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西藏小型猪 陨郧云鄄员 基因的克隆测序分析
王玉珏袁田雨光袁顾为望鄢袁岳敏鄢

渊南方医科大学实验动物中心袁广州摇 缘员园缘员缘冤
摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 克隆西藏小型猪的肝脏组织中的 陨郧云鄄员 基因的 糟阅晕粤 序列袁并与 孕怎遭皂藻凿 中查询到的猪 糟阅鄄
晕粤 进行比对分析遥 方法摇 提取了西藏小型猪肝脏组织的总 砸晕粤袁应用 砸栽鄄孕悦砸 技术扩增了 陨郧云鄄员 基因的 糟阅晕粤 序

列袁将扩增出的片段克隆到 责酝阅员愿鄄栽 载体上袁构建重组质粒 责酝阅员愿鄄栽鄄陨郧云鄄员袁进行测序分析遥 结果摇 克隆出西藏小

型猪肝脏组织中的 陨郧云鄄员 的 糟阅晕粤 序列袁获得了大小为 缘远苑 遭责 长的片段袁编码了 员愿远 个氨基酸袁与 孕怎遭皂藻凿 中查询到

的猪渊晕酝赃圆员源圆缘远郾 员冤的 陨郧云鄄员 基因高度同源袁比对序列发现袁在 源源园尧源缘缘 遭责 处发生了 郧寅粤尧悦寅栽 的突变袁该位点

的突变引起相应编码氨基酸的变化袁分别由组氨酸变成了精氨酸尧亮氨酸转变成了丝氨酸遥 结论摇 为西藏小型猪

的生长发育机制研究提供了分子学依据遥 两个位点的突变引起的氨基酸的改变是否是导致西藏小型猪矮小的原

因袁需要进一步论证遥
揖关键词铱 摇 西藏小型猪曰陨郧云鄄员 基因曰克隆测序
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粤灶葬造赠泽蚤泽 燥枣 贼澡藻 糟造燥灶藻凿 陨郧云鄄员 早藻灶藻 糟阅晕粤 泽藻择怎藻灶糟藻 燥枣 栽蚤遭藻贼 皂蚤灶责蚤早

宰粤晕郧 再怎鄄躁怎藻袁 栽陨粤晕 再怎鄄早怎葬灶早袁 郧哉 宰藻蚤鄄憎葬灶早袁 再哉耘 酝蚤灶
渊蕴葬遭燥则葬贼燥则赠 粤灶蚤皂葬造 悦藻灶贼藻则袁 杂燥怎贼澡藻则灶 酝藻凿蚤糟葬造 哉灶蚤增藻则泽蚤贼赠袁 郧怎葬灶早扎澡燥怎 缘员园缘员缘袁 悦澡蚤灶葬冤

