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[摘　要 ]　利用 PCR技术和复合电泳银染技术检测了中国荷斯坦牛 E T H225、B M1824、B M2113和 E T H152 4

个微卫星座位的多态性分布 ,计算了各个基因座的杂合度 ( H) 、有效等位基因数 ( N e) 、Shannon信息熵 ( S) 、多态信息

含量 ( PI C)和固定指数 ( F) 。结果显示 ,4个微卫星基因座的基因型分布均不符合 Hardy2Weinberg平衡 ,其中 ,基因

座 E T H225的 H、N e、S、PI C、F均为最高 , 分别为 0. 913 0 ,11. 488 2 ,2. 574 4 ,0 . 906 6和 - 0 . 095 3 ,表明该座位的遗

传多态性比其他座位丰富 ,具有更大的选择潜力。
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Abstract : The polymorp hism dist ributions of microsatellite loci , E T H225 , B M1824 , B M2113 and

E T H152 were detected in Chinese Holstein cat tle by Polymerase Chain Reaction and multiplex gel elect ro2
p horesis followed by silver staining. Heterozygo sity ( H) , effective number of alleles ( Ne) , Shannon’s in2
formation index ( S) , polymorp hism information content ( PI C) and fixation index ( F) were calculated. Re2
sult s showed t hat all loci did not obey Hardy2Weinberg equilibrium. H , N e , S , P I C and F of E T H225 locus

were t he highest , and t hey were 0. 913 0 , 11. 488 2 , 2. 574 4 , 0. 906 6 , - 0. 095 3 , respectively , which

showed that t he polymorp hism of E T H225 locus was richer than that of the ot hers and t his locus had more

possibilities to be chosen.

Key words : microsatellite ;Chinese Holstein Cat tle ;polymorp hism

　　利用生化、分子等遗传标记分析畜禽品种的遗

传多样性 ,对阐明品种的起源、分化、遗传变异等具

有十分重要的意义 ,同时也可为畜禽品种遗传资源

的保护和利用提供科学依据。20 世纪 80 年代 ,主
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要通过蛋白质结构基因座多态性分析畜禽品种的遗

传结构 ,随着分子生物技术的发展 ,尤其是 PCR技

术的发展 ,国内外学者利用 RFL P、RA PD 和微卫星

等技术来分析畜禽品种的遗传结构。与其他分子标

记技术相比 ,微卫星由于具有数量大、分布广而均

匀、多态性丰富、共显性遗传以及分析方法简便、快

捷等优点 ,目前已在动、植物的基因组作图、群体遗

传变异分析、群体起源系统、亲子鉴定、Q TL 检测与

定位等研究中得到广泛应用[ 123 ]。

中国荷斯坦牛是从 19 世纪 60 年代起 ,先后由

美国、加拿大、日本、澳大利亚、新西兰、俄罗斯、德

国、意大利等国引进的荷斯坦牛进行纯种繁育或与

当地黄牛进行高代级杂交经长期选育而成的一个培

育品种 ,其结构匀称 ,乳用特征明显 ,是优良的乳用

品种。研究中国荷斯坦牛遗传变异的详细信息对其

经济性状的选育是至关重要的 ,利用微卫星进行群

体遗传分析具有巨大的潜力。为此 ,本研究选用了

ISA G(www. ri . bbsrc. ac. uk/ cdir _ www. markers.

ht m)推荐用于牛遗传多样性研究的 4 个微卫星座

位 ,分析了中国荷斯坦牛群体 4 个微卫星基因座的

遗传差异 ,揭示了各个基因座的遗传多态性 ,旨在为

科学评价中国荷斯坦牛的遗传资源价值和良种选育

提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　样　品　从徐州云龙湖奶牛场和蟠桃奶牛

场随机采取血样 152份 ,颈静脉采血 ,ACD抗凝 ,置

于冰盒带回实验室 , - 80 ℃保存备用。参考 Chen

H等[ 4 ]的方法提取血样基因组 DNA。

1. 1. 2　试　剂　本研究所用的 T aq DNA 聚合酶、

dN TPs等分子生物学试剂 ,均购自上海生物工程技

术有限公司。

1. 1. 3　PCR引物　用于本研究的牛微卫星标记是

ISA G(www. ri . bbsrc. ac. uk/ cdir _ www. markers.

ht m)推荐用于牛遗传多样性研究的微卫星座位 ,引

物序列及微卫星所在染色体位置见表 1。

表 1　4个微卫星座位的性质及 PCR反应条件

Table 1　Characterization of the four microsatellite loci and conditions of PCR

座位
Loci

引物序列
Primer sequences

Mg2 + / (mmol·L - 1) 退火温度/ ℃
Neal temperature

染色体位置
Chromosome No.

