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个地方鸡种遗传变异的微卫星和 指纹分析
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仁摘 要 」 利用 个微卫星标记和 对 引物组合对 个地方鸡种进行了遗传检侧
,

并根据两种标记

分析的遗传距离进行了聚类分析
。

结果发现
,

个地方鸡种在 个微卫星位点上的平均杂合度为

。 ,

平均多态信息含量为 。 对 引物组合在 个地方鸡种中共检测到 条多态性

条带
,

平均每个引物组合产生 条
,

同时在每个品种群体中还检测到了数量不等的特异性条带 个地方鸡种阪
,

种标记分析的聚类结果具有较大的一致性
,

并与所保存地方鸡种的地理分布
、

现实状况相吻合
。

这表明同时应用微

巨星和 指纹分析我国地方鸡种的遗传多态性和品种间的亲缘关系
,

其结果具有更高的可靠性和科学性
。

关铃词 〕 地方鸡种 微卫星
才

遗传特性

中圈分类号 〕 文献标识码 〕 仁文章编号 」
一 一 一

我国地方鸡种资源丰富
,

优特性状明显
,

抗逆性

强
,

是我国乃至世界上宝贵的家禽育种素材
。

检测地

方鸡种遗传资源的多样性
、

遗传基础的宽与窄以及

不同种群的遗传关系
,

不仅有利于我国地方鸡种资

源的保存和利用
,

而且对我国畜牧业的可持续发展

有促进作用
。

微卫星标记在基因组中具有数量多
、

分布广
、

多

态性丰富
、

呈共显性遗传
、

易下检测等优点 扩增片

段长度多态性标记 具有稳定性好
、

重复性

和可比性强
、

检测快捷
、

效率高及无需知道基因组序

列信息
、

易于实现自动化分析等优势
。

因此
,

这两种

标记技术已经被广泛应用于构建家禽基因连锁图

谱
、

制作家禽指纹图
、

分析群体遗传结构及遗传关系

等
’
一

‘ 二。 但迄今还未见同时利用 尹 和微卫星标

记分析我国地方鸡种遗传特性的报道
。

本试验对国

家家禽品种资源基因库及其他保种区
、

保种场保存

的 个地方鸡种的基因进行了微卫星和 一 指

纹分析
,

旨在探明这些地方鸡种的遗传变异状况及

各品种之间的遗传相关性
,

以期为地方鸡种资源的

保护及其开发利用提供科学依据
。

材料和方法

材 料

本研究所用的 个地方鸡种的血样分别来 自

国家家禽品种资源基因库或其他保种区
、

保种场
,

各

品种名称
、

数量和来源详见表
。

每个鸡种取 份

血液样品 公母各半
,

血样用 抗凝
。

扩增反应所用 了, 聚合酶
、

等试剂
,

以及电泳所用的 均购自上

海生工生物公司 经筛选的 个微卫星引物亦由上

海生工生物公司合成
。

方 法

基因组 捉取及池 构建 采用酚
一

氯仿法提取每个个体的基因组总
。

每个鸡种

所有个体的基因组 等量混合后
,

构建各个鸡

种的池
,

用三经甲基氨基甲烷缓冲液 稀

释至终浓度 川
,

用于 分析
。

橄卫星指纹分析 本试验所用 个微卫星

标 记 引 物 分 别 为
, , ,

, , , , ,

, , , , ,

, , , , ,

, 。

这些引物的序列及 扩增反

应体系见文献 〕
。

指纹分析 从每个鸡种的池

中取 川 基因组
,

用 尸 和 材污 进行双

酶切
,

酶切片段与 尸 和 材‘亡 接头连接
。

酶切与

连接同步进行
,

尸 和 扮‘ 序列为

一 一

江苏省 自然科学基金项 目
“六大人才高峰

”项 目 公益性研究项 目
高玉时 一

,

男
,

江苏扬州人
,

副研究员
,

硕士
,

主要从事家禽遗传育种研究
。 一
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接头
‘一

接头
‘一

材 接头
一 ‘ ‘一 一 ‘

材‘。 接头
一 ‘ 一 一 ‘

衰 个地方鸡种的序号
、

名弥和来派

序号
《记

品种

,

来源
,

黔东南小香鸡 吧

固始鸡

东乡黑鸡 。

旧院黑鸡 。

兴文乌鸡 。

盐津乌骨鸡 。

茶花鸡 。

仙居鸡 。

藏鸡 。

北京油鸡

寿光鸡

萧山鸡

崇仁麻鸡 。

丝羽乌骨鸡

鹿苑鸡
矛 。

狼山鸡
,

白耳黄鸡 。

河南斗鸡

大骨鸡 。

贵州省榕江县保种场

国家家禽基因库 份

江西东乡黑鸡保种场 玉 玉 玉

四川省万源县保种场

四川省兴文乌鸡保种场

云南省牛赛保种场 。

国家家禽基因库

国家家禽基因库

