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鹌鹑 ＭＣ４Ｒ基因编码区群体遗传变异检测分析

查明恒，李明丽，兰国湘，鲁绍雄

（云南农业大学 动物科学技术学院，云南 昆明 ６５０２０１）

摘要：根据ＧｅｎＢａｎｋ数据库提供的鹌鹑黑素促黑素受体４（ＭＣ４Ｒ）基因序列，设计出５对扩增引物，采用
ＰＣＲＳＳＣＰ分段检测方法对朝鲜鹌鹑ＭＣ４Ｒ基因外显子区域的多态性进行了检测，并对存在多态性的 ＤＮＡ片
段进行了序列测定。ＳＳＣＰ分析的结果显示，第４号引物扩增的基因片段具有明显的多态性，并检测到了３种
基因型 （ＡＡ型，ＡＢ型，ＢＢ型）。将测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中鹌鹑ＭＣ４Ｒ基因序列进行比对，发现了一
个单核苷酸多态性 （ＳＮＰ）位点：８５５ｂｐ位点存在一个 Ｔ→Ｃ同义转换突变。基因型 ＡＡ，ＡＢ和 ＢＢ的频率分
别为０１９３３，０６８６７和０１２００；等位基因 Ａ和 Ｂ的频率分别为０５３６７和０４６３３；多态信息含量 （ＰＩＣ）
和杂合度 （Ｈ）分别为０３７３６和０４９７４；χ２检验的结果表明，该突变位点的基因频率未处于ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ
平衡状态 （Ｐ＜００１）。
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　　黑素促黑素受体－４（ＭＣ４Ｒ）属于黑素促黑
素家族的一员，ＭＣ４Ｒ具有介导瘦素 （ｌｅｐｔｉｎ）蛋
白的功能，是一个调节能量平衡与能量动态平衡

的重要信号分子［１］，具有控制动物食欲、体重和

能量代谢的作用［２］。１９９７年，ＨＵＳＺＡＲ等［３］对敲

除 ＭＣ４Ｒ基因的小鼠进行了研究，发现敲除
ＭＣ４Ｒ基因的小鼠出现遗传性肥胖，表现出多食、
胰岛素分泌过多、肥胖等症状。之后，国外学者

又对人 ＭＣ４Ｒ基因的多态性进行了研究，发现
ＭＣ４Ｒ基因的错义突变会使 ＭＣ４Ｒ功能失活，从
而导致肥胖症［４］。

在畜禽ＱＴＬ的检测研究中，ＭＣ４Ｒ基因常作
为影响畜禽生长及胴体性状的候选基因而加以研

究，美国学者对猪的 ＭＣ４Ｒ基因的错义突变研究
表明，ＭＣ４Ｒ基因编码区的一个错义突变，可引
起膘厚、体重和采食量的显著变化［５］。２００４年，
仇雪梅等［６］用杂交放射板将鸡的 ＭＣ４Ｒ基因定位
于２号染色体 （ｑ１２）上，为进一步研究禽类的
ＭＣ４Ｒ基因提供了理论基础。ＧｅｎＢａｎｋ数据库显
示，鹌鹑 ＭＣ４Ｒ基因仅有 １个外显子，全长
９９６ｂｐ，编码３３２个氨基酸。ＭＣ４Ｒ基因在其他畜
禽上已有大量研究报道，众多文献表明，ＭＣ４Ｒ
基因在不同物种乃至不同品种中都具有明显的多

态性，且基因突变后的基因型与生长性状和胴体

性状间存在着不同程度的关联。这为鹌鹑等研究

相对滞后的物种提供了重要的借鉴。本研究充分

借鉴其他动物尤其是在禽类上的研究成果，通过

基因分段 ＰＣＲＳＳＣＰ技术来检测鹌鹑 ＭＣ４Ｒ基因
的多态位点，以期为鹌鹑重要经济性状的基因检

测提供一定的基础和依据。

１　材料与方法

１１　试验动物
本文所用的试验动物为１５０只朝鲜鹌鹑 （公

母各半），在相同的饲料营养水平和环境条件下

进行饲养，４０日龄时屠宰，取肝脏样置于 －２０℃
保存备用。

１２　基因组ＤＮＡ提取
采用酚－氯仿法提取鹌鹑肝脏 ＤＮＡ，并用紫

外光度仪检测和用分光光度计进行浓度确认，将

ＤＮＡ浓度稀释到５０～１００ｎｇ／ｍＬ，－２０℃保存。
１３　引物设计和ＰＣＲ扩增

根据 ＧｅｎＢａｎｋ数据库提供的鹌鹑 ＭＣ４Ｒ基
因序列 （ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＧＱ８５９４６１），采用
ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５软件设计结合手工检验，进行分
段引物设计，设计出５对 ＰＣＲ扩增引物 （具体

