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影响猪精子耐冻性的候选基因分析
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摘要　在对通城猪精液冷冻保存的过程中,发现精液冻存质量存在个体差异.根据多次精液冻存后的精子

活力检测结果,结合系谱关系筛选出精子耐冻与不耐冻个体各３头,并采用“中芯一号”SNP芯片进行群体遗传

分化指数(FST)分析,应用生物信息学方法挖掘影响猪精子耐冻性差异的关键候选基因.结果显示:２２头通城

猪精液冻存后的精子活力存在明显差异,３头精子耐冻个体之间和３头精子不耐冻个体之间分别具有更近的亲

缘关系,表明猪精子耐冻性差异可能受遗传因素影响;对耐冻性差异个体SNP芯片数据的FST分析结果显示,

FST平均值为０．１７０５,存在较高程度的遗传分化;进一步选取FST前１％(FST＞０．５３)的２６６个SNP位点,并在其

上下游１００kb区域共注释到了３９７个候选基因,富集在细胞形态、肌动蛋白细胞骨架和离子通道等生物学过

程;其中KCNG４、ARPC１B、DNAAF４、MNS１、LIMK２、RPL３１和VIM 等基因可作为猪精子耐冻性差异的关

键候选基因.以上结果说明,猪精子耐冻性受遗传因素影响,并受到关键基因控制,值得进一步对其基因功能进

行研究.
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　　猪精液冷冻保存技术是促进遗传资源保护、提
高优良种公畜利用率、减少公猪养殖量和推动优良

种畜跨区域交流的有效举措.特别是在当前非洲猪

瘟疫情防控压力下,该技术因其安全、高效等特点而

大大降低了种公猪引进和配种造成的疾病传播风

险,具有重要的现实意义和长远的战略意义.然而,
由于猪精子结构的特殊性,对温度变化特别敏感,使
得猪精液冷冻保存技术一直落后于其他动物(如
牛),严重制约了其产业化利用.

猪冷冻精液的质量受多种因素影响,主要包括

年龄、季节、温度、饲养管理、采精频率、营养水平、冷
冻保护剂和精液处理条件等[１].近年来已有研究通

过改善日粮营养水平[２]、加强饲养管理、调整冷冻保

护剂成分[３]及优化精液冻存程序[４]等手段提高猪冷

冻精液的质量.此外,在相同的外部环境和冻存条

件下,不同品种及同一品种的个体之间仍存在精液

冻存质量差异,有些个体的精子易于冻存,而有些则

较难冻存[５],这种差异称为精子耐冻性.已有研究

表明精子耐冻性可能与质膜中长链多不饱和脂肪酸

的含量[６]、活性氧的水平[７]、离子通道[８Ｇ９]以及一些

膜蛋白定位[１０]有关.也有从蛋白质[９,１１]、RNA[１２]

