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利用微卫星标记进行凉山半细毛羊亲权鉴定的研究
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摘!要!经多重K-L扩增!$个微卫星标记$对凉山半细毛羊进行亲权鉴定(荧光标记检测扩增产物$并用-75M2=

!J$分析(结果表明#当双亲未知时$累积排除概率为$J’’%)))$在父系半同胞基础上进行母子亲权鉴定$累积排

除概率为$J’’’’’($置信度为’&N$最终从%个候选父亲中找出!#&个后裔的父亲$又从#("个候选母亲中找出它

们的母亲$构建了一个混合家系系谱$为进行连锁分析*OBP定位奠定了基础$并对研究绵羊群体结构*历史及多样

性有重要意义(

关键词!凉山半细毛羊)微卫星标记)多重K-L)亲权鉴定
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!!亲权鉴定又称作亲子鉴定!3?57<6?D767=6;<D"$
指应用医学*遗传学和生物学等理论*技术来检测分
析父母与子女之间的遗传关联$判断他们是否存在
亲生关系%#&(不仅在法医学上有特殊的用途$而且
在动物遗传育种繁殖领域也同样重要(在现代动物
育种中$由于要利用各种亲属的表型资料$准确的系

谱十分重要$但有些情况下我们不能准确地确认某
些个体的父母#如放牧方式饲养所产的羊羔$采用混
合精液授精得到的后代$复配的母畜所产的仔$胚胎
移植的后代$耳号丢失等(利用微卫星位点的多态
性$计算排除概率来进行血缘鉴定和血缘控制$是明
确个体间亲缘关系*建立正确系谱的重要手段%!!(&(



凉山半细毛羊是在亚热带!海拔!$$$!0!$$G高
山地区!冷湿气候条件下培育的新品种"是我国培育
成功的第一个长毛型粗档半细毛品种"生产性能高!
产品品质好!经济效益显著"具有广阔的市场前景#&$%
本研究根据已发表的绵羊第三代基因连锁图谱"选择
了绵羊第#!!!0和’号染色体上!$个微卫星标记

)C$$$(!)D#&""!)D!%0$!)D0&$#!)D)()&!

)D)&$)!)D8#$$’!)D($%%"!)D(#)0)!)D(#)"%!

)D(!0!#!)D(!)!)!%C(&($$(!%C(&($$(’!%CE
(&($$%!%C(&(!!!F1:8G$$0(!F1:8G(0!F1:HE
8)$!!)!F1:H8)!$进行实验分析"以期揭示出被测
个体的真正血缘关系"建立精确的品种系谱图%同时
也是一种方法的探讨"适用于各种纷繁复杂的家系及
传统方法不能鉴定的群体%

#!材料和方法

>?>!实验材料
实验用羊来自凉山半细毛羊核心育种场&布托

县’"种公羊%只!候选母亲#("只"后代!#&只"共

0&0只"用采样剪取羊耳朵组织块少许作为实验材
料&R!$\冰箱中保存’%

>?@!实验方法

#J!J#!V/Q提取
提取V/Q模板用传统酚F氯仿法"共抽提(次"

轻摇!$G;<"然后于)$$$53G(\离心#&G;<"取上
清液(\保存备用#(!)$%

#J!J!!微卫星标记与引物合成
微卫星标记具有高度多态性"在基因组上分布

均匀"不同物种和种间的高度同源保守性"为研究结
果的应用开辟了较好的前景%目前已经构建的动物
基因图谱都以微卫星标记为基础"并已定位在确定
的染色体上"知道其相对位置即它们的遗传距离
&A7<6;G45D?<"A+’"根据微卫星标记设计引物"选
取(条染色体上平均图距约!$A+的("个标记"由
德国+TIF*;467ACQI公司合成"上游引物用0种
荧光染料,Q+!BEB和.E]进行标记%经多重K-L
优化组合"筛选出!$个标记的多重K-L组合"一次
获得理想扩增效果"标记性质见表#%

表>!选用的@A个标记的性质

0’:*)>!B3’$’#()$&%,@A&)*)#()=5’$+)$&
微卫星基因座

P4A2=

染色体

-C54G4=4G7

杂合度

.76754̂:D4=;6:

等位基因数

Q@@7@7<2G975

引物#

K5;G75#

引物!

