以期为猪L PL 基因结构与功

能的全面认识提供参考, 并为L PL 基因不同基因型

与脂肪沉积关系的进一步确定奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

　　以 8 个家猪品种和 1 个野猪种共 368 头猪的血

样或耳组织样作为试验材料, 其中 50 头大白猪、60

头长白猪和 55 头杜洛克采自西北农林科技大学动

物科技学院种猪场; 55 头荣昌猪采自重庆荣昌养猪

研究院及种猪场; 30 头内江猪采自四川内江市种猪

场; 24 头八眉猪采自青海互助县种猪场; 36 头汉中

白猪采自陕西汉中市种猪场; 32 头汉江黑猪采自陕

西勉县勉西种猪场; 26 头野猪采自陕西西安三桥猪
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场及宝鸡市野生动物检疫站。每头猪采血样 5 mL ,

用 ED TA 抗凝, 加入等体积裂解液保存; 采耳组织

样 0. 5～ 1 g, 存放于装有体积分数 70% 乙醇的青霉

素小瓶中。血样和组织样均可于- 70 ℃冰箱中长期

保存。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　DNA 的提取　参照《分子克隆实验指

南》[11 ]从血样和耳组织中提取DNA。

1. 2. 2　PCR 扩增　根据 GenBank A F050163 序列

和雷明刚[10 ]发表的序列, 应用 P rim er 5. 0 设计引

物, 用O ligo 6. 0 进行引物评价, 由上海生物工程公

司进行引物合成。

第 6 内含子的扩增引物为:

上游 5′2GCAA CGGA GA T GA TAAAA CGA 23′;

下游 5′2GAAA CCCTA CA GCCCCAA GAA 23′;

第 8 内含子的扩增引物为:

上游 5′2CCCT GGCT T T GCTA T T GA GA 23′;

下游 5′2GA GA CT T GTCGT GGCA T T TCA 23′。

PCR 扩增反应体系为 25 ΛL , 其中含有基因组

DNA 50 ng, 10×缓冲液 2. 5 ΛL , 引物 0. 2 Λmo löL ,

M gC l2 2. 0 mmo löL , dN T P 200 Λmo löL , T aq DNA

聚合酶 (P rom ega) 1. 6 U。扩增条件为: 95 ℃预变性

5 m in; 然后 94 ℃变性 1 m in, 61. 8～ 64. 2 ℃退火 1

m in, 72 ℃延伸 2 m in, 共 35 个循环; 最后 72 ℃延伸

10 m in。

1. 2. 3　限制性内切酶酶切　以 Sm a É 和 P vu Ê
(M B É , T akara) 分别酶切第 6 内含子, H ind Ë 和

E coR É (M B É , T akara) 分别酶切第 8 内含子, 酶

切反应体系为 12 ΛL , 其中扩增产物 8 ΛL , 限制性内

切酶 8 U , 缓冲液 2 ΛL , 补 ddH 2O 至 12 ΛL , 37 ℃水

浴过夜。酶切产物经质量分数 2% 的琼脂糖凝胶电

泳检测。

2　结果与分析

2. 1　L PL 基因第 6 内含子的 PCR 2R FL P 结果

　　根据雷明刚[10 ]报道的序列, 扩增L PL 基因的

第 6 内含子片段为1 434 bp , 经过Sm aÉ 和 P vuÊ 2

种内切酶酶切, 其 PCR 2R FL P 等位基因及相应的酶

切片段长度见表 1。

表 1　L PL 基因第 6 内含子 PCR 2R FL P 的等位基因

及酶切片段长度

T able 1　T he alleles and co rresponding fragm ent

length s of in tron 6 in L PL gene

PCR 2RFL P
等位基因
A lleles

片段大小öbp
F ragm ent length s

Sm aÉ
A 1 434

B 878+ 556

P vuÊ
C 1 434

D 1 234+ 200

　　L PL 第 6 内含子的 Sm a É 2R FL P, 扩增的

1 434 bp 片段中有 1 个 Sm aÉ 切点, 该位点为多态

性酶切位点。当此酶切位点存在时, 产生的片段定义

为等位基因B (878+ 556 bp ) , 消失时产生的片段定

义为等位基因A (1 434 bp ) , 如图 1 所示。

L PL 第 6 内含子的 P vuÊ 2R FL P, 扩增的1 434

bp 片段中有 1 个 P vuÊ 切点, 该位点为多态性酶切

位点。当此酶切位点存在时产生的片段定义为等位

基因D (1 234+ 200 bp ) , 消失时产生的片段定义为

等位基因C (1 434 bp ) , 如图 2 所示。

图 1　L PL 基因第 6 内含子 Sm aÉ 2R FL P 酶切图谱
M. SD 004 m arker; 1, 2, 5, 8, 9, 12. AA ;

