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摘 要：采用 PCR产物直接测序法对黄郎鸡 50个个体的线粒体 DNA D–loop序列进行分析，统计黄郎鸡周边省

份地方鸡的进化支地理分布特征。结果表明，黄郎鸡具有较高的线粒体遗传变异水平，检测到 26 个变异位点，

核苷酸多样性为 0.012 54±0.000 94，核苷酸差异均数为 6.569，单倍型多态性为 0.886±0.035。在定义的 23种单倍

型中，13种单倍型为首次发现，单倍型落在 A、B、C、E共 4个进化支，B为优势单倍群。系统进化分析和进化

支的地理分布特征表明，黄郎鸡起源于中国北方和西南地区，同时受邻省地方鸡基因交流的影响。 
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Abstract: Fifty Huanglang chickens were selected to directly sequencing using the PCR products. Geographic 
distribution of the clades of chickens from China was analysis. The results showed that Huanglang had high levels of 
genetic diversity, with nucleotide diversity, nucleotide differences and haplotype diversity were 0.012 54±0.000 94, 6.569 
and 0.886±0.035, respectively. In the 26 variable sites, 23 haplotypes were defined, 13 of which was new. These 
haplotypes were belonging to clade A, B, C and E, respectively, and E was dominated haplogroup. Phylogenetic analysis 
and geographic distribution of the clades suggested that Huanglang originated from north and southwest China, and the 
gene flow with neighbor chickens was contributed significantly to this breed formation.  
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地方家禽遗传资源是生物多样性的重要组成

部分，是经长期进化而形成的宝贵资源，是未来家

禽品种改良和适应生产条件变化、保持生产长期持

续发展的遗传基础，即使是低产量的品种，也可能

因其对人们感兴趣的性状有所贡献而成为未来育

种的宝贵遗传资源[1–2]。黄郎鸡又称湘黄鸡，属兼

用型地方品种，原产地为湖南省衡南县的泉溪、双

林、花桥，中心产区为衡阳市[3]。黄郎鸡具有遗传

性能稳定、适应性强、耐粗饲、肉质鲜嫩等特点，

深受当地人的喜爱。黄郎鸡生长较慢，饲料转化比
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低，个体间差异较大，外来品种的大量引进及规模

化养殖也导致其品质降低和遗传多样性下降，因

此，探索黄郎鸡的遗传多样性，对黄郎鸡的品种起

源和遗传资源评价及种质资源保护与利用都有重

要的参考价值。 
线粒体 DNA(mtDNA)因具有结构简单、含量丰

富、进化快、严格的母系遗传特点而被广泛用于动

物群体遗传多样性、群体遗传结构、系统进化等研

究[4–8]。本研究中应用线粒体 DNA D–loop序列对黄
郎鸡进行遗传多样性分析，评估其品种遗传资源现

状及保护潜力，探讨其品种的起源分化，旨在为黄

郎鸡的科学保护和开发利用提供参考依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

黄郎鸡共 50只，其中 30只来源于衡山湘旗农
牧有限责任公司，20只来源于衡阳市畜牧局黄郎鸡
原种场。翅静脉取黄郎鸡血 0.2～0.5 mL，2% EDTA
抗凝–70 ℃保存。其余中国地区家鸡及原鸡的
D–loop 序列下载于 GenBank(http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/nuccore/)。使用试剂盒 HiPure Blood DNA 
Mini Kit(美基生物，广州)提取样品 DNA，－20 ℃
保存，备用。 

1.2 方法 

1.2.1 PCR 扩增与序列测定  

D–loop 扩增引物序列为 L16750(5'–AGGACT 
ACGGCTTGAAAAGC–3'[9])和 H522(5'–ATGTGCC 

TGACCGAGGAACCAG–3' [10])。PCR反应体系30 µL，

含 10×PCR Buffer 3 µL，dNTP mixture(2.5 mmol/L) 
2.4 µL，引物各 0.3 µL(20 µmol/L)，Taq DNA聚合
酶(宝生物工程有限公司，大连)1.5 U，DNA 模板
100 ng。扩增条件为 94 ℃预变性 4 min，35个循环
(94 ℃变性 30 s，63 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 50 s)，
最后 72 ℃延伸 10 min。PCR产物于 1.5%琼脂糖凝
胶电泳检测后送上海立菲生物技术有限公司(广州)
双向测序。 

