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摘　　要

熱休克蛋白家族（heat shock proteins, HSPs）是生物因應熱緊迫狀態的關鍵生物指標。在生物處於熱緊迫或其他

壓力環境下，熱休克蛋白 70（heat shock 70 protein, HSP70）是維持正常蛋白質結構與減緩組織損傷不可或缺的調控

因子。本研究旨針對紅羽土雞、黑羽土雞及烏骨雞等臺灣有色肉雞種 HSP70 基因 C667G 基因型頻率分佈，應用單

股結構多態性檢測技術 （polymerase chain reaction-single strand conformation polymorphism, PCR-SSCP）與螢光引子

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, KASPTM）等 2 種

基因型檢測平臺，進行雞隻HSP70基因點突變多態性（single nucleotide polymorphism, SNP）基因型鑑定。結果顯示，

2種基因型檢測技術分析HSP70基因AA、AB及BB基因型 100%相符（P < 0.01），驗證此 2種技術可相互替代應用，

而 KASPTM 更可效縮短基因型檢測時間與降低成本費用。商用紅羽土雞、黑羽土雞及烏骨雞的 HSP70 基因的交替基

因 A 頻率分別為 0.40、0.35 及 0.04。未來，可依據臺灣有色肉雞品種 HSP70 基因之基因型頻率差異，探討熱緊迫環

境下 HSP70 基因對臺灣有色肉雞經濟性狀表現之影響。

關鍵詞：雞、熱緊迫、熱休克蛋白基因、競爭性交替基因特異性聚合酶鏈鎖反應。

緒　　言

熱休克蛋白家族（heat shock proteins，HSPs）是從細菌至人類等生物體細胞中普遍存在的重要蛋白質，HSPs
對於保護細胞免受各種壓力的損害至關重要，特別是在高溫等極端環境下，故 HSPs 被認為是生物因應熱緊迫狀態

的關鍵生物指標（Tang et al., 2011; Balakrishnan et al., 2023）。在熱緊迫或其他壓力的環境下，HSPs 具有維持蛋白

質結構完整，以及減緩組織損傷的功能角色（Gething and Sambrook, 1992）。熱休克蛋白 70 （heat shock 70 protein, 
HSP70）為 HSPs 家族中重要的成員之一。Liew et al. （2003）在早期限飼與熱緊迫的試驗條件下，每天 2 小時暴露

在38 ± 1° C和80％相對濕度的環境中，紀錄192隻公白肉雞 （Cobb）的HSP70蛋白質量對傳染性華氏囊炎（infectious 
bursal disease, IBD）抵抗力及生長速率等表現，發現 HSP70 蛋白質量與華氏囊組織病理得分 （Bursal Histological 
Score）呈顯著負相關 （r = -0.33, P = 0.0008），並認為 HSP70 蛋白質量可增強白肉雞對熱緊迫的耐受性與抗病力。

Yu et al.（2008）探討在 0、2、3、5 和 10 小時等不同時間長短的熱緊迫，從 22 ± 1° C 迅速升高到 37 ± 1° C 的環境

下，100 隻白肉雞（Arbor Acres）心臟組織中 HSP60、HSP70、HSP90 蛋白質和 mRNA 表現量，於受熱緊迫的 2 小

時後，HSP60、HSP70 和 HSP90 的蛋白質量與 mRNA 表達量皆顯著上升，並認為此 3 種 HSPs 是高溫環境下雞自體

保護蛋白質。Gabriel et al.（2002）針對 41° C 與 44° C 熱緊迫對雞胚胎 HSP70 mRNA 表現量的關係研究中，結果發

現在 44℃的孵化溫度下，HSP70 表達量大幅上升，其 mRNA 表達量是在正常孵化條件下（37.5° C）的 15 倍。

林等（2005）依據美國國家生物技術資訊中心（National Center for Biotechnology Information, NCBI）公開雞

HSP70 基因序列（GenBank J02579），應用聚合酶連鎖反應與單股構形多態性（polymerase chain reaction-single 
strand conformation polymorphism, PCR-SSCP）技術，鑑定 HSP70 基因的 SNPs 變異，該試驗分析 84 隻來亨雞、48
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隻白肉雞、104 隻紅羽土雞、99 隻畜試土雞近親品系 L7、174 隻近親品系 L9、155 隻近親品系 L11 及 162 隻近親品

系 L12，共計 826 隻雞隻 HSP70 基因型。結果顯示，來亨雞、白肉雞、紅羽土雞、畜試土雞近親品系 L7、L9、L11
及 L12 的 HSP70 基因 A 交替基因頻率分別為 0.03、0.09、0.37、0.93、0.59、0.62 及 0.63。本土雞種畜試土雞近親

