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(57)摘要

本发明涉及一种基于骨保护素血液生化标

记选育武定鸡的方法，属于家禽血液生化标记技

术领域，本发明具体包括以下步骤：1）采集待测

定武定鸡的血样，制备血清，检测其骨保护素

（OPG）的浓度值；2）将步骤1）测得的浓度值与武

定鸡血液生化标记进行对比，将待测武定鸡区别

为骨骼发育正常型武定鸡和骨骼发育异常型武

定鸡。本发明通过测定血清骨保护素在骨骼发育

正常型和骨骼发育异常型武定鸡中的浓度变化，

结合检测的武定鸡的骨密度、骨强度，给出了骨

骼发育正常型和骨骼发育异常型武定鸡血液生

化标记，筛选优质鸡只，为武定鸡的早期选育提

供理论基础，也为探究武定鸡的选育方法，为云

南地方鸡种在育种工作中提供新思路。
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1.一种基于骨保护素血液生化标记选育武定鸡的方法，其特征在于：具体包括以下步

骤：

1）采集待测定武定鸡的血样，制备血清，检测其骨保护素（OPG）的浓度值；

2）将步骤1）测得的浓度值与武定鸡血液生化标记进行对比，将待测武定鸡区别为骨骼

发育正常型武定鸡和骨骼发育异常型武定鸡。

2.根据权利要求1所述的一种基于骨保护素血液生化标记选育武定鸡的方法，其特征

在于：武定鸡血液生化标记的确立具体包括以下步骤：

a.从武定鸡资源群体中随机选择骨骼发育正常型武定鸡家系和骨骼发育异常型武定

鸡家系，分别检测其腿骨骨密度、骨强度，采集血样，制备血清；

b.血清骨保护素（OPG）含量测定方法：选用骨保护素（OPG）酶联免疫试剂盒，应用双抗

体夹心法测定样品中鸡骨保护素的水平；用纯化的鸡骨保护素抗体包被微孔板，制成固相

抗体，往包被单抗的微孔板中依次加入骨保护素，再与HRP标记的骨保护素抗体结合，形成

抗体-抗原-酶标抗体复合物，经过彻底洗涤后加底物TMB显色；TMB在HRP酶的催化下转化成

蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色；颜色的深浅和样品中骨保护素呈正相关；用酶标

仪在450nm波长下测定吸光度，通过标准曲线计算样品中骨保护素浓度；

c.根据步骤b所得数据，得出骨骼发育正常型武定鸡和骨骼发育异常型武定鸡骨保护

素的浓度值，再根据所选取的武定鸡的腿骨骨密度、骨强度，进行骨保护素与骨密度、骨强

度的相关性分析；

d.根据步骤c所得到的分析结果，确定武定鸡的血液生化标记。

3.根据权利要求1-2任一项所述的一种基于骨保护素血液生化标记选育武定鸡的方

法，其特征在于：所述武定鸡的血液生化标记为骨保护素的浓度值，一月龄时，当骨保护素

的浓度值在7.12  ng/ml以下，判定为骨骼发育正常型武定鸡，反之为骨骼发育异常型武定

鸡；二月龄时，当骨保护素的浓度值在6.39  ng/ml以下，判定为骨骼发育正常型武定鸡，反

之为骨骼发育异常型武定鸡。

4.根据权利要求1-2任一项所述的一种基于骨保护素血液生化标记选育武定鸡的方

法，其特征在于：采血前断水、断食12小时，于次日早晨进行翅静脉采血；用离心管收集血

样，静置30min于室温下3000rpm离心20min，取上清液，获得血清。
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一种基于骨保护素血液生化标记选育武定鸡的方法

