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CAPN1 基因在寿光鸡群体中的遗传变异分析

郭 彦 ,周国利,吕 鑫,刘 霞

(聊城大学 生命科学学院,山东 聊城 252059)

摘要: 采用 PCR-SSCP 方法对寿光鸡 CA PN1 基因进行多态性检测, 并分析它们的多态性与部分

肉质性状的关系。结果表明,含有 CA PN1 基因外显子 5的引物 CE5扩增的座位在群体中检测到

3种基因型 AA、AB和 BB,基因型频率分别为 0. 266、0. 520和 0. 214;等位基因 A 和B的频率分别

为 0. 524和 0. 476。CE8引物扩增的座位在群体中也检测到 3种基因型 AA、AB和 BB,基因型频

率分别为 0. 378、0. 510和 0. 112; 等位基因 A和 B的频率分别为 0. 633和 0. 367。关联分析结果

表明: 含有 CA PN1 基因外显子 5的引物 CE5座位对肌内脂肪含量和腿肌蒸煮损失存在显著性影

响( P< 0. 05) , CE8座位对胸肌蒸煮损失存在显著性影响( P< 0. 05)。
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Genet ic Variat ion Analysis of CA PN1 Gene in Shouguang Chicken

GUO Yan, ZH OU Guo-li, L Xin, LIU Xia

( Colleg e of L ife Science, L iaocheng Universit y, L iaocheng 252059, China)

Abstract: PCR-SSCP method w as used to detect the po lymo rphism of CAPN1 gene in Shouguang

chicken, and its relat ionship w ith some meat quality tr ait s of Shouguang chicken w as also ana-

ly zed. T hree geno types AA, AB and BB were detected at CE5 lo cus. Frequencies of thr ee geno-

types w ere 0. 266, 0. 520 and 0. 214, r espect ively. Frequencies o f allele A and B w er e 0. 524 and

0. 476, r espect ively. T hr ee genotypes AA, AB and BB were detected at CE8 locus. Fr equencies

of three genotypes w ere 0. 378, 0. 510 and 0. 112, respect iv ely . Fr equencies of allele A and B w ere

0. 633 and 0. 367, respectively. Statistical analy sis indicated that the CE5 locus show ed a signif-i

cant ef fect on int ramuscular fat content and cooking loss of leg muscle ( P< 0. 05) . T he CE8 locus

show ed a signif icant ef fect on cooking loss of chest muscle ( P< 0. 05) .

Key words: CA PN1 gene; Shouguang chicken; M eat quality t rait s; Genet ic variat ion; Po lymo r-

phism

候选基因法在动物育种中已经被运用, 目的是

加速符合人类需要的基因型个体的选择速度。在对

肉质性状的研究中,基因对于肌原纤维蛋白质水解

路径的影响已经被证实
[ 1]
。组织蛋白酶和钙蛋白酶

( calpain) 基因已被证实是影响肉品质的候选基

因[ 2]。自从得知钙蛋白酶能够降解肌肉蛋白质以

来,更多的研究已经集中到钙蛋白酶的基因上。随

着分子生物学的发展,国内已经开始了 calpain系统

基因水平的研究
[ 2-3]
。本研究以鸡钙蛋白酶 基因

( CA PN1 )为肉质性状候选基因,对寿光鸡 CA PN1

基因进行多态性检测, 并分析其遗传变异与肉质性

状的关系,旨在为寿光鸡肉品质的标记辅助选择研

究积累分子基础数据。

1 材料和方法

1. 1 材料

以同一条件下饲养的 9周龄左右的 143只寿光

鸡为材料,翅静脉采血, ACD抗凝,置于冰盒内带回
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实验室用于 DNA 的提取。肉质性状的测定包括胸

