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摘 要：为探究吉林芦花鸡 IGF-2基因遗传多样性及与生长性能相关性，本试验通过 RT-PCR方法克隆正常吉林芦花鸡

和矮小吉林芦花鸡肝脏组织 IGF-2基因并进行 SNP筛选，再通过特定单碱基多态位点（Single-nucleotide Polymorphisms,
SNP）高分辨率溶解曲线（High Resolution Melting analysis, HRM）法对 7个不同地方鸡群体进行分析，最后对正常芦花鸡

和矮小芦花鸡生产性能进行相关分析。RT-PCR表明 IGF-2在两类鸡肝脏组织表达，测序发现 c.345 T>C和 3´UTR19 G>
A突变。不同群体 c.345 T>C位点遗传多样性分析发现除寿光鸡群体 TC基因型为优势基因型外，其他群体优势基因型

均为 TT型。其中汶上芦花鸡群体中完全不存在 T>C突变，黄鸡和油鸡群体中亦未检测到 CC基因型。Hardy-Weinberg平
衡检验发现该位点在芦花鸡、矮小芦花鸡、黄鸡和寿光鸡群体处于不平衡状态。矮小芦花鸡群体生长性能相关分析发现

母鸡中 TT型个体体重显著高于 TC型个体（P<0.05），公鸡 TT和 TC基因型个体胸深极显著高于 CC基因型个体（P<0.01）。
吉林芦花鸡 IGF-2基因多态位点及其与生产性能相关性的发现为利用该位点进行群体内选育奠定理论基础。
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Abstract：To investigate the polymorphism and correlation of the IGF-2 gene to growth traits in Jilin Barred Plym⁃
outh Rocks, this study utilized RT-PCR to clone IGF-2 mRNA from liver tissues of normal and dwarf Barred Plym⁃
outh Rocks. The amplification products were sequenced, and SNP sites were identified. One SNP was chosen, and
the polymorphism was assessed in seven local chicken using High-Resolution Melting Curve(HRM) analysis. Fur⁃
thermore, the correlation to growth traits in normal and dwarf Barred Plymouth Rocks was tested by One-Way
ANOVA. The results of RT-PCR indicated that IGF-2 mRNA were normally expressed in the livers from both nor⁃
mal and dwarf individuals. Sequencing data revealed the existence of two SNP sites c.345 T>C and 3´UTR19 G>A.
The polymorphism analysis of c.345 T>C in seven local populations demonstrated that the TT genotype was domi⁃
nant in almost population, except for Shouguang chicken, where TC genotype was dominant. It was also observed
that Wenshang Barred Plymouth Rocks population did not display any mutation at the site, while Beijing oil and Yel⁃
low chicken population did not have CC genotype. The Hardy-Weinberg equilibrium test indicated that the normal
and dwarf chicken populations, as well as Yellow chicken and Shouguang chicken populations, were in disequilib⁃
rium. Correlation analysis between genotype and growth traits in dwarf chicken populations revealed that, in the
dwarf chicken hen population, individuals with TT genotype exhibited significantly higher body weight compared to
TC individual(P<0.05). In cock population, individuals with both the TT and TC genotype showed significantly
greater on chest depth than those with CC individual(P<0.01). In conclusion, the discovery of polymorphism and
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their correlation with growth traits in IGF-2 gene provide theoretical evidences for improve the growth traits of local
Barred Plymouth Rocks.
Keyword：Jilin barred plymouth rocks; Jilin dwarf barred plymouth rocks; IGF-2; Polymorphism; growth traits

