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摘要:试验对 7 个江西地方鸡 134 个个体进行 D-1oop第一高变区测序，获得 360 bp序列进行分析，系统建树显
示，7 个鸡品种很明显地分成了 5 个支系 A、B、C、E和 G。对所有样本进行分子差异等级分析( AMOVA) ，品种
内的方差组分占 96． 24%，表明 7 个鸡品种间在这个位点上没有出现显著的遗传分化，品种间表现弱的遗传结
构。对 134 条序列进行网络关系分析表明，整个鸡群体曾经历了群体扩张事件。
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Abstract: D-loop was used to analyze the mitochondrial DNA ( mtDNA) variation of 134 individuals of 7
native chicken( Gallus gallus) breeds from Jiangxi． The mitochondrial hypervariable region 1 ( HVR1 ) of 135
individuals was sequenced． The analysis of these sequences revealed that the chicken breeds were classified in-
to five distinct lineages A，B，C ，E and G． The variation( 96． 24% ) within breeds suggested that most of the to-
tal genetic variation was due to variation within populations and revealed a weak phylogeographical structure a-
mong the breeds． Network analysis showed that population expansion happened among populations．
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江西省位于中国的东南部，在长江中下游的南岸，有很丰富的地方鸡品种，而且都各具特色，如泰和

的乌骨鸡( 丝毛乌骨鸡) 、东乡绿壳蛋鸡以及安义瓦灰鸡等，泰和的乌骨鸡是中国特有的药用珍禽，其肉
质乌黑细嫩，营养丰富，是高级营养滋补品;东乡绿壳蛋鸡所产天然绿壳鸡蛋被我国营养学家于若木教

授誉为“华夏明珠”和“东方神蛋”;安义瓦灰鸡具有灰羽、灰皮、灰脚、灰喙、灰冠等“五灰”特征，并有类
似于乌骨鸡的药用价值。随着人们消费水平和饮食习惯的改变，为适应市场需求，育种学家们培养出有

收稿日期:2011 － 07 － 25 修回日期:2011 － 11 － 02
基金项目:国家自然科学基金项目( 31060296) 、国家( 863) 高技术研究发展计划项目( 2011AA100305) 和国家肉鸡产

业技术体系项目( nycytx － 42 － Z09)
作者简介:武艳平( 1976—) ，女，助理研究员，博士，主要从事家禽遗传育种研究，E － mail: wyp_0902@ 126． com; * 通

讯作者:谢金防，研究员。



第 6 期 武艳平等:江西地方鸡的系统进化及遗传多样性研究

图 1 PCR扩增产物
Fig． 1 The results of PCR amplification fragment

很高经济价值的优良品种，从而造成品种的单一化，导致许多抗性基因资源的丧失，外来品种的不断引

进以及杂交改良等工作的深入展开，也加快了丧失的速度。江西省优良的地方家鸡品种也受到严酷的
竞争和排挤，以至造成地方品种的群体数量急剧下降，有的甚至处于濒临灭绝的境地［1］。因此，迫切需
要提高江西家鸡遗传多样性的研究水平和完整性，从而为家鸡遗传资源的保护以及起源进化提供科学

依据和理论基础。目前，对不同畜种遗传多样性及起源进化的研究已有不少报道，所采用的标记也多种
多样，包括 RFLP、RAPD、小卫星、微卫星( microsatellite) 及线粒体( mitochondrial DNA，mtDNA) 等［2 － 6］。
在遗传过程中 mtDNA通过卵细胞质传递给后代，不受外来公畜杂交改良的影响，一般能保持其野生祖
先的 mtDNA类型。这种遗传方式便于进行群体分析，一个个体就能代表一个母性集团，因此只需少量
个体样本便能反映一个群体的遗传结构，使得研究者可以从复杂的遗传背景中分辨不连续的母系血统，

