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　　摘要：为研究大恒优质肉鸡硫胺素沉积规律及大恒肉鸡不同家系间硫胺素的差异，选取大恒优质肉鸡的４个品系
（Ｓ０８、Ｓ０７×Ｓ０１、Ｄ２、Ｄ１）为试验材料，采用高效液相色谱法对硫胺素含量进行测定，并对其相关基因 ＴＰＫ１进行多态
性分析。结果显示：１０周龄时，Ｓ０８品系胸肌中硫胺素含量极显著高于品系Ｄ１、Ｄ２（Ｐ＜０．０１），４个品系中公鸡胸肌中
的硫胺素含量均高于母鸡，差异不明显；１０周龄时，公鸡、母鸡中腿肌的硫胺素含量极显著高于胸肌（Ｐ＜０．０１），公鸡
中的腿肌、胸肌硫胺素含量均分别高于母鸡的腿肌、胸肌，但都差异不明显。对大恒肉鸡５个品系（Ｓ０７×Ｓ０５、Ｓ０７、
Ｓ０８、Ｓ０７×０１、Ｓ０８×０１）ＴＰＫ１基因的所有外显子及部分３′非编码区进行了多态性位点的检测，在３′非编码区发现了１
个Ｇ８７８Ａ单碱基突变，该ＳＮＰ位点对腹脂质量具有显著影响（Ｐ＜０．０５），该基因座上的基因型ＮＮ个体的腹脂质量显
著高于基因型ＭＮ个体的腹脂质量，但与大恒优质肉鸡２个品系鸡肉中硫胺素含量差异不显著。
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　　硫胺素（Ｔｈｉａｍｉｎｅ）即维生素 Ｂ１，不仅是维持机体代谢的
重要物质，而且是肉产品产生芳香物质的关键前体物质。热

降解硫胺素可以产生许多含硫化合物，包括硫醇、硫化物、二

硫化合物等芳香化合物［１－２］，其中２－甲基 －３－巯基呋喃、
２／３－巯基 －３／２－戊酮是重要的挥发性化合物，５－羟基 －
３－巯基 －２－戊酮不仅是硫胺素降解过程中的重要中间产
物，而且是一类芳香化合物。因此，硫胺素及其衍生物的含量

已经成为了肉食品品质的重要指标。本研究以４个优质肉鸡
品系为样本，研究硫胺素的含量差异，同时对硫胺素合成代谢

关键酶中硫胺焦磷酸激酶（ＴＰＫ１）基因进行多态性分析［３］，以

期为优质肉鸡的选育提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
　　试验材料为四川大恒家禽有限公司培育的 Ｓ０８、Ｓ０７×
Ｓ０１、Ｄ２、Ｄ１、Ｓ０７×０５、Ｓ０７、Ｓ０８×Ｓ０１共７个品系总，试验鸡有
专人饲养，饲养条件及营养水平一致，统一在７０日龄屠宰，屠
宰前翅下静脉采血保存于真空采血管中，４℃保存用于 ＤＮＡ
的提取。

１．２　试验方法
１．２．１　肌肉中硫胺素含量的测定　采用高效液相色谱法
（荧光检测）。准确称取４～６ｇ肉样，使用电动匀浆器匀质后
置于２５０ｍＬ三角瓶中，加入５０ｍＬ的０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液混
匀，于高压灭菌锅中 １２１℃处理 ３０ｍｉｎ，室温冷却。用
２ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠溶液调节水解液使ｐＨ值为４．０～４．５，加入高
峰氏淀粉酶，置于水浴锅中４５～５０℃酶解３ｈ，冷却后全部移
至１００ｍＬ容量瓶中，用水定容至１００ｍＬ，混匀后用滤纸过
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滤，将滤液放置于４℃冰箱中保存。吸取５ｍＬ试样加入到
５０ｍＬＥＰ管中，再加入１．５ｇ氯化钠、３ｍＬ氧化剂混匀，然后
加入１０ｍＬ异丁醇萃取，静置分层后取上清液过０．４５μｍ滤
膜，即可上样检测。

