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西部地区主要猪品种与野猪遗传聚类分析
⒇
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(西北农林科技大学动物科技学院 ,陕西杨凌　 712100)

摘　要: 对八眉猪、内江猪、荣昌猪、汉江黑猪等西部地区地方品种和汉中白猪、长白猪、大白猪、杜洛克猪等 8

个猪品种以及野猪基因组 DNA、混合 DNA样进行了 RAPD分析。根据 8个多态引物的扩增结果计算了遗传

距离指数并进行了 UPMGA聚类分析。结果表明: 长白猪与大白猪亲缘关系最近 ,八眉猪和汉江黑猪次之 ,而

野猪与长白猪的遗传距离最远。 综合考虑现行的分类结果及前人研究结果 ,认为内江猪、八眉猪和汉江黑猪

为一类型 ,荣昌猪和汉中白猪可划分为同一类型 ,但对野猪与其他品种的亲缘关系应作进一步分析。
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Abstract: Random amplified polymorphic DN As ( RAPDs) w ere used to investig ate bulked genomic

DN A polymo rphism of 8 pig breeds and wi ld pig in w est China including Duroc, Landrance,

Larg ew hi te, Neijiang pig , Rongchang pig , Hanjiang Black pig, Hanzhong White pig , Bamei pig and w ild

pig. The genetic distance index matrix and U PMGA phy logenetic t rees g enerated f rom 8 po lymo rphic

primer amplified resul ts showed tha t the genetic rela tionship betw een Landrance and Largew hi te w as

the clo sest, w hi le that betw een wild pig and Largew hi te was the far thest. It wa s infer red f rom this

study that Neijiang pig , Bamei pig and Hanjiang Black pig could be classi fied into one type, as the same

to Rongchang pig and Hanzhong White pig. How ever, the popula tion genetic character of wild pig

should be further evaluated.
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　　我国西部地方猪种资源丰富 ,拥有 20余个地

方猪品种 (群 )
[1 ]
。 了解这些猪种 (群 )的遗传多样

性及其种群关系 ,对于品种的起源进化研究、合理

分类和保存以及科学开发利用都具有重要的指导

意义。自 80年代初以来 ,研究人员相继利用生化、

免疫和细胞学遗传标记探讨了地方猪种 (群 )品种

间的遗传关系、品种的进化和起源以及系统分类 ,

并取得了一系列的成果。随机扩增多态性 DNA

( Random ampli fied polymo rphic DN A, RAPD)

技术是 1990年由 Welsh和 Williams两个研究小

组同时在各自的实验室建立起来的一项 DNA多

态检测技术。该技术以 PCR为基础 ,利用一系列

单一的人工合成的随机引物序列寡核苷酸链 (一

般为 10bp)作为引物 ,对所研究的 DNA进行扩

增。 RAPD的引物量大 ,理论上可以使检测区域

几乎覆盖整个基因组。 RAPD非常适用于大批量
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样品的群体遗传研究
[2 ]
。该方法自 1990年建立以

来已被广泛地用于多态性分析 [ 3]、遗传图谱的构

建 [4 ]、筛选鉴定与目标基因紧密连锁的 RAPD标

记 [5 ]、遗传家系分析 [6 ]以及品种 (系 )的亲缘关系

鉴定 [7 ]、抗病基因研究 [8 ]等。

从分子水平研究八眉猪、内江猪、荣昌猪、汉

江黑猪等地方品种和汉中白猪、长白猪、大白猪、

杜洛克猪以及野猪遗传结构的研究国内外很少报

道。本研究将采用 RAPD技术分析引入品种、地

方品种及培育品种的亲缘关系 ,探讨 RAPD技术

应用于群体遗传变异和亲缘关系研究的意义和价

值 ,为西部地区地方猪种系统分类提供新的参考

和分子水平的依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

本试验采用 8个猪种和野猪共 265头作为试

验动物 ,其中杜洛克 ( DU) 30头 ,长白 ( CH) 32头 ,

大白 ( DA) 30头 ,内江猪 ( N E) 30头 ,荣昌猪 ( RO )

55头 ,汉江黑猪 ( HH) 30头 ,汉白猪 ( HB) 30头 ,

八眉猪 ( BA) 20头和野猪 ( YZ) 8头。 每头猪采血

样 5 m L用 2% ～ 3%肝素钠抗凝 ,再取耳组织

0. 5 g ,放入盛有体积分数 70%乙醇的冻存管中 ,

血样和耳组织样均装于冰瓶内带回。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　猪基因组 DNA的提取　参考文献 [9,

