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摘要： 为筛选文昌鸡初生重相关联的候选基因， 本研究采集 ２３５ 只文昌鸡初生重表型值， 结合全基因组重测序获得的 １２ ０８５ ６８９ 个高质量单核苷

酸多态性位点 （ＳＮＰ）， 利用 ＧＥＭＭＡ 软件进行全基因组关联分析 （ＧＷＡＳ）。 结果显示： 与初生重相关的潜在 ＳＮＰ 位点共有 １１ 个； 通过基因功能

注释， 确定了 ６ 个可能影响初生重的候选基因， 分别为 ｃＡＭＰ 响应元件结合蛋白 ５ （ＣＲＥＢ５）、 锯齿状 Ｎｏｔｃｈ 配体 １ （ＪＡＧ１）、 蓝带 ＷＨ２ 重复蛋白

（ＣＯＢＬ）、 ＷＤ 重复结构域 １１ （ＷＤＲ１１）、 ＦＩＧ４ 磷酸肌酸 ５－磷酸酶 （ＦＩＧ４） 和跨膜结构域蛋白 （ＶＳＴＭ２Ａ）； 进一步富集分析发现， ＡＴＰ 和钙离

子结合、 钙离子信号通路和 ＭＡＰＫ 信号通路在初生重中发挥重要作用。 本研究结果为文昌鸡初生重相关性状提供了重要的候选分析标记， 为进一

步选育优良品种提供理论支持。
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　 　 我国是一个禽类消费大国， 商品鸡的大规模养殖

满足了人们对鸡肉的基本需求。 地方鸡种肉质鲜美，
有独特风味， 深受消费者喜爱。 文昌鸡产于海南省文

昌市， 以皮薄骨酥、 肉质香甜嫩滑、 营养俱佳等特点
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被消费者所喜爱［１］。 然而， 在相同的饲养条件下，
地方鸡种的生长速度低于商业品种， 导致其价格偏

高［２］。 如何提高地方品种生长性状是畜禽遗传学研

究的重点， 而初生重是生长性状的一个重要指标。 因

此， 研究文昌鸡初生重相关的候选基因， 可为文昌鸡

后期的选育提供一定基础。 高通量测序技术和单核苷

酸多态性位点 （ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， ＳＮＰ）
芯片的发展， 为遗传育种提供了新的技术手段， 越来

越多的研究利用全基因组关联分析 （ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅ ａｓ⁃
ｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ， ＧＷＡＳ） 进行动物遗传改良， 期望能

够选出具有优良表型的个体， 加速育种进程。 张笑科

·１·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 ７ 期



等［３］通过 ＳＮＰ 芯片鉴定与杜洛克猪生长性状相关的

候选基因； 朱迪等［４］ 利用全基因组关联分析鉴定太

行鸡产蛋性状功能基因等。 因此， 本研究选取海南省

特色地方品种文昌鸡， 并针对初生重进行全基因组关

联分析， 鉴定影响初生重性状的分子标记， 为文昌鸡

在生长性状上的选育提供理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样本及表型数据收集

共收集 ２３５ 只育雏阶段 （１ 日龄） 文昌鸡， 并测

定每个个体的初生重。
１􀆰 ２　 基因型数据的获取

采取育雏阶段 （１ 日龄） 文昌鸡血液样本 ２３５ 份

（２ ｍＬ ／份）， ＥＤＴＡ 抗凝处理后低温 １２ ｈ 内运至实验

室， －８０ ℃冻存备用。 采用 ＤＮＡ 提取试剂盒 ［天根

生化科技 （北京） 有限公司］ 并通过琼脂糖 （北京

博奥拓达科技有限公司） 凝胶电泳检测和分光光度

计验证 ＤＮＡ 的质量和完整性。 以 ｃＤＮＡ＞５０ ｎｇ ／ ｍＬ，
ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０值在 １􀆰 ７ ～ ２􀆰 ０ 之间， 电泳条带清晰， 无

杂带和拖尾情况判断为合格。 将检测合格的 ＤＮＡ 送

往上海派森诺生物科技有限公司构建重测序文库， 并

采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ （ＰＥ１５０， Ｉｌｌｕｍｉｎａ） 平台测序。
采用 ｆａｓｔｐ 软件 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／ ＯｐｅｎＧｅｎｅ ／ ｆａｓｔｐ）
对所有个体的原始数据进行质控过滤， 参数设置为默

