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　 　 摘要:　 本研究旨在探讨 ＭＣ４Ｒ 基因多态性对苏姜猪生产性状的影响ꎬ以期能够筛选出可用于提高苏姜猪生

产性状的分子标记ꎮ 利用 ＤＮＡ 混合池和 Ｓａｎｇｅｒ 测序法对ＭＣ４Ｒ 基因外显子进行单核苷酸多态性(ＳＮＰ)检测ꎬ分析

ＳＮＰ 的遗传多态性及其与生产性状的关联性ꎮ 结果显示ꎬ苏姜猪 ＭＣ４Ｒ 基因外显子中共检测到 ６ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ其
中 １ 个错义突变[ ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ)]ꎬ５ 个 ３′ＵＴＲ 突变( ｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ>Ａ、ｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ>Ａ、ｒｓ３３４５３６１７７
Ａ>Ｃ、ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ 和 ｒｓ８１２２１０６３ Ａ>Ｔ)ꎬ均包含 ３ 种基因型ꎬ且符合 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡ꎬ２ 个 ＳＮＰ 位点为低度

多态ꎬ４ 个 ＳＮＰ 位点为中度多态ꎮ 关联分析结果显示ꎬｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ)位点对胸围和胸宽有显著影响ꎬ５
个 ３′ＵＴＲ 突变位点对体质量、体高和胸围有显著影响ꎮ ｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ>Ａ 和 ｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ>Ａ 呈现高度连锁ꎬ
ｒｓ３３４５３６１７７ Ａ>Ｃ、ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ 和 ｒｓ８１２２１０６３ Ａ>Ｔ 呈现高度连锁ꎮ 结果提示ꎬＭＣ４Ｒ 基因对苏姜猪的部分生产

性状有显著影响ꎬ可作为苏姜猪早期选育的分子标记ꎮ
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ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＳＮＰ) ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｏｎｓ ｏｆ ＭＣ４Ｒ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＤＮＡ ｐｏｏｌｉｎｇ ａｎｄ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｆ ＳＮＰ ａｎｄ ｉｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｒａｉｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｉｘ ＳＮＰ ｌｏｃｉ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｏｎｓ ｏｆ ＭＣ４Ｒ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｓｕｊｉａｎｇ ｐｉｇｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｏｎｅ ｍｉｓｓｅｎｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ [ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ)]ꎬ ｆｉｖｅ ３′ＵＴＲ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
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ｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ > Ａ ａｎｄ ｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ > Ａꎬ ａｍｏｎｇ
ｒｓ３３４５３６１７７ Ａ>Ｃꎬ ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ ａｎｄ ｒｓ８１２２１０６３ Ａ>Ｔ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ＭＣ４Ｒ ｇｅｎｅ ｈａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｎ ｓｏｍｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ Ｓｕｊｉａｎｇ ｐｉｇｓ ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ
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　 　 黑素皮质素受体￣４(Ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｏｒｔｉｏｎ￣４ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ
ＭＣ４Ｒ)是黑素皮质素受体家族的 ５ 种亚型之一ꎬ是
下丘脑分泌的一种肽类物质ꎬ为跨膜神经受体[１]ꎮ
ＭＣ４Ｒ 蛋白是 Ｌｅｐｔｉｎ 蛋白调节采食量和刺激下丘脑

