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　　摘要：以黑羽番鸭为素材，利用ＰＣＲ－ＳＳＣＰ技术寻找该群体ＧＨ基因单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ），并分析 ＳＮＰｓ与体
质量、屠宰性能的关联性。结果表明，在ＧＨ基因第１内含子上发现了Ａ１２５１Ｃ、Ａ１３２２Ｇ、Ｔ１３７８Ｃ、Ｇ１４４０Ａ共４个ＳＮＰ，
形成了ＡＡ、ＡＢ、ＢＢ３种基因型，群体纯合度为０．５０２７，多态信息含量为０．３７３６。在番鸭早期生长发育过程中，ＢＢ型
公鸭体质量在不同周龄时处于最高值；在１３周龄屠宰时，ＢＢ型公鸭的宰前活质量、屠体质量、半净膛质量、全净膛质
量显著高于ＡＡ型和ＡＢ型（Ｐ＜０．０５）；在内脏组织中，ＢＢ型腹脂质量、心质量显著高于 ＡＢ型（Ｐ＜０．０５）；ＡＡ型、ＡＢ
型、ＢＢ型 ３种基因型间屠宰指标百分比无显著差异（Ｐ＞０．０５）。母鸭所有指标在３种基因型间均无显著差异（Ｐ＞
００５）。这些关联分析表明Ｂ基因可能是公鸭早期增重的有利基因，在母鸭上还需进一步验证。
　　关键词：黑羽番鸭；生长激素基因；体质量；屠宰性能
　　中图分类号：Ｓ８３４．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）０９－００３０－０４

收稿日期：２０１３－１２－０４
基金项目：中国农业科学院家养动物种质资源平台建设项目；江苏省

农业三新工程项目［编号：ＳＸＧＣ（２０１３）３６１］。
作者简介：王丽华（１９７２—），女，辽宁营口人，硕士，副教授，主要从事
家禽生产与科研工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｓｔｚｗｌｈ２００８＠１６３．ｃｏｍ。

　　目前，水禽生长方面的功能基因研究主要是围绕下丘
脑－垂体 －生长轴调节过程中的基因。生长激素（ｇｒｏｗｔｈ
ｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）是动物垂体前叶合成、分泌的一种单链蛋白类
激素，具有种属特异性，在刺激生长、促进代谢、强化其他内分

泌激素方面具有重要作用，还对动物生殖功能产生影响［１］。

通过对动物（包括人和畜禽）ＧＨ基因的深入研究，目前已明
晰其基本结构。通常，畜禽ＧＨ分子量为２１～２２ｋｕ，由１８６～
１９１个氨基酸组成。动物ＧＨ基因一级结构主要有如下特点：
包括人类在内的灵长类动物中，ＧＨ基因拷贝数较多；ＧＨ基
因主要由５～６个外显子和４～５个内含子所组成，且 ＧＨ基
因的外显子数量和大小存在种间特异性；ＧＨ基因的ｃＤＮＡ长
度一般为６５０～１２００ｂｐ。在１９８８年，Ｃｈｅｎ等首次克隆获得
了８２０个碱基对的鸭 ＧＨ基因 ｃＤＮＡ序列，编码２１６个氨基
酸，含有１个２７个残基的信号肽，该序列与鸡高度同源［２］。

２００４年ＧｅｎＢａｎｋ上才有了鸭 ＧＨ基因全序列的报道，该序列
包含了 ５２１９个碱基对，同样编码２１６个氨基酸，包含了５个
外显子和４个内含子。虽然有了鸭ＧＨ基因全序列，但是在各
个鸭品种ＧＨ基因多态性方面开展的研究工作较少，鉴于此，本

