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猪肛门闭锁候选基因 FN1 的克隆及其编码区突变
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摘要 利用猪的SNP芯片筛选锁肛致病候选基因,在猪15号染色体候选区域筛选出纤连蛋白1(fibronec-
tin1,FN1)基因。分别用锁肛猪和正常猪cDNA池克隆得到FN1基因开放阅读框的7437bp序列,鉴定3个

选择性剪切外显子,并通过直接测序获得21个编码区单核苷酸多态位点(SNPs)。其中第22外显子的148A>
G和第27外显子的50G>C引起氨基酸的改变(1167Ile>Val,1435Glu-Asp),且这2个SNPs在现有锁肛猪和

正常猪样品中基因型频率和基因频率均差异显著。研究结果提示FN1基因的突变可能影响肛门直肠的正常发

育过程,但还需要进一步的功能验证。

关键词 FN1;肛门闭锁;猪;SNPs
中图分类号 S852.16+5  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2015)02-0072-06

  肛门闭锁(analatresia)是一种先天性直肠末端

发育缺陷,在人、猪、猫等多种哺乳动物中均有发生。
人的肛门闭锁的病理分类十分复杂,包括简单的肛

门闭锁、各种类型的直肠尿道瘘以及严重的一穴肛

畸形,而且常常伴随其他发育异常[1]。肛门闭锁患

者手术治疗费用昂贵,且多数术后效果并不理想,这
给患者带来极度痛苦和沉重的经济负担。猪的肛门

闭锁自然发生率高于人类,表现形式跟人类非常相

似,且很少伴随其他综合征,因此可以作为研究肛门

闭锁比较理想的动物模型。
一般认为,遗传因素和环境因素均可造成猪的

肛门闭锁,但主要由遗传因素造成。在澳大利亚大

型商业化养猪场开展的一次为期超过1年的包括

14535头仔猪的调查表明,新生猪有2.9%发生先

天性畸形,其中肛门闭锁症是最常见的一种遗传缺

陷,占先天性畸形总发生率的9.3%[2]。Taylor[3]

报道,肛门闭锁症的遗传率为0.009%;在不同品系

猪上的自然发生率为0.1%~1.0%[4]。发生肛门

闭锁的公仔猪通常在生后1~3d内死亡,母仔猪在

生后1月内死亡50%[5],严重影响经济效益。因

此,从分子水平探索肛门闭锁症的遗传机制具有十

分重要的意义。
已有研究报道肛门闭锁是混合遗传模型,具有

单基因或多基因效应[6];另有研究称肛门闭锁是一

个隐性基因与一个显性基因的互作[4],所以,肛门闭

锁的发生机制十分复杂,也曾有研究称肛门闭锁症

的易感基因座位于1、9和12号染色体[7],可能涉及

多个基因参与。前期,我们用12头猪的DNA样本

(其中包含10头锁肛猪和2头致病基因携带者)进
行了 SNP 芯 片 扫 描,利 用IBD(identicalbyde-
scent)的分析方法,我们推断出候选区域为1号染

色体和15号染色体的2个区段(数据尚未发表),根
据这一推断我们在15号染色体上的这段区域定位

到FN1基因。FN1基因编码纤连蛋白(fibronec-
tin,FN),该蛋白是一种广泛存在于血液、体液及各

种组织中的高分子糖蛋白,由2个亚基通过链间二

硫键连接而成。其亚基有6个致密的球状体,每一

区均有特定的功能,可与特殊的配体结合,具有多种

生物学功能。纤连蛋白广泛参与细胞粘附和迁移,
在胚胎发生、损伤修复、血液凝固、宿主防御和新陈

代谢等过程中发挥重要作用[8-9]。另有研究表明

FN可抑制多种细胞凋亡[10-12],而在泄殖腔的胚胎

发育过程中,尿直肠隔间质、直肠背侧间质和泄殖腔

膜细胞凋亡的异常是导致肛门直肠畸形的原因之

一。细胞凋亡的正常调控是保证肛门直肠胚胎期正

常发育的关键机制之一[13]。因此,FN1基因可能
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在肛门形成过程中起重要作用。
本研究以肛门闭锁猪(AA猪,n=27)、正常对

