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摘要 为鉴定对猪生产性状有重要影响的新分子标记,采用电子克隆技术结合PCR方法获得了猪氧化型

低密度脂蛋白受体1(oxidizedlow-densitylipoproteinreceptor1,OLR1)基因编码区序列,在OLR1基因第4内

含子246bp处发现了1个新SNP位点A246G,并建立了PCR-Pag1-RFLP基因分型方法,分析了4个不同品种

猪群中该等位基因频率,发现国外品种大白、长白猪群G等位基因频率高于A等位基因频率,而国内品种梅山、

大梅群体A等位基因频率高于G等位基因频率。在大梅猪群体中的关联分析结果发现,A246G位点与胸腰椎

间膘厚、平均背膘、背最长肌含水量、背最长肌肌内脂肪含量、屠宰率、板油质量、6~7腰椎间膘厚、背最长肌大

理石纹、股二头肌大理石纹显著或极显著相关。通过RT-PCR分析发现,OLR1在恩施黑猪和大白猪群中心脏

表达量最高,其次是背脂,同品种不同组织间表达量差异大,表明OLR1基因是脂肪相关的候选基因。
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  随着经济发展和生活水平的提高,消费者日益

注重猪肉产品品质。脂肪性状是肉质的一项重要指

标,是猪肉食用品质的决定因素,直接关系到肉的嫩

度、风味和多汁性[1],但脂肪过度沉积不仅影响动物

产品的品质,食入过量的脂肪还会对人体健康造成

损害。影响猪脂肪性状的决定性因素是遗传因素,
随着分子生物技术的不断发展,将传统的育种方法

与分子生物学和基因工程技术相结合,为育种工作

提供了行之有效的技术方法。
氧化型低密度脂蛋白受体1(oxidizedlow-den-

sitylipoproteinreceptor1,OLR1)是一个清道夫受

体,具有结合、内化和降解低密度脂蛋白的作用[2]。
目前对OLR1基因的研究主要集中在对人类的心血

管疾病方面,脂质代谢异常会导致心血管疾病的发

生,多项研究发现OLR1基因多态性与冠状动脉粥

样硬化性心脏病、急性心肌梗死、他汀类药物的抗血

小板活性和阿尔茨海默病发病有着密切关系[3-9]。

Chui等[10]研究表明,OLR1的增量表达能够提高胆

固醇含量,游离脂肪酸(FFA)摄取量和脂滴中甘油

三酯的含量也随之上升,说明OLR1基因与甘油三

酯储存及肥胖产生具有密切关系。孙超等[11]发现

OLR1在小鼠前体脂肪细胞的增殖中发挥作用,新
发现OLR1在脂肪组织脂代谢过程具有重要作

用[12-13],为OLR1基因开拓更广阔的研究领域。
目前对OLR1基因的研究主要集中在人、小鼠、

大鼠和牛等[2,5-6,10-11],在猪中研究报道较少,因此,
本研究将OLR1基因作为影响猪脂肪性状的重要候

选基因,在猪脂肪组织中进行OLR1基因克隆,探讨

不同组织中的表达模式,同时对OLR1基因进行SNP
扫描,进行遗传多样性与遗传效应分析,探索其有用

的分子标记,旨在为优质猪的分子育种奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

大白猪、长白猪、梅山猪、大白×梅山F2 代猪均

来自湖北省农科院育种试验场;恩施黑猪来自湖北

天之力优质猪育种有限公司育种场。采集大白猪、
长白猪、梅山猪和大白×梅山F2 代猪耳组织(用于
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基因分离),置于-20℃保存,另采集大白猪、恩施

黑猪(各3头)心、肝、脾、肺、背脂、腹脂、背最长肌、
大肠组织(用于不同品种不同组织间的表达研究),
立即放入液氮中保存备用。
1.2 试剂与仪器

主要试剂:组织细胞基因组DNA提取试剂盒、
琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒均购自艾德莱生物公

