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广西巴马小型猪和贵州小型香猪的 DNA 指纹分析
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　　提　要:目的　应用 DNA指纹分析的方法研究广西巴马小型猪和贵州小型猪的遗传背景。方法　采用 ECL核酸直

接标记和检测系统 ,以 HRP标记 JL-02多位点小卫星探针 ,对广西巴马小型猪和贵州小型猪基因组 DNA的 HinfⅠ或 Hae Ⅲ

酶切 DNA片段进行Southern 杂交 ,以化学发光法进行检测 , 获得了清晰可辨的 、具有高度多态性的 DNA指纹图。结果　广

西巴马小型猪大于 2 kb 的 HinfⅠ和 HaeⅢ酶切 DNA 指纹图带数为11.7和 24.5;贵州小型猪大于2 kb 的 HinfⅠ和 Hae Ⅲ酶

切 DNA 指纹图带数则为 15.8 和 17.6。另外 , 广西巴马小型猪 Hinf Ⅰ和 Hae Ⅲ酶切产生的不同个体 DNA指纹的相似系数

分别为 0.54±0.07 和 0.55±0.08 ;而贵州小型猪则分别为 0.53±0.04 和 0.53±0.07。结论　该探针适用于这两种猪的

DNA指纹分析 , 不同酶切产生的 DNA指纹图带数不同 , 但不同个体间相似系数的分析结果一致。 同时说明这两种猪具有

相当程度的种质均质性 ,符合封闭群动物的要求。

　　关键词:DNA指纹分析;广西巴马小型猪;贵州小型猪

　　中图法分类号:S813.1;S828.8　　　 文献标识码:A

DNA fingerprinting analysis of Guangxi Bama and Guizhou miniature pigs
CHEN Bing-bo , WANG Chuan-guang , ZHOU Jian-hua , WEI Hong , WANG Ai-de , GAN Shi-xiang(Laboratory Animal Center ,

Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the genetic background of the two strains of miniature pigs by DNA fingerprint-

ing.Methods　Clear and highly polymorphic DNA fingerprints from Guangxi Bama and Guizhou miniature pigs were

obtained by Southern hybridization with a non-isotopically HRP(Horseradish peroxidase)-labelled multiloci minisatel-

lite probe JL-02.Results　The DNA fingerprint bands above 2kb digested with endonucleases Hinf Ⅰ and HaeⅢ

for Guangxi Bama miniature pigs were 11.7 and 24.5 , respectively , whereas the same indices for Guizhou miniature

pigs were 15.8 and 17.6 , respectively.The similarity coefficients of DNA fingerprints of various individuals of

Guangxi Bama miniature pigs digested with endonucleases Hinf Ⅰ and HaeⅢ were 0.54±0.07 and 0.55±0.08 ,

respectively , whereas the same indices were 0.53±0.04 and 0.53±0.07 for Guizhou miniature pigs.Conclusion

　The probe is available for DNA fingerprinting to the two kinds of miniature pigs.Various endonucleases can pro-

duce various DNA fingerprint bands , but the analytical results of similarity coefficients are identical , suggesting that

the two kinds of miniature pigs meet the requirements of closed colony.

　　Key words:DNA fingerprinting;Guangxi Bama miniature pig;Guizhou miniature pig

　　由于小型猪在解剖 、组织 、生理和营养代谢方面与

人类近似 ,其猪皮在结构 、理化特性及功能等方面与人

类极为相似 。因此 ,选定猪作为人类疾病动物模型研

究及异种皮 、异种器官移植的供体最为理想。
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　　广西巴马小型猪和贵州小型猪分别由广西大学农

学院王爱德教授和贵阳中医学院甘世祥教授 ,分别于

1987年和 1985年以小型化和实验动物化为主要选育

目标 ,进行封闭式繁殖培育而成。现已形成两个具有

独特特征的著名实验用小型猪品种 ,但其遗传背景至

今尚不十分清楚 ,严重制约了品种的申报及其在医学

生物学研究中的广泛应用 。因此 ,采用 DNA分子标记

的方法对其遗传结构进行深入研究 ,确定其遗传背景 ,

对推动这两种猪的应用具有重要意义。

　　DNA 指纹技术已广泛应用于医学 、法医学 、群体

遗传学和分类学等领域 ,并愈来愈受到重视[ 1～ 4] 。本
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次研究应用 HRP 标记 JL-02探针 ,采用 ECL 核酸直接

