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对大白猪产仔数和启动子活性的影响
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(南京农业大学动物科技学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本文旨在研究大白猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子突变位点多态性与产仔数性状的关系及潜在机制ꎬ为母

猪繁殖性状的分子育种提供新的潜在遗传标记ꎮ [方法]利用混池测序技术筛选猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子突变位

点ꎬ直接测序法对大白猪群体(ｎ＝ ３４５)ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇突变位点进行基因分型ꎬ计算遗传多样性ꎻ用线性模型对突

变位点多态性与产仔数性状进行关联性分析ꎻ构建不同等位基因类型启动子载体ꎬ转染猪卵巢颗粒细胞ꎬ通过检测荧光素

酶活性分析突变对启动子活性的影响ꎻ用生物信息学方法预测不同等位基因类型启动子潜在结合的差异转录因子ꎬ用荧光

素酶活性分析差异转录因子对不同等位基因类型启动子活性的影响ꎮ [结果]在猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子－６４８ ｎｔ
(Ｃｈｒ.２ꎬ６５ ３０７ ４６９ ｎｔ)处发现 １ 个新的 Ｇ / Ａ 突变ꎬ命名为 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａꎮ 在大白猪群体中发现 ３ 种基因型(ＧＧ、ＧＡ 和

ＡＡ)ꎬ其中 ＧＧ 为优势基因型(８９.５７％)ꎬＧ 等位基因为优势等位基因(９４.６４％)ꎮ 关联性分析发现ꎬＧＡ 基因型母猪的总产仔

数(ＴＮＢ)比 ＧＧ 基因型母猪每胎高 ０.５６ 头(Ｐ<０.０５)ꎮ 荧光素酶活性分析结果显示 Ｇ 等位基因类型启动子活性显著高于 Ａ
等位基因类型(Ｐ<０.０５)ꎮ 在不同等位基因类型启动子间发现 １ 个潜在结合的差异转录因子死亡相关蛋白 １(ＴＨＡＰ１)ꎬ成
功构建猪 ＴＨＡＰ１ 基因过表达载体ꎬ共转试验结果显示转录因子 ＴＨＡＰ１ 对不同等位基因类型启动子活性均无显著影响(Ｐ>
０.０５)ꎮ [结论]ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣２４ 是大白猪产仔数性状的候选基因ꎬｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变抑制 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基

因簇的启动子活性ꎬ但与转录因子 ＴＨＡＰ１ 无关ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｅ ｐａｐｅｒ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ ｇｅｎｅ
ｃｌｕｓｔｅｒ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｔｒａｉｔｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ Ｌａｒｇｅ Ｗｈｉｔｅ ｓｏｗꎬａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｔｒａｉｔｓ ｉｎ ｓｏｗ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｅ ｐｏｏｌｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｆｏｒ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒꎬａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ ａ Ｌａｒｇｅ Ｗｈｉｔｅ ｓｏｗｓ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ(ｎ＝３４５) . Ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ａｎｄ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｔｒａｉｔｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ａ ｌｉｎｅａｒ ｍｏｄｅｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｌｅｌｉｃ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ(ＧＣ)ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｒｉａｎｔｓ ｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｌｅｌｉｃ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎬａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｌｅｌｉｃ
ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ａ ｎｏｖｅｌ Ｇ / Ａ ｖａｒｉａｎｔꎬｎａｍｅｄ ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａꎬｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｔ －６４８ ｎｔ
(Ｃｈｒ. ２ꎬ６５ ３０７ ４６９ ｎｔ) ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ. Ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ(ＧＧꎬＧＡ ａｎｄ ＡＡ)ｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｌａｒｇｅ Ｗｈｉｔｅ ｓｏｗ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎꎬｏｆ ｗｈｉｃｈ ＧＧ ｗａｓ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅ(８９.５７％)ａｎｄ ｔｈｅ Ｇ ａｌｌｅｌｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ａｌｌｅｌｅ
(９４.６４％) . Ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｂｏｒｎ(ＴＮＢ) ｏｆ ｓｏｗｓ ｗｉｔｈ ＧＡ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｗａｓ ０.５６ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｓｏｗｓ ｗｉｔｈ ＧＧ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｐｅｒ ｌｉｔｔｅｒ(Ｐ<０.０５) . Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｇ
ａｌｌｅｌｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ａ ａｌｌｅｌｅ(Ｐ<０.０５) . Ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
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ｔｈａｎａｔｏｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １(ＴＨＡＰ１)ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｇ ａｌｌｅｌｅꎬｂｕｔ ｎｏｔ Ａ ａｌｌｅｌｅꎬａｎｄ ａ ｐｏｒｃｉｎｅ ＴＨＡＰ１
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＴＨＡＰ１ ｈａｄ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｇ ｏｒ Ａ ａｌｌｅｌｅｓ(Ｐ>０.０５) . [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｅ ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ ｇｅｎｅ
ｃｌｕｓｔｅｒ ｗａｓ ａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｆｏｒ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｔｒａｉｔｓ ｉｎ Ｌａｒｇｅ Ｗｈｉｔｅ ｓｏｗ. Ｔｈｅ ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒꎬｂｕｔ ｗａｓ ｎｏｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＴＨＡＰ１.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｌａｒｇｅ Ｗｈｉｔｅ ｓｏｗꎻｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒꎻｖａｒｉａｎｔꎻｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｔｒａｉｔｓꎻｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ

