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摘要　以梅山猪Ｇ大白猪正反交为模型,以６５日龄和１００日龄的胚胎心脏组织为研究材料,对 MKRN３基

因启动子区CpG岛进行预测,根据预测的CpG岛设计引物,采用重亚硫酸盐测序法(BSP法),分析 MKRN３基

因启动子区CpG岛在胚胎心脏组织的甲基化程度.结果显示:对于６５日龄胚胎,猪 MKRN３基因启动子区

CpG岛在大白×梅山和梅山×大白杂交后代的胚胎心脏组织中均表现高度甲基化(７５．６％、７６．４％);对于１００日

龄的胚胎,大白×梅山杂交后代的胚胎心脏组织表现高度甲基化(８０％),而梅山×大白杂交后代的胚胎心脏组

织呈现低甲基化(３５．６％).由此可见,猪 MKRN３基因启动子区CpG岛的甲基化模式随着正反交、胚胎发育时

期不同而呈现出一定变化,即在胚胎发育６５日龄时,正反交子代均具有高度甲基化;而在胚胎发育至１００日龄,

正交子代呈现高度甲基化,反交子代呈现低甲基化,说明在胚胎发育晚期父本或母本等位基因可能会发生明显

的去甲基化.
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　　近几十年来人们对猪胚胎和器官发育的研究越

来越重视.在早期胚胎发育过程中,许多因素会促

进或抑制早期胚胎的生长分化,如母体自身健康、营
养条件和基因的表达调控等,尤其是基因表达调控

对早期胚胎发育具有重要作用[１].基因表达的调控

包括甲基化、乙酰化修饰等.其中,甲基化是指在脱

氧核糖核酸的胞嘧啶第五位碳原子上加上一个甲基

基团,这种甲基化现象是脊椎类动物重要的基因表

达调控方式[２].最常见的方式就是通过使基因启动

子区CpG岛甲基化,阻碍启动子序列被转录因子及

RNA聚合酶识别,从而降低甚至关闭基因的表

达[３].在甲基化研究方面,重亚硫酸盐测序法(biＧ
sulfitesequencing,BSP)是最常用且非常可靠的研

究方法[４].MKRN３(makorinringfingerprotein
３)为哺乳动物中母系印记父系表达的印记基因,研
究发现猪 MKRN３仅含一个外显子,位于染色体

１５q１１．２位置,也是PraderＧWill综合征(表现为生长

缓慢、行为异常、智力低下等症状)的关键位置,与发

育时序性有着密切的关系[５].研究发现,MKRN３

对细胞周期调控、分化和形态发生起到指示的作

用[６].唐家彦等[７]发现 MKRN３基因与人中枢性

性早熟(centralprecociouspubeny,CPP)有关.此

外,我们前期对 MKRN３基因进行了SNP筛选及

猪胴体性状关联分析,结果显示 MKRN３基因与猪

臀部膘厚和内脂率显著相关[８].本研究首先预测猪

MKRN３基因启动子区 CpG 岛,以梅山猪Ｇ大白猪

正反交胚胎(６５日龄、１００日龄)的心脏组织为研究

材料,通过重亚硫酸盐测序法检测猪 MKRN３基因

启动子CpG岛在胚胎心脏中的甲基化状态,探讨猪

MKRN３基因启动子区甲基化在不同发育时期、不
同杂交方式胚胎中的变化情况,从而为阐明 DNA
甲基化如何调控基因表达的机制提供一定研究

基础.

1　材料与方法

1.1　试验动物

用于克隆目标基因 MKRN３启动子区的 DNA
模板来源于胚胎(６５日龄、１００日龄)心脏组织,胚胎
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分别由大白猪、梅山猪正反杂交产生,组织采集后

－８０℃保存.
1.2　主要试剂

QuickＧDNA Universal 试 剂 盒 和 EZ DNA
MethylationＧGod 试 剂 盒 (Zymo Research),PCR
２×Taq Mix(北京全式金生物);DNA 凝胶回收试

剂盒(北京庄盟国际生物基因科技有限公司);pMDＧ
１８T载体(TakataBioInc);２０００bpDNA marker
(TaKaRaBioInc);大肠杆菌感受态细胞 Trans５α
(北京全式金生物).
1.3　生物信息学预测

从 NCBI数据库获取猪 MKRN３基因的 gDＧ
NA序列,利用在线软件 NNPP(http://www．fruitＧ
fly．org/seq_tools/promoter．html)预测基因的核心

