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　　摘要：为探讨黑素皮质素受体４（ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ－４，ＭＣ４Ｒ）基因多态性对波尔山羊生长性状的影响，对波尔
山羊ＭＣ４Ｒ基因进行了克隆测序，筛选多态性位点。结果表明：ＭＣ４Ｒ胞内３环基因片段存在２个碱基颠换，分别是
编码区６６３ｂｐ处Ｃ／Ａ颠换、６９３ｂｐ处 Ｃ／Ｔ颠换；其中 ６９３ｂｐ处 Ｃ／Ｔ存在于 Ｃｓｐ６Ⅰ酶切位点内，以此建立了基于
Ｃｓｐ６Ⅰ 酶切的ＰＣＲ－ＲＦＬＰ检测方法，并对１６３只波尔山羊进行检测分析；在受检波尔山羊中检测到ＣＣ、ＣＴ２种基因
型，２种基因型在波尔山羊各月龄体重方面差异均不显著，且在群体中表现为低度多态，群体遗传杂合度较低，表明
Ｃ６９３Ｔ位点在波尔山羊群体中的遗传一致性较高。
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　　黑素皮质素受体－４（ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ－４，ＭＣ４Ｒ）分
布于动物脑组织和肾上腺髓质，是从动物下丘脑腹内侧核分

泌的一种肽类物质［１］，其主要作用是通过与脑部分泌的天然

内源配体 α－促黑激素（α－Ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，
α－ＭＳＨ）结合，从而抑制体重增加［２］。１９９３年 Ｇａｎｔｚ等最先
克隆出人的ＭＣ４Ｒ基因，并将其定位于人染色体１８ｑ２１．３［３］。
１９９７年Ｈｕｓｚａｒ等首次证明了 ＭＣ４Ｒ在能量平衡中的关键作
用，即遗传敲除 ＭＣ４Ｒ基因的小鼠出现遗传性肥胖，表现多
食、肥胖、胰岛素分泌过多等症状［４－５］。此后又有大量研究发

现，ＭＣ４Ｒ在家畜的背膘厚、日增重、采食量等生长性状中具
有重要生物学活性，可作为选择动物生长性状的遗传标记。

本研究对波尔山羊 ＭＣ４Ｒ基因进行了克隆和测序，寻找波尔
山羊ＭＣ４Ｒ基因的多态性位点，分析其多态性与波尔山羊体
重的关联，以期为山羊分子育种提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１６３只波尔山羊样本由江苏省农业科学院六合动物实验

基地统一饲养管理，营养水平以及管理水平保持一致。各月

龄波尔山羊体重资料均由该基地提供。对各个体采集耳组织

样，置冰桶中带回实验室，－２０℃保存。
１．２　组织ＤＮＡ提取

组织样ＤＮＡ的提取采用酚／仿抽提法，ＴＥＢｕｆｆｅｒ溶解后
－２０℃保存。

１．３　ＭＣ４Ｒ基因扩增
根据ＧｅｎＢａｎｋ：ＥＵ６２２８５３．２设计引物。上游引物序列：

ＴＣＣＡＡＧＴＧＡＴＧＣＣＧＡＣＣＡＧ，下游引物序列：ＣＴＧＧＧＣＡＣＴ
ＧＣＴＴＣＡＣＡＴＣ。ＰＣＲ反应总体系２０μＬ，含模板 ＤＮＡ６０ｎｇ，
５Ｕ／ＬＴａｑ聚合酶 ０．２μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．４μＬ，
１０μｍｏｌ／Ｌ引物各０．６μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．２μＬ，１０×缓冲
液２μＬ，添加灭菌双蒸水至２０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃预
变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，
３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．４　克隆与测序

ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测，随机选取１０只波
尔山羊的 ＰＣＲ产物用 ＴａＫａＲａ胶回收试剂盒回收后与
ＰＭＤ－１９Ｔ载体连接，１６℃培养过夜，转化到大肠杆菌感受
态细胞中，３７℃培养１６ｈ，挑阳性克隆送上海英骏公司测序。
１．５　突变位点筛选

