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RAPD技术分析亲本鸭及其杂交后代的基因组变化
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摘要:对樱桃谷鸭和麻鸭及其杂交子代(樱♂×麻♀)3个样本的基因组 DNA 进行了 RAPD标记

分析 ,探讨了杂种优势产生的分子遗传机制。从 120个随机引物中筛选出 20个引物进行扩增 ,460

条扩增带中 ,有 330条带具有多态性 。群体内相似性指数分别为 0.7888(樱桃谷鸭)、0.7629(麻

鸭)和 0.8227(F1)。F1 与母本的相对遗传距离为 0.3300 ,与父本为 0.3505 ,表明 F1 偏向母本 。
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Abstract:The genomic changes of parent ducks and thei r hybrid w ere analy zed wi th RAPD method.

20 from 120 random primers w ere used to amplify genomic DNA of Cherry Valley M eat duck , Par-

tridge ducks and their hybrids (C♂ × P ♀).460bands w ere produced and 330 among them were

polymo rphism(71.73%).The inter-population similarity indexes w ere 0.7888(C), 0.7629(P)and

0.8227(F1))respectively , which show ed greater variat ion among the parent and their hybrids.And

the genetic distance between F 1 and its mother w as 0.3300 , while it was 0.3505 w ith it s father ,

which indicated that the genome was more similar to i ts mo ther.
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　　传统的杂交育种在遗传改良上取得了举世瞩目

的成就 ,但通常需要进行大量的试验以寻找合适的

杂交组合 ,因此 ,必须寻求新的杂种优势预测方法 。

而以形态标记 、系谱分析 、配合力测定以及同工酶等

方法相继用于遗传多样性研究 ,但都表现出一定的

局限性 。近年来 ,建立在以 DNA 结构多态性基础

上的分子标记技术克服了传统标记的许多缺点 ,已

发展成为遗传多样性研究的重要工具 ,并开始应用

于动物遗传育种[ 1～ 3] ,为人们从分子水平上探讨杂

种优势的形成机制提供了有效手段 ,加快了育种进

程 。其中 , RAPD分子标记技术因其操作简单快速 ,

无种属特异性 ,有足够的随机引物可供利用[ 4] ,多

态性检出率高等优点 ,已逐渐应用于水产 、畜禽等杂

交育种方面
[ 5～ 7]

,但在鸭的杂交育种方面目前尚未

见报道。通过对樱桃谷鸭和麻鸭杂交组合及 F1 的

RAPD扩增带谱进行分析 ,探讨扩增带谱 、遗传距离
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与杂种优势的关系 ,以期能快速 、准确地对杂交后代

