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　　摘要：为了检测米易鸡ＡＤＳＬ基因第２、第９外显子的单核苷酸多态性并分析该多态性与胸肌肌苷酸含量的关联
性，以四川省优质地方鸡种米易鸡为研究对象，采用高效液相色谱测定米易鸡胸肌肌肉肌苷酸的含量，并运用测序技

术测定了ＡＤＳＬ基因第２、第９外显子的单核苷酸多态性。结果表明：ＡＤＳＬ基因在外显子２（Ａ３７１３Ｇ、Ｃ３７９７Ｔ），外显子
９（Ｃ１０１９１Ｔ）处出现３个ＳＮＰ位点，变异引起相应的氨基酸均为同义变异，第２外显子 Ａ３７１３Ｇ位点的基因型为 ＡＡ、
ＧＧ、ＡＧ型；Ｃ３７９７Ｔ位点的基因型为ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ型；第９外显子的 Ｃ１０１９１Ｔ位点的基因型为 ＣＣ、ＣＴ型。经独立性检
验，ＡＤＳＬ基因Ａ３７１３Ｇ、Ｃ１０１９１Ｔ位点变异处于Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态；应用最小二乘法对基因型与肌苷酸含量进
行分析，说明ＡＤＳＬ第９外显子Ｃ１０１９１ＴＳＮＰ位点与ＩＭＰ含量存在显著相关性（Ｐ＜００５），ＣＴ型个体的胸肌肌苷酸含
量高于ＣＣ型个体，初步推测米易鸡中ＡＤＳＬ基因第９外显子Ｃ１０１５１ＴＳＮＰ位点ＣＴ型为优势基因型。
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　　目前国内外的大量研究表明，鸡肉内的肌苷酸含量在很
大程度上影响其肉质风味及性状［１－２］，但是肌苷酸含量又受

多种因素的影响，常规选育进展较慢，因此利用与肌苷酸含量

相关的候选基因，应用分子标记辅助选择加快遗传研究进展

是当前较为有效的手段，可以在分子水平对肉鸡的肉质风味

进行育种改良。肌苷酸（ｉｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＩＭＰ）是衡量
肌肉肉质风味性状的重要指标之一，在体内肌苷酸从头合成

过程涉及１０种关键酶，这１０种关键酶由５个基因编码［３－５］，

即ＧＰＡＴ基因、ＡＩＲＣ基因、ＡＤＳＬ基因、ＧＡＲＳ－ＡＩＲＳ－ＧＡＲＴ基
因、ＰＵＲＨ基因。其中ＡＤＳＬ基因是嘌呤核苷酸合成过程中的
关键酶之一，催化２个重要反应：（１）由氨基咪唑琥珀基氨甲
酰核苷酸（ＳＡＣＩＡＲ）生成氨基咪唑氨甲酰核苷酸（ＡＩＣＡＲ）的
反应；（２）由腺苷酸琥珀酸生成腺苷酸单磷酸的反应，这２个
反应对于最终的肌肉肌苷酸含量具有重要的影响。Ａｉｍｉ等
克隆了鸡ＡＤＳＬ基因的ｃＤＮＡ全长序列并将其定位于１号染
色体上，长１５５９３ｂｐ，包含１３个外显子和１２个内含子，转录
为长１５２０ｂｐ的 ｍＲＮＡ（ＮＭ－２０５５２９．１），翻译成含有４５９个
氨基酸的蛋白质序列（ＮＰ－９９０８６０．１）［６］。季从亮以ＡＤＳＬ基
因作为ＩＭＰ含量的候选基因，对５′侧翼序列、所有外显子和
部分内含子单核苷酸多态位点进行检测，共检测到５个 ＳＮＰ

位点，并发现部分突变位点与胸肌肌苷酸含量相关［７］。

“米易鸡”是四川省的优良地方鸡种之一，其体型较大，

具有早期生长速度快、肉用性能较好、性情温顺、便于饲养管

理、肉质风味佳等优点。为研究米易鸡肉质风味好的特点，本

研究拟采用测序技术检测米易鸡ＡＤＳＬ基因外显子９的单核
苷酸多态性，并与米易鸡肌苷酸含量间进行关联研究，以探讨

在米易鸡内ＡＤＳＬ基因第２、第９外显子的多态性与肌苷酸含
量间的关系，为米易鸡的优良肉质风味选育提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
于四川省攀枝花市米易鸡专业养殖户购入脱温鸡苗６４羽

