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要!通过
&'(!()*&

技术检测
+,

基因
-.%/0

位点的抗性等位基因
1

和敏感性等位基因
2

在我国地方鸡种

中的分布差异%结果表明$

&'(!()*&

能准确检测出抗性等位基因
1

与敏感性等位基因
2

在
/"

个地方鸡种内的

突变!抗性等位基因
1

在所有群体内的基因频率平均为
$3%$4

!敏感性等位基因
2

的频率平均为
$3.5.
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个地方

鸡种群体
+,

基因
-.%/0

位点的观察杂合度平均为
$3.#6"
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信息指数平均为
$3#"4$

%在该位点上!
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个地方鸡种除仙居鸡显著偏离
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平衡"
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#外!其余
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个群体均处于
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平衡状

态"
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中立性检验!该位点在各群体内"除白耳鸡群体外#都属于中立性选择%基于该

位点等位基因频率构建的
H&2+1

聚类图将
/"

个地方鸡种分为
%

大类!聚类结果反映了
/"

个地方鸡种在
+,

基

因抗性方面存在的差异和优势%

关键词!鸡种&

+,

基因&遗传结构&聚类分析
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国内外学者对禽类抗性基因已开展了广泛的研

究!主要包括与马立克氏病(劳氏肉瘤病等抗性相关

的主要组织相容性复合体"

+;'

#基因)

/!%

*

&可抵抗

沙门氏菌(利什曼原虫编码天然抗性巨噬细胞蛋白
!

/

"

0(1+&/

#基因)

4

*及可产生多种广谱抗病毒蛋白

的干扰素"

T)0

#基因)

#

*等%到目前为止!仅发现
+,
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#是抗禽流感

病毒的基因)

.

*

!
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等)
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*证实
.%/

位氨基酸为天冬

酰胺"

1F9

#的
+,

蛋白具有抗禽流感病毒和棒状疱

疹性口炎病毒活性!

.%/

位氨基酸为丝氨酸"

-@<

#的

+,

蛋白不具有抗病毒活性%但国内关于此类研究

尚未见报道%我国拥有丰富的地方鸡种资源!这些

地方鸡种资源的特色鲜明!抗逆性强!是我国乃至世

界上宝贵的家禽抗病育种素材%因此有必要检测

+,

蛋白
.%/

位氨基酸编码位点的碱基突变在我国

地方鸡种中的分布!为开展地方鸡种
+,

基因抗性

研究提供选材依据和筛选方法%

)
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材料与方法
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试验材料
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个地方鸡种为$白耳鸡 "

KDT

#(茶花鸡

"
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#(大骨鸡"

L12

#(固始鸡"

2H-

#(狼山鸡

"

*10

#(鹿苑鸡"

*HX

#(藏鸡"

]TK

#(仙居鸡"

YT1

#(

萧山鸡"

YT-

#(北京油鸡"

X̀ H

#(河南斗鸡"

;D2

#(

泰和乌骨鸡"

]1T

#!这些群体都来自国家地方禽种

资源基因库%每个品种随机抽取
.$

只!翅静脉采

血!酚+氯仿法提取
L01

!

a"$b

保存备用%

)K!
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引物设计和限制性内切酶选择

!!

+,RL01

序列
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Z

处核苷酸
2

与
1

之

间的突变!导致
+,

蛋白
.%/

位氨基酸
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#

与
1F9

"

11]

#之间发生转换)
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%根据
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中鸡
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基因序列"
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#设计引物!上游引物序

列
)

$

#̂!'']]'12'']2]]]]]']'']]]12!

211!%̂

"

A9G<:9/%

#!下游引物序列
(/

$

#̂!'1212!

211]']21]]2']'122'211]1!%̂

"

@,:9

/4

#!引入限制性内切酶
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酶切位点&下游引物
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#!引入限制性内切酶
<3$

"

酶切位

点%引物由上海生工生物工程技术服务有限公司

"

-89

C
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#合成!限制性内切酶购自宝生物工程"大

连#有限公司"
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扩增和酶切检测

!!

