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摘要%本文综述了国内外小型猪近交系鉴定方法的研究进展(包括%异体皮肤移植鉴定’基因组水平鉴定’生理生化

标记’同工酶蛋白质鉴定’K>G遗传标记’=>F分析等分子遗传学的方法+ 综合分析(异体皮肤移植技术是大型哺

乳动物近交系最佳鉴定方法+ 该技术将为我国创新资源近交系猪培育和开发利用奠定科学基础(为大型哺乳动物

近交系鉴定提供科学的检测技术和方法(并使我国大型哺乳动物近交系研究处于国际领先地位+

关键词%五指山小型猪)近交系)异体皮肤移植)免疫排斥反应

中图分类号% J@))&!!文献标识码% G!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#&a##’$a#B
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!!由于近交系动物遗传稳定’反应灵敏’生物学特
性一致性好(能提供精确’科学的检测结果(已广泛
应用于生命科学众多领域(如单克隆抗体制备等(并
由此创建了多项具有划时代意义的理论学说(带来
了年收益达上亿元的生物医药价值 , "- + 哺乳动物
近交系动物(已成为解决人类疑难病症和生命基础
科学领域研究中不可或缺的技术平台之一+

自 AI3MO25OA4H199IO于 "%#% 年研究建立了第一
个近交系鼠以来 , &- (先后建立了同工酶蛋白质鉴定
研究’生化标记鉴定研究’微卫星变异和异体皮肤移
植鉴定技术方法(如(相关生理生化标记’K>G指纹
图’皮肤移植’K>G遗传标记’=>F分析等分子遗传
学的方法 , )- + 随着哺乳动物近交系小鼠遗传鉴定
的研究方法标准的建立(大大加快了哺乳动物遗传
近交系培育与应用研究的步伐(目前已培育出数百
种近交系鼠类等小型哺乳动物+

由于大型哺乳动物猪在生殖’生理’代谢等的诸
多特异性(上世纪 B# 年代虽大规模地开展了近交系
猪培育研究未获得成功(所以其鉴定研究也未有建
树+ 随着近 B# 年来中国在大型哺乳动物近交系猪
资源创新研究中取得了突破性进展(参照近交系鼠
国际公认的技术方法(先后开展了同工酶蛋白质’

K>G遗传标记’特异等位基因’=>F分析和异体皮
肤移植鉴定技术等方法 , (a"#- (使大型哺乳动物近交
系实验用小型猪鉴定研究取得了重大进展+ 分述
如下%

/K创建了猪近交系异体皮肤移植鉴定方法

皮肤移植是鉴定近交系鼠类最经典’有效的方
法( 国内外有关近交系鼠异体皮肤移植鉴定已有许
多报道 , "#- + 依据近交系鼠皮肤移植鉴定技术原理(

结合实验用小型猪的生理种质特性(中国的 VY 等
与解放军 )#( 医院合作研究 , ""- (以近交系 \&# 为材
料(率先开展了五指山小型猪近交系异体皮肤移植
鉴定方法研究(未发生免疫反应(证明五指山小型猪
近交系培育成功+ 创建了近交系猪的异体皮肤移植
鉴定方法(其技术要点如下%! ""需对试验组!异体
皮肤移植"和对照组!自体皮肤移植"公母猪合理安
排)!&"测试用猪大小限制在 )CB 月龄以内)! )"皮
瓣移植面积不小于 ( 57y? 57)!("每周需对皮肤创
面观察一次(连续 ( 周+ 早期 ’ i"( ,(主要观察移
植创面皮肤颜色’血运建立及移植皮肤的存活率等)

移植 "( , 以后(观察移植创面无明显红肿’渗出’水
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泡’脱屑’脱落’溃疡’坏死等排斥反应现象)! B"观
察期同时对其进行外周血与免疫相关细胞’生长因
子等测定(进行移植皮肤和正常皮肤免疫组化 E4N’
V3**62 染色等超微结构变化观测+ 依据上述 B 种
研究结果(实验猪与对照组两组间是否反应一致(最
终可判断为测试猪异体皮肤移植未发生免疫排斥反
应(即可判断该测试近交系猪培育成功+ 这一鉴定
方法(为大型哺乳动物近交系的鉴定提供了科学依
据+ 截至目前(国外虽有近交系猪异体皮肤移植研
究论文 , ""a"&- (但国内’外均未见如此全方位’系统的
近交系猪异体皮肤移植鉴定技术方法的报道+

