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封面图说: 外来入侵物种紫茎泽兰———紫茎泽兰约于 20 世纪 40 年代由缅甸传入中国云南南部后迅速蔓延,现已在云南、贵

州、四川、广西、重庆、湖北、西藏等省区广泛分布和危害,并仍以每年大约 30 km 的速度扩散。 紫茎泽兰为多年生草

本或亚灌木,号称“植物界杀手冶。 其对环境的适应性极强,疯长蔓延,能极大耗损土壤肥力。 它的植株能释放多种

化感物质,排挤其他植物生长而形成单优种群,它破坏生物多样性,威胁到农作物、畜牧草甚至林木,且花粉能引起

人类过敏性疾病等,目前尚无有效治理对策。
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OPRK1 基因 SNP 与梅花鹿昼间行为性状的相关性

吕慎金1,2,杨摇 燕3,魏万红2,*

(1. 临沂大学生命科学学院, 临沂摇 276005; 2. 扬州大学生物科学与技术学院, 扬州摇 225009;

3. 临沂市农业科学院, 临沂摇 276012)

摘要:采用目标动物取样法(Focal Animal Sampling)对江苏省扬州市平山堂养殖场及扬州市动物园 48 只梅花鹿(Cervus nippon)
的昼间行为进行观察,以 Kappa 阿片受体 (Kappa Opoioid Receptor 1, OPRK1) 为目的基因,采用单核苷酸多态性 ( Single
Nucleotide Polymorphisms, SNPs)方法,利用引物 P鄄5 和 P鄄9 获得 OPRK1 基因的不同基因型,并将二者进行最小二乘均值的多

重比较,以确定 OPRK1 基因 SNP 与梅花鹿昼间行为的相关性。 结果表明,引物 P鄄 5 各基因型间与修饰行为两两差异显著(P<
0. 05),其它行为 EE 型和 FF 型差异显著(P<0. 05),而另外 5 种行为性状在各个基因型中没有检测到显著差异;引物 P鄄 9 各基

因型间卧息行为 GG 型和 GH 型个体行为之间存在极显著差异(P<0. 01),观望行为 GG 型、HH 型和 GH 型 3 种基因型个体两

两之间差异显著(P<0. 05),修饰行为 HH 型和另外两者差异显著(P<0. 05)。 研究表明,OPRK1 基因多态性和梅花鹿昼间行为

性状存在一定相关。
关键词:梅花鹿;OPRK1;SNP;行为性状

The association of OPRK1 gene SNP with sika deer (Cervus nippon) diurnal
behavior traits
L譈 Shenjin1,2, YANG Yan3,WEI Wanhong2,*

1 College of Life Sciences, Linyi University, Linyi, Shandong 276005, China

2 College of Bioscience and Biotechnology, Yangzhou University, Yangzhou, Jiangsu 225009, China
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Abstract: Genetics can help us understand why identical circumstances can elicit different behavioral responses among
individuals. It is widely accepted that Kappa Opioid Receptor 1 ( OPRK1) gene is involved in modulating behavioral
performance in response to environmental conditions. The OPRK1 gene has been intensively studied; however, no studies
have addressed the effect of OPRK1 gene polymorphisms on behavioral traits in sika deer (Cervus nippon). This study
investigated the association between single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the OPRK1 gene and behavior traits of sika
deer in the Ping鄄Shan鄄Tang farm (25 deer) and Zhu鄄Yu鄄Wan Park (23 deer), Yangzhou city, Jiangsu province, China.
The deer on Ping鄄Shan鄄Tang farm were housed in four 20 伊 10 m paddocks with shelters of mantle. In Zhu鄄Yu鄄Wan Park,
the deer were roamed in a fenced paddock of grasses, shrubs and trees (100 m 伊 50 m). All deer were marked by ear鄄
notches and collar鄄tags for easy identification and were aged between 3 and 7 years. The study was conducted in two
phases: from July to December, 2006, and again from Feb to June, 2007, during all weather conditions. Focal鄄animal
sampling and all鄄occurrence recording was used to determine the period of time spent on each behavior. Eight hours were
spent collecting data for per day, including weekdays and weekends. Four days were used to observe every week. The
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observations were conducted at the same times each day from 8:30 a. m. to 4:30 p. m. and subjects were sampled in a
different order each day (using random numbers) . After all observations, blood samples ( 10 mL) were collected from the
jugular vein using vacuum tubes with acid citrate dextrose anticoagulant and then stored at -20益 . Genomic DNA was
extracted from whole blood using a standard phenol / chloroform protocol, dissolved in sterile water at a concentration of 100
ng / 滋L and then kept at -20益 until use. PCR amplification and SSCP analysis of the OPRK1 gene were performed using
nine pairs of primers. Two pairs of primers ( P鄄 5 and P鄄 9) amplified polymorphic fragments. Three genotypes were
identified by SSCP for each of the fragments amplified by the primer pairs. The least鄄square analysis and post鄄hoc multiple
comparison were employed to detect the relationship between the primer of P鄄 5 and P鄄 9 genotypes and the behavior traits
using SPSS 14. 0 software. The results showed that the EE, EF and FF genotype of the P鄄 5 primer had significantly
difference on grooming behavior, and significant difference was found between EE and FF genotype with other behavior (P<
0. 05). But for the other five behaviors, no significant difference was detected. Highly significant differences in relaxing
behavior were produced between the GG and GH genotypes of the primer P鄄9 fragment (P<0. 01). There was a significant
difference among the GG, GH and HH genotypes with respect to observing behavior (P<0. 05). The significant difference
results were also found on the grooming behavior between HH and the other two genotypes (P<0. 05). We conclude that
polymorphisms in the OPRK1 gene may be involved in some aspects of behavioral traits in sika deer.

