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摘 要：基于生物信息学方法，发现并验证了与 RBP4基因 LS性状(litter size)候选分子标记MspⅠ RFLP (SNP 

G1223C)临近的 SNP A1027G(SNPs，single nucleotide polymorphisms)，并对大白猪和湖南黑猪群体的 RBP4多态

性与母猪 LS性状的相关性进行了研究。结果表明：RBP4基因 SNP G1223C在 2个群体中均与母猪 LS性状显著

相关(P＜0.05)；RBP4基因 SNP A1027G在混合群体中与母猪 LS性状显著相关(P＜0.05)；这 2个多态性位点构建

的单倍型也与母猪 LS性状显著相关(P＜0.05)，其优势单倍型母畜的 LS性状值明显优异于单个 SNP位点优势基

因型的 LS性状值。在分子标记辅助育种中采用 RBP4单倍型作为 LS性状重要候选基因的分子标记比采用单个多

态性位点更具价值。 
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Abstract: Retinol binding protein 4 (RBP4), an important candidate gene for traits of sow litter size (LS), plays a key role 
in vitamin transportation on the maternal-fetal interface during swine pregnancy. Candidates of exonic single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) in gene RBP4 were scanned through bioinformatics analysis, and SNP A1027G , neighboring to 
MspⅠRFLP (SNP G1223C) with molecular marked was validated, and the correlation between LS traits and 
polymorphisms of RBP4 gene were further analyzed both on the population of Large White and Hunan black. Results 
exhibited that both RBP4 MspⅠ RFLP and the lately reported SNP A1027G were significantly correlated with swine LS 
traits (P<0.05). The average LS traits performance of most of advantage RBP4 haplotypes was better than those of 
advantage genotypes with single locus on SNPs. It was suggested that the haplotype of RBP4 gene was a more efficient 
molecular marker for the improvement of swine LS traits than SNP with a single locus.  

Keywords: sow; breeding; gene polymorphism; litter size; RBP4 gene 

 

                                                              
收稿日期：2015–04–26          修回日期：2015–06–23 
基金项目：国家自然科学基金项目(31172377，31272630)；湖南省科学技术厅重点项目(2006NK2009)；教育部科学技术研究重点项目(212121)；

湖南省杰出青年项目(2015JJ1009) 
作者简介：昌文林(1982—)，湖南醴陵人，博士，主要从事动物遗传育种与繁殖、临床兽医学、发育生物学研究， wenlin_chang2006@163.com； 

*通信作者，薛立群，教授，主要从事兽医产科学研究，liqun_xue@aliyun.com 

根据组织结构进行分类，猪胎盘属于典型的上

皮绒毛膜型胎盘，因此，供给子宫组织营养的质与

量对妊娠过程中胚胎的发育和存活具有重大影响。

梅山猪所具有的优秀LS性状种质特征与其子宫组
织营养中一些关键组分含量显著相关[1–4]。维生素A
影响基因转录、胞外基质合成和多种生长因子及其

受体的表达[5]。妊娠第12天母猪子宫腺体和子宫内
膜上皮细胞就可合成维生素A的结合蛋白RBP 
(retinol binding protein)，且结合蛋白的合成量随妊
娠进程的表达而递增[5]。孕体亦早在妊娠第15天就
在滋养层合成RBP，从第25天开始，RPB在子宫腺
窝处的高柱状胎盘晕滋养外胚层细胞呈高丰度表
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达[6–8]。母体视黄醇通过与视黄醇结合蛋白(RBP)结
合的形式被分泌到子宫腔中，构成子宫组织营养的

重要组份[9–10]。孕体胎盘乳晕滋养层细胞上表达的

RBP交换结合子宫RBP携带的视黄醇，实现母胎间
的视黄醇转运[11]，因此，子宫组织营养中RBP4的质
和量通过影响母胎间维生素A的转运效率来对胎儿
的发育和抗胁迫保护发挥重要作用，对提高动物多

胎性能具有积极意义[12–14]。RBP4基因被视为母猪
LS性状的重要候选基因[15]。 

RBP4基因中一个Msp  RFLP Ⅰ (SNP G1223C)
与母猪LS性状显著相关[16–21]，但哪一等位基因为

LS性状的优势等位基因存在争议[17–21]，甚至RBP4 
Msp  RFLPⅠ 是否与LS性状显著相关也存在着不同
的研究结论[18，22]。基于这一现象，笔者提出如下假

设：在RBP4基因Msp  RFLPⅠ 位点附近可能存在一

个与其连锁的功能性的多态性位点。为此，笔者利

用家猪Unigene database中来源广泛的序列资源，进
一步对RBP4基因外显子区域的多态性位点进行预
测和检验，并对其与LS性状的关联进行统计分析，
现将结果报道如下。 

