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摘要%目的!检测 =EA"F& 基因 =>G位点与拉布拉多和金毛猎犬活跃度的相关性’以期为导盲犬早期选育筛选有

效的遗传学分子标记, 方法!选取中国大连导盲犬培训基地的 %% 只犬!拉布拉多犬 $# 只’金毛猎犬 "% 只"’采用
G3**1]U9U*9!GW"行为测试法对犬的活跃度进行评估, 同时采集该 %% 只犬的静脉血’提取血细胞中的基因组 L>F

样本’采用 GAD;测序方法对该 %% 只犬的 =EA"F& 基因 W"&%A-W"B(%Y和 W(’"A) 个 =>G位点进行基因型鉴定’并

统计分析犬的活跃度与 =EA"F& =>G位点的相关性, 结果!=EA"F& 基因的 ) 个 =>G位点中’W"&%A和 W"B(%Y位

点没有多态性’分别仅存在 A;A型和 Y;Y型, W(’"A位点存在 ) 种基因型%W;W-W;A和 A;A, 这 ) 种基因型与活

跃度-性别以及品种间不存在显著相关性!%m#C#B", 另外’品种与活跃度之间也没有显著相关性!%m#C#B"’但性

别与活跃度间存在显著相关性!%n#C#(%", 结论!=EA"F& 基因的 W"&%A-W"B(%Y和 W(’"A位点与导盲犬的活跃

度不具有显著相关性’不能作为导盲犬的遗传学筛选的指标, 由于性别与活跃度间存在显著相关性’因而在行为

学测试中’对犬的活跃度评分标准应雌雄有别,

关键词%拉布拉多*金毛猎犬*=EA"F&*单核苷酸多态性*活跃度

中图分类号% e)B"!!文献标识码% F!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#BK###%K#’

’?D%"#4)%?%;a41**24"##?K?"’%4&#"%4#B4##&

!!导盲犬是应用动物行为学原理进行培训的-专
门为视障人士提供向导服务的工作犬 . "/ , 导盲犬
的筛选标准是考察犬是否具备高效学习能力’并有
主动完成工作意愿的-性情稳定的犬, 其中’活跃度
是考察犬的重要指标之一, 活跃度适中的犬’对主
人依恋程度低-稳定性强’是培育导盲犬的重要条件
之一 . &K)/ , 由于行为测试的结果受众多因素的影
响’不能十分客观地对犬进行早期预测’因而如果能
够结合遗传学分子标记来判断犬的活跃度’将大大
提升导盲犬的培育效率,

=EA"F& 基因编码的谷氨酸转运蛋白位于中枢
神经系统的突触中’可以及时清除细胞外空间的兴
奋性神经递质谷氨酸’维持突触中低水平的谷氨酸
浓度’保证有效的神经传导 . (KB/ , 此前’=EA"F& 基
因多用于人类疾病方面的研究’大多研究表明

=EA"F& 基因的异常与人类的中风-创伤-阿尔茨海
默病-肌萎缩性侧索硬化和亨廷顿病等神经系统疾
病密切相关 . (/ , 近期研究发现’该基因还与人类和
猫的 情 感 觉 醒 和 侵 略 相 关 . ?K’/ , 有 研 究 发 现
=EA"F& 基因的多态性与拉布拉多犬的活动水平相
关 . $/ , 因此’本实验将采用 G3**1]U9U*9!GW"测试 . %/

评价犬的活跃程度’同时检测其 =EA"F& 的多态性’
验证 =EA"F& 多态性与活跃度之间的相关性’以期
为导盲犬早期选育筛选有效的遗传学分子标记,

/L材料与方法

/O/L材料
/O/O/!实验动物%拉布拉多犬 $# 只’金毛猎犬 "%
只’犬只及相关信息均由中国导盲犬大连培训基地
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提供,
/O/O6!主要试剂与仪器%真空采血管’购于江苏康
健医疗用品有限公司 !许可证号%苏食药监械生产
许可证 &##"K#))# 号"*H\66, ‘/9Q359162 O19试剂盒’
购于宝生物!大连"生物技术有限公司, 主要仪器
包括GAD仪!美国W8UQ76公司"*电泳仪!北京百晶
生物技术有限公司 "*YU\L65WM ‘d成像仪 !H16
DFL公司"等,
/O6L基因型检测方法
/O6O/!基因组 L>F的提取%从犬前肢静脉采血