胰岛素样生长因子 2（insulin-like growth fac⁃
tors 2, IGF-2），又称生长调节素A，是哺乳动物中第

一个发现的印记基因，在调控胚胎发育中发挥重要

作用。在成年机体细胞增殖、分化、凋亡和转化的

生理病理过程亦发挥重要的生物学作用[1]。禽类

IGF-2基因尽管在胚胎发育中发挥重要作用[2]，但

呈现出双等位基因表达模式[3]，并不呈现出印记基

因的特征[4]。禽类 IGFs更多表现为参与 DNA及蛋

白合成，糖类、脂类及能量代谢过程。同时越来越

多证据表明 IGF-2基因与禽经济性状密切相关，比

如胚胎发育、肌肉生长等指标[5-6]。同时有报道显示

该基因亦与猪、牛肌肉生长[7-9]，鸭产蛋性能[10]，甚至

鱼类经济性状等指标密切相关[11]。

吉林矮小芦花鸡是吉林省农业科学院专家在

吉林芦花鸡群体保存与复壮过程中发现并不断纯

化而成的特殊资源群体。吉林矮小芦花鸡群体除

表现出与芦花鸡相同的毛色外，其他表型性状差

异显著，矮小个体较正常个体表现出身材矮小，

尤其明显的胫骨短小，同时还表现出皮下脂肪、

腹脂沉积能力强，肌肉生长缓慢等特征 [12-14]。该

特征与鸡 dw表型存在一定的相似性，初步生长激

素受体（Growth hormone receptor, GHR）基因检测

存在与 dw表型一致的突变 [15]。鉴于 IGF-2基因对

畜禽肌肉生长发育发挥重要作用，为验证 IGF-2
基因是否在吉林芦花鸡表型性状构成中发挥作

用，本试验通过 RT-PCR方法检验 IGF-2基因对

芦花鸡正常个体和矮小个体肝脏中的表达及不同

群体中的遗传多样性，为探寻吉林芦花鸡矮小系

表型遗传机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

AxyPrep血基因组 DNA小量制备试剂盒购自

Axygen公司；RNAlater购自 QIAGEN公司；Trizol购
自 Invitrogen公司；pMD18-T载体、PrimeScript 1st
Strand cDNA Synthesis Kit、胶回收纯化试剂盒、Ex⁃
Taq酶均购自宝生物公司；HRM分型试剂盒 Light
cycler 480 High Resolution Melting Master购自罗氏

公司；大肠杆菌工程菌DH5α为本试验室保存。

1.2 试验动物

本试验动物为正常表型吉林芦花鸡（简称正

常芦花鸡）、矮小表型吉林芦花鸡（简称矮小芦花

鸡）、吉林黑鸡、吉林黄鸡、北京油鸡、汶上芦花鸡和

寿光鸡。各群体不同个体外周血采用枸橼酸钠负压

管采集，肝脏组织样品采用RNAlater保护，-80 °C保
存。矮小芦花鸡生产性能测定参照《家禽生产性

能名词术语和度量统计方法》（NY/T 823-2004）
进行。

1.3 血液基因组 DNA 提取、总 RNA 提取与

cDNA合成

外周血 DNA提取参照试剂盒说明书进行。

不同表型个体肝脏组织采用上海净信冷冻研磨仪

处理后，按 Trizol法提取总 RNA。琼脂糖凝胶电

泳鉴定 RNA完整性，紫外分光光度计检测其纯度

与浓度。 cDNA第一链合成反应参照 PrimeScript
反转录试剂盒进行，具体步骤按说明书进行。

1.4 引物设计与合成

以 GenBank数据库中鸡 IGF-2基因 mRNA序
列信息为参考（NM_001030342）设计 mRNA克隆

引物，待确定 SNP位点，设计高分辨率溶解曲线

（HRM）检测引物（表 1）。引物由安升达生物科技

有限公司合成。

表 1 引物序列及扩增条件

引物

cIGF2_m_c

C.345_HRM

序列

(5´-3´)
F: CCTTCCTGGCCTATGCGTTG
R: TCCCCTCCTTGCTTGTGTCA
F: CCAGGAGAGCTTCCAGAA
R: TGCCACACGTTGTACTTG

产物

(bp)
683

57

退火温度

（℃）
60

62

1.5 RT-PCR与基因克隆

RT-PCR 扩增反应体系为：16.5 µL ddH2O，
10×PCR Buffer 2.5 µL，2.5 mmol/L dNTP Mix 2.5
µL，10 µmol/L 引物 F 1 µL，10 µmol/L 引物 R 1
µL，0.5 U/µL ExTaq 酶 0.5 µL，1 µL cDNA 模板。

反应条件为 94 ℃ 2 min，94 ℃ 30s，62 ℃ 30 s，
72 ℃ 1.5 min，35个循环。扩增产物经琼脂糖凝胶

电泳检测后进行胶回收、T载体连接等后续试验，

阳性菌落送生物公司完成测序反应，对测序结果

进行生物信息学分析。

1.6 测序结果生物信息学分析

测序结果首先用 DNASTAR 7.0软件包 Seqmen
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进行序列拼接，拼接序列利用 Blast N在 GenBank
数据库进行序列比对。miRNA 预测同样采用

Blast N方法进行，具体方法是输入突变位点两端

各 22 bp，共计 45 bp的序列输入 miRBase在线数

据库（http://www.mirbase.org/），以 score得分超过 60
分为标准，检验因突变位点核苷酸改变导致的

miRNA预测差异。

1.7 不同个体SNP多态性HRM检测

选取 IGF-2基因编码区 SNP位点为检测对

象，采用 HRM法检测不同表型群体基因型频率。

反应为 20 µL体系：ddH2O为 8.6 µL，浓度为 50 ng
的 DNA 1 µL，High Resolution Melting Master 10
µL，浓度为 3 µmol/L的正反引物各 0.2 µL。循环