和表观遗传学[１３]等方面对猪精子耐冻性的差异原

因进行的研究,发现并鉴定了多种耐冻性标记物,一
些耐冻性物质已经在稀释剂中进行了应用,显著提

高了冻存效果[１４].然而,这些研究都是从一些基因

产物分析对猪精子耐冻性的影响,而影响猪精子耐

冻性的候选基因的研究鲜有报道,若能鉴定出影响

猪精子耐冻性的基因,将可通过育种的手段对猪精

子耐冻性进行遗传改良,提高猪精液冻存质量.
笔者在对通城猪精液的多次冷冻保存过程中发

现,在相同饲养管理、营养水平和冻存条件下,不同

个体之间的精子耐冻性存在明显差异.为了探究影

响猪精液冻存质量的遗传基础,笔者所在研究团队

通过检测不同猪个体精液冷冻前后的精子活力,发
现耐冻性差异个体,并结合SNP芯片数据进行FST

分析,鉴定猪精子耐冻性差异的关键候选基因,解析

猪遗传差异对精子耐冻性的影响.
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1　材料与方法

1.1　材　料

以湖北省咸宁市通城县国营种畜场中１５个通

城猪血统中的２２头繁殖公猪(３周岁以内)为试验

对象,每个个体在３个不同季节(夏季、秋季和冬季)
采集多次精液.
1.2　主要试剂和设备

１)主要试剂.十二烷基硫酸钠(SodiumdodeＧ
cylsulfate,SDS)、异丙醇、冰醋酸、乙二胺四乙酸二

钠(ethylenediaminetetraaceticaciddisodiumsalt,
EDTAＧ２Na)、三羟甲基氨基甲烷(trihydroxymethyl
aminomethane,Tris)、蛋白酶 K、Tris 饱和酚、Tris
碱、三氯甲烷、无水乙醇、裂解液(２００mmol/LTrisＧ
HCl、５０ mmol/LEDTA (pH＝８．０)、４００ mmol/L
NaCl、１％SDS混匀后定容至１０００mL)、猪冻精生产

套装(北京田园奥瑞公司)、灭菌超纯水.
２)主要设备.采精和精液冻存相关器材:采精

保温杯、水浴锅、离心机、程控冷冻仪(IceCube)、精
子活力检测显微镜、超净工作台、车载保温箱、精液

冷冻箱、液氮罐、封口机.
DNA提取所用仪器:高速冷冻离心机及台式高

速离心机(德国 Ependorff公司)、HVEＧ５０高压灭

菌设备(日本 Hirayama公司)、恒温水浴循环仪(郑
州长城科工贸公司)、HYQＧ２１２１A 型涡旋混匀器、

DHGＧ９１４５A型电热恒温鼓风干燥箱.
DNA 质量检测所用仪器:ND２０００核酸/蛋白

质浓度测定仪(美国 Thermo公司)、电泳仪和电泳

槽、WDＧ９４０３C紫外仪(北京六一仪器厂)、凝胶成像

系统(英国Syngene公司)、自动双重纯水蒸馏器、电
子天平.
1.3　精液的采集

采精前对采精杯和采精袋进行消毒处理.使用

发情母猪诱导公猪爬跨,并对公猪阴茎周围进行消

毒清洗,使用手握法进行精液采集.采精时弃去射

精初段的胶状精液,精液呈乳白色时再经过无菌薄

膜滤纸过滤到采精杯.
1.4　精液的稀释

稀释所用烧杯、玻璃棒提前消毒处理,载玻片、
盖玻片放置于显微镜加热台３７℃预热.采集出新

鲜精液置于３７℃水浴锅中,并取少量进行镜检,观
察精子密度和活力.若镜检合格,则将３７℃预热的

稀释液经玻璃棒缓慢引流至鲜精中等体积稀释,轻
轻混匀后再次进行镜检并记录数据.

1.5　精液的冷冻保存和解冻

稀释后质量合格的精液装入收集袋,并置于

１７℃恒温箱中保存,送往湖北省种公牛站进行精液

冷冻保存:新鲜精液充分平衡后摇匀以防止精子假

死,并在１７℃条件下２０００r/min离心１０~１５min
去掉上清液;用１７℃的乳糖Ｇ卵黄稀释剂(卵黄约占

２０％)重悬浮精子,使精子密度达到２０亿/mL,然后

置于盛有１７℃水的烧杯中,于４℃低温操作柜中降

温平衡,使精液在２．５~３．０h缓慢降温至４~５℃,
并平衡０．５~１．０h;平衡后,加入等体积的乳糖Ｇ卵黄

稀释剂(含４％~５％甘油),混匀后立即在低温操作

柜中进行０．２５mL细管灌装操作;随后,按照程控

冷冻仪的技术要求,使用系统默认的０．２５mL细管

冷冻曲线调制参考程序(表１),启动冷冻仪使腔室

降至４~５℃,并将灌装好的细管精液放入后启动冷

冻程序,完成冷冻精液制备.
冷冻结束后,每个样本取３支细管解冻后进行

精子活力检测.细管在３７℃水浴锅中解冻３０s,剪
去细管两端,将精液转移入４mL离心管中,用预热

的解冻液稀释;３０℃恢复１５~２０min后在显微镜

下检测解冻后精子质量.
表１　程控冷冻仪(IceCube)０．２５mL

细管冷冻曲线调制参考程序

Table１　Referenceprogramof０．２５mLtubefreezingcurve

modulationofacomputerＧcontrolledratefreezer(IceCube)

