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　　摘要：为验证ＧＤＦ９基因ＳＮＰ位点与宗地花猪繁殖性状的关联性，从而为提高宗地花猪繁殖性能提供有价值的分
子辅助标记，推进选育进程进行试验。以贵州宗地花猪经产母猪为试验素材，利用ＤＮＡ池和ＤＮＡ直接测序方法检测
ＧＤＦ９基因的多态性，对各突变位点不同基因型个体与总产仔数、产活仔数、仔猪平均初生质量和母猪泌乳力性状进
行关联性分析。在受试群体中，发现基因ＧＤＦ９有２个突变位点，Ｃ１００９Ｔ和Ｔ１０１４Ｃ均位于ｅｘｏｎ２；且都与经产母猪总
产仔数、产活仔数差异显著（Ｐ＜０．０５）；基因型分别为ＢＢ＞ＡＢ＞ＡＡ、ＤＤ＞ＣＤ＞ＣＣ，母猪泌乳力基因型个体之间差异
不显著（Ｐ＞０．０５）。仔猪平均初生质量的基因型表现为ＢＢ＞ＡＢ＞ＡＡ、ＤＤ＞ＣＤ＞ＣＣ，差异显著（Ｐ＜０．０５）；母猪总产
仔数ＤＤ基因型多于ＤＣ与ＣＣ基因型，ＤＤ基因型为优势基因型，Ｄ为优势等位基因；ＢＢ基因型在总产仔数、产活仔数
的繁殖性状中多于基因型ＡＢ、ＡＡ，ＢＢ为优势基因型，Ｂ为优势等位基因。因此，研究结果表明推测等位基因 Ｄ和等
位基因Ｂ可能为宗地花猪总产仔数、产活仔数的有利等位基因，且ＤＤ基因型和ＢＢ基因型为有利基因型。
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　　生长分化因子９（ｇｒｏｗｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ９，ＧＤＦ９）是
转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦ－β）超家族
中的成员。卵母细胞是ＧＤＦ９的最初来源，在大部分动物中，
仅在动物卵巢的卵母细胞中检测到 ＧＤＦ９ｍＲＮＡ和蛋白
质［１－４］。在一些灵长类动物中，ＧＤＦ９ｍＲＮＡ和蛋白质在卵母
细胞及其邻近的颗粒细胞中也有发现［５］。但研究发现 ＧＤＦ９
可通过自分泌和旁分泌的方式，参与调节卵泡的发育和衰退，

进而对优势卵泡的选择及闭锁卵泡的形成产生影响［６］。

ＧＤＦ９特殊性在于 ＧＤＦ９仅有６个 Ｃｙｓ，而一般的 ＴＧＦ－β家
族成员具有７个或者９个［７］，ＧＤＦ９基因位于常染色体上，人
的ＧＤＦ９基因在５号常染色体上，而猪的 ＧＤＦ９基因则定位
于２号染色体上［８－９］。研究发现在羊的原始卵泡中有 ＧＤＦ９
基因的ｍＲＮＡ表达，一旦原始卵泡的卵母细胞产生ＧＤＦ９，卵
泡就开始发育［１０］。Ｌｉ等通过观察猪卵母细胞不同时间ＧＤＦ９
基因的表达时发现，ＧＤＦ９在不成熟的卵母细胞中高度表达，
在成熟的卵母细胞中逐渐减少［１１］。于佐卿等以陶滩寒杂种

羊和德滩寒杂种羊为研究对象，发现 ＧＤＦ９基因多态性对羊
羔初生质量无显著影响［１２］。由此可推测，ＧＤＦ９基因对动物
的生殖功能具有重要的调节作用。

宗地花猪是贵州省优良地方猪种之一，皮厚而糯、肉嫩味

香，为人们所喜爱。但饲养周期长、产仔数少、生产效率低、成

本高、养殖投入高、收益低等原因使得宗地花猪养殖群体规模

发展缓慢。针对宗地花猪的保种选育，相关机构和学者做了

很多研究，推进了宗地花猪的开发利用。冯文豪等对宗地花

猪的胴体肉质性状进行测定，结果显示虽然宗地花猪瘦肉率

明显低于大白猪，但是肉质性状优于大白猪［１３］。随后，张芸

等分别研究了不同饲养方式对宗地花猪的胴体和肉质性状影

响和不同饲养方式下宗地花猪肌肉营养成分及品质的影

响［１４］。燕志宏等研究宗地花猪１世代的生长发育情况，随后
在２０１１年研究了宗地花猪及其与长白猪和大白猪的杂种一
代猪哺乳期和保育期的生长性能［１５］。毛同辉等对对产区保

