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图 1 PCR产物的电泳检测

注院M为 DL2000 marker袁1耀5泳道为 MB基因的第
3对引物的扩增片段袁6泳道为空白遥

肉色是肉品外观评定的重要指标袁也是肉品生理学尧生
物化学及微生物学特性的外观表现遥目前袁肉色表观性状的
测定只能通过屠宰动物取样袁难以通过活体测定遥如果在动
物生长早期就能够预测成年后的肉色状况袁 则具有很高的
实际应用价值遥 为此袁笔者选择与肉色相关的候选基因 MB
基因袁采用 PCR蛳SSCP技术对其多态性变化进行追踪袁试图
找出与肉色相关的分子标记袁 从而实现对动物肉色性状的
标记辅助选择袁以期实现对肉色的早期预测袁应用于育种
实践遥
1 材料与方法

1.1 材料 以 5个猪种的 431个个体作为试验材料袁 其中
大白猪 173头袁长白猪 102头袁采自黑龙江省各大养猪场曰
东北民猪 81头袁采自黑龙江省兰西种猪场曰野家杂种猪 60
头尧野猪 15头袁采自黑龙江省庆安县双峰林场遥
1.2 主要试剂 限制性内切酶 BamHI尧HindIII渊 大连宝生物
工程有限公司冤袁pMD18蛳T载体 渊 大连宝生物工程有限公
司冤袁胶回收试剂盒渊 上海华舜生物工程有限公司冤袁质粒提
取试剂盒 渊 上海华舜生物工程有限公司冤 袁DNA Marker DL
2 000渊 大连宝生物工程有限公司冤袁Taq DNA聚合酶渊 大连宝
生物工程有限公司冤袁丙烯酰胺尧甲叉渊 上海华舜生物工程有
限公司冤袁甲酰胺渊 上海华舜生物工程有限公司冤袁 N袁N袁N'袁
N'-四甲基乙二胺渊 TEMED冤渊 上海华舜生物工程有限公司冤袁
二甲苯青渊 上海华舜生物工程有限公司冤遥
1.3 引物合成 PCR的 3对引物参照 Genbank 上的序列
设计合成袁引物序列见表 1遥

发现多态的第 3对引物的 PCR条件院95 益 5 min曰94 益
30 s曰61.8 益 30 s曰72 益 30 s曰 进入第 2步袁35循环曰72 益 5

min曰4 益 30 min遥
1.4 SSCP分析 4 滋l PCR产物和 6 滋l的上样缓冲液袁98
益变性 10 min,然后冰浴 5 min袁使之保持变性状态遥 变性后
的 PCR产物进行非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳遥 10 V/cm电
泳 8耀9 h后袁银染显色遥
1.5 克隆测序 将纯合型个体的 DNA进行 PCR 扩增袁用
浓度 1 %的琼脂糖凝胶电泳进行 PCR产物回收袁 回收长度
约为 130 bp渊 第 3对引物所扩增的片断冤袁将回收的 DNA片
段定向插入 T蛳载体中袁构建 T蛳载体蛳MB重组质粒袁然后转
入感受态大肠杆菌 DH5琢袁 进行 PCR鉴定袁 制备重组质粒
DNA袁 最后用 Hind III和 BamH玉双酶切重组质粒 DNA袁获
得所需要的 130 bp的 DNA片段遥
2 结果与分析
2.1 PCR蛳SSCP分析结果 对发现多态的第 3对引物 PCR
扩增见图 1袁SSCP的 3种基因型渊 MM MN NN冤的检测结果
见图 2袁所检测的 5个猪种表现出明显差异渊 表 2冤遥

