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摘要　以梅山猪、大白猪和长白猪为研究对象,筛选出 MRKN３基因的单核苷酸多态位点(SNPs)并进行

PCRＧRFLP验证,利用PCRＧBstUIＧRFLP对大白×梅山 F２ 代资源家系(２８５头)DNA 样品酶切分型,将分型结

果与猪胴体性状进行关联分析.结果表明:猪 MRKN３基因编码区有７个SNPs,分别为２９３C＞G、３６１G＞A、

４９７G＞A、６３０G＞A、６７８T＞C、１３７６C＞T、和１４０７T＞A;其中６７８T＞C位点等位基因频率在中外不同猪种中存

在差异;猪 MRKN３基因６７８T＞C位点与内脂率及臀部膘厚显著相关(P＜０．０５);６７８T＞C位点对内脂率具有

显性效应(P＜０．０５),表现为该位点杂合子比纯合子具有更高的内脂率;而该位点对臀部膘厚具有加性效应

(P＜０．０５),表现为等位基因６７８C的累加具有降低臀部膘厚的效应.因此,猪MKRN３基因的６７８T＞C位点可

为猪的分子育种实践提供一定指导作用.
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　　随着生活水平的提高,人们更加注重猪肉的品

质和口感,因此,市场对瘦肉的需求量也越来越大.
为了满足市场需求和人们消费习惯,提高猪的胴体

瘦肉率是目前猪养殖企业亟需解决的重大问题.猪

胴体性状(porcinecarcasstrait)主要包括屠宰率、
背膘厚、眼肌面积、胴体瘦肉率等几个方面,这些性

状均属于高遗传力性状.猪养殖企业现在所需要解

决的问题是如何能一方面提高猪胴体瘦肉率,另一

方面又能保持良好的肉质.猪全基因组的研究一直

受到科研人员的广泛关注,其中包括基因组印记基

因(genomicimprintinggene)[１].基因组印记(geＧ
nomicimprinting)指父母本等位基因的表达与否取

决于它们是在父源染色体上还是在母源染色体上,
其通过后加工修饰使一个亲本等位基因沉默,激活

修饰使另一个亲本等位基因得以表达[２].目前研究

表明,大多数印记基因可能是控制家畜生长发育的

主效基因,同时,印记基因会极大地影响家畜胚胎早

期发育及胚胎出生后的生长速度、产肉量、饲料效率

等数量性状[３].有研究表明,父系印记对猪背膘厚

度的影响占表型方差的５％~７％、对生长速度的影

响占表型方差的１％~４％,而母系印记对猪背膘厚

度和生长速度的影响分别占表型方差的２％~３％
和 ３％ ~４％[４]. 本 试 验 所 研 究 的 候 选 基 因

MKRN３为母本印记、父本表达的印记基因,属于

M 蛋白家族,因其广泛的物种间保守性及在发育神

经系统中的高表达,在细胞中扮演着极其重要的作

用[５].研究表明,MKRN３候选基因可能与信号转

导、细胞周期调控、分化和形态发生等重要生物过程

的信息调控相关[６];MKRN３基因位于PraderＧWilＧ
li综合症关键位置(染色体１５q１１Ｇ１１３),与发育时序

性密切相关,是引起人PraderＧWilli综合征(表现为

生长发育迟缓、小儿肥胖、智力低下等症状)的关键

基因[７].因此,我们推测 MKRN３基因可能同样影

响猪的生长发育进而影响猪胴体性状和肉质性状.
目前关于MKRN３基因在猪上的研究甚少,本研究

通过PCRＧRFLP和关联分析揭示 MKRN３基因的

单核苷酸多态性(SNP)在中外不同猪种中的遗传多

态性,初步分析 MKRN３基因编码区SNP与猪胴

体性状的关联性,以期为养猪生产中提高猪的瘦肉

率和肉质提供一种新的思路和策略.
