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犅犕犘１５外显子１犛犖犘狊检测及其与邵伯鸡母系

产蛋性状的关联性分析

李春苗，黎寿丰，赵振华，黄华云，薛龙岗

（中国农业科学院家禽研究所，扬州２２５１２５）

摘　要：本研究旨在阐明骨形态发生蛋白１５（Ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１５，ＢＭＰ１５）基因多态性与邵伯鸡母系产

蛋性状之间的关系，为鸡繁殖性状的标记辅助选择提供科学依据。采用ＰＣＲＲＦＬＰ技术检测２６１只邵伯鸡母系

犅犕犘１５的基因多态性，用最小二乘法分析该基因多态性与邵伯鸡母系产蛋性状的关系。发现犅犕犘１５基因外显子

１序列中存在３个多态位点Ｃ３９７Ｔ、Ａ４７４Ｇ和Ｃ５９４Ｔ，其中Ｃ３９７Ｔ位点Ｃ→Ｔ的突变使亮氨酸变为苯丙氨酸，经

ＲＦＬＰ检测，３个多态位点均发现３种基因型。χ
２ 检验表明，邵伯鸡母系在这３个位点均处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平

衡。用最小二乘法分析这３个位点的多态性与邵伯鸡母系产蛋性状之间的关系，结果发现，Ｃ３９７Ｔ位点ＴＴ基因

型个体的开产日龄显著早于ＣＴ型个体（犘＜０．０５），ＴＴ型个体的３００日龄产蛋数显著高于ＣＴ型个体（犘＜０．０５）；

Ａ４７４Ｇ位点ＡＡ、ＡＧ和ＧＧ型个体间的各性状差异均不显著（犘＞０．０５）；Ｃ５９４Ｔ位点ＣＣ型个体的开产日龄显著

早于ＣＴ与ＴＴ型个体。３个位点的合并基因型ＴＴＡＡＴＴ对开产日龄、开产体质量、开产蛋质量、３００日龄平均蛋

质量、３００日龄产蛋数均有显著影响（犘＜０．０５）。对于邵伯鸡母系而言，ＴＴＡＡＴＴ是最有利基因型，本研究结果初

步表明，犅犕犘１５基因合并基因型ＴＴＡＡＴＴ可以作为邵伯鸡母系产蛋性状潜在的ＤＮＡ分子标记。
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　　骨形态发生蛋白１５（Ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏ

ｔｅｉｎ１５，ＢＭＰ１５）是β转化生长因子（ＴＧＦβ）超家

族的成员，该家族成员大多数与哺乳动物的繁殖机

能调节有关［１３］。犅犕犘１５基因是一种在卵巢中特

异表达的卵母细胞衍生因子［４］，许多研究表明，

犅犕犘１５基因对卵泡发育、优质卵泡的选择及排卵

等雌性生殖过程的许多环节都起着关键作用［５７］，通

过旁分泌的信号转导通路，促使卵泡细胞进行有丝

分裂和卵泡分化的发育过程［８１０］。Ｐａｓｑｕａｌｅ等
［１１］研

究发现，人类卵巢犅犕犘１５基因突变导致卵巢发育

不全引起高促性腺激素性卵巢衰竭。Ｃｈｅｎｇ等
［１２］

研究发现，人类犅犕犘１５基因可以作为一个卵子发

生标记跟踪人类羊水肝细胞分化成卵母细胞样细胞

的过程。Ｙａｎ等
［１３］通过基因敲除试验已经证实，小

鼠缺乏 犅犕犘１５基因将引发生殖障碍。Ｊｕｅｎｇｅｌ

等［１４］研究发现对母羊的犅犕犘１５基因进行免疫可

能造成卵泡过早的黄体化，并对下次的排卵有所限

制。Ｇａｌｌｏｗａｙ等
［１５］研究发现，羊犅犕犘１５基因部分

功能缺失导致排卵率上升，但当母绵羊犅犕犘１５基

因发生Ｉｎｖｅｒｄａｌｅ和 Ｈａｎｎａ突变导致犅犕犘１５基因

功能丧失时，将直接影响卵泡生成和发育，因此推测

该因子可能是排卵数和产仔数的主要决定基因。

犅犕犘１５基因在卵生类动物中的研究比较少，直到

２００７年，Ｅｌｉｓ等
［１６］利用原位杂交和实时定量 ＲＴ

ＰＣＲ技术检测到犅犕犘１５基因在母鸡的卵泡中特定

表达，但排卵后，表达量逐渐下降；人工抑制卵巢中

犅犕犘１５基因的作用，发现类固醇合成急性调节蛋

白减少，因此推断犅犕犘１５基因对母鸡的繁殖力起

着关键作用。但到目前为止，还没有关于犅犕犘１５

基因与母鸡产蛋性状关联性的相关报道。

邵伯鸡是中国农业科学院家禽研究所选育的具

有青胫、麻羽特征的优质肉鸡配套系，其母系为矮小

型青胫麻羽品系。本研究以邵伯鸡母系母鸡为对

象，以犅犕犘１５基因为候选基因，分析其ＳＮＰｓ及其

产蛋性状间的关系，以期为邵伯鸡母系产蛋性状分

子标记辅助选择积累理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　材料　　在完全相同的饲养管理条件下采