神经原活性调控通路的下游物质ꎬ具有介导 Ｌｅｐｔｉｎ
蛋白的功能ꎬ在人和动物体内主要参与调控食欲、体
质量和能量代谢等生物学过程ꎮ

Ｖａｉｓｓｅ 等[２]、 Ｇｅｌｌｅｒ 等[３] 和 Ｙｏｕｎｇ 等[４] 发现

ＭＣ４Ｒ 基因的移码突变和错义突变与人的显性遗传

学肥胖显著相关ꎮ 靶向缺失 ＭＣ４Ｒ 基因的小鼠表现

出食欲亢进、高胰岛素血症和高血糖症等肥胖相关

的症状[５]ꎮ Ｑｉｕ 等[６]发现鸡 ＭＣ４Ｒ 基因 ５′ＵＴＲ 和编

码区的突变与体质量、生长性状和胴体性状显著相

关ꎮ Ｋｉｍ 等[７￣８] 报道ꎬ ＭＣ４Ｒ 基因中的错义突变

Ａｓｐ２９８Ａｓｎ 与猪的背膘厚、生长速度和采食量显著相

关ꎮ 因此ꎬＭＣ４Ｒ 基因是影响人和动物生长发育的

重要候选基因之一ꎮ
苏姜猪是以姜曲海猪、枫泾猪、杜洛克为亲本ꎬ

采用继代选育方法ꎬ经过 ６ 个世代继代选育而成的

新品种猪[９]ꎮ 由于猪的遗传改良已经从表型选择

发展到分子标记辅助选择(Ｍａｒｋｅｒ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎꎬ
ＭＡＳ)和全基因组选择等方法ꎬ因此在苏姜猪持续选

育的过程中ꎬ建立苏姜猪分子育种的分子标记重要

且必要ꎮ 基于 ＭＣ４Ｒ 基因的功能ꎬ本研究对 ＭＣ４Ｒ
基因外显子的单核苷酸多态性 ( Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓꎬ ＳＮＰ) 进行检测ꎬ并对 ＭＣ４Ｒ 基因

ＳＮＰ 与 ７ 个生产性状进行关联分析ꎬ以期为在苏姜

猪群体中应用分子标记进行辅助选择奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物

试验动物为来自江苏苏姜种猪有限公司的 ３６５

头苏姜猪ꎬ记录日龄(１８０±５) ｄ 时的体质量(ＢＷ)、
体长(ＢＬ)、体高(ＢＨ)、胸围(ＣＣ)、胸宽(ＣＷ)、臀宽

(ＨＷ)和背膘厚(ＢＦ)７ 个生产性状的数据[９]ꎮ 采集

猪耳组织ꎬ保存于－２０ ℃冰箱内待用ꎮ
１.２　 主要试剂及仪器

基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(ＤＰ３０４)、２×Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ(ＫＴ２０１)和 Ｄ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ(ＭＤ１１４)
购自天根生化科技 (北京) 有限公司ꎬ溴化乙锭

(Ｅ８０８９６１)购自上海麦克林生化科技有限公司ꎬＢｉｏ￣
ｗｅｓｔ 西班牙琼脂糖(１１１８６０)购自南京迈克沃德生

物科技有限公司ꎬ５０×ＴＡＥ 缓冲液(Ｔ１０６０)购自北京

索莱宝科技有限公司ꎮ
Ｂｉｏｄｒｏｐｓｉｓ 超微量核酸蛋白分析仪(ＢＤ￣１０００ꎬ北

京五洲东方科技发展有限公司产品)ꎬＶｅｒｉｔｉ ９６ 孔热

循环仪(４３７５７８６ꎬ美国赛默飞世尔科技公司产品)ꎬ
电泳仪(ＤＹＹ￣７Ｃꎬ北京六一生物科技有限公司产

品)ꎬ凝胶成像系统(ＧｅｌＤｏｃＩｔ ３１０ꎬ美国 ＵＶＰ 公司产

品)ꎮ
１.３　 基因组 ＤＮＡ 提取及 ＤＮＡ 混合池构建

采用血液 /组织 /细胞基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒

提取猪耳组织 ＤＮＡꎬＤＮＡ 经 Ｂｉｏｄｒｏｐｓｉｓ 超微量核酸

蛋白分析仪和琼脂糖凝胶电泳检验合格后稀释至

５０ ｎｇ / μｌꎬ －２０ ℃ 冰箱保存备用ꎮ 每头猪取 １ μｌ
ＤＮＡ 构建 ＤＮＡ 混合池ꎬ共构建 １０ 个 ＤＮＡ 混合池ꎮ
１.４　 引物设计及合成

根据 ＥｎｓｅｍｂｌＡＳＩＡ(ｈｔｔｐ: / / ａｓｉａ. ｅｎｓｅｍｂｌ. ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.
ｈｔｍｌ ) 中 猪 ＭＣ４Ｒ 基 因 序 列 ( 登 录 号:
ＥＮＳＳＳＣＧ００００００５１７９８)ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件

设计 ３ 对引物扩增 ＭＣ４Ｒ 基因外显子ꎬ引物序列见表

１ꎮ 引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称 引物序列(５′→３′) 扩增区域(１ 号染色体) 　 　 产物大小 (ｂｐ) 退火温度 (℃)

