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要#根据鸭生长激素基因编码区及调控区的序列设计
)

对引物!利用
*+,-..+*

方法对北京鸭&西湖野鸭&樱

桃谷鸭&金定鸭&山麻鸭&荆江鸭&绍兴鸭&缙云麻鸭等
)

个鸭种进行单核苷酸多态性分析'结果共发现
'

个突变位

点!分别为
"'%

处"

+

#

/

#&

"00

处"

+

#

1

#和
'2%!

处"

+

#

3

#'前两处突变位于
$4

调控区!

'2%!

处突变位于编码区

第
0

外显子!但该编码区的突变是沉默突变!

'4

调控区表现了高度的保守性'统计结果发现$

!

在
$4

调控区基因座

上!金定鸭的等位基因
.

频率显著高于其他品种%

"

在外显子
0

基因座上!基因型频率的分布与品种有关!且肉用

型鸭的
//

基因型频率显著高于蛋用型'可以推测!本研究所检测到的基因座可能与生产性能相关'

关键词#鸭%生长激素基因%单核苷酸多态性
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#是由脑垂体 前叶嗜酸性细胞合成和分泌的一种单一肽链的蛋白
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质激素!由
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个氨基酸组成!是一种具有广

泛生理功能的生长调节素(

!

)

'

/L

对动物体的影响

主要表现为能显著提高生长速度!促进肌肉生长!降

低脂肪含量'生长激素基因是一种重要的生理功能

基因!对生长激素的合成和分泌进行调节和控制!与

醛缩酶&

?1Y*

依赖性蛋白激酶调节亚单位类型
[

存在着连锁(

"

)

'

!!

由于生长激素基因在医学&畜牧业生产和渔业

生产中的重要作用!对其基因结构和基因转录调控

的研究开始得很早'与哺乳动物相比!禽类
>=

基

因的研究起步较晚!且主要集中在鸡上(

'

)

!对鸭的

>=

基因的研究报道很少'

+<AB

等(

0

)首次克隆并

测定了鸭
>=

基因的
?\M1

序列!该序列包含
)"%

个碱基对!编码
"!(

个氨基酸!其
"2

个残基的信号

肽与大多数哺乳动物的长度一样'在氨基酸水平上

比较发现!它与鸡
>=

的同源性极高!只有
0

个氨

基酸的差异%与人&大鼠和大马哈鱼相比!同源性分

别为
$(]

&

2']

和
0%]

'在核酸水平上与人&大鼠

和大马哈鱼的
?\M1

序列相比!同源性分别为

$']

&

2$]

和
$']

'

7̂B;7V>

等(

$

)克隆并测定了鸭

/L

基因的全序列!该序列包含
$"!&

个碱基对!编

码
"!(

个氨基酸!包含
$

个外显子"
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0&!'
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#

和
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个内含子及
$4

调控区"

!

$

2('

#和
'4

端调控区

"

$!!0

$

$"!&

#'到目前为止!尚未见其他关于鸭

>=

基因分子水平上的研究报道'本研究首次通过

对鸭生长激素基因整个编码区及调控区的
.M*

检

测!分析是否存在多态性!比较不同品种的基因型频

率并探讨不同基因型与鸭种质特性之间的关系!为

寻找鸭生产性状的遗传标记和构建鸭基因图谱奠定

基础!为今后育种过程中的标记辅助选择"

Y1.

#提

供理论依据'

'

!

材料与方法

'E'

!

材料

!!

0&

只北京鸭来自宁波镇海江南家禽育种有限

公司%

$%

只西湖野鸭和
0$

只樱桃谷鸭来自杭州西

湖畜禽养殖总场有限公司%

(%

只山麻鸭&

$$

只荆江

鸭&

)%

只金定鸭均来自江苏泰州水禽基因库%

$%

只

绍兴鸭来自绍兴市绍鸭原种场%

02

只缙云麻鸭来自

浙江缙云麻鸭原种场'

'E!
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主要试剂

!!

引物由上海生工合成%

5$

?

\M1

Q

=9

C

6AR7;A
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EM3*;

购自大连宝生物公司'

'E$
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引物设计和
*7:

扩增

!!