肌 pHu值、腿肌 pHu 值、肌红蛋白含量、肌内脂肪

含量、胸肌剪切力、腿肌剪切力、胸肌失水率、胸肌蒸

煮损失和腿肌蒸煮损失。

1. 2 引物设计和 PCR扩增

根据鸡 CAPN1 基因的 DNA 序列 ( GenBank

No. : NC_006090) , 用 DNAM an5. 0和 Olig o6. 0软

件设计鸡 CA PN1 基因外显子 5 和 8 的特异引物

(包括外显子 5和 8两侧的部分内含子区域) ,引物

合成由北京华大基因有限公司完成(表 1)。

鸡血样基因组 DNA 的提取用柱式全血基因组

抽提试剂合提取(上海生工生物工程技术服务有限公

表 1 用于 PCR-SSCP多态性检测的引物序列及反应条件

引物名称 引物序列( 5 - 3 ) 片段大小/ bp 退火温度/

C E5 上游: T GTGCCCT CATCACCTCACG 211 58

下游: AT GGAGCAGCCCAGCAGG

CE8 上游: CGGCT ATT CCAGTT CT TCC 161 55

下游: GT TCT CT TT CAGGTT CCCAT

司) , 提取后的 DNA 用T E缓冲液溶解, - 20 保存

备用。PCR 扩增反应体系为 25 L, 其中基因组

DNA 0. 5 L, 上、下游引物各 0. 5 L , dNT Ps 2 L,

10 扩增缓冲液 2. 5 L , Taq 酶 1. 25U, 然后用灭

菌双蒸水补足 25 L。PCR 反应条件为: 样品经

94 变性 3min后,按下列程序进行扩增: 94 变性

30 s, X 退火30s(退火温度见表 1) , 72 延伸 30 s,

34个循环后, 72 延伸 7m in。PCR 产物用 1%琼

脂糖凝胶电泳检测。

1. 3 PCR-SSCP 多态性检测

取 2 L PCR 产物和 5 L 的上样缓冲液( 98%

甲酰胺、0. 025% 溴 酚蓝、0. 025% 二甲苯氰、

10mmo l/ L EDT A ( pH8. 0)、10%甘油)置于 PCR

管中, 离心混匀, 98 变性 10m in,迅速插入冰中, 放

置 10min, 使之保持变性状态。样品用最佳胶浓度

为 29 1 (丙烯酰胺: 甲叉双丙烯酰胺)的 14%非变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测。电泳结束后, 进

行银染显带, 之后拍照、进行基因型分析并记录

结果。

1. 4 统计分析

配合下列模型进行最小二乘方差分析, 比较肉

质性状在不同基因型之间的差异: Y i j = + Genoty-

p e i+ e i l。其中, Y i l 为性状的观察值; 为群体平均

值; Genoty p ei 为第 i 种标记基因型的固定效应; e i l

为随机残差效应。用 SPSS 11. 0的 GLM ( General

L iner Model)过程完成。

2 结果与分析

2. 1 CA PN1 基因的 PCR-SSCP 检测结果

用设计的 2对引物 CE5和 CE8 分别对不同鸡

个体的基因组DNA 进行PCR扩增, 所得 PCR产物

用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。结果发现, 扩增片段

与目的片段大小一致, 目的条带清晰,特异性好, 可

直接用于 SSCP 分析。对扩增产物用 14%聚丙烯

酰胺凝胶进行电泳检测, 发现 CA PN1 基因 CE5引

物含有 3 种不同基因型, 分别命名为 AA、AB 和

BB; CE8引物也含有 3 种不同基因型,分别命名为

AA、A B和 BB (图 1) 。

图 1 CE5 和 CE8 引物扩增片段的 PCR-SSCP 电泳图谱

2. 2 CAPN1 基因的 PCR-SSCP 遗传多态性分析

在寿光鸡群体中, CA PN1 基因在 CE5 和 CE8

引物扩增座位的群体遗传参数见表 2。由表 2可以

看出,在寿光鸡群体中, CE5 座位的等位基因 A 和

B的频率相差不大。CE8 座位的等位基因 A 的基

因频率为 0. 633,为优势等位基因。适合性 2 检验

结果表明,群体在这 2 个座位上的基因频率均处于

Hardy-Weinberg 平衡状态( P> 0. 05) 。

2. 3 CAPN1 基因的 PCR-SSCP多态性与肉质性状

的分析

由表 3可见, 在寿光鸡群体 CE5座位中, BB基

因型个体的肌内脂肪含量( 4. 85%)显著高于AA基
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表 2 CAPN1 基因在寿光鸡中的群体遗传学参数

