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要!为了解普氏野马&哈萨克马与焉耆马的
./!012!

"

,-./#

的多态性以及等位基因频率分布'本研究采用

012!3310

技术对普氏野马&哈萨克马与焉耆马的
./!012!

"

,-./#

进行分型!并对不同等位基因进行核苷酸与

氨基酸分析'结果显示$

"#*

匹马中共出现
*

种基因型!
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种纯合子分别记为
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&

55
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种杂合子分别记为
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41

&
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44

基因型为哈萨克马与焉耆马的优势基因型!普氏野马以
11

基因型为主'经
!

#检验后!

$

种

类型马的等位基因频率和基因型频率均处于
789:
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平衡状态'

345

值与
6&

值分析表明!

$

种类型马均

属于中度多态!且普氏野马的
345

值与
6&

值比哈萨克马与焉耆马低'

关键词!普氏野马%主要组织相容性复合体%
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R71

#是由紧密连锁的高

度多态的基因位点所组成的染色体上的一个遗传区

域!其表达产物分布于脊椎动物的细胞表面!在免疫



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
(#

卷
!

反应中起着关键性作用,
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'通过
R71

的多态性

分析可以提供物种的遗传多样性水平&进化历史和

种群动态!以及种群遗传结构等信息!并在濒危物种

饲养繁殖种群的遗传管理中有重要应用,
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马的
R71

称为马淋巴细胞表面抗原"
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#!位于第
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号染色体
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!和其他大多数脊椎动物一样!由
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类区

域组成!其中
$

类基因包括许多高度表达&高度多态

的基因!由它们编码的功能区形成了抗原结合位点
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#!它们的多态性直接

与其功能相关!主要反映在对各种疾病的免疫力不

同!体现了物种疾病发生率的差异'其中!

12!

基

因被认为在
K65

$

类基因中发挥重要的作用'据

报道在许多物种中
12!

基因都是相对保守的,
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而在马中并非如此'
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和
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等

先后分别利用不同的方法对马属动物的
./!012!
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的多态性进行研究,
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!到目前为止!在马

属动物中共确定了
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种
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等位

基因!其中的
(

种等位基因在马中被发现'孟青龙

等对内蒙古地区的
$

个马品种的
./!012!
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,-!
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的多态性进行研究!共确定了
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种等位基因,
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而对新疆地方品种马与普氏野马
./!012!
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方面的研究还未见报道'本研究旨在利用
33!
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技术对普氏野马及
#

种新疆地方品种马的
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遗传多态性进行检测与分析!为

进一步研究马
R71

的抗病&易感性提供科学依据!

并为更好的饲养繁殖和保护普氏野马提供理论依据'
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材料与方法
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实验材料

共采集了
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匹马的血样!其中
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匹哈萨克马

与
A'

匹焉耆马的血样分别采自新疆伊犁新源县及巴

音郭楞蒙古自治州焉耆县!
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匹普氏野马的血样由

新疆吉木萨尔野马繁殖中心提供'采颈静脉血

"'CM

!加
416

按
)

!

"

混匀抗凝!液氮罐带回!
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冰箱保存'采用常规的酚
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氯仿抽提法提取马

基因组
6P4

!用
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溶解'紫外分光光度计检测基

因组
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6P4

片段回收纯化试

剂盒等均购自天根生化科技"北京#有限公司'
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引物设计与
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参照
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工程有限责任公司合成'
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产物用
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琼脂糖凝胶电泳检测!
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凝胶成像系统拍照'
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产物的
LLJ-

检测

取
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产物!加入
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M

变性剂"包括
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去离子甲酰胺&
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产物经
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的

非变性聚丙烯酰胺凝胶"
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电泳溶液中进行检测'电泳条件为温度
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&

电压
"('c

!

")I

'银染显色后!统计各种基因型的

个体数!并用凝胶成像系统拍照'
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!

不同基因型测序

分型之后选取不同的纯合子个体的
012

产物

送往北京三博远志生物技术有限责任公司进行测

序!以
012

反应引物作为测序引物!正反两个方向

各测
"

次'另外挑选杂合子个体的
012

产物用

6P4

片段快速纯化回收试剂盒纯化!回收后的

6P4

片段用
0QR!T

载体连接!然后转化大肠杆菌
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Ta0D'

菌株!
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鉴定后由北京三博远志生

物技术有限责任公司完成测序'测序结果用
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?

8(

软件分析!检测核苷酸变异位点'并利用
R,

?

8(

软

件将核苷酸序列翻译成氨基酸序列进行比对'

#I&

!