种选育基础群进行了繁殖性能测定，随后开始对宗地花猪繁

殖性能进行了研究［１６］。随着分子生物学的蓬勃发展，燕志宏

等［１７－２０］、魏小红等［２１］、李平等［２２］、顾丽菊等［２３］、任丽群等［２４］

和闫雷等［２５］分别对影响宗地花猪肉质和繁殖性状的一些相

关基因进行了研究，取得了一定的研究成果。本试验旨在验

证ＧＤＦ９基因ＳＮＰ位点与宗地花猪繁殖性状的关联性分析，
从而为提高宗地花猪繁殖性能提供有价值的分子辅助标记，

推进选育进程进行试验。

１　材料与方法

１．１　试验动物样本
６６头宗地花猪经产母猪来自贵州紫薇畜牧业开发有限

公司宗地花猪饲养场，各头母猪均健康，在相同的饲养环境和

管理条件下进行饲养，用耳缺钳采取每头母猪耳根边缘耳组

织，放入装有浓度为７０％乙醇的１．５ｍＬ离心管中，冰盒带回
实验室，于－２０℃低温冰箱中保存备用。
１．２　主要试剂和仪器

Ｅｚｕｐ柱式动物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒、核酸染料、
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ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ、琼脂糖等均来自上
海生工生物工程有限公司；去离子水、无水乙醇、ＴＡＥ缓冲液
等试剂为实验室自备。ＰＣＲ扩增仪（ＰＴＣ２００，美国 Ｂｉｏ－ｒａｄ
公司），凝胶成像系统（ＢｉｏＳｅｎｓＳＣ７１０，美国Ｂｉｏ－ｒａｄ公司），
微量移液器（ＡＣＵＲＡ８２５，ＳＯＣＯＲＥＸ公司）。
１．３　ＤＮＡ提取

用基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取母猪耳根边缘耳组织
ＤＮＡ，含有核酸染料１％琼脂糖凝胶电泳检测检测纯度，并用

紫外分光光度计测量每个样品 ＤＮＡ浓度３次，取其平均值，
－２０℃保存备用。
１．４　引物设计及ＰＣＲ扩增

参照 ＮＣＢＩ（登录号为ＮＣ－０１０４４４．１）提供的猪ＧＤＦ９基
因序列，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件结合Ｏｌｉｇｏ６．０软件设计
引物（表１），应用ＮＣＢＩＢｌａｓｔ软件检测所设计引物的特异性。
引物送往英潍捷基（上海）贸易有限公司合成。

表１　ＧＤＦ９基因引物序列、退火温度、扩增长度

引物名称 序列（５→３） 退火温度（℃） 片段长度（ｂｐ）
ＧＤＦ９－１ Ｆ：ＴＴＴＧＣＴＧＣＴＴＴＧＣＣＴＴＧＴ；Ｒ：ＴＧＴＣＴＣＣＣＴＣＣＡＣＣＣＡＴＴ ５７ ４０６
ＧＤＦ９－２ Ｆ：ＴＧＣＧＧＴＴＴＡＡＣＣＴＧＧＡＴＣＧＴ；Ｒ：ＣＡＣＧＴＧＣＡＣＴＴＴＧＴＴＧＣＧＡＴ ５５ ９１０

　　宗地花猪ＧＤＦ９基因 ＰＣＲ扩增反应体系为２０μＬ：ＤＮＡ
模板１μＬ，上游引物１μＬ，下游引物１μＬ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。ＰＣＲ反应条件 １：９４℃预变性
３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０～３５
个循环；７２℃延伸３ｍｉｎ；４℃保存至结束。ＰＣＲ反应条件２：
９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，３０～３５个循环；７２℃延伸３ｍｉｎ；４℃保存至结束。随机
抽取扩增产物，经浓度为１％琼脂糖凝胶进行电泳检测，凝胶
成像系统照相并保存。

１．５　统计分析
经检测浓度及纯度后，为使样品 ＤＮＡ浓度接近，稀释至

相同浓度后，抽取５μＬ充分振荡混匀构建贵州宗地花猪品种
ＤＮＡ池。将所构建的宗地花猪ＤＮＡ池作为模板，根据２０μＬ
ＰＣＲ反应体系和扩增条件进行扩增，扩增产物由１％琼脂糖
凝胶电泳检测，检测合格后直接将产物送往北京诺赛基因公

