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要!本试验旨在探讨鸡羽速基因型
I$&VVV

酶切鉴定方法的分子基础'以羽型明确的
.

个品系"太行鸡(坝上

长尾鸡(大午粉鸡(海兰灰鸡(海兰褐鸡(海兰灰祖代四系鸡#

*%*

份鸡基因组为模板!利用
I$&VVV

酶切的
3\Û

试

验进行羽速验证!并对
&=0%

占位区"

<2

#和非占位区"

e2

#共有序列以及
<2

区特有序列进行酶切试验'结果表明$

%

#

cQP,7

分析发现
%)R&;

?

为鸡
&=0%

的
e2

区域片段'海兰灰及其祖代四系和大午粉祖代的羽速基因型与
I$&VVV

酶切结果完全一致!但太行慢羽公鸡(慢羽母鸡(坝上长尾慢羽公鸡和海兰褐慢羽鸡的一致率分别为
)&'&]

(

01'.]

(

0('.]

和
&'&]

&

0

#太行鸡和坝上长尾鸡
&=0%

的
<2

和
e2

区共有序列
R*(;

?

酶切鉴定结果与表型一致率

达到
/0]

以上!其他品系"除海兰褐快羽公鸡为
&'&]

#均为
%&&'&]

&

*

#鸡
&=0%

的
<2

区特异序列
%))&;

?

的扩增

阳性率在太行慢羽公鸡(慢羽母鸡和快羽公鸡中的阳性率分别为
/)'%]

(

.R'R]

和
&'&]

!在海兰灰祖代鸡中分别

为
%&&'&]

和
&'&]

!并且
%))&

片段不能被
I$&VVV

切开'综合分析
.

个品系
&=0%

的
<2

和
e2

区结构特征!认为

e2

区
I$&VVV

酶切位点变异不能作为慢羽和内源病毒
&=0%

的鉴定依据!而
<2

区的
&=0%

插入与
%))&;

?

序列

I$&VVV

酶切位点的
I

&

B

突变和八碱基重复是紧密连锁的'
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首次提出影响羽毛生长发育

的羽速基因位于
X

染色体!其中快羽基因
`G

为野

生型隐性基因!而慢羽基因
K

为显性突变基因)

%

*

'

快慢羽速表型表现为雏鸡主翼羽和副主翼羽长度的

明显差异!利用羽速表型进行雏鸡性别自体鉴别的

技术在种禽业已被广泛推广使用)

0!*

*

'

X

染色体基

因序列
%(& ;̀

的重复是慢羽形成的原因之一!慢羽

K

基因至少在一条
X

染色体上存在两个同源区域$

整合有内源白血病毒
&=0%

基因的占位区"

<2

#和无

&=0%

的非占位区"

e2

#!慢羽鸡部分复制的
DG>G

和
-DBJ0

基因将两个整合位点分隔开!

e2

区位于

X

染色体
DG>G

和
-DBJ0

基因间!而快羽
G̀

基因

只有
e2

区)

)!.

*

'内源逆转录病毒
&=0%

插入与羽速

相关!但并不是慢羽表型的唯一原因)

1

*

'

羽速类型的分子基础研究较深入!并建立了多种

分子检测方法!

A'@'W$6$58!c#$DEP8"

等建立了基于

<2

和
e2

区差异的
&=0%

检测方法)

(

*

'

V'U5Y$-

等发

现慢羽
<2

区存在
%

个
I

%

B

转换!引起
WWIBW!

WIB (

个碱基的插入!破坏了
e2

区
I$&VVV

的酶切

识别位点
BBNN

序列!基于该位点变异建立了羽速表

型的分子检测方法!并认为慢羽表型与
&=0%

插入存

在完全的遗传相关)

/!%&

*

'

\'V8P

S

$

等利用
e2

区
%)R&

;

?

片段
I$&

%

酶切位点的差异性对白来航慢羽公鸡

的基因型进行了鉴别)

%%

*

!认为该酶切检测方法可能

不适用其他品种'

A'B'OQC58$-̀

等建立了基于

%1.*0);

?

重复区域内
DG>G

和
-DBJ0

基因连接

断裂点的慢羽基因型检测方法)

%0

*

'

近年来!

%)R&;

?

酶切鉴定快慢羽的方法在国

内广泛用于种鸡群的建立!李培周等利用该技术检

测了贵妃鸡的羽速基因)

%*

*

!并对清远麻鸡进行了羽

速分型)

%)

*

&李珊珊等利用该方法建立了麒麟公鸡纯

合慢羽群体)

%R

*

'李竞一等采用同样的方法对慢羽

鸡的
&=0%

内源病毒进行了筛选)

%.

