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汶上芦花鸡种质资源的遗传多样性分析
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要"为了评估汶上芦花鸡群体的遗传多样性!本研究采用联合国粮农组织"

DIc

#和国际动物遗传学会"

?@IX

#

联合推荐的
0M

对微卫星引物!对济宁汶上芦花鸡的
%&&

个个体"

.&

只母鸡!

)&

只公鸡#进行了遗传多样性检测!分

析了该群体在
UEI

水平上的遗传多样性'结果!共检测到
(.

个等位基因!每个微卫星座位的等位基因数从
0

个

到
.

个不等!平均等位基因数为
*'%(N

!平均期望杂合度和多态信息含量分别为
&').NN

和
&')&0*

'对分布在不同

地方的
*

个群体的遗传距离分析表明!群体间的遗传距离为
&'&N

#

&'%&

'以上结果表明!汶上芦花鸡群体的遗传

多样性偏低!必须采取一定的措施保护这一优良地方品种'
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地方品种经过长期的人工和自然选择具有较好

的适应性&抗病性等优良性状!是新品种培育及特色

农产品开发的重要基础'汶上芦花鸡分布于山东省

汶上县及附近地区!该鸡种因全身羽毛均为黑白相

间&宽窄一致的斑纹!俗称.芦花鸡/'汶上芦花鸡的

形成历史悠久!是山东省优良地方品种之一!因其耐

粗饲&抗病力强&产蛋较多&肉质好!深受消费者喜

爱!

0&&0

年
%&

月被列入山东省地方良种家禽重点



!

%&

期 杜胭脂等$汶上芦花鸡种质资源的遗传多样性分析

保护名录+

%

,

'为了解汶上芦花鸡遗传资源的现状!

本研究采用微卫星标记技术!对汶上芦花鸡种质资

源的遗传多样性进行了评估'

微卫星又称短序列串连重复"

@<#6448-"#=65!
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584,
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#或简单串连重复"
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#!是继
>DJA,

之后出现的第
0

代分子遗

传标记+

0

,

'因具有在基因组中数量多&分布广且均

匀&多态性丰富&等显性遗传以及检测简便&快捷

等特点而被广泛应用于家养动物群体的遗传多样性

检测&群体遗传距离分析&起源与进化关系和基因组

扫描等研究+

*!N

,

'近些年来!在世界遗传学应用与家

畜生产大会"

_1XIJA

#和国际动物遗传学年会"

?@!

IX

#上!有关微卫星
UEI

标记在.遗传多样性保护/

和.保种遗传学/中的应用报道较多+

.

,

'目前虽然有

对汶上芦花鸡与其他品种遗传距离分析的报道+

M!/

,

!

但缺少对该品种遗传多样性进行系统评估的研究'

本研究选择
?@IX!DIc

联合推荐的
0M

对微卫

星引物+

%&

,

!采用
A1>

扩增和聚丙烯凝胶电泳分型

技术!对汶上芦花鸡群体的遗传多样性现状进行检

测和评估!以期为汶上芦花鸡等地方鸡品种资源的

有效保护和利用提供参考'

#

!

材料与方法

#E#

!

试验动物和材料

试验鸡只材料分别来自山东省济宁市汶上县汶

上芦花鸡研究所&汶上芦花鸡种畜场和汶上芦花鸡

原种鸡场
*

个鸡场!随机选取
%&&

个个体"雌雄比

为
*o0

#'翅静脉采集血样!

KUFI

抗凝!低温贮

存带回实验室!

h0&n

保存'

#E!

!