将１１个阳性克隆的测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ序列对比，确定
突变位点。

１．６　ＰＣＲ－ＲＦＬＰ分析
１．６．１　目的基因扩增　根据测序结果选择其中一个突变位
点（位于Ｃｓｐ６Ⅰ识别序列内），设计１对引物扩增 ＭＣ４Ｒ基因
Ｃｓｐ６Ⅰ位点上游１５８ｂｐ，下游８０ｂｐ，共２３８ｂｐ序列，上游引物
序列为 ＧＴＧＴＣＧＧＧＣＧＴＣＴＴＧＴＴＣ，下游引物序列为 ＡＧ
ＣＡＧＡＣＧＡＣＧＡＡＧＡＣＣＣ。ＰＣＲ反应总体系为２０μＬ，含模板
ＤＮＡ６０ｎｇ，５Ｕ／ＬＴａｑ聚合酶 ０．２μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
０．４μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物各０．６μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．２μＬ，
１０×缓冲液２μＬ，添加灭菌双蒸水至２０μＬ。ＰＣＲ反应程序：
９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５９℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１５ｓ，３５个循环。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙
锭（ＥＢ）染色检测扩增结果。
１．６．２　基因型的确定　采用Ｃｓｐ６Ⅰ对ＰＣＲ扩增产物进行酶
切。酶切反应体系１６μＬ，含 ＰＣＲ产物４μＬ，１０Ｕ／ＬＣｓｐ６Ⅰ
０．５μＬ，１０×缓冲液１μＬ，灭菌双蒸水１０．５μＬ。３７℃酶切
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３ｈ。均用３％琼脂糖凝胶电泳检测酶切产物，ＥＢ染色，培清
ＪＳ－７８０全自动凝胶成像分析仪进行成像分析。ＣＣ基因型
得到２３８ｂｐ的１个片段，ＣＴ基因型得到８０、１５８、２３８ｂｐ等３
个片段。

１．７　数据分析
对不同基因型的山羊体重体尺资料采用 ＳＰＳＳ软件的

Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ－ＳａｍｐｌｅｓＴＴｅｓｔ工具进行关联分析。

２　结果与分析

２．１　ＭＣ４Ｒ基因片段的扩增
对１０只波尔山羊 ＤＮＡ模板分别进行 ＭＣ４Ｒ基因片段

ＰＣＲ扩增，在１４００ｂｐ左右得到１条特异性条带（图１），与预
期结果一致。

２．２　测序筛选多态位点
将１０只波尔山羊ＤＮＡ模板扩增得到的ＭＣ４Ｒ基因片段

克隆后进行测序，测序结果表明在 ＭＣ４Ｒ胞内３环基因片段
发现２个点突变，６６３ｂｐ处 Ｃ／Ａ单碱基颠换（图２），６９３ｂｐ
处Ｃ／Ｔ单碱基颠换（图３）。经分析６９３ｂｐ处 Ｃ／Ｔ变异处于
Ｃｓｐ６Ⅰ酶切位点内。

２．３　ＰＣＲ－ＲＦＬＰ检测方法的建立
对１６３只波尔山羊样本进行ＰＣＲ扩增，在２３８ｂｐ左右得

到１条特异性条带（图４），与预期结果一致。采用限制性内
切酶Ｃｓｐ６Ⅰ对ＰＣＲ扩增产物进行消化，结果出现 ２种基因
型，分别命名为ＣＣ、ＣＴ。ＣＣ基因型得到２３８ｂｐ１个片段（图
５，泳道２、３）；ＣＴ基因型得到２３８、１５８、８０ｂｐ３个片段（图５，
泳道１、４）。

２．４　ＭＣ４Ｒ基因群体遗传学分析
２．４．１　基因型频率在波尔山羊群体中的分布　在１６３只受
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试波尔山羊中，以 ＣＣ基因型居多，占 ７８．５％；ＣＴ基因型较
少，占２１．５％（表１）；Ｃ为优势基因。
２．４．２　遗传特性分析　由表１可见，Ｃ６９３Ｔ位点在波尔山羊
群体中均表现为低度多态［多态信息含量（ＰＩＣ）＜０．２５）］，而
且群体遗传杂合度较低，表明该多态位点在波尔山羊群体中

