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摘要　用140 个 10碱基随机引物对外来猪种杜洛克猪 、斯格猪 、长白猪 、大约克夏猪及地方猪种

蓝塘猪 、大花白猪的基因组 DNA进行 RAPD分析 , 其中 23个引物无扩增产物 , 66 个引物的扩增

产物表现为多态 , 51 个引物的扩增产物表现为单态 ,扩增产物的电泳条带数在 1 ～ 11 条之间 ,平

均为 4.2条。从相似系数及聚类分析结果可以看出 , 斯格猪与长白猪 、蓝塘猪与大花白猪的相

似系数较高 ,亲缘关系也较近 , 而 2 个地方猪种与 4个外来猪种之间则相应地较低 、较远;在 4个

外来猪种中 , 除杜洛克猪外 , 另 3 个外来猪种又因曾直接或间接地引用过中国地方猪种作为育

种素材 ,因而表现出与地方猪种相对较近的亲缘关系。
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　　随机扩增多态性 DNA(Random amplified polymorphic DNA , PAPD)技术是 90年代由两

个实验室(Willams et al , 1990;Welsh et al ,1990)同时建立起来的一种新的揭示基因组 DNA

多态性的方法 ,它是建立在多聚酶链反应(Polymerase chain reaction , PCR)基础之上 ,不象限

制性片段长度多态性(Restriction f ragment length polymorphism , RFLPs)那样需进行 South-

ern印迹 、探针标记和杂交 ,无需预先知道引物和模板的 DNA 序列 ,对任何无生物学研究基

础的物种均可采用 ,且操作简单 、快捷 ,有望程序化 ,因此非常适用于大批量样品的群体遗传

研究(严华军等 ,1996)。该方法自 1990年建立以来已被广泛地用于多态性分析(孙传清等 ,

1995;Amau , 1994)、遗传图谱的构建(Amornrat , 1995)、筛选鉴定与目标基因紧密连锁的

RAPD标记 、遗传家系分析(Demeke et al ,1992;Kresovich et al ,1992;Susan et al , 1993)以及

品种(系)的亲缘关系鉴定 、抗病基因研究(M artin et al ,1991;Stammers et al , 1995)等 。本文

用 RAPD方法对广东省大型集约化猪场常用品种杜洛克猪 、大约克夏猪 、长白猪 、斯格猪及

地方猪种蓝塘猪 、大花白猪的基因组 DNA 差异进行分析 ,探讨 6个品种猪间的亲缘关系。

为进一步开展配合力测定 、品种间的杂交利用等提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　供试猪群及血样采集

　　实验所用杜洛克猪 、长白猪 、大约克夏猪 、斯格猪及蓝塘猪 、大花白猪的血液样品均采自

广东省大型猪场 。在健康猪群中随机取样(每群分别采集 20个样品),公母各半。大猪从耳

静脉 、小猪从前腔静脉采血 3 ～ 5 m L ,加适量 2%EDTA抗凝 ,混匀后 4℃冰箱保存 。

1.2　基因组 DNA 抽提及模板的制备

　　参照吴冠芸等(1988)方法 ,用抗凝血10 000 r/min离心 10 min ,去上清 ,而后加 0.4%KCl
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低渗 ,0.85%NaCl洗涤 ,再用 1×TES ,蛋白酶 K(10 mg/mL), 20%SDS , 50℃水浴过夜(消

化),最后用 Tris饱和酚 、氯仿/异戊醇(23:1)抽提 ,冰冷无水乙醇沉淀 DNA , 75%乙醇洗涤

烘干后加适量 TE ,55℃水浴过夜溶解 ,取出后于超低温冰箱保存 。

　　取 DNA样品 3 μL ,加 2 μL 溴 酚蓝指 示剂 溶液混匀 ,点样于 1%琼脂糖凝胶(内加

0.5μg/mL EB)中 。用 1×TAE 缓冲液电泳 , 3 ～ 4 V/cm ,20 min ,在紫外光检测仪中检测

DNA样品纯度。用紫外分光光度计测定 DNA样品浓度(萨姆布鲁克等 ,1993),决定样品的

稀释倍数 ,使终浓度为 25 ng/μL 。实验用模板为混合 DNA ,即每群 20个个体等量取样混

合 ,4℃冰箱保存 。

1.3　RAPD-PCR扩增及产物检测

　　PCR扩增:参照朱平(1992)、萨姆布鲁克等(1993)方法 ,用 140个 10碱基随机引物(购自美

国OPERON生物工程公司 ,编号为:E01-20 ,F 01-20 ,G 01-20 ,H01-20 , I01-20 , J01-20 ,

L01-20)分别对 6个品种猪的混合 DNA进行 PCR扩增。PCR扩增每管总反应液为 25 μL ,其

组成为 10×PCR缓冲液 2.5 μL ,dNTP(2 mmol/ L)1.25 μL ,MgCl2(5 mmol/L)2.5 μL ,引物(5

pmol/μL)1μL ,TaqDNA 聚合酶1 U(视活性变化可适当增减),模板DNA 4μL ,无菌双蒸水补充

至总体积为 25μL ,最后以适量液体石膜油覆盖液面 ,以防止反应过程水份蒸发。反应程序为:

94℃45 s ,36 ℃60 s ,72℃120 s ,38个循环 ,最后于72℃后延伸 10 min。

　　产物检测:取 PCR扩增产物 20 μL ,加溴酚蓝指示剂 3 μL 混匀 ,点样于 2%琼脂糖凝胶

板(含 0.5μg/mL EB)的加样孔中 ,用 1×TAE电泳缓冲液 ,电压 3 ～ 4 V/cm ,电泳 2.5 ～ 3

h ,结果于紫外光检测仪中观察 、拍照并作好记录 。

1.4　数据统计及聚类分析

　　相似系数(S)和距离系数(d)的计算(Wetton et al ,1987;Jeff reys et al , 1987;Dunning ton

et al ,1990):

　　S =2Nab/(Na+Nb)

　　其中 Nab是混合 DNA样品 a 和b 的扩增产物所共有的条带数目 , Na 是混合 DNA 样

品 a 的扩增产物的总带数 , Nb 是混合 DNA 样品 b的扩增产物的总带数。共有带是指在电

泳凝胶中的位置相同 、强度较一致的带 。S 值表示两个群体间的亲缘关系远近 , S 值越大 ,

表明亲缘关系越近 ,反之则越远。

　　d=1-S

　　d 值表示两个群体间的遗传距离远近 , d 值越大 ,则表示亲缘关系越远。

　　应用 SAS统计软件对 d 值进行类平均法系统聚类分析 ,得出 6个品种猪的聚类分析图。

2　结果与分析

　　用 140个 10碱基随机引物对 6个品种猪的混合 DNA 进行 PCR扩增 ,结果经电泳分

离。有 117个引物得到了清晰的 DNA 扩增图谱 ,其中 66个引物的扩增产物表现为多态(占

47%),51个引物的扩增产物表现为单态(占 36.5%)。扩增产物的电泳条带数在 1 ～ 11条

之间 ,平均为 4.2条 。在 66个多态引物中 ,斯格猪与长白猪有特异性带区别的引物有 8个 ,

蓝塘猪与大花白猪有特异性带区别的引物有 6个 ,地方猪种与外来猪种有特异性带区别的

引物有 19个 ,这说明斯格猪与长白猪 、蓝塘猪与大花白猪间均有很高的同源性 ,而地方猪种

与外来猪种间同源性则相对较低。
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　　对 66个扩增产物表现为多态的引物的 DNA 指纹图谱进行统计分析 ,计算 6 个品种间

共有带数目及相似系数(表 1)。结果显示:蓝塘猪与大花白猪的相似系数最高(0.965 9),因

为这是两个广东省地方猪种 ,有相似的社会地理环境和育成历史(张仲葛等 ,1986);斯格猪

与长白猪的相似系数也较高(0.951 0),说明它们的亲缘关系很近 ,这也与事实相符 ,因为斯

格猪是在比利时长白 、英系长白 、荷系长白 、丹系长白等长白猪种的基础上合成的(郭传甲 ,

1992;张仲葛等 ,1990);在 4个外来猪种中 ,除了杜洛克猪与广东省两地方猪种亲缘关系相

对较远外 ,其它 3个外来猪种都曾直接或间接地用过广东地方猪种作为育种素材(张仲葛

等 ,1986;胡今尧等 , 1982),因而表现出与两地方猪种相对较近的关系 。

　　用距离系数(表 2)对 6个品种猪进行类平均法系统聚类 ,得到聚类图(图 1)。由图 1可

见 ,在 0.034 1水平时 ,蓝塘猪与大花白猪首先聚为一类 ,此后斯格猪与长白猪很快聚为一

类(0.049 0),在 0.073 4水平时 ,斯格猪 、长白猪 、大约克夏猪聚为一类 ,至 0.106 6水平时 ,

4个外来猪种聚为一类 ,说明我国地方猪种与外来猪种间存在明显的差异 ,这也基本反映了

6个品种猪间的亲缘关系 ,说明混合 DNA的 RAPD技术可以作为鉴定品种或群体亲缘关系

的有效方法。
表 1　6个品种间共有带数目及相似系数1)

品种 杜洛克猪 斯格猪 长白猪 大约克夏猪 蓝塘猪 大花白猪

1 (257) 0.920 8 0.898 7 0.879 7 0.811 8 0.795 2

2 250 (286) 0.951 0 0.924 9 0.831 2 0.827 1

3 244 272 (286) 0.928 3 0.831 2 0.823 3

4 245 271 272 (300) 0.828 2 0.827 8

5 207 224 224 229 (253) 0.965 9

6 200 220 219 226 241 (246)

　　1)1 ～ 6 数字分别代表 6 个品种猪 , 1 为杜洛克猪 , 2 为斯格猪 , 3 为长白猪 , 4 为大约克夏猪 , 5 为蓝塘

猪 , 6 为大花白猪 ,对角线括号内数字为各品种66 个多态引物 DNA 扩增图谱中出现的条带总数;左

下表为两两品种间共有带数目 ,右上表为两两品种间相似系数

图 1　根据DNA BAPD 分析的 d 值所作的类平均法聚类图
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表 2　品种间距离系数(d)1)