国家家禽基因库 ,

国家家禽基因库 价
山东省寿光县保种场

国家家禽基因库 玫
国家家禽基因库 加 ,

国家家禽基因库

国家家禽基因库 价
国家家禽基因库 压
国家家禽基因库 玫
国家家禽基因库 ,

国家家禽基因库

引物序列见表
。

预扩增
、

扩增反应和凝

胶电泳参照文献
,

〕的方法进行
,

扩增产物用荧

光标记 后再通过 测序仪进行 含

尿素的变性聚丙烯酞胺 电泳
,

并在测序仪上进行

指纹图谱的分析
。

衰

尸 引物 序列
泌

预扩增和选择性扩增引物序列

。、亡 , 弓物 荧光标记

‘一

, 一

, 一

, 一

, 一

, 一

, 一

, 一

数据统计和分析

亡

序列

, 一 ‘

, 一

‘一

‘一

‘一

‘一

‘一

‘一

分析统计 个地方鸡种

在 个微卫星位点上的等位基因组成
,

计算各群体

中的基因频率
、

杂合度
, 、

多态信

息含量 。 ,

等

指标
,

计算 个群体 间 的 氏标 准遗传距 离

肠
,‘ ,

并用 。 按照 法聚类
,

有关

计算公式见文献 〕
。

根据各鸡种基因组 的 于 标记检测结

果
,

选取清晰可辨的多态性谱带用于数据统计分析
。

有带的记为
,

无带 的记为
,

建立数据库
。

利用

软件
,

按公式 一 。 , ,

计算各品

种间的遗传相似系数
,

其

中
, 。为两个品种共有的带谱数

,

与
,

分别为

每个品种的总带谱数
。

各鸡种间的遗传距离 按

公 式 一 、
计 算少 〕

。

根 据 值
,

利 用

分析软件按照 法进行聚类分

析
。
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结果与分析

徽卫星分析结果

个地方鸡种 个微卫星标记的等位基

个微卫星标记在 个地方鸡种保种群中共

检测到 个等位基因
,

其中等位基因数最多的引

物有
、

和
,

达 个 最少

的为 和
,

仅有 个 获得的平均

等位基因数为 个
,

均表现为多态性
。

部分鸡种的

多态性扩增结果见图 和图
。

图 寿光鸡在
,

微卫星基因座的部分扩增结果 图 崇仁麻鸡在 微卫星基因座的部分扩增结果
, , 。,一

,

个地 方鸡种的平均基 因杂合度
、

多态信 了群体的遗传一致性程度
。

群体的杂合度越低
,

说明

忽含量和平均遗传距 离 由表 可 以看出
,

个地 该群体的遗传一致性越高
,

群体的遗传变异越少
,

群

方鸡种 个微卫星标记的平均杂合度为 体的遗传多样性越差
。

本研究结果表明
,

我国地方鸡
。

藏鸡平均基因杂合度最高
,

为
,

白 种具有丰富的多态性
,

这也说明了有些地方鸡种虽

耳 黄鸡最 低
,

为 平均 多态信息含量 为 然已被收集到基因库进行了小群保种
,

但由于保种

一
,

均大于
。

群体杂合度 表 过程中实施了科学的
“

家系等量随机选配法
” ,

因此
,

示被检测基因座上群体中杂合子的频率
,

它是群体 并未出现纯合子过高的现象
。

杂合程度的度量单位
,

群体平均杂合度的高低反映

衰 个地方鸡种保种群的平均甚因杂合度
、

多态伯息含 , 和平均遗传距离
‘

、

一
。

一
二含 · 毛鼻费燕粤 ⋯⋯思 哗

多态

黔 “姗整整
‘

’

’

’‘ ’

污

《 〔

’ · ’

’

’

选

用 软件计算了 个品种间的 氏

遗传距离
,

计算结果表明
,

个地方鸡种之间的
、遗传距离为

,

其中东乡黑鸡与鹿

苑鸡之间的 劲 遗传距离最大
,

为 旧院黑

鸡 与兴文乌鸡之间的 、遗传距离最小
,

为
。

山 氏遗传距离 ’统计了各鸡种的平均遗传距

离如表 所示
。

由表 可以看出
,

河南斗鸡与其他鸡

种的平均距离最远
,

为 北京油鸡与其他鸡种

的遗传距离最近
,

为
。

分析结果

多态标 记检 刚 结 果 利 用 种

引物组合
,

在 个地方鸡种中共检测到

条多态性条带
,

平均每个引物组合产生 条多态性

标记
,

变化为 条 表
。

种
,

引物组合

在 个地方鸡品种中还检测到了数量不等的特异

性条带
,

其中藏鸡的特异性条带最多
,

有 条
,

仙居

鸡最少
,

只有 条
。

该研究结果表明
,

我国地方鸡种

遗传多样性较为丰富 同时也说明 检测效率
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较其他标记方法高
。