作为一类广泛分布于各种细胞和组织中的内源性非编码 ＲＮＡꎬ微小 ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)一般通过其自身种

子序列(ｓｅｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)直接与靶 ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 或启动子结合ꎬ参与调控机体一系列重要的生理过

程[１]ꎮ 在家畜中ꎬ研究证实 ｍｉＲＮＡ 与重要经济性状相关的细胞功能密切相关[２－４]ꎮ 例如ꎬｍｉＲ￣１０６[５] 和

ｍｉＲ￣２２１[６]被证实分别参与调控乳腺上皮细胞的脂质代谢及增殖ꎬ进而影响奶牛的泌乳量和乳脂率ꎻ
ｍｉＲ￣１４３[７]和 ｍｉＲ￣２６ａ[８]参与调控真皮毛乳头细胞的增殖ꎬ与羊毛生长和羊毛卷曲表型相关ꎻｍｉＲ￣２３ｂ[９]和

ｍｉＲ￣５０３[１０]通过调控前体脂肪细胞的分化ꎬ影响猪肉品质的重要指标肌肉脂肪含量和背膘厚度ꎮ 基于

ｍｉＲＮＡ 在家畜重要经济性状相关细胞功能中的调控作用ꎬ科学家们开始探索 ｍｉＲＮＡ 及其变异位点作为

家畜重要经济性状分子育种的遗传标记的可行性[１１]ꎮ Ｃａｒｄｏｓｏ 等[１２] 通过多组学(包括全基因组、转录组

和蛋白组)联合分析发现ꎬｂｔａ￣ｍｉＲ￣２４１９￣３ｐ、ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１９３ａ￣２ 和 ｂｔａ￣ｍｉＲ￣１２９１基因上含有牛肉脂肪酸含量显

著关联的单核苷酸变异(ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎꎬＳＮＶ)ꎬ是控制牛肉脂肪酸组成的候选基因ꎮ 在牛和山

羊中ꎬ利用生物信息学方法分别发现 ４ ６７９ 个和 １２７ 个 ｍｉＲＮＡ 基因的遗传变异位点位于产乳量性状基因

座中[１３]ꎮ 但是ꎬ与蛋白编码基因相比ꎬｍｉＲＮＡ 上发现的变异位点较少ꎬ而已被证实与家畜重要经济性状

显著关联的变异位点更少[１４－１５]ꎮ 前人研究发现 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 簇的 ３ 个成员(ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２７ａ 和

ｍｉＲ￣２４)均位于猪繁殖性状 ＱＴＬ 内[１６－１７]ꎬ且本课题组前期研究证实 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 簇为猪卵巢颗粒细胞

(ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌꎬＧＣ)中的凋亡诱导因子[１８]ꎮ 本研究拟以 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇为潜在的候选基因ꎬ筛选

大白猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子 ＳＮＶꎬ分析 ＳＮＶ 对大白猪繁殖性能的影响及其潜在的分子机制ꎬ为
进一步评估 ｍｉＲ￣２３ａ、ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣２４ 作为大白猪繁殖性状候选基因的可行性提供试验依据ꎬ并筛选可

用于大白猪繁殖性状分子育种的可靠遗传标记ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 生物信息学分析

猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇的启动子序列(１００３１６５９８ꎬＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ)ꎬ以及猪(１００６２１９２５)、人(５５１４５)、小
鼠(７３７５４)、牛(５３８６１５)和羊(１０１１１９７９０)等物种死亡相关蛋白 １( ｔｈａｎａｔｏｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬＴＨＡＰ１)基
因编码区(ＣＤＳ)序列均从 ＮＣＢＩ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )中获得ꎮ 启动子潜在结合的转录

因子由 ＪＡＳＰＡＲ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｊａｓｐａｒ.ｇｅｎｅｒｅｇ.ｎｅｔ / )预测ꎮ
１.２　 ＤＮＡ 提取、ＳＮＶ 筛选与基因分型

从江苏康乐农牧有限公司随机抽取 ３４５ 头有繁殖性状记录的大白母猪的耳组织样ꎬ将耳组织样剪碎

后ꎬ用含蛋白酶 Ｋ 的 ＤＮＡ 裂解缓冲液消化 １２ ｈ 后依次添加 Ｔｒｉｓ 饱和酚、氯仿、异戊醇和无水乙醇提取样

品 ＤＮＡꎬ最终提取的 ＤＮＡ 稀释至 ５０ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ作为 ＤＮＡ 模板ꎮ 用表 １ 中的引物对混池 ＤＮＡ 及单个样品
表 １　 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因或载体
Ｇｅｎｅ ｏｒ ｖｅｃｔｏｒｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

