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秦川牛及其杂种牛肉用性能的 RAPD 标记
Ξ
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　　[摘　要 ]　应用RA PD 技术对秦川牛及其杂种牛进行了遗传多样性和屠宰性能 (宰前重、胴体重及净肉重)的

遗传标记研究,结果表明: ①F09和CY0814两条引物共扩增出 13条DNA 条带,平均多型条带频率 0. 692,其中

F09 引物的多型条带频率为 0. 5714, CY0814 引物的多型条带频率为 0. 8333。②对肉用性能 RA PD 标记时,

CY0814引物D 带的 1型与 0型对宰前重的效应值离差为 22. 17 kg; F09引物的A 带 0型与 1型对胴体重和净肉

重的效应值离差分别为 14. 32和 11. 36 kg。③在多条带组合效应分析中, CY0814引物的ABCD 组合对宰前重的效

应值最大 (32. 2 kg) ,大于群体均值 1个表型标准差; F09引物的 EFG 组合对胴体重的效应值为 12. 53 kg; CY0814

引物的BC 组合对净肉重的效应值为 12. 13 kg。
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　　秦川牛属役肉兼用型品种, 体格高大, 肉质细

嫩,大理石纹明显,其肉骨比、瘦肉率和眼肌面积等

接近或超过国外肉牛品种的优良特征,已被全国许

多省区引进用以改良当地黄牛,取得了明显的改良

效果[1 ] , 但秦川牛仍存在生长速度慢、后躯斜尻等

方面的严重缺陷。借助分子遗传标记技术,深入开展

秦川牛经济性状DNA 分子标记的研究, 可改进秦

川牛在商品化开发中的缺陷,特别是对于宰前重、胴

体重和净肉重等经济性状,DNA 分子标记辅助选择

有其他常规育种技术不可比拟的优越性。本研究目

的在于通过对秦川牛及其杂种的RA PD 分析,以期

寻找与秦川牛肉用性能相关的遗传标记,为我国牛

种资源的开发利用及其标记辅助选择提供参考依

据。

1　材料与方法

1. 1　材料来源

　　在陕西省扶风县秦川牛繁育改良推广中心和宝

鸡戊寅绿色食品有限公司养牛场随机抽取 13 头牛

(其中秦川牛 9头,杂种牛 4头)的血液各 10 mL ,同

时测定宰前重、胴体重和净肉率 3个性状指标。

1. 2　试验方法

DNA 的提纯　根据既有的研究结果[2～ 4 ] ,从华

美生物工程公司 (西安分公司) F 和CY 系列引物中

筛选出 F09、CY0814 两种引物进行 RA PD 分析。

PCR 反应体系为: 2 ΛL DNA 模板 (40 ngöΛL ) , 2. 5

ΛL 10 × 反 应 缓 冲 液, 2. 0 ΛL dN T P s ( 2. 5

mmo löL ) , 1. 5 ΛL M gC l2 (25 mmo löL ) , 1. 0 ΛL T ag

DNA 聚合酶 (1 mo löΛL ) , 2. 0 ΛL 引物 (5 pmo l) ,加

灭菌超纯水至 25 ΛL。扩增条件为: 94 ℃预变性

5 m in; 94 ℃变性 30 s, 36 ℃退火 45 s, 72 ℃延伸

2 m in,循环 38次; 72 ℃延伸 10 m in。

PCR 扩增产物的检测　PCR 扩增产物经质量

分数 1. 4%的琼脂糖凝胶电泳检测。以 4～ 5 V öcm

电压稳压电泳 3～ 3. 5 h,电泳结果由凝胶自动成像

系统成像和分析。

1. 3　资料的统计分析[3～ 5 ]

百分差异 (PD ) = N ö(N a+ N b)×100%。

平均百分差异 (A PD ) =
1
C
∑

C

i= 1
PD i

平均百分差异均值 (M A PD ) =
1
R
∑

R

i= 1
A PD i

式中, N 为同一引物个体 a 和 b不同条带数目; N a ,

N b 分别为个体 a 和 b扩增的总条带数; R 为所用引

物的数目。

两个个体同一条带同时出现的平均概率为 p b

(亦即平均带纹相似率) ,一条带的平均等位基因频

率 (q)为
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q = 1 - 1 - p b

　　平均杂合度概率 (h ) : h= 2 (1- q) ö(2- q)

1. 4　经济性状的最小二乘分析[4, 6 ]

1. 4. 1　经济性状资料的最小二乘校正

Y ij = Λ + a i + eij

式中, Y ij为 a 因素第 i 个水平第 j 个个体经济性状

的观察值; Λ为群体均值; a i 为 a 因素第 i 个水平的

效应; eij为随机误差。

1. 4. 2　标记条带或标记条带组合型的最小二乘均

值及效应值分析

Y ij = Λ + G i + eij

式中, Y i 为经济性状观察值; G i 为第 i 个 RA PD 标

记条带或标记条带组合型的效应值; eij为随机误差。

由此可得,标记条带或标记条带组合型的最小二乘

值L SM = Λ+ G i,最小二乘效应值L SE= Y ij - Λ。

2　结果与分析

2. 1　RA PD 2PCR 扩增片段多态频率分析

　　应用 2 个引物对 13 头肉牛基因组DNA 进行

随机扩增,结果见表 1和图 1、图 2。

表 1　秦川牛基因组DNA 2RA PD 标记条带的多型频率

T able 1　Po lymo rph ic frequency of RA PD m arker in Q inchuan yellow catt le popu lat ion

