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摘　要：以惠阳胡须鸡为研究对象，分别以ＬＰＬ、ＦＡＳＮ基因为脂肪性状相关的候选基因，采用限制片段长度多

态性 （ＲＦＬＰ）检测这２个候选基因在惠阳胡须鸡中的多态性。研究结果表明， （１）用限制性内切酶 ＨｉｎｆⅠ对

ＬＰＬ基因第８内含子进行ＲＦＬＰ分析，发现７６．３％为已报道的ＢＢ型，另发现了两种新的基因型，分别占１．７％

和２２％，无ＡＡ型；（２）用限制性内切酶 ＨａｅⅢ对ＦＡＳＮ基因进行ＲＦＬＰ分析，发现ＢＢ基因型比例为６４．８％，

ＢＣ型１２．２４％，ＣＣ型基因型比例２３．４％。Ｂ等位基因频率为０．７０４１，Ｃ等位基因频率为０．２９５９，Ｂ等位基因频

率明显高于Ｃ等位基因频率。
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　　惠阳胡须鸡，又名三黄胡须鸡、龙岗鸡、龙门

鸡、惠州鸡，具有胸肌发达、肉质佳但生长速度慢

等特点。研究表明，脂肪酸合成酶 （ＦＡＳＮ）与脂

肪性状紧密相关，在很大程度上决定肉的嫩度、风

味和多汁性［１］。Ｇｒａｃｉｅｌａ等
［２］在Ｃａｍｐｅｒｏ肉鸡品系

群体中对ＦＡＳＮ基因进行测序、ＰＣＲＲＦＬＰ分析，

提出 ＦＡＳＮ 是脂肪性状的候选基因。欧阳建华

等［３］研究了ＦＡＳＮ基因单核苷酸多态性与鸡体重、

脂肪沉积性状的关系，表明２个多态性位点与鸡体

重、脂肪沉积性状存在一定的相关性。

脂蛋白酯酶 （ＬｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＬｉｐａｓｅ，ＬＰＬ）是参

与脂肪代谢的关键酶［４］。已有研究表明，肌内脂肪

含量与肉的嫩度和风味密切相关，是影响鸡肉质一

个重要因素［５］。ＬＰＬ在脂类代谢过程中有着重要

的生理和生物学功能，可能是影响肌内脂肪含量的

候选基因。

本研究旨在通过研究胡须鸡中 ＬＰＬ、ＦＡＳＮ

基因多态性，为今后基因型选择以及提高胡须鸡的

养殖经济效益奠定理论基础。
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１　材料与方法

１１　试验材料

鸡血样采自广东金种农牧科技股份有限公司惠

阳胡须鸡保种场。

１２　试验方法

１２１　总ＤＮＡ的提取　采用北京汇天东方科技

有限公司小量全血基因组ＤＮＡ快速提取试剂盒提

取，提取步骤按试剂盒说明。

１２２　电泳检测　用琼脂糖凝胶电泳对ＤＮＡ样

品及ＰＣＲ产物进行检测，电泳体系如下：琼脂糖

凝胶浓度１．２％ （１．２ｇ琼脂糖，１００ｍＬ１×ＴＢＥ，

２μＬＧｏｌｄｖｉｅｗ 染料），电泳液１×ＴＢＥ （１０８ｇ

Ｔｒｉｓ，５５ｇ硼酸，０．５ｍｏｌ·Ｌ
－１ＥＤＴＡ （ｐＨ８．０）

４０ｍＬ加蒸馏水至１０００ｍＬ后稀释１０倍），６×

Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ１μＬ与ＤＮＡ样品１μＬ混匀点样，

电压１００Ｖ，电泳８０ｍｉｎ后，在 ＷＤ９４１３Ａ凝胶

成像分析仪下观察电泳条带。

１２３　ＰＣＲ反应　采用北京鼎国生物技术有限责

任公司的２×犜犪狇ＰＣＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ试剂盒进行

ＰＣＲ，ＰＣＲ 反应体系：２×犜犪狇ＰＣＲＧｒｅｅｎ Ｍｉｘ

１２．５μＬ；ＤＮＡ 模板０．５μＬ；上游引物０．２５μＬ；

下游引物０．２５μＬ；ＮｕｃｌｅａｓｅＦｒｅｅ水１１．５μＬ。

ＬＰＬ基因扩增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃

变性３０ｓ，６０℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，经３５

个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＦＡＳＮ基因扩增程序：

９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，６０℃退火４５ｓ，

７２℃延伸２ｍｉｎ，经３５个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１２４　ＬＰＬ基因ＰＣＲ扩增产物的 ＨｉｎｆⅠ酶切　

酶切体系为１２μＬ，包括以下成分：８μＬＰＣＲ产

物，１．２μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，２．３μＬ灭菌水，０．５μＬ

ＨｉｎｆⅠ酶。３７℃恒温水浴锅４０ｍｉｎ，８０℃１０ｍｉｎ

灭活酶。酶切产物用１．２％凝胶琼脂糖电泳检测，

观察结果。

１２５　ＦＡＳＮ基因ＰＣＲ产物的ＨａｅⅢ酶切　酶切

体系为２０μＬ，包括以下成分：１０．０μＬＰＣＲ扩增

产物，２μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，１μＬＨａｅⅢ酶，７μＬ灭

菌水。３７℃恒温消化３ｈ，用２％凝胶琼脂糖电泳

检测酶切产物。

２　结果与分析

２１　ＤＮＡ提取结果

采用北京汇天东方科技有限公司小量全血基因

组ＤＮＡ快速提取试剂盒，取２０μＬ血样提取基因

组ＤＮＡ。如图１所示，电泳条带较为清晰，说明

本试验提取的ＤＮＡ完整性较好，纯度和浓度都较

高，可用于后续的ＰＣＲ扩增。

图１　胡须鸡基因组ＤＮＡ检测结果
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２２　ＰＣＲ扩增结果

从图２可知，ＬＰＬ基因 ＰＣＲ扩增目的片段约

为１．５ｋｂ，与潘爱銮等
［４］研究报道一致。并且每一

个胶孔的ＤＮＡ荧光带都很明显，说明ＰＣＲ效果比

较理想，所得到的ＰＣＲ产物可用于下一步酶切试

验。由图３可以看出，ＦＡＳＮ基因片段，扩增片段较

清晰，可以确定本次ＰＣＲ扩增结果，长度与预期结

果一致，产物无杂带，可以做下一步的酶切反应。

图２　ＬＰＬ基因ＰＣＲ扩增结果

犉犻犵．２　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋犪犿狆犾犻犳犻犲犱犳狉狅犿犔犘犔犵犲狀犲

注：①用１．２％凝胶琼脂糖电泳。②Ｍ 为ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１～１０

泳道为扩增产物。

图３　ＦＡＳＮ基因ＰＣＲ扩增结果

犉犻犵．３　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋犪犿狆犾犻犳犻犲犱犳狉狅犿犉犃犛犖犵犲狀犲

１９６第７期 李红伟等：惠阳胡须鸡ＬＰＬ、ＦＡＳＮ基因多态性的研究



２３　酶切结果分析

用ＨｉｎｆⅠ的酶对ＬＰＬ基因ＰＣＲ扩增产物进行

酶切结果如图４。在５９个样品中有４５个样品为已

知基因型种类ＢＢ型，分别是１～２０、２２～５４以及

４４，共占７６．３％。并未发现ＡＡ型。

图４　惠州胡须鸡ＬＰＬ基因 ＨｉｎｆⅠＲＦＬＰ结果

犉犻犵．４　犃犿狆犾犻犳犻犲犱狆狉狅犱狌犮狋狅犳犔犘犔犵犲狀犲犱犻犵犲狊狋犲犱犫狔犎犻狀犳犐

注：琼胶凝脂糖浓度浓度为１．２％，Ｍ为 Ｍａｒｋｅｒ，１～２０、２２～３９、４４、５４、５５、５６、５７、５８、５９泳道为已报道的ＢＢ型，２１泳道为新

发现的第一种基因型，４０、４１、４２、４３、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３泳道为新发现的第二种基因型。