（公母各半），全阶段由专人管理，单笼饲养，管理和营养水平

一致，自由饮食。分别在８１、１１９、１５３、２１０ｄ进行屠宰性能测
定，真空采血管（ＥＤＴＡ·Ｋ２抗凝，江苏康健医疗用品有限公司
生产）翅下静脉采血，每羽采血约２ｍＬ，置于－２０℃冷冻保存
备用。屠宰时同时采集胸肌和腿肌，－８０℃保存备用。
１．２　试验方法
１．２．１　血液中 ＤＮＡ提取和检测　用 ＡＸＹＧＥＮ血液基因组
（Ａｘｙｇｅｎ公司生产）ＤＮＡ提取试剂盒提取血样中的基因组
ＤＮＡ，经ＰＣＲ仪（型号：ＡＧ２２３３１Ｈａｍｂｕｒｇ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司生产）扩增、琼脂糖凝胶电泳（电泳仪型号：ＤＹＣＰ－３１ＤＮ
型，北京六一仪器厂生产）和紫外 －可见分光光度计（型号：
Ｃａｒｙ５０，美国Ｖａｒｉａｎ公司生产）检测纯度，－２０℃保存备用。
１．２．２　引物设计、ＰＣＲ扩增及测序　根据笔者所在实验室
对ＡＤＳＬ基因的研究结果［８－９］及 ＡＤＳＬ基因信息（ＧｅｎＢａｎｋ登
录号：ＡＹ６６５５５９），用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计特异性引物，由上海英骏
生物技术有限公司合成，扩增该基因含有ＳＮＰ位点的第２、第
９外显子特异性序列，引物序列及产物片段长度见表１。
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表１　ＡＤＳＬ引物序列及产物大小

基因座 ＳＮＰ位点 引物序列
产物大小

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ＡＤＳＬ（ＡＹ６６５５５） ３７９７ ５′－ＣＴＴＴＣＴＣＣＴＣＣＧＣＡＧＴＣＡＣ－３′；５′－ＡＧＣＡＣＣＴＡＣＧＴＣＴＴＣＧＴＴＴＴ－３′ ２７９ ５２
１０１９１ ５′－ＣＴＡＴＧＣＣＴＴＡＣＡＡＧＡＧＧＡＡＴＣ－３′；５′－ＴＴＴＣＡＴＣＡＡＧＡＣＧＧＴＡＡＣＣ－３′ ２５５ ５７

　　ＰＣＲ扩增体系（２５μＬ）为：９．５μＬ超纯水（超纯水系统
型号：艾柯ＡＫＨＬ－ＩＩＩ－２４，成都康宁实验专用纯水设备厂生
产）、各１μＬ上下游引物（１０μＬ，浓度１０μｍｏｌ／Ｌ，上海英骏
生物技术有限公司合成）、１μＬＤＮＡ模板（１００μｇ／μＬ）、
１２．５μＬＭａｓｔｅｒＭｉｘ［天根生化科技（北京）有限公司］。

ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，
５２℃／５７℃ 复性３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸
７ｍｉｎ。扩增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物的
亮度和纯度。根据琼脂糖凝胶电泳检测结果，将所有ＰＣＲ产
物送至上海英骏生物技术有限公司进行双向序列测定。

１．２．３　肌苷酸含量的测定　参照陈国宏等的高效液相色谱
法［１０］测定肌肉肌苷酸含量。

２　结果与分析

２．１　鸡基因组ＤＮＡ抽提结果
从试验鸡群血液中提取基因组 ＤＮＡ，使用１．５％琼脂糖

凝胶电泳检测，与相同上样量的 ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ［天根生化科
技（北京）有限公司］比较。图１结果显示，条带清晰明亮，大
约４０ｋｂ，且无扫尾现象，浓度较均匀，表明所提取 ＤＮＡ质量
较好，含杂质较少，完全符合ＰＣＲ试验要求。

