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摘要 甲状腺激素应答 Spot14 (THRSP)是甲状腺激素诱导的核内蛋白质，对动物脂肪生成具有重要的调控作用．为了探明
中国地方猪品种(脂肪型)和引入品种(瘦肉型)胴体脂肪沉积之差异的遗传机理，提取脂肪型猪(皖南花猪、绩溪黑猪、定远猪，

n=228)和瘦肉型猪(长白猪、大白猪、杜洛克及其杂种猪，n=92)的耳组织 DNA，检测 THRSP基因编码区的单核苷酸多态性
(SNP)，分析其变异对 mRNA折叠和蛋白质二级结构的影响以及在群体中的分布规律，研究其变异与猪产脂能力之间的关联
性．结果发现，猪 THRSP基因编码区的核苷酸序列与人和牛的同源性分别为 86%和 88%，存在 2个 SNPs位点(G123A和
A308G)分别位于距 CDS起点的 123 bp和 308 bp处，其中 G123A为同义突变，而 A308G导致 THRSP蛋白质 103位的赖氨
酸变为精氨酸，引起了酪蛋白激酶域磷酸化位点由 TKEE转变为 TREE，并产生了 2种类型的 mRNA折叠和蛋白质二级结
构，脂肪型猪群中 123G和 308A的频率分别为 0.975 9和 0.589 9，瘦肉型猪群的 123G和 308A频率分别为 0.657 7和 0.815 2,
脂肪型猪 123G308A和 123G308G配子的总频率达到 0.975 9，而瘦肉型猪的 123A308A和 123G308A配子的总频率为 0.815 3.
实验提示，THRSP基因编码区的 G123A和 A308G位点多态性与猪脂肪生成能力密切关联，对脂肪生成相关基因表达具有重
要的调节作用．
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脂肪是机体的主要成分之一，是维持正常生命

活动所必需的物质基础，也是影响猪胴体品质和消

费者对产品口感、风味和多汁性需求的重要因素[1].
中国地方猪种和引入猪种之间的肉质差异常被用来

作为培育不同类型产品的素材．中国地方猪种和引

入猪种的产肉性能存在显著差异，其中中国地方猪

种胴体脂肪含量要比引入品种高出 15%左右，被
人们分别称之脂肪型猪与瘦肉型猪，体现出机体一

系列脂肪合成代谢之差异．为探明其特定的遗传背

景和脂肪代谢机制，研究者先后解析了脂肪代谢过

程中的关键酶基因以及起生理调控作用的激素类

基因[2-3]，并从中获得了不少与体脂含量关联的分

子标记 [4]，为猪种培育和胴体性状改良提供了依

据，但这种标记真正能为我们所用却甚少．

从功能上看，激素调控上下层级分明．新近发

现的甲状腺激素应答 Spot14 (thyroid hormone

responsive spot 14，THRSP)就是核内受甲状腺激素
诱导表达的基因之一[5-6]，其基因编码的蛋白质又

称 Spot14或 S14，是甲状腺素受体调控激活的转
录因子．THRSP蛋白能刺激甲状腺素，对高葡萄
糖水平产生应答反应，并且该基因所在的染色体区

域与肥胖症有关，因而该基因被认为对脂肪生成具

有重要的调控作用[7]．目前，对该基因的研究多见

于人、大鼠和小鼠，近几年在鸡、鸭等畜禽上的研

究也越来越多．对猪 THRSP基因的研究，陈华等[8]
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克隆并分析了 THRSP基因 5忆调控区的特性，但未
见对其编码区的研究和分析报道，有关猪该基因的

相关报道甚少．

本文利用上述猪种在产脂能力上的差异，通过

检测 THRSP基因编码区的遗传变异，分析其对
mRNA折叠和蛋白质结构的影响，研究基因在不
同产脂能力猪种之间的分布及其群体动力学，以揭

示 THRSP基因编码区的遗传变异与猪产脂能力之
间的关联性．

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 供试猪 DNA制备．320头供试猪 DNA样本
分别来自 2种不同产脂类型的猪群：脂肪型猪(228
头)分别来自中国地方猪种中的皖南花猪、绩溪黑
猪和定远猪，瘦肉型猪(92头)来自长白猪、大白猪
和杜洛克引入品种及其杂种(长白猪伊大白猪、长白
猪伊大白猪伊杜洛克)．所有猪均来自种猪场及其肥
育猪场，取耳组织经酚氯仿抽提法提取基因组

