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　　摘要：以高脚鸡、矮脚鸡和百宜黑鸡为研究对象，构建品种ＤＮＡ池，ＰＣＲ扩增生长激素（ＧＨ）基因所有外显子和部
分内含子序列，采用直接测序法对３个鸡种的ＧＨ基因进行多态性检测，利用生物信息学软件预测不同多态性位点对
ＧＨ基因ｍＲＮＡ二级结构的影响，旨在通过对贵州胫长差异较大的高脚鸡、矮脚鸡和百宜黑鸡 ＧＨ基因的多态性及其
生物信息学进行分析，研究ＧＨ基因对不同鸡种胫骨发育的影响。结果表明：在高脚鸡、矮脚鸡和百宜黑鸡３个鸡种
ＧＨ基因中共检测到８个ＳＮＰｓ位点，其中 Ａ１１３３Ｇ、Ｇ１１６６Ａ位于第２内含子区，Ｃ２０２７Ｇ、Ｃ２０３０Ｔ位于第４外显子区，
Ｇ２１５２Ａ位于第４内含子区，Ｇ３３４７Ａ位于第５外显子区，Ｔ３４１６Ｃ和Ｃ３４３６Ｔ位于３′非编码区。生物信息学分析显示位
于外显子区的３个ＳＮＰｓ均为同义突变，对ＧＨ基因的ｍＲＮＡ二级结构有一定影响。
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　　贵州省地形复杂、地貌特殊，具有丰富的地方鸡种资源，
其中包括竹乡鸡、威宁鸡、黔东南小香鸡、高脚鸡、矮脚鸡、百

宜黑鸡等。高脚鸡、矮脚鸡、百宜黑鸡均为贵州省特有的地方

鸡种，在体型外貌尤其是胫骨长度上存在较大差异。高脚鸡

是贵州省特有的地方品种，１９８２年录入《贵州省畜禽品种
志》，２００６年录入《中国畜禽资源名录》，其胫骨比其他品种鸡
长３～４ｃｍ，公鸡平均胫长 １３．６２ｃｍ、母鸡平均胫长
１０．９２ｃｍ［１］。矮脚鸡分布于贵州省黔西南州兴义市，其胫长
较普通鸡短，公鸡平均胫长６．５ｃｍ、母鸡平均胫长５．９ｃｍ［２］，
１９９３年录入《贵州省畜禽品种志》。百宜黑鸡为贵州优质地
方鸡种，主产地为贵阳市乌当区百宜乡［３］，其胫骨长度介于

高脚鸡和矮脚之间。

鸡生长激素（ｃｈｉｋｅｎｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ｃＧＨ）是由垂体前叶
合成和分泌的一种多肽类激素，由１９１个氨基酸组成。研究
报道称该激素在鸡生长发育、骨骼生长、脂肪沉积、饲料转化

及产蛋等方面具有调节作用［４］。该基因位于１号染色体，全
长近４ｋｂ，由５个外显子和４个内含子组成，且内含子远大于
外显子［５－６］。国内外学者相继发现 ＧＨ基因的多态位点对鸡
各类生长性状有特定影响［７－１０］。对于贵州省境内部分鸡种

的ＧＨ基因已有相关研究，如朱丽莉等对兴义矮脚鸡ＧＨ基因

的多态性研究中发现该鸡种在第一内含子区域存在较多变

异［１１］。黄波等在对贵州小香鸡 ＧＨ基因研究中，对 ＧＨ基因
２～３外显子区域 ＳＮＰ位点进行了检测并开展了相关性分
析［１２］。本试验选择胫骨长度差异较大的高脚鸡、矮脚鸡、百

宜黑鸡作为对象，研究ＧＨ基因的多态性，并进行生物信息学
分析，旨在检测ＧＨ基因在不同胫长性状鸡种中的差异，以期
探究ＧＨ基因多态性与胫骨生长发育的关系，为进一步研究
影响胫骨发育机制的功能基因奠定工作基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验动物　高脚鸡９２个血样采自贵州省安顺市普定
县，矮脚鸡９９个血样采自贵州省黔西南州兴义市兴牧畜禽水
产科技服务中心矮脚鸡养殖场，百宜黑鸡６９个血样采自其中
心产区贵州省贵阳市百宜乡。每羽鸡翅下静脉采血２～３ｍＬ
于真空采血管中，肝素钠抗凝，－２０℃保存。
１．１．２　主要试剂　血液基因组 ＤＮＡ提取试剂盒、２×Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、核酸染料、ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ等试剂均购自上
海生工生物工程技术服务有限公司。实验室自备试剂为去离