启动子区,运用 CpG 岛 预 测 网 站 (http://www．
urogene．org/cgiＧbin/methprimer/methprimer．cgi)
对猪MKRN３基因启动子区CpG岛进行预测.
1.4　DNA 的提取及纯化

采集大白×梅山和梅山×大白正反杂交的胚胎

(６５日龄和１００日龄)心脏作为试验材料,在液氮条

件下研磨成粉状,取０．１g组织粉末用 QuickＧDNA
Universal试剂盒(美国ZymoResearch公司)抽提

DNA,用 DNA 纯化试剂盒纯化基因组 DNA,计算

DNA含量及纯度,于－２０℃保存备用.
1.5　重亚硫酸盐处理 DNA

准备上述纯化的DNA样品(１ng~２μg),前期

准备:一管 CT 转换试剂加入９００μL 蒸馏水,３００

μL MＧDilution Buffer 和 ５００ μL MＧDissolving
Buffer,上下颠倒混合均匀以备用.在PCR管中加

入１３０μL 配好的 CT 转换试剂工作液至２０μL
DNA样品中(如果DNA样品不足２０μL,则加水至

２０μL),混合均匀.利用热循环仪进行亚硫酸氢钠

DNA转化,热循环程序:９８℃,１０min;６４℃,２．５h;

４℃保存.提前将６００μL的 MＧBindingBuffer加入

ZymoＧSpinIC色谱柱,色谱柱放入试剂盒提供的收

集管中,离心去除多余液体.将热循环处理过的样

品加入处理过的吸附柱中,于１０２００r/min离心去

废液,加入１００μLMＧWashBuffer,１０２００r/min离

心３０s弃废液,再加入２００μL 的 MＧDesulphonaＧ
tionBuffer,在室温下静置１５~２０min,离心３０s.
向柱中加入２００μL MＧWashBuffer,１０２００r/min
离心３０s,然后再加入２００μLMＧWashBuffer离心

３０s换收集管,最后悬空滴加１０μL MＧElutlon缓

冲液,室温静置５min,１０２００r/min离心３０s,收集

液体置于－２０℃冰箱保存.经重亚硫酸盐处理后,
未发生甲基化的胞嘧啶转变为尿嘧啶,甲基化的胞

嘧啶保持不变.
1.6　目的片段的克隆测序

根 据 NCBI 已 知 的 猪 MKRN３ 基 因 序 列

(１００１５５３４３),运用BLAST搜索到该基因５′端上游

核苷酸序列,围绕所预测的 MKRN３基因启动子区

CpG岛,利用Primerpremier５．０设计引物扩增目

的基因启动子区CpG岛,引物设计时避免引物中出

现 CG 序 列,引 物 对 命 名 为 MKRN３ＧCG F/R
(MKRN３ＧCGF序列为５′ＧTGAATTAAAATTTＧ
TAAAAGGTTGGGＧ３′,MKRN３ＧCGR 序列为５′Ｇ
CAACTTCTACTCCCCAAAAATAATACＧ３′, 引

物退火温度５８℃,扩增产物大小３９６bp).PCR扩

增目的片段,扩增模板为重亚硫酸盐处理后的不同

时期胚胎心脏 DNA,扩增体系为:DNA１μL,PCR
２×Taq Mix１０μL,５mmol/L 引物 MKRN３ＧCG
F/R各２μL,ddH２O 补足至２０μL.扩增条件如

下:９４℃４min,４０个循环(９４℃ ３０s、５８℃３０s、

７２℃１min),７２℃５min,４℃保存.１．５％(m/V)
琼脂糖凝胶电泳PCR产物,接着进行 PCR产物凝

胶回收,回收产物进行 TA 克隆,每个待测样品挑

选１０个阳性克隆子送测序公司(武汉擎科生物)
测序.
1.7　CpG 甲基化模式分析

将克隆测序得到的转化后序列与原 DNA 序列

进行比对(BiQAnalyzer),获得 MKRN３基因启动

子区CpG岛的甲基化情况,并绘制出黑白圈点图.
在黑白点图中,每１行代表１个克隆序列,共１０个

克隆序列,符合重亚硫酸盐测序的精确度要求.每

１列代表１个CpG位点,黑色圈代表试验中 CG 未

被重亚硫酸盐改变碱基即原序列中发生甲基化的位

点,白色圈代表经重亚硫酸盐处理后发生碱基变化

即原序列未发生甲基化的位点.

