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蛋鸡资源群体的盲肠长度全基因组关联分析①
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摘要:【目的】盲肠是鸡进一步消化和吸收养分,尤其是纤维的器官,对鸡的生长及后期产蛋都具有重要作用,因

此鸡的盲肠长度是一个重要的生理指标.【方法】通过对白来航鸡与东乡绿壳蛋鸡杂交所得F2代个体的盲肠长度

进行测量,并运用单核苷酸多态性(SNP)芯片检测其基因分型,根据SNP检测数据运用SAS进行遗传评估,并

用全基因组混合模型关联算法(GEMMA)进行单变量全基因组关联分析(GWAS).【结果】结果显示,盲肠长度表

现出中等遗传力(0.39).GWAS鉴定出54个SNP与盲肠的长度显著相关,且1号染色体170Mb附近对于盲肠

长度来说是一个重要区域.在这个区域,覆盖26个SNP位点的18个基因被定为候选基因,其中2个分别在编码

序列(CDS)和3'非翻译区(3'UTR),对应于 NHLRC3和SIAH3,它们可能是影响盲肠长度的重要SNP位点和

基因.【结论】利用GWAS筛选并鉴定出和鸡盲肠长度相关联的SNP位点及基因,将为揭示蛋鸡盲肠发育的机制

和分子育种提供基础.
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在未来的20年里人们对动物蛋白的需求将不断增长,而动物蛋白主要来源于牛奶和家禽产品[1],这使

得研究者们相信有必要提高畜禽产量,在发展中国家更有必要.饲养蛋鸡的主要成本是饲料,一般可以通

过修改饮食配方,从而提高饲料效率的方法来减少用量.随着生物技术的发展,使用基因选择则是一种更

有效的方法[2].
肠道既是重要的消化器官,又是维持内环境稳态的天生屏障.肠道发育是家禽饲料效率的一个重要因

素,与消化酶活性和吸收营养的能力密切相关.肠道长度是消化道发育的一个重要指标,鸡肠道的长度与

采食量有关,并影响鸡的生长[3].盲肠被认为是鸡消化粗纤维的主要场所,其长度与消化能力相关[4].虽然

有一些文献报道了小肠长度的遗传背景[5-8],然而很少有关于盲肠长度遗传背景的研究报道.因此,对鸡盲

肠长度的遗传结构进行解析很有必要.
将整个基因组层面的序列变异(主要是单核苷酸多态性,SNPs)与表型和血统信息相结合,可用于
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进行全基因组关联分析(GWAS),并识别感兴趣性状特征的基因或调控元素[9].与传统数量性状基因座

(QTL)定位策略相比,GWAS的主要优势在于其检测变异效果的强大能力并将变异定义到较窄的基因

组区域[10].在过去的几年中,GWAS揭示了许多与鸡的形态特征、生产性状、抗病等相关的重要研究成

果[9].然而,还没有鸡盲肠长度的GWAS研究.因此,本研究主要使用600K鸡SNP芯片对黑羽蛋鸡F2
代资源群体(1512只母鸡)运用单变量GWAS检测与盲肠长度表型相关联的基因组区域或基因.

1 材料和方法

1.1 构建资源群体

F2代资源群体由白来航(WL)和东乡绿壳蛋鸡(DX)2个纯系杂交产生.6只 WL公鸡与133只

DX母鸡交配、6只DX公鸡与80只 WL母鸡交配形成F1代.然后,从 WL/DX杂交产生的25只公鸡

和407只母鸡与从DX/WL杂交产生的24只公鸡和235只母鸡选留下来生产F2代.共生产3749只

F2代个体(1856只公鸡和1893只母鸡).然后,从550个全同胞和49个半同胞家系中选择1534只

母鸡进行SNP基因分型,以确保足够的表型和背景信息.

1.2 表型测量

为描述盲肠长度的遗传结构,将72周龄F2代鸡屠宰,收集整个盲肠,挤压出内容物后测量其长度.
使用所有可用的记录,运用SAS软件包的 MEANS程序对数据进行描述性统计计算.对偏离正态分布的

特征,使用SAS软件进行正态转换后再进行关联分析,然后这些转换值被用于下游分析,包括GWAS
和遗传估计.

