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　　摘要：根据红色原鸡基因组ＤＮＡ序列设计引物，获得了德化黑鸡线粒体ＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区全序列，结合ＧｅｎＢａｎｋ已
经测出Ｄｌｏｏｐ区全序列的红色原鸡序列，探讨了德化黑鸡的母系起源。结果表明，德化黑鸡线粒体ＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区全
长１２３１ｂｐ，Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ平均含量分别为３３．５％、２６．５％、２６．７％、１３．３％。系统发育分析发现，德化黑鸡与红色原鸡滇
南亚种（Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓｓｐａｄｉｃｅｕｓ）聚为一类，推测德化黑鸡可能起源于云南省或者附近的红色原鸡滇南亚种。
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　　我国乌骨鸡遗传资源丰富。德化黑鸡因原产自福建省德
化县而得名，是我国珍稀的乌骨鸡地方品种之一，具有适应性

强、肉质细嫩、清香甘润、味道鲜美、营养丰富等优点，以其黑

皮、黑肉、黑骨、黑内脏等乌色性状深受当地群众喜爱［１－２］。

线粒体Ｄｌｏｏｐ区序列是亲缘关系较近的群体进行遗传分化研
究的理想分子标记，已被广泛用于家禽起源与进化、群体遗传

结构、品种间的系统发育关系等研究中［３］。线粒体 ＤＮＡ
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）是动物核外的遗传物质，具有母
系单倍体遗传特性、在世代传递过程中不发生 ＤＮＡ重组、较
核 ＤＮＡ突变率高及进化速率快等优点，根据其序列构建的
系统发育树能很好地反映物种的母系迁徙历史。利用

ｍｔＤＮＡ序列差异研究物种的起源和进化，有助于了解物种的
驯化经历［４－６］。ｍｔＤＮＡ控制区 （Ｄ－ｌｏｏｐ区）的进化速率较
其他区域高 ５～１０倍。德化黑鸡饲养历史悠久，了解其自然
群体的遗传结构及其遗传多样性状况有助于有效保种并选育

利用德化黑鸡。笔者测定了德化黑鸡线粒体 ＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ
区的全序列，并结合 ＧｅｎＢａｎｋ已经测出线粒体 Ｄ－ｌｏｏｐ区全
序列的红色原鸡的序列，从分子水平上探讨了德化黑鸡的起

源，旨在为开发利用德化黑鸡资源提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
　　５羽德化黑鸡均采集于德化县，翅静脉采血，ＡＣＤ抗凝，
采用常规的酚／氯仿法提取血液基因组ＤＮＡ，０．８％琼脂糖凝
胶电泳检测。选取红色原鸡 ５个亚种 Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓｂａｎｋｉｖａ
（ＮＣ００７２３７）、Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ（ＡＢ００７７２５、ＮＣ００７２３６）、
Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓｍｕｒｇｈｉ（ＨＥ７９３４３０、ＧＵ２６１７０７～ ＧＵ２６１７０９）、
Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓｊａｂｏｕｉｌｌｅｉ（ＧＵ２６１６７４、ＧＵ２６１６９６）、Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ
ｓｐａｄｉｃｅｕｓ（ＮＣ００７２３５、ＧＵ２６１６９０、ＧＵ２６１６９２、ＧＵ２６１６９３、

ＧＵ２６１６９５、ＧＵ２６１７０２～ＧＵ２６１７０４、ＧＵ２６１７０６、ＧＵ２６１７１６）等
已经测出线粒体 ＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区全序列的 １９条序列，从
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中下载其线粒体 ＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区全序列，与
德化黑鸡进行系统发育分析。

１．２　方法
１．２．１　引物合成　根据红色原鸡线粒体基因组的已知 ＤＮＡ
序列（ＧｅｎＢａｎｋ序列号：ＮＣ＿００７２３５）作为参考序列，在
Ｄ－ｌｏｏｐ区上游、下游用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计１对引
物，引物序列分别为：ＰＦ：５′－ＡＡＡＣＡＣＣＣＡＡＡＣＴＣＡＣＴＡＡＣ－
３′；ＰＲ：５′－ＣＡＣＴＧＧＧＡＴＧＣＧＧＡＴＡＣＴＴＧＣ－３′。预计扩增长
度１６００ｂｐ，由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。
１．２．２　ＰＣＲ扩增和测序　ＰＣＲ扩增体系（５０μＬ）：２５μＬ
ＰＣＲＭｉｘ（南京博尔迪公司），１０μｍｏｌ／Ｌ引物各１．５μＬ，模板
２μＬ，灭菌水２０μＬ。反应程序为：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，
５３℃ ６０ｓ，７２℃６０ｓ，３０个循环；７２℃ ４ｍｉｎ。１．５％低熔点
琼脂糖（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物，用试剂盒回
收纯化，交由上海英骏生物技术有限公司进行测序。所有序