司、反 转 录 试 剂 盒 购 自 TaKaRa公 司、pMD18-T
Vector购自 YeasternBiotech公司、RT-PCR试剂

盒购自BIONEER公司、Pag1限制性内切酶购自湖

北晶茂生物技术有限公司。
主要仪器:DNAEnginePCR仪、DYY-6B电泳

仪(北京市六一仪器厂)、DHZ-DA全温型大容量恒

温振荡器(江苏太仓市实验设备厂)、LRH-250F生

化培养箱(上海一恒科学仪器有限公司)、BIO-RAD
IQ5多色实时荧光定量PCR仪(联想生物科技有限

公司)、美国Bio-rad伯乐凝胶成像系统(联想生物

科技有限公司)。
1.3 DNA、总 RNA 的提取、cDNA 合成及性状测定

按照艾德莱生物公司DNA提取试剂盒推荐的

方法提取猪基因组DNA。采用 Trizol方法提取各

组织总 RNA,并在如下的反应体系中反转录成

cDNA:5×gDNA EraserBuffer2.0 mL,gDNA
Eraser1.0mL,总RNA2.0mL,加去离子水至体积

10.0mL,经42℃反应2min,将所得反应物加5×
PrimeScriptBuffer24.0 mL,PrimeScriptRTEn-
zymemix11.0mL,RTPrimerMix1.0mL,加去离

子水至总体积20.0 mL,经37℃反应15min,85℃
5s,最后将所得cDNA产物置于-20℃保存。

试验猪群的性状测定包括活体性状测定,体质

量达100kg左右时,集中屠宰测定胴体性状、肉质性

状和其他性状。测定方法根据文献[14]描述进行。
1.4 引物设计

根据 GenBank数据库中的猪ESTs(GenBank
登录号分别为CU856657.3、AB018668.1)设计引

物P1以扩增OLR1的cDNA序列;设计引物P2扩

增第4、5内含子序列,筛查SNP位点;引物P3用于

PCR-RFLP分型;P4和P5用于表达谱RT-PCR分

析。所有引物由北京奥科鼎盛生物科技有限公司合

成,引物序列、复性温度及片段大小见表1。
表1 引物序列及PCR条件

Table1 PrimersandPCRconditions

编号

Number
引物

Primers
序列(5′→3′)

Sequence(5′→3′)
复性温度/℃

Renaturationtemperature
片段大小/bp
Fragmentsize

P1
OLF
OLR

CTGCTCCACTCCCTCATT
TCACTGTGCTCTCAAGAGAT

58 861

P2
OLDF2
OLDR2

TCCTCTGGCCCATTTAGT
TCGCCCTCTTCTGACATA

57 904

P3
OLSPF
OLSPR

CGGTGGAAGAGCATTTGT
ACCTTGGGTCAGGCACTT

53 583

P4
OLQF2
OLQR2

AGTCTTTCCACTCGGCGGT
GCTAAAGCCTGTCCCTCCA

60 176

P5 β-actin-F
β-actin-R

CCAGGTCATCACCATCGG
CCGTGTTGGCGTAGAGGT

60 158

1.5 PCR 扩增及序列分析

引物序列见表1中P1,PCR反应体系如下:0.8
mLcDNA模板,1 mLprimerⅠ(10 mmol/L),1 mL
primerⅡ(10 mmol/L),12.5 mL2×Taq Master
Mix,加去离子水至总体积25 mL。PCR反应程序:

94℃预变性4min;然后4℃变性40s,58℃40s,

72℃延伸50s,共35个循环;最后72℃延伸10
min。PCR回收产物通过pMD18-TVector连接转

化到大肠杆菌DH5α感受态细胞,用菌落PCR扩增

鉴定阳性克隆,鉴定为阳性的质粒送北京奥科生物

技术有限责任公司进行序列测定。
采用ClustalX1.81软件对所得的猪脂肪组织

OLR1基因 mRNA序列与GenBank上已发表的相

关物种OLR1基因进行多序列比对。
1.6 SNP 位点筛查

利用表1引物P2,分别对5头大白猪的DNA
混合液和5头梅山猪的DNA混合液进行PCR扩

增,PCR反应体系如下:2.0 mLDNA混合液模板,

1.5mLprimerⅠ(10mmol/L),1.5mLprimerⅡ(10
mmol/L),25.0 mL2×TaqMasterMix,加去离子
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水至总体积50 mL。PCR反应程序:94℃预变性

