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要"采用双色荧光标记技术!检测
*"

个中国地方猪类群&

"G

个欧美商业猪类群&

5

个亚欧美野猪类群&

"

个中

国培育猪种&

"

个杜洛克
H

中国野猪杂种群体总共
4I

个类群基因组
=JK

池的
KLM@

多态性!

**

种引物组合产生
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个
KLM@

多态标记'根据多态标记信息!计算
4I

个类群间的遗传相似系数!并构建
B@N+K

聚类关系图'结

果表明!中国地方猪&中国野猪与欧美商业猪群&欧美野猪间存在明显的遗传分化!提示中国地方猪起源于亚洲野

猪!而欧美商业猪种由欧美野猪驯化而来'杜洛克猪&长白猪和大白猪不同类群间的遗传相似性较高!但也存在一

定的遗传分化'南昌白猪与大白猪&

@OCMG5

系与太湖猪有着很近的亲缘关系!真实反映了其育成历史'嘉兴黑猪

与梅山猪&冠朝猪&藤田花猪&上犹花猪和万安花猪等地方猪群遗传关系的研究结果与其形态学&地理分布和现行

分类情况相一致!认为
KLM@

技术是遗传多样性和群体遗传学研究的一项有效的技术手段'
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随着养猪生产体系的高度集约化!少数几个高

度培育的品种"系#在全球养猪生产中占据主导地

位!使得全球猪种数量锐减!品种资源日趋匮乏!猪

种资源的合理保护和利用显得日益紧迫和重要'国

内外学者从形态学特性&生产性能&血液蛋白&同工

酶和线粒体多态性&

=JK

标记等途径研究了中外猪

种资源的遗传多样性!推动了猪种资源的合理保存

和利用'

!!

扩增片段长度多态性"
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#是由
7̂)

等人创建

的
"

种分子标记检测技术!为物种遗传多样性评估

提供了新的手段*

"

+

'

KLM@

技术可在不了解基因组

序列信息的条件下!经济&快捷地产生大量的分子标

记'目前
KLM@

标记已应用于猪&牛&羊&狗&鸡等

畜禽遗传资源多样性的研究*

*!5

+

'本研究中!利用

KLM@

双色荧光标记检测技术!对
4I

个亚&欧&美洲

的野猪&地方猪种和培育猪类群的基因组混合
=JK

的遗传变异进行检测!旨在进一步了解和揭示受试

猪种群的遗传多样性&种群间的亲缘关系及遗传分

化!为地方猪种资源的客观评价&合理保护和利用提

供新的科学依据'
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材料与方法

JKJ

!

试验材料

!!

包括
*"

个中国地方猪类群&

"G

个欧美商业猪

类群&

5

个亚欧美野猪类群&

"

个中国培育猪种&

"

个

杜洛克
H

中国野猪
L"

群体的混合基因组
=JK

!

各猪群的混合基因组
=JK

由各群体中所有个体的

基因组
=JK

等量混合构建而成'各猪群的采样数

量&采样地点及采样方式见表
"
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分析

"Q*Q"

!

基因组
=JK

的双酶切和接头连接
!

利用

E"+VO

和
F$

G

O

双酶切混合基因组
=JK

!酶切片段

与相应的
E"+VO

和
F$

G

O

接头连接'

E"+VO

和

F$

G

O

接头序列为$

E"+VO

接头$

5_!C[C+[K+KC!

[+C+[KCC

%

F$

G

O

接头$

5_!+KC+K[+K+[C!

C[+KC

%

2_!CK[C[+KC+CK[++[[KK

%

2_![K!

C[CK++KC[++C

'

"Q*Q*

!

预扩增和选择性扩增
!

根据接头序列!设计

合成
2_

末端带
"

个选择性碱基的预扩增引物!采用

*

种引物组
/3"

,

[3"

"

E"+VÒ K

,

F$

G

O`K

#和

/3"

,

[3*

"

E"+VÒ K

,

F$

G

Ò C

#预扩增酶切
!