子水、无水乙醇、ＴＡＥ缓冲液等。
１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ提取、检测及构建ＤＮＡ池　运用上海生工生物
工程技术服务有限公司血液基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取
ＤＮＡ，用含核酸染料的１％琼脂糖凝胶电泳检测其纯度，凝胶
成像系统照相保存，并用紫外分光光度计测量 ＤＮＡ样品浓
度，每个样品测量３次，取平均值。用 ｄｄＨ２Ｏ将所有 ＤＮＡ样
品调至１００ｎｇ／μＬ，各取１０μＬ构建品种ＤＮＡ池［１３］，－２０℃
保存备用。
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１．２．２　引物设计与 ＰＣＲ扩增　参照 ＧｅｎＢａｎｋ（登录号为
ＮＣ＿００６１１４．３）提供的鸡 ＧＨ基因序列，运用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ

６．０和 Ｏｌｉｇｏ６．０设计引物，委托上海生工生物工程技术服务
有限公司合成。引物序列及扩增条件如表１。

表１　ＧＨ基因引物序列、退火温度、扩增长度及区域

引物名称 序列（５′→３′）
退火温度

（℃）
片段长度

（ｂｐ） 扩增区域

Ｐ１ Ｆ：ＴＣＡＡＧＣＡＡＣＡＣＣＴＧＡＧＣＡＡＣ；Ｒ：ＴＧＧＡＡＣＡＣＣＣＡＴＴＡＧＡＡＣＴＧ ５９ ７９ 第１外显子，部分第１内含子
Ｐ２ Ｆ：ＡＡＡＡＣＡＴＧＡＧＣＡＣＧＴＴＡＧＧＧ；Ｒ：ＧＧＣＡＣＣＧＡＴＡＧＣＴＧＡＡＡＡ ５９ ４２１ 第２外显子，部分第１、２内含子
Ｐ３ Ｆ：ＧＴＧＣＴＣＡＣＣＴＣＡＡＣＣＣＴＴ；Ｒ：ＧＧＡＧＡＣＣＣＴＣＴＧＴＴＣＣＡＴＡ ６０ ３９０ 第３外显子，部分第２、３内含子
Ｐ４ Ｆ：ＧＣＡＧＡＡＡＧＡＣＡＣＧＧＧＴＴＧ；Ｒ：ＣＧＣＡＧＧＣＴＴＣＣＡＴＣＡＧＴＡ ６０ ３８２ 第４外显子，部分第３、４内含子
Ｐ５ Ｆ：ＣＣＡＣＴＡＧＡＡＡＡＣＴＧＧＡＧＣＡＡＡ；Ｒ：ＴＧＧＴＧＡＣＧＧＧＧＡＧＧＡＡＧＧ ６０ ３４５ 第５外显子

１．２．３　ＰＣＲ反应体系及条件　ＰＣＲ反应体系为２０μＬ，即
２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７μＬ，上、下游引物各１μＬ，
ＤＮＡ模版１μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，退火３０ｓ（退火温度见表１），７２℃延伸１ｍｉｎ，共３２
个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ；４℃保存。用含核酸染料的１％琼
脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物，凝胶成像系统照相保存，选取
特异性好的样品送北京诺赛基因组研究中心测序。

１．２．３　序列的校对、序列图峰高测量及等位基因频率估算　
运用ＤＮＡＳｔａｒ软件对测序所得碱基序列和峰图进行校对，分
析其多态性。利用ＤＮＡＳｔａｒ中的ＳｅｑＭａｎ和 ＭＷＳｎａｐ３软件
中的标尺测量各 ＳＮＰｓ位点等位基因的相应峰高，根据
ｆｉ＝ｈｉ／（ｈ１＋ｈ２）（ｉ＝１，２）估算等位基因频率。式中，ｆｉ表示
ＳＮＰ位点某等位基因频率，ｈ１与ｈ２分别表示测序峰图上该等
位基因１、２峰的高度［１４］。