数据统计分析

经
3310

分型后!统计每种基因型的数量!应

用
0.

U

Q,/$#

,

"'!""

-软件计算其基因型频率&等位基

因频率&群体杂合度"
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#&有效等位

基因数"

BVV,GJ=Z,8DD,D,/NC>,9F
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软件,

"#

-计算多态信息含量"
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#!并检验群体内基因

型分布是否符合
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;
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平衡'用
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期 于丽娟等$普氏野马与两种新疆地方品种马的
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的多态性分析

软件包,
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-计算
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F

遗传距离"
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,
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!采用邻接法

"

P[

#进行聚类分析'将测序得到的不同等位基因序

列与从
Q,/58/H

上下载不同马科动物的
./!012!
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序列!用
RBQ4(

软件基于
S=CN98

双参数模

型的邻接法"
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结
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果
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扩增

012

扩增产物经
"@Ab

琼脂糖凝胶电泳检测!得

到一条清晰的电泳带!与
R89H,96M#'''

比较显示$

./!012!

"

,-./#

的
012

产物的大小在
#A'>

U

位

置!与文献报道的
#()>

U

相一致!可以判定所得片段

即为
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位点
,-./#

!琼脂糖凝胶电泳检测见图
"

'

!I!

!

-JKNLLJ-

检测结果

对
012

扩增产物进行
3310

分析!在所检测的

$

个不同类型
"#*

匹马中共出现
*

种基因型$

$

种纯

合子分别记为
44

&

55

&

11

型!它们都为双带%

(

种

杂合子分别记为
45

&

41

&

51

&

46

型"图
#
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R@6P4

相对分子质量标准%
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随机个体扩增产物
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的群体遗传学分析
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./!012!
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的基因型与等位基因

频率
!!

统计经
012!3310

分型后得到各基因型

的数量!如表
"

所示!

$

种类型马的共有基因型为

41

型!

44

型在哈萨克马与焉耆马的频率最高!是

哈萨克马与焉耆马的优势基因型!而普氏野马的优

势基因型为
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型'

#@$@#
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的等位基因频率及
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平衡检验
!!

对
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种类型马的

./!012!
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所检测到的等位基因分别进行

等位基因频率计算!并进行
789:

;
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平衡

检验!结果见表
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'结果显示!哈萨克马与焉耆马以

等位基因
4

为主!基因频率分别为
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!普

氏野马以等位基因
1

为主'等位基因
6

只在焉耆

马中出现'适合性卡方检验结果表明!普氏野马&哈

萨克马和焉耆马在该位点均处于
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平衡"
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"
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哈萨克马
73S (* '@A$
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#
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#
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'

#

'@"+

"

+

#

'@#"

"
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#

'@'(

"

#

#

'@''

"

'

#

焉耆马
Ke A' '@()

"

#$

#

'@''

"

'

#

'@'(

"

#

#

'@')

"

$

#

'@$(

"

"*

#

'@''

"

'

#

'@"'

"

A

#

括号里的数字表示个体数

TI,/NC>,9F=/JI,>98GH,JF89,JI,/NC>,9.V=/:=Z=:N8DFJI8J>,D./

?

J.JI,9,F

U

,GJ=Z,

?

,/.J

;U

,F

表
!

!

不同类型马
!"#$%&#

"

)*+,!

的等位基因频率及

=;1>

/

NS)4,H)1

C

平衡检验

?;H.)!

!

G..).)61)

Q

R),E

/

;,>=;1>

/

NS)4,H)1

C

7)57+6!"#$

%&#

"

)*+,!4,>46)1),73+15)7

/2

)5

类型
T

;U

,

等位基因
4DD,D,

4 5 1 6

!

#

普氏野马
03 '@'&$ '@""* '@&'' '@''' "@&*A

哈萨克马
73S '@*$( '@"$& '@"#& '@''' "@'($

焉耆马
Ke '@*"' '@'$' '@#"' '@'A' $@(A$

#@$@$

!

./!012!

"

,-./#

的纯合度"

6+

#&杂合度

"

6&

#&有效等位基因数"

L&

#和多态信息含量"

345

#

!!

根据
0.

U

Q,/$#

计算出不同类型马
./!012!

"

,-./#

的纯合度&杂合度&有效等位基因数和多态

信息含量值'从表
$

可以看出!

$

种类型马均属于

中度多态!并且普式野马的
345

与
6&

值均低于哈

萨克马与焉耆马'

表
%

!

不同类型马
!"#$%&#

"

)*+,!