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1　材料与方法

1.1　试验动物

３头梅山猪和３头大白猪用于初步筛选目标基

因SNP;３５头大白猪、３９头长白猪和３７头梅山猪

用于SNP位点在不同猪种中的遗传多样性分析;一
个大白×梅山 F２ 代资源家系(２８５头)用于候选

SNP位点与猪胴体性状关联分析.基因组 DNA均

利用苯酚Ｇ氯仿抽提法从猪外周血白细胞分离获得.
1.2　主要试剂

PCR２×Taq Mix(北京全式金生物);限制性

内切酶BstUI(ThermoFisherScientific);pMDＧ１８
T载体 (TaKaRa);２０００bpDNA Ladder(TaKaＧ
Ra);大肠杆菌感受态细胞 Trans５α(北京全式金生

物);DNA凝胶回收试剂盒(北京庄盟生物).
1.3　 MKRN3 基因克隆测序

以数据库 ENSEMBL中公布的序列(序列号:

ENSSSCT０００００００５３３８)为模板,利用PrimerpremＧ
ier５．０设计２对重叠引物(见表１)扩增猪 MKRN３
基因.由于猪MKRN３基因为单外显子基因,２对

重叠引物分别扩增单外显子的上、下游片段,并覆盖

完整编码区.以猪 DNA 为模板进行 PCR 扩增,

PCR 反 应 体 系 为:PCR ２×Taq Mix１０ μL,

５mmol/L正向、反向引物各２μL,ddH２O 补足至

２０μL.引物 MＧ１F/R的扩增条件为:首先９４℃预

变性４min,然后进行３４个循环(９４℃高温变性

３０s、６０．２℃低温退火３０s、７２℃中温延伸４０s),最
后７２℃延伸１０min,并于４℃保存;引物 MＧ２F/R
反应条件为:首先９４℃预变性４min,然后进行３４
个循环(９４℃高温变性３０s、６１℃低温退火３０s、

７２℃中温延伸４０s),最后７２℃延伸１０min,并于

４℃保存.PCR扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳、

DNA凝胶回收、TA 克隆后,挑选阳性克隆子送武

汉擎科生物测序.
表１　猪MKRN３基因PCR引物信息

Table１　PrimersusedforporcineMKRN３gene

引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequence(５′Ｇ３′)
产物大小/bp
Productsize

温度/℃
Temperature

MＧ１F CAAGGAGACACCGGGGTAGTT
８０６ ６０．２

MＧ１R GCCCACACAAATCGCACATA

MＧ２F TATGTGCGATTTGTGTGGGCT
７８７ ６１．０

MＧ２R CAGGCAAGAGCAGATGACAGAG

MS５EC１F ATGCCATTGAGTTTGTTCCC
３６１ ５８．９

MS５EC１R GCTTTCTCATAGACCACCTCC

1.4　SNPs 筛选

分别以３头大白猪、３头梅山猪 DNA 为模板,
利用引物 MＧ１F/R、MＧ２F/R扩增猪MKRN３基因

编 码 区,并 克 隆 测 序.获 得 测 序 结 果 后,利 用

DNAStar７．０软件的SeqMan模块比对大白猪和梅

山猪MKRN３基因序列差异,筛选该基因编码区的

潜在SNPs位点.
1.5　PCRＧRFLP

针对候选SNP位点设计引物 MS５EC１F/R(表

１),用于限制性片段长度多态性分析(RFLP).分

别以大白猪、梅山猪 DNA 为模板PCR扩增酶切片

段,然 后 进 行 RFLP 检 测.PCR 反 应 体 系 为:

PCR２×Taq Mix１０μL,５mmol/L 正向、反向引

物各２μL,ddH２O 补足至２０μL.引物 MS５EC１
F/R扩增条件为:９４℃预变性４min后,进行３４个

循环(９４℃高温变性３０s、５８．９℃低温退火３０s、

７２℃中温延伸３０s),最后７２℃延伸１０min,并于

４℃保存.PCR 产物酶切反应条件为:PCR 产物

４μL,１０×缓冲液１μL,限制性内切酶(BstUI)０．１

μL(１０U/μL),ddH２O 补足至１０μL,混匀后置于

３７℃培养箱过夜酶切,接着酶切产物用２％的琼脂

糖进行凝胶电泳分析,并用Syngene凝胶成像系统

观察,根据酶切带型判断SNP的基因型.
1.6　胴体性状关联分析

利用PCRＧBstUIＧRFLP对大白×梅山F２ 代资

源家系(２８５头)DNA样品酶切分型,将分型结果与

猪胴体性状进行关联分析.关联分析采用方差分析

的最小二乘分析法,采用SAS(V８．０,SASInstitute,

Inc．)一般线性模型(generallinearmodel,GLM)分
析判断,具体模型如下:Tijk＝μ＋Si＋Yj＋Gk＋bijk

Xijk＋eijk,其中Tijk表示性状观察值,μ 代表最小平

方平均值,Si代表性别效应,Yj表示批次效应,Gk代

表基因型效应(其中k＝TT、TC或CC),bijk是胴体

质量的回归系数,Xijk是胴体质量,eijk表示随机误

８７
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差.采用SAS软件的REG程序分析加性效应和显

性效应,基因型 TT、TC、CC的加性效应分别定义

为－１、０、１,基因型 TT、TC、CC的显性效应分别定

义为１、－１、１.

2　结果与分析

2.1　猪 MKRN3 基因编码区的克隆及测序

以引物对 MＧ１F/R和 MＧ２F/R进行PCR扩增

(图１),经扩增片段回收、TA 克隆、测序、序列拼

接,获得猪 MKRN３基因的 DNA 序列１５７３bp,
包含完整 CDS序列１４９７bp,编码４９８个氨基酸

(http://www．ncbi．nlm．nih．gov/gorf/gorf．html).
将梅山猪cDNA 扩增序列与 DNA 扩增序列进行

比对,发现猪 MKRN３基因和人、鼠一样,均为单

外显子 基 因.对 蛋 白 序 列 进 行 BLAST(http://

blast．ncbi．nlm．nih．gov/Blast．cgi)比 对 发 现 猪

MKRN３蛋 白 序 列 与 人 (９１％,NP_００５６５５．１)、鼠

(９３％,NP_０３５８７６．２)、牛(８６％,XP_００５２２１７４７．２)高
度同源.

图１　MKRN３基因片段扩增结果

Fig．１　ResultsoffragmentsamplificationforMKRN３gene

2.2　猪 MKRN3 基因编码区 SNPs 筛选及酶切

验证

　　通过比对３头大白猪、３头梅山猪 MKRN３基

因编 码 区 序 列,共 找 到 ７ 个 单 核 苷 酸 多 态 位 点

(SNPs),SNPs测序比对图谱见图 ２.其中 ５ 个

SNPs(２９３C＞G、３６１G＞A、４９７G＞A、６７８T＞C、

１３７６C＞T)为 错 义 突 变,２ 个 SNPs(６３０G＞A、

１４０７T＞A)为同义突变,且突变位点６７８T＞C可以

被限 制 性 内 切 酶 BstUI识 别,利 用 PCRＧBstUIＧ
RFLP对该位点不同基因型进行酶切验证(图３).
结果显示,位点６７８T＞C基因型 TT酶切后电泳呈

１条带(３６１bp),基因型 CC酶切后电泳呈２条带

(２３０bp和１３１bp),基因型 TC酶切后电泳呈３条

带(３６１bp、２３０bp和１３１bp).此结果表明,利用

PCRＧBstUIＧRFLP可以对６７８T＞C位点进行后续

的基因频率分析及胴体性状关联分析.
2.3　猪 MKRN3 基因 678T＞C 位点等位基因频率

分布

　　为了比较猪MKRN３基因６７８T＞C位点在中

外不 同 猪 种 中 是 否 存 在 差 异,利 用 PCRＧBstUIＧ
RFLP对３５头大白猪、３９头长白猪、３７头梅山猪进

行了基因型检测,分型结果见表２.结果显示,中国

猪种梅山猪中主要是 TT 型,以 T 等位基因为主

(基因频率为０．９２);而在外国猪种中主要是 CC型

或TC型,以C等位基因为主,其中C等位基因在大

白猪中的基因频率为０．７０,在长白猪中的等位基因

频率为１．００,说明位点６７８T＞C在中外猪种中确实

存在差异.