序列见表１），引物由上海英骏生物技术有限公
司合成。

表１　鹌鹑ＭＣ４Ｒ基因分段扩增引物
Ｔａｂ１　ＳｅｇｍｅｎｔａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｏｆｑｕａｉｌＭＣ４Ｒｇｅｎｅ

引物序号

Ｎｏ．ｏｆｐｒｉｍｅｒ
引物序列

ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓ
位置／ｂｐ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

产物大小／ｂｐ
ｓｉｚｅｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ

退火温度／℃
ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

１
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′－ＡＡＡＡＧＧＡＧＧＡＴＴＴＣＡＧＡＧＧ－３′ －７０
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′－ＣＡＴＡＧＧＣＧＡＡＴＧＧＡＧＧＴ－３′ ２３４

３０４ ５３

２
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′－ＧＴＴＴＣＧＧＴＣＡＴＴＧＴＧＧＣ－３′ １８４
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′－ＴＧＧＴＡＣＴＧＧＡＧＧＧＣＡＴＡ－３′ ４７０

２８７ ５１５

３
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′－ＴＴＡＴＧＣＣＣＴＣＣＡＧＴＡＣＣ－３′ ４５３
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′－ＣＣＡＧＴＣＣＣＣＧＧＡＡＧＡＡＣ－３′ ６９５

２４３ ５５

４
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′－ＡＴＧＡＴＧＧＣＴＣＧＡＡＴＧＣＡ－３′ ６４６
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′－ＣＴＣＣＴＧＡＣＴＣＣＧＡＡＡＴＧ－３′ ９２１

２７６ ５０５

５ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′－ＣＣＣＣＴＡＣＡＡＴＣＣＴＴＡＣＴＧ－３′ ８１０ ２０４ ４７

　　ＰＣＲ扩增反应体系为５０μＬ，含有 Ｍｇ２＋的１０
×ｂｕｆｆｅｒ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，ｄＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）
２μＬ，上引、下引 （２０ｐｍｏｌ／ｍＬ）各为 ０５μＬ，
基因 组 ＤＮＡ模 版 １５μＬ，Ｔａｑ酶 （５Ｕ／μＬ）
０２μＬ。反应条件为９４℃预变性８ｍｉｎ，９４℃变性

４０ｓ，退火温度如表１所示，退火时间均为３５ｓ，
７２℃延伸４５ｓ，３５个循环结束后７２℃延伸８ｍｉｎ，
最后于４℃保存。扩增结果用１５％的琼脂糖凝胶
电泳，在 ＷＤ－９４１３Ｂ型凝胶成像分析仪中进行
检测。
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１４　ＳＳＣＰ检测分析和测序
将６μＬＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（９８％甲酰胺，００２５％

溴酚蓝，００２５％二甲苯 ＦＦ，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
（ｐＨ８０），２％甘油）与４μＬＰＣＲ产物充分混合，
９９℃变性１２ｍｉｎ，立即放入冰水混合物中里冰浴
５ｍｉｎ，使产物保持变性状态，之后，采用浓度为
１２％的非变性聚丙烯酰胺凝胶进行电泳。稳压
１１０Ｖ电泳１２ｈ后，采用银染显色方法进行检测。
根据ＳＳＣＰ检测的结果，不同基因型各随机挑选３
个样品，纯化后送南京金斯瑞生物科技公司，用

ＡＢＩ３７３０ＤＮＡ自动测仪器进行测序。测序结果采用
ＤＮＡＭＡＮ软件进行氨基酸序列比较。
１５　群体遗传变异分析

根据基因型检测结果，统计出３种基因型个
体数，计算出群体的基因型频率、等位基因频率、

多态信息含量 （ＰＩＣ）和杂合度 （Ｈ），并进行
ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验。

２　结果与分析

２１　ＰＣＲ扩增与ＳＳＣＰ检测
利用所设计的 ５对引物对鹌鹑的 ＤＮＡ进行

ＰＣＲ扩增，扩增产物经电泳检测，特异性良好，
扩增片段与预期片段大小一致，无杂带 （图１），
可进行ＳＳＣＰ分析。将５对引物所扩增的 ＰＣＲ产
物全部进行 ＳＳＣＰ分析，并在第４对引物检测中
发现了多态性，得到 ３种基因型，分别命名为
ＡＡ，ＡＢ，ＢＢ基因型，见图２。

