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摘　　要

藾菢行為是禽類經天擇與演化之繁殖生理反應結果之一，此牽涉遺傳與環境等因素。泌乳素接受體 (prolactin 
receptor, PRLR) 基因被認為與雞隻藾菢行為具顯著關聯性。本研究旨在應用六種臺灣本地雞種，包括畜試土雞高

畜 7 號、9 號、11 號、12 號、花畜土雞及鬥雞，共 90 隻，建立螢光引子標記之競爭性交替基因特異性聚合酶鏈鎖

反應 (kompetitive allele specific polymerase chain reaction, KASP) 檢測平臺，進行雞隻 PRLR 基因點突變多態性基因

型鑑定。比較 KASP、單股結構多態性檢測技術 (polymerase chain reaction-single strand conformation polymorphism, 
PCR-SSCP) 與 DNA 序列定序結果顯示，三種檢測法分析 PRLR 基因 PP、PR 及 RR 基因型之結果完全對應吻合，

顯示三種技術可相互替代應用，KASP 可效縮短基因型檢測時間，僅需 PCR-SSCP 的 1/3 時間，並具備基因型鑑別

準確度高之優勢，未來可推薦供作種雞單位點 SNP (single nucleotide polymorphism, SNP) 基因型鑑定平臺之檢測模

式。

關鍵詞：臺灣土雞、藾菢、泌乳素接受體基因、競爭性交替基因特異性聚合酶鏈鎖反應。

緒　　言

藾菢 (broodiness) 行為是禽類經天擇與演化之繁衍行為之一，藾菢期間母禽會有採食與飲水減少、反應遲鈍、

體溫升高、羽毛蓬鬆、翅膀下垂、叫聲奇特、防衛行為增強、臥巢頻繁、體重大幅度減輕及免疫力下降等情形。家

禽一般在產蛋高峰期以後就有表現藾菢的傾向，世界上眾多的家禽品種中除純種白色來亨雞 (White Leghorn) 與北京

鴨 (Pekin duck) 等少數品種外，大多數品種都具有一定程度的藾菢性，尤其以地方雞種表現的藾菢性較強 (Yang and 
Jiang, 2005)。藾菢會導致家禽卵巢與輸卵管退化使產蛋率下降，藾菢結束後需要很長時間才能重新恢復產蛋，有的

母禽甚至喪失繁殖力而嚴重影響了產蛋性能 (Jiang et al., 2005)。研究顯示，母雞藾菢一次預估導致年平均產蛋量下

降 10%，有的禽類在一個產蛋期內多次藾菢，對產蛋量的影響更大 ( 姜，2005 )。由於藾菢性與家禽的生產性能密

切相關，所以培育出無藾菢性或低藾菢性的家禽品種品系有其必要的商業價值 (Jiang et al., 2005)。

泌乳素接受體 (prolactin receptor, PRLR) 是一種跨膜醣蛋白，屬於第一型細胞激素受體 (type I cytokine receptor)， 
廣泛存在於哺乳動物的腦、卵巢、胎盤和子宮在內的各種組織中，藉由與泌乳素 (prolactin, PRL) 在不同組織中的

協同作用以發揮不同功能，包括內分泌代謝、繁殖調節、生長發育、免疫調節、行為調節、細胞增殖及分化等 
(Bole-Feysot et al., 1998; Tanaka et al., 2000; Tan and Peng, 2012)。在雞的 PRLR 基因研究上，Duun et al. (1998) 最
早將 PRLR 基因定位於Ｚ染色體上的 45 cM 處，緊鄰位於 49 cM 處的生長激素受體基因 (growth hormone receptor, 
GHR)，PRLR 基因是由 14 個外顯子 (exon) 和 13 個內含子 (intron) 所組成，各外顯子分別被命名為外顯子 1、2、 
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3、4a、5a、6a、7a、4、5、6、7、8、9 及 10，並認為 PRLR 基因為影響雞隻藾菢性之候選基因。雞 PRLR 基因表

現對母雞藾菢行為與產蛋量影響的研究顯示，藾菢行為母雞較無藾菢行為者有顯著較高卵巢組織 PRLR 基因 mRNA
表現量 (P < 0.01) 與顯著較低產蛋期產蛋量 (101.15 ± 13.94 枚 vs. 49.30 ± 21.47 枚，P < 0.01) ( 汪，2007 )。

