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摘要%目的!检测拉布拉多犬与金毛寻回猎犬基因组 M>J中与髋关节发育不良密切相关的 AHI?J) 基因’E>" 基

因中的 ) 个 =>D位点(以期为拉布拉多犬与金毛寻回猎犬幼犬的选育提供有效的遗传学诊断方法* 方法!全国范

围内募集经过影像学诊断的髋关节发育不良的拉布拉多犬 $ 只’金毛寻回猎犬 B 只(中国导盲犬大连培训基地提

供经影像学诊断的健康的拉布拉多犬 &) 只’金毛寻回猎犬 ’ 只作为实验对象(静脉采血(提取血细胞的基因组
M>J样本(采用 DAK;测序方法对 AHI?J) 基因上的 & 个 =>D位点!AEJ&B sB"#)""##(B"#(#&B%"和 E>" 基因的 "

个 =>D位点!AEJ)’ s&B#%BB"""进行基因型检测(并统计分析 =>D位点的基因型与髋关节发育不良的关联度*

结果!AHI?J)!AEJ&B sB"#)""##(B"#(#&B%"和 E>"!AEJ)’ s&B#%BB""" =>D位点的基因型与犬的髋关节发育不

良没有显著相关性!5p#C#B"* 结论!AHI?J)!AEJ&B sB"#)""##(B"#(#&B%"和 E>"!AEJ)’ s&B#%BB""" =>D位点

均不能成为拉布拉多犬与金毛寻回猎犬髋关节发育不良的实用性遗传学诊断指标*

关键词%髋关节发育不良+拉布拉多犬+金毛寻回猎犬+AHI?J)+E>"

中图分类号% K)%(C$!!文献标识码% J!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#)_##)B_#B

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##’

!! 犬髋关节发育不良 !A3212SY1: M+*:O3*13(
AYM"是一种受多基因调控的先天性遗传疾病(多
见于大型或特大型犬(如拉布拉多犬’金毛寻回猎犬
等* 患有 AYM的犬因关节磨损疼痛而行走困
难 , "_&- * AYM不能通过药物治疗痊愈(临床手术是
唯一有效的治疗途径 , "- * 但这方面的医疗资源紧
缺(手术费用昂贵* 因而在育种时期对 AYM犬的筛
选尤为重要(不仅可减少疼痛犬(也可节省大量的社
会资源* 其中(采用遗传学基因诊断的方法淘汰具
有 AYM倾向的繁育犬(是有效避免出现 AYM犬的
理想方法*

髋关节发育不良的成因尚不明确(目前认为有
两种主要原因%关节松弛!包括韧带’肌肉’关节囊"
和软骨内成骨障碍(或者这两个过程的综合作
用 , &_)- * AHI?J) 基因与 E>" 基因分别参与了肌肉

组织’ 软骨基质的组成 , (_B- ( 特 别 是( 有 报 道 称
AHI?J) 基因的 & 个 =>D位点 !AEJ&B%B"#)""##(
B"#(#&B%"和 E>" 基因的 " 个 =>D位点 !AEJ)’%
&B#%BB"""与 AYM显著相关 , )( ?_’- * 但这两个基因
的 =>D位点能否成为有效预测髋关节发育不良的
实用性遗传学诊断指标(还有待进一步的实验验证*

培育成本高和培训成功率低是导盲犬事业目前
面临的两大难题 , $_%- (犬只的淘汰主要包括性情和
健康两方面原因(而 AYM是健康原因中的首要因
素* 因而筛除有 AYM患病倾向的犬对提高导盲犬
的培训成功率’降低导盲犬的培育成本具有重要意
义* 本实验通过对与 AYM显著相关的 AHI?J) 和
E>" 基因上的 ) 个 =>D位点的多态性进行检测(验
证其能否成为 AYM的实用性遗传学诊断指标(以期
为导盲犬的选育提供有效的筛选方法*
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/K材料与方法

/N/K材料
/N/N/!实验动物%髋关节发育不良!^光片诊断"
的拉布拉多犬 $ 只’金毛寻回猎犬 B 只+健康的拉布
拉多犬 &) 只’金毛寻回猎犬 ’ 只* 部分犬!$ 只"为
全国范围内募集所得(其余犬!)’ 只"均由中国导盲
犬大连培训基地提供*
/N/N5!主要试剂与仪器%VMRJ_F& 真空采血管(购
于江苏宇力医疗器械有限公司+NO66, V/9T359162 F19
试剂盒(购于宝生物!大连"生物技术有限公司+主
要仪器包括动物 ^光机 !JLA8615S(##(代尔公
司"(DAK仪!美国 R8ST76公司"+电泳仪!北京百晶

