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摘要：黑素皮质素受体 $是在人类肥胖研究中发现的重要调节因子，参与调节动物的体重、采食量和能
量稳态，缺失 +,$-基因的突变纯合体小鼠出现遗传性肥胖。为了进一步揭示其群体遗传变异，寻找新
的遗传标记，本研究对野猪（1)& &2*(-+ )&&)*#2)&）+,$-基因进行了克隆（./01203 244/55670 87：9:())#*#）和
序列分析，并对所发现的错义突变进行了基于限制性内切酶 3#$;# 的 <,-=->?<分析。序列分析表明
野猪与民猪 +,$-基因的编码区序列完全相同，与大白猪相比存在 $个 @8<5；对 %$头野猪的酶切多态
性分析表明该突变位点是多态位点，并且 (种基因型的分布符合 A2B;C=D/60E/BF定律。结果表明，野猪
具有独特的遗传信息。
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黑素皮质素受体=$（T/P20747BQ60 B/4/RQ7B $，
+,$-），由单一外显子编码，含有 ((!个氨基酸
残基，具有 #个跨膜结构，是跨膜 .蛋白耦联受
体（.=RB7Q/60 47KRP/; B/4/RQ7B5，.<,-5）超家族的
成员之一［%］。+,$-大量存在于动物中枢神经
系统的各个区域中，包括大脑皮质、丘脑、下丘

脑、脑干和脊索［!］，能够通过中枢神经系统调节

体重，主要表现为抑制摄食，导致血糖、胰岛素

和瘦素水平降低，从而减少体脂、降低体重，在

动物的体重、能量稳态和采食量的调控中具有

重要作用。%^^# 年，AK5X2B 等［(］首次证明了
+,$-在能量平衡中的关键作用，即遗传敲除
+,$-基因（+,$-b c b）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。因



此，!"#$作为肥胖的重要调节因子倍受关注。
野猪（ !"# #$%&’( "##"%)$"#）是我国重要的资

源兽类之一，几乎分布于我国各地，随着人们生

活水平的提高，崇尚绿色成为饮食业发展的趋

势，现在驯养野猪和利用纯种野猪与优质纯种

家猪杂交，生产特色野猪已很普遍，特色野猪肉

因为具有肉味鲜美、口感好、营养丰富、野味特

色的优点而得到人们的青睐。本文以生长于黑

龙江小兴安岭的东北野猪为研究对象，对脂肪

性状的主效基因 !"#$ 进行克隆和多态性分
析，以期为野猪、家猪杂交育种提供分子水平的

理论支持。

! 材料与方法

!"! 实验动物 野猪（%#头）由牡丹江大海林
林场提供，取耳组织，用 &’(的酒精保存，常温
下带回实验室。

!"# $%&的提取、’()扩增与测序 )*+提
取：用酚,氯仿法提取基因组 )*+。-"$ 反应：
根据 ./01203 上提供的家猪 !"#$序列（序列
号：*!4%#%&5）设计一对引物，扩增野猪 !"#$
基因的全长编码区，序列如下：6：’7 +8. ++"
8"+ +"" "+8 "+" " 57，$：’7 88+ +8+ 8"8
."8 +.+ "++ +8" +"+ . 57。反应条件：9#:
变性 5; <，’’:退火 #’ <，&4:延伸 % =>0，5’个
循环。-"$产物的克隆与测序：随机挑选 4 个
个体进行 -"$扩增，扩增产物回收纯化后，连
接于 -!)%?,8载体，转化大肠杆菌 )@’!，各随
机挑取 5个阳性克隆，摇菌培养，送上海博亚生
物工程有限公司测序。

!"* ’()+),-’分子检测技术的建立 根据 4
个野猪 !"#$基因的测序结果建立了基于限制
性内切酶 *)+A"的 -"$,$6B-分子检测技术，
检测 %&% CD 处的变异在野猪中的分布情况。
酶切反应的终体积为 4;#E，含有限制性内切酶
*)+A" 5 F，在推荐的温度下酶切 4 G 后，用
4(的琼脂糖凝胶电泳检测。
!". 序列分析与数据处理 用 )*+!+*软件
进行同源性比对；利用蛋白质功能位点数据库

-$HIJ8K 对 蛋 白 的 结 构 域 进 行 预 测；用

-LMN-2L2= NMME软件进行氨基酸组成、等电点分
析；用 8!DL/A进行跨膜区分析。
统计参数包括：（%）基因频率；（4）基因型频

率；（5）基因频率方差 ,(%（-.）O
%
4+（-) P -)) Q

4-4
)），式中，,(% 表示方差，) 表示某一多态位点

的等位基因，-)、-))表示相应基因频率和基因型

频率的样本统计值，+ 表示样本数；（#）杂合度 *

O % Q!
/

) O %
-4

)，式中，/ 表示某一多态位点上的

等位基因数，)、-) 含义同（5）。采用 @RIJ!程
序（GNND：SS3LT0UGV=/AV W2E/V /ATSGX<>=S）对群体内
不同基因型分布进行 @2LAW,R/>0C/LY平衡的卡
方适合性检验。