步骤

Procedure
温度/℃

Temperature
时间/min

Time
速率/(℃/min)

Rate
０ ４ ０
１ １ １．５ －２
２ －２６ ２．４ －３０
３ －１４０ ６．２ －３０
４ －１４０ ２１．２ ０

1.6　耐冻和不耐冻个体筛选与统计分析

对２２头通城公猪在不同季节多次采集的精液

进行冷冻保存,利用显微镜检测冷冻前和解冻后的

精子活力并进行排序,筛选出解冻后平均活力最高

的３头作为耐冻个体、活力最低的３头作为不耐冻

个体.采用SPSS２２．０软件对精子活力数据进行单

因素方差分析(oneＧwayANOVA),利用 StudentＧ
NewmanＧKeuls(SNK)法进行差异显著性检验,结
果以P＜０．０５为差异显著.
1.7　DNA 提取及质量检测

采集通城猪精子耐冻和不耐冻个体的耳组织并

利用苯酚Ｇ氯仿法提取基因组 DNA.利用 ND２０００
核酸/蛋白质浓度测定仪和０．８％琼脂糖凝胶对提取

４０２
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的DNA质量及浓度进行检测.
1.8　SNP 芯片数据处理

１)基因型的判定与SNP质控.使用“中芯一号”
全基因组芯片对３头耐冻个体和３头不耐冻个体DNA
进行SNP检测.并用PLINK１．９软件对所有SNP位

点进行质控,使用的命令为:plinkＧＧfileinputfileＧＧmind
０．０５ＧＧgeno０．０５ＧＧmaf０．０１ＧＧhwe０．０００００１ＧＧrecodeＧＧ
outoutputfile.

２)利用FST方法进行选择信号的检测.本研究

采用群体分化指数FST法对耐冻和不耐冻个体的遗

传分化程度进行检验.计算２组间每１个SNP位

点的FST值.其计算公式如下:

FST ＝
HT －HS

HT

(１)

其中,HT为组间的分化指数,其计算公式为:

HT ＝２×(１－
pGFE ＋pPFE

２
)×(pGFE ＋pPFE

２
) (２)

HS为组内的分化指数,其计算公式为:

HS ＝
２×pGFE × １－pGFE( ) ＋２×pPFE × １－pPFE( )

２
(３)

其中,pGFE与pPFE分别为耐冻与不耐冻个体的

等位基因频率.
所有 操 作 利 用 vcftools软 件 进 行,其 命 令 为

vcftoolsＧＧvcfinputfile１ＧＧweirＧfstＧpopinputfile２ＧＧweirＧ
fstＧpopinputfile３ＧＧoutoutputfile.其中,inputfile１是

质控后的SNP分型数据文件;inputfile２是所有耐冻

个体号;inputfile３是所有不耐冻个体号.

３)基因注释与功能富集分析.选择FST前１％

的SNP位点,利用 UCSC数据库(http://genome．
ucsc．edu/cgiＧbin/hgLiftOver)将 SNP位点由猪参

考基因组Sscrofa１０．２转换为Sscrofa１１．１,并将其

上下游各扩展１００kb作为选择区段,将位于该选择

区段内的基因定义为选择信号的候选基因.利用

Ensembl网站(http://asia．ensembl．org/biomart/

martview/５e４dd３９e６faded８f２５７daef５bccbe７６５)进

行基因注释,使用 Metascape在 线 软 件 (http://

metascape．org/gp/index．html＃/main/step１)进行

基因功能富集分析.用R３．５．１进行绘图展示.