主要耗材和来源
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%&iFIK

&

%&i

FVK

缓冲液&
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%&Y

过硫酸胺和银染

试剂等常规试剂购自普天生物工程有限公司'
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引物设计与合成

选择
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对 引 物
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&
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#!由上海生工生

物工程有限公司合成'引物位点所在的染色体&引

物序列及其退火温度见表
%

'

#E$
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基因组的提取与微卫星检测

根据天根试剂盒说明书提取基因组
UEI

!对所

提取的
UEI

进行凝胶电泳检测和
cU

值测定!据

此计算出
UEI

的浓度'将其中一部分冻存!另一

部分用于
A1>

检测'

A1>

的总体积为
0&

*

J

!
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J

!
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!上下游引物
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*
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0

J
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*

J

!
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*

J

!基因组
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*

J

'扩增程序$

/) n

预变性
N

=$-

!

*N

个循环"

/)n)N,

!退火
%=$-

!

M0n

延伸
%

=$-

#!

M0n

延伸
N=$-

'经
%0Y

非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离扩增产物!银染法检测电泳结果!判断

微卫星基因型'

#E%

!

数据统计与分析

微卫星标记呈共显性!因此可以直接从表型获知

其基因型'利用
A#

:

X5-*0

和
A?1!dIJ1

软件!分析

各等位基因的频率"

@

#&杂合度"

:

#&

H

检验和多态信

息含量"

@.4

#等!用
[KXIN'0

软件构建进化树'

!

!

结
!

果

!E#

!

微卫星座位检测

图
%

是该群体在微卫星位点
[1_&**&

的部分

检测结果!通过聚丙烯酰胺凝胶电泳能够区分出

II

&

IV

&

VV

&

V1

和
11

等
N

种基因型'

通过对
0M

个微卫星位点的
A1>

检测&聚丙烯

酰胺凝胶电泳分带和银染显色法获得的带型的统计

分析!共发现了
(.

个等位基因'每个位点的等位

基因数为
0

#

.

个不等!平均等位基因数为
*'%(N

'

其中!

JK?&%/0

座位的等位基因数最多!为
.

个(而

[1_&&%)

&

[1_&0)(

&

[1_&&.M

&

[1_&000

&

[1_&&*M

和
[1_&&/(

座位的等位基因数最少!

只有
0

个"表
0

#'

!E!

!

微卫星位点的杂合度和多态信息含量

所检测的
0M

个微卫星座位的期望杂合度

"

:>

#为
&'&.&

#

&'M/&

!平均值为
&')..

(多态信息

含量"

@.4

#的范围在
&'&N.N

#

&'MN*N

!平均值为

&')&0*

'各微卫星位点的杂合度和多态信息含量

的统计分析结果见表
0

'

M%.%
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微卫星位点'引物序列和退火温度
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%
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%
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%
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JK?&0*) &'0%N &'**N &'&0N &'0&& &'00N N &')0

%

&'MN &'M&.(

[1_&%&* &')%& &'))& &'%N& * &'&&

%

&'.0 &'N*))

[1_&000 &'%)& &'(.& 0 &'&&

%

&'0) &'0%%0

[1_&&%. &')/N &')/& &'&%N * &')M

%

&'N0 &'*/.(

[1_&&*M &'0N& &'MN& 0 &'&&

%

&'*( &'*&)M

[1_&&/( &'%M& &'(*& 0 &'&&

%

&'0( &'0)0)

JK?&&/) &'*&N &'&%& &'.MN &'&%& ) &')*

%

&')N &'*..0

[1_&&M( &'%*& &'M&& &'%M& * &'00

%

&')M &')%(*

JK?&%/0 &'0&N &'%(N &'&*& &'%NN &'*0 &'%&N . &'./

%

&'M/ &'MN*N

IUJ&%%0 &'((& &'%%N &'&&N * &'0)

%

&'0% &'%/%(

[1_&0%. &'&)N &'M*& &'00N * &'%(

%
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!

汶上芦花鸡群体间的杂合度和多态信息含量

根据采样地点的不同!将
%&&

个芦花鸡个体分

为
*

个亚群!分别采自汶上芦花鸡研究所&汶上芦花

鸡种畜场和汶上芦花鸡原种鸡场!依次定义为第一

亚群"

L̀%

#&第二亚群"

L̀0

#和第三亚群"

L̀*

#'

各亚群的期望杂合度和多态信息含量见表
*

'根据

杂合度和多态信息含量结果可知!第一亚群和第二

亚群的期望杂合度和多态信息含量高于第三亚群'

!E$

!

