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两个藏猪类群微卫星D NA 遗传多样性的研究
Ξ

张亚妮,张恩平,吴　迪,张　涛,李相运,任战军, 耿社民
(西北农林科技大学 动物科技学院,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　采用 5个微卫星引物对 2个藏猪类群 (合作猪和迪庆猪)及参照群体成华猪的遗传多样性进行了

研究。结果表明,所选的 5个微卫星引物均具有多态性, 3个猪种在 5个位点的等位基因数为 4～ 8个;合作猪、迪庆

猪和成华猪在 5 个位点的平均有效等位基因数分别为 4. 510 4, 3. 069 6 和 3. 125 0, 位点平均杂合度分别为

0. 771 3, 0. 640 5和 0. 519 7,平均多态信息含量分别为 0. 740 2, 0. 565 6和 0. 579 8; 遗传分化系数表明, 2个藏猪

类群间亲缘关系较近 (GS T = 22. 07% ) ,二者与成华猪的关系较远 (GS T = 22. 46% , GS T = 31. 11% )。
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　　藏猪分布于我国青藏高原海拔 3 000～ 4 500 m

处,具有抗逆性强、耐粗饲和适合高原气候等优点,

由于分布范围广,形成了许多地方类群,其中合作猪

和迪庆猪是 2个典型的类群。利用微卫星进行猪的

分子遗传标记研究已有大量文献报道[1～ 4 ], 但关于

藏猪的遗传多样性的研究,目前仅见有李相运等[5, 6 ]

在血液蛋白质方面的研究报道。本研究利用微卫星

技术对 2个藏猪类群 (合作猪和迪庆猪)的遗传多样

性进行检测,同时以地处四川省成都市成华平原中

部的成华猪作为参照群体,以期为藏猪遗传资源的

保护和开发利用提供相关理论基础。

1　材料与方法

1. 1　样本来源

　　应用随机抽样法在甘肃省甘南藏族自治州合作

市和夏河县抽取 39头合作猪血样;在云南省迪庆藏

族自治州德钦县及其毗邻的西藏自治区芸康县抽取

52头迪庆猪血样; 在四川省成都市成华猪场随机采

取 40头成华猪血样,加有抗凝剂的血样冷冻保存在

- 40 ℃冰箱中备用。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　试剂与仪器设备　试剂主要有 T aqDNA 聚

合酶, T ris 饱和酚, 丙烯酰胺, 过硫酸铵, 十二烷基

磺酸钠, PBR 322DNA öm ap I M arker, 琼脂糖和N ,

N , N′, N′2四甲基乙二胺。仪器有 PTC2200 扩增仪
(美国) , D YY2Ë 型电泳槽 (北京) , ECP 3000 三恒

多用电泳仪 (北京) , Icem at ic F120 制冰机, FA

21048天平, 101A 22干燥箱。

1. 2. 2　微卫星引物　特异性引物根据 GenBank
( h t tp: ööwww. tou lou se. in ra. frölgcöp igöpanelö
h tm l)和Roh rer等[7 ]的报道确定,见表 1。

表 1　5个微卫星位点的序列、退火温度及染色体的位置

T able 1　T he sequence, annealing temperatu re and ch romo som es location of 5 m icro2satellite loci

位点
L ocus

序列
Sequence

退火温度ö℃
A nnealing
temperatu re

染色体位置
Ch romo som es

location

S0005 F: GA GGCA GT GTCT TCTA T TCA R: GCCA T GT GTAAA GT GT T GCT 58 5

SW 769 F: GGTA T GA CCAAAA GTCCT GGG R: TCT GCTA T GT GGGAA GAA T GC 60 13

SW 790 F: CT GT GGGA GT GTA GCA TCT T T G R: CA TA CA CCCCA GA T GT GG 62 8

SW 781 F: CAA CTA CGTCCT TCT T T T T GCC R: GA TCCT T GGTCT GGAAA CT T G 62 1

SW 1032 F: A T T GGGT GGA CT GA TA T GGT R: GA TCTA TAAA GT GTAAA T T GT GT GT G 58 14

1. 2. 3　模板DNA 的提取　采用常规的酚抽体法

提取DNA。

1. 2. 4　PCR 反应体系及反应程序　PCR 反应体系

为 10×PCR buffer 1. 2 ΛL , dN T P (2. 5 mmo löL )
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1. 0 ΛL , M gC l2 ( 25 mmo löL ) 0. 9 ΛL , 引物 ( 10

