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陕西省境内 5 个山羊品种遗传背景的 RAPD 分析
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　　[摘　要 ]　从 20 个随机引物中筛选出 4 个具有多型性片段的引物, 分析了陕西省境内 5 个山羊品种 (陕南白

山羊、莎能奶山羊、关中奶山羊、安哥拉山羊、波尔山羊) 的遗传变异及遗传关系, 共产生 16 个稳定的 RA PD 标记。

结果表明, 陕南白山羊、关中奶山羊、波尔山羊的遗传变异较高, 遗传纯度低, 而莎能奶山羊与安哥拉山羊遗传纯度

更高; 同时也表明山羊群体的遗传变异主要分布于品种之间, 品种内所占比例很少。2 种遗传距离计算法 (N ei 氏遗

传距离指数,“clust”软件包) 所得结果均表明, 莎能羊品种较远; 根据这 2 种遗传距离所作的 3 种聚类图 (N J、

U PGM A 聚类图及“clust”聚类图)均揭示了陕南白山羊、关中奶山羊、莎能奶山羊的亲缘关系更近, 聚为一支, 波尔

山羊与安哥拉山羊聚为另一支。
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　　我国是进行野山羊驯养的国家之一, 不少品种

属原始品种; 加上我国地域辽阔, 长期以来积累了丰

富的基因资源。但由于管理方式落后, 尤其是时代经

济的要求, 不断的引种冲击着我国地方品种, 导致一

些珍贵遗传材料面临消失。因此, 在开发山羊品种资

源的同时, 应该合理保护品种资源, 以维持山羊遗传

多样性。许多学者也指出畜禽品种遗传多样性是人

类社会发展的基础, 特别是畜牧业持续发展的基

础[1～ 3 ]。近年来, 一些学者利用各种生物技术研究了

我国山羊的一些地方品种、培育品种及引进品种的

遗传变异及亲缘关系[4～ 6 ]。本研究利用RA PD 生物

技术对陕西省境内的莎能奶山羊、安哥拉山羊、关中

奶山羊、陕南白山羊及新引进品种波尔山羊的遗传

多样性进行了分析, 以期在分子水平上监测这几个

品种的遗传变异程度及亲缘关系, 试图揭示其遗传

结构与遗传背景, 为品种资源的保护及利用提供理

论依据, 为引入外血的育种方案提供参考资料。

1　材料与方法

试验材料　13 只安哥拉山羊血样采于西北农

林科技大学动物科技学院动物房; 14 只西农萨能奶

山羊血样按家系采于该校种羊场; 陕南白山羊、关中

奶山羊、波尔山羊血样均采自丹凤县种羊场, 按系谱

分别采集 11, 5, 17 个血样。每个家系以 1 只个体为

代表。于颈静脉处采血 1 mL , 装在预先加有 2 mL

裂解液的 7 mL Ep 管中, 盖严, 快速振荡混匀, 常温

下带回实验室, 置 4 ℃备用。

DNA 提取　参照卢圣栋的方法进行[7 ]。

RA PD 引物设计与合成　参考有关资料[8～ 10 ],

自行设计引物 20 个, 在大连宝生物工程公司
(T aKaR a)合成。序列如下:

RB 01　　g g a g g a g a g g　　RA 02　　a c t c c g c a g t　　RB 01　　g g a g g a g a g g　　RB 02　　c t g g a c g t c a
RB 03 g a g t g c g c a g RA 04 c t a g c t g a c g RB 03 g a g t g c g c a g RB 04 a g c a c t t c g g
RB 05 a c g g a t c c t g RA 06 a a t c g a t a c g RB 05 a c g g a t c c t g RB 06 g g t c t a c a c c
RB 07 t t a g t g c g g g RA 08 a a g g c g g c a g RB 07 t t a g t g c g g g RB 08 g g a a g c t c t c
RB 09 g g a c c c a a c c RA 10 c a a a g c g c t c RB 09 g g a c c c a a c c RB 10 c c g a t a t c c c