Key Words: Sika deer; OPRK1; SNP; Behavior traits

随着分子生物学的发展,近年来许多学者将动物的数量性状与基因进行关联性分析,以筛选候选基

因[1]。 动物的行为也受到基因的控制,将动物行为与基因型进行相关性分析,不但可以了解行为表达的机

制,也可以更为深刻的了解如何操作与控制动物行为,以更好的为人类和改善动物福利服务[2],而有关该方

面的研究正处于探索之中。 李剑虹等曾利用 SNP 方法对大白、长白和杜洛克猪的 Kappa 阿片(OPRK1)受体

进行分析,结果表明 Kappa 阿片受体基因 SNP 对母猪静止站立行为性状存在一定影响[3]。 对嗜酒(alcohol鄄
preferring)和厌酒小鼠( alcohol鄄avoiding)的 OPRK1 基因多态性分布研究结果表明,在 BALB / cJ 厌酒小鼠

OPRK1 启动子区发现突变序列,而另外 C57BL / 6ByJ 和 CXBI 两种小鼠没有发现多态位点,但其脑中 mRNA
表达水平不同[4]。

应激行为能引起机体分泌多种内源性阿片肽[5]。 目前发现并克隆了 3 种阿片受体,分别为 Kappa 受

体[6]、Mu 受体[7]和 Delta 受体[8]。 Kappa 阿片受体又称作 OPRK1(Kappa Opoioid Receptor 1)基因,属于 G 蛋

白偶联受体家族成员。 研究表明 OPRK1 阿片受体主要分布在与痛觉、情绪、行为等有关的中枢神经系统区

域,对动物的神经反应和行为表现有重要影响[9鄄10]。 内源性阿片肽与不同的受体结合,参与表达性格、情绪、
种属生存行为等一些基本反应,也对伤害性刺激、应激、奖赏等有不同的反应[7]。 梅花鹿(Cervus nippon)属于

哺乳纲(Mammalia)、偶蹄目(Artiodactyla)、鹿科(Cervidae)、花鹿属(Cervus)。 我国梅花鹿共 6 个亚种:东北亚

种(C. n. hortulorum)、华南亚种(C. n. kopschi)、四川亚种(C. n. sinchuanicus)、台湾亚种(C. n. taiouanus)、
山西亚种(C. n. grassianus)和华北亚种(C. n. mandarinus) [11]。 目前,野生梅花鹿仅存 3 个亚种,都被列为