"$

#

*&'(

反应体系为$
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#
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酶
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模板
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反应条件为$

54b

预

变性
#NA9

&

54b

变性
/NA9

!

.$b

退火
/NA9

!

6"

b

延伸
/NA9

!
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个循环&

6"b

延伸
#NA9

&

4b

保

存%
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扩增产物使用
-3

;

"

(

<3$

"

限制性内切

酶
%6b

消化
"3#7

!消化产物经
/$f

非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳"

/"$g

!

%7

#和
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琼脂糖凝胶电泳

"

/$$g

!
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#检测%

)K$

!

统计方法
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各群体等位基因频率的
;8<=

>

!?@A9B@<

C

平衡

检验(

DE@9F!?8GG@<F:9

中立性检验(群体内遗传变

异指标采用
&̀ &2D0D

软件计算&序列测定采用

L01+10

软件进行比对&聚类分析采用
&;X*T&

软件%

!

!

结果与分析

!K)

!

酶切产物检测
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扩增产物长度为
/$$B
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"图略#!经限制性

内切酶
-3

;

"

(

<3$

"

酶切后产生
%

种基因型!分别

定义为
11

(

12

和
22

%等位基因
1

存在
-3

;

"

酶

切位点!缺失
<3$

"

酶切位点&等位基因
2

存在
<3$

"

酶切位点!缺失
-3

;
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酶切位点%酶切产物电泳
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选择
11

和
22

基因型的
L01

样本进行测
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序!测序结果见图
#
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图
P

!

不同基因型测序图谱

M0

G

KP

!

=,

Q

6,.1,7@90@@,4,./

G

,.7/

?;

,3

!KL

!

各群体
'(

基因
=RL)S

位点的等位基因频率

分布

!!

/"

个地方鸡种中!大骨鸡(北京油鸡和河南斗

鸡在
+,

基因
-.%/0

抗性位点上呈现极端分布!缺

失
11

基因型%运用适合性检验和似然率检验
"

种

方法对抗性位点的基因频率分布进行
;8<=

>

!?@A9!

B@<

C

平衡检验!结果除仙居鸡显著偏离
;8<=

>

!?@A9!

B@<

C

平衡"

.

#

$3$/

#外!其余各群体内该位点均处于

;8<=

>

!?@A9B@<

C

平衡状态"

.

$

$3$#

#"表
/

#%

!K$

!

各群体
'(

基因
=RL)S

位点的中立性检验

!!

/"

个地方鸡种群体
+,

基因
-.%/0

抗性位点

分布情况的
DE@9F!?8GG@<F:9

中立性检验"表
"

#结

果表明!除在白耳鸡群体内位于
5#f

置信区间之

外!在其余各群体内均位于
5#f

置信区间!属于中

立性位点%

!KP

!

'(

基因
=RL)S

位点的群体遗传变异分析

!!

由表
%

可知!北京油鸡的观察杂合度"

$35%%%

#

最高!藏鸡的观察杂合度"

$34/.6

#最低%

*@\@9@

-

F

期望杂合度的预测趋势与观察值相一致!

0@A

-

F

期

望杂合度的预测趋势与观察值差异较大%白耳鸡的

有效等位基因数"

/35554

#最高!油鸡"

/3$.I5

#最

低%

/"

个地方鸡种群体的
-7899:9

信息指数平均

为
$3#"4$

%

!KR

!

基于
'(

基因
=RL)S

位点等位基因频率的聚

类分析

!!

基于
+,

基因
-.%/0

抗性位点等位基因频率

构建的
H&2+1

聚类图"图
.

#!将
/"

个地方鸡种分

为
%

大类$第一类包括白耳鸡(茶花鸡(藏鸡&第二类

包括大骨鸡(北京油鸡(鹿苑鸡(河南斗鸡&第三类包

括固始鸡(泰和乌骨鸡(狼山鸡(仙居鸡(萧山鸡%

5I4



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
4$

卷
!