　　PCR 反应体系　每个反应体积为 25 ΛL , 其中

含 2. 5 ΛL PCR 缓冲液, 1. 5～ 2. 5 mmo löL M gC l2,

0. 2 mmo löL dN T P s, 0. 4 Λmo löL 引物, 1. 5 单位

T aq 聚合酶, 约 6 ng 模板DNA。反应程序为: 95 ℃

预变性 4 m in; 94 ℃变性 45 s, 37 ℃退火 1 m in, 72

℃延伸 3 m in, 2 个循环; 94 ℃变性 45 s, 36 ℃退火 1

m in, 72 ℃延伸 2 m in, 38 个循环; 72 ℃保温 8 m in。

反应产物在 2. 0% 琼脂糖凝胶中电泳分离, EB 染
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色, 照相记录结果。

统计分析方法　只记录电泳后清晰的RA PD 片

段。根据 Sou thern 介绍的方法, 自己采用QBasic 编

程, 比较精确地估测各扩增片段的分子量。根据N ei 和

L i 的公式[11 ]计算任意两山羊品种间片段共享度(F ) 和

遗传距离指数(D )。根据Shannon 多样性指数公式[12 ]

计算遗传多样性。根据N ei 氏遗传距离指数(D ) , 运用

PH YL IP version 3. 5c 软件程序[13 ] , 分别按照N J
(N eighbo r Jo in t ing)法和U PGM A 法(非加权组平均

法)对各品种进行聚类分析。将各品种的片段系数(1,

0)输入“clu st2宏 (M )”软件程序进行遗传距离计算和

U PGM A 法聚类分析。

2　试验结果

2. 1　引物筛选

　　分别从莎能奶山羊、安哥拉山羊、波尔山羊中取

出 7 个个体的DNA , 制成各自品种的混合DNA , 作

为筛选引物模板。20 个随机引物共有 18 个可扩增

出 RA PD 带型, 其中只有 4 个随机引物 (RA 01、

RA 09、RB 02、RB 08) 不同程度地产生多态性片段。

其余引物筛选结果各位点均为单态。各引物产生的

RA PD 条带数在 2～ 11, 共记录到 111 个 RA PD 片

段, 片段大小为 0. 5～ 2. 0 kb, 与W illiam s 等[14 ]、

W elsh 等[15 ]的研究结果一致。从引物筛选结果可粗

略看出, 山羊的DNA 序列比较保守。

2. 2　筛选的引物RA PD 扩增

用筛选出的引物RA 01、RA 09、RB 02、RB 08 依

次对陕南白山羊、莎能奶山羊、安哥拉山羊、关中奶

山羊、波尔山羊进行RA PD 扩增。用 Sou thern 计算

片段长度的方法计算各引物RA PD 片段的大小, 并

进行统计, 结果见表 1。

表 1　4 个随机引物对 5 个山羊品种RA PD 的扩增结果

T able 1　T he RA PD resu lt of the five goat b reeds using the 4 screened arb itrary p rim ers

引物
P rim er

片段öbp
F ragm ent

陕南白山羊
Shaannan

w h ite goat

莎能奶山羊
Sannon

dairy goat

安哥拉山羊
A ngo ra

goat

关中奶山羊
Guanzhong
dairy goat

波尔山羊
Bo re
goat

RA 01 509 + + + + +
619 3 (0. 4) 3 (0. 846) 3 (0. 583) 3 (0. 8) 3 (0. 818)
740 + + + + +
851 3 3 (0. 308) - 3 (0. 6) -
968 + + + + +

1 069 + + + + +
1 201 + + + + +

RB02 570 - - - - 3 (0. 133)
663 + + - + +
708 + + + 3 (0. 8) 3 (0. 6)
782 + + + + +
885 3 (0. 2) - - - -
955 + + 3 (0. 818) + +

1 066 + + + + +
1 227 - - + - 3 (0. 4)
1 312 + + + + 3 (0. 533)
1 580 + + + + +
2 014 3 (0. 9) + + + +

