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摘要 对猪 MX1基因第8内含子进行了克隆、测序,结果发现在167bp处发现1个G/A突变,引起 Hpa
Ⅱ酶切多态。利用PCR-RFLP方法对国内外6个猪种 MX1基因第8内含子的多态性进行分析,发现在大白、

长白、通城、清平、鄂西黑猪、大梅F2代等6个品种中等位基因B的基因频率分别为0.83、0.89、0.94、0.87、0.89
和0.55;在180头大梅F2代资源家系中进行性状关联分析发现 MX1基因第8内含子的多态性与屠宰率、瘦肉

率、眼肌高显著关联,屠宰率、眼肌高加性效应显著;眼肌高、瘦肉率显性效应显著。
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  MX蛋白是由 Lindenmann等在研究近交系

A2G小鼠对流感病毒具有天然免疫力这一现象时

发现并命名的一种GTPase结合蛋白,在哺乳动物、
鸟类、鱼类中高度保守,均受干扰素的诱导表达,主
要对RNA病毒敏感,具有抗流感病毒功能[1]。体

内外试验研究表明,MX 基因受I型干扰素、双链

RNA的诱导或病毒感染的情况下被激活,表达 MX
蛋白发挥GTP酶活性,水解病毒核衣壳,抑制病毒

复制,以抵抗病毒对细胞的感染[2-3]。

MX1基因是迄今为止找到的为数不多的抗性

基因 或 抗 性 标 记 之 一。Salomon等[4]发 现 表 达

MX1蛋白小鼠对高致病性禽流感 H5N1具有天然

抗性。Horisberger等[5]研究发现猪 MX蛋白可以

抑制流感病毒、水疱性口炎病毒的生长,Zhang等[6]

发现猪繁殖与呼吸综合症病毒的感染能诱导 MXl
基因的转录以及 MXl蛋白的表达。

猪 MX1基因定位于SSC13q47-49,与干扰素

受体1基因紧密连锁[7],在猪13号染色体定位了

大量猪生产性状 QTL,其中在SSC13q46-49区域

定位了平均背膘厚和日增重的 QTL[8],因此有必

要探讨 MX1基因对生长、胴体等生产性能的影

响。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验所用的大白猪、长白猪均采自湖北省农业

科学院猪场,通城猪采自湖北省通城县通城原种猪

场,清平猪采自当阳市清平猪保种场,鄂西黑猪采自

湖北省恩施州鄂西黑猪原种场,样本含量见表1。
大白猪×梅山猪(L×M)资源家系F2代180头,全
部进行屠宰,根据国家标准GB8467-87[9]进行测定。
采集血液,利用常规的苯酚/氯仿抽提方法提取基因

组DNA[10],用 TE 溶 液 将 DNA 样 品 稀 释 成50
ng/μL,于-20℃贮存备用。
1.2 引物及主要试剂

根据长白猪MX1基因序列(GenBank登录号:

DQ144503),设计猪的内含子8的特异引物,引物序

列如下:
Forwardprimer:5′-TTACAGAAGTATGGCTCCG-3′
Reverseprimer:5′-TTGGTAAACAGCCGACAC-3′
引物由上海生工生物技术有限公司合成,去离

子水溶解,-20℃保存。限制性内切酶 HpaⅡ、

pMD-18Tvectorsystem、DH5α购自TaKaRa公司

(大连);GelExtractionKit购自上海生工生物技术

有限公司。
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1.3 PCR 扩增与克隆、测序

PCR扩增体积为25μL,体系组分为:50ng模

板DNA、2.5mmol/L1×Taqbuffer、1.5mmol/L
MgCl2、2.5 mmol/LdNTPs、0.5 mmol/LPCR
primers、2UTaqDNA聚合酶(MBI)。PCR的运行

程序如下:94℃预变性4min;94℃45s,59℃
40s,72℃40s,35个循环;最后72℃延伸10min。

PCR产物用1%的琼脂糖凝胶电泳检测;将目

的带用GelExtractionKit试剂盒纯化回收,回收后

的PCR产物片段与pMD-18Tvectorsystem连接

并转化DH5α,经鉴定正确的重组克隆子送北京奥

科生物公司测序。
1.4 PCR-RFLP 分析

选用 HpaⅡ对PCR 产物进行消化,酶切反应

总体系为10μL,其中PCR扩增产物5μL,限制性

内切酶0.5μL(10U/μL),10×buffer1μL,ddH2O
3.5μL,置37℃恒温反应过夜,后经1%的琼脂糖

凝胶电泳分析。
1.5 统计分析

根据Liu[11]所述方法建立单标记回归统计模

型,采用SAS 统计软件(SASInstituteInc,Ver-
sion8.0)glm程序进行最小二乘分析,同时采用reg
程序计算基因加性效应和显性效应。模型:

Yijkl=μ+Gi+Fj+Sk+Yl(+bijklXijkl)+eijkl

Yij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
和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 AA、AB和BB基因型);Sk、