1.2.2 序列分析 

用 BioEdit 7.2.5[11]软件读取测序序列，对每个序

列进行人工检查校对。将所获序列用Clustal X软件[12]

进行比对排列后，以 NC_007235 为参考序列，用

DnaSP 5.0软件[13]定义单倍型，并计算单倍型多样性

(haplotype diversity)、核苷酸多样性 (nucleotide 

diversity)和核苷酸差异均数。统计湖南省和周边省份

已发表D–loop数据的家鸡个体数及其在该省份的唯

一单倍型数。通过 NETWORK 4.6.1.3软件[14]构建中

值连接网络图(Median-joining networks)，颠换/转化

的权重比设为 3∶1[15]。用 MEGA 6.0 软件[16]中的

Kimura 2–parameter (K2P)模型计算遗传距离，采用邻

接法(neighbor–joining，NJ)构建分子系统树，1 000步

自检举(bootstrap)检验系统发育树各节点的置信值。 

2 结果与分析 

2.1 遗传多样性分析 

表 1列出了黄郎鸡线粒体 DNA D loop的单倍
型及其在不同地区的共享单倍型数量。 

表 1 黄郎鸡线粒体 DNA D–loop 的单倍型及其在不同地区的共享单倍型数量 
Table 1 Variable sites and shared haplotypes among the different sub-region in China 

变异位点位置 b 共享的单倍型个体数 

单倍型 a 
12222222222233333333333344 

61124445688901134566699934 

72752366116660502513716956 

TATCGTTTCAACTCTCATACTCTGGC  

华东 华北 中南 c 西南 

A01(1) CG.T..C.......C...........  49  4  84 174 

A62(3) CG.T..C.......C........A..   4    

A81(1) CG.T..C.T.....C...T.......     

B01(2) .......................... 154 15 165 146 

B20(15) .......................A..   7    1  

B76(1) ...........T...........A..     

B77(1) CG.T..C.......C.......CA..     

B78(1) .....................T.A..     
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表 1(续) 
变异位点位置 b 共享的单倍型个体数 

单倍型 a 
12222222222233333333333344 

61124445688901134566699934 

72752366116660502513716956 

TATCGTTTCAACTCTCATACTCTGGC  

华东 华北 中南 c 西南 

B79(1) CG.T..C.......C..C.....A..     

B80(1) .......C...............A..     

B81(2) .................C.....A..     

B82(1) .......C................C.     

B83(1) ...T...................A..  1    

B85(1) ..........G............A..  1    

B93(1) ...........C.....C......G..     

C01(1) .G..ACCC.G...TC.G..TC..... 23  56 19 

C66(8) .G..ACCC.G...TC.G..TC..A..  1    

C69(2) .G..ACCC.G...TC.G..TCT.A..     

C70(1) .G..ACCC.G...TCTG..TCT.A..     

C71(1) .G..ACCC.G...TC....TC..A..     

E09(1) .GC..CCCT....TC.G......A.T  2  5  8 

E132(2) .GC..CCCT....TC........A.T  2    

a 括号内数值表示该单倍型的黄郎鸡个体数；b 参考序列 NC_007235 对应的变异位点位置，圆点表示与参考序列具有相同的碱
基；c 不包括黄郎鸡自身的数量。  
除去 PCR 引物序列，共获得 524 bp mtDNA 

D–loop序列。50 个个体线粒体 D–loop中共检测到
26个变异位点(24个转换，2个颠换)，占分析位点
的 4.96%，其中单一位点突变(singleton variable 
sites)7 个，简约信息位点 (parsimony informative 
sites)19 个(表 1)。T、C、A、G 的平均含量分别为
30.1%、30.0%、27.5%、12.4%。A+T 的含量为57.6%，
高于 G+C 的含量(42.4%)。核苷酸多样性为 0.012 
54±0.000 94，核苷酸差异均数为 6.569。在 26个变
异位点中定义了 23 种单倍型，单倍型多态性为
0.886±0.035，其中 13 种单倍型为首次发现，B20
为优势单倍型，其次是 C66。 