的纯合度"

34

#$杂合度"

3-

#$有效等位基因数"

5-

#和多态信息含量"

*67

#

?;H.)%

!

=+0+9

/C

+547

/

%

3)7)1+9

/C

+547

/

%

73),R0H)1+6)66)E74T);..).)5;,>

2

+.

/

0+1

2

34504,6+10;74+,E+,7),75+6!"#$%&#

"

)*N

+,!4,>466)1),73+15)7

/2

)5

类型
T

;U

,

纯合度
6+

杂合度
6&

有效等位基因数
L&

多态信息含量
345

普氏野马
03 '@)AA '@$(A "@A#* '@$"$

哈萨克马
73S '@A*' '@($' "@*A( '@$&*

焉耆马
Ke '@A(* '@(A$ "@&#& '@(''

345

#

'@A

为高度多态!

'@#A

$

345

$

'@A

为中度多态!

345

$

'@#A

为低度多态

345

#

'@AC,8/FI=

?

I

U

.D

;

C.9

U

I=FC

!

'@#A

$

345

$

'@AC,8/F=/J,9C,:=8J,

U

.D

;

C.9

U

I=FC

!

345

$

'%#AC,8/FD.Y

U

.D

;

C.9

U

I=FC

#@$@(

!

./!012!

"

,-./#

的各等位基因序列分析

!!

将测得的不同等位基因的序列与
Q,/58/H

中

已公布的序列"

Q,/58/H

登录号
4[A*A#+A@"

#进行

比对后发现有
A

处发生了突变'

4

等位基因在第

$&

和
"+*

位分别发生了
1

%

Q

&

T

%

1

的突变!

5

等

位基因在第
$&

&

"(#

&

"+"

和
"+*

位分别发生了
1

%

Q

&

Q

%

4

&

1

%

Q

&

T

%

1

的突变!

1

等位基因在第
$&

&

"(*

和
"+*

位分别发生了
1

%

Q

&

Q

%

4

&

T

%

1

的突

变!

6

等位基因在第
$&

&

A&

&

+&

和
"+*

位分别发生了

1

%

Q

&

T

%

4

&

T

%

1

&

T

%

1

的突变'其中第
A&

&

"(#

&

"(*

以及
"+"

位的突变引起了非同义替换!且

这
(

个突变氨基酸位点属于假定的
053

位点,

"A

-

!其

余突变位点均发生了同义替换"图
$

#'将测序获得

的
(

条等位基因序列与
Q,/58/H

中家马的等位基

因序列进行比对发现!

4

&

5

&

1

&

6(

种等位基因分别

与
./!012!

"

'"'"

"

M(*"*(

#&

./!012!

"

'$'"

"

M(*"*#

#&

./!012!

"

'#'"

"

R)'"''

#&

BM4!./!0

12!

"

7D:"'A

"

f[*")"$(

#的序列相同'

"

@

#表示与参考序列一致!"

"

#表示假定的
053

位点

"

@

#

=/:=G8J,9,F=:N,F=:,/J=G8DJ.JI,9,V,9,/G,F,

W

N,/G,F@

0NJ8J=Z,

U

,

U

J=:,>=/:=/

?

F=J,F89,C89H,:Y=JI8FJ,9=FHF

"

"

#

图
%

!

!"#$%&#

"

)*+,!

的等位基因氨基酸序列比对

O4

C

I%

!

G04,+;E4>5)

Q

R),E)5;.4

C

,0),7+6

C

),)!"#$%&#

"

)*+,!;..).)5

#*$
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$

期 于丽娟等$普氏野马与两种新疆地方品种马的
./!012!

"

,-./#

的多态性分析

#@$@A

!

系统进化分析
!!

通过
6O304P

软件包计

算得到
$

种类型马间的遗传距离"

1

!

#"表
(

#!采用

邻接法"

P[

#将
$

个类型马进行聚类分析"图
(

#!结

果表明
#

个新疆地方品种马明显聚为一类!而普氏

野马单独聚为一支'

表
$

!

不同类型马
!"#$%&#

"

)*+,!

的遗传距离

?;H.)$

!

8),)74E>457;,E)5+6!"#$%&#

"

)*+,!4,>466)1),7

3+15)7

/2

)5

哈萨克马
73S

焉耆马
Ke

焉耆马
2e '@'(++

普氏野马
03 '@$')" '@#&*&

图
$

!

不同类型马间的聚类分析
O4

C

I$

!

J.R57)14,

C

0;

2

;0+,

C

>466)1),77

/2

)3+15)5

!!

本研究将
$

种类型马中分离得到的
(

个
12!

