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3 种猪孕酮受体基因(pgr)多态性分析 

高利华，马国辅，陈超，邢军，张建生，吴井生*  

(江苏农林职业技术学院，江苏 句容 212400) 
 

摘 要：采用混合基因组 DNA池 PCR扩增和测序技术，对小梅山猪、枫泾猪、大白猪 pgr基因的外显子区域进

行扫描，共发现 1个单核甘酸多态性位点(SNP)。外显子 1序列中 1 319 bp处发生 C→T的碱基突变，即 C1319T，

未引起氨基酸的变化，属于同义突变；针对突变位点，建立错配 PCR–限制性长度多态性(RFLP)方法进行检测，

发现 3种猪的 pgr基因可以分为 AA、BB、AB 3个基因型，小梅山和枫泾猪有 AA、AB 2种基因型，大白猪中

有 BB、AB 2种基因型。 
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Abstract: All exons in progesterone receptor(pgr) gene in Xiaomeishan, Fengjing and Large White pig populations were 
screened using mixed genome DNA pool and direct sequencing methods. The results showed that only one site exhibits 
nucleotide polymorphism (SNP), which is in exon1 of pig pgr gene at 1 319 bp with base mutation from C to T (C1319T). 
This mutation do not cause the change of amino acid residue, which is a synonymous mutation. Based on this mutation, 
mismatched PCR−RFLP method was established to analyze polymorphism of pgr gene in the above mentioned pig 
populations. According to PCR-RFLP, three pig populations is divided into AA, AB and BB genotypic types, in which 
AB types exist in Xiaomeishan and Fengjing pig populations, and BB, AB types in Large White pig population.  
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孕酮是一种重要的甾体激素，在受孕和维持妊

娠中起关键作用，同时也是控制排卵、子宫和乳腺

发育的重要因素[1]。孕酮的生理作用是通过孕酮受

体(progesterone receptor，PGR)介导的[2]，因此，孕

酮的生理效应不仅取决于孕酮本身的分泌和代谢，

还与孕酮受体的表达与功能密切相关。PGR属于类
固醇核受体超大家族的成员，是配体活化的转录因

子，能与 DNA 特定序列结合，增强或抑制基因表
达，从而调节生殖及形态发生等生理过程[3]。PGR
存在 2 种功能不同的野生亚型结构：PGR–A 和
PGR–B。两者为同一基因的编码产物，由 2个不同

启动子在不同转录起始位点和起始密码子转录翻

译而成[4]。对 pgr 基因的研究大部分集中在人[5–9]

和绵羊[10–11]上，关于猪 pgr基因的研究还较少。本
试验以小梅山猪、枫泾猪和大白猪为研究对象，拟

根据 pgr基因的多态性对 3个猪群进行分型，旨在
为进一步研究 pgr不同基因型与 3种猪繁殖性状的
关系，选择繁殖遗传标记提供参考数据。  

1 材料与方法 

1.1 供试猪 

106头小梅山猪与42头枫泾猪均来自江苏省小
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梅山猪育种中心；70头大白猪来自江苏丹阳荣鑫农
牧发展有限公司。用耳号钳采集每头猪的耳样约