1 材料与方法 

1.1 样本与数据的采集 

分别采集97头大白猪和144头湖南黑猪的耳组
织样品，并对应收集大白猪4年间的繁殖记录和湖
南黑猪3年的繁殖记录。大白猪来自一个开放–核心
育种群的专门化母系群体。湖南黑猪是一个杂合母

系群体，具有杜洛克和湘西黑猪桃源地方类群遗传

背景。 

1.2 方法 

1.2.1 RBP4基因外显子区域SNP的生物信息学预测 

从NCBI Unigene 数据库中分别下载猪RBP4基
因的EST序列，删除低质量序列数据。采用在线工
具MultAlin[23]，以Genebank中相应基因的参考
mRNA(XM_005671295)序列为基准序列进行多序
列比对，筛选RBP4外显子区域的候选SNPs(每个等
位基因至少在3条以上的不同EST序列中出现时才
判读为阳性预测结果)。 

1.2.2 基因组 DNA的提取和 RBP4 基因片段的扩增 

用普通的蛋白酶K消化和苯酚/氯仿法，从母猪

耳组织中提取基因组DNA样品作为靶标基因PCR
扩增的模板。 

RBP4基因片段扩增用引物沿用文献中已经报
道的引物或利用Primer 5.0基于目标基因参考
mRNA 序列进行设计，具体序列见表1。引物购自
英俊公司(广州)。PCR反应体积为30 μL，各组份用
量和浓度分别为：正向和反向引物终浓度分别为0.2 
μmol/L，10×反应缓冲液(不含Mg2+)3 μL，Mg2+浓度

为2 mmol/L，dNTPs混合物浓度为0.2 μmol/L，Taq 
DNA聚合酶用量为1.5 U (MBI，USA)，DNA模板添
加量为100 ng。PCR反应条件：94 ℃预变性4 min；
94 ℃下模板变性30 s，55 ℃下引物与模板退火30 s，
72 ℃下延伸30 s，35个扩增循环；72 ℃下延伸10 
min，然后降温到4 ℃结束扩增反应。利用1.5%的琼
脂糖凝胶检测PCR产物。–20 ℃保存PCR产物用于
后续基因分型。 

表1 RBP4基因SNPs检测的2对PCR引物序列 
Table 1 Two pairs of PCR primer for SNPs detection in RBP4 gene 

位点 引物序列 
产物 
长度/bp

G1027A 5′–CATCAAACCCTGGTCTCCTC–3′ 

 5′–CTGACTACTCACTTCCTTTCTGG–3′ 
452 

G1223C 5′–GAGCAAGATGGAATGGGTT–3′[15] 
 5′–CTCGGTGTCTGTAAAGGTG–3′[15] 

550 

 

1.2.3 多态性位点验证和个体基因分型 

利用PCR RFLP对湖南黑猪和大白猪群体各母
畜的RBP4 SNPs位点进行个体基因型检测和验证。
特异性限制性内切酶MspⅠ和Eco 24Ⅰ购自美国
MBI公司。酶切反应体积为10 μL，其中PCR产物添
加量为3 μL。酶切反应各有效组份和反应温度按照
产品操作手册确定。酶切反应时间为16 h。4 ℃终
止酶切消化后，取5 μL酶切后产物进行2.5%的琼脂
糖凝胶电泳，判读母畜个体的基因型。采取

Msp RFLPⅠ 对RBP4 SNP G1223C进行基因分型。采
用Eco 24 RFLPⅠ 对SNP G1027A进行个体基因分型。 

1.3 数据统计 

统计分析中的LS性状包括窝产仔数(TNB，total 
number born)和产活仔数(NBA，number born alive)。
利用fastPHASE构建RBP4基因的单倍型，并对单倍
型与母畜LS性状进行相关性分析。利用SAS8.0(SAS 
Institute，Inc.，Cary，NC，USA)一般线性模型，
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比较各基因型母猪对应的产仔性状的最小二乘均

数，从而进行基因型与性状间的相关性分析。对

TNB或NBA的统计模型中，包括的固定效应有窝
次、品种/系、基因型和品系互作效应。母猪效应和
残留效应被视为随机效应。统计模型为：性状表现

型效应＝群体均数＋基因型效应＋品种效应＋胎

次效应＋残差。 
通过纯合子母体的性状值比较来估计加性遗

传效应(c，additive genetic effect)。显性遗传效应(d，
dominant genetic effect)估计为杂合子与2种纯合子
的平均值之差，并用t–检验对遗传效应进行显著性
检测。 