DNA，溶于 TE缓冲液，4℃保存．
1.1.2 主要试剂．DNA Taq 酶、DNA Marker 和
dNTP购自北京全式金生物有限公司；限制性内切
酶Mva玉和 Pvu域购自MBI公司．
1.2 方法

1.2.1 引物设计．由于猪 THRSP基因序列还未公
布，因此从 GenBank中以人、黑猩猩、猕猴、马
的 THRSP基因外显子玉序列设计兼并引物 TP-1：
TP-1S，AAGCMRCCATGCAGGTGCTA， TP-1A，
GATGRAGRCTGGAGAAGTGC，其中 M=A或 C，
R=A或 G．对引物 TP-1产物测序，并据其设计多
态性分析引物 TP-2: TP-2S, TACCCCAAGAACTG-
CCTGCTGA, TP-2A, GGTGGAACTGGGCTTCTA-
GGTC．引物由上海生物工程公司合成．
1.2.2 PCR 扩增．25 滋l PCR 扩增反应体系：上
下游引物各 1.0 滋l (10 滋mol/L)、10 伊 PCR 缓冲液
2.5 滋l、dNTPs 2.0 滋l (2.5 mmol/L)、Taq DNA聚合
酶 0.5 滋l (5U/滋l)、DNA模板 1.0 滋l (50 mg/L)、双
蒸水 17 滋l． PCR 扩增程序：94℃预变性 5 min，
94℃ 30 s，TP-1 引物 55℃ (TP-2 引物 58℃ ) 30 s，
72℃ 1 min，35个循环，72℃延伸 10 min，4℃保
存．产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测．
1.2.3 RFLP分析．
将 PCR产物克隆测序，通过测序结果对比，

以限制性内切酶Mva玉和 Pvu域酶切分型．

15 滋l酶切的反应体系：PCR产物 6 滋l、内切
酶 0.5 滋l(10U/滋l)、10伊缓冲液 1.5 滋l、双蒸水 7 滋l，
酶切 12 h．3%琼脂糖凝胶电泳检测，用凝胶成像
仪拍照和分析，统计基因型．

1.2.4 基因频率．单个单核苷酸多态性(SNP)位点
基因频率：p = D + 0.5H，q = 1 - p，其中：D是纯合
子基因型频率，H 是杂合子基因型频率．2 个联
合 SNP 位点的联合基因频率计算 [8]： p ik =Diikk +
0.5(H ijkk+Hiikl)+0.25Hijkl，其中 p ik 是第一位点的 i 基
因与第二位点的 k 基因组成联合基因频率，Diikk是

2个位点均为纯合状态的联合基因型频率，Hijkk 或

Hiikl是其中一个位点处于杂合状态的联合基因型频

率，Hijkl是 2个位点均处于杂合状态的联合基因型
频率．

1.2.5 分析软件．通过Motif Scan(http://hits.isb-sib.
ch/cgi-bin/motif_scan)预测蛋白质的功能区域[9]，使

用 YASPIN预测 THRSP蛋白质二级结构[10]，利用

Vienna RNA折叠程序进行有义链的折叠(设定不允
许 GU配对折叠)和核苷酸反向重复分析[11]，参照

张同燕等[12]的方法分析密码子使用的倾向性．所有

过程均包括不同基因型的对比分析．

2 结果与分析

2.1 目的片段的序列分析

PCR 的凝胶电泳图见图 1．TP-1引物的 PCR
产物片段长度为 388 bp，TP-2引物的 PCR产物片
段长度为 334 bp．

Fig. 1 PCR amplification of pig THRSP gene
Electrophorised with 1.5% agarose. (a) M: Trans 2k DNA marker; PCR

products with primer TP-1 in 1 and 2. (b) M: Trans 2k Plus DNA

marker; PCR products with primer TP-2 in 1 and 2.
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Fig. 4 RFLP patterns of PCR products at G123A site for Pvu域 and at A308G site
for Mva玉 in the coding region of pig THRSP gene

(a) G123A. (b) A308G. Electrophorised with 3% agarose; M: Marker玉 ; 1, 2: AA genotypes; 3, 4: GG genotypes; 5, 6: AG genotypes; 7, 8: AA

genotypes; 9, 10: GG genotypes; 11, 12: AG genotypes.

Fig. 3 The polymorphic sites in the coding region
of pig THRSP gene

G123A and A308G sites were located at 123 bp and 308 bp away from

the start of the CDS, respectively.