Yl、Fj为固定效应,分别为性别、年度、家系效应,bijkl

为屠宰体质量的回归系数,胴体性状以屠宰体质量

为协变量,eijkl为残差效应。

2 结果与分析

2.1 PCR 扩增产物

Primerpair分别在大白猪、长白猪、通城、清
平、鄂西黑猪、大梅F2代等品种中扩增,取扩增产物

5μL在1%的琼脂糖凝胶上电泳,其大小为563bp,
与GenBank上公布的猪 MX1基因的序列大小一

致(图1)。PCR产物经切胶回收、克隆和测序,结果

发现在167bp处有1个G/A转换,引起 HpaⅡ酶

切位点(C′CGG)多态。
2.2 扩增产物的 PCR-RFLP 分析

该位点经限制性内切酶 HpaⅡ酶切分析发现:

当167bp处的碱基都为 A时 HpaⅡ不识别该位

点,记为AA型(339bp+224bp),当突变位点碱

基都为 G 时 HpaⅡ 酶识别该位点,记为 BB型

(224bp+174bp+165bp),当G和A都存在时记

为AB型(339bp+224bp+174bp+165bp)。
猪MX1基因的PCR-HpaⅡ-RFLP的酶切分型结

果如图2所示。

 M.DL2000marker;1~4.PCR扩增产物PCRamplification

productsofporcineMX1gene.

图1 猪MX1基因第8内含子的扩增结果

Fig.1 PCRamplificationresultsofthe8th
intronofporcineMX1gene

M.DL2000marker.

图2 猪MX1基因的PCR-HpaⅡ-
RFLP的酶切分型结果

Fig.2 PatternsofPCR-HpaⅡ-RFLP
ofporcineMX1gene

表1 MX1基因第8内含子HpaⅡ
酶切多态在不同品种中的分布结果1)

Table1 DistributionofPCR-HpaⅡ-RFLPgenotype

inMX1geneintron8andallelefrequenciesinsixpigbreeds

品种

Breed
数量

No.

基因型

Genotype
AA AB BB

等位基因频率

Allelefrequency
A B

大白

LargeWhite
38 3(0.08) 7(0.18) 28(0.74) 0.17 0.83

长白Landrace 32 1(0.03) 5(0.16) 26(0.81) 0.11 0.89
通城Tongcheng 24 1(0.04) 1(0.04) 22(0.92) 0.06 0.94
清平 Qingping 28 2(0.07) 3(0.11) 23(0.82) 0.13 0.87
鄂西黑猪

Exiblack
35 2(0.06) 4(0.11) 29(0.83) 0.11 0.89

大梅F2
LargeWhite×
MeishanF2

180 36(0.2) 89(0.49)55(0.31) 0.45 0.55

 1)括号中数据表示基因型频率 Datainroundparenthesisesshow
frequenciesofgeneotypes.
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2.3 猪 MX1 基因 HpaⅡ位点在不同猪种中的基因

频率和基因型频率

  在4个中国猪种和2个国外猪种中检测猪

MX1基因第8内含子PCR-HpaⅡ-RFLP多态性

分布频率,检测结果如表1所示。在大白、长白、通
城、清平和鄂西黑猪中基因型频率和基因频率差异

不显著,BB基因型占优势,等位基因B 的频率较高,
其在大白、长白、通城、清平和鄂西黑猪中的频率分别

为0.83、0.89、0.94、0.87、0.89。在大梅F2群体中A

等位基因频率为0.45,B等位基因频率为0.55。
2.4 猪 MX1 基因 HpaⅡ位点基因型与生产性状的

关联分析

  应用SAS软件对180头大梅F2 代个体进行

MX1基因不同基因型与生产性状的关联分析和遗

传效应估计,结果见表2。MX1基因第8内含子

HpaⅡ位点与屠宰率、瘦肉率、眼肌高显著关联;屠
宰率、眼肌高在该家系中表现为加性效应(P<0.05),
眼肌高和瘦肉率表现为显性效应。

表2 猪MX1基因第8内含子PCR-HpaⅡ-RFLP基因型与胴体性状的统计分析1)

Table2 StatisticalanalysisofporcineMX1PCR-HpaⅡ-RFLPgenotypeinintron8withcarcasstraits

