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摘要:采用 PCR － SSCP 法对白羽番鸭脂联素基因外显子 1 进行 SNP 检测，并分析 SNP 对肉质、血清总胆固醇

(TC)和甘油三酯(TG)的遗传效应。结果表明，检测到 3 种基因型(AA、AB 和 BB) 和 2 个等位基因(A 和 B)，

AA 和 A 分别为优势基因型和优势等位基因，序列比对发现在外显子 1 存在 1 个 SNP 位点:A167G，为沉默突

变，该位点在白羽番鸭群体中表现为中度多态，处于 Hardy － Weinberg 平衡状态(P > 0. 05);最小二乘法分析表

明，AA 基因型个体的肌内脂肪( IMF)和血清总胆固醇(TC) 显著高于 BB 基因型个体(P < 0. 05)，而失水率则

显著低于 BB 基因型个体(P < 0. 05)。结果揭示，A167G 位点对脂肪沉积、失水率和胆固醇浓度可能有显著的

遗传效应。
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Abstract:The 230 bp fragment of adiponectin gene exon 1 of White Muscovy was amplified with the prim-
er designed from Cairina moschata DNA sequence (GQ873067)，and its polymorphism was detected by PCR
－ SSCP method，and then its association with meat quality and serum total cholesterol (TC) and triglyceride

(TG) were analyzed. 2 alleles (A and B) and 3 genotypes (AA，AB and BB) were observed，in which A and
AA were predominant. One SNP (A167G) was found in exon 1 of adiponectin gene，which belonged to silent
mutation. The A167G loci belonged to medium polymorphism，and it was in accordance with Hardy － Wein-
berg equilibrium (P > 0. 05) . The birds of genotype AA had significantly higher IMF and TC than those of
genotype BB(P < 0. 05) . The birds of genotype AA had significantly lower percentage of chest muscle loss wa-
ter than those of genotype BB (P < 0. 05) . The study suggested that the A167G loci has significant genetic
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effect on fatty deposition，percentage of chest muscle loss water and TC concentration.
Key words:White Muscovy; adiponectin gene; PCR － SSCP; association analysis

脂联素是脂肪细胞特异性分泌的一种激素，参与调节生物体的能量稳态、葡萄糖代谢、脂肪代谢及

抵抗炎症反应等生命活动中起着重要作用，是至今发现的唯一与肥胖呈负相关的脂肪细胞特异性蛋

白
［1］。因此，脂联素基因引起了人们的广泛关注，并成为研究脂肪代谢的重要侯选基因。脂联素基因

又称为 ACRP30、AdipoQ、APM1 和 GBP28，是 1 个单拷贝基因。人和哺乳动物脂联素基因包括 3 个外显

子和 2 个内含子，而禽类由 2 个外显子和 1 个内含子组成
［2］。目前，已对人和哺乳动物脂联素基因的结

构功能和基因突变及其对肥胖和疾病的相关性等开展了大量的研究工作，已发现该基因在人上至少存

在 11 个突变位点，该基因启动子和内含子的 C /EBP 转录因子在脂肪细胞分化和调控脂联素基因的表

达起着重要作用
［3］。同时，该基因的启动子区的 PPAR 应答元件( PPRE) 与过氧化物酶增生物激活受

体 γ(PPARγ)结合后，增强启动子的转录活性
［4］。但是，对禽类脂联素基因的研究较晚，其发挥作用的

功能结构元件至今尚未确定，而且相关的研究报道较少。因此，本研究对白羽番鸭脂联素基因外显子 1
进行 SNP 检测，探讨 SNP 位点与肉质和血清总胆固醇(TC) 和甘油三酯(TG) 含量的关系，为进一步研

究该基因的功能及开展番鸭的标记辅助选择提供参考依据。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

试验用白羽番鸭来自江苏畜牧兽医职业技术学院中国水禽基因库，同批出雏，饲养管理一致。随机

抽取 10 周龄的白羽番鸭 58 只(♂30，♀28) 进行翅静脉采血和性状测定。试验鸭屠宰前禁食 12 h，自

由饮水。血样被分为 2 份，1 份采用 ACD 抗凝，－ 20 ℃保存;另 1 份用于分离血清，血清也在 － 20 ℃保

存。胸肌常规肉质指标:肉色、pH、嫩度和失水率按包文斌等
［5］

所述方法进行测定，胸肌肌内脂肪

( IMF)按索氏抽提法进行测定，血清甘油三酯(TG)和总胆固醇(TC)采用 RA －1000 型全自动生化分析

仪进行测定，不饱和脂肪酸(UFA)采用 GC －14C 型气相色谱仪进行测定。Taq 酶、dNTP、引物及其它常

用试剂均购自上海生工。
1. 2 基因组 DNA 提取

采用酚 － 氯仿法对基因组 DNA 进行提取，6 g /L 琼脂糖检测，核酸蛋白测定仪测定其浓度，稀释成

终浓度为 100 ng /μL，－ 20 ℃保存备用。
1. 3 引物设计和 PCR 扩增

根据番鸭脂联素基因序列(GQ873067)设计引物扩增白羽番鸭脂联素基因外显子 1，F:5’－ CACT-
TCAGGAACGCACCATG －3’;R:5’－ ACCTTGCTCTCCTTTCTCTC － 3’，预扩增片段约 230 bp。PCR 反