认参数， 利用 ＢＷＡ （ｖ０􀆰 ７􀆰 １７） 软件［５］对过滤后的测

序数据与参考基因组 （ｂＧａｌＧａｌ１􀆰 ｍａｔ．ｂｒｏｉｌｅｒ．ＧＲＣｇ７ｂ）
进行比对。 分别利用 ＧＡＴＫ （ ｖ４􀆰 １􀆰 ６􀆰 ０） 软件［６］ 和

ＳＴＩＴＣＨ 软件［７］进行全基因组水平的 ＳＮＰ 检测及缺失

基因型的填补。 为了确保本研究能够获得高可信度的

ＳＮＰ， 需要对获得的 ＳＮＰ 再次进行过滤， 过滤标准：
最小等位基因频率 （ＭＡＦ） ≥０􀆰 ０５， 缺失率≤０􀆰 ５，
平均测序深度≥５×， ＳＮＰ 检出率≥９０％。 过滤后得到

的 ＳＮＰ 可用于下一步数据分析。
１􀆰 ３　 群体结构分析

ＧＷＡＳ 分析中群体分层和亲缘关系会引起结果的

假 阳 性。 本 研 究 使 用 主 成 分 分 析 （ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ） 对研究样本的群体结构进

行分析， 同时使用 ＧＣＴＡ 软件［８］来评估群体内的亲缘

关系， 并用 Ｒ 语言对结果进行可视化。
１􀆰 ４　 全基因组关联分析

针对文昌鸡初生重性状， 采用 ＧＥＭＭＡ 软件中的

混合线性模型进行全基因组关联分析。 模型如下：
ｙ＝Ｗβ＋Ｇγ＋ｇ＋ｅ，

式中： ｙ 为表型向量， 代表初生重； Ｗβ 为固定效应，
包括群体结构和性别； Ｇ 为基因型向量， γ 是基因型

效应值， ｇ～Ｎ （０， ＫΦ２） 为多基因效应， ｅ ～ Ｎ （０，
Ｉσ２） 为残差效应， 多基因效应中的 Ｋ 为标记推断的

亲缘关系矩阵。
全基因组关联分析的结果用控制错误发现率法

（ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ＦＤＲ） 进行多重检验， 计算公

式为：
Ｐ＝ＦＤＲ×ｎ ／ ｍ，

其中： ｎ 为分析结果中 Ｐ 值低于 ＦＤＲ 的个数， ｍ 为

鉴定到的 ＳＮＰ 个数。 将显著性 Ｐ 值＜０􀆰 ００１×ｎ ／ ｍ 的位

点认为是显著性关联位点， 显著性 Ｐ 值＜０􀆰 ０５×ｎ ／ ｍ
的位点认为是潜在显著关联位点， 同时将潜在显著关

联位点用于后续的通路富集分析。
１􀆰 ５　 显著位点基因功能注释与通路分析

从 ＮＣＢＩ 网站上下载对应物种的参考基因组信

息， 使用 ＡＮＮＯＶＡＲ 软件将显著 ＳＮＰ 注释到其对应

的基因上， 搜集潜在关联位点上下游 ５０ ｋｂ 内的基因

并结合文献注释候选基因的功能， 将潜在显著性位点

注释后， 使用 Ｄａｖｉｄ 软件对得到的所有基因进行 ＧＯ
和 ＫＥＧＧ 的通路富集分析。

２　 结果

２􀆰 １　 初生重性状统计

对雏鸡 （１ 日龄） 初生重进行统计， 平均重量为

（２８􀆰 １４±２􀆰 ４０） ｇ。
２􀆰 ２　 全基因组 ＳＮＰ 位点标记鉴定

通过对全基因组水平的 ＳＮＰ 检测及缺失基因型

的填补， 质控后得到 １２ ０８５ ６８９ 个有效 ＳＮＰ。 这些位

点在基因组上各染色体上分布如图 １ 所示。
２􀆰 ３　 群体结构和聚类分析

由图 ２ 得知， 文昌鸡群体内存在一定的群体分层

和亲缘关系。 为了减少群体分层和亲缘关系给 ＧＷＡＳ
分析结果带来的假阳性， 将前 ３ 列 ＰＣＡ 值当作协变

量加入到混合线性模型当中； 亲缘关系视为随机效

应， 在分析过程中添加亲缘关系矩阵用来描述个体之

间的相关性从而更准确地估计 ＳＮＰ 与表型之间的关

联， 避免群体分层和亲缘关系对结果的影响。
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图 １　 全基因组 ＳＮＰ 密度

