
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［２１］ＭｃｌａｒｅｎＲＪ，ＲｏｇｅｒｓＧＲ，ＤａｖｉｅｓＫＰ，ｅｔａｌ．Ｌｉｎｋａｇｅｍａｐｐｉｎｇｏｆ

ｗｏｏｌｋｅｒａｔｉｎａｎｄｋｅｒａｔｉｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｓｉｎｓｈｅｅｐ［Ｊ］．
ＭａｍｍａｌｉａｎＧｅｎｏｍｅ，１９９７，８（１２）：９３８－９４０．

［２２］ＳｔｒａｃｈａｎＴ，ＲｅａｄＡＰ．Ｈｕｍａｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｇｅｎｅｔｉｃｓ［Ｊ］．Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９９６，４：４７５－４７５．

［２３］魏　杰，巩　薇，王　洪，等．北京中国农大小型猪三个亚系群体
的遗传状况分析［Ｊ］．中国比较医学杂志，２０１６，２６（１０）：５０－５５．

［２４］黄建芳，李小楷，蒋钦杨，等．广西巴马小型猪近交群体的遗传
结构分析［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１５（２）：４２６－４３１．

［２５］于　冰，刘若余．贵州白香猪两品系微卫星座位的遗传分析

［Ｊ］．四川动物，２０１０，２９（２）：２８１－２８４．
［２６］牛　荣，黄中波，商海涛，等．广西巴马小型猪２１个微卫星座位

的ＤＮＡ多态性分析［Ｊ］．中国兽医科技，２００２，３２（８）：１１－１３．
［２７］付艳艳，顾为望，刘运忠，等．西藏小型猪线粒体Ｄ－ｌｏｏｐ区及微

卫星多态性的遗传研究［Ｊ］．中国实验动物学报，２００６，１４（４）：
３１８－３２１．

［２８］张民照．用多态位点率和香农指数分析的飞蝗地理种群遗传多
样性［Ｊ］．中国农学通报，２００８，２４（９）：３７６－３８１．

［２９］ＭａＧｕａｒｒａｎＡ．Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｉｔｓｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ［Ｍ］．
Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ：ＰｒｉｎｃｅｔｏｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＰｒｅｓｓ，１９８８．

伍革民，张　继，唐继高．４个贵州乌骨鸡群体遗传关系的微卫星标记分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（２１）：１６９－１７１．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．２１．０４２

４个贵州乌骨鸡群体遗传关系的微卫星标记分析
伍革民１，张　继２，唐继高１

（１．贵州省畜牧兽医研究所，贵州贵阳５５０００５；２．贵州大学动物科学学院，贵州贵阳５５００００）

　　摘要：利用７个微卫星标记对贵州４个乌骨鸡（普安乌骨鸡、赤水乌骨鸡、水西乌骨鸡、广西乌骨鸡）群体进行群
体内遗传结构和群体间遗传距离的检测和分析。结果表明，４个乌骨鸡群体多态信息含量在０．６４３１～０．６９１３，杂合
度在０．７０６９～０．７３８５，４个乌骨鸡群体中杂合度最高的是广西乌骨鸡，杂合度最低的是水西乌骨鸡。采用 ＰｏｐＧｅｎ
３２软件分析４个乌骨鸡群体的Ｎｅｉ氏遗传距离和遗传一致度，构建系统发生树，结果表明，普安乌骨鸡聚为一类，水
西乌骨鸡聚为一类，赤水乌骨鸡和广西乌骨鸡聚为一类。
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　　贵州省地方鸡种资源丰富，其中赤水乌骨鸡等７个品种
已编入《贵州省畜禽品种志》，还有一些地方鸡种如普安乌骨