pmo l ) 1. 0 ΛL , T aqDNA 聚合酶 (3 U öΛL ) 0. 33

ΛL ,模板DNA (50 ngöΛL ) 2. 0 ΛL ,加纯水使体积达

12 ΛL。反应程序为 94 ℃预变性 5 m in, 30 个循环
(94 ℃变性 1 m in,退火 1 m in, 72 ℃延伸 1 m in)后,

72 ℃延伸 10 m in, 4 ℃保存。

1. 2. 5　电泳检测　PCR 反应结束后,用浓度为 8%

的聚丙烯酰胺凝胶分离产物,然后用硝酸银染色法

显色,观察并记录结果,应用UD P GD S800 成像仪

照相。

1. 3　数据统计处理

1. 3. 1　基因频率和基因型频率的计算　设某一基

因位点上有A 和B 2个等位基因,基因频率为 p 和

q,则:

p = (2A A + A B ) ö2N , q = (2B B + A B ) ö2N

式中, A A 为具有AA 基因型的个体数, B B 为具有

BB 基因型的个体数,A B 为具有AB 基因型的个体

数,N 为具有AA 和AB 基因型的个体数之和,或具

有BB 和AB 基因型的个体数之和。

1. 3. 2　位点杂合度 (h )　参见N ei[8 ]的报道, 按下

式计算:

h = 1 - ∑
m

i= 1
p 2

i , H =
1
r∑

r

i= 1
h i

式中, p i 为基因频率, m 为等位基因数, r 为微卫星

位点数, H 为平均位点杂合度。

1. 3. 3　多态信息含量 (P IC )　按Bo tstein 等[9 ]的

公式计算。

P IC = 1 - ∑
m

i= 1
p 2

i - ∑
m - 1

i= 1
∑

m

j = i+ 1
2p 2

i p
2
j

P IC =
1
r∑

r

i= 1

P IC i

式中, P IC为位点平均多态信息含量, r 为微卫星位

点数, p i 和 p j 分别为等位基因的频率。

1. 3. 4　有效等位基因数 (N e)　按下式计算:

N e = 1ö∑
m

i= 1
p 2

i , N e =
1
r∑

r

i= 1
N ei

式中,N e为平均有效等位基因数。

1. 3. 5　遗传分化系数 (GS T ) [8 ]　按下式计算:

GS T = 1 - H S öH T

式中, H S 为亚群间位点平均杂合度, H T 为总群体

平均位点杂合度。

2　结果与分析

2. 1　群体遗传多样性的分析

　　对合作猪、迪庆猪和成华猪的遗传多样性检测

结果见表 2。

表 2　5个微卫星位点的等位基因频率

T able 2　T he allelic frequencies of 5 m icro2satellite loci

品种
B reed

位点
L ocus A B C D E F G H

H Z

S0005 0. 052 6 0. 289 5 0. 131 6 0. 131 6 0. 263 1 0. 062 8 0. 062 8 0. 000 0

Sw 781 0. 082 6 0. 155 2 0. 155 2 0. 379 3 0. 086 2 0. 034 5 0. 086 2 0. 017 2

Sw 769 0. 012 8 0. 012 8 0. 038 5 0. 089 8 0. 217 9 0. 448 7 0. 102 6 0. 076 9

Sw 1032 0. 089 7 0. 051 3 0. 218 0 0. 243 6 0. 051 3 0. 141 0 0. 192 3 0. 012 8

Sw 790 0. 146 8 0. 054 1 0. 108 1 0. 378 4 0. 310 8 0. 000 0 0. 000 0 0. 000 0

DQ

S0005 0. 155 6 0. 289 0 0. 188 8 0. 188 8 0. 177 8 0. 000 0 0. 000 0 0. 000 0
Sw 781 0. 034 5 0. 034 5 0. 275 9 0. 655 1 0. 000 0 0. 000 0 0. 000 0 0. 000 0
Sw 769 0. 371 4 0. 571 4 0. 028 6 0. 028 6 0. 000 0 0. 000 0 0. 000 0 0. 000 0

