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鲁西牛 4个Y -STR微卫星位点的遗传多态性分析
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　　[摘　要 ]　提取鲁西牛血液DNA 样品, PCR 扩增后用基因自动测序仪进行基因扫描分型,研究 Y2STR 微卫

星位点UM N 0929,UM N 0108,UM N 0920和 IN RA 124在鲁西牛群体中的遗传多态性。结果发现, 156头无亲缘关

系的鲁西牛公牛在 4个 Y2STR 微卫星位点均有遗传多态性; UM N 0929检测到 4种等位基因,UM N 0108检测到 5

种等位基因,UM N 0920和 IN RA 124均检测到 2种等位基因。UM N 0929、UM N 0108、UM N 0920和 IN RA 124位点

各等位基因的频率分别为 0. 25, 0. 41, 0. 17, 0. 17; 0. 14, 0. 28, 0. 28, 0. 14, 0. 16; 0. 38, 0. 62和 0. 73, 0. 27; 基因多样

性 (GD )分别为 0. 71, 0. 78, 0. 47, 0. 39。共发现了 58种单倍型 (H ap lo type) ,单倍型多样性 (H ap lo type diversity,

HD )为 0. 94。表明UM N 0929、UM N 0108、UM N 0920和 IN R 124 4个微卫星位点在鲁西牛群体中有遗传多态性,在

鲁西牛的起源、个体识别和亲子鉴定的研究中有较高的应用价值。
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Abstract: To invest iga te the dist ribu t ion of genet ic po lymo rph ism s of fou r Y ch romo som e specif ic

sho rt tandem repeat loci in L ux i cat t le, fou r2STR loci w ere amp lif ied and geno types w ere determ ined w ith

an au tom ated DNA sequencer. T he 156 un rela ted bu lls o r steers a t the fou r Y2STR loci w ere compo sed of

som e comp lex repeat st ructu re. 4, 5, 2, 2 alleles w ere ob served in locu s UM N 0929, UM N 0108, UM N 0920,

IN RA 124 respect ively. A llele frequencis w ere 0. 25, 0. 41, 0. 17, 0. 17; 0. 14, 0. 28, 0. 28, 0. 14, 0. 16; 0. 38,

0. 62 and 0. 73, 0. 27 respect ively. T he gene diversity values w ere 0. 71, 0. 78, 0. 47 and 0. 39. 58 hap lo tyes

w ere found in 156 m ales, hap lo type diversity values w ere 0. 94. It show ed that UM N 0929, UM N 0108,

UM N 0920 and IN RA 124 had genet ic po lymo rph ism in L ux i cat t le, and had h igh value in the o rig in of L ux i

cat t le, ind ividual iden t ity and paren tage test.

Key words: L ux i ca t t le; Y ch romo som e; specif ic tandem repeat; hap lo type; genet ic po lymo rph ism

　　由于 Y 染色体 (Y2DNA )是单倍型, 遗传方式 是父系遗传,因此人们对 Y 染色体上的微卫星位点
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(Y ch romo som e specif ic tandem repeats , Y2STR )

研究具有特殊的兴趣。95%的Y 染色体的特异区不

重组,以单倍体形式遗传[122 ]。近年来,在人类进化,

遗传分析以及法医鉴定方面, Y2STR 微卫星位点的

遗传多态性得到越来越多的应用[3 ]。但是在动物上

有关 Y2STR 的研究还比较少, 其原因可能是由于

缺乏牛的Y 遗传连锁图和有效的微卫星标记[4 ]。Y2
DNA 中的多态性虽然较少,但在多态性研究中却有

独特的优势: Y2DNA 的突变率很低,发生回复突变

的可能性很小,更能忠实地记录父系突变的历史。另

外, Y2DNA 多态性的种类多, 如单碱基突变、插入

和缺失,这些不同的多态性类型能对进化的历史提

供更多的解释。L iu 等[425 ] , H ano t te等[6 ]和 Edw ards

等[7 ]发现了 46 个牛 Y2STR , 并初步研究了牛 Y2
STR 的多态性。本试验对鲁西牛 4个 Y2STR 微卫

星位点的遗传多态性及其单倍型的分布进行了研

究,以期为鲁西牛的分子起源、个体识别和亲子鉴定

提供参考资料。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　鲁西牛血样及精液样品　156 份鲁西牛静