鸡、水西乌骨鸡等群体尚未编入，由于地理、环境等各种因素，

它们缺乏规模化饲养、品种资源保护利用和开发研究。普安

县乌骨鸡主产于云贵高原中段的贵州省西南部乌蒙山区普安

县新店乡等地，历史上无记载，是一种独特的乌骨鸡品种，有

黑羽、麻羽等羽色类型，黑羽乌骨鸡基本是农户散养，缺少专

业化饲养和规模化养殖［１］。水西乌骨鸡主要产于贵州省黔

西县新仁乡等地，养殖历史较长，该乌骨鸡体格健壮，对疾病

的抵抗能力强，常年以青菜、统糠、稻谷等为食，耐粗饲，喜食

山坡草籽、昆虫，觅食能力强，皮、骨、肉及内脏为乌色，肉质鲜

美。为充分开展这些地方鸡种资源的保护和利用，有必要了

解它们的遗传结构和亲缘关系。在应用于遗传结构或亲缘关

系检测的多态性标记中，微卫星标记数量多，研究成熟、分布

广、共显性、易于检测，因而应用广泛。本研究选择７个微卫
星标记对普安乌骨鸡、赤水乌骨鸡、水西乌骨鸡和广西乌骨鸡

的遗传多样性进行检测，并分析饲养于贵州省的４个乌骨鸡
群体间的遗传关系，可为这些品种或群体的开发利用奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
试验用的４个鸡品种为普安乌骨鸡、赤水乌骨鸡、水西乌

骨鸡和广西乌骨鸡，其中普安乌骨鸡、赤水乌骨鸡和水西乌骨

鸡是贵州省本地长期饲养和培育的地方鸡种，广西乌骨鸡从

广西壮族自治区东兰县引进，后在贵州长期饲养。每个品种

样本数为３０羽，采用翅下静脉采血１．０～１．５ｍＬ／羽，－２０℃
保存。

参考国内外文献报道［２～７］，选择位点分布多的７对微卫
星标记。引物位置、退火温度及序列等信息见表１。
１．２　方法

采用血液ＤＮＡ提取试剂盒提取 ＤＮＡ。２０μＬＰＣＲ反应
体系包括 ２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、引物各 １μＬ、
１００ｎｇ／μＬ模板ＤＮＡ１μＬ、去离子水７μＬ。ＰＣＲ反应程序：
９４℃预热 ３ｍｉｎ后进行 ３５个 ＰＣＲ循环，然后 ７２℃延伸
５ｍｉｎ。３５个ＰＣＲ循环参数包括９５℃变性３０ｓ，退火３０ｓ（退
火温度见表１），７２℃延伸３０ｓ。１．０％～１．５％琼脂糖凝胶检
测ＰＣＲ扩增结果，８％～１０％聚丙烯酰胺凝胶分离ＰＣＲ产物，
银染显色和凝胶成像照相保存，使用 Ｌａｂｗｏｒｋｓ软件分析片段
大小并进行分型。

１．３　数据统计分析
１．３．１　群体内遗传多样性分析　等位基因数、有效等位基因
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表１　７对微卫星引物信息

座位
Ｆ引物序列
（５′→３′）

Ｒ引物序列
（５′→３′）

染色体数

（个）

退火温度

（℃）

ＭＣＷ０００５ ＡＣＣＴＣＣＴＧＣＴＧＧＣＡＡＡＴＡＡＡＴＴＧＣ ＴＣＡＣＴＴＴＡＧＣＴＣＣＡＴＣＡＧＧＡＴＴＣＡ ４ ６０．０
ＭＣＷ０１６６ ＧＡＴＣＡＧＡＡＡＧＡＡＣＴＧＧＡＡＣＴＧ ＡＧＧＡＧＴＴＡＧＴＴＧＡＡＣＣＡＧＡＡＣ ２ ５８．０
ＭＣＷ０３５１ ＧＴＡＡＡＧＧＣＴＣＴＴＴＡＣＡＡＡＣＧＧ ＧＡＧＴＡＧＧＧＣＴＴＡＧＧＡＡＧＴＡＡＧ ８ ５６．０
ＬＥＩ０２１７ ＧＡＴＧＡＣＴＧＡＧＡＧＡＡＡＴＡＡＣＴＴＧ ＡＡＡＴＴＡＣＴＧＡＧＧＣＡＣＡＧＧＡＧ １ ５８．０
ＬＥＩ００８９ ＧＡＴＣＣＡＧＧＴＧＧＣＴＣＴＡＡＣＡＣＧ ＴＴＡＧＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＧＣ ２ ６０．０
ＡＤＬ１６６ ＴＧＣＣＡＧＣＣＣＧＴＡＡＴＣＡＴＡＧＧ ＡＡＧＣＡＣＣＡＣＧＡＣＣＣＡＡＴＣＴＡ ５ ５９．５
ＡＤＬ２０１ ＧＣＴＧＡＧＧＡＴＴＣＡＧＡＴＡＡＧＡＣ ＡＡＴＧＧＣＴＧＡＣＧＴＴＴＣＡＣＡＧＣ Ｚ ５５．０