试验拟采用ＰＣＲ－ＳＳＣＰ方法检测黑羽番鸭 ＧＨ基因序列中潜
在的ＳＮＰｓ，并分析不同基因型间体质量、屠宰性能之间的差
异，为ＧＨ基因功能研究提供参考资料。

１　材料与方法

１．１　试验对象
试验所用黑羽番鸭由江苏农牧科技职业学院提供，选择

健康黑羽番鸭１３５只进行饲养，其中公鸭７０羽，母鸭６５羽。
在初生（０周龄）及２、４、６、８、１０、１３周龄时测定禁食６ｈ后的
体质量；１０周龄时，从翅静脉采血２ｍＬ，采用肝素钠抗凝，用
于提取ＤＮＡ。１３周龄时，对所有黑羽番鸭进行屠宰测定，测
定指标为宰前活质量、屠体质量、半净膛质量、全净膛质量、腿

肌质量、胸肌质量、肝质量、心质量、腺肌胃质量、腹脂质量等，

用公式计算出相应指标占有的比例。

１．２　引物设计
根据 ＧｅｎＢａｎｋ中公布的水禽 ＧＨ基因序列，设计了多对

引物用于检测黑羽番鸭群体中存在的 ＳＮＰｓ。引物由生物公
司进行合成。试验所用引物序列及信息见表１。

表１　试验所用引物序列及信息

引物名称 引物序列（５′→３′）
产物长度

（ｂｐ） 扩增区域
退火温度

（℃）
ＧＨ１１ Ｆ：ＴＡＣＣＡＴＴＧＣＧＡＡＣＡＣＧＴＧＴＧ；Ｒ：ＧＧＡＧＡＧＴＴＧＣＴＣＡＧＡＴＧＴＴＧ １９４ ５′端 ５５
ＧＨ１２ Ｆ：ＣＣＴＧＧＡＧＧＴＣＴＴＣＡＡＧＡＡＡＣ；Ｒ：ＧＧＣＡＡＣＡＧＴＡＣＣＡＴＣＣＴＡＴＣ １８６ 内含子１ ５６
ＧＨ１３ Ｆ：ＧＣＴＴＴＣＣＣＡＡＣＡＧＣＡＴＧＡＣＴ；Ｒ：ＣＣＴＧＴＣＴＧＡＡＧＣＣＴＴＧＡＡＴＧ ２１０ 内含子１ ５６
ＧＨ１４ Ｆ：ＣＧＧＣＴＣＴＡＴＣＣＣＡＴＴＡＡＧＡＣ；Ｒ：ＡＧＡＧＴＴＣＧＴＡＡＧＴＧＴＣＡＣＡＧ １７０ 内含子２ ５４
ＧＨ１５ Ｆ：ＧＡＡＣＴＣＴＣＴＧＴＡＣＧＴＣＴＣＴＧ；Ｒ：ＴＣＡＴＣＴＣＣＡＣＴＴＴＧＣＴＧＣＡＧ １８０ 外显子２ ５４
ＧＨ１６ Ｆ：ＣＧＡＧＣＧＴＧＴＴＡＡＧＧＡＡＣＡＡＣ；Ｒ：ＧＴＴＣＡＣＴＧＴＣＣＴＴＣＡＧＴＧＡＧ ２５０ 内含子１ ５５

１．３　ＤＮＡ提取和检测
采用酚／氯仿法抽提黑羽番鸭基因组 ＤＮＡ，并溶于 ＴＥ

中。用核酸浓度测定仪测定其浓度和纯度，然后稀释成

１００ｎｇ／μＬ备用。
１．４　ＰＣＲ扩增

ＰＣＲ反应物组成：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（不含 Ｍｇ２＋）２．５μＬ、
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１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ、２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５μＬ、１０ｐｍｏｌ／Ｌ
上下游引物各１μＬ、５Ｕ／μＬＴａｑ酶０．２μＬ、１００ｎｇ／μＬＤＮＡ
模板１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ。

ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５４～５６℃
３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。
１．５　ＰＣＲ产物检测及分型