国家玉级保护动物[12]。 人工饲养梅花鹿品系基本是在东北亚种的基础上选育而成[13]。 近年来,国内对圈养

梅花鹿报道主要集中在饲养繁殖、疾病防治、鹿茸生产等方面,对梅花鹿的行为学、遗传学研究也有报

道[14鄄16],而 OPRK1 基因多态性和梅花鹿昼间行为性状是否相关尚无报道。 因此,本研究以 PCR鄄SSCP 技术为

手段,分析了 OPRK1 基因在梅花鹿中的单核苷酸多态性,验证基因多态性和动物行为性状是否相关,为进一

步研究候选基因在动物行为遗传特性方面提供理论基础,也为与行为性状相关基因的筛选提供途径和方法。
1摇 材料与方法

1. 1摇 研究材料

本研究梅花鹿来自扬州市动物园和扬州市平山堂养殖场两地((119毅26忆E,32毅24忆N))。 两地均处于亚热

331摇 1 期 摇 摇 摇 吕慎金摇 等:OPRK1 基因 SNP 与梅花鹿昼间行为性状的相关性 摇
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带南部季风气候区,四季分明,年平均气温 15. 4 益,最冷月 1 月的平均气温 1. 8 益,最热月 7 月的平均气温为

27. 5 益。 日照 2 113 h,无霜期 238 d,年降水量 1 020 mm。 平山堂养殖场位于扬州市瘦西湖景区,该场占地

面积约 1 500 m2,共 4 个半敞开式圈舍,每个圈舍面积 20 m伊10 m,共观测记录 25 只成年梅花鹿(裔15 只,意
10 只)。 江苏省扬州市动物园位于扬州市郊区湾头镇,该园占地面积约 52. 6 hm2,梅花鹿个体散放公园食草

区内(100 m伊50 m),共观测记录 23 只(裔13 只,意10 只)。 两地梅花鹿饲喂时间均为每天 8:00 和 15:00 左

右各 1 次。 食物主要为白三叶(Trifolium repens)、紫花苜蓿(Medicago sativa)和其它青草,补充精料为配合饲

料,饲料主成分为玉米、豆粕、麸皮、食盐及多种维生素、矿物质、微量元素等。
1. 2摇 研究方法

1. 2. 1摇 行为性状观察

首先对两地梅花鹿个体进行辨识,利用耳标、角的形状、身体上的斑痕及个体大小等体型外貌特征区分梅

花鹿个体。
在正式观察之前进行为期 7 d 的预观察,确定动物的行为格局和记录方法,并对观察者进行培训。 正式

观察时间为 2006 年 7—12 月及 2007 年 2—6 月,每周观察 4 d。 采用目标动物取样法每天 8:30—16:30 在距

离动物 5—15 m 处对动物的行为进行观察。 观察时 1 人观察口述,1 人记录,每 2 h 轮换 1 次。 根据梅花鹿生

理特点以及前人研究结果[17],将梅花鹿行为参数定义如下:
取食摇 梅花鹿的上下唇协同动作,对青草、饲料等食物进行切割、咀嚼、吞咽的过程,若梅花鹿在移动过程

中有上述动作发生,仍将其视为取食行为;
反刍摇 梅花鹿在非睡眠时,头部高于背中线,对食物进行逆呕、咀嚼等过程,反刍分站立反刍和卧倒反刍;
卧息摇 梅花鹿的卧息包括休息、浅睡和睡眠,卧下时,前肢先跪下,后肢下蹲,接着腹部着地,最后臀部触

地,卧姿分为左侧卧和右侧卧;
观望摇 梅花鹿头昂起,耳朵朝有异响或异样方向转动,四肢静止不动,情况危急时则尾巴翘起,用力踏地;
移动摇 梅花鹿从一地点到另外一地点的动作,移动包括走动和跑动,以走动为主;
修饰摇 梅花鹿为求得舒适而进行的自洁行为及排除蚊蝇干扰或对身体某些部位进行舔舐、轻咬、蹭墙、搔

扒等行为;
其它摇 梅花鹿的饮水、排尿、排粪、嬉戏、鸣叫等。 观测过程中,如果由于天气等原因不能观测,则在 1 周

内补充观测。
由于动物园梅花鹿受游客影响较大,因此周末以及国家法定节日期间单独观测统计[18]。 观测结束后,对

行为记录数据进行整理,录入计算机进行分析。
1. 2. 2摇 血样采集

梅花鹿麻醉后颈静脉采血 5—10 mL,置于 15 mL 指型管中(内置 1—2. 5 mL 裂解液),充分摇动至血细胞

完全破裂,溶液呈粘稠状为止。 两地共采集样本 48 份,其中,扬州市平山堂养殖场共采集血样 25 份(裔15
只,意10 只);动物园采集样本 23 份(裔13 只,意10 只),并做好详细的个体信息登记。
1. 2. 3摇 引物信息

