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摘 要:以在山南市搜集的25只藏鸡和保种场25只藏鸡为研究素材,围绕线粒体细胞色素 C氧化酶(COX)基因家族序列

分析藏鸡群体遗传多样性情况及进化关系。通过对COX1、COX2、COX3基因编码区筛查,发现了12个碱基突变,其中2
个非同义突变,可能对氧化磷酸化调控具有潜在影响。对包含部分COX基因家族1782bpDNA片段遗传多样性进行分

析,结果显示:50只山南藏鸡的核苷酸多样性(Pi)为0.0023,核苷酸平均差异数(K)为4.11,单倍型多样性(Hd)为0.69。

此外,边境县收集藏鸡遗传信息高于保种藏鸡群体,表明了搜集藏鸡资源的价值,有效补充和提升了保种藏鸡群体的规模和

质量。构建包含红色原鸡亚种系统进化树,显示山南藏鸡与红色原鸡亚种间相互独立又相互交叉,部分藏鸡保留着一些古

老的遗传信息,本研究可为藏鸡资源保护与评价提供一定参考。
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Abstract:Thisstudytook25XizangchickenscollectedinthecountrysidesofLhokaCityand25Xizangchickensfromthebreedingfarmas

researchmaterials.FocusingonthesequencesofthemitochondrialcytochromeCoxidase(COX)genefamily,thegeneticdiversityandevolu-

tionaryrelationshipoftheXizangchickenpopulationwereanalyzed.ThroughthescreeningofthecodingregionsoftheCOX1,COX2,and

COX3genes,12basemutationswerediscovered,including2non-synonymousmutations,whichmayhavepotentialeffectsontheregulation

ofoxidativephosphorylation.Throughtheanalysisofthegeneticdiversityofthe1782bpDNAfragmentcontainingpartialCOXgenefamily,

theresultsshowedthatthePivalueof50LhokaXizangchickenswas0.0023,theKvaluewas4.11,andtheHdvaluewas0.69.Inaddition,

thegeneticinformationofXizangchickenscollectedincountrysideswashigherthanthatfrombreedingfarm,indicatingtheresourcevalueof

thecollectedXizangchickens,andeffectivelysupplementingandimprovingthescaleandqualityofthebreedingXizangchickenpopulation.
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TheconstructionofaphylogenetictreeincludingsubspeciesoftheredjunglefowlshowedthattheLhokaXizangchickenswereindependent

andintersectedwiththesubspeciesoftheredjunglefowl.SomeXizangchickensretainedsomeancientgeneticinformation.Inconclusion,this

studyprovidesacertainreferencefortheprotectionandevaluationofXizangchickenresources.
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  线粒体 DNA属于高等动物体内核外遗传

物质,具有母系遗传、进化速率快、拷贝数量多、

没有重组发生等特征。鸡线粒体DNA长度约为

1.67kb,编码包括细胞色素 C氧化酶(COX)在

内的37个基因[1]。由于D-LOOP区部分片段的

进化速度快,具有丰富的遗传变异,于是成为地

方鸡线粒体相关研究的首选,截至目前研究文献

较多[2-4]。黄勋和等[5]认为COX1特定区域也可

作为研究鸡品种遗传多样性的候选分子标记。

除此之外,地方鸡线粒体Cytb基因、ND6基因[6]