２２　序列测定
将４号引物３种基因型产物进行测序的结果显

示，ＡＡ基因型与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的序列完全一
致，在８５５ｂｐ位点为Ｔ／Ｔ纯合子；而ＢＢ基因型在
第８５５ｂｐ位点为Ｃ／Ｃ纯合子，即与Ａ等位基因相
比，Ｂ等位基因发生了一个 Ｔ→Ｃ的转换 （图３），
ＡＢ基因型在第８５５ｂｐ位点为Ｔ／Ｃ杂合子。

２３　ＭＣ４Ｒ基因突变位点的遗传多态性
根据ＰＣＲＳＳＣＰ的基因型判定结果，统计出

群体的基因型频率、等位基因频率 （表 ２）。χ２

检验的结果显示，所分析的鹌鹑群体 ＭＣ４Ｒ基因
８５５ｂｐ处突变位点的基因频率未处于ＨａｒｄｙＷｅｉｎ
ｂｅｒｇ平衡状态 （Ｐ＜００１）。突变位点的多态信息
含量 （ＰＩＣ） 为 ０３７３６，杂 合 度 （Ｈ） 为
０４９７４，表明该群体在这一突变位点上的遗传多
态性较为丰富。

表２　ＭＣ４Ｒ基因的基因型频率与基因频率
Ｔａｂ２　ＧｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｇｅｎｅｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆＭＣ４Ｒ

基因型

ｇｅｎｏｔｙｐｅ

个体数

ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ

基因型频率

ｇｅｎｏｔｙｐｉｃ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

等位基因

ａｌｌｅｌｅ

基因频率

ｇｅｎｏｔｙｐｉｃ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

χ２值

χ２ｖａｌｕｅ

ＡＡ ２９ ０１９３３ Ａ ０５３６７

ＡＢ １０３ ０６８６７ ２１７４

ＢＢ １８ ０１２００ Ｂ ０４６３３

３　讨论

大量研究表明，ＭＣ４Ｒ基因在动物体内下丘
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脑、胰腺、胃均有表达［７］，具有控制食欲、调节

能量平衡的作用［８］。ＣＡＵＣＨＩ等［９］也通过全基因

组扫描实验发现人 Ｍ４ＣＲ基因与肥胖基因 （ＦＴＯ
基因）存在着关联，Ｍ４ＣＲ基因的变异会对 ＦＴＯ
基因的表达起到一定的影响。本研究首次采用

ＰＣＲＳＳＣＰ方法在鹌鹑 Ｍ４ＣＲ基因８５５ｂｐ位点发
现一个Ｔ→Ｃ单碱基转换，通过密码子比较，属
于同义突变。群体遗传变异分析的结果显示，所

分析的朝鲜鹌鹑群体在该突变位点上的遗传多态

性较为丰富。研究结果为进一步研究鹌鹑的遗传

多样性以及主要经济性状的候选基因提供了新的

遗传标记。

有关家禽 ＭＣ４Ｒ基因多态性与生长等经济性
状的关系，目前尚无确切的研究结论，尤其是在

鹌鹑上的研究更为鲜见。国内学者仇雪梅等［１０］对

中国农业大学隐性白羽鸡资源家系 Ｆ２代鸡群的
ＭＣ４Ｒ基因多态性进行了分析，发现 ＭＣ４Ｒ基因
在编码区６１ｂｐ位点发生了碱基的错义颠换突变
（Ｇ→Ａ），在编码区３１５ｂｐ位点发生了碱基的同
义颠换突变 （Ｇ→Ｔ）和３３６ｂｐ位点发生同义转
换突变 （Ｃ→Ｔ），通过最小二乘分析ＳＮＰｓ与胴体
性状的关系，３个变异位点的基因型与鸡的体重、
全净膛重、腿肉重等存在显著或极显著的关系。

陶勇等［１１］以京海黄鸡为试验材料，分析了 ＭＣ４Ｒ
基因在京海黄鸡群体中的多态性。结果表明，

ＭＣ４Ｒ基因编码区第６６２ｂｐ位点发生碱基错义颠
换突变 （Ｇ→Ｃ），在京海黄鸡中检测到了 ＡＡ、
ＡＢ和ＢＢ３种基因型，并发现不同基因型的京海
黄鸡在体重上差异极显著。通过众多关于 ＭＣ４Ｒ
基因的研究文献得知，ＭＣ４Ｒ基因在不同畜禽中
的突变位点及突变形式是不同的，其突变之后与

生长性状的关联性也不尽相同。从基因频率分布

的检验结果来看，本文所发现的鹌鹑 ＭＣ４Ｒ基因
８５５ｂｐ处突变位点的基因频率并未处于 Ｈａｒｄｙ
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态，预示着该位点可能与某些人
工选择的性状间存在着一定关联，这需要结合生

长性能等测定数据来进一步分析确认。
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