揖粤遭泽贼则葬糟贼铱摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 摇 栽燥 糟燥皂责葬则藻 葬灶凿 葬灶葬造赠扎藻 贼澡藻 泽藻择怎藻灶糟藻 遭藻贼憎藻藻灶 栽蚤遭藻贼 皂蚤灶蚤责蚤早泽 葬灶凿 孕怎遭皂藻凿 责蚤早 渊 晕酝赃
圆员源圆缘远郾 员冤 陨郧云鄄员 糟阅晕粤 遭赠 糟造燥灶蚤灶早 葬灶凿 泽藻择怎藻灶糟蚤灶早 贼澡藻 陨郧云鄄员 早藻灶藻 糟阅晕粤 燥枣 贼澡藻 造蚤增藻则 贼蚤泽泽怎藻 燥枣 栽蚤遭藻贼 皂蚤灶蚤责蚤早泽援 酝藻贼澡燥凿泽
栽燥贼葬造 砸晕粤 憎葬泽 藻曾贼则葬糟贼藻凿 枣则燥皂 栽蚤遭藻贼 皂蚤灶蚤责蚤早 造蚤增藻则 葬灶凿 葬皂责造蚤枣蚤藻凿 贼澡藻 泽藻择怎藻灶糟藻 燥枣 陨郧云鄄员 早藻灶藻 遭赠 砸栽鄄孕悦砸援 栽澡藻 葬皂责造蚤枣蚤藻凿
枣则葬早皂藻灶贼 憎葬泽 糟造燥灶藻凿 蚤灶贼燥 责酝阅员愿鄄栽 增藻糟贼燥则袁 葬灶凿 贼澡藻 则藻糟燥皂遭蚤灶葬灶贼 责造葬泽皂蚤凿 责酝阅员愿鄄栽鄄陨郧云鄄员 憎葬泽 糟燥灶泽贼则怎糟贼藻凿 葬灶凿 泽藻择怎藻灶糟藻凿援
砸藻泽怎造贼泽摇 栽蚤遭藻贼 皂蚤灶蚤责蚤早 陨郧云鄄员 早藻灶藻 枣则葬早皂藻灶贼 糟燥灶贼葬蚤灶蚤灶早 贼澡藻 糟燥凿蚤灶早 则藻早蚤燥灶 燥枣 缘远苑 遭责援 栽澡藻 糟燥凿蚤灶早 则藻早蚤燥灶 藻灶糟燥凿藻凿 员愿远 葬皂蚤灶燥
葬糟蚤凿泽袁 葬灶凿 怨怨豫 憎藻则藻 澡燥皂燥造燥早燥怎泽 糟燥皂责葬则藻凿 憎蚤贼澡 贼澡葬贼 燥枣 贼澡藻 责蚤早 渊晕酝赃圆员源圆缘远郾 员冤 援 悦燥皂责葬则藻凿 憎蚤贼澡 责蚤早 渊晕酝赃圆员源圆缘远郾 员冤袁
憎藻 枣燥怎灶凿 贼澡葬贼 贼澡藻 皂怎贼葬贼蚤燥灶 蚤灶 贼澡藻 源源园 遭责袁 源缘缘 责遭袁 燥糟糟怎则则藻凿 葬贼 郧寅粤袁 悦 寅栽 皂怎贼葬贼蚤燥灶袁 葬灶凿 贼澡藻 糟燥则则藻泽责燥灶凿蚤灶早 葬皂蚤灶燥 葬糟蚤凿泽
憎藻则藻 糟澡葬灶早藻凿袁 澡蚤泽贼蚤凿蚤灶藻寅葬则早蚤灶蚤灶藻 葬灶凿 造藻怎糟蚤灶藻寅泽藻则蚤灶藻袁 则藻泽责藻糟贼蚤增藻造赠援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶泽 摇 栽澡藻 则藻泽怎造贼泽 燥枣 贼澡蚤泽 泽贼怎凿赠 责则燥增蚤凿藻 葬
皂燥造藻糟怎造葬则 遭葬泽蚤泽 枣燥则 遭则藻藻凿蚤灶早 则藻泽藻葬则糟澡援 宰澡藻贼澡藻则 贼澡藻 皂怎贼葬贼蚤燥灶 葬贼 贼澡藻 贼憎燥 泽蚤贼藻泽 糟澡葬灶早藻泽 贼澡藻 责则燥贼藻蚤灶 枣怎灶糟贼蚤燥灶 葬灶凿 遭燥凿赠 泽蚤扎藻 燥则
灶燥贼 灶藻藻凿 贼燥 遭藻 枣怎则贼澡藻则 泽贼怎凿蚤藻凿援

揖运藻赠 憎燥则凿泽铱摇 栽蚤遭藻贼 皂蚤灶蚤责蚤早曰 陨郧云鄄员 早藻灶藻曰 悦造燥灶蚤灶早曰 杂藻择怎藻灶糟蚤灶早

摇 摇 胰岛素样生长因子鄄员渊 蚤灶泽怎造蚤灶鄄造蚤噪藻 早则燥憎贼澡 枣葬糟贼燥则鄄
员袁陨郧云鄄员冤是调控动物机体生长尧发育和代谢的一个

重要因子袁陨郧云鄄员 主要介导生长激素发挥促生长作

用咱员暂 遥 猪 陨郧云鄄员 基因被定位于第 缘 号染色体的 择圆猿
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耀 圆源 区域咱圆暂 袁由 远 个外显子和 缘 个内含子组成袁全
长 愿园 噪遭咱猿暂 遥 研究表明 陨郧云鄄员 基因可作为影响猪生