ＭＣ４Ｒ￣１ Ｆ:ＡＴＴＣＡＡＡＧＡＡＡＣＴＧＡＧＧＧＧＴＡＡ １６０ ７７１ ７２０~１６０ ７７２ ９００ １ １８１ ５９

Ｒ:ＣＴＧＴＧＡＡＡＣＴＣＴＧＴＧＣＧＴＣＣ

ＭＣ４Ｒ￣２ Ｆ: ＴＧＧＡＡＣＣＧＣＡＧＣＡＣＣＴＡＣ １６０ ７７２ ５９１~１６０ ７７３ ７４９ １ １８０ ６１

Ｒ:ＡＡＴＣＣＡＴＴＧＴＧＣＣＴＡＴＡＡＣＣＴＧ

ＭＣ４Ｒ￣３ Ｆ:ＡＧＣＣＡＡＧＡＡＣＴＧＡＧＧＡＡＡＡＣＣ １６０ ７７３ ４６１~１６０ ７７４ ６２０ １ １８１ ６１

Ｒ:ＣＴＧＡＡＡＡＴＡＣＣＴＧＴＧＣＧＡＴＡＧＡ
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１.５　 ＰＣＲ 扩增

２５􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ 反应体系包括２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ￣
ｍｉｘ １２􀆰 ５ μｌꎬ上游引物(Ｆ)１􀆰 ０ μｌꎬ下游引物(Ｒ)１􀆰 ０
μｌꎬ模板 ＤＮＡ １􀆰 ５ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ 水 ９􀆰 ０ μｌꎮ ＰＣＲ 反应

程序:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ退火 ３０ ｓ
(退火温度见表 １)ꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎬ７２
℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ
１.６　 ＭＣ４Ｒ 基因多态性检测

将 ＰＣＲ 产物送至生工生物工程(上海)股份有

限公司进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序ꎬ测序结果用 ＤＮＡＳＴＡＲ.Ｌａ￣
ｓｅｒｇｅｎｅ.ｖ７.１ 软件和 Ｃｈｒｏｍａｓ.ｖ２.２２ 软件进行分析ꎮ
１.７　 统计分析

根据测序结果ꎬ使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 计算苏姜猪

ＭＣ４Ｒ 基因的基因型频率及等位基因频率ꎮ 使用 χ２

检验进行哈迪￣温伯格平衡(Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉ￣
ｕｍꎬ ＨＷＥ)检验ꎮ 使用 ＰｏｐＧｅｎｅ ３２ 分析苏姜猪群体

ＭＣ４Ｒ 基因纯合度、杂合度、有效等位基因数和多态

信息含量等遗传多样性参数[１０]ꎮ 使用 ＳＰＳＳ １９.０ 的

单因素方差分析(Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)统计苏姜猪群体

中 ＭＣ４Ｒ 基因不同基因型与生产性状的关联性[１１￣１２]ꎬ
结果用平均值±标准差表示ꎬ使用邓肯氏新复极差法

(Ｄｕｎｃａｎ’ｓ)进行各组平均值之间的差异显著性分

析ꎬ当Ｐ<０􀆰 ０５ 时表示差异显著ꎮ 利用 Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ 软件

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ.ｏｒｇ / ｈａｐｌｏｖｉｅｗ / ｈａｐｌｏｖｉｅｗ)
对 ＭＣ４Ｒ 基因 ＳＮＰ 位点进行连锁不平衡性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＭＣ４Ｒ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果

ＰＣＲ 扩增产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ
电泳结果见图 １ꎬＰＣＲ 扩增产物条带单一ꎬ产物大小

与目的片段大小相符ꎮ

Ｍ:Ｄ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~３:ＭＣ４Ｒ 基因 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 １　 ＭＣ４Ｒ 基因电泳检测结果

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＭＣ４Ｒ ｇｅｎｅ

２.２　 ＭＣ４Ｒ 基因的多态性 ＳＮＰ 位点

ＭＣ４Ｒ 基因外显子区域检测到 ６ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ分
别为 ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ)、ｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ>Ａ、
ｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ>Ａ、ｒｓ３３４５３６１７７ Ａ>Ｃ、ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ
和 ｒｓ８１２２１０６３ Ａ>Ｔꎬ其中 ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ)
是错义突变ꎬ其余 ５ 个 ＳＮＰ 是 ３′ＵＴＲ 突变(表 ２)ꎮ