２．２　ＰＣＲ扩增结果
利用１．５％琼脂糖凝胶电泳分别对 ＡＤＳＬ基因第２、第９

外显子扩增片段进行检测，由图２、图３可见，在２７９、２５５ｂｐ
处分别呈现出１条特异性的条带，表明引物特异性较好。

２．３　测序结果
将ＰＣＲ扩增的特异片段进行测序，通过测序反应检测到

米易鸡ＡＤＳＬ基因第２外显子存在 Ａ３７１３Ｇ、Ｃ３７９７Ｔ变异，第
９外显子存在Ｃ１０１９１Ｔ变异，但都未引起相应氨基酸的变异。
由图４、图５、图６的测序结果可知，米易鸡 ＡＤＳＬ基因第２外
显子 Ａ３７１３Ｇ位点的基因型为 ＡＡ、ＧＧ、ＡＧ型；Ｃ３７９７Ｔ位点
的基因型为ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ型；第９外显子的 Ｃ１０１９１Ｔ位点的基
因型为ＣＣ、ＣＴ型。

２．４　ＡＤＳＬ基因第２、第９外显子突变位点的基因和基因型
频率分析

　　统计ＡＤＳＬ基因第２、第９外显子的变异在米易鸡中的基
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因频率、基因型频率及检验分析结果。由表２结果可见：米易
鸡中ＡＤＳＬ基因第２外显子Ａ３７１３Ｇ、第９外显子Ｃ１０１９１Ｔ的
ＳＮＰ位点在试验群体中均处于 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态

（Ｐ＞０．０５），而 Ｃ３７９７Ｔ则偏离 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状
态（Ｐ＜０．０５）。

表２　ＡＤＳＬ基因不同位点的基因型和基因频率

ＳＮＰ位点 样本数

（个）

基因型频率

ＡＡ ＧＧ ＡＧ ＣＣ ＴＴ ＣＴ
基因频率

Ａ Ｇ Ｃ Ｔ χ２值 Ｐ值

Ａ３７１３Ｇ ６４ ０．４６９（３０）０．１２５（８）０．４０６（２６） ０．６７２ ０．３２８ ０．４８１ ０．４８８
Ｃ３７９７Ｔ ６４ ０．２６６（１７）０．３５９（２３） ０．３７５（２４） ０．４５０ ０．５５０ ４．４１７ ０．０３６
Ｃ１０１９１Ｔ ６４ ０．６５６（４２） ０（０） ０．３４４（２２） ０．８２８ ０．１７２ ２．６２０ ０．１０６

２．５　ＡＤＳＬ基因第２、第９外显子的 ＳＮＰ位点的基因型与胸
肌ＩＭＰ含量的相关性分析

对ＡＤＳＬ基因第２外显子Ａ３７１３Ｇ、Ｃ３７９７Ｔ和第９外显子
Ｃ１０１９１ＴＳＮＰ位点的基因型和 ＩＭＰ含量进行差异显著性检
验［１１］。表３结果表明：ＡＤＳＬ基因第２外显子中的各基因型
与胸肌 ＩＭＰ含量差异都不显著；ＡＤＳＬ基因外显子 ９
（Ｃ１０１９１Ｔ）中ＣＴ杂合子个体胸肌的ＩＭＰ含量最高，显著高于
ＣＣ型个体胸肌的ＩＭＰ含量（Ｐ＜０．０５）。

表３　不同位点基因型的个体胸肌肌苷酸含量

ＳＮＰ位点 基因型
样本数

（个）

胸肌肌苷酸含量

（ｍｇ／ｇ）

Ａ３７１３Ｇ ＡＡ ３０ ２．８８９±１．０２６ｂ
ＧＧ ８ ２．９０９±１．１５９ｂ
ＡＧ ２６ ２．７５１±１．３１９ｂ

Ｃ３７９７Ｔ ＣＣ １７ ３．０８７±０．５３６ｂ
ＴＴ ２３ ２．６１１±１．４８９ｂ
ＣＴ ２４ ２．８７１±１．１２４ｂ

Ｃ１０１９１Ｔ ＣＣ ４２ ２．６５１±１．２２８ｂ
ＣＴ ２２ ３．４３０±０．３５４ａ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论与结论

