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摘 要：本研究利用 HRM分型的方法检测了大白猪生长激素（pGH）的多态性，并对其与生长性状进行关联性分析。以

246头大白猪作为研究对象，利用 DNA提取试剂盒提取耳组织 DNA，对 20个样本进行 PCR扩增后，通过测序方法寻找该

基因在该群体中的多态性位点，针对已发现的多态性位点设计HRM专用引物，利用HRM方法对剩余 226头大白猪进行

多态性检测，将所得结果与生产数据进行关联性分析。结果表明，在 pGH基因中检测到一个突变位点 1856C>T，两个等

位基因 C和 T，三种基因型 CC、CT和 TT。通过 χ2适合性检验显示，该基因的基因型频率和等位基因频率在小种群中分布

差异不显著，符合 Hardy-Weinberg 平衡定律（P>0.05），但在大种群中该基因的基因型频率和等位基因频率分布差异显

著，不符合 Hardy-Weinberg 平衡定律（P<0.05）。根据多态信息含量（PIC）分析显示，pGH基因在小群体中该群体处于低

度多态（PIC<0.25），但在大种群中属于中度多态（0.25<PIC<0.5）。在与生长性状的关联分析中发现，pGH基因对于 20天
重以及二月龄重具有较为显著的影响（P<0.05）。综上所述，pGH基因对大白猪的生长发育具有一定的影响，为后续大白

猪肉质性状与生长性状的现代分子选育提供一定的参考。
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Abstract：In this study, the polymorphism of growth hormone (pGH) in Large White Pigs was detected by HRM typ⁃
ing, and its correlation with growth traits was analyzed. A total of 246 large white pigs were collected as research ob⁃
jects. Ear tissues DNA was extracted using DNA extraction kit. After PCR amplification of samples from 20 pigs, the
polymorphic sites of the gene in the population were searched by sequencing. HRM-specific primers were designed
for the polymorphic sites found, and the HRM method was used to detect polymorphism in samples from 226 pigs,
and the results were correlated with production data. The results showed that one mutation site 1856C>T, two alleles
C and T, three genotypes CC, CT and TT were detected in the pGH gene sequence. The χ2 suitability test showed
that the genotype frequency and allele frequency of the gene were not significantly different among the small popula⁃
tions, which was consistent with the Hardy-Weinberg equilibrium law (P>0.05), but the genotype frequency of the
gene in the large population. The frequency distribution of the alleles was significantly different and did not conform
to the Hardy-Weinberg equilibrium law (P<0.05). According to polymorphic information content (PIC) analysis, the
pGH gene was in low polymorphism (PIC<0.25) in small populations, but moderate polymorphism (0.25<PIC<0.5) in
large populations. In the association analysis with growth traits, the pGH gene had a significant effect on the weight
of 20 days and the weight of the two months (P<0.05). In summary, the pGH gene has a certain influence on the
growth and development of Large White Pigs. This will provide reference for the modern molecular breeding of the
subsequent white pork quality traits and growth traits.
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猪生长激素（Porcine growth hormone，pGH）是
由猪脑垂体前叶的中性嗜酸细胞合成和分泌出的

一种单链多肽蛋白质激素，该激素的功能是促进

动物生长发育，对猪的生长发育发挥着重要作

用 [1-2]。Vize等 [3]对猪生长激素基因进行了克隆，该

基因全长 2 231 bp，由 5个外显子和 4个内含子组

成。Yerle等 [4]将该基因定位于 12号染色体上。

猪生长激素基因通过调节营养物质在肌肉和脂肪

组织中的分配来提高饲料利用率、促进生长发

育、增加蛋白质合成、降低脂肪沉积，是一种理想

的生长促进剂和胴体品质改良剂 [5]。目前，猪生

长激素基因的多态性研究始终是科学界研究的重

点之一。

大白猪作为养猪产业的主要品种，具有繁殖

性能较高、增重快、饲料转化率高、胴体瘦肉率

高、产仔数相对较多的优点，且在中国分布较广，

有较好的适应性 [6]。因此，对其研究具有一定的

代表性及实际的理论指导作用。高分辨率熔解曲

线（High Resolution Melt，HRM）是一种近两年应

用较为普遍的低成本高效率的遗传学分析方法，

与其他已经确立的方法（例如凝胶法）相比，速度

显著增快，费用显著降低，却能提供很高的特异

度、敏感度和便利性 [7-8]。

对 pGH基因已发现的突变位点的分型方法大

多集中在测序以及酶切位点方面 [9-12]，利用高分辨

率熔解曲线（HRM）分型法未见报道。本研究以

pGH基因为研究目标，通过测序和 HRM方法检测

基因的多态性，同时结合生产性能指标进行研究

分析，探寻与大白猪生产性能密切相关的分子遗

传标记，期望为大白猪的分子标记辅助选育提供

新的理论依据。

1 材料和方法

1.1 试验材料

在吉林省世纪生态农业开发有限公司猪场选

择大白猪 246头作为研究对象，分为两组，小群 20
头用于测序，大群 226头用于 HRM试验，分别采

集其耳组织，放入 75％酒精中，-20℃冷冻保存，

用于基因组DNA提取。

1.2 主要试剂及仪器

AxyPrep基因组 DNA提取试剂盒购自 Axygeno
公司，2×ES Taq MasterMix 购自 CWBIO公司，Light⁃
Cycler® 480 HRM Master Mix 试剂盒购自美国罗氏