产物长度 / ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

用途
Ｕｓａｇｅ

ｍｉＲ￣
２３ａ / ２７ａ / ２４

Ｆ:ＧＡＡＡＣＴＧＡＧＧＣＴＴＡＡＡＧＧＧ
Ｒ:ＡＧＧＡＡＣＴＣＣＣＡＡＡＧＣＣＡＧＧＧ ５８ ３７０ 扩增

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐＧＬ３￣Ｇ / Ｔ Ｆ:ＣＧＧＣＴＡＧＣＣＧＡＧＧＧＣＡＣＣＧＡＧＴＴＴＴＣＡＴ
Ｒ:ＣＣＣＴＣＧＡＧＧＧＡＣＣＣＡＧＡＣＴＣＡＡＧＧＴＧＣＡ ５３ １９７ 载体构建

Ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ｐｃＤＮＡ３.１￣
ＴＨＡＰ１

Ｆ:ＣＧＧＣＴＡＧＣＣＧＡＧＧＡＴＧＧＴＧＣＡＧＴＣＣＴＧＴＴ
Ｒ:ＣＣＣＴＣＧＡＧＧＧＣＡＣＴＴＴＴＣＡＣＧＣＴＧＧＴＡＣＴＴ ５４ ６５１ 载体构建

Ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ＴＨＡＰ１ Ｆ:ＴＧＣＴＴＣＡＡＧＡＧＧＧＡＧＴＧ / Ｒ:ＧＣＧＴＣＡＡＣＣＴＧＧＧＡＡＡＴ ６０ ２２１ 荧光定量 ＰＣＲ　 ｑＰＣＲ
ＧＡＰＤＨ Ｆ:ＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＧＧＴＣＣＡＴ / Ｒ:ＴＣＡＧＡＴＣＣＡＣＡＡＣＣＧＡＣＡＣＧＴ ６０ １６３ 荧光定量 ＰＣＲ　 ｑＰＣＲ

　 　 注:下划线部分为限制性内切酶 ＮｈｅⅠ(上游引物)和 ＸｈｏⅠ(下游引物)的酶切位点ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｐａｒｔ ｉｓ ｔｈｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ＮｈｅⅠ(ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ)ａｎｄ ＸｈｏⅠ(ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ) .

５３３



南　 京　 农　 业　 大　 学　 学　 报 第 ４７ 卷

ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增、测序和筛选 ＳＮＶꎬ并对 ＳＮＶ 进行基因分型ꎮ ＤＮＡ 混池、ＰＣＲ 扩增、测序、筛选 ＳＮＶ 和

基因分型方法见文献[１９]ꎮ
１.３　 关联分析

利用 ＳＡＳ ｖ９.２ 软件的 ＧＬＭ 程序分析 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇多态性与母猪繁殖性状的关系ꎮ 具体模

型:ｙｉｋｌｍｎ ＝μ＋ａｉ＋ｂｋ＋ｃｌ＋ｄｍ＋ｅｉｋｌｍｎꎮ 式中:ｙ 为繁殖性状观察值ꎻμ 为所有个体的平均值ꎻａｉ 为季节效应ꎻｂｋ 为

胎次效应ꎻｃｌ 为日龄效应ꎻｄｍ 为基因型效应ꎻｅｉｋｌｍｎ为随机误差ꎮ
１.４　 质粒构建

设计含酶切位点的特异性引物ꎬ从猪 ＤＮＡ 中扩增出含变异位点不同等位基因类型的 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ /
２４ 基因簇启动子片段ꎬ经纯化、酶切和连接等步骤ꎬ克隆至 ｐＧＬ３￣ｂａｓｉｃ 载体(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎬ构建双荧光

素酶报告载体ꎮ 扩增猪 ＴＨＡＰ１ 的 ＣＤＳ 区片段ꎬ经纯化、酶切和连接等步骤ꎬ克隆至 ｐｃＤＮＡ３. １ 载体

(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎬ构建过表达载体ꎮ 构建载体用的引物见表 １ꎮ
１.５　 ＧＣ 培养与转染

用生理盐水(含 １ ｇ􀅰Ｌ－１庆大霉素)和 ７５％乙醇交替洗涤当天采集的猪新鲜卵巢 ３ ~ ５ 次ꎬ直至液体清

澈ꎮ 抽取洗净卵巢中 ３~５ ｍｍ(直径)健康卵泡的卵泡液ꎬ收集至离心管中ꎬ１ ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ弃去

卵泡液ꎮ ＧＣ 使用预热的 ＰＢＳ 清洗 ２ 次后ꎬ弃去 ＰＢＳꎮ 使用 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基(含 １５％胎牛血清和