标记和检测系统[ 5] ,对广西巴马小型猪和贵州小型猪

的 Hinf Ⅰ和 HaeⅢ酶切片段进行了Southern杂交 DNA

指纹分析 ,获得了重复性好 、清晰可辨的 DNA指纹图 。

1　材料与方法

1.1　试验动物
　　分别选用广西大学王爱德教授培育的广西巴马小型猪和

贵阳中医学院甘世祥教授培育的贵州小型香猪各 24 头为研究

样本。广西巴马小型猪系广西大学王爱德教授等从 1987 年开

始 ,从原产地引入广西地方猪种巴马香猪公猪 2 头 , 母猪 14

头 ,组成零世代基础种群 , 采用基础群内闭锁纯繁选育及半同

胞交配为主的近交方式进行选育而成 , 该猪的最大特点为白毛

占体表面积大 ,达 92%以上 ,个体具有较为整齐的头臀黑 ,其余

全白的独特“两头乌”毛色特点 ,适宜于有关皮肤的医学生物学

研究;贵州小型香猪系贵阳中医学院甘世祥教授等于 1985 年 ,

以原产于贵州省丛江县的丛江香猪为基础种群 , 以小型化 、早

熟化为育种目标进行定向选育 ,使之成为我国较早正式报道的

小型猪 ,这两种猪均经过 13 ～ 15 年的封闭繁育 , 从而形成具有

不同特点 ,不同遗传特征的封闭群体。

1.2　基因组DNA的制备
　　前腔静脉采集 10 ml血液 , 分离血中白细胞 , 以酚 、酚∶氯

仿 、氯仿∶异戊醇分三步提取 DNA[ 6] 。

1.3　基因组DNA的浓度测定

　　采用 752分光光度计于260 nm和 280 nm 分别测定 Dλ值 ,

DNA 浓度(μg/ml)=D260 ×50 μg/ml ×1 000;纯度 =D260/

D280
[ 7 ,8] 。

1.4　酶切消化
　　以 HinfⅠ或 HaeⅢ酶切消化 10μg DNA , 反应体系30μl , 3 ～

5 U/μg DNA ,酶切 4 h。

1.5　电泳
　　制成0.6%的25 cm×20 cm 的琼脂胶, 在酶切完全的DNA样

品中加入 3 μl载样缓冲液(0.25%溴酚蓝 , 0.25%二甲基青蓝,

25%Ficoll 400),混匀后上样于点样孔中 , 1.5 V/ cm 电泳20 h。

1.6　转膜
　　采用真空转移法进行 , DNA的脱嘌呤 、碱变性 、中和及转移

等过程均在真空转移器中完成。 20×SSC 真空转移 1 h ,将电泳

分离后凝胶中的 DNA 酶切片段原位转移至带正电荷的 Hy-

bondN+(Amesham 公司出品)的尼龙膜上 , 转膜后用 0.4 mol/ L

的NaOH 固定 3 min[ 6 , 9] 。

1.7　杂交
　　采用 ECL核酸直接标记和检测试剂盒(Enhanced chemilumi-

nescene , Amersham life Science 公司产品 , RPN3000)进行探针标记

及检测。主要采用辣根过氧化物酶(Horse Radish peroxidase ,

HRP)进行探针标记 , 化学发光法进行检测。

1.7.1　标记探针　　采用 JL-02多位点探针(800 bp 长 ,公安部

刑侦研究所提供)放入沸水中 5 min , 然后立即置冰水中 5 min ,

再加等体积的标记试剂 HRP 和戊二醛 ,振荡 ,混匀 ,置 37 ℃水

浴 15 min。

1.7.2　杂交　　将转膜完毕的尼龙膜正面朝里卷成筒状 , 装

入杂交管中 ,倒入预杂交液 , 放入杂交箱中 , 40～ 42 ℃预杂交 1

h ,然后倒入标记好的探针 , 40～ 42 ℃杂交 12 h[ 10] 。

1.8　洗膜
　　用 6 mol/L尿素 , 0.5×SSC , 0.4%SDS 的混合液洗涤 25 min

×2 ,然后用 2×SSC 洗涤 5 min×2[ 1 ～ 3 , 5] 。

1.9　显影
　　采用化学发光法进行显影检测。将 ECL显影液Ⅰ 和Ⅱ各

10 ml ,混匀后倒入洗完的膜中 , 反应 2 ～ 3 min , 吸干 , 用保鲜膜

包好 ,置于暗盒中 , 在暗室内放好 ECL胶片 , 暴光 30 min , 显影 5

min ,定影 15 min[ 7] 。

2　结果

　　给出了广西巴马小型猪和贵州小型猪的 Hinf Ⅰ 和 Hae Ⅲ

酶切 DNA指纹图。其中1 ～ 4号为广西巴马小型猪的 HinfⅠ 酶

切DNA指纹图;5～ 8 号为广西巴马小型猪的 HaeⅢ酶切 DNA

指纹图;9～ 12 号为贵州小型猪的 HinfⅠ酶切 DNA指纹图;13 ～

16 号为贵州小型猪的 Hae Ⅲ酶切 DNA 指纹图。

图 1　广西巴马小型猪和贵州小型猪的 HinfⅠ和 HaeⅢ酶

切 DNA指纹图