条件如下：95 ℃变性 10 min，40个循环，条件为

94 ℃ 15 s，62 ℃ 30 s。扩增结束后进行 HRM分

型，分型条件为：95 ℃ 1 min，40 ℃ 1 min，65 ℃ 1
s；在 65 ℃升温至 95 ℃的过程中以 25次/℃的速度

收集荧光，最后降温至 40 ℃ 40 s。检测结果以

Gene Scanning软件进行分析。

2 结果与分析

2.1 吉林芦花鸡 IGF-2基因克隆与序列分析

以正常和矮小芦花鸡个体肝脏组织 cDNA为
模板，RT-PCR扩增电泳检测显示各肝脏组织存

在一条长度约 750 bp的特异性片段（图 1）。克隆

测序结果发现该片段为鸡 IGF-2基因 mRNA序

列。进一步分析各mRNA序列发现 2个 SNP位点，

其中一个位于编码区，命名为 c.345 T>C（图 2A），该
突变位点并未引起氨基酸序列改变。另一个SNP位
点位于3´UTR区，命名为3´UTR19 G>A（图2B）。

鉴于miRNA在 IGF-2基因调控中发挥重要作

用 [16]，通过 mirBase数据库检索发现 3´UTR19 G>A

位点可能是 bta-miR-12052同源 miRNA的作用靶

点（图 3），该突变恰好位于 bta-miR-12052种子区

（Seed region），尽管目前尚未在家禽中发现 bta-
miR-12052同源 miRNA，但仍能提示该突变位点

可能通过调节miRNA结合来调控 IGF2基因表达。

2.2 不同群体 IGF-2基因 c.345 T>C位点多态

性分析

以 c.345 T>C位点为研究对象，采用 HRM方

法对 7个地方品种鸡进行基因检测，分析结果显

示 7个群体中基因型明显分为 TT、TC和 CC 3种类

型（图 4），说明 HRM方法能够检测该位点基因多

态性。不同群体基因型与等位基因频率统计发现

既存在相似又存在差异性（表 2）。其中除寿光鸡

群体 TC基因型为优势基因型外，其他群体 TT基
因型均为优势基因型，TC基因型次之，CC基因型

含量最低。同样在所有群体中等位基因 T频率也

高于C（表 2）。不同的是油鸡和黄鸡群体中未检测

到 CC基因型，在汶上芦花鸡中未检测到 CC和 TC
基因型，说明汶上芦花鸡群体中完全不存在 T>C突
变。Hardy-Weinberg平衡检验发现该位点在黑鸡

和油鸡群体处于平衡状态，而在芦花鸡、矮小芦

花鸡、黄鸡和寿光鸡群体则处于不平衡状态（表

2）。其中寿光鸡 χ2值最大，说明该群体所受的选

择压力最大。
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M：DL2000 marker；1~2：正常芦花鸡；3~4：矮小芦花鸡

图 1 正常与矮小芦花鸡肝脏组织 IGF-2基因RT-PCR
结果
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Ref：NM_001030342；WT：正常芦花鸡；dw：矮小芦花鸡

图 2 正常与矮小芦花鸡个体 IGF-2基因 SNP测序结果
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图 3 矮小芦花鸡 IGF-2基因 3′UTR19 G>A位点潜在

miRNA靶点预测
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该位点不同群体遗传学特性分析发现遗传

纯合度（Ho）均大于遗传杂合度（He），所有 Ho值
均大于 0.5。除黄鸡和油鸡外，其他群体多态信

息含量（PIC）均大于 0.25，表明该位点处于中度

多态。有效等位基因数（Ne）分析表明，汶上芦花

鸡、黄鸡和油鸡 3个群体 Ne值为 1，其他 4个群体

Ne值大于 1.5，其中寿光鸡 Ne值最大，为 1.853 4
（表 3）。

表 2 不同鸡群体 IGF-2基因 c.345 T>C位点基因型频率及等位基因频率

品种

矮小芦花鸡

芦花鸡

汶上芦花鸡

黄鸡

黑鸡

油鸡

寿光鸡

注：χ２0.05（2）=5.99；χ２0.95（2）=0.01

数量（只）

187
30
31
32
30
30
32

基因型频率（%）
TT
57.67
50.00
100.00
71.88
66.67
80.00
37.50

TC
40.21
43.33
0

28.13
20.00
20.00
53.13

CC
2.11
6.67
0
0

13.33
0
9.38

基因频率（%）
T

77.78
71.67
100.00
85.94
76.67
90.00
64.06

C
22.22
28.33

14.06
23.33
10.00
35.94

χ2

6.078 1
7.914 5

6.828 6
3.821 6
4.037 0
13.003 4

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp
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100 bp