也有相关研究报道。

线粒体通过消耗氧气和产生三磷酸腺苷来

提供95%以上的真核细胞能量,这对高原缺氧的

适应尤为重要[7]。细胞色素 C氧化酶是一种位

于线粒体内膜的寡聚蛋白质,作为线粒体呼吸链

的终端催化酶参与氧化磷酸化调控,促使氧分子

向水分子的转化和能量质子转移[8]。细胞色素

C氧 化 酶 有3种 同 工 酶 形 式,分 别 为 COX1、

COX2、COX3,这3个基因在鸡线粒体DNA均

存在较高的变异。有研究报道,COX1基因是研

究物种起源分化有效的 DNA条形码[9],COX3
基因变异与藏鸡缺氧适应性有关[10]。

藏鸡是世代栖息在我国青藏高原地区的宝

贵遗传资源,由于藏区特殊地形地貌,藏鸡群体

在长期封闭环境下,不可避免发生遗传漂变。本

研究利用DNA测序技术分析山南市边境县藏鸡

搜集群体和保种场藏鸡群体线粒体COX基因家

族多态性,以期为藏鸡遗传资源保护和品种选育

提供遗传学评价资料。

1 材料与方法

1.1 材料

采用的2个资源素材(保种场原有群体,藏

鸡搜集群体)来源于山南市畜禽良种繁育中心

(山南市藏鸡产业研究院),保种场原有群体为其

持续自繁保种群体。2023年,为了加强山南市藏

鸡资源保护,在隆子、措美、措那、洛扎等县农户

家里搜集藏鸡200余只进行单独分类保种,每个

藏鸡群体随机抽取成年个体各25只。腋下采血

之后,使用血液基因组 DNA 提取试剂盒(天根

生化科 技(北 京)有 限 公 司)提 取 冷 冻 鸡 血 样

DNA于-20℃冰箱冷冻保存。红原鸡线粒体序

列从GenBank(http://www.ncbi.Nlm.nih.gov/

nuccore/)下载。

1.2 方法

1.2.1 SNP筛查与鉴定

使用Oligo7软件设计引物,首先,采用混池

测序方法筛查SNPs,设计引物扩增包含线粒体

COX1、COX2、COX3 DNA 片 段。01f:ACTA-

CAGCCTAACGCTTCAA;01r:TTCTTCGAAG-

GTGTGGTATGG;02f:CCGAATTAACTGCCAC-

TAAT;02r:GATAAGTGAGGTGAGTAGGA;

03f:TCCAACTCTGATTCACCCAC;03r:AGT-

TAGTGCAGCGCTTAGTA。其次,设计引物对

50只藏鸡已筛查SNPs进行个体检测,COX1-2_

f:AACATAAGCTTCTGACTCCTC;COX1-2_r:

ATTTAGTCGTCCAGGGATTG;COX3_f:CAT-

AGTTGACCCAAGCCCAT;COX3_r:GTGGTTT-

GGTGTGAAGTGGA;PCR试剂购自东洋纺(上

海)生物科技有限公司,反应体系15.00μL:KOD

oneMix7.50μL,DNA 模板1.00μL,上、下游引

物各0.50μL,加ddH2O补足至15.00μL。扩增

程序:98℃10s,60℃5s,68℃2s,进行35个

循环。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定后,送至

生工生物工程(上海)股份有限公司测序。

1.2.2 数据处理和分析

获取测序结果后查看峰图,对于只出现1次

突变的位点按照假阳性处理。利用Seqman软

件拼接序列,产生fas文件后导入到Dnasp6软件

中分析计算Pi、Hd±sd、K、单倍型数量等,构
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建ped和map文件导入到 Haploview4.1软件分