生物技术有限公司 "+QSOM65RG VX成像仪 !N16
KJM公司"等*
/N5K方法
/N5N/!影像学诊断%采用动物 ^光机对犬的髋关
节进行影像学诊断(髋关节发育不良的发病程度采
用 >6TPSTZ角来度量(方法为在一张标准的 HEJ
!HT986:S,15E6U2,39162 W6TJ2173O"片子上(在两股
骨头中心作一连线(再由股骨头中心向髋臼前侧缘
作直线(这两线夹角为 >6TPSTZ角(>6TPSTZ角的范
围一般在 B#ti"&#t之间(大于等于 "#Bt被认定为
健康犬!图 "J所示"(股骨头没有脱节但 >6TPSTZ角
小于等于 %#t!图 "N所示"或股骨头完全脱出髋臼
!图 "A所示"被认定为重度 AYM*

图 /K犬髋关节 b光影像图
注%J%健康犬+N’A%重度髋关节发育不良犬

M#)V/KbG%$ #9%)-(TF"-H() "#WZ(#&F
>69S%J% 26T73O+N’A% AYM

/N5N5!基因组 M>J的提取%从犬的前肢静脉采血
)iB 7I(置于含 VMRJ抗凝剂的真空采血管中* 采
用 NO66, V/9T359162 F19试剂盒提取血细胞中的基因
组 M>J(具体操作步骤按试剂盒说明书进行*
/N5N3!引物设计%依据文献中已报的与犬髋关节发
育不良相关的 AHI?J) 和 E>" 基因的 ) 个 =>D位
点 , )( ?- (在 >AN<数据库! 899:*%;;---425P142O742184
Z6b;"上进行基因位点确认(以 =>D位点为中心选
取 M>J序列(应用 DT17ST)C# 软件! 899:%;;:T17ST)4
U94SS;"进行引物设计(并对设计的引物进行 DAK验
证和条件优化* 基因的 =>D位点信息及引物序列

详见表 "*

表 /KE>;4<3 和 MB/ 基因 !B[位点的
生物学信息及引物序列

@%J:-/K@"-J#(#&T(G9%F#(&%&HWG#9-GS-c+-&R-S
(T!B[S(TE>;4<3 %&HMB/ )-&-S

AEJ QS2S =>D O6539162 DT17ST=ScUS25S*!B1_)1 "

&B AHI?J) JpQ B"#)""##
E6T-3T,%9599Z9359935ZZZ955355
KSbST*S%Z5959395333ZZ335ZZZZ

&B AHI?J) JpQ B"#(#&B%
E6T-3T,%5Z955599Z5Z39ZZ93339
KSbST*S%939599533Z3ZZ55559ZZ

)’ E>" RpJ &B#%BB""
E6T-3T,%955559939Z93Z93559Z953
KSbST*S% 555593959Z5559995953

0?)0
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/N5N2!测序及 =>D位点分型%M>J样本经 DAK扩
增后(委托宝生物!大连"生物技术有限公司进行测
序* 通过对测序数据的分析(确认 =>D位点的多态
性类型!图 &"*

图 5KE>;4<3 及 MB/ 基因的 !B[位点的测序检测
注+J’N’A为 AHI?J)AEJ&B sB"#(#&B% =>D位点上的 J;J型(

J;Q型(Q;Q型+M’V’E为 AHI?J)AEJ&B sB"#)""## =>D

位点上的 J;J型(J;Q型(Q;Q型+Q’Y’<为 E>" AEJ)’ s

&B#%BB"" =>D位点上的 J;J型(J;R型(R;R型*

M#)V5K!B[:(R#(TE>;4<3 %&HMB/

%&%:$Y-HJ$ ’B<S-c+-&R#&)
>69S% J( N( A% AHI?J) AEJ&B sB"#(#&B% =>DO651+

M( V( E% AHI?J) AEJ&B sB"#)""##=>DO651+

Q( Y( <% E>"AEJ)’ s&B#%BB"" =>DO651

/N3K统计方法
采用 =D=="%C# 统计学软件(应用 %& 检验对基

因的 =>D位点多态性与髋关节发育不良进行关联
度分析(5l#C#B 为显著相关*

5K结果

5N/KE>;4<3 基因的 EM<5O%O/6265O0 !B[位点
的多态性检测及分析

以 ") 只髋关节发育不良犬与 )# 只健康犬为研
究对象(对 AHI?J) 基因的 AEJ&B sB"#(#&B% 位点
进行 DAK’测序和统计学分析(结果如表 & 所示%J;
J’J;Q’Q;Q型在健康犬和髋关节发育不良犬中所
占比例均没有显著差异!5p#C#B"*