ＰＣＲ产物在１．２％琼脂糖凝胶中电泳，结束后用凝胶成
像系统检测扩增结果。条带单一清楚、长度大小符合的产物

才能用１２％非变性聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离。点样前
样品需要进行处理形成单链，经过５Ｖ／ｃｍ的电压电泳过夜
后，用银染显色，然后进行基因型分析。

１．６　测序
挑选纯合基因型的 ＰＣＲ产物进行切胶回收，连接到

ＰＭＤ１８－Ｔ载体上转化到大肠杆菌 ＤＨ５α上，经过大量繁殖
后，通过鉴定后提取质粒送公司进行测序分析。

１．７　统计分析
测序所得序列通过 ＤＮＡＭＡＮ软件进行比对获得不同基

因型之间具体的序列差异。采用ＳＰＳＳ１３．０软件中单因素方
差法分析不同基因型之间体质量和屠宰性能的差异。

２　结果与分析

２．１　ＳＳＣＰ检测结果
以黑羽番鸭基因组 ＤＮＡ为模板与所设计的６对引物分

别进行ＰＣＲ扩增，扩增产物用１．２％琼脂糖凝胶检测，扩增片
段与预期大小一致且特异性好，方可用于ＳＳＣＰ分析。

在ＳＳＣＰ结果分析中发现，只有引物ＧＨ１６扩增的片段可
以检测到多态，聚丙烯酰胺凝胶电泳、银染结果见图１。由图
１可知，在黑羽番鸭群体中共检测到３种基因型，纯合子定义
为ＡＡ、ＢＢ，杂合子定义为ＡＢ。

２．２　不同纯合基因型的克隆和测序
取ＡＡ、ＢＢ基因型多个 ＰＣＲ产物进行回收、克隆、测序。

ＡＡ和 ＢＢ基因型之间序列比较发现，存在４个单核苷酸变
异，均位于第１内含子，分别为第１２５１位点 Ａ－Ｃ突变、第
１３２２位点Ａ－Ｇ突变、第１３７８位点Ｔ－Ｃ突变、第１４４０位
点Ｇ－Ａ突变（图２）。

２．３　不同基因型（基因）频率在黑羽番鸭群体中的分布
在引物ＧＨ１６检测到的不同基因型在黑羽番鸭群体中分

布情况见表２。由表２可知，杂合子 ＡＢ型基因型频率最高，
为０．６１４８；ＡＡ型次之，为０．２２９６；ＢＢ型最低，为０．１５５６。Ａ
等位基因频率比Ｂ等位基因频率高０．０７４０。
表２　引物ＧＨ１６不同基因型及等位基因在黑羽番鸭群体中的分布

素材
样本量

（羽）

基因型频率 等位基因频率

ＡＡ ＡＢ ＢＢ Ａ Ｂ
黑羽番鸭 １３５ ０．２２９６０．６１４８０．１５５６０．５３７００．４６３０

２．４　遗传特性分析
根据ＧＨ基因突变位点等位基因频率可推算出黑羽番鸭

群体平均纯合度为０．５０２７，杂合度为０．４９７３，多态性信息含
量为０．３７３６（表３）。

表３　黑羽番鸭ＧＨ基因多态位点遗传参数

位点 纯合度 杂合度
多态信息含量

（ＰＩＣ）

ＧＨ１６ ０．５０２７ ０．４９７３ ０．３７３６
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２．５　生产性能与多态位点的关联性分析
２．５．１　ＧＨ１６多态位点对体质量性能的影响　由表４可知，
ＢＢ型公鸭体质量在所有时间点均处于最高值，初生时 ＢＢ型
公鸭体质量显著性高于 ＡＡ型；在４、６、８周龄时３种基因型

间体质量无显著差异；在２、１０、１３周龄时，ＢＢ型体质量显著
性高于ＡＡ、ＡＢ型，ＡＡ与 ＡＢ型之间无显著差异。除０周龄
外，其他各周龄母鸭均以ＢＢ型体质量处于最高值；母鸭各周
龄不同基因型之间均无显著性差异。

