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　　摘要：以ＧＨ和ＣＲＢＰ４基因作为影响鸡繁殖性状的候选基因，采用ＰＣＲ－ＳＳＣＰ方法检测仙居鸡ＧＨ基因外显子４
和ＣＲＢＰ４基因外显子３区域的单核苷酸多态性，并分析ＧＨ、ＣＲＢＰ４单基因型及２个基因合并基因型与６５周龄产蛋
数的关联。结果表明：ＧＨ基因ｅｘｏｎ４（Ｃ２３３８Ｇ／Ｃ２３４１Ｔ）的突变和ＣＲＢＰ４基因ｅｘｏｎ２的突变（Ｃ８２６Ｔ）基因型ＣＣ型与该
鸡品种的６５周龄产蛋数显著相关（Ｐ＜０．０５），ＡＡ、ＣＣ型对产蛋数的加性效应分别为３．５６、３．６０；合并基因型ＡＡＣＣ型
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　　仙居鸡原产于浙江省台州市仙居县、临海市等地，是我国
优良蛋用鸡品种。仙居鸡具有单冠、颈部细长、背部平直、尾

羽高翘、羽毛紧密等特点，体型虽小但很健壮。公鸡羽毛呈黄

色或红色，体质量约为１．５ｋｇ；母鸡羽毛多呈黄色，少呈黑色
或花色，体质量约为１ｋｇ，５００日龄产蛋数为１８０～２００枚。仙
居鸡存在体质量小、繁殖性能不高的缺点，寻找与仙居鸡繁殖

性能相关的候选基因，实施分子标记辅助选择是提高其产蛋

数的有效途径。

生长激素（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）是促进机体新陈代谢、提
高动物瘦肉率、降低脂肪沉积的一种激素，主要由脑垂体分

泌，通过与生长激素受体（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＨＲ）结
合，并通过类胰岛素生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ，
ＩＧＦｓ）的媒介作用来促进细胞的增生与分化［１］。ＧＨ编码的
基因全长３９０１ｂｐ，包括４个内含子和５个外显子，编码１９１
个氨基酸［２］。ＧＨ基因变异会影响家畜家禽生长发育、繁殖
及其他生产性状，此项研究越来越受到人们的关注。

细胞视黄醇结合蛋白（ｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｔｉｏｎｏｌ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＣＲＢＰｓ）担任着转运维生素 Ａ（视黄醇）的任务，维生素 Ａ主
要参与机体的视觉、胚胎发育、繁殖、细胞增殖与分化、脂类代

谢等生理过程。畜禽机体自身不能直接合成维生素 Ａ，必须
通过食物间接获取。缺乏维生素Ａ会影响鸡的体质量、饲料
利用率、产蛋力、蛋质量、蛋品质、孵化率、免疫应答［３］；因此，

细胞视黄醇结合蛋白参与视觉、繁殖、上皮细胞的维持、骨的

生长发育等诸多生物学过程。鸡的细胞视黄醇结合蛋白

ＣＲＢＰｓ共有４种，ＣＲＢＰ４是其中重要的一种，鸡的 ＣＲＢＰ４基
因位于２１号染色体，有３个外显子［４］。

合并基因型在植物育种中已得到应用并取得了良好效

果［５］，在动物育种中也有报道。刘婵娟等研究表明，ＥＳＲ和
ＦＳＨ基因的合并基因型对地方猪种初产、经产胎次的产仔数
具有显著影响［６］。在家禽育种上，洪坤月等采用 ＰＣＲ－ＳＳＣＰ
法对太湖鸡促卵泡激素β亚基（ＦＳＨ－β）基因、生长素（ＧＨ）
及其受体基因（ＧＨＲ）进行多态性检测，结果发现产蛋量较高
的合并基因型 ＡＡＤＤ可作为太湖鸡选育的参考［７］。于吉英

