
第 31卷　第 6期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 31 N o. 6
2003年 12月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) D ec. 2003
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　　[摘　要 ]　通过引物筛选,用随机引物O PA 01,O PA 04,O PA 12和O PA 15对不同来源的 4个肉鸽品系进行随

机扩增多态性DNA (RA PD )分析。结果显示,肉鸽各品系内的遗传变异系数均较大, É , Ê , Ë 和Ì 系分别达到了

0. 660, 0. 600, 0. 460和 0. 600。品系间遗传距离以É和Ë系间最大,达 0. 535; Ê和Ì系间最小,为 0. 241。RA PD 分

析表明,各品系纯度较低,今后应加强肉鸽品系的选优提纯工作。
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　　在畜禽育种实践中,育种工作者力图通过遗传

标记来分析畜禽群体间的遗传距离和群内的变异大

小,从本质上揭示群体间、群体内的遗传关系。限制

性片段长度多态性 (R FL P)、DNA 指纹图等分子遗

传标记在畜禽的遗传育种中都有广泛的应用。1990

年,W illiam s 和W elsh 等[1, 2 ]分别提出了一种新的

DNA 水平的遗传标记, 即随机扩增多态性DNA

(RA PD )。RA PD 技术是建立在聚合酶链反应基础

之上的一种基因组DNA 分析方法, 它不需要预先

知道基因组DNA 的任何信息, 只是利用随机短引

物 (一般为 10 bp )与基因组DNA 多个位点结合,然

后扩增出大量长度不等的DNA 片段, 电泳分离后

获得多态性信息用于遗传分析。RA PD 技术与

R FL P、DNA 指纹图相比, 具有快速、经济、技术要

求低、多态性好等特点,一出现就很快地被应用于动

物、植物及微生物等诸多领域的研究。Sm ith 等[3 ]用

RA PD 技术研究 4个不同鸡种和 2个火鸡种种内的

遗传多态性和种间的遗传关系,计算了群体内的平

均共有带频率 (BSF ) , 很好地反映了群体的育种历

史; 王金玉等[4 ]对高应激和低应激两个鹌鹑品系进

行 RA PD 分析, 40 个引物中的 35 个至少能得到 1

个多态性片段;曾福玲等[5 ]用 5个随机引物,分析了

25 个鸡品种 (系)的随机扩增多态性DNA , 构建了

品种亲缘关系树状图,真实地反映了其育种历史;周

怀军等[6 ]利用 RA PD 技术对 4 个地方鸡种和 1 个

引进鸡种进行了群体遗传结构分析, 5 个经筛选出

的引物在各鸡种均具有特异性条带,品种间的相似

指数,以狼山鸡与萧山鸡间最高,固始鸡与引进鸡种

最低。由此可见, RA PD 技术在分析种、特别是种以

下的遗传关系上,具有广泛的应用前景。本研究试图

通过对肉鸽品系的RA PD 分析,为肉鸽品系的选优

提纯工作提供参考。

1　材料与方法

1. 1　肉　鸽

　　样本群体来源于兰州白云肉鸽养殖公司, 在

1989～ 1993 年引进 4 个不同来源的美国白羽王鸽

肉鸽群,经过选育初步定为 4 个品系,分别计为É ,

Ê , Ë和Ì系。本试验在每系中随机抽样 10只,公母

各半。另取家鸽 1只,用于引物筛选。

1. 2　随机引物及试剂盒

随机引物及 PCR 反应试剂盒 (T aq 酶为 P ro2
m age公司产品)购自北京同正生物技术发展公司。

1. 3　DNA 的提取

采用高盐法提取全基因组DNA。鸽子翅下静脉

采血 0. 5 mL , 加入禽血裂解液 5 mL ,摇匀, 4 ℃保

存备用。取 100 ΛL 裂解血样于 1. 5 mL Eppendo rf

管中, 加入 300 ΛL T E 溶液及适量蛋白酶 K

(20 göL )消化,然后用高盐法提取基因组DNA。提

取的DNA 溶于 T E 溶液中, 4 ℃保存。

1. 4　PCR 反应条件及程序

PCR 反应器型号为 T h inker seriesÊ , 反应总

体积为 25 ΛL。其中含 20～ 50 ng 模板DNA , 1. 5 U

T aq 酶, 0. 2 Λmo löL 引物, 200 Λmo löL dN T P s, 10
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Λmo löL T ris. HC l (pH 8. 3) , 50 Λmo löL KC l, 2. 0