*

'

本试验利用
%)R&;

?

酶切检测方法)

%%

*

!分析不

同品种鸡
e2

区结构特征与慢羽表型关系的差异

性!建立
e2

和
<2

区共有区域以及
<2

区特异区域

的
I$&VVV

酶切方法!分析鸡的
e2

和
<2

区以及

&=0%

插入的结构特征!明确
%)R&;

?

酶切方法应用

于快慢羽鉴别和
&=0%

病毒检测的分子基础欠缺性!

为慢羽的遗传育种以及快慢羽表型的分子鉴定方法

提供理论依据和参考'

#

!

材料与方法

#D#

!

试验材料

采集不同品种的鸡血液
LJI

!包括河北省石家

庄赞皇县天然公司柴鸡养殖场的太行鸡"经表型鉴

定#(张家口坝上长尾鸡"经表型鉴定#(河北满城种

鸡孵化场的海兰灰鸡"羽速自别雌雄!公鸡为慢羽杂

合!母鸡为快羽#(河北满城种鸡孵化场的海兰褐鸡

"羽色自别雌雄!羽速表型鉴定#(河北徐水大午农牧

%//
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集团种禽有限公司的大午粉祖代慢羽公鸡"白莱航

品系#(河北邯郸华裕家禽有限公司的海兰灰祖代

I

(

c

(

N

和
L

四系鸡"

I

和
c

为快羽公鸡和母鸡!

N

和
L

为慢羽公鸡和快羽母鸡#'

#D!

!

试验方法

%'0'%

!

引物设计
!!

参考李竞一等)

%.

*的鸡羽速基

因型分子鉴定引物"

\/

和
30*

#扩增
%)R&;

?

序列'

根据
JNcV

数 据 库
&=0%

病 毒 未 占 位 区 序 列

"

=R)&/*

#和占位区序列"

=R)&/)

#的共有序列!设计

包含
I$&VVV

酶切位点的引物对
R*(2

和
R*(I

&基

于
=R)&/)

特异序列!设计包含
I$&VVV

酶切位点的

引物对
%))&2

和
%))&I

'引物序列见表
%

'

表
#

!

0R)

反应引物

N,?9*#

!

0-8=*-+:1-0R)

引物名称

8̂$958-P95

引物序列"

Rl!*l

#

8̂$958,5

S

T5-D5

退火温度%
m

W9

产物长度%
;

?

U5-

:

7E#C

?

8#"TD7,

\/ IWWBBWINWINIBIBIIBBWIBBIIWIWN

30* BWIIBINWIININIBWIWWNWNBIBW

R. %)R&

R*(2 WWBIWIWBBWINWBBWBBIW

R*(I WIBBNIIIBWBBIIBINI

R1 R*(

%))&2 IBNNIBIBBNIINWWBIIWI

%))&I NWBNWNNIWINBBWININNI

.( %))&

%'0'0

!

N̂3

反应体系和反应程序
!!

%)R&

(

R*(

和
%))&;

?

序列
N̂3

体系均$

A$6R

&

U

!正(反引物

"

%&

&

9#Q

/

U

n%

#各
&'R

&

U

!基因组
&'R

&

U

!

""@

0

<

0'R

&

U

'

%)R&;

?

序列反应程序$

/) m

预变性

R9$-

&

/)m

变性
%9$-

!

R.m

退火
/&,

!

10m

延伸

09$-

!

*0

个循环&

10m

延伸
%R9$-

'

R*(;

?

序列

反应程序$

/Rm

预变性
R9$-

&

/Rm

变性
*&,

!

R1m

退火
*&,

!

10 m

延伸
**,

!

*0

个循环&

10 m

延伸

19$-

'

%))&;

?

序列
N̂3

反应程序$

/Rm

预变性

R9$-

&

/Rm

变性
*&,

!

.(m

退火
/&,

!

*&

个循环&

10m

延伸
19$-

'

I$&

%

酶切体系和反应程序$

%)R&

(

R*(

和

%))&;

?

N̂3

产物各
)

&

U

!

""@

0

<%*

&

U

!

%&kA

cTCC580

&

U

!

I$&VVV

酶
%

&

U

'混匀离心后!

*1m

过夜

酶切
/

"

%0E

!酶切产物经
%'R]

琼脂糖凝胶检测'

!