表 5KE>;4<3 基因的 EM<5OdO/6265O0

!B[位点的检测及分析

@%J:-5K@"-H-F-RF#(&%&H%&%:$S#S(T

E>;4<3 EM<5O dO/6265O0 !B[:(R#

AHI?J) 健康犬 髋关节发育不良犬 !& 值 5值
J;J ?!&#h" B!)$C(?h" "C?& #C&#
J;Q "$!?#h" B!)$C(?h" "C?% #C"%
Q;Q ?!&#h" )!&)C#$h" #C#B #C$&
总计 )# ")

5N5K 拉布拉多犬中 E>;4<3 基因的 EM<5O%
O/6265O0 !B[位点的检测及分析

以 $ 只髋关节发育不良的拉布拉多犬与 &) 只
健康的拉布拉多犬为研究对象(对 AHI?J) 基因的
AEJ&B%B"#(#&B% 位点进行 DAK’测序和统计学分
析(结果如表 ) 所示%J;J’J;Q’Q;Q型在健康拉布
拉多犬和髋关节发育不良的拉布拉多犬中所占比例
均没有显著差异!5p#C#B"* 但 J;J型所占比例呈
现出有差异的趋势!5r#C#’"*

表 3K拉布拉多犬中 E>;4<3 基因的 EM<5Od

O/6265O0 !B[位点的检测及分析

@%J:-3K@"-H-F-RF#(&%&H%&%:$S#S(TE>;4<3 EM<5Od

O/6265O0 !B[:(R##&F"-;%JG%H(GG-FG#-X-G

AHI?J) 健康犬;只 髋关节发育不良犬;只 %& 值 5值
J;J (!"’C)%h" (!B#h" )C)# #C#’
J;Q "(!?#C$’h" (!B#h" #C&% #CB%
Q;Q B!&"C’(h" #!#h" &C#’ #C"B
总计 &) $

5N3K 金毛寻回犬中 E>;4<3 基因的 EM<5O%
O/6265O0 !B[位点的检测及分析

以 B 只髋关节发育不良的金毛寻回猎犬与 ’ 只
健康的金毛寻回猎犬为研究对象(对 AHI?J) 基因
的 AEJ&B%B"#(#&B% 位点进行 DAK’测序和统计学
分析(结果如表 ( 所示%J;J’J;Q’Q;Q型在健康的
金毛寻回猎犬和髋关节发育不良的金毛寻回猎犬中
所占比例均没有显著差异!5p#C#B"* 但 Q;Q型在
髋关节发育不良的金毛寻回猎犬中有占主要基因型
的趋势!5r#C""*
表 2K金毛寻回猎犬中 E>;4<3 基因的 EM<5O%O/6265O0

!B[位点的检测及分析

@%J:-2K@"-H-F-RF#(&%&H%&%:$S#S(TE>;4<3 EM<5O%

O/6265O0 !B[:(R##&F"-a(:H-&G-FG#-X-G

AHI?J) 健康犬;只 髋关节发育不良犬;只 !& 值 5值
J;J &!&$CB’h" "!&#h" #C"" #C’(
J;Q (!B’C"(h" "!&#h" "C?? #C&#
Q;Q "!"(C&%h" )!?#h" &C’( #C"#

总计 ’ B

0’)0
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5N2KE>;4<3 基因的 EM<5O%O/63//66 !B[位点
的多态性检测及分析

以 "( 只髋关节发育不良犬与中国导盲犬大连
培训基地的 &" 只健康犬为研究对象(对 AHI?J) 基
因的 AEJ&B%B"#)""## 位点进行 DAK’测序和统计
学分析(结果如表 B 所示%J;J’J;Q’Q;Q型在健康
犬和髋关节发育不良犬中所占比例均没有显著差异
!5p#C#B"*

表 OKE>;4<3 基因的 EM<5O%O/63//66

!B[位点的检测及分析

@%J:-OK@"-H-F-RF#(&%&H%&%:$S#S(TE>;4<3 EM<5O%

O/63//66 !B[:(R#

AHI?J) 健康犬;只 髋关节发育不良犬;只 !& 值 5值
J;J "(!??C?’h" %!?(C&%h" #C#& #C$$
J;Q )!"(C&%h" (!&$CB’h" "C#’ #C)#
Q;Q (!"%C#Bh" "!’C"(h" #C%’ #C)&

总计 &" "(

5NOKMB/ 基因的 EM<3P%5O60OO// !B[位点的多
态性检测及分析

以 "& 只髋关节发育不良犬与 )# 只健康犬为研
究对象(对 E>" 基因的 AEJ)’%&B#%BB"" 位点进行
DAK’测序和统计学分析(结果如表 ? 所示%J;J’
R;J’R;R型在健康犬和髋关节发育不良犬中所占
比例均没有显著差异!5p#C#B"*