表
)

!

)!

个地方鸡种群体
'(

基因
=RL)S

位点的等位基因频率和基因型频率

*85<,)

!

*+,@4,

Q

6,.1

?

7@

G

,.7/

?;

,38.98<<,<,37@=RL)S<71630.)!E+0.,3,0.90

G

,.763

;

7

;

6<8/07.3

品种

K<@@=

数量

0:Q

基因型频率

2@9:G

>Z

@P<@

[

U@9R

>

等位基因频率

1OO@O@P<@

[

U@9R

>

适合性检验法

'7A!F

[

U8<@G@FG

似然率检验法

*AS@OA7::=<8GA:G@FG

11 12 22 1 2

?

"

.

@

"

.

萧山
YT- .$ $Q$%% $Q4%% $Q#%% $Q"#$ $Q6#$ "Q.$5I $Q/$." %Q/%$5 $Q$6.I

白耳
KDT .$ $Q"%% $Q#/6 $Q"#$ $Q45" $Q#$I $Q$%I/ $QI4#/ $Q$%I/ $QI4#/

藏鸡
]TK .$ $Q"I% $Q#I% $Q/%% $Q#6# $Q4"# "Q$#6I $Q/#/4 "Q$I6" $Q/4I#

泰和
]1T .$ $Q/$$ $Q4%% $Q4.6 $Q%/6 $Q.I% $Q$$%/ $Q5##5 $Q$$%/ $Q5##5

仙居
YT1 .$ $Q%/6 $Q/$$ $Q#I% $Q%.6 $Q.%% %6QI4/4 $ 4/Q/%5# $

鹿苑
*HX .$ $Q$%% $Q"I% $Q.I% $Q/6# $QI"# $Q$4#4 $QI%/" $Q$44" $QI%%4

大骨
L12 .$ $Q$$$ $Q//6 $QII% $Q$#I $Q54" $Q/5#6 $Q.#I/ $Q%6/5 $Q#4/5

油鸡
X̀ H .$ $Q$$$ $Q$.6 $Q5%% $Q$%% $Q5.6 $Q$#%/ $QI/66 $Q/$%4 $Q6466

固始
2H- .$ $Q/$$ $Q4#$ $Q4#$ $Q%"# $Q.6# $Q$/65 $QI5%# $Q$/65 $QI5%%

狼山
*10 .$ $Q$%% $Q#$$ $Q4.6 $Q"I% $Q6/6 %Q$$/5 $Q$I%/ %Q%.#. $Q$..#

斗鸡
;D2 .$ $Q$$$ $Q"#$ $Q6#$ $Q/"# $QI6# /Q/%4. $Q"I.6 "Q$$6" $Q/#.#

茶花
';1 .$ $Q4.6 $Q%.6 $Q/.6 $Q.#$ $Q%#$ "Q4.55 $Q//.$ "Q4"I6 $Q//5/

平均
1\@<8

C

@

+

$Q/%% $Q%4" $Q#"# $Q%$4 $Q.5.

表
!

!

)!

个地方鸡种群体
'(

基因
=RL)S

位点的中立性检验

*85<,!

!

*+,TD,.3OU8//,437./,3/@74.,6/48<0/

?

7@=RL)S<71630.)!E+0.,3,0.90

G

,.763

;

7

;

6<8/07.3

品种

K<@@=

观察值

B̀F@<\@=)

"

)

平均值

+@89)

"

方差

-D

"

5#f

置信下限

*5#

"

5#f

置信上限

H5#

"