2　结果与分析

2.1　猪 MKRN3 基因启动子区 CpG 岛的预测

运 用 NNPP(http://www．fruitfly．org/seq_

tools/promoter．html)对MKRN３基因５′端上游序

列进行分析,发现上游４９bp处是一处得分较高的

６７
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核心启动区,运用 CpG 岛预测网站对猪 MKRN３
基因 启 动 子 区 CpG 岛 进 行 预 测,结 果 发 现 在

MKRN３基因上游存在１个 CpG 岛,该 CpG 岛由

２个长度分别为２３９bp(即转录起始位点上游６７~
３０５)和１０２bp(即转录起始位点上游４９bp~下游

５３bp)的片段组成,结果见图１.

图１　猪MKRN３基因启动子区CpG岛预测结果

Fig．１　PredictionofCpGislandinthepromoterregionofporcineMKRN３

2.2　猪 MKRN3 基因启动子区 CpG 岛的分离

根据对猪MKRN３基因启动子区 CpG岛的预

测结果,即预测的２个 CpG 岛片段设计扩增引物

(图１),以甲基化的 DNA 为模板扩增目的片段,扩
增产物长度为３９６bp,包括２５个 CpG.扩增后的

产物电泳图见图２.

图２　猪MKRN３基因启动子区CpG岛扩增电泳图

Fig．２　AmplificationofCpGislandinthe

promoterofporcineMKRN３
2.3　猪 MKRN3 基因启动子区 CpG 岛的甲基化

模式

　　对每个位点甲基化频率进行计算,得到每个位

点的 甲 基 化 频 率,计 算 平 均 值,得 到 该 组 织

MKRN３基因启动子区的平均甲基化概率.结果

显示,MKRN３基因启动子区在大白×梅山６５日

龄胚胎心脏组织中的平均甲基化概率为７５．６％,在
梅山×大白６５日龄胚胎心脏组织中的平均甲基

化概率为７６．４％,在大白×梅山１００日龄胚胎心

脏组织中的平均甲基化概率为８０％,在梅山×大

白１００日龄胚胎心脏组织中的平均甲基化概率为

３５．６％.

大白×梅山６５日龄胚胎,目的 CpG 岛在胚胎

心脏组织中表现高度甲基化,平均甲基化频率为

７５．６％;第９、１０、１２、２３、２４、２５个CG位点呈现完全

甲基化(１００％);随机挑选的１０个克隆子中,每个克

隆子的甲基化水平均在６０％以上,其中,克隆子１、

３、６、８、１０的甲基化水平达８０％以上(图３).由结果

推测,在大白×梅山６５日龄胚胎心脏组织中,父、母

本等位基因可能不存在明显的DNA甲基化差异.

梅山×大白６５日龄胚胎,目的 CpG 岛在胚胎

心脏组织中表现出高度甲基化水平,平均甲基化频

率为７６．４％.在随机１０个阳性克隆子中,仅克隆子

６呈现了低甲基化水平(４％),其他克隆子均发生高

度甲基化,甲基化频率在７０％以上(图４).由结果

推测,在梅山×大白６５日龄胚胎心脏组织中,父、母

本等位基因可能不存在明显的DNA甲基化差异.

大白×梅山１００日龄胚胎,目的CpG岛在胚胎

心脏组织中表现出高度甲基化水平,平均甲基化频

率为８０％;第９、１０、１２、１４、２３、２４、２５个 CG位点呈

现完全甲基化(１００％)(图５),与大白×梅山６５日

龄胚胎心脏组织的完全甲基化CG位点基本一致,

７７
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　注:●:示发生甲基化的 CpG 位点;○:示未发生甲基化的 CpG 位点;—:代表 AG.下图同.Note:●:MethylatedCpGsite;○:UnＧ

methylatedsite;—:AGsite．Thesameasfollow．

图３　MKRN３基因启动子CpG岛在大白×梅山６５日龄(DM６５)胚胎心脏的甲基化模式

Fig．３　MethylationmodelofMKRN３promoterCpGislandinYorkshire×Meishan６５dayembryo’sheart

图４　MKRN３基因启动子CpG岛在梅山×大白６５日龄(MD６５)胚胎心脏的甲基化模式

Fig．４　MethylationmodelofMKRN３promoterCpGislandinMeishan×Yorkshire６５dayembryo’sheart

