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摘　要：应用ＩＳＳＲ标记分析西藏日土藏山羊的遗传多样性，为其保护和开发利用提供基础资料。从９３条ＩＳＳＲ

引物中筛选出１０条对１０７只藏山羊进行分析，数据分析利用Ｅｘｃｅｌ和ＳＰＳＳ软件完成。结果表明，所筛选出的１０

条引物特异性较好且多态性较高，共扩增出１１２条清晰的条带，平均每条引物扩增出１１．２条带，其中多态性条带

７５个，群体多态位点百分率（犘）为６６．９６％，扩增片段大小为２１９～２５３４ｂｐ，群内个体间遗传相似性指数（ｓ）为

０．４６００～０．７４０５，平均０．５６４７，个体间平均遗传差异（Ｄ）为０．４３５３。根据多态性位点在样本中出现的几率计算

出多态性条带的基因频率（犳），频率值的范围为０．０４５５～１．００００。西藏日土藏山羊的遗传多态性较丰富，个体间

存在差异，但又具有较好的同质性。
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　　藏山羊世栖青藏高原，分为高原型和山谷型两

个生态类型［１］。西藏日土县地处藏北高寒地区，所

分布的藏山羊系高原型藏山羊。尽管秦国庆等［２］、

王杰等［３］先后采用ＲＡＰＤ、ＲＦＬＰ与ＳＳＲ分子标记
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对藏山羊的遗传多态性进行了分析，但尚未见应用

ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）标记对西藏日

土县高原型藏山羊遗传多样性的研究报道。ＩＳＳＲ

标记技术是在ＳＳＲ（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡ）技术上发

展起来的一种新型分子标记技术［４５］。与 ＲＡＰＤ、

ＲＦＬＰ等分子标记相比，ＩＳＳＲ标记具有多态性丰

富，灵敏度高、操作方便等诸多优点，已广泛的用于

物种的群体遗传学研究［６］。本研究利用ＩＳＳＲ标记

对西藏日土藏山羊的遗传多样性进行分析，以期为

其保护和开发利用提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　供试动物

在西藏日土县原种羊场，１３９５只随机交配的

群体中随机选择成年健康藏山羊公羊４６只、母羊

６１只，共计１０７只。每只采集血样约１０ｍＬ，ＥＤＴＡ

抗凝，低温保存备用。

１．２　基因组犇犖犃提取

参考Ｌａｈｉｒｉ等
［７８］和Ｓａｍｂｒｏｏｋ等

［９１０］的方法提

取基因组ＤＮＡ。经琼脂糖电泳及紫外分光光度计

法测定样品ＤＮＡ的浓度后，稀释至２０ｎｇ·μＬ
－１，

在－２０℃条件下保存备用。

１．３　犘犆犚反应

从９３条ＩＳＳＲ引物
［１１１５］中筛选出１０条引物，

经上海基康生物公司合成引物序列，见表１。反应

体系为１５μＬ。程序为９４℃４．５ｍｉｎ，３５×（９４℃

３０ｓ，４６．６～５５．０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ），７２℃７ｍｉｎ，

４℃保存。扩增产物在２％的琼脂糖凝胶中电泳

１．５～２ｈ（电压３Ｖ·ｃｍ
－１），电泳结束，凝胶成像系

统扫描记录。

表１　犐犛犛犚的引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犐犛犛犚

引物代码

Ｐｒｉｍｅｒｃｏｄｅ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

缩写

Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ

退火温度／℃

Ｔｍ

Ａ７ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴ （ＡＧ）８Ｔ ５１．０

Ａ８ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣ （ＡＧ）８Ｃ ５５．０

Ａ９ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧ （ＡＧ）８Ｇ ４６．６

Ａ１１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣ （ＧＡ）８Ｃ ５１．８

Ａ１２ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＡ （ＧＡ）８Ａ ５２．０

Ａ１５ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧ （ＣＴ）８Ｇ ５１．８

Ａ２２ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＡ （ＴＣ）８Ａ ５２．０

Ａ２４ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＧ （ＴＣ）８Ｇ ５２．０

Ｂ８ ＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡ （ＣＡＡ）８ ５２．０

１．４　统计参数

在电泳图谱中每一条带记为一个位点，记录清

晰可辨条带。出现扩增条带记为１，缺失记为０，建

立原始谱带矩阵，利用Ｅｘｃｅｌ２００３和ＳＰＳＳ１１．０软

件统计位点总数，计算相似性指数（Ｓ）
［１６］，个体平均

遗传差异值（ＭＡＰＤ）
［１７］，群体的多态位点百分率

（犘）和多态位点频率（犳）
［１８］。

２　结　果

２．１　日土藏山羊群体多态性

１０条ＩＳＳＲ引物在日土藏山羊群体共扩增出

１１２个条带，平均每条引物扩增出１１．２条带，其中

多态性条带７５个，群体的多态位点百分率（犘）为

６６．９６％，扩增的片段大小范围为２１９～２５３４ｂｐ，其

中Ａ９扩增的条带和多态性条带均最多，为１８／２０

（图１），其次是Ａ２２为１２／１７，Ａ２４扩增的条带最少，

仅为３条（均为多态性条带）。各条引物在日土藏山

羊群体内个体间扩增多态性比例范围０．４０００～

１．００００（表２）。

２．２　日土藏山羊群体内相似性指数

在日土藏山羊群体内，经ＩＳＳＲ扩增群内个体

间遗传相似性指数（Ｓ）为０．４６００～０．７４０５，平均

０．５６４７，个体平均遗传差异值（ＭＡＰＤ）为０．４３５３

（表２）。说明日土藏山羊群体遗传多态性丰富。

９０２１
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Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ为ФＸ１７４犎犪犲Ⅲｄｉｇｅｓｔ；１～１１．为１１个不同个体的扩增结果

Ｍ．ФＸ１７４犎犪犲Ⅲｄｉｇｅｓｔ；１１１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

图１　引物犃９在日土藏山羊的部分扩增结果

犉犻犵．１　犜犺犲犪犿狆犾犻犳犻犲犱犐犛犛犚狆犪狋狋犲狉狀犫狔狆狉犻犿犲狉犃９犻狀犚犻狋狌犜犻犫犲狋犪狀犵狅犪狋狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀

表２　日土藏山羊群体内个体间遗传相似性指数与遗传差异和引物扩增条带数

犜犪犫犾犲２　犌犲狀犲狋犻犮狊犻犿犻犾犪狉犻狋狔犻狀犱犲狓，犵犲狀犲狋犻犮犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲狊犪狀犱狀狌犿犫犲狉狅犳犪犿狆犾犻犳犻犲犱犫犪狀犱狊犻狀犚犻狋狌犜犻犫犲狋犪狀犵狅犪狋狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀

项目　Ｉｔｅｍ
引物代码　Ｐｒｉｍｅｒｃｏｄｅ

Ａ７ Ａ８ Ａ９ Ａ１１ Ａ２４ Ａ２２ Ａ１２ Ａ１５ Ｂ８ Ｂ９ ∑ 狓
－

多态性条带数

Ｎｏ．ｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ
６ ８ ４ ３ ３ １２ ７ ７ ７ １８ ７５ ７．５

扩增条带总数

ＴｏｔａｌＮｏ．ｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｓ
１１ １４ １０ ４ ３ １７ ９ １２ １２ ２０ １１２ １１．２

多态性比例

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ
０．５４５５０．５７１４０．４００００．７５００１．０００００．７０５９０．７７７８０．５８３３０．５８３３０．９０００６．８１７２０．６８１７

相似性系数

Ｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｉｎｄｅｘ（Ｓ）
０．７４０５０．６１３５０．６４２８０．４６０００．５６９１０．５５５００．４９９３０．５０９３０．５７６７０．４８０２５．６４６５０．５６４７

平均遗传差异值

ＭＡＰＤ
０．２５９５０．３８６５０．３５７２０．５４０００．４３０９０．４４５００．５００７０．４９０７０．４２３３０．５１９８４．３５３５０．４３５３

２．３　日土藏山羊群体多态位点频率

根据５５个多态性位点在样本中出现的几率，计

算多态性条带基因频率（犳），日土藏山羊群体频率

值范围为０．０４５５～１．００００，０．５以上占７０．０％，平

均为０．３７６８（表３），多态性丰富。

表３　日土藏山羊群体内多态位点频率
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位点

Ｌｏｃｉ

频率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

位点

Ｌｏｃｉ

频率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

位点

Ｌｏｃｉ

频率
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Ｌｏｃｉ

频率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
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　９期 王　永等：西藏日土藏山羊ＩＳＳＲ标记遗传多态性研究