图２　SNPs测序比对图谱

Fig．２　AlignmentofSNPssequences

2.4　猪 MKRN3 基因 678T＞C 位点与猪胴体性状

关联分析

　　２８５ 头 大 白 × 梅 山 F２ 代 资 源 家 系 用 于 猪

MKRN３基因６７８T＞C位点与猪胴体性状关联分

析(表３).经过PCRＧBstUIＧRFLP对２８５个 DNA
样品基因分型及SAS软件关联分析,结果显示猪

９７
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图３　PCRＧBstUIＧRFLP酶切验证

Fig．３　DigestionverificationbyPCRＧBstUIＧRFLP

表２　猪MKRN３基因编码区６７８T＞C
位点遗传多样性分析结果

Table２　Allelefrequenciesofthepolymorphicsite

６７８T＞CinthecodingregionofMKRN３

品种

Breed

数量

Number
(n＝１１１)

基因型

Genotype
TT TC CC

等位基因频率

Allelefrequency
T C

大白 Yorkshire ３５ ０ ２１ １４ ０．３０ ０．７０
长白 Landrace ３９ ０ ０ ３９ ０．００ １．００
梅山 Meishan ３７ ３２ ４ １ ０．９２ ０．０８

表３　猪MKRN３基因编码区６７８T＞C位点与猪胴体性状关联分析结果

Table３　AssociationanalysisbetweenporcineMKRN３６７８T＞Cgenotypesandcarcasstraits

性状

Trait

基因型 (μ±SE)(n＝２８５)Genotype

TT (n＝６４) TC(n＝１５１) CC(n＝７０)