K5;G75!
)D)()& # "% % QIIQI-QQI-QB-BBBQQBIBI BI--QII-BQBQIQQIIQ-BB
)D)&$) # &! #$ I-Q-IBIIBQQQIQIQBII- QI-QQ-BBIQI-QBII-Q-
)D(#)0) # )) & -QBBQBB-Q-BI--BBBIIQBI IBIBBIIQIBB-BB-QI-QII
)D(!0!# # &% " B-Q-BB-Q-QQQQBQ-Q-QQBI- --QQQ-B--QBQQB-Q--Q-BB
%C(&($$( # %! % -BBQQQQB-BIB-BBB-BB-- BQIBIBIBQBBIIBBB-B--
)D($%%" ! "! ) QQI-BQQ-BIQBQBB-BI--Q-Q BB---B-B-BB---B-B--
)D(!)!) ! )’ 0 QIQ--QBI-BBQQ-BIIIBQIQ IQ-QBBQ-QQQ-BBBQI--B-Q-Q
F1:H8)$!!) ! "’ " -BQBQBIBBI--BBB---BB--BI- IBIQIB---QBQIQI-QBQQI-B-
F1:H8)!$ ! "0 ## QQQBIBIBBBQQIQBB--QBQ-QIBI IIQQQQ-----QBQBQBQ--BQBQ-
)C$$$( 0 "! % QQQBBBBB-QB--BB-BBB-BIQ- B-Q---BIQ-BIBIQQBI-
)D!%0$ 0 (( 0 QQBIII-IBQBQQQ-Q-QIQBI BIQIB--BIB-Q--QB-QI-
)D0&$# 0 )" ## --QQ-IIIBBQQQQI-Q-BI BB--BIBB--BB--B-QB-BI
)D8#$$’ 0 &% & I-Q--QI-QIQIQIIQ-QBB Q--II-BQBBIB--QB-BBI
%C(&($$(’ 0 &$ ’ -QQBBBB-BBIB-B-B---- I-BIQQB-BBIB-QQQ-QII
%C(&(!! 0 (% 0 QIB-BIQQII--BIQIQQ-- -BBQ-QIB--BBIIIIBBI-
F1:8G$$0( 0 %! 0 I-BIQQ-QQBIBIQBQBIBB-QII IIIQ-QQBQ-BIB-BBQIQBI-BI-
F1:8G(0 0 )( 0 I-BIQQ-QQBIBIQBQBIBB-QII IIIQ-QQBQ-BIB-BBQIQBI-BI-
)D#&"" ’ )" ’ QIIQI-QIQQ--Q-BQIIQII BIIQ-BBBQII-BBIBBBQI--
)D(#)"% ’ %# % B-BB-B-BI-Q-BBBIIBBI- QBQI-BIQ-QB--Q-BIII-
%C(&($$% ’ (% ! IQQB-QBIIQBBBB-BIIII BQI-QIBIQIBIQIIBBII-

#J!J0!多重K-L程序!)!%"

K-L反应体系为(V/Q!#P"多重引物混合物%

#P"&1IF+;X酶&#P&包括 &1I 酶!8/BK!.!S!

#$_*2>>75!+D-@!’"扩增程序(’&\ #$G;<"’(\
(&="&&\#G;<0$=""!\#G;<"0&-:A@7=""!\

#$G;<"(\保存%

#J!J(!K-L产物的检测
&#’在$J&GPQ*[专用管中添加 .!S!.;V;!

16?<8?58分别为0J0&#P!###P!$J!#P%&!’分别添

加多重K-L产物$J)#P%&0’Q*[K5;=GB+0#$I7F

!" 遗!传!"#"$%&’( &)*+,+-.’!$$&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



<76;AQ<?@:̂75检测!电压#&Z‘!温度)$\!检测荧
光的激光强度’J’GT"

#J!J&!亲子鉴定分析
由Q*[0#$检测得到的原始数据!用 I7<71F

A?<0J#分析后!再用I7<46:375!J&获得基因座的等
位基因和基因型!建立基因型数据库"用 -75M2=
!J$分析获得每一位点等位基因频率#杂合度#期望
杂合度#多态信息含量$*4@=67;<*;12/!#’%$%及平
均排除概率&同时计算出.?58:FT7;<975D平衡的$!

