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猪 APOE基因外显子 4 的多态性分析
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摘要:生物的寿命受到遗传和环境的影响，利用模式生物对衰老相关基因的研究已取得显著成果。母猪利用年
限作为一个复杂的适应性性状，与寿命直接相关。母猪的利用年限缩短会导致母猪群的繁殖寿命缩短。本研
究根据比较基因组学和生物信息学，以猪 APOE基因作为影响母猪利用年限的重要候选基因，研究了长白和大
花白两个猪种的 APOE基因外显子 4 的多态性并对不同基因型及基因频率作统计分析。结果表明: 猪 APOE
基因外显子 4 的第 227 位碱基发生了 C→T转换，这一变异导致相应蛋白质序列中的氨基酸发生了亮氨酸和脯
氨酸替换。该位点基因型: 大花白 CC型频率为 42%，CT型频率为 30%，TT型频率为 28%，而长白猪 CC型为
100%。长白母猪与大花白母猪的利用年限差异较大，而猪 APOE基因外显子 4 等位基因频率的差异可能说明
了两者之间的利用年限差异的原因。
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Abstract: Longevity is dependent on genetics and environmental factors． Many Significant results have
been achieved by using model organisms for the study on aging － related genes． Sow longevity，as a complex a-
daptive trait，is directly associated with lifespan． Reducing sow longevity leads to shortened productive life．
Based on comparative genomics and bioinformatics，the porcine APOE gene was regarded as the candidate
gene of sow longevity and the polymorphism of the gene exon 4 was studied in this study． Also，the genotype
and allelic frequencies for Dahuabai and Landrace porcine APOE gene exon 4 were calculated． The results were
as follows: the 227 bp of base C was replaced by base T in porcine APOE gene exon 4，which led to the change
of amino acid from leucine to proline． The genotype frequencies of the same polymorphic locus stated above
were CC 42%，CT 30% and TT 28% in Dahuabai，while CC totally100% in Landrace． As there is difference
in productive life between Landrace and Dahuabai sows，the different allelic frequencies in porcine APOE gene
exon 4 between the two breeders suggest that it may be the cause of the difference in sow longevity．
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有研究表明母猪较长的利用年限( 从第一胎至淘汰) 和较低的淘汰率能带来良好的经济效益［1 － 2］。
因此母猪的利用年限是值得关注的性状。但种猪选育由于长期通过提高母猪年产瘦肉量、降低料肉
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比来提高经济效益，一定程度上导致了母猪群的利用年限缩短。母猪的利用年限，与其他大多数重要经
济性状一样，既受到遗传因素的影响，同时也受到环境因素的影响。目前模式生物如酵母、线虫、果蝇和
小鼠的寿命相关基因已进行了深入的研究。这些研究已经初步阐明寿命受某些特定基因的调控。
载脂蛋白 E基因与人类寿命密切相关［3］。人载脂蛋白 E ( apolipoprotein E，apoE) 是一种胆固醇转

运蛋白，由肝、脾、肾等合成后进入血液循环广泛分布于全身。apoE 是一种多功能分子，是血浆脂蛋白
的主要组分，通过低密度脂蛋白( Low density lipoprotein，LDL) 受体途径负责对脂蛋白残粒的摄取。它
还是中枢神经系统的主要组分，对脑组织淀粉样蛋白的沉积与清除、微管蛋白稳定性的维持、细胞信号
传导、免疫调节、葡萄糖代谢、氧化应激等都有潜在的作用，其他功能还包括免疫调节和细胞生长和分化
的调节［4］。与其它载脂蛋白相比，apoE 在许多外周组织中都有表达，具有十分广泛的生物学活性。在
体内脂质代谢及其它生化过程发挥重要的作用。
人 APOE基因位于 19 号染色体［5］，处于 APOC － I基因上游 5． 5 kb处，与 APOC － I /APOC － II基因

构成紧密连锁的载脂蛋白基因家族。APOE基因全长 3． 7 kb，与其它载脂蛋白基因具有相似的结构: 由
4 个外显子( 44，66，193，860 bp) 和 3 个内含子( 760，1 092，582 bp) 组成。APOE基因的 TATA盒元件位
于转录起始点上游 33 bp 处。其编码的前体蛋白包括: 18 个氨基酸的信号肽和 299 个氨基酸的成熟
APOE蛋白［6］。