林等 (2007) 依據美國國家生物技術資訊中心 (National Center for Biotechnology Information, NCBI) 公開雞 PRLR
基因序列 (GenBank AJ011128) 利用 PCR-SSCP，針對畜試土雞近親品系 9 (LRI-L9) 與來亨雞進行 PRLR 基因型頻

率分析，結果顯示 LRI-L9 雞隻 PRLR 基因 PP、PR 及 RR 基因型頻率分別為 27.3、48.5 及 24.2%，而來亨雞皆為

100.0% PP 基因型，經序列分析發現交替基因 P 為 C (cytosine)，交替基因 R 為 T (thymine)，後續將 LRI-L9 與來亨

雞品系雜交 F2 代無藾菢行為的母雞當作無藾菢性組，藾菢天數達 3 天以上的母雞則為有藾菢性組，進行 PRLR 基

因型與藾菢性組之關聯性分析，結果顯示在此兩個品種母雞中，存在顯著的關聯性 (P < 0.001)。

PCR-SSCP 是一種具有操作簡單與成本低廉優勢的單核苷酸多態性 (single nucleotide polymorphism, SNP) 檢測

技術，其原理基於 DNA 序列發生 SNP、缺失或插入時所造成單股 DNA 有結構上的差異，可在非變性聚丙烯醯胺

凝膠電泳過程中產生不同程度的泳動位移，藉此差異作為基因型判定的依據，然基因型檢測時間較長 ( 6 － 7 小時 )
且易受電泳溫度、電泳緩衝液濃度、凝膠濃度、甘油濃度等外在因素影響 (Konstantinos et al., 2008)。

KASP 是由 LGC 公司 (Laboratory of the Government Chemist, LGC, UK) 開發之新一代 SNP 檢測技術，其基本程

序是藉由兩股 5’ 端各自帶有 FAM/HEX-labelled 標記螢光與 3’ 端分別能辨識突變點鹼基之引子和一股反向引子所

構成之 primer mix，並利用帶有兩種不同螢光訊號的兩條 quancher 抑制螢光探針 master mix，對 SNP 位點進行 PCR
擴增反應，達到一定程度的 PCR 擴增反應後，再利用 Real-time PCR 吸光值測定相對應 PCR 擴增螢光強度，以判

定基因型 (Semagn et al., 2013)。此技術具有高通量、低錯誤率、低成本及基因型檢測效率高等優點，被廣泛應用在

玉米 (Nair et al., 2015)、小麥 (Rasheed et al., 2016; Qureshi et al., 2018) 及大豆 (Shi et al., 2015) 等作物的基因表現研

究與分子標識輔助選拔等方面。

本研究旨在運用 KASP 基因型檢測技術，建置影響雞隻藾菢性候選基因 PRLR 之基因型檢測平臺，以 KASP 具

備的高準確性與基因型鑑定時程短之優勢，提升種禽分子標識輔助育種效率。

材料與方法

本試驗於行政院農業委員會畜產試驗所遺傳育種組執行試驗動物 PRLR 基因基因型檢測與分析。試驗動物分別

飼養於花蓮種畜繁殖場與高雄種畜繁殖場，試驗動物之使用、飼養及試驗內容皆依據畜產試驗所實驗動物管理小組

批准之文件與試驗準則進行 ( 花蓮種畜繁殖場 109-03 號、花蓮種畜繁殖場 109-04 號及高雄種畜繁殖場 109-3 號申

請核准在案 )。

I. 試驗動物

應用畜試土雞高畜 7 號 ( TLKT-07，4 公 8 母 )、畜試土雞高畜 9 號 ( TLKT-09，4 公 8 母 )、畜試土雞高畜

11 號 ( TLKT-11，4 公 7 母 )、畜試土雞高畜 12 號 ( TLKT-12，4 公 8 母 )、花畜土雞 ( Hualien LRI，18 公 20 母，

自 TLKT-09 與 TLKT-12 雜交選育之品種 ) 及鬥雞 ( Fighting Chicken，5 公，自彰化民間種雞場取得種蛋後由花

蓮種畜繁殖場自行選育 ) 等雞隻為試驗動物，共計 90 隻。

II. 採血及基因體 DNA 萃取

(i) 本研究使用 90 隻雞，以翼下靜脈採集血液約 0.5 － 1.0 mL，置入含抗凝血劑 EDTA-K3 之採血管中混合後

供基因體 DNA (gDNA) 萃取用。

(ii) 以 gDNA 快速萃取套組 (EasyPure Genomic DNA mini Kit, TransGen Biotech, Beijing) 分別萃取 90 隻雞 gDNA
後，經乾燥並加入適量 T.E. 緩衝液溶解，再利用微量分光光譜儀 (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific, 
USA) 測定 gDNA 濃度，並調整濃度為 20 × 30 ng/μL，供作 PCR 反應之模板。