根据
/ABH7BV

的鸭生长激素基因全序列

"

1H!$)2(%

#设计
)

对引物"见表
!
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表
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鸭
()

基因编码区及调控区
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'
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$
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$4-1+1331+1/11+1++3+1++-'4
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#基因编码区及调控区多态性分析
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*+,

扩增反应体系为
!%a*+,

缓冲液
"

%

_

!

"#$66=9

*

_EM3*;!

%

_

!

!%

%

6=9

*

_

引物"上游#

%#$

%

_

!

!%

%

6=9

*

_

引物"下游#

%#$

%

_

!

5$

?

酶
!#%

G

!

!%%B

@

*

%

_\M1

模板
!

%

_

!

EEL

"

I!0#)

%

_

'

*+,

程序为
&0`$68B

%

&0`$%;

!退火
$%;

!

2"

`$%;

!

'%

个循环%

2"`!%68B

%

0̀

保温'

*+,

产

物在
"]

琼脂糖凝胶中电泳!结束后用凝胶成像系

统分析检测扩增结果'

'EG

!

HH7*

分析

!!

$

%

_*+,

产物加
$

$

(

%

_

上样缓冲液"

&)]

甲

酰 胺&

%#%"$]

溴 酚 蓝&

%#%"$]

二 甲 苯 青&

!%66=9

*

_5\31

"

Q

L)#%

#&

"]

甘油#!

&) `

变性

!%68B

!然后冰浴
$68B

!使之保持变性状态'变性

后
*+,

产物在
)]

非变性聚丙烯酰胺凝胶"

1?RbH8;

c'&b!

#中电泳'

!$%X

电泳
(

$

&<

后!银染显色'

'EI

!

测序

!!

根据
*+,-..+*

分析结果!选取不同基因型的

纯合子"或杂合子#进行序列测定'

*+,

产物经电

泳鉴定后!用胶回收试剂盒"

HH[

!

+7B7E7

#回收目标

片段&纯化后!交由上海生工生物工程技术服务有限

公司
1H[*,[.Y'22\M1

自动测序仪完成序列测

定'

!

!

结果与分析

!E'

!

*7:JHH7*

分析

!!

所设计引物
*+,

扩增获得了较好的结果!片段

长度与所设计的扩增片段大小一致!而且没有非特

异的条带!可以进行
..+*

分析'

*+,-..+*

分析

结果发现只在引物
*

!

和
*

2

中存在多态性'引物
*

!

扩增的片段有
"

种基因型!分别定义为
11

和
1H

"见图
!

#'引物
*

2

扩增的片段有
'

种基因型!分别

定义为
++

&

\\

&

+\

"见图
"

#'

!

!

"

!

'

!

$#11

%

!

0#1H

图
'

!

引物
*

'

的
*7:

扩增产物
HH7*

分析

K2

9

E'

!

HH7*656,

-

323+5*7:

0

/+8<A=+>

0

/2.;/*

'

!E!

!

序列分析

!!

取
11

和
1H

两种基因型的
*+,

产物片段进

!

!

(#\\

%

"

!

$#+\

%

'

!

0#++

图
!

!

引物
*

#

的
*7:

扩增产物
HH7*

分析

K2

9

E!

!

HH7*656,

-

323+5*7:

0

/+8<A=+>

0

/2.;/*

#

行纯 化 测 序'比 较 发 现
11

型 与
/ABH7BV

"

1H!$)2(%

#中的基因序列一致!定义为野生型'

1H

型与
11

型相比在
$4

调控区
"'%

处"

+

#

/

#和

"00

处"

+

#

1

#发生突变!表现为杂合型"见图
'

#'

图
$

!

44

型和
4L

型图谱及序列比较

K2

9

E$

!

F1;.<=6=2+5325!$"658!GG5<A,;+=28;C;J

=?;;5446584L

9

;5+=

-0

;3

!!

取
++

和
\\

两种基因型的
*+,

产物片段进行

纯化测序'结果
\\

型与
/ABH7BV

"

1H!$)2(%

#中

的序列一致!定义为野生型'

++

型与
\\

型相比在

处于第
0

外显子的
'2%!

处发生
+

#

3

的突变!定义

为突变型'将突变型的核苷酸序列演绎成氨基酸序

列后!发现突变后该处的氨基酸仍然为天冬酰胺

"

M

#"位于胞外区的第
!"$

位氨基酸#!因此该突变

是一个沉默突变"见图
0

#'

图
G

!

