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要#测定了四川
'

个地方山羊品种"类群#
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个个体的
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控制区全序列!结果表明$山羊
)*+,-

控制区

全序列长度为
%"%".

/

或
%"%(.

/

!

-01

含量"

#2324

#明显高于
506

含量"

&$3%4

#%共检测到
'&

个变异位点!

序列均为中性突变!核苷酸多样度为
%3!7!4

!这些差异共定义了
"'

种单倍型!单倍型多样度为
$32!!

!遗传多样性

较为丰富!品种"类群#间存在不同程度的遗传分化%

'

个地方山羊品种"类群#间的遗传距离变异范围为
$3$$%'

!

$3$($!

%用
895-

软件的
,:

法构建单倍型序列的系统发育无根树!结果表明四川地方山羊品种"类群#有两个母

系来源!但是否就对应于角
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#两个野生祖先!还有待于进一

步研究%
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由于具有分子量小(结构简单稳定(进 化速度快(母系遗传等特点!已成为群体遗传多样
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期 张红平等$四川
'

个地方山羊品种"类群#

)*+,-

遗传多样性研究

性(分子进化(疾病诊断(细胞衰老和凋亡等领域的

研究热点)

%

!

&

*

%在山羊的起源分化研究中!

)*+,-

序列也是常用的遗传标记之一%目前普遍采用的研

究
)*+,-

多态性的方法主要有限制性酶切分析

"

]̂ R\

#和序列测定法%

1@_@I@

等)

#

*通过对
%

只

角
!

骨 羊"

.$
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#和
#

个家山羊品种

)*+,-

的
+

环序列进行测定和分析!研究结果表

明家山羊和角
!

骨 羊的关系较近!因此推断家养山

羊的母系祖先应该是角
!

骨 羊%

RGA_@X*

等)

!

*分析

测定了分布于世界各地的
77

个山羊品种
)*+,-

控制区
&7%.

/

的高变区序列!系统进化分析结果表

明家养山羊有多个母系起源%

!!

我国的一些学者)

'

!

2

*认为中国家山羊的野生祖

先有角呈镰刀状的角
!

骨 羊"
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#和

角呈螺旋状的捻角山羊"

.$

/
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#两个野

生种!它们起源于欧洲和亚洲大陆%贾永红等研究

了贵州省
&

个山羊品种线粒体
+,-

多态性!推测

贵州山羊
)*+,-

单倍型
#

和
$

可能来源于两个母

系祖先!其分化时间约在
%2

万年前)

%$

*

%李祥龙等

用限制性酶切法研究了我国
%7

个地方山羊品种

)*+,-

的
]̂ R\

!结果表明在研究的所有个体中检

测到的
%7

种限制性态型可归结为
!

种基因单倍型!

单倍型
#

和单倍型
$

为两种基本单倍型!由此推测

我国地方山羊品种可能起源于两种不同的母系祖

先)

%%

*

%中国是世界上山羊饲养量最多的国家!四川

省山羊品种资源十分丰富!在我国养羊业中占有十

分重要的地位!除了+中国羊品种志,中所记载的成

都麻羊(藏山羊和建昌黑山羊外)

7

*

!还有近年来选育

并由四川省畜禽品种资源委员会审定的北川白山

羊(金堂黑山羊(乐至黑山羊和简阳大耳羊等品种

"类群#%然而对这些品种"类群#只有一些关于形态

特征(生产性能及地理分布的资料!目前还没有关于

这些地方山羊品种
)*+,-

遗传多样性的系统研究

报道!本研究通过对四川地方山羊品种"类群#

)*+<

,-

控制区序列变异进行测定和分析!从分子水平

上研究其遗传多样性!为我国山羊品种资源的保护(

利用与开发提供科学依据%
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材料和方法
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材料
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在原产地共采集了藏山羊"
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!

J̀ 2

#(北川白山

羊"

a6b

!

J`&

#(金堂黑山羊"

:1a

!

J`#

#(乐至黑

山羊"

R>a

!

J̀ !

#(成都麻羊"

6+8

!

J`2

#(简阳大

耳羊"
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!

J̀ #

#和建昌黑山羊"

:6a

!

J̀ #

#

'

个地

方山羊品种"类群#

&(

个个体的血样%采样过程中!

要避免污染!所采个体要符合品种特征!并且尽可能

地避开样本个体之间的血缘关系%每只羊颈静脉采

血
()R

!与冻存管中的
+,-

保存液按
%c%

混合

均匀!带回实验室
d'$e

保存%
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扩增$纯化和序列测定

!!

