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　　摘要：以催乳素受体（ＰＲＬＲ）基因作为候选基因，对９５羽相同饲养管理水平的百宜黑鸡ＰＲＬＲ基因外显子３和外
显子６序列进行ＰＣＲ扩增，采用ＰＣＲ扩增产物直接测序方法对该基因的ＳＮＰ位点进行筛选，同时对不同基因型与产
蛋性能进行关联分析。结果表明，在百宜黑鸡ＰＲＬＲ基因的序列中只发现１个ＳＮＰ位点，位于第３外显子３６ｂｐ位置
发生了Ｃ／Ｔ突变，将该突变位点所对应的纯合子和杂合子分别定义为ＣＣ型和ＣＴ型，其中ＣＣ型为优势基因型个体，
等位基因Ｃ为优势等位基因，该基因座不处于Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态，遗传参数分析发现该位点属于低度多态；
３６Ｃ／Ｔ位点与百宜黑鸡产蛋性能关联分析结果表明，任何一种基因型与产蛋性能间均不显著（Ｐ＞０．０５）。
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　　催乳素（ｐｒｏｌａｃｔｉｎ，ＰＲＬ）是由腺垂体催乳素细胞合成和分
泌的一种肽类激素，主要作用于动物的性腺和乳腺，催乳素与

其受体（ｐｒｏｌａｃｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲＬＲ）结合后作用于靶细胞，调节
繁殖相关激素的分泌，促进基因表达［１－３］。利用 ＰＲＬＲ基因
的作用机制，将其作为影响动物繁殖性能的候选基因有着重

要意义。近年来，越来越多的研究者对催乳素受体基因进行

大量报道，刘远等报道，ＰＲＬＲ基因的优势基因型个体能够显
著提高大白猪的窝产仔数［４］；张陈华等研究指出，ＰＲＬＲ基因
的多态性对圩猪和定远猪的产仔数有一定影响［５］；Ｔｏｍａｓ等
发现，ＰＲＬＲ基因外显子突变能够显著影响猪的排卵率和仔
猪存活率［６］；Ｃｈｕ等认为，ＰＲＬＲ基因与羊的产羔数相关［７－８］。

但是以上的研究均是对家畜的研究报道，对于家禽的研究甚

少。洪坤月报道，ＰＲＬＲ基因多态性对鸡的早期平均蛋质量
有一定的影响，而对开产日龄、蛋型指数、早期产蛋量等影响

不显著（Ｐ＞０．０５）［９］。百宜黑鸡是贵州省的优良地方品种，
但由于近年来外来品种的引进，加之农户的粗放型饲养，人为

因素过强地干预选育，百宜黑鸡品种资源岌岌可危。本试验

以百宜黑鸡为研究对象，以期寻找有效的分子遗传标记，为该

品种进一步的开发利用、保种等提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
百宜黑鸡由贵州省贵阳市乌当区百宜乡贵州农农农生态

农业开发有限公司的种鸡场提供。随机抽取同一日龄、相同

饲养管理水平的 ９５羽百宜黑鸡鸡翅静脉采血 ５ｍＬ／羽，
ＥＤＴＡ抗凝，放冰盒带回实验室，－２０℃冰箱保存备用，用于

基因组ＤＮＡ提取。
１．２　方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ提取　试验采用血液／细胞／组织基因组
ＤＮＡ提取试剂盒［天根生化科技（北京）有限公司］分别对９５
羽百宜黑鸡血液中基因组 ＤＮＡ抽提，并用 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ微
量紫外分光光度计对所获得的 ＤＮＡ进行浓度和纯度测定，
１．０％ 琼脂糖凝胶检测其完整性。
１．２．２　引物设计及 ＰＣＲ扩增　根据 ＧｅｎＢａｎｋ发布的家鸡
ＰＲＬＲ基因序列（登录号：ＮＣ＿００６１２７．４），利用引物设计软件
Ｐｒｉｍｅｒ５．０对鸡ＰＲＬＲ基因设计２对特异性引物，分别对外显
子３（ＰＲＬＲ－１）和外显子６（ＰＲＬＲ－２）进行扩增，引物由英潍
捷基（上海）贸易有限公司合成，引物信息见表１。ＰＣＲ扩增
反应采用３０μＬ体系：上、下游引物各２μＬ，ＤＮＡ模板３μＬ，
２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１４μＬ，双蒸水９μＬ。反应程序：９５℃
预变性５ｍｉｎ；９５℃变性４０ｓ，退火３５ｓ（退火温度详见表１），
７２℃延伸４０ｓ，３２个循环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ。