3, 6, 11, 13. BB; 4, 7, 10, 14. AB

F ig. 1　Patterns of in tron 6 in L PL gene

defined by Sm aÉ 2R FL P
M. SD 004 m arker; 1, 2, 5, 8, 9, 12. AA ;

3, 6, 11, 13. BB; 4, 7, 10, 14. AB

图 2　L PL 基因第 6 内含子 P vuÊ 酶切图谱
M. SD 004 m arker; 1～ 4, 6, 8, 9. CD; 5. DD; 7. CC

F ig. 2　Patterns of in tron 6 in L PL gene

defined by P uvÊ 2R FL P
M. SD 004 m arker; 1～ 4, 6, 8, 9. CD; 5. DD; 7. CC

　

　

2. 2　L PL 基因第 8 内含子的 PCR 2R FL P 结果

根据GenBank A F050163 序列, 扩增L PL 基因

的第 8 内含子片段为 1 901 bp , 经过 H ind Ë 和

E coR É 2 种内切酶酶切, 每种 PCR 2R FL P 的等位
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基因及相应的酶切片段长度见表 2。

表 2　L PL 基因第 8 内含子 PCR 2R FL P 的

等位基因及酶切片段长度

T able 2　T he alleles and co rresponding fragm ent

length s of in tron 8 in L PL gene

PCR 2RFL P
等位基因
A lleles

片段大小öbp
F ragm ent length s

H indË
E 1 901

F 1 283+ 618

E coR É
G 1 901

H 1 223+ 678

　　L PL 第 8 内含子的 H ind Ë 2R FL P, 扩增的

1 901 bp 片段中有 1 个 H ind Ë 切点, 该位点为多

态性酶切位点, 当此酶切位点因变异消失时, 1 283

和 618 bp 片段合并产生 1 901 bp 的片段, 定义为等

位基因 E (1 901 bp )和 F (1 283+ 618 bp ) , 如图 3 所

示。

L PL 第 8 内含子的 E coR É 2R FL P, 扩增的

1 901 bp 片段中有 1 个 E coR É 切点, 该位点为多态

性酶切位点, 当此酶切位点因变异消失时, 1 223 和

678 bp 的片段合并产生 1 901 bp 的片段, 定义为等

位基因 G (1 901 bp ) 和 H (1 223+ 678 bp ) , 如图 4

所示。

图 3　L PL 基因第 8 内含子H indË 酶切图谱

M. D 01622 m arker; 1～ 9. FF

F ig. 3　Patterns of in tron 8 in L PL gene

defined by H indË 2R FL P

M. D 01622 m arker; 1- 9. FF

图 4　L PL 基因第 8 内含子 E coR É 酶切图谱

M. D 01622 m arker; 1, 3, 7, 10. HH; 2, 4, 5, 6, 8, 9. GH

F ig. 4　Patterns of in tron 8 in L PL gene

defined by E coR É 2R FL P

M. D 01622 m arker; 1, 3, 7, 10. HH; 2, 4, 5, 6, 8, 9. GH

2. 3　各猪种L PL 2R FL P s 的基因型分布及基因频

率分析

各猪种L PL 基因第 6 内含子的 PCR 2R FL P 基

因型分布及基因频率的统计结果见表 3。由表 3 可

知, 在第 6 内含子的 Sm aÉ 2R FL P 位点上, 大白猪、

荣昌猪、汉中白猪、汉江黑猪及野猪以BB 基因型为

主, 而长白、杜洛克、内江猪和八眉猪以AA 和AB

基因型为主; 经 ς2 检验, 上述 2 种类型猪种间基因

型差异达极显著水平 (P < 0. 01) , 尤其是汉中白猪

与其他猪种差异均达极显著水平 (P < 0. 01)。在第 6

内含子的 P vu Ê 2R FL P 位点上, 国外猪种均为DD

纯合型, 而国内猪种和野猪均存在变异; 经 ς 2 检验,

除汉中白猪外, 中国地方猪种与国外猪种差异均达

显著水平 (P < 0. 05)。
表 3　8 个猪种L PL 基因第 6 内含子 PCR 2R FL P s 基因型及基因频率的分布

T able 3　Geno type distribu tion and allele frequency of in tron 6 in L PL gene PCR 2R FL P s of 8 p ig breeds

