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hspA9 基因 5′侧翼区 SNPs 对矮脚黄羽肉鸡耐热性的影响 
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摘 要：对矮脚黄羽肉鸡纯系 hspA9基因 5′侧翼区进行 PCR测序和 PCR–RFLP检测，将检测到的突变位点与矮

脚黄羽肉鸡纯系 5个耐热性状(T3、皮质酮、异嗜性粒细胞与淋巴细胞比率(H/L)、CD3+ T细胞和 CD4+ T细胞)进

行关联分析。结果表明：矮脚黄羽肉鸡纯系 hspA9 基因 5′侧翼区有 3 个单核苷酸多态性(SNP)位点(C.–85C>A、

C.–485G>A 和 C.–568G>A)，根据 C.–85C>A 的酶切位点，这个基因可分为 AA、AC、CC 型；根据 C.–485G>A

的酶切位点，这个基因可分为 GG、GA、AA型；根据 C.–568G>A的酶切位点，这个基因可分为 GG、GA、AA

型；热应激状态下，C.–485G>A 位点与皮质酮极显著相关(P＜0.01)，GG 基因型个体的皮质酮值极显著高于 GA

基因型个体；常温状态下，C.–485G>A位点与 T3显著相关(P＜0.05)，GA基因型个体的 T3值显著高于 AA 基因

型个体，C.–568G>A 位点与 T3 显著相关(P＜0.05)，GG 基因型个体 T3 值显著高于 GA 和 AA 基因型个体，

C.–568G>A位点与 CD4+ T细胞极显著相关(P＜0.01)，GG基因型个体 CD4+T细胞值显著高于 AA基因型个体。

C.–485G>A位点和 C.–568G>A位点对鸡热耐受性有较大的影响，可望用于鸡抗逆性的分子标记辅助选择。 
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Abstract: To observe the role of hspA9 of domestic chicken in tolerance of heat stress, hspA9 gene 5 'flanking region of 
yellow feather dwarf broiler pure line was amplified by PCR and sequenced, and then analyzed by PCR–RFLP. The 
relationships between the mutation sites detected in hspA9 gene and the five heat resistant traits (triiodothyronine (T3), 
corticosterone, heterophil/lymphocyte ratio (H/L), CD3+ and CD4+ T cell) were analyzed. The results indicated that three 
SNP sites (C.–85C>A, C.–485G>A and C.–568G>A) were found. According to the C.–85C>A specific enzyme sites, 
hspA9 gene is divided into AA, AC and CC genotypes; according to the C.–485G>A specific enzyme sites, this gene is 
divided into GG, GA and AA genotypes; according to the C.–568G>A specific enzyme sites, this gene is divided into GG, 
GA and AA genotypes. Under high temperature, C.–485G>A site was highly significantly associated with corticosterone 
(P＜0.01), corticosterone value in individual of GG genotype was highly significantly higher than that of AA genotype. 
At room temperature, C.–485G>A site was significantly associated with T3 (P＜0.05), the content of T3 in individual of 
GA genotype was significantly higher than that of AA genotype; C.–568G>A site was significantly associated with T3 (P
＜0.05), the content of T3 in individual of GG genotype was significantly higher than that of AA T3 genotype; 
C.–568G>A site was significantly associated with CD4+ T cell (P＜0.01), the percentage of CD4+ T cell in individual of 
GG genotype was significantly higher than that of AA genotype. Both C.+258A>G and C.+276C>G sites play an 
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important role in thermal stress resistance, indicating their potential in marker–assisted selection of chicken. 

Key words: yellow feather dwarf broiler; hspA9 gene; thermal stress; thermal stress resistance 

 

热应激蛋白(heat shock protein, HSP)是机体受
到应激源(如高温等)刺激后合成的一组蛋白质[1]。

这些热应激蛋白在细胞生长、发育及分化，基因转

录，蛋白质合成、折叠、运输及分解，维持细胞骨

架功能，膜功能等方面具有重要作用，且能保护机

体免受外界刺激的损害[2]。HSP70是热应激蛋白家
族中的重要成员，作为主要的分子伴侣参与机体耐

受性的形成[3]。 
hspA9基因属于hsp70基因家族。研究表明，

hspA9在患皮肤癌[4] 和食管鳞癌[5]的动物中表达上

调，可能与抗癌有关。hspA9基因的过表达还能抑
制apoptin诱导的HepG2细胞的凋亡[6]。另外，hspA9
基因可能与老鼠上颚发育有关[7]，因其mRNA在老
鼠上颚中高表达。而hspA9基因敲除的老鼠，其造
血细胞减少，表明hspA9基因还与造血有关[8]。迄今

