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摘要  [ 目的] 分析荷包猪 MC4 R 基因 TaqI 酶切位点多态性 ,为了解其遗传特点奠定基础。[ 方法] 利用PCR- RFLP 技术研究荷包猪保种
群体 MC4 R 基因型分布情况, 并与国内外猪种的 MC4 R 基因频率进行比较。[ 结果] 不同品系猪的 MC4 R 基因的Asp298Asn 突变分布差
别显著。荷包猪 MC4 R 基因优势基因型为AA, 基因型频率为66 .67 % , 而BB 基因型未能检出。荷包猪 MC4 R 基因型与国内梅山猪、民
猪和莱芜猪等稍有不同 , 与国外汉普夏、大白、皮特兰等差别较大 , 总体显示国内地方猪种 298Asp 基因为优势基因 , 而外种猪基因
Asp298Asn 突变率显著高于我国地方猪种。[ 结论] 该研究为荷包猪资源保存、品种选育和开发利用提供了科学依据。
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PolymorphismAnalysis on Melanocortin-4 Receptor ( MC4R) Gene in Northeast Hebao Pig
ZOU Jian-rong et al  ( Liaoning Medical College , Jinzhou, Liaoning 121000)
Abstract  [ Objective] The ai mwas to analyze the polymorphismof TaqI restrictionsite of melanocortin-4-receptor ( MC4 R) gene i n northeast Hebao pig
and lay the foundation for understanding its genetic characteristics . [ Method] The distribution condition of the genotype of the conservation population of
Hebao pig was studied by PCR- RFLP technique and the gene frequency of MC4 R of the pig species between home and abroad were compared . [ Result]
The distri bution of Asp298Asn mutation of MC4 R gene of pigs i n different species had significant difference . The preponderant genotype of MC4 R gene
of Hebao pigs was AAand the genotype frequency was 66 .67 % , but the genotype of BB was not detected . MC4 R genotype of Hebao pig had slight differ-
ence with that of some Chi nese species suchas Meishan pig , Min pig and Lai wupig , and had large difference withsomeforeign species suchas Hanpshire
pig , Large White pig and Pietrain pig . On the whole , it showed that 298Asp gene of the Chinese pig species was preponderant , but Asp298Asn mutation
rate of the gene of the foreign pig species was significant higher thanthat of the Chinese pig species . [ Conclusion] The research provi ded the scientific ba-
sis for the resource preservation, variety breedi ng and the development and utilization of Hebao pig .
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  黑素皮质激素受体- 4( melanocortin-4 receptor , MC4 R) 是下

丘脑腹内侧核分泌的一种肽类物质, 是 G 蛋白偶联受体超家

族的一个亚型[ 1] 。MC4 R 在人和鼠的体重、能量稳态和采食

量的调控中具有重要作用[ 2] 。MC4 R 基因敲除小鼠的研究

表明: MC4 R 与体重、代谢率和血清胰岛素水平显著相关[ 3] 。

MC4 R 的移码突变可以导致人类的肥胖[ 4] 。自猪 MC4 R 基

因克隆以来, 学者们对其进行了大量研究。 MC4 R 基因第7

跨膜结构功能域的一个高度保守区内发生了一个错义突变

( G- A) , 产生了 TaqI 酶切位点的改变 , 猪的这一突变使 MC4R

蛋白第298 位氨基酸发生天冬酰胺代替天冬氨酸的错义突

变, 因此, MC4 R 可分为 AA、AB、BB 3 种基因型[ 5] 。Ki m 等研

究显示, MC4 R 基因型与猪背膘厚、110 kg 日龄、试验期日增

重和日采食量显著相关, 可作为猪的重要经济性状的候选基

因[ 6] 。

荷包猪是东北民猪的一个小型类群 , 因其外形酷似“荷

包”而得名, 主要分布于辽西交通不便的山区一带。荷包猪

抗逆性强, 耐粗饲, 肌间脂高, 由于其肌纤维细密, 大理石花

纹明显, 肉质细嫩, 肉味香浓, 故有“北方香猪”之美称, 是我

国宝贵的地方良种资源, 目前已被列入《国家畜禽品种资源

保护名录》。笔者利用PCR- RFLP 技术, 研究荷包猪保种群体

MC4 R 基因型的分布情况, 并与国内外猪种的 MC4 R 基因频

率进行比较, 了解其遗传特点, 旨在为荷包猪资源保存、品种

选育和开发利用提供科学依据。

1  材料与方法

1 .1 材料  荷包猪由辽宁省家畜家禽遗传资源保存利用中

心提供, 共72 头 , 采集其耳组织样。将采集后的样品迅速浸

泡在75 % 酒精溶液中, 实验室冷冻保存备用。

1 .2 方法

1 .2.1 DNA 的提取。采用传统的苯酚 - 氯仿抽提法提取基

因组 DNA,TE Buffer 溶解后, - 20 ℃保存备用。

1 .2.2 引物设计与合成。参考相关文献报道的 MC4 R 的引

物序列设计引物, 引物由上海生物工程技术服务有限公司合

成。引物序列为:F :5′- TACCCTGACCATCTTGATTG-3′; R:5′-

ATAGCAACAGATGATCTCTTTG- 3′。

1 .2.3 PCR 扩增。PCR 反应总体积为20 μl , 反应体系如下 :