３．１　ＡＤＳＬ基因的多态位点
季从亮扫描了ＡＤＳＬ基因含５′侧翼序列在内的所有的１３

个外显子以及部分内含子序列，并进行了 ＳＮＰ位点检测，结
果共检测出５个ＳＮＰ位点，其中２个位于外显子区域，３个位
于内含子区域，结果仅有外显子９处存在 Ｃ９８３９Ａ突变为非
同义突变，导致了甘氨酰胺核苷酸合成酶氨基酸序列的第

１７３处发生氨基酸的变异：脯氨酸（Ｐｒｏ）变异为苏氨酸
（Ｔｈｒ）［７］。张学余等对隐性白羽鸡、丝羽乌骨鸡、萧山鸡、白
耳鸡、藏鸡ＡＤＳＬ基因的外显子９的研究发现了相同突变位
点，并发现可引起氨基酸变异［１２］。而本研究通过对米易鸡的

ＡＤＳＬ基因外显子９的检测发现，在 Ｃ１０１９１Ｔ处发生突变，翻
译氨基酸序列后比对发现第２８６处的亮氨酸（Ｌｅｕ）发生变
异，表明该突变为同义突变。龚琳琳对皋鸡、安卡鸡、文昌鸡、

隐性白羽肉鸡４个群体的ＡＤＳＬ基因外显子９的检测中也得
到了同样的结果［１３］。

束婧婷等发现，在 ＡＤＳＬ基因外显子 ２的 Ａ３７１３Ｇ、
Ｃ３４８４Ｔ处发生了突变，但２个突变位点都没有引起相应的氨
基酸发生改变［１４－１５］。本研究也是在外显子 ２的 Ａ３７１３Ｇ、
Ｃ３７９７Ｔ处检测到突变位点，分别翻译甘氨酰胺核苷酸合成酶

氨基酸序列后比对发现，在第５９处的亮氨酸（Ｌｅｕ）和第８７
处的丝氨酸（Ｓｅｒ）都未发生变化，表明２种突变都是同义突
变，都没有引起相应的氨基酸变异。

３．２　ＡＤＳＬ基因第２、第９外显子 ＳＮＰ位点的基因型和胸肌
ＩＭＰ含量的相关性

张学余等在ＡＤＳＬ基因外显子９的Ｃ９８３９Ａ处发现突变，
通过对５个鸡种该突变位点的基因型与肌苷酸含量的相关性
分析表明：在５个鸡群体中的基因型分布差异显著，除了萧山
鸡与丝羽乌骨鸡之间基因型分布差异不显著之外，其余各鸡

种两两之间均存在显著或极显著的基因型分布差异（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１），初步推测该位点的基因型频率分布与品种
有关，但进一步方差分析并没有显示出该位点的多态性与胸

肌的ＩＭＰ含量之间存在关联［１２］。束靖婷等通过对 ＡＤＳＬ外
显子２的Ｃ３４８４Ｔ突变位点与肌苷酸含量的相关性分析，表
明ＡＤＳＬ基因中 ＴＴ型个体胸肌 ＩＭＰ含量较 ＣＣ型高出
０．８８０ｍｇ／ｇ，达到极显著水平（Ｐ＜０．０１），ＴＴ型个体 ＩＭＰ含
量较ＣＴ型高出０．７５８ｍｇ／ｇ，达到显著水平（Ｐ＜０．０５），ＣＴ型
个体ＩＭＰ含量稍高于ＣＣ型，但二者之间差异不显著［１４］。