BM1824
F : 5′2GA GCAA GGT GT T T T TCCAA TC
R : CA T TCTCCAACT GCT TCCT T G

1. 5 58. 5 1

BM2113
F : GCT GCCT TCTACCAAA TACCC
R : CT TCCT GA GA GAA GCAACACC

1. 5 56. 4 2

ET H152
F : TACTCGTA GCGCA GGCT GCCT G
R : GA GACCTCA GGGT T GGT GA TCA G

1. 5 65. 9 5

ET H225
F : GA TCACCT T GCCACTA T T TCCT
R : ACA T GACA GCCA GCT GCTACT 23′ 1. 5 65. 9 9

1. 2　微卫星座位的 PCR扩增和结果记录

PCR反应总体系为 12. 0μL ,其中包括 0. 5 U

T aq DNA聚合酶 ,25 mmol/ L MgCl2 1. 5μL ,10 ×

Buffer 1. 2μL ,2. 5 mmol/ L dN TPs 0. 75μL ,100

ng基因组 DNA ,上、下游引物各 10 p mol。PCR反

应条件为 :94 ℃预变性 3 min ;94 ℃变性 30 s ,退火

30 s ,72 ℃延伸 45 s ,重复循环 35次 ;72 ℃延伸 5 min

(每个反应相应的退火温度和 Mg2 +浓度见表 1)。

PCR产物用 80 g/ L 的聚丙烯酰胺凝胶分离 ,

然后用硝酸银染色、显色 ,并用 BIO2RAD凝胶成像

分析系统照相并分析。根据标准 pBR322 DNA/

Ms pI计算扩增片段大小 ,确定个体基因型。

1. 3　数据统计与处理

1. 3. 1 　基因频率、基因型频率的计算及χ2 检验 　

计算中国荷斯坦牛群体在 4个微卫星座位各等位基

因的基因频率以及基因型频率 ,并对各个座位是否

处于 Hardy2Weinberg平衡状态进行检验。

设某一基因座位上有 A 和 B 2个等位基因 ,基

因频率为 p和 q ,则 :

p = (2AA + AB) / 2 N , q = (2BB + AB) / 2 N。

χ2 适合性检验 :χ2 = ( Oi - Ei )
2 / Ei。

式中 :AA为 AA基因型个体数 ,BB为 BB基因型个

体数 ,AB为 AB 基因型个体数 , N 为个体数 , Oi 为

实际次数 , Ei 为理论次数。

1. 3. 2　杂合度 ( Heterozygosity , H) [5 ] 　计算公式为 :

H = 1 - ∑
m

i = 1
p2

i 。

式中 : pi 为等位基因的频率 , m为等位基因数。

1. 3. 3 　多态信息含量 ( Polymorp hism Information

Content , PI C) [6 ] 　计算公式为 :

PI C = 1 - ∑
m

i = 1
p2

i - ∑
m - 1

i = 1
∑
m

j = i + 1
2 p2

i p2
j。

式中 : pi 和 p j 分别为第 i 和第 j 个等位基因在群体
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中的频率 , m为等位基因数。

1. 3. 4 　有效等位基因数 ( Effective number of al2
leles , Ne) [7 ] 　计算公式为 :

N e = 1/ ∑
m

i = 1
p2

i 。

1. 3. 5　Shannon信息熵 ( Shannon’s information in2
dex , S) [ 8 ] 　计算公式为 :

S = - ln∑
m

i = 1
pi ln p i。

1. 3. 6　固定指数(Fixation index , F) [9 ] 　计算公式为 :