３　讨　论

目前，已有多种分子遗传标记被用于探究生物

的遗传多样性［１９２１］。自２０世纪９０年代Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ

提出ＩＳＳＲ标记以来，ＩＳＳＲ标记作为一种新型的分

子标记被用于品种、群体的鉴别、系统发生以及遗传

多态性等研究。在国内，ＩＳＳＲ标记已被用于探究肉

鸡［１４］、小黄鱼［１５］、江豚［２２］、水稻［２３］等物种的群体遗

传多样性。藏山羊作为青藏高原独特的遗传资源之

一，其遗传多样性的分析有利于其遗传资源的合理

保护和开发利用。已有报道采用ＲＡＰＤ、ＲＦＬＰ与

ＳＳＲ等分子标记对山羊以及藏山羊的遗传多态性

进行遗传分析的报道［２３，２４２８］，但目前尚未见采用

ＩＳＳＲ标记对藏山羊进行群体遗传分析的报道。由

于不同分子标记的优缺点不同，故采用不同的分子

标记对藏山羊遗传多样性进行评估，从而客观的评

价其多样性水平显得十分必要。本研究采用ＩＳＳＲ

分子标记对日土藏山羊群体进行遗传多态性评估，

不仅有助于地方山羊品种（群体）遗传资源的开发利

用，也可探究利用不同分子标记开展藏山羊遗传多

样性水平研究的差异和优缺点，从而寻找适合的分

子标记开展类似研究。

近年有不少研究者，用分子遗传标记对山羊群

体的遗传多样性和这些标记与生产性能的关系进行

了分析［２３，２４２８］。秦国庆等的研究表明：ＲＡＰＤ技术

扩增出的ＤＮＡ片段可作为区分亚东山羊和高原型

藏山羊的ＤＮＡ标记
［２］。王杰等也采用ＲＡＰＤ技术

对四川的山羊和岩羊的遗传关系进行了分析，从４０

对引物中筛选出了１６对效果较好的引物，并发现山

羊和岩羊有１３条共有条带，岩羊有４条特异的条

带。并认为山谷型藏山羊和高原型藏山羊之间遗传

距离（０．１００５）很小
［２６］。李利等用微卫星标记对四

川本地的几个山羊品种的遗传关系进行了分析，发

现四川的７个山羊品种的遗传多样性较为丰富。其

选用的７个遗传标记都能较好的运用于山羊群体遗

传关系的分析［２７］。其他的一些研究者则试图在分

子遗传标记和生产性能之间找到相关关系，如姚红

卫等发现有些微卫星座位对波尔山羊的出生体质

量、出生体长、出生体高、出生胸围等有正效应［２４］。

在本研究中，经反复筛选的１０条ＩＳＳＲ引物具有较

高的特异性，且多态性条带丰富，表明ＩＳＳＲ分子标

记可用于藏山羊群体的遗传多态性评估。其中引物

Ａ９在研究所选用的藏山羊群体中能扩增出的条带

和多态性条带最多（１８／２０），其次是 Ａ２２为１２／１７，

Ａ２４扩增的条带最少为３条（均为多态性条带）。这

一结果表明，日土藏山羊群体具有丰富的遗传多态

性。研究中使用ＩＳＳＲ方法分析日土藏山羊群体个体

间的遗传相似性指数（Ｓ）范围为０．４６００～０．７４０５，

平均为０．５６４７，小于王杰等人用ＲＡＰＤ技术对四

川几个山羊群体研究时得到的群体间间相似系数为

０．８２１６～０．９３６的值，但对群体遗传关系的分析结

果却确基本一致。这表明，在使用分子遗传标记的

时候首先需要选择多态性丰富的标记，并使用同一

类标记进行分析，避免在大规模分析群体遗传关系

时使用不同的分子遗传标记。本研究还表明，日土

山羊个体间平均遗传差异值（ＭＡＰＤ）为０．４３５３（表

２），表明日土藏山羊群体内个体间存在差异，但群体

又具有较好的一致性。

本研究利用ＩＳＳＲ分子标记得出的藏山羊群体

遗传多态性分析结果与已有的研究结论一致［２３］，表

明藏山羊群体遗传多态性丰富，这说明 ＲＡＰＤ、