品系及紅羽土雞的交替基因 HSP70 A 頻率顯著地高於外國雞種來亨蛋雞及白肉雞基因頻率（P < 0.001)。Tamzil et 
al.（2013a）運用PCR-SSCP檢測平臺分析Ayam Kampong、Arabic及商用雞種等3個雞種的HSP70基因序列（GenBank 
J02579），結果發現在 Ayam Kampong 的 HSP70 基因有七個基因型（AA、AB、AC、CC、AD、DD 和 BC 基因型 )，
Arabic 的 HSP70 基因有六個基因型（AA、AB、AC、CC、AD 和 BC 基因型），商用雞種的 HSP70 基因有一個 DD
基因型，進行基因型與性狀間的關聯性分析後，發現雞對熱緊迫的耐熱或抗熱參數與 HSP70 基因型有關（Tamzil et 
al., 2013b）。

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 點位變異、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、凝膠濃度及甘油濃度等外在因素影響 （Konstantinos et al., 2008）。

KASPTM 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產物擴增螢光強度，

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）與大豆（Shi et al., 2015）等作物，以及荷蘭牛（Zhang 
et al., 2020）、臺灣有色肉雞（朱等，2022a）、臺灣商用豬種（朱等，2022b）與哈薩克馬 （Liu et al., 2020）等動

物的分子標識輔助選拔研究。

本研究旨在運用 KASPTM 基因型檢測技術，建置臺灣有色肉雞熱休克蛋白 70 基因之基因型檢測平臺，以

KASPTM 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

本試驗於農業部畜產試驗所遺傳生理組執行試驗動物 HSP70 基因型檢測與分析。試驗動物飼養於民間畜牧場，

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 （IACUC 畜試

動字 110-38 號）。

I.   試驗動物

以民間畜牧場自家育成之第 15 世代紅羽土雞 120 隻、第 4 世代黑羽土雞 120 隻及第 13 世代烏骨雞 120 隻等雞

隻為試驗動物，共計 360 隻。

II.  採血及基因體 DNA 萃取

本研究採集試驗雞隻翼下靜脈採集血液約 0.5 － 1.0 mL，置入含抗凝血劑 EDTA-K3 （VACUETTE® TUBE, 
Greiner Bio-One GmbH, Austria）之採血管中混合後供基因體 DNA （gDNA）萃取用。以 gDNA 快速萃取套組

（EasyPure Genomic DNA mini Kit, TransGen Biotech, Beijing）分別萃取試驗隻雞 gDNA 後，經乾燥並加入適量 T.E. 
緩衝液（Tris-EDTA）溶解，再利用微量分光光譜儀（NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific, USA）測定 gDNA 濃

度，將符合品質標準 OD 260/280 ratios 為 1.8 － 2.0 的 gDNA 調整濃度為 100 － 150 ng/μL，供作 PCR 反應之模板

（Semagn et al., 2013）。

Ⅲ. HSP70 基因之 PCR-SSCP 基因型檢測平臺建置

以 林 等（2005） 發 表 HSP70 基 因 PCR-SSCP 基 因 型 檢 測 平 臺 之 引 子 序 列。 以 正 向 引 子 序 列

5'-TTTGATGCCAAGCGTCTCAT-3' 與反向引子 5'- ATCTCCTCTGGGAAG AAGGT-3' 進行 PCR 反應 （預熱反應

94℃ , 5 分鐘後，連續進行 94℃ , 40 秒、62℃ , 30 秒及 72℃ , 30 秒的 35 個循環反應，最後延長反應 72℃ , 5 分鐘）。

將 PCR 擴增片段以 GenePhor 電泳設備（GenePhor Electrophoresis Unit from GE Healthcare, Amersham Pharmacia 
Biotech, Sweden）進行 SSCP 基因型分析。取 5 μL PCR 反應後的產物與 5 μL denaturing buffer 於離心管中，混合

均勻置於 95℃ , 12 分鐘後立刻置入冰中，使 PCR 反應後的產物變性。取 6 μL 混合液置入 GeneGel Excel 12.5/24 
Kit（polyacrylamide gel T: 12.5%, C: 2%）電泳膠片，以 600V, 25 mA, 15W, 15℃ 的條件電泳 120 分鐘。電泳結束後

雞熱休克蛋白 70 基因點突變檢測技術開發與基因型分析
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以 GeneStain Automated Gel Stainer（Amersham Pharmacia Biotech, Sweden）進行染色 30 分鐘，待呈像後判讀基因型。

