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摘要 　克隆了大白、长白和梅山猪肌球蛋白轻链调控蛋白 2 基因 ( M RL C2) 内含子 2 序列 ,经比对发现 ,在

内含子 2 中 18 个碱基突变和 8 个碱基缺失 ,其中 179 bp 处的 C/ T 突变引起 Hin6I酶切位点的改变 ,运用 PCR2
Hin6I2RFL P 对 179 头大白 ×梅山 F2代猪进行家系关联分析 ,结果表明该酶切位点与屠宰率呈极显著相关 ,表

现为加性效应 ,CC 基因型个体比 CT 基因型、TT 基因型个体有更高的屠宰率 ;与大理石纹评分呈显著相关 ,CC

基因型个体评分比 CT 基因型、TT 基因型个体高。

关键词 　猪 ; 肌球蛋白轻链调控蛋白 2 基因 ; 多态性 ; 关联分析

中图分类号 　S 828. 2 　　文献标识码 　A 　　文章编号 　100022421 (2010) 0220189204

　　肌球蛋白是肌原纤维主要成分之一 ,可分为非

传统肌球蛋白 (unconventional myosin) 和传统肌球

蛋白 (conventional myosin ,肌球蛋白 Ⅱ) [1 ] 。不论

是何种来源的肌球蛋白均由轻链和重链组成 ,其中

轻链又分为调节轻链和必需轻链 2 种[2 ] 。肌球蛋白

轻链调控蛋白 2 (MRL C2) 是一种丝氨酸/ 苏氨酸激

酶的底物 ,被有丝分裂因子活化蛋白激酶 ( MA P K)

激活 ,其磷酸化在肌肉收缩中起关键作用[3 ] ;在非肌

肉细胞的肌动蛋白 ( actin) 纤维化中也起重要作

用[4 ] 。谢红涛等应用抑制消减杂交技术构建了梅山
猪及其杂交 F1 代梅大猪背最长肌间的正反向消减

cDNA 文库 ,筛选出了 M RL C2 基因 ,获得了该基因

的 cDNA 全长 ,发现其编码 172 个氨基酸 ,与人、

牛、狗、小鼠和大鼠的氨基酸序列分别具有 98 %、

99 %、98 %、98 %和 97 %的同源性 ,表明该基因的氨

基酸序列非常保守[5 ] 。

本研究对猪 M RL C2 基因内含子遗传多态性与

胴体性状及肉质性状进行相关分析 ,以期为猪的品

质改良提供一定的遗传学依据。

　材料与方法

　试验材料

DNA 样品 ,大白、长白和梅山样品来自华中农

业大学精品猪场 ,以大白公猪和梅山母猪为父母本 ,

交配生产 F1代。随机选留 F1公猪和 F1母猪。F1随

机交配繁殖。2004 年随机选留 F2 代个体 179 头采

集血样 ,对生产性状进行测定[6 ] 。采用酚/ 氯仿常规

方法提取基因组 DNA , TE 溶解 , - 20 ℃保存。

　试验方法

1)引物设计。根据谢洪涛博士提交到 NCBI 网

站上的猪 M RL C2 基因 (登录号 :DQ490129) 的外显

子的大小和边界 ,用 Primer Premier 5. 0 软件设计

引物。引物由北京奥科生物技术有限责任公司合

成。

引物信息如下 :

扩增内含子的引物 : Forward primer :5′2AGAACCCAACT2
GACGCATAC23′,Reverse primer :5′2GTCTTTGTCTTTCGCTC2
CAT23′,1 742 bp ,用于酶切的引物 : Forward primer : 5′2AT2
GCGGGTGAACTCGATGTA 23′, Reverse primer : 5′2CGTGAG2
GTTGTGGGTTTGAT23′,530 bp。