数、等位基因频率、观测和期望杂合度、种群近交系数等遗传

多样性指标使用ＰｏｐＧｅｎ３．２软件进行统计和分析。多态信
息含量（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ）根据以下公式
计算：

ＰＩＣ＝１－∑
ｎ

ｉ＝１
Ｐ２ｉ－∑

ｎ－１

ｉ＝１
∑
ｎ

ｊ＝ｉ＋１
２Ｐ２ｉＰ

２
ｊ＝２∑

ｎ－１

ｉ＝１
∑
ｎ

ｊ＝ｉ＋１
ＰｉＰｊ（１－ＰｉＰｊ）。

式中：ｎ为等位基因数；Ｐｉ和Ｐｊ分别为群体中第ｉ个和第ｊ个
等位基因频率。

１．３．２　群体间遗传关系分析　根据等位基因频率，利用

ＰｏｐＧｅｎ３．２软件计算４个群体之间的遗传距离，构建４个乌
骨鸡群体系统发生树。

２　结果与分析

２．１　微卫星ＤＮＡ多态性检测结果

７个 微 卫 星 标 记 （ＭＣＷ０００５、ＭＣＷ０３５、ＭＣＷ０１６６、
ＬＥＩ０２１７、ＬＥＩ００８９、ＡＤＬ１６、ＡＤＬ２０１）分别检测出５、４、３、４、６、
６、４个等位基因。等位基因频率见表２。

表２　４个乌骨鸡鸡群体等位基因频率

位点 群体
基因频率

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ
ＭＣＷ０００５ 普安乌骨鸡 ０．１７３９ ０．０６５２ ０．２１７４ ０．２８２６ ０．２６０９

水西乌骨鸡 ０．１０３５ ０．１７２４ ０．２２４１ ０．２７５９ ０．２２４１
赤水乌骨鸡 ０．２５００ ０．０８３３ ０．２３３３ ０．２３３３ ０．２０００
广西乌骨鸡 ０．２５００ ０．０９６２ ０．２８８５ ０．１５３８ ０．２１１５

ＭＣＷ０３５ 普安乌骨鸡 ０．１３０４ ０．３６９６ ０．４５６５ ０．０４３５
水西乌骨鸡 ０．２２４１ ０．３９６６ ０．２５８６ ０．１２０７
赤水乌骨鸡 ０．１０００ ０．４０００ ０．３３３３ ０．１６６７
广西乌骨鸡 ０．１５３８ ０．３４６２ ０．３２６９ ０．１７３１

ＭＣＷ０１６６ 普安乌骨鸡 ０．３９１３ ０．３４７８ ０．２６０９
水西乌骨鸡 ０．３９６６ ０．３７９３ ０．２２４１
赤水乌骨鸡 ０．３８３３ ０．４０００ ０．２１６７
广西乌骨鸡 ０．３４６２ ０．３８４６ ０．２５００ ０．０１９２