2 结果与分析 

2.1 RBP4 外显子区域基因候选 SNPs 

根据EST多序列比对结果，预测  RBP4基因
(NC_010456.4)外显子区域存在5个候选SNPs(表2)，
其 中 有 3 个 SNPs 是 在 RBP4 基 因 CDS(coding 
sequence)区(2个是错义突变，1个为同义突变)。预
测结果还显示，同义突变A1027G(图1–B)与已报道
的RBP4基因Msp RFLP(Ⅰ 图1–A，由内含子2中SNP 
G1223C产生)临近，位于近临的外显子3中，与RBP4
基因SNP G1223C紧密连锁。  

表2 RBP4(NC_010456.4)基因外显子区的候选SNPs 
Table 2 Candidate SNPs of RBP4 gene at exonic zone 

基因 位点 类型 特性 预测比率 
RBP4 A1027G SNP 同义 53/117 

 G4872T SNP Leu155Phe 13/69 
 G6454T SNP Trp201Leu 6/66 
 T6476C SNP 3'UTR 7/26 
 G6539T SNP 3'UTR 8/56 

 

 
A为 RBP4 Msp  RFLPⅠ ；泳道 1、2、6、8、9为基因型 GG；泳道

4、7、10为基因型 CC；泳道 3、5是基因型GC。C为 RBP4 Eco 24 RFLPⅠ ；

泳道 1、5、7、8为基因型 AA；泳道 2是基因型 GG；泳道 3、4、6、

9、10为基因型 GA。 

图 1 RBP4 Msp  RFLPⅠ 和 Eco 24 RFLPⅠ 琼脂糖

凝胶电泳结果 
Fig.1 Results of agrose gel electrophoresis for RBP4 G1223C 

and G1027A genotyping  

2.2 RBP4 基因 SNP G1223C 与母猪 LS 性状的

相关性 

RBP4 SNP G1223C与湖南黑猪和大白猪母猪
LS性状显著相关(表3)。在湖南黑猪群体中，GG基
因型母体的TNB和NBA都显著高于CC基因型母体
(P<0.05)，杂合型母体的性状值居于2种纯合基因型
个体的平均值之间；基因加性效应每个窝次达0.7
个仔猪(P<0.05)。在大白猪群体中，GG基因型母猪
比CC基因型母体每窝次平均多产0.94头仔猪，但是
CC纯合型和杂合型个体LS性状值间的差异无统计
学意义。  

表 3 猪 RBP4 基因 SNP G1223C 与母猪 LS 性状的相关性分析结果   
Table 3 Correlation analysis between SNP G1223C and LS traits of sow 

大白猪 湖南黑猪 
基因型 

母猪/头 窝次 TNB NBA 母猪数/头 窝次 TNB NBA 
GG  8  19 11.32±0.57 (11.11±0.48)a 46  75 (10.530.32)a (9.56±0.33) a 
GC 62 133 10.85±0.21 (10.06±0.18)b 82 126 (10.22±0.23) ab (9.29±0.24)ab
CC 27  78 10.83±0.28 (10.17±0.24)b 16  32 (9.14±0.58)b (8.19±0.62)b 
c   0.25 0.47   0.70 0.69 
d   –0.23 –0.12   0.39 0.42 

c  基因加性效应；d  基因显性效应。   

2.3 RBP4 基因 SNP G1027A 与母猪 LS 性状的

相关性  

统计分析结果(表4)表明，对于TNB和NBA这2
项指标，湖南黑猪群体RBP4 G1027A位点各基因型

母畜对应的性状值均表现出AA纯合子母体最优、
杂合子次之的趋势，但在本试验检测群体中，各基

因型性状值的差异无统计学意义；2种纯合基因型
母畜平均TNB和NBA的差值分别达每窝次0.71、

300 bp
200 bp
100 bp

500 bp
400 bp
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0.60头。在大白猪群体中，这种差异不明显。2个动
物群体数据的合并分析结果显示，SNP G1027A与
母猪LS性状显著相关(P<0.05)，并在TNB和NBA性
状平均值上都表现为AA纯合子最优、GA杂合子次

之的趋势。基因加性效应中等，在TNB和NBA上分
别估值为0.375和0.385。与GG纯合子相比，优势等
位基因A为AA纯合基因型母畜在TNB和NBA上平
均每窝次分别多贡献了0.72和0.77头 (P<0.05) 。 

表 4 RBP4 基因 SNP G1027A 与母猪 LS 性状的相关性分析结果 
Table 4 Correlation analysis between RBP4 SNP G1027A and LS traits of sow 