　　高效液相色谱仪为安捷伦高效液相色谱仪（配有１２００荧
光检测器）。流动相：乙酸钠（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值４．５）∶甲醇
（３５％ ∶６５％）；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检测波长：激发
波长３６５ｎｍ；发射波长：４３５ｎｍ；进样量：１５μＬ。
１．２．２　鸡基因组的提取　采用 Ａｘｙｇｅｎ公司 ＡｘｙＰｒｅｐ血基因
组ＤＮＡ小量试剂盒来提取鸡血样中的基因组 ＤＮＡ。获得的
ＤＮＡ样品分为２份，１份用于试验，放置于４℃条件；另一份
放在－７０℃中长期保存，用以单链构象多态性（ＳＳＣＰ）分析。
１．３　数据处理
　　１０周龄大恒优质肉鸡肌肉中不同品系间硫胺素含量的
差异显著性比较采用 ＳＰＳＳ１７．０软件包中广义线性模型
（ｇｅｎｅｒａｌｌｉｎｅａｒｍｏｄｅｌ，ＧＬＭ）进行最小显著差异 （ｌｅａｓｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ）分析，采用 Ｃｏｒｒｅｌａｔｅ程序进行体质
量与硫胺素含量的相关性分析。

２　结果与分析

２．１　硫胺素含量的变化
２．１．１　１０周龄肉鸡不同品系肌肉中硫胺素含量　１０周龄大
恒优质肉鸡Ｓ０８、Ｓ０７×Ｓ０１、Ｄ２、Ｄ１等４个品系的硫胺素含量
如表１所示。可以看出，在母鸡中 Ｓ０８品系胸肌中的硫胺素
含量最高，Ｄ１品系胸肌中的硫胺素含量最低；Ｓ０８、Ｓ０７×Ｓ０１
品系间差异不显著，但与Ｄ２、Ｄ１差异极显著（Ｐ＜００１），Ｄ２、
Ｄ１品系间差异不显著。在公鸡中Ｓ０８、Ｓ０７×Ｓ０１品系间差异
不显著，但分别与 Ｄ２、Ｄ１差异极显著（Ｐ＜０．０１），Ｄ２、Ｄ１品
系间差异不显著。在４个品系中所有公鸡胸肌中的硫胺素与

表１　大恒优质肉鸡不同品系胸肌中硫胺素的含量

品系

母鸡 公鸡

数量

（羽）

硫胺素含量

（ｍｇ／ｋｇ）
数量

（羽）

硫胺素含量

（ｍｇ／ｋｇ）

Ｓ０８ １３ ０．８１２±０．２４０Ａ ８ １．２５８±０．５４６Ａ
Ｓ０７×Ｓ０１ １４ ０．５９７±０．１３０Ａ ９ ０．８０９±０．２０８Ａ
Ｄ２ ３１ ０．３８８±０．２０８Ｂ ２０ ０．３９４±０．１４２Ｂ
Ｄ１ ８ ０．３４７±０．０４８Ｂ ８ ０．４２１±０．０９４Ｂ
平均 ０．５１１±０．２５４ ０．６３６±０．４２１

　　注：同列数据后标有不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

所有母鸡中的硫胺素间差异不明显。

２．１．２　１０周龄不同组织及性别的硫胺素含量　在１０周龄
时，公鸡中腿肌的硫胺素含量高于胸肌，并且达到极显著水平

（Ｐ＜０．０１）；母鸡中腿肌的硫胺素含量高于胸肌，也达到了极
显著水平；公鸡中的胸肌、腿肌的硫胺素含量分别高于母鸡

（表２）。　

表２　不同组织及性别硫胺素的含量

组织

公鸡 母鸡

硫胺素含量

（ｍｇ／ｋｇ）
数量

（羽）

硫胺素含量

（ｍｇ／ｋｇ）
数量

（羽）

胸肌 １．０２１±０．４５３Ｂ ２７ ０．７０１±０．２１７Ｂ １７
腿肌 １．４８３±０．２６７Ａ ２９ １．２３１±０．３４６Ａ １５

　　注：同列数据后标有不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＴＰＫ１基因多态性分析
２．２．１　样品 ＤＮＡ的提取及引物的设计合成　引物采用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计（表３），设计的结果经ＮＣＢＩ数据
库的Ｐｒｉｍｅｒ－ＢＬＡＳＴ对引物进行在线比对验证，鉴定合格后
由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，所有引物均为变性聚丙烯酰胺凝
胶电泳（ＰＡＧＥ）纯度。