4min;然后4℃变性40s,57℃复性40s,72℃延伸

50s,共35个循环;72℃延伸10min,4℃保存。

PCR产物送北京奥科生物技术有限责任公司进行

双向序列测定,利用Chromas软件对测序结果进行

分析,寻找有价值的SNP位点。
1.7 PCR-RFLP

利用表1引物P3,PCR扩增体系如下:1.0 mL
DNA模板,1mLprimerⅠ(10mmol/L),1mLprim-
erⅡ(10mmol/L),12.5mL2×TaqMasterMix,加
去离子水至总体积25 mL。PCR反应程序:94℃预

变性4min;然后4℃变性40s,53℃复性40s,

72℃延伸45s,共35个循环;72℃延伸10min,最
后4℃保存。

酶切体系:取5.5 mLPCR产物加入0.5 mL
(10U/mL)PagⅠ,1mL10×buffer(含10×BSA),
加去离子水至总体积10mL,在37℃酶切过夜,用琼

脂糖凝胶电泳对酶切产物进行检测,成像系统观察

和记录酶切结果。
1.8 统计分析

应用模型对猪OLR1基因Pag1-RFLP不同基

因型与猪生产性状进行关联分析,用于统计分析的

试验材料为大白×梅山F2 代总共240头猪,所分析

的性状主要为胴体性状和肉质性状。
根据Liu[15]所述方法建立单标记回归统计模

型,采用SAS统计软件(SASInstituteInc,Version
8.0)glm过程进行单标记方差分析,同时采用reg
过程计算基因加性效应和显性效应,并进行显著性

检验,所采用模型为:
Yijkl=μ+Gi+Fj+Sk+Yl+bijklXijkl+eijkl

Yijkl为性状表型值,μ为平均值,Gi为基因型效

应;Sk、Yl、Fj为固定效应,分别为性别、年度、家系效

应,bijkl为屠宰体质量或屠宰日龄的回归系数,Xijkl

为协变量(胴体性状以屠宰体质量为协变量,肉质性

状以屠宰日龄为协变量),eijkl为残差效应。
1.9 表达谱分析

采用Real-timeRT-PCR方法进行猪OLR1基

因在不同品种、不同组织间的表达分析,荧光染料采

用SYBRGreenI,以β-actin作为内参,引物序列见

表1中P4和P5。PCR反应体系为20mL,其中模

板cDNA为1mL,每条引物0.5 mL,2×GreenStar
qPCRMastermix10mL,50×RoxDye0.4mL,加

去离子水至总体积20 mL。PCR扩增程序为:95℃
预变性4min;然后95℃变性20s、60.4℃退火

20s、72℃延伸20s(82℃30s读板),共45个循

环;最后72℃延伸5min。
每个待测样品cDNA设置3个重复,记录所得

结果,对得到的3个Ct值取平均值,用2-△△Ct法计

算mRNA相对表达量[16]。

2 结果与分析

2.1 猪 OLR1 基因的克隆和序列分析

以大白猪、长白猪、梅山猪3个猪种脂肪组织提

取总RNA反转录合成的cDNA为模板,用表1所

示的引物P1进行PCR扩增,扩增产物回收纯化后

克隆测序,测序结果显示:片段长度为861bp;序列

分析表明该cDNA序列具有825bp的开放阅读框,
编码了274个氨基酸组成的蛋白质,有7个外显子

和6个内含子;猪OLR1基因与牛(D89049.4)、人
(AB010710.1)、小鼠(AF303744.1)的OLR1基因

同源性分别是85.00%、79.67%、70.57%。其中猪

与牛的亲缘性较近,与人和小鼠的亲缘性就逐渐

疏远。
2.2 猪 OLR1 基因的 SNP 分析

利用表1引物P2进行了SNP位点的筛查,通
过测序比对所获得的5头大白猪和5头梅山猪

OLR1基因部分序列,发现了新SNP位点,序列中

出现双峰处表示A/G转换,如图1所示。其中,第

4内含子的 A246G 替换会引起 Pag1酶切位点

(T̂CATGA)多态性。本研究针对该处突变位点设

计了表1所示的引物P3进行Pag1-RFLP多态分

析。PCR产物长度为583bp,当该位点为 A时,

图1 猪OLR1基因部分测序结果(正向测序)

Fig.1 ThepartialresultofpigOLR1

genesequence(Forwardsequence)
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M:分子质量标记物 DL2000marker.