III. 以 PCR-SSCP 進行雞隻 PRLR 基因型檢測

以林等 (2007) 根據 NCBI 公開雞 PRLR 基因序列 (GenBank AJ011128) 設計之 PCR 引子序列，分別為：正

向引子 5’-AGACTTTCTGCAGAGTGAC-3’ 與反向引子 5’-ATCCTGCAGCTACCCCAGTTC-3’，取上述試驗動物

gDNA 進行 PCR 反應擴增 252 bp 目標片段產物後，應用 GenePhor 電泳設備 (GenePhor Electrophoresis Unit from 
GE Healthcare, Amersham Pharmacia Biotech, Sweden) 進行 PCR-SSCP 基因型鑑定，可判讀 PRLR 基因 PP、PR 及

RR 基因型 ( 圖 1 )。
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圖 1. 以 PCR-SSCP 檢測技術分析畜試土雞近親品系 9 之 PRLR 基因電泳圖。其中可區分為 PP、PR 及 RR 三種基

因型。

Fig. 1.	 Genotyping result of LRI-L9 chicken PRLR gene by PCR-SSCP. The samples are classified into three different 
genotypes (PP, PR, and RR).

IV. 以 KASP 進行雞隻 PRLR 基因型檢測

依 NCBI 公 開 雞 PRLR 基 因 序 列 (GenBank AJ011128) 設 計 之 PCR 引 子， 序 列 分 別 為 FAM 藍 色 螢

光 標 記 P 交 替 基 因 cytosine 正 向 引 子 5’-CAAATAATGATCTTTCTATCA AGGATGTATC-3’、HEX 紅 色 螢

光 標 記 R 交 替 基 因 thymine 正 向 引 子 5’-GCAAATAATGATCTTT CTATCAAGGATGTATT-3’ 及 反 向 引 子

5’-GTAGTCAGGGCATAGAGGTG-3’，並以即時聚合酶鏈鎖反應儀 (Applied Biosystems StepOneTM System, 
Thermo Fisher Scientific, USA) 進行 KASP 基因型檢測。KASP 反應綜合液包括 DNA (50 ng/μL) 1.5 μL、2X 
master mix 5 μL、ddH2O 3.3 μL 與 assay mix 0.2 μL。KASP 反應依序為 (A) 95℃預變性 15 分鐘；(B) 10 個循環

的 95℃變性 20 秒與 61 － 55℃黏合 60 秒 ( 每個循環降低 0.6℃ )；(C) 26 個循環的 95℃變性 20 秒與 55℃黏合 
60 秒。前述反應條件擴增 105 bp 目標片段產物，結果判讀以儀器內建 StepOne Software v2.3 軟體進行基因型鑑

定。

V. 雞隻 PRLR 基因 DNA 序列定序

本 研 究 依 雞 PRLR 基 因 序 列 (GenBank NC_006127.5) 設 計 之 PCR 引 子 序 列 分 別 為 正 向 引 子

5’-GGAAGTAACAGCTCTGATCCTC-3’ 與反向引子 5’-ACAACTTCTCC CCTCAGTC-3’，運用 PCR 擴增 880 bp
目標片段產物後，以核苷酸自動定序儀 (Applied Biosystems 3500 xL Genetic Analyzer, Thermo Fisher Scientific, 
USA) 進行定序。

結　　果

應用本研究開發建立之 KASP 基因型檢測平臺技術進行 PRLR 基因型鑑定，結果如圖 2。圖 2 中，KASP
螢光標記可明確地區分三種基因型，其中近 X 軸 (HEX 螢光強度 ) 為 PRLR-RR 基因型，近 Y 軸 (FAM 螢光強