１０ ｇ􀅰Ｌ－１青链霉素)重悬 ＧＣꎬ接种至细胞培养板中ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中培养ꎮ ３６ ｈ 后按照

ＨｉｇｈＧｅｎｅ(Ａｂｃｌｏｎａｌ 公司)说明书将质粒转染到 ＧＣ 中ꎮ
１.６　 荧光素酶活性分析

转染质粒 ２４ ｈ 后根据荧光素酶报告基因试剂盒(南京诺维赞)说明书收集样品ꎬ使用发光检测仪检测

样品中的萤火虫荧光与海肾荧光ꎮ 样品的相对荧光值为萤火虫荧光值与海肾荧光值的比值ꎮ
１.７　 ＲＮＡ 提取与荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)

收集转染后的 ＧＣ 按 ＴＲＩｚｏｌ 试剂(南京诺维赞)说明书中的步骤提取总 ＲＮＡꎬ经 ４×ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ Ｍｉｘ 去

除 ＤＮＡ 后ꎬ用 ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡＱ Ｓｅｌｅｃｔ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 反转录成 ｃＤＮＡꎮ 用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｋｉｔ(南京诺维

赞)进行荧光定量检测ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ反应体系和具体步骤见文献[１９]ꎮ 用 ２－ΔΔＣＴ方法计算基因

相对表达水平ꎮ 定量引物信息见表 １ꎮ
１.８　 数据处理与分析

数据均以平均数±标准误(􀭰ｘ±ＳＥ)的形式呈现ꎮ 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件对数据进行统计分析和制

图ꎬ用 ｔ 检验进行差异显著性比较ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 大白猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位点鉴定与多态性分析

利用池 ＤＮＡ 测序在大白猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子－６４８ ｎｔ(Ｃｈｒ.２ꎬ６５ ３０７ ４６９ ｎｔ)处发现了

１ 个新的变异位点ꎬ为 Ｇ / Ａ 单碱基突变ꎬ命名为 ｇ.６５３０７４６９８Ｇ>Ａ(图 １－Ａ)ꎮ 利用直接测序法对 ３４５ 头大白

母猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位点进行分型ꎮ 结果显示ꎬ大白猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇

启动子 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位点存在 ３ 种基因型(ＧＧ、ＧＡ 和 ＡＡ)(图 １－Ｂ)ꎮ 进一步分析发现ꎬ这 ３ 种基因型

(ＧＧ、ＧＡ 和 ＡＡ)的基因型频率分别为 ８９.５７％(３０９ / ３４５)、１０.１４％(３５ / ３４５)和 ０.２９％(１ / ３４５)(图 １－Ｃ)ꎬ可
见 ＧＧ 基因型为优势基因型ꎮ 另外ꎬ２ 个等位基因中 Ｇ 等位基因频率为 ９４.６４％ꎬＡ 等位基因频率仅为

５.３６％ꎬ表明 Ｇ 是优势等位基因(图 １－Ｄ)ꎮ
２.２　 大白猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位点遗传多样性

遗传多样性分析结果显示ꎬ大白猪群体 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位点的杂合度(Ｈｅ)
为 ０.１０１ ４ꎬ多态信息含量(ＰＩＣ)为 ０.０９６ ３ꎬ提示该位点变异程度较低ꎬ为低度多态性位点(ＰＩＣ<０.２５)ꎮ 大

白猪群体中 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位点的 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检验的 χ２ 值为 ０.０１５
(Ｐ>０.０５)ꎬ处于 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态ꎮ
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图 １　 大白猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位点多态性分析

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ ｏｆ ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ ｃｌｕｓｔｅｒ ｉｎ Ｌａｒｇｅ Ｗｈｉｔｅ ｓｏｗ
Ａ. ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位置示意图ꎻＢ 测序峰图ꎻＣ.基因型频率ꎻＤ. 等位基因频率ꎮ
Ａ. Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ ｐｏｓｉｔｉｏｎꎻＢ. Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｅａｋ ｍａｐꎻＣ. Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙꎻＤ. Ａｌｌｅｌｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ.

图 ２　 大白猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位点多态性与产仔数性状的关联分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｆ ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ ｉｎ ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４
ｃｌｕｓｔｅｒ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｔｒａｉｔｓ ｉｎ Ｌａｒｇｅ Ｗｈｉｔｅ ｓｏｗ

∗Ｐ<０.０５.