座位 AA AB BB A B H ardy- Weinberg 平衡检验
CE5 0. 266( 38) 0. 517( 74) 0. 217( 31) 0. 524 0. 476 2 = 0. 186 ( P > 0. 05)
CE8 0. 378( 54) 0. 510( 73) 0. 112( 16) 0. 633 0. 367 2= 0. 935 ( P> 0. 05)

表 3 CAPN1 基因不同基因型肉质性状的最小二乘均值及标准误

肉质性状
CE5座位的基因型( LSM SE )

AA A B BB

CE8座位的基因型( LSM SE )

AA AB BB

胸肌 pH u 6. 14 0. 07 6. 22 0. 05 6. 14 0. 08 6. 26 0. 06 6. 15 0. 05 6. 11 0. 11

腿肌 pH u 6. 53 0. 12 6. 37 0. 09 6. 28 0. 13 6. 29 0. 10 6. 44 0. 09 6. 48 0. 19

肌红蛋白含量/ ( m ol/ g) 2. 27 0. 17 1. 95 0. 12 1. 90 0. 19 2. 06 0. 15 2. 03 0. 13 1. 87 0. 27

肌内脂肪含量/ % 3. 07 0. 59b 3. 86 0. 42ab 4. 85 0. 66a 4. 04 0. 50 3. 83 0. 43 3. 43 0. 92

胸肌剪切力/ kgf 1. 74 0. 11 1. 60 0. 08 1. 58 0. 12 1. 60 0. 09 1. 61 0. 08 1. 82 0. 16

腿肌剪切力/ kgf 1. 60 0. 08 1. 61 0. 06 1. 47 0. 09 1. 55 0. 07 1. 60 0. 06 1. 58 0. 12

胸肌失水率/ % 6. 51 0. 37 6. 77 0. 26 6. 82 0. 41 6. 87 0. 31 6. 54 0. 27 6. 98 0. 57

胸肌蒸煮损失/ % 21. 55 0. 90 21. 16 0. 65 22. 07 1. 01 22. 57 0. 74a 21. 00 0. 64ab 19. 82 1. 36b

腿肌蒸煮损失/ % 24. 14 1. 40a 19. 68 1. 00b 21. 83 1. 56ab 21. 34 1. 22 21. 54 1. 05 20. 26 2. 23

注:同行字母不同表示差异显著( P< 0. 05) ;同行未标字母者表示差异不显著( P > 0. 05) ; pH u表示屠宰 24h后 pH 值

因型个体的肌内脂肪含量( 3. 07% ) ( P< 0. 05) , AB

基因型个体的腿肌蒸煮损失 ( 19. 68%) 显著低于

AA基因型个体的腿肌蒸煮损失 ( 24. 14%) ( P <

0. 05) , 其他性状指标在不同基因型之间差异不显

著。在 CE8座位中, BB基因型个体的胸肌蒸煮损

失( 19. 82%)显著低于 AA 基因型个体的胸肌蒸煮

损失( 22. 57%) ( P< 0. 05) , 其他性状指标在不同基

因型之间差异不显著。

3 讨论

研究表明, CAPN1 基因在不同鸡品种中都存在

多态性
[ 4-5]
。本研究率先分析了寿光鸡群体 CA PN1

基因的多态性,结果表明, 寿光鸡群体在 CE5和 CE8

2个座位上都存多态性,所研究的寿光鸡群体在 2个

座位上都处于Hardy-Weinberg 平衡状态。

在鸡的群体中,关于准确影响肉质性状的标记还

不是非常明确,研究者也正在进行大量的研究来寻找

影响鸡肉质性状的相关标记[ 6-8]。本研究中的 CE5

多态性座位与鸡的肌内脂肪含量、腿肌蒸煮损失性状

呈显著相关( P< 0. 05)。CE8多态性座位与鸡的胸肌

蒸煮损失呈显著相关( P< 0. 05)。而且肌内脂肪含量

和蒸煮损失与肉的嫩度呈正相关
[ 9]
。许多报道显示,

肌内脂肪含量对肉类食品品质有积极的影响,肌内脂

肪对肉的嫩度、多汁性和风味特性均具有改善作

用[ 10-13]。从这个角度来说, CE5和 CE8座位的 BB基

因型对于肉质嫩度和多汁性等具有一定改善作用,但

是否会满足不同消费群体的需求,还需根据不同的育

种目标来进行确定。
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