!

结
!

果

!D#

!

$%!#

的
QH

区
#%L"?

4

序列
0R)

和
&'$EEE

酶切鉴定

!!

&=0%

内源病毒
e2

区
%)R&;

?

N̂3

扩增目的

条带"图
%I

#!经
I$&VVV

酶切后!凝胶检测如图
%c

所示'

I'%)R&;

?

N̂3

产物'

c'%)R&;

?

片段
I$&VVV

酶切结果$

0

(

)

(

(

(

%&'

野生型&

R

(

.

(

1'

突变型&

%

(

*

(

/'

杂合型

I'̂ N3

?

8#"TD7,#C%)R&;

?

'c'I$&VVV"$

:

5,7$#-85,TQ7#C%)R&;

?

$

0

!

)

!

(

!

%&'M$Q"7

>?

5

&

R

!

.

!

1'AT7P-77

>?

5

&

%

!

*

!

/'@5758#_

>:

#T,7

>?

5

图
#

!

太行鸡
QH

区
#%L"?

4

0R)

和酶切结果

C8

2

D#

!

)*+6971:0R),3558

2

*+78131:#%L"?

4

83QH1:N,8/,3

2

./8.S*3

0//
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期 张乐超等$鸡
&=0%

占位区和未占位区重复序列结构与羽速表型关系研究

!!

经华大测序获得的
%)R&;

?

碱基序列与
JNcV

中
JTDQ5#7$"5

数据库比对后!明确
%)R&;

?

序列为

鸡内源白血病毒
&=0%

未占区序列!其中
:

'NWW;P

;RRINW

的
BBNN

为
I$&VVV

内切酶的识别位点!

酶切后表现为
%&.(

和
*/0;

?

两条带"图
%c

的第

0

(

)

(

(

和
%&

泳道#为野生型&

:

'NWW;;RRINW

序

列中的第
%

个
B

突变为
I

!并在第
0

个
B

后插入

WWIBWWIB(

个碱基!序列变为
:

'NWW(;

'

W!

'''''

WIBWWIBRRINW

!形成
WWIB)

碱基的连续
*

次重复!

I$&VVV

酶切后表现为
%

条带"图
%c

的第

R

(

.

和
1

泳道#的突变型&如果鸡基因组
e2

区为杂

合体!存在
:

'NWW;;RRINW

和
:

'NWW(

'

BW!

'''''

WIBWWIBRRINW

两种序列!酶切后表现为
*

条

带"图
%c

的
%

(

*

和
/

泳道#的杂合型'

参照
\'V8P

S

$

和李竞一等的研究结果)

%%

!

%.

*

$公

鸡野生型酶切后
0

条带为快羽!突变型酶切后
%

条

带为慢羽纯合体!杂合型酶切后
*

条带为慢羽杂合

体&母鸡突变型为慢羽!野生型为快羽'对经表型鉴

定的太行鸡"

%0.

只#(坝上长尾鸡"

*.

只#(大午粉祖

代鸡"

0&

只#(海兰褐鸡"

)1

只#(海兰灰鸡"

%&

只#和

海兰灰祖代
I

(

c

(

N

和
L

四系鸡"

1)

只#进行
%)R&

;

?

的
3\Û

检测!汇总
.

个品种%系快慢羽公母鸡

的酶切结果!见表
0

'

根据
e2

区
%)R&;

?

酶切结果!从表
0

得出各

品种%系鸡表型与酶切结果的矛盾性'

0R

只太行快

羽公鸡中!

0

只鉴定为慢羽杂合体&

*R

只慢羽公鸡中

0%

只为快羽!

%)

只为慢羽杂合体&

*1

只快羽母鸡中

%

只鉴定为慢羽&

0/

只慢羽母鸡中
0%

只为快羽个

体!

(

只为慢羽杂合体'太行快羽公鸡(慢羽公鸡(

快羽母鸡和慢羽母鸡酶切结果与表型分歧率分别为

('&]

(

.&'&]

(

0'1]

和
10')]

'

*.

只慢羽坝上长

尾公鸡中
%&

只鉴定为慢羽杂合体(

0R

只为快羽(

%

只慢羽纯合体!与表型鉴定分歧率为
1%')]

'可以

发现慢羽表型与酶切结果出现严重矛盾'

0&

只大

午粉祖代慢羽公鸡全部鉴定为慢羽纯合体!

(

只海

兰灰商品代慢羽公鸡全部鉴定为慢羽杂合体!