为止，关于鸡hspA9基因的研究较少。本研究选择
矮脚黄鸡纯系为试验材料，对其hspA9基因进行
PCR–RFLP检测，以分析hspA9基因的位点多态性与
热应激指标的相关性，旨在为利用分子标记辅助选

择来改良家鸡的热适应性提供参考依据。 

1 材料与方法 

1.1 供试鸡 

333只矮脚黄羽肉鸡纯系(N301系)母鸡选自广
东温氏南方家禽育种有限公司。 

1.2 外周血采集 

在 35 ℃(20周龄)、15 ℃(32周龄)条件下采集
母鸡的外周血 1.5 mL，分装到 1.5 mL抗凝管和 1.5 
mL非抗凝管中，备用。 

1.3 鸡基因组 DNA 的提取 

取每只鸡的抗凝血 30 μL，采用苯酚–氯仿抽提
法[9]分别提取基因组 DNA。DNA样品分别溶于 300 
μL ddH2O中，–20 ℃冰箱保存。 

1.4 耐热性状相关指标的测定 

将非抗凝血直接离心吸取血清，送中山大学广州

达瑞抗体中心检测三碘甲状腺氨酸(triiodothyronine，
T3)和皮质酮；用瑞氏和吉姆萨复合染色法[10]对抗

凝血的血涂板染色、镜检，按 Alfred等[11]的白细胞

分类方法进行细胞分类，并按 Campo 和 Davila 方
法[12]进行计数和计算，之后送解放军 458医院免疫
细胞实验室检测 H/L；将抗凝血直接送解放军 458
医院免疫缺陷病研究与特殊实验中心检测 CD3+T
细胞和 CD4+T细胞。 

1.5 hspA9 基因的 PCR–RFLP 分析 

1) 引物设计与 PCR扩增。根据 GenBank中收
录的鸡 HspA9基因的 cDNA序列，通过 Primier5.0 
设计扩增 hspA95′侧翼区的引物 F1(5′–GCACCACG 
CTGTTCCATCA–3′)和 R1(5′–AGGGCGATTGCAG 
CGAGCT–3′)。引物由上海生工生物工程技术服务
有限公司合成。 
随机选取 10份 DNA进行 PCR扩增。用 PCR

试剂盒(Gen Star公司)配置 PCR反应体系(20 μL)：
Mix 10 μL、20 μmol/L上、下游引物各 0.2 μL、10 
U/μL Taq酶 0.15 μL、鸡基因组 DNA 1.5 μL (35 ℃
时提取的血液 DNA)，ddH2O 7.95 μL。PCR反应程
序：94 ℃预变性 3 min，32个循环(94 ℃变性 30 s，
59.7 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s)， 72  ℃ 终延伸 5 
min, 16 ℃保存。PCR产物用 1.2%的琼脂糖凝胶电
泳检测后送华大公司测序。 

2) PCR–RFLP 分析。对 PCR 产物测序结果进
行分析，获得多态性位点及特异性限制性内切酶识

别位点，设计引物，对提取的 666 份 DNA 样品进
行 PCR 及 RFLP 检测。PCR 反应体系为 10 μL：
Mix 5 μL、20 μmol/L上、下游引物各 0.1 μL、10 U/μL 
Taq酶 0.1 μL、鸡基因组 DNA 1 μL，ddH2O 3.7 μL。
PCR 反应程序同上。根据引物改变退火温度。对
PCR产物进行酶切，酶切体系为 10 μL：ddH2O 2.1 
μL、内切酶(TaKaRa公司) 0.3 μL、Buffer缓冲液 0.6 
μL、PCR产物 7 μL。37 ℃过夜。用 2%的琼脂糖凝
胶电泳检测酶切产物，根据电泳条带判定个体的基