等对ＮＰＹ、ＥＳＲ基因的联合效应进行分析，结果表明，合并基
因型ＡＡＡＣ的３００日龄产蛋数、４００日龄产蛋数、平均连产时
间均最高［８］。李俊营等对淮南麻黄鸡 ＣＲＢＰ４基因多态性与
早期产蛋性状、蛋品质的相关性进行分析，结果表明，ＣＲＢＰ４
基因不同基因型和单倍型组合与淮南麻黄鸡开产蛋质量存在

相关性［９］。张学余等对白耳鸡 ＰＲＬ、ＰＯＵ１Ｆ１基因及基因聚
合对产蛋数的效应进行分析，结果表明，ＰＲＬ调控区的插入／
缺失基因型ＡＡ型、ＰＯＵ１Ｆ１基因 ｅｘｏｎ３的突变（Ａ５３３１Ｔ）基
因型ＣＣ型与７２周龄产蛋数显著相关（Ｐ＜０．０５）［１０］。

本研究以仙居鸡为试验材料，分析ＧＨ基因、ＣＲＢＰ４基因
多态位点及２个基因多态位点合并对产蛋数的影响，以期进
一步提高仙居鸡的产蛋性能。

１　材料与方法

１．１　试验材料
仙居鸡供试鸡群来源于浙江省辰阳县仙居鸡养殖基地，

共２００羽。于１２周龄翅静脉采血０．５ｍＬ，血样送至实验室
冷冻保存。记录从开产到６５周龄的产蛋数。
１．２　方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　采用酚－氯仿抽提法提取仙居
鸡基因组ＤＮＡ，ＴＥ溶解后于４℃冰箱储存备用。
１．２．２　引物设计与合成　根据 ＧｎＢａｎｋＧＨ基因（登录号：
Ｄ１０４８４）提交的序列设计２对引物，基因引物参考李俊营等
的研究［９］，引物序列及相关信息见表１。引物由上海生工生
物工程有限公司合成。
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表１　候选基因在染色体中的位置、引物序列、ＰＣＲ产物长度

基因 引物序列
片段长度

（ｂｐ） 染色体
退火温度Ｔｍ
（℃）

ＧＨ Ｆ：５′－ＡＡＴＣＣＣＴＴＴＧＴＣＡＴＴＴＣＡＧＧ－３′；Ｒ：５′－ＣＧＣＡＧＧＣＴＴＣＣＡＴＣＡＧＴＡ－３′ ２１０ １ ５８．０
ＣＲＢＰ４ Ｆ：５′－ＴＴＣＴＴＣＴＧＴＣＡＡＡＧＧＴＡＴＴＧ－３′；Ｒ：５′－ＣＴＴＣＣＴＴＣＴＧＴＡＡＧＡＡＣＡＣＡＴ－３′ ２４３ ２１ ５２．５

１．２．３　ＰＣＲ－ＳＳＣＰ反应体系和条件　２０μＬ扩增反应体系
为：基因组 ＤＮＡ模板（１００ｎｇ／μＬ）１．０μＬ、１０×ｂｕｆｆｅｒ
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ、ｄＮＴＰ０．８μＬ、Ｍｇ２＋（１０ｐｍｏｌ／μＬ）
２．２μＬ、上下游引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ、Ｔａｑ酶（５Ｕ／μＬ）
０２μＬ、灭菌蒸馏水１２．８μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性 ５０ｓ，５８℃（ＧＨ）／５２．５℃（ＣＲＢＰ４）退火
５０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增
产物于４℃下保存，经２％琼脂糖检测，取４μＬ扩增产物加
入８μＬ变性液，于９８℃变性１０ｍｉｎ，放冰水中淬火５ｍｉｎ，取
样至１０％聚丙烯酰胺凝胶１２０Ｖ电泳１２ｈ，银染显带。
１．２．４　统计分析方法　采用 ＳＰＳＳ１１．５软件 ＬＳＤ多重比较
法对不同基因型的产蛋数进行比较。利用最小二乘法分析仙

居鸡各基因型和产蛋数之间的关联，分析模型为 Ｙｉｋ＝ｕ＋
Ｇｉ＋Ｉｋ＋Ｂｉｋ＋Ｅｉｋ。式中，Ｙｉｋ为产蛋数记录值，ｕ为群体平均
值，Ｇｉ为 ＧＨ标记基因的固定效应，Ｉｋ为 ＣＲＢＰ４标记基因的
固定效应，Ｂｉｋ为上述２种标记基因间的互作效应，Ｅｉｋ为随机
参差效应。