2) PCR 扩增。扩增内含子和酶切的 PCR 反应

体系 : 2. 5 μL 10 ×PCR 缓冲液 , 2 μL MgCl2 ( 25

mmol/ L) ,2 μL 10 mmol/ L dN TP Mixt ure , 1 μL

T agE (1 U/μL) ,上下游引物 (10 mmol/ L)各1μL ,

1μL DNA 模板 (50～100 ng/μL ) ,用 dd H2 O 将体
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系调整总体积为 25μL ;扩增内含子反应条件 :94 ℃

预变性 4 min ; 94 ℃变性 45 s ; 59. 4 ℃退火 45 s ;

72 ℃延伸 60 s ,共 35 个循环 ,最后 72 ℃延伸 10 min ,

25 ℃保存。用于酶切的 PCR 反应条件 :94 ℃预变性

4 min ;94 ℃变性 45 s ;60. 5 ℃退火 45 s ;72 ℃延伸

30 s ,共 35 个循环 ,最后 72 ℃延伸 10 min。

3) PCR 产物的酶切与电泳。取 8. 5μL PCR 扩

增产物中加入 0. 5μL H i n6I(10 U/μL) ,1μL 10 ×

H 缓冲液 37 ℃消化 12 h ,1. 5 %琼脂糖凝胶电泳检

测酶切结果。

　统计分析

根据 Liu[7 ] 所述方法建立单标记回归统计模

型 ,采用 SAS 统计软件 ( SAS Instit ute Inc , Ver2
sion8. 0) Glm 程序进行单标记方差分析 ,同时采用

reg 程序计算基因加性效应和显性效应 ,并进行显

著性检验 ,所采用模型为 : Y ij =μ+ Gi + S j + bij +

eij uk 。Y ij 为性状表型值 ,μ为平均值 , Gi为基因型效

应 (包括基因加性效应和显性效应 ;加性效应用 - 1 ,

0 ,1 分别代表 AA、AB 和BB 基因型 ,显性效应用 1 ,

- 1 和 1 分别代表 CC、CT 和 T T 基因型) ; S j 为性

别效应 ,bij 为屠宰体重的回归系数 ; eij uk为残差效应。

　结果与分析

　 基因的内含子扩增序列

PCR 产物 (图 1) 检测结果表明与预期长度一

致 ,得到大小1 800 bp 左右的目的片段。

M. DL 2 000 marker ; 1. 大白 Yorkshire ; 2. 梅山 Meishan.

图 1 　猪 MRLC2 基因内含子的扩增结果

Fig. 1 　Amplification re sult of intron of porcine MRLC2 gene

　内含子序列分析

经克隆测序 ,该序列长为 1 742 bp ,以 GT/ A G

方式剪接 ,其中内含子序列大小为 1 416 bp ,利用

DNAStar 软件对所获得的大白与梅山 2 个猪种的

M RL C2 基因组序列进行比对 ,发现在该序列有 18

处突变 ,其中第 179 bp 处存在大白 C/ 梅山 T 的碱

基突变 (图 2) ,引起了 H i n6I 限制性内切酶酶切位

点的改变。在中国本地猪种梅山中有 8 个碱基的缺

失 ,其中有 3 个 A 和 3 个 T 缺失 (图 3) 。

图 2 　大白 C/ 梅山 T的碱基突变

Fig. 2 　Mutation of C/ T base in Yorkshire and Meishan

Y1、Y2、Y3、M1、M2 和 M3 分别代表大白和梅山。Y1 , Y2 , Y3 ,M1 ,M2 and M3 refer to Yorkshire and Meishan respectively.