0.15 g，–20 ℃保存，备用。 

1.2 DNA 的提取与处理 

用常规的酚氯仿抽提法提取猪基因组 DNA，对
基因组 DNA进行 OD值测定，计算其浓度。 
将单个个体的基因组 DNA 溶液稀释至终浓度

为 100 ng/μL，从所有 DNA样品中分别取出 5 μL，
混合到一起并混匀，即为基因组 DNA池，于–20 ℃
保存，备用。 

1.3 单核苷酸多态性(SNPs)的筛选 

根据 GenBank 中公布的人 pgr 基因全序列(登

录号为AY525610.1)和猪 pgr mRNA序列(登录号为
NM_001166488.1)，比对两者的蛋白质序列，确定
猪 pgr基因外显子区域，利用 Primer 5.0和在线设
计软件设计 10 对引物(表 1，引物由上海生物工程
有限公司合成)，对猪 pgr基因 8个外显子进行扩增。
PCR扩增反应体系为 20 μL，包括 10×Buffer 2.0 μL、
25 mmol/L Mg2+ 2.2 μL、10 mmol/L dNTPs 0.8 μL、
10 μmol/L 上、下游引物各 1 μL、DNA 池模板 1 
μL(100 ng)、5 U/μL Taq酶 0.2 μL、ddH2O 11.8 μL。
PCR扩增反应程序：94 ℃预变性 5 min；31个循环
(94 ℃变性 1 min，54 ℃～61 ℃退火 30 s，72 ℃延
伸 1 min)；最后 72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存产物。 

表 1 猪 pgr 基因引物序列 
Table 1 Primer sequences for pig pgr gene 

引物 引物序列 5′—3′ NM_001166488.1中的位置 扩增区域 退火温度/℃ 扩增片段长度/bp

PGR–1.1Fp gactgagctgaaggcaaagg 1 031 外显子 1 60 676 

PGR–1.1Rp ctcggagtcatcctcctcct 1 706    

PGR–1.2Fp F:agctgctgccctcgactg 575 外显子 1 58 674 

PGR–1.2Rp R:cggaaaatccgggaagac 1 248    

PGR–1.3Fp F:gccctgaagatcaaggaaga 1 144 外显子 1 60 488 

PGR–1.3Rp R:ttgagatagggctggtacacct 1 631    

PGR–2 Fp F:gattcagaagccagccagag 2 673 外显子 2 54 146 

PGR–2 Rp R:tccattgcccttttaaagaaga 2 818    

PGR–3 Fp F:gcacaactacttatgtgctggaa 2 825 外显子 3 61 108 

PGR–3 Rp R:aggaccatgccagcctga 2 932    

PGR–4 Fp F:tcgaaagtttaaaaagttcaataaagt 2 939 外显子 4 60 300 

PGR–4 Rp R:agtgacttagaccacttgactactga 3 238    

PGR–5 Fp F:ttttcgaaacttacatattgatgacc 3 245 外显子 5 60 144 

PGR–5 Rp R:tcatttagtattagatcaggtgcaaa 3 388    

PGR–6 Fp F:acagcggatgaaggaatcat 3 389 外显子 6 59 109 

PGR–6 Rp R:tttcatacagagaaactcttcttgg 3 497    

PGR–7 Fp F:cctttggaaggactaagaagtca 3 522 外显子 7 62 154 

PGR–7 Rp R:catgcaagttatcaagaagttttgt 3 675    

PGR–8 Fp F:tgtcaaacaacttcatctgtactgc 3 680 外显子 8 62 216 

PGR–8 Rp R:tcctgacaaaaacgaaaacaga 3 895    
 

1.4 PCR 产物单链构象多态性(SSCP)检测 

根据 SNPs 的筛选结果，针对 SNP 位点重新设

计 2对引物，用于 PCR–SSCP分析。PCR扩增反应

体系和反应程序同上，调整退火温度，4 ℃保存产物。 

SSCP检测程序为：取 2.5 μL PCR产物和 7.5 μL

上样缓冲液混匀，98 ℃变性 10 min，然后冰浴 10 

min，产物用 10%聚丙烯酰胺凝胶 120 V电泳 12 h，

银染，拍照保存。选取不同的基因型样品送上海生

物工程有限公司测序。 



 
 

第 39卷第 6期                      高利华等 3种猪孕酮受体基因(PGR)多态性分析                         623 

1.5 错配 PCR 产物限制性酶切长度多态性(RFLP)

检测 

根据 pgr的 SNPs，设计 1对错配引物，用于错
配 PCR–RFLP，扩增体系如上所述，扩增反应程序
同上，改变退火温度。 

RFLP检测程序：反应体系为 10 μL，包括 2 μL 
PCR产物、0.2 μL内切酶、1 μL 10×Buffer、6.8 μL 
ddH2O。酶切温度 16 ℃水浴过夜，RFLP产物用 10%
聚丙烯酰胺凝胶 120~200 V电泳 3~4 h，银染，拍
照保存。 
用建立的PCR–RFLP方法检测 3种猪单个个体