表４　引物ＧＨ１６不同基因型间体质量比较

分类
基因

型

样本

量（羽）

体质量（ｇ）
０周龄 ２周龄 ４周龄 ６周龄 ８周龄 １０周龄 １３周龄

公鸭 ＡＡ １９ ４７．１±４．７３ｃ ３０７．２±３４．９７ｂｃ ８１０．８±９２．１３ａ １５６１．５±１７７．４０ａ ２１６４．４±２７４．９２ａ ２６７７．１±３１８．１７ｂ３１１８．４±３１５．１０ｂ
ＡＢ ３８ ５０．１±４．５５ａｂ ３２４．９±２７．３８ｂ ８１０．３０±９３．２９１ａ１５７３．６±１７２．１６ａ ２１７１．５±２４９．５３ａ ２７０４．５±３０７．５６ｂ３１０４．３±３２５．３７ｂ
ＢＢ １３ ５１．５±２．７１ａ ３４７．０９±３１．１６ａ ８３６．３±９６．９６ａ １６４７．９±１８７．３５ａ ２３１４．９±２１９．９７ａ ２９１１．６±１７６．９２ａ３３２７．６±２１４．１３ａ

母鸭 ＡＡ １２ ４９．０±３．９１ａｂｃ２９９．４±３０．０３ｃ ６１１．１±７４．７５ｂ １１５０．８±１２８．８１ｂ １５１１．２±１６７．５３ｂ １７６２．３±１８３．２４ｃ１８６２．０±２１７．８１ｃ
ＡＢ ４５ ４８．９±３．０８ａｂｃ２９６．８±３１．６５ｃ ６４４．２±６７．１４ｂ １１９６．７±１１１．３１ｂ １５６２．９±１３９．２９ｂ １７９９．２±１３７．２７ｃ１９２６．５±１５９．４６ｃ
ＢＢ ８ ４７．９±２．２６ｂｃ ３０１．５±２７．７５ｃ ６５９．１±６９．４１ｂ １２４６．５±１００．７７ｂ １６００．４±９９．２１ｂ １８５１．９±１０１．６４ｃ１９４５．５±１１５．９９ｃ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

２．５．２　ＧＨ１６多态位点对屠宰性能的影响　由表５可知，ＢＢ
型公鸭活质量、屠体质量、半净膛质量、全净膛质量均显著高

于ＡＡ型、ＡＢ型；胸肌质量、腿肌质量、肝质量在３种基因型
间无显著差异；ＢＢ型腹脂质量、心质量显著高于 ＡＢ型，ＡＡ

型与ＢＢ型、ＡＢ型无显著差异；ＢＢ型腺肌胃质量显著高于
ＡＡ型，ＡＢ型与ＡＡ型、ＢＢ型无显著差异。
１０个屠宰质量指标在母鸭 ３种基因型之间均无显著

差异。

表５　引物ＧＨ１６不同基因型间屠宰性能质量比较

分类 基因型
样本量

（羽）

宰前活质量

（ｇ）
屠体质量

（ｇ）
半净膛质量

（ｇ）
全净膛质量

（ｇ）
胸肌质量

（ｇ）

公鸭 ＡＡ １９ ３１１８．４±３１５．１０ｂ ２８４１．８±２８６．２７ｂ ２６５３．２±２８０．７３ｂ ２４５１．２±２４６．６９ｂ ２１８．６±２９．４３ａ
ＡＢ ３８ ３１０４．３±３２５．３７ｂ ２８５７．６±２８８．５３ｂ ２６５８．０±２９０．４０ｂ ２４６７．７±２７０．６７ｂ ２２０．４±３４．４５ａ
ＢＢ １３ ３３２７．６±２１４．１３ａ ３０６０．４±２０３．２８ａ ２８３８．９±１９５．３１ａ ２６４５．９±１９４．８１ａ ２３８．２±２９．４９ａ