脉抗凝血采自山东菏泽地区鄄城县鲁西牛原种场

(15份)、牡丹区 (60 份)、郓城县 (30 份)、山东曹县

银香伟业集团 (20 份)以及河北大厂育肥牛场 (31

份 ) , 从牛前腔静脉采血 10 mL , A CD 抗凝 (血液

(mL )∶A CD (m g) = 6∶1) ,运输温度 4 ℃,冷藏保

存- 20 ℃。精液样品来自中国农科院畜牧研究所牛

遗传育种室。

1. 1. 2　试剂　 T aq DNA 聚合酶、10×Buffer、

dN T P s购自北京赛百盛生物有限公司; DNA 片段

回收纯化试剂盒购自北京天为时代科技有限公司;

测序反应由北京恒通科技有限公司完成。

1. 1. 3　引物　参照文献[ 427 ],选择 4个牛 Y2STR

引物 (表 1)。引物由北京赛百盛生物工程有限公司

合成。

表 1　鲁西牛 4个 Y2STR 微卫星位点信息

T able 1　D ata of 4 m icro satellite loci

位点
L oci

引物序列
P rim er sequence

退火温度ö℃
A nnealing
temperatu re

重复序列类型
T ype of
repeat

预期扩增片段
长度öbp

F ragm ent
size

UM N 0929 F: 5′2A CCA GCT GA TA CA CAA GT GC23′
R: 3′2GGTCA GA GAA T GAAA CA GA G25′ 61 (CA ) 19 190

UM N 0108 F: 5′2GA TCCA TCCA CA T T GCTCCA 23′
R: 3′2CCAA GCGTCCA TCAA T T TA C25′ 60 (T G) 18 195

UM N 0920 F: 5′2GT T GA GGA CTCT T GCA TCT G23′
R: 3′2CA CA GGCCTA GAA GA T T GA G25′ 58 (T G) 12 269

IN RA 124 F: 5′2GA TCT T T GCAA CT GGT T T G23′
R: 3′2A GGA CA CA GGTCT GA CAA T G25′ 55 (GT ) 4A (T G) 9 132

1. 2　鲁西牛血液DNA 的提取

取鲁西牛冰冻血样,室温融化后加蛋白酶 K 消

化过夜,加入等体积的 T ris饱和酚重复抽提 2 次,

再向上清中加入等体积的V (酚)∶V (氯仿)∶V (异

戊醇) = 25∶24∶1和V (氯仿) : V (异戊醇) = 24∶1

的混合液, 各抽提一次, 向所收集的上清液中加入

1ö10体积的 3 mo löL 醋酸钠 (pH 5. 2)及 2. 5倍体积

的冰乙醇沉淀DNA ,盖紧管盖、水平摇晃数次即可

看到絮状DNA 沉淀, 将DNA 沉淀挑出, 置于 1. 5

mL 灭菌离心管中, 加入 1 mL 体积分数 75%的乙

醇洗涤DNA 沉淀 2次,待乙醇完全挥发干净,加入

100～ 200 ΛL T E, 4 ℃过夜以溶解DNA。

1. 3　鲁西牛血液DNA 的 PCR 扩增及检测

PCR 反应体系为 25ΛL , 其中 10×Buffer 2. 5

ΛL , 15 mmoL öL M g2+ 2. 5 ΛL , 2 mmoL öL dN T P s

2. 5 ΛL , 10 ΛmoL öL 上、下游引物各 0. 5 ΛL , 0. 5

U ömL T aq酶 0. 25 ΛL , DNA 模板 1. 25 ΛL , ddH 2O

15 ΛL。反应条件为: 95 ℃ 变性 5 m in; 94 ℃ 30 s,

59. 2 ℃ 30 s,共 33个循环; 72 ℃延伸 10 m in, 4 ℃

保存[8 ]。取 1～ 2 ΛL PCR 产物与 2 ΛL 6×溴酚蓝上

样缓冲液混匀,点样于 15 göL 琼脂糖凝胶 (含 0. 5

göL EB )上, 5 V öcm、电泳 0. 5～ 1 h,紫外灯下观察

结果,并拍照。
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1. 4　鲁西牛血液DNA 多态性检测

取 2 ΛL PCR 产物和 8 ΛL 的L oading Buffer,

混匀后在 160 göL 非变性聚丙烯酰胺凝胶 (PA GE,

m (A cr)∶m (B is) = 39∶1)中电泳 (220 V öcm , 2

h) ,银染显色。

1. 5　鲁西牛血液DNA PCR 产物测序

检测到多态时,切胶回收 PCR 产物,送北京恒

通科技有限公司测序。

1. 6　数据处理

差异显著性检验用 SPSS 软件进行。基因频率

通过单一计数法计算。基因多样性 (Genediversity,

GD )采用下式计算:

GD = 1- ∑
n

i= 1
p

2
i。

式中: p i 为第 i个等位基因的基因频率, n 为等位基

因数。

有效等位基因数 (N e)、多态信息含量 (P IC)的

计算公式为:

N e = 1ö∑
n

i= 1
p 2

i。

P IC = 1 - ∑
n

i= 1
p 2

i - ∑
n- 1

i= 1
∑

n

j= i+ 1
2p 2

i p
2
j。

式中: p i 为第 i个等位基因的基因频率, p j 为第 j 个

等位基因的基因频率, n 为等位基因数。

2　结果与分析

2. 1　鲁西牛 4个 Y2STR 微卫星位点的 PCR 扩增

　　鲁西牛 4个 Y2STR 的 PCR 扩增结果 (图 1)显

示,片段长度与预期的结果相符,且特异性良好。

图 1　鲁西牛 4个 Y2STR 微卫星位点 PCR 产物电泳结果

A. UM N 0929; B. UM N 0108; C. UM N 0920; D. IN RA 124; 1～ 4. DNA samp le 1- 4;M 1～M 4. DNA m arker

F ig. 1　PCR p roducts of the four Y2STR loci in L uxi catt le

A. UM N 0929; B. UM N 0108; C. UM N 0920; D. IN RA 124; 1- 4. DNA samp le 1- 4;M 1- M 4. DNA m arker

2. 2　鲁西牛 4 个 Y2STR 微卫星位点等位基因频

率及基因多样性

　　由 PA GE 结果 (图 2)和测序结果可知,鲁西牛

的 UM N 0929、UM N 0108、UM N 0920 和 IN RA 124

4 个 Y2STR 微卫星位点分别有 4, 5, 2 和 2 个等位

基因, 其片断大小分别为 176, 178, 188, 194; 181,

187, 191, 193, 197; 269, 271和 130, 132 bp。鲁西牛 4

个 Y2STR 微卫星位点等位基因频率分布和 GD、

P IC、N e值见表 2。由表 2可知,UM N 0108等位基因

的多样性最大 (0. 78) , IN RA 124等位基因的多样性

最小 (0. 39) , UM N 0108 和UM N 0929 等位基因的

多态信息含量最大 (0. 68) , UM N 0108 等位基因的

有效等位基因数最大 (4. 5) , UM N 0920等位基因的

有效等位基因数最小 (2. 13)。

2. 3　鲁西牛各单倍型的分布频率与统计分析

为了充分利用 Y2DNA 的多态信息, 建立合适

的单倍型是必要的。本试验用直接计数法计算了

156头鲁西牛个体单倍型分布频率,结果发现了 58

种单倍型,其中 41种只出现 1次,另外 17种出现 2

次以上。

UM N 0929、UM N 0108、UM N 0920 和 IN 2
RA 124 4 个微卫星位点单倍型的分布情况见表 3。

经计算,单倍型多样性为 0. 94。
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图 2　鲁西牛 4个 Y2STR 微卫星位点聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

A. UM N 0929; BUM N 0108; C. UM N 0920; D. IN RA 124; 1～ 5. DNA samp le 1～ 5

F ig. 2　PA GE p roducts of the four Y2STR loci in L uxi catt le

A. UM N 0929; BUM N 0108; C. UM N 0920; D. IN RA 124; 1- 5. DNA samp le 1- 5

表 2　鲁西牛 4个 Y2STR 微卫星位点等位基因频率分布及和 GD、P IC、N e值

T able 2　A llele frequency and GD , P IC and N e of the 4 m icro satellite loci

微卫星位点
Genom e

等位基因A llele

种类 Kind 频率 F requency

多样性
GD

多态信息含量
P IC

有效等位基因数
N e

UM N 0929 A 2176 (12) 0. 25 0. 71

B2178 (13) 0. 41

F2188 (18) 0. 17

I2194 (21) 0. 17

0. 68 3. 47

UM N 0108 A 2181 (11) 0. 14 0. 78

D 2187 (14) 0. 28

F2191 (16) 0. 28

G2193 (17) 0. 14

I2197 (19) 0. 16

0. 68 4. 5

UM N 0920 A 2269 (12) 0. 38 0. 47

B2271 (13) 0. 62
0. 36 2. 13

IN RA 124 A 2130 (11) 0. 73 0. 39

B2132 (12) 0. 27
0. 31 2. 56

表 3　鲁西牛群体单倍型及其频率

T able 3　H ap lo type and its frequency of 4 m icro satellite loci in L uxi catt le popu lat ion

