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不同鸡品种犜犢犚基因遗传变异分析
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摘　要：采用ＰＣＲＳＳＣＰ方法，对中国宁夏固原鸡、海南文昌鸡、西藏藏鸡和国外引进海赛克斯鸡犜犢犚基因５′侧翼

区及外显子１３个位点（Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３）的遗传变异进行研究。结果表明，Ｐ２位点无多态，Ｐ１位点在３个中国鸡品种中

均出现３种基因型，分别为ＡＡ型、ＢＢ型和ＡＢ型；在引进的海赛克斯鸡中，只检测到ＢＢ型和ＡＢ型２种类型。４

个鸡品种在该位点均处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态；Ｐ３位点在中国３个鸡品种中均检测到３种基因型，分别为

ＡＡ型、ＢＢ型和ＡＢ型，而海赛克斯鸡中只检测到ＡＡ和ＡＢ型，固原鸡和文昌鸡在该位点处于ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平

衡状态，藏鸡和海赛克斯鸡均处于极不平衡状态。进一步说明，中国地方鸡品种的犜犢犚基因蕴藏丰富变异资源。

经克隆测序分析，Ｐ１位点存在Ｃ→Ｔ的单碱基替换突变，Ｐ３位点存在Ｇ→Ａ的单碱基替换突变，但未引起氨基酸

突变。独立χ
２ 分析显示，两位点基因型和等位基因分布在不同鸡品种之间存在显著或极显著差异（犘＜０．０５和犘

＜０．０１），提示犜犢犚基因的基因型和等位基因分布与鸡品种因素显著相关。本研究为以后对鸡犜犢犚基因５′侧翼

区及外显子１的进一步研究提供基础依据。
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　　黑色素能提高生物的生存竞争能力，可作为紫