应总体 积 20 μL: 10 × PCR 缓 冲 液 2 μL，10 mmol /L dNTP 0. 4 μL，10 μmol /μL 引 物 各 1. 0 μL，

25 mmol /mL Mg2 + 1. 5 μL，5 U /μL Taq 酶 0. 2 μL，100 ng /μL DNA 模板 1 μL，ddH2O 12. 9 μL。PCR 程

序为 95 ℃预变性 10 min;95 ℃ 变性 40 s，56 ℃ 退火 40 s，72 ℃ 延伸 45 s，共 35 个循环;72 ℃ 延伸

10 min;10 ℃保存。
1. 4 SSCP 分型

在 5 μL PCR 产物中加入 7 μL 上样缓冲液［(980 mL /L 甲酰胺、0. 25 mL /L 溴酚蓝、0. 25 mL /L 二

甲苯青、10 mmol /L EDTA、φ(甘油) = 2%］，98 ℃变性 12 min，－ 20 ℃放置 15 min，12% 非变性聚丙烯

酰胺凝胶(Acr∶ Bis = 39∶ 1)电泳，银染显色，判型。选取不同基因型个体的 PCR 产物切胶回收，由上海

生工进行双向测序。
1. 5 数据统计与分析

运用 DNAStar 对序列进行比对，寻找 SNP 位点;对检测到的基因型进行计数，分别统计等位基因频

率、基因型频率、多态信息含量(PIC)、有效等位基因数(Ne)、位点杂合度(h) 以及多态位点的基因型频

率分布的 Hardy － Weinberg 平衡检验。利用 SPSS11. 5 软件的广义线性模型(general linear model，GLM)

对各性状值与基因型间的关系进行最小二乘法估计及差异显著性检验。
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图 1 PCR － SSCP 图谱

Fig. 1 PCR － SSCP band pattern on a 12% non － denaturing polyacrylamide gel

图 2 AA 和 BB 基因型序列比对结果

Fig. 2 Sequence alignment result of AA and BB genotypes

2 结果与分析

2. 1 白羽番鸭脂联素基因外显子 1 的 PCR － SSCP 检测

用设计的引物扩增白羽番鸭脂联素基因外显子 1，15 g /L 琼脂糖电泳检测，扩增片段长度与预期片

段 230 bp 相符，且特异性较好，可进

行 SSCP 分析。结果表明，共检测到 3
种基因型，分别命名为 AA、AB 和 BB，

2 个等位基因 A 和 B(图 1)。对纯合

子 AA 和 BB 进行双向测序，序列比对

发现，BB 基因型与 GenBank 上的序

列相同(GQ873067)，在外显子 1 存在

1 个 SNP，位于 167 bp 处，处于编码区

内，发生 A→G 突变(图 2)，该突变没

有导致氨基酸的变化，为沉默突变。
2. 2 白羽番鸭脂联素基因第 1 外显

子 A167G 位点的遗传特性

对发现的 A167G 位点在白羽番

鸭群体中的遗传参数进行统计，结果

见表 1。由表 1 可知，3 种基因型分布:

AA >AB > BB，其频率分别为 0. 431 0、
0. 413 8 和 0. 155 2，等位基因 A 为优

势等位基因，其频率为 0. 637 9，该座位的基因杂合度(h)为 0. 486 8，多态信息含量(PIC)为 0. 400 3，表

现为中度多态(0. 25 < PIC < 0. 5，)χ2 检验结果表明，该基因座在白羽番鸭群体中处于 Hardy － Weinberg
平衡状态(P > 0. 05)。

