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摘要 }实验山羊共 tsx只 o其中波尔山羊 ys只k公母羊各半 o采血样 us个 o组织样 ws个l o徐淮山羊 vs只k公母

羊各半 o每羊采血样 t个l o海门山羊 tx 只k公羊 z 只 o母羊 { 只 o每羊采血样 t 个l ∀分别提取 ⁄�� o按品种构建

⁄�� 池 ∀应用 vy个选择性引物组合对波尔山羊 !徐淮山羊和海门山羊品种间 �ƒ�° 多样性进行研究 o其中 u| 个

引物组合共扩增出 v uxv 个标记 o包括多态标记 |u 个 o平均每个引物组合扩增 v qtz 个多态标记 o多态频率达

u q{ h ∀多态标记数较多的引物组合为 }∞ss n �≤ �r � ss n ≤ ��ktv 个l !∞ss n �≤ �r � ss n ≤ ��kts 个l ! ∞ss n

��≤r � ss n ≤ �≤k{个l和 ∞ss n ��≤r � ss n �≤ ×kz个l ∀从 |v个随机引物中筛选出品种间多态性较强 !重复性好

的引物 uu个 o对 v个品种池 ⁄�� 进行 � �°⁄扩增 o共扩增出 t{v个标记 o其中多态标记 ys 个 o平均每个引物扩增

u qzv个多态标记 o多态频率为 vu q{ h ∀两种方法得到一致结果 o即徐淮山羊与海门山羊遗传距离最近 o徐淮山羊

与波尔山羊次之 o海门山羊与波尔山羊遗传距离最远 ∀按 �°� � � 法将海门山羊与徐淮山羊聚为一类 o其次为波

尔山羊 ∀两种方法均能较好地反映 v个山羊品种的遗传差异 o但 �ƒ�°方法多态标记数更多 ∀
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  在众多的分子标记研究中 o� �°⁄技术具有所