值及零等位基因频率 $I24aBC4G3=4<!#’’!%"
然后进行亲权分析!估计一系列共显性基因座的分
辨能力!每个候选父母的CF$ 值!CF$ 正值越大越
可能是真实的父母’’!##("
标记在群体中杂合度$!%计算公式)! "

##"
$

%"#
&$%

多态信息含量$G%8%计算公式)’() "##

"
$

%"#
&$% #"

$##

%"#
"
$

*"%+#
$&$%&$*

在个体父母双方都不知道情况下!亲子鉴定的
概率计算)

’"#+%"
$

%"#
’%% #%"
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’&% #’"
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$
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$
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$
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’’%%+$$"

$

%"#
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只有一个单亲记录能用时的排除概率)’ "##

%"
$

%"#
’$% +$$"

$

%"#
’$%%$+%"

$

%"#
’’% #’"

$
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!!实验结果

微卫星K-L产物的电泳图谱!对于每个个体来
说!每个标记只有一个或两个峰值!一个表示纯合
子!两个表示杂合子"如图#中个体#F!&&$子代%的

F1:H8)!$基因座为杂合型$%(!#$$%!与两个候选

图>!亲权鉴定中基因分型
绿色为BEB标记&红色为标准"

C"1?>!D).%(/8".1".8’$).(’1)()&(".1
BEB?337?5=I577<&=6?<8?58?337?5=578J
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公羊#F#’$和#F#’!比较!#F!&&的等位基因%(只
能来自#F#’!!而等位基因#$$来自其母羊!由此可
排除#F#’$而判定#F#’!为其父亲"同样子代#F(0&
的各位点比较可判定#F#’$为其父亲#为防止自动
读取数据时出现的错误!这些位点都需要经过人工

校正!如#F#’$个体第五个基因座%(&($$(’自动读
取基因型为$!$)!!$)%!经比较可知前面小峰未读
出!应判为$!$(!!$)%#
将校正好的基因型值用-75M2=!J$软件处理!

Q@@7@7>57b27<A:?<?@:=;=运行结果见表!#

表@!B)$EF&分析结果

0’:*)@!9.’*/&"&$)&F*(".B)$EF&

微卫星基因座

P4A2=

等位

基因数

J

基因

分型数

K

杂合子数

.76=

纯合子数

.4G=

杂合度

.76754̂:D4=;6:

!$S% !$E%

多态信

息含量

G%8

排除概率

EXA@2=;4<?5:34Y75

EXA@$#% EXA@$!%

哈温平衡

.T

零等位

基因频率

/2@@>57bJ

)C$$$( % 0&0 #’# #)! $J&(# $J&#" $J(%# $J#(" $J0$% /Q R$J$!’"

)D#&"" #$ 0&! !!! #0$ $J)0# $J)$0 $J&"! $J!#" $J0’" /Q R$J$0$’

)D!%0$ ) 0&# !(# ##$ $J)%" $J")# $J"!# $J0&% $J&0) /Q c$J$&!0

)D0&$# ’ 0(" !(" #$$ $J"#! $J")& $J"0& $J0%) $J&)" /Q c$J$0&$

)D)()& ’ 0&0 !() #$" $J)’" $J))) $J)0& $J!"0 $J(&% /Q R$J$0)$

)D)&$) % !%" #&" #0$ $J&(" $J&%0 $J&(! $J#’! $J0)$ /Q c$J$!)%

)D8#$$’ ’ 0&0 !"# %! $J")% $J""& $J"(" $J($$ $J&%! /Q c$J$$0#

)D($%%" " 0&0 !#! #(# $J)$# $J&"" $J&#’ $J#"% $J0!’ /Q R$J$!!%

)D(#)0) " 0&# !)’ %! $J")) $J"%) $J"&! $J($0 $J&%# /Q c$J$#!&

)D(#)"% ## 0&0 0#’ 0( $J’$( $J%0& $J%#( $J&$( $J)"( /Q R$J$(!&

)D(!0!# & 0#& )( !&# $J!$0 $J!!( $J!#) $J$!) $J##’ /Q c$J$&$)

)D(!)!) & 0&0 #’# #)! $J&(# $J&!% $J("! $J#($ $J!%0 /Q R$J$$%"