B 7E’置于含 ‘LWF抗凝剂的真空采血管中, 采用
H\66, ‘/9Q359162 O19试剂盒提取血细胞中的基因组
L>F’具体操作步骤按试剂盒说明书进行,
/O6O6!引物设计%基因 =EA"F& 的 ) 个 =>G位点为
自行设计’具体步骤如下%在 >AH<! 899:%;;---4
25V142\742184[6];:NV7U,;"上比对出相应的 =>G位
点’然后以 =>G位点为中心选取 L>F序列’应用
GQ17UQ)C# 软件!899:%;;:Q17UQ)4N94UU;"进行引物设
计’并对设计的引物进行 GAD验证和条件优化, 基
因的 =>G位点信息及引物序列详见表 ",

表 /L!<F/=6 基因 !CU位点引物序列
A%K;-/L<#RG(TQH#:-HRT(HG"-!CU(T!<F/=6

=>G Q*o 5\N*9UQ<L 引物序列!B1()1 " 产物长度 退火温度
GQ17UQ* EU2[98 F22U3\12[

=EA"F&%54(’"WmA Q*$B&$)"$’$ c%AAAAFFFAWAFFYFFYAFYA "?$ V: ?& j
D%FWWWFYYFYYAWYYFYYYFA

=EA"F&%54"&%WmA Q*$B#%&?&#" c%YAFYYWYYFFYWFAYFFWYA "?" V: ?& j
D%AYFYFYFYAAFYFYFFYFYY

=EA"F&%54"B(%WmY Q*$B"B"%(’% c%FAWFWWYFAWAAAFYAFWAYF &#? V: ?# j
D%FYYFFFWAYFYAFWYAFAWF

/O6O3!GAD检测和测序分析% GAD反应条件%预变
性 %( j B 712*GAD循环%%( j " 712’退火温度
" 712’’& j " 712’循环 )B 次*延伸 ’& j ’ 712,
凝胶成像系统显影, 将显影明显的产物’委托宝生
物!大连"生物技术有限公司进行测序, 通过测序
数据的分析’确认 =>G*位点在测试犬中的基因型,
/O3L活跃度评价方法
/O3O/!场地设施及 GW测试方法!行为学 GW测试
在长方形室内进行’室内无实验外的其他任何杂物’
立体图及平面图如图 " 所示, 测试步骤如下%实验

人员由 M门进入测试室’自然站立于点 ‘, 犬主人
带着犬由 >门进入测试室’锁好门’站立于 L点’与
实验人员相对, 测试开始时’松开犬链’让犬在室内
自由活动, 测试期间’不允许主人和实验人员发出
任何声音-做出任何动作-与犬不能有任何交流,
) 712后主人从 >门离开’留下犬和实验人员在测试
室内, 然后实验人员坐在事先准备好的圆凳上阅读
!‘"’不能发出任何声音-不能做出任何动作且不能
与犬有任何交流, ) 712 后测试结束’实验人员带
领犬从 M门走出测试室!图 "",

图 /LUA测试示意图
注%‘点为实验人员的所在位置*L点为犬与主人进入测试场地的所在位置*

图中"@#为安装在高处的高清摄像头*M与 >为实验人员出入的门

N#)S/L!M"-:%G#MI#%)H%: (TU%RR#Z-A-RG
>69U% ‘’ 98U\6539162 6TQU*U3Q58UQ* L’ 98U\6539162 6T6-2UQ32, ,6[* "@#’ 98U12*93\\U, 537UQ3** M32, >’ 98U,66Q*
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!!GW测试结束后’根据犬在实验中的行为表现’
结合测试中的观察要点及行为类型!表 &"针对其行
为表现包括静止时间-探索时间-探索范围-是否发
出声音等判断活跃度高低’活跃程度越高得分越高’