度 ) 為 PRLR-PP 基因型，中間綠點 (FAM/HEX 混合螢光強度 ) 為 PRLR-PR 雜合基因型，方塊黑點則為空白對

照。然為進一步驗證 KASP 基因型檢測技術之準確性，依 NCBI 公開 PRLR 基因序列 (GenBank NC_006127.5)
設計引子，並經 PCR 擴增長度為 880 bp 產物後，以核苷酸自動定序儀進行雙向定序，將定序結果與 GenBank 
AJ011128 公開資料做序列比對，結果顯示 PP 基因型者第 617 鹼基為 C (cytosine)，第 608-623 bp 之 DNA
序 列 為 AGGATGTATCTGCTCA；RR 基 因 型 者 第 617 鹼 基 為 T (thymine)， 第 608-623 bp 之 DNA 序 列 為

AGGATGTATTTGCTCA ( 圖 3 )。同時，應用 KASP、PCR-SSCP 與 DNA 序列定序等不同檢測技術，比對六個臺灣

在地雞種共 90 個試驗樣本之 PRLR 基因型鑑定結果，如表 1 所示；該三種檢測法判定基因型之結果均一致。
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圖 2. 以 KASP 基因型檢測技術分析雞泌乳素接受體基因之基因型。PP 基因型呈現藍色螢光，RR 基因型呈現紅色

螢光，PR 基因型呈現綠色螢光，空白樣本為黑點。

Fig. 2.	 Genotyping cluster plots of prolactin receptor gene by the kompetitive allele specific PCR (KASP) assay. The 
genotyped samples marked blue are PP homozygotes; those marked red are RR homozygotes; those marked green are 
PR heterozygous. Black is the control sample. 

圖 3. 雞泌乳素接受體基因 PP (PRLR-617C) 與 RR (PRLR-617T) 基因型之定序圖。

Fig. 3.	 Sequencing profile of PP (PRLR-617C) and RR (PRLR-617T) homozygotes of chicken prolactin receptor gene.

討　　論

隨著大量分子標識開發和多種檢測技術之發展，應用分子標識輔助選拔已獲快速發展與應用，並成為低遺傳力
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性狀遺傳改進策略之一。目前在家禽分子標識輔助選拔研究進展上，陸續已有影響家禽生長、肉質及產蛋等重要經

濟性狀之關鍵基因或分子標記發表，如生長激素 (growth hormone, GH) 基因 (Lei et al., 2007)、脂肪細胞脂肪酸結合

蛋白 (adipocyte fatty acid binding protein, A-FABP) 基因 (Ye et al., 2009)、心臟型脂肪酸结合蛋白 (heart-type fatty acid 
binding protein, H-FABP) 基因 (Ye et al., 2009)、PRL 基因及 PRLR 基因等 (Vinh et al., 2021)。SNP 分子標識為基因組

中單核苷酸變異多態性，因具數量多、分布廣泛與穩定性佳等特性，廣泛應用於生物遺傳育種領域 (Semagn et al., 
2013)。目前常用 SNP 檢測法主要有直接辨識單核苷酸之聚合酶鏈鎖反應 - 限制酵素片段多態性 (PCR-RFLP)、單

股結構多態性檢測技術 (PCR-SSCP)、突變點拆離式聚合酶鏈鏈鎖反應 (MS-PCR)、即時聚合酶連鎖反應 (Real-time 
PCR)、競爭性交替基因特異性聚合酶鏈鎖反應 (KASP)、核酸質譜分析 (Sequenom MassARRAY)、快速與高通量自

動化檢測之直接定序法 (next generation sequencing, NGS) 和全基因組 SNP 晶片 (genome-wide SNP chip) 等 (Zhang et 
al., 2004; Clavijo et al., 2010; Rashidi et al., 2012; Viale et al., 2017; Li et al., 2020; Zhang et al., 2020; Alvarez-Fernandez 
et al., 2021; Vinh et al., 2021)。全基因組 SNP 晶片技術是一種以少量 DNA，進行高通量 SNP 基因型鑑定與基因分

型之方法，但該方法對大量樣本進行 SNP 檢測所需成本較高 (Schröder et al., 2009；Wang et al., 2011)。Boichard et 
al. (2016) 報告指出，因大多物種之育種計畫無法同時承擔使用生物晶片所需維持基礎族群樣本數與基因晶片檢測費

用，故高成本基因晶片檢測為 SNPs 分子標記實際應用於物種研究之主要限制。相較於其他 SNP 檢測模式，KASP
技術具準確性高、位點適應性強、成本低及適合檢測大量樣本單一 SNP 位點等優勢，在生物遺傳多樣性分析與圖