汶上芦花鸡种群间的遗传距离及聚类分析

遗传距离分析结果见表
)

!表中右上角显示的

是汶上芦花鸡种群间的遗传一致性'左下角显示的

是汶上芦花鸡种群间的遗传距离!由表
)

可知!第二

亚群和第三亚群的遗传距离最大!为
&'&/NN

(第一

亚群和第二亚群的遗传距离最小!为
&'&)(N

'

/%.%
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表
)

!

汶上芦花鸡群种群间的平均期望杂合度(

53

)和多态信息含量(

678

)

H/AM2)

!

H5253/8:6786I)Z2805/8

7

[/332:45;4R28

G

6

G

KM/<;680

项目
?45=

第一亚群
F<5C$6,4

:

#

:

3284$#-

第二亚群
F<5,5;#-"

:

#

:

3284$#-

第三亚群
F<54<$6"

:

#

:

3284$#-

平均期望杂合度
:> &'N0*M &')M%/ &')*)*

多态信息含量
@.4 &'*/%% &'*/*% &'*./)

表
$

!

汶上芦花鸡群体间的遗传距离

H/AM2

!

$

!

H52

7

282<;4:;0</8426I)Z2805/8

7

[/332:45;4R28

G

6

G

KM/<;680

第一亚群
L̀%

第二亚群
L̀0

第三亚群
L̀*

第一亚群
L̀%

""""

&'/N0. &'/**0

第二亚群
L̀0 &'&)(N

""""

&'/&(/

第三亚群
L̀* &'&M&0 &'&/NN

""""

!!

系统发育分析是采用数学方法具体且形象地描

述样品种或类群之间关系的科学!在微卫星多态性

分析中常用基因频率和遗传距离进行系统发育分

析'本研究用
[KXIN'0

软件!基于遗传距离!进

行了群体的系统发育分析!构建的系统发育树"图

0

#显示!第一亚群和第二亚群聚为一类'

图
!

!

基于遗传距离的汶上芦花鸡
)

个亚群的
LQ

(

@

)和

].=9@

(

[

)系统发育树图

F;

7

E!

!

LQ

(

@

)

/8:].=9@

(

[

)

G

5

C

M6

7

282<;4:28:36

7

3/>

A/02:68

7

282<;4:;0</8426I) Z2805/8

7

[/332:

45;4R28

G

6

G

KM/<;680

)

!

讨
!

论

地方品种资源的评价和保护利用具有重要的意

义'以前有对汶上芦花鸡这一地方品种资源和我国

其他地方品种遗传距离的分析!但该品种的遗传多

样性现状尚缺乏系统的评估'本研究采用国际上通

用的
0M

个微卫星标记对从
*

个鸡场采集的
%&&

个

个体进行了微卫星分析!对汶上芦花鸡的遗传多样

性进行了评估'

L'A'F8-

7

等认为!利用微卫星标

记进行群体变异和遗传关系检测时!检测的引物数

量应不低于
0&

对!才能得到较准确的结果+

%%

,

'本

研究所选择微卫星座位的数目以及试验的样本数均

达到联合国粮食与农业组织对家养动物遗传多样性

检测的要求!即所检测的样本数不应低于
)&

'本研

究所用的引物数量为
0M

对!试验个体数为
%&&

!较

好地反映了汶上芦花鸡自然群体遗传多样性的现

状'

群体的杂合度"

:

#又称基因多样度!反映群体

内各基因座位的变异情况!是度量群体遗传变异的

一个理想参数'品种杂合度的高低反映了群体的一

致性程度!群体的平均杂合度高!表明该群体的遗传

变异大!遗传多样性丰富(平均杂合度低!表明遗传

变异小!则遗传多样性贫乏+

%0

,

'杂合度可分为观察

杂合度和期望杂合度!观察杂合度接近期望杂合度!