F = ( H - Ho) / H。

式中 : H为随机交配情况下杂合子的期望频率 , Ho

为群体杂合子的观察频率。

2　结果与分析

2. 1　中国荷斯坦牛 4个微卫星座位的 PCR扩增结

果与多态性

图 1为中国荷斯坦牛 4 个微卫星 DNA 座位

PCR扩增产物的部分电泳结果。电泳结果表明 ,在

中国荷斯坦牛群体的 4 个微卫星座位上共发现了

54个等位基因 ;在微卫星座位 B M2113上发现的等

位基因最多 ,为 16个 ;在座位 ET H152发现的等位

基因最少 ,为 8个。

图 1　中国荷斯坦牛微卫星的聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

1～7.中国荷斯坦牛的样本号 ;M. pBR322 DNA/ MspI marker

Fig. 1　PA GE elect rophoresis of microsatellite in Chinese Holsteins

1 - 7. Sample numer of Chinese Holstein ;M. pBR322 DNA/ Ms pI marker

212　中国荷斯坦牛的等位基因频率和基因型频率

由表 2可看出 ,在座位 B M1824上检测到 15个

等位基因 ,变异范围为 190～224 bp ,其中 212 bp 的

等位基因频率最高 ,为 0. 219 0 ;在该座位发现了 19

种基因型 ,其中 1942212属于优势基因型 ,基因型频

率为 0. 299 3。在座位 B M 2113 上检测到 16 个等

位基因 ,变异范围为 130～168 bp ,132 bp 的等位基

因频率最高 ,为 0. 154 1 ;在该座位发现的 16种基因

型中 ,1322152的基因型频率最高 ,为 0. 239 7。在座

位 E T H152 上检测到 8 个等位基因 ,变异范围为

198～ 226 bp , 202 bp 的等位基因频率最高 ,为

0. 308 7 ;在该座位仅发现 5种基因型 ,其中 2022220

基因型占绝对优势 ,基因型频率为 0. 610 7。在座位

E T H225上检测到 15 个等位基因 ,变异范围为

140～178 bp , 174 bp 的等位基因频率最高 ,为

0. 157 7 ;该座位共发现了 17 种基因型 ,1482174 bp

的基因型频率最高 ,为 0. 275 2。

经χ2 适合性检验 ,中国荷斯坦牛群体在 4个微

卫星座位均处于 Hardy2Weinberg不平衡状态。

表 2　中国荷斯坦牛 4个微卫星座位的基因频率和基因型频率

Table 2　Allele and genotype f requencies of four microsatellite loci of Chinese Holstein

座位
Loci

等位基因/ bp
Allele

等位基因频率
Allele f requencies

基因型
Genotypes

基因型频率
Genotype f requencies

位点平衡χ2 测验
Loci equilibriumχ2 test

BM1824

190 0. 025 5 1902204 0. 007 3
192 0. 087 6 1902208 0. 043 8
194 0. 178 8 1922208 0. 007 3
196 0. 094 9 1922210 0. 167 9
198 0. 069 3 1942206 0. 014 6
202 0. 018 2 1942210 0. 043 8
204 0. 025 5 1942212 0. 299 3
206 0. 014 6 1962212 0. 124 1
208 0. 025 5 1962214 0. 058 4
210 0. 105 8 1962216 0. 007 3
212 0. 219 0 1982212 0. 007 3
214 0. 069 3 1982214 0. 080 3
216 0. 029 2 1982216 0. 051 1
222 0. 018 2 2022206 0. 007 3
224 0. 018 2 2022212 0. 007 3

2022222 0. 021 9
2042222 0. 014 6
2042224 0. 029 2
2062224 0. 007 3

288. 410 5 3 3
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续表 2　Continued of the table 2

座位
Loci

等位基因/ bp
Allele

等位基因频率
Allele f requencies

基因型
Genotypes

基因型频率
Genotype f requencies

位点平衡χ2 测验
Loci equilibriumχ2 test

BM2113

130 0. 113 0 1302138 0. 006 8
132 0. 154 1 1302148 0. 123 3
134 0. 017 1 1302150 0. 089 0
136 0. 013 7 1302152 0. 006 8
138 0. 099 3 1322148 0. 013 7
140 0. 078 8 1322150 0. 054 8
142 0. 027 4 1322152 0. 239 7
148 0. 068 5 1342154 0. 034 2
150 0. 071 9 1362160 0. 027 4
152 0. 123 3 1382160 0. 020 5
154 0. 017 1 1382162 0. 164 4
160 0. 024 0 1382164 0. 006 8
162 0. 082 2 1402164 0. 137 0
164 0. 071 9 1402166 0. 020 5
166 0. 034 2 1422166 0. 047 9
168 0. 003 4 1422168 0. 006 8