2.2 系统进化分析 

从GenBank选择代表主要单倍群的 390种单倍
型与黄郎鸡的单倍型构建无根邻接树(unrooted NJ 
tree)。无根邻接树分为 13枝分化明显的分支(A–I，
W–Z)，黄郎鸡主要落在进化支 A、B、C和 E，其
分布频率分别为 5/50、29/50、13/50、3/50，B为优
势单倍群(表 1、图 1)。在 2 658个中国家鸡中，与
黄郎鸡单倍群 A共享单倍型的有 315个，与 B单倍
群共享的有 490个，与 C单倍群共享的有 99个，
与 E单倍群共享的有 17个(表 1)。将与湖南省及周
边地区进一步划为华东、华北、中南、西南 4个地
区[17]，与黄郎鸡共享单倍群最多的为西南地区(347

个，27.52%)，其次是中南地区(311 个，43.02%)，
第三是华东地区(244 个，40.46%)，最后是华北地
区(19个，26.76%)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

图 1 390 种从 GenBank 下载的家鸡和红原鸡单倍型

和 23 种黄郎鸡单倍型构建的无根邻接树 
Fig. 1 Unrooted neighbor–joining (NJ) tree of 390 haplotypes in 

domestic chickens and red jungle fowls downloaded from 
GenBank and 23 haplotypes in Huanglang 
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2.3 进化支的地理分布 

中国家鸡主要进化支的网络图和地理分布情

况分别见图 2和表 2。  

  
 

  
 

  
连接点数字表示核苷酸转换的位置；颠换进一步后缀碱基用 A、G、C和 T加以区分；循环突变以下划线表示。在分支的突变顺序

是任意的。红色方块是软件 NETWORK生成的媒介载体，代表在实际样本未观察到的推测的中间单倍型。圆的大小对应于单倍型频率。

不同地区的样品用不同颜色标注。 

图 2 主要进化支的网络图 
Fig.2 Network profiles of the major clades 
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表 2 中国家鸡主要进化支的地理分布  

Table 2 Geographical distribution of the major clades in domestic chickens of China 
个体数   单倍型数 a 

地区 省份 
A B C D E F G H Z 合计 A B C D E F G H Z 

华东 安徽 5 7 16  1  29 4(1) 3(2) 4(2)  1(0)     
 福建 1 17 3 11 26  58 1(0) 4(2) 2(1) 1(1) 3(0)     
 江苏 12 29 4  2  47 5(3) 2(0) 1(0)  2(1)     
 江西 41 107 20 2 25  195 10(8) 18(15) 6(5) 1(1) 7(3)     
 山东 127 18 8 2 14  169 10(6) 3(2) 3(1) 2(2) 6(2)     
 浙江 27 49 17 1 10  1 105 4(2) 14(10) 4(3) 1(1) 6(3)    1(1)
华北 b 河北 7 15 37  12  71 3 1 4  3     
中南 广东 9 55 22  22  108 4(2) 11(7) 4(1)  5(0)     
 广西 22 20 9  2 1 2 56 4(2) 5(4) 4(1)  1(0) 1(0) 1(1)   
 河南 95 60 37 4 29  2 227 16(14) 7(3) 11(8) 1(1) 7(4)  1(1)   
 湖北 22 21 40  5  88 4(1) 6(2) 6(3)  3(0)     
 湖南 51 104 44  45  244 5(3) 18(13) 10(8)  9(1)     
西南 贵州 36 21 3  27  2 89 6(3) 5(2) 1(0)  8(2)  1(1)   
 四川 120 58 13  27 2 50 270 15(8) 3(0) 5(4)  6(1) 1(0) 7(2)   
 云南 231 201 12  46 177 224 11 902 25(17) 19(15) 2(1)  8(3) 20(18) 35(33) 3(3)  
合计  806 782 285 20 293 180 280 11 1 2 658          