引物
P rim er

引物序列
Sequence of p rim er N

标记条带
M arker band

多型条带
Po lymo rph ic band

多型条带频率
Po lymo rph ic2band frequency

F09 AA GGCGGCA G 8 7 4 0. 571 4

CY0814 T GGT GCA CTC 13 6 5 0. 833 3

图 1　F09引物 PCR 扩增图谱

1～ 9. PCR 产物;M. DNA m arker

F ig. 1　RA PD patterns generated by p rim er F09

1- 9. PCR patterns;M. DNA m arker

图 2　CY0814引物 PCR 扩增图谱

1～ 9. PCR 产物;M. DNA m arker

F ig. 2　RA PD patterns generated by p rim er CY0814

1- 9. PCR patterns;M. DNA m arker

　　由表 1 可知,两个引物共扩增出 13 个条带,其

中多型条带 9个,平均多型条带频率为 0. 692。对单

个引物来说, F09 引物的多型条带频率为 0. 571 4,

CY0814的多型条带频率为 0. 833 3,说明所选引物

具有较丰富的多态性。

2. 2　群体遗传变异分析

从表 2可知,由 F09号引物估测的杂合度和平

均百分差异都低于CY0814 引物, 说明 CY0814 引

物比 F09 引物更能反映出秦川牛群体的遗传多样

性。
表 2　秦川牛群体平均百分差异均值及杂合度

T able 2　T he M A PD and heterozyo sit ies in Q inchuan yellow catt le popu lat ion

引物 P rim er q h RA PD M A PD

F09 0. 589 0 0. 582 6 0. 168 9

CY0814 0. 433 7 0. 723 1 0. 320 7 0. 244 8

平均M ean 0. 511 4 0. 652 9 0. 244 8

2. 3　RA PD 标记条带的效应值分析

秦川牛及其杂种牛经济性状RA PD 标记效应

值统计结果 (表 3)表明, 两个随机引物扩增的标记

条带的 1型和 0型 (带的有无定义为 1型或 0型)对

3个经济性状的效应值,经 t检验差异均不显著,但

F09 引物的A 带 0 型、G 带 1 型及 CY0814 引物的

D 带 1型、F 带 0型的效应值均高于群体平均水平。
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表 3　秦川牛经济性状RA PD 标记条带的最小二乘均值及效应值

T able 3　L SM and L SE of RA PD m arkers on econom ic tra it in Q inchuan yellow catt le

引物
P rim er

标记条带
M arker

band

基因型
Geno type

宰前重ökg L ive w eigh t 胴体重ökg Carcass w eigh t 净肉重ökg Beef w eigh t

L SM L SE L SM L SE L SM L SE

F09 1 292. 82 - 1. 33 151. 91 - 1. 79 134. 44 - 1. 42
A

0 303. 10 8. 95 166. 23 12. 53 145. 80 9. 94

E
1 300. 10 5. 95 155. 61 1. 91 137. 40 1. 54

0 290. 70 3. 45 151. 80 - 1. 90 134. 28 - 1. 58

F
1 294. 77 - 0. 62 155. 15 1. 45 139. 47 3. 61

0 295. 61 1. 46 153. 22 - 0. 50 134. 65 - 1. 21

G
1 303. 10 8. 95 163. 25 9. 55 145. 80 9. 94

0 292. 87 - 1. 28 151. 91 - 1. 79 134. 44 - 1. 42

CY0814
A

1 308. 60 2. 84 160. 99 - 0. 29 138. 89 - 3. 02

0 302. 45 - 3. 31 160. 38 - 0. 32 145. 44 3. 53

B
1 306. 18 0. 42 161. 43 0. 73 143. 14 1. 23

0 303. 44 - 2. 32 156. 77 - 3. 94 145. 15 - 6. 76

C
1 306. 48 0. 72 160. 95 0. 25 142. 88 0. 97

0 303. 30 - 2. 46 159. 92 - 0. 78 138. 70 - 3. 21

D
1 317. 70 11. 94 163. 87 3. 17 143. 15 1. 24

0 295. 53 - 10. 23 158. 00 - 2. 70 140. 47 - 1. 44

F
1 297. 82 - 7. 94 154. 91 - 5. 79 141. 51 - 0. 40

0 308. 14 2. 38 162. 45 1. 75 143. 28 1. 37

2. 4　RA PD 标记条带组合型与经济性状的关系

由表 4 可知, 在 CY0814 引物中, ABC 条带组

合型对 3个经济性状的效应值均为负值,但其单个

条带的效应值之和却为正值; BC 组合型对 3个经济

性状的效应值明显高于B , C 条带的单独效应值之

和。在 F09引物中, EFG 组合型的宰前重效应值小

于 E, F 及 G 3 个条带各自效应值之和,A E 组合型

的宰前重效应值也大于条带A 和 E 的效应值之和。

由此可见,不同条带组合型对宰前重、胴体重和净肉

重的影响可能来自条带间的互作。另外, CY0814引

物ABCD 组合型对宰前重的效应大于群体均值 1

个表型标准差以上,可以作为宰前重的候选标记组

合型。

表 4　RA PD 标记条带组合型与效应值

T able 4　L SE of RA PD m arker band com bined type

引物
P rim er

样本数
Samp le N o.