１．２．４　序列分析　利用在线软件 ＲＮＡｆｏｌｄｗｅｂｓｅｒｖｅｒ
（ｈｔｔｐ：／／ｒｎａ．ｔｂｉ．ｕｎｉｖｉｅ．ａｃ．ａｔ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ＲＮＡｆｏｌｄ．ｃｇｉ）对ＧＨ基
因突变前后编码区序列分别进行ｍＲＮＡ二级结构预测，并进
行比对分析。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取结果
将提取的ＤＮＡ用含核酸染料的１％琼脂糖凝胶电泳进

行检测，结果见图１。由图１可见，ＤＮＡ条带集中，整齐明亮
无拖尾，可用于下一步试验。

２．２　ＰＣＲ产物检测结果
ＰＣＲ产物用含核酸染料的１％琼脂糖凝胶电泳检测，结

果见图２：所检测片段与预期片段大小相符，条带清晰、整齐
无拖尾，ＰＣＲ产物特异性较好，可用于进一步测序分析。

２．３　序列分析
在所扩增的序列中共发现６个 ＳＮＰｓ位点：第２内含子

Ａ１１３３Ｇ、Ｇ１１６６Ａ，第４外显子 Ｃ２０２７Ｇ、Ｃ２０３０Ｔ，第４内含子
Ｇ２１５２Ａ，第 ５外显子 Ｇ３３４７Ａ，３′非编码区 Ｔ３４１６Ｃ、Ｃ３４３６Ｔ
（图３）。
２．４　等位基因频率估算

从表 ２可见，３个鸡种在 Ａ１１３３Ｇ、Ｇ１１６６Ａ、Ｃ２０２７Ｇ、
Ｇ２１５２Ａ、Ｃ３４３６Ｔ这５个ＳＮＰｓ位点上基因频率存在较大差异。
２．５　ＧＨ基因所有外显子ＲＮＡ二级结构预测结果

采用在线软件 ＲＮＡｆｏｌｄｗｅｂｓｅｒｖｅｒ分别对在 ＧＨ基因外
显子中的３个 ＳＮＰｓ位点 ｍＲＮＡ进行预测，结果见图４。

３　讨论

鸡胫骨为全身长骨之一，其生长过程受到多种激素及细

胞因子调控，且存在不同的信号通路。ＧＨ基因是调控禽类
整个机体的重要激素，具有加快肌肉和骨骼生长、促进生长发

育及提高饲料报酬的作用［１５－１７］，也有研究报道称 ＧＨ基因可
促进鸡长骨和软骨的发育［１８］。朱丽莉等对贵州个体较小的

矮脚鸡、小香鸡的ＧＨ基因进行了多态性分析，发现较多变异
位点，通过关联性分析得到该基因对体斜长、胫长、胫围等生

长性状有一定的影响［１１－１２］。

本研究对胫长差异较大的高脚鸡、矮脚鸡和百宜黑鸡的

ＧＨ基因所有外显子和部分内含子进行了单核苷酸多态性检
测，发现了 ８个可能与胫长性状相关的 ＳＮＰｓ位点，分别为
Ａ１１３３Ｇ、Ｇ１１６６Ａ、Ｃ２０２７Ｇ、Ｃ２０３０Ｔ、Ｇ２１５２Ａ、Ｇ３３４７Ａ、
Ｔ３４１６Ｃ、Ｃ３４３６Ｔ。其中Ｃ２０２７Ｇ、Ｃ２０３０Ｔ等２个 ＳＮＰｓ位点位
于第４外显子区，Ｇ３３４７Ａ位于第５外显子区，３个位于外显
子区域的ＳＮＰ位点均为同义突变。