用 ⁄�� 量少 !不需特殊的探针 !多态性较丰富 o灵

敏度高 !操作简便 !经济快速等优点 o因此已被广泛

应用于系统分类 !寻找与动植物数量性状位点

k± ×�l相关的分子遗传标记以及基因定位和基因

作图的研究中≈t ∗ x  ∀ �ƒ�° 技术具有结果稳定可

靠 !标记丰富的特点 ∀作为一种高效的 ⁄�� 指纹

技术 o已在动 !植物基因组研究 !遗传图谱及指纹图

谱的构建 !目的基因定位 !品种识别等领域显示出广

阔的应用潜力≈y ∗ ts  ∀但 �ƒ�° 技术在家畜上的应

用研究开展很少≈|  o特别是有关山羊方面的研究国

内外尚未见报道 ∀本研究旨在开展山羊遗传多样性

研究 o为更好地利用和保护山羊种质资源提供理论

依据 ~与 � �°⁄技术对比 o探讨 �ƒ�° 技术是否适

用于山羊遗传多样性研究 ∀

1  材料与方法

1 q1  样本采集

实验所用样本采自 v 个品种共 tsx 只山羊 o其

中 ys个波尔山羊样本采自江苏省徐州市家畜改良

站 o包括 us 个血样和 ws 个组织样 o公母羊各半 ~vs

个徐淮山羊k公母各半l血样采自江苏省句容农校和

江苏省海安农业机械化学校 o每场各 tx只 ~tx个海

门山羊kz公 {母l血样采自江苏省海门县种羊场 ∀

1 q2  ⁄��提取和 ⁄��池的构建

⁄��提取参照孟安明≈tt 的方法进行 ∀从 ys

只波尔山羊样本 ⁄�� 提取液中等量地取出一定量

的 ⁄�� 溶液 o混合在另一干净的 t qx °̄ 离心管中 o

构建成波尔山羊池 ⁄�� o加入一定量的 ×∞s qt缓冲

液稀释至终浓度为 uxs ±ªrΛ̄ o再取出一部分稀释至

终浓度为 ux ±ªrΛ̄ ∀用同样的方法将 vs 个徐淮山

羊 !tx个海门山羊样本 ⁄�� 分别构建成徐淮山羊

和海门山羊池 ⁄�� o并按上述浓度稀释 ∀

1 q3  � �°⁄ °≤ � 反应条件及产物检测

从 �³̈µ²±公司的随机引物 �°�ktyl !�°∞kt2

usl !�°�kt2usl !�°�kt2usl !�°�kt2usl !�°°ktwl

和 �°± kx2txl组的 |v 个引物中 o筛选得到山羊品

种间多态性较强 !重复性好的引物 uu 个 o对 v 个山

羊 ⁄�� 池进行随机扩增 ∀

� �°⁄方法参照文献≈v 介绍的方法略加修改 o

即取 u qsΛ̄ ts ≅ 反应缓冲液 os q{Λ̄ u qx °°²̄r�

w§�×°¶k � ��l ot qyΛ̄ ux °°²̄r� �ª≤ ū ox ³°²̄

引物 ot � ×¤́ ⁄�� 聚合酶 k≥³µ²° ª̈¤l oxs ±ª模

板 ⁄�� o加超纯水至 usΛ̄ ∀ � �°⁄2°≤ � 反应程序

为 }|w ε 预变性 x°¬±~变性 t°¬±ovy ε 复性 t°¬±o

zu ε 延伸 u°¬±o循环 ws 次 ~zu ε 延伸 ts°¬±∀产物

用t qx h的琼脂糖凝胶电泳分析kv∂ r¦°l o溴化乙锭

染色 o紫外光下观察 !拍照记录 ∀

1 q4  �ƒ�°方法

�ƒ�°实验程序根据文献≈{ 介绍的方法略加

修改 o具体步骤如下 }

ktl酶切 }w qsΛ̄ ts ≅ 连接酶缓冲液 os qwΛ̄ ts

°ªr°̄ �≥� o x � �¶̈� k °µ²° ª̈¤l o x� ∞¦²� �

k°µ²° ª̈¤l ouxs ±ª ⁄�� o加超纯水至 wsΛ̄ ~vz ε 酶

切 v«ozs ε 灭活 tx°¬±∀

kul连接 }向上述酶切混合液中加入含 t qsΛ̄ ts

≅ 连接酶缓冲液 ox ³°²̄ ∞¦²� �双链接头k���≤ �2

�� �l oxs ³°²̄ � ¶̈� 双链接头k���≤ ��� �l ou �

×w⁄�� 连接酶 k °µ²° ª̈¤l的溶液 o加超纯水至

xsΛ̄ ∀uu ε 连接过夜 ozs ε 灭活 tx°¬±∀

�¶̈�双链接头序列为 }

xχ2��≤ ��× ���× ≤≤ × ���2vχ

  vχ2× �≤ × ≤ ����≤ × ≤ �×2xχ

∞¦²� �双链接头序列为 }

xχ2��× × ��× �≤ �≤ ��× ≤ × �≤2vχ

  vχ2≤≤ �× �≤ �× ≤ ���× �≤ × ≤2xχ

kvl预扩增 }取 u qsΛ̄ ts ≅ 反应缓冲液 o加t qyΛ̄

ux °°²̄r� �ª≤ ū ot qyΛ̄ u qx °°²̄r�w§�×°¶ozx

±ª ∞¦²� �预扩增引物k���≤ ��� �l ozx ±ª �¶̈�预

扩增引物 k ���≤ ��� �l o t � ×¤́ ⁄�� 聚合酶

k°µ²° ª̈¤l ox qs Λ̄ 模板 ⁄��k酶切连接混合物l o

加超纯水至 usΛ̄ ∀|w ε 变性 vs ¶oxy ε 复性 vs ¶o

zu ε 延伸 t°¬±o循环 vs 次后 o于 zu ε 延伸 x°¬±∀

取 xΛ̄ °≤ � 产物用 ×∞s qt稀释到 txsΛ̄ 作为选择性

扩增的模板 ∀另取 xΛ̄ s qzx h 琼脂糖电泳观察结

果 o其余的于 p us ε 冻存 ∀

引物脱氧核苷酸序列为 }

� ss }��× ���× ≤≤ × ���× ��

和 ∞ss }��≤ × �≤ �× �≤≤ ��× × ≤

kwl选择性扩增 }取 u qsΛ̄ ts ≅ 反应缓冲液 o

t qy Λ̄ ux °°²̄r� �ª≤ ū o t qyΛ̄ u qx °°²̄r�

w§�×°¶ovs ±ª ∞¦²� � 选择性引物k���≤ ��� �l o

vs ±ª �¶̈� 选择性引物k���≤ ��� �l o t � ×¤́

⁄�� 聚合酶 ox qsΛ̄ 模板 ⁄�� o加超纯水至 usΛ̄ ∀
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|w ε 预变性 u°¬±~|w ε 变性 vs¶oyx ε 复性 vs¶~zu ε