照猪(n=28)为试验动物,以PCR、PCR-RFLP和直

接测序等试验方法,获得FN1基因 mRNA全长序

列及其结构变异,旨在为揭示FN1基因编码区突变

与肛门闭锁症的关系提供更多的理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验动物和组织

27头肛门闭锁猪及正常对照猪(n=28)均是大

白猪或长白猪,并来自同一育种公司。基因组DNA
是在所有仔猪出生时收集其尾巴组织,利用苯酚-氯
仿抽提法抽提得到。其中3头锁肛猪(AA猪)和3
头对照猪分别采集直肠于RNAstore保存,然后用

TRIzolReagent(Invitrogen,Carlsbad,CA,USA)从
这些组织中提取总RNA,再运用反转录聚合酶链式

反应(RT-PCR)技术,扩增获得cDNA第一链。
1.2 主要试剂

TRIzolReagent(Invitrogen,Carlsbad,CA,

USA);PCRmix(康为世纪);限制性内切酶 MunⅠ
(TaKaRa);限制性内切酶SatⅠ(NEB);DNA凝胶

回收试剂盒(康为世纪)。
1.3 引物设计

以ENSEMBL序列ENSSSCT00000017610为

模板,在 NCBI(NationalCenterforBiotechnology
Information)Primer-BLAST中设计得到9对重叠

引物扩增 FN1基因的开放阅读框。其中,引物

FN1-cE20-26F/R,FN1-cE30-35F/R 和 FN1-cE34-
42F/R分别包含了选择性剪切外显子25、33和40。
另设计2对引物以FN1基因组DNA为模板扩增

E22和E27(表1)。引物名称、位置、TM 值、PCR
产物大小以及测序得到的SNPs见表2。
1.4 DNA 扩增测序

PCR扩增:反应总体积为20μL,其中上述制备

得到 的 猪 cDNA 模 板 1μL,双 蒸 水 8.2μL,

PCRmix10μL,10mmol/L正向引物和反向引物

各0.4μL。PCR反应条件为:94℃预变性5min
后,循环32次(94℃变性30s、60℃退火30s、72℃
延伸30~60s),最后72℃延伸5min。PCR产物

经(2%,m/V)琼脂糖凝胶电泳检测。最后,将3头

AA猪和3头对照猪样品分别混入2个池中回收,
用DNA纯化试剂盒纯化后送公司测序,序列测定

由北京擎科新业生物技术有限公司完成,基因片段

测正反2个反应。
1.5 PCR-RFLP 检测 SNPs

PCR-RFLP引 物 序 列 为 扩 增 FN1 基 因 组

DNA第22外显子和第27外显子的引物,其引物序

列、PCR产物、TM 值、突变位点见表1。PCR扩增

27头锁肛猪和28头正常对照猪基因组DNA,然后

进行 RFLP检测。PCR产物酶切反应体积是10

μL,其中PCR产物4μL,双蒸水4.9μL,10×缓冲液

1μL,限制性内切酶为0.1μL(10U/μL),将样品混

匀后离心,37℃培养箱放置4h,用4%琼脂糖凝胶电

泳检测酶切结果,在紫外灯下拍照,并记录基因型。
表1 FN1基因PCR-RFLP所用引物信息

Table1 PrimersusedforPCR-RFLPofporcineFN1gene

引物名称

Primername
引物序列 (5′-3′)

Primersequence(5′-3′)
引物位置

Primerlocation
产物大小/bp
Productsize

TM/℃
SNP位于PCR产物的位置

SNPlocationinthePCRproduct

FN1E22F
FN1E22R

CGCAACCTCTCAGCAGTAAC
CCAGGAGACGGTAAGCACTC

Intron21
Exon23

779 60 220A>G(Ile-Val)exon22

FN1E27F
FN1E27R

CAGGGCTTAGAGATGCTCCAG
GTAGCACCACATTTCGCTCCT

Intron26
Intron27

357 60 244G>C(Glu-Asp)exon27

2 结果与分析

2.1 猪 FN1 基因开放阅读框及选择性剪切位点的

鉴定结果

  以9对FN1基因重叠引物得到7706bpmR-
NA序列,其中开放阅读框7437bp,编码2478aa。
起始密码子 ATG 位于第1外显子,终止密码子

TAA位于第45外显子(图1)。蛋白质序列分析显

示FN1基因在脊椎动物进化过程中是保守的。猪

FN1蛋白序列与人(82%,NP_002017.1)、牛(84%,

NP_001157250.1)和鼠(81%,NP_001263337.1)高
度同源。

FN1基因共有45个外显子,验证所包含的3
个选择性剪切位点在猪上都是存在的,为了探究3
个选择性剪切位点在锁肛猪和正常猪是否相同,设
计的引物FN1-cE20-26F/R包含了选择性剪切外显