２.３　 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位点多态性与大白猪产仔数性状的关联性分析

为了解 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 多态性与大白猪产仔数性状的关系ꎬ采用混合模型

进行了关联性分析ꎮ 从图 ２ 可以看出:在大白猪群体(ｎ ＝ ３４５)中ꎬＧＡ 基因型母猪的总产仔数(ＴＮＢ)显著

高于 ＧＧ 基因型母猪ꎮ ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 多态性与其他繁殖性状包括产活仔数

(ＮＢＡ)、健仔数(ＮＳＰ)、死胎数(ＮＳＢ)和木乃伊胎(ＭＭ)之间均没有显著关联ꎮ 上述结果表明ꎬｍｉＲ￣２３ａ、
ｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣２４ 是母猪繁殖力性状的候选 ｍｉＲＮＡꎮ 由于 ＡＡ 基因型母猪只有 １ 头ꎬ没有纳入关联性分

析中ꎬ但其每胎总产仔数(ＴＮＢ)(１４.２６ 头)比 ＧＧ 基因型母猪多 ０.９７ 头ꎬ比 ＧＡ 型基因型母猪多 ０.４１ 头ꎮ
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２.４　 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位点突变影响猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子活性

为了进一步确定 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变是否影响猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子活性ꎬ本研究构建

了 ２ 个等位基因类型启动子报告载体 ｐＧＬ３￣Ｇ 和 ｐＧＬ３￣Ａ(图 ３－Ａ)ꎮ 荧光素酶活性分析结果显示ꎬ在猪

ＧＣ 中ꎬＧ 等位基因类型启动子报告载体的荧光素酶活性极显著高于 Ａ 等位基因类型(图 ３－Ｂ)ꎬ表明

ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变通过影响启动子活性影响猪 ＧＣ 中 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇的转录ꎬ进而影响大白猪

繁殖力(即总产仔数)ꎮ

图 ３　 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变对 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子活性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ ｃｌｕｓｔｅｒ
　 　 Ａ. ｐＧＬ３￣Ｇ 和 ｐＧＬ３￣Ａ 载体构建示意图ꎻＢ. ｐＧＬ３￣Ｇ 和 ｐＧＬ３￣Ａ 的荧光素酶活性检测ꎮ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ下同ꎮ

Ａ. Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐＧＬ３￣Ｇ ａｎｄ ｐＧＬ３￣Ａ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎꎻＢ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐＧＬ３￣Ｇ ａｎｄ ｐＧＬ３￣Ａ.
∗∗Ｐ<０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 猪 ＴＨＡＰ１ 基因过表达载体的构建与验证

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｐｏｒｃｉｎｅ ＴＨＡＰ１
　 　 Ａ. ＪＡＳＰＡＲ 预测 ２ 种等位基因类型启动子上转录因子 ＴＨＡＰ１ 结合位点ꎻＢ. 猪 ＴＨＡＰ１ 基因 ＣＤＳ 核苷酸序列ꎻＣ. 多物种 ＴＨＡＰ１ 蛋

白 ＤＮＡ 结构域比对ꎻＤ. ＴＨＡＰ１ 过表达载体效率验证ꎮ ＮＣ:ｐｃＤＮＡ３.１ꎻＴＨＡＰ１ＯＥ:ｐｃＤＮＡ３.１￣ＴＨＡＰ１ꎮ 下同ꎮ
Ａ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＴＨＡＰ１ ｉｎ ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ ｃｌｕｓｔｅｒ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｗｉｔｈ ａｌｌｅｌｅ Ｇ ａｎｄ ａｌｌｅｌｅ Ａ ｂｙ ｕｓｉｎｇ

ＪＡＳＰＡＲꎻＢ. Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＴＨＡＰ１ ＣＤＳ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｉｇꎻ Ｃ. Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＤＮＡ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＴＨＡＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｏｎｇ ｍｕｌｔｉｓｐｅｃｉｅｓꎻ

Ｄ. Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＨＡＰ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ. ＮＣ:ｐｃＤＮＡ３.１ꎻＴＨＡＰ１ＯＥ:ｐｃＤＮＡ３.１￣ＴＨＡＰ１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.５　 猪 ＴＨＡＰ１ 基因编码区序列克隆与过表达载体构建

为了研究 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变抑制猪 ＧＣ 中 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇转录活性的机制ꎬ预测了 ２ 种等

位基因类型启动子上潜在结合的转录因子ꎮ 结果发现:转录因子 ＴＨＡＰ１ 的潜在结合元件(ＴＨＡＰ１￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ｅｌｅｍｅｎｔꎬＴＢＥ)仅存在于猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇 Ｇ 等位基因类型启动子上 (图 ４ －Ａ)ꎮ 为了验证

ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变是否影响转录因子 ＴＨＡＰ１ 对 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇转录活性的调控ꎬ构建猪 ＴＨＡＰ１
基因过表达载体ꎮ 首先ꎬ克隆了大白猪 ＴＨＡＰ１ 基因 ＣＤＳ 序列ꎬ结果发现大白猪 ＴＨＡＰ１ 基因 ＣＤＳ 序列长度

为 ６４２ ｂｐꎬ与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中杜洛克猪参考基因组相应序列的一致性为 １００％(图 ４－Ｂ)ꎻ编码蛋白含有

２１２ 个氨基酸ꎬＤＮＡ 结合域(ＴＨＡＰ 结构域ꎬ４~ ８２ ａａ)在哺乳动物中高度保守(图 ４－Ｃ)ꎮ 其次ꎬ将大白猪
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图 ５　 转录因子 ＴＨＡＰ１ 对不同等位基因型 ｍｉＲ￣
２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子活性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＴＨＡＰ１ ｏｎ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ ｃｌｕｓｔｅｒ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｌｅｌｅｓ

ＴＨＡＰ１ 基因 ＣＤＳ 序列克隆到 ｐｃＤＮＡ３.１ 载体ꎬ经测序

确认 成 功 构 建 了 猪 ＴＨＡＰ１ 基 因 的 过 表 达 载 体

ｐｃＤＮＡ３.１￣ＴＨＡＰ１ꎮ 最后ꎬ将 ｐｃＤＮＡ３. １￣ＴＨＡＰ１ 转染

ＧＣꎬ结果显示 ＧＣ 中 ＴＨＡＰ１ 基因表达水平极显著增加

(图 ４－Ｄ)ꎮ
２.６　 转录因子 ＴＨＡＰ１ 对不同等位基因类型 ｍｉＲ￣
２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子活性的影响

　 　 为了进一步分析转录因子 ＴＨＡＰ１ 是否参与了

ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变对 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动

子活性的抑制ꎬ将 ｐｃＤＮＡ３. １￣ＴＨＡＰ１ 分别与 ｐＧＬ３￣Ｇ
和 ｐＧＬ３￣Ａ 共转 ＧＣꎮ 荧光素酶活性分析显示ꎬ转录因

子 ＴＨＡＰ１ 对 ２ 种等位基因类型动子区的活性均无显

著影响 (图 ５)ꎬ表明 ＴＨＡＰ１ 不是调控猪 ｍｉＲ￣２３ａ /
２７ａ / ２４ 基因簇的转录因子ꎬ与 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变

抑制 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子活性无关ꎮ

３　 讨论

母畜的繁殖力决定了养殖业经济效益ꎮ 越来越多的证据表明ꎬ雌性家畜生殖的重要生理过程均受

ｍｉＲＮＡ 调控ꎬ如排卵、胚胎发育和激素分泌等[２０－２１]ꎮ 例如ꎬｍｉＲ￣５７４ 通过靶向卵丘细胞中的透明质酸合酶

２(ＨＡＳ２)ꎬ抑制猪卵母细胞成熟[２２]ꎮ ｍｉＲ￣７ 在猪垂体中高度表达ꎬ介导去甲肾上腺素(ＮＥ)调节卵泡刺激

素(ＦＳＨ)和黄体生成素(ＬＨ)分泌ꎬ进而影响性成熟和生殖功能[２３]ꎮ 虽然 ｍｉＲＮＡ 与蛋白编码基因一样在

哺乳动物雌性生殖中发挥重要的调控作用ꎬ如敲除单个 ｍｉＲＮＡ 同样会引起卵泡发育和排卵障碍、妊娠失

败和繁殖力下降等[２４－２５]ꎬ但目前鉴定的母畜繁殖力性状的关键候选基因还主要是蛋白编码基因ꎬ相应的

候选变异位点也多位于蛋白编码基因中ꎬ而 ｍｉＲＮＡ 基因则很少[２６－２７]ꎮ 这一方面与研究者的重视程度不

够有关ꎬ在利用高通量技术(如全基因组关联分析和全基因组测序)筛选繁殖性状的候选基因时ꎬ一般只

选择差异选择区域(ＤＳＲ)或 ＱＴＬ 内的蛋白编码基因作为潜在候选基因和位于蛋白编码基因的变异位点

进行分析ꎬ直接忽略了 ｍｉＲＮＡ 基因[２６]ꎮ 另一方面与 ｍｉＲＮＡ 基因本身序列长度较短(成熟序列为 ２２ ｎｔ 左
右ꎬ前体序列也仅有 ８０ ｎｔ 左右)有关ꎮ 本研究在猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子鉴定了一个新的突变位

点(ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ)ꎬ发现该位点多态性与大白猪产仔数性状显著关联ꎮ 结合本课题组前期证实 ｍｉＲ￣
２３ａ / ２７ａ / ２４ 簇是猪卵巢 ＧＣ 中促凋亡因子[１５]的结果ꎬ说明 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 簇是大白猪产仔数性状的功能

ｍｉＲＮＡ 簇ꎮ 另外ꎬ前人研究发现在发育潜能高的猪卵母细胞中ꎬｍｉＲ￣２３ａ 的表达量显著高于低发育潜能

组ꎬ能够作为猪卵母细胞发育潜能的分子标志物[２８]ꎻｍｉＲ￣２７ａ 和 ｍｉＲ￣２４ 受猪卵泡闭锁和 ＧＣ 凋亡相关

ｌｎｃＲＮＡ(ＮＯＲＦＡ)和转录因子 ＮＦＩＸ 的调控[２９]ꎬ且两者在母猪妊娠 ３０ 和 ９０ ｄ 的胎盘中的表达存在显著差

异ꎬ进一步证实 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇与猪卵巢功能和繁殖力有关[３０]ꎮ 总之ꎬ本研究结果为母猪繁殖性