5K建立了猪近交系鉴定基因组水平鉴定
标准

!!据国内’外研究报道(通过利用 <IIY7123猪高密
度 =>F芯片!? 万个 =>F*"对猪’牛’鸡’鼠等动物遗

传资源进行遗传学评估与开发利用已屡见不鲜(但
用于近交系猪鉴定还未见报道+ 我国冯书堂等 , )- (
曾将此技术用于近交系猪 \"’ i\&&共 ? 个世代的遗
传检测研究(并以非近交系海南五指山猪为对照组(
共计 ""& 个样品(研究结果证明(分布于近交系 "$
对常染色体上的 B# ("$ 个有效 =>F*中(该近交系
群体 \&# =>F*已被固定的比例高达 $#C#h以上+
随着世代的推进(几乎在所有的染色体上都有一些
区域有规律地被慢慢固定(杂合度由大到小直至为
#(而非近交系海南五指山猪群体几乎所有染色体区
域均表现高度杂合(B# ("$ 个有效 =>F*呈弥漫性’
均匀性’无规律地分布于 "$ 个染色体上(发现了
近交系猪.不纯合/基因的遗传现象(揭示了近交
系猪群体基因杂合度均为 " 的分子遗传特征+ 利
用猪近交系鉴定基因组水平验证策略及手段(证
明培育出的近交系是一种新的遗传种质资源(如
图 " 所示+

图 /K近交系 ‘a![与非近交系海南 ‘a![/ 号染色体上 O6 2/1 个
!B[T的纯合度分析#选自%遗传’56/4N51#3$%/P1$

M#)S/KZ(9(X$)(T#F$ %&%:$T#T(WO6 2/1 !B[TJ-F*--&F"-#&JG-H:#&-

‘a![%&H&(&8#&JG-H:#&-Z%#&%&‘a![(&E"GS/

!!依据 <IIY7123猪高密度 =>F芯片分析结果(可
将 Q_=F近交系与 Q_=F非近交系区分开来(并提
出了该近交系与非近交系 Q_=F的鉴定标准(已分
别 授 权 国 家 发 明 专 利 ! _H&#"("#"B&$?(CB)
_H&#"("#B?&&’&C#) T=%#&%#%#Z&"等 , ")a"B- +

3K建立了五指山小型猪近交系其他多种鉴
定方法

!!据报道利用 =>F位点分析’微卫星标记’特异
性等位基因等对不同猪品种进行遗传分析已有多年
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并有许多报道 , %("?a"$- (已建立了多种近交系猪的鉴
定方法%
3N/K同工酶蛋白质鉴定研究 ( 0)

在众多的蛋白质和微卫星标记中(以哪些标记
作为遗传控制的标准2 我国科学研究人员李奎等(
参照前人在猪品种中做过的标记位点(建立的方法(
以及哺乳动物实验动物小鼠和大鼠的位点的标准(
考察这些位点在染色体的分布+ 选择可以代表实验
用猪特点的 ? 种标记(如表 "+

表 /K蛋白质标记&染色体分布&组织来源
@%J:-/K[G(F-#&9%GR-GT( V"G(9(T(9-

H#TFG#J+F#(&( F#TT+-T(+GV-T

序号 项目名称 缩写 染色体分布 组织来源
" 碱性磷酸酶 G‘F ? 血浆
& 转铁蛋白 DP ") 血浆
) 蛋白抑止物 F1 ’ 血浆
( 后白蛋白 F6 ’ 血浆
B 葡萄糖 ? 磷酸脱氢酶 R?FK / 红细胞溶血液
? 碳酸酐酶 A3 B 红细胞溶血液

!!蛋白质标记检测采用了最常用的电泳方法(对
该近交系与贵州小型猪’广西巴马小型猪比对(研究
发现%依据三品系实验用小型猪在 ? 个蛋白质标记
等位基因频率的分布差异性(发现 G‘F蛋白质标记
GG型(可作为该近交系与贵州’广西巴马小型猪品
系间鉴定方法之一 , %- +
3N5K特异性微卫星分子遗传标记研究