0

只

海兰灰商品代快羽母鸡鉴定为快羽!海兰灰祖代
I

(

c

系鉴定为快羽!

N

系鉴定为慢羽公鸡纯合体!

L

系

鉴定为快羽母鸡!这
.

个品系的表型与酶切结果完

全一致!分歧率为
&'&]

'但需要指出的是海兰灰

祖代
L

系为直接引进慢羽祖代种鸡!但经
%)R&;

?

酶切检测为快羽"课题组采用其他分子检测方法验

证为快羽母鸡#'海兰褐
%%

只快羽公鸡和
%*

只快

羽母鸡酶切结果均为
0

条带!酶切鉴定与表型鉴定

完全一致&而
%0

只慢羽公鸡和
%%

只慢羽母鸡酶切

也为
0

条带!鉴定结果与表型完全不符'

以上结果表明!太行鸡(坝上长尾鸡和海兰褐的

e2

区
%)R&;

?

八碱基插入突变与羽速表型不相

关!但该突变在海兰灰系列即白莱航品系中与慢羽

表型紧密连锁'

表
!

!

'

个品种(系鸡
#%L"?

4

片段酶切结果

N,?9*!

!

T8

2

*+7813-*+6971:#%L"?

4

:1-'?-**5+

(

+7-,83+1:./8.S*3

酶切类型

W

>?

5,#C"$

:

5,7$#-

太行鸡
WP$EP-

:

坝上长尾鸡

cP,EP-

:

大午粉

LPZTC5-

海兰灰

@

>

!Q$-5B8P

>

公鸡
N#D̀

母鸡
@5-

公鸡
N#D̀

公鸡
N#D̀

公鸡
N#D̀

母鸡
@5-

快
\P,7

慢
2Q#Z

快
\P,7

慢
2Q#Z

慢
2Q#Z

慢
2Q#Z

慢
2Q#Z

快
\P,7

突变型
AT7P-77

>?

5 & & % & % 0& & &

野生型
M$Q"7

>?

5 0* 0% *. 0% 0R & & 0

杂合型
@5758#_

>:

#T,7

>?

5 0 %) & ( %& & ( &

分歧率%
] L$Y58

:

5-D58P75 ('& .&'& 0'1 10') 1%') &'& &'& &'&

酶切类型

W

>?

5,#C"$

:

5,7$#-

海兰褐
@

>

!Q$-5c8#Z-

海兰灰祖代
8̂#

:

5-$7#8#C@

>

!Q$-5B8P

>

公鸡
N#D̀

母鸡
@5-

快
\P,7

慢
2Q#Z

快
\P,7

慢
2Q#Z

I

系

IQ$-5

c

系

cQ$-5

N

系

NQ$-5

L

系

LQ$-5

突变型
AT7P-77

>?

5 & & & & & & %( &

野生型
M$Q"7

>?

5 %% %0 %* %% %R %R & 0.

杂合型
@5758#_

>:

#T,7

>?

5 & & & & & & & &

分歧率%
] L$Y58

:

5-D58P75 &'& %&&'& &'& %&&'& &'& &'& &'& &'&

*//



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

!D!

!

IH

区和
QH

区共有区域
LK&?

4

酶切鉴定结果

cQP,7

比对分析发现!

%)R&;

?

序列与
&=0%

病

毒
e2

区序列"

=R)&/*

#和
<2

区序列"

=R)&/)

#的覆

盖率分别为
%&&]

和
/&]

!相似度为
//]

和
/(]

'

比对
=R)&/*

和
=R)&/)

发现二者具有
%*.*;

?

的序

列同源性!相似度为
/(]

!并且
I$&VVV

酶切位点包

含在同源序列中'

设计引物
R*(2

和
R*(I

扩增
<2

区和
e2

区同

源序列
R*(;

?

!对扩增产物进行
I$&VVV

酶切!

N̂3

和酶切电泳检测结果见图
0

'

图
0I

显示
R*(;

?

N̂3

结果条带单一清晰!对

R*(;

?

扩增产物进行
I$&VVV

酶切!图
0c

显示
%

(

.

(

(

和
/

泳道为
0

条带!分别为
***

和
0&R;

?

&

0

"

R

(

1

(

%%

"

%)

泳道为
*

条带!分别为
R*(

(

***

和
0&R

;

?

&泳道
%&

为
%

条没有被切开的
R*(;

?

条带'按

照
%)R&;

?