图５　MKRN３基因启动子CpG岛在大白×梅山１００日龄(DM１００)胚胎心脏的甲基化模式

Fig．５　MethylationmodelofMKRN３promoterCpGislandinYorkshire×Meishan１００dayembryo’sheart

结果表明发育程度可能对大白 × 梅山杂交猪的

MKRN３基因启动子区CG位点的影响不大.
梅山×大白１００日龄胚胎,目的CpG岛在胚胎

心脏组织中表现出中等水平的甲基化(图６),平均

甲基化频率为３５．６％,但是相对于６５日龄正反杂交

胚胎心脏组织和大白×梅山１００日龄胚胎心脏组织

来说,总体甲基化频率偏低.克隆子４、５、１０未发生

甲基化,而克隆子２、６、７、９呈现高度甲基化,这可能

是因为这些克隆子来源于不同父母本染色体造成

的 ,并且初步说明在梅山×大白１００日龄胚胎心脏

８７
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图６　MKRN３基因启动子CpG岛在梅山×大白１００日龄(MD１００)胚胎心脏的甲基化模式

Fig．６　MethylationmodelofMKRN３promoterCpGislandinMeishan×Yorkshire１００dayembryo’sheart

中,DNA甲基化具有染色体偏好性.

3　讨　论

心脏是各器官、组织和细胞获得营养以及排除

废物的重要功能器官,所以遗传学上对猪胚胎心脏

的研究也越来越多,丰富了猪的生产繁殖性能相关

基因的研究.有研究发现,猪、鼠、人等哺乳动物在

早期的发育过程中(合子形成前后)基因组 DNA 发

生重编程,父源 DNA 在受精后被活化且进行去甲

基化过程,而母源 DNA 则被动地进行去甲基化过

程[９Ｇ１１].胚胎中的 DNA 在二细胞和囊胚阶段发生

大量的重新甲基化,这与胚胎基因组中物种特异性

基因转录的起始有关[１２].启动子区是RNA聚合酶

的结合区,参与特定基因转录及其调控,其结构直接

关系着转录的效率,因为启动子不仅控制着基因的

转录起始,而且还决定基因的表达强度[１３Ｇ１６].CpG
岛常位于转录调控区附近,尤其是基因的启动子区,

DNA甲基化指的就是CpG位点的胞嘧啶上添加了

甲基基团形成五甲基胞嘧啶,从而阻碍转录因子和

RNA聚合酶识别启动子,因此,CpG岛的甲基化水

平对基因的转录具有调控作用.
本试验所研究的 MKRN３基因是母系印记父

本表达[７],属于 M 蛋白家族,其物种间保守性及在

发育神经系统中的高表达表明,它在发育中扮演着

至关重要的角色[１７].MKRN３ 能引起人 PraderＧ
Willi综合症,影响机体的生长发育[５].MKRN３基

因在猪和兔中已被证实具有印记的保守性[１８Ｇ１９],且
猪 MKRN３基因的启动子在骨骼肌中趋于高度甲

基化状态[１９],但是其在猪心脏组织中的甲基化状态

尚未见报道.研究表明,启动子区CpG发生甲基化

后,转录因子与 RNA 聚合酶无法有效识别基因启

动子,导致基因转录水平下降甚至基因关闭,且该作

用是可逆的,在去甲基化后又能恢复此基因的表

达[２０].因此,启动子区甲基化水平对印记基因等位

基因的表达具有调控作用.本研究以梅山猪Ｇ大白

猪正反交胚胎(６５日龄、１００日龄)的心脏组织为研

究材料,通过重亚硫酸盐测序法检测猪 MKRN３基

因启动子CpG岛在胚胎心脏中的甲基化状态,探讨

猪MKRN３基因启动子区甲基化在不同发育时期、
不同杂交方式胚胎中的变化情况.