77

和
@@

基因型
$#"'

处突变的测序峰图

K2

9

EG

!

F1;.<=6=2+525$#"'5<A,;+=28;C;=?;;577

658@@

9

;5+=

-0

;3

!E$

!

不同鸭种
!"

基因两个基因座的基因型和基

因频率分析

"#'#!

!

不同鸭种
>=

基因
$4

调控区的基因型和基

因频率分析
!

根据电泳图谱显示的表型!统计基因

型频率并计算出基因频率'对结果进行适合性
!

"

&%&
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检验!以观察各群体是否处于
L7RE

C

-JA8BKAR

@

平

衡'该
.M*

位点只在荆江鸭&金定鸭&绍兴鸭中存

在!由表
"

可见!金定鸭的等位基因
.

的频率明显

高于荆江鸭和绍兴鸭'适合性
!

"检验结果表明!各

群体在该位点的基因频率均处于
L7RE

C

-JA8BKAR

@

平衡"

@

$

%#%$

#'

表
!

!

$

个鸭种
!"

基因
IM

调控区的基因型和基因频率

F6C,;!

!

F1;>/;

N

<;5A2;3+>

9

;5+=

-0

;6586,,;,;25!"IMJOF:25=1;/;8<ABC/;;83

品种

HRAAE;

样本数

M>6KAR

11 1H HH 1 H

&

"

荆江鸭

N8B

@W

87B

@

E>?V;

$$ %d)&!

"

0&

#
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(
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%

"

%

#
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@
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#
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#

%

"

%

#
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@
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$% %d&"%

"

0(

#
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"

0

#

%

"

%

#
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括号内的数据是个体数'

!

"

%#%$

"

"

#

c$#&&

!

!

"

%#%!

"

"

#

c&#"!

'下同

3<AE7P78BKR7?VAP;6A7B;P<AB>6KAR=S8BE8U8E>79;d3<A;76A7;KA9=T

"#'#"

!

不同鸭种
>=

基因外显子
0

的基因型和基

因频率分析
!

根据电泳图谱显示的表型!统计基因

型频率并计算出基因频率'对结果进行适合性
!

"

检验!以观察各群体是否处于
L7RE

C

-JA8BKAR

@

平

衡'由表
'

可见!该
.M*

位点在北京鸭&西湖野鸭

和樱桃谷鸭等肉用型鸭种中以等位基因
+

为主!分

别为
%#2"0

&

%#('%

和
%#)!!

%而在荆江鸭&金定鸭&

山麻鸭&绍兴鸭等蛋用型鸭种中以等位基因
\

为

主!基因频率在
%#(0"

$

%#&$%

'适合性
!

"检验结果

表明!除山麻鸭外!各群体在该位点的基因频率均处

于
L7RE

C

-JA8BKAR

@

平衡"

@

$

%#%$

#'

表
$

!

%

个鸭种
()

基因外显子
G

的基因型和基因频率
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品种
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样本数

M>6KAR
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&

期 许盛海等$鸭生长激素"

/L

#基因编码区及调控区多态性分析

!EG

!

不同鸭种
!"

基因两个基因座的基因型分布

差异检验

"#0#!

!

不同鸭种
>=

基因
$4

调控区的基因型分布

差异检验
!

对以上种群进行基因型频率独立性
!

"

检验!由表
0

可见!荆江鸭和绍兴鸭之间差异不显

著!但金定鸭和荆江鸭&金定鸭和绍兴鸭之间差异显

著'

表
G

!

$

个鸭种
!"

基因
IM

调控区的基因型分布差异检验

F6C,;G

!
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品种

HRAAE;

金定鸭
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@
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@

E>?V;
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.<7=:8B

@
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荆江鸭
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@
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)d0%

""

%d"(

金定鸭

N8B

@
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@
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!%d0%
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&

"

%d%$

"

!

#

c'#)0

!

&

"

%d%!

"

!

#

c(#('

"#0#"

!

不同鸭种
>=

基因外显子
0

的基因型分布

差异检验
!