子25,引物FN1-cE30-35F/R包含选择性剪切外显

子33,引物FN1-cE34-42F/R包含选择性剪切外显
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子40。结果发现在锁肛猪和正常猪的个体中都有2
种转录本,1种包含选择性剪切位点,1种不包含选

择性剪切位点。
2.2 猪 FN1 基因编码区 SNPs 检测结果

利用覆盖了FN1基因45个外显子的9对重叠

引物,在锁肛猪和正常猪(各6头)cDNA池中进行

PCR扩增、回收、测序,共找到21个单核苷酸多态

位点(SNPs)。其中,19个SNPs为同义突变,另2
个SNPs为错义突变。第一个错义突变是位于第22
外显子的148A>G,引起1167Ile>Val;另一个错义

突变是位于第27外显子的50G>C,引起1435Glu>
Asp。引物信息和单核苷酸多态位点见表2和图1。

 开放阅读框起始密码子(ATG)位于第1外显子,终止密码子(TAA)位于第14外显子。每个核苷酸多态性位点都位于外显子。The

fullORFstartsatnucleotide157-159(ATG)inexon1andterminatesatnucleotide70-72(TAA)inexon45.Thelocationforeachpol-

ymorphismisthenucleotidesiteinthelocatedexon.

图1 体外翻译FN1mRNA编码区多态性及其相应氨基酸缩写

Fig.1 InvitrotranslationoftheFN1mRNAandtheidentifiedpolymorphismsinthecodingregion
aswellastheircorrespondingaminoacidabbreviation

表2 FN1基因的引物和单核苷酸多态性位点信息

Table2 PrimersandSNPsidentifiedinporcineFN1gene

引物名称

Primername
引物序列 (5′-3′)

Primersequence(5′-3′)

引物位置

Primer
location

产物大小/bp
Product
size

TM/℃
SNP位于PCR产物的位置

SNPlocationin
thePCRproduct

FN1-cE1-7F
FN1-cE1-7R

ACTGGAAGGGACTCCTCTGG
GGCTGGTAAATGGCTGTTCG

E1
E7

988 60 569G>A exon4

FN1-cE7-11F
FN1-cE7-11R

GGGATACCTGGAGCAAGAAG
GTCCCTCCTCGTGACGTTTG

E7
E11

888 60 362G>A exon8
416C>T exon8

FN1-cE11-16F
FN1-cE11-16R

GCATCGGAGATCAGTGGGAC
CTGTGCTGGGAAGATCCAGG

E11
E16

879 60 NoSNPs

FN1-cE16-20F
FN1-cE16-20R

GGTGGAGTATGAGCTGAGCG
GCCAGGCTGCAGATTCCTTA

E16
E20

925 60 220C>T exon17

FN1-cE20-26F
FN1-cE20-26R

AGCCCAAGCAGTACAACGTG
ATTTGTGAGGACCACTGCGT

E20
E26

1142
or869

60
176A>G exon21
384A>G(Ile-Val)exon22
392G>A exon22
464C>T exon23

FN1-cE26-31F
FN1-cE26-31R

CTCCCACTGACCTGCGATTT
CCACCTGACACTGATGCTGT

E26
E31

881 60

224G>C(Glu-Asp)exon27
332T>C exon28
350C>T exon28
437C>T exon28
440C>T exon28
746C>T exon30
773C>T exon30

FN1-cE30-35F
FN1-cE30-35R

TGTCCAGGAGTTCACTGTGC
CTGAGCTGGTCTGCTTGTCA

E30
E35

946
or676

60
415G>A exon32
703G>A exon32
805C>T exon32

FN1-cE34-42F
FN1-cE34-42R

GGTAACACCCACAAGCCTGA
GCTCCCACTCTTCTCCGATG

E34
E42

1472
or1005

60 631C>T exon38
1093T>C exon40

FN-cE42-45F
FN-cE42-45R

TAAGCCAACCCACGGATGAC
AACACTCCCAGGGTGATGC

E42
E45

740 60 368G>A exon43

47
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2.3 FN1 基因第 22 和 27 外显子错义突变位点