母鸭 ＡＡ １２ １８６２．０±２１７．８１ｃ １６８９．８±１９７．５７ｃ １５４１．７±１６７．８３ｃ １３８８．１±１５３．２３ｃ １２５．４±１６．１１ｂ
ＡＢ ４５ １９２６．５±１５９．４６ｃ １７３８．６±１５５．１５ｃ １５９５．３±１６０．９４ｃ １４５８．６±１４９．１４ｃ １３５．４±１６．６７ｂ
ＢＢ ８ １９４５．５±１１５．９９ｃ １７３６．７±１１７．１４ｃ １５６７．５±１０４．６４ｃ １４５０．３±１７７．８７ｃ １３４．７±１１．７１ｂ

分类 基因型
样本量

（羽）

腿肌质量

（ｇ）
腹脂质量

（ｇ）
肝质量

（ｇ）
腺肌胃质量

（ｇ）
心质量

（ｇ）

公鸭 ＡＡ １９ １３７．９±３６．４１ａ ４２．５±２１．４６ａｂ ６１．５±１１．５３ａ ６９．５±１５．８７ｂ ２６．０±７．７１ａｂ
ＡＢ ３８ １４８．４±２０．５０ａ ３７．１±１９．０４ｂ ６０．３±１３．９６ａ ７２．８±１２．６１ａｂ ２４．８±３．９０ｂ
ＢＢ １３ １４７．６±１５．９６ａ ５５．５±２４．９１ａ ６０．９±１２．８８ａ ７８．８±８．８５ａ ２８．９±５．２４ａ

母鸭 ＡＡ １２ ７３．０±８．０５ｂ ４２．０±１６．５４ａｂ ３１．１±７．９６ｂ ５２．９±９．０７ｃ １４．３±３．１９ｃ
ＡＢ ４５ ７４．０±７．９１ｂ ４１．１±１４．２３ａｂ ３４．７±７．７８ｂ ５６．６±８．２８ｃ １６．８±２．８１ｃ
ＢＢ ８ ７０．１±９．６２ｂ ４７．０±１１．５６ａｂ ３６．４±３．６３ｂ ５５．４±４．０７ｃ １６．６±２．８８ｃ

　　由表６可知，不同基因型公鸭之间、不同基因型母鸭之间
的屠宰率、半净膛率、全净膛率、胸肌率、腿肌率、腹脂均无显

著性差异。

表６　引物ＧＨ１６不同基因型间屠宰性能比例比较

种类 基因型
样本量

（羽）

屠宰率

（％）
半净膛率

（％）
全净膛率

（％）
胸肌率

（％）
腿肌率

（％）
腹脂率

（％）

公鸭 ＡＡ １９ ９１．２３±４．０８ａｂ ８５．０８±２．６０ａ ７８．６６±２．８９ａｂ １７．８１±１．３８ａ １１．２１±２．８４ａｂ １．７０±０．８０ｂ
ＡＢ ３８ ９２．１１±２．３０ａ ８５．６０±２．０８ａ ７９．４８±２．４８ａ １７．８２±１．５７ａ １２．０７±１．５６ａ １．５１±０．８４ｂ
ＢＢ １３ ９２．０１±３．３３ａｂ ８５．３３±２．８７ａ ７９．６２±５．４９ａ １７．９６±１．２４ａ １１．１６±０．８７ａｂ ２．１１±０．９４ｂ

母鸭 ＡＡ １２ ９０．７６±１．５５ａｂ ８２．９３±２．８７ｂ ７４．７４±４．２９ｃ １８．０７±１．２５ａ １０．５６±０．９４ｂｃ ２．９８±１．０３ａ
ＡＢ ４５ ９０．２３±２．５１ａｂ ８２．７４±３．３７ｂ ７５．６８±３．８８ｂｃ １８．５８±１．４６ａ １０．１８±０．９４ｂｃ ２．８１±０．９１ａ
ＢＢ ８ ８９．２４±１．７９ｂ ８２．５７±２．４６ｂ ７４．４９±７．１４ｂｃ １８．６８±１．５１ａ ９．７２±１．３１ｃ ３．２４±０．７９ａ