连接

产物'

@CV

反应体系为
*5

"

M

!其中
"3H@CV

;:??$-*Q5

"

M

!

*5 6678

-

M

a"

N

(

C8

*

"Q5

"

M

!

*

6678

-

M

a"

DJ[@*Q5

"

M

!

53%

(

-

"

M

a"引物
/3"

&

[3"

或
[3*

各
3QI5

"

M

!

3Q5BK6

>

8'F$

G

酶!

"b"3

稀释的酶切
!

连接产物
*Q5

"

M

!加超纯水至
*5

"

M

'

反应程序为$

G4c

预变性
23)

%

G4c23)

!

5Rc

R3)

!

I*cR3)

!

*3

个循环%

I*c

延伸
56'%

'预扩

增产物
"b*3

稀释后!用作选择性扩增模板'

!!

选择性扩增引物
5_

和
2_

端各带有
2

个选择性碱

基!其中与
E"+VO

接头序列相对应的单条引物

"

/dd

#末端标记上
OV=I33

或
OV=P33

荧光染料'

选择性扩增反应体系为
"5

"

M

$预扩增产物
2QI5

"

M

!

"3H@CV;:??$-"Q5

"

M

!

*56678

-

M

a"

N

(

C8

*

3QG

"

M

!

*6678

-

M

a"

DJ[@"Q5

"

M

!

53%

(

-

"

M

a"

引物
/dd

"

OV=I33

标记#

3Q2

"

M

或
/dd

"

OV=P33

标记#

3Q"5

"

M

!

53%

(

-

"

M

a"引物
[dd3Q45

"

M

!

3Q5BK6

>

8'F$

G

酶!加超纯水至
"5

"

M

'

@CV

程序

为$

G4c

预变性
23)

%

G4c23)

!

R5c23)

!

I*c

"*3)

!

"2

个循环!每个循环退火温度降低
3QIc

%

G4

c23)

!

5Rc23)

!

I*c"*3)

!

*3

个循环'

@CV

反应均在
@/GI33@CV

仪上进行'

"Q*Q2

!

凝胶电泳和荧光检测
!

取选择性扩增产物

4

"

M

!加入
*

"

M

反应终止液!混匀后取
"Q5

"

M

上样

于
Re

聚丙烯酰胺凝胶!在
"533^

&

436K

&

*5\

&

45c

恒温条件下电泳
2A

!利用
MOCTV4*33=JK

遗传分析仪检测
KLM@

标记指纹图谱'

JK%

!

数据处理

!!

选取
MOCTV4*33=JK

遗传分析仪检测结果

RP*
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个亚&欧&美洲野生&地方和培育猪群的
KLM@

多态性及群体遗传关系研究
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样品种类!数量和采样方式!地点

-4D3/J
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+6;50C
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=

;4<

1

3/;C0A)*+,4743

E

;6;

品种

E-$$D

类群

@7

>

:8,<'7%

数量

J717?'%D'0'D:,8

采样方式

&,6

>

8$9788$9<'7%

采样地点

M79,<'7%

野猪
\'8D

>

'

(

中国
CA'%$)$ *

系统随机抽样 浙江象山
d',%

(

)A,%

英国
B# "R

系统随机抽样 英国
@OC

公司
B#@OC

美国
B&K 4

系统随机抽样 英国
@OC

公司
B#@OC

比利时
E$8

(

':6 4

系统随机抽样 英国
@OC

公司
B#@OC

西班牙
&

>

,'% *

系统随机抽样 英国
@OC

公司
B#@OC

杜洛克
H

中国野猪
L"

"

=:-79HCA'%$)$\'8D

>

'

(

#

**

系统随机抽样 浙江象山
d',%

(

)A,%

长白猪
M,%D-,9$ " 53

系统随机抽样 英国
@OC

原种猪场
"3

系
B#@OC

* 53

系统随机抽样 英国
@OC

原种猪场
""