表 4KMB/ 基因的 EM<3P%5O60OO//

!B[位点的检测及分析

@%J:-4K@"-H-F-RF#(&%&H%&%:$S#S(TMB/

EM<3P%5O60OO// !B[:(R#

E>" 健康犬;只 髋关节发育不良犬;只 !& 值 5值
J;J ?!&#h" (!))C))h" #C$( #C)?
R;J "’!B?C?’h" ?!B#h" #C"B #C’#
R;R ’!&)C))h" B!("C?’h" "C(" #C&(

总计 )# "&

3K讨论

AYM是一种受多基因调控’性状复杂并和多个
染色体区域相关联的障碍疾病(其遗传方式尚不明
确* 目前研究表明(可能有 & 种遗传体系影响 AYM
的发生(一是控制髋关节周围关节囊松弛的基因(二
是控制髋臼发育不良的多基因系统(或两者的单独
或协同作用 , "#- * 其中髋关节松弛具有较高的遗传
率 , ""- (已有研究表明(AHI?J) 与 E>" 基因均与髋

关节松弛相关 , )( ?_’- *
AHI?J) 基因编码胶原蛋白 L<中的 #) 链(如

发生纯合突变将导致胶原蛋白 L<的减少(而胶原蛋
白是软骨细胞’软骨纤维的主要成分(与关节松弛密
切相关 , (- * 有研究报道其 =>D位点 !AEJ&B s
B"#(#&B%"的 J;J型在正常和髋关节发育不良的拉
布拉多犬的比例有极显著性差异 , "&- * 但我们的实
验结果表明(AHI?J) 基因的 =>D位点 AEJ&B s
B"#(#&B% 及 AEJ&BsB"#)""## 的三种基因型!J;J’
J;Q’Q;Q"在健康犬和髋关节发育不良犬中所占比
例均没有显著差异!表 &(表 B"* 由于本研究的对
象包括拉布拉多犬与金毛寻回猎犬(考虑到可能存
在的不同品种犬之间的遗传差异(我们又分别对这
两种犬的测序结果进行了单独分析* 结果表明(拉
布拉多犬与金毛寻回猎犬中患 AYM犬的 AHI?J)
基因 =>D位点!AEJ&B sB"#(#&B%"的基因型趋向不
同(拉布拉多犬趋向于 J;J型(而金毛寻回猎犬趋
向于 Q;Q型(但并无显著差异!表 )(表 ("* 虽然本
研究的样本量相对较少(但也充分说明 AHI?J) 基
因的 =>D 位 点 AEJ&B sB"#(#&B% 及 AEJ&B s
B"#)""## 不能作为 AYM实用性的诊断指标*

E>" 基因与软骨细胞外基质的组分以及软骨基
质组织的功能密切相关 , B- * 有报道表明 E>" 基因
的 =>D位点 AEJ)’ s&B#%BB"" 与伯恩山犬’德国牧
羊犬的 AYM疾病显著相关 , ?_’- * 但本研究结果表
明(E>" 基因的该 =>D位点基因型在健康犬和髋关
节发育不良犬中的比例没有显著差异!表 ?"(并且
在拉布拉多犬与金毛寻回猎犬犬种内部的独立分析
也不存在显著差异(说明该 =>D位点不能作为 AYM
实用性的诊断指标*

本次研究没有检测出差异的原因主要有以下几
点%第一(AYM的致病原因和遗传体系尚未明确(关
节松弛与 AYM发生的具体联系尚不清楚(导致关节
松弛的基因是否直接影响 AYM的产生还需更多的
实验验证+第二(AYM倾向于多基因遗传调控(
AHI?J) 和 E>" 基因可能与 AYM疾病有关联(但可
能不是与 AYM显著相关的主效基因(或是这 ) 个
=>D位点并不能代表 AHI?J) 及 E>" 基因的影响
作用+第三(本次研究对象的样本量较小(有待扩大
样本进行进一步验证*

综上所述(AHI?J) 和 E>" 基因的 AEJ&B s
B"#)""##(B"#(#&B% 和 AEJ)’ s&B#%BB"" =>D位点
均不能作为拉布拉多犬与金毛寻回猎犬髋关节发育

0$)0
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不良的实用性遗传学诊断指标* 我们将继续检测其
他与 AYM相关候选基因的可能性遗传标记(以期为
拉布拉多犬与金毛寻回猎犬幼犬的选育探寻有效的
AYM遗传学诊断方法*
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