$ GNND：SSXXXV /ZD2<WV MLYSNMME<SDLMND2L2=

% GNND：SSXXXV UGV /=C0/N V MLYS<M[NX2L/S8!DL/A— [ML=V GN=E

& GNND：SSXXXV /ZD2<WV U0SDLM<>N/

# 结 果

#"! 野猪/(.)基因的克隆和序列分析 猪
!"#$基因仅含有一个外显子，编码区序列长
度为 999 CD，本研究所设计的引物覆盖了整个
编码区。-"$扩增产物经过琼脂糖凝胶电泳检
测发现一条清晰明亮的区带，长度在 % 3C左右
（图 %：5、#泳道）。测序结果表明野猪 !"#$基
因编码区全长也是 999 CD，包含起始密码子
+8.和终止密码子 8++，编码 554 个氨基酸残
基的蛋白质。4个野猪之间的序列比对发现在
%&% CD处存在着一个错义突变：+S.转换导致
第 ’&位氨基酸发生了 JS!替代，并且该突变造
成了 *)+A"酶切位点的增减。利用 -LMN-2L2=
NMME$对编码氨基酸进行分析，发现 !"#$的分
子量为 5\ 9#\]& T，等电点为 &]%5\，碱性氨基酸
残基和酸性氨基酸残基的含量分别为 %&(。
8!DL/A%分析发现 !"#$多肽链含有 &个跨膜
结构（图 4，表 %），分数超过 ’;;的被认为非常
可靠。该突变位于第一个跨膜区内。利用蛋白

质功能位点数据库 -$HIJ8K&对野猪的 !"#$
编码氨基酸进行结构功能域分析，发现两个结
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构功能域和多个磷酸化位点（表 !），该处变异
不在这些功能域之内。

图 ! 野猪"#$%基因 !"#&!酶切示意图
’()*! +(),-.(/0 /1 "#$% 2(.3 !"#&!

数字表示泳道，其下面对应的字母表示基因型。"："#$%&$

’(!)))，*+& ,-./&$ 0,102#3&1 &4&23$56+5$&707 4#,& #,1 3+& 4&33&$7

8&$& 9&,53:6&;

图 4 5"67,&预测的野猪"#$%的 8个跨膜结构
’()*4 9,:,0 .7;0-<,<=7;0, &/<;(0- /1

"#$% 67,&(>.,& =? 5"67,&

表 ! 野猪"#$%跨膜区的区间位置
5;=@, 4 A/>;.(/0- /1 .7;0-<,<=7;0, &/<;(0- /1 "#$% (0 B(@& C/;7

跨膜区 *$#,7.&./$#,& < ! = > ? @ A

氨基酸位置 B.0,5 #2017 ?) C @D E< C <)= <!= C <>? <@@ C <EE <D! C !<> !>? C !@A !E! C =)>

表 $ !"#&!多态位点各参数值
5;=@, $ 9.;.(-.(> :;@D, /1 !"#&! 6/@?</763(> -(.,

基因型

F&,53:6&

统计数

G-./&$

基因型频率

F&,53:6& H$&I-&,2:

基因

F&,&

基因频率

F&,& H$&I-&,2:

基因频率方差

F&,& H$&I-&,2: J#$0#,2&

杂合度

K&3&$5L:95703:

BB A )M?)) ) B )M@AE @ )M)<
BN ? )M=?A < )M>=@ =
NN ! )M<>! E N )M=!< > )M)<

表 4 E7/-(.,预测的野猪"#$%的结构域

5;=@, 4 "/.(1- "#$% 67,&(>.,& =? E7/-(.,

结构域 "530H
氨基酸位置

B.0,5 #2017

A跨膜域受体（视紫红质家族）

A 3$#,7.&./$#,& $&2&635$（$+515670, H#.04:）
@< C =)!

F蛋白耦联受体家族 <结构域

FO6$53&0, 25-64&1 $&2&635$7 H#.04: < 6$5H04&
@< C =)!