表 1 白羽番鸭脂联素基因外显子 A167G 位点的遗传特性

Tab. 1 Characteristics of A167G loci of adiponectin gene in White Muscocy

位点 /bp
Loci

基因型频率

Genotype frequencies

AA AB BB

等位基因频率

Allele frequencies

A B

h Ne PIC χ2

A167G 0. 431 0(25) 0. 413 8(24) 0. 155 2(9) 0. 637 9 0. 362 1 0. 486 8 1. 948 6 0. 400 3 0. 45

χ20. 01(2) = 9. 21，χ20. 05(2) = 5. 99。

2. 3 白羽番鸭脂联素基因多态座位与肉质和脂肪性状的最小二乘分析

在白羽番鸭脂联素基因中发现的 A167G 位点对脂肪性状间的最小二乘分析结果见表 2。结果显

示，AA 基因型个体的肌内脂肪( IMF)和血清总胆固醇(TC) 显著高于 BB 基因型个体(P < 0. 05)，而失

水率则显著低于 BB 基因型个体(P < 0. 05)，其它各性状各基因型间未达到显著性差异(P > 0. 05)，表

明 167 位的 SNP 对脂肪沉积、失水率和胆固醇浓度可能有显著性的影响。

3 讨 论

3. 1 番鸭脂联素基因多态性研究

目前，对人和哺乳动物脂联素基因功能的研究较为深入
［6 － 7］。而对禽类脂联素基因的研究较晚，主

要见于该基因组织表达研究上的报道
［2，8 － 9］，而关于该基因多态性研究的报道较少。刘大林等

［10］
在京

海黄鸡脂联素基因内含子发现 C1251T 突变(AY786316)，该位点对腹脂重有显著的遗传效应;董飚

等
［11］

发现鸭脂联素基因存在 7 个单碱基突变，其中 G430A、A457G、T525C 突变导致 144、153 和 175 位

氨基酸发生改变，而 C507T、T540C、C576T 和 C597T 突变为沉默突变(DQ452618)。本研究对白羽番鸭
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脂联素基因外显子 1 进行扩增和 SSCP 分析，产生 3 种基因型和 2 个等位基因，AA 为优势基因型，A 为

优势等位基因，基因型分布处于 Hardy － Weinberg 平衡状态(P > 0. 05)，在外显子 1 存在 1 个 SNP:

A167G，该突变为沉默突变，该位点在白羽番鸭群体中表现为中度多态(0. 25 < PIC < 0. 5)，说明该群体

没有对脂联素基因外显子 1 中的突变位点进行直接或间接选择或虽经过选择，又重新达到平衡状态。
本研究首次发现在白羽番鸭群体中脂联素基因外显子 1 存在多态，丰富了前人的研究成果，但它的突变

对脂联素基因的表达及其遗传效应和其它番鸭品种中是否也存在多态现象还有待进一步研究。
表 2 A167G 位点与肉质、TC 和 TG 间的最小二乘法分析(M ± Se)

Tab. 2 Least square analysis between A167G loci and meat quality and TC and TG in White Muscovy population (M±Se)

性状

Traits

A167G 位点 A167G loci

AA(25) AB(24) BB(9)

肌内脂肪 /% Intramuscular fat( IMF) 6. 18 ± 0. 32a 5. 87 ± 0. 33ab 4. 89 ± 0. 52b

不饱和脂肪酸 /% Unsaturated fatty acids(UFA) 55. 20 ± 0. 74 56. 19 ± 0. 72 56. 35 ± 1. 22

pH 值 pH － value 5. 80 ± 0. 02 5. 79 ± 0. 02 5. 81 ± 0. 04

肉色 /OD540 Meat color 0. 79 ± 0. 05 0. 83 ± 0. 05 0. 82 ± 0. 08

嫩度 /kg Shear value 2. 42 ± 0. 13 2. 25 ± 0. 12 2. 39 ± 0. 23

失水率 /% Percentage of chest muscle loss water 16. 55 ± 1. 76a 18. 58 ± 0. 99ab 20. 91 ± 1. 04b

血清甘油三酯 /(mmol·L －1) Serum triglyceride(TG) 1. 12 ± 0. 04 1. 13 ± 0. 06 1. 15 ± 0. 04

血清总胆固醇 /(mmol·L －1) Serum total cholesterol (TC) 3. 77 ± 0. 15a 3. 52 ± 0. 09ab 3. 40 ± 0. 09b

同行肩标小写字母不同者表示差异显著(P < 0. 05)。
Small letters (a，b) denoted significant difference (P < 0. 05) .

3. 2 番鸭脂联素基因多态及其对生产性状的影响

在人、小鼠、鸡、鸭、鹅脂联素基因的研究表明，该基因在脂肪组织中高度表达，揭示该基因在脂肪沉

积中扮演着重要作用。目前，大多研究报道都集中在脂联素基因 SNP 与人类肥胖和疾病的相关性研

究
［12］，而关于禽类脂联素基因 SNP 对生产性能及疾病的相关性尚无报道。本研究首次对白羽番鸭脂联

素基因第 1 外显子 A167G 位点与肉质和血清总胆固醇(TC)和甘油三酯(TG)的关联性进行分析，表明

该位点与 IMF、失水率和 TC 浓度有显著相关(P < 0. 05)。Chambers 等
［13］

研究发现，IMF 对肉的风味、
多汁性和嫩度有显著的影响，它们之间呈正相关关系;贾金秋等

［14］
报道，TC 和 TG 含量与脂肪沉积特别

是与脂肪肝发生率成正相关;IMF 含量与肌肉水份和烹调损失存在负相关，提高 IMF 含量，降低皮下脂

肪和腹脂是当今乃至今后禽类育种的主攻目标之一，这是商业育种者追求利益最大化的根本之路。本

研究结果揭示 A167G 位点可能对白羽番鸭肉质和脂肪代谢有显著性影响，AA 基因型是肉质和脂代谢

的有利基因型，且该位点表现中度多态，适合作为分子育种标记。但有待于扩大样本数、正反交试验和

其它番鸭品种中进一步验证。同时，还应筛查番鸭脂联素基因编码区及其两翼序列特别是启动子区的

多态性是否对肉质和其他生产性状也存在显著效应，最终获得真实可靠的分子遗传标记，以期用于番鸭

性状标记辅助选择的育种实践。
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