
第29卷 第5期

2010年 10月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.29 No.5

Oct.2010,593~596

收稿日期:2009-12-09;修回日期:2010-06-09
* 国家自然科学基金项目(30771536)资助

** 通讯作者.E-mail:liubang@mail.hzau.edu.cn
邱海芳,女,1981年生,博士研究生.研究方向:动物遗传育种.E-mail:qiuhaifang@126.com

猪 MyoD1 基因的多态性检测及与
肉质性状的关联分析 *

邱海芳1,2 汪 超1 张庆德3 刘 榜1**

1.华中农业大学农业动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室,武汉430070;

2.山东省潍坊市畜牧局,潍坊261041;3.华中农业大学动物科技学院,武汉430070

摘要 采用PCR-RFLP方法对通城、大白和长白3个纯种及长大通和大长通2个三元杂种共5个群体

MyoD1基因第1内含子的多态性进行了研究,并对多态位点与生长、胴体和肉质性状进行了关联分析。结果发

现第1内含子第257位存在1个A/C颠换,引起DdeⅠ酶切位点的改变。PCR产物经DdeⅠ酶切后,检测到

2个等位基因,3种基因型,其中通城猪中C等位基因的分布占主要优势,大白、长白猪中2种等位基因的分布频

率相近。关联分析结果表明,不同的基因型与肉色评分和失水率相关(P<0.05或P<0.01);CC基因型个体的

肉色评分显著高于AA和AC基因型个体;而CC基因型个体的失水率极显著低于AA基因型个体。研究结果

进一步证明 MyoD1基因是一个重要的肉质性状候选基因,第1内含子第257位被DdeⅠ限制性内切酶识别的

多态位点为猪肉质性状的标记辅助选择提供分子标记,CC基因型猪具有优良的肉质。
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  猪的产肉力和肉质性状是猪遗传改良的重要目

标性状,这些性状的形成基础是骨骼肌的生长和发

育。骨骼肌发生是在胚胎发育过程中,由体节细胞

经过一系列的增殖、迁移、分化,最终形成骨骼肌组

织的过程[1-2]。在这一过程中有大量调节因子参与,
其中 生 肌 调 节 因 子(myogenicregulatorygene,

MRFs)家族是参与肌肉发生过程分子调控的一个

重要 家 族。MyoD1 是 具 有 bHLH(basichelix-
loop-helix)结构域的生肌因子家族成员之一,又名

Myf3(myogenicfactor3,Myf3)。MyoD1基因和

同属bHLH家族的另一个基因 Myf5的表达是胚

胎发育过程中体节多能干细胞向肌细胞转变的一个

关键步骤,在调控肌肉发生的过程中,MyoD1不仅

可激活肌肉特异基因的转录,而且也能激活自身的

表达,以维持肌发生[3]。根据 MyoD1基因的功能

研究结果,认为该基因是启动和维持骨骼肌细胞增

殖和分化的一个主要调控基因。
猪MyoD1基因是生肌调节因子家族中第一个

被发现和克隆的基因[4]。Soumillion等人1997年

将猪MyoD1基因定位于2号染色体[5]。该基因包

括3个外显子,长度分别为629、75、250bp[6]。在雅

南猪、荣昌猪、杜洛克、长白等群体中,MyoD1基因

第1内含子存在一个能被DdeⅠ限制性内切酶识别

的多态位点,此多态位点与胴体性状和肉质性状相

关[7]。在波兰大白、长白猪等群体中,MyoD1基因

第1外显子存在2个多态位点C489T和G566C,研
究人员对此多态位点的不同基因型在群体中分布情

况进行了分析。笔者通过测序发现了第1内含子变

异位点,并与通城、大白、长白猪及其杂种猪的生长、
胴体、肉质性状进行了关联分析,旨在寻找与猪生

长、胴体和肉质关联的遗传标记,继而为标记辅助选

择提供分子标记。

1 材料与方法

1.1 材 料

以地方猪种通城猪39头,引进品种瑞典长白猪

23头、英国大白猪22头,杂交群体长大通44头、大
长通39头共167头个体为试验材料。试验个体在

相同饲养管理条件下饲养并全部进行屠宰测定,测
定方法根据国家标准《瘦肉型种猪性能测定技术规
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程》进行,测定性状包括达上市体质量(通城猪为75
kg、国外品种或杂种为90kg)日龄、试验期日增质

量、屠宰率、背膘厚、眼肌面积、后腿肉骨率、pH值、
失水率、滴水损失、肉色、肌内脂肪含量、剪切力等生

长、胴体和肉质性状。屠宰时采集猪血样,利用常规

的苯酚/氯仿抽提方法提取基因组DNA,DNA样品

-20℃低温保存备用。
1.2 引物设计

根 据 GenBank 发 布 的 MyoD1 基 因 序 列

(U12574),运用Primer5.0设计引物如下,扩增出

MyoD1基因第1内含子631bp片段。Intron1-PF:

5′-TCTCGGTATATCGCCAGTGTG-3′;Intron1-
PR:5′-TTCCCTGTATCATCTCCCAGGA-3′。引

物由北京奥科生物技术有限公司合成。
1.3 PCR 扩增

PCR扩增体系(10μL):DNA模板(50ng/μL)

1μL,10×Buffer1 μL,Mg2+ 0.6 μL(1.5
mmol/L),dNTPs混合物(各2.5mmol/L)0.25

μL,引物 (10pmol/L)0.3μL,Taq 酶(1U/μL)

0.25μL,加灭菌双蒸水补足至10μL。PCR反应程

序为:94℃5min;94℃30s,62℃30s,72℃25s,

35个循环;72℃延伸5min。扩增产物用1.5%的

琼脂糖进行电泳检测。利用胶回收试剂盒(上海华

舜生物工程有限公司)回收扩增片段,回收产物在北

京奥科生物技术有限公司测序。测序结果通过软件

DNAStar中的SeqMan进行序列分析,寻找SNP位

点。
1.4 基因型分析

经过电泳检测的PCR产物3μL,加入2U的

DdeⅠ限制性内切酶,10×Buffer1μL,加水补至10

μL。37℃酶切3~4h后电泳检测,紫外灯下拍照

并判断基因型。
1.5 统计分析

基因及基因型频率根据 Hardy-Weinberg平衡

定律进行计算,p=D+H/2,q=R+H/2,χ2=
∑d2/e,其中d=e-o,是期望值与观测值之差,p、q
表示给定位点上的等位基因的频率。根据试验猪群

本身所固有的特点及其性状特征,构建一般线性模

型:Yijk=μ+Gi+Sj+Ck+εijk(yijk是性状观察值,

μ为总体均数,Gi为基因型效应,Sj为性别效应,Ck

为组合效应,εijk 为随机参差效应,其中,假定服从

N(0,σ2)分布),利用软件SPSS10.0对各性状值与

酶切后产生的基因型之间进行关联分析。

2 结果与分析

2.1 PCR 与 PCR-RFLP 结果

利用PCR方法扩增了猪MyoD1基因第1内含

子513bp的核苷酸片段。测序结果表明MyoD1基

因第1内含子存在1个A257C颠换位点,此突变产

生了DdeⅠ的酶切位点。酶切后存在3种基因型,

CC型(513bp)、AC型(513bp+254bp+259bp)
和AA型(254bp+259bp),见图1。

 M.Marker;1.CC基因型CCgenotype;2.AC基因型 ACgen-
otype;3.AA基因型 AAgenotype.

图1 MyoD1基因第1内含子DdeⅠ酶切结果

Fig.1 Bandpatternsoftheintron1ofMyoD1

genedigestedwithDdeⅠ
2.2 通城、大白和长白 MyoD1 基因型及其等位基

因频率

  利用PCR-RFLP方法对试验猪群进行检测,分
型后计算出基因型频率和等位基因频率,由表1可

以看出,5个群体都出现2种等位基因,共3种基因

型,其中通城猪C 等位基因的分布占主要优势,达
0.78,大白、长白、长大通和大长通2种等位基因的

分布频率相近。
对各群体内MyoD1基因第1内含子DdeⅠ酶

切位点的不同基因型分布进行 Hardy-Weinberg平

衡检验。结果表明除通城和长大通群体显著偏离外

(P<0.05),其他各群体内 MyoD1的分布都处于

Hardy-Weinberg平 衡 状 态(P>0.05),说 明 就

MyoD1基因的DdeⅠ酶切位点而言,这些群体都未

经过选择。
2.3 MyoD1 基因与胴体性状之间的关联分析

利用SPSS中的 GLM 程序进行 MyoD1基因

型与生长、胴体和肉质性状之间的关联分析,结果显

示MyoD1基因不同基因型与肉色和失水率显著相

关(P<0.05或P<0.01)。CC基因型个体的肉色
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表1 MYOD1基因第1内含子多态位点基因型以及基因频率分布1)

Table1 Genotypeandallelefrequencyofpolymorphismofintron1ofMYOD1

品种

Breed
样本

Sample
基因型频率 Genotypefrequency
AA AC CC

等位基因频率 Allelefrequency
A C

χ2 值

χ2value
通城 Tongchengpig 39 0.03 0.38 0.59 0.22 0.78 4.31*

长白Landrace 23 0.26 0.43 0.31 0.48 0.52 3.28
大白 Yorkshire 22 0.18 0.41 0.41 0.39 0.61 3.72
长大通LYT 44 0.11 0.43 0.46 0.33 0.67 5.12*

大长通 YLT 39 0.26 0.31 0.43 0.41 0.59 0.87
 1)χ2值为不同基因型分布的 Hard-Weinberg平衡检验值;*表示差异显著(P<0.05)。χ2valuesmeansthetestvaluesofdifferent

genotypetoHard-Weinbergbalance.Meanswith*incolumnaresignificantdifference(P<0.05).