单倍型
Hap lo type UMN 0929 UMN 0108 UMN 0920 INRA 124

例数
(n)
N

频率ö%
F requency

单倍型
Hap lo type UMN 0929 UMN 0108 UMN 0920 INRA 124

例数
(n)
N

频率ö%
F requency

1 12 14 13 11 14 9 30 13 16 13 11 21 13. 46
2 12 14 13 12 6 3. 8 31 13 16 12 11 7 4. 49
3 12 11 12 11 1 0. 64 32 13 19 12 12 1 0. 64
4 12 11 12 12 2 1. 28 33 13 19 13 12 1 0. 64
5 12 19 12 11 1 0. 64 34 13 17 12 12 1 0. 64612 14 12 11 3 1. 92 35 13 19 12 11 3 1. 92
7 12 11 13 11 1 0. 64 36 18 16 13 11 1 0. 64
8 12 11 13 12 1 0. 64 37 18 17 12 11 2 1. 28
9 12 19 12 12 1 0. 64 38 18 16 13 12 1 0. 64

10 12 16 12 11 3 1. 92 39 18 19 12 12 1 0. 64
11 12 19 13 12 1 0. 64 40 18 17 13 12 1 0. 64
12 12 17 13 11 1 0. 64 41 18 19 12 11 2 1. 28
13 12 17 13 12 1 0. 64 42 18 11 13 12 1 0. 64
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续表 3　Continued of T ab le 3

单倍型
Hap lo type UMN 0929 UMN 0108 UMN 0920 INRA 124

例数
(n)
N

频率ö%
F requency

单倍型
Hap lo type UMN 0929 UMN 0108 UMN 0920 INRA 124

例数
(n)
N

频率ö%
F requency

14 12 17 12 11 1 0. 64 43 18 11 12 12 1 0. 64
15 12 16 13 11 19 12. 18 44 18 14 13 11 1 0. 64
16 12 14 12 12 1 0. 64 45 18 14 12 11 1 0. 64
17 12 16 13 12 6 3. 85 46 18 14 13 12 1 0. 64
18 13 11 12 12 1 0. 64 47 18 14 12 12 2 1. 28
19 13 11 13 11 1 0. 64 48 21 14 12 11 1 0. 64
20 13 16 13 12 3 1. 92 49 21 16 13 11 1 0. 64
21 13 16 12 12 1 0. 64 50 21 14 13 12 1 0. 64
22 13 14 12 12 1 0. 64 51 21 16 13 12 1 0. 64
23 13 11 12 11 1 0. 64 52 21 14 13 11 4 2. 56
24 13 14 12 11 1 0. 64 53 21 16 12 11 1 0. 64
25 13 14 13 12 1 0. 64 54 21 17 13 12 1 0. 64
26 13 14 13 11 23 14. 74 55 21 17 12 11 1 0. 64
27 13 17 13 11 1 0. 64 56 21 19 13 11 2 1. 28
28 13 17 13 12 1 0. 64 57 21 19 13 12 1 0. 64
29 13 14 13 12 1 0. 64 58 21 19 12 11 1 0. 64