用个体笼养方式饲养并记录和统计邵伯鸡母系开产

日龄、开产体质量、开产蛋质量、３００日龄平均蛋质

量和３００日龄产蛋数。于３００日龄时，在大群中随

机选取母系母鸡２６１只，翅下静脉采血１．５ｍＬ，用

柠檬酸葡萄糖抗凝，－２０℃冻存、备用。

１．１．２　主要试剂　　犜犪狇ＤＮＡ聚合酶购自北京全

式金生物技术有限公司、ｄＮＴＰｓ购自北京天根生物

技术有限公司，犈犪狉Ⅰ、犎犪犲Ⅱ和犃犾狑２１Ｉ限制性内

切酶均购自 ＭＢＩ公司。

１．２　方法

１．２．１　基因组ＤＮＡ提取　　用酚氯仿抽提法提

取基因组 ＤＮＡ，溶于 ＴＥ缓冲液（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０），１ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＥＤＴＡ （ｐＨ８．０）），

４℃保存。用紫外分光光度计和０．８％琼脂糖凝胶电

泳检测基因组 ＤＮＡ的纯度，并估计其含量，稀释

ＤＮＡ样品至５０ｎｇ·μＬ
－１。

１．２．２　引物设计　　根据ＧｅｎＢａｎｋ上公布的原鸡

犅犕犘１５基因 ＤＮＡ 序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＣ＿

００６０９１），用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计１对长５１７ｂｐ的

引物，由上海生工生物技术有限公司合成。

６２８１
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上游引物：５′ＧＧＧＴＴＴＴＡＧＣＣＣＴＧＡＴＣＴＴ

ＧＣＡＣＴＣ３′；下 游 引 物：５′ＡＴＣＡＣＣＣＡＴＴＧＣ

ＣＡＣＣＡＣＣＴＴＡＣＣＴ３′。

１．２．３　ＰＣＲ扩增　　ＰＣＲ扩增体系为２５μＬ：１０×

ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ，１０μｍｏｌ·Ｌ
－１上下游引物各

１．０μＬ，２ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ｄＮＴＰｓ２．０μＬ，５Ｕ·μＬ

－１

犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，５０ｎｇ·μＬ
－１ＤＮＡ模板

１．０μＬ，加超纯水至２５μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９４℃

预变性５ｍｉｎ；然后９４℃变性１ｍｉｎ，５８℃复性３０

ｓ，７２℃延伸１５ｓ，３５个循环；最后７２℃延伸１０

ｍｉｎ；４ ℃保存。产物用１．５％琼脂糖凝胶电泳

检测。

１．２．４　ＰＣＲ产物测序及ＳＮＰｓ位点分析　　将

ＰＣＲ产物送至上海英俊生物有限公司 ＡＢＩ３７３０测

序仪测序，用ＤＮＡＳｔａｒ和Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件分析测序

结果，确定ＳＮＰｓ位点及酶切位点。

１．２．５　酶切及基因型统计　　酶切的反应体系为２０

μＬ：ＰＣＲ扩增产物７μＬ，限制性内切酶０．５μＬ，１０×

缓冲液２．０μＬ，加超纯水至２０μＬ，犈犪狉Ⅰ、犎犪犲Ⅱ和

犃犾狑２１Ｉ均用３７℃过夜消化，３％琼脂糖凝胶电泳检

测，用ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ
ＴＭ２２００ａｎｄ１２２０Ｄｏｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ａｎｄＡｎａｌｙｓｉｓＳｙｓｔｅｍｓ（ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈＣｏｒｐｏｒａ

ｔｉｏｎ，ＳａｎＬｅａｎｄｒｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）拍照和分析，统计基

因型。

１．２．６　群体遗传学分析　　基因频率：在１个基因

座位上具有２个等位基因的情况下，基因频率计算

公式［１７］：

狆＝
２狀犃犃 ＋狀犃犅

２（狀犃犃 ＋狀犃犅 ＋狀犅犅）
；

狇＝
２狀犅犅 ＋狀犃犅

２（狀犃犃 ＋狀犃犅 ＋狀犅犅）

其中：狆是等位基因Ａ的基因频率，狇是等位基

因Ｂ的基因频率，狀犃犃、狀犃犅、狀犅犅分别是群体中基因型

ＡＡ、ＡＢ和ＢＢ型的个体数。

群体杂合度（Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，Ｈ）：由等位基因

频率计算杂合度的公式［１８］：

群体内某一位点平均杂合度犎 ＝１－∑
狀

犻＝１

狆
２
犻

其中：犎 为某一位点的杂合度，狆犻为某一位点

上第ｉ个等位基因频率，狀为某一位点的等位基

因数。

多态信息含量（Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎ

ｔｅｎｔ，犘犐犆）：犘犐犆 可根据Ｂｏｓｔｅｉｎ等的公式进行计

算［１９］。一个标记在群体中的ＰＩＣ值是根据其等位

基因的频率来计算的。

犘犐犆＝１－∑
狀

犻＝１

犘２犻 －∑
狀－１

犻＝１
∑
狀

犼＝犻＋１

２犘２犻犘
２
犼

其中：狀为等位基因数目，狆犻和狆犼分别为第ｉ

和第ｊ个等位基因在群体中的频率。

１．２．７　基因型与繁殖性状的关联分析　　配合下

列模型进行最小二乘分析，比较邵伯母系母鸡的繁

殖性状在各基因型之间的差异。

狔犻犼犽＝μ＋犌犽＋犲犻犼犽

其中：狔犻犼犽为各繁殖性状指标；μ为群体均值；犌犽

为第犽种基因型的固定效应，犽＝１，２，３；犲犻犼犽犾为随机

残差效应。用ＳＡＳ（Ｖ８．１２）的ＧＬＭ（ＧｅｎｅｒａｌＬｉｎｅ

ａｒＭｏｄｅｌ）过程完成。

２　结　果

２．１　测序及序列分析

随机抽取２０个样本进行ＰＣＲ扩增，将ＰＣＲ产

物混合样进行测序，结果（图１）发现，犅犕犘１５基因

外显子１有３个位点发生突变，分别为犅犕犘１５基

因ＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＣ＿００６０９１）中第

３９７ｂｐ处Ｃ→Ｔ的突变导致犈犪狉Ⅰ酶切位点的产

生，并导致亮氨酸变为苯丙氨酸；第４７４ｂｐ处Ａ→Ｇ

的突变导致犎犪犲Ⅱ酶切位点的产生，但没有导致氨

基酸发生变化；第５９４ｂｐ处 Ｃ→Ｔ 的突变导致

犃犾狑２１Ⅰ酶切位点的消失，也没有导致氨基酸发生

变化。

２．２　多态位点酶切

２．２．１　ＢＭＰ１５基因外显子１Ｃ３９７Ｔ位点犈犪狉Ⅰ

酶切　　Ｃ３９７Ｔ位点犈犪狉Ⅰ酶切的ＰＣＲ扩增产物

为５１７ｂｐ，根据电泳图和测序结果综合分析，共有３

种基因型：ＣＣ（４６７ｂｐ／５０ｂｐ）、ＣＴ（４６７ｂｐ／２７１ｂｐ／

１９６ｂｐ／５０ｂｐ）和ＴＴ（２７１ｂｐ／１９６ｂｐ／５０ｂｐ），其中，

由于５０ｂｐ片段太小，在电泳时跑出胶外，故在酶切

图上没有表现出来，结果见图１。

２．２．２　犅犕犘１５基因外显子１Ａ４７４Ｇ位点犎犪犲Ⅱ

酶切　　Ａ４７４Ｇ位点犎犪犲Ⅱ酶切的ＰＣＲ扩增产物

为５１７ｂｐ，根据电泳图和测序结果综合分析，共有３

种基因型：ＡＡ（５１７ｂｐ）、ＡＧ（５１７ｂｐ／３２１ｂｐ／１９６

ｂｐ）和ＧＧ（３２１ｂｐ／１９６ｂｐ），结果见图２。

２．２．３　犅犕犘１５基因外显子１Ｃ５９４Ｔ位点犃犾狑２１Ⅰ

酶切　　Ｃ５９４Ｔ位点犃犾狑２１Ⅰ酶切的ＰＣＲ扩增产

物为５１７ｂｐ，根据电泳图和测序结果综合分析，共
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Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．基因型ＣＣ；２、３．基因

型ＴＴ；４、５．基因型ＣＴ

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＩ；１．ＣＣｇｅｎｏｔｙｐｅ；２，３．ＴＴｇｅｎｏｔｙｐｅ；

４，５．ＣＴｇｅｎｏｔｙｐｅ
图１　犅犕犘１５基因外显子１犈犪狉Ⅰ酶切结果

犉犻犵．１　犅犪狀犱狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犲狓狅狀１狅犳犅犕犘１５犵犲狀犲犱犻犵犲狊狋犲犱

犫狔犈犪狉Ⅰ

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；３、６．基因型ＡＡ；２、５．基

因型ＧＧ；１、４．基因型ＡＧ

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＩ；３，６．ＡＡｇｅｎｏｔｙｐｅ；２，５．ＧＧｇｅｎｏ

ｔｙｐｅ；１，４．ＡＧｇｅｎｏｔｙｐｅ
图２　犅犕犘１５基因外显子１犎犪犲Ⅱ酶切结果

犉犻犵．２　犅犪狀犱狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犲狓狅狀１狅犳犅犕犘１５犵犲狀犲犱犻犵犲狊狋犲犱