公司，超微量分光光度计 Quawell-Q5000购自北京

鼎盛生物技术有限责任公司，PCR扩增仪 T100购
自上海伯乐生命医学产品有限公司。

1.3 基因组DNA提取及浓度质量检测

将猪耳组织用 PBS清洗干净，利用 AxyPrep
基因组 DNA 提取试剂盒进行提取。吸取 1μL
DNA 用超微量分光光度计 Q5000检测其浓度和

OD260/OD280值。将每个样品的DNA稀释 10倍，-20℃
保存备用。

1.4 pGH基因的多态性检测

1.4.1 引物设计

根据 NCBI pGH基因组序列（GenBank登录号

为：A02321.1），按照引物设计的一般原则，利用

Primer Premier 5软件设计扩增了 pGH基因的部分

序列。针对已发现的 pGH基因的 1856C>T位点，

根据引物设计的一般原则，利用 Beacon Designer 7
软件进行HRM引物设计，并扩增出了包含突变位

点的部分序列。引物序列见表 1。引物均由上海

生物工程技术服务有限公司合成。

表1 PCR和HRM检测引物

基因

pGH

HRM-pGH

引物序列（5′→3′）
F：TTCACTCTCGACCCGGAGAA
R：CCATCGCAGAGTGACACCTA
F：TAGTTGCTGGGCATCTCT
R：CATTGGGGTGGCACTTTC

退火温度（℃）
58.6

59

产物大小（bp）
489

68

延伸时间（s）
15

30

1.5 PCR扩增

PCR反应体系为 20μL，其中 2×ES Taq Master⁃
Mix 10μL，上游引物 0.5μL，下游引物 0.5μL，DNA
模板 1μL，加 ddH2O至 20μL。PCR反应条件为：

94℃预变性 5 min，94℃变性 30 s，退火（退火温度

见表 1）30 s，72℃延伸 15 s，34个循环，再 72℃延

伸 8 min，4℃保持。PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电

泳进行鉴定。

1.6 HRM反应程序

采用 LightCycler® 480 HRM Master Mix 试剂
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盒，具体 HRM 反应体系为 20μL，其中 FastStart
TaqDNA混和物 10μL，上游引物 1μL，下游引物

1μL，DNA 模 板 1μL，MgCl2 2μL，加 ddH2O 至

20μL。反应程序为：预孵育 95℃ 10 min；扩增

95℃ 10 s，退火温度 30 s，72℃ 30 s探测模式为 sin⁃
gle，循环 55次；高分辨率熔解 95℃ 1 min，40℃ 1
min，65℃10 s，95℃探测模式为 continous，探测次

数每 1℃25 次；冷却 40℃10 s。反应结束后用

LightCycler® 480基因扫描软件进行数据分析。

1.7 统计分析

1.7.1 多态性统计分析

利用 Excel 2016计算两个群体 pGH基因的基

因频率及基因型频率，利用 SPSS Statistics统计分

析期望杂合度（expected heterozygosity, He）、观测

杂合度（observational heterozygosity, Ho）、有效等位

基因数（effective allele number, Ne）和多态信息含

量（polymorphic information content, PIC）等遗传多

样性参数，χ2适合性检验，以 P>0.05为差异显著

性判断标准，检测是否符合 Hardy-Weinberg平衡

定律。

1.7.2 数据统计分析

利用 IBM SPSS Statistics 19.0软件中的单因

素方差分析（One-Way ANVOA）统计群体中不同

基因型与生长性状的关联性，结果用“平均值±标
准差”表示。利用邓肯氏法（Duncan′s）进行差异

显著性分析，以 P<0.05为差异显著性判断标准。

2 结果与分析

2.1 PCR扩增结果

扩增后的 PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电泳进

行检测，结果见图 1，获得预期大小片段。

2.2 测序验证

将 PCR产物回收，由上海生物工程技术有限

公司进行测序，结果显示，存在一处点突变

（1856C>T），且有不同类型的峰图：CT型和 CC型
（图 2）。

2.3 HRM分型

结果见图 3，存在三种基因型 CC、CT和 TT。

2.4 大白猪 pGH基因的多态性分析

在小群体中，pGH基因的突变位点 χ2<χ20.05（2），
推测该群体在该位点处于Hardy-Weinberg平衡状

态（P>0.05），但在大群体中，χ2>χ20.05（2），推测该群

体在这个位点上未处于 Hardy-Weinberg 平衡状

态（P<0.05）。pGH基因 CC型个体数量多于 TT和
CT型，等位基因 C为优势基因（表 2）。

在小群体中，pGH基因该位点有效等位基因

数（Ne）接近于 1，多态信息含量（PIC）小于 0.25，
属于低度多态，而在大群体中，Ne接近于 2，PIC
介于 0.25到 0.5之间，属于中度多态。无论是小群