延伸 ys¶o循环 tu次 o每个循环降低 s qz ε ∀然后在

|w ε 变性 vs¶oxy ε 复性 vs¶ozu ε 延伸 ys¶o持续 uv

个循环后 o于 zu ε 延伸 z°¬±∀

kxl�ƒ�°产物凝胶电泳分析 }用 y h 变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳分析 ∀tss • 恒功率预电泳 vs°¬±

后 o样品与变性缓冲液 tΒt混合 o|y ε 变性 u°¬±o立

即置冰浴上 o每个泳道加样 xΛ̄ ~tss • 恒功率电泳

t qx ∗ u«~按 ���≤ ��� �银染试剂盒方法进行染色 o

记录结果并拍照 ∀

1 q5  统计分析方法

ktl遗传距离 }根据公式 ƒ � u�¬¼rk �¬ n

�¼l
≈tu 计算任意两个品种之间标记的片段共享度

kƒl o其中 �¬¼为品种 ÷ 和品种 ≠ ⁄�� 池 °≤ � 扩

增分子量相同的 ⁄�� 片段总数 ~�¬!�¼分别为品

种 ÷ 和品种 ≠ ⁄��池 °≤� 扩增产物的 ⁄��片段总

数 ∀任意两个品种之间的遗传距离指数 ⁄� t p ƒ ∀

kul聚类分析 }根据 ⁄ 值 o运用 �°� � �k∏±2

º ¬̈ª«·̈§ ³¤¬µªµ²∏³ ° ·̈«²§ ∏¶¬±ª ¤µ¬·«° ·̈¬¦¤√ µ̈2

¤ª̈ l方法对品种进行聚类分析并构建聚类关系图 ∀

2  结果与分析

2 q1  应用 22 个随机引物对 3 个品种山羊 ⁄�� 池

的 � �°⁄扩增

运用筛选出的 uu个引物k表 tl对 v个 ⁄�� 池

进行 � �°⁄扩增 o共得到 t{v 条清晰的标记k部分

电泳图谱见图 t o图 ul o其中多态性标记 ys个 o多态

频率 vu q{ h ∀

表 1  22 个随机引物对 3 个山羊品种池 ⁄��的 � �°⁄扩增结果

×¤¥̄¨t  × «̈ � �°⁄ µ̈¶∏̄·²©v ª²¤·¥µ̈ §̈ ⁄�� ³²²̄¶¤°³̄¬©¬̈§¥¼ uu ³µ¬° µ̈¶

引物号
°µ¬° µ̈

标记数
�¤µ®̈ µ¶

多态标记数
°²̄¼°²µ³«¬¦

°¤µ®̈ µ¶

引物号
°µ¬° µ̈

标记数
�¤µ®̈ µ¶

多态标记数
°²̄¼°²µ³«¬¦

°¤µ®̈ µ¶

引物号
°µ¬° µ̈

标记数
�¤µ®̈ µ¶

多态标记数
°²̄¼°²µ³«¬¦

°¤µ®̈ µ¶

�°∞2st tu z �°�2su ts u �°�2t{ ts u

�°∞2sw v u �°�2sv x u �°�2t| x x

�°∞2tt z w �°�2sx z v �°�2us | t

�°∞2tv z v �°�2sz z u �°°2tw tu u

�°∞2tx x t �°�2s| w v �°±2tw tw v

�°�2sw | w �°�2tv | t �°±2tx tu u

�°�2sz | u �°�2tw ts v

�°�2ty | u �°�2tx { w

从上至下依次为 ⁄�usss !波尔山羊 !徐淮山羊和海门山羊的电泳带

�·¬¶⁄�usss o⁄�� ©µ¤ª° ±̈·²©�²̈ µo÷∏«∏¤¬¤±§ �¤¬° ±̈ ª²¤·µ̈¶³̈¦2

·¬√¨̄¼ ©µ²° ∏³·² §²º±

图 1  �°�214 对山羊池 ⁄�� � �°⁄扩增的电泳图谱

ƒ¬ªqt  × «̈ � �°⁄ ¨̄ ¦̈·µ²³«²µ¶¬¶³«²·²ªµ¤³«²©ª²¤·⁄�� ³²²2

¶̄¤°³̄¬©¬̈§¥¼ �°�2tw

2 q2  应用 36 个选择性引物组合对各品种池 ⁄��

的 �ƒ�°分析

用 vy个引物组合对 v个品种山羊池 ⁄�� 进行

�ƒ�°分析 ou| 个引物组合得到多态标记k表 u !图

vl o多态标记总数 |u 个 ∀u| 个引物组合共扩增出

清晰的标记 v uxv 个 o平均每个引物组合 ttu qu个 ∀

从上至下依次为波尔山羊 !徐淮山羊和海门山羊的电泳带

�·¬¶⁄�� ©µ¤ª° ±̈·²©�²̈ µo÷∏«∏¤¬¤±§ �¤¬° ±̈ ª²¤·µ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼ ©µ²°