10×buffer 2 μl 、dNTP ( 2 .5 mmol/ L) 1 μl 、引物( 20 pmol/ μl ) 各1

μl 、MgCl 2( 2 .5 mmol/ L) 1 μl 、Taq DNA 聚合酶( 10 U/ μl ) 0 .2 μl 、

DNA 模板50 ng , 加双蒸水至20 μl 。PCR 反应条件:95 ℃变性

4 min ,35 个循环( 94 ℃变性45 s ,58 ℃退火1 min ,72 ℃延伸1

min) ,72 ℃延伸8 min。PCR 产物于4 ℃保存备用。用2 % 琼

脂糖电泳检测PCR 产物。

1 .2 .4  PCR- RFLP 分析及电泳检测。以限制性酶 TaqI 酶切

PCR 产物, 酶切反应体系20 μl , 其中PCR 产物10 μl 、TaqI 酶

5U,65 ℃酶切4 ～5 h。酶切产物用4 % 琼脂糖胶电泳检测 ,EB

染色。出现156 、70 bp 2 个条带的个体为 AA 型, 只出现226

bp 条带的个体为BB 型, 同时出现226、156 和70 bp 3 个条带

的个体为AB 型。

1 .3 统计分析  利用SPSS13 .0 计算基因型和基因频率, 并

对其进行Hardy- Weinberg 平衡适合性检验。

2  结果与分析

2 .1 PCR 扩增结果  MC4 R 基因PCR 扩增产物片断长度

为226 bp , 图1 箭头所示特异性条带为扩增产物。

2 .2  MC4 R 基因298 位点 PCR- RFLP 的检测结果  由图2

可知, 扩增片段的酶切产物出现了AA 型和 AB 型2 种类型。

2 .3  MC4R 基因基因型及基因频率的分布  荷包猪 MC4 R

基因型见表1 , 可知AA 型为优势基因型 ,298Asp 等位基因频
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率达83 .33 % 。对该基因在荷包猪群体的遗传分布进行

Hardy- Weinberg 平衡适合性检验, 结果发现该位点分布符合

Hardy- Weinberg 平衡( χ2 = 2 .88 , P > 0 .05) 。

图1 MC4R 基因PCR 扩增结果

Fig .1 PCRamplificationresults of MC4R gene

注 :M 为100 bpDNA marker ;1 、3 为 AA 型 ;2 、4 为 AB 型。

Note :M,100 bp DNA marker ; 1 and 3 , Genotype AA ;2 and 4 , Genotype

AB .

图2 MC4R 基因PCR 产物 TaqI 酶切结果

Fig .2 Theenzyme digestionresults of PCRproducts of MC4R gene

by TaqI enzyme

表1 荷包猪 MC4R 基因Asp298Asn 位点基因型分布

Table 1 The genotype distribution of MC4R gene at Asp298Asnlocus in

Hebao Pig

项目
Item

基因型
Genotype

AA AB BB

等位基因频率∥%
Allele frequency

298Asp 298Asn

检测数∥头 48 .00 24 .00 0 - -

Detected number ( n)

频率∥%Frequency 66 .67 33 .33 0 - 83 .3 16.67

期望值∥头 50 .00 20 .00 2 - -

Expectation value ( n)

  大量研究发现不同品系猪的 MC4 R 基因的 Asp298Asn

突变分布差异显著。由表1、2 可知, 荷包猪 AA 基因型为优

势基因型 , 频率达66 .67 % , 而BB 基因型未能检出, 这与国内

的梅山猪、民猪、二花脸猪和莱芜猪等地方猪略有不同。荷

包猪与外种猪 MC4 R 基因型差别明显, 如汉普夏猪均为 BB

型, 杜洛克和大白猪中298Asn 基因频率较高; 长白猪中2 个

等位基因分布均衡或表现298Asp 为优势基因; 皮特兰猪中

298Asp 基因频 率高 于 298Asn。总体 显示 国内 地方猪 种

298Asp 基因为优势基因 , 而外种猪基因 Asp298Asn 突变率显

著高于我国地方猪种。

表2 不同猪品种 MC4 R 基因基因型和等位基因频率

Table 2 Thegenotype frequencyand genefrequency of MC4R geneindif-

ferent pig breeds

品种
Breeds

检测数∥头
Detected
number

( n)