APOE基因敲除的小鼠或缺失 APOE 基因的人将出现严重的高胆固醇血症和动脉粥样硬化［7］。
APOE的缺失可促进动脉粥样硬化的发生，给 APOE基因敲除小鼠反复注射 APOE 重组蛋白、在肝组织
中用腺病毒载体表达 APOE蛋白、移植带有 APOE基因的小鼠骨髓，都能使 APOE 基因敲除小鼠的动脉
粥样硬化得到康复，这表明 APOE基因及其表达产物对动脉粥样硬化的发生具有抑制作用。另外近年
来国外许多研究还发现小鼠的认知功能出现障碍［8］。
猪的 APOE基因位于 6 号染色体的 q2． 1，也由四个外显子( 26，66，190，843 bp) 和 3 个内含子( 804，

744，374 bp) 组成，编码的 APOE 前体蛋白包括 18 个氨基酸的信号肽和 299 个氨基酸的成熟蛋白。
APOE基因的内含子 3 有( GC) 13 的微卫星标记，在此座位上约克夏、汉普夏、长白、杜洛克至少有 4 个
等位基因［9］。
为了寻找遗传因素对母猪利用年限的影响，本研究将猪载脂蛋白 E 基因作为影响母猪利用年限的

候选基因。选取利用年限差异较大的两个猪种大花白和长白母猪为研究对象，对 APOE 基因的第 4 外
显子进行了遗传变异研究，为揭示 APOE基因对母猪利用年限的影响提供依据。

1 材料与方法
1． 1 试验材料
选取 50 头广东大花白母猪和 50 头长白猪为实验材料，每个个体采耳组织块约 1． 0 g 于干净小瓶

中，置于 － 70 ℃冰箱备用。
1． 2 基因组 DNA的提取
按 TAKARA公司 Universal Genomic DNA Extraction Kit说明书方法抽提。

1． 3 引物设计及 PCR反应
参照 GenBank 中公布的 pAPOE 基因序列( SSU70240) ，用 primer primer5． 0 软件设计引物，由上海

生物工程公司合成。上游引物: 5’－ CCCAGGGAGCTGATAGAGG － 3’; 下游引物: 5’－ CAGTGCAGG-
GAAGGAAAGG －3’，目的片段的长度为915 bp。PCR反应体系: 10 ×PCR Buffer 5． 0 μL，25 mmol /L MgCl2
3． 0 μL，10 mmol /L dNTP 1． 0 μL，上游引物( 20 μmol /L) 和下游引物( 20 μmol /L) 各 1． 0 μL，Taq DNA
聚合酶( 3 U /μL) 0． 5 μL，DNA模板( 100 ng /μL) 1． 5 μL，加水至 50． 0 μL。PCR 反应条件: 95 ℃预变
性 3 min; 95 ℃变性 1 min，61 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，共 30 个循环; 72 ℃延伸 5 min。取 PCR
产物 10 μL进行琼脂糖凝胶电泳，并在 UVP计算机凝胶成像系统上观察扩增效果并照相。
取大花白、长白猪各 5 个体 APOE基因外显子 4 的 PCR 产物进行纯化，用分光光度计测定各 PCR

产物的浓度并调至一致，然后各取 5 μL共 50 μL的混合样送上海英骏公司测序，以确定多态位点。
PCR扩增大花白、长白母猪各 50 个体的 APOE基因外显子 4 片段，PCR 产物纯化后送上海英骏公

司测序。对两品种猪基因型频率和等位基因频率进行统计分析。
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图 1 猪的 APOE基因外显子 4 PCR产物电泳结果
Fig． 1 PCR amplification of the porcine APOE exon 4

左为 TT型，中为 CT型，右为 CC型。
( Left) T /T homozygous DNA． ( Center) C /C homozygous DNA． ( Right) C /T heterozygous．

图 2 猪 APOE外显子 4 C /T SNP的 DNA序列分析
Fig． 2 DNA sequence analysis of the porcine APOE exon 4 C /T SNP