∏³·² §²º±

图 2  �°�218 对山羊池 ⁄�� � �°⁄扩增的电泳图谱

ƒ¬ªqu  × «̈ � �°⁄ ¨̄ ¦̈·µ²³«²µ¶¬¶³«²·²ªµ¤³« ²© ª²¤·⁄��

³²²2̄¶¤°³̄¬©¬̈§¥¼ �°�2t{

2 q3  各品种的 � �°⁄聚类分析

应用 uu 个随机引物对 v 个品种山羊池 ⁄��

� �°⁄扩增产生的谱带数为 }徐淮山羊k÷ltws 条 o

海门山羊k�ltvz条 o波尔山羊k�ltyy 条 ~其中徐淮

山羊和海门山羊共有谱带数 tuv 条 o海门山羊和波

尔山羊共有谱带数ttv条 o徐淮山羊和波尔山羊共
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表 2  36 个选择性引物序列及 �ƒ�°扩增结果tl

×¤¥̄¨u  × «̈ °µ¬° µ̈¶̈ ∏́̈ ±¦̈¶¤±§·«̈ �ƒ�° µ̈¶∏̄·¤°³̄¬©¬̈§¥¼ vy ¶̈¯̈ ¦·¬√¨³µ¬° µ̈¶

�¶̈�引物序列
� °≥

∞¦²��引物
序列 ∞°≥

标记数
�¤µ®̈ µ¶

多态标记数
° �

多态率
k h l°ƒ

�¶̈�引物序列
� °≥

∞¦²��引物
序列 ∞°≥

标记数
�¤µ®̈ µ¶

多态标记数
° �

多态率
k h l °ƒ

�ss n �≤≤k � tl ∞ss n ��≤k∞tl tus v u qxs �ssn �≤≤k�tl ∞ss n �≤×k∞wl tvx t s qzw

�ss n �≤×k � ul ∞ss n ��≤k∞tl tu| z x qwv �ssn �≤×k�ul ∞ss n �≤×k∞wl twy t s qy{

�ss n ≤��k � vl ∞ss n ��≤k∞tl tsy u t q{| �ssn ≤��k�vl ∞ss n �≤×k∞wl tvz w u q|u

�ss n ≤�≤k � wl ∞ss n ��≤k∞tl ttx { y q|y �ssn ≤�≤k�wl ∞ss n �≤×k∞wl tys w u qxs

�ss n ≤��k � xl ∞ss n ��≤k∞tl tst v u q|z �ssn ≤��k�xl ∞ss n �≤×k∞wl tt{ t { qwz

�ss n ≤�×k � yl ∞ss n ��≤k∞tl tsw t s q|y �ssn ≤�×k�yl ∞ss n �≤×k∞wl twy w u qzw

�ss n �≤≤k � tl ∞ss n �≤≤k∞ul {z w w qys �ssn �≤≤k�tl ∞ss n ���k∞xl |{ u u qsw

�ss n �≤×k � ul ∞ss n �≤≤k∞ul tuz t s qz| �ssn �≤×k�ul ∞ss n ���k∞xl ttu t s q{|

�ss n ≤��k � vl ∞ss n �≤≤k∞ul |{ u u qsw �ssn ≤��k�vl ∞ss n ���k∞xl tts t s q|t

�ss n ≤�≤k � wl ∞ss n �≤≤k∞ul ts| s s qss �ssn ≤�≤k�wl ∞ss n ���k∞xl |s s s qss

�ss n ≤��k � xl ∞ss n �≤≤k∞ul ttw t s q{{ �ssn ≤�×k�yl ∞ss n ���k∞xl tvz s s qss

�ss n ≤�×k � yl ∞ss n �≤≤k∞ul tu| t s qz{ �ssn ≤��k�xl ∞ss n ���k∞xl tst s s qss

�ss n �≤≤k � tl ∞ss n �≤�k∞vl zu w x qxy �ssn �≤≤k�tl ∞ss n ≤��k∞yl twy t s qy{

�ss n �≤×k � ul ∞ss n �≤�k∞vl |w v v qt| �ssn �≤×k�ul ∞ss n ≤��k∞yl tuv t s q{t

�ss n ≤��k � vl ∞ss n �≤�k∞vl |t tv tw qu| �ssn ≤��k�vl ∞ss n ≤��k∞yl twt s s qss