萧山
YT- $Q.%I$ $QI/I$ $Q$"6% $Q#$"% $Q5I%#

白耳
KDT $Q#$$/ $QI"/I $Q$".4 $Q#$%# $Q5I%I

藏鸡
]TK $Q#//" $QI/%4 $Q$"65 $Q#$%# $Q5I%#

泰和
]1T $Q#.6" $QI/." $Q$"I% $Q#$"" $Q5I%I

仙居
YT1 $Q#%#. $QI"$% $Q$"66 $Q#$%# $Q5I%I

鹿苑
*HX $Q6//" $QI/%# $Q$"I4 $Q#$"" $Q5I%I

大骨
L12 $QI5$/ $QI/%5 $Q$"I" $Q#$/" $Q5I%I

油鸡
X̀ H $Q5%#. $QI//" $Q$"65 $Q#$"" $Q5I%I

固始
2H- $Q#./% $QI/"I $Q$"5% $Q#$"" $Q5I%I

狼山
*10 $Q#5%5 $QI$I% $Q$"55 $Q#$/" $Q5I%I

斗鸡
;D2 $Q6I/" $QI/4" $Q$"6/ $Q#$/" $Q5I%I

茶花
';1 $Q#4#$ $QI/4$ $Q$"I5 $Q#$/" $Q5I%I

平均
1\@<8

C

@ $Q.46# $QI/4I $Q$"I/

L

!

讨
!

论

LK)

!

'(

基因
=RL)S

抗性位点检测和等位基因频率

分布

!!

本试验采用的
"

种限制性内切酶均能准确检测

出地方鸡种
+,

基因抗性位点
1

+

2

间的突变!

/"

个地方鸡种群体内抗性等位基因
1

的频率平均为

$3%$4

!敏感性等位基因
2

的频率平均为
$3.5.

%

-@

>

8N8

等)

5

*检测的
/6

个鸡品种"包括白莱航(白洛

克(洛岛红及名古屋等日本鸡种#

%.

个品系及
%

个

原鸡品种共计
"I$

个个体该位点等位基因频率分布

为
1

$

$3#5"

!

2

$

$34$I

&

K8OSAFF::9

等)

/$

*检测的
"I

个蛋用(肉用和兼用型祖代鸡及其商品系共计
/"6#

个个体该位点等位基因频率分布$蛋用型
1

为

$3665

!

2

为
$3""/

&肉用型
1

为
$3$"/

!

2

为
$3565

&

兼用型
1

为
$3"I/

!

2

为
$36/5

%本研究结果与上
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!

4

期 李慧芳等$

+,

基因抗性位点在
/"

个地方鸡种中的分布及遗传结构分析

表
L

!

'(

基因
=RL)S

位点的群体遗传变异分析

*85<,L

!

*+,

G

,.,/01A8408/07.8.8<

?

3037@=RL)S<71630.)!0.90

G

,.7631+01H,.54,,93

品种

K<@@=

观察值

B̀F@<\@=\8OU@

*@\@9@

-

F

期望值

D,

Z

@RG@=\8OU@

;:N ;@G ;:N ;@G

0@A

-

F

期望杂合度

D,

Z

@RG@=

7@G@<:M

>C

:FAF

"

A

#

有效等位

基因数

B&

信息指数

-7899:9

-

FA9=@,

萧山
YT- $Q##%5 $Q44$6 $Q.%45 $Q%.#/ $Q%."$ /Q#.6% $Q#465

白耳
KDT $Q4I%% $Q#/.6 $Q45#5 $Q#$4/ $Q4555 /Q5554 $Q.5%$

藏鸡
]TK $Q4/.6 $Q#I%% $Q#$6/ $Q45"5 $Q4III /Q5#.$ $Q.I/5

泰和
]1T $Q#..6 $Q4%%% $Q#.%. $Q4%.4 $Q4%"I /Q6.%$ $Q."4%

仙居
YT1 $Q5$$$ $Q/$$$ $Q#%/6 $Q4.I% $Q4.44 /QI.6" $Q.#6"

鹿苑
*HX $Q6/.6 $Q"I%% $Q6$II $Q"5/" $Q"III /Q4$.$ $Q4.%6

大骨
L12 $QII%% $Q//.6 $QII5" $Q//$I $Q/$5$ /Q/"%4 $Q"""4

油鸡
X̀ H $Q5%%% $Q$..6 $Q5%#$ $Q$.#$ $Q$.44 /Q$.I5 $Q/4./

固始
2H- $Q##$$ $Q4#$$ $Q##6. $Q44"4 $Q4%I6 /Q6I/6 $Q.%$.