３　讨论

目前已经开展了大量畜禽关于 ＧＨ基因多态方面的研
究，结果表明其存在大量的多态位点，以猪 ＧＨ基因多态性研
究成效最为显著。在猪 ＧＨ基因５′端、编码阅读框和３′端序

列中总计２６个ＳＮＰｓ，１８个在内含子上，６个在外显子２中，１
个在外显子３中，１个在外显子４中，某些 ＳＮＰｓ对猪生产性
能有显著性影响［３－７］。牛ＧＨ基因多态性研究主要是分析其
对产奶量、乳脂率、乳蛋白的影响程度［８－１０］。在禽类上，鸡

ＧＨ基因在禽类上研究较早［１１－１５］，鸭研究处于相对落后阶段，
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尚有许多工作需要开展。许盛海等在鸭中检测到了１１个点
突变，分别为５′调控区序列２个，外显子４序列中１个，内含
子２序列中７个，内含子３序列中１个［１６－１７］。邹剑敏等在

ＧＨ基因外显子上第３０１位点发现了Ｃ－Ｔ突变，分析了这个
突变点对血浆中低密度脂蛋白（ＬＤＬ－Ｃ）含量具有显著影
响［１８］。吉文林等在我国６个地方鸭品种中检测到了ＧＨ基因
１个Ｃ－Ｔ突变，位于外显子４中，分析了该突变在不同鸭群
中的分布情况［１９］；伍革民等应用 ＰＣＲ－ＳＳＣＰ技术分析了５
个品种鸭ＧＨ基因潜在的点突变，检测序列覆盖了５′和３′调
控区及部分外显子和内含子，共发现了５个多态位点［２０］；李

慧芳等发现ＧＨ基因第４外显子 Ｃ３７０１Ｔ的突变对高邮鸭最
长连产天数和双黄率有显著相关［２１］。

本试验设计了６对引物，其中引物 ＧＨ１６出现了多态位
点，在第１内含子上发现了４个ＳＮＰ，分别为Ｇ９４５Ａ、Ｔ１０３９Ｇ、
Ａ１２５１Ｃ和Ａ１３２２Ｇ，形成了 ３个基因型，分别为 ＡＡ型、ＡＢ
型、ＢＢ型。２个等位基因的频率较为接近，黑羽番鸭的纯合
度为０．５０２７，多态信息含量为０．３７３６，说明黑羽番鸭该位点
上群体呈现中等多态。在杂合度越大、ＰＩＣ越高的群体中遗
传变异的程度就越大，在选育过程中可进行选择的潜力越大；

以此类推，在杂合度越小、ＰＩＣ越低的群体中遗传变异的程度
就越小，对群体进行选择的潜力就越小。黑羽番鸭处于中等

水平，说明对 ＧＨ基因该位点还有选择空间。公鸭 １３周龄
ＢＢ型的体质量（同宰前活质量）、屠体质量、半净膛质量、全
净膛质量显著高于ＡＡ型和ＡＢ型，３种基因型的胸肌质量与
腿肌质量差异不显著；在内脏器官组织中，ＢＢ型腹脂质量、心
质量显著高于ＡＢ型；ＡＡ型、ＡＢ型、ＢＢ型３种基因型间屠宰
指标百分比无显著差异；母鸭所有指标在３种基因型间均无
显著差异。畜禽的生产性能是由内在遗传因素和外在环境因

素共同作用的结果，不同性别的鸭在其内在因素的影响下，可

导致同一基因在性别之间所起作用效果存在差异，导致最终

所起作用不同。
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