表明该品种受外来选择及近交等因素的影响较小!

群体处于遗传平衡状态'从表
0

可以看出!汶上芦

花鸡群体的观察杂合度普遍低于期望杂合度!表明

纯合子个体较多'汶上芦花鸡群体观察杂合度较

低!可能因为长期闭锁的生产环境&品种数量的不断

减少!因此群体间不同程度的近交!从而导致等位基

因纯合的机率增加!种群杂合度降低'

多态信息含量"

@.4

#是衡量片段多态性的一个

重要指标'根据
F'd8-<828

等确定的位点多态性

标准$当
@.4

#

&'N

时!该座位为高度多态座位(当

&'0N

$

@.4

$

&'N

时!该座位为中度多态座位(当

@.4

$

&'0N

时!该座位为低度多态座位+

%*

,

'在检测

的
0M

个微卫星座位中!

M

个微卫星座位属于高度多

态座位!

%N

个座位属于中度多态座位!

N

个座位属于

低度 多 态座位!且群体平 均多 态信 息 含 量 为

&0.%



!

%&

期 杜胭脂等$汶上芦花鸡种质资源的遗传多样性分析

&')&0*

!这表明汶上芦花鸡群体
@.4

整体上为中

度多态性!遗传多样性不丰富'崔景香等对地方鸡

品种遗传多样性的微卫星标记研究中所检测的汶上

芦花鸡
@.4

结果为
&'*&MN

+

M

,

(陈宽维等对华东
0M

个地方鸡品种"品系#的遗传变异检测中得到的汶上

芦花鸡
@.4

结果为
&'N))

+

(

,

(曲鲁江等利用微卫星

标记分析中国地方鸡种的遗传多样性时检测的

@.4

结果为
&'NM%

+

/

,

!与本研究的结果略有区别'

可能与采集的汶上芦花鸡样本的来源&大小及微卫

星标记的数量及位点不同有关'

通过对其中
%N

个位点的
H

检验可以发现!

H(/

"群体内近交系数#&

H/#

"群体间基因分化系数#和

H(#

"总群体近交系数#分别为
&'*%N)

&

&'*N%0

和

&'&N0*

(可见!汶上芦花鸡群体内近交系数达

*%bN)Y

!种群内近交程度较高(种群间遗传分化不

明显!

*N'%0Y

的遗传变异是由群体间变异引起的!

而
.)'((Y

的遗传变异是由种群内个体间的差异引

起的!总群体近交系数平均值为
N'0*Y

!可见!种群

内的近交程度较高!而种群间的近交程度偏低!可知

汶上芦花鸡群体的遗传多样性程度偏低主要是由种

群内的近交引起的'本研究所采集的
*

个汶上芦花

鸡群体的遗传结构略有区别!这可能与饲养环境管

理方式有一定的关系'第一亚群"汶上芦花鸡研究

所#和第二亚群"汶上芦花鸡种畜场#主要采用散养

的方式!自然受精!群体内的近交相对较低(而第三

亚群"汶上芦花鸡原种鸡场#则主要采用笼养!人工

授精!公鸡数量有限!导致群体内近交现象较严重'

本研究的结果表明!汶上芦花鸡群体的杂合度

和多态信息含量相对偏低!为此!必须采取相关保种

措施!使汶上芦花鸡在保留原有羽色美观!肉质鲜美

等优良特点的基础上!提高其遗传多样性!保留好这

一地方特色品种!使之进一步适应市场需求!促进开

发利用!提高养殖效益'由于目前汶上芦花鸡的开

发利用已初具规模!因此建议采取保种与开发相结

合的方法保存这一地方品种资源!以通过杂交利用

获得的收益促保种!通过扩大保种群&品种选育为开

发利用提供保障'
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