酶切结果判断羽速表型!酶切
%

条带为

快羽!

0

条带为慢羽纯合!

*

条带为慢羽杂合!汇总太

行鸡"

%0%

只#(海兰灰鸡"

R

只#和海兰褐鸡"

0)

只#

R*(;

?

的酶切结果!见表
*

'

由表
*

可知!

0R

只太行快羽公鸡中
0*

只酶切

为
0

条带鉴定为快羽!

0

只酶切为
*

条带鉴定为慢

羽杂合体&

*)

只太行慢羽公鸡全部酶切为
*

条带!

鉴定为慢羽杂合&

**

只太行快羽母鸡中
*0

只酶切

为
0

条带鉴定为快羽!

%

只酶切为
%

条带鉴定为慢

羽&

0/

只太行慢羽母鸡中
01

只酶切为
*

条带鉴定

为慢羽杂合体!

0

只为
0

条带鉴定为快羽'太行快

羽公鸡(慢羽公鸡(快羽母鸡和慢羽母鸡酶切结果与

表型一致率分别达到
/0'&]

(

%&&'&]

(

/1'&]

和

/*'%]

'海兰灰慢羽公鸡和快羽母鸡的鉴定结果与

表型一致率达到
%&&]

!海兰灰是羽速自别雌雄群

体!整齐度较好!只代表性的检测了慢羽公鸡
*

个样

本!快羽母鸡
0

个样本'海兰褐快羽公鸡(慢羽公

鸡(快羽母鸡和慢羽母鸡各
%.

只!除快羽公鸡与表

型鉴定一致率为
&'&]

!其他均为
%&&'&]

'海兰灰

祖代四系鸡各
%R

只!鉴定结果与表型完全一致'

以
<2

和
e2

区同源序列
R*(;

?

片段进行

I$&VVV

酶切鉴定羽速表型显著提高了太行鸡的鉴

定准确度!海兰灰系列的鉴定准确度为
%&&]

!海兰

褐除快羽公鸡不能鉴定外!其他表型与鉴定结果完

全一致'

I'R*(;

?

N̂3

产物'

c'R*(;

?

片段
I$&VVV

酶切结果$

%

(

.

(

(

(

/'

野生型&

%&'

突变型&

0

"

R

(

1

(

%%

"

%)'

杂合型

I'̂ N3

?

8#"TD7,#CR*(;

?

'c'I$&VVV"$

:

5,7$#-85,TQ7#CR*(;

?

$

%

!

.

!

(

!

/'M$Q"7

>?

5

&

%&'AT7P-77

>?

5

&

0!R

!

1

!

%%!

%)'@5758#_

>:

#T,7

>?

5

图
!

!

IH

区和
QH

区共有序列
LK&?

4

0R)

产物和酶切结果

C8

2

D!

!

)*+6971:0R),3558

2

*+7813:1-LK&?

4

.1==13+*

O

6*3.*:1-IH,35QH-*

2

813+

表
K

!

太行鸡"海兰灰和海兰褐鸡
LK&?

4

酶切结果

N,?9*K

!

T8

2

*+7813-*+6971:LK&?

4

:1-N,8/,3

2

#

M

A

P983*;-,

A

,35M

A

P983*U-1B3./8.S*3+

条带数

JT9;58#C

;P-",

太行鸡

WP$EP-

:

DE$D̀5-

海兰灰

@

>

!Q$-5B8P

>

海兰褐

@

>

!Q$-5c8#Z-

海兰灰祖代

8̂#

:

5-$7#8#C

@

>

!Q$-5B8P

>

公鸡
N#D̀

母鸡
@5-

公
N#D̀

母
@5-

公鸡
N#D̀

母鸡
@5-

快

\P,7

慢

2Q#Z

快

\P,7

慢

2Q#Z

慢

2Q#Z

快

\P,7

快

\P,7

慢

2Q#Z

快

\P,7

慢

2Q#Z

I

系

IQ$-5

c

系

cQ$-5

N

系

NQ$-5

L

系

LQ$-5

% & & % & & & & & & & & & %R &

0 0* & *0 0 & 0 & & %. & %R %R & %R

* 0 *) & 01 * & %. %. & %. & & & &

一致率%
]

N#-,$,75-D

>

/0'& %&&'& /1'& /*'% %&&'& %&&'& &'& %&&'&%&&'&%&&'& %&&'& %&&'& %&&'& %&&'&

)//
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&=0%

占位区和未占位区重复序列结构与羽速表型关系研究

!DK

!