技术领域

[0001] 本发明属于家禽血液生化标记技术领域，具体的说，涉及一种基于骨保护素血液

生化标记选育武定鸡的方法。

背景技术

[0002] 骨骼作为家禽体内重要的器官，其功能是对家禽的身体起到支持、保护和运动的

作用。而近一个世纪来，家禽高强度生产性能的选育给家禽骨骼发育产生负面影响，导致增

加骨骼发育缺陷、骨质疏松、软骨病等骨病的发病率，影响了家禽业的健康发展。家鸡骨密

度和强度是家鸡重要的经济性状，每年因骨骼发育缺陷、骨质疏松、软骨病等骨病给家鸡业

造成巨大的经济损失。美国研究显示骨骼畸形所引起的死亡率约占1.5％-3.2％，表明骨骼

畸形每年给养禽业带来约15-20亿美元的损失(Jendral  et  al.,2008)。我国肉鸡平均骨病

发病率为3％-16％，直接经济损失约为50-80亿。其中，由于遗传和营养因素引起骨骼发育

缺陷而导致家禽的骨质疏松、软骨病、腿骨变脆等骨病的发生，造成家禽业巨大的经济损

失。

[0003] 骨保护素(Osteoprotegerin，OPG)属于肿瘤坏死因子受体家族成员。也在骨代谢

过程中起到重要的作用。在骨吸收和骨形成的动态过程中产生直接影响。有研究表明，OPG

转基因小鼠模型不因卵巢切除而发生骨质流失，发现小鼠全身的骨密度显著升高

(Belibasakis  and  Bostanci,2012)。

[0004] 武定鸡主要产于云南省楚雄自治州的武定县，体型较大，肉质鲜美，香味醇厚，备

受人们喜爱，成为武定县乃至云南省独有的一张“名片”。尚未有关骨保护素含量对武定鸡

骨骼发育影响的研究，为满足人们对地方鸡种的需求，有必要提出一种能选育骨骼发育良

好的云南武定鸡的新方法，通过对骨保护素与骨骼发育的研究，建立一个血液生化标记，为

云南武定鸡的早期选育做铺垫。

发明内容

[0005] 为了克服背景技术中存在的问题，本发明提供了一种基于骨保护素血液生化标记

选育武定鸡的方法，通过测定血清骨保护素在骨骼发育正常型和骨骼发育不良型武定鸡中

的浓度变化，结合检测的武定鸡的骨密度、骨强度，给出了骨骼发育正常型和骨骼发育不良

型武定鸡血液生化标记，筛选优质鸡只，为武定鸡的早期选育提供理论基础，也为探究武定

鸡的选育方法，为云南地方鸡种在育种工作中提供新思路。

[0006] 为实现上述目的，本发明是通过如下技术方案实现的：

[0007] 所述的基于骨保护素血液生化标记选育武定鸡的方法，具体包括以下步骤：

[0008] 1)采集待测定武定鸡的血样，制备血清，检测其骨保护素(OPG)的浓度值；

[0009] 2)将步骤1)测得的浓度值与武定鸡血液生化标记进行对比，将待测武定鸡区别为

骨骼发育正常型武定鸡和骨骼发育异常型武定鸡。

[0010] 进一步的，武定鸡血液生化标记的确立具体包括以下步骤：
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[0011] a .从武定鸡资源群体中随机选择骨骼发育正常型武定鸡家系和骨骼发育异常型