10 ] ,按常规方法分别从血液和耳组织中提取

DNA。将同品种的所有个体 DNA分别等量混合 ,

构建 9个猪群的 DNA池 ,并用 T E稀释至 25 ng /

μL。

1. 2. 2　 RAPD分析　 20个随机引物 ,分为 J、 L、

I、 G 4组 ,每组 5条引物 ,均由北京鼎国生物工程

公司合成 ,用于 9个猪群 DNA池及 DNA的

RAPD分析。 其中 , J-3、 L-5引物序列分别为: 5 -̀

AAGAGAGGTG-3 、̀ 5 -̀TGGAGAGGAG-3。̀

RAPD-PCR反应体系为 25μL,其中含有 10×

PCR Buffer2. 5μL, 5 mmol /L M gCl2 2. 5μL,

2 mmol /L dN TP 1. 5μL, 5pmol /L随机引物 1. 0

μL, 1. 0 U /L Taq聚合酶 1. 0μL, 25 ng /μL模板

2. 0μL,去离子四蒸水 14. 5μL,扩增条件为:

94℃预变性 2 min,然后 94℃变性 45 s, 36℃退火

1 min, 72℃延伸 2 min 38个循环 ,最后在 72℃延

伸 8 min。扩增产物用 2. 0%琼脂糖凝胶 (含 0. 5

μg /m L溴化乙锭 )按 4～ 5 V /cm的电压在 1×

TEA电泳缓冲液中电泳 2～ 3 h,紫外灯下观察电

泳结果 ,用 KoDAK系统立拍成像仪拍照 ,进行电

泳条带的判定分析。

1. 3　数据处理

根据 Nei和 Li氏公式
[11 ]计算猪种间 RAPD

标记片段共享度 ( F)和遗传距离指数 ( D)。 F=

2Nxy /( Nx+ Ny ) , D= 1-F。 其中 , Nxy为 X和 Y

群体池 DNA扩增产物中分子量相同片段总数 ;

Nx、 Ny分别为 X和 Y群体池 DNA扩增产物的

DNA片段总数。应用 SPSS统计软件对 D值进行

类平均法系统聚类分析 ,构建 8个品种猪和野猪

的聚类分析图。

2　结果与分析

2. 1　基因组 DNA检测及 RAPD-PCR图谱

基因组 DNA的电泳检测结果见图 1,其中 1

～ 9泳道中的条带分别是杜洛克猪、长白猪、大白

猪、内江猪、八眉猪、荣昌猪、汉江黑猪、汉中白猪

和野猪基因组 DNA, M泳道是 DNA Marker, M

泳道中离点样孔最近的带为 23130 bp。1～ 9泳道

中基因组 DNA清晰可见 ,大于 23130 bp,既无降

解也无 RNA,质量很好。随机引物 ( J-3)对各猪种

和野猪的基因组 DNA扩增的结果见图 2,其中 M

泳道为 Marker (πDNA /HindⅢ + EcoRⅠ ) , 1～

3、 5～ 10泳道分别代表长白猪、大白猪、内江猪、

杜洛克猪、八眉猪、荣昌猪、汉江黑猪、野猪和汉中

白猪的扩增产物。

图 1　猪基因组 DNA检测电泳图谱

Fig. 1　 Gel electrophoretogram of pigs DNA

图 2　 RAPD-PCR图谱 ( J-3)

Fig. 2　 Gel electrophoretogram of RAPD-PCR( J-3)
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2. 2　池 DNA的 RAPD结果分析