应用 Primer 5. 0 软件,根据 GenBank 中收录有关 OPRK1 基因序列 NC_007312、NW_00149302 设计 9 对引

物(表 1)。 各引物均由上海生工科技有限公司合成。 引物稀释过程分 2 步进行:首先稀释为正常扩增的 10
倍浓度,-20益长期保存;使用时再稀释 10 倍,作为正常使用的引物浓度。
1. 2. 4摇 最佳 PCR 扩增体系

PCR 反应体系为 20 滋L,其中 0. 20 滋L (5U / 滋L) Taq 酶, 2. 20 滋L 10伊buffer(含 Mg2+), 1. 20 滋L 浓度为 1
滋mol / L 引物, 1. 20 滋L 浓度为 2. 0 mmol / L dNTPs, 1. 40 滋L 浓度为 50 ng / L 基因组 DNA,最后用去离子灭菌

水补齐至 20 滋L 体系。 PCR 反应程序如下: 94 益预变性 5 min, 然后 94 益变性 45 s, 54—56 益退火 40 s, 72
益延伸 30 s,共 33 个循环。 72 益延伸 5 min, 产物 4 益保存。
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表 1摇 梅花鹿 OPRK1 基因引物信息

Table 1摇 Information of primers for sika deer with OPRK1 gene

位点
Locus

引物
Primer sequences(5忆 to 3忆)

大小
Size(bp)

退火温度
Annealing

temperature / 益

来源
Resource

P鄄1 TCTGACCCTGCTTGTGC;TTCGTCGTCTGCTGGAC 237 53. 7 小鼠 Mus musculus
P鄄2 ACCACCAGCACGAGCCT;CCTACAGTTCCCAGATGACG 204 54. 8 牛 Bos taurus
P鄄3 TTTGTATTCTCCCGCTAT;TTCCTGCCTCCTTGTG 350 49. 8 小鼠 Mus musculus
P鄄4 TTTGATGGCTTCGTTC;TCATGTTCGGCTCTTT 261 50. 0 牛 Bos taurus
P鄄5 CAGCCACCCTTACCTT;TCACCAGCATCTTCACC 196 51. 2 牛 Bos taurus
P鄄6 CAGCCACATCTTCTTATC;CAGCGTCAGTGTCTTTT 210 47. 7 小鼠 Mus musculus
P鄄7 TGCCCACCAAACCCACG;AGGTGCGCCTGTCCTCGTC 270 61. 1 牛 Bos taurus
P鄄8 GGATGACCGGGGAGATGTG;GCTCGGACGCTGCCAAAG 271 61. 3 牛 Bos taurus
P鄄9 ACGGCGATGTAACGG;ATCTTCAACCTGGCTTT 188 50. 5 牛 Bos taurus

1. 3摇 分析方法

建立模型:
yi j = u + Ii + eij

式中, yij 为行为性状观测值; u为群体均值; Ii 为第 i 基因型效应值; eij 为随机误差。 应用 SPSS 软件一般线性

模型,对不同基因型与行为性状的关系进行比较分析。 所有动物行为性状以 8 h 统计记录,以行为持续时间

(M依S. E. )为观测变量,以不同基因型作为另一变量,输入 SPSS 软件分析系统,即可进行统计分析。
2摇 结果与分析

2. 1摇 基因组 DNA 提取及 PCR 扩增产物检测

从梅花鹿血样中提取的基因组 DNA 溶于 300 滋L TE 中,室温溶解 24 h 后用 1. 0%琼脂糖凝胶电泳检测。
结果表明提取的基因组没有降解,条带较均匀一致,所含 DNA 符合生物学试验要求(图 1)。 在设计的 9 对引

物中,只有位于第二内含子引物 P鄄5 和第三外显子的 P鄄 9 引物获得扩增产物(图 2)。 对引物 P鄄 5 进行 SSCP
分析,结果表现 3 种基因型,分别命名为 EE、EF、FF(图 3)。 对引物 P鄄 9 进行 SSCP 分析,结果表现 3 种基因