　　 ＨａｅⅢ酶切结果电泳图，如图５所示，ＦＡＳＮ

基因有３种基因型。参照欧阳建华等的鉴定方法
［３］

ＢＢ基因型具有７８０、３４０、３０５ｂｐ３条带；ＣＣ基因

型具有７８０、３４０、２４０、６５ｂｐ４条带；ＢＣ基因型

具有７８０、３４０、３０５、２４０、６５ｂｐ５条带，其中６５

ｂｐ条带在凝胶上不可见。

图５　ＦＡＳＮ基因 ＨａｅⅢ酶切结果电泳

犉犻犵．５　犃犿狆犾犻犳犻犲犱狆狉狅犱狌犮狋狅犳犉犃犛犖犵犲狀犲犱犻犵犲狊狋犲犱犫狔犎犪犲犐犐犐

２４　ＬＰＬ基因型频率分析

ＬＰＬ的基因型存在３种基因型，其中已知ＢＢ

型，新发现２种基因型，因此，表明惠阳胡须鸡中

ＬＰＬ基因不处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态。

２５　ＦＡＳＮ基因型频率分析

惠阳胡须鸡的 ＦＡＳＮ 的基因型应用 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡吻合度检验方法，结果如表１

所示，按自由度＝２，查狓２界值表得犘＜０．０５，表

明惠阳胡须鸡群体中的ＦＡＳＮ基因不处于 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态。

表１　ＦＡＳＮ基因型的卡方检验

犜犪犫犾犲１　犞犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狋犪犫犾犲狓
２狅犳犉犃犛犖犵犲狀犲

基因型 观测值 预测值 狓２

ＢＢ ６３ ４８．６ ４８．９

ＢＣ １２ ４０．８

ＣＣ ２３ ８．６

３　讨　论

在本研究中，通过ＬＰＬ基因的ＲＣＲＲＦＬＰ分

析发现，主要为ＢＢ型个体，共占７６．３％，并未发

现ＡＡ型个体。而在潘爱銮等
［４］６个品种鸡ＬＰＬ

基因的ＲＣＲＲＦＬＰ分析发现 Ａ基因频率占优势，

并且与其他品种间的基因型分布差异达到了极显著

水平。说明了本次试验结果和潘爱銮等研究结果不

一致。这可能是遗传背景不同造成，说明在该公司

惠州胡须鸡保种群体Ｂ基因频率占优势。第２１号

样品出现未知基因型一，其基因频率占１．７％；这

可能是突变导致的新基因型，这与 ＡＡ、ＡＢ、

ＢＢ型都不一样，需要进一步测序检测分析，才能

了解该基因型。第４０、４１、４２、４３、４５、４６、４７、

４８、４９、５０、５１、５２、５３号样品呈现未知基因型

二，其基因频率占２２％，从电泳结果表明这些个

体的ＤＮＡ的ＰＣＲ产物用 ＨｉｎｆⅠ酶切不开，这可

能是新的突变导致酶切位点的改变，需要进一步深

入研究。

ＦＡＳＮ基因型和等位基因频率统计结果表明，

惠州胡须鸡以ＢＢ基因型和Ｂ等位基因占明显优

势，频率分布分别为０．６４２８和０．７０４１。魏伍川

等［６］研究了湛江三黄鸡ＦＡＳＮ不同基因型与腹脂
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肪性状的相关性，结果表明 ＦＡＳＮ 基因位点为

ＣＣ基因型个体的腹脂率低于ＢＢ和ＢＣ基因型鸡

的。而以往的研究报道［２］表明，ＢＢ基因型脂肪

沉积能力强且增重快，所以在进一步的研究中，

需要做不同基因型与胡须鸡生长性状之间的关联分

析，找出增重较快的优势基因型，应用于基因型选

择。
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