我国冯书堂等报道 , %-在微卫星检测’ 选用微卫

星标记研究中(选择’提出 &" 个具有通用性’多态丰
富性’有效性%如下四个特点微卫星位点(具有通用
性%属于美国猪基因组协作计划推荐的第 "" 组用于
遗传多样性和亲缘鉴定研究的微卫星标记+ 具有分
布广%选择的 &" 个位点在猪单倍体中的每条染色体
中都有(且 " 号和 ) 号染色体的两个标记分布于染
色体的不同臂(这些引物在普通猪群的多态性都很
好(等位基因数最少的为 ()其中的 "( 对标记
=#"BB’=Q&(#’=Q’&’=Q#&&’’=###B’=#&&$’=#"#"’
=#)BB’ =Q%""’ =Q%B"’ =#)$?’ =##%#’ =Q’?%’
=Q$B’(研究证明被用来进行奥地利猪种!长白’皮
特兰和大白猪"的亲子鉴定(其中 "# 对引物进行多
重 FAJ的鉴定结果的可靠性都在 %%h以上+

研究所用 =#"BB(ARG(=Q&(#(=###B 等 &" 对
微卫星标记(分别在 "d’"d’&:’Bd 染色体位点上’
分别具有 ?’"&’$ 和 "# 个等位基因数(研究表明(
可以得到用于三个小型猪品种准确分辨的座位有
=Q&(( =Q%B"( =###B( =#"#"( =Q’?%( =#)BB(
=Q%#&(=Q’&(=#&"$(=##%#(ARG+ 三个小型猪品
种中特有等位基因共 %? 个(其中贵州小型猪有 (%
个(Q_=F近交系有 && 个(广西巴马小型猪有 &B
个(这些片段可以用作三个小型猪品种个体的遗
传鉴定+ 尤其 =###B 位点只 -c*: 近交系完全纯
合(可作为该近交系与贵州’广西小型猪之间的鉴
定标准与方法 , %- + 不同品种的猪的基因型检测结
果见表 &+

表 5K不同品种猪的 [&%T82基因 !F$C多态检测结果
@%J:-5K[(:$9(GL"#T9H-F-VF#(&G-T+:FT(WL&%T82 )-&-!F$C#&L#)T(WH#WW-G-&FJG--HT

品种 数量
基因型 基因型频率 等位基因频率

AA AD DD AA AD DD A D

长白猪 ") # ) "# #C### #C&)" #C’?% #C"## #C%##

大白猪 "% # ( "B #C### #C&"" #C’$% #C""# #C$%#

通城猪 (B )) "" " #C’)) #C&(B #C#&& #C$?# #C"(#

贵州小型猪 (& &# &# & #C(’? #C(’? #C#($ #C’"# #C&%#

广西巴马小型猪 (% )B ") " #C’"B #C&?B #C#&# #C$B# #C"B#

五指山小型猪近交系 (& (& # # "C### #C### #C### "C### #C###

!!结果表明(五指山小型猪近交系只存在 AA基
因型和 A等位基因(而其它品种的猪存在 D等位基
因+ 该辅助鉴定五指山小型猪近交系的方法及其专
用引物(已授权美国发明专利!T=%#&%#%#Z&" , "B- )

此外(利用该近交系与贵州香猪’广西巴马小型
猪比对研究(发现在 =Q&( 等 "# 个基因座位上有 &&

个特异等位基因(可做为三品种间的区别鉴定方法(
亦可作为其鉴定方法 , %- )=Q%)? 位点以作为.五指
山小型猪的一种分子标记及其应用/(已授权国家
发明专利!_H&##B"###$%%(C&"等遗传特异性(均可
以作为鉴定方法(把该近交系同其他品种猪区别
开来 , "%- +

1#$1
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2K异体皮肤移植技术是近交系最佳鉴定
方法

!!研究表明(同工酶蛋白质特异性鉴定研究(作为
物种检测遗传特性的一种方法(是基于 &# 世纪 ?#
年代蛋白电泳技术的出现而应用+ 但是(蛋白和同
工酶都是基因的表达产物(非遗传物质本身+ 蛋白
电泳所检测的主要是血浆和血细胞中可溶性蛋白和
同工酶中氨基酸的变化(其测定结果易受检测对象
环境和发育状况的影响(以及蛋白电泳检测诸多条
件的限制影响+ 因此(这些因素决定了蛋白电泳检
测技术数据具有一定的局限性(但由于蛋白电泳技
术操作简便’快速及检测费用相对低廉(目前仍是非
近交系物种之间生化遗传鉴定的方法之一+

