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　 　 摘要:　 为了研究脂肪肥胖相关基因 (ＦＴＯ)对猪脂肪沉积和胚胎附植的影响ꎬ本研究以太湖流域 １０ 头苏山猪和

３ 头梅山猪母猪为试验对象ꎬ利用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 方法分析了该基因在脂肪沉积过程中苏山猪不同组织样和胚胎附

植过程中梅山猪各组织样中的ｍＲＮＡ 的表达ꎬ并用克隆测序方法检测了苏山猪群中 ＦＴＯ 编码序列上的遗传变异ꎮ 结

果表明ꎬ脂肪沉积过程中ꎬ苏山猪 １６ 种组织样中均检测到 ＦＴＯ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎬ且背膘中的表达量极显著高于其他任

何组织(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ高脂猪背最长肌中的 ＦＴＯ 表达量显著高于低脂猪 (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 胚胎附植时期ꎬ梅山猪 １５ 种组织样

中均检测到 ＦＴＯ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎬ且繁殖组织中的表达量显著高于其他组织(下丘脑除外)(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ表达量前 ２ 位组

织样依次为:子宫、胚胎ꎮ 苏山猪 ＦＴＯ 编码序列 (１５~１ ５３２ ｂｐ)上共发现 １０ 个 ｃＳＮＰｓ 突变ꎬ其中有 ８ 个直接引起了编

码氨基酸的变化ꎮ 综上所述ꎬＦＴＯ 作用广泛ꎬ很可能在猪脂肪沉积和胚胎附植过程中发挥着重要的作用ꎬ其 ｃＳＮＰｓ 可

成为潜在的猪肉质性状和繁殖性状育种的分子标记ꎮ
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　 　 近些年来ꎬ随着人们对猪肉品质的要求越来越

高ꎬ肉质性状也越来越被养猪企业所关注[１￣２]ꎬ而影

响猪肉质性状(眼肌面积、背膘后、瘦肉率、肌间脂

肪含量 等)的一个关键因素是脂肪沉积[３]ꎬ脂肪沉

积非常复杂ꎬ每一种类型的脂肪沉积都对应一种不

同的沉积过程[４￣５]ꎮ 另外ꎬ猪产仔数是一个重要的繁

殖性状和经济性状[６]ꎬ而影响猪产仔数的一个关键

因素是胚胎附植[７]ꎬ因为很多胚胎在这个过程中死

亡[８]ꎬ而这些胚胎的死亡是导致产仔数下降的一个

重要原因[９￣１１]ꎮ 此外ꎬ猪作为一个良好的新型模式

动物ꎬ在研究人类疾病(如肥胖和流产)的过程中也

发挥着重要的作用[１２]ꎮ
作为一个同时影响猪肉质性状和繁殖性状的基

因ꎬ脂肪肥胖相关基因 (ＦＴＯ)于 ２００７ 年被发现与

肥胖相关[１３]ꎬ在人类和小鼠上的研究结果表明该基

因在控制食欲和能量消耗方面具有重要作用[１４￣１５]ꎮ
ＦＴＯ 基因可以通过调控脂肪细胞成脂功能ꎬ从而调

节人类肥胖的发生[１６]ꎮ 国外对猪 ＦＴＯ 基因的遗传

变异与其肌内脂肪、肌间脂肪的沉积、大理石评分、
滴水损失及瘦肉率等猪肉品质的关系研究已有零星

报道[１７]ꎬ国内对猪 ＦＴＯ 基因的遗传变异在不同品

种猪群中的多态性分布也有一些报道 [１８]ꎮ
除了影响脂肪代谢以外ꎬＦＴＯ 还影响机体的繁

殖性能[１９]ꎮ 人和大鼠中的研究结果表明ꎬ胎盘组织

中的 ＦＴＯ 基因在子宫内环境与胎儿生长发育之间

发挥了桥梁作用 [２０]ꎻ在小鼠中ꎬ原位杂交和 Ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 结果表明ꎬＦＴＯ 在胚胎组织中表达量很

高[１２]ꎻ在山羊中ꎬ研究发现妊娠第 １１０ ｄ 时ꎬ胎盘组

织中的 ＦＴＯ 表达与胎儿体质量有很强的相关性 [２１]