进行分析鉴定 ,为杂种优势提供分子生物学基础 ,将

其与常规育种技术相结合 ,以缩短育种周期 ,培育优

质鸭新品种。

1　材料与方法

1.1　材料

试验用亲本樱桃谷鸭(♂)、麻鸭(♀)和杂交 F1

鸭的血样均采自湛江坡头六旺种鸭场。翅静脉下抽

取约 1.5 m l血液 ,ACD抗凝 ,于-20 ℃保存。

1.2　方法

1.2.1　基因组 DNA的提取　抽取 50 μl血于 1.5

ml Effendorf 管中 ,加入 500 μl的 STE(NaCl 100

mmol/L , T ris-HCl 10 mmol/ L , EDTA 1 mmol/L

pH 8.0),10 000 r/min离心 10 min ,弃去上清液 ,在

沉淀中加入 50 μl S TE 溶解沉淀 ,加入 450 μl裂解

液(Tris-HCl 10 mmol/ L ,EDTA 100 mmol/L , SDS

5 g/L pH=8.0)和蛋白酶 K 5 μl , 轻轻摇匀;55 ℃

水浴消化 3 ～ 4 h ,待样品裂解成为澄清粘稠的液体

后 ,然后先用等体积的苯酚/氯仿(1∶1)抽提 2次 ,

10 000 r/min离心 10 min取上清液;再用氯仿抽提

1次 , 10 000 r/min 离心 10 min取上清液 ,加 2 倍

体积无水乙醇沉淀 , 收集 DNA 絮状沉淀 , 然后用

70%乙醇漂洗 2 ～ 3次后 ,室温自然晾干 。待无酒精

味后 , 最后加 TE (Tris-HCl 10 mmol/ L , EDTA

1 mmol/ L , pH 8.0)溶解 ,紫外分光光度计定量 ,置

4 ℃下保存备用。

1.2.2　DNA 的检测和定量　将母液各取 6 μl ,用

1.5%的琼脂糖凝胶电泳 ,根据电泳结果评价所提取

DNA的浓度 、纯度及完整性 ,以评估所提取的基因

组 DNA 能否用于 PCR。

1.2.3 　PCR 反应　体系为 25 μl ,其中 , 含有 10

mmol/ L Tris-HCl , 50 mmol/ L KCl , 2.0 mmol/L

M gCl 2 μl , 200 μmol/L dNTPs 1 μl , 随机引物(5

pmol /μl)1 μl ,基因组 DNA (50 ng /μl)1 μl , Taq

DNA聚合酶(5 U /μl)0.4 μl ,反应混合物用石蜡油

覆盖。PCR 反应过程依次为:94 ℃预变性 200 s ,

94 ℃变性20 s ,36 ℃退火 40 s , 72 ℃延伸 70 s ,经40

个循环后再在 72 ℃延伸 300 s。每个引物都设立

1个空白对照组。

1.2.4　试剂和仪器　试验所用的引物 、TaqDNA 聚

合酶及其配套试剂 , dN TPs 、λDNA/EcoRI+HindII

M arker等为华美生物有限公司产品 , PCR扩增仪为

Hema480。取 10 μl扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶

(含 0.5μg/ml EB)电泳 ,电压 5 V/cm ,常用荧光染

料溴乙锭(EB)染色 ,用 Tanon GIS-2008紫外凝胶

分析仪观察 DNA条带并拍照分析。

1.2.5　数据处理　群体内个体间遗传相似度计算

公式:F =2Nxy/(Nx +Ny),式中 Nxy 为 X 和 Y 2

个个体共有的扩增带;N x 、Ny 为 X和 Y 个体分别

拥有的扩增带。

个体间遗传距离指数 D=1-F

群体间遗传距离(D)=-ln[ S ij/(SiS j)0.5]
[ 8]
。

式中Sij为群体间遗传相似度 ,表示群体 i和群体 j

间所有配对个体相似系数的平均值 , Si 、S j分别为群

体 i和群体 j内所有配对个体相似系数的平均值。

多态位点频率:将 RAPD标记作为等位基因进

行多态分析 ,多态位点频率 p=多态位点数/总位点

数 。观察分析电泳谱带时 ,只统计清晰 、重复性好的

条带 。有带计为 1 ,无带计为 0 ,根据 D值由 UPG-

MA聚类分析统计软件构建它们的分子进化树 。

2　结果

2.1　引物的筛选

从 120个系列引物中经预备试验选出重复性

好 、图谱清晰 、具有多态性扩增产物条带数较多的引

物 35个 ,从中再选取 20个 10 bp 碱基随机引物(表

1),用于对 2个亲本及其杂交子代鸭所有个体的基

因组 DNA 进行 PCR扩增 ,引物编号及序列见表 1。

2.2　RAPD的扩增结果

为了有利于扩增结果的分析比较和减少系统误

差 ,所有 RAPD扩增均在同一扩增仪上和相同批号

的试剂下进行 ,每次扩增均设置不含 DNA 模板的

空白对照 。宋林生等研究指出[ 10] ,扩增结果易受外

界因素的影响 ,因此 ,要严格控制试验条件 ,才可得

到重复理想的扩增效果 。

扩增产生的片段数为 2 ～ 14条 ,片段大小介于

200 ～ 4 000 bp。由表 1可知 , 20条引物共产生 460

条带 , 其中多态性带 330 条 , 占总条带数的

71.73%,表明 2个亲本及其杂交 F1 具有显著的多

态性。亲本中的母本———麻鸭扩增出的片段总数最

多(159条), 父本 ———樱桃谷鸭扩增的片段总数为

157条 ,而 F1 鸭扩增的片断最少 ,为 134 条。父本

鸭共享片段最少 ,为 48条;母本和 F 1的共享片段数

均为 55条。母本多态位点最多 , 122 条 ,而 F1 鸭多

态位点最少 ,仅为 91条 。部分引物的扩增结果见图

1 、图 2 、图 3 。

　　3个样本所有的扩增位点可分为以下几种类型:
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表 1　20条随机引物 PCR扩增的总条带与多态性片段数

引物 碱基序列(5′※3′) 扩增产物
条带数

多态位
点数

OPA4 AATCGGGCTG 22 25

OPA6 GGTCCCTGAC 14 14

OPA7 GAAACGGGTG 24 18

OPA8 GTGACGTAGG 28 22

OPA9 GGGTAACGCC 27 17

OPA10 GTGATCGCAG 28 20

OPA12 TCGGCGATAG 31 30

OPA14 TCTGTGCTGG 15 1

OPA16 AGCCAGCGAA 30 25

OPA18 AGGTGACCGT 30 31

OPA20 GT TGCGATCC 22 12

OPF9 CCAAGCTTCC 17 8

OPV6 ACGCCCAGGT 20 12

OPV16 ACACCCCACA 22 13

OPV18 TGGTGGCGT T 25 16

OPZ8 GTGGCATCTC 28 17

OPZ9 ACAGCCTGCT 13 9

OPZ11 AAGGCTCACC 22 14

OPZ16 AGTCGCCCTT 21 11

OPZ17 GTGGAGTCAG 21 15

SUM 460 330

M ean 23 16.5

多态性
比率
(%)