表 ２　 ＭＣ４Ｒ 基因单核苷酸多态性(ＳＮＰ)统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＳＮＰ) ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＭＣ４Ｒ

ｇｅｎｅ

单核苷酸多态性
(ＳＮＰ)位点

位置 突变类型 引物名称

ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ
(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ)

１６０ ７７３ ４３７ 错义突变 ＭＣ４Ｒ￣２

ｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ>Ａ １６０ ７７３ ５５９ ３′ＵＴＲ 突变 ＭＣ４Ｒ￣２、ＭＣ４Ｒ￣３

ｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ>Ａ １６０ ７７３ ５６２ ３′ＵＴＲ 突变 ＭＣ４Ｒ￣２、ＭＣ４Ｒ￣３

ｒｓ３３４５３６１７７ Ａ>Ｃ １６０ ７７３ ７３０ ３′ＵＴＲ 突变 ＭＣ４Ｒ￣２、ＭＣ４Ｒ￣３

ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ １６０ ７７３ ８８５ ３′ＵＴＲ 突变 ＭＣ４Ｒ￣３

ｒｓ８１２２１０６３ Ａ>Ｔ １６０ ７７３ ９７１ ３′ＵＴＲ 突变 ＭＣ４Ｒ￣３

２.３　 ＭＣ４Ｒ 基因 ＳＮＰ 的遗传多态性分析

由表 ３ 可 知ꎬ ＳＮＰ 位 点 ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ > Ａ
(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ)有 ３ 种基因型ꎬ分别为 ＧＧ、ＧＡ 和 ＡＡꎬ
其中 ＧＧ 为优势基因型ꎬ有 ２ 种等位基因ꎬ分别为 Ｇ
和 Ａꎬ其中 Ｇ 为优势等位基因ꎻｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ>Ａ 有 ３
种基因型ꎬ分别为 ＧＧ、ＧＡ 和 ＡＡꎬ其中 ＧＧ 为优势基

因型ꎬ有 ２ 种等位基因ꎬ分别为 Ｇ 和 Ａꎬ其中 Ｇ 为优

势等位基因ꎻｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ>Ａ 位点有 ３ 种基因型ꎬ
分别为 ＴＴ、ＴＡ 和 ＡＡꎬ其中 ＴＴ 为优势基因型ꎬ有 ２
种等位基因ꎬ分别为 Ｔ 和 Ａ ꎬ其中 Ｔ 为优势等位基

因ꎻｒｓ３３４５３６１７７ Ａ >Ｃ 位点有 ３ 种基因型ꎬ分别为

ＡＡ、ＡＣ 和 ＣＣꎬ其中 ＡＡ 为优势基因型ꎬ有 ２ 种等位

基因ꎬ分别为 Ａ 和 Ｃꎬ 其中 Ａ 为优势等位基因ꎻ
ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ 位点有 ３ 种基因型ꎬ分别为 ＣＣ、ＣＴ
和 ＴＴꎬ其中 ＣＣ 为优势基因型ꎬ有 ２ 种等位基因ꎬ分
别为 Ｃ 和 Ｔꎬ其中 Ｃ 为优势等位基因ꎻｒｓ８１２２１０６３ Ａ>
Ｔ 位点有 ３ 种基因型ꎬ分别为 ＡＡ、ＡＴ 和 ＴＴꎬ其中

ＡＡ 为优势基因型ꎬ有 ２ 种等位基因ꎬ分别为 Ａ 和 Ｔꎬ
其中 Ａ 为优势等位基因ꎮ 经 χ２检验ꎬ６ 个 ＳＮＰ 在苏

姜猪群体中符合 Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
由表 ４ 可知ꎬｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ 在 ６ 个 ＳＮＰ 中纯

合度最低ꎬ杂合度最高ꎬ有效等位基因数最多ꎬ多态

性信 息 含 量 ( ＰＩＣ ) 最 高ꎻ ｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ > Ａ 和
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ｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ>Ａ 属于低度多态(ＰＩＣ<０􀆰 ２５０)ꎬ其余 ４ 个位点属于中度多态(０.２５０≤ＰＩＣ≤０􀆰 ５００)ꎮ