图 3 　MRLC2 基因的序列碱基缺失分析

Fig. 3 　Sequence analysis of base deletion in porcine of gene MRLC2

　 基因的 2 的结果分析

扩增出含此 SN P 的部分片段 (530 bp) ,对该片

段进行 PCR2 H i n6I2RFL P 分析 ,其中基因型 AA 为

1 条带 ,530 bp ;基因型 BB 为 2 条带 ,分别为 379 bp

和 151 bp ;基因型 AB 有 530 bp 、379 bp 、151 bp

3 条带。几种基因型的酶切带型如图 4 所示。

　 基因基因型在不同品种中的分布

利用 PCR2Hi n6I2RFL P 检测了大白、梅山和长

白 3 个猪种中的基因型 ,在大白中 T T 和 CT 基因

型分别为 2 头和 8 头 , CC 基因型 20 头。长白中

T T 和 CT 基因型分别为 5 头和 7 头 ,CC 基因型 23

头 ,在梅山中主要为 T T 基因型 ,个别为 CT 及 CC

基因型 ,分别为 30 头、13 头和 2 头。在梅山猪中 T

等位基因占绝对优势 ,在大白和长白猪中 ,C 等位基

因占优势 (表 1) 。
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M. DL 2 000 marker .

图 4 　猪 MRLC2 基因部分内含子扩增产物酶切结果

Fig. 4 　Genotyping result of PCR2Hin6I2RFLP analysis

of the porcine MRLC2 gene

　 基因的多态性与胴体、肉质性状的关

联分析

　　对 179 头大 ×梅 F2代猪 M RL C2 基因的内含子

2 SN P C179 T Hi n6I2RFL P 不同基因型与猪胴体性

状和肉质性状进行关联分析 ,结果表明 : M RL C2 基

因内含子与屠宰率呈极显著相关 , CC 基因型个体

和 T T 基因型个体间差异显著 ;与大理石纹评分呈

显著相关 ,CC 基因型个体和 T T 基因型个体间差异

显著 (表 2) 。

表 1 　猪 MRLC2 基因部分内含子酶切多态性在不同品种猪中的分布结果1)

Table 1 　Distribution of MRLC22Hin6I2RFLP genotype and allele frequencies among different pig breeds

品种
Breeed

样本数 (头)

Number

基因型频率 Genotypic f requencies

T T CT CC

等位基因频率 Allelic f requencies

T C χ2 ( HWE)

大白 Yorkshire 30 0. 07 (2) 0. 27 (8) 0. 67 (20) 0. 20 0. 80 0. 74

长白 Landrace 35 0. 14 (5) 0. 20 (7) 0. 66 (23) 0. 24 0. 76 1. 09

梅山 Meishan 45 0. 67 (30) 0. 29 (13) 0. 04 (2) 0. 81 0. 19 4. 44

　1)χ2 ( HWE) = 哈德 - 温伯格平衡χ2值。The Hardy2Weinberg equilibrium chi2square (χ2) value.

表 2 　猪 MRLC2 基因 Hin6I2RFLP 基因型与胴体性状及肉质性状的统计分析1)

Table 2 　Statistical analysis of MRLC2 Hin6 I2RFLP genotype with carcass and meat quality traits

性状
Trait s

M RL C2 PCR2 Hin6I2RFLP 基因型 M RL C2 PCR2 Hin6I2RFLP genotype

T T 基因型
T T genotype

CT 基因型
CT genotype

CC 基因型
CC genotype

基因效应 Genetic effect

加性效应
Additive

显性效应
Dominance

屠宰率 Dressing percentage/ % 71. 268 ±0. 731 a 72. 600 ±0. 286 ab 73. 861 ±0. 991 b 1. 133 ±0. 443 3 - 0. 033 ±0. 280

瘦肉率 Lean meat percentage/ % 56. 445 ±0. 593 a 56. 353 ±0. 357 a 57. 568 ±0. 630 a 0. 633 ±0. 449 0. 322 ±0. 283

肩部膘厚
Backfat t hickness at shoulder/ cm

3. 151 ±0. 146 a 3. 409 ±0. 071 a 3. 467 ±0. 097 a 0. 120 ±0. 088 - 0. 060 ±0. 055

6～7 腰椎间膘厚
Backfat thickness at 6～7th thorax/ cm

2. 622 ±0. 128 a 2. 678 ±0. 067 a 2. 651 ±0. 097 a 0. 001 ±0. 077 - 0. 008 ±0. 049