因型。 

1.6 关联分析 

采用 SAS 9.0 软件的广义线性模型(General 
Linear Model，GLM)程序进行计算，对矮脚黄羽肉
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鸡的热耐受指标与 hspA9基因多态位点进行关联分
析。所用模型为 yij=μ+gi+eij。其中，yij为性状表型

值，μ 为该性状的总体均值，gi 为基因型效应值，

eij为残差效应，i表示线性方程的行，j表示线性方
程的列。 

2 结果与分析 

2.1 hspA9 基因 5′侧翼区的 PCR 结果 

对 PCR产物的测序结果进行分析，发现矮脚黄
羽肉鸡纯系的hspA9基因5′侧翼区有3个SNP位点：
C.–85C>A、C.–485G>A和 C.–568G>A。C.–85C>A
为 5′侧翼区第 85 位出现碱基 C→A 的突变，可用
Hae II 酶 (识别序列为 GGCGCC)进行区分；
C.–485G>A为 5′侧翼区第 485位出现碱基 G→A的
突变，可用 Sml I酶(识别序列为 CTTGAG)进行区
分；C.–568G>A为 5′侧翼区第 568位出现碱基 G→
A的突变，可用 Ban II酶(识别序列为 GAGCTC)进
行区分。 

2.2 hspA9 基因 3 个 SNP 的分型 

根据 C.–85C>A 位点的特征，设计引物 F2(5′– 
ATGGGGGTGCTCGGAAAAC–3′)和 R2(5′–AGGG 
CGATTGCAGCGAGCT–3′)对鸡的 DNA 进行 PCR
扩增，退火温度为 59.7 ℃，产物大小为 267 bp。用
Hae II对 PCR产物分别进行酶切，结果(图 1)证实
矮脚黄鸡 hspA9 可以分为 CC、AC 和 AA 型：CC
型 hspA9片段可被 Hae II酶切成 2条带，长度分别
为 175、92 bp；AC型 hspA9片段可被酶切成 3条
带，长度分别为 267、175、92 bp；AA型 hspA9片
段不可以被酶切，为 1条带，长度为 267 bp。根据
C.–485G>A、C.–568G>A位点的特征，用 F1和 R1 
引物对鸡的 DNA进行 PCR扩增，产物分别用 Sml I 

 
1 AC 基因型；2 CC 基因型；3 AA 基因型；

M  DL 2000 DNA marker。 

图 1 hspA9 基因 C.–85C>A 位点特异酶切结果 
Fig.1 Digestion of hspA9 gene by Hae II specific for C.–85C>A site  

和 Ban II 进行酶切分型。根据 C.–485G>A 位点的

酶切结果(图 2)，矮脚黄鸡 hspA9可以分为 GG、GA

和 AA型：GG型 hspA9片段可被 Sml I酶切成 2条

带，长度分别为 493、229 bp；GA型 hspA9片段可

被酶切成 3条带，长度分别为 722、493、229 bp；

AA 型 hspA9片段不可以被酶切，为 1条带，长度

为 722 bp。根据 C.–568G>A位点的酶切结果(图 3)，

矮脚黄鸡 hspA9可以分为 GG、GA和 AA型：GG

型 hspA9片段可被 Ban II酶切成 2条带，长度分别

为 561、161 bp；GA型 hspA9片段可被酶切成 3条

带，长度分别为 722、561、161 bp；AA 型 hspA9

片段不可以被酶切，为 1条带，长度为 722 bp。 

 
1 GG基因型；2 AA基因型；3 GA基因型；

M DL 2000 DNA marker。 

图 2 hspA9 基因 C.–485G>A 位点特异酶切结果 
Fig.2 Digestion of hspA9 gene by Sml I specific for C.–485G>A site  

 

1 AA基因型；2 GA基因型；3 GG基因型；

M DL 2000 DNA marker。 

图 3 hspA9 基因 C.–568G>A 位点特异酶切结果 
Fig.3 Digestion of hspA9 gene by Ban II specific for C.–568G>A site  