长性状的候选基因咱源鄄远暂 遥
本研究中的西藏小型猪袁来源于青藏高原尧海拔

圆缘园园 耀 源猿园园 皂 的农区和半农牧区袁是唯一能够适应

高海拔气候和以放牧为主的猪种袁封闭的地理环境

使西藏小型猪保存了非常纯正的品种资源遥 本课题

组于 圆园园源 年将西藏小型猪从西藏引进至广州袁目前

已完成风土驯化及实验动物化研究袁并开展了相关

动物模型尧药物实验及转基因克隆等研究遥 从免疫

学尧遗传学研究发现袁该品系具有独特的免疫相关指

标和遗传特征袁加上其独特的外形袁是一种优良的实

验用小型猪品种咱苑暂 遥 西藏小型猪成年体重仅有 圆缘
耀源园 噪早袁是商业肉猪体重的 员缘豫 耀圆园豫 遥 因此西藏

小型猪具有体型较小的特点袁本实验对西藏小型猪

的生长相关性基因 陨郧云鄄员 基因进行了克隆和测序分

析袁为西藏小型猪的体型较小提供分子理论依据遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 实验动物
远 月龄西藏小型猪肝脏组织取自南方医科大学

实验动物中心咱杂悦载运渊粤冤圆园员员鄄园园员缘暂袁麻醉后袁活
体取部分肝脏袁放入去 砸晕粤 酶的 员郾 缘 皂蕴 耘孕 管中袁
做好标记后立即放入液氮中保存备用遥
员郾 圆摇 实验方法

提取了西藏小型猪肝脏组织的总 砸晕粤袁应用
砸栽鄄孕悦砸 技术分别扩增 陨郧云鄄员 基因的全序列袁将这些
基因分别克隆到 责酝阅员愿鄄栽 载体上袁构建重组质粒
责酝阅员愿鄄栽鄄陨郧云鄄员袁进行测序分析遥
员郾 圆郾 员摇 引物设计

根据 郧藻灶月葬灶噪 中猪 陨郧云鄄员 基因的序列 渊 郧藻灶藻
粤糟糟藻泽泽蚤燥灶 晕燥援 院晕酝赃圆员源圆缘远郾 员冤袁运用引物设计软件
孕则蚤皂藻则 缘郾 园 设计特异性引物袁由宝生物工程渊大连冤
有限公司合成遥

引物如下所示院 哉责渊 孕员冤院缘爷鄄 栽粤悦粤粤郧郧栽栽粤鄄
粤郧粤栽郧悦粤悦粤栽悦粤悦粤栽悦悦栽悦栽 鄄猿爷遥 阅燥憎灶 渊 孕圆冤院缘爷鄄
悦郧郧郧粤粤栽郧栽栽栽粤悦栽栽郧栽郧栽粤栽栽栽悦粤栽栽郧郧郧 鄄猿爷遥
员郾 圆郾 圆摇 陨郧云鄄员 基因的 孕悦砸 扩增

以西藏小型猪肝脏组织的 糟阅晕粤 为模板袁使用
栽葬择 酶尧即用型高保真 孕悦砸 试剂盒进行 孕悦砸 扩增遥

反应程序院怨源益 缘 皂蚤灶袁渊怨源益 猿园 泽袁远源益 耀 缘圆益
猿园 泽袁苑圆益 源园 泽冤每个循环降一度退火温度袁渊怨源益
猿园 泽袁缘远益 猿园 泽袁苑圆益 源园 泽冤 伊 员远 循环袁暂停 孕悦砸 仪袁
加入 园郾 圆 滋蕴 栽葬择 酶袁苑圆益 员园 皂蚤灶 源益遥
员郾 圆郾 猿摇 孕悦砸 产物的克隆

纯化后采用北京天恩泽基因科技有限公司一站

式 粤栽 克隆试剂盒渊悦粤栽裕怨园愿园员粤鄄圆园冤进行克隆遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 陨郧云鄄员 基因 孕悦砸 电泳结果摇 见图 员遥

注院泳道 粤院阅蕴圆园园园 阅晕粤 皂葬则噪藻则曰泳道 月院陨郧云鄄员 基因的扩增

产物遥
摇 摇 图 员摇 陨郧云鄄员 基因 孕悦砸 电泳结果
晕燥贼藻院 蕴葬灶藻 粤院 阅蕴圆园园园 阅晕粤 皂葬则噪藻则曰蕴葬灶藻 月院 孕悦砸 葬皂责造蚤枣蚤糟葬鄄
贼蚤燥灶 责则燥凿怎糟贼泽 燥枣 陨郧云鄄员 早藻灶藻援
摇 摇 云蚤早援 员 摇 栽澡藻 孕悦砸 葬皂责造蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 责则燥凿怎糟贼泽 燥枣 陨郧云鄄员
早藻灶藻 燥枣 贼澡藻 栽蚤遭藻贼 皂蚤灶蚤责蚤早