2　结果与分析

2.1　猪精子的耐冻性具有个体差异

本研究主要使用精液冻存后的精子活力来评价

猪精液冻存质量.采集的通城猪精液通过显微镜检

测精子活力并记录,图１为２２头猪的精子冻存前后

的活力检测结果(均值±标准差).所有个体冻存前

的精子活力约为０．６,符合精液冻存前标准.而经精

液冻存后,有的个体每次解冻后精子活力均能达到

０．４左右,冻存成功;有的个体则降至０．１以下,导致

冻存失败.不同个体间存在明显的精子耐冻性差

异.由此,筛选出猪精子耐冻个体(３２００７、２８８０３和

２９３０３)和不耐冻个体(３２１０１、２７８０５和２２８３)各３
头.对这６头耐冻性差异个体在冻存前后的精子活

力进行统计分析,发现冷冻前(稀释)的精子活力差

异不显著,而解冻后的３头耐冻个体和３头不耐冻

个体的精子活力之间存在明显差异,进一步证明猪

精子的耐冻性具有个体差异(表２).

图１　冻存前后精子活力

Fig．１　Spermmotilitybeforeandaftercryopreservation

５０２
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表２　猪精子耐冻和不耐冻个体在冻存前后的精子活力

Table２　Spermmotilitybeforeandaftercryopreservationforgoodsemenfreezabilityandpoorsemenfreezabilityindividuals

组别

Group
耳号

Earmarking

冷冻前(稀释)活力

Sperm motilitybefore
cryopreservation(afterdilution)

解冻后活力

Sperm motility
afterthawing

耐冻个体

Individualswithgood
semenfreezability

３２００７ ０．５９±０．１３a ０．４２±０．０４a
２８８０３ ０．６３±０．０７a ０．３８±０．０５a
２９３０３ ０．５１±０．１０a ０．３６±０．１１a

不耐冻个体

Individualswithpoor
semenfreezability

３２１０１ ０．６０±０．１４a ０．１０±０．０７b
２７８０５ ０．４５±０．０７a ０．０８±０．０４b
２２８３ ０．４７±０．０６a ０．０７±０．０３b

　注:字母不同表示同列数据差异显著(P＜０．０５),字母相同表示同列数据差异不显著(P＞０．０５).Note:DifferentletterindicatessignifiＧ

cantdifferenceinthesamecolumndata(P＜０．０５);thesameletterindicatesnosignificantdifferenceinthesamecolumndata(P＞０．０５)．

2.2　猪精子耐冻性差异具有遗传基础

绘制上述６个精子耐冻性差异个体的系谱关系

图(图２),分析耐冻性差异个体间的亲缘关系.发

现３个精子耐冻个体集中于一些亲本,而不耐冻的

个体集中于另一些亲本,二者具有明显的聚类差异.
说明耐冻个体之间、不耐冻个体之间分别具有较近

的亲缘关系,而耐冻和不耐冻个体之间亲缘关系较

远,证明猪精子耐冻性差异可能是经由亲本遗传给

图２　精子耐冻性差异个体的系谱图

Fig．２　Geneticrelationshipofindividualswithdifferentspermfreezability
后代的,具有遗传基础.
2.3　猪精子耐冻性差异的候选基因筛选

１)精子耐冻性差异个体的SNP位点分析.精

子耐冻性差异个体的全基因组 DNA 通过“中芯一

号”芯片共检测到５１３１５个SNP位点,基因分型率

为９８．３％.对 SNP分型后的数据进行质控,其中

２２２２个SNP位点因在所有个体中缺失率＞０．０５而

被剔除,２４１１６个SNP位点由于最小等位基因频

率＜０．０１被过滤,同时剔除９１０个未定位到染色体

上的位点,最终２４０６７个SNP位点通过质控.
对质控后的２４０６７个SNP位点计算得到精子

耐冻组和不耐冻组的群体分化指数FST值,FST平均

值为０．１７０５,表明精子耐冻个体和不耐冻个体间存

在较高程度的分化.结合系谱分析结果,推断耐

冻个体与不耐冻个体间存在遗传差异.进一步

构建FST密度分布图(图３),并选择前１％(FST＞
０．５３)共２６６个位点作为选择信号发生区域的核

心SNP.
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　图中虚线表示FST值前１％(FST＝０．５３)所对应的分界线的值.