犫狔犎犪犲Ⅱ

有３种基因型：ＣＣ（２７１ｂｐ／１７０ｂｐ／７６ｂｐ）、ＣＴ（３４７

ｂｐ／２７１ｂｐ／１７０ｂｐ／７６ｂｐ）和ＴＴ（３４７ｂｐ／１７０ｂｐ），

结果见图３。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；２、３．基因型ＣＣ；５．基因

型ＴＴ；１、４．基因型ＣＴ

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＩ；２，３．ＣＣｇｅｎｏｔｙｐｅ；５．ＴＴｇｅｎｏｔｙｐｅ；

１，４．ＣＴｇｅｎｏｔｙｐｅ
图３　犅犕犘１５基因外显子１犃犾狑２１犐酶切结果

犉犻犵．３　犅犪狀犱狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犲狓狅狀１狅犳犅犕犘１５犵犲狀犲犱犻犵犲狊狋犲犱

犫狔犃犾狑２１犐

２．３　犅犕犘１５基因犆３９７犜、犃４７４犌和犆５９４犜变异的

遗传特性分析

　　邵伯鸡母系犅犕犘１５基因外显子１Ｃ３９７Ｔ、

Ａ４７４Ｇ和Ｃ５９４Ｔ３个位点的等位基因频率和基因

型频率统计结果见表１，３个位点合并基因型和配子

频率见表２。对３个位点进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平

衡检测见表３。

表１　犅犕犘１５基因外显子１的等位基因频率和基因型频率

犜犪犫犾犲１　犃犾犾犲犾犲犪狀犱犵犲狀狅狋狔狆犲犳狉犲狇狌犲狀犮犻犲狊狅犳犲狓狅狀１狅犳犅犕犘１５犵犲狀犲

多态位点

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｓｉｔｅ

限制性内切酶

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

个体数

Ｎｏ．ｏｆｓａｍｐｌｅｓ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

等位基因

Ａｌｌｅｌｅ

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ｃ３９７Ｔ 犈犪狉Ⅰ

Ｃ３９７Ｃ ５４ ０．２０６９ Ｃ ０．４３８７

Ｃ３９７Ｔ １２１ ０．４６３６ Ｔ ０．５６１３

Ｔ３９７Ｔ ８６ ０．３２５９

Ａ４７４Ｇ 犎犪犲Ⅱ

Ａ４７４Ａ ４８ ０．１８３９ Ａ ０．４５５９

Ａ４７４Ｇ １４２ ０．５４４１ Ｇ ０．５４４１

Ｇ４７４Ｇ ７１ ０．２７２０

Ｃ５９４Ｔ 犃犾狑２１Ⅰ

Ｃ５９４Ｃ ８５ ０．３２５７ Ｃ ０．５４６０

Ｃ５９４Ｔ １１５ ０．４４０６ Ｔ ０．４５４０

Ｔ５９４Ｔ ６１ ０．２３３７
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　１１期 李春苗等：犅犕犘１５外显子１ＳＮＰｓ检测及其与邵伯鸡母系产蛋性状的关联性分析

表２　犅犕犘１５基因外显子１犆３９７犜、犃４７４犌和犆５９４犜联合位点基因频率和配子频率

犜犪犫犾犲２　犌犲狀狅狋狔狆犲犪狀犱犵犪犿犲狋犲狋狔狆犲犳狉犲狇狌犲狀犮犻犲狊犫犪狊犲犱狅狀犆３９７犜、犃４７４犌犪狀犱犆５９４犜狊犻狋犲狊狅犳犲狓狅狀狊２狅犳犅犕犘１５犵犲狀犲