Ⅳ.  HSP70 基因之 KASPTM 基因型檢測平臺建置

依 NCBI 公 開 雞 HSP70 基 因 序 列（GenBank J02579） 與 Ensembl （https://www.ensembl.org）Red Jungle 
fowl（GRCg6a）序列資料（5:53,059,707 - 5:53,060,326）比對後，設計 KASPTM 基因型檢測引子。A 交替基

因 guanine 正向引子 5'- CAGACATGAAGCACTGGCCG-3' 標記 FAM 螢光、B 交替基因 cytosine 正向引子 5'- 
CAGACATGAAGCACTGGCCC-3' 標記 HEX 螢光及反向引子 5'- TGAGCACCATAGAGCTGATC-3'，並以即時聚

合酶鏈鎖反應儀（Applied Biosystems StepOneTM System, Thermo Fisher Scientific, USA）進行 KASPTM 基因型檢

測。KASPTM 反應綜合液包括 DNA（50 ~ 100 ng/μL）1.5 μL、2X master mix （FRET cassettes、ROX ™ passive 
reference dye、Taq 聚合酶及 MgCl2）5 μL、ddH2O 3.3 μL 與 assay mix （一個正向 FAM ™螢光標記引子、一個正

向 HEXTM 螢光標記引子、一個反向互補引子，以及 FRET cassettes）0.2 μL，共計 10 μL。KASPTM 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 66 － 60℃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，並以儀器內建 StepOne Software v2.3 軟體進行基因型判別。

V.  HSP70 基因序列定序

依 NCBI 公開雞 HSP70 基因序列（GenBank J02579）比對 Ensembl （https://www.ensembl.org）Red Jungle fowl 
（GRCg6a）序列資料 （5:53,059,707 - 5:53,060,326）後，設計正向引子 5'-TGCGAGC GAGCAAGTGACT G -3' 與
反向引子 5'- TCCAAGCCATAGGCAA TAGCAG -3'，以核苷酸自動定序儀（Applied Biosystems 3500 xL Genetic 
Analyzer, Thermo Fisher Scientific, USA）進行定序。

結果與討論

本研究以 PCR-SSCP 基因型檢測技術建置紅羽土雞、黑羽土雞及烏骨雞 HSP70 基因之基因型。試驗樣本經 PCR
擴增 155 bp 目標片段產物後，進行 SSCP 取得電泳結果。每個基因型皆有單股與雙股區域，基因型的鑑定由單股區域

呈現的不同分子量片段，可區分 AA、AB 及 BB 基因型 （圖 1）。

 

Lane 1 – 3, 6, 8 : AB genotype. 
Lane 4 – 5, 10 : AA genotype. 
Lane 7, 9 : BB genotype. 
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圖 1. 以 PCR-SSCP 檢測技術分析雞 HSP70-C667G 之電泳圖。

Fig. 1. Genotyping result of HSP70-C667G by PCR-SSCP.

本研究開發建立之 KASPTM 基因型檢測平臺技術進行 HSP70-C667G 基因型鑑定，以 PCR 反應條件擴增 119 bp
目標片段產物，結果如圖 2。KASPTM 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 HSP70-
BB 純合子基因型，近 Y 軸（FAM 螢光強度）為 HSP70-AA 純合子基因型，中間綠點（FAM/HEX 混合螢光強度）為

HSP70-AB 雜合子基因型，方塊黑點則為空白對照。

朱家德　賴永裕　鄧學極　劉宗霖　吳明哲　張秀鑾　林德育
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本試驗研究為進一步驗證 KASPTM 基因型檢測技術之準確性，依 NCBI 公開 HSP70 基因序列 （GenBank 
J02579）設計定序引子，並經 PCR 擴增長度為 619 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

Ensembl （https://www.ensembl.org）Red Jungle fowl （GRCg6a）序列資料 （5:53,059,707 - 5:53,060,326）進行序列比對。

結果顯示 AA 純合子基因型者 HSP70-667 鹼基為 G （guanine）（圖 3A），PCR 擴增定序序列第 330-339 bp 之 DNA
序列為 TGGCCGTTCC；BB 純合子基因型者 HSP70-667 鹼基為 C （cytosine），PCR 擴增定序序列第 330-339 bp 之

DNA 序列為 TGGCCCTTCC （圖 3C）。

HEX signal 

FA
M

 si
gn

al
 

AB 

AA 

BB 

圖 2. 應用 KASPTM 檢測技術分析雞 HSP70-C667G 之基因型圖。AA 純合子基因型呈現 FAM 螢光標記為藍色，BB 純

合子基因型呈現 HEX 螢光標記為綠色，AB 雜合子基因型呈現 FAM/HEX 螢光標記為綠色，空白樣本以黑點表

示。

Fig. 2. Genotyping cluster plots of HSP70-C667G by the kompetitive allele-specific PCR (KASPTM) assay. The genotyped 
samples marked blue are AA homozygotes; those marked red are BB homozygotes; those marked green are AB 
heterozygous. Black is the control.
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圖 3.  雞 HSP70-C667G 之 (A) AA (HSP70-667G)、(B) AB (HSP70-667C/G) 及 (C) BB (HSP70-667C) 基因型定序圖。