用苯酚
<

氯仿抽提法提取基因组
+,-

%

\6]

扩

增 引 物 为$

R#f<6-5165--6-16661-6-1<

1-11-1155<(f

和
P#f<11-51611-115-1<

1155-5556511-<(f

%引物名称中的
R

表示轻

链!

P

表示重链!所有的引物均由上海生工生物公

司合成%

\6]

反应体系为
#$

%

R

!其中
P
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g"73!

%
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$3"))OB
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!正(反向引物"
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反应条件为$

2&e

预变性
%)AJ

&

2&e

变

性
($E

!

!#e

退火
($E

!

'"e

延伸
2$E

!共
(#

个循

环&最后
'"e

再延伸
&)AJ

&

&e

保存%

!!

采用上海生工生物公司生产的小量胶柱式纯化

回收柱进行扩增产物的回收与纯化%测序反应使用
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Q
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M
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[A*

!将纯化后的测序产物用
-aS(%$

测序

仪测序%

&G$

!

数据分析处理

!!

序列结果首先用
6RU;1-R b

程序进行对位

排列!然后进行手工比对)

%"

*

%用分子进化遗传分析

软件
895-"3$

确定多态位点(核苷酸总变异位

点(简约信息位点以及点突变位点的统计)

%(

*

&用

+J@;\

软件"

iHXEAOJ(3#(

#计算各品种群体的单倍

型多样性及其标准误差!种群内的核苷酸多样性和

种群间的序列歧异水平等多态性统计参数)

%&

!

%#

*

%

采用
Ĝ

等的
+

"统计检验值检验序列是否中性)

%!

*

%

用邻接法"

,:

#构建四川地方山羊品种的
+<BOO

/

序

列的分子系统无根树 )

%(

*

%

!

!

结
!

果

!G&

!

<HI

扩增结果

!!

用优化后的反应体系和条件扩增出山羊
)*+<

,-

片段!

\6]

产物经
%4

的琼脂糖凝胶检测约

%#$$.

/

"图
%

#!与预期片段大小相符%

%$(%
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7Z
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#&

2Z

成都麻羊
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四川地方山羊品种!类群"

()*+,*L911

=

序列

多态性

!!

试验测定的
'

个山羊品种"类群#

&(

个个体的

)*+,-

控制区长度为
%"%"

或
%"%(.

/

!

-

(

1

(

5

(

6&

种核苷酸的比例分别为
(%3"4

"

($324

!

(%3&4

#(

"73'4

"

"73#4

!

"23"4

#(

%&3%4

"

%(374

!

%&3&4

#和
"!3$4

"

"#3!4

!

"!3"4

#!

-01

含量

明显高于
506

含量%经检验!四川
'

个地方山羊

品种"类群#的
+

值分别为
$3'$'#

"北川白山羊

a6b

#(

d$3&7$$

"成都麻羊
6+8

#(

d$372$$

"建

昌黑山羊
:6a

#(

%3'7!%

"金堂黑山羊
:1a

#(

$32&2%

"简阳大耳羊
:=+

#(

"3%#(!

"乐至黑山羊
R>a

#和

$3(7'"

"藏山羊
1A

#!均不显著"

C

#

$3%$

#!说明各

品种"类群#控制区序列均为中性突变%将测定的

序列与
-̂ #(&&%

)

%'

*比较!共发现
'&

个变异位点!

其中单一多态位点
%'

个!简约信息位点
#!

个!此

外在
%$'#

位有一个核苷酸
6

的插入-缺失"图

"

#%

!!

这些差异共定义了
"'

种单倍型!单倍型数目和

类型在各品种间分布有差异%其中藏山羊有
'

种单

倍型!建昌黑山羊有
#

种单倍型而且所测定的序列

都为不同的单倍型类型%

!G$

!

四川地方山羊品种!类群"

()*+,*L911

=

遗传

多样性

!!

四川
'

个地方山羊品种"类群#内单倍型多样度

和平均核苷酸多样度见表
%

%表中所示!我国四川

'

个地方山羊品种"类群#单倍型多样度从
$3#7(

!

%3$$$

变 化!核 苷 酸 多 样 度 则 在
$3$$$ !2

!

$3$"$2!

之间变化!平均核苷酸多样度为
%3!7!4

!

平均单倍型多样度为
$32!!