状(产仔数性状)的分子育种提供了一个新的潜在遗传标记ꎬ也说明 ｍｉＲＮＡ 可用作家畜重要性状的候选

基因ꎬ但也还需要在猪育种实践中进一步验证ꎮ
启动子变异如 ＳＮＶ 和插入 /缺失( Ｉｎｄｅｌ)等往往都会影响基因的转录活性ꎬ这里的基因既包括蛋白编

码基因[３１]ꎬ也包括非编码基因如 ｍｉＲＮＡ[３２]和长链非编码 ＲＮＡ( ｌｎｃＲＮＡ) [３３]ꎮ 例如ꎬ与产羔数性状显著关

联的 ｇ.－７００Ｔ>Ｇ 突变显著降低湖羊 ＮＲ５Ａ２ 基因启动子活性[３４]ꎮ 与攻击行为相关的 ｒｓ３４５０５８２１６ 位点突

变导致猪 ＳＬＣ６Ａ４ 基因启动子活性极显著上调[３１]ꎮ Ｄｕ 等[３３] 在猪 ｌｎｃＲＮＡ ＮＯＲＦＡ 基因启动子发现一个

１９ ｂｐ序列的插入 /缺失突变ꎬ其中二花脸猪(世界著名高繁殖力猪种)ＮＯＲＦＡ 基因启动子含有双拷贝

１９ ｂｐ序列ꎬ有较高的转录活性ꎬ而大白猪和长白猪 ＮＯＲＦＡ 基因启动子则仅含有单拷贝 １９ ｂｐ 序列ꎬ转录

活性显著降低ꎮ 本研究发现 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变可显著抑制猪 ＧＣ 中 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子活

性ꎬ说明 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变通过影响 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇转录影响母猪繁殖力ꎬ是影响大白猪繁殖

力(产仔数)性状的候选变异位点ꎮ 本研究虽然预测到 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 位点 ２ 种

等位基因启动子间潜在结合的差异转录因子 ＴＨＡＰ１ꎬ但试验证实转录因子 ＴＨＡＰ１ 并未参与 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ

９３３
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突变对 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子活性的调控ꎮ 实际上ꎬ通过创造新的转录因子结合位点或丢失现有

的转录因子结合位点来影响转录因子与基因启动子的结合ꎬ是启动子变异影响基因转录活性的重要机制ꎮ
例如ꎬＬｉ 等[３４]研究 ｇ.－７００Ｔ>Ｇ 突变在湖羊 ＮＲ５Ａ２ 基因启动子上创造了一个新的转录因子 ＭＴＦ￣１ 结合位

点ꎬｒｓ３４５０５８２１６ 位点突变使猪 ＳＬＣ６Ａ４ 基因启动子新增了一个转录因子 ＭＡＺ 结合位点ꎬ而二花脸猪

ＮＯＲＦＡ 基因启动子双拷贝 １９ ｂｐ 序列增加了一个转录因子 ＮＦＩＸ 结合位点来募集更多的 ＮＦＩＸꎬ进而影响

ＮＯＲＦＡ 基因的转录活性和在 ＧＣ 中的转录水平[３３]ꎮ
总之ꎬ本研究在猪 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子上鉴定到 １ 个新的 ＳＮＶ(ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ)ꎬ发现该

位点多态性与大白猪产仔数性状显著关联ꎬ证实 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇是影响大白猪产仔数性状的重要

候选基因簇ꎮ 机制上ꎬｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变影响大白猪产仔数性状是通过调控 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启

动子活性来实现的ꎬ但 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 影响 ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇启动子活性与转录因子 ＴＨＡＰ１ 无关ꎬ
具体分子机制还有待于进一步研究ꎮ
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ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｏｗ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０２３ꎬ４６(６):１１５３－１１６０( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[２０] Ｇｏｎｅｌｌａ￣Ｄｉａｚａ Ａ ＭꎬＬｏｐｅｓ Ｅꎬｄａ Ｓｉｌｖａ Ｒ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｓｔｅｒｏｉｄａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖｉｄｕｃｔａｌ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｂｅｅｆ
ｃｏｗｓ[Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０２１ꎬ２２(２):９５３.
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　 第 ２ 期 王思琪ꎬ等:ｍｉＲ￣２３ａ / ２７ａ / ２４ 基因簇 ｇ.６５３０７４６９Ｇ>Ａ 突变对大白猪产仔数和启动子活性的影响

[２１] Ｐａｕｌｓｏｎ Ｅ ＥꎬＦｉｓｈｍａｎ Ｅ ＬꎬＳｃｈｕｌｔｚ Ｒ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ａｒｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｂｏｖｉｎｅ ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｅｍｂｒｙｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃ
Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ２０２２ꎬ１１９(４５):ｅ２２１２９４２１１９.