性状

Trait

MX1PCR-HpaⅡ-RFLP基因型

MX1PCR-HpaⅡ-RFLPgenotype

AA基因型

AAgenotype
AB基因型

ABgenotype
BB基因型

BBgenotype

基因效应

Geneticeffect
加性效应

Additive
显性效应

Dominance
瘦肉率LMP/% 54.595±0.343a 56.138±0.357b 55.380±0.460a -0.355±0.292 -0.56±0.233*
屠宰率 DP/% 72.855±0.442a 72.026±0.460a 71.441±0.595b 0.689±0.374* 0.044±0.298
内脂率IFR/% 2.975±0.060 2.968±0.062 2.900±0.080 0.033±0.051 -0.015±0.040
肩部膘厚SFT/cm 3.500±0.061 3.387±0.063 3.504±0.081 -0.007±0.051 0.056±0.041
6~7腰椎间膘6~7RFT/cm 2.761±0.048 2.717±0.050 2.701±0.065 0.027±0.040 0.006±0.032
胸腰椎间膘厚 TFT/cm 2.029±0.046 1.964±0.048 1.982±0.062 0.021±0.038 0.020±0.030
臀部膘厚BFT/cm 1.894±0.055 1.896±0.057 1.839±0.074 0.022±0.046 0.015±0.037
平均背膘 ABT/cm 2.548±0.045 2.491±0.047 2.508±0.061 0.016±0.038 0.017±0.030
眼肌高LEH/cm 7.210±0.184a 8.043±0.192b 8.034±0.247b -0.399±0.155* -0.208±0.123*
眼肌宽LEW/cm 6.032±0.156 5.883±0.163 5.774±0.210 0.214±0.132 0.107±0.105
眼肌面积LEA/cm2 29.295±0.397 30.765±0.414 29.780±0.533 -0.246±0.332 -0.614±0.265
 1)小写字母表示基因型间差异显著(P<0.05),*表示基因效应差异显著(P<0.05)。Significantlydifferencesbetweenthegeno-
typeareindicatedwithdifferentlowercasesuperscriptsareatP<0.05,asterisk(*)indicatessignificantdifferencesbetweenthe

geneeffectatP<0.05.LMP:Leanmeatpercentage;DP:Dressingpercentage;IFR:Internalfatrate;SFT:Shoulderfatthickness;

6~7RFT:6-7ribfatthickness;TFT:Thorax-waistfatthickness;BFT:Buttockfatthickness;ABT:Averagebackfatthickness;

LEH:Loineyeheight;LEW:Loineyewidth;LEA:Loineyearea.

3 讨 论

3.1 MX1 基因的突变研究

Takeya等[12]分离了猪MX1基因第14外显子

的序列,同时对其在7个不同猪种中的多态性进行

了研究,结果发现了3种不同形式的多态,导致猪

MX1蛋白C末端的结构差异引起抗病性的差异;吴
圣龙等[13]用PCR-RFLP方法对国内外7个猪种

MX1基因第14外显子的多态性进行分析,共检测

到3个等位基因在不同品种中等位基因频率呈现很

大差别。Nakajima等[14]研究发现猪 MX1基因第

13外显子3bp的缺失和14外显子11bp的缺失,

11bp缺失使 MX1丧失了对滤过性病毒活性的抗

性。
本研究首次发现 MX1基因第8内含子167bp

处突变在大白、长白、通城、清平和鄂西黑猪中均具

有多态性,但呈偏态分布,可能是由于样本含量较小

所致。该位点在180头大梅F2代中A、B 两等位基

因的频率接近。猪MX1基因第8内含子片段具有

大量的转录因子结合位点,转录因子具有调控基因

表达功能,因此猪 MX1基因第8内含子对该基因

的表达可能起着重要的调控作用。
3.2 MX1 基因的性状关联分析

本试验中,AB基因型猪的瘦肉率明显优于AA
和BB基因型猪(P<0.05),A 和B 基因似乎存在

一种“杂种优势”的现象。AB、BB基因型屠宰率、眼
肌高明显高于AA基因型(P<0.05),屠宰率、眼肌

高在该家系中表现为加性效应(P<0.05),在育种

实践中有利于对猪胴体性状屠宰率、眼肌高的遗传

固定,眼肌高和瘦肉率表现为显性效应,在生产实践

中有利于利用杂种优势提高眼肌高和瘦肉率。
猪的生产性能受疾病感染和遗传机制双重因素

影响,如果猪对某种疾病只有部分抗性,则其生产性

能下降程度由抗性程度和感染程度决定。目前对抗
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病力、免疫应答能力与生产性能之间的关系研究甚

少,所得结果也有一定的差异[15]。MX1基因对多

个胴体性状具有显著的遗传效应,这对于在抗病育

种中应用该基因十分有利,其遗传机制有待于进一

步研究。
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PolymorphismofIntron8ofPorcineMX1
GeneandItsAssociationAnalysiswithProductiveTraits
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Abstract CloningandsequencingoftheeighthintronofporcineMX1geneindicatedthataG167A
substitutionwhichcanbedetectedbyrestrictionendonucleaseHpaⅡ.Thispolymorphismwasanalyzed
withPCR-RFLPamongsixforeignandChinesepigbreeds.Theanalysisresultsshowedthatfrequencies
ofalleleBinsixpigbreedswas0.83,0.89,0.94,0.87,0.89,0.55inLargeWhite,Landrace,Tongcheng,
Qingping,Exiblackpig,LargeWhite×MeishanF2progenypigsrespectively.Statisticalanalysisin180
LargeWhite×MeishanF2progenypigsshowedthattheHpaⅡpolymorphismintheF2populationwas
significantlyassociatedwithdressingpercentage,leanmeatpercentage,andloineyeheight.Additive
effectsofdressingpercentage,loineyeheightweresignificant.Dominanceeffectofheightandleanmeat
percentagewassignificant.

Keywords pig;MX1;PCR-RFLP;associationanalysis
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