!表明四川山羊品种"类

群#单倍型类型和核苷酸多样性较为丰富%四川北

川白山羊(凉山州的建昌黑山羊(阿坝州的藏山羊都

有自己独特的单倍型!与其它品种间都没有共享类

型%金堂黑山羊和乐至黑山羊类群内没有独特的单

倍型类型!都与其它品种"类群#共享%

!GM

!

四川地方山羊品种!类群"间的遗传距离

!!

用
JGFBHO*AIH<[A)GX@"<

/

@X@)H*HX

模型计算各

品种"类群#间的距离和运用
.OO*E*X@

/

方法估计标

准差!结果见表
"

%从
[A)GX@

双参数距离可以看

出!

'

个地方山羊品种"类群#间的遗传距离变异范

围为
$3$$%'

!

$3$($!

!金堂黑山羊与建昌黑山羊(

藏山羊的遗传距离较大!为
$3$($!

%从表
"

中两种

野生山羊与家山羊群体的
[A)GX@

双参数距离可以

看 出!捻 角 山 羊 "

.$

/

'$

3

$4"+)&'(

!

-a$&&($#

!

-a$&&($!

#与 家 山 羊 群 体 的 距 离 "

$3$'$&

!

$3$7%7

#显著大于角
!

骨 羊"

.$

/

'$$&

0

$

0

'12

!

-a$$&$'!

#与 家 山 羊 的 遗 传 距 离 "

$3$$#7

!

$3$(%#

#!而两个野生种之间的距离为
$3$7$7

%

!G'

!

系统进化分析

!!

用
895-

软件的
,:

法和
'

个品种"类群#

)*+,-

控制区的
"'

条单倍型序列!构建的系统发

育树如图
(

"系统树分枝上方的数值表示
%$$$

次重

复检验得到的支持率&下方的数值表示枝长#%

aOO*E*X@

/

检验的结果表明$系统发育树各分支的统

计置信度都高于
#$4

!而且内部分支长度均为非负

值!说明所构建的系统发育树的拓扑结构是正确的!

且置信度较高%

!!

进化树明显分为两大枝!其中单倍型序列
P#

(

P!

(

P7

(

P%(

(

P%#

和
P"$

聚为一类"

$

#!包括成都

麻羊(金堂黑山羊(简阳大耳羊和乐至黑山羊等品种

"类群#!占单倍型总数的
""3""4

&其余单倍型序列

聚为另一大类"

#

#!其中北川白山羊和的藏山羊的

全部序列以及建昌黑山羊的大部分序列都位于其

中!占单倍型总数的
''3'74

%此外!成都麻羊(金

堂黑山羊(简阳大耳羊和乐至黑山羊的控制区序列

单倍型还分别聚在不同的分枝上%说明四川地方山

羊有两个母系来源%

"$(%
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个地方山羊品种"类群#

)*+,-

遗传多样性研究

.

Z

表示相同碱基&

<Z

表示缺失

.

Z8H@JE*DHAIHJ*AF@B.@EH

/

@AX

&

<Z8H@JE*DHIHBH*AOJ.@EH

/

@AX

图
!

!

各单倍型序列的变异位点

J4

B

K!

!

N8748D9;>4);>42()*+,*L911

=

1?68

=

91)

0=

;>;

O

.;25;>1?-456.82

B

18)>

表
&

!

四川地方山羊品种!类群"

*L911

=

遗传多样性

P8D9;&

!

P6;

B

;2;)45/4@;7>4)

0

1?*L911

=

7;

B

41242-456.82

B

18)D7;;/>

样本数

;@)

/

BHEACH

单倍型数目

,G).HXON

D@

/

BO*

M/

HE

单倍型

1

M/

HEON

D@

/

BO*

M/

HE

单倍型多样度

P@

/

BO*

M/

H

IAYHXEA*

M

核苷酸多样度

,GFBHO*AIH

IAYHXEA*

M

6

P

U

P

北川白山羊
a6b & ( P%

!

P( $37((j$3""" $3$$''$j$3$$"$" $ (

成都麻羊
6+8 2 & P&

!

P' $3#7(j$3%7( $3$%&($j$3$$#$$ " "

建昌黑山羊
:6a # # P7

!

P%" %3$$$j$3%"! $3$%'%!j$3$$&'7 $ #

金堂黑山羊
:1a # ( P%(

!

P%# $37$$j$3%!& $3$%#$"j$3$$!!! ( $

简阳大耳羊
:=+ # & P%(

!