通过重亚硫酸盐测序,本研究发现目的CpG岛

的甲基化水平随着杂交方式的不同、发育时期的不

同,在胚胎心脏组织中具有差异.甲基化频率分析

显示,同一组织的每个克隆子之间存在差异,如梅

山×大白１００日龄胚胎心脏组织中某些克隆子未发

生甲基化,而其他呈现低甲基化,由于目的基因为母

本印记,推测这些非甲基化克隆子很可能来自父本

等位基因而甲基化克隆子可能来自母本等位基因.
在对１００日龄正反交胚胎心脏进行甲基化分析时,
发现正交与反交胚胎甲基化水平差异明显,甲基化

频率分别为８０％和３５．６％,说明父母本等位基因的

来源可能对等位基因的甲基化水平有一定影响,这
与我们前期在猪胚胎小肠中获得的结果一致[２１].
在对比分析６５日龄和１００日龄胚胎心脏甲基化水

平时,发现在不同杂交方式下,胚胎心脏 CpG 岛甲

基化水平随着发育日龄不同变化情况不一致,以大

白猪为父本、梅山猪为母本在不同日龄均表现出高

甲基化(７５．６％,８０％),这与之前报道的 MKRN３
基因在猪骨骼肌高度甲基化保持一致[１９].而以梅

山猪为父本、大白猪为母本时,６５日龄和１００日龄

甲基化水平具有差异性(７６．４％,３５．６％).说明在

胚胎发育不同时期,印记基因 MKRN３会发生不同

９７
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程度的DNA 甲基化或去甲基化过程.在第２０个

CG位点存在 AG 突变位点,可能与此处存在SNP
位点有关.同时,前期研究发现 MKRN３基因与猪

的内脂率和臀部膘厚具有一定的关系,而且在大白

猪和梅山猪的MKRN３位点存在差异,导致基因频

率不同[８],这可能就导致了正反交群体的 MKRN３
基因启动子区CpG岛的甲基化的差异.

综上所述,猪 MKRN３基因启动子区 CpG岛

在大白Ｇ梅山猪正反交６５日龄胚胎心脏中均呈现

高度 甲 基 化(７５．６％,７６．４％),但 是 胚 胎 发 育 到

１００日龄时,大白Ｇ梅山猪正交胚胎心脏具有高度

甲基化(８０％),而其反交胚胎心脏组织则具有中

等水平甲基化(３５．６％),说明父母本等位基因的来

源可能对等位基因的甲基化水平有一定影响,但
具体如何影响还需进一步的等位基因特异性甲基

化分析.
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MethylationpatternsofMKRN３promoter
CpGislandinporcineembryoheart

WANGLongmei１　ZHUZhekun１　WANGDong１

LIUYulan１　FUShulin１　DENGChangyan２　GUOLing１

１．HubeiKeyLaboratoryofAnimalNutritionandFeedScience,WuhanPolytechnicUniversity,

Wuhan４３００２３,China;

２．CollegeofAnimalSciencesandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity/

KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,BreedingandReproduction,

MinistryofEducation,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ToidentifythemethylationpatternoftheporcineMKRN３promoterCpGislandinthe
embryoheart,embryosofdays６５and１００ofgestationfromthereciprocalcrossesofYorkshireＧMeishan

pigwerecollected．Firstly,CpGislandinthepromoterregionofMKRN３waspredictedbyutilizingbioＧ
informaticsmethod,andprimerswasdesignedbasedonthispredictedCpGisland．Bisulfitesequencing
(BSP)wasutilizedtodetectmethylationlevelintheembryoheartfrom YorkshireＧMeishanreciprocal
crosses．Resultsshowedthat,intheheartfromembryoofdays６５,theCpGislandofporcineMKRN３
showedhighlevelofmethylation,with７５．６％from Yorkshire×Meishanand７６．４％from Meishan×
Yorkshire．Intheheartfromembryoof１００days,theCpGislandoftargetgeneshowedhighlevelof
methylation(８０％)fromYorkshire×Meishan,whilelowlevelofmethylation(３５．６％)from Meishan×
Yorkshirecrosses．ResultsaboveindicatedthatthemethylationpatternoftheporcineMKRN３promoter
CpGislandwouldchangeaccordingtothechangeofreciprocalcrossesanddevelopmentalstages．ForemＧ
bryoof６５days,reciprocalcrossesofYorkshireＧMeishanrepresentedhighmethylationlevel,butforemＧ
bryosof１００days,high methylationfrom Yorkshire×Meishanbutlow methylationfrom Meishan×
Yorkshirewereobserved,indicatingthatdeＧmethylationmighttakeplaceinthepaternalormaternalalＧ
lele,duringthelatestageofembryonicdevelopment．

Keywords　porcineembryo;MKRN３;CpGisland;DNA methylation;bisulfitesequencing
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