表 ３　 ＭＣ４Ｒ 基因多态性位点基因型频率和等位基因频率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ａｎｄ ａｌｌｅｌｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＳＮＰ) ｉｎ ＭＣ４Ｒ ｇｅｎｅ

单核苷酸多态性(ＳＮＰ)位点 基因型频率 等位基因频率 Ｐ

ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ) ＧＧ(０.５３７) ＧＡ(０.３９２) ＡＡ(０.０７１) Ｇ(０.７３３) Ａ(０.２６７) ０.９９０

ｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ>Ａ ＧＧ(０.７３２) ＧＡ(０.２４１) ＡＡ(０.０２７) Ｇ(０.８５２) Ａ(０.１４８) ０.４０４

ｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ>Ａ ＴＴ(０.７３２) ＴＡ(０.２４１) ＡＡ(０.０２７) Ｔ(０.８５２) Ａ(０.１４８) ０.４０４

ｒｓ３３４５３６１７７ Ａ>Ｃ ＡＡ(０.６６８) ＡＣ(０.３０７) ＣＣ(０.０２５) Ａ(０.８２２) Ｃ(０.１７８) ０.３５７

ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ ＣＣ(０.６５２) ＣＴ(０.３２１) ＴＴ(０.０２７) Ｃ(０.８１２) Ｔ(０.１８８) ０.３２７

ｒｓ８１２２１０６３ Ａ>Ｔ ＡＡ(０.６５２) ＡＴ(０.３２１) ＴＴ(０.０２７) Ａ(０.８１２) Ｔ(０.１８８) ０.３２７

表 ４　 ＭＣ４Ｒ 基因多态性位点的群体遗传参数

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｏｆ ＭＣ４Ｒ ｇｅｎｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ

单核苷酸多态性　 　
(ＳＮＰ)位点　 　 纯合度 杂合度 有效等位

基因数(个)
多态性

信息含量

ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ
(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ)

０.６０８ ０.３９２ １.６４３ ０.３１５

ｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ>Ａ ０.７４８ ０.２５２ １.３３７ ０.２２０

ｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ>Ａ ０.７４８ ０.２５２ １.３３７ ０.２２０

ｒｓ３３４５３６１７７ Ａ>Ｃ ０.７０７ ０.２９３ １.４１４ ０.２５０

ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ ０.６９５ ０.３０５ １.４３９ ０.２５８

ｒｓ８１２２１０６３ Ａ>Ｔ ０.６９５ ０.３０５ １.４３９ ０.２５８

２.４　 ＭＣ４Ｒ 基因 ６ 个 ＳＮＰ 连锁不平衡分析

图 ２ 的连锁不平衡分析结果显示ꎬｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ>
Ａ 和 ｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ>Ａ 呈现高度连锁ꎬｒｓ３３４５３６１７７ Ａ>Ｃ、
ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ 和 ｒｓ８１２２１０６３ Ａ>Ｔ 呈现高度连锁ꎮ
２.５　 苏姜猪 ＭＣ４Ｒ 基因 ６ 个 ＳＮＰ 与生产性状的关

联分析

　 　 由 表 ５ 可 知ꎬ ＳＮＰ 位 点 ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ > Ａ
(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ)ＡＡ 和 ＧＡ 基因型个体胸围、胸宽显著

高于 ＧＧ 基因型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其余性状不同基因型之

间差异均不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ>Ａ 位点

ＧＧ 基因型个体体质量、体高、胸围显著高于 ＡＡ 基

因型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＧＧ 基因型体高显著高于 ＧＡ 基因

型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其余性状不同基因型之间差异均不显

著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ>Ａ 位点 ＴＴ 基因型个体

体质量、体高、胸围显著高于 ＡＡ 基因型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
ＴＴ 基因型个体体高显著高于 ＴＡ 基因型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
其余性状不同基因型之间差异均不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ

图 ２　 苏姜猪 ＭＣ４Ｒ 基因 ６ 个 ＳＮＰ 的连锁不平衡分析

Ｆｉｇ.２　 Ｌｉｎｋａｇｅ ｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｘ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＳＮＰ) ｏｆ ＭＣ４Ｒ ｇｅｎｅ

ｒｓ３３４５３６１７７ Ａ>Ｃ 位点 ＡＡ 基因型和个体体质量、体
高、胸围显著高于 ＣＣ 基因型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＡＣ 基因型