基因型
Genotype

AA AB BB

等位基因频率∥%
Gene frequency

298Asp 298Asn

参考
文献

Refer-
ence

荷包猪 72 48 24 0 83 .33 16 .67

Hebao Pig

民猪Min Pig 40 40 0 0 100 0 [7]

二花脸猪 65 64 1 0 99 .20 0 .80 [7]

Erhualian Pig

梅山猪 16 16 0 0 100 0 [8]

Meishan Pig

莱芜猪 33 33 0 0 100 0 [9]

Lai wu Pig

大白猪 44 0 2 42 2 .30 97 .70 [7]

Yorkshire Pig

汉普夏猪 23 0 0 23 0 100 [10]

Hampshire Pig

皮特兰猪 98 0 7 91 3 .60 96 .40 [7]

Pietrain Pig

大白×莱芜 95 51 40 4 74 .70 25 .30 [9]

Yorekshire Pig
×Laiwu Pig

大白×蓝塘 111 30 62 19 50 .40 49 .60 [7]

Yorekshire Pig
×Lantang Pig

3  结论与讨论

( 1) MC4 R 在调控动物采食行为和能量平衡中起重要作

用, 可以作为影响猪经济性状的候选基因。Ki m 等发现猪

MC4 R 基因高度保守区内发生了一个错义突变 Asp298Asn ,

并指出该位点多态性与猪的许多经济性状显著相关: 等位基

因A 代表298Asp , 与少背膘厚、慢增长速度、低采食量相关 ;

等位基因B 代表298Asn , 与高背膘厚、快增长速度、高采食量

相关[ 6] 。对 该突 变进行 功能 分析, 结 果显 示: 298Asp 是

MC4 R 信号传递给腺苷酸环化酶形成正常 G 蛋白偶联所必

需的, 该突变与猪的肥胖和生长速度有关[ 11] 。Bruun 等研究

了汉普夏和长白杂交群体中不同基因型的平均背膘厚 :AA

型为9 .1 mm、AB 型为10 .6 mm、BB 型为11 .1 mm, 加性效应为

1 .0 mm[ 11] 。对商品猪的研究也证实了 MC4 R 基因298 位点

的Asp298Asn 突变与背膘厚相关, 且BB 基因型个体背膘厚显

著高于 AB 型和 BB 型[ 9] 。Houston 等研究大白猪群体发现

298Asp 的背膘厚、日增重、日采食量( 13 .3 mm、733 g 、1 933 g)

与298Asn 的背膘厚、日增重、日采食量( 14 .7 mm、805 g 、2 098

g) 有显著差异[ 12] 。C.Ovilo 进一步证实了 Asp298Asn 突变与

猪的屠宰性状( 腰肌和肩肌) 和肉质( 脂肪酸成分) 有关[ 13] 。

( 2) 品系特异性可能导致 Asp298Asn 突变效应不同 ,Ki m

等在梅山×大白品系内发现 A 等位基因显示出与其他4 种

品系相反的功能。刘桂兰等在大白×梅山品系内 发现

298Asp 等位基因可以增加背膘厚[ 8] , 与 Ki m 等研究结果一

致。Stachowiak 等用波兰大白猪、波兰长白猪和一个合成系

共679 头检测 MC4 R Asp289Asn 突变与日采食量、背膘厚和

( 下转第14904 页)
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腹脂的连锁关系, 结果显示该位点多态性与日采食量、背膘

厚和腹脂无明显相关[ 14] 。Park 等在野猪×大白品系中发现

该突变与生长速度和脂肪性状无明显相关[ 15] 。而 Ki m 等

在伯克群×约克夏( n = 525) 中发现 Asp289Asn 突变与脂肪

沉积性状显著相关。不同的研究结果表明 MC4 R 的遗传背

景可能对 Asp298Asn 的突变效应起着重要作用。

( 3) 荷包猪是我国宝贵的猪种资源之一 , 现仅存少数量

的保种群体。在荷包猪的特殊遗传背景下 , MC4 R 基因位

点的突变与荷包猪的生产性能有何关系, 是否存在其他与

经济性状相关的多态位点, 有待进一步研究。荷包猪前身

是辽西野猪, 有着独特的抗逆性, 耐粗饲力 , 肉质极佳, 对

其进行分子水平研究 , 可以为荷包猪的保种和进一步开发

利用提供重要科学依据。
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