Thedottedlineinthefigureindicatesthatthevalueoftheboundary

linecorrespondingtothetop１％ (FST＝０．５３)．

图３　染色体上的FST密度分布

Fig．３　DistributionofFSTdensityonchromosome

　　２)染色体FST值的分布.根据选择信号所在染

色体位置和 FST 值,在图４中标注了２６６个核心

SNP的分布情况.其中１号染色体上核心SNP数

量最多,数目为４０个,其次是１０号和１４号染色体,
均为２３个核心 SNP.但在１０号染色体上,核心

SNP的分布密度最大.最高的FST值(FST＝１)位
于１１号染色体上.从图４可以看出,猪精子耐冻性

相关选择信号在基因组上的分布存在差异.
３)精子耐冻性差异候选基因的筛选和功能富

集.通过对２６６个核心SNP位点上下游各１００kb
区段的基因注释,共获得了３９７个候选基因.利用

Metascape在线软件对候选基因进行 GO 富集分

析,共富集到了１９条 GO 条目,主要富集于细胞形

态(MNS１、DNAAF４、NANOS１、ATRN 等)、膜蛋

白定位(CACNB２、RPL３１、NDUFA１３等)、肌动蛋

白 细 胞 骨 架 (CACNB２、KATNAL２、VIM、
LIMK２、ARPC１B 等)和离子通道(CACNB２、KC
NH２、KCNA３、KCNG４、GRIN２B等)(图５).同

　数字表示染色体上的位点数目,横线表示选择信号在染色体上的物理位置,红色三角表示最高的FST值(FST＝１)所在位置.Thenumber

indicatesthenumberoflocionthechromosome,thehorizontallineindicatesthephysicalpositionoftheselectionsignalonthechromosome,

andtheredtriangleindicatesthelocationofthehighestFSTvalue(FST＝１)．

图４　猪染色体上２６６个选择信号图谱

Fig．４　Themapof２６６selectionsignaturesonpigchromosomes

７０２
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　纵坐标表示 GOTerm,横坐标表示富集到 GOTerm 的基因数目.TheordinaterepresentsGOtermandabscissarepresentsthenumber

ofgenesenrichedinGOterm．

图５　候选基因GO功能富集分析

Fig．５　FunctionalenrichmentofGOincandidategenes

时,还有一些与胞吐、氧化应激、代谢及顶体结构等相关

的基因(如 ANXA６、TSSK６、SOX５、PRDX１、NEU３、

CUBN、MEIG１、PATZ１、SLC４A２、CCDC１３６、ICA１)可能

也与精子耐冻性差异相关.

3　讨　论

3.1　猪精子耐冻性受遗传因素影响

猪精液冷冻保存技术是利用液氮(－１９６℃)或
干冰(－７９℃)等作冷源,通过程序化的降温处理,
将去除大部分精浆的猪精液保存在超低温环境中,
达到长期保存的目的.但目前猪精液冷冻保存技术