２　结果与分析

２．１　多态位点基因型分布和产蛋数比较
ＰＣＲ－ＳＳＣＰ检测结果表明，ＧＨ基因和 ＣＲＢＰ４基因均存

在３个基因型（图 １、图 ２）。把 ＤＮＡ测序结果所得序列与
ＧｅｎＢａｎｋ发表序列进行对比，结果（图３、图４）显示，ＧＨ基因
在ｅｘｏｎ４存在着 Ｃ２３３８Ｇ和 Ｃ２３４１Ｔ的突变，ＣＲＢＰ４基因在
ｅｘｏｎ２存在着Ｃ８２６Ｔ的突变。将２个基因的突变型分别定义
为ＡＡ、ＣＣ型，无突变的基因分别定义为ＢＢ、ＤＤ型，杂合子分
别定义为ＡＢ、ＣＤ型。

　　将ＧＨ基因多态位点与该鸡种产蛋数进行关联分析，ＬＳＤ
多重比较表明：ＧＨ基因中基因型ＡＡ个体的产蛋数显著高于
ＢＢ、ＡＢ型个体（Ｐ＜０．０５）；ＣＲＢＰ４基因中基因型 ＣＣ型与６５
周龄产蛋数显著相关，ＣＣ基因型个体的产蛋数显著高于ＤＤ、
ＣＤ型个体（Ｐ＜０．０５）。２个基因多态位点基因型在仙居鸡
群体中的分布，以及不同基因型与产蛋数的关联分析见表２。
ＧＨ基因的ＡＡ基因型、ＣＲＢＰ４基因的ＣＣ基因型在仙居鸡群

体中的比例分别为３４％、３０％。χ２检验（ＰＧＨ＝０．０７＞０．０１，
ＰＣＲＢＰ４＝０．３５＞０．０１）表明，仙居鸡群体在２个多态位点上处
于Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态。
　　单基因效应分析（表３）表明，ＧＨ基因对产蛋数的影响表
现为正加性效应（３．５６）和负显性效应（－１．１２），ＣＲＢＰ４基因
对６５周龄产蛋数的影响表现为正加性效应（３．６０）和负显性
效应（－０．６４）。分析２种基因型 ＣＣ和 ＡＡ间的互作效应，
结果（表４）表明，２个基因间的互作效应不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．２　ＧＨ、ＣＲＢＰ４合并基因型与６５周龄产蛋数比较

将影响６５周龄产蛋数的 ＧＨ、ＣＲＢＰ４基因的优势基因型
ＡＡ、ＣＣ型进行合并，并以８组其他合并基因型作为对照。结
果表明，ＧＨ与 ＣＲＢＰ４合并基因型 ＡＡＣＣ的 ６５周龄产蛋数
（除ＡＡＣＤ型）均显著高于对照组合并基因型。合并基因
ＡＡＣＣ型个体与对照组合并基因型个体的６５周龄产蛋数比
较见表 ５。扩繁 Ｆ１代中 ＧＨ和 ＣＲＢＰ４有利合并基因型
ＡＡＣＣ的７２周龄产蛋数高于扩繁的其他合并基因型６５周龄
产蛋数（表５）。
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表２　ＧＨ和ＣＲＢＰ４不同基因型产蛋数比较

基因 基因型
基因型

频率

样本数

（羽）

６５周龄产蛋数
（枚）

ＧＨ ＡＡ ０．３４ ６８ １６４．９６±１２．２３ａ
ＡＢ ０．４３ ８６ １６０．２５±１２．３４ｂ
ＢＢ ０．２３ ４６ １５７．８５±１２．４３ｂ

ＣＲＢＰ４ ＣＣ ０．３０ ６０ １６５．６２±１１．７３ａ
ＣＤ ０．４７ ９３ １６１．３８±１２．４２ｂ
ＤＤ ０．２３ ４７ １５８．４２±１１．８５ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表
５同。　

