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猪 ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３单核苷酸多态性
及其与 ＰＲＲＳＶ易感性的关联
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　　摘要：ＳＬＡ－ＤＲＢ１是影响猪体免疫反应、疾病感染和疫苗应答的重要因子。本研究对猪ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子
３序列进行扩增和测序，筛选多态性位点，分析其与 ＰＲＲＳＶ（猪繁殖与呼吸综合征病毒）易感性的相关性。测序发现
ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３存在４个单碱基突变（ｇ．１７Ｇ／Ａ、ｇ．９５Ｃ／Ｔ、ｇ．１３７Ｇ／Ｃ和 ｇ．２３２Ｇ／Ｃ）。针对 ｇ．２３２Ｇ／Ｃ建立
ＰＣＲ－ＲＦＬＰ方法，检测６个猪种群共２２７个样本，发现在大白姜曲海杂交猪、姜曲海猪、长白猪、定远猪和杜洛克猪中
有ＧＧ（０．４３，０．８０，０．５９，０．５４，０．８３）和ＧＣ（０．５７，０．２０，０．４１，０．４６，０．１７）２种基因型，其他群体均为ＧＧ型。不同基因
型猪肺泡巨噬细胞中ＰＲＲＳＶ拷贝数在接毒后６、１２、１８、２４、３６ｈ差异均不显著（Ｐ＞０．０５），不同基因型猪血液中病毒
载量在接毒后４、７、１１、１４、２１、２８、３５、４２ｄ差异均不显著（Ｐ＞０．０５），不同基因型对猪体质量和日增质量的影响不显著
（Ｐ＞０．０５）。提示ＳＬＡ－ＤＲＢ１的ｇ．２３２Ｇ／Ｃ突变与 ＰＲＲＳＶ抗性无显著关联。
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　　猪繁殖与呼吸综合征（ＰＲＲＳ）是一种高度传染性疾病，
以母猪繁殖障碍和仔猪的呼吸道疾病为特征，造成怀孕母猪

流产、产死胎和仔猪的高死亡率等［１］。其病原猪繁殖与呼吸

综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）具有高度变异性、抗体依赖性复制增
强、巨噬细胞嗜性和持续性感染等特征［２］，导致现有的疫苗

不能很好地控制ＰＲＲＳ的流行，ＰＲＲＳ的防治仍然是养猪业头
等难题之一［３－４］。因此，猪对 ＰＲＲＳＶ的抗性也日益受到关
注。国外已有多个课题组分别在体内外研究了 ＰＲＲＳＶ在不
同猪种肺泡巨噬细胞（ＰＡＭ）中复制和生长的特征，发现猪对
ＰＲＲＳＶ抗性或易感性存在品种（系）间的遗传差异［５］。

Ｍｕｒｔａｕｇｈ等研究了猪对ＰＲＲＳＶ的免疫应答，指出疾病的严重

性在猪品种间和群体间存在变异［６］。Ａｉｔ－Ａｌｉ等的研究表明
ＰＲＲＳＶ在来源于长白猪的ＰＡＭ中的复制相对于其他商业遗
传品系包括大白猪、皮特兰和另外２个合成系显著延迟、缓
慢，然而，关于猪ＰＲＲＳＶ抗性的遗传机制尚不清楚［７］。

猪的主要组织相容性复合物（ＭＨＣ）即猪白细胞抗原
（ＳＬＡ），它是由紧密连锁、高度多态的基因位点所组成的染色
体上的一个遗传区域，其基因产物为 ＭＨＣ抗原，主要功能是
抗原递呈，与动物的抗病性有着密切的关系［８］。ＳＬＡ按其抗
原结构和功能主要分为３大类，即Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类，ＳＬＡ－ＤＲＢ１
属于Ⅱ类分子。目前，国内外对ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因的研究主要
集中在第二外显子多态性的研究上。张冬杰等通过对

ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因整个编码区进行分析，发现突变大多集中在
第二外显子处，其他３个外显子突变较少［９］。徐如海等研究

