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摘要  选用无角道塞特、萨福克与中国美利奴肉羊品种群体 , 耳组织提取基因组DNA, 用4 对微卫星引物进行PCR 扩增 ,通过电泳分型、
凝胶成像系统分析各位点等位基因及全部个体的标记基因型 , 计算基因频率、多态信息含量( PIC) 和杂合度等 ,从分子水平上分析4 个位
点的遗传多态性。结果表明 ,CSSM18 ,OB2 ,MCM38 , MCMA26 这4 个位点的等位基因数分别为14、15、13、13 , 多态信息含量( PIC) 丰富 , 杂合
度高 ,均属于高度多态性位点, 用于作为与生产性能相关的遗传标记是较理想的。
关键词 微卫星 ;杂合度 ;多态信息含量; 有效等位基因
中图分类号  Q789   文献标识码  A  文章编号  0517 - 6611( 2007)09 - 02571 - 02
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Abstract  Inthis study , a group of 161 sheep consisting of Dorset ,Suffolk and Chinese Merino for meat was chosen and its population genetic polymor-
phismwas analyzed at the level of molecule withthe process of genome DNAextractionfromear issue ,PCRamplification of 4 pri mers ,fragment typing ,al-
lele of every locus and genotype analysis of all individuals with Gel Imaging system,calculation of allele frequencies polymorphismi nformation content
( PIC) and Heterozygosity .The results showed that ,the number of alleles in CSSM18 ,OB2 , MCM38 and MCMA26 was14 ,15 ,13 and 13 ;the polymorphism
information content( PIC) was abundant ,and the heterozygosity was high.All of themwere high polymorphicloci .So they were idealloci genetic markers re-
lated to the production performance .
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  随着现代分子生物学技术的发展, 一些高效的分子遗传

标记将各种畜禽的遗传图谱研究推向深入, 为将复杂的数量

性状分解为多个数量性状基因座进行定位分析提供了研究

单个基因特性的手段, 为动物育种从数量性状的表型操作深

入到基因型操作奠定了基础。微卫星( microsatellite) 又称为

简单序列重复( si mple sequence repeat ,SSR) , 作为一种分子遗

传标记 , 具有数量多且均匀分布在大多数真核及少数原核生

物的基因组中、丰富的多态性、易于检测、具有保守性、等显

性遗传等突出优点, 因此已被广泛应用于畜禽遗传育种之

中[ 1 - 3] 。笔者利用微卫星标记技术研究新疆地区无角道塞

特、萨福克与中国美利奴肉用绵羊群体的遗传多态性, 并对

所列举微卫星位点的多态性进行统计分析, 旨在为进一步寻

找与肉用生产性能相关的遗传标记提供理论依据。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 取样。在新疆建设兵团新湖种羊场提供的供试羊群