Fig 1　DNA fingerprint map of Guangxi Bama and Guizhou

miniature pigs

　　广西巴马小型猪大于 2 kb 的 Hinf Ⅰ酶切 DNA 指纹图带数

为11.7±1.2 , 不同个体间的相似系数为 0.54±0.07;而贵州小

型猪大于 2 kb 的 Hinf Ⅰ酶切 DNA 指纹图带数和不同个体间的

相似系数分别为 15.8±1.4 和 0.53±0.043。 广西巴马小型猪

大于2 kb的 HaeⅢ酶切 DNA指纹图带和不同个体间的相似系

数分别为 24.5±1.8 和 0.55±0.08;而贵州小型猪大于 2 kb 的

HaeⅢ酶切 DNA 指纹图带和不同个体间的相似系数分别为

17.6±1.6和 0.53±0.07。

3　讨论

　　JL-02多基因座小卫星探针是由一系列 6 bp长的
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重复序列串联而成 ,其核心序列为-(-CACCTC-)重复

50次以上[ 11] 。由于该探针属于多位点探针 ,因此比其

他单位点探针具有更多的多态信息量
[ 9]
。该探针进行

的DNA指纹分析结果表明 ,任意两无关个体的偶合几

率为 6.6×10-15 ,谱带在亲代与子代间的传递符合孟

德尔遗传规律 ,且同一个体不同组织的 DNA指纹图相

同 ,因而该探针已被成功地应用于法医遗传分析中
[ 9]
。

首次将该探针应用于广西巴马小型猪和贵州小型猪的

遗传背景分析 ,在低强度杂交和洗脱条件下 ,能够与这

两种小型猪基因组 DNA的 Hinf Ⅰ或 Hae Ⅲ的酶切片

段杂交 ,产生具有高度多态性的 DNA指纹图。说明该

探针与这两种猪的基因组 DNA具有较高的同源性 ,可

用于其遗传背景分析 。

　　广西巴马小型猪大于 2 kb的 Hinf Ⅰ和 HaeⅢ酶切

图带数分别为 11.7和24.5;而贵州小型猪大于 2 kb的

Hinf Ⅰ和 HaeⅢ的酶切图带数分别为15.8和17.6。显

而易见 ,两种猪的 HaeⅢ的酶切片段数明显高于 Hinf

Ⅰ的酶切片段数。另外 ,广西巴马小型猪的 Hae Ⅲ酶

切片段数高于贵州小型香猪的 Hae Ⅲ酶切片段数;相

反 ,贵州小型香猪的 Hinf Ⅰ酶切片段数又高于广西巴

马猪的 Hinf Ⅰ酶切片段数 。Hae Ⅲ的酶切位点为 GG

↑CC ,而 Hinf Ⅰ的酶切位点为 G↑ANTC[ 3 , 4] 。上述结

果表明 ,Hinf Ⅰ或 Hae Ⅲ均适用于这两种小型猪的基

因组 DNA的酶切 ,并且不同品系小型猪含上述酶切位

点数目各不相同 ,因而其酶切片段存在差异。

　　广西巴马猪基因组DNA Hinf Ⅰ和 HaeⅢ两种不同

内切酶产生的 DNA指纹图谱分析结果表明 ,其不同个

体间的相似系数分别为 0.54±0.073 和 0.55±0.08;

而贵州小型猪 Hinf Ⅰ和 Hae Ⅲ酶切产生的不同个体

DNA指纹的相似系数分别为 0.53±0.043 和 0.53±

0.073。不难看出 ,尽管 Hinf Ⅰ和 Hae Ⅲ两种内切酶产

生的 DNA图带数各不相同 ,但采用同种探针杂交产生

的不同内切酶 DNA图带 ,进行同一群体不同个体间的

相似系数分析结果基本一致 ,说明该探针具有较好的

稳定性。另外 ,孟安明等用 33.15 、33.6和 3′HVR探针

对枫柽猪 、香猪和长白猪 3个猪种纯繁群体进行了

DNA指纹分析 ,其平均相似系数为 0.5左右[ 6 , 9 ,12] ,本

研究结果与上述结果基本相一致。而笔者应用同样手

段对西双版纳近交系小耳猪的 DNA指纹分析结果表

明 ,近交 15 代的西双版纳小耳猪的 DNA 指纹图相似

系数高达 0.92 ,远远高于广西巴马小型猪和贵州小型

香猪 。许多研究业已表明[ 8] ,DNA指纹图相似系数可

以很好地反映一个群体的变异性或遗传纯度 ,在没有

严重近交的畜禽品种内 ,DNA指纹图相似系数大多在

0.4 ～ 0.5之间
[ 6 ,12 ～ 14]

,我们所研究的这两个小型猪群

体的 DNA指纹图平均相似系数为 0.5 ～ 0.55之间 ,表

明它们已达到相当程度的种质均匀性 ,已形成品种特

异性 ,但不太可能存在严重近交。至于其矮小体型 ,不

少人认为是严重近交的后果 ,而我们的 DNA指纹图分

析结果似乎排除了这种因果关系 ,至于其确切原因 ,有

待进一步深入研究。
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