即使经过几千年的杂交繁育，系统关系依然明晰。最近，已有不少报道利用线粒体来研究家鸡的系统进
化及多样性

［7 － 8］，Liu Z G等［9］分析了中国 12 个家鸡品种的线粒体高变区，得到 16 个单倍型，分别属于
5 个支系，只有江西的泰和乌鸡和云南的茶花鸡与红色原鸡的 2 个亚种 G． gallus and G． spadiceus 有共
享单倍型，单倍型的系统进化分析也表明红色原鸡可能是中国家鸡的野生祖先。另外，中国不同省份内
家鸡多样性的研究也已有报道，包括四川、山东等［10 － 11］，以及对江西的部分家鸡品种［12］。线粒体标记
得出的遗传多样性及系统进化信息对于中国家鸡保存、利用以及监督管理中起着非常重要的作用。本
研究利用线粒体 DNA的 D-loop 区来分析江西地方鸡品种的群体结构、网络关系及系统进化情况，对江
西家鸡品种的起源进化及遗传多样性作出比较完整和合理评价。

1 材料与方法
1． 1 样本采集及 DNA提取
采集了分布于江西省 7 个县 7 个地方鸡品种共 510 个个体血样，采集地见表 1，每个鸡只翅静脉采

血，采用常规的饱和酚 /氯仿抽提鸡血 DNA，紫外分光光度法测定纯度后，取部分样稀释至 100 ng /mL，
－ 20 ℃保存备用［13］。
1． 2 引物设计与 PCR扩增
利用线粒体 D － loop高变区引物［14］进行 PCR 扩增，引物由 Invitrogen 公司合成，( 引物序列: 5’－

ACCCATTATATGTATACGGGCATTAA － 3’和 5’－ AGTTATGCATGGGATGTGCCTGACCGAG － 3’) ，PCR
扩增体系为 25 μL，其中包括 10 × Buffer 2． 5 μL 、dNTPs 1 μL( 0． 2 mmol /L) 、引物 1μL( 0． 5 μmol /L) 、
TaqDNA 聚合酶 0． 25 μL( 2． 5 U /μL) 、DNA 模板 1 μL，最后用水补齐 25 μL。扩增条件: 95 ℃预变性 5
min，94 ℃变性 30 s ，55 ℃退火 30 s ，72 ℃延伸 30 s，经 33 个循环，72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。引物
不同，退火温度略有差异。
1． 3 统计分析

BioEdit7． 0 软件进行多重比对［15］，
MEGA3． 0 软件用于碱基变异位点、系统进
化分 析

［16］。群 体 多 态 信 息 调 查 用
DnaSP4． 0，分子差异等级分析 ( analysis of
molecular variance，AMOVA ) 、歧点分布
( mismatch distribution) 分析［17］、无限突变
位点模型的中性检验值 Tajima’s D 以及
种群遗传分化的 F 统计量 ( F － statistics，
Fst) 的计算在 ARLEQUIN 3． 0 统计软件计算获得［18］。

2 结果分析
2． 1 PCR扩增结果
用设计的引物对试验鸡群的 DNA进行扩增，PCR 产物经 ρ = 2%琼脂糖凝胶电泳检测，扩增片段与

目的片段大小一致，特异性良好( 图 1) 。
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图 2 江西地方鸡序列的网络关系
Fig． 2 Median － joining ( MJ) network showing genetic relationships

among Jiangxi domestic chicken haplotypes for mtDNA HVR

2． 2 利用 D － loop高变区序列进行系统进化及群体结构分析
用 134 条序列构建了系统进化树，7 个地方鸡品种分成 5 个支系 A、B、C 、E 和 G，B 支系所占比例

最大，存在于所有品种中，G支系只存在于安义瓦灰鸡中。对所有样本进行分子差异等级分析( AMO-
VA) ，由 Arlequin3． 0 软件计算得出，品种间的方差组分只占线粒体 DNA的 D-loop高变区序列总变异的
3． 76%，品种内的方差组分占 96． 24%，FST = 0． 15，经检验差异不显著( P ＜ 0． 001) ，品种内方差明显大
于种间方差，表明这些地方鸡品种间还没有出现显著的遗传分化，品种间表现弱的遗传结构。
2． 3 线粒体 D-loop 高变区序列多态性分析
对 7 个地方鸡品种 135 条高变区序列 360 bp进行了多态性分析，从表 1 可见，单倍型总数为 37 个，