表明，ＳＬＡ－ＤＲＢ１近端调控区存在 ２４个多态位点，其中
Ｇ－１４６Ｔ位点与仔猪大肠杆菌 Ｋ８８ａｂ黏附表型存在显著的
关联［１０］。

Ａｒｃｅｏ等对２００头杂交猪进行 ＰＲＲＳＶ攻毒时发现，高病
毒载量低体质量增加组相对于低病毒载量低体质量增加组

ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因表达量降低，提示 ＳＬＡ－ＤＲＢ１可能在猪抗

—１４—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第５期



ＰＲＲＳＶ过程中发挥重要作用［１１］，但 ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因多态性
与猪ＰＲＲＳＶ抗性是否关联还未见报道。本研究对２个外来
猪种、３个地方猪种和１个杂交猪种群 ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因的外
显子３进行测序，寻找多态性位点，同时分析其与 ＰＲＲＳＶ易
感性的相关性，以期检测到与 ＰＲＲＳＶ易感性相关的分子标
记，为ＰＲＲＳＶ抗性育种提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验猪包括６个品种（或群体），共２２７头，其中大白姜

曲海猪１１５头（江苏姜曲海种猪场）、姜曲海猪１０头（江苏姜

曲海种猪场）、长白猪３７头（杭州大关猪场）、大白猪２４头
（杭州大关猪场）、定远猪１１头（安徽省定远县猪场）、杜洛克
猪３０头（杭州大关猪场），每个个体取耳组织于冻存管中，置
于－８０℃中保存。ＰＲＲＳＶ－ＮＪＧＣ株由江苏省农业科学院
兽医研究所提供。

１．２　方法
１．２．１　组织样 ＤＮＡ提取　耳组织样的ＤＮＡ提取采用酚／氯
仿抽提法，然后于－２０℃ 保存备用。
１．２．２　ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３扩增　参照猪 ＳＬＡ－ＤＲＢ１
基因外显子序列设计引物 ＤＲＢ－ｇ３，由上海捷瑞公司合成，
引物信息见表１。

表１　引物序列、复性温度及产物大小

引物名称 引物序列（５′→３′）
ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

复性温度

（℃）
产物大小

（ｂｐ）

ＤＲＢ－ｇ３ Ｆ：ＣＡＡＧＧＣＴＣＡＴＧＧＣＡＣＴＡＡＣＴ；Ｒ：ＧＧＣＡＴＣＧＧＴＧＴＴＴＧＧＡＧＡ ＮＣ＿０１０４４９．４ ５７ ６５９
ＰｖｕⅡ－ＳＮＰ Ｆ：ＧＣＣＣＡＣＡＧＴＧＡＣＧＧＴＧＴＡＴ；Ｒ：ＧＣＴＧＡＡＧＧＡＣＡＧＧＡＧＡＡＣＡＧＧ ＮＣ＿０１０４４９．４ ５６ ４０３
β－ａｃｔｉｎ Ｆ：ＴＣＧＣＣＣＡＡＣＡＡＡＡＣＣＡＧＴ；Ｒ：ＴＴＡＣＣＣＴＣＣＣＴＧＡＡＴＣＴＧＡＣＡ ＡＹ５５００６９ ５６ １２７
ＰＲＲＳＶ－Ｎ Ｆ：ＣＣＡＡＡＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＧＡＡ；Ｒ：ＣＣＡＧＡＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡ ＥＦ５３４３５７ ５６ ２０７

　　ＰＣＲ反应总体系２０μＬ，其中含 ＤＮＡ模板（１００ｎｇ／μＬ）
２μＬ，２×ＰｏｗｅｒＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上、下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，最终加灭菌蒸馏水至２０μＬ。ＰＣＲ反应
程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃
延伸５０ｓ，３５个循环；最后 ７２℃延伸 ７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经
１．５％ 琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭（ＥＢ）染色，检测扩增结果。
１．２．３　多态位点测序筛选　不同品种每５头猪 ＤＮＡ等量混
合构建ＤＮＡ池，构建６个不同的ＤＮＡ池，进行ＰＣＲ扩增，电泳
纯化后的ＰＣＲ产物送上海美吉生物医药科技有限公司测序。
１．２．４　ＰＣＲ－ＲＦＬＰ分析　根据测序结果选择外显子３的
２３２ｂｐ处的多态位点，建立 ＰＣＲ－ＲＦＬＰ检测方法，引物
ＰｖｕⅡ－ＳＮＰ序列见表 １。ＰＣＲ反应总体系 ２０μＬ，其中含
ＤＮＡ模板（１００ｎｇ／μＬ）为２μＬ，２×ＰｏｗｅｒＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
为１０μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，最终加灭菌蒸馏
水至２０μＬ。ＰＣＲ扩增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３５个循环；最后７２℃ 延
伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经 １．５％ 琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭
（ＥＢ）染色，检测扩增结果。用 ＰｖｕⅡ酶对引物 ＰｖｕⅡ－ＳＮＰ
扩增的ＰＣＲ产物进行酶切。酶切反应体系为 ２０μＬ，含 ＰＣＲ
产物６μＬ，ＰｖｕⅡ（１０Ｕ／μＬ）１μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒＧ２μＬ，灭菌蒸
馏水１１μＬ；３７℃ 条件下酶切３～５ｈ。２．５％琼脂糖凝胶电
泳检测酶切产物，溴化乙锭（ＥＢ）染色，培清 ＪＳ－７８０全自动
凝胶成像分析仪拍照分析。