武定鸡家系，分别检测其腿骨骨密度、骨强度，采集血样，制备血清；

[0012] b.血清骨保护素(OPG)含量测定方法：选用骨保护素(OPG)酶联免疫试剂盒，应用

双抗体夹心法测定样品中鸡骨保护素(OPG)的水平。用纯化的鸡骨保护素(OPG)抗体包被微

孔板，制成固相抗体，往包被单抗的微孔板中依次加入骨保护素(OPG)，再与HRP标记的骨保

护素(OPG)抗体结合，形成抗体-抗原-酶标抗体复合物，经过彻底洗涤后加底物TMB显色。

TMB在HRP酶的催化下转化成蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。颜色的深浅和样品

中骨保护素(OPG)呈正相关。用酶标仪在450nm波长下测定吸光度(OD值)，通过标准曲线计

算样品中骨保护素(OPG)浓度；

[0013] c.根据步骤b所得数据，得出骨骼发育正常型武定鸡和骨骼发育异常型武定鸡骨

保护素的浓度值，再根据所选取的武定鸡的腿骨骨密度、骨强度，进行骨保护素与骨密度、

骨强度的相关性分析；

[0014] d.根据步骤c所得到的分析结果，确定武定鸡的血液生化标记。

[0015] 进一步的，所述武定鸡的血液生化标记为骨保护素的浓度值，一月龄时，当骨保护

素的浓度值在7.12ng/ml以下，判定为骨骼发育正常型武定鸡，反之为骨骼发育异常型武定

鸡；二月龄时，当骨保护素的浓度值在6.39ng/ml以下，判定为骨骼发育正常型武定鸡，反之

为骨骼发育异常型武定鸡。

[0016] 进一步的，采血前断水、断食12小时，于次日早晨进行翅静脉采血；用离心管收集

血样，静置30min于室温下3000rpm离心20min，取上清液，获得血清。

[0017] 本发明的有益效果：

[0018] 通过测定血清骨保护素在骨骼发育正常型和骨骼发育不良型武定鸡中的浓度变

化，结合检测的武定鸡的骨密度、骨强度，给出了骨骼发育正常型和骨骼发育不良型武定鸡

血液生化标记，筛选优质鸡只，为武定鸡的早期选育提供理论基础，也为探究武定鸡的选育

方法，为云南地方鸡种在育种工作中提供新思路。

具体实施方式

[0019] 为了使本发明的目的、技术方案和有益效果更加清楚，下面将对本发明的优选实

施例进行详细的说明，以方便技术人员理解。

[0020] 实施例1

[0021] 1.实验样品的采集和保存

[0022] (1)血清的制备

[0023] 在骨骼发育正常型武定鸡家系和骨骼发育异常型武定鸡家系中随机选取一月龄

和二月龄骨骼发育正常型和骨骼发育异常型武定鸡各20只，分别采集其血液测定骨代谢相

关生化指标。采血前断水、断食12小时，于次日早晨进行翅静脉采血。用10ml离心管收集血

样3-4ml，静置30min于室温下3000rpm离心20min，取上清液(血清)于1.5ml的离心管中，放

入-20℃冰箱中保存备用。

[0024] (2)腿骨样品的采集

[0025] 分别于1、2月龄骨骼发育正常型和骨骼发育异常型武定鸡各屠宰20只，采集试验

鸡左、右腿的股骨和胫骨。除去骨表面的软组织和结缔组织，用0.75％的生理盐水冲洗干
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净，并用蘸有生理盐水的纱布包裹，用自封袋封紧，-20℃保存备用于测定骨密度和骨强度

指标。

[0026] 2.腿骨骨密度检测

[0027] 试验鸡左股骨和左胫骨解冻后，采用QDR-4500型双能X线骨密度仪(Hologic公司，

美国)测定骨密度。

[0028] 3.腿骨骨强度检测

[0029] 试验鸡左股骨和左胫骨解冻后，将骨骼样品置于电子万能试验机(AG-IS，日本岛

津公司)下进行三点弯曲试验，以检测骨强度指标：弹性模量、屈服应力、破坏应力、断裂应

力。本试验所采用的跨距计算公式为：L＝(a+3b)±0.5b，其中a为支撑轨的直径，b为骨骼的

直径。加载速度为2mm/min。检测单位为昆明理工大学材料学院实验中心。

[0030] 4.血液生化指标检测

[0031] 骨保护素(OPG)的测定方法根据试剂盒生产厂商(南京博湃生物技术有限公司(美

国R&D分装试剂盒))使用说明书提供的操作方法进行：

[0032] 血清骨钙素(OPG)含量测定方法：应用双抗体夹心法测定样品中鸡骨钙素(OPG)的

水平。用纯化的鸡骨钙素(OPG)抗体包被微孔板，制成固相抗体，往包被单抗的微孔板中依

次加入骨钙素(OPG)，再与HRP标记的OPG抗体结合，形成抗体-抗原-酶标抗体复合物，经过

彻底洗涤后加底物TMB显色。TMB在HRP酶的催化下转化成蓝色，并在酸的作用下转化成最终

的黄色。颜色的深浅和样品中骨钙素(OPG)呈正相关。用酶标仪在450nm波长下测定吸光度

(OD值)，通过标准曲线计算样品中骨钙素(OPG)浓度。

[0033] 5.数据统计

[0034] 表1一月龄武定鸡骨密度、骨强度数据

[0035]

[0036] 注：同行数据，“*”表示差异显著(P<0.05)。

[0037] 表2二月龄武定鸡骨密度、骨强度数据
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[0038]

[0039] 注：同行数据，“*”表示差异显著(P<0.05)。

[0040] 表3一月龄武定鸡骨钙素的含量

[0041]

[0042] 注：同行数据，“*”表示差异显著(P<0.05)。

[0043] 表4二月龄武定鸡骨钙素的含量

[0044]