体中随机抽样, 采集了无角道塞特( 61 头) 、萨福克( 38 头) 和

中国美利奴( 62 头) 的新鲜耳组织样, - 20 ℃冷冻保存。

1 .1 .2 主要试剂。PCR 反应试剂盒, 丙烯酰胺, 蛋白酶 K,

RNAase , 苯酚,Tris , 过硫酸铵,EDTA ,DNAMarker ,TEMED, 硝酸

银, 引物等。

1 .1 .3 主要仪器。iCycler PCR 仪,YJ 875 超净操作台,TY B

脱色摇床,UV 紫外分光光度计 ,DYY Ⅲ垂直电泳槽,DYY 12

电脑三恒多用电泳仪, AB204 N 型电子天平,3K30 高速冷冻

离心机和113 小型台式离心机,Gel Koc2000TM 凝胶自动成像

系统。 �
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1 .2 方法

1 .2 .1  基因组 DNA 的提取[ 4] 。用酚氯仿抽提法提取基因

组, 溶于TE 中, 置于4 ℃保存。

1 .2 .2  引物的筛选与合成。从 GENEBANK 中查阅相关资

料, 参考其研究结果 , 选出位于18 号染色体上的4 个与绵羊

肉用生产性能相关的微卫星位点。查出相应的微卫星引物

序列, 引物交由上海生工生物工程公司合成。4 个微卫星位

点的引物序列及PCR 扩增反应条件见表1。

  表1 选取的4 个微卫星标记的引物序列及复性温度

微卫星基因座 引物序列(5′→3′) 退火温度∥℃

CSSM18-R 5′-TgTgCATAATTTgTgTCCgTCCggA-3′    60

CSSM18-F 5′- AggAATTCCCTCTAgAAAAgCAggC-3′

OB2-R 5′- AAAggggCAgATTCAgTATCCA-3′ 60 .5

OB2-F 5′- CTgCCCgATCCTTCTgCTT-3′

MCM38- R 5′- CAgCCAgCAgCCTCTAAAggAC-3′ 60

MCM38-F 5′-TggTgAATggTgCTCTCATACCAg-3′

MCMA26- R 5′- AgAgCTTTTAggACAgCCACC-3′ 61 .5

MCMA26-F 5′-TCTCTgCTTTCCAgCCTTATTC-3′

1 .2 .3  PCR 反应条件。PCR 反应采用试剂盒优化, 体系为

15 μl :TaqE0 .3 μl ,10×buffer1 .5 μl ,dNTP( 含2 .5 mmol/ L Mg2 +)

1 .2 μl , 引物( 10 mmol/ L) 各0 .75 μl , 模板DNA ( 100 ng/ μl ) 1 .2

μl ,ddH2O9 .3 μl 。扩增程序为:94 ℃,4 min→35×( 94 ℃,30 s

→引物退火温度,30 s →72 ℃,30 s) →72 ℃,4 min →4 ℃保存

备用。

1 .2 .4 聚丙烯酰胺凝胶电泳。用10 % 非变性聚丙烯酰胺凝

胶进行电泳, 采用快速银染法显色[ 5 - 6] , 照相 , 图片保存。直

接用Gel Koc2000TM 凝胶自动成像系统所附带的软件进行等

位基因分型, 并计算微卫星等位基因大小。

1 .3 统计分析

1 .3 .1  微卫星标记的等位基因频率估计。微卫星标记各等

位基因呈共显性遗传, 表型直接反映基因型, 故等位基因频

率可根据简单计算算出。
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1 .3 .2 群体杂合度计算。群体杂合度的计算公式为:

h = 1 - Σ
n

i =1
P 2

i

式中, h 为各位点的杂合度; H 为各位点的平均杂合度; r 为

位点数 ; Pi 为第 k 个位点第 i 个等位基因的频率。

1 .3 .3 多态信息含量。多态信息含量PIC 的计算公式为:

PI C = 1Σ
n

i =1
P2

i - Σ
n - 1

i =1
Σ

n

j = i +1
2 P2

iP
2
j

式中, k 为等位基因数目; Pi 和 Pj 分别表示第 i 和 j 个等位

基因的频率。

1 .3 .4 有效等位基因数( Ne) 。Ne 是基因一致度的倒数, 反

映了等位基因间的相互影响, 也可作为群体遗传变异的一个

测度。其计算公式为 :

