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PCR-RFLP和测交方法对进口祖代蛋鸡
异性个体间的遗传同质性检测

X

肖兵南,燕海峰 ,吴晓林
(湖南省畜牧兽医研究所,中国湖南 长沙　410131)

摘　要: 对进口 X 祖代鸡 B 系和 D系共 143羽异性公鸡的 K 座位羽速型作了 K 座位隐性测

交, 杂合子占 41. 96% , 慢羽纯合子占 35. 66% , 另有 9 羽和 2 羽公鸡分别因后裔数少于 7 羽

或是后裔快慢羽鸡比例严重偏离 1∶1 而被判为无效. 对 8 羽进口祖代 D 系异性公鸡的

P CR -RF L P 分析的结果表明, 6 羽公鸡为 K 座位显性纯合子(仅检到 1 450 bp DN A 片段) , 2

羽为杂合子(检到 1 450 bp、1 068 bp 和 382 bp 共 3条带 ) . 通过 K 座位的检测, 降低了进口

祖代鸡中的非同质个体比例,提高了复制育种的鸡群整齐程度以及父母代种鸡按羽速型自别

雌雄的正确率, 是一个实用有效的方法. 全面的遗传质量监测还应考虑到更多的基因座位乃

至对整个基因组的遗传监测.
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Detection of Homogeneity between Imported Grant Parent

Layers Using Recessive Backcross and PCR-RFLP Techniques

XIAO Bing -nan, YAN Hai-feng, WU Xiao -lin
( Hunan Instit ut e of A nimal and V eter inary Science, Chang sha 410131, Hunan, China )

Abstract: A to tal of 143 cocks in lines B and D from an im po rted gr ant parent breeding

stock was geno ty ped by recessive backcross. T he result indicated that heterozygo tes
( Kk+ ) and dom inant homozygo tes ( KK) made up 41. 96% and 35. 66% respect iv ely in

this po pulat io n. PCR-RFLP detection sho wed that 6 cocks of 8 imported line D w ere
do minant homo zyg otes, which w ere character ized by the intact PCR fragm ent o f 1 450 bp

after digest ion w ith H aeⅢ. How ev er , 3 frag ments ( 1 450 bp, 1 068 bp and 382 bp) w ere
discov ered in the rest tw o cocks, sugg est ing that they w ere heterozy gous at lo cus K .

Increased hom ogeneity at locus K w er e asso ciated w ith improved homog eneity in progeny
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derived fr om so called “copy breeding”of imported lines, and impr oved rate of feathering

sex ing in par ental stocks. It w as also sugg ested that mult-loci, o r ev en the w hole g enom e,

should be invo lved for a system at ic genet ic evaluat ion in a m ore complicated situat ion.

Key words: g enetic ev aluat ion; layers; r ecessive backcross; PCR-RFLP; feathering alleles

以复制外来家禽为手段的育种具有时间省、花费少、起点高、成效大等特点,近 10年来

已成为我国家禽育种的热点
[ 1]

. 该方法多以利用外来祖代鸡中性别误鉴定个体(下称异性个

体)为育种素材,然后自繁扩群, 复制出与外来鸡外观与性能相似的群体,或培育出与外来鸡

性能相当的新群体.

外来鸡复制育种的效果取决于两个主要的因素,一是异性个体的遗传同质性,即异性个

体是否为该系的同质个体(混杂于该群体中的非同质个体称异质个体) . 显然,如果异性个体

属主要位点异质个体, 则自繁必然导致性状的分离和群体的分化, 从而使复制工作失败. 二

是复制群体由于遗传抽样可能较大程度的偏离原模板群体[ 2] .

工业品系杂交的肉鸡和蛋鸡基本采用三元或四系杂交.以蛋鸡繁育体系为例,祖代鸡通

过翻肛鉴定性别, 父母代鸡则以羽速(快慢羽)区分公母, 而商品代鸡则以羽色自别雌雄. 从

分子水平检验祖代鸡的异性个体是同质个体还是异质个体,关键在于找出某个种质遗传标

记. 从蛋鸡繁育体系设计特点不难发现,最简单的标记就是羽速基因( K/ k+ ) .

K 座位检测的经典方法就是隐性测交, 但需要较长的时间和较多的费用. 在分子水平

上, Smith和 Levin通过 RFLP 方法来分析基因组 DNA ,检测 K 位点的基因型
[ 3]

. Iraqi和

Smith成功地将聚合酶链式反应( PCR)应用于白来航鸡K 位点杂合子的鉴别
[ 4] .

1　材料与方法

1. 1　测试鸡

K 座位隐性测交试验选自浙江省杭州市某鸡场进口 X祖代鸡. 测定了 1989～1994年

间进口祖代 B系和 D系异性公鸡共 143羽的 K 座位羽速型. PCR-RFLP 分析试验鸡选自

湖南省长沙市某祖代鸡场. 测定了 D系异性公鸡 8羽.