PCR-RFLP 结果

  1)FN1基因第22外显子 MunⅠ-RFLP。FN1
基因第22外显子的148A>G,引起氨基酸的改变,
且造成MunⅠ酶切位点的多态性。为了比较该位

点等位基因频率在锁肛猪和正常猪群中是否存在差

异,我们在基因组DNA上重新设计引物,扩增获得

779bp的PCR产物,突变位点位于该段序列220
bp处。进一步在27头锁肛猪和24头正常猪中进

行MunⅠ-RFLP,结果在正常猪中主要是 AA型,
而在锁肛猪中AA型和AG型频率接近,且两组均

未出现GG型。方差分析结果显示,锁肛猪与正常

猪该位点的基因型频率(P=0.0416)和基因频率

(P=0.0198)均差异显著(表3)。
表3 FN1基因第22外显子错义突变位点(148A>G,1167Ile>Val)在锁肛猪和正常猪中MunⅠ-RFLP结果1)

Table3 MunⅠ-RFLPresultsofthenon-synonymousSNP(148A>G,1167Ile>Val)inexon22forporcineFN1gene

群体

Piggroups
数量

Number

基因型频率(n)Genotypefrequency

AA AG GG

基因频率(n)Allelefrequency

A G

锁肛猪 AApigs 27 0.54(14) 0.46(13) 0(0) 0.76(41) 0.24(13)

正常猪 Normalpigs 24 0.79(19) 0.21(5) 0(0) 0.90(43) 0.10(5)

P 值P-value 0.0416* 0.0198*

 1)*:P<0.05.下同。Thesameasbelow.

  2)FN1基因第27外显子SatⅠ-RFLP。FN1
基因第27外显子的50G>C也是一个错义突变位

点,造成SatⅠ酶切位点的多态性。对其基因组

DNA设计引物,PCR产物357bp,突变位点在该段

序列中位于244bp处。我们在27头锁肛猪和28

头正常猪中进行SatⅠ-RFLP,结果发现,在对照猪

中主要是GG基因型,无CC基因型;而在锁肛猪中主

要是GC基因型,并有2例CC基因型。方差分析结

果显示,锁肛猪与正常猪该位点的基因频率差异显著

(P=0.0158),但基因型频率无显著差异(表4)。
表4 FN1基因第27外显子错义突变位点(50G>C,1435Glu-Asp)在锁肛猪和正常猪中SatⅠ-RFLP结果

Table4 SatⅠ-RFLPresultsofthenon-synonymousSNP(50G>C,1435Glu-Asp)inexon27forporcineFN1gene

群体

Piggroups
数量

Number

基因型频率(n)Genotypefrequency

GG GC CC

基因频率(n)Allelefrequency

G C

锁肛猪 AApigs 27 0.26(7) 0.67(18) 0.07(2) 0.59(32) 0.41(22)

正常猪 Normalpigs 28 0.61(17) 0.39(11) 0(0) 0.80(45) 0.20(11)