—９３—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１１期



表２　３个贵州地方鸡种ＧＨ基因ＳＮＰｓ等位基因频率估算结果

ＳＮＰｓ 所处位置
等位基因频率

高脚鸡 百宜黑鸡 矮脚鸡

Ａ１１３３Ｇ 第２内含子 Ａ（０．７８） Ａ（１） Ａ（１）
Ｇ（０．２２） Ｇ（０） Ｇ（０）

Ｇ１１６６Ａ 第２内含子 Ｇ（０．６９） Ｇ（０．９０） Ｇ（０）
Ａ（０．３１） Ａ（０．１０） Ａ（１）

Ｃ２０２７Ｇ 第４外显子 Ｃ（０．１２） Ｃ（０．４０） Ｃ（０．０７）
Ｇ（０．８８） Ｇ（０．６０） Ｇ（０．９３）

Ｃ２０３０Ｔ 第４外显子 Ｃ（０．６２） Ｃ（０．７８） Ｃ（０．５４）
Ｔ（０．３８） Ｔ（０．２２） Ｔ（０．４６）

Ｇ２１５２Ａ 第４内含子 Ｇ（０．５６） Ｇ（０．８５） Ｇ（０．９０）
Ａ（０．４４） Ａ（０．１５） Ａ（０．１０）

Ｇ３３４７Ａ 第５外显子 Ｇ（０．５５） Ｇ（０．３７） Ｇ（０．５７）
Ａ（０．４５） Ａ（０．６３） Ａ（０．４３）

Ｔ３４１６Ｃ ３′非编码区 Ｔ（０．６１） Ｔ（０．５３） Ｔ（０．４３）
Ｃ（０．３９） Ｃ（０．４７） Ｃ（０．５７）

Ｃ３４３６Ｔ ３′非编码区 Ｃ（１） Ｃ（０．９２） Ｃ（０．６１）
Ｔ（０） Ｔ（０．０８） Ｔ（０．３９）

　　各ＳＮＰｓ位点分析发现，在第２内含子区 Ａ１１３３Ｇ处，只
有高脚鸡发生了突变，矮脚鸡与百宜黑鸡均未发生突变；第４
内含子Ｇ２１５２Ａ处，高脚鸡的优势碱基为Ｇ，矮脚鸡与百宜黑
鸡的优势碱基则为Ａ；３′非编码区 Ｃ３４３６Ｔ处，高脚鸡未发现
ＳＮＰｓ位点，而矮脚鸡、百宜黑鸡却存在突变。这表明高脚鸡
在Ａ１１３３Ｇ、Ｇ２１５２Ａ、Ｃ３４３６Ｔ这３个ＳＮＰｓ位点上与其他２个

鸡种存在较大差异，推测这２个ＳＮＰｓ位点可能对高脚鸡胫骨
长度有较大影响。在Ｇ１１６６Ａ、Ｃ２０２７Ｇ位点处，矮脚鸡发生突
变的基因频率与高脚鸡和百宜黑鸡差异较大，推测这 ２个
ＳＮＰｓ位点可能与矮脚鸡胫骨较短存在相关性。同时，在
Ｃ２０２７Ｇ位点处，这３个贵州地方鸡种的优势碱基均为 Ｇ，而
ＧｅｎＢａｎｋ（登录号为 ＮＣ＿００６１１４．３）中所报道的则为 Ｃ，这可
能是贵州地方鸡种的一个共同特征，同时也是贵州地方鸡种

与其他鸡种之间所存在的普遍差异。

真核生物的基因一般由若干个外显子和内含子组成，为

断裂基因，外显子的功能是构成编码区编码功能蛋白，编码区

内核苷酸的变异可能导致基因ｍＲＮＡ二级结构改变，进而导
致蛋白质结构改变而影响其生物功能［１５］。本研究中所检测

出的３个ＳＮＰｓ位点均未引起所编码氨基酸改变，为同义突
变。运用生物信息学软件进行进一步分析发现，所检测到的

３个ＳＮＰｓ位点均导致了ＧＨ基因ｍＲＮＡ二级结构改变，使其
最小自由能发生变化，从而影响 ｍＲＮＡ二级结构稳定性。当
Ｃ２０２７Ｇ发生Ｃ→Ｇ突变后，ＧＨ基因 ｍＲＮＡ二级结构最小自
由能增加了１６７．８９４ｋＪ／ｍｏｌ，其稳定性减弱；当 Ｃ２０３０Ｔ发生
Ｃ→Ｔ突变后，ＧＨ基因 ｍＲＮＡ二级结构最小自由能减少了
２．５１ｋＪ／ｍｏｌ，其结构稳定性增加；当 Ｇ３３４７Ａ发生 Ｇ→Ｔ突变
后，ＧＨ 基 因 ｍＲＮＡ 二 级 结 构 最 小 自 由 能 增 加 了
７．０９３ｋＪ／ｍｏｌ，其结构稳定性减弱。ＧＨ基因突变与鸡胫骨长
度的关系及其引起的 ｍＲＮＡ二级结构变化所发生的生物学
意义将在后续试验中进一步加以研究。
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