的 DNA，对其 pgr进行基因分型，扩增体系同上，
将模板改为个体 DNA。扩增程序及酶切程序同上。 

1.6 数据统计分析 

应用 Excel 软件分别计算基因型频率、等位基

因频率，并应用 CHITEST 与 CHIINV 程序分别计

算 P 值与 χ2 值，分析基因位点是否偏离 Hardy– 

Weinberg平衡状态。 

2 结果与分析 

2.1 pgr 基因 SNPs 的筛选结果 

从 DNA混合池扩增 pgr 8个外显子序列，将产

物直接测序，对序列进行分析。结果发现，仅在引

物PGR–1.1Fp和PGR–1.1Rp所扩增的片段中存在 1

个 SNP，即位于外显子 1的 1319位点的 C→T的突

变(图 1)，此突变未引起氨基酸的变化，均编码甘氨

酸，属于同义突变。在该基因的其他外显子区域内

均未发现任何 SNP位点。 

1 319 bp 
 

GenBank   AGGGTGCTGGAGGTGGCAGCTCTAGACCT 
DNA池    ---------------------------------T-- --------------------- 

图 1 猪 pgr 基因 SNPs 筛选结果 
Fig.1 SNP detected in pig pgr gene  

2.2 PCR–SSCP 检测结果 

对猪 pgr基因外显子 1中 C1319T，设计 2对引
物，PGR–1.4–F(5′–ccaggacaggaaccagac–3′)和 PGR 
–1.4–R(5′–aagctcagagccaaacaagc–3′)、PGR–1.5–F 
(5′–ccagggacaggaaccagac–3′) 和 PGR–1.5–R(5′–aata 
ctccctgggtggaagg–3′)，进行 PCR–SSCP 检测分析。
结果发现，2对引物扩增区域均未能检测出多态性。
可能是由于外显子 1 中 C1319T 均未能导致上述 2
对引物所扩区域分子构象的改变。 

2.3 错配 PCR–RFLP 检测结果 

由于未能通过 PCR–SSCP 技术检测出该突变
位点(C1319T)，同时该位点也未能引起酶切位点的
改变，所以采用错配 PCR方法加以检测，即在设计
引物时人为掺入突变碱基，从而掺入的碱基与检测

的碱基协同作用产生新的酶切位点。根据错配

PCR–RFLP技术的原理，应用 DNAman软件分析碱
基错配情况，在错配 1个碱基的情况下，发现 PvuII
酶切位点(图 2)，以酶切位点 PvuII为依据，在 1 324 
bp处错配 1个碱基 G(C1324G)，设计引物 PGR–1.6 
–F(5′–acaggaaccagacgggaaga–3′)和 PGR–1.6–R(5′–tc 

tttttccgagggtctac(g)agc–3′)，进行 PCR扩增，扩增产
物用 PvuII 酶切进行 RFLP 检测。结果检测出 3 种
基因型：AA、BB和 AB，检测结果见图 3。测序结
果表明，AA基因型个体在 1 319 bp处碱基为 T(突
变型)，BB型为 C(野生型，图 4)，那么 AB型 1 319 
bp处的碱基则为 T或 C。 

1 319 bp  1 324 bp 
 

A    TGGAGGTGGCAGCTGTAGACCT 
B    TGGAGGTGGCAGCTGTAGACCT 

A为 1 319位点为 C的序列；B为 1 319位点为 T的序列；下划线表
示 PvuII配识别位点；1 324位点的 G为错配碱基。 

图 2 错配 PCR–RFLP 产物序列分析 
Fig.2 Analysis of restriction locus of mismatched PCR products  