外线的吸收剂、抗氧化剂和新型的天然药物载体，用

来治疗与黑色素缺乏有关的神经系统疾病，并具有

体外抗 ＨＩＶ病毒的作用。因此，它在医疗、食品和

化妆品工业的应用潜力巨大。根据哺乳动物有关黑

色素性状研究结果表明，大量的基因在各种水平直

接或间接影响黑色素的形成［１９］。Ｋｉｎ等研究表明

人类的酪氨酸酶基因（犜犢犚基因）是影响黑色素合

成的关键基因［１０］，是目前研究黑色素性状的第一候

选基因。陈志强等对中国丝毛乌骨鸡犜犢犚基因研

究证实该基因突变主要是点突变，并未引起氨基酸

突变。邓学梅等继续对中国乌骨鸡犜犢犚基因外显

子变异情况进行了分析研究，表明犜犢犚 基因在乌

骨鸡中具有丰富的变异资源［１１］，但犜犢犚基因在其

它非乌鸡品种鸡中变异情况如何未见报道。Ｎｏｒ

ｔｏｎ等最近研究揭示，犜犢犚基因在白色人种的进化

过程中，欧洲人种承担了重要的角色而不是东亚人

种［１２］，说明犜犢犚基因在不同地域人种中存在一定

的差异。但是犜犢犚基因在不同地域的鸡品种中遗

传变异是否也存在一定差异目前尚未进行具体研

究。

　　本研究以中国南方耐热品种海南文昌鸡（肉色

为淡黄色）、中国北方耐寒耐低氧品种藏鸡（肉色为

红色）、中国耐干旱、耐寒品种宁夏固原鸡（肉色为淡

黑色）、国外引进品种海赛克斯鸡（肉色为白色）这４

个非乌鸡品种作为试验材料，采用ＰＣＲＳＳＣＰ和

ＤＮＡ测序方法对影响黑色素性状的第一侯选基因

犜犢犚基因５′侧翼区及第１外显子进行单核苷酸多

态性检测，比较４种不同生境条件下的非乌鸡品种

鸡犜犢犚基因的遗传变异，为进一步对禽类黑色素

性状的研究奠定一定的理论基础。

１　材料与方法

１１　材料

　　应用随机抽样在宁夏固原采集１１２只固原鸡

（Ｇｕｙｕａｎｃｈｉｃｋｅｎ，ＧＣ）的血样，海赛克斯鸡（Ｈｉｓｅｘ

ｃｈｉｃｋｅｎ，ＨＣ）血样３６只，在海南罗牛山文昌鸡保种

场采集文昌鸡（Ｗｅｎｃｈａｎｇｃｈｉｃｋｅｎ，ＷＣ）２２１只血

样，在西藏林芝农牧学院采集藏鸡（Ｔｉｂｅｔａｎｃｈｉｃｋ

ｅｎ，ＴＣ）１００只血样，每只鸡翅静脉采血２～３ｍＬ，分

装在１．５ｍＬ离心管中，加入肝素抗凝剂，－２０℃以

下保存备用。用酚氯仿抽提法提取基因组ＤＮＡ，溶

于灭菌超纯水，４℃保存。

１２　引物和犘犆犚扩增

　　 根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 已 发 表 的 鸡 犜犢犚 基 因

（Ｌ４６８０５）序列，利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件对其５′调控区

及外显子１设计３对引物，预期片段大小在１７０～

２２０ｂｐ。所有引物由上海生工生物工程有限公司合

成，引物序列及位置如表１所示。

　　ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸３５ｓ，进行３６个循

环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。

１３　犘犆犚产物的单核苷酸多态检测

　　ＰＣＲｍｉｘ混合液６．２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ４．２５μＬ，引

物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，ＤＮＡ模板（５０ｍｇ／μＬ）０．５

μＬ，总体积１２．０μＬ，各组在冰盒上操作加完后，瞬

时离心，轻微振荡后，再离心１０ｓ，然后进行扩增。

　　４μＬＰＣＲ产物和８μＬ变性缓冲液（９８％去离子

甲酰胺、０．０２５％溴酚蓝、１０ｍｍｏＬ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ＝

８．０））的混合液９８℃变性１０ｍｉｎ，立即插入冰渣并于

冰箱中放置１０ｍｉｎ。将变性产物在１２％非变性聚丙

烯酰胺凝胶中电泳，电泳结束后，进行银染显带。
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表１　犜犢犚基因引物的序列及信息

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狆犪犻狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪狀犱狋犺犲犻狉犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅狀犜犢犚犵犲狀犲犻狀犮犺犻犮犽犲狀