在应用中仍存在一些问题,主要是由于冻融过程会

对精子造成一定的冷冻损伤:顶体的完整性受损、质
膜的流动性和渗透性被破坏、mRNA 和蛋白质降

解、精子核内 DNA 碎片化以及精子运动能力受损

等[１５].本研究通过对通城猪精液冷冻保存前后的精

子活力进行检测,观察到精子在冻存后的活力存在明

显的个体差异(图１),这种差异受多种因素影响.
影响猪精液冻存质量的因素主要包括公猪营养

水平、圈养方式、饲养环境以及精液采集频率等[１６].
精液处理过程也是影响精液冻存质量的重要环节,
主要与稀释比例、稀释液成分及精液冻存程序等相

关[１７].因此,本研究对所有公猪有针对性的补充饲

料、调至同一营养水平,且保持相同的饲养环境、圈
养方式和采精频率,同时在精液冷冻前离心重悬浮

至同一密度,并采用完全相同的冷冻保护剂和冻存

程序,由此确保相同的环境因素,减少环境因素对猪

精液冻存质量的影响.此外,精液冻存质量还受猪

的品种、年龄以及个体遗传因素的影响[１].本研究

选用２２头３周岁以内的通城公猪个体作为研究对

象,排除了品种和年龄的差异.通过对精液冻存前

后的精子活力检测和分析,发现不同个体之间的精

子耐冻性仍存在差异(图１).这些不同个体精子耐

冻性的差异经过多个季节(从炎热的夏季到寒冷的

冬季)的多批次精液冻存验证,其差异性确实存在.
结合６ 个精子耐冻性差异个体的系谱亲缘关系

(图２)和FST分析结果(图３),推断该耐冻性差异是

受遗传因素影响.目前在长白猪、大白猪、杜洛克等

猪品种或群体的研究中也观察到了这种个体间的精

子耐冻性差异[１８Ｇ１９],且通过对２２头大白猪精子耐冻

性差异个体的扩增片段长度多态性(amplifiedfragＧ
mentlengthpolymorphism,AFLP)分析,证明了猪

精子耐冻性差异存在遗传基础[２０].

８０２
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3.2　猪精子耐冻性与应激反应、运动、离子通道和

膜蛋白等生物学过程相关

　　冷冻保存对猪精液质量影响的潜在机制目前尚

不完全清楚.mRNA 和蛋白质表达水平的分析结

果发现猪精子耐冻性差异与一些关键生物学过程有

关.Fraser等[２１]比较了不同耐冻性差异公猪的精

子转录组数据,鉴定了几个与炎症和凋亡、精子发生

以及能量代谢等相关的基因.Mańkowska等[２２]利

用RNAＧSeq数据研究了猪精子中单核苷酸多态性

与解冻后精液质量的关系,发现差异基因主要富集

在应激反应、运动、代谢、生殖和胚胎发育等.长非

编码RNA(lncRNA)分析表明,猪精子耐冻性差异

表达lncRNA的靶基因与信号转导、应激反应、细胞

凋亡、运动和胚胎发育等生物学过程有关[２３].此

外,蛋白组学分析发现一些精子膜蛋白[１１]、顶体结

合蛋白(ACRBP)、糖酵解相关蛋白(TPI)[２４]、水通

道蛋白(AQP３、AQP７、AQP１１)[８]以及热休克蛋白

和电压依赖性阴离子通道蛋白[９,２５]等均与猪精子耐

冻性有关,可作为预测公猪精子耐冻性的标记.综

上,mRNA和蛋白质水平的研究发现,猪精子耐冻

性差异主要与精子的应激反应、运动、离子通道、膜
蛋白以及顶体等相关.这与本研究筛选的差异候选

基因所富集的生物学过程(膜蛋白定位、肌动蛋白细

胞骨架、细胞形态和离子通道等)基本一致(图５),
同时也筛选到了一些与胞吐、氧化应激、代谢和顶体

结构等相关的基因,这都暗示着一些重要的生物学

过程及关键基因可能参与了猪精子对冷刺激的应答

反应.
3.3　猪精子耐冻性与基因有关

本研究在膜蛋白定位、肌动蛋白细胞骨架、细胞

形态和离子通道等生物学过程鉴定到一些候选基

因.其中,KCNG４、ARPC１B、DNAAF４、MNS１、

LIMK２、RPL３１和VIM 等基因被报道与精子的生

成和发育相关,可能参与了猪精子耐冻性的调控.