系
B#@OC

2 53

系统随机抽样 英国
@OC

原种猪场
"*

系
B#@OC

4 23

系统随机抽样 东乡良友畜牧有限公司
=7%

(

]',%

(

大白猪
M,-

(

$\A'<$ " 53

系统随机抽样 英国
@OC

原种猪场
35

系
B#@OC

* 53

系统随机抽样 英国
@OC

原种猪场
3R

系
B#@OC

2 53

系统随机抽样 英国
@OC

原种猪场
3I

系
B#@OC

4 **

系统随机抽样 东乡良友畜牧有限公司
=7%

(

]',%

(

5 **

系统随机抽样 江西省种猪场"双肌臀#

J,%9A,%

(

R 23

系统随机抽样 江西省种猪场
J,%9A,%

(

I "*

系统随机抽样 东乡县畜科所猪场
=7%

(

]',%

(

杜洛克猪
=:-79 " 53

系统随机抽样 英国
@OC

原种猪场
3*

系
B#@OC

* "P

系统随机抽样 东乡县畜科所猪场
=7%

(

]',%

(

2 "*

系统随机抽样 东乡良友畜牧有限公司
=7%

(

]',%

(

皮特兰猪
@'$<-,'% " ""

系统随机抽样 江西省农科院畜科所猪场
J,%9A,%

(

* 53

系统随机抽样 英国
@OC

原种猪场
34

系
B#@OC

汉普夏猪
W,6

>

)A'-$ 53

系统随机抽样 英国
@OC

原种猪场
B#@OC

南昌白猪
J,%9A,%

(

\A'<$ R3

系统随机抽样 进贤县畜牧良种场
U'%]',%

@OCMG5

合成系
@OCMG5 53

系统随机抽样 英国
@OC

原种猪场
MG5

系
B#@OC

拉康比猪
M,976;$ 53

系统随机抽样 英国
@OC

公司原种猪场
B#@OC

嘉兴黑猪
U',]'%

(

E8,9Y 45

系统随机抽样 嘉兴市种猪场
U',]'%

(

二花脸猪
/-A:,8',% " R

无相关个体" 江西农大科研猪场
J,%9A,%

(

梅山猪
N$')A,% " 5

系统随机抽样 江西农大科研猪场
J,%9A,%

(

* 53

系统随机抽样 英国
@OC

公司
B#@OC

嵊县花猪
&A$%

(

&

>

7<<$D 5P

系统随机抽样 嵊县
&A$%

(

金华猪
U'%A:, 5G

系统随机抽样 金华市种猪场
U'%A:,

上高两头乌
&A,%

((

,7 5

无相关个体" 上高市畜牧良种场
&A,%

((

,7

玉山黑猪
X:)A,%E8,9Y R

无相关个体" 玉山黑猪原种场
X:)A,%

铅山黑猪
F',%)A,%E8,9Y G

无相关个体" 铅山县畜牧良种场
F',%)A,%

星子黑猪
d'%

(

f'E8,9Y "*

无相关个体" 星子县畜牧良种场
d'%

(

f'

南城黑猪
J,%9A$%

(

E8,9Y 4

无相关个体" 南城县畜牧良种场
J,%9A$%

(

乐平花猪
M$

>

'%

(

&

>

7<<$D I

无相关个体" 乐平花猪原种场
M$

>

'%

(

东乡花猪
=7%

(

]',%

(

&

>

7<<$D 5

无相关个体" 东乡县畜牧良种场
=7%

(

]',%

(

杭猪
W,%

(

5

无相关个体" 修水杭猪原种场
V:'

S

'%

藤田花猪
[$%

(

<',%&

>

7<<$D P

无相关个体" 永丰县畜牧良种场
X7%

(

?$%

(

冠朝猪
+:,%9A,7 I

无相关个体" 吉安市畜牧良种场
U',%

万安花猪
\,%,%&

>

7<<$D 23

系统随机抽样 万安县畜牧良种场
\,%,%

上犹花猪
&A,%

(.

7:&

>

7<<$D I

系统随机抽样 上犹县油石乡
&A,%

(.

