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摘要 实验山羊共 只 其中波尔山羊 只 公母羊各半 采血样 个 组织样 个 徐淮山羊 只 公母

羊各半 每羊采血样 个 海门山羊 只 公羊 只 母羊 只 每羊采血样 个 ∀分别提取 ⁄ 按品种构建

⁄ 池 ∀应用 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 其中 个

引物组合共扩增出 个标记 包括多态标记 个 平均每个引物组合扩增 个多态标记 多态频率达

∀多态标记数较多的引物组合为 ∞ ≤ ≤ 个 !∞ ≤ ≤ 个 ! ∞

≤ ≤ ≤ 个 和 ∞ ≤ ≤ × 个 ∀从 个随机引物中筛选出品种间多态性较强 !重复性好

的引物 个 对 个品种池 ⁄ 进行 °⁄扩增 共扩增出 个标记 其中多态标记 个 平均每个引物扩增

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

与波尔山羊次之 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 其次为波

尔山羊 ∀两种方法均能较好地反映 个山羊品种的遗传差异 但 ƒ °方法多态标记数更多 ∀
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÷∏ ∏ ƒ ° °⁄

  在众多的分子标记研究中 °⁄技术具有所

用 ⁄ 量少 !不需特殊的探针 !多态性较丰富 灵

敏度高 !操作简便 !经济快速等优点 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

± × 相关的分子遗传标记以及基因定位和基因

作图的研究中≈ ∗ ∀ 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 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≈ ∗ ∀但 ƒ ° 技术在家畜上的应

用研究开展很少≈ 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 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 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 1  样本采集