[２２] Ｐａｎ ＢꎬＴｏｍｓ ＤꎬＬｉ Ｊ Ｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣５７４ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｏｏｃｙｔｅ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｈｙａｌｕｒｏｎａｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ２ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｕｍｕｌｕｓ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ａｍｅｒｉｃａｎ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２０１８ꎬ３１４(３):Ｃ２６８－Ｃ２７７.

[２３] Ｌｉ ＸꎬＬｉ Ｈ ＪꎬＺｈａｎｇ Ｄꎬｅｔ ａｌ. ＭｉＲ￣７ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ＮＥ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ＦＳＨ ａｎｄ ＬＨ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｐｉｇ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ[ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ２４４(３):４５９－４７１.

[２４] Ｈａｓｕｗａ ＨꎬＵｅｄａ ＪꎬＩｋａｗａ Ｍꎬｅｔ ａｌ. ＭｉＲ￣２００ｂ ａｎｄ ｍｉＲ￣４２９ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｏｖｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｒｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｆｅｍａｌｅ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０１３ꎬ
３４１(６１４１):７１－７３.

[２５] Ｇｕｏ ＹꎬＷｕ Ｙ Ｂꎬ Ｓｈｉ Ｊ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ￣２９ａ / ｂ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ａｆｆｅｃｔｓ ｍｏｕｓｅ ｏｖｕｌａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ１２:６３６２２０.

[２６] Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ￣Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ ＡꎬＭｕｎｏｚ ＭꎬＦｅｒｎａｎｄｅｚ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｏｖａｒｉｅｓ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｐｉｇｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｐｒｏｌｉｆｉｃａｃｙ ｌｅｖｅｌｓ
ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ[Ｊ] . Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ２０１１ꎬ８４(２):２９９－３０７.

[２７] Ｄｉｎｇ Ｒ ＲꎬＱｉｕ Ｙ ＢꎬＺｈｕａｎｇ Ｚ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｐｏｌｙｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｏｆ ｌｉｔｔｅｒ ｔｒａｉｔｓ ｉｎ Ｄｕｒｏｃ ｐｉｇｓ[Ｊ] .
Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ１７３:２６９－２７８.

[２８] 吴德ꎬ晋超ꎬ方正锋ꎬ等. 一种快速检测母猪卵母细胞质量的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 分子标记 ｍｉＲ￣２３ａ 及其应用:ＣＮ１０５１１２５４９Ｂ[Ｐ] . ２０１８－０８－２８.
Ｗｕ ＤꎬＪｉｎ ＣꎬＦａｎｇ Ｚ Ｆꎬｅｔ ａｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉｃｒｏ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ)ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ｍｉＲ￣２３ａ ｆｏｒ ｑｕｉｃｋｌｙ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｏｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｓｏｗｓ ａｎｄ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ｍｉＲ￣２３ａ:ＣＮ１０５１１２５４９Ｂ[Ｐ] . ２０１８－０８－２８( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ) .

[２９] Ｄｕ ＸꎬＬｉ Ｑ ＱꎬＹａｎｇ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｅｓ ｒｅｖｅａｌ ｔｈａｔ ｓｏｗ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｌｉｎｃＲＮＡ ＮＯＲＦＡ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｓｔａｔｅｓ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｃｅｌｌ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ９:６１０５５３.

[３０] Ｓｕ Ｌ ＪꎬＺｈａｏ Ｓ ＨꎬＺｈｕ Ｍ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｌａｃｅｎｔａｓ ｏｎ ｄａｙｓ ３０ ａｎｄ ９０ ｏｆ ｇｅｓｔａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ
Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙꎬａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ２０１０ꎬ２２(８):１１７５－１１８２.

[３１] Ｇｕｏ Ｙ ＬꎬＺｈａｏ ＪꎬＸｕ Ｑ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＬＣ６Ａ４ ｇｅｎｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｗｅａｎｅｄ ｐｉｇｓ ａｆｔｅｒ ｍｉｘｉｎｇ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２２ꎬ１００(５):ｓｋａｃ１３１.

[３２] Ｗａｎｇ Ｓ ＱꎬＬｉ Ｙ ＱꎬＤｕ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｔｗｏ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲ￣２３ａ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｆｆｅｃｔ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ[ Ｊ] . Ａｎｉｍａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ
２０２３ꎬ５４(２):２０７－２１０.

[３３] Ｄｕ Ｘꎬ Ｌｉｕ Ｌꎬ Ｌｉ Ｑ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. ＮＯＲＦＡꎬ ｌｏｎｇ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬ ｍａｉｎｔａｉｎｓ ｓｏｗ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ [ Ｊ] .
Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ３(１):１３１.

[３４] Ｌｉ Ｙ ＸꎬＺｈａｎｇ ＪꎬＱｉａｎ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ａ Ｔ>Ｇ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＮＲ５Ａ２ ｇｅｎｅ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ ｉｎ ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＭＴＦ￣１[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ２０１９ꎬ１０:１０１１.
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