进行 "fB 分的评价!表 )"’评分人员为基地的训导
员和有经验的实验人员, 主人在时和主人不在时分
两个阶段进行评分,

表 6L测试中评分的行为类型
A%K;-6L>-"%Z#(HG$Q-R#&U%RR#Z-A-RG

行为类型!HU83]16Q9+:U 定义!LUT1219162

探索行为 犬在测试室内的探索行为’包括嗅闻-奔跑等
安静行为 犬坐-卧-趴下等行为
社会活动 犬与主人和陌生人之间的互动’靠近-注视-嗅闻等
对门的行为 扒门或在门口之间徘徊-嗅闻发出声音等
对陌生人的行为 注视着人’或是靠近’坐卧在身边等

表 3L被动测试各变量评分依据
A%K;-3L!M(H#&) MH#G-H#% T(H-%M"Z%H#%K;-(TU%RR#Z-A-RG

考察变量 观察时机 " 分(B 分
J3Q13V\U =19N39162 =56Q12[6TG3**1]UWU*9

活跃程度 犬主人在测试室内 稳定在不同活动方式间转换的积极活跃行为
活跃程度 犬主人离开测试室后 稳定在不同活动方式间转换的积极活跃行为

/O2L统计方法
采用 =G=="%C# 统计学软件’利用 F>RJF检验

对 =EA"F& 基因 =>G*位点多态性与各种性状进行
关联度分析’%h#C#B 为显著相关,

6L结果

6O/L!<F/=6 基因 3 个 !CU位点的多态性分析
为了明确 =EA"F& 基因 ) 个 =>G位点的基因

型’我们将 =EA"F& 基因的 ) 个 =>G位点的 GAD;测
序结果通过 H<R‘L<W软件进行了比对分析’发现在
所测试的导盲犬中 54"&%WmA!W"&%A"位点的基因
型都是 A;A型’54"B(%WmY!W"B(%Y"位点都是 Y;Y
型’这两个位点在金毛猎犬和拉布拉多犬中均没有
多态性, 因此’这两个位点不再进行后续的分析,
而 54(’"WmA!W(’"A"位点基因型具有多态性’经检
测有 ) 个基因型’分别为 W;A型-W;W型和 A;A型
!图 &",

图 6L!<F/=6 基因 !CU位点#MS2W/F[A$的测序结果
注%F4W;A型* H4W;W型* A4A;A型

N#)S6LA"-R-\+-&M#&) H-R+;GR(T!<F/=6 !CU;(M##MS2W/F[A$
>69U%F% W;A’ H% W;W’ A% A;A

6O6L活跃度与品种&性别的相关性分析
为了观察导盲犬的活跃度是否与品种-性别之

间具有相关性’我们将测试犬只的品种-性别以及其

活跃度评分进行了统计学分析’其结果如图 ) 所示%
不同品种间’金毛猎犬活跃度的平均得分为!&C’?k
#C&$"’拉布拉多犬活跃度的平均得分为 ! &C?" k

0""0
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#C"""’两者得分情况基本持平’经统计学分析活跃
度与品种间没有显著性差异 !%m#C#B"*不同性别
间’雄性犬只的活跃度得分为!&C$)k#C"("’雌性犬

只的活跃度得分为!&C("k#C"B"’雄性犬只的活跃
度明显高于雌性犬只’据统计结果显示活跃度与性
别间的差异较为显著!%n#C#(%",

图 3L活跃度与品种&性别的相关性分析
N#)S3L=&%;$R#R(TG"-M(HH-;%G#(&K-G*--&%MG#Z#G$ ;-Z-;%&IKH--I(HR-.