表３　ＴＰＫ１基因所有外显子及部分非编码区的扩增引物

区域 引物序列
目的片段长度

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ＴＰＫ１ＥＸＯＮ１ ５′－ＣＴＴＴＡＴＡＴＴＣＧＴＡＴＴＴＧＴＧＡＴＧＴＣＣ－３′；５′－ＴＴＴＧＴＡＴＡＴＣＡＣＴＴＣＴＡＧＧＧＣＴＴＣ－３′ ２６９ ５２．２
ＴＰＫ１ＥＸＯＮ２ ５′－ＡＡＧＡＡＧＣＡＡＧＡＡＡＡＴＡＡＧＡＧＧＡＧ－３′；５′－ＡＣＡＡＴＧＣＡＡＴＴＣＡＡＣＡＧＡＣＡＣＴＡ－３′ ２７６ ４８．９
ＴＰＫ１ＥＸＯＮ３ ５′－ＣＡＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＡＡＧＴＧＧＴＴＡＧＧＡ－３′；５′－ＡＴＣＣＣＡＴＣＣＧＣＡＡＣＡＴＴＴＴＡＣＴＴ－３′ ２１６ ５０．４
ＴＰＫ１ＥＸＯＮ４ ５′－ＡＧＣＴＴＣＴＴＧＣＣＴＧＡＴＴＡＣＡＴＣ－３′；５′－ＡＣＡＴＣＴＧＡＡＧＡＣＣＴＡＡＡＧＡＣＡＣＣ－３′ １９８ ５８．９
ＴＰＫ１ＥＸＯＮ５ ５′－ＧＣＴＧＴＴＴＡＴＴＣＡＣＴＡＧＧＧＡＴＧＴ－３′；５′－ＴＡＴＧＴＴＧＡＧＡＴＧＡＡＧＡＧＴＡＧＡＴＧＣ－３′ １６６ ４８．５
ＴＰＫ１ＥＸＯＮ６ ５′－ＴＴＴＣＴＴＡＴＣＡＡＡＧＴＧＧＴＴＣＡＧＴＴ－３′；５′－ＡＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＴＴＣＡＡＡＧＣＡＣ－３′ ２７５ ４９．７
ＴＰＫ１ＥＸＯＮ７ ５′－ＧＣＣＣＡＴＧＴＣＴＴＣＣＣＴＣＣＣＴＣＴＴＣ－３′；５′－ＡＧＴＧＡＧＧＣＴＧＧＣＧＴＧＧＡＴＧＣＴＣ－３′ ２５０ ５９．０
ＴＰＫ１ＥＸＯＮ８ ５′－ＧＧＣＴＧＡＡＧＴＧＧＡＴＣＡＴＣＴＣＴＧＴＴＧ－３′；５′－ＡＡＣＴＣＧＣＣＴＴＣＴＣＴＴＣＴＣＴＣＴＴＧＣ－３′ ２９４ ５３．１
ＴＰＫ１３′ＵＴＲ ５′－ＣＡＣＴＴＣＴＣＣＣＴＡＧＡＡＡＴＧＴＴＧＡＴＧ－３′；５′－ＡＡＣＴＡＡＡＧＧＣＡＴＧＴＴＴＡＣＣＴＡＣＣＡ－３′ ２３６ ５０．８

　　本研究总共设计了９对引物，对 ＴＰＫ１基因所有外显子
及部分非编码区进行了扫描，以大恒肉鸡 ５个品系（Ｓ０７×
ＳＯ５、Ｓ０７、Ｓ０８、Ｓ０７×０１、Ｓ０８×０１）为研究材料。结果显示，所
有９对引物的ＰＣＲ扩增效果都很好，目的片段与所设计的片
段大小一致，无非特异性扩增产生，都可以用于 ＳＳＣＰ研究。
ＰＣＲ－ＳＳＣＰ研究结果显示，ＴＰＫ１３′ＵＴＲ引物在大恒肉鸡５个
品系内存在多态性，３′ＵＴＲ引物所扩增的片段存在３种基因
型，分别定义为ＭＮ、ＭＭ、ＮＮ（图１）。
２．２．２　序列分析结果　取 ＭＮ、ＮＮ、ＭＭ３种基因型的 ＰＣＲ
产物进行纯化测序，结果显示ＭＭ基因型与数据库Ｅｎｓｅｍｂｌ
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（登录号：ＥＮＳＧＡＬＴ００００００２０２００）中的序列一致，将其定义为
野生型。ＭＭ型与ＮＮ型相比存在１个 Ｇ８７８Ａ单碱基突变，
将其定义为突变型。测序结果如图２所示。
２．２．３　５个品系 ＴＰＫ１不同基因型差异检验　根据 ＰＣＲ－
ＳＳＣＰ的检测结果，对ＴＰＫ１各种基因型在５个品系中的分布
进行χ２检验，以检验各个群体是否处于 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平
衡。由表４可知，大恒肉鸡５个品系都符合Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ
平衡。Ｓ０７×Ｓ０５品系以 ＭＭ基因型偏多，Ｓ０７×Ｓ０１品系以
ＭＮ基因型偏多，所有５个品系都以等位基因 Ｍ为主。对５
个品系的基因杂合度及多态信息含量分析显示，５个品系多
态性均属于高度多态。