司进行双向测序。根据 ＤＮＡ池筛选各基因的 ＳＮＰｓ位点，选
择具有多态位点的片段，利用ＤＮＡＳｔａｒ等软件分析测序结果，
筛选ＳＮＰｓ位点，分析不同位点在受试群体中的基因型频率
和遗传特异性，并进行哈迪－温伯格平衡检测；根据最小二乘
线性模型，分析不同基因型与样本母猪繁殖性能（在相同饲

养条件下，测定记录健康状况良好的经产母猪总产仔数、产活

仔数、仔猪初生窝质量和２０日龄窝质量以计算经产母猪泌乳
力）的关联效应。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取结果
根据全基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取猪的全基因组

ＤＮＡ，用含核酸染料的１％琼脂糖凝胶电泳检测提取的全基
因组ＤＮＡ。由图１可知，条带明亮清晰、整齐无拖尾，可直接
用于接下来的试验。

２．２　ＰＣＲ扩增
对６６头宗地花猪经产母猪进行ＰＣＲ扩增，经１％琼脂糖

凝胶电泳检测，均显示为１条特异性条带，其片段长度Ｐ１、Ｐ２
分别为５３３、９１０ｂｐ，与预期目标片段相符，条带清晰、整齐无
拖尾（图２），可用于测序。

２．３　ＧＤＦ９基因ＤＮＡ池ＰＣＲ测序结果与测序结果分析
将所得 ＰＣＲ产物送往北京诺赛基因组研究中心有限公

司进行纯化切胶回收测序，对所得序列运用ＳｅｑＭａｎ和ＢｉｏＸＭ
等软件进行分析比对，在 ＧＤＦ９基因发现２个 ＳＮＰｓ位点，分
别在１００９ｂｐ与１０１４ｂｐ处，均位于第２外显子上（图３）。

　　运用ＳｅｑＭａｎ软件对所有样品的测序结果分析发现，第２
外显子Ｃ１００９Ｔ位点处发生碱基突变，发现３种基因型，分别
命名为ＡＡ、ＡＢ和 ＢＢ基因型。Ｔ１０１４Ｃ位点处发生碱基突
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变，发现３种基因型，分别命名为 ＣＣ、ＣＤ和 ＤＤ基因型，有２
个等位基因Ｃ和Ｄ。通过序列对比发现，结果发现ＡＡ和ＣＣ
基因型个体序列与ＧｅｎＢａｎｋ上所提交的猪的基因序列一致，
定义为野生型，ＢＢ型和ＤＤ型则定义为突变型，ＡＢ基因型和
ＣＤ基因型定义为杂合型。
２．４　ＧＤＦ９基因不同ＳＮＰｓ位点基因与基因型频率

由表２可知，在宗地花猪母猪群中３种基因型频率分布
为ＡＡ＞ＡＢ＞ＢＢ，其基因型频率分别为０．３９３９、０．３１８２和
０．２８７９。等位基因 Ａ和 Ｂ的基因频率分别为 ０．５５３０和
０４４７０。由表３可知，在宗地花猪母猪群中３种基因型频率
分布为ＣＣ＞ＣＤ＞ＤＤ，其基因型频率分别为０．３７８８、０．３４８５
和０．２７２７，等位基因 Ｃ和 Ｄ的基因频率分别为０．５５３０和
０４４７０。　

表２　ＧＤＦ９基因Ｃ１００９Ｔ位点基因频率和基因型频率

样本数

（个）

基因频率 等位基因频率

ＡＡ ＡＢ ＢＢ Ａ Ｂ

６６ ０．３９３９
（２６）

０．３１８２
（２１）

０．２８７９
（１９） ０．５５３０ ０．４４７０

表３　ＧＤＦ９基因Ｔ１０１４Ｃ位点基因频率和基因型频率

样本数

（个）

基因频率 等位基因频率

ＣＣ ＣＤ ＤＤ Ｃ Ｄ

６６ ０．３７８８
（２５）

０．３４８５
（２３）

０．２７２７
（１８） ０．５５３０ ０．４４７０

２．５　ＧＤＦ９基因不同ＳＮＰｓ位点χ２检验及群体遗传学参数
由表４可知，ＧＤＦ９基因Ｃ１００９Ｔ位点由χ２适应性检验显

示，χ２＜χ２０．０５（２）＝５．９９，说明该位点群体遗传变异处于Ｈａｒｄｙ－
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态（Ｐ＞０．０５）。该位点杂合度为０．４９４４，多
态信息含量ＰＩＣ＝０．３７２２，０．２５＜ＰＩＣ＜０．５，处于中度多态。

