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基于微卫星位点的人工圈养豚鹿亲子关系鉴定
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摘要:豚鹿属我国国家 I级重点保护动物,目前国内野生种群已经灭绝,人工圈养数量少,已极度濒危。成都动
物园是国内最大的豚鹿饲养单位,对该园内豚鹿进行亲子鉴定及遗传谱系建立是我国豚鹿拯救工程中一重要环
节。本文利用 7 个微卫星标记对成都动物园 27 只豚鹿个体进行了基因分型,在母本已知情况下成功鉴定了 13 对
父子关系,其中排除法鉴定 8 对,似然法鉴定 5 对且置信度达 95% 。将亲子鉴定的结果辅以动物园豚鹿圈养的
历史记录,我们构建了该园豚鹿的遗传谱系图。本文的研究成果将为后续人工繁殖中亲本雌雄配对的个体选择
以及种群的遗传管理提供参考。
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Abstract:The hog deer (Axis porcinus)is a Class 1 National Key Protected Species in China;the species has been extir-
pated within China. China has a captive population of only about 30,of which the Chengdu Zoo has 22. It is critical for
captive management within China to identify paternity relationships and establish the pedigree of the hog deer population in
the Chengdu Zoo. We used 7 microsatellites to genotype 22 live and 5 dead hog deer individuals from the Chengdu Zoo;we
identified potential 13 paternal relationships for animals in which maternity was already known. The exclusion method de-
fined 8 of the 13 father - offspring pairs. The likelihood method determined the remaining 5 pairs with a confidence level of
95% . Combining the result of this paternity test with the breeding records of the Chengdu Zoo,we constructed the genetic
pedigree for this hog deer population. Our result will serve as an important reference for the future artificial breeding strate-
gy and management of the captive hog deer population in China.
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  豚鹿 (Axis porcinus)隶属哺乳纲 (Mammalia)
偶蹄目 (Artiodactyla)鹿科 (Cervidae)。Groves 和
Grubb (1987)的研究将该物种划分至花鹿属
(Axis)下,但近年有关学者利用线粒体标记研究,
认为豚鹿应划入鹿 属 (Cervus) (Pitra et al ,
2004;Gilbert et al ,2006)。目前,豚鹿分类地位
的确定仍有待于深入研究。

由于数量稀少和受威胁程度高等因素, 《濒危

野生动植物种国际贸易公约》 (CITES)早在 1975
年便将豚鹿列入其附录 I。世界自然保护联盟 (IU-
CN)也在 2008 年将豚鹿收录入受威胁物种红色名
录之中,并列为濒危等级 (Timmins et al ,2008)。
目前,豚鹿是斯里兰卡、老挝和巴基斯坦等国的濒
危物种。在我国,豚鹿的野外种群已灭绝 (汪松,
1998),人工圈养的数量仅 30 余只,是我国最稀少
的鹿类动物,被列为国家Ⅰ级重点保护动物。
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  目前我国仅有成都动物园、北京动物园和上海
动物园等单位圈养有豚鹿,其中成都动物园现有豚
鹿占我国圈养豚鹿总数的 70% 以上,是我国豚鹿
人工种群持续扩大和野外种群复壮的希望。尽管有
关方面已充分认识到了我国豚鹿人工圈养保护的重

要性,但迄今为止,豚鹿人工圈养种群的遗传管理
谱系尚未建立,在一定程度上限制了制定繁殖配对
计划以及避免种群近交衰退等工作的顺利展开。圈
养豚鹿的亲子鉴定及谱系建立已成为我国豚鹿拯救

工程中亟待解决的科学问题。
亲子鉴定所采用的分子标记种类繁多,如同工

酶、AFLP、DNA 指纹、微卫星等 (Frankham et
al ,2002)。其中,微卫星标记则因其共显性、高
度多态性、模板量要求低和鉴定方便等优势,成为
了相关领域首选 (Wan et al ,2004)。而亲子鉴定
所采用的数理方法则主要有三种 (Jones and Ar-
dren,2003):排除法、似然法和基因型重建法。
其中排除法根据孟德尔遗传定律检测母亲与可疑父

本基因型组合能否产生子代基因型,若否则排除相
应可疑父本。似然法则是根据等位基因频率计算各
非排除父本为亲生父本的概率从而确定最大可能父

本。而基因型重建较多用于存在多父本现象的物种
种群结构分析中 (Amavet et al ,2008)。

本文利用豚鹿基因组中筛选获得的 7 个多态性微
卫星位点,对成都动物园人工圈养的 27只豚鹿个体进行
基因分型,结合排除法和似然法以确定该种群 13个子代

个体的亲生父本,从而建立这一豚鹿种群的遗传谱系。
1  材料与方法
1 1  实验材料

27 只豚鹿样品 2006 年至 2008 年间采自成都
动物园。其中:肌肉样品 1 份 (T24),肝脏样品 2
份 (T33 和 T - x),体检富余的血液样品 24 份。
在 27 只豚鹿中,13 只子代个体的母本为已知,父
本有待鉴定。
1 2  实验方法
1 2  1  实验样品的 DNA 提取