1.3 基因分型、质量控制

F2代鸡进行静脉采血,使用标准的苯酚/氯仿萃取法提取基因组DNA,使用600KAffymetrixAxiom
鸡基因芯片进行基因分型.删除7883个未知基因位置的SNP和112个冗余基因坐标的SNP,使用Affy-

metrix工具v1.16.0软件的AxiomGT1算法收集SNP原始数据.只将质量控制(QC)在0.82或更高的样

品用于下游分析,共得到1512个样本和532299个SNP.此外,考虑到当前统计方法检测表型和常染色体

基因型之间的联系更有效,将性染色体的6402个SNP剔除,使用PLINKv1.90程序包删除67330个最

小等位基因频率(MAF)小于5%和22700个偏离哈迪温伯格平衡测试(p<1×10-6)的SNP,再使用BEA-

GLEv4.0程序归因一些零星的缺失基因型,只保留质量分数(R2)大于0.5的SNP[11].最后,共有1512个

样本和435867个SNP可进行GWAS.

1.4 全基因组关联分析

GWAS之前先进行主成分分析,消除虚假相关.使用simpleM法更正测试数量,建立全基因组潜在和

显著关联的合适阈值.建立有效的独立测试数值 Meff=59308,全基因组显著和潜在的p 值分别为8.43×

10-7(0.05/59308)和1.69×10-5(1.00/59308).首先使用GEMMAv0.94软件的精确混合模型方法进行

单变量分析,确定 MAF≥0.05的SNP的关联性[12],再用独立SNP计算集中相似度矩阵,然后针对SNP
和表型之间的显著水平计算 Wald测试的p 值.单变量线性混合模型为

y=Wα+xβ+μ+ε

y 是n 个个体的n×1表型值向量,W 是n×c协变量矩阵(固定效应),α是c×1对应系数向量,x 是

n×1标记基因型向量,β是标记的相应效应大小,μ 是协方差结构的n×1随机多基因效应向量,ε是

n×1随机残差向量.
曼哈顿和quantile-quantile(QQ)图使用R软件附带的GAP包绘制.用于确定假阳性信号程度的基因

组膨胀因素λ,也使用R软件附带的GenABEL包中的estlambda函数计算[13].
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1.5 遗传和表型方差估计

运用GCTAv1.24程序中的单变量限制极大似然法估计遗传力[14].针对各部分肠长度运用二元混合模

型估计遗传和表型相关[15].对于全基因组显著SNP,表型方差贡献使用下面的混合线性模型估计为

y=Xb+gG+e

y 是n个个体的n×1表型值向量,b是固定效应向量,X 是它的关联矩阵,gG 是SNP聚合效应的向

量,e是随机残余项.

1.6 基因鉴定

对显著性SNP进行功能注释,使用变异效应预测软件VEP和Ensembl中的Biomart工具,对在给定

基因组区域中的候选基因的显著性基因座进行搜索[16-17].

2 结 果

2.1 表型和遗传参数

屠宰72周龄F2代鸡,得到盲肠长度CL.共测量1505只母鸡,获得1434份有效数据.对其进行描述

统计可知,CL 平均为(14.94±2.10)mm,最大值、最小值分别为22.30cm,6.10cm,变异系数为

14.06%.所有表型值在逆正态转换后符合正态分布,转换后的值被用于所有后续分析.
通过合格的GWAS标记对CL 及相关性状十二指肠长度DL、空肠长度JL、回肠长度IL 的加性遗传

方差进行计算,并统计遗传参数,结果如表1所示.单变量GCTA分析显示CL 遗传力在中等水平(h2=

0.39).双变量GCTA分析表明,CL 与IL 的遗传相关较高,而与DL 和JL 表现出中等遗传相关.表型相

关分析表明CL 与其他几种小肠长度具有较低的表型相关性.
表1 盲肠长度遗传参数

性状 DL JL IL

CL 遗传相关 0.54(0.09) 0.54(0.08) 0.62(0.07)

CL 表型相关 0.31** 0.28** 0.36**

  注:括号中为标准误;“**”表示差异极具有统计学意义(p<0.01).