３　结论与讨论

３．１　硫胺素含量分析
　　对大恒优质肉鸡Ｓ０８、Ｓ０７×Ｓ０１、Ｄ２、Ｄ１４个品系的硫胺

表４　５个品系ＴＰＫ１基因ＳＮＰ位点基因型及基因频率

品系
样本数

（羽）

ＴＰＫ１位点的基因型频率 等位基因频率

ＭＭ ＭＮ ＮＮ Ｍ Ｎ χ２（Ｐ）

Ｓ０７×Ｓ０５ ２３ ０．５６５（１３） ０．３９１（９） ０．０４０（１） ０．７６０９ ０．２３９１ ０．０６７２（０．７９５４）
Ｓ０７×Ｓ０１ １５ ０．４００（６） ０．５３３（８） ０．０６０（１） ０．６６６７ ０．３３３３ ０．４１９１（０．５１７３）
Ｓ０７ １６ ０．３７５（６） ０．６２５（１０） ０．０００（０） ０．６８７５ ０．３１２５ ２．９２２１（０．０８７４）
Ｓ０８ ２４ ０．４５８（１１） ０．４５８（１１） ０．０８０（２） ０．６８７５ ０．３１２５ ０．０５０２（０．８２２７）

Ｓ０８×Ｓ０１ ２１ ０．４２８（９） ０．４２８（９） ０．１４２（３） ０．６４２９ ０．３５７１ ０．１７５８（０．６７５０）

　　注：基因频率中的括号中的数字表示样品数量（羽）。

素的含量进行检测及比较结果显示，在１０周龄时Ｓ０８品系公
鸡、母鸡胸肌中的硫胺素含量都是最高的，Ｄ１品系中硫胺素
的含量较低，４个品系中公鸡胸肌中的硫胺素含量都高于母
鸡，这与陈国宏等研究的结果一致［４－６］。在相同的饲养条件

及营养水平下，大恒优质肉鸡腿肌中的硫胺素含量都比胸肌

高，这与陈国宏等的研究结果［４］基本一致。在大恒优质肉鸡

中各个品系的胸肌、腿肌的平均硫胺素含量分别为 ０．８１６、
１．３５７ｍｇ／ｋｇ，比陈国宏等所研究的地方鸡在１２周龄时的平
均硫胺素含量０．４４ｍｇ／ｋｇ还要高［４］，这可能是检测方法不一

样或饲养条件、营养水平不同导致的，但也表明了大恒优质肉

鸡肌肉中的硫胺素含量还是相对较高的。

３．２　ＴＰＫ１基因多态性分析
　　本研究对大恒鸡５个品系ＴＰＫ１基因的所有外显子及部
分３′非编码区进行了多态性位点的检测，在３′非编码区发现
了１个Ｇ８７８Ａ单碱基突变，对 ＴＰＫ１各种基因型在５个品系
中的分布进行 χ２检验及 ＳＮＰ位点基因型、基因频率研究。
结果显示，大恒鸡５个品系都符合 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡，表
明这５个品系在该位点受到的选择作用比较微弱，或是在经
过选择后又重新达到了平衡。Ｓ０７×Ｓ０５品系以 ＭＭ基因型
偏多，Ｓ０７×Ｓ０１品系以 ＭＮ基因型偏多，所有的５个品系都
以等位基因Ｍ为主。在所有的５个品系中ＮＮ基因型只占总

基因型的１６％，这可能是由于群体数量相对来说还比较少。
　　综上所述可见大恒优质肉鸡不同品系肌肉中硫胺素在肌
肉中的沉积规律及大恒鸡不同家系间硫胺素的差异，ＴＰＫ１３′
ＵＴＲ发现了１个Ｇ８７８Ａ单碱基突变，但与大恒优质肉鸡鸡肉
中硫胺素含量差异不显著。这些结果对于今后从育种角度开

发利用地方优质鸡种资源有重要意义。
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