KCNG４是钾电压门控通道修饰因子亚群 G 成员,
参与精子发生的后期调控,该基因功能缺失会导致

精子表现出头部较小、尾部较短的异常形态,导致雄

性不育[２６].ARPC１B 是一种雌激素反应基因,是
精子发生、成熟精子细胞极性、血Ｇ睾屏障完整性和

细胞分裂的调节因子[２７].DNAAF４基因在耐冻性

个体和不耐冻个体间存在差异,其可以与 HSP７０
和 HSP９０结合,而 HSP７０和 HSP９０都已被证实

与猪精子耐冻性有关[２５,２８],DNAAF４基因的突变

会导致原发性睫状体运动障碍,并伴有动力蛋白臂

缺失,影响鞭毛运动[２９].MNS１在精子发生、精子

鞭毛的组装和纤毛运动功能中起着重要作用[３０],

MNS１突变可导致雄性不育[３１].LIMK２基因参

与抑制精子中肌动蛋白解聚活性,有助于 Rho诱导

的肌动蛋白细胞骨架的重组[３２].此外,RPL３１基

因被发现在荷斯坦公牛新鲜和冻融精子转录水平存

在显著差异(P＜０．０５)[３３];VIM 基因则被认为可作

为鉴定弱精的标志物[３４].上述基因在精子耐冻与

不耐冻个体间具有显著差异,表明猪精子耐冻性与

基因有关,可作为关键候选基因进一步研究其作用

机制.
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Analysisofcandidategenesaffectingsemenfreezabilityofboarsperm

WANG Wenjun１,WANGXiaokang１,XUGuoqiang１,ZHOUXiang１,２,LIUBang１,２

１．KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,BreedingandReproduction,

MinistryofEducation,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．TheCooperativeInnovationCenterforSustainablePigProduction/

TheEngineeringTechnologyResearchCenterofHubeiProvinceLocal
PigBreedImprovement,Wuhan４３００７０,China

Abstract　InthesemencryopreservationofTongchengboars,itwasfoundthattherewereindividuＧ
aldifferencesinsemenqualityaftercryopreservation．AccordingtotheresultsofspermmotilityafterreＧ
peatedsemencryopreservationandthepedigreerelationship,threeindividualswithgoodsemenfreezＧ
ability(GSF)andthreeindividualswithpoorsemenfreezability(PSF)wereselected,respectively．FixaＧ
tionindex(FST)analysisofGSFandPSFwasperformedbyusingthe＂ZhongxinNo．１＂SNPchip,and
thekeycandidategenesinfluencingthesemenfreezabilitywereidentifiedbybioinformaticsmethod．The
resultsshowedthatthereweresignificantdifferencesinsperm motilityof２２TongchengpigsaftercryoＧ
preservation．ThepedigreerelationshipamongthreeGSForthreePSFwascloserthanthatbetween
them,whichindicatedthatthedifferencesofsemenfreezabilityinboarmightbeaffectedbygeneticfacＧ
tor．AfterFSTanalysis,themeanvalueofFST was０．１７０５,whichindicatedahighdegreeofgeneticdifＧ
ferentiationbetweenGSFandPSF．Furthermore,２６６SNPsinthetop１％ ofFST(FST＞０．５３)wereseＧ
lected．Byannotatingthe１００kbflankregionsoftheseSNPs,wefound３９７candidategenes,whichenＧ
richedinthegeneontology(GO)termsrelatedtocellmorphology,actincytoskeletonandionchannel,

etc．Some highly differentiated genesinthese biologicalprocessessuch as KCNG４,ARPC１B,

DNAAF４,MNS１,LIMK２,RPL３１andVIM wereidentifiedaskeycandidategenes．TheseresultsindiＧ
catethatsemenfreezabilityofboaraftercryopreservationisaffectedbygeneticfactorandcontrolledby
somekeygenes,whichareworthyoffurtherstudy．

Keywords　pig;semencryopreservation;spermfreezability;differenceＧcandidategene;SNPchip;

artificialinsemination
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