图2 猪OLR1基因Pag1-RFLP多态分型结果

Fig.2 TheresultofpigOLR1genotype
Pag1-RFLPpolymorphism

Pag1酶切后产生2个片段,长度分别为175bp和

408bp(A等位基因);当第4内含子的A246G位点

为G时,不能被Pag1酶切,酶切后只有1个片段,
长度为583bp(G 等位基因)。猪 OLR1基因的

Pag1-RFLP酶切分型结果如图2所示。GG基因型

只有1个片段583bp;AA基因型有2个片段,175
bp和408bp;AG基因型有3个片段,583、175和

408bp。
利用Pag1-RFLP方法,在大白猪、长白猪、梅山

猪和大白×梅山F2 代猪群体中进行了基因分型。
如表2所示,在大白猪、长白猪中G等位基因的频

率高于A等位基因,尤其是长白猪中G等位基因的

频率达到0.91。结果表明,提高G等位基因可减少

脂肪沉积。在梅山猪、大白×梅山F2 代猪群体中A
等位基因的频率高于G等位基因的频率,梅山猪A
等位基因频率高达0.85,说明A等位基因频率促进

脂肪的沉积,大白×梅山F2 代猪A等位基因频率

(0.57)较梅山猪的A等位基因频率(0.85)低,瘦
表2 OLR1基因Pag1-RFLP在不同群体中的多态性

Table2 ThepolymorphismofPag1-RFLP

OLR1geneindifferentgroups

品种

Breed
数量(头)
Number

基因型

Genotype

AA AG GG

基因频率

Genefrequency

A G

大白猪

LargeWhite
27 3 17 7 0.43 0.57

长白猪

Landrace
23 0 4 19 0.09 0.91

梅山猪

Meishan
20 14 6 0 0.85 0.15

大白×梅山猪

LargeWhite×Meishan
240 75 124 41 0.57 0.43

肉率提高,具有明显杂交优势。结果表明,该SNP
可作为改良猪脂肪沉积性状的重要分子标记位点。
2.3 猪 OLR1 基因的 Pag1-RFLP 基因型与生产性

状的统计分析

  Pag1-RFLP基因型检测结果表明:在所检测的

240头大白×梅山F2 代猪个体中,AA、AG、GG基

因型分别为75、124、41头,与生产性状间的统计分

析结果总结于表3。
通过对不同基因型与生产性状的关联分析可

知:OLR1基因的不同基因型在胸腰椎间膘厚、平均

背膘、背最长肌含水量、背最长肌肌内脂肪含量4个

指标中相关极显著(P<0.01);在屠宰率、板油质

量、6~7腰椎间膘厚、背最长肌大理石纹、股二头肌

大理石纹5个指标中相关显著(P<0.05)。GG基

因型的屠宰率、板油质量、6~7腰椎间膘厚、胸腰椎

间膘厚、平均背膘比AA基因型的低,说明该位点的

多态性与脂肪沉积显著相关,GG基因型具有降低

脂肪沉积的效应,该结果与不同猪种间基因型的基

因频率分析结果一致。基因效应方面胸腰椎间膘

厚、平 均 背 膘 的 加 性 效 应 达 到 极 显 著 水 平

(P<0.01),屠宰率、板油质量和6~7腰椎间膘厚

的加性效应达到显著水平(P<0.05),该结果说明

OLR1基因是与脂肪相关的重要候选基因,可以通

过分子标记这种有效的方法对猪进行选育,为猪的

育种工作提供依据。背最长肌含水量、背最长肌肌

内脂肪含量的显性效应达到显著水平(P<0.05),
其中对背最长肌肌内脂肪含量的显著相关对提高猪

肉品质,对于猪肉的嫩度、多汁性、风味和表观接受

程度等均有重要的影响[17],OLR1基因可以作为影

响肉质性状的候选基因。
2.4 猪 OLR1 基因在不同品种、不同组织的表达

分析

  本研究利用表1引物P4和P5对猪OLR1基

因在不同品种、不同组织中进行了 Real-timeRT-
PCR表达分析,结果如图3所示。OLR1基因在恩

施黑猪和大白猪2个品种不同组织中均有表达,且
表达量有较大差异,在恩施黑猪中各组织的表达情

况为:心>背脂>肺>肝>肌>腹脂>脾>大肠,其
中大肠的表达量极低;在大白猪中各组织的表达情

况为心>背脂>肝>肺>腹脂>大肠>肌>脾。两

品种猪OLR1基因的表达量均是心脏中表达量最

高,其次是背脂;脂肪型猪种恩施黑猪背脂中表达量
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表3 OLR1基因Pag1-RFLP基因型与生产性状关联分析和基因效应分析1)