基因效应 (μ±SE)Effect

加性效应 Additive 显性效应 Dominant

皮率SP ０．０９４±０．００２ ０．０９３±０．００１ ０．０９３±０．００２ －０．００１±０．００２ ０．０００±０．００１

骨率BP ０．１２２±０．００３ ０．１２４±０．００２ ０．１２９±０．００３ ０．００３±０．００２ ０．００１±０．００１

肥肉率FMP ０．２４４±０．００６ ０．２３８±０．００４ ０．２３５±０．００６ －０．００５±０．００４ －０．００１±０．００３

瘦肉率LMP ０．５３９±０．００４ ０．５４５±０．００３ ０．５４４±０．００４ ０．００３±０．００４ ０．０００±０．００３

瘦肥肉比率 RLF ２．３９５±０．０８５ ２．４３０±０．０５７ ２．４２５±０．０８３ ０．０１９±０．０６５ ０．０２０±０．０４５

屠宰率 DP ０．７３９±０．００５a ０．７２５±０．００４b ０．７３６±０．００５ －０．００１±０．００４ ０．００５±０．００３

内脂率IFR ０．０３１±０．００１ ０．０３２±０．００１a ０．０２９±０．００１b －０．００１±０．００１ －０．００１±０．０００∗

至第一颈椎CL１ ９１．３９９±０．５１４ ９１．５３３±０．３４３ ９１．９９６±０．５００ ０．２８７±０．４２９ －０．１２９±０．２９７

至第一肋胸CL２ ７８．０７５±０．４６７ ７８．１５３±０．３１１ ７８．４７４±０．４５３ ０．１８７±０．３８９ －０．１５４±０．２６９

肩部最厚处SFT ３．５９２±０．０９０ ３．６８４±０．０６０ ３．５８７±０．０８７ －０．００８±０．０６９ －０．０７８±０．０４８

６~７腰椎间 RFT ２．８４８±０．０７２ ２．８５６±０．０４８ ２．７６５±０．０７０ －０．０４８±０．０５６ －０．０５６±０．０３９

胸腰椎间 TFT ２．１７３±０．０６８ ２．０５１±０．０４６ ２．００７±０．０６６ －０．０８８±０．０５１ －０．００６±０．０３６

臀部膘厚BFT ２．１７８±０．０８５a １．９９０±０．０５７ １．８９４±０．０８３b －０．１４５±０．０６２∗ －０．００３±０．０４３

平均背膘厚 ABT ２．６９８±０．０６６ ２．６４１±０．０４４ ２．５６４±０．０６４ －０．０７２±０．０５２ －０．０３４±０．０３６

眼肌高LEH ７．０８５±０．１６６ ７．０８２±０．１１０ ７．２６０±０．１６１ ０．１１３±０．２１５ ０．１１７±０．１４９

眼肌宽LEW ６．５４７±０．１６２ ６．６９２±０．１０８ ６．５７８±０．１５７ ０．０００±０．１７７ －０．１６０±０．１２３

眼肌面积LEA ２９．２６６±０．５６８ ３０．０１９±０．３７８ ３０．２３５±０．５５２ ０．５２３±０．４７５ －０．２８８±０．３２８

　注 Note:∗:表示２个效应间差异显著(P＜０．０５).∗representsignificantdifferencebetweenthetwoeffects(P＜０．０５)．μ±SE:平均

值±标准误差;a/b:表中同行标注有不同字母表示差异显著(P＜０．０５).μ±SE:Meanvalue±standarderror;a/b:DifferentletＧ

tersrepresentsignificantdifferenceinthesamerow (P＜０．０５)．SP:Skinpercentage,BP:Bonepercentage,FMP:FatmeatperＧ

centage,LMP:Leanmeatpercentage,RLF:Ratioofleantofat,DP:Dressingpercentage,IFR:Internalfatratio,CL１:Carcass

length(tothefirstneckvertebra),CL２:Carcasslength(tothefirstbreastnib),SFT:Shoulderfatthickness,RFT:６－７ribfat

thickness,TFT:ThoraxＧwaistfatthickness,BFT:Buttockfatthickness,ABT:AveragebackＧfatthickness,LEH:Loineye

height,LEW:Loineyewidth,LEA:Loineyearea．

MKRN３基因６７８T＞C位点与内脂率及臀部膘厚

显著相关(P＜０．０５).其中,６７８T＞C位点对内脂

率具有显性效应(P＜０．０５),表现为该位点杂合子

比纯合子具有更高的内脂率;而该位点对臀部膘厚

具有加性效应(P＜０．０５),表现为等位基因６７８C的

累加具有降低臀部膘厚的效应.

3　讨　论

目前研究条件下,关于印记基因的鉴别和探索

首先是在人和小鼠中广泛开展的.例如,与神经发

育相关的PWSＧAS印记域首先在人和小鼠中被鉴

定,并且该区域中含有母本印记、父本表达的印记基

０８
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因 MKRN３[８]. 王 猛[９] 以 骨 骼 肌 为 样 本 将 猪