a 单倍型数与在该地区的唯一单倍型(括号内数值)；b 由于该地区只有一个省份，唯一单倍型数未进行计算。个体数少的省份与

地区(海南、陕西、重庆、香港)未进行统计。 
 

在统计的 2 658只家鸡的单倍型中，进化支 A、
B、C和 E在所有省份均有分布，其中 A和 B为优
势单倍群，占统计的 59.74%，而 D、F、G、H、Z
只在部分省份分布(表 2)。进化支 D 只在河南省有
分布(文献[4]曾报道其在云南省有分布，但校正结
果表明在云南分布的为单倍群 H[17])，F只分布在四
川贵州和广西，G只分布在广西和河南，H只分布
在云南。可见，与一些家养动物[18]相似，家鸡表现

出一定的地理分布特征[4]。有趣的是，在华东地区

的浙江省发现了罕见的进化支 Z，该个体为江山乌
骨鸡。由于地理毗邻，所以许多省份的单倍群组成

相似，如云南、四川、贵州的与广西的相似，福建、

江西、浙江的与山东和河南的相似。 
与中国其他地区相比，西南地区家鸡遗传资源

更为丰富(这与西南地区为家鸡的起源地之一[4,17]

和生物多样性理论[19]是相一致的)。单倍群 A 与 B
在中国华东、华北、中南、西南地区分布较为均匀

(占所在地区分布数量的比例最低为 9.86%，最高为
37.65%，平均为 27.54%)，单倍群 F与 G大部分分
布在西南地区，极少部分分布在中南地区。虽然华

北地区家鸡数目较少，但部分单倍型所占比重较

大，如 C02、C25、C29和 E32(图 2)。河北地方鸡
的单倍群 C 的比例占该地区单倍型达 52.11%，与
其接近的有安徽(55.17%)和湖北(45.45%)，而西南
地区单倍型 C的比例(云南 1.33%、四川 4.81%、贵
州 3.37%)远低于其他地区。 

3 结论与讨论 

本研究中黄郎鸡的遗传多样性高于宁都黄鸡、

万载黄鸡[20]、固始鸡和白耳黄鸡[21]等地方鸡；并且

在 23 种单倍型中，13 种为首次发现，表明黄郎鸡
具有较高的遗传保护潜力和开发利用价值。 
黄郎鸡 A、B、C和 E这 4个单倍群在中国家

鸡群体中为优势单倍群，在华东、华北、中南、西

南的所有省份均有分布。此外，没有发现品种特异

的母系分支，说明过去频繁的人类迁徙扩散，经贸

往来在家鸡的驯化与品种形成中起着重要的作用，

家鸡遗传组成逐渐融合，品种间差异逐渐减小[4,22]。

黄郎鸡单倍群 B占总数的 50%以上，与湖南省除研
究区域之外的其他地方的单倍型组成相似，也与江

西省、江苏省、浙江省的单倍型组成接近。由地理

毗邻、频繁的人类迁徙和贸易等使地方鸡之间发生

基因交流，这些地区地方鸡对黄郎鸡品种的形成具

有一定的遗传贡献。 
现代家鸡驯化的多起源学说已得到广泛的认

可[4,5,7,17,23–24]。Xiang等[21]认为中国北方地区是现代

家鸡的重要起源地和最早驯化地。在本研究中统计

的中国家鸡的单倍型中，河北地方鸡的单倍群 C占
该地区单倍型的 50%以上，与其接近的有安徽、湖
北、湖南、河南、浙江、广西，而西南地区单倍型

C的比例远低于其他地区，表明河北等中国北方地
区可能也是家鸡的驯化地之一，这些地区对中国现
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代家鸡的驯化和品种多样性的形成有重要贡献。本

研究结果支持了 Xiang等[25]的观点。 
综上所述，黄郎鸡起源于中国西南和华北地

区，同时受邻近地区家鸡的影响，是在人工选育和

特殊地理和人文环境中逐渐形成的具有地方特性

的家鸡品种。 
 

感谢湖南环境生物职业技术学院李丽平副教

授和许美解教授在采集样品时提供了帮助。 
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