RB08 568 + 3 (0. 3) + + +
689 + 3 (0. 7) + + +
837 + + + + +
937 + + + + +

1 051 + + + 3 (0. 8) 3 (0. 75)
1 168 + + + 3 (0. 8) +
1 303 + + + 3 (0. 2) +
1 817 - + - - +

RA 09 739 + + + + +
867 + + + + +
985 3 (0. 3) - - - 3 (0. 357)

1 063 + + + + 3 (0. 857)
1 306 + + + + +
1 493 + + + + +
1 620 + + + + +

　　注: 表中“+ ”表示该片段存在对应品种;“- ”表示无;“3 ”表示该片段在对应品种中呈多态, 括弧中数值为频率。

N o te:“+ ”m eans the goat b reed can amp lify the fragm ent, and“- ”m eans the goat b reed canπt amp lify the fragm ent.“3 ”m eans the

fragm ent is po lymo rph ic, and the value in the bracket m eans the po lymo rph ic frequency.

2. 3　各品种间遗传距离

分别利用 2 种方法计算出的各品种间的片段共

享度和遗传距离指数见表 2。由“clu st”软件程序计

算而来的品种间遗传距离见表 3。
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表 2　品种间片段共享度和遗传距离指数

T able 2　T he genetic distance indexes and comparab ility indexes betw een goat b reeds

品种
B reed

陕南白山羊
Shaannan

w h ite goat

莎能奶山羊
Sannon

dairy goat

安哥拉山羊
A ngo ra

goat

关中奶山羊
Guanzhong
dairy goat

波尔山羊
Bo re
goat

陕南白山羊
Shaannan w h ite goat

3 3 3 0. 050 0. 083 0. 034 0. 095

莎能奶山羊
Sannon dairy goat

0. 095 3 3 3 0. 067 0. 027 0. 066

安哥拉山羊A ngo ra goat 0. 917 0. 933 3 3 3 0. 051 0. 064

关中奶山羊
Guanzhong dairy goat 0. 966 0. 983 0. 950 3 3 3 0. 083

波尔山羊Bo re goat 0. 905 0. 934 0. 936 0. 917 3 3 3

　　注: 左下角为品种间片段共享度, 右上角为品种间遗传距离指数。

N o te: T he genetic distance indexes betw een goat b reeds are at the top righ t co rner; and the genetic coparab ility indexes are at the o ther

co rner.