Fig. 2 The nucleotide sequence of the coding region of pig THRSP gene and its amino acid sequence
TVMD and TKEE underlined were Casein kinase域 phosphorylation sites.

aaggaagccgccatgcaggtgctagccaagcgctaccccaagaactgcctgctgaccgtcatggaccggtac 72

M Q V L A K R Y P K N C L L T V M D R Y 20

ctggccgtggctcgcaacatggagcaggtggtgatgatccccagcctgctgcgggatgtgcagctgagtgca 144

L A V A R N M E Q V V M I P S L L R D V Q L S A 44

catgggtgccaggcccagtcgggggcccccgatttctacaactacttcaccatgctcaaggccatccgtgtg 216

H G C Q A Q S G A P D F Y N Y F T M L K A I R V 68

gctgtggaccatgggctgctgccccgggaggagtggcaggccaaggtggcggatggcaaaaacgatggggct 288

A V D H G L L P R E E W Q A K V A D G K N D G A 92

gagaatgaagctgcagagaccgaagagaccaaggaggagaggctcttggggcagctggacctagaagcccag 360

E N E A A E T E E T K E E R L L G Q L D L E A Q 116

ttccacctgcacttctccagtcttcatc 388

F H L H F S S L H 125

将引物 TP-1的 PCR产物测序，得到猪 THRSP
外显子玉(编码区)的核苷酸序列及其对应蛋白质的
氨基酸序列见图 2所示．将该片段核苷酸序列与人

和牛相比，其同源性分别为 86%和 88%．分析蛋
白质的有关功能区域，发现存在 2个潜在的酪蛋白
激酶域磷酸化位点 TVMD和 TKEE．

2.2 SNPs检测
将不同类型猪的目的片段(混合样)进行测序，

发现该基因 CDS 的第 123 位存在 G→A 突变
(G123A)和 308位 A→G 突变(A308G)．突变位点
的序列见图 3．

进一步分析显示，G123A位点可以选用 Pvu域

酶切加以鉴别，属于一种同义突变，没有导致氨基

酸变化；A308G 位点可以选用 Mva玉酶切加以鉴
别，该突变导致蛋白质中相应位置的赖氨酸变为精

氨酸．

使用 Pvu域酶切不同类型猪的 PCR 产物，获
得 3 种基因型： 123AA (片段 310 bp/24 bp)、
123GG(片段 207 bp/103 bp/24 bp)和 123AG．使用
Mva玉酶切不同类型猪的 PCR产物，获得 3种基因
型：308AA (212 bp/81 bp/41 bp)、308GG(164 bp/
81 bp/48 bp/41 bp)和 308AG．酶切基因型的凝胶电
泳结果见图 4，可见 2种酶均可清晰地分离出突变
位点的基因型，48 bp和 41 bp的条带几乎重叠不
易分辨，但每种基因型均含有这 2种条带，不影响
基因型的判定．

G123A A308G

G T G C A A C G GT A A A A AC C G G G G
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2.4 G123A和 A308G变异对 mRNA折叠的影响
利用 Vienna RNA折叠方法对变异后 2种类型

的 mRNA有义链进行折叠，在不允许 GU 配对折
叠的情况下，G123A位点的核苷酸替换没有影响
mRNA折叠形态，而 A308G位点核苷酸替换导致
2种不同类型的 mRNA折叠方式，尤其是 2个酪
蛋白激酶域磷酸化位点由相互贴近 (TVMD 和

TKEE)转变为相互背离(TVMD和 TREE)，进而可
能影响折叠的顺利打开和相应位点的磷酸化．在不

同类型猪群中，瘦肉型猪使用图 5中 K折叠方式
的频率为 0.641 3，使用 R和 K两种混合折叠方式
的频率为 0.347 8；而脂肪型猪则更多的是使用图 5
中 R和 K两种混合折叠方式(频率 0.592 1)，使用
K折叠方式的频率仅为 0.293 9．

Fat-type pigs Lean-type pigs
Gamete types Fat-type pigs Lean-type pigs

Sample size Frequency Sample size Frequency

123GA308AA 1 0.004 4 26 0.282 6 123G308A 0.576 8 0.508 2

123GA308AG 10 0.043 9 13 0.141 3 123G308G 0.399 1 0.149 5

123GG308AA 66 0.289 5 21 0.228 3 123A308G 0.011 0 0.035 3

123GG308AG 125 0.548 2 19 0.206 5

123GG308GG 26 0.114 0 1 0.010 9

x2=16.13, P < 0.05 x2=7.42, P > 0.05

123AA308AA 0 0 12 0.130 4 123A308A 0.013 2 0.307 1

G123A 和 A308G 两位点联合基因型及配子
型频率见表 2． 联合基因型只出现 6 种，而
123AA308AG、 123AA308GG 和 123GA308GG 均
未检测到．脂肪型猪中，123G308A和 123G308G
配子频率达到 0.975 9，而瘦肉型猪的 123A308A