品种
B reed

样本数
N um ber
of p igs

Sm aÉ 2RFL P P vuÊ 2RFL P

基因型分布
Geno type

基因频率
A llele frequency

基因型分布
Geno type

基因频率
A llele frequency

AA AB BB A B CC CD DD C B

大白猪 L. Y. 50 4 19 27 0. 270 0 0. 730 0 0 0 50 0. 000 0 1. 000 0
长白 L. D. 60 30 26 4 0. 718 8 0. 281 2 0 0 60 0. 000 0 1. 000 0
杜洛克D u 55 20 30 5 0. 636 4 0. 363 6 0 0 55 0. 000 0 1. 000 0
荣昌猪 R. C. 55 4 31 20 0. 354 5 0. 645 5 7 26 22 0. 363 6 0. 636 4
内江猪N. J. 30 14 14 2 0. 700 1 0. 299 9 2 16 12 0. 333 3 0. 666 7
八眉猪B. M. 24 8 12 4 0. 583 3 0. 416 7 2 12 10 0. 333 3 0. 666 7
汉中白猪 H. B. 36 0 7 29 0. 097 2 0. 902 8 0 3 33 0. 041 7 0. 958 3
汉江黑猪 H. H. 32 2 14 16 0. 281 2 0. 718 8 6 12 14 0. 375 0 0. 625 0
野猪 Y 26 0 9 17 0. 173 1 0. 826 9 5 8 13 0. 346 1 0. 653 9

　　各猪种L PL 基因第 8 内含子的 PCR 2R FL P 基

因型分布及基因频率的统计结果见表 4。由表 4 可

知, 在H indË 2R FL P 位点上, 除国外猪种和荣昌猪

存在遗传变异外, 其余国内猪种和野猪均为 FF 纯

合型。经 ς2 检验, 荣昌猪与其他猪种的差异均达极

显著水平 (P < 0. 01)。在 E coR É 2R FL P 位点上, 国
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外猪种和中国地方猪种均以 GH 基因型为主, H 等 位基因频率较高, 只有个别猪种间存在差异。
表 4　第 8 内含子上各猪种L PL 基因 PCR 2R FL P s 基因型及基因频率的分布

T able 4　Geno type distribu tion and allele frequency of in tron 8 in L PL gene PCR 2R FL P s of 8 p ig breeds

品种
B reed

样本数
N um ber
of p igs

H indË 2RFL P E coR É 2RFL P

基因型分布
Geno type

基因频率
A llele frequency

基因型分布
Geno type

基因频率
A llele frequency

AA AB BB A B CC CD DD C B

大白猪 L. Y. 50 0 1 49 0. 010 0 0. 990 0 0 44 6 0. 440 0 0. 560 0

长白 L. D. 60 0 3 57 0. 025 0 0. 975 0 0 42 18 0. 350 0 0. 650 0

杜洛克D u 55 0 6 49 0. 054 6 0. 945 4 0 40 15 0. 363 6 0. 636 4

荣昌猪 R. C. 55 0 21 34 0. 190 9 0. 809 1 0 37 18 0. 336 4 0. 663 6

内江猪N. J. 30 0 0 30 0. 000 0 1. 000 0 0 28 2 0. 466 7 0. 533 3

八眉猪B. M. 24 0 0 24 0. 000 0 1. 000 0 0 13 11 0. 270 8 0. 729 2

汉中白猪 H. B. 36 0 0 36 0. 000 0 1. 000 0 0 33 3 0. 458 4 0. 541 6

汉江黑猪 H. H. 32 0 0 32 0. 000 0 1. 000 0 0 29 3 0. 453 1 0. 546 9

野猪 Y 26 0 0 26 0. 000 0 1. 000 0 0 20 6 0. 384 6 0. 615 4

　　