�ss n ≤�≤k � wl ∞ss n �≤�k∞vl {s u u qxs �ssn ≤�≤k�wl ∞ss n ≤��k∞yl ts{ s s qss

�ss n ≤��k � xl ∞ss n �≤�k∞vl yw ts tx qyv �ssn ≤��k�xl ∞ss n ≤��k∞yl twy u t qvz

�ss n ≤�×k � yl ∞ss n �≤�k∞vl wx w { q{| �ssn ≤�×k�yl ∞ss n ≤��k∞yl tvv s s qss

tl � °≥ }�¶̈� ³µ¬° µ̈¶̈ ∏́̈ ±¦̈ o∞°≥ }∞¦²�� ³µ¬° µ̈¶̈ ∏́̈ ±¦̈ o° � }³²̄¼°²µ³«¬¦°¤µ®̈ µ¶o°ƒ }³²̄¼°²µ³«¬¦©µ̈ ∏́̈ ±¦¼

t ∗ t{依次表示选择性引物组合 � yr∞v !� xr∞v !� wr∞v !� vr∞v !� ur∞v !� tr∞v !� yr∞u !� xr∞u !� wr∞u !� vr∞u !� ur∞u !� tr∞u !� yr∞t !� xr∞t !

� wr∞t !� vr∞t !� ur∞t 和 � tr∞t 对 v个品种池 ⁄�� 限制性片段扩增的电泳图谱 ∀每个数字均代表 v个泳道 o从左至右依次为波尔山羊 !海门

山羊 !徐淮山羊池 ⁄��

t p t{ ¶·¤±§©²µ�ƒ�° ¨̄ ¦̈·µ²³«²µ¶¬¶¥¤±§¶²©µ̈¶·µ¬¦·©µ¤ª° ±̈·²©·«µ̈¨¥µ̈ §̈¶⁄�� ³²²̄¶¤°³̄¬©¬̈§¥¼ ¶̈¯̈ ¦·¬√¨³µ¬° µ̈¦²°¥¬±¤·¬²±¶ � yr∞v o � xr∞v o

� wr∞v o � vr∞v o � ur∞v o � tr∞v o � yr∞u o � xr∞u o � wr∞u o � vr∞u o� ur∞u o� tr∞u o� yr∞t o� xr∞t o� wr∞t o� vr∞t o� ur∞t ¤±§ � tr∞t ¦²µµ̈2

¶³²±§¬±ª̄¼ q∞¤¦«±∏°¥̈µ¶·¤±§¶©²µ·«µ̈¨ ¤̄±̈ ¶º«¬¦«¬¶�²̈ µo �¤¬° ±̈ ¤±§ ÷∏«∏¤¬ª²¤·µ̈¶³̈¦·¬√¨̄¼ ⁄�� ©µ¤ª° ±̈·©µ²° ¬̄ª«··²µ¬ª«·

图 3  波尔山羊 !海门山羊 !徐淮山羊的 �ƒ�°电泳图谱

ƒ¬ªqv  × «̈ �ƒ�° ¨̄ ¦̈·µ²³«²µ¶¬¶³«²·²ªµ¤³«²© �²̈ µª²¤·o �¤¬° ±̈ ª²¤·¤±§ ÷∏«∏¤¬ª²¤·