狼山
*10 $Q#$$$ $Q#$$$ $Q#5$# $Q4$5# $Q4$./ /Q.I%I $Q#5./

斗鸡
;D2 $Q6#$$ $Q"#$$ $Q6645 $Q""$. $Q"/II /Q"I$$ $Q%6.I

茶花
';1 $Q.%%% $Q%..6 $Q#4/" $Q4#II $Q4##$ /QI%45 $Q.464

平均
1\@<8

C

@ $Q.#6" $Q%4"" $Q.44" $Q%##4 $Q%#"% /Q./$5 $Q#"4$

图
R

!

)!

个地方鸡种
V:-'>

聚类图

M0

G

KR

!

V:-'>9,.947

G

48N7@)!1+01H,.54,,93

述文献的结果均存在一定差异%据
*A

等)

//

*推测造

成国内外不同鸡种在该位点抗性等位基因频率分布

上存在差异的原因!可能是环境的改变"如禽流感

等#及对生产性能的选择强度作用造成的&但

K8OSAFF::9

等认为虽然等位基因频率在不同类型品

种"品系#中发生了分离并存在较大差异!但这种差

异在各类型形成之初"即祖代间#可能就已经存在!

而不是由环境选择作用(生产性能的选择强度作用

或通过与连锁基因的.搭车/作用造成的%

!!

本试验中!

;8<=

>

!?@A9B@<

C

平衡检验表明!该

位点等位基因频率在各地方鸡种群体中已经固定!

并没有进行过针对性的人工选择&而且!

DE@9F!

?8GG@<F:9

中性检验表明该位点属选择中立性%这

与
;:U

等)

/"

*通过序列比对分析不同物种
+,

基因

进化模式所获得的结果相一致&而且我国地方鸡种

在品种形成历史过程中没有经历高强度的生产性能

选择!因此推测该位点等位基因频率在我国地方鸡

种群体中的差异!也有可能是在各品种形成之初就

已经存在%

LK!

!

'(

基因
=RL)S

位点的群体遗传变异分析和

聚类分析

!!

遗传杂合度和
-7899:9

信息指数)

/%

*是衡量群

体间遗传多态性及变异分化水平的测度%本研究

中!

/"

个地方鸡种群体内
+,

基因
-.%/0

位点的平

均观察杂合度达
$3.#6"

!平均信息指数为
$3#"4$

!

表明在该基因位点上各群体的遗传多样性较丰富!

遗传变异程度较高&基于该位点等位基因频率构建

的
H&2+1

聚类图将
/"

个地方鸡种分为
%

大类!

反映了
/"

个地方鸡种在
+,

基因
-.%/0

位点抗性

方面存在的差异和优势$第一类为高抗性类别!

1

频

率
$345

$

$3.#

!包括白耳鸡(茶花鸡(藏鸡&第二类

为低抗性类别!

1

频率
$3$%

$

$3/I

!包括大骨鸡(北

京油鸡(鹿苑鸡(河南斗鸡&第三类为中等抗性类别!

1

频率
$3"#

$

$3%6

!包括固始鸡(泰和乌骨鸡(狼山

鸡(仙居鸡(萧山鸡%关于上述聚类结果是否与各品

种实际抗性表现相符合!目前正在对不同基因型群

体进行攻毒试验加以验证!研究结果将进一步为选

育素材的选择提供理论依据%
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报
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$

!

结
!

论

$K)

!

建立的
&'(!()*&

法能准确检测出
+,

基因

抗性等位基因
1

与敏感性等位基因
2

在地方鸡种

内的突变%

$K!

!

该位点属于选择中立性!

/"

个地方鸡种群体

"除仙居鸡#均处于
;8<=

>

!?@A9B@<

C

平衡状态%
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