的选择潜力不大，遗传一致性较高。

２．５　不同基因型对波尔山羊体重的影响
对受检波尔山羊 Ｃ６９３Ｔ位点２种基因型的山羊体重进

行ｔ检验，结果表明各月龄山羊体重差异均不显著（表２）。

表１　波尔山羊ＭＣ４Ｒ基因Ｃ６９３Ｔ位点的基因型和等位基因频率及遗传多样性

群体
样本数

（只）

基因型比例（％） 等位基因比例（％）
ＣＣ ＣＴ Ｃ Ｔ

多态信

息含量
杂合度

有效等

位基因数

波尔山羊 １６３ ７８．５ ２１．５ ８９．３ １０．７ ０．１７３ ０．１９２ １．２３７

表２　波尔山羊ＭＣ４Ｒ基因Ｃ６９３Ｔ位点不同基因型的体重

基因型
初生重

（ｋｇ）
１月龄重
（ｋｇ）

３月龄重
（ｋｇ）

６月龄重
（ｋｇ）

９月龄重
（ｋｇ）

周岁龄重

（ｋｇ）

ＣＣ ３．３０±０．０４ ７．５０±０．１８ １３．８８±０．３５ ２０．９１±０．４８ ２９．１１±０．７１ ４９．６５±１．５９
ＣＴ ３．２９±０．０９ ７．３５±０．３５ １３．９０±０．６４ ２１．２７±１．１７ ２７．５２±１．０４ ４５．０９±２．５６

基因型
１周龄重
（ｋｇ）

１月龄日增重
（ｇ）

３月龄日增重
（ｇ）

６月龄日增重
（ｇ）

９月龄日增重
（ｇ）

周岁日增重

（ｇ）

ＣＣ ４．４５±０．１１ １４０．３６±４．７９ １１７．８３±３．６６ ９７．９９±２．６３ ９４．０７±３．０３ １２６．３６±４．３０
ＣＴ ４．５６±０．１５ １３４．８６±１０．４６ １１７．９３±６．４９ ９９．６７±６．５０ ８９．６３±３．７５ １１４．２５±７．０８

３　结论与讨论

大量研究表明，ＭＣ４Ｒ基因在动物采食和能量平衡调控
中起关键作用，目前已发现猪、牛、兔、犬、鸡等动物的 ＭＣ４Ｒ
基因存在与体重性状相关的 ＳＮＰｓ。Ｋｉｍ等首次报道 ＭＣ４Ｒ
基因Ａｓｐ２９８Ａｓｎ突变与猪的背膘厚、生长速度、采食量显著相
关［６］。刘洪瑜等发现，牛的ＭＣ４Ｒ基因１０６９Ｃ／Ｇ突变显著影
响了体斜长及胸围［７］。蒋美山等对兔 ＭＣ４Ｒ基因２３７ｂｐ处
Ａ／Ｇ突变的研究显示，该位点显著影响兔体重、全净膛重、饲
料转化率［８］。张轶博等发现，比格犬ＭＣ４Ｒ基因２２６ｂｐ处的
Ｃ／Ａ变异与体重显著相关［９］。仇雪梅等发现，ＭＣ４Ｒ基因５′
调控区和编码区的 ４个突变对鸡体重、屠体性状有显著影
响［１０］。曾献存等发现，不同ＭＣ４Ｒ基因的中国美利奴羊体斜
长和腰角宽差异显著［１１］。但山羊 ＭＣ４Ｒ基因多态性及其与
生产性状关联分析未见报道。

已有研究显示，ＭＣ４Ｒ的胞内３环对于 ＭＣ４Ｒ与 Ｇ蛋白
的偶联活性十分重要［１２］。通过克隆测序，本研究发现波尔山

羊 ＭＣ４Ｒ胞内 ３环基因片段存在 ２个 ＳＮＰｓ，即 Ｃ６６３Ａ、
Ｃ６９３Ｔ，均为无义突变，不引起氨基酸的改变。其中６９３ｂｐ处
的Ｃ／Ｔ单碱基颠换导致产生限制性内切酶 Ｃｓｐ６Ⅰ识别位点，
据此建立了该 ＳＮＰ位点的 ＰＣＲ－ＲＦＬＰ检测方法。通过对
１６３只波尔山羊检测发现，只检测出２种基因型，以 ＣＣ型居
多，ＣＴ型较少，Ｃ为优势基因。ｔ检验表明，检测出的２种基
因型在受检波尔山羊各月龄体重方面差异均不显著，且该位

点在波尔山羊群体中表现为低度多态（ＰＩＣ＜０．２５），说明其
在波尔山羊群体中的选择潜力不大。但该位点在波尔山羊群

体中是否均只存在 ２种基因型及其对体重的影响，以及
Ｃ６６３Ａ位点对体重、体尺性状的影响，还须要进一步研究。
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