mmo löL M gC l2。反应混合液移入 500 ΛL Eppendo rf

管中,然后加入等体积石蜡油。反应程序为: 94 ℃预

变性 5 m in; 然后 94 ℃ 1 m in, 36 ℃ 1 m in, 72 ℃ 2

m in,循环 45次;最后 72 ℃延伸 3 m in。

1. 5　扩增产物检测

扩增产物用含溴化乙锭 (5 mmo löL )的质量分

数 1. 5%琼脂糖检测, 分子质量标记为 PBR 322ö

B stN I。

1. 6　引物筛选

为了筛选到具有较高多态性的遗传标记,选择

具有一定遗传距离的肉鸽和家鸽各 1 只,进行引物

筛选。

1. 7　肉鸽RA PD 标记资料统计分析方法

依据欧氏距离法计算群体内的遗传变异系数和

品系间的遗传距离,并绘出遗传关系树状图。

①带频率。按下式计算:

f = ∑
n

i= 1

f iön

式中, f 为带频率; f i 为第 i 个个体的带系数, 有带

为 1,无带为 0; n 为统计个体数。

②平均带频率。按下式计算:

F = ∑
N

i= 1
f iöN

式中, F 为平均带频率; f i 为第 i 条带的带频率; N

为统计带数。

③群体内的遗传变异性。按下式计算:

K = 1 - F

式中, K 为群体内的遗传变异性; F 为群体的平均带

频率。

④肉鸽品系间的遗传距离 (欧氏距离)。按下式

计算:

D ij = [∑
m

k= 1

(X ik - X j k ) 2 ]1ö2

式中, D ij表示第 i 和 j 个品系间的欧氏遗传距离; k

为某一位点; m 为位点数; X ik为第 i个品系第 k 个位

点的带型; X jk为第 j 个品系第 k 个位点的带型。

2　结果与分析

2. 1　引物筛选

　　试验结果 (表 1)表明, 20 个引物共产生 39 条

带,其中 4个引物 (20% )产生了具有多态性的带。在

39 条带中, 10条带 (25. 6% )具有品种特异性, 29条

带 (74. 4% )是公共带。多态性引物筛选结果显示,引

物O PA 01, O PA 04, O PA 12, O PA 15 在肉鸽和家鸽

间产生了具有品种特异性的条带,这 4 个引物在鸽

子RA PD 分析上多态性高,可用于肉鸽RA PD 标记

制作。

表 1　引物筛选结果

T able 1　R esu lts of p rim ers screen ing 条

RA PD 引物
RA PD p rim er

序列 (5′to 3′)
N ucleo tide

sequence
(5′to 3′)

肉鸽特异带
Special bands of

m eat p igeon

家鸽特异带
Special bands of

house p igeon

公共带
Shareing

bands

合计
To tal bands

num ber

O PA 01
O PA 02
O PA 03
O PA 04
O PA 05
O PA 06
O PA 07
O PA 08
O PA 09
O PA 10
O PA 11
O PA 12
O PA 13
O PA 14
O PA 15
O PA 16
O PA 17
O PA 18
O PA 19
O PA 20

CA GGCCCT TC
T GCCGA GCT G
A GTCA GCCA C
AA TCGGGCT G
A GGGGTCT T G
GGTCCCT GA C
GAAA CGGGT G
GT GA CGTA GG
GGGTAA CGCC
GT GA TCGCA G
CAA TCGCCGT
TCGGCGA TA G
CA GCA CCCA C
TCT GT GCT GG
T TCCGAA CCC
A GCCA GCGAA
GA CCGA CCGT
A GGT GA CCGT
CAAA CGTCGG
GT T GCGA TCC

2
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
0
0
1
0
0
0
0
0

1
0
0
1
0
0
0
0
0
0
0
3
0
0
2
0
0
0
0
0

0
2
3
1
2
0
1
2
1
0
0
0
4
1
1
3
2
4
0
1

3
2
3
2
2
0
1
2
1
0
0
4
4
1
4
3
2
4
0
1

2. 2　肉鸽的RA PD 分析

用 4个随机引物对肉鸽进行 RA PD 分析,扩增

片段长度为 400 (O PA 15)～ 1 900 bp (O PA 04) , 共

产生了 19条带,平均每个引物产生 4. 8条。其中 17

条 (89% )具有多态性, 2 条 (11% )为各品系间稳定

存在的公共带。肉鸽的RA PD 标记见图 1。
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图 1　肉鸽的随机扩增多态性DNA 标记 (引物为O PA 04)

M. 分子质量标记; 1～ 5. Ë系 5个样品扩增产物;

6～ 10. Ì系 5个样品扩增产物

F iq. 1　R andom amp lified po lymo rph ic

DNA m arkers of m eat p igeons

M. PBR 322öB stN IM arkers; 1～ 5. Individual Bands of

strain Ë ; 6～ 10. Individual Bands of strain Ì

2. 3　肉鸽品系间的遗传距离和群内遗传变异

肉鸽品系间的遗传距离和群内遗传变异系数的

计算结果列于表 2。
表 2　肉鸽品系间的遗传距离和群内遗传变异系数

T able 2　Genetic distance betw een stra ins and genetic

coefficien ts of variab ility of each stra in

品系
Strain

É Ê Ë Ì

É 0. 660 0. 387 0. 535 0. 485

Ê 0. 600 0. 436 0. 241

Ë 0. 460 0. 387

Ì 0. 600

　　注:矩阵的上三角为品系间的遗传距离,对角线为系内的遗传变

异系数。

N o te: T he num bers of m atrixπs top triangle are genetic distances

betw een strains, and the num bers of diagonal line are genetic coeffi2

cien ts of variab ility of each strain.