1. 2　血样采集与 DNA提取

测试鸡于上午翼静脉采血 1 mL,肝素抗凝. -20℃保存备用. 取 50 LL 全血,加入1 m L

含 400 Lg 蛋白酶 K 的消化缓冲液( 10 m mol / L , Tris-HCl , pH-8. 0, 100 mmo l/ L NaCl, 1

mm ol/ L EDT A) . 混合液用等体积的苯酚∶氯仿( 1∶1)提取 2次. 2倍体积的无水乙醇沉淀

DNA . 最后将 DNA 溶解于无菌超纯水,浓度调整到 50 mg / L .

1. 3　PCR-RFLP分析

引物: 5′AATGGTACT ACAGAGAAGGT AGGAAT AT C 3′( primer 9)

5′GT AAGACTAACACAGTAT TCT CGAGT 3′( primer 23)

以上引物由 Sang ong Co . Ltd.合成.

PCR反应:采用M J Research PT C-100可编程热控器进行. 总反应体积 25 LL,其中包

括: 100 ng 基因组 DNA, 100 Lmol/ L dNTP, 2. 0 U Taq DN A 聚合物酶, 5 mmol / L , Tris-

HCl( pH 8. 3) ,以及反应缓冲液( 50 mmol / L KCl, 1. 5 m mol/ L Mg Cl2) . 最后覆盖一层植物

油. 混合液置 PT C-100于 94 ℃预变性 5 min,然后进行 32个反应循环( 94 ℃变性 1 min,
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56 ℃退火 1. 5 min, 72℃链延伸 2 m in) ,最后于 72 ℃链延伸 15 m in.

RFLP 反应:取 10 LL 上述 PCR反应液, 1. 5%琼脂糖凝胶电泳检查有无扩增产物. 然

后取 15 LL 上述 PCR产物于 37 ℃ H aeⅢ酶切 1 h. 酶切产物用 1. 5%琼脂糖凝胶电泳检

测. 琼脂糖凝胶电泳: 1. 5%琼脂糖凝胶, 1×T BE 电泳缓冲液( 50 mmo l/ L KCl , 1. 5 mmol / L

M gCl2 , 0. 001%明胶) . 电泳电压为每厘米 3～4 V,溴化乙锭染色,最后用 Bio Rad提供的分

子成相系统成相和分析.

1. 4　K座位隐性测交

隐性测交检测 K 位点基因型方法如下:

K k
+
或 KK(♂) × k

+
w

未知基因型 ↓ 快羽
↓
后代

K k
+

(♂) : Kk
+

k
+

k
+

Kw k
+

w

1 ∶ 1 ∶ 1 ∶ 1

KK(♂) : Kk
+
　Kw

1 　∶ 　 1

　　即将待测个体与隐性纯合子交配, 凡后裔中出现了快羽鸡者(快慢羽后裔比例约为 1∶

1 )可判为杂合子( Kk
+ ) ,而无快羽后裔者可判为慢羽纯合子( KK) . 为了保证统计推断有

99%以上的概率保障, 要求每只公鸡的后裔至少要有 7个后裔出壳方判为有效(∵( 1/ 2)
7
=

0. 007 8< 1%) .

2　结果与分析

2. 1　K座位隐性测交结果

从 1989～1994年共检出 B系和D 系的异性个体 143羽, 经 K 位点隐性测交,检出杂合

子( K/ k
+ )共 60羽,占 41. 96% ,慢羽纯合子 51羽,占 35. 66%, 9羽公鸡的后裔数少于 7羽被

判为无效,另有3羽的后裔快慢羽比例严重偏离1∶1,判为可疑. 此三例可能是由于K 基因自

然突变到k
+
所致(突变率估计为 4. 3×10

-4
) , 当然也不能排除后裔出壳时混杂的可能性.

2. 2　PCR-RFLP检测结果

引物 9和引物 23从公鸡基因组 DNA 中扩出 1 450 bp片段,但快羽公鸡的该扩增片段

中存在 1个 H aeⅢ酶切位点(慢羽鸡无此酶切位点) , 因此快羽扩增片段经 H aeⅢ酶切后成

为 2个片段( 382 bp 和 1 068 bp) . 对于杂合子 Kk+ , 则酶切后出现 3 个片段( 1 450 bp,

1 068 bp和 382 bp片段) .

本研究通过PCR-RFLP 检测了 8羽某蛋鸡进口祖代 D系异性公鸡,结果 6羽公鸡仅检

出有 1 450 bp产物,为 K 座位显性纯合子(为本系异性公鸡) , 2羽公鸡 K 座位检测到 3个

长度不同的片段, 为混杂的异性公鸡(杂合子) , 应予以淘汰.