表 3　品种间遗传距离

T able 3　T he genetic distance betw een goat b reeds

品种
B reed

陕南白山羊
Shaannan

w h ite goat

莎能奶山羊
Sannon

dairy goat

安哥拉山羊
A ngo ra

goat

关中奶山羊
Guanzhong
dairy goat

波尔山羊
Bo re
goat

陕南白山羊 Shaanπnan w h ite
goat

3 3 3 0. 052 0. 092 0. 035 0. 086

莎能奶山羊 Sannon dairy goat 0. 052 3 3 3 0. 074 0. 018 0. 069

安哥拉山羊A ngo ra goat 0. 092 0. 074 3 3 3 0. 056 0. 072

关中奶山羊 Guanzhong dairy
goat

0. 035 0. 018 0. 056 3 3 3 0. 089

波尔山羊Bo re goat 0. 086 0. 069 0. 072 0. 089 3 3 3

　　由表 2 和表 3 可以看出, 用 2 种方法计算出的

遗传距离有所差异, 但却有很强的相似性。从总体上

看, 5 个山羊品种间遗传变异不大, 这与杨澜[5 ]的研

究结果一致。表 2 显示, 各山羊品种间的遗传距离指

数为 0. 027～ 0. 095, 其中关中奶山羊与莎能奶山羊

的遗传距离最小, 为 0. 027; 表 3 中各品种间遗传距

离为 0. 018～ 0. 091, 其中莎能奶山羊与关中奶山羊

遗传距离最小, 为 0. 018。两表均显示波尔山羊、安

哥拉山羊与其他山羊品种遗传距离较大。

2. 4　各品种内的遗传多样性指数

各品种内的遗传多样性指数 (H 0)、5 个品种总

的遗传多样性指数 (H sp ) 和各品种平均遗传多样性

指数 (H p op )如表 4 所示。

表 4　遗传多样性指数在品种内和品种间的分布

T able 4　T he distribu tion of the genetic diversity

引物
P rim er

H 0

a b c d e
H sp H p op H p op öH sp

(H sp - H p op ) ö
H sp

RA 01 0. 616 0. 504 0. 314 0. 485 0. 164 0. 613 0. 417 0. 680 0. 320

RB 02 0. 417 0 0. 164 0. 179 1. 277 1. 858 0. 407 0. 219 0. 781

RB 08 0 0. 250 0 0. 679 0. 216 1. 417 0. 229 0. 162 0. 839

RA 09 0. 361 0 0 0 0. 450 0. 626 0. 172 0. 275 0. 725
平均

A verage
0. 349 0. 188 0. 120 0. 336 0. 539 1. 129 0. 306 0. 334 0. 666

　　注: a, b, c, d, e 分别代表陕南白山羊, 莎能奶山羊, 安哥拉山羊, 关中奶山羊和波尔山羊。

N o te: a, b, c, d, e m eans Shaannan w h ite goat, Sannon dairy goat, A go ra goat, Guanzhong dairy goat and Boer goat respectively.

　　从表 4 可以看出, 这 5 个品种总的遗传多样性

指数 (H sp ) 平均为 1. 129, 说明在这几个品种间有

丰富的遗传多样性。各品种平均遗传多样性指数

(H p op ) 的均值为 0. 306; 而遗传多样性在品种内所

占比例 (H p op öH sp )的均值为 0. 334, 遗传多样性在

品种间所占比例 ( (H sp - H p op ) öH sp ) 的均值为

0. 666, 这说明山羊群体中, 遗传变异主要存在于品

种间。表 4 另外还显示, 来自西北农林科技大学种羊

场的莎能奶山羊和该校动物科技学院的安哥拉山

羊, 其遗传多样性指数分别为 0. 188 和 0. 120, 较其

他 3 个品种低, 表明这 2 个品种在自群选育过程中

种群内遗传变异程度低, 种质均匀性较好, 遗传纯度
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高。而其余 3 个品种的山羊遗传多样性指数偏高, 其

中波尔山羊最高, 为 0. 539, 说明 3 个来自丹凤县种

羊场的品种种群内遗传变异程度较高, 遗传纯度相

对较低。据该种羊场负责人介绍, 这 3 个品种中每个

品种都来自几个不同群体。由此可见, 本研究所显示

的遗传多样性指数与事实相符合。但本研究还认为,

一些地方种羊场由于市场需求而对种羊的血源管理

较放松以致品种间可能有血液交流, 因此, 各种羊场

应当加强管理, 以保证品种纯度; 或者由此可推测改

良的波尔山羊遗传背景比较复杂。

2. 5　5 个山羊品种的聚类

根据各种遗传距离 (指数)对 5 个山羊品种的聚

类结果如图 1, 图 2, 图 3 所示。

图 1　根据N ei 氏遗传距离指数的U PGM A 聚类结果

F ig. 1　T he U PGM A cluster tree based on the

N eiπs genetic distance coefficien ts

图 2　根据N ei 氏遗传距离指数的N J 聚类结果

F ig. 2　T he N J cluster tree based on the

N eiπs genetic distance coefficien ts

图 3　根据“C lust”遗传距离的U PGM A 聚类结果

F ig. 3　T he U PGM A cluster tree based on the

“C lust”genetic distance

聚类树状图可直观地了解各品种间的遗传背景

(如培育历史及地理关系)。图 1 是根据N ei 氏[11 ]遗

传距离指数用 PH YL IP 软件所做的U PGM A 聚类

图。该聚类图首先将陕南白山羊与关中奶山羊聚为

一类, 然后依次与莎能奶山羊、安哥拉山羊、波尔山

羊相聚。另一方面, 根据聚类距离, 该聚类图将 5 个

品种粗略地归为 2 支: 陕南白山羊、关中奶山羊、莎

能奶山羊为一支; 安哥拉山羊、波尔山羊为一支。

图 2 和图 3 分别为根据N ei 氏遗传距离指数所

做的N J 聚类分析图和由“clu st”软件自行分析遗传

距离, 而后所做的聚类分析图。这两个聚类分析图结

果一致, 均将 5 个山羊品种分为 2 支。莎能奶山羊与

关中奶山羊首先相聚, 然后与陕南白山羊聚为一支;