猪MB基因外显子 3的多态性分析
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摘要 以 MB基因作为影响猪肉肉色的候选基因袁利用 PCR蛳SSCP技术袁以野猪尧野家杂种猪尧民猪尧大白猪尧长白猪 5个猪种为研究
对象袁根据 GenBank上猪的 MB序列设计了 3对引物袁对此基因的 3个外显子进行 SNPs检测遥 基因型检测结果表明院MB基因在第
1尧第 2外显子上没有发现多态袁在第 3外显子上检测到了多态遥在第 3外显子上的第 437 bp处存在一个 T寅C的碱基突变袁该突变未
导致氨基酸的改变袁属沉默突变遥经计算各基因型频率尧基因频率和试验统计表明院随野猪尧野家杂种猪尧民猪尧长白猪尧大白猪肉色的
变浅袁等位基因 N的基因频率也呈下降趋势遥
关键词 猪曰MB基因曰SNPs曰PCR蛳SSCP曰肉色
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Analysis of Polymorphism of MB Genes Exon 3
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Abstract In this research, the MB genes were taken as the candidate gene which could influence the meat color. The wild boar, the crossbreed
of the wild boar and pig, min pig, landrace, double muscle pig and large white pig were taken as the research materials. According to the MB gene
sequences of swine in GenBank, three pairs of primers for MB were designed. PCR-SSCP technology was applied to detect SNPs of the genes
exons. Detected results of genotype demonstrated that in the first and second primers, there was no polymorphism, and the polymorphism was
examined in the third primers of MB. One mutant site (T 寅 C) in the third primer of MB was at 438 bp and the mutation was silent. The
computation of genotypic frequency and gene frequency, as well as statistical analysis demonstrated that with the decline of meat color of the wild
boar and pig, min pig, landrace, double muscle pig and large white pig, the gene frequency of allelic gene N also declined in this trend.
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表 1 MB基因的 3对引物
位置 引物名称 引物序列
exon1 上游引物 5忆要GGCTCAGCGACGGGGAAT要3忆

下游引物 5忆要CCATGGCCTGCGACATCA要3忆
exon 2 上游引物 5忆要TAAGGGTCACCCCGAGAC要3忆

下游引物 5忆要CAGGGATCTTGTGCTTGG要3忆
exon 3 上游引物 5忆要AGCCATCATCCAGGTTCT要3忆

下游引物 5忆要AAGCCCAGCTCCTTGTAC要3忆
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世代稳定特性可能具有一定的遗传性 [14]遥 对于早世代稳定
特性的机制袁笔者正在做进一步深入的研究遥
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2.2 测序结果与分析 以东北民猪尧野猪第 3对引物所扩
增的 2种纯合片段 MM型和 NN型为样本袁分别进行测序袁
并与 GenBank上猪 MB基因序列进行比较袁 发现不同猪种
MM型均为野生纯合型袁无变异曰NN型均为突变纯合型袁在
437 bp处有 1个点突变院T寅C渊 图 3冤遥

3 讨论与结论

野猪尧野家杂种猪尧民猪尧大白猪尧长白猪的肉色依次变

浅袁 而等位基因 N 的基因频率按此顺序呈下降趋势院
0.933寅0.725寅0.521寅0渊 表 2冤遥 可见袁随肉色的变浅袁等位
基因 N的基因频率也降低遥 研究结果显示袁 野猪的等位基
因 N的基因频率比杂种猪的高遥 同时袁 统计结果也显示基
因型在野猪和杂种猪间的分布差异并不显著渊 P跃0.05冤遥 原
因可能是野猪和杂种猪间肉色相差太小袁 如果试验群体代
表性稍差或群体不够大袁 则很难反映品种间存在的一些较
小差别遥民猪是进行肥猪育种过程中选育的品种袁其等位基
因 N的基因频率下降袁在该研究所采用的 81个个体中等位
基因 N的基因频率很低袁为 0.521遥大白猪尧长白猪是以高瘦
肉率为重要育种目标的袁 这几个猪种的等位基因 N的基因
频率为 0遥 因此该研究得出一个趋势性的结果袁即 MB基因
的等位基因 N的基因频率一方面与肉色呈正相关袁 一方面
与育种选择方向有关遥 所以在猪的育种中 MB基因的等位
基因 N可能被作为肉色的选择标记遥
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MM TTGGTGCTGACGCCCAGGGAGC
引

NN TTGGTGCCGACGCCCAGGGAGC
图 3 突变位点

注院括号内为检测个体数遥

群体
数目
头

基因型频率椅% 等位基因频
率椅% X2

MM MN NN M N
民猪 81 19.8渊 16冤 54.3渊 44冤 25.9渊 21冤 46.9 52.1
长白 155 100渊 155冤 0渊 0冤 0 渊 0冤 100.0 0
大白猪 120 100渊 120冤 0渊 0冤 0 渊 0冤 100.0 0 167.93
野家杂种猪 60 0渊 0冤 55渊 33冤 45 渊 27冤 27.5 72.5 (P=0.001)
野猪 15 6.7渊 1冤 0渊 0冤 93.3渊 14冤 6.7 93.3

表 2 MB基因的第 3对引物在 5个猪种
中的基因型分布尧基因频率

MN MN MM NN MNNNMMNNMN
图 2 第 3对引物扩增片段的 PCR蛳SSCP分析
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