2.3 hspA9 基因多态位点与耐热性状的相关性 

热耐受指标与 hspA9基因 3个多态位点的关联

分析表明，在 35 ℃热应激状态下，C.–485G>A与

皮质酮浓度极显著相关(P＜0.01)，GG 基因型个体

的皮质酮浓度极显著高于 GA 基因型个体(P＜

0.01)，但 GG与 AA，GA与 AA基因型之间无显著

差异(P>0.05)；C.–85C>A 和 C.–568G>A 和耐热性

状的关联均不显著(表 1)。 

2 000 bp 
 
1 000 bp 
750 bp 
500 bp 
 
250 bp 
 
100 bp 

1       2      3      M 

2 000 bp 
1 000 bp 
750 bp 
500 bp 
250 bp 

100 bp 

1       2      3      M 

2 000 bp 
 
1 000 bp 
750 bp 
500 bp 
250 bp 
100 bp 

1       2      3      M 



 
 

186                  湖南农业大学学报(自然科学版)  http://www.hunau.net/qks                 2014年 4月 

表 1 热应激状态下 3 个 SNP 与耐热性状的关联分析 
Table 1  Association analysis between 3 SNPs and thermal tolerance traits at high temperature 

位点 基因型 
CD3+ T细胞 
含量/% 

CD4+ T细胞 
含量/% 

H/L 皮质酮浓度/ 
(nmol.L–1) 

T3浓度/ 
(nmol.L–1) 

χ2值 

C.–85C>A CC (1.51±0.08)(207) (40.70±0.73)(207) (0.42±0.01)(181) (4.17±0.65)(187) (18.21±2.77)(193)  2.688 4
 AA (1.71±0.41)(7) (44.60±3.97)(7) (0.36±0.07)(6) (7.94±3.65)(6) (25.80±14.56)(7)  
 CA (1.41±0.15)(52) (41.16±1.46)(52) (0.39±0.02)(44) (6.96±1.23)(49) (28.84±5.56)(48)  
C.–485G>A GG (1.54±0.19)(45) (40.58±1.82)(33) (0.43±0.03)(28) (9.40±1.52)(33)A (24.18±4.59)(34) 31.972 9
 AA (1.41±0.16)(55) (42.36±1.59)(43) (0.38±0.02)(36) (5.82±1.32)(44)AB (20.48±4.03)(44)  
 GA (1.47±0.08)(197) (40.82±0.74)(197) (0.41±0.01)(175) (3.64±0.66)(174)B (17.69±2.02)(176)  
C.–568G>A GG (1.54±0.16)(47) (41.25±1.51)(47) (0.42±0.02)(41) (4.50±1.33)(45) (22.14±5.68)(46)  7.854 8
 AA (1.39±0.10)(117) (40.97±0.96)(117) (0.39±0.02)(102) (4.77±0.87)(105) (24.06±3.67)(110)  
 GA (1.57±0.11)(103) (40.37±1.02)(103) (0.42±0.02)(93) (4.42±0.93)(91) (16.50±3.97)(94)  

表中前括号内数值为耐热性状数值，后括号内数值为个体数；χ2值为对品种内基因型分布的 Hardy–Weinberg平衡检验值。下表同。  
在 15 ℃的常温状态下，矮脚黄羽肉鸡 hspA9

基因 C.–485G>A 与 T3的浓度显著相关(P＜0.05)，
GA基因型个体的 T3的浓度显著高于AA基因型个
体(P＜0.05)，但 GG与 AA，GG与 GA基因型之间
无显著差异(P>0.05)；C.–568G>A 与 T3 浓度显著
相关(P＜0.05)，GG基因型个体的 T3浓度显著高于
AA 和 GA 基因型个体(P＜0.05)，但 GA 与 AA 基

因型之间无显著差异(P>0.05)；C.–568G>A与 CD4+ 
T 细胞含量极显著相关(P＜0.01)，GG 基因型个体
的 CD4+ T细胞含量极显著高于 AA基因型个体(P
＜0.01)，但 GG与 GA、GA与 AA基因型之间无显
著差异(P>0.05)；C.–85C>A位点在常温状态下和耐
热性状关联不显著(表 2)。 

表 2 常温状态下 3 个 SNP 与耐热性状的关联分析 
Table 2  Association analysis between 3 SNPs and thermal tolerance traits at room temperature 