品种 1　杜洛克猪 2　斯格猪 3　长白猪 4　大约克夏猪 5　蓝塘猪

2 0.079 2

3 0.101 3 0.049 0

4 0.120 3 0.075 1 0.071 7

5 0.188 2 0.168 8 0.168 8 0.171 8

6 0.204 8 0.172 9 0.176 7 0.172 2 0.034 1

　1)1～ 6 数字分别代表 6 个品种猪 , 1为杜洛克猪 , 2 为斯格猪 , 3 为长白猪 , 4 为大约克夏猪 , 5 为蓝塘猪 ,

6 为大花白猪。

3　讨论

　　据报道(Williams et al , 1990;陈洪等 , 1996), RAPD方法因退火温度较低易导致引物与

模板的错配而致使产物可信度降低;另外 RAPD 结果易受其它许多因素影 响 ,如 TaqDNA

聚合酶活性 、M gCl2 浓度 、引物种类和用量以及模板 DNA 的浓度和质量等(陈建莉等 ,

1996),因而其稳定性一直受到怀疑。但是也有许多人的研究(吕雪梅等 , 1996;单卫星等 ,

1995)表明 ,RAPD方法的稳定性可以通过人为控制而获得满意效果 ,该方法因有许多其它

方法所不可比拟的优点而得到推广 。作者认为 ,只要严格控制好反应条件 ,其重复性还是相

当可靠的 。用 RAPD方法进行品种间亲缘关系的研究 ,方法简便 、快捷 ,尤其 PCR反应要的

模板量较少 ,能快地利用大量的随机引物对基因组 DNA 进行广泛的比较研究。秦树臻

(1995)的研究也有同样结论。本实验所用的 140个引物除 23个无产物或带型不清未计外 ,

平均每个引物产生了 4.2条 ,又因在 RAPD方法中产生的一个条带可代表基因组中的一个

位点 ,即本实验共检测了基因组上近 500个位点 ,这种效率是其它方法所不可比的 。但是混

合DNA的 RAPD分析有突出群体的共性而掩盖群体内个体间差异的特点 ,它因无法反映群

体内部的变化情况 ,故当要准确了解群体间相互关系时 ,应尽量扩大样本含量 ,使样本尽量

包含群体中全部不同类型的个体 ,从而使结果更接近实际情况。至于多少样本最为适宜 ,杨

宁等(1994)曾作过不同样本数对分析结果影响的比较研究 ,认为 10 ～ 15个个体已基本可以

反映群体的遗传信息。但本实验认为 ,进行混合 DNA 的 RAPD分析时增加样本数量也不会

增加许多工作 ,因此为确保准确性 ,应尽可能增加样本数量 。
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COMPARISONS OF CALCULATION M ETHODS FOR

GENET IC DIS TANCE IN RAPD ANALYS IS

Lu Xuemei　　Yang Guanfu　　Zang Xiquan

(Dept.of Anim.Sci., South China Agric.Univ., Guangzhou , 510642)

Abstract

In o rder to study populat ion genetic v ariations w ith RAPD analysis more availabel , the genetic

distances among 7 layer lines in Guang zhou Leghorn Company Ltd wer lculated wi th Nei' s e-

quation , Rogers equat ion , Hedrick' s equation and the equation developed by the autho rs based

on RAPD analy sis for 7 lines.It w as concluded that Rogers genetic distance was mo re suitable

to RAPD analy sis data and that the autho rs genet ic distance w as co rrelated with the o ther ge-

netic distances singif icantly , but had to be tested further.

Key words　RAPD analysis;genetic distance

(上接第 89 页)

ANALYS IS OF RELAT IONSHIPS BETWEEN SIX PIG

BREEDS USING RANDOM AM PLIFIED POLYM ORPHIC DNA

Liu Dew u 　Yang Guanfu 　 Li Jiaqi

(Dept.of Anim.Sci., South China Agric.Univ., Guang zhou , 510642)

Abstract

A total of 140 short primers , of arbit rary nucleotide sequence ,w ere used sing ly in polymerase

chain reactions to amplify DNA fingerprints in pools of DNA from six pig breeds , including

Duroc ,Seghers ,Landrace ,Large White , Lantang and Dahuabai.Of these primers , 23 amplified

no DNA figerprint ,66 produced polymorphic DNA fingerprints and 51 monomphic DNA finger-

prints.Average number of bands per primer w as 4.2 , rang ing f rom l to 11 bands.Similarity co-

efficients and cluster analysis , calculated acco rding to the DNA frigerprints , indicated that there

w ere close relationships between the Lantang and Dahuabai , and betw een the Seghers and Lan-

drace.Duroc expressed a farther relationship to native breeds than to other imported pig breeds.

Key words　RAPD (Random amplified polymorphic DNA);pig breeds;similarity cof ficients;

relat ionship
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