合并基因型

Ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｇｅｎｏｔｙｐｅ

个体数

Ｎｏ．ｏｆｓａｍｐｌｅｓ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

等位基因

Ａｌｌｅｌｅ

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

Ｃ３９７ＣＡ４７４ＧＣ５９４Ｃ １２ ０．０４６０ ＣＡＣ ０．０８３３

Ｃ３９７ＣＡ４７４ＧＣ５９４Ｔ １３ ０．０４９８ ＣＡＴ ０．０９１０

Ｃ３９７ＣＡ４７４ＧＴ５９４Ｔ １２ ０．０４６０ ＣＧＣ ０．１９４４

Ｃ３９７ＣＧ４７４ＧＣ５９４Ｃ １７ ０．０６５１ ＣＧＴ ０．０６９９

Ｃ３９７ＴＡ４７４ＡＣ５９４Ｔ １２ ０．０４６０ ＴＡＣ ０．０７８５

Ｃ３９７ＴＡ４７４ＡＴ５９４Ｔ １２ ０．０４６０ ＴＡＴ ０．２０３１

Ｃ３９７ＴＡ４７４ＧＣ５９４Ｃ １６ ０．０６１３ ＴＧＣ ０．１８９７

Ｃ３９７ＴＡ４７４ＧＣ５９４Ｔ ４４ ０．１６８６ ＴＧＴ ０．０９００

Ｃ３９７ＴＧ４７４ＧＣ５９４Ｃ ２３ ０．０８８１

Ｃ３９７ＴＧ４７４ＧＣ５９４Ｔ １４ ０．０５３６

Ｔ３９７ＴＡ４７４ＡＴ５９４Ｔ ２４ ０．０９２０

Ｔ３９７ＴＡ４７４ＧＣ５９４Ｔ ３２ ０．１２２６

Ｔ３９７ＴＡ４７４ＧＴ５９４Ｔ １３ ０．０４９８

Ｔ３９７ＴＧ４７４ＧＣ５９４Ｃ １７ ０．０６５１

　　由表２可见，３个位点合并基因型仅出现１４

种，而 ＣＣＡＡＣＣ、ＣＣＡＡＣＴ、ＣＣＡＡＴＴ、ＣＣＧＧＣＴ、

ＣＣＧＧＴＴ、ＣＴＡＡＣＣ、ＣＴＡＧＴＴ、ＣＴＧＧＴＴ、ＴＴＡ

ＡＣＣ、ＴＴＡＡＣＴ、ＴＴＡＧＣＣ、ＴＴＧＧＣＴ、ＴＴＧＧＴＴ

等合并基因型均未检测到。

表３　３个多态位点犎犪狉犱狔犠犲犻狀犫犲狉犵平衡检测与群体遗传学参数

犜犪犫犾犲３　犎犪狉犱狔犠犲犻狀犫犲狉犵犲狇狌犻犾犻犫狉犻狌犿狋犲狊狋犻狀犵犪狀犱狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀犵犲狀犲狋犻犮狊犪狀犪犾狔狊犻狊犪狋狋犺狉犲犲狆狅犾狔犿狅狉狆犺犻犮狊犻狋犲狊

多态位点

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｓｉｔｅ

χ
２ 犘

杂合度

Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

杂合度方差

Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

ｖａｒｉａｎｃｅ

多态信息含量

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｃｏｎｔｅｎｔ

有效等位基因数

Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｕｍｂｅｒ

ｏｆａｌｌｅｌｅｓ

Ｃ３９７Ｔ ０．８９７７犘＞０．０５ ０．４９２５ ０．０６２５ ０．３７１２ １．９７０４

Ａ４７４Ｇ ３．２３０８犘＞０．０５ ０．４９６１ ０．０６２５ ０．３７３１ １．９８４６

Ｃ５９４Ｔ ２．４３７５犘＞０．０５ ０．４９５８ ０．０６２５ ０．３７２９ １．９８３２

　　表３的χ
２ 检验表明：邵伯鸡母系在犅犕犘１５基

因外显子 １ 的 ３ 个多态位点 Ｃ３９７Ｔ、Ａ４７４Ｇ、

Ｃ５９４Ｔ均达到了 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，表明邵伯

鸡母系在这３个位点的基因型频率均没有受到选

择、突变或迁移等因素的影响；且这３个多态位点均

处于中度多态，表明这３个位点的多态性较高，变异

程度较大，存在较大的选择潜力，对这３个位点的选

择有望获得较大的遗传进展。

２．４　单位点多态性与邵伯母鸡繁殖性状的关联性

分析

　　对邵伯母鸡系群体犅犕犘１５基因３个多态位点

Ｃ３９７Ｔ、Ａ４７４Ｇ和Ｃ５９４Ｔ的单位点与繁殖性状进行

方差分析，结果见表４。

由表４可知，对于多态位点Ｃ３９７Ｔ，不同基因

型个体在开产日龄和３００日龄产蛋数间差异显著，

表现为ＴＴ型个体的开产日龄显著早于ＣＴ型个体

（犘＜０．０５），与ＣＣ型个体差异不显著（犘＞０．０５）；

３００日龄产蛋数显著高于ＣＴ型个体（犘＜０．０５），与

ＣＣ型个体差异不显著（犘＞０．０５）。对于多态位点

Ａ４７４Ｇ，不同基因型个体间各产蛋性状指标差异均

未达到显著水平 （犘＞０．０５）。对于多态位点

Ｃ５９４Ｔ，不同基因型个体开产日龄差异显著，表现为

ＣＣ型个体的开产日龄显著早于ＣＴ型与ＴＴ型个

体（犘＜０．０５）。

９２８１
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２．５　联合位点多态性与邵伯鸡母系产蛋性状的关

联分析

　　对邵伯鸡母系群体犅犕犘１５基因３个多态位点

Ｃ３９７Ｔ、Ａ４７４Ｇ和Ｃ５９４Ｔ的联合位点与产蛋性状进

行方差分析，结果见表５。

表４　犅犕犘１５基因３个酶切多态位点不同基因型与产蛋性状的关联分析

犜犪犫犾犲４　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犲狀狅狋狔狆犲狊狅犳狋犺狉犲犲狆狅犾狔犿狅狉狆犺犻犮狊犻狋犲狊狅犳犅犕犘１５犵犲狀犲狑犻狋犺犲犵犵狆狉狅犱狌犮狋犻狏犲狋狉犪犻狋狊