１．２．５　猪ＰＲＲＳＶ易感性测定　ＰＲＲＳＶ易感性的体外测定
采用ＰＡＭ模型，参照 Ａｉｔ－Ａｌｉ等的方法［７］进行。简要步骤如

下：分离猪肺泡巨噬细胞，接种 ＰＲＲＳＶ病毒，分别在接毒后
６、１２、１８、２４、３６ｈ收集细胞，提取ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ。针对
β－ａｃｔｉｎ基因、ＰＲＲＳＶ毒株Ｎ基因序列分别设计特异性引物
β－ａｃｔｉｎ和 ＰＲＲＳＶ－Ｎ（表１，由上海捷瑞公司合成）。以各
ＰＡＭ细胞的ｃＤＮＡ为模板 ＰＣＲ扩增基因片段，克隆至 Ｔ载
体，以此为模板，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料法进行定量 ＰＣＲ（ＡＢＩ
７５００），绘制标准曲线。以 ＰＲＲＳＶ－Ｎ基因的拷贝数与 β－
ａｃｔｉｎ基因拷贝数的比值作为易感性的参数。每组３个重复。

反应体系为２０μＬ，其中ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（２×）１０．０μＬ，
上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．８μＬ，ＲＯＸ０．４μＬ，模板
２．０μＬ，灭菌蒸馏水６．０μＬ。反应条件为：９５℃预变性３０ｓ；
９５℃５ｓ，６０℃３４ｓ，４０个循环，每个循环结束时收集荧光信号。

ＰＲＲＳＶ易感性的体内测定（１１５头大白姜曲海猪）参照
文献［１１］的方法。简述如下：２５日龄大白姜曲海猪背部肌肉
注射法接种 ＰＲＲＳＶ病毒，分别在接毒后 ０、４、７、１０、１４、２１、
２８、３５、４２ｄ采血，全血样本提取 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ。定量
ＰＣＲ检测ＰＲＲＳＶ－Ｎ基因的拷贝数与 β－ａｃｔｉｎ基因拷贝数
的比值，作为易感性的参数。

１．２．６　数据分析　猪不同基因型与ＰＲＲＳＶ易感性及体质量
和日增质量的关联分析采用ＳＰＳＳ１７．０软件的Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ－
ＳａｍｐｌｅｓｔＴｅｓｔ，各指标以平均值 ±标准误表示，Ｐ＜０．０５为差
异显著。

２　结果与分析

２．１　ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３的扩增及测序筛选ＳＮＰ
对猪ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３进行 ＰＣＲ扩增，扩增产

物的条带为６５９ｂｐ（图１），与预期结果一致。测序分析显示，
在ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３的１７ｂｐ处出现１个 Ｇ／Ａ单碱
基突变，９５ｂｐ处出现１个Ｃ／Ｔ单碱基突变，１３７ｂｐ处出现１
个Ｇ／Ｃ单碱基突变，２３２ｂｐ处出现１个 Ｇ／Ｃ单碱基突变（图
２）。经分析，外显子３的２３２ｂｐＧ／Ｃ突变处于ＰｖｕⅡ酶切位
点识别区，而其他３个碱基突变处无合适的限制性内切酶识
别位点，因此选择２３２ｂｐ处的Ｇ／Ｃ突变进一步研究。
２．２　ＰＣＲ－ＲＦＬＰ分析

针对外显子３的２３２ｂｐ处 Ｇ／Ｃ单碱基突变设计特异性
引物，命名为ＰｖｕⅡ－ＳＮＰ。对猪ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，扩增
产物为４０３ｂｐ（图３），与预期结果一致。
　　用限制性内切酶 ＰｖｕⅡ对引物 ＰｖｕⅡ －ＳＮＰ扩增的 ＰＣＲ
产物进行消化，以ＰＣＲ产物作为对照电泳，ＣＣ型不能在该突
变位点切开ＰＣＲ产物，ＧＧ型切开为２２８ｂｐ和１７５ｂｐ的２个
个片段，ＧＣ型切开为４０３ｂｐ、２２８ｂｐ和１７５ｂｐ的３条片段，
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图４显示的是酶切后的ＧＧ型与ＧＣ型电泳图。
２．３　ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因群体遗传学分析