ꎻ在荷斯坦牛中ꎬＦＴＯ 多态性影响乳脂量 [２２]ꎮ
鉴于 ＦＴＯ 在脂肪代谢和繁殖过程中的生物学功

能ꎬ本研究采用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ 方法分析了 ＦＴＯ 在

脂肪沉积过程中的苏山猪组织样中的表达ꎬＦＴＯ 在胚

胎附植过程中的梅山猪组织样中的表达ꎬ克隆测序了

苏山猪 ＦＴＯ 基因的全长编码序列(ＣＤＳ)ꎬ并推测了

编码序列上 ＳＮＰｓ 突变所引发的氨基酸变化ꎮ 这些结

果将有助于人们进一步了解 ＦＴＯ 的功能ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物

脂肪沉积研究所用试验动物来自江苏洪泽鑫象

猪业有限公司ꎬ选用 １０ 头体质量达(９５±２) ｋｇ、６ 月

龄的半同胞健康苏山猪ꎬ分成 ２ 组ꎬ即:５ 头高脂猪

(活体测定背膘厚度最高的前 ５ 头猪)和 ５ 头低脂

猪(活体测定背膘厚度最低的后 ５ 头猪)ꎬ这些试验

猪在同一猪场进行统一的饲喂和管理ꎬ同时在自由

采食及饮水条件下ꎬ进行疾病防治和行为体况观察ꎮ
将供试猪电昏后在同一天快速屠宰ꎬ然后用无

ＲＮａｓｅ 的手术器械参照屠宰程序[２３] 采集苏山猪的

１６ 种组织样(背膘、背最长肌、心、肝、脾、肺、胃、大
肠、小肠、肾、膀胱、卵巢、输卵管、子宫体、子宫颈和

子宫内膜)ꎮ 上述组织样采集后ꎬ立即用液氮冷冻

保存ꎬ用于后续的 ＲＮＡ 提取ꎮ
胚胎附植研究的试验动物来自于江苏农林职业技

术学院梅山猪保种场ꎬ以 ３ 头梅山猪母猪(第 ５ 胎次~
第 ７ 胎次)为研究对象ꎬ按猪场常规条件进行饲喂和管

理ꎬ同时在自由采食及饮水条件下ꎬ进行疾病防治和行

为体况观察ꎮ 在同场、相同管理条件下进行单圈饲养ꎬ
进行同期发情处理ꎬ相同种公猪精液授精妊娠ꎮ 以最

后一次配种为０ ｄ 计ꎬ在配种第１８ ｄ(附植中期)进行屠

宰ꎬ采集全身 ２０ 种组织样(子宫体、胚胎、子宫内膜附

着点、子宫内膜非附着点、卵巢、子宫角、大脑、下丘脑、
垂体、脊髓、心、肝、脾、肺、胃、大肠、小肠、肾上腺、肾和

膀胱)ꎮ 样品采集后ꎬ立即用液氮保存ꎮ
１.２　 主要试剂与仪器

主要试剂有 ＴＲＩｚｏｌ (Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ Ａｍｅｒｉｃａ)、ＡＭＶ
Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ ( ＢＢＩꎬ Ｃａｎａｄａ )、
ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２Ｘ (ＡＢＩꎬ Ａｍｅｒｉｃａ)、琼脂
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糖 ( Ｂｉｏｗｅｓｔꎬ Ｓｐａｉｎ )、 ＤＥＰＣ ( ＫｅｙＧｅｎꎬ Ｃｈｉｎａ )、
Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ (ＴａＫａＲａꎬ Ｊａｐａｎ)ꎬ１×ＴＡＥ 等缓冲液为自

配ꎬ其他常规试剂为南京化学试剂有限公司生产ꎮ
荧光定量 ＰＣＲ 检测系统(ＡＢＩꎬ Ａｍｅｒｉｃａ)、凝胶

成像仪 (Ｔａｎｏｎ ３５００ꎬ Ｃｈｉｎａ)、紫外分光光度仪(Ｓｈｉ￣
ｍａｄｚｕꎬＪａｐａｎ) 、超纯水仪(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅꎬ ＵＳＡ)、自动灭