由表５可知，ＧＤＦ９基因 Ｔ１０１４Ｃ位点 χ２适应性检验显
示，χ２＜χ２０．０５（２）＝５．９９，说明该位点群体遗传变异处于Ｈａｒｄｙ－
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态（Ｐ＞０．０５）。该位点杂合度为０．４９４４，多
态信息含量ＰＩＣ＝０．３８３４，０．２５＜ＰＩＣ＜０．５，处于中度多态。

表４　ＧＤＦ９基因Ｃ１００９Ｔ位点χ２检验及群体遗传学参数

χ２
群体遗传学参数

有效基因数（Ｎｅ）
纯合度

（Ｈｏ）
杂合度

（Ｈｅ）
多态信息含量

（ＰＩＣ）

１．６１６２ １．９７７８ ０．５０５６ ０．４９４４ ０．３７２２

表５　ＧＤＦ９基因Ｔ１０１４Ｃ位点χ２检验及群体遗传学参数

χ２
群体遗传学参数

有效基因数（Ｎｅ）
纯合度

（Ｈｏ）
杂合度

（Ｈｅ）
多态信息含量

（ＰＩＣ）

１．７６２８ １．９７７８ ０．５０５６ ０．４９４４ ０．３８３４

２．６　ＧＤＦ９基因不同ＳＮＰｓ位点关联性分析
由表６可知，在宗地花猪母猪群中，总产仔数表现为基因

型ＢＢ＞ＡＢ＞ＡＡ，Ｂ为优势等位基因，ＢＢ基因型为优势基因
型，总产仔数最高，方差分析显示，其中ＢＢ基因型个体与ＡＡ
基因型个体间差异极显著（Ｐ＜０．０１），ＡＢ基因型个体与 ＡＡ
基因型个体差异显著（Ｐ＜０．０５）；产活仔数表现为基因型 ＢＢ
＞ＡＢ＞ＡＡ，ＢＢ产活仔数最高，方差分析显示，ＢＢ基因型和
ＡＢ基因型均显著高于ＡＡ基因型（Ｐ＜０．０５）；仔猪平均初生
质量ＢＢ基因型最高，为优势基因型，ＢＢ基因型个体比ＡＡ基
因型个体间平均初生质量高８０ｇ，差异显著（Ｐ＜０．０５）；母猪
泌乳力是基因型ＡＡ＞ＢＢ＞ＡＢ，３种基因型个体之间差异不
显著（Ｐ＞０．０５）。

由表７可知，在宗地花猪母猪群中，总产仔数纯合子高于
杂合子，表现为基因型ＤＤ＞ＣＤ＞ＣＣ，ＤＤ基因型为优势基因
型，总产仔数最高，Ｄ为优势等位基因。方差分析显示，其中
ＤＤ、ＣＤ基因型个体与 ＣＣ基因型个体差异均显著（Ｐ＜
００５），产活仔数表现为基因型 ＤＤ＞ＣＤ＞ＣＣ，ＤＤ产活仔数
最高，ＤＤ基因型个体与ＣＣ、ＣＤ基因型个体差异均显著（Ｐ＜
００５）；仔猪平均初生质量 ＤＤ基因型最高，为优势基因型，
ＤＤ基因型个体与ＣＣ基因型个体间平均初生质量差异显著
（Ｐ＜０．０５），ＤＤ基因型比ＣＣ基因型高７７ｇ；母猪泌乳力是基因
型ＣＣ＞ＤＤ＞ＣＤ，３种基因型个体之间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表６　ＧＤＦ９基因Ｃ１００９Ｔ位点不同基因型与繁殖性状关联性分析

基因型
总产仔数

（头）

产活仔数

（头）

仔猪平均初生质量

（ｇ）
泌乳力

（ｋｇ）

ＡＡ ７．００±０．３８ｂＢ ６．８０±０．３８ｂＡ ８５５±２８ｂＡ ３７．２８９±１．３８７ａＡ
ＡＢ ８．４４±０．４３ａＡＢ ７．７４±０．４４ａＡ ８６９±２８ａｂＡ ３４．９４３±１．５７８ａＡ
ＢＢ ８．６８±０．４４ａＡ ８．０６±０．４５ａＡ ９３５±３０ａＡ ３６．１３０±１．０９０ａＡ

