
第 31 卷　第 4 期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 31 N o. 4
2003 年 8 月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) A ug. 2003

蒙古羊、兰州大尾羊和哈萨克羊
随机扩增多态D NA 分析

Ξ

雷雪芹1, 3, 陈　宏1, 2, 刘　波1, 宋述荣1, 陈玉林1, 雷初朝1, 孙维斌1

(1 西北农林科技大学 动物科技学院 陕西省农业分子生物学重点实验室, 陕西 杨陵 712100;

2 徐州师范大学 生物技术研究所, 江苏 徐州 221009; 3 河南科技大学 动物科技学院, 河南 洛阳 471003)

　　[摘　要 ]　从 24 个随机引物中筛选出 5 个引物, 对蒙古羊、兰州大尾羊和哈萨克羊 3 个绵羊品种共计 89 个

个体进行了随机扩增多态DNA 分析, 根据扩增片段计算了蒙古羊、兰州大尾羊和哈萨克羊扩增DNA 指纹条带的

平均带纹数分别为 5. 32, 5. 28 和 5. 78; 平均带纹相似率分别为 0. 59, 0. 60 和 0. 62; 平均杂合度分别为 0. 75, 0. 78

和 0. 77。用N ei 氏片段共享度公式计算了 3 个群体的遗传距离, 构建了其关系图, 聚类分析结果表明, 蒙古羊与兰

州大尾羊的遗传距离最小 (0. 034) , 彼此亲缘关系较近。相对而言, 兰州大尾羊与哈萨克羊的遗传距离最大

(0. 104) , 彼此亲缘关系较远。
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　　生物种质资源是以物种为单元的遗传多样性资

源, 是人类社会可持续发展的重要物质基础[1 ]; 保护

家畜遗传多样性是畜牧业生产的重要内容和目标。

据估计[2 ] , 自 20 世纪 70 年代以来不到 20 年的时

间, 世界上有 40% 的畜禽品种已经消失; 目前世界

上畜禽品种仍以每两周减少 3 个品种的速度在丢

失[3 ]。70 年代末和 80 年代初我国已有 10 个地方品

种消失; 1999 年不完全调查结果表明, 我国已有 9

个畜禽种质资源又已灭绝; 目前 71% 的猪、44% 的

马驴、34% 的牛、20% 的家禽、15% 的绵羊或山羊资

源受到不同程度的威胁[1 ] , 家畜禽遗传资源的保护

工作已刻不容缓。在绵羊方面, 近 20 年来, 我国的不

少学者不但从细胞学水平、生化水平对绵羊的遗传

多样性进行了分析研究, 而且在分子水平也进行了

一定探索[4～ 10 ], 但涉及到本研究中的品种很少, 而

且本研究所涉及的兰州大尾羊已被列为受严重威胁

的畜禽品种之一[1 ]。本研究的目的主要是通过随机

扩增多态DNA 指纹分析 (RA PD ) , 探讨蒙古羊、兰

州大尾羊和哈萨克羊 3 个中国地方绵羊品种间的遗

传关系, 为今后的遗传资源的保存利用、杂交改良某

些经济性状提供遗传学依据。

1　材料与方法

1. 1　供试动物

　　试验共采集 89 只绵羊血液, 随机在内蒙古阿左

旗选取蒙古羊 30 只; 在甘肃省兰州市郊区选取兰州

大尾羊 29 只; 新疆伊宁市选取哈萨克羊 30 只。颈静

脉采血, 肝素钠抗凝, - 70 ℃保存。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　全血基因组 DNA 的提取　全血基因组

DNA 的提取参照Chen 等[11 ]的方法进行。

1. 2. 2　PCR 扩增　PCR 扩增反应的反应体系: 2

ΛL T aq 酶 (0. 5 U öΛL ) , 2 ΛL M gC l2 (25 mmo löL ) ,

2. 5 ΛL 10×Buffer, 1. 5 ΛL dN T P s (2. 5 mmo löL ) ,

1. 0 ΛL 引物 (10 pmo l) , 100 ng DNA 模板, 加超纯

水至 25. 0 ΛL。PCR 扩增程序: 94 ℃, 2 m in→45 个

循环 (90 ℃, 变性 30 s→36 ℃, 退火 1 m in→72 ℃,

延伸 2 m in)→72 ℃, 10 m in→4 ℃保存。

1. 2. 3　扩增产物的电泳　扩增产物的电泳参照

Chen 等[11 ]的方法进行。

1. 2. 4　RA PD 数据统计分析　采用 Geo rges 等[12 ]

和L ynch [13 ]的方法进行。
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① 带纹相似率B S R =
2N x y