特异性条带组合型
Band com bined type

L SE

宰前重ökg
L ive w eigh t

胴体重ökg
Carcass w eigh t

净肉重ökg
Beef w eigh t

F09 8 ABCD - 5. 96 - 1. 90 - 0. 21

EFG 8. 94 12. 53 11. 78

A EF - 7. 72 - 9. 63 - 0. 88

A E 11. 29 2. 33 1. 38

CY0814 13 ABCD 32. 203 12. 13 3. 16

ABC - 42. 51 - 16. 44 - 14. 10

BC 9. 77 8. 18 12. 14

　　注:“3 ”者为效应值大于 1个标准误。

N o te: 3 Show ed L SE w as larger than one standard erro r.

3　讨论与结论

应用分子生物学技术进行牛经济性状与标记间

关系的研究已有大量报道。曹红鹤等[7 ]分析了微卫

星DNA 标记与南阳牛、皮埃蒙特牛及其杂交后代

生长性状的关系, 发现 IDV GA 227、IDV GA 246 和

IDV GA 255 标记对肉牛的生长发育具有显著影响。

耿社民等[8, 9 ]在秦川牛 T f 和H b 位点与体尺、体重

性状关系的分析中发现,秦川牛体尺、体重的优势基

因为 T fD 1 与 T fE; 胸深性状 T fEF 型基因的L SE

值极显著地大于其他各基因型值 (P < 0. 01)。祝梅

香等[10 ]对荷斯坦牛乳蛋白标记的研究发现: Β′2CN

位点B 基因或连锁基因显著地影响乳蛋白率、乳脂

率; K2CN 位点和 Β2L g 位点的B 基因或连锁基因分

别对乳蛋白率、乳脂率有显著效应[10 ]。本试验利用

两个随机引物研究了DNA 分子标记与秦川牛肉用
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性能的关系,发现CY0814引物D 带的 1 型与 0 型

对宰前重的效应值离差为 22. 17 kg, F09引物A 带

的 0型与 1型对胴体重的效应值离差为 14. 32 kg,

F09 引物A 带的 0 型与 1 型和 G 带的 1 型与 0 型

对净肉重的效应值离差均为 11. 36 kg。CY0814引

物的ABCD 组合对宰前重的效应值为 32. 2 kg, F09

引物的 EFG 组合对胴体重的效应值为 12. 53 kg,

CY0814 引物的 BC 组合对净肉重的效应值为

12. 13 kg,其效应可能来源于组合中各条带间的互

作。其中, CY0814引物的ABCD 组合对宰前重的效

应值大于 1个标准差以上。
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RA PD m arker of beef perfo rm ance of the

Q inchuan yellow Cat t le and its hyb rid

ZHANG X i-feng, GENG She-m in , CHEN Hong, ZHANG J ian -q in ,

ZHANG L I- juan , GU Y u- lan , SHEN W e i
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Genet ic varity and bu tcher perfo rm ance ( live w eigh töcarcass w eigh töbeef w eigh t ) of

Q inchuan yellow cat t le and its hyb rid w ere analyzed by RA PD m arker. T he resu lts show ed that: ① 13

DNA bands w ere amp lif ied by the p rim er of F09 and CY0814, the frequency of po lymo rph ic bands w ere

separa tely 0. 571 4 and 0. 833 3 w ith an average of 0. 692. ② T he rela t ion sh ip betw een amp lif ied DNA

bands and beef perfo rm ance w as show ed, the residual quality of L SE betw een 1 type and 0 type of CY08142
D band w as 22. 17 kg on live w eigh t t ra it; the ones of L SE betw een 1 type and 0 type of F09 p rim er w ere

14. 32 kg on carcass w eigh t t ra it and 11. 36 kg on beef w eigh t t ra it. ③ T he effect of m u lt i2bands com b ined

w as studied, the L SE of ABCD com b ined type of CY0814 p rim er (32. 2 kg) w as h igher than average abou t

one standard devia t ion of th is popu la t ion, the L SE of EFG com b ined type of F09 p rim er w as 12. 53 kg on

carcass w eigh t and the ones of BC com b ined type of CY0814 p rim er w ere 12. 13 kg on beef w eigh.

Key words: Q inchuan yellow cat t le; beef perfo rm ance; RA PD m arker
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