E = 1/ Σ
n

i =1
P 2

i

式中, Ne 为有效等位基因数; Pi 为第 i 个有效等位基因频率。

2  结果与分析

2 .1  基因组 DNA 提取结果  提取基因组 DNA 经琼脂糖凝

胶电泳检测, 亮度较大。说明提取的DNA 在纯度、浓度上质

量都较高。

2 .2 微卫星引物扩增结果

2 .2 .1  扩增产物琼脂糖电泳检测。首先将 PCR 产物用

1 .5 % 琼脂糖凝胶电泳检测, 条带亮度较好, 显示PCR 扩增产

物大小和质量均符合要求, 可以进一步用10 % 聚丙烯酰胺凝

胶分析绵羊个体的标记基因型。

2 .2 .2 扩增产物聚丙烯酰胺电泳检测。对4 个微卫星位点

的PCR 产物进行变性聚丙烯酰胺凝胶电泳, 得到 PCR 产物

电泳检测结果( 图1 ～4) 。

2 .2 .3  等位基因数、等位基因频率和遗传参数。微卫星

MCM38 在道赛特羊、萨福克羊和中国美利奴羊3 个群体中共

发现有13 个等位基因, 等位基因范围 135 ～155 ; 微卫星

CSSM18 共发现14 个等位基因, 等位基因范围119 ～147 ; 微卫

星MCMA26 共发现13 个等位基因, 等位基因范围在184 ～

215 ; 微卫星 OB2 共发现15 个等位基因, 等位基因范围在198

～268 , 基因频率分布不均匀。根据4 个微卫星座位各等位基

因的基因频率计算了 H、E 和PIC( 表2) 。

图1 微卫星标记 MCM38 扩增的部分电泳结果

图2 微卫星标记CSSM18 扩增的部分电泳结果

图3 微卫星标记 MCMA26 扩增的部分电泳结果

图4 微卫星标记OB2 扩增的部分电泳结果

  表2 4 个微卫星座位在3 个绵羊品种中的杂合度、多态信息含量和有效等位基因数

品种

MCM38
杂合度

H

有效基

因数E

多态信息

含量PIC

CSSM18
杂合度

H

有效基

因数E

多态信息

含量PIC

MCMA26
杂合度

H

有效基

因数E

多态信息

含量PIC

OB2
杂合度

H

有效基

因数E

多态信息

含量PIC
道赛特 0 .889 8 9 .07 0 .875 4 0 .837 0 6 .13 0 .8221 0 .9252  13 .37 0 .916 7 0 .854 3 6 .86 0 .837 1
萨福克 0 .891 3 9 .20 0 .880 9 0 .811 3 5 .30 0 .7840 0 .8214 5 .60 0 .796 3 0 .789 5 4 .75 0 .722 0
中国美利奴 0 .832 8 5 .98 0 .823 1 0 .861 7 7 .23 0 .8421 0 .8876 8 .89 0 .874 3 0 .822 3 5 .63 0 .801 1

3  结论与讨论

3 .1 微卫星DNA 在家畜遗传多态分析的应用  与 RFLP 比

较, 微卫星在进化过程中受选择压力较小, 能够更加准确地

反映群体分化过程及亲缘关系, 而RFLP 适合分析较大的进化

关系, 如属、种间差异, 微卫星则适宜检测群体内个体间差异。

与RAPD 比较, 由于它们产生的机理不同, 其特点各有千秋。

微卫星为共显性遗传, 在基因型检测上较为方便, 便于自动化

分析,可以方便地对群体间的关系进行个体鉴定[ 7 - 8] 。

3 .2  群体内的遗传参数分析 有效等位基因数是衡量群体

遗传变异的一个指标。不同品种在同一微卫星座位上等位

基因数目和频率的差异体现出其遗传上的差异。该研究所

测3 个绵羊群体的有效等位基因数在13 ～15 , 不同等位基因

间片段大小的差异不等, 说明群体遗传变异较大。遗传杂合

度反映了各群体在基因座位上的遗传变异。平均基因杂合

度的大小近似地反映出遗传结构变异程度的高低, 杂合度越

高, 表明群体遗传多样性越高。各绵羊品种的杂合度为

0 .837 0 ～0 .925 2 , 说明该3 个品种绵羊群体之间的变异程度

很高。多态信息含量是衡量片段多态性的较好指标[ 9] 。Bot-

stein 等[ 10] 提出了衡量基因变异程度高低的多态信息含量指

标: 当PIC> 0 .5 时, 该基因座位为高度多态基因座位; 当PIC

0 .25 ～0 .5 时 , 为中度多态基因座位; 当PIC< 0 .25 时, 则为低

度多态基因座位。该研究的4 个微卫星座位均表现出了高

度多态性,PIC 0 .722 0 ～0 .880 9 , 说明试验所选4 个微卫星为

高度多态, 是普遍适合于绵羊肉用生产性状的多态标记。
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2 .2 不同增殖培养基对再生效果影响  由表2 可见, 增殖