菌锅(博讯 ＹＸＱ￣ＬＳ￣５０Ａꎬ Ｃｈｉｎａ) 、高速冷冻离心机

(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)ꎮ

１.３　 引物设计

猪 ＦＴＯ(ＧｅｎＢａｎｋ: ＮＭ＿００１１１２６９２)和 ＧＡＰＤＨ
(持家基因)的 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ 引物均由

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计ꎬ其中 ＦＴＯ＿ｆａｔ ｄｅｐｏｓｉ￣
ｔｉｏｎ 引物用于脂肪沉积的研究ꎬＦＴＯ＿ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎ￣
ｔａｔｉｏｎ 引物用于胚胎附植的研究ꎮ 引物(表 １)由上

海英潍捷基(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)生物公司合成ꎮ

表 １　 猪 ＦＴＯ 基因实时荧光定量 ＰＣＲ 分析用引物序列及反应条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ＰＣＲ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｆａｔ ｍａｓｓ ａｎｄ ｏｂｅｓｉｔｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅ (ＦＴＯ)

　 　 　 引物 引物序列 (５′➝３′) 退火温度 (℃) 产物长度 (ｂｐ)

ＦＴＯ＿ｆａｔ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ＧＡＧＣＣＧＣＣＴＡＣＡＡＣＣＴＡＡＣＴＴＴ ５９.３ １３６

ＧＣＴＧＡＣＣＴＧＴＣＣＡＣＣＡＧＡＴＴＴ

ＦＴＯ＿ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ＧＧＴＧＣＧＡＣＣＣＡＴＧＣＴＧＴＧＣＴ ６０.０ １９０

ＡＣＧＧＣＣＧＧＣＡＴＴＣＴＧＧＣＴＴＣ

ＧＡＰＤＨ ＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣＴＧＣＡＡＡＡＴＡ ５７.８ １００

ＡＡＣＣＴＧＧＴＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＣＣ

１.４　 ＲＮＡ 提取与反转录成 ｃＤＮＡ
总 ＲＮＡ 用 ＴＲＩｚｏｌ /氯仿方法[２４] 从猪组织样品中

提取ꎬ之后用超微量紫外分光光度计 (Ｔｈｅｒｍｏ ＮＡＮＯ￣
ＤＲＯＰ ２０００ Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒꎬ 美国) 检测提取 ＲＮＡ
浓度ꎬ再用 １􀆰 ５％的琼脂糖电泳检测 ＲＮＡ 完整性ꎮ

ＲＴ￣ＰＣＲ 中的 ＲＴ(反转录)ꎬ使用总 ＲＮＡ 为模

板合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎬ采用“ＡＭＶ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ”试剂盒ꎬ２１ μｌ 反转录反应体系ꎬ分两

步进行ꎬ (１) Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ５ μｌꎬ Ｒｎａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ５
μｌꎬ随机引物(１０ ｐｍｏｌ / μｌ)各 １ μｌꎬ７０ ℃温浴 ５ ｍｉｎꎮ
(２) 冰浴 １０ ｓꎬ离心加入下列试剂:５×Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆ￣
ｅｒ ４ μｌꎬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２ μｌꎬ Ｒｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉ￣
ｔｏｒ (２０ Ｕ / μｌ) １ μｌꎬ ＡＭＶ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ (１０
Ｕ / μｌ) ２ μｌꎮ (３) ３７ ℃ 温浴 ５ ｍｉｎꎬ４２ ℃ 温浴 ６０
ｍｉｎꎬ７０ ℃温浴 １０ ｍｉｎꎮ 终止反应ꎮ －２０ ℃保存ꎮ
１.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ

为了保证样品的可靠性ꎬ对反转录生成的 ｃＤＮＡ
先进行预试验ꎮ 为减少干扰ꎬ每个 ｃＤＮＡ 样本都稀释

１０ 倍 (５ μｌ ｃＤＮＡ ＋ ４５ μｌ Ｈ２Ｏ)ꎬ每个样品做 ３ 个重

复ꎬ并用 ｄｄＨ２Ｏ 代替 ｃＤＮＡ 模板做阴性对照ꎬ以检测

是否有外源 ＤＮＡ 污染ꎮ
以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ分别定量 ＰＣＲ 扩增基因目的