在所检测的各猪种群２２７个样本中 ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外
显子３的２３２位点处Ｇ／Ｃ突变只检测到 ＧＧ和 ＧＣ２种基因
型，除大白姜曲海猪群体以外均以 ＧＧ型居多，ＧＣ型次之，Ｇ
等位基因占优势（表２）。
２．４　不同基因型猪群体的ＰＲＲＳＶ易感性

比较ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３的２３２ｂｐ突变处不同基
因型猪ＰＡＭ接种ＰＲＲＳＶ后不同时间点ＰＲＲＳＶ拷贝数，发现
ＧＧ型与ＧＣ型差异均不显著（Ｐ＞０．０５）（表３）；比较不同基
因型猪血液中ＰＲＲＳＶ载量，发现在接种 ＰＲＲＳＶ后不同天数
ＧＧ型与ＧＣ型差异均不显著（Ｐ＞０．０５）（表４）。

２．５　不同基因型猪接种ＰＲＲＳＶ后体质量及日增质量的变化
对ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３的２３２ｂｐ突变不同基因型

共１１５头大白姜曲海猪进行分析，发现接种ＰＲＲＳＶ后不同天
数的体质量和日增质量差异均不显著（Ｐ＞０．０５）（表５）。

３　讨论与结论

主要组织相容性复合物（ＭＨＣ）是由紧密连锁、高度多态
的基因座所组成的染色体上的一个遗传区域［１２］。它起着编

表２　ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３的２３２ｂｐ处基因型频率及等位基因频率

群体
基因型频率 等位基因频率

ＧＧ ＧＣ Ｇ Ｃ
大白姜曲海

杂交猪 ０．４３（５０／１１５） ０．５７（６５／１１５） ０．７２ ０．２８
姜曲海猪 ０．８０（８／１０） ０．２０（２／１０） ０．９０ ０．１０
长白猪 ０．５９（２２／３７） ０．４１（１５／３７） ０．８０ ０．２０
大白猪 １（２４／２４） ０ １ ０
定远猪 ０．５４（６／１１） ０．４６（５／１１） ０．７７ ０．２３
杜洛克猪 ０．８３（２５／３０） ０．１７（５／３０） ０．９２ ０．０８

表３　不同基因型猪ＰＡＭ接毒后不同时间点ＰＲＲＳＶ拷贝数

接毒时间

（ｈ）
ＰＲＲＳＶ拷贝数

ＧＧ ＧＣ
６ １６２６．０１±５７４．２０ ５０３７．４３±２６９８．６４
１２ ３９２１９．３４±１０６９０．４６ ３２０８６．４８±８９５０．４８
１８ １１４１１．５１±２３８１．１９ １５０１７．３６±３７６８．１４
２４ ３１６１．８１±１００５．９０ ７８０１．５２±３２７０．２６
３６ １２１１．９４±５２９．０２ １９９４．００±７３８．３２

表４　不同基因型猪接毒后不同天数血液中ＰＲＲＳＶ拷贝数

接毒时间

（ｄ）
ＰＲＲＳＶ拷贝数

ＧＧ ＧＣ
４ ３３６０．８８±１６９４．５０ 　　５１５６．９５±３０４０．１０
７ ２９３５４９．７７±１２５４０３．４６ ２３００４６．６８±１３２７７１．４６
１１ ２２９６４３５．００±１１２３８５８．２０ １１６１８６９．０４±５２８３５２．７９
１４ ５１４４１３４．５１±３３７９９８２．９２ １９５８５８７．５９±９３８８０２．２４
２１ ３９２７１９．４０±１３９３６０．１５ ５８７５１５．１９±１７３９９５．１９
２８ ９３６７８８．６８±５９２４７８．２７ ５６２８７３．００±３４９５９５．０９
３５ ７３８８３．２４±４８７９２．８４ ５８５１９．４７±４６３９２．９１
４２ １１０５５．０６±１０００９．４８ １４０７２．３２±１３６５３．２４
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表５　大白姜曲海猪不同基因型接种ＰＲＲＳＶ后体质量及日增质量