占位区
#%%"?

4

序列
0R)

和酶切结果

设计
%))&2

和
%))&I

引物扩增
<2

区特异序列

%))&;

?

!琼脂糖凝胶电泳可见亮度很高的目的条

带"图
*I

#'

%))&;

?

产物与
W*

载体连接测序后显

示序列
I$&VVV

酶切位点处确有
(

个碱基插入!酶

切位点消失'

图
*I

显示
%%

(

%(

(

%/

(

0%

和
00

泳道没有目的

条带!

%))&;

?

产物为占位区特异序列!上游引物与

内源病毒
&=0%

基因结合!鸡基因组中如无
&=0%

插

入!则扩增不出该目的片段'图
*c

为太行鸡
%))&

;

?

酶切结果!均未被
I$&VVV

切开'太行鸡
%0%

个

个体中的
R0

个为
%))&;

?

扩增阳性!海兰灰祖代

四系鸡
.&

个个体中的
%R

个为扩增阳性!全部没有

被
I$&VVV

切开'

由表
)

可知!

%))&;

?

扩增检测的
%0%

只太行

鸡!其中
*)

只慢羽公鸡阳性率
/)'%]

!

0/

只慢羽母

鸡阳性率
.R'R]

!

0R

只快羽公鸡阳性率为
&'&]

!

**

只快羽母鸡阳性率为
*'&]

'海兰灰
I

(

c

和
L

系
)R

个快羽个体全部为阴性!

N

系
%R

个慢羽个体

全部为阳性'课题组采用其他分子检测方法对

&=0%

的阳性率进行了检测!

&=0%

阳性个体的
%))&

;

?

扩增也为阳性'

<2

区
%))&;

?

序列的
I$&VVV

酶切位点消失!

同时该片段的
N̂3

结果与鸡内源白血病毒
&=0%

的

检测完全一致!可以将
%))&;

?

的
N̂3

检测作为

&=0%

的筛查方法'

I'%))&;

?

片段
N̂3

产物&

c'%))&;

?

片段的
I$&VVV

酶切结果

I'̂ N3

?

8#"TD7,#C%))&;

?

&

c'I$&VVV"$

:

5,7$#-85,TQ7#C%))&;

?

图
K

!

太行鸡
IH

区特异序列
#%%"?

4

0R)

产物和酶切结果

C8

2

DK

!

0R),3558

2

*+7813-*+6971:#%%"?

4

:1-IH+

4

*.8,9-*

2

8131:N,8/,3

2

./8.S*3

表
%

!

太行鸡和海兰灰祖代鸡
#%%"?

4

片段
0R)

结果

N,?9*%

!

0R)-*+6971:#%%"?

4

:1-N,8/,3

2

,35

4

-1

2

*3871-1:M

A

P983*;-,

A

./8.S*3+

项目

V759

太行鸡
WP$EP-

:

DE$D̀5-

海兰灰祖代
8̂#

:

5-$7#8#C@

>

!Q$-5B8P

>

慢羽
2Q#Z!C5P7E58

快羽
\P,7!C5P7E58

公鸡

N#D̀

母鸡

@5-

公鸡

N#D̀

母鸡

@5-

I

系

IQ$-5

c

系

cQ$-5

N

系

NQ$-5

L

系

LQ$-5

阳性
#̂,$7$Y5 *0 %/ & % & & %R &

阴性
J5

:

P7$Y5 0 %& 0R *0 %R %R & %R

阳性率%
] #̂,$7$Y58P75 /)'% .R'R &'& *'% &'& &'& %&&'& &'&

!D%

!

占位区"未占位区和
$%!#

插入结构特征

由
e2

区
%)R&;

?

(

&=0%

占位区
%))&;

?

(

e2

区和
<2

区共有序列
R*(;

?

I$&VVV

酶切以及
&=0%

的检测结果!推断得出太行鸡(海兰灰鸡(海兰褐鸡

快慢羽
X

染色体上
e2

区(

<2

区的
I$&VVV

酶切位

点以及
&=0%

插入的结构特征"图
)

#'

由表
R

可知!太行慢羽公鸡的主要结构特征"图

)I

#占总体的
R('%]

!

e2

区
I$&VVV

酶切位点为野

生型!

<2

区有
&=0%

的插入并失去酶切位点&第二种

结构特征为$

e2

区酶切位点为杂合型(

<2

区有

&=0%

插入并失去酶切位点!该类型结构占总体的

*R'R]

"图
)c

#&第三种结构
e2

区酶切位点为杂合

型(

<2

区是
e2

区的完全重复或酶切位点发生突

变!占
.')]