名称

Ｎａｍｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

片段大小

ＰｒｏｄｕｃｔＳｉｚｅ／ｂｐ

位置

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

在Ｌ４６８０５上的位置／ｎｔ

ＰｏｓｉｔｉｏｎｉｎＬ４６８０５

Ｐ１
Ｆ：５′ＴＴＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＧＧＧＡＡＣＧ３′

Ｒ：５′ＴＧＣＣＴＧＴＣＣＴＴＡＣＣＴＧＣＣＡ３′
１９２ Ｅｘｏｎ１～ｉｎｔｒｏｎ１ ２７６６～２９５７

Ｐ２
Ｆ：５′ＴＧＣＴＣＡＧＡＴＧＡＡＣＡＡＣＧＧＣ３′

Ｒ：５′ＧＴＡＴＣＴＣＡＣＧＴＴＣＣＣＡＣＡＧＣ３′
２００ Ｅｘｏｎ１ ２５９３～２７９２

Ｐ３
Ｆ：５′ＴＧＣＣＡＴＡＴＧＣＴＧＧＴＣＴＧＧＧ３′

Ｒ：５′ＣＡＧＴＴＧＧＣＴＡＴＴＣＧＧＣＡＴＣＡＴ３′
２１８ ５′ｆｌａｎｋｉｎｇｒｅｇｉｏｎ １５３４～１７５１

１４　对不同类型犘犆犚产物的测序

　　不同类型ＰＣＲ产物由上海捷瑞生物公司进行

测序，将测序结果提交ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ网站进行比较，并对编码区的氨基酸

序列利用ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｃｏｍ／ＣＬＡＳＴＷＬ网站

进行比较。

１５　分子群体遗传结构分析

　　利用ＰｏｐＧｅｎｅ、Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳ（１３．０）软件分析遗

传多态性指标，涉及等位基因频率、基因型频率、群

体平衡检验、位点遗传纯合度（Ｈｏｍｏｚｙｇｏｓｔｙ，犎狅）、

杂合度（Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｔｙ，犎犲）和有效等位基因数

（犖犲）、多态信息含量（犘犐犆）；利用χ
２ 独立性检验分

析不同品种（群体）间基因型频率和等位基因频率分

布差异，２品种（群体）间采用公式（１），多品种间采

用公式（２）：

χ
２
＝

犜２

犜１×犜２ ∑犼＝１狅狉犼＝２
犪２犻犼
犜犻
－
犜２犼［ ］犜 （１）

χ
２
＝犜 ∑

犪２犻犼
犜犼×犜犻

－［ ］１ （２）

　　式中，犜为２个或多个品种（群体）的总个体数，

犜１、犜２ 分别为第１和第２个品种（群体）个体数，犜ｉ

是２个或多个品种（群体）第ｉ个基因型的总个体

数，αｉｊ是第ｊ个品种（群体）第ｉ个基因型的实际个体

数，犜ｊ代表第ｊ个品种（群体）的个体数。

２　结果与分析

２１　犘１位点的遗传变异分析

２．１．１　Ｐ１引物扩增片段的检测结果　ＰＣＲ产物

在１９２ｂｐ处有清晰的ＤＮＡ扩增条带（图１）。

２．１．２　Ｐ１引物扩增片段的ＰＣＲＳＳＣＰ分析结果　

Ｐ１引物扩增片段在４个品种中共检测到３种基因

型，分别命名为ＡＡ、ＢＢ和ＡＢ型（图２）。在中国的

文昌鸡、固原鸡、藏鸡群体中均检测到ＡＡ、ＢＢ和

图１　外显子１犘１引物扩增片段的检测图谱

犉犻犵１　犜犺犲犲犾犲犮狋狉狅狆狅狉犲狊犻狊狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋

犳狅狉犘１狆狉犻犿犲狉狅犳犲狓狅狀１

图２　犘１位点扩增片段的犛犛犆犘电泳图谱

犉犻犵２　犛犛犆犘 犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犘犆犚

狆狉狅犱狌犮狋狊犪狋狋犺犲犘１狊犻狋犲

ＡＢ型３种基因型，而在引进的海赛克斯群体中只

检测到ＢＢ和ＡＢ型。

２．１．３　Ｐ１位点不同基因型ＰＣＲ产物的测序及分

析　根据测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ公布的鸡的犜犢犚基

因（Ｌ４６８０５）序列比对表明：ＡＡ型与ＢＢ型在２８６６

ｂｐ处发生Ｃ→Ｔ的单碱基转换（图３），经过分析此

碱基突变并未引起氨基酸变异。

２２　犘２位点的遗传变异分析

　　Ｐ２引物扩增产物经过ＳＳＣＰ分析，所有个体

ＳＳＣＰ电泳图谱均为一致的２条带，表明在该位点

无多态性。

２３　犘３位点的序列分析

２．３．１　Ｐ３引物扩增片段检测结果　ＰＣＲ产物在
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２１８ｂｐ处有一清晰的ＤＮＡ扩增条带（图４）。

图３　犘１位点不同基因型多态序列峰图

犉犻犵３　犜犺犲狆狅犾狔犿狅狉狆犺犻犮狊犻狋犲犪狋狋犺犲犘１狊犻狋犲

图４　犘３引物扩增片段的电泳图谱

犉犻犵４　犜犺犲犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犘犆犚狆狉狅犱

狌犮狋狊狅犳犘３狆狉犻犿犲狉

２．３．２　Ｐ３引物扩增片段的ＰＣＲＳＳＣＰ分析结果　

在Ｐ３引物扩增片段上检测到３种基因型，分别命名

为ＡＡ、ＢＢ、ＡＢ型（图５）。在中国的文昌鸡、固原

鸡、藏鸡群体中均检测到ＡＡ、ＢＢ和ＡＢ型３种基因

型，而在引进的海赛克斯群体中只检测到 ＡＡ 和

ＡＢ型。

２．３．３　Ｐ３位点不同基因型ＰＣＲ产物的测序及分

析　根据测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ公布的鸡的犜犢犚基

因（Ｌ４６８０５）序列比对表明：ＡＡ型与ＢＢ型在１６２６

ｂｐ处发生Ｇ→Ａ的单碱基转换突变（图６），经过分

图５　犘３位点扩增片段的犛犛犆犘电泳图谱

犉犻犵５　犛犛犆犘犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犘犆犚狆狉狅犱

狌犮狋狊犪狋狋犺犲犘３狊犻狋犲

图６　犘３位点不同类型多态序列峰图

犉犻犵６　犜犺犲狆狅犾狔犿狅狉狆犺犻犮狊犻狋犲犪狋狋犺犲犘３狊犻狋犲

析此碱基突变并未引起氨基酸变异。

２４　不同鸡品种犜犢犚基因型频率和等位基因频率

分析

２．４．１　Ｐ１扩增片段在不同品种鸡的基因型频率和

等位基因频率分析　统计结果显示，Ｐ１位点在３个

中国鸡品种均有３种基因型，经过适合χ
２ 检验结果

表明，各群体在该位点均处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡

状态。

２．４．２　Ｐ３扩增片段在不同品种鸡的基因型频率和

等位基因频率分析　由表３结果表明，藏鸡和海赛

克斯鸡在该位点处于极不平衡状态（犘＜０．０１），固

表２　引物犘１扩增片段在不同品种鸡的基因型分布

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犵犲狀狅狋狔狆犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狊狅犳犪犿狆犾犻犳犻犲犱犘１犳狉犪犵犿犲狀狋狊犪犿狅狀犵犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮犺犻犮犽犲狀犫狉犲犲犱狊