析16个SNPs连锁不平衡关系。藏鸡与红色原

鸡亚种线粒体序列合并到一个fas文件后,导入

到 Mega11软件中,采用邻接算法构建系统发

生树。

2 结果与分析

2.1 筛查COX基因家族编码区SNPs
以COX基因家族3个成员为研究对象,完

成COX1、COX2、COX3的扩增测序。通过峰图

分析,鉴定了16个碱基变异(表1),在COX家族

编码区中发现了12个碱基变异,其中,COX1基因

中发 现7个 SNPs,COX2基 因 中 发 现 了4个

SNPs,COX3基因中发现了1个SNP。这11个碱

基中2个非同义碱基突变造成氨基酸的改变,分
别位于COX1、COX2基因中,造成苯丙氨酸(F)突
变成亮氨酸(L),异亮氨酸(I)突变成苏氨酸(T)。

2.2 单倍型分布及连锁不平衡分析

位于藏鸡线粒体基因间区和COX基因家族

编码区16个SNPs形成了8个单倍型(表2),根
据藏鸡单倍型频率分布,占比前两位的单倍型

Hap_1和 Hap_2达68%,在山南市藏鸡群体中

呈现出优势地位。根据连锁不平衡分析结果,显
示存在2个强连锁区间(图1),位于COX3基因

中的SNP16未出现在强连锁区间内。

表1 位于COX家族编码区12个SNPs信息

基因 碱基位置 氨基酸位置 参考碱基 突变碱基 参考氨基酸 突变氨基酸 突变个数

COX1 7022 124 C T G G 7

COX1 7031 127 G A W W 4

COX1 7364 238 C T F F 7

COX1 7769 373 C T Y Y 4

COX1 7979 443 T C D D 8

COX1 8079 477 T C F L 12

COX1 8192 514 G A V V 8

COX2 8444 35 C T C C 8

COX2 8473 45 T C I T 12

COX2 8618 93 T C D D 11

COX2 8792 151 A T V V 3

COX3 10081 50 A G M M 11

表2 藏鸡线粒体基因间区和COX基因家族编码区16个SNPs组成单倍型

单倍型
SNP1SNP2SNP3SNP4SNP5SNP6SNP7SNP8SNP9SNP10SNP11SNP12SNP13SNP14SNP15SNP16

7022703171567364747577697979807981418192 8339 8444 8473 8618 879210081

频率

/%

Hap_1 C G T C C T T T T G T C T T A A 52

Hap_2 T G T T C C C T C A T T T T A A 16

Hap_3 C G T C C T T C T G C C C C T A 8

Hap_4 C A T C T T T T T G T C T C A G 8

Hap_5 C G T C C T T C T G C C C C A G 6

Hap_6 C G T C C T T C T G C C C C T G 4

Hap_7 C G C C C T T C T G C C C C A G 4

Hap_8 C G C C C T T C T G C C C C A G 2
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图1 16个SNPs连锁不平衡关系

2.3 藏鸡群体遗传多样性分析

以单次扩增DNA片段、涵盖COX1和COX2
基因突变碱基的1782bp序列为研究对象。在50
只山南藏鸡群体中共检测到15个SNPs,其中,

Pi为0.0023,K 为4.11,共形成6个单倍型,

Hd 为0.69。对25只边境县收集藏鸡分析发

现,Pi为0.0028,K 为4.99,共形成5个单倍型,

Hd 为0.71,有效信息含量高于山南市保种藏鸡

群体。结果表明(表3),收集藏鸡的遗传多样性

丰富,资源价值较高,可以有效补充和提升保种

藏鸡群体规模和质量。

表3 山南市藏鸡COX1和COX2基因序列遗传多样性分析

群体 有效位点 Pi K 单倍型数量 Hd sd
搜集藏鸡 13 0.0028 4.99 5 0.71 0.060
保种场藏鸡 7 0.0014 2.53 4 0.60 0.088
藏鸡 15 0.0023 4.11 6 0.69 0.059