多态位点

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｓｉｔｅ

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

个体数

Ｎｏ．ｏｆ

ｓａｍｐｌｅｓ

开产日龄／ｄ

Ａｇｅａｔ

ｆｉｒｓｔｅｇｇ

开产体质量／ｇ

Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｔ

ｆｉｒｓｔｅｇｇ

开产蛋质量／ｇ

Ｅｇｇｗｅｉｇｈｔａｔ

ｆｉｒｓｔｅｇｇ

３００日龄平均蛋质量

／ｇＡｖｅｒａｇｅｅｇｇ

ｗｅｉｇｈｔａｔ３００ｄａｙｓ

３００日龄产蛋数／枚

Ｔｏｔａｌｅｇｇｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ａｔ３００ｄａｙｓ

Ｃ３９７Ｔ

Ｃ３９７Ｃ ５４ １５４．２±１０．２ａｂ １７６８．６±１４３．６ ３６．５±３．０ ３８．２±２．７ １０５．６±３．２ａｂ

Ｃ３９７Ｔ １２１ １５８．９±１２．３ｂ １７４７．７±１３７．６ ３６．２±３．９ ３７．０±３．５ １００．９±２．６ａ

Ｔ３９７Ｔ ８６ １５３．１±９．３ａ １７３５．３±１４２．９ ３５．８±５．５ ３６．６±３．９ １０７．７±４．９ｂ

Ａ４７４Ｇ

Ａ４７４Ａ ４８ １５６．３±８．２ １７１０．３±１２９．６ ３６．４±３．６ ３７．０±３．９ １０６．２±４．４

Ａ４７４Ｇ １４２ １５６．７±９．７ １７５５．１±１０８．９ ３６．２±４．３ ３６．８±３．８ １０７．８±１．３

Ｇ４７４Ｇ ７１ １５４．３±７．７ １７０３．１±１２１．１ ３５．９±３．８ ３７．１±３．４ １０７．３±２．３

Ｃ５９４Ｔ

Ｃ５９４Ｃ ８５ １５３．０±１１．１ａ １７００．４±１２１．３ ３５．８±４．２ ３６．４±３．７ １１０．６±７．８

Ｃ５９４Ｔ １１５ １５７．１±１１．７ｂ １７４２．５±１０３．５ ３６．３±４．１ ３７．０±３．５ １０５．４±６．３

Ｔ５９４Ｔ ６１ １５７．５±１０．４ｂ １７６１．２±１４６．７ ３６．４±６．５ ３７．４±４．３ １０８．２±２．４

同一位点具有相同字母肩标的平均值间差异不显著（犘＞０．０５），同一位点具有不同字母肩标的平均值间差异显著（犘＜０．０５）

Ｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｍｅａｎｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｓｉｔｅｈａｖｅｎｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＞０．０５）．Ｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓ

ｍｅａｎｓｗｉｔｈｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｓｉｔｅｄｉｆｆｅｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（犘＜０．０５）

表５　犅犕犘１５基因合并基因型与产蛋性状的关联分析

犜犪犫犾犲５　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犅犕犘１５犵犲狀犲犮狅犿犫犻狀犲犱犵犲狀狅狋狔狆犲狊狑犻狋犺犲犵犵狆狉狅犱狌犮狋犻狏犲狋狉犪犻狋狊