图 ２　 文昌鸡群体结构 （左） 和聚类分析 （右）

２􀆰 ４　 ＧＷＡＳ 分析

使用 ＧＥＭＭＡ 软件中的混合线性模型进行全基因

组关联分析， 图 ３ 展示了生长性状的全基因组关联分

析结果。 通过 ＦＤＲ 校正得到显著性阈值 （Ｐ ＝ １ ×
１０－６）， 发现了 １１ 个与初生重相关联的显著性 ＳＮＰ
位点， 这些位点分别邻近或坐落于 １１ 个基因， 分别

是： ｃＡＭＰ 响应元件结合蛋白 ５ （ ＣＲＥＢ５）、 蓝带

ＷＨ２ 重 复 蛋 白 （ ＣＯＢＬ ）、 锯 齿 状 Ｎｏｔｃｈ 配 体 １
（ＪＡＧ１）、 ＳＬＸ４ 相互作用蛋白 （ＳＬＸ４ＩＰ）、 ＦＩＧ４ 磷酸

肌酸 ５－磷酸酶 （ＦＩＧ４）、 ＶＲＫ 丝氨酸 ／苏氨酸激酶 １
（ＶＰＫ１ ）、 含 有 ２Ａ 的 Ｖ 型 和 跨 膜 结 构 域 蛋 白

（ＶＳＴＭ２Ａ）、 ＢＣＬ１１ 转录因子 Ｂ （ ＢＣＬ１１Ｂ）、 ６ 型

ＳＨ２ 结 构 域 （ ＳＨ２Ｄ６ ）、 ＤＮＡ 核 苷 酸 外 转 移 酶

（ＤＮＴＴ） 以及 ＷＤ 重复结构域 １１ （ＷＤＲ１１） （表 １）。

图 ３　 文昌鸡初生重关联分析结果曼哈顿图 （左） 和 ＱＱ 图 （右）
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表 １　 文昌鸡初生重显著关联 ＳＮＰ 位点

染色体 位置 ／ ｂｐ 候选基因 Ｐ 值

２ ３３ ３５５ ９１４ ＣＲＥＢ５ ４􀆰 ２６×１０－８

２ ８０ ８４０ ４７１ ＣＯＢＬ， ＶＳＴＭ２Ａ ６􀆰 ７５×１０－７

２ ３３ ３５６ ５３１ ＣＲＥＢ５ ９􀆰 ２４×１０－７

３ １３ ２２５ ９７５ ＪＡＧ１ ３􀆰 ３９×１０－８

３ １３ ２２５ ４４４ ＪＡＧ１ ２􀆰 ９３×１０－７

３ １３ ２２９ ８５８ ＪＡＧ１， ＳＬＸ４ＩＰ ８􀆰 ０１×１０－７

３ ６６ ５０５ ９４７ ＦＩＧ４ ９􀆰 １６×１０－７

５ ４６ ２７７ ６９０ ＶＲＫ１， ＢＣＬ１１Ｂ ５􀆰 ５３×１０－７

６ ２１ ９２０ ０５７ ＳＨ２Ｄ６， ＤＮＴＴ １􀆰 ８７×１０－７

６ ２１ ９６８ ４０２ ＳＨ２Ｄ６， ＤＮＴＴ ２􀆰 ３３×１０－７

６ ３１ ４６４ １７０ ＷＤＲ１１ ８􀆰 ８２×１０－７

２􀆰 ５　 候选 ＳＮＰ 位点的通路分析

全基因组关联分析结果中， 对显著性 Ｐ 值小于

２􀆰 ６４×１０－３的 ＳＮＰ 位点进行筛选注释后共得到 ４７５ 个

潜在显著候选基因， 使用 Ｄａｖｉｄ 软件对这些基因进行

ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析， 结果如图 ４ 所示， 共得

到 ４５ 个显著的 ＧＯ 富集项和 ７ 个显著的 ＫＥＧＧ 通路。
ＧＯ 富集项中， 分子功能 （ＭＦ） 占 ２９％， 生物过程

（ＢＰ） 占 ４９％， 细胞成分 （ＣＣ） 占 ２２％。 在 ＧＯ 富

集项中， 初生重潜在关联基因主要富集在 ＡＴＰ 结合

（ＧＯ： ０００５５２４～ ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ） 和钙离子结合 （ＧＯ：
０００５５０９ ～ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ） 相关通路。 在 ＫＥＧＧ
的通路富集中， 初生重性状主要富集在 ＭＡＰＫ 信号