型,分别命名为 GG、GH、HH(图 4)。

 

图 1摇 梅花鹿基因组 DNA

Fig. 1摇 The genome DNA of sika deer
图 2摇 引物 P鄄9 PCR 产物检测结果

摇 Fig. 2 摇 Result of agrose gel electrophoresis for PCR product of

primer P鄄9

图 3摇 引物 P鄄5多态性检测结果

Fig. 3摇 Result of polymorphism amplified by primer P鄄5

图 4摇 引物 P鄄9多态性检测结果

Fig. 4摇 Result of polymorphism amplified by primer P鄄9

2. 2摇 OPRK1 基因测序结果及同源性分析

将引物 P鄄5 所得 EE、FF 2 个基因型,引物 P鄄 9 所得 GG、HH 两个基因型的克隆产物直接进行正反测序。
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测序结果表明,P鄄5 引物获得序列与牛同源性达到 97% ,P鄄9 引物与牛的同源性达到 99% ,因此可确定所获基

因序列为梅花鹿序列。 通过测序图比对发现引物 P鄄5 扩增片段在 DNA 序列 72bp 处发生 G寅A 突变(图 5),
引物 P鄄9 扩增产物在 132bp 处发生 T寅A 的突变 (图 6)。 但氨基酸比较表明这两处突变均为沉默突变。

图 5摇 OPRK1 基因引物 P鄄5扩增片段 2 个基因型序列比对

Fig. 5摇 The sequence alignment of two gene types amplified by primer P鄄5

图 6摇 OPRK1 基因引物 P鄄9扩增片段的基因型序列比对

Fig. 6摇 The sequence alignment of gene types amplified by primer P鄄9

2. 3摇 OPRK1 基因的遗传学分析

在梅花鹿两个群体中,对 OPRK1 引物 P鄄 5 和 P鄄 9 的基因频率和基因型频率进行检测分析(表 2),在
OPRK1 基因引物 P鄄5 扩增结果中检测 3 种基因型,其中 EE 型基因型频率最高,而 EF 和 FF 型基因型频率相

等,适合性 字2 检验结果表明梅花鹿在该位点处于 Hardy鄄Weinberg 不平衡状态(P<0. 01)。 在 OPRK1 基因引

物 P鄄9 扩增结果中也检测到 3 种基因型,其中纯合子 HH 的基因型频率最高,GG 基因型频率最低,适合性 字2

检验结果表明,梅花鹿在该位点也处于 Hardy鄄Weinberg 不平衡状态(P<0. 01)。

表 2摇 OPRK1 基因各引物等位基因频率和基因型频率及 Hardy鄄Weinberg 平衡检验

Table 2摇 Alleles and genotype frequency and equilibrium test of Hardy鄄Weinberg for OPRK1 gene

引物
Primer

检测
Detect

基因
Allele

基因型
Type of gene

字2 值

字2 value

P鄄5 E F EE FF EF

个体系 30 9 9

数值 0. 719 0. 281 0. 625 0. 188 0. 188 18. 375

P鄄9 G H GG HH GH

个体系 5 34 9

数值 0. 198 0. 802 0. 104 0. 708 0. 188 30. 875

摇 摇 df=2, 字20. 05(2) = 5. 99, 字20. 01(2) = 9. 21

2. 4摇 OPRK1 基因多态性与行为性状的关系

对 OPRK1 基因 SNP 位点基因型与梅花鹿各行为性状进行最小二乘分析,P鄄 5 引物基因型对梅花鹿修饰
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行为有极显著影响(P<0. 01),对其余各行为无显著影响。 引物 P鄄 9 各基因型对观望行为有极显著影响(P<
0. 01),对卧息和修饰行为有显著影响(P<0. 05),对其余行为性状均无显著影响。