和 123G308A配子频率达 0.815 3．
对不同猪群的 G123A和 A308G联合位点进行

Hardy-Weinberg平衡群体检测，结果表明瘦肉型猪
的联合位点处于平衡状态，而脂肪型猪则处于非平

衡状态．

G123A site A308G site

Fat-type pigs Lean-type pigs Fat-type pigs Lean-type pigs

Sample size Frequency Sample size Frequency Sample size Frequency Sample size Frequency

123AG 11 0.048 2 39 0.423 9 308AG 135 0.592 1 32 0.347 8

123GG 217 0.951 8 41 0.445 7 308GG 26 0.114 1 0.010 9

Gene Gene

123A 0.024 1 0.342 3 308A 0.589 9 0.815 2

123G 0.975 9 0.657 7 308G 0.410 1 0.184 8

x2=0.139 3, P > 0.05 x2=0.316 3, P > 0.05 x2=11.418 1, P < 0.01 x2=2.196 3, P > 0.05

123AA 0 0 12 0.130 4 308AA 67 0.293 9 59 0.641 3

Genotype Genotype

2.3 G123A和 A308G变异的群体动力学分析
不同猪群在 G123A和 A308G位点的基因型和

基因频率分布情况分别见表 1．可见，脂肪型猪在
G123A位点 123G 的基因频率高达 0.975 9，而瘦
肉型猪的 123G基因频率为 0.657 7．在 A308G 位
点，瘦肉型猪的 308A基因频率为 0.815 2，而脂肪

型猪中 308A为 0.589 9．
对不同猪群进行 Hardy-Weinberg平衡群体检

测，结果表明，2种类型猪在 G123A 位点均处于
平衡状态，而在 A308G位点仅瘦肉型猪处于平衡
状态，脂肪型猪在该位点则处于非平衡状态．

Table 1 The distribution of genotype and gene frequencies of THRSP gene in fat鄄 and lean鄄type pig groups

Table 2 The frequencies of genotypes and gamete鄄types based on G123A and A308G sites
of THRSP gene in fat鄄 and lean鄄type pig groups
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3 讨 论

THRSP作为一种酸性转录激活因子，以同型
二聚体方式发挥作用[13]．THRSP 基因主要在脂肪
生成组织如肝脏、腹脂和乳腺内表达，与脂肪生成

有关．研究者发现 THRSP基因的变异对鸡的腹脂
重[14]和体重[15]、鸭的肝脏率[16]、牛肉的嫩度及系水

力 [17]、猪的背膘厚 [8]等具有明显的关联性，可见

THRSP基因作为脂肪性状候选基因在不同畜种间
具有高度的一致性．在 THRSP的主效基因地位方
面，研究者发现人和小鼠 THRSP基因所在的染色
体区域与肥胖症有关[18-19]．Kinlaw等[20]用 Spotl4反
义寡核苷酸探针转染肝细胞后，能抑制 ATP-柠檬

酸裂解酶、脂肪酸合成酶和苹果酸酶等的表达；

Brown等[21]也证实 Spotl4蛋白能调节脂肪合成酶系
中 6种关键酶的基因转录，从而表明了 THRSP基
因可能在脂肪性状发育中发挥主效基因的作用．本

研究在脂肪型猪和瘦肉型猪中发现 THRSP基因编
码区中存在 G123A和 A308G突变，并在不同猪群
中表现出不同的分布特点和基因频率差异，证实了

THRSP基因的功能和作用与猪的脂肪生成特点存
在密切的关联性．

G123A 和 A308G 位点的变异可能通过改变
mRNA折叠[22]、替换氨基酸和密码子[23-24]等诸多方

式来影响 THRSP基因的最终功能和作用，进而造
成猪产脂能力的变化，但本研究的这种现象在未针

Fig. 5 The effects of the mutations at G123A and
A308G sites on mRNA folding of pig THRSP gene

Vienna RNA-folding parameters: Temperature is 37℃ , GU pairing is

not allowed at all, and fold with specially stable tetra loops．Nucleotide

position is indicated by the arrow, and TKEE, TVMD and TREE located

between two arrows, respectively, show the posion of casein kinase 域
phosphorylation sites.