而本研究对米易鸡ＡＤＳＬ基因第２、第９外显子ＳＮＰ位点
研究结果表明，虽然３个突变位点都没有引起相应的氨基酸变
异，但其中外显子９的Ｃ１０１９１Ｔ突变位点中的ＣＴ杂合子个体
胸肌的ＩＭＰ含量最高且都高于其他基因型个体胸肌的ＩＭＰ含
量，达到显著水平（Ｐ＜０．０５），说明该位点的变异对胸肌的ＩＭＰ
含量变化有较显著的影响。米易鸡中 ＡＤＳＬ基因第９外显子
Ｃ／Ｔ（Ｃ１０１９１Ｔ）ＳＮＰ位点 ＣＴ型为优势基因型，虽然未检测到
ＴＴ型，但是可以推测ＴＴ型是Ｃ基因突变为Ｔ的结果。

由此可见，ＡＤＳＬ基因外显子９处的基因突变对胸肌ＩＭＰ
含量的影响在不同的鸡种之间的表现不完全一致。鸡 ＡＤＳＬ
基因不同外显子的不同变异，在不同鸡种中的变异不尽相同，

且与鸡胸肌 ＩＭＰ含量之间的调控模式关系也还不清楚；因
此，今后有必要选择具有代表性的鸡种，大大增加测定样本，

对ＡＤＳＬ基因的全部变异位点进行扫描，方可弄清ＡＤＳＬ基因
对鸡胸肌ＩＭＰ含量之间的调控模式。
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烤烟不同生育期蔗糖代谢关键酶基因的表达
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　　摘要：为了研究烤烟不同生育期蔗糖代谢的分子特点，采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ法对云烟８７在
不同生育期的３种蔗糖代谢关键酶基因———转化酶（ｉｎｖｅｒｔａｓｅ，Ｉｎｖ）、蔗糖合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＳｕＳｙ）和蔗糖磷酸合
成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＳＰＳ）基因的表达水平进行分析。结果表明：在烟叶发育前期（团棵期、旺长期）Ｉｎｖ酶
基因的表达量较高；ＳｕＳｙ酶基因的在烤烟不同生育期的表达量变化呈单峰曲线，在打顶后表达量最高，之后又降低。
ＳＰＳ酶基因的表达量在烤烟生长发育后期较高，说明烤烟蔗糖的累积主要在发育后期进行。
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　　烤烟是世界上一种重要的经济作物，烟叶的品质与其糖
含量密切相关，水溶性糖与氨基酸发生梅拉德反应可以产生

多种香气物质［１－２］。蔗糖是主要的水溶性糖之一，也是烟草

光合作用的主要产物，可以为烟草的生长提供碳源和能

量［３－５］，同时也是细胞代谢的调控因子，可调节转运蛋白、贮

藏蛋白和编码酶的基因的表达［６－７］。与蔗糖代谢密切相关的

酶主要有转化酶（ｉｎｖｅｒｔａｓｅ，Ｉｎｖ）、蔗糖合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｓｙｎ
ｔｈａｓｅ，ＳｕＳｙ）和蔗糖磷酸合成酶（ｓｕｃｒｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＳＰＳ）。ＳＰＳ是调控植物蔗糖合成的关键酶之一，其活力直接

影响光合产物的分配，研究表明其与蔗糖形成呈正相

关［８－１０］。ＳｕＳｙ是一种可逆酶，既可催化蔗糖的合成，又可催
化蔗糖的分解，通常认为，它主要起分解蔗糖的作用，能为细

胞壁提供合成底物和合成淀粉［１１－１２］。Ｉｎｖ酶与植物体内形成
蔗糖梯度相关［１２－１３］，Ｂａｃｈｅｌｉｅｒ等研究表明，处在细胞壁中的
转化酶能调节蔗糖从韧皮部卸出，并且控制蔗糖吸收速度，而

在液泡中的转化酶则可以调节蔗糖和己糖的贮存［１４］。

本研究通过对烤烟品种云８７在团棵期、旺长期、现蕾期、
打顶后、成熟期５个生育期的蔗糖含量，Ｉｎｖ酶、ＳｕＳｙ酶、ＳＰＳ
酶活性以及３个酶基因的表达情况进行测定，从而明确不同
生育期蔗糖代谢主要酶活性及酶基因的变化特点，揭示烤烟

不同生育期蔗糖代谢的分子特点，并为改善烤烟品质提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
试验地点设在云南省玉溪研和基地，在移栽后第２０天（团
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