[0045] 注：同行数据，“*”表示差异显著(P<0.05)。

[0046] 表5一月龄骨骼发育正常型鸡骨钙素与骨密度、骨强度相关性分析

[0047]

[0048] 注：“**”表示在0.01水平上显著相关，“*”表示在0.05水平上显著相关。

[0049] 表6一月龄骨骼发育异常型鸡骨钙素与骨密度、骨强度相关性分析
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[0050]

[0051] 注：“**”表示在0.01水平上显著相关，“*”表示在0.05水平上显著相关。

[0052] 表7二月龄骨骼发育正常型鸡骨钙素与骨密度、骨强度相关性分析

[0053]

[0054] 注：“**”表示在0.01水平上显著相关，“*”表示在0.05水平上显著相关。

[0055] 表8二月龄骨骼发育异常型鸡骨钙素与骨密度、骨强度相关性分析
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[0056]

[0057] 注：“**”表示在0.01水平上显著相关，“*”表示在0.05水平上显著相关。

[0058] 6.结果分析

[0059] 由表1和表2可知，一、二月龄时的骨密度数据：骨骼发育正常型武定鸡的股骨骨密

度含量、胫骨骨密度含量均高于骨骼发育异常型武定鸡，其中二月龄时差异显著(P<0.05)；

一、二月龄时的骨强度数据：骨骼发育正常型武定鸡的股骨骨干弹性模量、胫骨骨干弹性模

量、股骨骨干屈服应力、胫骨骨干屈服应力、股骨骨干最大应力、胫骨骨干最大应力、股骨骨

干断裂应力、胫骨骨干断裂应力均显著高于骨骼发育异常型武定鸡(P<0.05)。

[0060] 由表3和表4可知，一、二月龄时的武定鸡血清中OPG含量数据：骨骼发育正常型武

定鸡血清中OPG含量显著低于骨骼发育异常型武定鸡(P<0.05)。

[0061] 通过一、二月龄武定鸡骨密度和骨强度的相关性分析可知，一、二月龄时，骨骼发

育正常型武定鸡和骨骼发育异常型武定鸡的股骨骨密度含量均与胫骨骨密度含量、股骨骨

干弹性模量、胫骨骨干弹性模量、股骨骨干屈服应力、胫骨骨干屈服应力、股骨骨干最大应

力、胫骨骨干最大应力、股骨骨干断裂应力、胫骨骨干断裂应力均呈正相关(见表5、表6、表

7、表8)。通过一、二月龄武定鸡血清中OPG含量与骨密度和骨强度的相关性分析可知，一、二

月龄时，骨骼发育正常型武定鸡和骨骼发育异常型武定鸡的血清中OPG含量均与股骨骨密

度含量、胫骨骨密度含量、股骨骨干弹性模量、胫骨骨干弹性模量、股骨骨干屈服应力、胫骨

骨干屈服应力、股骨骨干最大应力、胫骨骨干最大应力、股骨骨干断裂应力、胫骨骨干断裂

应力均呈负相关(见表5、表6、表7、表8)，其中，血清中OPG含量与股骨骨密度相关系数在-

0.578～-0.830，与胫骨骨密度相关系数在-0.397～-0.754；由上述相关性数据结果得出，

血清中OPG含量对早期武定鸡骨骼发育有决定性作用，可作为早期选育优良骨骼发育武定

鸡的血液生化标记。

[0062] 实施例2

[0063] 在云南武定及养殖场抽选体型一致、健康状况良好的一月龄武定鸡100只，分别检

测其血液中OPG浓度值，根据所得浓度值在一定范围内进行统计分组，得到以下统计表。

[0064] 表9一月龄武定鸡OPG的含量统计
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[0065]

[0066] 将此5组一月龄武定鸡严格按照免疫程序，在相同饲养条件下饲养至二月龄，分别

测定其胫骨骨密度(采用便携式骨密度仪进行检测)，各组统计结果如下(见表10)。

[0067] 表10一月龄武定鸡平均胫骨骨密度统计

[0068]

[0069] 由表10可看出，第三组平均胫骨骨密度较第一组和第二组显著降低，且第四、五组

依次降低，推论出第三组的区间范围是一个显著的折点范围，即一月龄时，血清中OPG含量

范围(7.01-8.00ng/ml)是折点范围。

[0070] 在对该折点范围内的鸡重复进行上述步骤，最终得到7.12ng/ml是血清中OPG含量

的显著折点。

[0071] 检测上述二月龄的武定鸡血清中的OPG含量，结果如下(见表11)