实验所用样本采自 个品种共 只山羊 其

中 个波尔山羊样本采自江苏省徐州市家畜改良

站 包括 个血样和 个组织样 公母羊各半

个徐淮山羊 公母各半 血样采自江苏省句容农校和

江苏省海安农业机械化学校 每场各 只 个海

门山羊 公 母 血样采自江苏省海门县种羊场 ∀

1 2  ⁄ 提取和 ⁄ 池的构建

⁄ 提取参照孟安明≈ 的方法进行 ∀从

只波尔山羊样本 ⁄ 提取液中等量地取出一定量

的 ⁄ 溶液 混合在另一干净的 离心管中

构建成波尔山羊池 ⁄ 加入一定量的 ×∞ 缓冲

液稀释至终浓度为 Λ 再取出一部分稀释至

终浓度为 Λ ∀用同样的方法将 个徐淮山

羊 ! 个海门山羊样本 ⁄ 分别构建成徐淮山羊

和海门山羊池 ⁄ 并按上述浓度稀释 ∀

1 3  °⁄ °≤ 反应条件及产物检测

从 公司的随机引物 ° ! °∞ 2

! ° 2 ! ° 2 ! ° 2 ! °°

和 °± 2 组的 个引物中 筛选得到山羊品

种间多态性较强 !重复性好的引物 个 对 个山

羊 ⁄ 池进行随机扩增 ∀

°⁄方法参照文献≈ 介绍的方法略加修改

即取 Λ ≅ 反应缓冲液 Λ

×° Λ ≤

引物 × ⁄ 聚合酶 ≥ 模

板 ⁄ 加超纯水至 Λ ∀ °⁄2°≤ 反应程序

为 ε 预变性 变性 ε 复性

ε 延伸 循环 次 ε 延伸 ∀产物

用 的琼脂糖凝胶电泳分析 ∂ 溴化乙锭

染色 紫外光下观察 !拍照记录 ∀

1 4  ƒ °方法

ƒ °实验程序根据文献≈ 介绍的方法略加

修改 具体步骤如下

酶切 Λ ≅ 连接酶缓冲液 Λ

≥ ° ∞

° ⁄ 加超纯水至 Λ ε 酶

切 ε 灭活 ∀

连接 向上述酶切混合液中加入含 Λ

≅ 连接酶缓冲液 ∞ 双链接头 ≤ 2

双链接头 ≤

× ⁄ 连接酶 ° 的溶液 加超纯水至

Λ ∀ ε 连接过夜 ε 灭活 ∀

双链接头序列为

χ2 ≤ × × ≤≤ × 2 χ

  χ2× ≤ × ≤ ≤ × ≤ ×2 χ

∞ 双链接头序列为

χ2 × × × ≤ ≤ × ≤ × ≤2 χ

  χ2≤≤ × ≤ × ≤ × ≤ × ≤2 χ

预扩增 取 Λ ≅ 反应缓冲液 加 Λ

≤ Λ ×°

∞ 预扩增引物 ≤ 预

扩增引物 ≤ × ⁄ 聚合酶

° Λ 模板 ⁄ 酶切连接混合物

加超纯水至 Λ ∀ ε 变性 ε 复性

ε 延伸 循环 次后 于 ε 延伸 ∀

取 Λ °≤ 产物用 ×∞ 稀释到 Λ 作为选择性

扩增的模板 ∀另取 Λ 琼脂糖电泳观察结

果 其余的于 ε 冻存 ∀

引物脱氧核苷酸序列为

× × ≤≤ × ×

和 ∞ ≤ × ≤ × ≤≤ × × ≤

选择性扩增 取 Λ ≅ 反应缓冲液

Λ ≤ Λ

×° ∞ 选择性引物 ≤

选择性引物 ≤ ×

⁄ 聚合酶 Λ 模板 ⁄ 加超纯水至 Λ ∀
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ε 预变性 ε 变性 ε 复性 ε

延伸 循环 次 每个循环降低 ε ∀然后在

ε 变性 ε 复性 ε 延伸 持续

个循环后 于 ε 延伸 ∀

ƒ °产物凝胶电泳分析 用 变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳分析 ∀ • 恒功率预电泳

后 样品与变性缓冲液 Β 混合 ε 变性 立

即置冰浴上 每个泳道加样 Λ • 恒功率电泳

∗ 按 ≤ 银染试剂盒方法进行染色

记录结果并拍照 ∀

1 5  统计分析方法

遗传距离 根据公式 ƒ ¬ ¬
≈ 计算任意两个品种之间标记的片段共享度

ƒ 其中 ¬ 为品种 ÷ 和品种 ≠ ⁄ 池 °≤ 扩

增分子量相同的 ⁄ 片段总数 ¬! 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 ⁄ ƒ ∀

聚类分析 根据 ⁄ 值 运用 ° ∏ 2

∏ ∏ √ 2

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 1  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 个引物 表 对 个 ⁄ 池

进行 °⁄扩增 共得到 条清晰的标记 部分

电泳图谱见图 图 其中多态性标记 个 多态

频率 ∀

表 1  22 个随机引物对 3 个山羊品种池 ⁄ 的 °⁄扩增结果

×  × °⁄ ∏ ⁄

引物号
°

标记数
多态标记数
°

引物号
°

标记数
多态标记数
°

引物号
°

标记数
多态标记数
°

°∞2 ° 2 ° 2
°∞2 ° 2 ° 2
°∞2 ° 2 ° 2
°∞2 ° 2 °°2
°∞2 ° 2 °±2
° 2 ° 2 °±2
° 2 ° 2
° 2 ° 2