Table3 OLR1genePag1-RFLPgenotypeandstatisticalassociationwithproductiontraits

性状

Traits

OLR1PCR-Pag1-RFLP基因型(μ±SE)
OLR1PCR-Pag1-RFLPgenotype

AA基因型

AAgenotype
AG基因型

AGgenotype
GG基因型

GGgenotype

基因效应(μ±SE)
Geneticeffect

加性效应

Additive
显性效应

Dominance

肥肉率FMP 0.244±0.007 0.239±0.006 0.247±0.009 -0.001±0.006 0.003±0.004

瘦肉率LMP 0.549±0.006 0.547±0.005 0.540±0.007 0.004±0.005 -0.001±0.003

瘦肥肉比例 RLP 2.387±0.108 2.426±0.093 2.269±0.142 0.058±0.090 -0.049±0.064

屠宰率 DP 0.732±0.005a 0.734±0.005a 0.717±0.007b 0.007±0.004* -0.004±0.003

板油质量LFW 0.861±0.030a 0.822±0.024ab 0.770±0.036b 0.045±0.023* -0.003±0.017

肩部膘厚SFT 3.783±0.084 3.593±0.068 3.570±0.100 0.106±0.066 0.041±0.047

6~7腰椎间膘厚 RFT 2.890±0.066a 2.866±0.053a 2.670±0.078b 0.110±0.051* -0.043±0.037

胸腰椎间膘厚 TFT 2.382±0.078Aa 2.158±0.061b 1.925±0.105B 0.228±0.065** -0.002±0.045

平均背膘 ABT 2.742±0.061A 2.621±0.050AB 2.503±0.074B 0.120±0.048** 0.001±0.035

背最长肌含水量LDWC 73.414±0.072A 73.684±0.058B 73.576±0.085AB -0.080±0.056 -0.094±0.041*

背最长肌大理石纹LDMM 3.574±0.017a 3.531±0.013b 3.542±0.020ab 0.016±0.013 0.013±0.010

股二头肌大理石纹BFMM 4.074±0.017a 4.030±0.013b 4.042±0.020ab 0.016±0.013 0.013±0.010

背最长肌肌内脂肪含量LDIMF 3.786±0.052A 3.597±0.042B 3.660±0.061AB 0.063±0.041 0.063±0.029*

 1)以上数值为最小二乘均值±标准误;不同基因型中,含有相同字母表示差异不显著,不同小写字母表示差异显著(P<0.05),不同

大写字母表示差异极显著(P<0.01);基因效应中,*表示差异显著(P<0.05),**表示差异极显著(P<0.01)。Abovevaluefor

theleastsquaresmean±standarderror.Indifferentgenotypes,withthelowercaseindicatesnosignificantdifference,differentlow-
ercasesmeansignificantdifference(P<0.05),anddifferentcapitallettersshowedextremelysignificantdifference(P<0.01).In

geneticeffect,* meanssignificantdifference(P<0.05),* * meansextremelysignificantdifference(P<0.01).

 1:心 Heart;2:肝 Liver;3:脾 Spleen;4:肺 Lung;5:背脂

Backfat;6:腹脂Abdominalfat;7:肌肉 Muscle;8:大肠Large

intestine.