FO蛋白耦联受体家族 <标记

FO6$53&0, 25-64&1 $&2&635$7 H#.04: < 709,#3-$&
<=? C <?<

4F4 野猪与家猪 "#$%的核苷酸和氨基酸序
列比较 将野猪与本实验室克隆的民猪、大白

猪 "P>Q的核苷酸和氨基酸序列进行同源性比
对，野猪和民猪的核苷酸组成完全相同；和大白

猪相比，存在 >个碱基的差异（表 =），其核苷酸

同源性为 DDM@R，氨基酸同源性为 DDM<R，并
且，所有变异都是转换，说明在 "P>Q基因突变
时存在着转换偏倚现象。

表 G 野猪与民猪、大白猪"#$%基因编码区的比较
5;=@, G 53, >/<6;7(-/0 /1 "#$% #+9 ;</0) B(@&

C/;7，"(0 E() ;0& H/7I-3(7,

核苷酸位置 G-24&5301& <A< <A? ??< A?E ED!

野猪 S041 N5#$ BTF * * * F
民猪 "0, U09 F* * * F
大白猪 V5$%7+0$& B P P P B

4FG 野猪"#$%基因的酶切多态性分析 对
<>头野猪 "P>Q 基因进行了基于限制性内切
酶 !"#1!的 UPQOQW(U分析，酶切后产生 = 种
基因型：酶切后只产生一条片段的，也就是在扩

增产物中不含有 !"#1!酶切位点的，命名为
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!!型；酶切后产生 "#" $%和 &’& $% ’条片段的
命名为 ((型；酶切后产生 "#" $%、&’& $%和 )))
$% *条片段的命名为 (!型（图 "）。各参数统
计值见表 +。!

’ 适合性检验表明 *种基因型在
野猪群体内的分布符合 ,-./012345$3.6平衡定
律（!

’ 7 89+#" :!
’
898;（’））。

! 讨 论

本研究根据 <35!-5=上登陆的家猪 >?+@
基因序列，设计出一对特异性引物，首次克隆了

野 猪 >?+@ 基 因（ <35$-5= -AA3BB4C5 DC：
EF*&&#G#），通过测序比对后找到一个新的多态
性酶切位点，并通过分析其在 "+头野猪中的分
布发现这是一个高度多态位点，为进一步揭示

>?+@基因的功能提供了基础。从表 +可以看
出 (基因频率明显高于 !基因，但两基因频率
方差相同，说明 (、!基因频率的差异可能是由
于抽样误差引起的，野猪群体内 (、!基因频率
在理论上应该相等；基因杂合度值接近 89;，表
明该位点属于多态位点。

>?+@是影响脂肪性状的一个主效基因，
早期的研究发现在猪 >?+@基因第 #跨膜结构
功能域的一个高度保守区内发生了错义突变

（<!(），由此产生 !"#!酶切位点的改变［+］。
?H35等［;］根据该位点的酶切多态性变化，对 )
个中国地方品种猪、+ 个法国引进品种猪以及
长白猪与蓝塘猪杂交产生的 I’ 代共约 G88 个
样本进行了 J?@1@IKJ 分析，发现该位点的突
变与背膘厚、生长率显著相关；刘桂兰等［G］的研

究也表明该 <!(突变有作为脂肪性状选择标
记的潜在价值。本研究在野猪中发现的 $%&/
"多态位点在家猪中是否也存在，是否和野猪
高瘦肉率、低脂肪的特点相关，能否成为一个新

的遗传标记来指导生产实践值得进一步研究。

过去，对家猪 >?+@基因的研究多集中在
第 #跨膜结构功能域的错义突变，通过检索没
有发现有关该 $%&/"多态位点的报道，提示了
野猪群体内有独特的遗传变异信息，具有很高

的应用潜力，为野猪、家猪杂交育种提供了分子

水平的可行性。

适合性检验表明 * 种基因型的分布符合
,-./012345$3.6平衡定律，但由于野猪采样困
难，样本量较小，该结果可能存在偏差。

")&&年肖增.［#］等在《辽宁动物志》里将
中国野猪按照地理分布划分为 ;个亚种：台湾
亚种（ ’() )*+,-" ."%/"&()）、川西亚种（ ’ L ) L
0,(1%&2&)%)）、新疆亚种（ ’ L ) L &%3+%12)）、华南亚
种（ ’ L ) L *4%+,5,&.()）和 东 北 亚 种（ ’ L ) L
())(+%*()）。本研究的野猪采自黑龙江小兴安
岭，在种属划分上应属于东北亚种。大量的研

究表明，家猪的起源大致可以分为欧洲野猪

（’ L ) L -2+()）和亚洲野猪（ ’ L ) L /%..".()）两大类，
本研究选择了我国的地方猪种东北民猪及欧洲

引进猪种大白猪 >?+@ 基因与所克隆的野猪
>?+@基因序列进行比对，发现野猪与民猪之
间不存在差异，与大白猪之间存在 +个单核苷
酸多态位点，从编码基因的角度说明野猪与民

猪的遗传距离近，与大白猪的遗传距离相对较

远，也为民猪的东北野猪起源提供了依据。
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