ＬＥＩ０２１７ 普安乌骨鸡 ０．４０９１ ０．０６８２ ０．１１３６ ０．４０９１
水西乌骨鸡 ０．３６２１ ０．１３６１ ０．１７４２ ０．３２７６
赤水乌骨鸡 ０．３６６７ ０．１０００ ０．１８３３ ０．３５００
广西乌骨鸡 ０．３４６２ ０．０９６２ ０．２１１５ ０．３４６２

ＬＥＩ００８９ 普安乌骨鸡 ０．１３０４ ０．２８２６ ０．０８７０ ０．０２１７ ０．１０８７ ０．３６９６
水西乌骨鸡 ０．２２４３ ０．１０３４ ０．１７２４ ０．０１７２ ０．０５１７ ０．４３１０
赤水乌骨鸡 ０．２０００ ０．１３３３ ０．１８３３ ０．０６６７ ０．０８３３ ０．３３３３
广西乌骨鸡 ０．２８８５ ０．１７３１ ０．０３８５ ０．０５７７ ０．１７３１ ０．２６９２

ＡＤＬ１６６ 普安乌骨鸡 ０．０６５２ ０．１９５７ ０．３６９６ ０．０２１７ ０．１５２２ ０．１９５６
水西乌骨鸡 ０．１２０７ ０．２５８６ ０．２７５９ ０．０１７２ ０．１３７９ ０．１８９７
赤水乌骨鸡 ０．１０００ ０．２１６７ ０．２８３３ ０．０６６７ ０．１６６７ ０．１６６６
广西乌骨鸡 ０．０７６９ ０．２３０８ ０．３２６９ ０．０１９２ ０．１５３８ ０．１９２３

ＡＤＬ２０１ 普安乌骨鸡 ０．３４７８ ０．１５２２ ０．２６０９ ０．２３９１
水西乌骨鸡 ０．３４４８ ０．１３７９ ０．２４１４ ０．２７５９
赤水乌骨鸡 ０．２３３３ ０．２６６７ ０．２０００ ０．３０００
广西乌骨鸡 ０．２６９２ ０．２５００ ０．１９２３ ０．２８８５

２．２　群体内遗传多样性
４个乌骨鸡群体７个微卫星座位平均基因杂合度（Ｈ）和

多态信息含量（ＰＩＣ）见表３。
　　从表３可知，试验用的４个鸡群体在７个微卫星基因座

均表现出较高的基因杂合度，各群体平均杂合度为０．７２７２
（０．７０６９～０．７３８５），其中杂合度最高的是赤水乌骨鸡的
ＡＤＬ１６６座位，为０．８０２８。在４个乌骨鸡群体中，各基因座群
体杂合度和多态信息含量均大于０．５０，说明７个微卫星基因
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表３　４个乌骨鸡鸡群体７个微卫星座位的杂合度和多态信息含量

座位
水西乌骨鸡 普安乌骨鸡 赤水乌骨鸡 广西乌骨鸡

Ｈ ＰＩＣ Ｈ ＰＩＣ Ｈ ＰＩＣ Ｈ ＰＩＣ
ＭＣＷ０００５ ０．７７０３ ０．７３１７ ０．７８３０ ０．７４７７ ０．７８１７ ０．７４５５ ０．７７６６ ０．７４０２
ＭＣＷ０３５１ ０．６３６１ ０．５６６０ ０．７１１１ ０．６５９５ ０．６９６１ ０．６３４５ ０．７１９７ ０．６６８３
ＭＣＷ０１６６ ０．６５７８ ０．５８３４ ０．６４８６ ０．５７３１ ０．６４６１ ０．５７０３ ０．６６９４ ０．６００２
ＬＥＩ０２１７ ０．６４７７ ０．５７９８ ０．７１２８ ０．６６０１ ０．６９９４ ０．６４３４ ０．７０６４ ０．６５０９
ＬＥＩ００８９ ０．７４６７ ０．７０８０ ０．７２０６ ０．６８０４ ０．７８６１ ０．７５５７ ０．７７９６ ０．７４５０
ＡＤＬ１６６ ０．７５９０ ０．７２２９ ０．７８２４ ０．７５３９ ０．８０２８ ０．７７４２ ０．７７２９ ０．７３７５
ＡＤＬ２０１ ０．７３０６ ０．６８１１ ０．７２７７ ０．６７７２ ０．７４４４ ０．６９６８ ０．７４４８ ０．６９７１
平均值 ０．７０６９ ０．６５３３ ０．７２６６ ０．６７８８ ０．７３６７ ０．６８８６ ０．７３８５ ０．６９１３