图3 OLR1基因在不同品种、不同组织中的表达模式图

Fig.3 OLR1geneexpressionpatternsindifferent
breedsanddifferenttissues

比瘦肉型大白猪的表达量高出200%,表明OLR1
基因在脂肪沉积促进方面具有显著的品种差异,并
且OLR1基因在背脂的表达量远高于腹脂,揭示

OLR1基因的脂肪沉积作用更主要在背膘。

3 讨 论

分子标记技术与表型的关系可以作为研究

遗传变异有用的标签,它促进了动、植物分类学、
进化关系以及其他各种研究的发展[18]。本研究

首次从大白猪中克隆得到cDNA序列,筛查出新

SNP位点,并对该位点与猪的生产性状进行了关

联分析。
通过对猪的OLR1基因Pag1-RFLP不同基因

型与猪生产性状的关联分析,发现GG基因型的个

体比AA基因型的个体具有更低的板油质量、肩部

膘厚、6~7腰椎间膘厚、胸腰椎间膘厚和平均背膘,
说明GG基因型的个体在低脂肪含量的胴体性状的

指标中更具有优势。我们在育种中,可以选择 GG
基因型的个体作为低脂肪的育种群体,制定合理的

育种计划,选择合适的基因型,从而达到理想的育种

目标。
通过对猪 OLR1基因进行表达谱分析,发现

OLR1基因在猪的各个不同组织中均有表达,其表

达量在同品种猪的不同组织表达差异很大,两品种

猪的OLR1基因均在心脏中表达量最高,其次是背

脂,此结果进一步验证了OLR1基因是与心血管疾
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病及脂肪相关的重要候选基因。Sawamura等[19]最

初在牛主动脉内皮细胞发现OLR1基因 mRNA的

表 达,Schennink 等[20]研 究 发 现 OLR1 基 因 中

C8232A替换与长链脂肪酸之间的关系,可能导致

OLR1基因在心脏组织和产生长链脂肪酸的组织中

高表达。刘春伟[21]在对大白猪和关中黑猪2种不

同经济类型猪OLR1基因的表达量研究中发现,背
脂表达量比内脏组织表达量高,皮下脂肪是脂肪的

主要贮存场所,脂质沉积作用相对于内脏脂肪要更

强,所以OLR1可能在背部脂质沉积方面发挥重要

作用。孙超等[11]在脂肪细胞中研究表明,OLR1的

增量表达能够使胆固醇含量提高,并伴随着游离脂

肪酸(FFA)摄取量的增加和脂滴中甘油三酯含量

的上升,说明OLR1与甘油三酯储存及肥胖产生有

着密切关系。在恩施黑猪和大白猪两不同品种猪群

中,恩施黑猪背脂表达量高于大白猪,结果也验证了

脂肪型地方品种猪的脂肪含量高于国外引进瘦肉型

品种猪,进一步表明OLR1基因是脂肪沉积的重要

候选基因。对于该基因在脂肪中的具体调控机制和

功能有待进一步研究,将会对提高猪肉品质及养猪

业的发展具有重要意义。
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Cloning,associationwithproductiontraitsandexpression
analysisoftheporcineOLR1gene
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Abstract ToidentifynewDNAmarkerswhichhavesignificantimpactonpigproductiontraits,full
codingsequenceoftheporcineOLR1(oxidizedlow-densitylipoproteinreceptor1)genewereisolated
usinginsilicocloningandPCR.Asinglenucleotidepolymorphism(SNP,A246G)inintron4werefound
andthePCR-Pag1-RFLPmethodwasusedtogenotypethepolymorphicsite.Inallthefourdetectedpig
populations,thewesterncommercialpigbreeds(LargeWhiteandLandrace)hadhigherfrequenciesof
theGallele,andtheChineseindigenousbreeds(MeishanandLargeWhite×Meishan)hadhigherfre-
quenciesoftheAallele.Associationanalysisshowedthatthepolymorphicsitehadasignificantordomi-
nantsignificanteffectonthorax-waistfatthickness,averagebackfatthickness,watercontentoflongissi-
musdorsi,intramuscularfatoflongissimusdorsi,dresspercentage,leaffatweight,6-7ribfatthickness,

meatmarblingoflongissimusdorsiandmeatmarblingofbicepsfemoris.Quantitativereal-timePCR
(qRT-PCR)analysesshowedthattheporcineOLR1genewashighlyexpressedinthehearttissue,fol-
lowedbythebackfatinEnshiblackandLargeWhitepigs,anditwasdifferentiallyexpressedindifferent
tissues.TheseresultsindicatedthattheOLR1isafatrelevantcandidategene.

Keywords pig;OLR1;PCR-RFLP;associationanalysis;expressionprofile

(责任编辑:边书京)

88