3　讨　论

3. 1　L PL 基因第 6 内含子的遗传变异

　　在第 6 内含子的 Sm a É 2R FL P 位点上, 大白、

荣昌猪、汉中白猪、汉江黑猪及野猪B 等位基因频

率较高, 而长白、杜洛克、内江猪和八眉猪A 等位基

因 频率较高。其中大白猪 B 等位基因频率为

73. 00% , 长白猪、杜洛克A 等位基因频率分别为

71. 88% 和 63. 64%。雷明刚[10 ]报道, 大白猪以 t t 等

位基因居多, t 等位基因频率为 78. 57% , 长白猪以

T T 基因型居多, T 等位基因频率为 64. 47% ; 杜洛

克的 T、t 基因频率相差不大。可见, 二者只是标记

等位基因的方法不同, 但结果基本一致, 在该位点上

未表现出基因型与脂肪性状的相关性。其中基因型

分布和基因频率的差异, 可能是扩增目的片段的长

度不同而导致酶切位点的位置不同所致, 也可能是

品种、样品来源和样本数量不同造成的。

在第 6 内含子的 P vuÊ 2R FL P 位点上, 国外猪

种均为DD 纯合型, 而国内猪种和野猪均存在变异,

反映出在此位点国外猪种遗传品质纯合, 中国地方

猪种多态性丰富; 但国内猪种也以DD 基因型为主,

D 等位基因频率较高。由表 3 可知, 中国地方猪种

(除汉中白猪外) 与国外猪种差异均达显著水平 (P

< 0. 05) , 国内外许多学者[12～ 16 ]在研究人L PL 基因

P vuÊ 2R FL P 多态性与多种脂代谢疾病的关系时发

现, P vuÊ 2R FL P 纯合型与血浆胆固醇、高密度脂蛋

白浓度显著相关, 与本研究结果基本一致。尽管由于

种属不同而造成基因型不同, 且扩增的目的片段长

度和限制性片段长度存在一定差异。中国脂肪型猪

种与国外瘦肉型猪种有明显的基因型差异, C 等位

基因可能与我国猪种脂肪含量高相关, 可作为脂肪

沉积的有效分子标记。汉中白猪与国外猪种基因型

差异不显著, 这与该猪种属于培育品种, 在选育过程

中受到国外猪种的影响相一致。

3. 2　L PL 基因第 8 内含子的遗传变异

在第 8 内含子的 H ind Ë 2R FL P 位点上, 国外

猪种和荣昌猪存在遗传变异, 其余国内猪种和野猪

均为 FF 纯合型。这与国内外许多学者[12～ 15, 17～ 20 ]在

研究人L PL 基因的 H indË 2R FL P 多态性与多种

脂代谢疾病的关系时发现的, H indË 2R FL P 纯合型

与血浆胆固醇、甘油三酯、高密度脂蛋白浓度显著相

关正好相反, 可能是由于种属不同而造成基因型不

同, 其扩增的目的片段长度和限制性片段长度存在

一定差异。荣昌猪基因型分布与国外猪种趋于一致,

含有 E 等位基因和 EF 杂合子, 具有明显的品种特

征, 可能与荣昌猪曾导入少量大白猪和长白猪的血

液, 受到大白猪和长白猪的影响有关。

在第 8 内含子的 E coR É 2R FL P 位点上, 国外

猪种和中国地方猪种均以H 等位基因频率较高, 只

有个别猪种间存在差异, 无明显的品种特征, 由于此

位点属首次研究, 不能进行比较分析, 要在此位点上

寻找有效标记仍需进一步研究。

3. 3　家猪与野猪的亲缘关系及其遗传资源保护

野猪在以上 4 个位点上, 基因型和基因频率均

与中国地方猪种表现一致, 说明本试验采用的野猪

与中国地方猪种亲缘关系较近, 中国地方猪种受亚

洲野猪的影响较大, 与中国地方猪种起源于亚洲野

猪相吻合, 同时也反映了两者在品种特征上的一致

性。而国外猪种的基因型和基因频率与野猪存在显
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著差异, 反映了国外猪种与野猪的亲缘关系较远, 在