从上至下依次为 ⁄ !波尔山羊 !徐淮山羊和海门山羊的电泳带

⁄ ⁄ ÷∏ ∏ 2

√ ∏

图 1  ° 214 对山羊池 ⁄ °⁄扩增的电泳图谱

ƒ  × °⁄ ⁄ 2

° 2

2 2  应用 36 个选择性引物组合对各品种池 ⁄

的 ƒ °分析

用 个引物组合对 个品种山羊池 ⁄ 进行

ƒ °分析 个引物组合得到多态标记 表 !图

多态标记总数 个 ∀ 个引物组合共扩增出

清晰的标记 个 平均每个引物组合 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

⁄ ÷∏ ∏ √

∏

图 2  ° 218 对山羊池 ⁄ °⁄扩增的电泳图谱

ƒ  × °⁄ ⁄

2 ° 2

2 3  各品种的 °⁄聚类分析

应用 个随机引物对 个品种山羊池 ⁄

°⁄扩增产生的谱带数为 徐淮山羊 ÷ 条

海门山羊 条 波尔山羊 条 其中徐淮

山羊和海门山羊共有谱带数 条 海门山羊和波

尔山羊共有谱带数 条 徐淮山羊和波尔山羊共

期             曹少先等 波尔山羊和江苏本地山羊的 ƒ °和 °⁄分析         



表 2  36 个选择性引物序列及 ƒ °扩增结果

×  × ° ∏ ƒ ° ∏ √

引物序列
°≥

∞ 引物
序列 ∞°≥

标记数 多态标记数
°

多态率
°ƒ

引物序列
°≥

∞ 引物
序列 ∞°≥

标记数 多态标记数
°

多态率
°ƒ

≤≤ ∞ ≤ ∞ ≤≤ ∞ ≤× ∞

≤× ∞ ≤ ∞ ≤× ∞ ≤× ∞

≤ ∞ ≤ ∞ ≤ ∞ ≤× ∞

≤ ≤ ∞ ≤ ∞ ≤ ≤ ∞ ≤× ∞

≤ ∞ ≤ ∞ ≤ ∞ ≤× ∞

≤ × ∞ ≤ ∞ ≤ × ∞ ≤× ∞

≤≤ ∞ ≤≤ ∞ ≤≤ ∞ ∞

≤× ∞ ≤≤ ∞ ≤× ∞ ∞

≤ ∞ ≤≤ ∞ ≤ ∞ ∞

≤ ≤ ∞ ≤≤ ∞ ≤ ≤ ∞ ∞

≤ ∞ ≤≤ ∞ ≤ × ∞ ∞

≤ × ∞ ≤≤ ∞ ≤ ∞ ∞

≤≤ ∞ ≤ ∞ ≤≤ ∞ ≤ ∞

≤× ∞ ≤ ∞ ≤× ∞ ≤ ∞

≤ ∞ ≤ ∞ ≤ ∞ ≤ ∞

≤ ≤ ∞ ≤ ∞ ≤ ≤ ∞ ≤ ∞

≤ ∞ ≤ ∞ ≤ ∞ ≤ ∞

≤ × ∞ ≤ ∞ ≤ × ∞ ≤ ∞

 °≥ ∏ ∞°≥ ∞ ∏ ° °ƒ ∏

∗ 依次表示选择性引物组合 ∞ ! ∞ ! ∞ ! ∞ ! ∞ ! ∞ ! ∞ ! ∞ ! ∞ ! ∞ ! ∞ ! ∞ ! ∞ ! ∞ !