进一步对不同基因型各行为性状的最小二乘均值进行多重比较(表 3)。 引物 P鄄 5 各基因型间修饰行为

EE 型、FF 型和 EF 型之间两两差异显著(P<0. 05),其中 FF 型行为持续时间最长为 15 min 左右,EE 型行为

持续时间最短为 3 min 左右。 在所观测的 7 种行为性状中,其它行为 EE 型和 FF 型差异显著(P<0. 05);而另

外 5 种行为性状在各个基因型中没有检测到显著差异。 引物 P鄄9 各基因型间卧息行为 GG 型比 GH 型个体行

为持续时间平均高近 90 min,且两者之间差异显著;观望行为 GG 型、HH 型和 GH 型 3 种基因型个体的行为

持续时间依次升高,且 GH 型比 GG 型高 4 倍,3 种基因型之间两两差异显著(P<0. 05),但 GH 和 GG 两种基

因型之间存在极显著差异(P<0. 01);修饰行为 HH 型比 GG 型和 GH 型个体行为持续时间都高 4 min 多,且
HH 型和另外两者存在显著差异(P<0. 05)。

表 3摇 OPRK1 基因不同基因型在梅花鹿中各行为性状比较(分钟)

Table 3摇 Comparison for behavior traits of each genotype of OPRK1 in sika deer(min)

行为性状
Behavior traits

P鄄5 引物基因型(Genotype of primer P鄄5)

EE FF EF

P鄄9 引物基因型(Genotype of primer P鄄9)

GG HH GH

取食 Eating 243. 930依11. 208 231. 454依14. 568 236. 898依14. 928 233. 520依33. 209 243. 295依9. 452 231. 903依15. 985

反刍 Ruminating 35. 736依3. 867 41. 294依11. 279 42. 603依1. 974 36. 198依6. 630 39. 746依4. 229 31. 757依4. 411

卧息 Relaxing 118. 085依12. 75 113. 984依18. 118 140. 023依18. 520 172. 984依35. 924a 124. 000依10. 832 83. 073依11. 495b

观望 Observing 52. 536依5. 927 53. 181依10. 977 31. 423依3. 327 14. 577依2. 735a 40. 317依2. 639b 99. 388依7. 469c

移动 Moving 15. 356依1. 697 20. 152依4. 788 17. 288依4. 649 10. 970依3. 211 16. 845依1. 958 17. 896依4. 057

修饰 Grooming 3. 687依0. 559a 15. 046依2. 292b* 7. 870依1. 106b 3. 718依0. 442b 7. 915依1. 077a 3. 239依1. 402b

其它 Others 10. 637依1. 610a 4. 888依1. 366b 3. 899依1. 300 8. 036依2. 593 7. 852依1. 224 12. 743依3. 350

摇 摇 同一行标有不同上标 a 与 b,b 与 b*,b 与 c 之间表示差异显著(P<0. 05),a 与 c 表示差异极显著(P<0. 01)

3摇 讨论

3. 1摇 群体平衡的遗传学分析

本研究中,在 OPRK1 基因引物 P鄄5 及 P鄄9 扩增结果中都检测到 3 种基因型,且梅花鹿在这两个位点均处

于 Hardy鄄Weinberg 不平衡状态。 群体不平衡可能是由于基因的遗传漂变或选择、选配等因素所致[19]。 遗传

漂变即在有限群体中由于取样误差造成了基因频率的随机波动,其产生因素有始祖效应、小群体效应及瓶颈

效应。 而群体育种规模较小,导致群内个体间不能随机交配是目前养殖业普遍存在的现象,引种、杂交、分群、
近交等都会引起基因遗传漂变现象的发生。 群体越小,等位基因频率改变的几率越大,低频率基因向下漂变