(N x + N y )≈ P b, 式中

N x y为 x 和 y 个体的共同条带数; N x 为 x 个体的条

带数; N y 为 y 个体的条带数。平均带纹相似率与两

个非亲缘个体一条带同时出现的平均概率 P b 一

致。

② 一条带的平均等位基因频率 q = 1 -

(1- P b)。

③ 平均杂合度的概率h= 2 (1- q) ö(2- q)。

④ 群体间的遗传距离D ij = - ln
Sθ ij

Sθ i·Sθ j

,

其中, Sθ ij 为两群体个体间配对的平均带纹相似率

(B S R ) ; Sθ i 为 i 群体内个体间的平均带纹相似率; Sθ j

为 j 群体内个体间的平均带纹相似率。

2　结果与分析

2. 1　引物筛选结果

　　通过对 24 个引物的筛选, 选用其中 5 个扩增效

果 较 好 的 引 物 O PW 19, 04242198, CY0814,

CY0818, O PQ 05 对蒙古羊、兰州大尾羊和哈萨克羊

3 个品种共 89 个个体基因组DNA 进行扩增。图 1

为O PQ 05 引物对兰州大尾羊 10 个个体进行随机

扩增的电泳图谱。

图 1　O PQ 05 引物对兰州大尾羊的

PCR 产物电泳图谱

1～ 10. 不同的个体;M. E coR É öH indË m arker

F ig. 1　RA PD patterns of p rim er O PQ 05 in 10

L anzhou big ta il sheep

1- 10. D ifferen t individuals of sheep;

;M. E coR É öH indË m arker

2. 2　RA PD 扩增结果

3 个绵羊基因组DNA 经 PCR 扩增后, 扩增产

物的电泳图谱均显示出比较丰富的DNA 带纹。对

清晰的扩增片段进行统计, 蒙古羊平均产生 5. 32 个

扩增片段, 兰州大尾羊平均产生 5. 28 个扩增片段,

哈萨克羊平均产生 5. 78 个扩增片段。

2. 3　3 个绵羊品种的带纹相似率

根据公式计算出 3 个绵羊品种内每两个个体间

的带纹相似率、每个品种平均带纹相似率B S R , 1 条

带的平均等位基因频率 q 及平均杂合度 h , 结果列

于表 1。
表 1　3 个绵羊品种的等位基因频率、

杂合度及平均带纹相似率

T able 1　A llele frequencies, heterozygo sity

and B S R in th ree sheep breeds

品种
B reeds q h B S R

蒙古羊M ongo lia sheep 0. 40 0. 75 0. 59±0. 15

兰州大尾羊
L anzhou b ig tail sheep

0. 37 0. 78 0. 60±0. 16

哈萨克羊 Kazakh sheep 0. 38 0. 77 0. 62±0. 18

蒙古羊- 兰州大尾羊
M ongo lia sheep via L anzhou
b ig tail sheep

0. 39 0. 76 0. 57±0. 14

蒙古羊- 哈萨克羊 M ongo lia
sheep via Kazakh sheep 0. 34 0. 79 0. 58±0. 19

兰州大尾羊- 哈萨克羊
L anzhou b ig tail sheep via
Kazakh sheep

0. 33 0. 80 0. 55±0. 12

　　从表 1 可以看出, 蒙古羊的一条带的平均等位

基因频率较高 (0. 40) , 其次是哈萨克羊 (0. 38) , 兰州

大尾羊的最小 (0. 37) , 但三者差异不大。3 个品种的

平均杂合度较高, 依次为兰州大尾羊 (0. 78) , 哈萨克

羊 (0. 77)、蒙古羊 (0. 75)。品种间的等位基因频率较

品种内低, 而杂合度却是品种间的高于品种内的; 品

种内的带纹相似率均较高 (0. 59～ 0. 62) , 而品种间

的带纹相似率则较低 (0. 55～ 0. 58)。以上 3 个方面

的分析均说明了实验数据的有效性。

2. 4　品种间的遗传距离

根据品种内、品种间的平均带纹相似率计算出

3 个品种间的遗传距离D , 其结果列于表 2。从表 2

可看出, 哈萨克羊和兰州大尾羊间的遗传距离最远
(0. 104) , 蒙古羊和兰州大尾羊间最近 (0. 034) , 而蒙

古羊和哈萨克羊之间为 0. 049, 可见 3 个品种相互

间的亲源关系较近。
表 2　3 个品种绵羊的遗传距离

T able 2　T he genetic distance (D )

among th ree sheep breeds

品种
B reeds

蒙古羊
M ongo lia

sheep

兰州大尾羊
L anzhou
b ig tail

sheep sheep

哈萨克羊
Kazakh
sheep

蒙古羊
M ongo lia sheep

-

兰州大尾羊
L anzhou b ig
tail sheep

0. 034 -

哈萨克羊
Kazakh sheep

0. 049 0. 104 -

2. 5　3 个绵羊品种树状聚类图

根据遗传距离构建 3 个绵羊品种树状聚类图
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(图 2)。图 2 显示, 蒙古羊和兰州大尾羊先聚在一 起, 然后再和哈萨克羊相聚。