639. 209 3 3 3

ET H152

198 0. 040 3 1982218 0. 080 5
202 0. 308 7 2022218 0. 006 7
204 0. 100 7 2022220 0. 610 7
206 0. 050 3 2042222 0. 201 3
218 0. 043 6 2062226 0. 100 7
220 0. 305 4
222 0. 100 7
226 0. 050 3

429. 778 2 3 3

ET H225

140 0. 043 6 1402164 0. 087 2
142 0. 083 9 1422164 0. 033 6
144 0. 047 0 1422166 0. 120 8
146 0. 050 3 1422168 0. 013 4
148 0. 144 3 1442166 0. 006 7
150 0. 063 8 1442168 0. 040 3
152 0. 067 1 1442170 0. 047 0
164 0. 060 4 1462170 0. 060 4
166 0. 063 8 1462172 0. 040 3
168 0. 030 2 1482168 0. 006 7
170 0. 053 7 1482172 0. 006 7
172 0. 026 8 1482174 0. 275 2
174 0. 157 7 1502172 0. 006 7
176 0. 077 2 1502174 0. 040 3
178 0. 030 2 1502176 0. 080 5

1522176 0. 073 8
1522178 0. 060 4

646. 739 1 3 3

　　注 : 3 3表示差异极显著 ( P < 0 . 01) 。

Note : 3 3 means t he loci were not at t he Hardy2Weinberg equilibrium ( P < 0 . 01) .

2. 3　中国荷斯坦牛的群体遗传变异分析

表 3表明 ,中国荷斯坦牛群体在座位 E T H225

的杂合度、有效等位基因数、Shannon 信息熵、多态

信息含量和固定指数均最高 ,分别为 0. 913 0 ,

11. 488 2 ,2. 574 4 ,0. 906 6和 - 0. 095 3 ,在 4个座位

中 ,中国荷斯坦牛在该座位具有最为丰富的遗传多

样性 ;相反在座位 E T H152 ,中国荷斯坦牛的各项指

标均为最低。4个座位的杂合度、有效等位基因数、

Shannon信息熵、多态信息含量和固定指数的排序

均为 : E T H225 > B M2113 > B M1824 > E T H152。4

个座位的固定指数都小于 0 ,表明中国荷斯坦牛群

体杂合子缺陷度不高 ,即偏离 Hardy2Weinberg 平

衡的程度不大 ;但相对而言 ,在 4个座位中 ,中国荷

斯坦牛 E T H225座位的实际杂合子比例最高 ,遗传

多态性更丰富。

表 3　中国荷斯坦牛 4个微卫星座位的遗传多态性指标

Table 3　Genetic diversity indices of four microsatellite loci of Chinese Holstein

座位
Loci

杂合度
Heterozygosity

有效等位基因数
Effective number

of alleles

Shannon信息熵
Shannon’s

information index

多态信息含量
Polymorphism

information content

固定指数
Fixation index

BM1824 0. 878 6 8. 233 8 2. 350 1 0. 867 5 - 0. 138 2

BM2113 0. 907 1 10. 768 4 2. 510 9 0. 899 7 - 0. 102 4

ET H152 0. 782 6 4. 599 3 1. 754 2 0. 753 3 - 0. 277 8

ET H225 0. 913 0 11. 488 2 2. 574 4 0. 906 6 - 0. 095 3

3　讨　论

微卫星又称为短串联重复序列长度多态性、简

单序列长度多态性 ,属于高度重复序列 ,在真核生物

中广泛分布。微卫星座位由 1～5 bp 重复序列构成

的微卫星本体和两侧的侧翼序列所构成 ,侧翼序列

使微卫星特异性地定位在基因组的某一位置。微卫

星本体的拷贝数在物种间 ,甚至种内不同个体间存
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在差异而具有长度多态性 ,这是形成微卫星多态性