7:

资溪黑猪
g']'E8,9Y G

系统随机抽样 资溪县畜牧良种场
g']'

德兴花猪
=$]'%

(

&

>

7<<$D ""

系统随机抽样 德兴县畜牧良种场
=$]'%

(

瑞金三花猪
V:'

S

'%&,%&

>

7<<$D "3

系统随机抽样 瑞金县畜牧良种场
V:'

S

'%

"

Q

根据系谱记载
2

代内无任何血缘关系的个体

"

QB%-$8,<$D'%D'0'D:,8)'%<A-$$

(

$%$-,<'7%),997-D'%

(

<7

>

$D'

(

-$$

IP*
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中
53

#

533;

>

扩增片段!应用
#$

.(

$%$

公司的

F:,%<,

遗传分析软件!确定样本间的多态变异条

带%有带的为
"

!无带的为
3

!建立数据库'利用

&&@&

软件!按公式
+&h*,

,"

*,̀ ;̀ 9

#计算猪群

间的遗传相似系数"

+$%$<'9&'6'8,-'<

.

!

+&

#!其中
,

为
*

个猪群都有的多态带数目!

;

为
d

猪群特有条

带数!

9

为
X

猪群特有条带数%各猪群间的遗传距离

指数"

=

#按公式
=h"!+&

计算*

*

+

'根据
=

值!利用

@WXMO@

"

$̂-)'7%2QR,

#软件包*

R

+

!按照非加权组平

均法"

B%Z$'

(

A<$D

>

,'-

(

-7:

>

6$<A7DZ'<A,-'<A6$!

<'96$,%

!

B@+NK

#进行聚类分析!构建聚类关系

图'

!

!

结
!

果

!KJ

!

)*+,

多态标记检测结果

!!

采用
**

种引物组合进行选择性扩增!

"

种引物

组合可产生
53

#

"33

条
KLM@

条带!分子量范围
53

#

533;

>

"图
"

#'

**

种引物组合共检测到
2"*

条多

态带!平均每种引物组合产生
"4Q*

条多态带!变化

范围
5

#

*P

条"表
*

#'

表
!

!

!!

种
)*+,

引物组合及检测结果

-4D3/!

!

)<

1

36C6945607A/;235;0C!!)*+,

1

A6</A90<D6745607;

预扩增引物组合

@-$,6

>

8'?'9,<'7%

>

-'6$-976;'%,<'7%

选择性扩增引物组合

&$8$9<'0$,6

>

8'?'9,<'7%

>

-'6$-976;'%,<'7%

引物序列"

5_a2_

#

@-'6$-)$

i

:$%9$

多态条带数量

J:6;$-

/3"

,

[3" /2"

,

[2G +KC[+C+[KCCKK[[CKKK

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KK+K "5

/2"

,

[43 +KC[+C+[KCCKK[[CKKK

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KK+C "I

/2"

,

[4" +KC[+C+[KCCKK[[CKKK

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KK++ P

/2"

,

[4* +KC[+C+[KCCKK[[CKKK

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KK+[ *5

/2*

,

[2* +KC[+C+[KCCKK[[CKKC

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KKKC *P

/2*

,

[22 +KC[+C+[KCCKK[[CKKC

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KKK+ "I

/2*

,

[25 +KC[+C+[KCCKK[[CKKC

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KKCK "4

/2*

,

[2P +KC[+C+[KCCKK[[CKKC

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KKC[ "R

/22

,

[43 +KC[+C+[KCCKK[[CKK+

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KK+C "4

/2G

,

[22 +KC[+C+[KCCKK[[CK+K

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KKK+ "2

/42

,

[43 +KC[+C+[KCCKK[[CK[K

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KK+C "4

/45

,

[2* +KC[+C+[KCCKK[[CK[+

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KKKC "3

/3"