P%!

!

P%7 $32$$j$3%!% $3$"$2!j$3$$&$( % (

乐至黑山羊
R>a ! & P%(

!

P%#

!

P%2

!

P"$ $37$$j$3%'" $3$%7('j$3$$(7! & $

藏山羊
1A 2 ' P"%

!

P"' $32&&j$3$'$ $3$$$!2j$3$$$'' $ '

6

P

Z

表示品种"类群#间共享单倍型的数目!

U

P

Z

表示品种"类群#内所特有的单倍型的数目

6

P

)H@JE*DHJG).HXONFO))OJD@

/

BO*

M/

HE@)OJ

Q

.XHHIE

"

Q

XOG

/

E

#!

@JIU

P

)H@JE*DHJG).HXONGJA

W

GHD@

/

BO*

M/

HELA*DAJ

.XHHIE

"

Q

XOG

/

E

#

$

!

讨
!

论

$G&

!

山羊
()*+,

控制区序列的扩增

!!

家养山羊
)*+,-

控制区长度为
%"%".

/

左

右!本试验用于扩增
)*+,-

控制区全序列的上游

引物从
+

环上游
*],-<\XO

前的
"

6

#8

基因后半段

大约
%$$.

/

开始!反向引物为
*],-<\DH

的部分序

列%根据推算!如果扩增成功!产物片段大小应大约

为
%#$$.

/

左右%本试验用优化后的反应体系和

条件扩增出山羊线粒体
+,-

中长度大约
%#$$.

/

的片段!与预期片段大小相符%扩增产物经过回收(

纯化处理后!在
-aS(%$

测序仪上进行序列测定%

($(%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
(7

卷
!

表
!

!

品种!类群"间的
E4(.78!L

=

878(;);7

距离

P8D9;!

!

E4(.78!L

=

878(;);7

=

847F4>;/4>)825;>D

0

D11)>)78

=

(;)61/8(12

B

D7;;/>

北川白山

羊
a6b

成都麻

羊
6+8

建昌黑山

羊
:6a

金堂黑山

羊
:1a

简阳大耳

羊
:=+

乐至黑山

羊
R>a

藏山

羊
1A

角
!

骨 羊
捻角

山羊

北川白山羊
a6b $3$$"! $3$$"" $3$$#( $3$$"# $3$$(" $3$$%% $3$$"# $3$$2"

成都麻羊
6+8 $3$$7( $3$$%# $3$$#& $3$$"2 $3$$&# $3$$"! $3$$($ $3$$2"

建昌黑山羊
:6a $3$$#$ $3$$(( $3$$## $3$$"2 $3$$&" $3$$"" $3$$"' $3$$2"

金堂黑山羊
:1a $3$"72 $3$"72 $3$($! $3$$&& $3$$(! $3$$#& $3$$#% $3$$7#

简阳大耳羊
:=+ $3$$7( $3$%$$ $3$%$$ $3$"$" $3$$(2 $3$$"7 $3$$(& $3$$72

乐至黑山羊
R>a $3$%(& $3$"%2 $3$%7# $3$%!7 $3$%#% $3$$(( $3$$(! $3$$2"

藏山羊
1A $3$$%' $3$$7( $3$$#$ $3$($! $3$%$$ $3$%(& $3$$"( $3$$2(

角
!

骨 羊
$3$$'# $3$%"# $3$$2" $3$(%# $3$%&" $3$%'! $3$$#7 $3$$2(

捻角山羊
$3$'22 $3$'7$ $3$'7$ $3$'$& $3$'!% $3$'7$ $3$7%7 $3$7$7

表中对角线上方为标准差&对角线下方为
[A)GX@

双参数距离

;*@JI@XIHXXOX

"

@.OYHIA@

Q

OJ@B

#

@JI[A)GX@"<

/

@X@)H*HX

/

@AXLAEHIAE*@JFHE

"

.HBOLIA@

Q

OJ@B

#

图
$

!

系统发育
+Q

树!基于
()*+,

控制区序列%使

用
E4(.78

双参数模型"

J4

B

K$

!

<6

0

91

B

;2;)45)7;;1?)6;*L911

=

>;

O

.;25;>512L

>)7.5);/F4)6+Q(;)61/.>42

B

E4(.78

&

>)F1L

=

878(;);7(1/;9

为了保证序列测定的准确性!同时设计出测序反应

的内引物
R

%

#f<5655-6-1-6-566116-<(f

和

R

"

#f<5-1666161161656166<(f

!通过使用内

引物和全序列引物的重叠和重复测序验证的方法!