表１　百宜黑鸡ＰＲＬＲ基因扩增引物详细信息

引物名称
引物序列

（５′→３′）
产物大小

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ＰＲＬＲ－１ Ｆ：ＧＣＴＧＡＡＣＧＣＴＡＣＡＴＣＣＣＴＴＴ ３１０ ６１．０
Ｒ：ＡＣＣＴＡＧＴＴＴＣＴＡＣＣＣＣＣＣＴＧ

ＰＲＬＲ－２ Ｆ：ＴＣＣＣＣＴＣＴＴＴＣＴＴＴＣＴＧＧ ３６２ ５５．６
Ｒ：ＣＴＧＴＴＴＴＴＧＧＣＴＴＣＴＴＴＣＣ

１．３　数据处理
利用Ｅｘｃｅｌ２００７对数据进行分类统计，ＤＮＡｓｔａｒ进行序列

分析比对，用ＳＰＳＳ１８．０中ＧＬＭ模型对不同基因型与产蛋性
能间的关联性进行相关分析，结果以“平均值 ±标准差”
体现。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ产物检测
以百宜黑鸡基因组 ＤＮＡ为模板，分别对２对引物进行

ＰＣＲ扩增，产物用１．２％琼脂糖凝胶检测，结果发现，目的条
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带与预期结果一致，且引物特异性良好，ＰＣＲ产物无须纯化
可直接用于测序（图１）。

２．２　ＰＣＲ产物测序及序列分析
根据目的片段扩增结果，将ＰＣＲ产物全部送往北京诺赛

基因组研究中心有限公司进行直接测序。测序结果经

ＤＮＡｓｔａｒ拼接并与ＧｅｎＢａｎｋ发布的家鸡 ＰＲＬＲ基因序列进行
校正、比对，结果在试验群体的ＰＲＬＲ基因中发现只存在１个
ＳＮＰ位点（图２），在百宜黑鸡ＰＲＬＲ基因外显子３的３６ｂｐ位

置发生了Ｃ／Ｔ突变（３６Ｃ／Ｔ），然而外显子６区域并未找到突
变位点。

２．３　百宜黑鸡ＰＲＬＲ基因遗传特性分析
测序结果经序列对比发现，在试验群体的 ＰＲＬＲ基因中

找到了１个ＳＮＰ，根据这个ＳＮＰ位点将其对应的纯合子和杂
合子命名为ＣＣ型和ＣＴ型。根据表２统计的结果可知，该位
点对应的基因型ＣＣ基因型为优势基因型（０．９５７９），等位基
因Ｃ为优势等位基因（０．９７８９）。χ２适合性检验表明，该基
因座的位点不处于 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态（Ｐ＜０．０５）；
ＰＩＣ＝０．０４１７＜０．２５，属于低度多态。

表２　百宜黑鸡ＰＲＬＲ基因多态位点基因型频率及等位基因频率

ＳＮＰ
基因型频率（个数） 等位基因频率

ＣＣ ＣＴ ＴＴ Ｃ Ｔ
ＰＩＣ χ２（Ｐ值）

３６Ｃ／Ｔ 　０．９５７９（９１） ０．０４２１（４） ０．００００（０） ０．９７８９ ０．０２１１ ０．０４１７ ２１．７０４５（０．００００）

　　注：χ２０．０５（１）＝３．８４，χ２值为不同基因型分布Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验值；基因型括号中数字为个体数；ＰＩＣ＜０．２５为低度多态，０．２５＜

ＰＩＣ＜０．５为中度多态，ＰＩＣ＞０．５为高度多态。下表同。

２．４　ＰＲＬＲ基因与产蛋性能关联分析
根据ＳＮＰ分型的结果，对不同基因型与产蛋性能间的关

联性进行分析，百宜黑鸡 ＰＲＬＲ基因３６Ｃ／Ｔ位点与产蛋性能
的显著性关系分析结果如表３所示，由表３可知，任何一种基
因型与总蛋个数以及蛋均质量之间均不呈显著关系（Ｐ＞
０．０５）。

表３　ＰＲＬＲ基因多态位点与肉质性状关联分析

基因型 总蛋个数（枚） 蛋均质量（ｇ）
ＣＣ（９１） ８０．８４６２±３３．４４１５ ５０．５３３０±４．３０４３
ＣＴ（４） ９０．５０００±１８．４３００ ５２．３０５０±３．０１０１
ＴＴ — —

３　讨论与结论

由于生产性能直接决定着经济效益，因此对养殖户或者

育种家来说，在追求动物快速增长的同时更加注重其生产性

能。王健等研究表明，鹅 ＰＲＬＲ基因的表达受 ＰＲＬ基因的调
控［１０］；高天等研究表明，ＰＲＬＲ基因多态性极显著影响嘉兴黑
猪的总产仔数、产活仔数、死胎数和初生均质量（Ｐ＜
０．０１）［１１］；孙延晓等研究发现，ＰＲＬＲ基因对猪的平均窝产数
有影响［１２］；洪月坤报道，ＰＲＬＲ基因外显子３多态性对鸡的产
蛋性能无影响［９］。由此可见，不同的物种或品种得出的结论