列采用双向测序，以便比对核实。

１．２．３　数据处理和分析　将得到的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中红色
原鸡参考序列进行比对，剪掉引物及多余的序列，ＤＮＡ序列
片段经 ＤＮＡＳｔａｒ５．０２软件的 ＳｅｑＭａｎ程序拼接。用 ＭＥＧＡ
４．０进行转换与颠换数目的统计和碱基组成分析，采用邻接
法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｔｉｎｇ，ＮＪ）构建系统发育树，发育树选用
Ｋｉｍｕｒａ２模型，１０００次重复［７］。

２　结果与分析

２．１　德化黑鸡ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区 ＰＣＲ扩增
　　对德化黑鸡 ＤＮＡ模板进行 ＰＣＲ扩增，经琼脂糖凝胶电
泳检测，结果表明１６００ｂｐ左右有１条特异性条带，与预期结
果一致（图１）。
２．２　德化黑鸡线粒体ＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区序列分析
　　设计的引物在德化黑鸡基因组中得到了较好的扩增，将
测序结果剪掉引物及多余的序列，发现５羽德化黑鸡个体序
列相同，没有发现碱基突变，长度为１２３１ｂｐ，Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ４种
碱基含量分别为３３．５％、２６．５％、２６．７％、１３．３％，其中Ａ＋Ｔ
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含量（６０．３％）明显高于 Ｇ＋Ｃ含量（３９．７％），线粒体 ＤＮＡ
Ｄ－ｌｏｏｐ区为非编码区，富集Ａ／Ｔ碱基，能被ＲＮＡ聚合酶等特
异分子识别，从而作为转录的起始序列。与参考序列相

ＮＣ００７２３５比较（图２），德化黑鸡共发现８处多态位点，变异
区在１６７～２１５ｂｐ之间，全部为转换，其中 Ｔ－Ｃ转换５处，
Ａ－Ｇ转换３处。

２．３　德化黑鸡与原鸡系统发育分析
　　根据德化黑鸡线粒体 ＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区全序列，采用 ＮＪ
法构建了德化黑鸡与原鸡的系统发育树（图３）。德化黑鸡先
与原鸡滇南亚种ＧＧＳ７聚为一类，节点的自举置信度（ＢＰ）值
为９５％；然后与原鸡滇南亚种ＧＧＳ１、ＧＧＳ４聚为一类，节点的
自举置信度（ＢＰ）值为 ７６％；最后与原鸡海南亚种（ＧＧＪ１、
ＧＧＪ２）聚为一类，节点的自举置信度（ＢＰ）值为５１％。根据
ＧｅｎＢａｎｋ上的信息，ＧＧＳ７（ＧＵ２６１６９５）样本采自云南省，ＧＧＳ４
（ＧＵ２６１７０４）样本采集于缅甸。

３　结论与讨论

　　国内外有关鸡ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区的研究大都集中在高变
区［８－１０］，区域较小，得到的信息可能不全面。德化黑鸡

Ｄ－ｌｏｏｐ区全序列同参考序列相比，６８６、１２１５ｂｐ处存在碱基
转换。因此笔者认为，用ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区全序列进行遗传
多样性、起源进化分析更为准确。本研究发现，５羽德化黑鸡

个体序列相同，没有发现碱基突变，可能与样本量少有关，也

可能因为德化黑鸡是较封闭的原始鸡种，未受其他外来鸡种

的侵入，因而变异程度较低。线粒体 ＤＮＡ在遗传过程中，遗
传物质通过卵细胞质传递，较少发生 ＤＮＡ重组，其野生祖先
的线粒体ＤＮＡ类型一般能得以保持。这种遗传方式，１个个
体就能代表１个母性集团，因此只需少量个体样本便能反映
１个群体的遗传结构。研究者可以从复杂的遗传背景中分辨
不连续的母系血统，即使经过几千年的杂交繁育，系统关系依

然明晰［１１］。德化黑鸡先与原鸡滇南亚种 ＧＧＳ７（ＧＵ２６１６９５）
聚为一类，然后与 ＧＳ１（ＮＣ＿００７２３５）、ＧＧＳ４（ＧＵ２６１７０４聚为
为一类，说明原鸡滇南亚种（Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓｓｐａｄｉｃｅｕｓ）在德化黑
鸡形成过程贡献最大，最后与原鸡海南亚种（ＧＧＪ１、ＧＧＪ２）聚
为一类，说明原鸡海南亚种与德化黑鸡亲缘关系也较近。参

照Ｌｉｕ等对线粒体ＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区单倍型划分标准，德化黑
鸡应属于Ａ分支［８］。章学东等研究发现，东乡绿壳蛋鸡也是

以Ａ分支为主，说明两者关系较近，从形态学上，两者个体多
为黑羽、乌肤、乌冠，并且都有红冠个体，也验证了两者亲缘关

系较近，在地理位置上，福建省和江西省毗邻，推测可能两者

存在基因交流［１２］。
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