片段ꎬ２０ μｌ ＰＣＲ 反应体系如下:ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓ￣

ｔｅｒ Ｍｉｘ (２Ｘ) １０􀆰 ０ μｌꎬ 上下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各
１􀆰 ０ μｌꎬ模板(ｃＤＮＡ 稀释 １０ 倍) １􀆰 ０ μｌꎬ Ｔａｑ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰 ３ μｌꎬ 加 Ｒｎａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 到 ２０􀆰 ０ μｌꎮ
反应程序如下:９５ ℃ ２ ｍｉｎ 热启动 ＨｏｔＳｔａｒ Ｔａｑ 酶活

性ꎻ９５ ℃溶解 １０ ｓꎬ６０ ℃煺火 /延伸 ４０ ｓꎬ循环 ４０ 次ꎻ
４５~９５ ℃ꎬ读板时 ０􀆰 １ ℃ / ｓ进行溶解曲线分析ꎮ
１.６　 数据统计

实时荧光定量 ＰＣＲ 的数据利用 ２－△△Ｃｔ法分析ꎬ
得到 ＦＴＯ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量ꎬ内参基因为 ＧＡＰ￣
ＤＨ [２５￣２６]ꎮ 不同组织间 ｍＲＮＡ 表达量的差异性显著

水平通过 ＳＡＳ ８.２ 统计软件包进行 ＧＬＭ 分析ꎬ结果

以最小二乘均值±标准差表示ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＲＮＡ 提取结果

组织样中提取的总 ＲＮＡ 利用分光光度计测定

出的 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０结果大都处于１.８~ ２􀆰 １ꎬ表明提取

的 ＲＮＡ 浓度和质量都较高ꎮ 随机选取 ８ 种组织样

提取的总 ＲＮＡꎬ进行琼脂糖电泳检测ꎬ结果显示总

ＲＮＡ 在凝胶上显示出 ２ 条清晰的条带ꎬ分别为 ２８ Ｓ
和 １８ Ｓ ｒＲＮＡꎬ且同一组织样的 ２ 条带的灰度值比值

(２８ Ｓ / １８ Ｓ)大都处于１.０~１􀆰 ５ꎬ表明总 ＲＮＡ 基本完

整ꎬ可以满足后续的反转录和 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试验的
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要求(图 １)ꎮ
２.２　 ＦＴＯ 在猪脂肪沉积过程中的 ｍＲＮＡ 表达

半定量 ＰＣＲ 结果表明ꎬＦＴＯ 的 ｍＲＮＡ 在苏山猪

的 １１ 种组织样中均有表达ꎬ其 ｍＲＮＡ 相对表达量

(两条带灰度值比值 ＦＴＯ / ＧＡＰＤＨ)由大到小排序

为:卵巢(０􀆰 ９１)、 肺(０􀆰 ８９)、输卵管(０􀆰 ８６)、 子宫内

膜 (０􀆰 ８３)、大肠(０􀆰 ６６)、子宫体(０􀆰 ６５)、 子宫颈

(０􀆰 ６４)、脾(０􀆰 ５７)、 膀胱(０􀆰 ５０)、胃(０􀆰 ４２)和小肠

(０􀆰 ０４)ꎮ 其中ꎬ卵巢、输卵管、子宫内膜等繁殖组织

样中的表达量高于其他组织样 (图 ２)ꎮ

从左至右依次为:脊髓、大脑、小肠、大肠、膀胱、心、背最长肌和

脾脏ꎮ
图 １　 不同组织样提取的总 ＲＮＡ 的 １.５％琼脂糖凝胶电泳检测

结果

Ｆｉｇ.１ 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １. ５％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｆｏｒ ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｗｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ

图 ２　 ＦＴＯ 基因在苏山猪不同组织中的 ｍＲＮＡ 表达量

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＦＴＯ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｓｕｓｈａｎ ｐｉｇｓ