6O3L基因型与品种&性别的相关性分析
为了明确导盲犬的品种-性别是否与 W(’"A位

点的 ) 种基因型间具有相关性’我们对测试犬只的
品种-性别以及其相对的基因型进行了统计学分析’
结果如图 ( 所示%不同品种间’金毛猎犬和拉布拉多
犬的基因型分布趋势基本一致’均以 W;W型居多’

其次为 W;A型’最少的是 A;A型*不同性别间’雄性
和雌性的基因型分布趋势一致’也是以 W;W型居
多’其次为 W;A型’最少的是 A;A型, 据统计分析’
基因型与品种-性别之间没有显著的相关性 !%m
#C#B",

图 2L基因型与品种&性别的相关性分析
N#)S2L=&%;$R#R(TG"-M(HH-;%G#(&K-G*--&)-&(G$Q-%&IKH--I(HR-.

6O2L基因型与活跃度的相关性分析
为了明确导盲犬的活跃度是否与 W(’"A位点

的多态性相关’我们对所测试的犬只的基因型和其
活跃度进行了统计学分析’其结果如图 B 所示%在不
同的评分区间’W;W型’W;A型和 A;A型这 ) 种基因
型的分布趋势基本一致, 即在各评分区间’W;W型
的犬只数量最多’其次为 W;A型, 而对于 A;A型的
犬只’活跃度都集中在 &f( 分, 对于不同基因型的
犬’其所对应的活跃度的平均得分’A;A型最高
!)CB#k#C&%"’其次为 W;W型!&C?$k#C"?"’最后为
W;A型!&CB&k#C"?", 但统计学分析结果显示’基
因型与活跃度间没有显著相关性!%m#C#B", 为了
探讨犬对主人的依恋程度是否与 W(’"A的多态性

存在一定的相关性’我们对所测试导盲犬被动测试
两种状态下的活跃度与其基因型进行了统计学分
析, 结果显示’被动测试的两种状态与 W(’"A的多
态性之间也没有显著相关性!%m#C#B", W;W型-W;
A型和 A;A型的活跃度均呈现先降低后升高的趋
势, 相对于主人在时’主人不在时的 A;A型犬只活
跃度有明显升高的趋势, 主人在时的 W;W型和 W;A
型犬只活跃度明显低于主人不在时的活跃度, 主人
在时’W;W型和 W;A型的活跃度集中在 &f&CB 分之
间’主人不在时的活跃度集中在 &CBf) 分之间’而
A;A型犬只的活跃度相比 W;W型和 W;A型要高出
许多’集中在 )f( 分之间, 尤其是’主人在时的 A;
A型犬只活跃度高于主人不在时,

0&"0
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图 5L基因型与活跃度的相关性分析
N#)S5L=&%;$R#R(TG"-M(HH-;%G#(&K-G*--&)-&(G$Q-%&I%MG#Z#G$ ;-Z-;

3L讨论

导盲犬是视障人士的(眼睛和助手)’能够协助
视障人士正常出行-工作-学习-确保其能够与周围
环境顺利交流’是任何其他工具无法比拟的首选,
目前育种犬和待训犬主要依据行为学测试的方法进
行筛选’该方法不但效率低下’而且消耗大量的人
力-物力和财力’致使导盲犬的培训成功率低’成本
居高不下 . "#/ ’是导盲犬培训道路上的一大障碍, 因
此’在犬培训前期’寻找有效可行的预测待训犬能否
成为导盲犬的方法’对于提高培训成功率-降低培训
成本具有现实的重要意义 . ""K"&/ , 目前’导盲犬和育
种犬的选育主要通过行为测试对其进行评估’但测
试结果受测试犬的生理状态-测试人员的主观判断
和环境变化等因素的影响’得出的结论可能会与实
际有较大的偏差, 这种工作方法带有一定的主观
性’且效率低下’进步也不明显, 依据犬行为特征的
分子遗传学基础’建立与犬性状相关的分子遗传标
记’早期筛选适于训练使用的个体’就能有效地降低
时间-节约成本’更能够提高导盲犬的培训成功
效率,