衰 种
沙

引物组合在 个地方鸡种群体中的检测结果

引物组合
多态性条带数 各鸡种的品种特异性条带数

合计

注
一 一 一 一 一 一

二
一 一 一 一 一

二
。

遗传相似性分析 根据 种 引物组

合的检测结果
,

计算了 个地方鸡种的遗传相似系

数
,

并据此计算了各鸡间的遗传距离
。

其中藏鸡与茶

花鸡遗传相似系数最 高
,

遗传距离最低

河南斗鸡与丝羽乌骨鸡遗传相似系数最低
,

遗传距离最大
。

该研究结果表明
,

我国地方鸡种之间的遗传相似程度与各鸡种所处的

地理位置
、

保存的现实状况有密切关系
。

各品种间的遗传距离与雄类分析

根据微卫星和 指纹分析结果
,

将计算获

得的遗传距离分别用 软件的

法
,

对 个地方鸡种保种群进行聚类分析
,

结果如

图 所示
。

从图 可以看出
,

两种方法的分析结果有

较大的一致性
,

如北京油鸡
、

大骨鸡
、

寿光鸡聚为

类 仙居鸡
、

萧山鸡聚为 类 东乡黑鸡
、

盐津乌骨

鸡
、

黔南小香乌鸡
、

旧院黑鸡与兴文乌骨鸡聚为

类 茶花鸡和藏鸡聚为 类 崇仁麻鸡
、

丝羽乌骨鸡
、

江西白耳鸡聚为 类 鹿苑鸡
、

狼山鸡聚为 类
。

但

两种方法分析结果也存在一定的差异
。

在微卫星分

析结果中
,

河南斗鸡与江苏省的狼山鸡和鹿苑鸡聚

在一起
,

固始鸡与北京油鸡
、

大骨鸡
、

寿光鸡聚为

类 而在 分析结果中
,

河南斗鸡与北京油鸡
、

大骨鸡
、

寿光鸡聚为 类
,

固始鸡单独聚为 类
。

其

原因可能是因为本试验所用的微卫星和 标

记
,

对其中某些品种的分析不是很适合
,

所用两种标

记的引物或引物组合的数量与庞大的基因组相比还

略显不足 另外
,

试验的误差也可能是出现结果不一

致的原因之一
。

鸡油鸡鸡鸡鸡京骨光始花北大寿固茶

繁誉黯占怒忠氛
,二 “ ‘ ’