体还是大群体，该位点观测杂合度（Ho）均高于期

望杂合度（He）（表 3）。
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图1 大白猪pGH基因扩增产物电泳图

注：M为Marker DL2000，1、2、3为 pGH基因 PCR产物
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图3 大白猪基因pGH分型结果图
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表2 基因pGH的基因频率和基因型频率

基因

pGH

pGH

χ20.05（2）=5.991，χ20.01（2）=9.21

样本量（头）

20

226

基因型频率

TT
0

（0）
0.314
（71）

CT
0.300
（6）
0.142
（32）

CC
0.700
（14）
0.544
（123）

基因频率

T
0.150

0.385

C
0.850

0.615

χ2

0.623

88.11

表3 基因pGH的多态性检测

基因

pGH（20）
pGH（226）

注：PIC<0.25，低度多态；0.25<PIC<0.5，中度多态；PIC>0.5，高度多态

观测杂合度

0.745
0.526

期望杂合度

0.255
0.474

有效等位基因数

1.340
1.899

多态信息含量

0.222
0.361

表4 pGH基因的多态性位点不同基因型与生长性状的关联分析

指标

出生重（kg）
20天重（kg）
断奶重（kg）

2月龄体长（cm）
2月龄体高（cm）
2月龄体重（kg）
6月龄体重（kg）
6月龄体长（cm）
6月龄体高（cm）
日增重（kg）

注：同行数据肩标不同表示差异显著（P<0.05），同行数据肩标相同或无字母标注表示差异不显著（P>0.05）

基因型

CC
1.509±0.589
5.402±0.128a
7.694±0.168
71.74±1.078
41.40±0.903
22.25±1.261a
102.6±1.713
117.5±1.722
72.64±1.425
0.561±0.009

CT
1.490±0.689
5.328±0.1170b
7.693±0.203
72.00±1.077
41.46±0.841
21.06±4.023b
102.1±1.457
117.2±1.533
72.40±1.291
0.558±0.079

TT
1.494±0.716
5.359±0.1246ab
7.689±0.187
71.96±1.193
41.49±0.935
21.97±1.183a
102.4±1.548
117.5±1.700
72.50±1.250
0.560±0.087

2.5 大白猪 pGH基因的多态性与生产性状关联

分析

将 246头大白猪的 9个生长性状与 pGH基因

该位点不同基因型进行关联分析，结果见表 4。

pGH基因对于 20天重的影响极为显著（P<0.01），
对于 2月龄体重有着显著的影响（P<0.05），但对

于体长、体高、出生重和日增重等并没有显著影

响（P>0.05）。

3 讨 论

家畜生长速度与经济效益显著相关，目前有

报道表明 pGH基因与家畜的生长性状相关，并且

该基因对于脂肪的沉积在不同品种群体中均发挥

着一定的作用 [13]。但是对于不同品种猪，其作用

的结果也有所不同且差异较大 [14]。目前已经发现

并报道的位点大多数通过 PCR产物的 RFLP方法

分析该基因与实际生产性状的关联性 [15-17]。本研

究通过 HRM技术对 pGH基因多态性与大白猪生

产性状相关性分析，研究发现存在 1856C>T，CC
型是优势基因型，C为优势等位基因。该突变位

点不处于 Hardy-Weinberg 平衡状态（P<0.05），说
明该群体遗传受到较多的人工选择或者发生过遗

传漂变，受选择的压力较大。pGH基因的 SNPs位
点的实际观测基因杂合度比例高于理论期望值，

说明该样本所在的群体中，这个位点的突变表现

出较高的杂交优势；有效等位基因数（Ne）是反映

群体遗传变异大小的一个指标，其数值越接近所

检测到的等位基因的绝对数表明等位基因在群体

中分布越均匀。由此可以发现，pGH基因的有效

等位基因数更接近于 2，说明已发现的等位基因

在群体中分布较为均匀。同时还发现，pGH基因

的 PIC属于中度多态（0.25<PIC<0.5），说明该位点
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具有一定的遗传潜力，遗传变异的可能性大，选

育潜力大。pGH基因的突变位点对于大白猪的出

生重、断奶重、体高以及体长等性状并无显著差

异（P>0.05），但对于 2月龄体重有着较为显著的

影响（P<0.05），对 20天重有着极为显著的影响

（P<0.01），表明该基因型对种猪断奶后销售和早

期生长具有重要影响。通过 HRM技术对基因型

分型，不仅可以节约试验经费，还可以节约大量

时间，HRM技术的高准确性和高敏感性为试验数

据的可靠性提供了保障。

3 结 论

本研究结果表明，pGH基因在大白猪群体内

存在 1856C>T多态性，该多态性与 20日龄体重和

2月龄体重存在显著相关（P<0.05），可将其作为

影响猪生长性状的位点进行标记辅助选择，其应

用有望加速大白猪的选育进程。
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