ＲＦＬＰ、ＳＳＲ、ＩＳＳＲ分子标记均可用于藏山羊群体遗

传多态性的研究，从而揭示藏山羊的种质特性。

４　结　论

ＩＳＳＲ分子标记可用于日土藏山羊群体的遗传

多态性评估。日土藏山羊群体遗传多态性丰富，但

群体内个体间存在差异，揭示该群体具有较大的选

育提高潜力，是我国青藏高原宝贵的基因库。
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［１６］　任　军，黄路生，艾华水，等．２４个中外猪种（群）的

ＡＦＬＰ多态性及其群体遗传关系［Ｊ］．遗传学报，

２００２，２９（９）：７７４７８１．

［１７］　任　军，高　军，黄路生，等．江西省主要地方鸡种的

ＲＡＰＤ分析及其群体遗传关系的研究［Ｊ］．遗传，

２００１，２３（４）：３０１３０５．

［１８］　刘　萍，孔　杰，石　拓，等．中国对虾黄、渤海沿岸地

理群的ＲＡＰＤ分析 ［Ｊ］．海洋学报（中文版），２０００，２２

（５）：８８９３．

［１９］　ＷＩＬＳＯＮ ＯＥ．ＴｈｅＤｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｆｅ［Ｍ］．Ｃａｍ

ｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ：ＴｈｅＢｅｌｋｎａｐＰｒｅｓｓｏｆＨａｒｖａｒｄＵｎｉｖｅｒｓｉ

ｔｙＰｒｅｓｓ，１９９２．

［２０］　陈灵芝．生物多样性保护现状及其对策，生物多样性

研究的原理与方法 ［Ｍ］．北京：科学出版社，１９９４．

［２１］　ＪＯＳＨＩＳＰ，ＡＧＧＡＲＷＡＬＲＫ，ＲＡＮＪＥＫＡＲＰＫ，

ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ａｓｒｅｖｅａｌｅｄｂｙｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ（ＩＳＳＲ）ｐｏｌ

ｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｔｈｅｇｅｎｕｓＯｒｙｚａ［Ｊ］．犜犺犲狅狉犃狆狆犾犌犲狀

犲狋，２０００，１００（８）：１３１１１３２０．

［２２］　李东明，林　刚，郑劲松．两个不同江豚群体遗传多

样性初步分析 ［Ｊ］．南昌大学学报（理科版），２００５，２９

（６）：５４５５５０．

［２３］　王金花，罗文永，陈建伟，等．应用ＳＳＲ和ＩＳＳＲ标记

分析栽培香稻品种的遗传多样性 ［Ｊ］．分子植物育

种，２００５，３（１）：３７４２．

［２４］　姚红卫，杨利国，沈　忠，等．波尔山羊微卫星标记多

态性与生长性能的关系研究［Ｊ］．畜牧兽医学报，

２００８，３９（１０）：１３１２１３１９．

［２５］　王东劲，侯冠，王文强，等．雷州山羊和隆林山羊遗

传多样性的微卫星分析［Ｊ］．中国农学通报，２００７，

２３（１２）：３７４２．

［２６］　王　杰，徐金瑞，白文林，等 四川几个山羊品种（群

体）与岩羊ＲＡＰＤ分析［Ｊ］．畜牧兽医学报，２００３，３４

（５），４３４４３７．

［２７］　李　利，刘成建，张国俊，等．用５个微卫星标记分

析四川７个地方山羊品种的遗传关系［Ｊ］．中国畜牧

杂志，２００９，４５（３）：８１１．

［２８］　陈明华，王 　杰，华太才让，等．四川九个黑山羊品

种（群体）Ｘ染色体微卫星ＤＮＡ多态性研究［Ｊ］．中

国草食动物，２００８，２８（１）：１３１６．
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