鼓缪皇骨些汾幼 恻
“

卿仁
戴恋器劣亨竺 只毕 月傀严 , ,

得坚禽袋 迁三梦 只‘ 理呢‘片
夕忆夕‘ 与 入与 人 七 已

纂岔袋要含默票毖撰
霆翁鹰馨翱长嚣梦

” ‘‘ ‘ , ,

白耳黄鸡

翼窑夔燕然燕黔

图 个地方鸡种微卫星分析结果的 聚类
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尸尸一一一州州

黔东南小香鸡
乌骨鸡
察鸡
黔鸡
鸟鸡
鸡

鸡
乌骨鸡
麻鸡
黄鸡
鸡
禅各入 长

关与

梦 爷 乎冬
均
鸡

鸡斗油鸡鸡

津乡院文花鸡始羽仁耳居山苑山南京光骨盐东旧兴茶藏固丝崇白仙萧鹿狼河北寿大

图 个地方鸡种 尹 分析结果的 聚类

讨 论

利用 与微卫星指纹双标记分析地方鸡

种遗传特性的优越性

微卫星标记一直被认为是最有价值的遗传分析

工具
,

但微卫星分析方法存在不能反映微卫星位点

在 序列上的差异等缺陷
。

据文献 「 〕报道
,

在

一些物种之间
,

微卫星重复序列两端的侧翼序列可

以发生插入或缺失
,

而且多在几个相邻碱基上同时

发生
。

因此
,

单纯使用 产物片段进行研究
,

其结

果可能不完全准确
。

此外
,

由于 扩增受多种因

素的影响
,

导致一些等位基因无法扩增出来
,

或出现

无效基因增多的现象 「
’ 。

指 纹技 术 是基 于 和 的

方法
,

其原理是对基因组 进行两种特定

的酶切
,

再根据酶切位点连接适当的接头
,

经过预扩

增和选择性扩增
,

扩增产物经电泳后可获得

指纹图
。

选用不同的引物组合
,

不同基因型 有

不同的酶切位点
,

从而产生扩增片段长度多态性
。

由

于用该标记分析无需知道基因组的序列信息
,

目前

在动物的遗传多样性分析和品种鉴定等方面独具优

势 尤其是适于对遗传多样性较贫乏 的近缘 品种

系
、

濒危品种及遗传背景了解极少的种群的遗传

分析
。

因此
,

本研究利用
一

和微卫星两种标记同

时分析
,

在方法上可以相互弥补
,

其结果可以相互佐

证
,

更能科学真实地反映出我国地方鸡种的遗传特

性
。

标记用 于家禽品种 系 鉴足与保护的

可行性

分析适用于家禽品种 系 的鉴定和保

护川
。

本研究表明
,

种 引物组合在 个地

方鸡品种中检测到了数量不等的特异性条带
,

其中

藏鸡在池 中检测到的特异性条带最多
,

为

条
,

仙居鸡最少
,

为 条
。

经重复试验后
,

仍然检测到

这些标记
。

因此
,

推测这类标记可能在某一品种中是

独有的
,

在该品种中
,

利用这类独特的特异性标记并

结合检测到的 多态性标记组合
,

建立该品种

的 指纹
,

可以将该品种与其他品种区分开来
,

也可作为鉴定鸡种真伪的科学依据
,

对保护育种工

作者的知识产权和合法权益具有重要的意义
。

个地方鸡种群间的遗传变异分析

群体间的遗传变异一般以等位基因频率计算的

个群体间的遗传距离来估算
。

遗传距离是研究物

种遗传多样性的基础
,

它反映 了所研究群体的系统

进化历史
。

一般认为
,

群体分化时间越短
,

遗传距离

越小
。

在聚类结果中
,

第 类群中包括分布于辽宁省

庄河县的大骨鸡
。

据资料卜
’ 〕记载

,

大骨鸡是山东移

民带来的大型寿光鸡与当地鸡种杂交后经长期选育

而成的优良兼用品种
。

北京油鸡也是一个很珍贵的

兼用品种
,

其与寿光鸡同属黄淮海地区
,

因而北京油

鸡和大骨鸡聚在一起与寿光鸡的桥梁作用有相当大

的关系
。

本试验两种标记分析结果都证明了这一点
。

对品种的选择一般关注的是体型外貌
、

生产性

能等表型性状或经济性状
,

即编码基因
。

由于微卫星
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位点分布在非编码区的居多
,

仅少数分布在编码区
。

因此
,

微卫星受到的选择压力很小
。

多态标记

揭示的是遗传物质 的差异
,

与应用表型性状
、

生产性能等方法相比
,

可 以更真实地反映这些鸡种

的遗传背景和亲缘关系
。

因此
,

聚类结果应与鸡种的

产地分布有较强的相关关系
,

而与鸡种的表型性状

和生产性能无必然的联系
。

从获得的聚类图可以看

到
,

浙江省的仙居鸡
、

萧山鸡
,

江西省的丝羽乌骨鸡
、

崇仁麻鸡和白耳鸡
,

江苏省的狼山鸡
、

鹿苑鸡等
,

这

些地区的鸡品种在体型外貌
、

经济性能等方面都有

较明显的差异
,

但能按地区各自聚为 类
,

种标记

方法均证明了上述理论
,

同时也说明以上这些为基

因库所保存的品种
,

群体间相对封闭
,

免受了外来基

因的干扰
。

微卫星指纹分析结果表明
,

河南斗鸡与其他鸡

种的平均遗传距离最远 指纹分析同样表明
,

该鸡种与其他鸡种的相似系数最低
。

这可能是因为

饲养斗鸡与其他鸡品种的目的不同
,

因而在长期的

选育过程中
,

斗鸡也就与其他鸡品种间产生了较大

的分化
,

导致其与其他鸡品种的遗传距离较远
。

从鸡品种系统聚类过程还可看出
,

我国地方鸡

种间存在着相互交叉
、

相互牵制的错综复杂的关系
。

如在本试验的 种标记分析结果中
,

东乡黑鸡将西

南相毗邻几个省的鸡种与江西省的鸡种联系在一

起
,

这一方面说明我国地方鸡种的起源
、

演化和形成

过程相当复杂 另一方面也说明
,

随着我国交通
、

信

息的发展
,

原有的地区隔离已不再存在
,

品种之间的

交流越来越频繁
。

因此
,

应尽快落实政策
,

切实保护

好我国地方鸡种的遗传多样性
。
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