2 结果与分析
2． 1 PCR产物的电泳结果
以大花白、长白猪样品的基因组 DNA为模板，用特异引物对 APOE基因 3032 ～ 3946 区域共 915 bp

片段进行扩增。结果显示所有的 100 个样品的扩增都
获得了特异性较好的 PCR产物，电泳图谱见图 1。
2． 2 测序结果与分析
以两猪种各 5 个个体的相同浓度 PCR 产物混合

样双向测序，测序图出现双峰，证明存在多态位点。与
GenBank上猪 APOE基因序列进行比较，发现猪 APOE
基因外显子 4 第 227 位碱基发生了 C→T突变，这一变
异导致相应蛋白质序列中的氨基酸发生了亮氨酸和脯

氨酸替换，之后将两品种各 50 个体纯化的 PCR 产物
测序，对基因进行分型。

CC型: GCTGCGCGAGCGCGC
TT型: GCTGCGTGAGCGCGC
猪 APOE外显子 4C /T SNP的 DNA序列分析见图 2。

2． 3 多态位点的基因型频率和等位基因频率
大花白和长白基因型频率和等位基因频率统计结果见表 1。由表 1可知，大花白 CC型频率为0． 42，

CT型频率为 0． 30，TT型为 0． 28，而长白猪全为 CC型。
表 1 大花白及长白猪 APOE基因外显子 4 基因型和等位基因频率

Tab． 1 Genotype and Allelic frequencies for Dahuabai and Landrace porcine APOE gene exon 4

群体

Population
个体数

individuals

基因型频率( 个体数) /%
Genotype frequencies( individuals)

CC CT TT

等位基因频率 /%
Allelic frequencies

C T

大花白 Dahuabai 50 42( 21) 30( 15) 28( 14) 57 43

长白 Landrace 50 100( 50) 0( 0) 0( 0) 100 0

3 讨 论
单核苷酸多态性，或简称 SNP，是指发生在 DNA上某个特定位置上的单个碱基变异，其中最少出现

的等位基因频率应该大于或等于 1 %［10］。SNP在动物基因组中广泛分布，发生在编码区位置的 SNP称
为 cSNP( coding regions SNP) ，此外在基因的 5'、3'端非编码区，以及内含子上都有发生［11］，均有可能引
起基因表达及功能的改变，继而引起整个机体正常生理功能的变化。关于 APOE 基因外显子多态性分
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析，在人类中 APOE具有 3 个等位基因 APOEε2、APOEε3 及 APOEε4，分别编码 3 种异构蛋白，分别命名
为 APOE2，APOE3 和 APOE4［12］，它们主要的区别是其 DNA 水平上的外显子 4 上存在两个位点的碱基
替代，造成它们所编码的 APOE在第 112 位和第 158 位的氨基酸残基发生了相应的变化。在对长寿人
群研究中发现，该基因中与早期动脉粥样硬化发病相关的 ε4 等位基因出现的频率显著减少。通过对
405 个家系中 1 873 个研究对象每个基因的一些 SNP位点进行研究，结果证明 APOE还与肥胖的表型相
关［13］。不仅如此，该基因也与白内障，Alzheimer病等一系列老年疾病相关［14］。因此 APOE 基因可以作
为潜在的治疗 Alzheimer病的药物靶标［15］。
本研究结果表明，猪 APOE基因外显子 4 的第 227 位碱基发生了 C→T突变，这一变异导致相应蛋

白质序列中的氨基酸发生了亮氨酸和脯氨酸替换。该位点基因型: 大花白 CC 型频率为 42%，CT 型频
率为 30%，TT型频率为 28%，而长白猪 CC型为 100%。大花白与长白之间的 APOE外显子 4 的基因型
频率存在较大的差异。大花白母猪的利用年限比长白母猪长，猪 APOE 基因外显子 4 等位基因的频率
差异可能说明了两者之间的差异; TT型个体可能具有相对较长的使用寿命。推测 APOE 基因外显子 4
的 277 位点多态性可能是影响母猪利用年限性状的分子标记。
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