%C(&($$( % 00( !(" %" $J"($ $J""! $J"0& $J0%$ $J&&% /Q c$J$#’’

%C(&($$(’ % 0&0 !0& ##% $J))) $J"#& $J))! $J!’0 $J()0 /Q c$J$0(&

%C(&($$% ( 0&! #($ !#! $J0’% $J(#$ $J0($ $J$%( $J#"’ /Q c$J$$%’

%C(&(!! ( 0&0 #(" !$) $J(#) $J((" $J($& $J#$$ $J!0) /Q c$J$(#$

F1:8G$$0( ) 0&! !%$ "! $J"’& $J"&" $J"!! $J0)! $J&(( /Q R$J$!%&

F1:8G(0 & 0&0 !($ ##0 $J)%$ $J)%# $J)#& $J!(" $J($( /Q c$J$$#’

F1:H8)$!!) ’ 0($ #(# #’’ $J(#& $J&0% $J(&& $J#(’ $J!)) /Q c$J#0!#

F1:H8)!$ ## 0&0 0$" () $J%"$ $J%(" $J%!" $J&!0 $J)’# /Q R$J$#0"

平均等位基因数+7?<<2G9754>?@@7@7=375@4A2= "J(&

平均基因分型率+7?<3543456;4<4>;<8;M;82?@=6:378 $J’"’

平均杂合度 +7?<7X37A678C76754̂:D4=;6: $J)0’

平均多态信息含量+7?<K[- $J&’%

累积排除概率B46?@$>;5=63?57<6% $J’’%)))

累积排除概率B46?@7XA@2=;4<?5:34Y75$=7A4<83?57<6% $J’’’’’(

!!/467&/2G9754>@4A;&!$"/2G9754>;<8;M;82?@=&0&0J

"" 遗!传!"#"$%&’( $)*+,+-.%!$$&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



!!运行=;G2@?6;4<模拟#$$$$次!置信度为’&N
时!’’’’个V7@6?值有定义!再运行3?57<6?D7Y;̂F
?58!鉴定结果输出到EXA7@表格中!按CF$ 值排
序!并计算出CF$#$时的V7@6?值!据V7@6?值找
出候选父母"CF$ 值最小为#J(!最大为#’J"!

V7@6?最小$J$#"!最大为#’J"!CF$ 值越大越可能
是其亲生父母"置信水平都为显著!观察值平均错
误率为$J$$!)"为保证鉴定结果准确!所有位点全
匹配的才确认亲子关系!最终确认了#))个后裔的
父母亲"

0!讨!论

目前!亲子鉴定普遍采用1BL位点!其多态性
程度高!符合孟德尔遗传规律!呈并显性遗传!检测
容易#重复性好#省时!适于进行自动化分析!且位点
突变发生率较低!据文献报道平均约为#$R(!
#$R&!两核苷酸重复的1BL突变率为)_#$R)$#!!#0%"
因而在动物的个体识别&包括亲子鉴定’#基因连锁
分析#群体遗传研究等方面正发挥着巨大的作用"

P2;Z?56I!*;d2FV2M?@+K等用!!个微卫星在羊亲
子鉴定中非父排除概率($J’’’’&1??<7<’!$J’’’’’
&Q<D45?和 +25A;?<?FI57<?8;<?’!$J’’’’’’&A?=CF
G75795778’!谢小虎#林锦锋等&!$$0’利用复合扩
增$0(#0&%等’个1BL位点在亲子鉴定中非父排
除概率为$J’’’’"本次实验所用!$个标记均为两
碱基重复!杂合度在$e)以上的有#0个!最大的

)D(#)"%达$e’$(!有#(个标记多态信息含量在

$e&以上!最高平均期望杂合度$e)0’#G%8 值

$e&’%!每个位点平均等位基因数为"e(&!累积排
除概率达$e’’’’’(!已具有了亲权鉴定的应用价
值"
亲子鉴定以排除法为基础!按孟德尔定律逐个

检查可疑父亲和可疑母亲!只要有一个基因型不合
就排除"然而在实验中常找出多个可疑父母!由于
亲缘关系很近已有的基因座难以排除!就需增加微
卫星标记!排除到剩下惟一父亲#母亲"另一个问
题!在基因分型时并非所有的基因座都能获得正确
的分型结果"基因突变#零等位基因&<2@@D7<7’等
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