Sw 1032 0. 166 7 0. 111 1 0. 402 7 0. 152 7 0. 166 8 0. 000 0 0. 000 0 0. 000 0

CH

S0005 0. 055 6 0. 111 1 0. 125 0 0. 180 6 0. 361 1 0. 166 6 0. 000 0 0. 000 0

Sw 781 0. 100 0 0. 842 8 0. 028 6 0. 028 6 0. 000 0 0. 000 0 0. 000 0 0. 000 0

Sw 769 0. 060 6 0. 212 1 0. 015 2 0. 712 1 0. 000 0 0. 000 0 0. 000 0 0. 000 0

Sw 1032 0. 042 9 0. 357 1 0. 214 3 0. 128 6 0. 142 8 0. 085 7 0. 028 6 0. 000 0

Sw 790 0. 026 3 0. 026 3 0. 131 6 0. 013 2 0. 056 8 0. 368 4 0. 368 4 0. 000 0

　　注: H Z. 合作猪; DQ. 迪庆猪; CH. 成华猪。下表同。

N o te: H Z. H ezuo p ig; DQ. D iqing p ig; CH. Chenghua p ig. T he fo llow ing talbes are the sam e.

　　由表 2可知,本试验在 5 个微卫星位点上共检

测到了 38个等位基因,平均每个位点的等位基因数

为 7. 6个。在 S0005位点,合作猪有 7个等位基因,

而迪庆猪和成华猪则分别为 5 个和 6 个; 在 Sw 781

和 Sw 769 位点,合作猪有 8 个等位基因, 而迪庆猪

和成华猪则为 4 个; 在 Sw 1032 位点, 合作猪、迪庆

猪和成华猪的等位基因数分别为 8, 5, 7 个; 在

Sw 790 位点, 迪庆猪未出现多态性, 合作猪和成华

猪分别有 5个和 7个等位基因。可见对于不同的猪

种,同一微卫星位点的等位基因数是不同的,这反映
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了不同猪种在遗传多样性上的差异。又如在 S0005,

Sw 781 和 Sw 769 位点的 G 等位基因, Sw 781,

Sw 769和 Sw 1032位点的H 等位基因,均是合作猪

独有的,而另外 2个猪种则没有,这些特有的等位基

因可作为合作猪与其他品种区分的标记条带。而在

同一位点上等位基因频率的差异,可能与基因的进

化时序有关。

2. 2　群体的遗传变异

衡量群体遗传变异的指标目前主要有基因杂合

度、多态信息含量和有效等位基因数。由表 3可知,

合作猪、迪庆猪和成华猪在 5 个位点的平均杂合度

分别为 0. 771 3, 0. 640 5和 0. 519 7; 平均有效等位

基因数分别为 4. 510 4, 3. 069 6和 3. 125 0。从这些

数据看出,有效等位基因数多的猪类群,其杂合度和

多态信息含量也高, 而且合作猪的杂合度 ( P <

0. 05)和多态信息含量 (P < 0. 01)均高于成华猪,显

示了藏猪类群具有比成华猪丰富的遗传多样性。根

据Bo tstein 等[9 ]提出的衡量基因变异程度高低的多

态信息含量 (Po lymo rph ism Info rm at ion Con ten t,

P IC )指标, 3 个猪品种在 S0005 和 Sw 1032 位点均

为高度多态位点; Sw 769和 Sw 781是合作猪的高度

多态位点,是其他 2个猪种的中度多态位点。这些也

进一步说明了藏猪具有一定的选择潜力。

表 3　3个品种 5个微卫星位点的H , P IC和N e

T able 3　T he H , P IC and N e of 5 m icro2satellite loci on 3 p ig breeds

品种
B reed H P IC N e

H Z 0. 771 3 b 0. 740 2 B 4. 510 4

DQ 0. 640 5 a 0. 565 6 A 3. 069 6

CH 0. 519 7 a 0. 579 8 A 3. 125 0

　　注:表中不同小写字母表示差异显著 (P < 0. 05) ,不同大写字母表示差异极显著 (P < 0. 01)。

N o te: D ifferen t sm all letters in the sam e co lum n indicate sign ifican t difference (P < 0. 05). D ifferen t b ig letters in the sam e co lum n indicate

qu ite sign ifican t differen t (P < 0. 01).