w|ut                   中  国  农  业  科  学                   vx卷



有谱带数 tuz条 ∀

根据共享度 ƒ � u�÷ ≠rk�÷ n �≠ l得 oƒ÷ � �

s q{{{ oƒ�� � s qzwy oƒ÷� � s q{vs ∀

根据遗传距离指数 ⁄� t p ƒ o则 ⁄÷ � � s qttu o

⁄�� � s quxw o⁄÷� � s qtzs ∀

根据 v 个群体间的遗传距离指数 o按 �°� � �

方法 o得到 v个品种的聚类图k图 wl ∀

图 4  3 个山羊品种的 � �°⁄聚类图

ƒ¬ªqw  × «̈ ¦̄∏¶·̈µ²©·«µ̈¨ª²¤·¥µ̈ §̈¶¥¤¶̈§²± � �°⁄

2 q4  各品种的 �ƒ�°聚类分析

应用 u| 个选择性引物组合对 v 个品种山羊池

⁄�� 扩增共产生标记数 }徐淮山羊k÷lv utx个 o海

门山羊k�lv t||个 o波尔山羊k�lv utv 个 o其中徐

淮山羊和海门山羊共有标记数 v t{z 个 o海门山羊

和波尔山羊共有标记数 v tyx 个 o徐淮山羊和波尔

山羊共有标记数 v tz{个 ∀根据共享度 ƒ � u�÷ ≠r

k�÷ n �≠l得 oƒ÷ � � s q||v{ oƒ�� � s q|{zu oƒ÷� �

s q|{{{ ∀根据遗传距离指数 ⁄ � t p ƒ o则 ⁄÷� �

s qssyu o⁄�� � s qstu{ o⁄÷� � s qsttu ∀根据 v 个群

体间的遗传距离指数 o按 �°� � � 方法 o得到 v 个

品种的聚类图k图 xl ∀

图 5  3 个山羊品种的 �ƒ�°聚类图

ƒ¬ªqx  × «̈ ¦̄∏¶·̈µ²©·«µ̈¨ª²¤·¥µ̈ §̈¶¥¤¶̈§²± �ƒ�°

3  讨论

3 q1  关于 � �°⁄和 �ƒ�°方法

3 q1 q1  关于 � �°⁄反应条件及扩增产物的重复性

 由于 � �°⁄反应非常灵敏 o扩增条件中稍有差异

就会导致结果发生改变 o因此 o� �°⁄结果在不同的

实验室间的重复性和可比性一直困扰着研究人员 o

也给该技术的应用带来不便 ∀本试验中通过对模板

⁄�� !×¤́ 酶 !镁离子 !引物 !§�×°等进行浓度梯度

分析 o优化反应条件 o获得稳定性 !重复性良好的扩

增产物 ∀为了尽量避免或减少因反应条件而造成的

实验偏差 o一旦确定最佳反应体系就严格遵循 !规范

操作 ∀所有试剂使用同一厂家同一批次产品 o试剂

批量配制 o分装冻存 o使用同一 °≤ � 扩增仪 o各种热

循环参数一致 ∀这与陈永久等≈tv 在 � �°⁄分析规

范化研究中得出的结果k � �°⁄的重复性取决于反

应条件的一致性程度l是一致的 ∀

3 q1 q2  关于银染 �ƒ�° 分析中应注意的几个问题

 �ƒ�°操作步骤复杂 o因此应该严格控制实验条

件 o将实验误差减少到最低限度 ∀就技术操作而言 o

酶切是最关键的 ∀酶切必须完全彻底 o否则电泳时

表现为胶板上部谱带多而密 o中下部谱带稀少 o还会

出现假多态现象 ∀而要保证酶切效果 o关键是 ⁄��

的质量及酶切体系的优化 ∀高质量的 ⁄�� 是保证

充分酶切的关键 o本实验 ⁄�� 检测基本没有降解 o

�⁄uysr�⁄u{s在 t qz ∗ t q|之间 o完全符合实验要求 ∀

酶切时 o时间不能过长 o否则会因为体系中杂质等原

因导致部分 ⁄�� 降解 o结果表现为上部带稀少 o中

下部稠密 ∀关于分析中使用的酶切组合 o∂²¶等≈{ 

比较了 ∞¦²� �!�¬±§���!°¶·�!�ª̄��!÷¥¤�!≥¶̈{v{z�

和 �¶̈�或 ×¤́ �各种组合在 �ƒ�°分析中的效果 o

发现 �¶̈�可高效地酶切富含 �× 的真核生物重复

序列区域 o产生的片段大小适合于 °≤ � 扩增和变性

聚丙烯酰胺凝胶的分离 o而其它寡切点酶的酶切效

果与 ∞¦²� �基本相差不大 o但 ∞¦²� �价格低且酶切

较为完全 o避免了由于酶切不完全而产生的带纹失

真问题 o因而 ∞¦²� �在 �ƒ�° 指纹图谱分析中应用

较为广泛 ∀

银染方法用于 �ƒ�° 分析 o不但可以避免放射

性同位素危害 o降低分析成本 o而且可以得到结果可

靠 !分辨率较高的指纹图谱 o因而近年来倍受关注 ∀

≤«²等≈z 对水稻 �ƒ�° 进行同位素标记和银染 o发

现银染可以观察到约 tss 条谱带 o而vu°2§≤ ×°只能

观察到 yx条 o认为银染分辨率高于vu°标记 o这种情

况在扩增片段分子量大于 vss¥³时尤为明显 ∀本研

究中 u|个引物组合产生 v uxv条谱带 o平均每个引

物组合 ttu qu 条 o同样显示银染 �ƒ�° 具有较高的

分辨率 ∀

3 q2  � �°⁄和 �ƒ�°标记在山羊遗传多样性研究中

的应用

运用 � �°⁄和 �ƒ�°两种标记对 v个品种间亲
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缘关系的研究结果一致 ∀徐淮山羊与海门山羊具有

最近的亲缘关系 o而波尔山羊与徐淮山羊的亲缘关

系较波尔山羊与海门山羊的亲缘关系近 ∀ � �°⁄用

于品种间亲缘关系研究的可行性已得到了大量实验

支持≈u ∗ x  o而 �ƒ�°方法由于其多态标记丰富 o实验

重复性好 o已在植物品种鉴定方面展示出诱人的前

景 ∀由于 �ƒ�°在家畜方面的应用较少 o特别是在

山羊上的应用国内外还未见报道k已检索 �≤��数

据库l o因此本研究选用应用最为广泛的 ∞¦²� �!