采用常规的酚氯仿抽提法 (Sambrook and Rus-
sell,2001)进行。
1 2  2  微卫星扩增

选用自豚鹿基因组中筛选获得的 7 个多态性微
卫星位点信息 (Lian et al ,2008),详情见表 1。
正向引物 5’端标记以红外荧光标记 M13 引物 (5’
- CAC GAC GTT GTA AAA CGA C - 3’)之后进
行 PCR 反应。扩增体系为10 μL,其中含 6 ～ 10 ng
模板 DNA,1μL 10 × PCR 缓冲液 (无 Mg2 + ),
2mM MgCl 2 ,0 2 mM dNTPs,0 2 μM M13 标记的
正向引物,0 5 μM 反向引物,0 3 μM 红外荧光
标记 M13 引物 (IRD - 700,LI - COR)及 0  5U
Taq 聚合酶(TaKaRa)。反应程序为:95℃ 预变性

5 min,35 个循环的 95℃ 30 s,退火温度30 s (表 1),
72℃延伸30 s,最后以 72℃延伸5 min结束反应。

表 1  7 个豚鹿多 性微卫星 点信息

Table 1 Locus name,primer sequence,repeat motif,annealing temperature,and GenBank Accession number for the 7 polymorph ic microsatellite loci of hog deer
位点

Locus
引物序列 (5’ - 3’)    

Primer sequence (5’ - 3’)    
重复类型

Repeat motif
退火温度

Annealing temperature (℃ )
GenBank 登记号

GenBank Accession No.

Apo - 1 F: GTCTGTTTCCTTTTCTTT
R: TTTAGGTATCTTTCTTCCA (AC)2 7 50 EU620690

Apo - 2 F: AAACAAAGAAAGAAAACGTAGC
R: TTTATAACACACGCAGGG (GT)2 1 59 EU620691

Apo - 5 F: AGAAAGGTTACCGACTC
R: CTGCTGCATGAAGAATG (GT)2 0 50 EU620694

Apo - 6 F: GTTCATTTGGGTTATTACTG
R: GAAAGGAGATAGGGAGC (AC)3 3 55 EU620695

Apo - 7 F: CTTGATTTGTCCTACCCTCT
R: ACTATGCCATGCCCTAT (TC)8 (AC)21 50 EU620696

Apo - 8 F: AAAATGATAAATCGCTTGG
R: TTTCGCAAAATGTCCAG (CAG)7 58 EU620697

Apo - 9 F: TCATCACTCAATCCCTCTA
R: AACTTGACATTAACCCACT

(GT)1 7GAGTGT
GCAC (GT)10

54 EU620698
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1  2  3  基因分型
PCR 产物经 6 5%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳在

LI - COR 4200 自动测序仪上检测;软件 SAGA GT

(v3  2,LI - COR)分析记录各个体的位点基因型
数据。
1  2  4  亲子关系鉴定

(1)首先利用软件 NEWPAT V5 (Worthington
et al ,1999)基于排除法原理筛选非排除父本。
软件参数———可允许错配数 (Number of allowable
mismatches)= 0。

(2)对非排除父本大于 1 的情况,利用遗传
分析软件 CERVUS 3 0 (Kalinowski et al. ,2007)
基于似然法推断亲生父本。软件参数:平均可疑父
本数量 (Candidate father) = 2,父本取样比率
(Proportion of sampled)= 1,位点分型比率 (Pro-
portion of loci typed)= 1,位点分型错误比率 (Pro-
portion of loci mistyped)= 0  01。

1 2  5  谱系构建:将获取的亲子关系和该种群中
一个已知亲缘关系的原始记录数据 (父 - 母 - 子
—T3 - T12 - T26 )输入 Pedigraph 软件 (Garbe
and Da,2008),构建成都动物园人工圈养豚鹿的
遗传谱系图。
2 结果
2 1  亲子关系

排除法成功鉴定了 8 对父子关系(Father - off-
spring):T9 - T15,T9 - T20,T9 - T21,T9 - Tx,T3 -
T33,T14 - T32,T8 - T24,T1 - T30。子代个体 T14,
T16,T17,T18 和 T19 的非排除父本数大于 1,似然
法推断了它们的亲生父本且均达到 95% 的严密置
信度。排除法和似然法鉴定结果详情见表 2。
3 2  遗传谱系

Pedigraph输出的成都动物园人工圈养豚鹿的
遗传谱系图见图 1。

表 2  成都动物园豚鹿亲子鉴定结果
Table 2  Patern ity test results for 13 hog deer held at the Chengdu Zoo