品种特征上存在差异。

本试验结果也表明, 中国地方猪种和野猪蕴藏

着丰富的多态性, 而随着目前地方猪种种群规模的

不断衰减, 加之长期以来遗传漂变和环境因素的影

响, 中国地方猪种的某些位点丢失, 因此有必要加大

力度保护我国丰富的家畜遗传资源, 从而为今后的

遗传改良奠定基础。

本试验首次分析了猪 L PL 基因第 6 内含子

P vu Ê 2R FL P 及第 8 内含子 H ind Ë 2R FL P 和

E coR É 2R FL P 的多态性, 初步证明 P vu Ê 2R FL P

和H indË 2R FL P 2 个位点与猪的脂肪性状相关, 可

能成为与脂肪沉积相关的分子标记, 但欲将其应用

于育种实践, 仍还需与生产性能进行相关分析, 并作

进一步研究。
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Genet ic varia t ion of L PL gene of p ig w ith PCR 2R FL P s

ZHANG Bao- jun ,YANG Gong- she, SUN Chao,LONG Huo- sheng,

PANGW e i- jun , CHEN Guo-zhu,L IN Ya-q iu,M ENG D e- l ian ,

QU Chang-q ing,L IY ing, ZHANG L i- j ie,Y U Y ong- ta i
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i, 712100, Ch ina)

Abstract: Po lym erase chain react ion2rest rict ion fragm en t length po lymo rph ism s (PCR 2R FL P s) w as

u sed to study the genet ic varia t ion of L PL gene in the in tron 6 and 8 of 368 p igs, including L arge

Yo rk sh ire, L andrace, D u roc, Rongchang P ig, N eijiang P ig, Bam ei P ig, H anzhong W h ite P ig, H an jiang B lack

P ig and Boar. T he po lymo rph ism s w ere detected in all b reeds and Boar a t the Sm aÉ 2R FL P loci in in tron 6,

and the AA and AB geno type w ere p revailing in L andrace, D u roc, N eijiang P ig and Bam ei P ig. T he exo t ic

b reeds including L arge Yo rk sh ire, L andrace, D u roc p resen ted on ly DD geno type w h ile nat ive b reeds and

Boar varied at the P vuÊ 2R FL P loci in in tron 6. T he exo t ic b reeds and Rongchang P ig varied w h ile o thers

p resen ted on ly FF geno type at the H ind Ë 2R FL P loci in in tron 8. A ll of the tested b reeds and Boar

p resen ted varia t ion at the E coR É 2R FL P loci in in tron 8, and the GH geno type w as in m ajo rity. In

conclu sion, the tw o sites of P vu Ê 2R FL P and H indË 2R FL P w ere con sidered effect ive m arkers associa ted

w ith fa t depo sit ion.

Key words: p ig; L PL gene; genet ic varia t ion; PCR 2R FL P
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M ou se parthenogenesis and iso la t ion of ES cell2like

co lon ies from parthenogenet ic em b ryo s

CAO Hong-guo,L IU Jun -p ing, ZHANG Y ong
( Institu te of B io2eng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: In o rder to study parthenogenesis in dep th, ES cells from parthenogenet ic em b ryo s of m ice

w ere iso la ted and cu ltu red. A du lt Kunm ing m ice w ere superovu la ted w ith PM SG and HCG, and then

oocytes w ere taken from m ice oviducts. A fter t rea t ing 7 m in w ith ethano l, oocytes w ere pu t on the feeder

layer of mou se oviduct ep iderm al cells w ith mM 16 m edia. W hen developed to the stage of early b lastocyst,

oocytes w ere tran sferred to the feeder layer of mou se em b ryo fib rob last w ith card iom yocyte m edia

condit ioned, and then ICM s w ere digested and recu ltu red. ES cell2like co lon ies w ere iso la ted after 2 days,

iden t if ica ted from mo rpho logy and w ith A KP sta in ing and by differen t ion in vit ro. R esu lts show that

act iva t ion ra te of mou se oocyte w as 96. 99% , 22cell developm en t ra te 93. 17% , mo ru la developm en t ra te 80.

33% , and b lastocyst developm en t ra te 73. 22%. ES cell2like co lon ies w ere island2like, po sit ive by A KP

sta in ing, and can spon taneou sly differen t ia te in to ep iderm al2like cells o r o thers around them. T h is

demon stra tes that ES cell2like co lon ies can be iso la ted from m ice parthenogenet ic em b ryo s.

Key words: mou se; oocyte; parthenogenet ic act iva t ion; ES cell2like co lony
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