合并基因型

Ｃｏｍｂｉｎｅｄｇｅｎｏｔｙｐｅ

个体数

Ｎｏ．ｏｆ

ｓａｍｐｌｅｓ

开产日龄／ｄ

Ａｇｅａｔ

ｆｉｒｓｔｅｇｇ

开产体质量／ｇ

Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｔ

ｆｉｒｓｔｅｇｇ

开产蛋质量／ｇ

Ｅｇｇｗｅｉｇｈｔ

ａｔｆｉｒｓｔｅｇｇ

３００日龄平均蛋质量

／ｇＡｖｅｒａｇｅｅｇｇ

ｗｅｉｇｈｔａｔ３００ｄａｙｓ

３００日龄产蛋数／枚

Ｔｏｔａｌｅｇｇｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ａｔ３００ｄａｙｓ

Ｃ３９７ＣＡ４７４ＧＣ５９４Ｃ １２ １５８．５±３．４ｎｓ１６８２．０±１４５．９ｎｓ ３８．３±２．８ ３７．９±０．５ｎｓ ９６．０±７．７

Ｃ３９７ＣＡ４７４ＧＣ５９４Ｔ １３ １５２．５±２．１ｎｓ１６６９．０±１０３．６ｎｓ ３７．３±１．６ ３５．８±１．７ｎｓ １０４．５±３．５ｎｓ

Ｃ３９７ＣＡ４７４ＧＴ５９４Ｔ １２ １６６．０±１．３ １７０１．０±１２１．７ｎｓ ３７．３±１．５ ４２．２±２．６ ９０．０±６．８

Ｃ３９７ＣＧ４７４ＧＣ５９４Ｃ １７ １５３．７±３．６ １８２０．２±１３９．１ｎｓ ３４．８±２．４ｎｓ ３６．８±１．５ｎｓ １０２．３±３．３

Ｃ３９７ＴＡ４７４ＡＣ５９４Ｔ １２ １６３．５±０．６ １７１７．０±１３２．２ｎｓ ３７．０±２．５ ３７．６±１．７ｎｓ ９５．０±１４．１

Ｃ３９７ＴＡ４７４ＡＴ５９４Ｔ １２ １６２．０±２．８ １７５６．０±１３８．３ｎｓ ３６．５±１．５ｎｓ ３７．２±１．４ｎｓ １０７．０±５．６ｎｓ

Ｃ３９７ＴＡ４７４ＧＣ５９４Ｃ １６ １５７．５±１．７ １８６７．０±１６２．７ｎｓ ３７．４±２．６ ３６．１±２．２ｎｓ １０４．１±３．１ｎｓ

Ｃ３９７ＴＡ４７４ＧＣ５９４Ｔ ４４ １５９．４±１．４ １７５９．９±１２６．６ｎｓ ３６．１±１．４ｎｓ ３７．２±１．８ｎｓ ９９．１±２．０

Ｃ３９７ＴＧ４７４ＧＣ５９４Ｃ ２３ １５２．７±２．８ｎｓ１６５４．０±１０２．５ｎｓ ３４．７±２．９ｎｓ ３５．９±１．７ｎｓ １０５．４±２．１ｎｓ

Ｃ３９７ＴＧ４７４ＧＣ５９４Ｔ １４ １５８．５±３．３ １８９７．０±１０１．３ ３７．５±２．４ ３９．８±２．０ １００．５±６．１

Ｔ３９７ＴＡ４７４ＡＴ５９４Ｔ ２４ １５２．０±２．９ １６４８．５±１０８．６ ３４．６±２．７ ３５．１±２．１ １１５．４±６．０

Ｔ３９７ＴＡ４７４ＧＣ５９４Ｔ ３２ １５３．８±３．９ｎｓ１７６２．３±１２６．４ｎｓ ３５．１±１．５ｎｓ ３６．１±１．７ｎｓ １０５．９±５．７ｎｓ

Ｔ３９７ＴＡ４７４ＧＴ５９４Ｔ １３ １６７．０±４．２ １９２６．０±１３７．２ ４２．２±１．９ ４４．５±１．７ ９７．５±４．９

Ｔ３９７ＴＧ４７４ＧＣ５９４Ｃ １７ １５２．９±２．９ｎｓ１７０２．０±１２２．６ｎｓ ３６．３±２．７ｎｓ ３７．７±１．８ｎｓ １０５．８±６．５ｎｓ

同列内以最有利均值为对照（黑体表示）；表示与对照差异显著（犘＜０．０５）；表示与对照差异极显著（犘＜０．０５）；ｎｓ表示差

异不显著（犘＞０．０５）

Ｔｈｅｄａｔａｗｉｔｈｔｈｅｍｏｓｔａｄｖａｎｔａｇｅｏｕｓｍｅａｎｗａｓｃｈｏｓｅｎａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ； ｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ（犘＜０．０５）； ｍｅａｎｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ（犘＜０．０１）；ｎｓｍｅａｎｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｗｉｔｈｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ（犘＞０．０５）
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　１１期 李春苗等：犅犕犘１５外显子１ＳＮＰｓ检测及其与邵伯鸡母系产蛋性状的关联性分析