品种Ｂｒｅｅｄ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅｓｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ＡＡ ＡＢ ＢＢ Ａ Ｂ

藏鸡 （ＴＣ，Ｎ＝９８） ０．５４０８（５３） ０．３６７４（３６） ０．０９１８（９） ０．７２４５ ０．２７５５

固原鸡 （ＧＣ，Ｎ＝１４６） ０．２８７７（４２） ０．５２０５（７６） ０．１９１８（２８） ０．５４８０ ０．４５２０

文昌鸡 （ＷＣ，Ｎ＝１５４） ０．４９３５（７６） ０．４４１６（６８） ０．０６４９（１０） ０．７１４３ ０．２８５７

海赛克斯鸡 （ＨＣ，Ｎ＝２６） ０．００００（０） ０．２３０８（６） ０．７６９２（２０） ０．１１５４ ０．８８４６
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表３　引物犘３扩增片段在不同品种鸡的基因型分布

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犵犲狀狅狋狔狆犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狊狅犳犪犿狆犾犻犳犻犲犱犘２犳狉犪犵犿犲狀狋狊犪犿狅狀犵犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮犺犻犮犽犲狀犫狉犲犲犱

品种Ｂｒｅｅｄ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

等位基因频率

Ａｌｌｅｌｅｓｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ＡＡ ＡＢ ＢＢ Ａ Ｂ

藏鸡 （ＴＣ，Ｎ＝８０） ０．１０００（８） ０．１７５０（１４） ０．７２５０（５８） ０．１８７５ ０．８１２５

固原鸡 （ＧＣ，Ｎ＝１４６） ０．２１９２（３２） ０．４７９４（７０） ０．３０１４（４４） ０．４５８９ ０．５４１１

文昌鸡 （ＷＣ，Ｎ＝１４６） ０．２１９２（３２） ０．５２０５（７６） ０．２６０３（３８） ０．４７９５ ０．５２０５

海赛克斯鸡（ＨＣ，Ｎ＝２６） ０．３０７７（８） ０．６９２３（１８） ０．００００（０） ０．６５３９ ０．３４６１

原鸡与文昌鸡处于平衡状态（犘＞０．０５）。

２．４．３　不同品种鸡各位点纯合度、杂合度、有效等

位基因数及多态信息含量分析　杂合度、有效等位

基因数和多态信息含量都可用来度量群体的遗传多

样性。Ｐ１位点３个中国鸡品种藏鸡、固原鸡和文

昌鸡的杂合度（犎犲）：０．３６７４、０．５２０５、０．４４６１，有

效等位基因数 （犖犲）分别为 １．５８０８、２．０８５５、

１．７９０８，及多态信息含量（犘犐犆）分别为０．３１９５、

０．５２０６、０．４７９５均高于海赛克斯鸡（分别为０．２３０

８、１．２５６０、０．１８６０）；Ｐ３位点固原鸡和文昌鸡的杂

合度（犎犲）分别为：０．４７９４、０．５２０５，有效等位基因

数（犖犲）分别为１．９２０９、１．９２１２，多态信息含量

（犘犐犆）分别为０．３７３３、０．３７４６均高于海赛克斯鸡

（０．３４６１、１．５２９３、０．３５０１）；但藏鸡各指标分别为

０．１７５０、１．２１２１、０．２５８３，均处于最低。

２．３．４　不同品种鸡Ｐ１位点基因型频率和等位基

因频率分布的χ
２ 检验分析　经过独立χ

２ 分析揭

示：两位点基因型和等位基因分布在不同鸡品种之

间存在显著或极显著差异（犘＜０．０５和犘＜０．０１）。

Ｐ１位点，中国的固原鸡、藏鸡、文昌鸡与海赛克斯鸡

品种间频率差异极显著（犘＜０．０１），文昌鸡和藏鸡

品种间频率差异不显著（犘＝０．８８３和犘＝０．４４１）。

Ｐ３位点，中国的固原鸡、藏鸡、文昌鸡与海赛克斯鸡

品种间频率差异极显著（犘＜０．０１），文昌鸡和固原