表３　ＧＨ和ＣＲＢＰ４基因效应分析

基因
基因效应

加性效应 显性效应 显性度

ＧＨ ３．５６ －１．１２ －０．３２
ＣＲＢＰ４ ３．６０ －０．６４ －０．１８

表４　ＧＨ和ＣＲＢＰ４优势合并基因型效应分析

变异来源
类型三

平方差
均方 Ｆ值 Ｐ值 Ｅｔａ２ 观测

效能

ＧＨ优势基因型ＡＡ ７１６．４３ ７１６．４３ ４．９６ ０．０２８ ０．０１８ ０．６５
ＣＲＢＰ４优势基因型ＣＣ１１００．３４ １１００．３４ ７．８４ ０．００８ ０．０２８ ０．７６
２种优势基因型互作 ４６．７６ ４６．７６ ０．３８ ０．６０４ ０．００１ ０．１０

表５　ＧＨ和ＣＲＢＰ４合并基因型个体６５周龄产蛋数比较

类型
合并基

因型

测定个体数

（羽）

６５周龄产蛋数
（枚）

优势合并基因型 ＡＡＣＣ １８ １６７．５３±１３．３７ａ
ＡＡＣＤ ３６ １６３．３２±１２．２８ｂ
ＡＡＤＤ １４ １５９．９８±１２．３３ｂｃ
ＡＢＣＣ ３０ １６２．８４±１１．４５ｂｃ

其他合并基因型 ＡＢＣＤ ３７ １６０．９１±１３．２６ｂｃ
ＡＢＤＤ １９ １５９．１９±１２．１３ｃ
ＢＢＣＣ １２ １６０．７７±１２．１６ｂｃ
ＢＢＣＤ ２０ １５９．１８±１３．７６ｃ
ＢＢＤＤ １４ １５８．３６±１３．５４ｃ

３　结论与讨论

近年来，动物基因组的研究迅速发展，基因转移、基因聚

合等现代分子生物技术手段的应用使分子标记辅助选择

（ＭＡＳ）广泛应用于动植物的遗传改良，并取得了长足的进
展。传统育种方法通过表现型间接对基因型进行选择，普遍

存在选育效率低、周期长的缺点。本研究将传统方法与分子

标记辅助选择相结合，以期获得更好的育种效果。

　　通过分析仙居鸡群体ＣＲＢＰ４和ＧＨ标记２个基因各基因
型与产蛋数的关联，确定了ＣＲＢＰ４和 ＧＨ的有利单个基因型
为ＡＡ、ＣＣ型，其在仙居鸡群体中的分布比例分别达 ３０％、
３４％，且 ＧＨ、ＣＲＢＰ４基因对６５周龄产蛋数均一致表现为正
加性效应与负显性效应，Ａ、Ｃ２个等位基因位点对６５周龄产
蛋数表现为负效应。在９种合并基因型中，只有单基因合并
后的ＡＡＣＣ基因型个体的６５周龄产蛋数显著高于其他组合
合并基因型个体，分别比 ＧＨ单基因 ＡＡ型、ＣＲＢＰ４单基因
ＣＣ型的产蛋数提高了２．５７、１．９１枚，但差异均未达到显著水
平（Ｐ＜０．０５）。２种优势单基因型间的互作效应并不显著
（Ｐ＞０．０５），与单基因型相比，合并基因型对产蛋数的主效作
用（Ｅｔａ２ＧＨ×ＣＲＢＰ４＜Ｅｔａ

２
ＧＨ＜Ｅｔａ

２
ＣＲＢＰ４）呈减弱趋势。ＣＲＢＰ４基因

对产蛋数的贡献大于 ＧＨ基因，且观测能效值分别为０．６５、
０７６，样本数量适中。

通过分子标记手段对与产蛋数关联的 ＣＲＢＰ４、ＧＨ基因
优势单基因型进行基因合并育种，能使仙居鸡的产蛋数有所

提高，为基因合并在家禽育种中的进一步应用提供依据。
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