有相关研究表明 =EA"F& 基因与犬的活跃度有
一定的关联性’但目前并没有更多的研究数据支持
这一观点 . ")/ , 而在筛选待训犬时’活跃程度是一个
重要的评价指标’犬的活跃度过高会导致犬的注意
力不容易集中’且影响犬的稳定性’而活跃度过低的
犬’其工作意愿性比较差’都不利于培训成为导盲
犬, 本研究首先利用 GW测试对 %% 只犬的行为反
应进行了一系列的考察和评分’从而对犬的活跃程
度进行评估, 同时检测了这 %% 只犬 =EA"F& 的 )
个 =>G位点的基因型, 统计结果显示’W"&%A位点
的基因型全部是 A;A型’W"B(%Y位点也都是 Y;Y

型’该实验结果表明这两个位点不具有多态性’基因
型相对比较保守’不易发生突变, 而经过测试发现
W(’"A位点是一个同义突变的多态位点’有 ) 种基
因型’分别为 W;W型-W;A型和 A;A型, 其中’W;W
型的犬数量占大多数’其次是 W;A型’ A;A型的最
少!仅有 ) 只", 这一结果与 W3.UN581等 . $/的研究
结果不符’他研究的样本数据主要采集于日本当地’
因此’这种差异有可能是犬的血统或地域不同而引
起的’也可能是导盲犬育种计划的选择性差异导
致的,

我们对 %% 只犬的品种-性别以及活跃度进行的
统计学分析结果表明’活跃度与品种间没有显著相
关性’但是活跃度与性别之间存在显著差异’表现为
雄性犬的活跃度明显高于雌性犬’这个结果与
=UQ:U\\32, I*N 的研究结果相符合 . "(/ , 但也有与本
研究结果相反的研究报道 . $/ ’这种不符的结果有可
能与训导员平时训练时使用的关键词相关’也可能
受地区环境和遗传选择的影响,

W3.UN581等人的研究结果显示 W(’"A的多态性
与性别-活跃度具有显著相关性 . $/ ’而我们的研究
结果表明’基因型与品种-性别和活跃度之间并不存
在显著相关, 但是 W;W型犬只的活跃度确实要比
W;A型与 A;A型犬只的活跃度高’而这与 W3.UN581
等人的研究结果却相符’这表明 W基因在犬的活跃
水平上有一定的决定作用, 另有研究表明’W(’"A
与柴犬的攻击性行为显著相关 . "B/ ’而攻击行为也属
于活跃度的范畴中’这种不一致性有可能是犬种差
异和遗传因素造成的’拉布拉多和金毛犬的性情天
生就比较温顺-稳定, 我们的研究还分析了 GW测
试中的两种状态是否与 W(’"A的多态性有一定的
联系’研究结果表明这两者间并没有显著相关性,
但是可以通过分析看出’犬对主人存在一定的依恋
性’相对的主人对犬有一定的安抚作用, 主人在时’
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犬在陌生环境中相对比较放松’顾忌较少’情绪上变
化不是很大’性情比较稳定, 而当主人离开时’犬会
相对比较暴躁’相应的其活跃度会增加’性情趋于不
稳定’严重者有可能产生分离焦虑, 我们与 A;A型
犬只的训练情况进行了比对’结果发现’这 ) 只犬都
是拉布拉多犬’且其中有两只已经被淘汰’" 只还在
训练’而 A;A型的活跃度过高确实不宜培训成为导
盲犬, 但由于样本量过少’目前还不能确定该基因
型是否能成为导盲犬前期筛选的一个指标’还有待
于大样本的验证,

综上所述’ 活跃度 与 性 别 呈 现 显 著 相 关,
=EA"F& 基因 W(’"A位点与导盲犬的活跃度不具有
显著相关性’不能作为导盲犬遗传学筛选的指标,
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