图 2　根据遗传距离构建的 3 个绵羊品种的树状聚类图

F ig. 2　Phylogenetic tree of th ree sheep breeds from values of genetic distance (D )

3　讨　论

蒙古羊的平均带纹相似率为 0. 59, 平均杂合度

为 0. 75, 表明其基因组内有 41% 的变异; 兰州大尾

羊的平均带纹相似率为 0. 60, 平均杂合度为 0. 78,

表明其基因组内有 40% 的变异; 哈萨克羊的平均带

纹相似率为 0. 62, 平均杂合度为 0. 77, 表明其基因

组内有 38% 的变异。由变异程度可知, 在这 3 个绵

羊品种中, 哈萨克羊品种内个体间基因一致性较好。

从杂合度可以看出, 兰州大尾羊的遗传多样性比哈

萨克羊和蒙古羊丰富。

蒙古羊与兰州大尾羊的遗传距离为 0. 034, 蒙

古羊与哈萨克羊为 0. 049, 哈萨克羊与兰州大尾羊

为 0. 104, 根据品种间的遗传距离, 将蒙古羊与兰州

大尾羊先聚为一类, 这说明 3 个绵羊品种中, 蒙古羊

与兰州大尾羊的血缘关系相对较近, 哈萨克羊与兰

州大尾羊的血缘关系相对较远。据《中国羊品种

志》[14 ] 描述, 兰州大尾羊是清同治 (公元 1862～

1875)年间, 群众从同州 (陕西大荔一带)购来同羊与

当地绵羊 (伏地羊) 杂交的后代; 哈萨克羊被认为是

肥臀羊或古籍所述的大尾羊, 与前苏联哈萨克斯坦

的肥臀羊同源; 蒙古羊和二者之间从传统的尾型上

分也不属于一类。但实验结果与传统的分类方法有

一定的出入, 这在他人的实验中也存在同样的问题,

如王桂芝等[7 ]采用了 3 个蛋白位点对山东 4 个地方

绵羊品种进行了研究, 结果认为属于短脂尾型的洼

地绵羊和长脂尾型的大尾寒羊的遗传距离很近, 属

于一类。杜立新等[6 ]用 16 个RA PD 引物对 4 种绵

羊的遗传距离分析认为, 小尾寒羊、大尾寒羊、洼地

羊、滩羊的亲缘关系较近, 起源于共同的原始祖先

(蒙古羊)。这些均与尾型和品种的起源之说有所不

同, 这也许是分子生物学的分类方法对传统分类方

法的挑战。另外, 每一个品种的形成都不可避免地进

行自然选择和人工选择以及品种间基因的交流, 所

以同来源的不同品种间某些遗传特性可能是一致

的, 某些遗传机制可能发生了变异, 所以研究的方法

不同和所选的DNA 标记位点不同可能得出不同的

结论。

本文所采用的根据带纹相似率计算遗传距离的

方法, 在绵羊的遗传进化方面的应用报道的不多, 但

从本研究的分析来看, 此方法比较直接, 而且也较为

科学和可信, 但在品种较多和引物较多的情况下, 可

能计算较为麻烦, 应借助于一定的软件进行。
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Study on random am p lif ied po lym o rph ic DNA fingerp rin ts in
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Abstract: R andom amp lif ied po lymo rph ic DNA (RA PD ) analysis w as u sed to detect the genet ic po ly2
mo rph ism s of 89 individuals of th ree sheep b reeds from M ongo lian, L anzhou b ig ta il and Kazak sheep

b reeds in Ch ina by 5 random p rim ers. T he average band sharing ra tes and p robab ility fo r a band to be p re2
sen t in the heterozygou s sta te of the th ree sheep popu la t ion s w ere calcu la ted to be 0. 59 and 0. 75 in M on2
go lian sheep , 0. 60 and 0. 78 in L anzhou b ig ta il sheep and 0. 62 and 0. 77 in Kazak sheep , respect ively. T he

genet ic d istance w as ob ta ined by BSR. D endrogram of th ree sheep b reeds w as con structed. T he resu lts ind i2
cated that the rela t ively clo ser genet ic rela t ion sh ip w as betw een the M ongo lian sheep and L anzhou b ig ta il

sheep. Comparat ively, the rela t ion sh ip betw een L anzhou b ig ta il sheep and Kazak sheep w as ra ther far.

Key words:M ongo lian sheep; L anzhou b ig ta il sheep; Kazak sheep; RA PD; genet ic d istance
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