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

山羊 !徐淮山羊池 ⁄

ƒ ° ⁄ √ ∞ ∞

∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ ∞ 2

∞ ∏ ÷∏ ∏ √ ⁄

图 3  波尔山羊 !海门山羊 !徐淮山羊的 ƒ °电泳图谱

ƒ  × ƒ ° ÷∏ ∏
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有谱带数 条 ∀

根据共享度 ƒ ÷ ≠ ÷ ≠ 得 ƒ÷

ƒ ƒ÷ ∀

根据遗传距离指数 ⁄ ƒ 则 ⁄÷

⁄ ⁄÷ ∀

根据 个群体间的遗传距离指数 按 °

方法 得到 个品种的聚类图 图 ∀

图 4  3 个山羊品种的 °⁄聚类图

ƒ  × ∏ °⁄

2 4  各品种的 ƒ °聚类分析

应用 个选择性引物组合对 个品种山羊池

⁄ 扩增共产生标记数 徐淮山羊 ÷ 个 海

门山羊 个 波尔山羊 个 其中徐

淮山羊和海门山羊共有标记数 个 海门山羊

和波尔山羊共有标记数 个 徐淮山羊和波尔

山羊共有标记数 个 ∀根据共享度 ƒ ÷ ≠

÷ ≠ 得 ƒ÷ ƒ ƒ÷

∀根据遗传距离指数 ⁄ ƒ 则 ⁄÷

⁄ ⁄÷ ∀根据 个群

体间的遗传距离指数 按 ° 方法 得到 个

品种的聚类图 图 ∀

图 5  3 个山羊品种的 ƒ °聚类图

ƒ  × ∏ ƒ °

3  讨论

3 1  关于 °⁄和 ƒ °方法

3 1 1  关于 °⁄反应条件及扩增产物的重复性

 由于 °⁄反应非常灵敏 扩增条件中稍有差异

就会导致结果发生改变 因此 °⁄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

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 优化反应条件 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 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 试剂

批量配制 分装冻存 使用同一 °≤ 扩增仪 各种热

循环参数一致 ∀这与陈永久等≈ 在 °⁄分析规

范化研究中得出的结果 °⁄的重复性取决于反

应条件的一致性程度 是一致的 ∀

3 1 2  关于银染 ƒ ° 分析中应注意的几个问题

 ƒ °操作步骤复杂 因此应该严格控制实验条

件 将实验误差减少到最低限度 ∀就技术操作而言

酶切是最关键的 ∀酶切必须完全彻底 否则电泳时

表现为胶板上部谱带多而密 中下部谱带稀少 还会

出现假多态现象 ∀而要保证酶切效果 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 本实验 ⁄ 检测基本没有降解

⁄ ⁄ 在 ∗ 之间 完全符合实验要求 ∀

酶切时 时间不能过长 否则会因为体系中杂质等原

因导致部分 ⁄ 降解 结果表现为上部带稀少 中

下部稠密 ∀关于分析中使用的酶切组合 ∂ 等≈

比较了 ∞ ! !° ! !÷ !≥

和 或 × 各种组合在 ƒ °分析中的效果

发现 可高效地酶切富含 × 的真核生物重复

序列区域 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 而其它寡切点酶的酶切效

果与 ∞ 基本相差不大 但 ∞ 价格低且酶切

较为完全 避免了由于酶切不完全而产生的带纹失

真问题 因而 ∞ 在 ƒ ° 指纹图谱分析中应用

较为广泛 ∀

银染方法用于 ƒ ° 分析 不但可以避免放射

性同位素危害 降低分析成本 而且可以得到结果可

靠 !分辨率较高的指纹图谱 因而近年来倍受关注 ∀

≤ 等≈ 对水稻 ƒ ° 进行同位素标记和银染 发

现银染可以观察到约 条谱带 而 °2 ≤ ×°只能

观察到 条 认为银染分辨率高于 °标记 这种情

况在扩增片段分子量大于 时尤为明显 ∀本研

究中 个引物组合产生 条谱带 平均每个引

物组合 条 同样显示银染 ƒ ° 具有较高的

分辨率 ∀

3 2  °⁄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 个品种间亲

期             曹少先等 波尔山羊和江苏本地山羊的 ƒ °和 °⁄分析         



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 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≈ ∗ 而 ƒ °方法由于其多态标记丰富 实验

重复性好 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 特别是在

山羊上的应用国内外还未见报道 已检索 ≤ 数

据库 因此本研究选用应用最为广泛的 ∞ !

酶切组合 参照猪≈ 品种间多态性较为丰富的

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 个引物组合表现出多态 共产生

个多态标记 平均每个引物组合 个 而

°⁄方法中 个引物仅筛选出 个多态性较

好的引物 共得到 个多态标记 平均每个引物

个 由此看出 ƒ ° 方法多态标记更丰富 ∀如

进一步筛选引物组合 则能更充分地发挥 ƒ ° 多

态标记丰富的特点 ∀同时表明 ƒ ° 方法适用于

山羊遗传多样性研究 这与万春玲运用 ƒ ° 方法

对家蚕研究的结果是一致的≈ ∀
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