通路 （ＧＧＡ０４０１０： ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ） 和钙离

子信 号 通 路 （ ＧＧＡ０４０２０： Ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈ⁃
ｗａｙ）。

图 ４　 初生重 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果

３　 讨论

文昌鸡是海南省当地的知名品种， 但其生长速度

低于商业肉鸡品种， 影响文昌鸡产业的发展［９］。 因

此如何提高文昌鸡的生长速度， 对发展文昌鸡产业、
提高市场竞争力有重要意义。

在鸡生产中， ＧＷＡＳ 常被用来鉴定与生产相关性

状的候选基因［１０］。 本研究对文昌鸡的初生重进行

ＧＷＡＳ 分析， 对研究中发现的 １１ 个显著性基因进行

基因功能注释， 发现了 ６ 个最有可能影响初生重的候

选 基 因 （ ＣＲＥＢ５， ＪＡＧ１， ＣＯＢＬ， ＷＤＲ１１， ＦＩＧ４，
ＶＳＴＭ２Ａ）。 ＣＲＥＢ５ 是诱导关节软骨中 ｐｒｇ４ （蛋白质

润滑素） 表达的关键因子， 同时通过驱动信号分子

的表达来促进关节形成和关节软骨细胞的后续发

育［１１－１２］。 ＪＡＧ１ 主要在高度保守的 Ｎｏｔｃｈ 信号通路中

起作用的 ５ 种细胞表面配体之一。 Ｎｏｔｃｈ 信号在细胞

命运决定中起着关键作用， 并且在整个发育过程中和

许多器官系统中都很活跃。 ＪＡＧ１ 的功能突变丧失将
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引起动脉－肝脏发育不良综合征 （Ａｌａｇｉｌｌｅ 综合征），
主要影响肝脏、 心脏、 骨骼、 眼睛、 面部、 肾脏和脉

管系统［１３］。 ＣＯＢＬ 最初被鉴定为在胚胎发育过程中调

节脊椎动物轴形成的基因［１４］。 ＣＯＢＬ 编码的蛋白质参

与肌动蛋白组装的调节［１５］。 ＶＳＴＭ２Ａ 编码一种新型蛋

白， 能够促进脂肪生成。 研究表明 ＶＳＴＭ２Ａ 通过调节

ＢＭＰ 信号传导和 Ｐｐａｒγ２ 表达来控制脂肪生成，
ＶＳＴＭ２Ａ 过度表达可以增强脂肪生成， 而缺失则会影

响脂肪生成［１６］。 ＷＤＲ１１ 基因中的杂合错义变异与性

腺功能减退症有关。 ＷＤＲ１１ 缺陷小鼠会出现垂体畸

形发生和生长迟缓， 以及心脏缺陷， 生殖器官不育和

发育不全的发育缺陷［１７］。 ＦＩＧ４ 编码磷脂酰肌醇磷酸

盐 （ＰＩＰ） 的磷酸酶， 两者在骨骼肌中发挥重要的功

能， ＦＩＧ４ 缺失将会损害肌肉功能［１８］。 这些基因的综

合作用决定了文昌鸡的初生重， 推测这些基因可能是

决定文昌鸡生长性状的候选基因。 另一方面， 通路富

集分析发现， 文昌鸡初生重性状的潜在候选基因主要

富集到 ＡＴＰ 结合、 钙离子结合、 钙离子信号通路和

ＭＡＰＫ 信号通路。 目前已经有大量研究证实 ＭＡＰＫ
信号通路在骨骼生长发育中发挥重要作用［１９－２１］， 因

此推测这些通路与生长性状密切相关。

４　 结论

本研究利用 ２３５ 个文昌鸡样本的重测序数据， 鉴

定到 １２ ０８５ ６８９ 个全基因组高密度遗传标记； 利用上

述标记对文昌鸡初生重进行全基因组关联分析， 发现

影响初生重的 ６ 个候选基因 （ＣＲＥＢ５， ＪＡＧ１， ＣＯＢＬ，
ＷＤＲ１１， ＦＩＧ４， ＶＳＴＭ２Ａ）； 通过 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析发

现， ＡＴＰ 结合、 钙离子结合、 钙离子信号通路和

ＭＡＰＫ 通路在影响文昌鸡初生重性状上发挥重要作

用。 上述结果为文昌鸡生长性状选育提供了重要的分

子标记， 为下一步的保种育种工作奠定了理论基础。
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