 
M DNA Marker I(购自 SunShineBio)；1~3 基因型 AA；4 基因

型 AB；5~7 基因型 BB。 

图 3 错配 PCR 产物酶切结果 
Fig.3 Digestion of products from mismatched PCR 

M    1    2    3     4    5    6    7 

300 bp

200 bp

100 bp
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  1 319 bp 

 
图 4 错配–PCR–RFLP 产物测序结果 

Fig.4 Sequencing results for products of mismatched PCR–RFLP  

2.4 pgr 基因 PGR–1.6 位点的基因型频率与等位

基因频率 

用在错配PCR–RFLP方法对3种猪个体进行pgr
多态性检测分型，利用 Excel 软件计算 3 个猪品种
PGR–1.6 位点基因型频率、等位基因频率、χ2 和 P
值(表 2)。结果显示，3个猪群中，共检测到 3种基
因型与 2 个等位基因，小梅山猪与枫泾猪中检测到
AA型和 AB型，未能检测到 BB型个体；大白猪中
检测到 AB型和 BB型，未能检测到 AA型个体。 

表 2 3 个猪群 pgr 基因的基因型频率与等位基因型频率 
Table 2 Allele frequency and genotype frequency of pgr gene in the three pig populations 

基因型频率 等位基因频率 
猪群 

AA AB BB A B 
χ2检验 P 

小梅山猪   0.953(101) 0.047(5) 0.000(0) 0.976 0.024 0.062 0.970 

枫泾猪  0.952(40) 0.048(2) 0.000(0) 0.976 0.024 0.025 0.988 

大白猪 0.000(0) 0.043(3)  0.957(67) 0.021 0.979 0.034 0.983 

括号内数字表示猪的头数。  
经 χ2 检验，小梅山猪、枫泾猪和大白猪在

PGR–1.6 位点上均处于哈代–温伯格平衡状态，表
明这 3个猪群 PGR–1.6位点的基因型频率没有受到
选择、突变或迁移的因素的影响。 

3 结论与讨论 

本试验对基因组 DNA池扩增测序后，检测出 1
个 SNP(C1319T)，对该位点进行酶切位点分析，未
导致任一酶切位点的改变。根据上述结果，设计 2
对引物，采用 PCR–SSCP技术对该位点进行检测，
但未能检测出多态性，故采用错配 PCR–RFLP技术
对其进行检测，PCR产物酶切后，条带清晰，基因
型判型清楚。 

Tang等[12]对 132头鲁西黄牛的 pgr基因进行检
测时发现 1个 SNP(G59752C)。张善文等[13]对 76头
长白母猪和 144头大白母猪的 pgr基因 exon1进行
PCR–RFLP检测，结果检测出 1个 SNP，即 G326A，
为错义突变，导致甘氨酸变为丝氨酸。本研究对 106
头小梅山猪、42 头枫泾猪与 70 头大白猪的 pgr 基
因所有外显子进行基因池测序检测，仅在外显子 1
中检测出 1 个 SNP，即 C1319T，未能引起氨基酸
的变化，属于同义突变，与张善文[13]、Tang 等[12]

报道的 pgr 基因的 SNP 数量一致，同时该位点

C1319T 在 3 个群体中处于基因平衡状态，这可能
是由于 pgr基因在猪和牛上属于低丰度基因，在长
期的自然选择或人工选择中趋于稳定，或与基因片

段扩增的局限性有关，因为在GenBank中只有猪 pgr
基因mRNA序列，通过与人 pgr基因全序列的比对，
确定猪 pgr基因的外显子区域，并根据外显子区域
进行引物设计，所以，猪 pgr基因外显子区域不能
被全部扩增，这一定程度上也降低了 SNP的检测数
量。本试验未能检测到张善文[13]报道的 G326A 位
点，可能跟试验动物的特异性或样本大小有关。另

外，该位点上 3个猪群体间基因频率与基因型频率
的差异，即在小梅山猪与枫泾猪中未能检测到 BB
型个体，大白猪中未能检测到 AA型个体，这可能
跟品种起源、选育方向及培育条件等因素有关。 
许多研究表明，pgr基因的多态性与繁殖性状有

关[14–17]，本研究通过构建错配 PCR–RFLP，对小梅
山猪、枫泾猪和大白猪的 pgr 基因进行了分型，不
同基因型与 3种猪繁殖性状的关系还需进一步分析。 
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