2.4 藏鸡与红色原鸡系统发育分析

根据下载的红色原鸡4个亚种线粒体基因

组全序列,结合50只藏鸡线粒体1782bp,包含

COX基因家族的DNA序列,比对后构建系统发

生树(图2)。结果显示:藏鸡群体中,Z4、Z7、Z8、

Z12、Z14、Z22、Z23、Z24单独聚为一支,与其他藏

鸡及红色原鸡亚种具有相对较远的遗传关系,其
他藏鸡与红色原鸡亚种之间表现出既相互独立

又相互交叉的进化关系。具体表现在红色原鸡

亚种(GGS3、GGJ1)与藏鸡Z21、Z17等单独聚

类,红色原鸡亚种(GGS2、GGM4、GGS4)与藏鸡

Z18、Z10等 单 独 聚 类,红 色 原 鸡 亚 种(GGS3、

GGS9、GGS5、GGS6、GGS10)与藏鸡B12、B13等

单独聚类,红色原鸡亚种(GGJ12)与藏鸡Z13等

单独聚类,红色原鸡亚种(GGM2)与藏鸡Z2、

Z20、Z25等单独聚类。

3 讨论与结论

3.1 讨论

本研究通过对山南藏鸡COX基因家族碱基

突变的筛查,在编码区中共发现了12个SNPs,

据Bao等[11]报道,在藏鸡等5个群体COX基因

家族中共鉴定了14个SNPs,其中,位于7022、

7364、8079、8141、8444、8473、10081位 点
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SNPs与本研究发现结果一致。8079和8473
位点SNPs均为非同义突变,其余均为非同义突

变。由于线粒体中密码子规则与核染色体密码

子规则有所区别,有2个SNPs造成COX基因

家族的苯丙氨酸(F)突变成亮氨酸(L),异亮氨

酸(I)突变成苏氨酸(T),其改变是否涉及氧化磷

酸化调控过程的影响,还需要进一步研究。

注:GGS表示滇南亚种;GGJ表示海南亚种;GGG表示指名亚种;GGB表示印尼亚种;GGM表示印度亚种;Z类表示搜集藏鸡;B类表示保种

场藏鸡。

图2 基于部分COX基因家族序列构建的NJ系统发生树

  Sun等10]在125只甘孜州藏鸡COX3中,检

测到8个SNPs,10081位点SNPs与本研究发

现结果一致。Bao等[11]和Sun等[10]报道结果显

示,10081位点SNP在藏鸡与低海拔内地地方

鸡之间的多态频率分布存在显著差异。虽然同

义突变不改变编码序列,不能排除其通过间接参

与,包括 mRNA二级结构、mRNA稳定性与转

运、可变剪切、密码子使用频率等,在藏鸡高原适

应中扮演特定功能。

本研究以山南市边境县农户家中购买的藏

鸡和保种场藏鸡为研究素材,针对包含COX1和

COX2基因的1782bpDNA 片段,分别计算搜

集藏鸡和保种场藏鸡的Pi、K、Hd,结果反映出

搜集藏鸡的遗传多样性高于保种场藏鸡,暗示仍

有部分山南市藏鸡的遗传变异未能纳入到保种

场得到科学保护。此次藏鸡资源的搜集,将有效

补充和提升保种藏鸡群体规模和质量,建议后续

还要加强藏鸡资源的搜集和保护。

藏鸡外貌和性质与红色丛林鸡非常相似,具

有体型小、好斗、觅食能力突出等特点[12],为了探

究其红色原鸡亚种与进化的关系,我们认为基于

包括COX1和COX2基因1782bp序列分析,藏

鸡与大部分红色原鸡亚种之间表现出既相互独

立又相互交叉的进化关系。藏鸡形成过程中,几

个亚种都参与了遗传贡献,基本与前期报道结果

相符[13]。然而,本研究也发现有一支藏鸡单独聚
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类,我们认为这些藏鸡还保留着古老的遗传信

息,与红色原鸡亚种存在明显遗传分化的关系。

3.2 结论

本研究以山南市搜集的25只藏鸡和保种场

25只藏鸡为研究素材,通过对包含部分COX基

因家族1782bpDNA片段遗传多样性进行分

析,结果显示:50只山南藏鸡的核苷酸多样性

(Pi)为0.0023,核苷酸平均差异数(K)为4.11,
单倍型多样性(Hd)为0.69。边境县收集藏鸡遗

传信息高于保种藏鸡群体,表明了搜集藏鸡的资

源价值,能有效补充和提升保种藏鸡群体的规模

和质量。
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