臀部膘厚
Backfat t hickness at buttock/ cm

1. 731 ±0. 137 a 1. 953 ±0. 771 a 1. 843 ±0. 120 a 0. 040 ±0. 090 - 0. 070 ±0. 057

大理石纹评分 Marbling score 4. 050 ±0. 250 a 4. 066 ±0. 025 ab 4. 235 ±0. 012 b - 0. 080 ±0. 035 0. 024 ±0. 024

　1)以上数值为最小二乘均值 ±标准误 ,数值后字母不相同表示差异显著 ,加性效应负值表示 B 等位基因降低性状表型值 ,其上标 3

表示 P < 0. 05。All the data in the table are least square means ±standard error. Values in each line with different lower case superscripts

are significantly sifferent at P < 0. 05. Negative values of the additive effects denote an decrease of the trait due to B allele. 3 P < 0. 05.

　讨　论

本研究对大白、长白和梅山猪 M RL C2 基因内

含子序列进行比对 ,发现该内含子 2 中 179 bp 处有

一 C/ T 突变引起 Hi n6I 酶切位点的改变 ,此位点距

GT 剪接信号 18 bp ,且距剪接信号 100 bp 处有 8 个

碱基缺失。该内含子突变和缺失有可能与基因的表

达调控有关 ,进而影响该基因在不同品种中表达。

类似的情况在其它基因中也出现过 ,例如在猪中

I GF2 基因在非编码区的突变影响着重要的遗传性

状[8 ] ,在猪中的 Leptin 基因在非编码区的 C3469 T

位点与平均日增重存在极显著相关 , C3952 G 位点

与猪的体长和眼肌面积存在一定相关[9 ] 。

对大白、梅山和长白的 M RL C2 基因的内含子

2 进行多态性分析 ,该基因内含子有丰富的基因多

态性 ,且多为碱基突变 ,而在谢红涛的研究中该基因

的氨基酸序列非常保守[10 ] 。通过对 M RL C2 基因

的内含子 2 C179 T 位点与胴体性状和肉质性状进

行关联性分析 ,发现该位点与屠宰率呈极显著相关 ,

CC 基因型屠宰率明显高于 CT 基因型和 T T 基因

型 ,说明 C 等位基因的屠宰率显著高于 T 等位基

因 ,而且基因型不同时 , T T 基因型与 CC 基因型之
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间差异显著。该位点 T 等位基因在梅山猪中为优

势基因 ,C 等位基因在梅大及大白中为优势基因 ,这

与外来猪种的屠宰率高于中国地方猪种相吻合 ;而

与大理石纹评分呈显著相关 ,CC 基因型及 CT 基因

型的以上各性状数值均显著大于 T T 基因型 ,C 等

位基因可以作为屠宰率和肉质性状选择的潜在基

因。本研究是在大白和梅山杂交 F1 代和父母代差

异表达的基础上获得的分子标记 ,此基因遗传多态

性位点为猪屠宰率和肉质性状的分子标记辅助选

择 ,或者作为与屠宰率、肉质性状关联紧密的 DNA

标记位点的标记辅助选择提供了新的佐证。
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Genetic Polymorphisms in Intron of Porcine MRL C2 Gene and

Correlation with Meat Qual ity and Carcass Traits
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Abstract 　In this study , we obtained t he sequence of int ron 2 of t he porcine M RL C2 gene f rom

Yorkshire ,Landrace and Meishan pig. Eighteen SN Ps and 8 bases deficiency were detected by sequence

analysis. The single nucleotide polymorp hism ( SN P) of C179 T in int ron 2 was significantly associated

with dressing percentage. The SN P showed significantly additive effect . Individuals of the CC genotype

had significantly higher dressing percentage t han t hose of T T and CT genotype. CC genotype had signif2
icantly higher meat marbling t han T T genotype and CT genotype.

Key words 　pig ; M RL C2 gene ; polymorp hisms ; correlation analysis
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