683 bp

A B
Ref

WT

dw

Ref

WT

dw

M 1 2 3 4

图 4 HRM分型图

表 3 不同鸡群体 IGF-2基因 c.345 T>C位点遗传多样性指标

品种

矮小芦花鸡

芦花鸡

汶上芦花鸡

黄鸡

黑鸡

油鸡

寿光鸡

注：PIC<0.25为低度多态；0.25≤PIC<0.5为中度多态；PIC≥0.5为高度多态

遗传杂合度（He）
0.345 7
0.406 1
-

0.241 7
0.357 8
0.180 0
0.460 4

遗传纯合度（Ho）
0.654 3
0.593 9
1.000 0
0.758 3
0.642 2
0.820 0
0.539 6

有效等位基因（Ne）
1.528 3
1.683 8
1.000 0
1.000 0
1.557 1
1.000 0
1.853 4

多态信息含量（PIC）
0.285 9
0.323 6
-

0.212 5
0.293 8
0.163 8
0.354 4

2.3 矮小芦花鸡 IGF-2基因 c.345 T>C位点不同

基因型与生长性状关联分析

为探究矮小芦花鸡 IGF-2基因 c.345 T>C位点

不同基因型与生长性状的关联性，本试验分别测

定矮小芦花鸡各生长性状与基因型，以公鸡和母

鸡两个性别为独立群体，不同基因型个体生长性

状间进行差异显著性分析。相关分析显示，该位

点在矮小芦花鸡母鸡体重和公鸡胸深两个指标上

存在显著性差异（表 4）。其中母鸡不同基因型个

体间，TT基因型个体体重显著高于 TC基因型个

体（P<0.05），TT基因型与 TC和 CC基因型个体间

差异不显著（P>0.05）。公鸡不同基因型个体间在

胸深指标上存在差异，其中 TT和 TC基因型高于

CC基因型，统计结果显示差异具有极显著意义

（P<0.01）。
3 讨 论

胰岛素样生长因子包括 1（IGF-1）和 2（IGF-
2），两者与胰岛素氨基酸同源性 45%，两者间同

源性超过 70%，提示三者亲缘关系与功能的相似

性。IGF-2蛋白相较于 IGF-1增加 E结构域，被认

为具有胰岛素分泌放大器的功能 [17]，提示 IGF-2
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与 IGF-1功能的差异性。包括人在内的各类动物

IGF-2基因均蕴含丰富的遗传多样性，个别突变

位点与特定疾病紧密相关 [18]。畜禽中 IGF-2基因

多态性一般与生产性能密切相关 [19-20]。吉林芦花

鸡作为我国东北地区代表性的地方种，在生产性

能及环境适应性方面存在显著优势。本试验成功

克隆 IGF-2基因mRNA序列并发现 2个 SNP位点，

通过生产性能相关性分析证明不同基因型与体重

及胸深存在相关性，为利用 IGF-2对吉林地方鸡

持续选育提供理论依据。

RT-PCR结果显示无论矮小芦花鸡还是正常

芦花鸡肝脏组织均能表达 IGF-2基因，片段大小

与表达强度无明显差别，序列分析亦发现除存在

2个 SNP位点外，两种类型芦花鸡 IGF-2基因差异

不大，提示芦花鸡矮小表型形成与 IGF-2基因无

关。有报道显示，矮小鸡血清 IGF-2含量较正常

表型有所降低 [20]，提示生长激素-胰岛素样生长因

子 1生长轴可能参与 IGF-2基因表达调控 [21]。分

析发现芦花鸡 IGF-2 基因 SNP 可能影响潜在

miRNA结合位点，尽管目前尚未在家禽物种内鉴

定出该miRNA，但鉴于miRNA可以通过调节 IGF-
2 基因表达来干预其在生理病理过程中的作

用 [22-23]。亦有报道表明，家禽 miRNA可通过调节

IGF-2结合蛋白调节其生物学功能 [24]，提示miRNA
在调节 IGF-2生物功能较为普遍，因此有必要加

强对 IGF-2基因miRNA筛选与功能调节的关注。

不同群体 c.345 T>C位点遗传多样性分析发

现，该位点在汶上芦花鸡群体完全不存在突变，

在油鸡群体不存在 CC纯合型个体，而在其他群体

中 CC基因型频率也是最低的。一种可能的原因

是该位点 C突变位点发生的较晚，尚未在各群体

中扩散开。该位点不同基因型矮小芦花鸡个体生

长性能相关分析发现，CC基因型个体普遍表现为

较低的生长性能，由此可以推断造成 CC基因型在

群体中频率降低可能的原因是人工选择淘汰低生

产性能个体所造成的。卡方检验结果表明，该位

点受到较为强烈的选择压力，也间接证实淘汰低

生产性能个体是降低 CC基因型群体内频率的因

素之一。本试验与其他研究结果相似，证实我国

不同地方鸡群体 IGF-2基因存在一定的遗传多样

性 [25]，不同基因型与生长性状存在较强的相关

性 [26-27]，提示未来利用 IGF-2基因多态性进行群体

内生长性状选育提高具有一定可行性。
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