　 　 定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲ)结果表明ꎬＦＴＯ 的

ｍＲＮＡ 在苏山猪的另外 ５ 种组织样中也均有表达ꎬ
包括:背膘、心、肾、背最长肌和肝ꎮ 按照 ｍＲＮＡ 表

达量由大到小排序ꎬ低脂猪为:背膘(９􀆰 ４４)、心脏

(１􀆰 ００)、 肾脏 ( ０􀆰 ９２)、 肝脏 ( ０􀆰 ２０)、 背最长肌

(０􀆰 ０８)ꎻ高脂猪为:背膘 (１０􀆰 ５９)、心脏 (０􀆰 ８５)、背
最长肌 (０􀆰 ８１)、肝脏 (０􀆰 ５８)、肾脏 (０􀆰 ５１)ꎮ 对 ２

种脂肪类型猪综合分析ꎬ背膘中的 ｍＲＮＡ 表达量最

高ꎬ且极显著高于其他任何组织(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎻ背最长

肌中的 ｍＲＮＡ 表达量ꎬ高脂猪显著大于低脂猪(Ｐ<
０􀆰 ０５)(图 ３)ꎮ ＦＴＯ 的表达量越高ꎬ脂肪含量越高ꎬ
眼肌面积和瘦肉率越低(表 ２)ꎬ ＦＴＯ 的高表达似乎

促进猪的脂肪沉积ꎮ

不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ３　 ＦＴＯ 基因在苏山猪不同组织样中的定量 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ.３　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＦＴＯ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｓｕｓｈａｎ ｐｉｇｓ

２.３　 ＦＴＯ 在猪胚胎附植过程中的 ｍＲＮＡ 表达

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ 结果显示ꎬ胚胎附植

中期 (妊娠第 １８ ｄ)ꎬ在梅山猪 １５ 种组织样中均检

测到 ＦＴＯ 基因的 ｍＲＮＡ 表达ꎬ按表达量从高到低ꎬ
依次为:子宫体、胚胎、下丘脑、子宫内膜附植点、子
宫内膜非附植点、卵巢、子宫角、大脑、膀胱、脊髓、肾

上腺、脾、垂体、背膘和心ꎮ 在这些组织样中ꎬ子宫

体、胚胎、子宫内膜附植点、非附植点和卵巢等繁殖

组织样中 ｍＲＮＡ 的表达量显著高于其他组织样(下
丘脑除外) (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ这说明胚胎附植期繁殖组织

样是 ＦＴＯ 的主要靶组织ꎮ
另外ꎬＦＴＯ 在下丘脑组织中的表达量排名第

４９５ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１８ 年 第 ３４ 卷 第 ３ 期



三ꎬ在垂体中也有较高的表达量 (图 ４)ꎬ表明ꎬＦＴＯ
ｍＲＮＡ 的表达在胚胎附植调控中发挥一定作用ꎬ调
控途径很可能是下丘脑￣垂体￣性腺轴ꎮ 另外ꎬＦＴＯ

在猪脂肪沉积过程和胚胎附植过程中所展现出的不

同的表达趋势ꎬ表明其作用广泛ꎬ在机体生长发育、
妊娠维持等方面均发挥着重要作用ꎮ

表 ２　 用于 ＦＴＯ 表达研究的苏山猪的脂肪沉积相关肉质性状

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｅａｔ ｑｕａｌｉｔｙ ｔｒａｉｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆａｔ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｕｓｈａｎ ｐｉｇｓ ｆｏｒ ＦＴＯ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｒｉａｌ

类别
眼肌面积
(ｃｍ２)

瘦肉率
(％)

背膘厚(ｃｍ)

肩部最厚处 胸腰椎结合处 腰荐椎结合处

大理石花
纹评分

高脂猪 ４８.５２±３.５７ｂ ４９.４２±２.３９ｂ ５.２０±１.２１ｂ ２.７０±０.５６ ３.２０±０.８０ｂ ４.７２±１.３３

低脂猪 ６１.８６±２.４６ａ ５６.６２±１.３５ａ ３.９０±０.５３ａ ２.４０±０.４６ ２.１０±０.４８ａ ４.７１±１.１２
同一列数据后不同小写字母表示差异显著 (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 ４　 胚胎附植期 ＦＴＯ 基因在梅山猪不同组织样中的 ｍＲＮＡ 表达

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＴＯ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｍｅｉｓｈａｎ ｐｉｇｓ ｄｕｒｉｎｇ ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