　　由表５可知，合并基因型个体对开产日龄、开产

体质量、开产蛋质量、３００日龄平均蛋质量和３００日

龄产蛋数均有显著影响。合并基因型ＴＴＡＡＴＴ个

体的开产日龄最早，开产体质量最轻，开产蛋质量最

轻，３００日龄平均蛋质量最轻，３００日龄产蛋数最多，

可见，开产日龄越早的个体，开产蛋质量越轻，３００

日龄产蛋数也越多，这与数量遗传学中蛋质量与产

蛋数呈负相关的结论相一致。

３　讨　论

犅犕犘１５基因作为控制繁殖性状的主效基因或

候选基因在国内外许多物种已被报道。Ｍｏｎｔｅａｇｕ

ｄｏ等
［２０］在ＲａｓａＡｒａｇｏｎｅｓａ绵羊的犅犕犘１５基因外

显子发现１个新的突变，导致１７ｂｐ碱基缺失，出现

开放阅读框置换，终止密码子提前，结果发现出现碱

基缺失的杂合体出现很高的产羔数，年产羔数高达

２．６６只，而群体平均年产羔数只有１．３６只，缺失可

能导致纯合体出现卵巢功能早衰症。Ｓｈａｂｉｒ等
［２１］

对８５只考代力母羊和当地的喀什米尔母羊的

犅犕犘１５基因内含子区域进行ＰＣＲＳＳＣＰ分析，发

现Ａ、Ｂ２种等位基因和ＡＡ、ＡＢ２种基因型，同源

性分析发现这２种羊与济宁青山羊的ＤＮＡ序列同

源性达到９７．８％。Ｃｈａｎｄ等
［２２］在人卵巢功能早衰

症患者中检测到出现该症状的患者的犅犕犘１５基因

存在３个突变位点，２个位于５′端非翻译区（３１Ｔ→

Ｇ，７１Ｃ→Ｇ），另一位点在第一外显子（３８７Ｇ→Ａ）。

Ｌｉｕ等
［２３］对中国多囊性卵巢综合征病人的犅犕犘１５

基因的编码区进行多态性分析，结果发现３４Ｃ→Ｇ、

１０９Ｇ→Ｃ、１６９Ｃ→Ｇ、２８８Ｇ→Ｃ和５９８Ｃ→Ｔ５个多态

位点，这些多态位点可能与多囊性卵巢综合征有关。

Ｈｏｕ等
［２４］采用ＰＣＲＲＦＬＰ方法检测梅山猪和大白

猪的犅犕犘１５基因多态性，结果发现 ＡＡ型母猪群

体的产仔数和产活仔数极显著高于ＢＢ型母猪群

体；ＡＢ型母猪群体的头胎产仔数和产活仔数极显

著高于ＡＡ型和ＢＢ型母猪群体。

本研究利用 ＰＣＲＲＦＬＰ方法对邵伯鸡母系

犅犕犘１５基因外显子１区域进行ＳＮＰｓ检测，结果发

现３个突变位点，分别为Ｃ３９７Ｔ位点Ｃ→Ｔ的突变

导致亮氨酸变为苯丙氨酸；Ａ４７４Ｇ位点Ａ→Ｇ的突

变没有引起氨基酸的变化，但该位点丙氨酸（Ａｌａ，

Ａ）的２个密码子ＧＣＡ→ＧＣＧ互换；Ｃ５９４Ｔ位点Ｃ

→Ｔ的突变没有引起氨基酸的变化，但该位点丝氨

酸（Ｓｅｒ，Ｓ）的２个密码子 ＡＧＣ→ＡＧＵ互换。这可

能是本研究中不同基因型个体对产蛋性状影响有差

异的原因。研究结果表明，Ｃ３９７Ｔ位点显著影响邵

伯鸡母系的开产日龄和３００日龄产蛋数，ＴＴ型个

体具有较早的开产日龄和较多的３００日龄产蛋数。

Ａ４７４Ｇ位点不同基因型个体在产蛋性状上差异不

显著。Ｃ５９４Ｔ位点ＣＣ型个体具有较早的开产日

龄。３个位点的合并基因型 ＴＴＡＡＴＴ对开产日

龄、开产体质量、开产蛋质量、３００日龄平均蛋质量

和３００日龄产蛋数均产生了显著影响，这可能是３

个位点存在正向协同作用，使得合并基因型对产蛋

性状各指标的影响均达到了显著水平。这也证明了

犅犕犘１５基因对母鸡的繁殖性状发挥着重要的调控

作用。另外，本研究还发现，合并后效应最大的合并

基因型并不是效应最大的单个基因型的组合，这可

能是各位点间的正向协同作用和负向作用共同作用

的结果，因此以合并基因型进行选种选育可能会得

到更大的遗传进展。

４　结　论

本研究对邵伯鸡母系犅犕犘１５基因外显子１区

域进行克隆、测序分析，共发现３个ＳＮＰｓ位点，各

位点在整个试验群体中均处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平

衡状态。关联分析结果表明，Ｃ３９７Ｔ和Ｃ５９４Ｔ位点

及其单倍型对邵伯鸡母系的产蛋性状有显著影响，

联合基因型ＴＴＡＡＴＴ对邵伯鸡母系产蛋性状的影

响尤为显著，本研究结果可为邵伯鸡母系产蛋性状

标记辅助选择提供科学依据，提示犅犕犘１５基因可

能是影响鸡繁殖性状的主效基因。
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ｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｓｆｏｒｐｒｅｍａｔｕｒｅｏｖａｒｉａｎｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］．

犉犲狉狋犛狋犲狉，２００６，８６（４）：１００９１０１２．

［２３］　ＬＩＵＪ，ＷＡＮＧＢ，ＷＥＩＺ，ｅｔａｌ．Ｍｕｔａｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｈｕｍａｎｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１５ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ

ｗｏｍｅｎｗｉｔｈｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｏｖａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．犕犲狋犪犫

犆犾犻狀，２０１１，６０（１１）：１５１１１５１４．

［２４］　ＨＯＵＺＰ，ＹＩＮＹＬ，ＨＵＡＮＧＲＬ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎ

ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｐｉｇｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ

ｐｒｏｔｅｉｎ１５ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ［Ｊ］．犑犌狌犪狀犵狓犻犃犵狉犻犮犅犻

狅犾犛犮犻，２００６，２５（２）：９１９５．

（编辑　郭云雁）
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