[0072] 表11二月龄武定鸡OPG的含量统计

[0073]

[0074] 将此5组二月龄武定鸡严格按照免疫程序，在相同饲养条件下饲养至三月龄，分别

测定其胫骨骨密度(其中有2只武定鸡因腿关节受伤，不计入统计结果)，各组统计结果如下

(见表12)。

[0075] 表12三月龄武定鸡平均胫骨骨密度增量统计

[0076]

[0077] 由表12可看出，第三组平均胫骨骨密度增量较前两组显著降低，推论出第三区间

范围是一个显著的折点范围，即二月龄时，血清中OPG含量(6.21-6.80ng/ml)是折点范围。

[0078] 将该两个折点范围内的武定鸡及相邻区间内OPG浓度值在6.21-6.80ng/ml内的鸡

只组合，然后重复进行上述步骤，最终得到最终得到6.39ng/ml是血清中OPG含量的显著折

点。

[0079] 在云南其他武定鸡养殖场按以上实验步骤多次重复实验，所得结论与上述实验结

论相同，结论为：一月龄时，血清中OPG含量范围(7.01-8.00ng/ml)是显著的折点范围，且

7.12ng/ml是血清中OPG含量的显著折点；二月龄时，血清中OPG含量(6.21-6.80ng/ml)是折

点范围，且6.39ng/ml是血清中OPG含量的显著折点。

[0080] 实施例3
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[0081] 1.实验材料的准备

[0082] 在云南武定县各武定鸡养殖场抽样一月龄武定鸡共120只(包含骨骼发育正常型

和骨骼发育异常型)，二月龄武定鸡共120只(包含骨骼发育正常型和骨骼发育异常型)，分

别测定其胫骨骨密度含量；进行翅静脉采血，用5ml离心管收集血样，静置30min于室温下

3000rpm离心20min，取上清液，极为血清。

[0083] 2.检测血清中OPG的浓度值

[0084] 按照OPG酶联免疫分析(ELISA)试剂盒进行严格规范操作，应用双抗体夹心法测定

样品中鸡骨钙素(OPG)的水平，用酶标仪在450nm波长下测定吸光度(OD值)，通过标准曲线

计算样品中骨钙素(OPG)含量。

[0085] 3.比较分析

[0086] 一月龄时，胫骨骨密度含量在4.4176g/cm2以下的为31只，在0.4356g/cm2以上共有

72只，即120只武定鸡中，骨骼发育异常型武定鸡31只，骨骼发育正常型武定鸡72只。在31只

骨骼发育异常型武定鸡中，有26只武定鸡血清中OPG含量在7.12ng/ml以上，占骨骼发育异

常型武定鸡的83.87％。在72只骨骼发育正常型武定鸡中，有62只武定鸡血清中OPG含量在

7.12ng/ml以下，占骨骼发育正常型武定鸡的86.11％。

[0087] 二月龄时，胫骨骨密度含量在0.4066g/cm2以下的为33只，在0.5124g/cm2以上共有

76只，即120只武定鸡中，骨骼发育异常型武定鸡33只，骨骼发育正常型武定鸡76只。在33只

骨骼发育异常型武定鸡中，有30只武定鸡血清中OPG含量在6.39ng/ml以上，占骨骼发育异

常型武定鸡的90.91％。在76只骨骼发育正常型武定鸡中，有65只武定鸡血清中Ca含量在

6.39ng/ml以下，占骨骼发育正常型武定鸡的85.53％。

[0088] 综上所述，通过测定血清骨保护素在骨骼发育正常型和骨骼发育不良型武定鸡中

的浓度变化，结合检测的武定鸡的骨密度、骨强度，给出了骨骼发育正常型和骨骼发育不良

型武定鸡血液生化标记，筛选优质鸡只，为武定鸡的早期选育提供理论基础，也为探究武定

鸡的选育方法，为云南地方鸡种在育种工作中提供新思路。

[0089] 最后说明的是，以上优选实施例仅用于说明本发明的技术方案而非限制，尽管通

过上述优选实施例已经对本发明进行了详细的描述，但本领域技术人员应当理解，可以在

形式上和细节上对其作出各种各样的改变，而不偏离本发明权利要求书所限定的范围。
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