变异位点 45 个，用 Mega软件对各个品种的碱基含量进行了分析，平均碱基含量 C ＞ A ＞ T ＞ G，各品种
碱基含量差异很小。转换与颠换的比率 33∶ 1 表示转换的频率远高于颠换，是由于颠换要求磷脂的亲水
头从一侧穿过脂溶性的磷脂分子层到另一侧，这样比较困难，而转换只是亲水头在一侧进行运动。单倍
型多样性值从万载黄鸡的( 0． 348 ± 0． 128) 到安义瓦灰鸡的( 0． 929 ± 0． 039) ，碱基多样性从万载黄鸡的
( 0． 002 4 ± 0． 006 2) 到安义瓦灰鸡的( 0． 019 5 ± 0． 023 9) ( 表 1) 。

表 1 地方鸡品种多样性分析
Tab． 1 Location of goat breeds and their diversity

品种

Breed
地区

Location
样本量

Sample size
单倍型多样性

Haplotype diversity( SE)
碱基多样性

Nucleotide diversity ( SE)

安义瓦灰鸡 Anyi tile liked gray 安义县 21 0． 929 ± 0． 039 0． 019 5 ± 0． 023 9

崇仁麻鸡 Chongren ma 崇仁县 15 0． 857 ± 0． 065 0． 018 8 ± 0． 014 5

东乡绿壳蛋鸡

Dongxiang green shelled egg
东乡县 21 0． 705 ± 0． 094 0． 011 3 ± 0． 010 8

宁都黄鸡 Ningdu yellow 宁都县 17 0． 706 ± 0． 106 0． 007 2 ± 0． 014 0

丝羽乌骨鸡 Taihe black bone 泰和县 19 0． 906 ± 0． 040 0． 013 5 ± 0． 008 7

万载黄鸡 Wanzai yellow 万载县 21 0． 348 ± 0． 128 0． 002 4 ± 0． 006 2

余干黑鸡 Yugan black 余干县 20 0． 853 ± 0． 049 0． 015 9 ± 0． 012 5

2． 4 高变区序列歧点分布及网络分析
对 134 条序列利用 Network软件进行网络关系分析，星状发散结构( 图 2 ) 表明群体经历过群体扩

张。为了进一步验证群体扩张，本实验对所有序列进行了无限突变位点模型的中性检验值 Tajima’S D
和 Fst检验，结果在 P ＜ 0． 01，Tajima’s D = － 0． 975、Fst = － 13． 439，都是负值，验证了这些地方鸡品种曾
经过群体扩张事件。

3 讨 论
目前，对鸡的起源研究大都集中于线

粒体，通过对鸡线粒体 DNA 的研究，把鸡
分成 9 个大的支系 ( A、B、C、D、E、F、G、H
和 I) ，在中国中部、西北和北部沿海地区
A和 B 支系是最普遍的支系，在南部沿海
地区 B和 C支系为主，江西位于中国的中
部地区，品种的多样性比较丰富，本试验 5
个支系存在于江西地方鸡种( A、B、C、E 和
G) ，以 A、B和 E 为主导支系，其中 E 支系
主要存在于乌骨鸡中，及泰和乌鸡和余干

黑鸡。
本试验所有品种均表现出弱的遗传结构，各个支系参透到不同的品种中，这和以前报道的家禽品种

弱的地理结构是一致的。Khaliq I等［19］对巴基斯坦东西部 4 个地区灰鹌鹑 29 个个体的 D 环高变区进
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行了序列进行分子差异性( AMOVA) 分析得出，种内所占方差 99． 48% ( P ＜ 0． 001) 远远大于种间所占方
差 0． 52% ( P ＜ 0． 001) ，也表明各品种间的弱的地理结构。推测造成这种现象的可能是古代鸡品种经
过不同地区间的大量运输，导致基因交流频繁，从而表现出不明显的地理分化。也可能是线粒体 DNA
变异在分析品种水平上的群体遗传结构上比较弱，需要结合其它分子标记如微卫星或 Y染色体来证实。
由线粒体 D-loop高变区序列测得江西地方鸡的单倍型多样性值较高，碱基多样性值较低。有研究

表明在传统鸡群单倍型多样性较相似，大群体可能有较高水平的单倍型多样性［19 － 20］。本试验中安义瓦
灰鸡单倍型多样达到( 0． 929 ± 0． 039) ，而经历了群体缩减的群体单倍型多样性相对较低，例如濒危物
种白头鸭其野生型单倍型多样性从( 0． 286 ± 0． 196) 到( 0． 530 ± 0． 054) ［21］。
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