由表 2可以看出,肉鸽群体内的遗传变异较大,

É , Ê , Ì组群体内的遗传变异系数均在 0. 60以上,

说明其杂合度仍很高。Ë组杂合度相对小于其他 3

组,变异系数为 0. 46。4个品系间遗传距离都不大,

É , Ë 系间最大, 为 0. 535; Ê , Ì 系间最小, 为

0. 241。

3　讨　论

1) RA PD 标记的特点是多态性强, 分析简便、

快速,条带分辨率高,但RA PD 易受反应条件的影

响,在试验中可能会出现一些假带,干扰条带模式的

判读。在实际操作中,可以通过控制试验条件,排除

掉一些弱带和不稳定带,使试验结果更准确。只要试

验环境条件稳定,结果具有重复性。RA PD 标记作

为一种相对真实可靠的标记,可通过 Sou thern 杂交

得到证实[5 ]。

2)本次试验对家鸽中肉鸽类型的不同品系进行

了 RA PD 分析, 4 个引物共产生 19 条带 (长度为

400～ 1 900 bp ) ,平均每个引物扩增出 4. 8条,条带

数量较少,这是因为 4个肉鸽品系同属于一个品种。

而李拥军等[7 ]用筛选出的 10 个引物对丹顶鹤和灰

鹤进行RA PD 分析,共产生 134个条带 (长度为 310

～ 2 100 bp ) ,平均每个引物扩增出 13. 4条,条带较

多的原因是由于丹顶鹤和灰鹤属于不同的种,导致

种特异条带较多。利用RA PD 技术进行群体遗传分

析,最好先进行多态性引物筛选,这样可以大大减少

工作量和操作的盲目性。

3) RA PD 技术在群体遗传学上具有特殊的应

用,利用该技术可有效地测定畜禽群体间的遗传距

离及群体内的变异程度,真实地反映育种历史。毛国

祥等[8 ]对隆昌鹅、太湖鹅和新太湖鹅进行了基因组

RA PD 分析,结果表明 3种鹅都有特异性条带,扩增

DNA 条带都表现出多态性; 相似系数分析表明,隆

昌鹅和太湖鹅的相似系数最低,为 21. 99% ,这一结

果真实地反应了品种间的差距。周霞等 [9 ]利用

RA PD 技术分析了我国养殖的 3 个主要鸵鸟品种

(蓝颈鸵鸟、澳洲灰和非洲黑)的遗传变异情况,结果

表明, 3 种驼鸟的品种内和品种间均显示出低水平

的变异,该结果较好地说明了 3 个品种的育种改良

过程。RA PD 标记应用于鸽子的研究以前未有报

道, 本研究结果表明, RA PD 技术对揭示肉鸽群体

内、群体间的遗传关系是可行的,只要筛选到合适的

引物,即可很好地进行群体遗传分析。

4)本次试验表明, 4 个肉鸽品系群体内的遗传

变异系数普遍较大,说明各系的杂合度较高,具有较

大的选择潜力,这与实际育种事实相符。4个品系同

属白王鸽品种, 虽来源于不同地区, 但选育时间不

长,基因频率差异小,所以遗传距离不大。今后应加

强对肉鸽品系的选优提纯工作,以缩短世代间隔,加

快育种进程,培育向不同方向发展的、各具某一突出

生产性能的肉鸽品系。利用RA PD 技术进行肉鸽辅

助育种、测定品系间遗传距离和品系选育遗传纯度、

预测杂种优势是可行的。
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Study on RA PD of m eat p igeon st ra in s
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Abstract: Fou r random p rim ers (O PA 01, O PA 04,O PA 12 and O PA 15) w ere u sed in RA PD analysis of

m eat p igeon s w h ich cam e from differen t resou rces and w ere divided in to fou r st ra in s (É , Ê , Ë and Ì ).

T he resu lts show ed that, genet ic coeff icien ts of variab ility ofÉ , Ê , Ë and Ì st ra in s w ere 0. 66, 0. 60, 0. 46

and 0. 60, respect ively, heterozygou s level of a ll st ra in s w ere very h igh. Genet ic d istance betw een É and Ë

w as the largest, 0. 535, compared w ith that betw een Ê and Ì , on ly 0. 241, w h ich w as the sm allest one.

Key words: RA PD; m eat p igeon; coeff icien ts of variab ility; genet ic d istance
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