2. 3　群体间的亲缘关系

3个猪品种间在各微卫星位点上的遗传距离分

化系数见表 4。由表 4知,合作猪与迪庆猪的遗传分

化系数为 22. 07% ,合作猪与成华猪的遗传分化系

数为 22. 46% ,迪庆猪与成华猪的遗传分化系数为

31. 11% ,说明合作猪与迪庆猪的亲缘关系近,而两

者与成华猪的亲缘关系相对较远。试验所得结果与

畜牧学实际情况相一致,即合作猪与迪庆猪都来源

于藏猪类群。

表 4　3个猪品种间的遗传分化

T able 4　Genetic differen tia t ion

群体
Popu lation H S H T GS T

H Z和DQ H Z and DQ 0. 686 8 0. 881 3 0. 220 7

H Z和CH H Z and CH 0. 681 5 0. 878 9 0. 224 6

DQ 和CH DQ and CH 0. 597 0 0. 866 6 0. 311 1

3　讨　论

群体的遗传变异就其本质而言, 是DNA 分子

的遗传变异,不同品种或不同类群在遗传上的差异

可不同程度地反映在其DNA 序列上,因而在DNA

水平上检测群体的遗传变异,研究群体间的遗传相

关就显得更为重要。应用微卫星分子标记技术对地

方猪种进行遗传变异的研究已有很多报道。N ei[8 ]指

出,基因杂合度是度量群体遗传变异的一个最适参

数。本研究结果表明, 2个藏猪地方群体的杂合度都

在 0. 6以上,均高于同期参照的成华猪,也高于商海

涛等[2 ]估计的贵州小型香猪 (0. 402 7)、广州巴马香

猪 (0. 345 4)和版纳小耳猪的两个近交系 (0. 328 2

和 0. 379 2)的杂合度; 高于李雪梅等[3 ]估计的万安

猪 (0. 527 8)、长白猪 (0. 432 3)、大白猪 (0. 549 7)及

杜洛克猪 (0. 426 3)的杂合度; 高于王昕等[4 ]估计的

滇南小耳猪 (0. 597 0)、贵州小型香猪 (0. 594 1)、沂

蒙黑猪 (0. 557 3)、汉中黑猪 (0. 547 0)、二花脸猪

(0. 579 8)及金华猪 (0. 456 1)的杂合度。特别是合

作猪的基因杂合度显著高于参照群体成华猪 (P <

0. 05) ,这说明在藏猪群体中具有比其他地方猪品种

更丰富的基因资源。可见,保护好藏猪的基因资源,

对于未来我国新品种猪的培育具有重要的科学价

值。
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M icro2sa te llite DNA genet ic d iversity study on tw o p ig popu la t ion s

ZHANG Ya-n i, ZHANG En -p ing,W U D i, ZHANG Tao,L I X iang-yun ,

REN Zhan - jun , GENG She-m in

(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: T he genet ic d iversity of f ive m icro satellite sites w ere studied on tw o T ibetan p ig popu la t ion s

(H ezuo p ig and D iQ ing p ig) and a chenghua p ig popu la t ion as reference. T he resu lt show ed: T he five m icro

satellite sites have all po lymo rph ism. T he allele num ber of the 5 m icro satellite sites in 3 p ig b reeds w ere

betw een 4 and 8. T he m ean effect ive allele num ber of the 5 m icro satellite sites in H ezuo p ig (H Z) ,D iQ ing

p ig (DQ ) and Chenghua p ig (CH ) is 4. 510 4, 3. 069 6 and 3. 125 0, respect ively. T he m ean site heterozy2
go sity is 0. 771 3, 0. 640 5 and 0. 519 7, respect ively. T he m ean po lymo rph ism info rm at ion con ten t is

0. 740 2, 0. 565 6 and 0. 579 8, respect ively. T he calcu la t ion of genet ic d ifferen t ia t ion coeff icien t show ed that

the rela t ion sh ip of the tw o T ibetan p ig popu la t ion s is clo se (GS T = 22. 07% ) , and that the rela t ion sh ip be2
tw een the tw o T ibetan p ig popu la t ion s and the CH is distan t (GS T = 22. 46% , GS T = 31. 11% ).

Key words: T ibetan p ig; m icro2sa tellite; genet ic d iversity
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