譜構建等方面具有高的應用價值 (Suo et al., 2020; Alvarez-Fernandez et al., 2021)。

朱等 (2019; 2020a) 曾以螢光標記 KASP 基因型檢測技術，鑑定與區分努比亞山羊黏多醣症之正常型與有病型個

體；其中正常純合型個體顯現 FAM 藍色螢光，有病純合型者則顯示 HEX 紅色螢光，而正常雜合型者會顯現 FAM/
HEX 綠色螢光；意即該檢測技術可作為鑑別努比亞山羊黏多醣症三種基因型之檢測法。為確認 KASP 法與 PCR-
RFLP 和 DNA 定序檢測結果一致性與否，乃逢機採集臺灣地區五家羊場 94 頭努比亞種山羊血液樣本，鑑定結果顯

示，三種檢測法基因型判定結果均相符；KASP 較 PCR-RFLP 技術節省 40% 基因型檢測時間，減少 30% 試劑與耗

材成本，顯示 KASP 法具提升檢測效率與降低成本之產業應用優勢。隨後，朱等 (2020b; 2020c) 持續以 KASP 基因

型檢測平臺，進行雞隻肌內脂肪相關候選基因 A-FABP 與 H-FABP 分析，結果與應用 gDNA 定序之結果相同；其中

凱馨桂丁土雞、黑羽土雞及烏骨雞 A-FABP 基因之 C 交替基因頻率分別為 0.85、0.38 及 0.85，而 H-FABP 基因之 C
交替基因頻率分別為 0.54、0.33 及 0.23。未來擬進一步進行前述 SNP 位點基因型與重要經濟性狀之關聯分析，並

評估產業應用之可行性。

禽類藾菢性為多基因遺傳之低遺傳率性狀，分別受環境、內分泌與遺傳等因素影響，其中遺傳因素可經由關連

性分子標識之輔助與適當選拔策略之應用，達到持續與累積改進族群性能之產業目標。因藾菢行為會經由繁殖激

素誘導而產生，其中 FSHβ (follicle-stimulating hormone β)、FSHR (follicle-stimulating hormone receptor)、LH、LHR 
(luteinizing hormone receptor)、ESR (estrogen receptor)、VIP (vasoactive intestinal polypeptide) 及 DRD1/2 (dopamine 
receptor D1/2)，均可藉由調控 PRL 和 PRLR 基因表現量，調控禽類藾菢行為產生和維持，故 PRL 和 PRLR 被列為

調控禽類藾菢性之繁殖相關激素主要候選基因 (Yin et al., 2019)。本研究應用 KASP 技術已成功建立雞隻 PRLR 基

因單位點 SNP 之 KASP 基因型檢測平臺，經實際比較 KASP 與 PCR-SSCP 基因型檢測時間，發現 KASP 僅需要

PCR-SSCP 的 1/3 時間即可完成基因型鑑定工作，並以 DNA 序列定序 PRLR 基因 PP、PR 及 RR 基因型後，證實

KASP、PCR-SSCP 及 DNA 序列定序等三種檢測法判定基因型之結果均一致；並經 2019 － 2020 年間建立之山羊與

臺灣土雞 KASP 檢測技術與驗證結果為 KASP 技術佐證，顯示此 KASP 基因型檢測平臺具高正確度與高效率之特 
性，應可符合我國種畜禽動物單位點 SNP 分子標識輔助選拔之需。
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Abstract

Broodiness is one of the reproductive physiological reactions of poultry due to natural selection and evolution, which 
involves genetics and environmental factors. Therefore, this behavior tends to result in a 10% decrease of the average annual 
egg production due to the degeneration of the ovary and reproductive tract. The prolactin receptor gene is significantly related 
to the broodiness  in chickens. The objective of this study is to optimize a fluorescent primer-labeled KASP (kompetitive 
allele specific polymerase chain reaction) genotyping platform for SNP detection in prolactin receptor gene using six chicken 
breeds, including TLKT-07, TLKT-09, TLKT-11, TLKT-12, Hualien LRI, and Fighting Chicken. A total of 90 chickens 
were genotyped. Results with KASP, polymerase chain reaction single-strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) 
and DNA sequencing analysis showed complete consistence, implying that the three techniques can be substituted with each 
other. However, KASP method not only showed a high accuracy as others, but also had the advantage of high efficiency for 
the process of identifying the genotype, and thereby is recommended as the SNP genotyping platform at a specific locus for 
breeding chicken.

Key words: Taiwan country chicken, Broodiness, Prolactin receptor gene, Kompetitive allele specific PCR.
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