�¶̈�酶切组合 o参照猪≈| 品种间多态性较为丰富的

vy 个引物组合对山羊的遗传多样性进行了初步研

究 ∀结果表明 ou| 个引物组合表现出多态 o共产生

|u 个多态标记 o平均每个引物组合 v qtz 个 ~而

� �°⁄方法中 o|v 个引物仅筛选出 uu 个多态性较

好的引物 o共得到 ys 个多态标记 o平均每个引物

u qzv个 o由此看出 �ƒ�° 方法多态标记更丰富 ∀如

进一步筛选引物组合 o则能更充分地发挥 �ƒ�° 多

态标记丰富的特点 ∀同时表明 o�ƒ�° 方法适用于

山羊遗传多样性研究 o这与万春玲运用 �ƒ�° 方法

对家蚕研究的结果是一致的≈ts  ∀

致谢 }�ƒ�°实验得到南京农业大学园艺系房金贵博士

指导 o样本采集过程中 o得到徐州市家畜改良站 !句容农校羊

场 !海安农校羊场和海门县种羊场的大力支持 o特此致谢 ∀

� ©̈̈ µ̈±¦̈ ¶

≈ t    ⁄²±ª � �o÷¬¤⁄ ± o • ∏× × o≠¤±ª � o • ¤±ª × q�³³̄¬¦¤·¬²± ²©

� �°⁄·̈¦«±¬́∏̈ ¬± ¤¶·∏§¼ ²©©¬¶««̈ ·̈µ²¶¬¶q ϑουρναλοφ Φισηερψ

Σχιενχεσ οφ Χηινα ot||| oyktl }vz p ws qk¬± ≤«¬±̈ ¶̈l

董在杰 o夏德全 o吴婷婷 o杨  弘 o王  涛 q � �°⁄技术在鱼

类杂交优势研究中的应用 q中国水产科学 ot||| oyktl }vz p

ws q

≈ u    ∞½̈ µ� ⁄o • ¬̄̄¬¤°¶� • o�²̄§²º¬·½ ⁄ q�µ¥¬·µ¤µ¼ ³µ¬° µ̈°≤ �

²©§²ª ⁄�� º¬·« ¶̈·¬°¤·̈ ²©¤√ µ̈¤ª̈ «̈ ·̈µ²½¼ª²¶¬·¼ q ϑουρναλοφ

Ηερεδιτψot||y o{z }wxs p wxx q

≈ v    • ¬̄̄¬¤°¶� � o�∏¥̄¬® � � o�¬√¤® ��o � ¤©¤̄¶®¬� � o ×¬±ª̈ ¼ ≥

∂ q ⁄�� ³²̄¼°²µ³«¬¶° ¤°³̄¬©¬̈§¥¼ ¤µ¥¬·µ¤µ¼ ³µ¬° µ̈¶¤µ̈ ∏¶̈©∏̄

¤¶ª̈ ±̈ ·¬¦ °¤µ®̈ µ¶q Νυχλειχ Αχιδ Ρεσq t||s o t{ }y xvt p y

xvx q

≈ w    �̈ °³≥ �o × ¤̈̄ � �q � ¤±§²°̄ ¼ ³µ¬° §̈ °≤ � ¤°³̄¬©¬¦¤·¬²± ²©

³²²̄ §̈ ⁄�� µ̈√ ¤̈̄¶³²̄¼°²µ³«¬¶°¬± ¤µ∏°¬±¤±·µ̈³̈·¬·¬√¨⁄��

¶̈ ∏́̈ ±¦̈ º«¬¦« §¬©©̈ µ̈±·¬¤·̈¶ �²¶¬±§¬¦∏¶¤±§·¤∏µ∏¶q Ανι μ αλ

Γενετιχσot||w oux }{v p {{ q

≈ x    �¬∏⁄ • q � ³µ¬°¤µ¼ ¶·∏§¼ ²± ¶¬¬ ³¬ª¥µ̈ §̈¶∏¶¬±ªµ¤±§²° ¤°2

³̄¬©¬̈§ ³²̄¼°²µ³«¬¦ ⁄�� q Ανι μ αλ βιοτεχηνολογψ Βυλλετιν o

t||{ oxk≥∏³³̄¨° ±̈·l }w{ p xs q