2. 3　K座位检测提高鸡群的遗传同质性效果

通过 K 座位遗传检测淘汰杂合子后, 使育种鸡群数量性状(开产日龄和 60周龄产蛋量)的

离散程度(变异系数)降低,鸡群的遗传同质性提高(见表1) . K 位点遗传监测提高 ONBS 育种

鸡群遗传同质性的效果还受其它位点的影响,如鸡群中混杂了 K座位同基因型但遗传基础不同

(如低产品系)的个体. 因此,提高鸡群的遗传同质性还应考虑到对其它遗传标记的监测.
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表 1　K位点隐性测交提高鸡群遗传同质性的效果(变异系数, % )

Table 1　Effect of improving homogeneity at locus K by means of recessive backcross

( V ar iat ion coefficient s, % )

K 座位检测

St atus o f locus K

相同遗传基础

Fr o m similar o rigins

开产日龄

O nset o f la y

W 60产蛋量

Egg pro ductio n

up to w eek 60

不同遗传基础

Fr om differ ent or ig ins

开产日龄

Onset o f lay

W 60 产蛋量

Eg g pr oduction

up to w eek 60

K K , K k+

(混杂, M ix ed) 4. 36 17. 45 6. 19 23. 88

K K
(纯合, KK o nly ) 3. 96 9. 50 5. 28 19. 62

降低

Per cent o f decr ease 9. 17 45. 59 14. 94 17. 83

o f homo geneit y

3　讨论与结论

1)进口祖代雏鸡中出现异性个体并非都是性别鉴定(翻肛)失误所致. 由于通过翻肛的

方法来鉴定性别的正确率不可能等于 100% ,总存在着漏/误鉴别的个体, 因此,国外育种公

司从保护本公司的利益出发,往往将同日龄的异性个体混杂于鸡群中,以误导用户,使之不

能轻易获得该公司的育种成果. 为此,首先要干扰的可能是羽速基因, 如将 AB公鸡( Kk
+ )、

CD公鸡( Kk
+ )或其它来源的公鸡刮冠后混于同日龄的 B 系或 D 系雏鸡中. 如用户用异性

个体自繁扩群,那么首先就会造成祖代鸡 K 座位的分离现象,按羽速鉴别雌雄的正确性大

大降低,从而得不到应有的育种效果.

2)本研究表明, K 位点检测可以作为进口祖代蛋鸡遗传同质性监测手段之一. 通过 K

座位检测淘汰杂合子后,降低了不同代次或遗传基础的异质个体的比例,不仅保证了父母代

种鸡按羽速鉴别雌雄的正确率, 而且还使群体若干数量性状的表型变异(方差)降低,从而提

高了鸡群整齐度(遗传同质性) .

3) K位点隐性测交鉴别羽速基因杂合型的方法虽然看似简单易行, 但需要将公鸡培育

到性成熟方能检测,培育的费用很大,检验时间长(从准备配种到雏鸡出壳鉴定至少需 1～2

个月) , 而且具体隐性测交工作和系谱孵化往往非常麻烦.此外,隐性测交的结论依然有一定

的概率风险. 目前改进的方法有二: 一是 RFLP 的方法, 它虽然有不少优点, 但工作量大,且

需大量采样检测;二是 PCR的方法,该方法为 K 位点遗传监测提供了一个非常理想的方

法. 快羽鸡的染色体 K 座位上包含一个有 H aeⅢ酶切位点的 Urb 序列,慢羽则相应为一个

没有H aeⅢ限制性内切酶切位点的 URa序列. 用 PCR方法可以将此同源序列扩增,然后用

H aeⅢ消化,通过电泳后凡慢羽公鸡仅有 1 450 bp片段带,快羽公鸡则有 1 068 bp 和382 bp

两条带,而杂合子( Kk+ )则具有上述的三条带.

4) K位点基因型监测作为异性个体遗传同质性的检测是一种有效的,但不是唯一的方

法. 不能排除在 B、D系慢羽纯合子( KK)中有掺杂同羽速型但遗传基础不同的鸡(如低产

鸡)的可能性. 在此情形下,仅检测 K 位点的遗传构成的效果往往是有限的,必须同时考虑

到更多的基因座位,乃至对于覆盖整个基因全面遗传监测
[ 5, 6]

.

253　第 3 期　　肖兵南等: PCR-RFL P 和测交方法对进口祖代蛋鸡异性个体间的遗传同质性检测　　　　



致谢: 湖南省 ISA B380 蛋鸡祖代场孟千湖、罗柏林、周菊香、郭湘霞, 杭州市农科院沈乃民副研究员, 湖南

省畜牧兽医研究所肖千钧副研究员和蒋隽助理研究员参加了部分研究工作,在此一并致以衷心的感谢.