,

[3* /2*

,

[4G +KC[+C+[KCCKK[[CKKC

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KCK+ "G

/22

,

[4I +KC[+C+[KCCKK[[CKK+

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KCKK "5

/22

,

[4G +KC[+C+[KCCKK[[CKK+

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KCK+ G

/22

,

[R* +KC[+C+[KCCKK[[CKK+

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KC[[ G

/25

,

[4P +KC[+C+[KCCKK[[CKCK

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KCKC 5

/2G

,

[4P +KC[+C+[KCCKK[[CK+K

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KCKC "4

/4*

,

[4P +KC[+C+[KCCKK[[CK+[

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KCKC "3

/4*

,

[4G +KC[+C+[KCCKK[[CK+[

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KCK+ P

/45

,

[4G +KC[+C+[KCCKK[[CK[+

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KCK+ "5

/4R

,

[4P +KC[+C+[KCCKK[[CK[[

,,

+K[+K+[CC[+KCC+KCKC "I

总计
[7<,8 ** 2"*

!K!

!

遗传相似系数统计结果

!!

*

个
@OC

专门化品系
MV""

和
MV"*

在
4I

个受

试猪群中遗传相似系数最高"

3QP53

#!西班牙野猪与

嘉兴黑猪的遗传相似系数最低"

3Q2"2

#'整体而言!

欧美商业猪群与欧美野猪和培育猪种之间&中国地

方猪与中国野猪之间的遗传相似系数较高!而欧美

商业猪种&欧美野猪&培育猪种与中国地方猪&中国

野猪之间的遗传相似系数较低"遗传相似系数统计

结果数据庞大!在此就不再列出#'

!K%

!

聚类分析

!!

4I

个猪群整体上分为
*

大类群$欧美野猪&商

业猪群和培育猪种聚为一类!中国野猪&中国地方猪

PP*



!

2

期 高
!

军等$

4I

个亚&欧&美洲野生&地方和培育猪群的
KLM@

多态性及群体遗传关系研究

从左到右的泳道代表
4I

个猪群的池
=JK

!预扩增引物

组
/3"

,

[3"

!选择性扩增引物组
/2"

,

[2G

M,%$)?-768$?<<7-'

(

A<'%D'9,<$<A$=JK

>

7787?4I

>

'

(

>

7

>

:8,<'7%)

!

<A$

>

-$,6

>

8'?'9,<'7%

>

-'6$-976;'%,<'7%')

/3"

,

[3"

!

,%D<A$)$8$9<'0$,6

>

8'?'9,<'7%

>

-'6$-976;'!

%,<'7%')/2"

,

[2G

图
J

!

$(

个猪群的
)*+,

指纹图谱

*6

=

KJ

!

)*+,C67

=

/A

1

A67567

=1

455/A70C$(

1

6

=1

0

1

234L

5607;

种和含有中国地方猪种血缘的
@OC

合成系
MG5

聚

为另一类群"图
*

#'

%

!

讨
!

论

%KJ

!

受试猪种$群%的遗传多样性

!!

4I

个受试猪群中包括中国地方猪&欧美商业猪

种以及亚欧美洲的野猪类群!其形态外貌&生产特

性&地理分布和种质特性等相差十分悬殊!遗传背景

差异较大'从
KLM@

标记检测结果看!

**

种
KLM@

引物组合检测到的多态标记多达
2"*

条!平均每个

引物组合产生
"4Q*

条'这表明
KLM@

多态检测效

率高!一次扩增能产生大量的多态标记!另外!也反

映出
4I

个受试猪群有着丰富的遗传多样性'

图
!

!

$(

个猪群的
M,8F)

聚类关系图

*6

=

K!

!

F03/9234A

1

.

E

30

=

/7/5695A//0C$(

1

6

=1

0

1

234L

5607;907;5A295/?D

E

5./M,8F)</5.0?

%K!

!

猪种的起源和分化

!!