接毒时间

（ｄ）
体质量（ｋｇ） 日增质量（ｋｇ）

ＧＧ ＧＣ ＧＧ ＧＣ
０ ４．５５±０．１６ ４．７５±０．１３
４ ５．０９±０．１６ ５．２５±０．１３ ０．１３±０．０１ ０．１２±０．０１
７ ５．３８±０．１８ ５．４９±０．１５ ０．０７±０．０２ ０．０６±０．０１
１１ ６．０３±０．２１ ６．２８±０．１８ ０．１６±０．０１ ０．２０±０．０２
１４ ６．６５±０．２４ ６．８８±０．１９ ０．１５±０．０１ ０．１５±０．０２
２１ ８．１８±０．３７ ８．４８±０．２６ ０．２５±０．０２ ０．２２±０．０２
２８ ９．９８±０．４２ ９．７１±０．４１ ０．２３±０．０３ ０．２０±０．０２
３５ １１．６２±０．４７１１．３４±０．４３ ０．１７±０．０２ ０．２４±０．０２
４２ １３．８９±０．５９１２．９５±０．６７ ０．２９±０．０３ ０．３０±０．０２

码移植抗原、调节免疫应答、控制免疫球蛋白和补体的生成以

及协调免疫细胞各亚群的作用，与动物的抗病性有着紧密的

关联［１３］。Ｐｅｎｎ等通过对小鼠的ＭＨＣ研究发现，ＭＨＣ的杂合
型个体对病原体的抵抗和环境适应性都比纯合型强［１４］。贾

斌等在对新疆多浪羊和中国美利奴羊的ＭＨＣ－ＤＲＢｌ第二外
显子进行 ＰＣＲ－ＲＦＬＰ多态性分析，发现了与包虫病抗性和
易感性相关的等位基因及基因型［１５］。余智勇等研究多浪羊

ＭＨＣ－ＤＲＢ１基因的多态性时发现，该基因杂合型个体较多，
而纯合型个体相对较少［１６］，这可能是多浪羊对环境适应能力

强的一个原因。

ＳＬＡ基因是影响猪体免疫反应、疾病感染和疫苗应答反
应的重要因素［１７］。国内外对 ＭＨＣ－ＤＲＢ１基因的研究多集
中在其第二外显子多态性，有关该基因第三外显子多态性与

猪抗病力的关联研究未见报道。Ｎｉｅｌｓｅｎ等研究发现，ＰＲＲＳＶ
感染后猪外周血中表达 ＳＬＡⅡ类分子的免疫细胞数量增
加［１８］。谈永松等的研究表明，ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因第二外显子
ＲｓａⅠ酶切后可得到 ４种等位基因条带：１４１／９３／１１ｂｐ、
１１１／６９／５４／１１ｂｐ、１８０／５４／１１ｂｐ、９３／４８／３９／５４／１１ｂｐ，分别标
记为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ。其中五指山猪分出２种带型：ＡＡ、ＢＢ；二花
脸猪分出３种带型：ＡＡ、ＢＢ和 ＡＢ；皮特兰猪分出３种带型：
ＡＡ、ＣＣ和ＢＤ［１９］。杨彤彤等采用同样方法对大约克猪、二花
脸猪的ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子２进行了分型，发现在这２个
猪种中仅存在 Ａ、Ｂ、Ｄ等位基因［２０］。徐如海等的研究表明

ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子２中位点２９、１４９、１７０对０～２８日龄
仔猪血清ＩｇＧ含量有显著影响［１０］。

本研究针对大白姜曲海杂交猪及 ５个不同品种猪
ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３第２３２ｂｐ处 Ｇ／Ｃ突变进行分析，
发现该位点仅存在ＧＣ和ＧＧ２种基因型，且除大白姜曲海杂
交猪群体以外均以 ＧＧ型居多，ＧＣ型次之，Ｇ等位基因是优
势基因。体内外模型分析显示，ＳＬＡ－ＤＲＢ１基因外显子３第
２３２ｂｐ处Ｇ／Ｃ突变不同基因型间 ＰＲＲＳＶ拷贝数差异不显
著，体质量及日增质量亦不显著，说明该 ＳＮＰ位点可能不是
影响ＰＲＲＳＶ抗性的位点，ｇ．１７Ｇ／Ａ、ｇ．９５Ｃ／Ｔ、ｇ．１３７Ｇ／Ｃ位点
与ＰＲＲＳＶ的抗性是否关联还有待进一步研究。
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