个体体高、胸围显著高于 ＣＣ 基因型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其
余性状不同基因型之间差异均不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ
ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ 位点 ＣＣ 基因型个体体质量、体
高、胸围显著高于 ＴＴ 基因型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＣＴ 基因型

个体体高、胸围显著高于 ＴＴ 基因型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其余

性状不同基因型之间差异均不显著 (Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎻ
ｒｓ８１２２１０６３ Ａ>Ｔ 位点 ＡＡ 基因型个体体质量、体高、
胸围显著高于 ＴＴ 基因型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＡＴ 基因型个体

体高、胸围显著高于 ＴＴ 基因型(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其余性状

不同基因型之间差异均不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
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表 ５　 苏姜猪 ＭＣ４Ｒ 基因 ６ 个 ＳＮＰ 与生产性状的关联分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｉｘ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＳＮＰ) ｏｆ ＭＣ４Ｒ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｒａｉｔｓ ｉｎ Ｓｕｊｉａｎｇ ｐｉｇｓ

单核苷酸多态性
(ＳＮＰ)位点

基因
型

体质量
(ｋｇ)

体长
(ｃｍ)

体高
(ｃｍ)

胸围
(ｃｍ)

胸宽
(ｃｍ)

臀宽
(ｃｍ)

背膘厚
(ｍｍ)

ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>
Ａ(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ)

ＧＧ ７７.７７(１９６) ９９.０２(１９６) ５９.５４(１３０) ９９.２９(１９６)ｂ ２８.６０(１３０)ｂ ２７.３４(１３０) １６.６８(１８０)

ＧＡ ８１.１３(１４３) ９９.３５(１４３) ５９.６３(８８) １０１.９０(１４３)ａ ２９.８８(８８)ａ ２７.８５(８８) １７.５２(１２３)

ＡＡ ８１.３１(２６) ９８.１０(２６) ５８.９５(１０) １０３.３９(２６)ａ ３０.８０(１０)ａ ２７.９５(１０) １９.２９(２０)

ｒｓ３２５９９９５５３ Ｇ>Ａ ＧＧ ８０.０２(２６７)ａ ９９.３７(２６７) ５９.８６(１５９)ａ １００.８９(２６７)ａ ２９.５２(１５９) ２７.７９(１５９) １６.７９(２３３)

ＧＡ ７８.００(８８)ａｂ ９８.３２(８８) ５９.０３(６２)ｂ １００.１５(８８)ａｂ ２８.６６(６２) ２７.１８(６２) １８.３０(８０)

ＡＡ ７３.０６(１０)ｂ ９７.９５(１０) ５７.００(７)ｂ ９６.９５(１０)ｂ ２６.４３(７) ２５.９３(７) １６.７７(１０)

ｒｓ３４４７７５７７２ Ｔ>Ａ ＴＴ ８０.０２(２６７)ａ ９９.３７(２６７) ５９.８６(１５９)ａ １００.８９(２６７)ａ ２９.５２(１５９) ２７.７９(１５９) １６.７９(２３３)

ＴＡ ７８.００(８８)ａｂ ９８.３２(８８) ５９.０３(６２)ｂ １００.１５(８８)ａｂ ２８.６６(６２) ２７.１８(６２) １８.３０(８０)

ＡＡ ７３.０６(１０)ｂ ９７.９５(１０) ５７.００(７)ｂ ９６.９５(１０)ｂ ２６.４３(７) ２５.９３(７) １６.７７(１０)

ｒｓ３３４５３６１７７ Ａ>Ｃ ＡＡ ７９.６４(２４４)ａ ９９.３５(２４４) ５９.８１(１４６)ａ １００.８３(２４４)ａ ２９.４４(１４６) ２７.６３(１４６) １６.８３(２１４)

ＡＣ ７９.３３(１１２)ａｂ ９８.６２(１１２) ５９.２７(７５)ａ １００.５０(１１２)ａ ２８.９６(７５) ２７.５９(７５) １７.９６(１００)

ＣＣ ７１.２６(９)ｂ ９７.３９(９) ５７.００(７)ｂ ９５.８３(９)ｂ ２６.４３(７) ２５.９３(７) １６.１６(９)

ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ ＣＣ ７９.５９(２３８)ａ ９９.３７(２３８) ５９.７９(１４２)ａ １００.７８(２３８)ａ ２９.４８(１４２) ２７.６４(１４２) １６.８２(２０８)

ＣＴ ７９.３８(１１７)ａｂ ９８.５８(１１７) ５９.３５(７９)ａ １００.５７(１１７)ａ ２８.９１(７９) ２７.５７(７９) １７.８８(１０５)

ＴＴ ７３.０６(１０)ｂ ９７.９５(１０) ５７.００(７)ｂ ９６.９５(１０)ｂ ２６.４３(７) ２５.９３(７) １６.７７(１０)

ｒｓ８１２２１０６３ Ａ>Ｔ ＡＡ ７９.５９(２３８)ａ ９９.３７(２３８) ５９.７９(１４２)ａ １００.７８(２３８)ａ ２９.４８(１４２) ２７.６４(１４２) １６.８２(２０８)

ＡＴ ７９.３８(１１７)ａｂ ９８.５８(１１７) ５９.３５(７９)ａ １００.５７(１１７)ａ ２８.９１(７９) ２７.５７(７９) １７.８８(１０５)

ＴＴ ７３.０６(１０)ｂ ９７.９５(１０) ５７.００(７)ｂ ９６.９５(１０)ｂ ２６.４３(７) ２５.９３(７) １６.７７(１０)
同一列数据后不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ括号内数字为个体数(头)ꎮ

３　 讨 论

猪 ＭＣ４Ｒ 基因位于 １ 号染色体ꎬ含 １ 个外显子

和 ２ 个内含子ꎬ编码 ３３２ 个氨基酸ꎬ被认为是影响猪

生长发育的候选基因ꎬ具有较高的生产应用价

值[８ꎬ１３￣１５]ꎮ 相同基因或分子标记在不同品种(品系)
的猪群体中对表型的影响不一致ꎮ 本研究以苏姜猪

为研究对象ꎬ验证猪 ＭＣ４Ｒ 基因对其生产性状的影

响ꎮ 作为继限制性片段长度多态性(Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇ￣
ｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ ＲＦＬＰ)和微卫星标记后

的新一代分子标记ꎬ单核苷酸多态性已广泛应用于

猪的育种领域ꎬ但在筛选开发 ＳＮＰ 时样本量大会导

致工作量大、成本高ꎮ 作为随基因诊断技术的发展

而建立起来的一种快速高效的检测技术ꎬＤＮＡ 混合

池适用于基因型分型、突变检测、连锁分析、基因定

位等[１６￣１７]ꎮ 研究结果表明ꎬ大部分功能变异都潜藏

在外显子中[１８￣２０]ꎮ 因此ꎬ本研究采用 ＤＮＡ 混合池和

Ｓａｎｇｅｒ 测序法对苏姜猪 ＭＣ４Ｒ 基因外显子区域 ＳＮＰ

进行检测ꎬ共发现 ６ 个 ＳＮＰꎬ包括 １ 个错义突变和 ５
个 ３′ＵＴＲ 突变ꎮ ＭＣ４Ｒ 基因的 ６ 个 ＳＮＰ 均符合

Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ表明苏姜猪群体未

发生 ＭＣ４Ｒ 基因的遗传漂变ꎬ群体未经过 ＭＣ４Ｒ 基

因辅助选择ꎮ ６ 个 ＳＮＰ 的纯合度高于杂合度ꎬ表明

苏姜猪群体 ＭＣ４Ｒ 基因的 ６ 个 ＳＮＰ 遗传均匀性较

高ꎮ ６ 个 ＳＮＰ 中有 ４ 个 ＳＮＰ ( ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ > Ａ、
ｒｓ３３４５３６１７７ Ａ>Ｃ、ｒｓ３３５６２８１６４ Ｃ>Ｔ、ｒｓ８１２２１０６３ Ａ>
Ｔ)属于中度多态(０.２５０≤ＰＩＣ≤０􀆰 ５００)ꎬ表明该 ４
个位点具有较大的选育潜力ꎮ

错义突变位点 ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ) 已

在多项研究中被报道与猪的生长发育相关ꎮ Ｋｉｍ
等[８]研究发现西方品种猪中 ＭＣ４Ｒ 基因 Ａｓｐ２９８Ａｓｎ
位点 ＡＡ 基因型个体与 ＧＧ 基因型个体相比有更厚