２.４　 ＦＴＯ 的单核苷酸突变( ｃＳＮＰｓ)及引起的氨基

酸突变

　 　 本研究使用克隆测序法ꎬ在 ５１ 头苏山猪群中检

测了 ＦＴＯ 编码序列 (即 ＣＤＳ 区ꎬ范围:１５~ １ ５３２
ｂｐ)上的单核苷酸突变(ｃＳＮＰｓ)ꎬ并对这些突变引起

的氨基酸水平的突变进行了分析ꎮ 结果表明ꎬ苏山

猪 ＦＴＯ 编码序列(ＧｅｎＢａｎｋ: ＪＸ８７３９５６)上共发现

１０ 个 ｃＳＮＰｓꎬ依次为:Ｇ５２Ａ (ＦＴＯ ｃＤＮＡ 序列第 ５２
位的 Ｇ➝Ａ 突变)、Ａ２２７Ｇ、 Ｃ５２３Ｔ、Ｃ６０８Ｇ、 Ｇ６２８Ａ、
Ａ６５５Ｇ、Ａ８１０Ｇ、 Ａ８８６Ｇ、Ｇ１００２Ａ 和 Ａ１３４４Ｇꎮ 这 １０ 个

ｃＳＮＰｓ 分布于第 １、第 ３、第 ４、第 ６、第 ８ 外显子上ꎬ其
中有 ８ 个突变引起了所编码氨基酸的变化(表 ３)ꎮ

表 ３　 苏山猪群中检测到的 ＦＴＯ 基因 ｃＳＮＰｓ及其引起的氨基酸突变

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｃＳＮＰｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦＴＯ ｉｎ Ｓｕｓｈａｎ ｐｉｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｃＳＮＰｓ

编码序列单
核苷酸突变

位置
突变前
后碱基

所在
外显子

突变前后
密码子

突变前后
氨基酸

Ｇ５２Ａ ５２ Ｇ➝Ａ １ ＧＧＡ➝ＧＡＡ Ｇｌｙ➝Ｇｌｕ

Ａ２２７Ｇ ２２７ Ａ➝Ｇ ３ ＧＣＡ➝ＧＣＧ Ａｌａ➝Ａｌａ

Ｃ５２３Ｔ ５２３ Ｃ➝Ｔ ３ ＧＣＧ➝ＧＴＧ Ａｌａ➝Ｖａｌ

Ｃ６０８Ｇ ６０８ Ｃ➝Ｇ ３ ＧＣＣ➝ＧＣＧ Ａｌａ➝Ａｌａ

Ｇ６２８Ａ ６２８ Ｇ➝Ａ ３ ＡＧＣ➝ＡＡＣ Ｓｅｒ➝Ａｓｎ

Ａ６５５Ｇ ６５５ Ａ➝Ｇ ３ ＴＡＣ ➝ＴＧＣ Ｔｙｒ➝Ｃｙｓ

Ａ８１０Ｇ ８１０ Ａ➝Ｇ ４ ＡＡＴ➝ＧＡＴ Ａｓｎ➝Ａｓｐ

Ａ８８６Ｇ ８８６ Ａ➝Ｇ ４ ＣＡＡ➝ＣＧＡ Ｇｌｎ➝Ａｒｇ

Ｇ１００２Ａ １００２ Ｇ➝Ａ ６ ＧＣＣ➝ＡＣＣ Ａｌａ➝Ｔｈｒ

Ａ１３４４Ｇ １３４４ Ａ➝Ｇ ８ ＡＣＴ➝ＧＣＴ Ｔｈｒ➝Ａｌａ

５９５付言峰等:猪脂肪沉积和胚胎附植期 ＦＴＯ 基因的表达及碱基突变检测



２.５　 ＦＴＯ 第 ３ 外显子 ｃＳＮＰｓ 的基因和基因型频率

通过直接测序法ꎬ本研究检测了 ５１ 头苏山猪群

中的 ＦＴＯ 第 ３ 外显子中的 ４ 个 ｃＳＮＰｓ ( Ａ２２７Ｇ、
Ｃ５２３Ｔ、Ｃ６０８Ｇ 和 Ｇ６２８Ａ)ꎮ 结果 (表 ４) 表明ꎬ在

Ａ２２７Ｇ 和 Ｇ６２８Ａ 位点均检测到 ３ 种基因型ꎬ而在

Ｃ５２３Ｔ 和 Ｃ６０８Ｇ 位点均只检测到 ２ 种基因型ꎮ 卡

方 (χ２)检验结果表明ꎬＡ２２７Ｇ、 Ｃ５２３Ｔ 和 Ｇ６２８Ａ 位

点的基因和基因型频率均处于哈代￣温伯格平衡分

布ꎬ而 Ｃ６０８Ｇ 位点则处于哈代￣温伯格不平衡分布

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

表 ４　 苏山猪群中检测到的 ＦＴＯ 基因 ｃＳＮＰｓ位点的基因频率和基因型频率

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｌｌｅｌｅ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ＦＴＯ ｃＳＮＰｓ ｉｎ Ｓｕｓｈａｎ ｐｉｇｓ

突变 猪头数
基因型频率

ＡＡ ＡＧ ＧＧ ＣＧ ＣＣ ＣＴ ＴＴ

基因频率

Ａ Ｇ Ｃ Ｔ
χ２

Ａ２２７Ｇ ５１ ０.５９ ０.３５ ０.０６ ０.７６ ０.２４ ０.０３

Ｃ５２３Ｔ ５１ ０.９６ ０.０４ ０ ０.９８ ０.０２ ０.０２

Ｃ６０８Ｇ ５１ ０.０６ ０.３１ ０.６３ ０.３７ ０.６３ １１.６４∗∗

Ｇ６２８Ａ ５１ ０.９８ ０.０２ ０ ０.９９ ０.０１ ０.０１
χ２(ｄｆ＝ ２) ０.０１ ＝ ９.２１ꎬ χ２(ｄｆ＝ ２) ０.０５ ＝ ５.９９ꎻ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

３　 讨 论

脂肪沉积可以影响猪背膘厚、背最长肌橫截面

积、瘦肉率等肉质性状[３]ꎮ 胚胎附植可以影响猪窝

产仔数、 终生产仔数、 母猪利用年限等繁殖性

状[２７￣２８]ꎮ 随着定位克隆、物理作图和候选基因等分

子生物学技术的发展ꎬ研究人员已成功发现一些同

时影响猪脂肪性状和繁殖性状的候选基因ꎬ如过氧

化物酶体增殖物活化受体基因 (ＰＰＡＲ) [２９￣３０]、瘦素

受体基因 (ＬＥＰＲ) [３１￣３２]和组蛋白去乙酰化酶基因

(ＳＩＲＴ１) [３３￣３４]等ꎮ
ＦＴＯ 在猪脂肪沉积过程中的 ｍＲＮＡ 表达结果

表明ꎬ苏山猪 １６ 种组织样中均检测到 ＦＴＯ 的 ｍＲ￣
ＮＡ 表达ꎬ且背膘中的表达量最高ꎬ并极显著高于其

他任何组织(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ说明 ＦＴＯ 作用广泛ꎬ且主要

在易脂肪沉积的组织中发挥作用ꎻ在背最长肌中的

ｍＲＮＡ 表达量ꎬ高脂猪显著大于低脂猪(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
说明 ＦＴＯ 基因的高表达量与猪脂肪沉积量呈正相

关ꎬ即 ＦＴＯ 的高表达有利于脂肪沉积ꎮ 在德国哥廷

根小型猪中ꎬ研究者发现脂肪沉积时期ꎬ其肌肉、大
脑、肝、肾和心脏中均表达 ＦＴＯ 的 ｍＲＮＡꎬ且组织间

表达量差异显著 (Ｐ<０􀆰 ０５) [１２]ꎮ 在苏格兰黑脸绵

羊中ꎬ肥胖羊相较于普通羊ꎬ有更高的 ＦＴＯ ｍＲＮＡ
表达量[３５]ꎮ 在蛋鸡中ꎬ４ ~ ８ 周龄的快速生长期ꎬ垂
体、下丘脑、肌肉、脂肪、睾丸等组织样中均检测到