2.5 THRSP基因密码子的倾向性使用及其对蛋白
质二级结构的影响

G123A位点的同义突变是将谷氨酰胺(Gln，Q)
的 2个密码子 CAG→CAA互变．从密码子使用频
率来看，本文 THRSP片段有 8个 Gln，其中 7个
Gln 的密码子使用 CAG，脂肪型猪倾向于使用
CAG，瘦肉型猪偏爱 CAA．

A308G位点突变导致 THRSP蛋白 103位的赖
氨酸(AAG，K)变为精氨酸(AGG，R)．从基因频率
分析可以看出，脂肪型猪更多的是使用精氨酸，瘦

肉型猪则偏爱使用赖氨酸．使用 YASPIN 预测
THRSP蛋白二级结构表明，氨基酸的替换造成蛋
白质的二级结构出现明显的变化(图 6)．显然，在
氨基酸替换处的蛋白质二级结构表现出差异，使得

酪蛋白激酶域磷酸化位点由螺旋(TKEE)结构转变
为盘绕和螺旋(TREE)结构的交汇点，造成 TKEE
和 TREE在功能作用上的改变．

Fig. 6 The secondary structure prediction of THRSP protein
H=helix, E=strand, C=coil; Amino acids underlined are casein kinase域 phosphorylation sites.

K: 123G, 308A R: 123A, 308G
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对该基因的人工选择中被两极分化了．根据本文结

果，我们可以推测猪基于 G123A和 A308G位点的
野生型为 123GG308AA，中国猪种在人工选择时
间接地将选择压施加在 G123A 位点，而将携有
123GG308AG 的个体选留在脂肪型猪群中(2种类
型配子频率为 0.975 9)，瘦肉型猪则间接地将选择
压施加在 A308G位点,更多地将携有 123GA308AA
的个体选留下来(2种类型配子频率为 0.815 3)．选
择压的作用使得 G123A和 A308G位点时常出现偏
离 Hardy-Weinberg平衡．分子结构的变异和选择
限制是基于功能上的可接受性[25]，本文虽未对相关

话题做出讨论，但来自 G123A和 A308G位点的突
变在不同猪群中的分布特点暗示我们，THRSP基
因的功能和作用在脂肪型和瘦肉型猪群中存在明显

的差异．
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Association of Polymorphism in The Coding Region of THRSP Gene
With Lipogenesis Capability in Pigs*

ZHOU Qian-Qian1, 2),CHEN Hong-Quan1, 2)**, WEI Han-Qing1), QIN Jie1), CHEN Hua1, 2), ZHANG Yi-Peng1)

(1) Anhui Agricultural University, College of Animal Science and Technology, Heifei 230036, China;
2) Local Animal Genetic Resources Conservation and Biobreeding Laboratory of Anhui Province, Hefei 230036, China)

Abstract Thyroid hormone responsive spot 14 (THRSP) is a nucleoprotein induced by thyroid hormone, which
makes an essential effect on the regulation of animal lipogenesis. In order to clarify the genetic mechanisms of the
differences between Chinese native pig breeds (fat-type group, FTG) and introduced pig species (lean-type group,
LTG) in carcass fat deposition, DNA samples of ear tissues were extracted from FTG (n = 228) composed of
Wannan Spotted, Jixi Black and Dingyuan and LTG (n = 92) from Landrace, Large White, Duroc and their hybrid
pigs and then detected the SNPs in the coding region of THRSP gene. The effects of SNPs on mRNA folding and
protein secondary structure in FTPG and LTPG were predicted using Vienna RNA folding software and YASPIN
web services, and their distribution and association with lipogenesis capability in FTG and LTG were analyzed.
The results showed that the homologies of nucleotide sequence in coding region of pig THRSP gene with human
and cattle were 86% and 88%, respectively. Two SNP sites, G123A and A308G, were located at 123 bp and 308 bp
away from the start of the CDS, respectively. The mutation at G123A site was a synonymous mutation, but the
mutation at A308G site caused the change of amino acids from lysine to arginine at 103rd site of THRSP protein
which resulted in the changes of casein kinase 域 phosphorylation site from TKEE to TREE, mRNA folding and
protein secondary structure. The frequencies of alleles 123G and 308A were 0.975 9 and 0.589 9 in FTG,
repectively, while that of alleles 123G and 308A were 0.657 7 and 0.815 2 in LTG. The total frequency of gamete
123G308A and 123G308G in FTG achieved 0.975 9, while that of gamete 123A308A and 123G308A in LTG was
0.815 3. Data from the present study imply the association of polymorphism at G123A and A308G sites with
lipogenesis capability of pigs and their important regulating role in the expression of lipogenesis genes in pigs.
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