参考文献:

[ 1]　吴晓林,施启顺, 柳小春,等. 开放核心群育种体系( O NBS)培育蛋鸡工业化品系的育种模型[ J] .遗传

( W U X L , SHI Q S, L IU X C. T he o pen nucleusbreeding mo del fo r developing industr ial lay ers.

Her editas) , 1997, 19( Suppl) : 63-66.

[ 2]　吴晓林, 施启顺, 柳小春, 开放核心群育种体系( O N BS )研究 ( I) : O N BS 群体遗传学特征的计算机模

拟[ J] .湖南农业大学学报( WU X L , SHI Q S, LI U X C. Studies o n open nucleus br eeding sy st em

( I) : Po pulatio n g enet ics o f O N BS. A computer simulatio n [ J] . J Hunan A gr U niv, 1997, 23( 5) :

450-454.

[ 3] 　SM IT H J, L EV IN I. A pplicat ion o f a lo cus specific DN A hybr idiza tio n pr obe in the analysis o f

chickens[ J] . Poultr y Sci, 1991, 70( 9) : 1957-1964.

[ 4] 　 I RA QI F , SM I T HE J. Deter minatio n o f the zy go sity o f ev21-K in latefeather ing male Whit e

L eg hor ns using t he P olymer ase Chain Reactio n [ J] . Po ultr y Sci, 1994, 73( 7) : 939-946.

[ 5]　刘荣宗,康孟松. 近交系试验动物遗传质量检测之遗传标记类型的探讨[ J] . 遗传 ( L IU R Z, K AN G

M S. A discussion o n ty pes of g enet ic mar ker s applied in ev aluation of homo geneity of inbr ed

ex periment al anim als[ J] . Her edit as) , 1995, 17 ( Suppl) : 60-62.

[ 6]　柳小春, 吴晓林, 施启顺, 等. 开放核心群育种体系 ( ON BS)研究 V . 家禽 O N BS 的育种效果: 血液遗

传标记监测[ J] . 湖南农业大学学报 ( L I U X C, WU X L , SHI Q S, et al . Studies on o pen nucleus

br eeding system : V . Effects of po ultr y O N BS as ev aluated by bloo d mar kers [ J ] . J Hunan Ag r

U niv) , 1998, 24( 1) : 62-66.

(上接 196页)

1996年, 已在美国人类基因组计划中举足轻重的于军感到, 如果中国再不抓紧时间加入到这一竞争

中, 有可能就会失去最后机会. 不为自己的祖国做些什么, 将使他一生都不能原谅自己. 但是那时的于军已

出国十多年,原来的老关系只剩下青年时期的同学或伙伴,很难帮上大忙了,而新的国内形势关系又摸不

着门道. 于是于军找到了已回国创业两年的同学汪建.

汪建从此开始了在国内找资金、找理解的经历. 但是他感到力量和人员的技术搭配还不够,于是又千

方百计联系到了欧洲的杨焕明和美国的刘斯奇. 这 4 个人目前分别任中科院遗传所人类基因组计划的正

副主任. 他们的研究大方向虽然都是生物学, 但具体方向却都不同, 正好能够互相补充配合.

开始很难, 碰了许多壁,因为中国当时知道人类基因组计划的人实在太少. 中间几番挫折.

1998年, 不断在背后“连催带推”的于军对汪建说: 不能再等了,国际人类基因组正在加快速度, 没有多

少时间了, 这种起始性的研究说过去就过去了 ,等人家一规模化起来, 我们就跟不上后面的工业化, 永远失

去产业机会了. 同年, 几个人终于将他们的实验室落户于中科院遗传所. 中科院也为他们提供了启动资金,

但相对于花费巨大的人类基因组计划来说,仍显不足. 于是他们决定自己先掏腰包, 将计划启动. 1999 年中

间那段时间, 在设备经费还没足额到位的情况下, 他们的小组向个人募集资金. 全组大约 100人, 居然募集

到 400 余万元人民币. 通过不断的联络和沟通,由中科院院士强伯勤领导的国家人类基因组北方研究中心

(北京)、中科院院士陈竺领导的国家人类基因组南方研究中心(上海)也加入到这一计划当中,共同分担了

巨大的测序任务和巨额的资金. 1%终于被保质保时拿出, 并得到国际组织认可.

20年风云变幻, 一群颇具理想色彩的志同道合者就这样走到了一起. 通过他们的执著与拼搏, 在今年

6 月 26日美、英、日、法、德、中等六国联合宣布问世的人类基因组工作草图中, 完成了人类第 3号染色体部

分遗传密码的破译, 得到了国际同行的赞扬,为祖国做出了贡献.

(卢义钦摘自华盛顿出版的《中华文萃》2000 年第 209 期,略有补充)
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