ＦＴＯ 的 ｍＲＮＡ 表达[３６]ꎮ
ＦＴＯ 在猪胚胎附植过程中的 ｍＲＮＡ 表达结果

表明ꎬ胚胎附植中期梅山猪 １５ 种组织样中均检测到

ＦＴＯ 基因的 ｍＲＮＡ 表达ꎬ且繁殖组织中的表达量显

著高于其他组织(下丘脑除外) (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ也显著

高于空怀猪ꎮ 另外 ＦＴＯ 在下丘脑中的表达量排名

第三位ꎬ在垂体中也有表达ꎬ这说明 ＦＴＯ 很可能通

过下丘脑￣垂体￣性腺轴在猪胚胎附植调控中发挥着

重要的作用ꎮ Ｂａｓｓｏｌｓ 等发现ꎬ人的子宫组织中 ＦＴＯ
的 ｍＲＮＡ 表达量显著高于其他组织ꎬ且 ＦＴＯ 在子宫

中的高表达量与不断增加的胎儿体质量和长度显著

相关[３７]ꎮ 在大鼠中ꎬ妊娠时期肥胖的母鼠生下的断

奶仔鼠ꎬ在下丘脑和肝脏中均检测到更高的 ＦＴＯ
ｍＲＮＡ 表达量[３８]ꎮ 在大鼠和人中ꎬ胎盘组织中 ＦＴＯ
的表达说明其可能是子宫内环境和胎儿生长之间相

互联系的桥梁[２０]ꎮ
ＦＴＯ 的 ｃＳＮＰｓ 及引起的氨基酸突变分析结果

表明ꎬ苏山猪 ＦＴＯ 编码序列(１５~ １ ５３２ ｂｐ)上共发

现 １０ 个 ｃＳＮＰｓ 突变ꎬ其中有 ８ 个直接引起了编码氨

基酸的变化ꎬ这些突变可能会进一步引发基因功能

的变化[３９]ꎻ另外 ２ 个 ｃＳＮＰｓ 也可能通过连锁不平衡

与直接影响繁殖性状的位点相作用ꎬ从而间接影响

到氨基酸直至蛋白质的变化[４０￣４１]ꎮ ＦＴＯ 第 ３ 外显

子中的 ４ 个 ｃＳＮＰｓ 在苏山猪群中均检测到 ２ 种以上

的基因型ꎬ说明其可在苏山猪、金华猪[１８] 等某些特

定猪群中作为影响猪肉质和繁殖性状的候选基因ꎮ
综上所述ꎬ猪 ＦＴＯ 是一个动态表达的基因ꎬ作

用广泛ꎬ脂肪沉积时期主要在脂肪组织中表达ꎬ胚胎

附植时期主要在子宫、胚胎等繁殖组织中表达ꎬ在这
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２ 个机体活动中都发挥着重要的作用ꎮ 在苏山猪群

编码序列中发现的 ８ 个直接引起编码氨基酸变化的

ｃＳＮＰｓ 会在分子标记选择辅助育种中发挥重要作

用ꎮ
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ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｍａｔｅｒｎａｌ ｏｂｅｓｉｔｙ – ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｏｎｔｒｉ￣
ｂｕｔｉｏｎ ｔｏ ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇ ｈｙｐｅｒｐｈａｇｉａ [Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ２０１１ꎬ ６(９):
ｅ２５２６１.

[３９] ＣＨＥＮ Ｘꎬ ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＬＩ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ３￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣
３￣ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ￣ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ＨＭＧＲ ｇｅｎｅ [ Ｊ] . Ｇｅｎｅꎬ
２０１２ꎬ ４９５(２):１７０￣１７７.

[４０] ＮＩＵ Ｂꎬ ＹＥ Ｌꎬ ＬＩ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎｄ ａｓ￣
ｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｔｒａｉｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ＲＮＦ４ ｇｅｎｅ
[Ｊ] . Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２００９ꎬ １１０(４):２８３￣２９２.

[４１] ＦＵ Ｙꎬ ＦＵ Ｊꎬ ＷＡＮＧ Ａ. Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＥｐｈＡ４ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｗｉｔｈ
ｓｗｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｔｒａｉｔｓ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥｐｈＡ４ ｄｕｒｉｎｇ
ｅｍｂｒｙｏ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１２ꎬ ３９
(３):２６８９￣２６９６.

(责任编辑:陈海霞)

８９５ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１８ 年 第 ３４ 卷 第 ３ 期