的基础[10212 ]。在本研究中 ,中国荷斯坦牛在 4 个微

卫星座位上的多态性存在差异 ,表明在长期的选择

过程中 ,各个微卫星座位所承受的选择压力并不相

同。在分析各个座位的基因和基因型频率时发现 ,

在座位 E T H152中 , 2022220 这种基因型的频率明

显高于其他基因型 ,推测该基因型可能对中国荷斯

坦牛的产奶性能存在着正效应 ,所以在长期的选育

过程中受到了正向选择而成为优势基因型。中国荷

斯坦牛在 4 个微卫星座位均处于 Hardy2Weinberg

不平衡状态 ,造成这种不平衡的原因可能是长期人

工选择的结果。中国荷斯坦牛的杂合度又称基因多

样度 ,反映群体在数个座位上的遗传变异 ,一般认为

其是度量群体遗传变异的一个最适参数。本研究结

果表明 ,所分析的 4 个微卫星座位在中国荷斯坦牛

群体中都具有较高的多态性 ,群体遗传多样性较为

丰富 ,具有较高的选择潜力。

PI C是衡量微卫星座位多态性高低的较好指

标。当 PI C > 0 . 5 时 ,该座位为高度多态性座位 ;

0 . 25 < PI C < 0 . 5 时 ,为中度多态性座位 ; P I C <

0 . 25时 ,为低度多态性座位[13 ]。本研究发现 ,中国

荷斯坦牛 4 个微卫星座位的多态信息含量均大于

0 . 7 ,属于高度多态性座位。另外 ,在遗传连锁分析

中 , P I C值大于 0. 7 的微卫星 DNA 为最理想的选

择标记 ,本研究所分析的微卫星 DNA 标记都可作

为进一步连锁分析的候选遗传标记。PI C还关系

到座位的可用性和使用效率 , P I C越大 ,在一个群

体中 ,该座位杂合子比例则越高 ,提供的遗传信息就

越多 ,选择潜力也越大。在本研究的 4个座位中 ,座

位 E T H225的多态信息含量最高 ,为 0 . 906 6 ,表明

中国荷斯坦牛在该座位具有更为丰富的遗传信息 ,

比其他座位有着更大的选择潜力。贾名威等[14 ]研

究奶牛和肉牛群体的 6 个微卫星座位多态性时发

现 ,在纯种荷斯坦奶牛和西门塔尔肉牛群体中 ,

B M2113座位的杂合度与多态信息含量分别为

0 . 796 2和0 . 769 4 ,而本研究中发现中国荷斯坦牛

该座位的杂合度与多态信息含量分别为 0 . 907 1和

0 . 899 7 ,这与中国荷斯坦牛因导入中国地方牛的血

统使其杂合度有所提高的事实相符合。

等位基因在群体中分布越均匀 ,有效等位基因

数越接近所检测到的等位基因的绝对数 ,有效等位

基因数值为纯合度的倒数[15 ]。本研究中 ,座位

E T H152的有效等位基因数为 4 . 599 3 ,明显低于

其他 3个座位 ,表明在座位 E T H152 上 ,等位基因

分布较不均匀。推测在中国荷斯坦牛长期的选育过

程中 , E T H152比其他 3 个座位受到了更大的选择

压力 ,从而造成了该基因座位等位基因分布的不均

匀。孙维斌[16 ]对中国地方牛品种秦川牛、南阳牛、

鲁西牛、晋南牛和延边牛进行了研究 ,结果显示其在

座位 E T H152 上的有效等位基因数分别为

15 . 178 3 ,10 . 795 9 , 9 . 344 4 , 9 . 135 1 和 10 . 756 1 ,

而本研究中中国荷斯坦牛在该座位的有效等位基因

数仅为 4 . 599 3 ,远远小于地方牛品种 ,这表明中国

荷斯坦牛作为一个人工选育的优良乳用品种 ,相对

于中国地方牛品种受到了更大的人工选择压力。

固定指数是群体中杂合子频率差异的估计值 ,

其通过杂合子频率偏差反映群体在某个座位的遗传

分化程度。相比较而言 ,本试验所研究的 4 个座位

中 ,座位 E T H225杂合子频率较高 ,中国荷斯坦牛

在该座位的杂合性也较为丰富 ,而在座位 E T H152

的杂合性则最低。经χ2 适合性检验 ,中国荷斯坦牛

群体在所研究的 4 个微卫星座位均处于 Hardy2
Weinberg不平衡状态 ,但 4个座位的固定指数都是

负值 ,这表明中国荷斯坦牛群体杂合子缺陷度不高 ,

即偏离 Hardy2Weinberg平衡的程度不大。提示在

对中国荷斯坦牛的人工选育过程中 ,还需要加大选

择力度 ,坚决淘汰生产性能不高的个体 ,使中国荷斯

坦牛群体能更进一步偏离 Hardy2Weinberg 平衡 ,

从而选育出更为优良的高生产性能品种。
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