"图
)N

#'

R//
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太行慢羽母鸡也有
*

种结构特征!第
%

种与慢

羽公鸡的主要结构"图
)I

#一致!占
.R'R]

&第
0

种

与慢羽公鸡的第
*

种结构"图
RN

#一致!占
01'.]

&

第
*

种结构特征为
e2

区的
I$&VVV

酶切位点呈野

生型纯合状态!

<2

区为
e2

区的完全重复"图
)L

#!

占
.'/]

'快羽太行公鸡有两种结构特征!第
%

种

e2

区
I$&VVV

酶切位点呈野生型纯合状态"图

)O

#!占
/0'&]

&另一种结构只占
('&]

!

e2

区的

I$&VVV

酶切位点为杂合型"图
)\

#'快羽太行母鸡

全部为
e2

区
I$&VVV

酶切位点为野生型纯合状态

的图
)O

结构'

海兰褐慢羽公鸡和慢羽母鸡均呈典型的慢羽结

构特征$

e2

区酶切位点为野生型!

<2

区有
&=0%

插

入无酶切位点"图
)I

#&快羽母鸡为典型的快羽结构

"图
)O

#&而快羽公鸡结构与慢羽鸡的典型结构一致

"图
)I

#!存在
e2

区的重复结构
<2

区!并且有

&=0%

插入'

海兰灰商品代慢羽公鸡
e2

区的酶切位点呈杂

合状态!

<2

区有
&=0%

插入无酶切位点"图
)c

#&海

兰灰商品代快羽母鸡呈快羽的典型结构特征"图

)O

#'海兰灰祖代
I

系和
c

系分别为快羽公鸡和母

鸡!表现为快羽的典型结构特征"图
)O

#!

L

系同样

为快羽母鸡!结构如图
)O

&

N

系为慢羽公鸡$

e2

区

酶切位点为突变纯合型(

<2

区有
&=0%

插入无酶切

位点"图
)B

#'

图
%

!

鸡
V

染色体占位区"未占位区和
$%!#

结构特征

C8

2

D%

!

H7-6.76-*./,-,.7*-8+78.+1:IH

#

QH,35$%!#13V./-1=1+1=*1:./8.S*3

.//



!

.

期 张乐超等$鸡
&=0%

占位区和未占位区重复序列结构与羽速表型关系研究

表
L

!

不同表型太行鸡占位区和未占位区酶切结果

N,?9*L

!

T8

2

*+7813:1-1..6

4

8*5P+87*,35631..6

4

8*5P+87*-*

2

813+1:N,8/,3

2

./8.S*3+B87/F,-816+

4

/*317

A4

*

表型

Ê5-#7

>?

5

结构类型

W

>?

5

%)R&;

?

酶切类型

%)R&;

?

"$

:

5,7$#-

R*(;

?

酶切类型

R*(;

?

"$

:

5,7$#-

%))&;

?

阴阳性

35,TQ7#C%))&;

?

个体数

JT9;58

构成比%
]

8̂#

?

#87$#-

慢羽公鸡

2Q#Z!C5P7E58D#D̀

I 0 * % %( R('%

c * * % %% *R'R

N * * & 0 .')

快羽公鸡

\P,7!C5P7E58D#D̀

O 0 0 & 0* /0'&

\ * * & 0 ('&

慢羽母鸡

2Q#Z!C5P7E58E5-

I 0 * % %/ .R'R

N * * & ( 01'.

L 0 0 & 0 .'/

快羽母鸡
\P,7!C5P7E58E5- O 0 0 & *0 %&&'&

K

!

讨
!

论

%)R&;

?

序列为
&=0%

未占位区序列!该序列在

海兰灰及其祖代的快羽群体中存在内切酶
I$&VVV

的识别序列$

:

'NWW;;RRINW

!而在其慢羽群体

中该位点突变为
:

'NWW(BNN>;NN>;NNINW

!

失去内切酶
I$&VVV

的识别位点'

\'V8P

S

$

等以此

为基础建立了白莱航鸡慢羽基因型的检测方法)

%%

*

!

%)R&;

?

序列
I$&VVV

酶切后
0

条带为快羽!

*

条带

为慢羽杂合体!

%

条带为慢羽纯合体'

U'L'cPD#-

等发现!白莱航鸡的慢羽表型与
&=0%

的插入完全相

关)

.