等位基因序列"

B

W

G8!624

"

4

&

B

W

G8!624

"

5

&

B

W

!

G8!624

"

1

&

B

W

G8!624

"

6

#与从
Q,/58/H

中下载

的平原斑马"

.

D

BBAMB'",&77(

#&家马"

.

D

BBA"$M$70

7BA

#&山斑马"

.

D

BBAH&M'$

#&驴"

.

D

BBA$A()BA

#&细纹

斑马"

.

D

BBA

8

'&@

<

(

#&蒙古野驴"

.

D

BBA,&C(+)BA

#&

藏野驴"

.

D

BBAJ($)

8

#的序列!用
RBQ4(

软件基于

S=CN98

双参数模型的邻接法构建
./!012!

序列

的系统树"图
A

#'从图中可以看出!家马的等位基

因与斑马的等位基因是明显分开的!且除了家马的

B

W

G8!624

"

[57""

等位基因外!其他家马的等位

基因均离树根较近'其中!

B

W

G8!624

"

4

与
B

W

G8!

624

"

1

聚合为一类!

B

W

G8!624

"

6

与
B

W

8F!624

"

[56$

聚合为一类'另外!从图中可以看出驴的等

位基因与其他马属动物聚在一起'

图
M

!

!"#$%&#

"

)*+,!

不同等位基因的聚类分析

O4

C

IM

!

J.R57)14,

C

0;

2

;0+,

C

>466)1),7;..).)54,!"#$%&#

"

)*+,!

%

!

讨
!

论

到目前为止!

4D>9=

?

IJ!V98F,9

和
[8/.Z8

等先后

报道了在家马中共存在
624

"

'"'"

&

624

"

'#'"

&

624

"

'$'"

及
624

"

[57""(

种等位基因,

*!&

-

'

本研究共检测出了
(

种等位基因!其中
4

&

5

&

1$

种

等位基因分别与已报道的
624

"

'"'"

&

624

"

'$'"

和
624

"

'#'"

相同,

&

-

!

6

等位基因与
Q,/!

58/H

中已公布的
./!012!

"

7D:"'A

相同'由此

可以得出家马的
./!012!

"

,-./#

基因存在
A

种

等位基因'

6

等位基因只在
A

匹焉耆马中被检出!

而在哈萨克马与普氏野马中都未发现此等位基因!

推测
6

等位基因可能是在焉耆马的杂交培育过程

中遗留下来的!也说明了焉耆马与哈萨克马之间的

基因交流较少!均属于较封闭的群体'

另外!在
$

种类型马中共检出
*

种基因型!其中

$*$



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
(#

卷
!

在哈萨克马与焉耆马中都检出了
A

种基因型!而在普

氏野马中只检出了
$

种基因型'这可能是与它们的

育成历史和生境有关!哈萨克马与焉耆马均是当地优

良的地方品种马!虽然分别分布在新疆的北疆和南疆

地区!但都具有耐高寒和较好的适应能力'而由于现

存的普氏野马都是由
"#

匹普氏野马繁育而成,

")

-

!因

此无论是在
./!012!

"

,-./#

位点所具有的基因

型!还是
6&

与
345

值都不如
#

种地方品种丰富'

7,:9=GH

和
R=DD,9

指出!在濒危物种的饲养繁殖

中!需要对个体的遗传背景有详细的了解!以鉴定种群

中稀有的等位基因!特别是
R71

上的稀有等位基因!

在制定饲养繁殖方案时注意加以选择,

"*

-

'通过比较普

氏野马的等位基因频率发现!

1

等位基因为普氏野马

的优势等位基因!而另外
#

种等位基因的频率较低!应

在以后的饲养管理中对这
#

种等位基因予以保护'

经
789:

;

!<,=/>,9

?

平衡检验以及
345

值计

算!表明我国新疆吉木萨尔野马繁殖中心的普氏野

马在该位点属于中度多态且符合
789:

;

!<,=/>,9

?

平衡!这可能与普氏野马具有避免近亲繁殖的行

为,

"&

-以及该中心有计划的进行分群隔离有关'

$

!

结
!

论

本研究利用
012!3310

方法在
#

种新疆地方品种

马及普氏野马的
./!012!

"

,-./#

中共检测出
*

种基

因型!

(

种等位基因'其中!

4

&

5

&

1$

种等位基因为
$

种类型马的共享等位基因!

6

等位基因是焉耆马的特

有等位基因!这可能与其育成历史有关'

$

种类型马均

属于中度多态!且均符合
789:

;

!<,=/>,9

?

平衡'
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