以保证测序的准确性%序列经校正后!与
5HJa@J_

中已报道的山羊
)*+,-

控制区全序列)

%#

*比对!发

现两者同源性很高!说明本实验扩增和测序的目的

+,-

片段是山羊的
)*+,-

控制区%

$G!

!

四川地方山羊品种!类群"

()*+,

的遗传多样

性

!!

衡量一个品种"群体#

)*+,-

变异程度的指标

有两个///

P

值和
\A

值%

P

是单倍型多样度!指

样本中随机抽取到两个不同单倍型的频率&

\A

值是

核苷酸多样度%

P

值和
\A

值越小!群体的多态程度

越低!遗传多样性越贫乏%本研究对四川
'

个地方

山羊品种"类群#

&(

个个体进行的
)*+,-

控制区

全序 列 测 定!

P

值 和
\A

值 分 别 为
$32!!

和

%3!7!4

!结果表明四川地方山羊品种"类群#的遗传

多样性较为丰富%

!!

李祥龙等)

2

!

%"

*用
%7

种限制性内切酶对我国部

分家养山羊的
)*+,-

进行了
]̂ R\

分析!核苷酸

多样度仅为
$3%&24

!单倍型间的平均距离为

$3$$!%

!结果认为中国家养山羊的遗传多样性比较

贫乏%造成这种结果差异的主要原因是样本来源和

研究手段的不同%

RGA_@X*

等)

!

*测定了世界上
77

个

品种的
&$!

个个体
)*+,-

高变区
#

&7%.

/

的序

列!结果也表明家养山羊控制区序列表现出很高的

多态性%本研究结果支持了
RGA_@X*

等的观点%

!!

四川北川白山羊(凉山州的建昌黑山羊(阿坝州

的藏山羊都有自己独特的单倍型!与其它品种"类

&$(%
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'

个地方山羊品种"类群#

)*+,-

遗传多样性研究

群#间都没有共享类型%这些品种对特殊自然环境

有良好的适应性!在商品生产过程中!要防止片面追

求经济效益!防止盲目杂交!避免基因库的混杂和地

方品种某些优良基因的丢失!以保持山羊品种资源

的遗传多样性%建昌黑山羊是四川古老的一个地方

山羊品种!主要分布于凉山州的附近各县!长期地理

隔离导致基因流动较少!单倍型多样度较为丰富%

金堂黑山羊和乐至黑山羊分别是
"$$$

年和
"$$(

年

由四川省畜禽品种资源委员会命名的两个地方山羊

品种!两地相隔较近且有交叉!基因交流机会多!可

能是造成它们亲缘关系近且遗传多态度相对低的原

因之一!此外!品种内的长期选育也可能是导致它们

共享单倍型多(遗传组成单一的原因%

$G$

!

四川地方山羊品种!类群"

()*+, *L911

=

聚类

分析

!!

一般认为现代家山羊的祖先可能是山羊属的两个

野生代表种!即角
!

骨 羊"

.$

/

'$$&

0

$

0

'12

#和捻角山

羊"

.$

/

'$

3

$4"+)&'(

#

)

'

!

7

*

%李祥龙等通过对国内一些地

方山羊品种的
)*+,-<]̂ R\

分析得出家山羊混合起

源于两个不同祖先的结论)

%%

*

&常洪对血液蛋白型研究

认为家山羊是单一起源)

%2

*

%

RGA_@X*

等认为世界家养

山羊有多个母系起源)

!

!

%2

*

%本试验单倍型的系统发育

分析表明!四川地方山羊品种"类群#有两个母系来源%

现在的家养山羊都是从野生山羊起源驯化的!而野山

羊又分为很多个种)

(

*

!如角
!

骨 羊(高加索山羊(东山

羊(捻角山羊(北山羊(奴比北山羊(西伯利亚北山羊%

也有人认为还包括$欧洲野山羊和西班牙北山羊%因

此要真正回答母系来源有哪些!这些野生山羊到底是

种之间先杂交!不同母系血缘类型的杂交后代再由人

类驯养驯化!还是先有独立的驯养!后来再有野生种或

者其它起源的家养品种的基因渗入!仅有
)*+,-

标记

是远不够的!必须借助其它标记!甚至包括核基因的研

究%
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