P 值P-value 0.0709 0.0158*

3 讨 论

肛门闭锁在人、猪、猫等多种哺乳动物中均有发

生,但目前还没有人报道可用于肛门闭锁遗传筛查

的基因。因此,本文以猪为模型探索肛门闭锁的遗

传机制,寻找其致病基因。
对肛门直肠胚胎发育的研究为我们探讨肛门直

肠畸形提供了理论依据。形态学研究显示,大鼠胚

胎14~15d为泄殖腔的发育晚期,以尿直肠隔下降

并与泄殖腔膜融合、将尿生殖窦与直肠完全分隔为

主要特征。现在很多学者认为,尿直肠隔的下降、融
合和泄殖腔构型的变化是膀胱尿道和肛门直肠分离

的关键因素[14-16]。肛门直肠畸形的大鼠胚胎这3个

过程均存在发育异常,并且它的异常与凋亡的异常

调控密切相关,提示细胞凋亡是保证胚胎期肛门直

肠正常发育的关键机制之一[17-18]。多种研究结果显

示,我们用SNP芯片扫描到的FN1基因与细胞凋

亡密切相关[10-12]。例如,在FN干预 TRAIL(肿瘤

坏死因子相关凋亡诱导配体;TNF-relatedapopto-
sisinducingligand)诱 导 大 鼠 HSC-T6 模 型 中,

pFAK 表达增加,线粒体内Bax表达下降,可见FN
能够抑制细胞凋亡[12]。王大佳[19]用基因表达芯片

对正常婴儿和肛门直肠畸形患儿的直肠末端组织进

行基因表达分析,发现FN1基因在患儿直肠末端组

织表达水平比正常对照组织中表达水平上调4倍。
这提示FN1基因可能在肛门直肠发育过程中发挥

重要作用。
本研究首次通过试验获得了猪FN1基因7437

bp的开放阅读框,预测了其氨基酸序列,且发现外

显子25、33和40是3个选择性剪切位点,这与人类

的研究结果吻合。但遗憾的是由于该基因转录本很

长,且可能具有多个转录本,因此,我们未能通过试
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验获得FN1基因的全部转录本及其序列。通过直

接测序我们在该基因编码区发现了21个SNPs,这
显示该基因具有丰富的多态性。另外,我们还发现

了2个引起氨基酸改变的多态位点(错义突变),分
别位于第22和27外显子。肽链上氨基酸的改变可

能影响蛋白质的折叠,改变其疏水性以及与配体的

亲和力,进而影响其控制的性状。由单碱基错义突

变导致的人类疾病或家畜性状改变已有多次报道。
例如,在探讨中国地方猪种二花脸为什么相对国外

猪种具有更大的耳面积时,发现猪 PPARD 基因

G32E突变是引起猪耳面积改变的关键因素。其具

体机制是突变下调了 Wnt信号通路中β-catenin及

其下游靶基因的表达,提高了耳组织中脂肪的生成

和储存,进而增加了耳面积[20]。Zhao等[21]发现

DMP1基因第6外显子的一个无义突变(250C>T,

R145X)引起考力代羊遗传性佝偻病,基因分型结果

显示病例个体全部呈现TT型,携带者是CT型,而
正常对照是CT或CC型。因此,我们对发现的2个

错义突变位点在锁肛猪和正常猪中也进行了基因分

型,结果发现在锁肛猪和正常猪样品中它们的基因

型并未出现完全绝对的分离。肛门闭锁仔猪可能由

遗传因素引起,也可能由环境因素引起,比如饲料发

霉、注射了某些药物等。而在实际采样过程中,某些

锁肛仔猪无法追踪系谱故无法判断其是否是遗传因

素引起的,因此,我们搜集到的27个锁肛样本中可

能包含了非遗传性病例,这对基因分型将会造成干

扰。但统计分析结果显示这2个位点的基因型频率

和基因频率在2组样品中均差异显著,提示猪FN1
基因可能与肛门闭锁存在联系。但其在肛门闭锁发

生过程中的具体作用,还需要进一步的功能研究。
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CloningandcodingregionmutationofFN1asananorectal
malformationcandidategeneinpigs

JINQiu-shi LIURui-ze YUMei LIXiao-ping

KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics/Breeding,andReproductionofMinistryof
Education,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract SNP(singlenucleotidepolymorphism)chipswereappliedtoscreenthecandidategenes
linkedwithanorectalmalformation,andtheFibronectin1(FN1)geneonporcinechromosome15was
capturedasacandidategene.BydirectsequencingusingthecDNApools,weobtainedtheporcineFN1
mRNAsequencewitha7437bpORF,encoding2478aa.And21SNPsaswellasthreeregionssubject
toalternativesplicingwerealsoidentified.OftheseSNPs,two(148A>Ginexon22,50G>Cinexon
27)werenon-synonymous(1167Ile>Val,1435Glu-Asp).PCR-RFLPanalysisofthesetwoSNPssug-
gestedthatthealleleandgenotypefrequenciesintheAApigsandunaffectedpigsweredifferent
(P<0.05).Therefore,FN1mutationsmayaffectthenormaldevelopmentofanorectalprocess,butthe
resultneedtobefurtherverified.

Keywords FN1;anorectalmalformation;pig;SNPs
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