2.2 候选位点GWAS鉴定

对CL 进行单变量全基因组关联分析.共鉴定出54个全基因组显著位点与CL 关联.显著的基因组区

域从1号染色体上(GGA1)的166.66Mb到171.06Mb.分析发现有209个全基因组潜在位点与CL 关联,

这些位点分别位于GGA1的165.16~172.54Mb,GGA4的688.54~731.56Mb以及GGA5的312.90

Mb.根据所有影响盲肠长度的SNP的p 值制作曼哈顿图和QQ图,如图1所示.

2.3 显著位点的基因注释

运用VEP和Biomart对显著SNP周围的区域进行扫描,鉴定与盲肠长度相关的基因.由于基因内部

的突变比位于基因间区域的SNP更有意义,我们对上述54个SNP进行了分析.覆盖26个SNP的18个基

因被确定为候选基因,其中5个基因有不止1个SNP位点(表2).在这26个SNP位点中,有2个分别位于

CDS和3'UTR,均可被转录成成熟的mRNA.这2个SNP位点rs316180141和rs14914978及其对应的基

因NHLRC3和SIAH3被视为最重要的SNP位点和基因.

2.4 表型方差贡献(CPV)的估计

使用GCTA工具对和盲肠长度关联的这2个SNP位点进行表型方差贡献的估计,它们对于盲肠长度

的CPV如表3所示.位点rs316180141和rs14914978分别可以解释CL 表型方差的4.11%和3.50%.
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图1 基于鸡盲肠长度p 值的曼哈顿图(a)和QQ图(b)

表2 潜在基因及其覆盖的SNP位点

基因 SNP 区域

CAB39L rs14916642,rs14916609,rs313913043,rs313378297 内含子

VPS36 rs317477277,rs13973297,rs315690458 内含子

RB1 rs313207223 内含子

CKAP2 rs312737959 内含子

ENSGALT00000027531 rs13974362 内含子

ENSGALT00000027506 rs316815773 内含子

FREM2 rs314139974 内含子

NEK3 rs15500685 内含子

FOXO1 rs13553625,rs315124749 内含子

RNASEH2B rs317812130 内含子

LOC428073 rs13973387,rs13973391 内含子

COG6 rs15502381,rs316214918 内含子

NHLRC3 rs316180141 CDS
COG3 rs317757047 内含子

GTF2F2 rs315041530 内含子

SIAH3 rs14914978 3'UTR
ENSGALT00000036488 rs316853653 内含子

THSD1 rs13553531 内含子
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表3 2个显著SNP位点对盲肠长度的表型方差贡献

SNP 染色体 位置 基因 区域 等位基因 MAF 效应(s.e.m.) CPV/% p 值

rs316180141 1 170539428 NHLRC3 CDS T/C 0.488 -0.288(0.056) 4.11 2.61E-07

rs14914978 1 167193066 SIAH3 3'UTR A/T 0.429 -0.262(0.052) 3.50 4.43E-07

3 讨 论

盲肠是显著影响鸡消化吸收粗纤维的重要器官.大部分关于鸡盲肠长度的研究集中在饲料营养方

面[18-19],然而对鸡盲肠长度的基因组结构目前尚不清楚.GWAS是分析动物重要遗传结构特点的一个强

大工具.目前,在多种农业动物如牛[20-21]、猪[22-23]和家禽[24-25]中已确定了许多QTL及SNP.因此,有必

要使用GWAS研究鸡盲肠长度.本研究中包括1512只蛋鸡,使得特征差异最大化,提高了确定性状QTL
的概率,同时高密度(600K)染色体SNP芯片覆盖了整个鸡染色体,以提高准确性和可靠性.