的可能性就越大[20]。 本研究中样本量较小,这是造成检测群体处于不平衡状态的重要原因。 结论也可能说

明两地梅花鹿群体在饲养管理过程中该位点一直受到选择的影响;同时分析可知,长期的群体内闭锁繁育也

可导致群体处于不平衡状态。 所以要保持现有梅花鹿群体基因频率不变,保存现有基因资源,对梅花鹿群体

选育时首先要考虑防止遗传漂变现象的发生;同时要考虑选择、选配对群体基因频率的影响,结合当前行业发

展趋势及实际生产要求,在群体有足够大规模时,进行杂交、近交及人工选配。
3. 2摇 OPRK1 基因多态性与行为性状的关联分析

对 OPRK1 基因引物 P鄄5 和 P鄄9 不同基因型各行为性状的最小二乘均值进行多重比较可知,引物 P鄄 5 各

基因型间修饰行为差异显著,在所观测的 7 种行为性状中,其它行为 EE 型和 FF 型差异显著。 P鄄 9 引物获得

基因型在两地梅花鹿行为性状分析中,卧息行为之间差异极显著;观望行为的 3 种基因型个体的行为持续时

间依次升高,且 3 种基因型之间两两差异显著(P<0. 05);修饰行为也存在显著差异(P<0. 05)。 李剑虹等曾

利用 SNP 方法对大白、长白和杜洛克猪的 Kappa 阿片(OPRK1)受体进行分析,结果表明 Kappa 阿片受体基因

SNP 对母猪静止站立行为性状存在一定影响[3]。 有研究报道 Kappa 阿片受体基因敲除的小鼠对激动剂的镇

痛作用消失,运动减少和烦躁不安的作用也显著降低[21。 Kappa 阿片受体也参与脑内系统神经回路的活动,
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系统神经回路上的神经递质(包括多巴胺和阿片肽) 通过调节特定的靶神经元群的活动,从而作为一系列行

为如学习、记忆、睡眠、摄食、饮水、性行为、攻击等行为和情绪变化的物质基础[22]。 同样在小鼠上已经发现了

Kappa 阿片受体基因的多态性[4]。 本研究表明,OPRK1 基因引物 P鄄5 也检测到基因多态性,且不同基因型之

间对梅花鹿的修饰行为产生一定作用,P鄄9 位点扩增产物分析表明,其不同基因型对卧息、观望行为也产生显

著影响。 同样以 BDNF 为目的基因对梅花鹿日常行为性状进行研究的结果表明,不同基因型之间对梅花鹿的

卧息及运动行为有显著差异[23],因此,初步认为本研究结果和文中所述有相似之处。
动物行为是一个复杂的生物现象,其行为性状是长期的自然选择和人工选择的产物,本研究选择 OPRK1

作为影响梅花鹿行为性状的候选基因,采用 SNP 方法分析该基因部分外显子序列单核苷酸位点突变和行为

性状的关系,结论表明 OPRK1 基因可能和梅花鹿的卧息与观望行为存在统计学意义,初步认为 GG 型可能和

动物卧息行为相关,GH 可能和动物的观望行为有关。 李剑虹等把猪长时间静止站立确定为是一种动物“规
癖行为冶 [3]。 圈养条件下,动物长时间卧息或者站立观望可以认为是动物的一种“规癖冶或者“呆板冶行为。
有学者认为,规癖行为的出现是由于对生产性状的过度选育而造成的[24鄄25],也有学者研究发现规癖是由于动

物在圈养条件下,其生存环境单调狭小造成的[26]。 Grandin 在 20 世纪 70 年代没有发现牛卷舌和其它异常行

为,而在 1996 年发现 Holstein 品种表现为卷舌规癖,这可能是长期定向选择的结果,对高产母猪(产仔数高)
的研究也发现其表现较多的行为规癖[27]。 对动物园动物研究表明,动物园中驯养的灵长类动物因饲养环境

单调狭小带来的紧张对其健康不利[28],导致动物出现无目的踱步、咬栅栏、摇摆身体、空嚼等呆板行为。 有报

道指出对小鼠进行应激刺激后可导致 OPRK1 基因的 mRNA 差异表达[29]。 梅花鹿圈养与外界的干扰也是一

种应激刺激,从而导致 OPRK1 基因外显子表现多态性,并且这种多态性与观望行为存在一定相关。 另有研究

表明,小鼠恐惧及焦虑行为同样可影响 Kappa 阿片受体在脑杏仁核的表达状况[30]。 梅花鹿恐惧与焦虑的表

现之一就是增加观望时间,这种观望行为的增加,也是其自身进化和环境适应相互作用的结果,表现在分子水

平上,就有可能导致某些行为相关基因的突变,从而在 OPRK1 基因检测获得多态位点。
因此,在梅花鹿驯化饲养过程中,由于选择选配或者饲养环境单调狭小或外界干扰刺激过多,可能增加其

长时间站立观望行为。 在适应环境或干扰后又导致其卧息行为显著升高,根据本研究对 OPRK1 基因不同基

因型与行为性状的相关分析结果,推测 OPRK1 基因可能在育种或者饲养过程中受到一定的选择压力,影响其

行为规癖发育的倾向性,从而某种程度上可能形成“规癖冶或者“呆板冶行为。
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