71.73

一是杂交 F 1和双亲均有的扩增位点 ,共 48个;二是

杂交 F1 和它的母本存在 18 个共享位点;三是仅为

两亲本所有的扩增位点 21个;四是两亲本和杂交

F1出现各自的特异条带 ,但 F1 特异性条带较少

(仅有 7个)。

M —PCR Market;C—空白对照;

　　图 1　樱桃谷鸭(父本)基因组的 DNA用随机引物　

　　　　 OPA08 扩增产物电泳图

M—PCR Marker;C—空白对照

　　图 2　麻鸭(母本)基因组的 DNA 用随机引物

　　　　 OPA12 扩增产物电泳图

M—PCR Market;C—空白对照

图 3　子代鸭基因组的 DNA用随机引物 OPA10 扩增产物电泳图

2.3　相似性指数和相对遗传距离

根据 20个引物的扩增带谱 ,进行统计分析 ,计

算出樱桃谷鸭和麻鸭及其杂交 F1 的群体内和群体

间的相似性指数和相对遗传距离 ,结果见表 2。由

表 2可以看出:两亲本群体内的相似性指数 S <

0.8 ,说明两亲本群体内存在一定的遗传变异;两亲

本群体内的相似性指数分别为 0.7888 和 0.7629 ,

皆小于杂交 F 1 的群体内的相似性指数 0.8227 ,表

明杂交子代群体内的遗传差异比两亲本要低。樱桃

谷鸭及其杂交 F 1 的相对遗传距离为 0.3505 ,而麻

鸭与其杂交 F1 的相对遗传距离为 0.3300。可见 ,

杂交 F 1与两亲本的遗传差异不是对等的 ,而是偏向
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麻鸭 。

表 2　3 个鸭品种间的相似系数和遗传距离

品种 樱桃谷鸭 麻鸭 F1

樱桃谷鸭

麻鸭

F1

0.7888

0.6606

0.6495

0.3395

0.7629

0.6700

0.3505

0.3300

0.8227

　注:对角线上方为遗传距离 ,对角线下方为相似系数.下划线的为

群体内遗传相似性系数

3　讨论

试验从 120个引物中筛选到 20个引物 ,均在 2

个亲本及其杂交后代鸭群体间或群体内检测到了基

因组的差异 ,但每个引物检测出的差异程度有所不

同。20个引物的 460条扩增带中 ,有 330条带具有

多态性(71.73%),表明 RAPD 是一种高效的检测

DNA多态性的方法 。在 2 个亲本和 F1 群体中 ,群

体内的遗传相似性指数在 0.7629 ～ 0.8227之间 ,显

示所研究的鸭具有较高水平的遗传变异 。根据 2个

亲本及其杂交后代鸭群体的计算结果 , F 1和麻鸭的

遗传距离为 0.3300 ,而与樱桃谷鸭的遗传距离为

0.3505 ,说明 F1 与麻鸭更接近些 。从两亲本和杂交

子代表型性状羽色分析 ,樱桃谷鸭为纯白色 、麻鸭羽

色为麻色 ,而 F1 鸭羽色为浅麻色或部分麻羽。无纯

白羽色 ,这也反映了其遗传特性。

Melchinger
[ 10]
认为 ,在亲缘关系远的组合中 ,遗

传距离与杂种优势无相关性 。但在遗传距离小于

0.54的范围内 ,亲本间的遗传距离越大 ,杂种子代

基因组的杂合度越高 , 因而杂种优势越强。按

Melchinger所用的计算方法 ,本试验所用的两亲本

的遗传距离为 0.3395 ,小于 0.54 ,且杂交子代群体

内的相似性指数皆大于两亲本 ,即其杂合性高于两

亲本的杂合性 ,所以理论上两者杂交可产生杂种优

势。实践已经证明 ,其杂交后代呈现了明显的杂种

优势 ,可见用樱桃谷鸭作父本 、麻鸭作母本应是理想

的亲本组合。

通过分子标记还可对群体进行遗传多样性评

价 ,确定杂种优势群归属 ,监控其遗传多样性变化 。

显性假说和超显性假说都是建立在遗传差异的基础

上 ,利用遗传距离预测杂种优势正是遵循这一思路 。

然而杂种优势是一个非常复杂的生物学现象 ,涉及

大量相关基因间的相互组合与互作 ,并且受到遗传

背景的影响;利用分子标记遗传距离预测杂种优势

尚处于探索阶段 ,理论和方法均未成熟 ,离育种实践

还有一定差距 。然而 ,随着畜禽遗传图谱的建立 ,

DNA分子标记必将成为未来预测杂种优势的主要

工具 ,且已显示出巨大的效力。总之 ,通过分子标记

揭示育种材料或种质资源间的遗传关系 ,为育种家

正确选择多样性的杂交亲本 ,系统导入新种质 ,建立

和改良育种群体提供了必要的信息。
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