鸡品种间频率差异不显著 （犘＝０．６７８ 和 犘＝

０．７１０）。

３　讨　论

３１　犘１和犘３位点在４个鸡品种中的遗传变异分

析

　　本研究对国外引进品种鸡－海赛克斯鸡，中国

海南的文昌鸡、西藏的藏鸡、宁夏的固原鸡这４个典

型不同生境条件下鸡品种的犜犢犚基因２个位点的

遗传多态进行了对比分析研究。Ｐ１位点在３个中

国鸡品种均检测到３种基因型（ＡＡ、ＢＢ、ＡＢ型），引

进的海赛克斯鸡只检测到ＢＢ和ＡＢ型２种类型，而

没有检测到ＡＡ型。并在该位点３个中国鸡品种的

杂合度（犎犲）、有效等位基因数（犖犲）及多态信息含

量（犘犐犆）均高于海赛克斯鸡；Ｐ３位点在中国的固原

鸡、藏鸡、文昌鸡这３个鸡品种中均检测到ＡＡ、ＢＢ

和ＡＢ型３种基因型，但在引进的海赛克斯鸡中只

检测到ＡＡ和ＡＢ型，没有检测到ＢＢ型个体。且该

位点上除藏鸡，文昌鸡和固原鸡的 犎犲、犖犲和犘犐犆

均高于海赛克斯。这些均说明中国的地方鸡品种在

犜犢犚基因的这２个位点上相对于引进品种鸡具有

较丰富的遗传资源。海赛克斯鸡在这２个位点均有

一种基因型没有检测到，有可能是样本量太小，也有

可能是由品种本身的遗传特征所决定。

　　适合性χ
２ 检验表明，４个群体在Ｐ１位点均处

于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态。但是通过基因型频

率和等位基因频率分布的独立χ
２ 检验分析表明，在

中国的固原鸡、藏鸡、文昌鸡中Ａ为优势等位基因，

而在海赛克斯鸡中Ｂ为优势等位基因，除文昌鸡和

藏鸡中品种间频率差异不显著，品种间频率差异极

显著（犘＜０．０１），（犘＝０．８８３和 犘＝０．４４１均＞

０．０５），这可能与文昌鸡和藏鸡生存的２个地域均为

紫外线较强环境有关联，有待于进一步研究证实。

Ｐ３位点适合性χ
２ 检验结果表明，藏鸡和海赛克斯

鸡在该位点处于极不平衡状态，而固原鸡与文昌鸡

处于平衡状态。但独立χ
２ 检验分析表明，在藏鸡中

Ｂ为优势等位基因，而海赛克斯鸡中Ａ为优势等位

基因，文昌鸡和固原鸡中 Ａ和Ｂ等位基因基本平

衡，品种间频率差异不显著（犘＝０．６７８和犘＝０．７１０

均＞０．０５）其余品种间频率差异极显著（犘＜０．０１），

造成这一结果的原因可能是由于藏鸡特殊的低氧环

境长期选择使ＡＡ型个体难以适应存活。说明低氧
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环境对该位点选择有一定的影响，藏鸡的这一特殊

变异值得进一步关注研究。

　　海赛克斯鸡是我国从国外引进的一个优良蛋用

鸡品种，长期对其生产性能的选择压力较大，所以造

成其遗传面相对较窄，在本研究中海赛克斯鸡的遗

传变异明显低于中国３个地方品种鸡。中国这３个

地方品种鸡对各自的特殊生境具有极强的耐受性，

在Ｐ１和Ｐ３这２个位点，海赛克斯鸡与中国这３个

地方品种鸡的品种间频率差异均极显著（犘＜０．０１）

这也揭示Ｐ１位点的Ａ等位基因和Ｐ３位点的Ｂ等

位基因可能与某些抗逆基因相关，有待于进行深入

研究。

３２　两个位点变异类型的序列分析

　　Ｐ１引物扩增不同类型个体的测序及分析结果

表明，ＡＡ型与ＢＢ型发生Ｃ→Ｔ的单碱基替换；Ｐ３

引物扩增不同类型个体的测序及分析结果表明，

ＡＡ型与ＢＢ型发生Ｇ→Ａ的单碱基替换突变，但两

个位点的碱基突变并未引起氨基酸变异，属于同义

变异。在陈志强等对中国丝毛乌骨鸡的犜犢犚基因

研究中，在１６２６ｂｐ和２８６６ｂｐ处存在和本研究一

致的变异（相对于Ｌ４６８０５），同属于同义突变，但是

在与本研究相同的３个位点区域内，在中国丝毛乌

骨鸡中还检测到其它多个ＳＮＰｓ，但均未引起氨基

酸突变。这揭示，丝毛乌骨鸡比其它品种鸡犜犢犚

基因５′侧翼区第１外显子区域存在更为丰富的遗传

变异。更进一步证明，犜犢犚基因５′侧翼区第１外显

子区域与鸡的色素性状有着密切关联。
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