从盲肠长度的数据可以看出,尽管最大值和最小值之间的差异很大,但大多数测量的数值在正常范围

内.遗传评估的结果表明,CL 具有中等遗传力.盲肠长度与小肠长度的3个特征相关分析结果表明,其与

回肠长度具有高遗传相关性,但表型相关性并不高,表明这些特征受环境因素影响较大.这个结果与我们

之前关于小肠长度和质量的研究结果类似.十二指肠、空肠和回肠长度(质量)有较高的遗传相关性,但却

是中等表型相关,表明小肠长度和质量也有相似的遗传特征.

GWAS的结果显示,对于盲肠长度大部分的显著性SNP位点位于 GGA1的170Mb附近,表明

该区域对盲肠长度很重要.在我们之前对小肠长度和质量的研究中,最重要的SNP位点也落在GGA1
的170Mb附近,表明这个区域对于小肠长度和质量也很重要.由此可见,这段区域是研究肠道发育

的重要区域,值得做进一步研究.
在与盲肠长度相关联的26个候选SNP和相对应的18个基因中,我们推测2个SNP位点rs316180141

和rs14914978及其对应的基因NHLRC3和SIAH3是最重要的基因,因为这2个SNP位于相应基因的转

录区域.NHLRC3(NHLrepeatcontaining3)是NHL重复包含蛋白3,它可能参与了一些酶过程,比如泛

素化等,我们预测它在鸡盲肠中通过各种酶对消化起到促进作用.SIAH3(siahE3ubiquitinproteinligase

familymember3)是siahE3泛素蛋白连接酶家族成员3,它参与泛素依赖的蛋白水解过程[26],对多器官发

育起重要作用.因此,我们认为这2个基因与盲肠长度高度相关,值得进一步研究.而对应的2个SNP的

CPV均较高,进一步提示这2个基因是影响鸡盲肠长度的候选基因.

4 结 论

通过GWAS鉴定出54个与盲肠长度显著相关的SNP位点,且大部分集中在1号染色体170Mb附近.
共将覆盖26个SNP位点的18个基因定为候选基因,其中2个分别在CDS和3'UTR,对应于 NHLRC3
和SIAH3.这些位点和基因可能是影响盲肠长度的重要SNP位点和基因.
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Genome-WideAssociationStudy(GWAS)
forCecumLengthinLayingHens

WANGXing-guo, QU Liang, LU Jian,

DOUTao-cun, MA Meng, HUYu-ping,

SHENMan-man, GUO Jun, LIShang-min, WANGKe-hua
JiangsuInstituteofPoultryScience,YangzhouJiangsu225125,China

Abstract:【Objective】Cecumisachickenorganfordigestionandabsorptionofnutrients,especiallyfiber,

whichplaysanimportantroleinthegrowthandeggproductionofchicken.Sochickencecumlengthisan

importantphysiologicalindex.Becausestudiesoncecumlengtharelimited,itisnecessarytocarryouta

studyofitsgeneticstructure.【Methods】Inthecurrentstudy,thececumlengthoftheF2sofreciprocal

crossesbetweenwhiteleghornandDongxiangwasmeasured,thegenotypesweredetectedusingtheSNP
(single-nucleotidepolymorphism)chip,thegeneticevaluationwasdetectedusingtheSASaccordingtothe

SNPdata,andunivariateanalysisofgenome-wideassociation(GWAS)wasconductedwithgenome-wide

efficientmixedmodel(GEMMA)correlationalgorithm.【Results】Resultsshowedthatthececumlength

exhibitedamediumheritability(0.39).ByGWASweidentified54SNPssignificantlyassociatedwithce-

cumlength,andabout170MbonChromosome1wasanimportantareaforcecumlength.Inthisregion,

18genescovering26SNPswereclassifiedascandidategenes,twoofwhichwereinthecodingsequence
(CDS)and3'untranslatedregion(3'UTR),correspondingtotheNHLRC3andSIAH3,respectively.

TheymightbeimportantSNPsandgeneswhichinfluencedthececumlengthinchicken.【Conclusion】The

SNPsandgenesassociatedwithcecumlengthinchickenwereidentifiedbyGWAS.Itwillhelptoprovide

thebasisforunderstandingthemechanismofcecumdevelopmentandmolecularbreedinginlayinghens.

Keywords:layinghen;cecumlength;GWAS;geneticarchitecture
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