培养基采用 MS + 0 .5 mg/ L 6- BA + 0 .5 mg/ L KT + 0 .1 mg/ L

NAA 效果最好 , 每个芽在30 d 内就可再生5 .6 个新芽, 且新

萌发的芽长势健壮 , 叶色嫩绿, 增殖得很快。在不附加任何

激素的 MS 基本培养基( CK) 中, 不会萌发新芽, 但是继代的

芽长势很好, 普遍比培养基①的芽长得高。培养基②平均再

生3 .2 个芽, 比培养基①效果差。培养基③效果最差, 平均

生芽数1 .5 个, 且芽长势不好, 可能是6- BA 的浓度过高了。

经SPSS 分析表明,4 种培养基对增殖的影响在0 .01 水平上

均达显著差异。笔者还发现, 增殖的幼芽不能够一直继代在

增殖培养基中, 否则不利于芽的生长, 出现叶片变黄枯死的

现象, 增殖1、2 次之后, 将幼芽转入不含任何附加物的 MS 培

养基中, 效果反而好。继代次数多了幼芽也会出现叶片变黄

枯死的现象, 这时在培养基中加入0 .1 % 的活性炭( AC) , 与未

加活性炭的相比 , 幼芽变嫩、变绿, 长势更好, 可能是因为继

代次数多了, 幼芽变老, 分泌出一些抑制生长的物质 , 而活性

炭可有效地吸附这些物质。

  表2 不同激素水平对增殖的影响

培养基
6-BA

mg/ L

KT

mg/ L

NAA

mg/ L

平均生芽

数∥个
再生芽状况

MS( CK)  0  0  0  0  D 不好,不萌发新芽

① 0.5 0 .5 0 .1 5 .6 A 最好, 健壮, 叶色嫩绿

② 1.0 1 .0 0 3 .2 B 好,健壮 ,叶色嫩绿

③ 2.0 0 0 .1 1 .5 C 不好,很多幼芽顶端变黄枯死

 注 : 不同的大写字母表示在0 .01 水平上达到显著。下表同。

2 .3 不同生根培养基对生根的影响  由表3 可见, 培养基

②生根效果最好, 多数苗子长出3 ～5 根健壮主根, 再从主根

萌发5～10 个侧根, 平均生根数达8 .2 条, 且根长势健壮, 分

裂旺盛, 根尖呈乳白色, 易移栽成活。其次是培养基①, 平均

生根数5 .3 条, 根生长状况好。培养基③效果很差, 只有2 ～

3 条主根, 基本不发侧根; 不附加任何激素( 1/ 2MS) 效果也不

好, 只发1 条独根, 不萌发侧根。经SPSS 分析, 各培养基的生

根效果在0 .01 水平显著差异。很多组培苗在生根时都会附

加活性炭, 笔者发现, 加不加活性炭差别不大。

  表3 不同培养基对生根的影响

培养基
NAA

mg/ L

IBA

mg/ L

平均生根

数∥条
生根状况

1/ 2MS( CK)  0  0 1 .0 D 不好,只发一个独根,但根健壮

① 0 .5 0 5 .3 B 好,根健壮,分裂旺盛,根尖呈乳白色

② 1 .0 0 .5 8 .2 A 好,根健壮,分裂旺盛,根尖呈乳白色

③ 2 .0 1 .0 3 .1 C 不好, 生根数量少, 基本不发侧根

3  讨论

尤力克柠檬是我国柠檬的主栽品种, 表现好、品质优, 但

籽太多, 严重影响其商品性能。培育三倍体无籽柠檬具有重

要意义。目前培育三倍体柑橘常用的方法一是原生质体融

合获得四倍体材料, 再与二倍体植株杂交获得三倍体植

株[ 6 - 8] ; 二是胚乳培养[ 9 - 12] 以及从二倍体植株获得。这2 种

方法前者需要精良的实验室设备, 耗时长; 后者胚乳苗难以

成活。而从天然小种子获得三倍体植株, 虽然目前可见的文

献资料不多 , 但方法简单, 通过组织培养就可获得大量的幼

苗, 这是以上2 种方法所无法比拟的。该研究发现, 柠檬果

实中具有一定频率的天然小种子 , 通过离体培养柠檬的小胚

在短时间内获得了大量的幼苗, 并且这些幼苗在形态上与普

通种子的幼苗有很明显差异, 说明离体培养柠檬的小胚是获

得其植株的有效途径 , 这为研究柠檬天然小种子发育出的植

株特性及寻找天然三倍体植株或其他倍性材料从而对柠檬

进行遗传改良奠定了基础。目前, 笔者正在对小种子和瘪粒

种子再生植株进行形态、同工酶、染色体和分子生物学鉴定。

对于柑橘类果树中三倍体小种子形成的原因 ,Esen 和

Soost 认为, 它们是由未经减数分裂的雌配子( 2X) 与经减数分

裂的雄配子( X) 受精产生的, 其胚乳是4X 的极核与雄配子

( X) 相结合的产物, 并且 , 三倍体小粒种子中胚和胚乳的倍

性比( 3X∶5X= 0 .6) 小于正常的二倍体种子( 2X∶3X = 0 .67) ,

从而导致了小粒种子的早熟和小粒化[ 3] 。在柠檬上究竟是

不是这个原因尚需进一步的证明。
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