MKRN３基因作为候选基因进行了印记验证.本

研究在此基础上,通过比对３头大白猪、３头梅山猪

MKRN３基因编码区序列,共找到７个单核苷酸多

态位点(SNPs).其中５个SNPs(２９３C＞G、３６１G＞
A、４９７G＞A、６７８T＞C、１３７６C＞T)为错义突变,

２个SNPs(６３０G＞A、１４０７T＞A)为同义突变.
与国外引进的瘦肉型猪种相比,国内的地方猪

种在生长速度和猪肉品质方面存在着相当大的区

别,所引进的外国猪种在生长速度和胴体瘦肉率上

具有特别大的优势,而中国猪种在这些方面处于劣

势[１０].因此,我们可以充分运用国内外不同猪种各

自独特的基因优势,利用分子生物学技术及实验手

段发掘功能基因中重要的SNP位点,并组合运用其

优势基因型,以此来提高猪的生长速度及猪肉品质.
本试验比较了猪MKRN３基因６７８T＞C位点在中

外不同猪种中存在差异,中国猪种梅山猪中主要是

TT型,以 T等位基因为主(基因频率为０．９２),而在

外国猪种中主要是 CC型或 TC型,以 C等位基因

为主,其中 C 等位基因在大白猪中的基因频率为

０．７０,在 长 白 猪 中 的 等 位 基 因 频 率 为 １,说 明 猪

MKRN３基因６７８T＞C位点在中外猪种中确实存

在差异.
许多印记基因被证实与家畜生长发育相关,具

体相关性表现在能够调节胚胎的早期发育、控制胎

儿出生后的生长速度,并影响产肉量.MKRN３为

母本印记父本表达的印记基因,位于 PraderＧWilli
综合征关键位置(染色体１５q１１Ｇ１１３),PraderＧWilli
综合征又称为低肌张力Ｇ低智力Ｇ性腺发育低下Ｇ肥胖

综合征,因此推测 MKRN３基因可能与内脂率有

关.研究 发 现,MKRN３ 是 与 人 中 枢 性 性 早 熟

(CPP)相关的基因,CPP是由于下丘脑Ｇ垂体Ｇ性腺

轴过早活化,而在早于青春期的年龄出现性发育的

表现和激素变化[１１].MKRN３存在于哺乳动物中,
但具 体 功 能 尚 不 十 分 明 确[１２].本 试 验 发 现 猪

MKRN３基因６７８T＞C位点与内脂率及臀部膘厚

显著相关.其中,６７８T＞C位点对内脂率具有显性

效应,表现为该位点杂合子比纯合子具有更高的内

脂率,而该位点对臀部膘厚具有加性效应,表现为等

位基因６７８C的累加具有降低臀部膘厚的效应.

综上所述,MKRN３基因６７８T＞C位点的等位

基因频率在中外不同猪种中存在差异,中国猪种梅

山猪中主要是 TT 型,以 T 等位基因为主,而在外

国猪种中主要是CC型或 TC型,以 C等位基因为

主;MKRN３基因６７８T＞C位点对内脂率和臀部

膘厚具有一定的影响.因此,本试验从分子育种

角度为调控猪内脂率和臀部膘厚提供了一定理

论依据.
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SNPsidentificationofporcineimprintinggene
MKRN３andassociationanalysiswithcarcasstraits
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Abstract　Singlenucleotidepolymorphisms(SNPs)oftheporcineimprintinggeneMKRN３were
identifiedinMeishan,LargewhiteandLandracepigsbyPCRＧRFLPandweregenotypedintheF２popuＧ
lationof２８５Largewhite× MeishanpigsbyPCRＧBstUIＧRFLP．Subsequently,correlationbetweenthe
porcinegeneMKRN３polymorphismandporcinecarcasstraitswereanalyzed．Theresultsshowedthat,

theporcineMKRN３genehadsevenSNPsinthecodingregion,including２９３C＞G,３６１G＞A,４９７G＞A,

６３０G＞A,６７８T＞C,１３７６C＞T,and１４０７T＞A．Ofwhich,the６７８T＞CsitehaddifferentallelefrequenＧ
ciesamongdomesticandforeignerpigspecies．Inaddition,the６７８T＞CsiteoftheporcineMKRN３was
associatedwithinternalfatrateandbuttockfatthicknesssignificantly(P＜０．０５)．The６７８T＞Csitehad
adominanteffectoninternalfatrate(P＜０．０５),showinganincreasedinternalfatratewithheterozygote
formandhadanadditiveeffectonbuttockfatthickness(P＜０．０５),showingadecreasedbuttockfat
thicknesswiththeadditiveofthe６７８Callele．Therefore,the６７８T＞CsiteoftheporcineMKRN３might
provideaguidingvalueforthemolecularbreedingpractice．

Keywords　pig;MKRN３;SNPs;internalfatrate;buttockfatthickness;imprintinggene
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