位点 基因型 
CD3+ T细胞 
含量/% 

CD4+ T细胞 
含量/% 

H/L 皮质酮浓度/ 
(nmol.L–1) 

T3浓度/ 
(nmol.L–1) 

χ2值 

C.–85C>A CC (3.41±0.15)(161) (35.01±0.78)(161) (0.56±0.03)(82) (7.53±0.74)(146) (9.37±0.64)(286)  2.688 4
 AA (4.12±0.78)(6) (38.97±4.05)(6) (0.64±0.14)(4) (6.18±4.01)(5) (11.48±3.41)(10)  
 CA (3.08±0.30)(42) (33.60±1.53)(42) (0.55±0.06)(18) (6.77±1.45)(38) (7.99±1.23)(72)  
C.–485G>A GG (3.13±0.38)(24) (35.00±2.10)(24) (0.46±0.09)(8) (9.12±1.82)(24) (11.38±2.03)(27)ab 31.972 9
 AA (3.18±0.31)(35) (33.03±1.74)(35) (0.47±0.07)(15) (7.45±1.57)(32) (7.81±0.79)(177)a  
 GA (3.41±0.14)(162) (34.99±0.81)(162) (0.58±0.03)(89) (7.18±0.74)(144) (10.03±0.80)(175)b  
C.–568G>A GG (3.69±0.28)(42) (38.23±1.60)(75)A (0.53±0.05)(27) (6.67±1.16)(36) (12.82±1.68)(40)a  7.854 8
 AA (3.17±0.19)(99) (32.74±1.04)(99)B (0.60±0.04)(42) (6.70±0.75)(87) (9.01±0.70)(230)b  
 GA (3.39±0.21)(75) (35.15±1.19)(75)AB (0.57±0.04)(41) (7.28±0.83)(71) (8.10±1.05)(102)b  

 

3 讨 论 

T3是动物体维持基础代谢的重要激素，是敏感
的热应激指标。Koluman等[13]报道羊在热应激时，

T3含量的变化差异显著，暗示 T3可以作为热应激
指标。杨琳等[14]报道鸡的血浆中 T3 浓度会随环境
温度的升高而下降，表明 T3 能作为鸡耐热性的指
标。Maak 等[15]研究长时间中等强度热刺激会使蛋

鸡血浆的 T3浓度显著下降，也暗示鸡血浆中 T3能
作为热应激指标。本试验对 T3 与 hspA9 基因多态
性位点的关联分析发现，在常温状态下，hspA9 基
因C.–485G>A为GA基因型的矮脚黄羽肉鸡个体耐

热性较好，hspA9基因 C.–568G>A为 GG基因型的
个体耐热性也较好。 
皮质酮由禽类肾上腺分泌，是应激时刺激垂体–

下丘脑–肾上腺轴分泌的最终产物[12]。许多研究[16–17] 

表明，应激会引起皮质酮的大量分泌，皮质酮能作

为准确评价家禽急性应激的生理指标。Zulkifli等[18]

报道，高温应激使鸡血浆中皮质酮浓度明显提高，

暗示皮质酮可以作为鸡耐热性的指标。本研究对皮

质酮与 hspA9基因多态性位点的关联分析表明，热
应激状态下 hspA9基因C.–485G>A的GG基因型的
矮小型黄羽肉鸡个体耐热性较好。 
在抗原识别过程中，CD4+ T细胞具有辅助细胞
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免疫和体液免疫应答的作用。研究显示，热应激可

使鸡外周血 CD4+ T 细胞显著减少[19–20]。高温对鸡

各免疫器官中 CD4+ T 细胞具有明显抑制作用，导
致机体细胞免疫能力降低[21]。CD4+ T细胞含量可以
作为耐热性的免疫指标[22]。本研究对 CD4+ T 细胞
与 hspA9基因多态性位点的关联分析表明，常温状
态下，C.–568G>A的 GG基因型的矮脚黄羽肉鸡个
体耐热性较好。 
综上所述，鸡 hspA9 基因的 C.–485G>A 和

C.–568G>A 两个 SNP 位点对鸡耐热性有影响，是
潜在的鸡耐热性分子标记。 
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