大白猪  湖南黑猪 大白猪+湖南黑猪 
基因型 母猪 

数/头 
窝次 TNB NBA  

母猪 
数/头 

窝次 TNB NBA 
母猪

数/头
窝次 TNB NBA 

GG  8  24 10.83±0.51 10.29±0.43  44  80 10.09±0.31 9.15±0.33  52 104 (10.20±0.26)a (9.36±0.25)a
GA 57 141 10.84±0.21 10.13±0.18  84 133 10.17±0.24 9.19±0.25 141 274 (10.52±0.16ab (9.68±0.16)ab
AA 32 65 11.00±0.31 10.25±0.26  16  20 10.80±0.62 9.75±0.65  48  85 (10.95±0.29)b (10.13±0.28)b

c   0.085 –0.02    0.355 0.3   0.375 0.385 
d   –0.075 –0.14    –0.275 –0.26   –0.055 –0.065 

c  基因加性效应；d  基因显性效应。  

2.4  RBP4 基因单倍型和母猪 LS 性状的相关性 

基于RBP4 SNPs G1027A与G1223C的个体基因
分型结果，利用软件fastPHASE[24]分析大白猪群体

和湖南黑猪群体的单倍型结果，再对单倍型与母畜

LS性状进行相关性分析的结果(表5)表明，RBP4基
因单倍型与母猪LS性状呈显著相关。在2个群体中，
RBP4基因AG单倍型都表现出较优秀的LS性状值。
与AC、GG和GC单倍型相比，湖南黑猪AG单倍型
在TNB上每窝次分别多1.21、1.21和1.85(P<0.05)头
仔猪，而大白猪群体中每窝次分别多1.08(P<0.05)、
0.96(P<0.05)、1.38(P<0.05)头仔猪。在NBA表现上，

湖南黑猪的AG单倍型相对于AC、GG和GC单倍型
每 窝 次 分 别 多 1.51(P<0.05) 、 1.45(P<0.05) 和
1.97(P<0.01)头仔猪，大白猪群体中每窝次分别多
0.39、0.58和1.23 (P<0.01)头仔猪。2个动物群体的
合并分析结果显示，母畜LS性状表现从高到低依次
为 AG、AC、GG、GC。优势单倍型AG在TNB上
相对于另3种单倍型每窝次分别表现出0.66、0.94 
(P<0.05)、1.36 (P<0.01)头仔猪；优势单倍型AG在
NBA上相对于另3种单倍型每窝次分别表现出0.39、
0.58、1.23 (P<0.01)头仔猪的优势。 

表5 由RBP4基因SNPs G1027A和G1223C构建的单倍型与母猪LS性状的相关性分析结果  
Table 5 Correlation analysis between the constructed haplotypes (based on RBP4 gene SNPs G1027A and G1223C )and LS traits of sow 

RBP4单倍型  大白猪 湖南黑猪 大白猪 + 湖南黑猪 

A1027G G1223C  
母猪

数/头 
窝

次 
TNB NBA 

母猪

数/头
窝

次
TNB NBA 

母猪

数/头
窝

次 
TNB NBA 

A G  10   9 (12.11±0.82)a (11.67±0.69)a  29  43 (11.09±0.43)a (9.88±0.45)a  39  52 (11.27±0.37)a (10.19±0.36)a
A C  85 262 (10.90±0.15)ab (10.16±0.13)b  79 131 (10.01±0.25)b (9.08±0.26)ab 164 393 (10.61±0.13)ab (9.80±0.13)a
G G  84 162 (10.90±0.19)ab (10.22±0.16)b 146 248 (10.13±0.18)b (9.22±0.19)ab 230 410 (10.43±0.13)b (9.61±0.13)ab
G C  15  27 (10.26±0.47)b (9.70±0.40)B  32  48 (9.71±0.41)b (8.54±0.42)b  47  75 (9.91±0.31)B (8.96±0.30)B

 

3 结论与讨论 

动物分子育种的一个重要目标就是发现家畜

重要经济性状的内在遗传调控机制，发现相关的主

效基因，进一步开发出可以有效实现性状遗传改进

的分子标记[16，25]。Rothchild等[15]首先在RBP4基因
开发了一个Msp  RFⅠ LP标记，并基于对6个品系共 
1 300头母猪和对应的2 755个窝次的分析，证明其
与母畜LS性状显著相关，并发现等位基因A为LS性
状优势等位基因。本研究在大白猪和湖南黑猪群体

中也得到了类似的结果，进一步证实RBP4基因
Msp  RFLPⅠ 标记检测中等位基因A为LS性状有利
等位基因。SNP G1027A是一个同义SNP，这一多态
性位点以高频率状态存在于所检测的湖南黑猪和

大白猪群体中，性状相关性分析结果表明RBP4 
Msp  RFLPⅠ 是一个有价值的LS性状相关分子标记。 

RBP4基因单倍型与母猪LS性状相关性分析的
结果进一步表明，采用SNPs G1027A和G1223C 
(RBP4 Msp  RFLPⅠ )2个位点的单倍型进行选择，可
以预期获得更大的LS性状选择进展。本研究结果显
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示，RBP4基因G1027A和G1223C组成的单倍型在对
应LS性状上的表现从高到低依次为AG，AC，GG
和GC，单倍型AG在TNB和NBA性能水平上显现出
相对优势。 
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