特异性微卫星分子遗传标记研究(是以个体间
遗传物质内核苷酸序列变异为基础的遗传标记(是
K>G基因水平遗传多态性的直接的反映+ 与其他
几种遗传标记鉴定方法***同工酶蛋白质’形态标
记’同工酶标记’细胞标记 , )-相比 K>G遗传标记包
括特异等位基因’=>F分析等鉴定技术 , (a%- (K>G基
因分子标记等具有较高科学性(由于大多数分子标
记为共显性(不受生物发育阶段’不同组织的影响)
基因组变异极其丰富(基因分子标记的数量多(但少
量基因不影响目标性状的表达(与性状的主效基因
连锁性不强(使其有时应需选择多个检测目的基因
才能达到目的+ 其检测手段具有快速’准确性能高(
是目前非近交系物种鉴定的方法之一(但因基因分
子标记鉴定程序需引物合成’测序需使用特殊仪器
设备(相对而言技术复杂’且费用高(尤其是猪高密
度 =>F芯片技术所需测定费用更高(多数用于特殊
情况下如法学等非近交系物种之间的鉴定+

异体皮肤移植应是近交系动物鉴定的最经典’
有效方法(是基于该近交系品种!或品系"是来源于
非近交系种群(近交系虽是具有等位基因高度纯合
的特殊的遗传群体(但其遗传结构基因几乎 "##h
来源于某培育它的非近交系一品种!或品系"+ 因
此(他们具有共同的遗传基础(如特殊基因等(具有
来源某一非近交系品种群体的特征和某些共同等位
基因的群体+ 因此(利用上述同工酶蛋白质’K>G
遗传标记’特异等位基因等技术(可以鉴定该近交系
与其他品种!或品系"(但就很难利用此方法找出’

提供其与来源某一品种群体不同的’量化指标’令人
信服的证据+ 由于科学发展到目前的局限性(还未
建立起公认的近交系高通量 =>F技术鉴定标准(所
以利用高通量 =>F技术手段(也难以提供量化指
标’令人信服的证据+

大量的研究结果已证明(近交系动物基因高度
纯合’免疫抗原高度一致(其异体器官移植不会发生
免疫排斥反应)而皮肤免疫排斥为典型的细胞免疫
排斥反应(只有自体和同系皮肤移植才不会产生免
疫排斥 , &#- (又是排斥反应最为直观的器官+ 因此(

利用异体皮肤移植鉴定近交系正是基于这两大特
点(可有效地把近交系同培育的来源供体品种 !或
品系"区别开来’更能同其他品种区别开来+

我国开展的猪异体皮肤移植未发生免疫排斥反
应(不仅验证近交系培育成功(也为大型哺乳动物近
交系鉴定(提供科学的检测技术和方法(包括%实验
动物测试月龄’皮肤移植面大小’观测方法与时间’
外周血项因子测定等(一整套系统技术方法与数
据 , "#- + 截至目前(利用异体皮肤移植技术(全方位’

系统的鉴定近交系猪(国内’外均未见报道+

OK提出近交系猪 O 条鉴定标准#草案$

基于上述研究与分析(中国农科院北京畜牧兽
医研究所科研人员(&#") 年在农业部组织的.五指
山小型猪近交系培育成功/专家鉴定会上(提出了
.提出近交系猪 ? 条鉴定标准/ !草案"+ 在国家科
技部实验动物专家委员会多位专家参于下(依据国
际有关啮齿类近交系鼠类的规定和近交系鼠的遗传
监测方法(基于该近交系猪种质和分子遗传特异性(
修改为 B 条鉴定标准 !草案 "刊登在 #实验动物
科学$ , &"- +

上述标准!草案"的提出(将为我国创新资源近
交系猪培育和开发利用奠定科学基础(同时为我国
拥有自主知识产权的近交系小型猪新品系提供技术
保障(无疑将促进我国人类生命科学’医学产业链的
发展(并使我国大型哺乳动物近交系研究处于国际
领先地位+
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