≈ y    ×«²°¤¶≤ � o ∂²¶ ° o �¤¥̈ ¤∏ � o�²±̈ ¶ ⁄ � o �²µ¦²··� � o

≤«¤§º¬¦® � ° o�²±̈ ¶� ⁄q�§̈ ±·¬©¬¦¤·¬²± ²©¤°³̄¬©¬̈§µ̈¶·µ¬¦·¬²±

©µ¤ª° ±̈·³²̄¼°²µ³«¬¶° k�ƒ�°l °¤µ®̈ µ¶·¬ª«·̄¼ ¬̄±®̈ §·² ·«̈

·²°²·² ¦©| ª̈ ±̈ ©²µ µ̈¶¬¶·¤±¦̈ ·² ¦̄¤§²¶³²µ¬∏° ©∏̄√∏° q Τηε

Πλαντ ϑουρναλot||x o{kxl }z{x p z|w q

≈ z    ≤«² ≠ � o �̄¤¬µ � • o °¤±¤∏§o �¦≤²∏¦« ≥ � q ≤ ²̄±¬±ª ¤±§

°¤³³¬±ª ²© √¤µ¬̈·¼2¶³̈ ¦¬©¬¦µ¬¦̈ ª̈ ±²°¬¦⁄�� ¶̈ ∏́̈ ±¦̈¶¤°³̄¬2

©¬̈§©µ¤ª° ±̈·̄ ±̈ª·«³²̄¼°²µ³«¬¶°¶k�ƒ�°l ©µ²° ¶¬̄√ µ̈2¶·¤¬±̈ §

³²̄¼¤µ¼̄ ¤°¬§̈ ª̈¯q � ±̈²°¨ot||y ot{ }y{ p y| q

≈ {    ∂ ²¶° o �²ª̈µ¶ � o �̄ ¨̈ ®̈ µ � o � ¬̈­¤±¶ � o ∂¤± §̈ �̈¨ × o

�²° ¶̈ � oƒµ¬­·̈µ¶ � o °²·�o °¨̄¨°¤± �o �∏¬³̈µ � q �ƒ�° }¤

±̈ º ·̈¦«±¬́∏̈ ©²µ ⁄�� ©¬±ª̈µ³µ¬±·¬±ªq Νυχλειχ Αχιδσ Ρεσq

t||x out }w wsz p w wtw q

≈ |    �±±¤± � o × µ̈¤∏¦«¬� o �¤«̄ � o ×¤­¬°¤ ƒ q � ° ·̈«²§©²µ ¶̈·¬2

°¤·¬±ª ±∏¦̄ ²̈·¬§̈ §¬√ µ̈¶¬·¼ ©µ²° �ƒ�° §¤·¤q Γενετιχσo t||| o

txtkvl }t txz p t tyw q

≈ts   • ¤± ≤ �o �«∏ ≠ ƒ o ×¤± ≠ ⁄o �∏ ≤ q �³³̄¬¦¤·¬²± ²© �ƒ�°

°¤µ®̈ µ¶ ·² §̈·̈¦·¬±ª ª̈ ±̈ ·¬¦ ³²̄¼°²µ³«¬¶¦̄²¦¬ ¬± ¶¬̄®º²µ°

( Βομ βψξ μ ορι) . Βιοτεχηνολογψot||| o|kxl }w p | qk¬± ≤«¬2

±̈ ¶̈l

万春玲 o朱玉芳 o谭远德 o鲁  成 q �ƒ�°标记在研究家蚕遗

传多态性方面的应用 q生物技术 ot||| o|kxl }w p | q

≈tt   � ²±ª � � o ±¬≥ � o�²±ª � ƒ q× «̈ ⁄�� ©¬±ª̈µ³µ¬±·²©§²° ¶̈2

·¬¦³²∏̄·µ¼ ¥¼ w ³µ²¥̈¶q Προγρεσσ ιν Βιοχηε μιστρψ ανδ Βιο2

πηψσιχσot||v ouskul }tv| p twu qk¬± ≤«¬±̈ ¶̈l

孟安明 o齐顺章 o宫桂芳 q四个探针产生的家禽 ⁄�� 指纹图

谱 q生物化学与生物物理进展 ot||v ouskul }tv| p twu q
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