　　注：同列数据后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）。表７同。

表７　ＧＤＦ９基因Ｔ１０１４Ｃ位点不同基因型与繁殖性状关联性分析

基因型
总产仔数

（头）

产活仔数

（头）

仔猪平均初生质量

（ｇ）
泌乳力

（ｋｇ）

ＣＣ ７．２１±０．３５ｂＡ ６．７５±０．３１ｂＡ ８５１±２２ｂＡ ３８．９５８±１．５１４ａＡ
ＣＤ ８．２７±０．３７ａＡ ７．１７±０．３２ｂＡ ８６３±２１ａｂＡ ３４．９４３±１．６０８ａＡ
ＤＤ ８．５９±０．４２ａＡ ８．０６±０．３７ａＡ ９２８±２５ａＡ ３６．１３０±１．５１４ａＡ

３　结论

张璐等研究表明，辽宁黑猪和长白猪的产仔数在不同基

因型之间差异显著，而在大白猪、丹麦猪和杜洛克猪的不同基

因型间差异不显著（Ｐ＞０．０５）［２６］。孟洪莉等研究了猪繁殖
相关基因多态性及其关联性，结果表明，大白猪和长白猪的总
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产仔数和产活仔数均表现出ＡＡ＞ＧＧ＞ＡＧ的趋势，其中长白
经产母猪的ＡＡ和ＧＧ型个体的总产仔数和产活仔数均显著
高于ＡＧ型（Ｐ＜０．０５）［２７］。本研究结果表明：（１）在ＧＤＦ９基
因第２外显子上发现 ２个 ＳＮＰｓ位点，分别是 Ｃ１００９Ｔ和
Ｔ１０１４Ｃ。（２）综合本试验中的产仔数指标，在 Ｃ１００９Ｔ和
Ｔ１０１４Ｃ表现出显著影响，说明ＧＤＦ９基因对宗地花猪产仔数
有显著影响（Ｐ＜０．０５）。ＧＤＦ９基因在 Ｃ１００９Ｔ和 Ｔ１０１４Ｃ位
点的多态性均对宗地花猪的仔猪平均初生质量有显著影响。

（３）母猪总产仔数ＤＤ基因型多于ＤＣ与ＣＣ基因型，ＤＤ基因
型为优势基因型，Ｄ为优势等位基因；ＢＢ基因型在总产仔数、
产活仔数的繁殖性状中多于基因型 ＡＢ、ＡＡ，ＢＢ为优势基因
型，Ｂ为优势等位基因。因此，研究结果表明推测等位基因Ｄ
和等位基因Ｂ可能为宗地花猪总产仔数、产活仔数的有利等
位基因，且ＤＤ基因型和ＢＢ基因型为有利基因型。
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３４（１１）：２３９５－２４０１．

［２４］任丽群，燕志宏，顾丽菊，等．贵州宗地花猪的 ＧＤＦ９基因多态
性及生物信息学分析［Ｊ］．基因组学与应用生物学，２０１５，３４
（１１）：２４０２－２４０７．

［２５］闫　雷，林家栋，燕志宏，等．宗地花猪生长激素基因 ＴａｑⅠ 多
态性及其对屠宰性状的影响［Ｊ］．贵州农业科学，２０１１，３９（５）：
１７０－１７２．　

［２６］张　璐．猪ＢＭＰ１５、ＧＤＦ９和ＦＳＨβ基因的遗传多态性与产仔数
的相关性研究［Ｄ］．保定：河北农业大学，２００９．

［２７］孟洪莉．猪繁殖相关基因多态性检测及其关联分析［Ｄ］．福州：
福建农林大学，
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２０１２．

　　更正　兹有沈阳农业大学郭伟等作者发表于《江苏农业科学》２０１７年第４５卷第１１期７３－７６页的论文《施硅对稻田
稗草光合及生理特性的影响》，由于失误，原作者排序“杨颜熙，耿珍珍，郭　伟，李　晴，李亮亮”存在顺序错误，其中“郭
伟”应为第一作者，正确作者排序为“郭　伟，杨颜熙，耿珍珍，李　晴，李亮亮”。特此更正，并向作者和读者致歉。

《江苏农业科学》编辑部

２０１７年１０月　　

—７２２—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１９期