家猪的始祖为野猪!中国地方猪种被认为起源于

亚洲野猪!而欧美商业猪种是欧美野猪的后代*

I

+

!有

关血液蛋白多态性&线粒体
=JK

多态性和
VK@=

分

子标记等研究结果也表明中国地方猪有着与欧美商

业猪种不同的起源!它可能起源于亚洲野猪*

P!"3

+

'研

究结果也表明!中国地方猪与中国野猪之间有更近

的亲缘关系!而欧美商业猪群与欧美野猪的亲缘关

系更近'在
B@+NK

聚类图中!中国野猪类群与中

国地方猪明显地聚为一大类!而欧美商业猪群与欧

美野猪聚成另一大类!这提示中国地方猪起源于中

GP*
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!

国野猪!而欧美商业猪种中虽然有部分在其培育过

程中可能使用过少量中国地方猪的血缘!但其整体

起源仍可明显看出是由欧美野猪驯化而来'

%K%

!

$(

个猪种$群%的群体遗传关系研究

!!

KLM@

的分析结果较好地反映了
4I

个受试猪

种群的种质特性和育成历史'长白猪
4

个类群&大

白猪
I

个类群&杜洛克猪
2

个类群分别聚为一类!这

体现了同一猪种不同类群间有共同的起源!亲缘关

系很近!遗传背景相似度高'从长白猪来看!

2

个

@OC

长白猪专门化品系有着很近的亲缘关系!它们

首先聚在一起!东乡良友的长白猪群再与它们聚为

一类'这体现了不同品系的长白猪由于选择性状和

选择方向的差异!经长期选择!不同类群间产生了一

定的遗传分化'大白猪&杜洛克猪与长白猪有着类

似的情况'

!!

南昌白猪是培育品种!含大白猪的血缘比例很

高"

I5e

#!因而与大白猪的遗传关系很近*

""

+

'在聚

类图中!南昌白猪与大白猪的
I

个类群及皮特兰猪

聚在一起'在现行的地方猪种分类中!嘉兴黑猪和

二花脸猪同属太湖猪的
*

个类群*

I

+

!

VK@=

&

6<=!

JK

等分子标记的研究结果也表明!它们有着很近

的亲缘关系*

G!"3

+

'在聚类关系图中!嘉兴黑猪与二

花脸猪&

@OCMG5

系聚为一类'

@OCMG5

系为合成

系!在它的选育过程中导入了较多的太湖猪血缘!因

而与太湖猪的亲缘关系很近'试验中的中国野猪和

野猪
H

杜洛克杂种群体的样品采自浙江象山的同一

猪场!根据系谱记录!野猪
H

杜洛克杂种群含
53e

#

I5e

的野猪血缘!显然与野猪的亲缘关系很近!在

B@+NK

聚类关系图中!这
*

类猪也聚在一起!遗

传相似性较高'冠朝猪&藤田花猪&上犹花猪&万安

花猪&瑞金三花猪等是分布于赣中&赣南地区的地方

花猪类群!这些猪群产地毗邻!生态环境和社会经济

条件相似!外型特征和种质特性大同小异!故在现行

的猪种分类中!这些猪群归为同一品种.赣中南花

猪*

I

+

'血液蛋白多态性和
VK@=

分析结果也基本

支持这一分类*

"*!"2

+

'从
KLM@

分析结果看!除瑞金

三花猪!其他
4

个赣中南花猪的地方类群都聚为一

类!体现出较近的亲缘关系!支持现行的分类情况'

!!

本研究结果中也出现了部分地方猪种群的聚类

关系与现行的分类情况和事实记载不一致的情况!

如梅山猪的
*

个群体与二花脸猪&嘉兴黑猪表现出

较远的亲缘关系%瑞金三花猪与同属赣中南花猪的

其他
4

个地方猪群遗传距离较远!遗传分化明显等'

出现这种情况的原因可能有$"

"

#受试猪种因现存群

体数量较少或采样困难!采样个体数较少!一定程度

上引起了系统误差%"

*

#试验误差%"

2

#这些猪种在长

期的选育进化过程中有着未见记载的种群迁移和基

因流动情况%这些需要进一步深入研究'

!!

致谢"本研究在样品采集过程中得到了各相关县"市#农"牧#

业局及采样单位的大力支持和帮助!一并谨表谢意'
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