座在这些鸡群体中遗传变异幅度较大。不同基因座在不同群

体中杂合度和多态信息含量存在差异，其中广西乌骨鸡多态

信息含量和杂合度最高。

２．３　群体间遗传关系
４个乌骨鸡群体间的遗传距离见表４。由表４可知，４个

鸡群体遗传距离均较近，在０．０５以下，其中广西乌骨鸡和水
西乌骨鸡之间的遗传距离最远，为 ０．０４４８，与赤水乌骨鸡的
遗传距离最近，为０．０１９４。

表４　４个乌骨鸡群体之间的标准遗传距离（Ｄｓ）

鸡群体
遗传距离

普安乌骨鸡 水西乌骨鸡 赤水乌骨鸡

水西乌骨鸡 ０．０４２０
赤水乌骨鸡 ０．０３６０ ０．０２９５
广西乌骨鸡 ０．０４２８ ０．０４４８ ０．０１９４

　　根据Ｎｅｉ氏标准遗传距离［８］，应用ＰｏｐＧｅｎ３．２软件中的
ＵＰＧＭＡ程序构建的系统发生树，结果见图１。从图１可知，４
个鸡群体可以分为三大类：水西乌骨鸡聚为一类，普安乌骨鸡

聚为一类，赤水乌骨鸡和广西乌骨鸡聚为一类。

３　讨论与结论

３．１　微卫星ＤＮＡ多态性与群体内遗传多样性
为准确说明一个群体或品种的遗传多样性水平，应选用

在该群体内多态性含量高的基因座位进行检测和分析。采用

多态信息含量（ＰＩＣ）来衡量基因座多态性情况，当 ＰＩＣ＞０．５
时，该座位高度多态。本研究中用于多样性分析的７个微卫
星座位在所有５个群体中的多态信息含量均在０．５以上，因
此本试验的结果具有一定的参考价值。采用杂合度来评估群

体内遗传变异程度，本研究中的４个乌骨鸡群体的７个微卫
星座位的平均杂合度在０．７０６９～０．７３８５，均在 ０．７０以上，
说明４个乌骨鸡群体遗传多样性丰富，同时也说明在利用与
推广这些地方群体时，还必须对其进行进一步纯繁选育。上

述鸡养殖方式基本为散养，缺乏系统选育，说明研究结果与实

际情况相符。

３．２　群体间遗传关系
赤水乌骨鸡主产于贵州省赤水市，又名竹乡鸡，属于蛋肉

兼用型地方品种［９－１０］；普安乌骨鸡主产于贵州省西南部乌蒙

山区普安县新店乡等地，历史上无记载，是一种独特的乌骨鸡

品种；水西乌鸡主产于黔西县新仁乡，养殖历史悠久；普安乌

骨鸡和水西乌鸡均未入《贵州省品种志》，很少开展资源保护

评价和开发利用；广西乌骨鸡从广西壮族自治区东兰县引进，

后在贵州长期饲养。从本研究根据遗传距离对上述４个乌骨
鸡群体构建的系统发生树来看，广西乌骨鸡与赤水乌骨鸡遗

传距离近，聚为一类，可能与这２个鸡种进化及育种历史相
似、均属于蛋肉兼用型乌骨鸡品种有关。水西乌骨鸡与普安

乌骨鸡各自聚为一类，可能是地理、气候等因素造成的。上述

４个乌骨鸡群体之间的遗传距离较小，均在 ０．０５以下，这可
能与它们均属于乌骨鸡有关。
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