2. 4　鲁西牛 4 个 Y2STR 等位基因的组织同一性

和雄性特异性

　　取同一公牛的血液和精液, 分别提取其DNA

进行 PCR 扩增,得到的分型结果完全一样,表明这

4 个 Y2STR 基因座具有较好的组织同一性, 这与

Giovam bat t ista 等[8 ]和W ard 等[9 ]的研究结果一致。

取 10 份鲁西牛母牛血样, 提取其DNA 并进行扩

增,结果未发现 Y 特异性扩增产物,表明在 Y 染色

体的拟常区减数分裂时有基因重组现象,特异区的

4个位点均未发现扩增产物, 4个基因座有较好的雄

性特异性分析。灵敏性试验结果显示, 1. 0 ΛL DNA

样品即可进行分析,说明这种方法具有较高的灵敏

度。

3　讨　论

3. 1　鲁西牛 4 个 Y2STR 微卫星位点的多态性分

析

　　作为母系遗传m t2DNA 多态性研究的补充,父

系连锁遗传的 Y2STR 多态性的分析为阐明现代肉

牛群体间的关系以及中国牛的起源时间和地点提供

了新的分子生物学证据,尤其是 Y 染色体特异 STR

的发展更是很大程度上改变了 Y 染色体缺乏多态

性的观念,为研究中国肉牛近期进化事件提供了新

的可能性[9212 ]。肉牛父系进化史的揭示需要对不同

牛种的 Y2STR 多态性进行仔细比较[13214 ]。鲁西牛

是中国五大地方良种黄牛之一,具有悠久的历史。本

研究对鲁西牛群体在 4个 Y 染色体特异的 STR 微

卫星位点 (UM N 0929、UM N 0108、UM N 0920和 IN 2
RA 124)的多态性分布进行了筛查,结果显示鲁西牛

在这 4个微卫星位点均有遗传多态性,等位基因较

多,多态性较好,而且这 4个微卫星位点的等位基因

片段较小,较容易扩增[15216 ]。

研究发现, Y2STR 基因座在不同群体间基因型

构成和等位基因频率分布有差异[7 ]。鲁西牛与秦川

牛 UM N 0929 位点有 2 个等位基因 (A 2176 和

B 2178)相同, 推测中国五大地方黄牛在UM N 0929

位点上A 2176和B 2178是共有基因; 鲁西牛与秦川

牛在UM N 0108 位点有 2 个等位基因 (D 2187 和 F2
191)相同,推测中国五大地方黄牛在UM N 0929 位

点上D 2187和F2191是共有基因。

3. 2　4个 Y2STR 微卫星位点鲁西牛起源分类中的

应用

　　牛 Y 染色体微卫星已经被用于区分瘤牛和普

通牛[17218 ]及野牛和普通牛。V aim an 等[11 ]、Kappes

等[12 ]、B ishop 等[13 ]、Edw ards等[7 ]对牛 Y 染色体进

行微卫星分析,结果发现在 IN RA 124和BM S861 2

个位点上, 瘤牛和普通牛有明显的序列差异。L iu

等[425 ]、H ano t te等[6 ]和Edw ards等[7 ]发现了 46个微

卫星标记,其中 14个可能具有多态性。

鲁西牛与秦川牛在 IN RA 124 位点起源上的差

异为,鲁西牛瘤牛起源为 73% ,普通牛为 27% ;秦川

牛瘤牛起源为 24% ,普通牛为 76%。表明鲁西牛中

瘤牛起源占主要地位,秦川牛中普通牛起源占主要

地位。这与张志清等[2 ]、Cai X in 等[3 ]、H ano t te 等[6 ]

和 Edw ards等[7 ]的研究结果一致。

3. 3　4个 Y2STR 微卫星位点在鲁西牛个体鉴定中

的应用

　　本研究结果显示,鲁西牛单倍型的遗传多样性

为 0. 94,对 Y 染色体来说,此值等于个体识别率和

非父排除率[19 ] ,表明 Y2STR 具有较高的个体识别
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率,在非父排除及个体鉴定方面有重要作用。一份鲁

西牛冷冻精液在 1个 Y2STR 位点上如果出现 2 个

或 2个以上等位基因,就可推断该精液为混合样品,

这样就可以分析混合精液的来源。因此,在鲁西牛血

缘关系检验中有利于搞清下一代的血统来源[20 ] ,具

有明显的优势。

3. 4　4个 Y2STR 微卫星位点在鲁西牛亲子鉴定方

面的应用

　　由于 Y2STR 基因座的父系遗传特点, 同一父

系下所有雄性个体的分型一致,在缺乏父系样本的

情况下,如果还能获得可疑父亲的雄性父系亲属 (如

兄弟)的样本,就可以用这些样本来代替父亲样本进

行父子间 Y2STR 基因座的单亲亲子鉴定[21 ]。在只

有父亲与儿子样本的情况下,就可以通过对比父子

间的 Y2STR 基因座的等位基因, 确定是否存在父

子关系。
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