的背膘和更快的生长速度ꎮ 杨晓慧等[２１] 在 ３３３ 头

商品猪群体中发现 ＡＡ 基因型个体的背膘厚显著高

于 ＡＧ 和 ＧＧ 基因型个体ꎮ 闫德超[２２]的研究结果表

明ꎬ在美系大白猪和法系大白猪群体中ꎬＡＡ 基因型
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个体的背膘厚显著高于 ＡＧ 和 ＧＧ 型个体ꎮ 熊琪

等[２３]在大白猪×清平猪 Ｆ２黑色群体中发现ꎬＡＡ 基

因型个体的背膘厚显著高于 ＡＧ 和 ＧＧ 基因型个

体ꎮ 赵聪哲等[１２] 在分析 ＭＣ４Ｒ 基因多态性与生长

性状的关联性时发现ꎬＡＡ 型大白猪 ６ 月龄的体质

量显著高于 ＧＧ 型ꎮ 本研究中ꎬ ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ > Ａ
(Ａｓｐ２９８Ａｓｎ) 突变位点对苏姜猪生产性状的影响与

上述研究结果相符ꎬ苏姜猪群体中 ＡＡ 基因型个体

与 ＡＧ 和 ＧＧ 基因型个体相比背膘更厚、体质量更

大ꎬ但差异未达到显著水平ꎬ其原因可能是试验群体

中 ＡＡ 基因型个体的数量较少ꎬ下一步试验应扩大

样本量进行验证分析ꎮ 另有多项报道显示ꎬＧ 等位

基因和背膘厚显著相关[８ꎬ ２４]ꎬ也有多项研究结果表

明ꎬＭＣ４Ｒ 基因 ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ (Ａｓｐ２９８Ａｓｎ) 突变

位点对猪的背膘厚和生长速度无显著影响[２５￣２６]ꎮ
因此ꎬＭＣ４Ｒ 基因 ｒｓ８１２１９１７８ Ｇ>Ａ (Ａｓｐ２９８Ａｓｎ)突变

位点对不同品种猪的生长发育影响不同ꎬ该突变不

是影响猪生产性状的因果突变ꎬ但可能与因果突变

连锁ꎮ
本研究中的 ６ 个 ＳＮＰ 中有 ５ 个 ３′ＵＴＲ 突变ꎮ

３′ＵＴＲ 参与转录后基因的表达调控ꎬ影响 ｍＲＮＡ 稳

定性、亚细胞定位和蛋白翻译效率等生物学过

程[２７￣２９]ꎮ 大量研究结果表明ꎬ３′ＵＴＲ 与畜禽生产性

能密切相关ꎮ Ｃｕｉ 等[３０] 在鸡 ＨＭＧＲ 基因 ３′ＵＴＲ 发

现的 ＳＮＰ 对血清和肌肉中胆固醇含量有显著影响ꎮ
Ｈｏｕ 等[３１] 发现山羊 ＭＴＨＦＲ 基因 ３′ ＵＴＲ 的 ２ 个

ｍｉＲ￣ＳＮＰ 突变与产奶性状 相 关ꎮ Ｌｉ 等[３２] 在 牛

ＨＭＧＢ１ 基因 ３′ＵＴＲ 鉴定到与奶牛乳房炎相关的分

子标记ꎮ Ｚａｎｇ 等[３３]在猪 ＤＧＡＴ２ 基因 ３′ＵＴＲ 发现的

多态位点与猪背膘厚和瘦肉率显著相关ꎮ Ｚｈａｎｇ
等[３４]的研究结果表明ꎬｍｉＲＮＡ￣２９ｃ 通过靶向 ＹＹ１ 基

因参与猪肌肉发育ꎮ 本研究中 ５ 个 ３′ＵＴＲ 突变对

体质量、体高和胸围有显著影响ꎮ ３′ＵＴＲ 是 ｍｉＲＮＡ
的结合区域ꎬｍｉＲＮＡ 是内源性的具有调控功能的非

编码 ＲＮＡꎬ介导 ｍＲＮＡ 的降解和阻遏翻译[３５]ꎬ下一

步试验应进行 ５ 个 ３′ＵＴＲ 突变的靶向 ｍｉＲＮＡ 研究ꎮ
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