子代

Offspring
性别

Sex
母本

Dam
可疑父本

Candidate father

NEWPATV5 计算
的非排除父本

Non-excluded
sire calculated

by NEWPAT V5

CERVUS 3 0 计算
的最大可能父本

The mos t likely
father calculated
by CERVUS 3 0

亲子鉴定确定的

父 - 母 -子关系
Father - Mother -

Offspring relat ionship
determined by the

paternity test
T15 雌 Female T5 T1,T2,T3 ,T8,T9 T9 — T9 - T5 - T15
T20 雄 Male T12 T1,T2,T3 ,T8,T9 T9 — T9 - T12 - T20
T21 雌 Female T6 T1,T2,T3 ,T8,T9 T9 — T9 - T6 - T21
T24 雄 Male T11 T1,T2,T8 ,T9 T8 — T8 - T11 - T24
T30 雌 Female T10 T1,T2,T8 T1 — T1 - T10 - T30
T32 雌 Female T6 T3,T9,T14 T14 — T14 - T6 - T32
T33 雌 Female T15 T3,T9 T3 — T3 - T15 - T33
Tx 雄 Male T11 T1,T2,T3 ,T8,T9 T9 — T9 - T11 - Tx
T14 雄 Male T11 T1,T2,T3 ,T8,T9 T3,T9 T3  T3 - T11 - T14
T16 雌 Female T4 T1,T2,T3 ,T8,T9 T1,T9 T1  T1 - T4 - T16
T17 雌 Female T6 T1,T2,T3 ,T8,T9 T2,T9 T2  T2 - T6 - T17
T18 雄 Male T5 T1,T2,T3 ,T8,T9 T1,T9 T1  T1 - T5 - T18
T19 雌 Female T7 T1,T2,T3 ,T8,T9 T1,T3,T9 T1  T1 - T7 - T19

  表示置信度为 95 %
 assigned by CERVVS with 95 % confidence
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图 1  成都动物园人工圈养豚鹿种群的遗传谱系图
Fig 1  Pedigree of the captive hog deer population at the Chengdu Zoo in 2008

3 讨论

亲子鉴定所选用的遗传标记,需要符合分析软
件的特异性要求,才能获得准确的分析数据
(Frankham et al ,2002)。CERVUS 3 0 软件对于
所选用的标记,要求包括共显性、不连锁、无空等
位基因和符合哈温平衡等。Lian 等 (2008)筛选
得到本文所用的微卫星位点后进行的分析表明这 7
个位点符合哈温平衡,彼此之间不连锁且无无效等
位基因,满足分析软件的特异性要求。

成都动物园人工圈养豚鹿始自 1983 年 (陈红
卫等,2006)。本次实验所取样的 27 只个体,不仅
包括了现存活的全部 22 只个体,也含有已死亡的
5 只个体。对这些个体进行的数据分析如等位基因
频率计算,哈温平衡检验等能够充分揭示出成都动
物园豚鹿群体的种群遗传结构特征。

T1 至 T13 的 13 只个体虽然彼此的亲缘关系未
知,但从构建的遗传谱系可知:第一代雄性个体
T1、T2、T3、T8 和 T9 所繁殖的子代个体数,分别
为 4 只、1 只、3 只、1 只和 4 只,表明了 T1、T3
和 T9 具有较强的繁殖能力。鉴于豚鹿采取的是一
雄多雌的交配方式,出于迅速扩大种群数量之需
要,建议管理人员在今后制定繁殖配对计划时,优
先考虑 T1、T3 和 T9 个体的繁殖任务。而出于保
存种群遗传多样性和优化后续繁殖策略的考虑,亦
不应忽视 T2、T8 个体在育种中的作用。由于第二
代的豚鹿个体多未达到性成熟年龄,目前尚无法评
估它们的繁殖能力,仅 T14 与 T6 个体成功繁殖了
第三代豚鹿个体 (T32)。以本文构建的遗传谱系
为依据对豚鹿繁殖策略进行的优化将为成都动物园

在未来该种群的发展中避免近亲个体的配对繁殖而

造成遗传衰退做出积极贡献。
分析表明,成都动物园圈养豚鹿种群 7 个微卫

星位点的平均期望杂合度 (Mean Expected Het-
erozygosity,He)为 0 4968,亲子鉴定中单亲已知
条件下父权的排除概率为 83 6% ,表现出较低的
多态性。但在本次实验中,由于母子关系记录详细
且可疑父本数量有限,这 7 个微卫星位点的应用成
功解决了所有待鉴定的父子关系,凸显了动物园信
息记录的重要性。

鉴于上述,建议成都动物园在本文所建遗传谱
系的条件下,进一步做好年度母子关系的繁殖记
录,并对种群的所有个体,进行身份的识别标记。
同时,在现有的基础上,再从豚鹿的基因组中或者
检索近缘物种的微卫星,筛选数十个新的微卫星位
点,以备在未来豚鹿的种群扩大中母子关系资料缺
失,或疑似父亲的数量大大增加时尚能满足准确地
鉴定亲子关系之用。
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