评分显著高于 AA和 AC基因型个体(P<0.05);
而CC基因型个体的失水率极显著低于AA基因型

个体(P<0.01),也低于AC基因型个体,但差异不

显著(P>0.05)。
表2 MYOD1基因第1内含子多态位点对

肉色和失水率的影响1)

Table2 Theeffectsofpolymorphismofintron1of

MYOD1onmeatcolorandwaterloss

项目Item
个体数

Number
肉色评分

Colorscore
失水率/%
Waterloss

基因型

Genotype

AA 26 2.75±0.94 14.30±1.57
AC 64 2.99±0.92 13.92±1.00
CC 77 3.31±0.98 13.63±0.55

P 值

Pvalue

AA-AC 0.281 0.096
AA-CC 0.010** 0.002**

AC-CC 0.047* 0.071

 1)*P<0.05,**P<0.01.

3 讨 论

猪MyoD1基因第1内含子的DdeⅠ酶切位点

的多态性较丰富。通城猪中C 等位基因占优势,而
大白、长白、长大通和大长通群体中A 等位基因和

C 等位基因频率相近。基因型的分布大都符合

Hardy-Weinberg平衡定律。与生长、胴体和肉质性

状的关联分析结果显示,该基因与失水率和肉色评

分性状显著关联。肉色是肌肉的生理学、生物化学

和微生物学变化的外部体现,是肌肉重要的感官和

食用品质之一。新鲜的猪肉色泽鲜红,适口性好,很
受消费者欢迎;颜色过深,肉质粗硬,口感不好;颜色

过浅,肌肉的pH值低,肉较酸。在通城猪肉中无一

例异常肉色的出现,肉色评分全部在正常范围内,从
这一点也验证了国内地方品种的通城猪具有优秀肉

质的种质特性[8]。失水率是衡量肌肉保水性的指

标。它不仅影响肉的色香味、营养成分、多汁性、嫩
度等食用品质,而且有着重要的经济意义。如果肌

肉的保水性能差,那么在屠宰后至加工前的过程中,

肌肉会因为失水而失重,造成经济损失。因此,色泽

好、保水性能高的肌肉,其品质好,经济价值也高。
本文的研究结果显示,CC基因型个体的肉色

评分显著高于 AA和 AC基因型个体(P<0.05),
而CC基因型个体的失水率极显著低于AA基因型

个体(P<0.01)。因此,CC基因型的个体肉质较

好,经济价值较高。Cies′lak等[9]对 MyoD1基因第

1内含子多态与胴体性状间的相关性分析发现,基
因型对胴体品质性状产生显著影响。Verner等[10]

研究发现,MyoD1基因第1内含子多态与肌内脂肪

含量存在显著差异。朱砺等[7]的研究结果显示

MyoD1基因第1内含子多态位点与胴体性状和肉

质性状相关。本研究结果发现 MyoD1基因第1内

含子多态与肉质性状失水率和肉色评分存在显著关

联。国内外的研究均说明 MyoD1基因的变异与猪

胴体和肉质性状相关,是胴体性状和肉质性状候选

基因。
综上所述,MyoD1基因第1内含子多态与胴体

性状和肉质性状相关,因此建议把 MyoD1基因作

为影响胴体和肉质性状的分子标记。邱海芳等[11]

的研究还发现猪 MyoD1区域与人和小鼠是保守

的,而 且 这 个 区 域 存 在 影 响 生 长 和 肉 质 性 状 的

QTL,揭示MyoD1基因在肌肉发育过程中发挥了

重要作用,这为 MyoD1基因的功能研究奠定了基

础。MyoD1基因第1内含子的变异是否受转录水

平调控,是否由 MyoD1区域基因的相互作用引起,
有待进一步研究。
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PCR-RFLPPolymorphismDetectionandRelationshipwith
MeatQualityTraitsofMyoD1GeneinPig
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Abstract PCR-RFLPtechniquewasappliedinthisstudytoanalyzethepolymorphismofintron1
ofporcineMyoD1genein3purebreeds(Tongcheng,Landrace,Yorkshire)and2crossbredbreeds
(LYT,YLT).Therewasabasetransitioninthe257thnucleotidesofintron1(C-A),whichleadtothe
changeofDdeⅠdigestionsite.PCRproductsdigestedwithDdeⅠindicatedthatthereweretwoalleles,

threegenotypes.TheCallelewaspredominantinTongchengpigs,whilethefrequencyofAalleleandC
allelewascloseinothergroups.Therelationshipwithgrowth,carcassandmeatqualitytraitsrevealed
thatdifferentgenotypeswererelatedwithmeatcolorscoreandwaterlossrate(P<0.05orP<0.01).
MeatcolorscorewithCCgenotypewassignificanthigherthanAAandACgenotype(P<0.05),butthe
waterlossratewasextremelysignificantlowerthanthatwithAAgenotype(P<0.01).Sothemeat
qualityofindividualwithCCgenotypewasbetter.TheseresultsconfirmedthatMyoD1genewasanim-
portantcandidategeneformeatquality,andthepolymorphismofthe257thnucleotidesofintron1of-
feredmolecularmarkerformarkerassistedselectionofporcinemeatquality.

Keywords pig;MyoD1gene;polymorphism;meatquality
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