*

!其
e2

区
I$&VVV

酶切位点的基因型与
<2

区

完全一致!

<2

区有
&=0%

插入酶切位点为突变型!慢

羽鸡的
e2

区无
&=0%

插入但酶切位点也为突变型!

但快羽鸡只有
e2

区!并且其酶切位点为野生型!所

以可以通过
e2

区
I$&VVV

酶切位点的特征判断白

莱航品系"海兰灰及其祖代#的羽速表型和基因型'

但国内品种太行鸡和坝上长尾鸡以及引进品种

海兰褐的羽速表型与
&=0%

未占位区
I$&VVV

酶切

位点的基因型并不相关'太行慢羽鸡和快羽公鸡

e2

区酶切识别位点有两种基因型$野生纯合型和

杂合型!快羽母鸡为野生纯合型!而慢羽
<2

区有

&=0%

插入的酶切位点为突变型!也有慢羽
<2

区仅

是
e2

区的重复!所以不能根据
e2

区酶切位点基

因型判断羽速表型'而快羽和慢羽的海兰褐
e2

区

酶切位点均为野生纯合型!也不能利用此位点作为

表型判断依据'

本试验通过
<2

区特异序列
%))&;

?

的扩增!

明确了
<2

区即为
&=0%

插入的区域!所以可以通过

%))&;

?

片段的扩增结果判断
&=0%

的整合性!并可

作为筛选无内源
&=0%

病毒种鸡的检测方法'携带

有内源白血病毒
&=0%

的慢羽白莱航鸡对外源淋巴

白血病病毒免疫性能减退!并且有生产性能下降和

死亡率升高等不良性状)

/

*

'快慢羽的种鸡配套系利

用羽速表型进行雌雄鉴别不仅节约生产成本!并有

利于雏鸡的生产发育!所以筛选无内源病毒的慢羽

种鸡群对提高种鸡的生产水平是非常必要的'

I'

29$7E

等利用
N̂3

技术检测内源白血病毒遗传元

件)

%1

*

'本试验利用
%))&;

?

片段的扩增检测太行

鸡发现!慢羽公鸡有
R'/]

的
&=0%

阴性率!慢羽母

鸡有
*)'R]

的阴性率'

%))&;

?

片段扩增阳性的太行鸡
R0

个个体和

海兰灰祖代
N

系
%R

个个体进行
I$&VVV

酶切检测!

发现全部为突变型!酶切位点全部为
IB

突变后插

入
WWIB

四碱基的
0

次重复序列!形成
WWIB

的
*

次重复!该特异重复序列与
&=0%

插入的关系需要进

一步深入研究'

为进一步分析该突变位点与鸡羽型的关系!选

取
<2

和
e2

区包含该突变位点的共有区域为模板

设计引物!对目的产物
R*(;

?

片段进行
I$&VVV

酶

切'除海兰褐快羽公鸡外!酶切结果与表型鉴定结

果的一致率在
/0]

以上'与
e2

区
%)R&;

?

酶切

相比!鉴定准确率大大提高!可以作为快慢羽的粗略

鉴定方法'陈忠等利用双重
N̂3

鉴定快慢羽获得

1//
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了高于
/)]

的准确率)

%(

*

!

A'B'OQC58$-̀

等提出了

荧光定量
N̂3

技术鉴定快慢羽基因型的方法)

%0

*

!

B'='cT

等检测了慢羽
DG>G

基因重复的结构特

征)

%/

*

!本课题组利用双重
N̂3

灰度值的检测方法

对鸡羽速基因进行鉴定!准确率高!操作简单方便

"已申报专利#'

%

!

结
!

论

鸡
e2

区
I$&VVV

酶切位点变异不能作为慢羽

和内源病毒
&=0%

的鉴定依据!而
<2

区的
&=0%

插入

与
%))&;

?

序列酶切位点的
I

&

B

突变和八碱基

重复是紧密连锁的!

%))&;

?

N̂3

扩增可以作为筛

选
&=0%

阴性的慢羽种鸡检测方法'

参考文献&

)*:*-*3.*+

'!

)

%

*

!

2O3Oc3<b2K4I2'N8#,,$-

:

!#Y58$-Y#QY$-

:

7E855

,56!Q$-̀5"

:

5-5,$-DE$D̀5-,

)

a

*

'!5O$#

!

%/00

!

R.

"

.)1

#$

R1%!R10'

)

0

*

!

2<@J2@

!

KVA J4

!
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