圆郾 圆摇 西藏小型猪 陨郧云鄄员 基因序列分析
所获得的西藏小型猪 陨郧云鄄员 基因的片段包含编

码区 缘远苑 遭责袁该编码区编码了 员愿远 个氨基酸袁将该基
因的编码区在 晕悦月陨 网站渊 澡贼贼责院 辕 辕 憎憎憎援 灶糟遭蚤援 灶造皂援
灶蚤澡援 早燥增冤 郧藻灶月葬灶噪 中进行同源性搜索袁与猪渊晕酝赃
圆员源圆缘远郾 员冤的 陨郧云鄄员 基因高度同源达 怨怨豫 袁与小鼠
渊 粤云源源园远怨源郾 员 冤尧 绵 羊 渊 匀匝圆愿缘愿远缘郾 员 冤尧 马
渊耘哉园员愿源缘怨郾 员 冤 牛 渊 月悦员圆远愿园圆郾 员 冤 分别具有 愿怨豫 尧
怨源豫 尧怨源豫 尧怨源豫的同源性遥

利用 蕴葬泽藻则早藻灶藻 生物信息软件将西藏小型猪
陨郧云鄄员 基因的编码区与 郧藻灶月葬灶噪 中搜索到猪的 陨郧云鄄
员 基因的 糟阅晕粤 序列进行比对分析渊见图 圆冤发现袁在
源源园 遭责尧源缘缘 责遭 处发生了 郧寅粤尧悦寅栽 的突变袁该位
点的突变引起相应编码氨基酸的变化袁分别由组氨
酸变成了精氨酸尧亮氨酸转变成了丝氨酸渊见图 猿冤遥
猿摇 讨论

胰岛素样生长因子鄄员 在各种细胞和组织中表
达袁是一种细胞生长尧子宫内发育和出生后生长的必
需因子遥 人和小鼠 陨郧云鄄员 的缺失则会引起宫内和出
生后的生长延迟尧围产期死亡和骨骼尧肌肉及生殖系
统的发育缺陷遥 郧匀 促进出生后生长有几种模式袁
郧匀 可以作用于肝脏袁来刺激 陨郧云鄄员 的合成和分泌袁
陨郧云鄄员 可以进入靶组织发挥作用遥 郧匀 也可以通过

苑源
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注院栽蚤遭藻贼院西藏小型猪曰 陨郧云鄄员院责怎遭皂藻凿 查询猪遥
摇 摇 图 猿摇 不同品种猪 陨郧云鄄员 氨基酸的序列比对
晕燥贼藻援 栽蚤遭藻贼院 栽蚤遭藻贼 皂蚤灶蚤鄄责蚤早曰陨郧云鄄员院 孕怎遭皂藻凿 渊晕酝赃圆员源圆缘远郾 员冤
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局部生产 陨郧云鄄员 直接刺激骨骼的纵向生长遥 反之袁
陨郧云鄄员 也可以调节 郧匀 的作用咱愿暂 遥

将该基因的编码区与猪 渊 晕酝 赃圆员源圆缘远郾 员冤 的
陨郧云鄄员 基因进行比对分析袁发现高度同源达 怨怨豫 袁与
小 鼠 渊 粤云源源园远怨源郾 员 冤尧 绵 羊 渊 匀匝圆愿缘愿远缘郾 员 冤尧 马
渊耘哉园员愿源缘怨郾 员 冤 牛 渊 月悦员圆远愿园圆郾 员 冤 分别具有 愿怨豫 尧
怨源豫 尧怨源豫 尧怨源豫 的同源性遥 说明西藏小型猪与绵
羊尧马尧牛亲缘关系较近袁与小鼠亲缘关系较远遥

本研究中袁西藏小型猪 陨郧云鄄员 基因的编码区与
郧藻灶月葬灶噪 中搜索到猪的 陨郧云鄄员 基因的 糟阅晕粤 序列进
行比对分析袁发现了在 源源园 遭责尧源缘缘 责遭 处发生了 郧寅
粤尧悦寅栽 的突变袁该位点的突变引起相应编码氨基
酸的变化袁分别由组氨酸变成了精氨酸尧亮氨酸转变
成了丝氨酸遥 具体该位点的突变是否导致蛋白质功
能的改变有待于进一步研究遥
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