安哥拉山羊与波尔山羊聚为一支, 然后两支相聚。由

此可以看出, 这两种聚类图均准确地显示了 5 个山

羊品种的遗传关系。

3　讨　论

3. 1　关于遗传多样性研究的影响因素

　　Barker [16 ]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。因此, 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。张继全等[17 ]指出, 样本大小

和位点多少是影响遗传距离估算的 2 个因素。

样本大小实际是等位基因包含在样品中概率的

函数。H edrick [18 ]认为, 在很多等位基因频率较低

时, 随机取 50～ 100 个样本, 在大多数情况下可以满

足要求。陈幼春等[19 ]认为, 在随机抽样时, 品种内样

本含量在 60 以上时, 可信度可达 95%。Barker [16 ]认

为, 抽样设计应尽可能减少样品数, 但应对该畜种地

理范围内的遗传多样性进行充分抽样。就某一物种

而言, 至少应有 25% 的品种被抽作样本, 品种内个

体尽可能 3 代无血统关系, 公母各半, 最好各 25 个,

并且具备品种外貌特征。但杨宁等[20 ]认为, 10～ 15

个个体已基本可以反映群体的遗传信息。在本研究

实施时, 虽尽可能扩大样品数量, 但一方面由于时间

因素, 另一方面由于样品来源问题, 限制了样品规

模。实际上每个品种基本上包含 10 个以上的家系。

大量理论研究、计算机模拟和实例分析均表明,

位点 (标记)数目对于所研究物种的遗传距离及系统

发生树的精确性与可靠性极其重要。N ei[21 ]通过对

遗传杂合度和遗传距离抽样方差分析表明, 位点数

目相对样本含量更重要。当有大量位点 (标记)信息,

遗传杂合度比较低以及品种间遗传距离较大时, 可

以弥补小样本的不足。张继全等[17 ]模拟结果认为,
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随着所有位点和等位基因数的增多, 遗传距离的测