是不一致的。本研究以百宜黑鸡为研究对象，在试验群体的

ＰＲＬＲ基因的外显子３发现了１个 ＳＮＰ，χ２适合性检验表明，
该基因座的位点不处于 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态（Ｐ＜
０．０５），这可能是抽样误差、样本数较少造成的，也有可能是
人工过度选育结果所致。将该突变位点与总蛋数和平均蛋质

量进行显著性分析发现，该位点的任何一种基因型对这２项
生产数据均不显著，这一结果与前人研究结果［９］有一定的相

似之处，但尚不清楚是品种原因还是基因特性，因此，笔者所

在课题组今后将会加大样本数量和鸡品种进行进一步验证。

本试验结果为后期原核或真核表达载体的构建提供了理论依

据，对百宜黑鸡品种的开发利用、保种选育提供了理论资料。
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１３种中药体外抑制猪传染性胸膜肺炎放线杆菌试验
蔡丙严，田其真，戴建华，刘　莉，郝福星，李　雅

（江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００）

　　摘要：研究１３种具有清热解毒功效的中药对猪传染性胸膜肺炎放线杆菌的体外抑菌效果，采用煎煮法制备药液，
对部分临床分离的猪传染性胸膜肺炎放线杆菌致病菌株进行单味及部分复方药的体外抑菌试验，测量各药液对胸膜

肺炎放线杆菌的最小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，简称 ＭＩＣ）及最小杀菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，简称ＭＢＣ）。结果表明，单味中药水煎液具有显著体外抑菌活性的为五倍子，其抑菌圈直径为１５ｍｍ，
ＭＩＣ为７．８０ｍｇ／ｍＬ，ＭＢＣ为１５．６０ｍｇ／ｍＬ；五倍子与野拔子复方药液的抑菌效果优于五倍子单味药，其抑菌圈直径为
１８ｍｍ，ＭＩＣ为３．９０ｍｇ／ｍＬ，ＭＢＣ为７．８０ｍｇ／ｍＬ。试验结果为进一步研发以五倍子与野拔子为主要成分的抑制猪传
染性胸膜肺炎放线杆菌复方中药制剂奠定基础。
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　　猪传染性胸膜肺炎放线杆菌极易感染２～４月龄的猪，临
床上称为猪传染性胸膜肺炎，其临床症状主要表现为出血性

纤维素性胸膜肺炎，可造成猪的突然死亡，给规模化猪场造成

严重的经济损失［１］。该病现已在世界上许多国家和地区普

遍存在［２］，近年来我国中小规模的养猪场，尤其是商品猪育

肥的中后期多发［３］，同时，猪传染性胸膜肺炎放线杆菌对现

有抗生素极易产生耐药性［４］，而现有疫苗多为针对某种血清

型的单价或多价苗，不能满足对所有血清型的免疫［５］。伴随

市场对绿色无公害猪肉产品的需求，寻求开发具有显著治疗

效果的药物具有重要的临床意义。我国中药资源丰富，中医

药文化博大精深，而中兽药制剂对猪病的防控已成为当今兽

医临床上研究的热点［６］。现代中药药理研究结果表明，部分

清热解毒功效的中药具有抑制多种病原微生物的作用［７］。

为了筛选临床上具有显著抑制猪传染性胸膜肺炎放线杆菌活

性的中药并进行组方，笔者所在项目组收集了１３种具有清热
解毒功效的中药，采用水提法制备中药药液，对临床上分离得

到的有致病性的猪传染性胸膜肺炎杆菌进行体外药敏试验，

筛选出有显著抑菌活性的五倍子、野拔子、大黄连等３种单味
中药和五倍子与野拔子的１个中药复方，以期为后期研制抑
制猪传染性胸膜肺炎放线杆菌的复方中药制剂、探索中药防

治猪传染性胸膜肺炎奠定试验基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以江苏省某猪场提供的病猪肺脏作为病样，经江苏农牧

科技职业学院猪病检测中心分离鉴定为猪传染性胸膜肺炎放

线杆菌致病菌株，－７０℃冰箱保存备用。
翻白草、野拔子、虎杖、透骨草、癞蛤蟆草、小黄连等１３种

中药，采自海拔约１７００ｍ处的云南禄劝彝族苗族自治县，为
当地野生药材，经当地药检部门鉴定为地道中药材。

胰蛋白胨大豆琼脂（ｔｒｙｐｔｉｃｓｏｙａｇａｒ，简称 ＴＳＡ）培养基、
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