用 20个 10碱基随机引物进行池 DNA的

PCR扩增 ,结果 8个引物的扩增产物表现为多

态 , 6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. 1条 ,另外

6个引物无扩增产物或电泳带型不清晰 ,舍弃不

用。根据 8个引物 PCR扩增产物表现为多态的

DNA指纹图谱进行统计分析 ,计算 8个品种和野

猪间距离系数 (表 1) ,再用距离系数对各猪品种

和野猪进行类平均法系统聚类 ,得到聚类图 (图

3)。

表 1　 8个猪品种和野猪间的遗传距离

Table 1　 The genetic distance of 8 pig breeds and wild pig d

Breeds DU CH DA NE BA HH RO HB YZ

DU 0

CH 0. 0460 0

DA 0. 0638 0. 0200 0

NE 0. 2128 0. 2400 0. 2264 0

BA 0. 1915 0. 2600 0. 2453 0. 0833 0

HH 0. 1702 0. 2600 0. 2264 0. 0625 0. 0435 0

RO 0. 1064 0. 0800 0. 1698 0. 1250 0. 1522 0. 1633 0

HB 0. 1277 0. 1000 0. 1509 0. 1458 0. 1739 0. 1020 0. 0980 0

YZ 0. 2927 0. 3000 0. 2831 0. 2500 0. 2391 0. 2449 0. 2549 0. 2800 0

图 3　 8个猪品种和野猪的聚类图

Fig. 3　 UPMGA phylogenetic trees of 8 pig breeds and wild pig

2. 3　品种个体间基因组 DNA的 RAPD结果分

析

从 8个扩增产物为多态的随机引物中筛选出

4个特异性强的引物进行个体 DNA的 RAPD分

析。结果表明 , L-5扩增产物可明显的区别引入品

种猪与地方品种 ,每品种 8个个体 ,重复 40个个

体 ,结果可靠 ,故 L-5可作为引入品种和地方品种

猪及野猪区别的标记引物。另外 , J-3扩增产物在

不同品种中特异性带分布频率不同 ,根据该引物

在不同品种中特异性带频率计算 8个品种猪和野

猪群体内的相似系数 (表 2) ,由表 2可以看出 ,引

入品种群体内个体间相似系数明显地高于培育品

种、地方品种及野猪 ,其中杜洛克猪群体内个体间

差异最小 ,而我国地方品种八眉猪、汉江黑猪和内

江猪群体内个体间的差异则较大 ,尤其是八眉猪

的群体内个体间差异最大。
表 2　品种内个体间的相似系数

Table 2　 Resemblance coef ficient of dif f erent individuals in same breed

品种 Breeds DU CH DA NE BA HH RO HB YZ

相似系数
Resemblance coef ficien t

0. 9827 0. 9826 0. 9933 0. 9607 0. 9565 0. 9523 0. 9668 0. 9704 0. 9342

3　讨 论

3. 1　RAPD标记技术用于保护遗传资源的问题

了解群体的遗传结构对于物种进化和保护生

物学研究而言极其重要 ,它是决定物种保护措施

和策略的依据。Craw fo rd等 [12 ]认为要保存尽量多

的遗传多样性 ,必须用合适的方法 ,以准确地测定

品种间的遗传分化。常洪 [13 ]认为要保护一个物

种 ,不论是原地保种还是迁地保种 ,在制定取样方

案时 ,应了解种群的遗传结构及变异分布情况。
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Barker等
[14 ]
指出 ,决策保种计划时 ,遗传距离的

信息应作为群体遗传结构和品种分化的最基本指

标。总之 ,要保护一个物种的遗传多样性 ,首先得

研究各品种的遗传距离。

本研究以品种间的遗传距离为参数 ,在此基

础上通过类平均聚类分析研究了不同猪种和野猪

间的亲缘关系 ,并且还分析了品种内的相似系数 ,

认为引入品种选育程度高 ,品种内差异很小 ,遗传

资源贫乏 ;而地方品种选育程度明显较低 ,品种内

差异较大 ,遗传资源丰富 ,是培育新品种的宝贵的

遗传材料。

3. 2　RAPD标记分析结果的科学性问题

多数结果认为 RAPD亲缘分析结果能够很

好地与血缘分化及地理分隔相吻合。 但由于一方

面 RAPD结果各实验室间重复性较差 ;另一方面

RAPD谱带来源不清 ,有可能同一条谱带来源于

模板上不同序列。因此有人建议 RAPD结果应与

染色体、同工酶、序列及其他研究进行比较 ,并且

和表型联系起来 ,从而获得该问题可靠的结论。

任军等 [ 15]用 RAPD分析了赣中南花猪 7个

群体。在种群亲缘关系分析时 ,永丰花猪与乐安花

猪聚为一类 ,兴国茶园猪与上犹花猪聚为一类 ,这

与各猪群地理间隔、血缘交流相吻合。而泰和冠朝

猪与瑞金三花猪地理间隔较大也聚为一类 ,这与

黄海根
[16 ]
和罗明

[ 17]
用“生化指纹”分析的结果相

似。但与梁海平
[18 ]
的银染核仁组织区法对泰和冠

朝猪及万安花猪的亲缘关系及归属问题存在异

议 ,这在 RAPD分析中也体现出来。 造成这种差

异的原因可能是样本含量小。 总之 ,在对 RAPD

反应条件优化后 ,所得结果可为遗传变异及亲缘

关系分析提供有力证据。

本研究结果显示 , 8个猪品种和野猪亲缘关

系与其地理位置表现出一定的相关性 ,即彼此地

理位置靠近的类群 ,遗传关系往往比较密切。 另

外 ,不同猪品种的聚类分析结果与现行的分类情

况以及采用生化、免疫和细胞学遗传标记分析的

结论基本相似。这与品种育成历史与采样情况相

符 ,因为社会地理环境和育成史是品种间亲缘关

系远近的重要的因素之一。 引入品种的亲缘关系

较近 ,地方品种也因社会地理环境的因素而亲缘

关系远近不同 ,而培育品种都多少受引入品种的

影响 ,亲缘关系较近。值得注意的是野猪与其他猪

种的亲缘关系很特殊 ,为什么是先与我国地方品

种和培育品种聚为一类再与引入品种聚为一类

呢?这似乎是与我国家猪的起源进化有关 ,对此还

有待进一步研究证实。
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