定精度增高; 而使用一、两个位点进行品种的聚类和

亲缘关系的研究是不可靠的。Barker [22 ]在研究东南

亚水牛群体时, 分别使用 14 个位点和其中 7 个位点

进行聚类, 得到不同的结果, 前者与地理分布及其他

资料能较好地吻合, 而后者则有所出入。RA PD 谱

带中, 每一多态性带代表一位点。因此, 从扩增结果

可以看出, 本研究具有 16 个位点。

3. 2　山羊品种内的遗传变异情况

群体内遗传变异是指群体中任两个核苷酸序列

间, 每个核苷酸位点差异的平均数目。本研究用

Shannon 信息多样性指数进行衡量, 结果表明山羊

群体中, 遗传变异主要存在于品种间, 这与李祥

龙[6, 23 ]用山羊m tDNA , 核DNA 为材料所获得的结

论一致, 但与孙金梅等[24 ]根据山羊血液蛋白位点得

出的结论相反。本研究认为, 有几种可能因素造成这

种差异: 一方面是分析方法的不同; 另一方面可能是

样本含量及标记数所致; 再一方面可能与研究中所

选用各品种间本来的血缘关系远近有关, 当血缘关

系更远时, 彼此在遗传结构上差距较大, 从而品种间

分化程度更高。总之, 本研究显示山羊遗传多样性较

丰富。

3. 3　5 个山羊品种间的遗传关系

《中国羊品种志》[25 ]记载, 陕南白山羊是我国地

方品种, 系肉用性能较好的品种, 产于陕西南部地

区, 分布于汉江两岸的安康、洛南、山阳等县。关中奶

山羊是我国培育的奶用山羊品种。于 20 世纪 30 年

代起, 主要用莎能奶山羊同当地山羊杂交, 经过长期

发展和群众选育形成, 主要产于渭南、咸阳、宝鸡、西

安地区。莎能奶山羊原产瑞士, 是我国引进的奶用山

羊品种, 分布较广。安哥拉山羊原产土耳其, 是我国

陕西省最先于 1985 年从澳大利亚引进的马海毛用

品种, 之后陕西省还从新西兰引进过该品种, 主要分

布于米脂、南泥湾和榆林[26 ]。波尔山羊是世界著名

的肉用山羊品种, 原产于南非, 现已分布于澳大利

亚、新西兰、德国、美国和非洲的一些国家。1995～

1997 年, 我国从南非引进改良波尔山羊千余只, 分

布于陕西等省, 此外我国还从德国、澳大利亚和新西

兰引入了一部分[27 ]。

不同的遗传距离方法和不同的聚类原理得到的

结果不尽相符, 但它们之间又存在一定的相关

性[28, 29 ]。在本研究中, 根据N ei 氏遗传距离指数所做

的 N J 聚类图与“clu st”U PGM A 聚类图一致, 比

N ei2U PGM A 聚类图更准确地反映了各品种的亲缘

关系。这与杨澜[5 ]、樊斌[30 ]所得结论一致。但这 3 个

聚类图又存在一定相关性。即均将陕南白山羊、关中

奶山羊、莎能奶山羊归为一支, 说明这 3 个品种在长

期选育、改良过程中曾有过血液交流。另外, 图 2 和

图 3 将波尔山羊和安哥拉山羊同时聚为一支, 说明

本研究中的 2 个引进品种与陕西省其他 3 个山羊品

种具有较远的亲缘关系, 与实际情况相符合。
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Study on the genet ic background of five goa t b reeds

in Shaanx i P rovince u sing RA PD

L IU Zhang-guo1,L UO Jun2,YANG Gong- she2, ZHENG X in -m in 3

(1 J iang su Institu te of P ou ltry S cience, Y ang z hou, J iang su 225003, Ch ina; 2 Colleg e of A n im al S ciences 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;

3 Institu te of A n im al H usband ry , H ubei A cad emy of A g ricu ltu re S cience,W uhan, H ubei 430064, Ch ina)

Abstract: T he study invest iga ted the genet ic variab ility and genet ic rela t ion sh ip s of f ive goat b reeds in

Shaanx i p rovince (Shaannan w h ite goat, Sannon dairy goat, Guanzhong dairy goat,A ngo ra goat,Boer goat)

u sing 4 arb it rary p rim ers. T he 4 p rim ers w ere screened from 20 ones and founded 16 RA PD m arkers in the

study. R esu lts show ed that the genet ic variab ility of Shaannan w h ite goat, Guanzhong dairy goat,Boer goat

w as h igher, and their genet ic pu rity w as low er; bu t the genet ic pu rity of Sannon dairy goat and A ngo ra goat

w as h igher. O n the o ther hand, the study show ed the genet ic variab ility of goat m ain ly dist ribu ted among

b reeds, bu t no t in b reed. T he resu lts of tw o genet ic d istance m ethod (N eiπs m ethod and“clu st”M icro soft

p rogram ) all show ed: the genet ic d istance betw een Sannon dairy goat and Guanzhong dairy goat w as the

clo sest, bu t the distances betw een A ngo ra goat and o ther b reeds o r Boer goat and o ther b reeds w ere

h igher. Based on the m ean genet ic d istance coeff icien ts from N eiπs m ethod and“clu st”softw are, the clu ster

t rees w ere con structed by U PGM A and N J m ethods u sing PH YL IP M icro soft p rogram and by U PGM A

m ethod u sing“clu st”softw are. A nd the clu ster t rees a ll show ed that Shaannan w h ite goat, Guanzhong

dairy goat and Sannon dairy goat w ere grouped together, bu t Boer goat and A ngo ra goat w ere grouped

toget ter.

Key words: goat; RA PD; genet ic variab ility; genet ic rela t ion sh ip
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