对以上种群进行基因型频率独立性
&

"

检验'由表
$

可见!除北京鸭与西湖野鸭!北京鸭与

樱桃谷鸭!荆江鸭与金定鸭!荆江鸭与山麻鸭!荆江

鸭与缙云麻鸭!金定鸭与缙云麻鸭之间基因型分布

差异不显著外!其余各鸭种两两之间均存在显著或

极显著的基因型分布差异"

@

%

%#%$

或
@

%

%#%!

#'

$

!

讨
!

论

!!

/L

具有广泛的生理功能!影响几乎所有的组

织类型!其作用靶组织包括骨&软骨&脂肪组织&免疫

系统和生殖系统!甚至对脑组织和造血系统也有作

用(

(

!

2

)

'

/L

是动物出生后调节生长的最主要激素!

可对机体大部分组织的糖&脂肪&蛋白质和核酸的代

谢起调节作用(

)

!

&

)

'生产实践中!

/L

对动物体的影

响主要表现为能显著提高生长速度!促进肌肉生长!

表
I

!

%

个鸭种
!"

基因外显子
G

的基因型分布差异检验

F6C,;I
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品种

HRAAE;
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@
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@
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@
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绍兴鸭

.<7=:8B

@
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C

>B
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@
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樱桃谷鸭

+<ARR

C
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C
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北京鸭
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W

8B

@
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$$d'2
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"%d')

""
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""
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""

山麻鸭
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@
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'(d'&

""
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"

02d!(

""

绍兴鸭
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@

E>?V;

!!d!0

""

2"d)'

""

缙云麻鸭

N8B

C

>B*7RPR8E

@

AE>?V;

0)d'!

""

!

"

%#%$

"

!

#

c'#)0

!

!

"

%#%!

"

!

#

c(#('

%

!

"

%#%$

"

"

#

c$#&&

!

!

"
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"

"

#
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降低脂肪含量(

!%

)

'功能基因的表达调控是多层次

的!主要表现在转录&

6,M1

的加工和翻译等环节'

编码区包含了编码蛋白质的外显子!

$4

调控区包含

了调控基因转录的启动子!

'4

调控区包含了调控基

因转录的终止子!它们对基因的表达和调控起到了

关键性的作用'本研究利用
*+,-..+*

方法共检

测到
'

个
.M*

位点!其中
$4

调控区发现了
"

处!编

码区第
0

外显子
!

处"沉默突变#!在
'4

调控区没有

发现多态性!说明
'4

调控区是高度保守的区域'可

见!占
>=

基因总长近
!

*

'

的编码区和调控区表现

出了较高的保守性'这些
.M*

位点是否会影响到

生长激素基因的表达!还需要通过对不同基因型个

!!&



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
')

卷
!

体做定量或半定量
,3-*+,

等方法进行验证!也可

以通过对不同基因型个体血液中细胞因子的水平进

行检测来研究'

!!

从基因频率在不同鸭种间的比较结果发现
>=

基因
$4

调控区在北京鸭&西湖野鸭&樱桃谷鸭&山麻

鸭&缙云麻鸭中趋于纯合保守!在绍兴鸭&荆江鸭中

变异也相对较小!而在金定鸭中表现出较大的变异

性!这反映了金定鸭较为独特的种质特征'由此!笔

者可否推测
>=

基因
$4

调控区与决定某些符合育

种者需要的性状基因相连锁!这还有待于进一步的

研究'

!!

编码区外显子
0

基因座的统计分析表明!基因

型频率和基因频率分布与种群类型和品种有关'肉

用型鸭
++

基因型频率显著高于蛋用型!即等位基

因
+

和
\

分别是肉用型和蛋用型的优势等位基因'

另外!等位基因
+

频率最高的北京鸭和樱桃谷鸭属

于优秀的高产肉型!而等位基因
\

频率最高的金定

鸭和绍兴鸭属于优秀的高产蛋型鸭种(

!!

)

'由此!可

以推测本研究所检测到的基因座很可能与生产性能

相关!因而该
.M*

可以作为研究鸭经济性状如生长

速度&产蛋率等的候选分子标记'

!!

本研究从基因角度研究品种的种质特征!在

\M1

分子水平上揭示品种之间的差异!为丰富鸭种

的种质特性资料库和充分利用种质资源提供了依

据'
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