Fig. 3. Sequencing profile of (A) AA (HSP70- 667G), (B) AB (HSP70-667C/G), and (C) BB (HSP70-667C) homozygotes of 

朱等 （2022a）已成功運用 KASPTM 技術建立雞隻 PRLR 基因 SNP 點位 C617T 之基因型檢測平臺。經實際比較

KASPTM 與 PCR-SSCP 基因型檢測時間，發現 KASPTM 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 KASPTM、PCR-SSCP 及 DNA 序列定序法等三種檢

測法判定基因型之結果其相關性均達 100% 一致。Chang et al. （2021）將 KASPTM 基因型檢測法運用於賽鴿乳酸脫

氫酶 A （lactate dehydrogenase A, LDH-A)、粒線體細胞色素 B （mitochondrial cytochrome B, MTCYB）和多巴胺受體

D4 （dopamine receptor D4, DRD4）等 3 個基因共 4 個 SNPs 的鑑定，並進行 KASPTM 與 PCR-RFLP 測試法工作時間

與試劑耗材之比較分析，發現 2 種基因型檢測方法的鑑定準確率達到 100%，然而 KASPTM 工作時間通常僅需 2.5 小

時，而 PCR-RFLP 則需要約 7 小時才能完成同等樣本數量的基因型分析。如果將人員工作執行時間納入成本分析，

KASPTM 的整體成本將比 PCR-RFLP 低大約三倍。

雞熱休克蛋白 70 基因點突變檢測技術開發與基因型分析
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本試驗研究應用 PCR-SSCP 與 KASPTM 等 2 種基因型檢測技術，比較紅羽土雞、黑羽土雞及烏骨雞共 360 個試驗

樣本之 HSP70 基因型鑑定結果， 2 種基因型檢測技術分析 HSP70 基因 AA、AB 及 BB 基因型 100% 相符（表 1），驗

證此 2 種技術可相互替代應用。商用紅羽土雞、黑羽土雞及烏骨雞的 HSP70 基因的交替基因 A 頻率分別為 0.40、0.35
及 0.04。

結　　論

藉由 2 種不同基因型檢測技術的比較，發現 KASPTM 基因型檢測平臺除具備基因型鑑定的高正確度外，更可有效

縮短工作時間及降低人工與耗材試劑成本，應可符合我國種畜禽動物發展以 SNP 分子標識輔助選拔之需。未來，如

依據本研究分析臺灣有色肉雞不同品種（系） HSP70 基因之基因型頻率結果，探討熱緊迫環境下 HSP70 基因對臺灣

有色雞隻經濟性狀性能表現之影響，另可進一步了解作為臺灣有色肉雞遺傳選育的參考資訊。
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The establishment of a genotyping platform for the Heat 
Shock Protein 70 gene and analysis of genotypic distribution 

in Taiwan native chicken (1)
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Abstract

The heat shock protein family (HSPs) is a critical biomarker for organisms responding to heat stress conditions. Under 
heat stress or other stressful environments, the heat shock 70 protein (HSP70) is an indispensable regulatory factor for 
maintaining the proper protein structure and mitigating tissue damage. The purpose of this study was to analyze the genotype 
frequency distribution of the HSP70 gene in Taiwan colored native chickens including red-feathered native chicken, black-
feathered native chicken and silkies. The single nucleotide polymorphism (SNP) genotypes of the chicken HSP70 gene were 
identified by two genotyping platforms, polymerase chain reaction-single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) 
and the fluorescent primer marked kompetitive allele-specific polymerase chain reaction (KASPTM). The results illustrated 
that the HSP70 gene genotypes AA, AB, and BB analyzed by both detection techniques were 100% consistent, confirming 
that these techniques can be interchangeably used. Furthermore, KASPTM can effectively reduce working time and economic 
expenditure. The allele A frequencies of HSP70 gene in red-feathered native chickens, black-feathered native chicken, and 
silkies were 0.40, 0.35, and 0.04, respectively. In the future, the influence of the HSP70 gene on economic traits under heat 
stress conditions can be discovered based on the differences in the genotype frequency of the HSP70 gene in different chicken 
breeds in Taiwan.

Key Words: chicken, heat stress, HSPs, KASPTM
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