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7 个绵羊微卫星 D NA 标记在绵(山)
羊群体中的多态性检测
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　　[摘 　要 ] 　选择分别位于绵羊 2 ,4 ,6 ,9 ,17 和 19 号染色体上的 7 个微卫星标记 OarFCB11 ,OarFCB128 ,

MAF70 ,OarAE101 ,MAF33 ,OarFCB48 和 OarFCB304 ,对湖羊、同羊及长江三角洲白山羊的典型群随机样本相应位

点进行了 PCR 检测。结果表明 ,每个微卫星座位发现 7 个以上等位基因 ,且均存在多态 ;湖羊、同羊、长江三角洲白

山羊群体杂合度 ( H)分别为 0. 909 2 ,0. 917 7 和 0. 886 7 ,相应的群体基因平均多态信息含量 ( PIC) 分别为 0. 902

4 ,0. 911 6 和 0. 877 4 ,有效等位基因数 ( Ne)分别为 11. 772 3 ,12. 453 8 和 11. 610 4 ,均以同羊为最高 ;以产生有效

条带为标志 ,随机样本的 PCR 扩增效率存在明显的群体间和座位间差异 ,以长江三角洲白山羊和 OarFCB128 座位

为最高 ;以 7 个座位微卫星等位基因频率推算群体间标准遗传距离 ,山羊与绵羊群体间遗传距离远大于绵羊群体

之间 ,湖羊、同羊间亲缘距离系数 R 为 0. 199 8。研究结果提示 :选择的 7 个微卫星 DNA 座位均为多态座位 ;以 7

个微卫星标记为测度 ,湖羊、同羊及长江三角洲白山羊具有丰富的遗传多态性 ;7 个微卫星标记可进一步用于绵山

羊近缘种间遗传分析研究。
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　　微卫星 DNA 作为富含信息、又容易获得的基

因标记 ,广泛用于构建物种的遗传连锁图 ( Genetic

linkage map) [13 ] 、基因鉴定、物种进化演变追踪[4 ] 、

群体间亲缘关系分析以及系谱确证等方面。微卫星

DNA 标记的丰富多态性 ,及其在近缘种或亲缘群体

间的高度保守性 ,是其用于群体间亲缘关系分析的

基础。Moore 等[5 ]用公开的牛的 48 对引物 ,研究了

绵羊、马和人的扩增效果。Mary Joseph 等[6 ]利用保

守的微卫星序列 ,分析了水牛、牛、绵羊、山羊、猪等

物种间的起源分化 ,结果表明水牛与绵羊有较大相

似性 ,提示水牛和牛之间除形态与生产水平相似外

更接近于绵羊。Arranz J J 等[7 ]利用 19 个微卫星标

记研究了西班牙的 5 个固有绵羊品种的遗传分化。

相比之下 ,国内在绵 (山) 羊上研究较为贫乏 , Yang

等[8 ]利用 5 个绵羊和 1 个牛的微卫星标记检测了我

国 5 个固有山羊品种间的遗传关系 ,研究结果符合

5 个固有山羊品种的形成历史和地理分布 ;储明星

等[9 ]利用 5 个微卫星座位研究了小尾寒羊的遗传多

态性 ,发现座位间遗传变异差异性很大。

绵羊、山羊互为近缘种 ,20 世纪 70 年代中期对

绵羊、山羊及其野生近缘种所作出的细胞遗传学研

究表明 ,绵羊和山羊由具有 30 对染色体的一个共同

祖先 (Rupicaprid)进化而来 ,山羊的核型更接近于祖

先的核型[10 ] 。湖羊、同羊和长江三角洲白山羊是我

国绵 (山)羊遗传资源的重要组成部分 ,本研究以其

为研究对象 ,检测了 7 个绵羊微卫星标记在 3 个绵

(山)羊群体中的多态性 ,以期丰富我国绵 (山) 羊微

卫星数据库 ,并为绵 (山) 羊群体间的遗传分化及亲

缘关系分析提供依据。

1 　材料与方法

1. 1 　抽样方法

　　以没有杂交史的羊群为总体 ,采用中心产区典

型群简单随机抽样的方法 ,在浙江省湖州市和陕西

省白水县分别抽取 63 只湖羊 ( Hu) 和 65 只同羊

( Tong) (避免有可追溯亲缘关系的 2 个以上个体一
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并进入样本) ,同时以在江苏扬州市郊区简单随机抽

取的 49 只长江三角洲白山羊 (Csb)作为对照群体。

1. 2 　血样处理和基因组 DNA 提取

颈静脉采血 8 mL ,肝素抗凝 ,加入等体积 SDS2
ED TA 裂解液裂解 ,摇匀 ,编号 ,常温带回实验室。

具体方法见参考文献[ 11 ,12 ]。

基因组 DNA 提取方法参照文献 [ 13 ,14 ] ,并作

适当调整。

1. 3 　微卫星标记检测

1. 3. 1 　引物序列 　引物序列所处的染色体和各序

列在 PCR 反应中的退火温度 ,详见表 1。

表 1 　引物序列及其所在染色体、退火温度和 MgCl2 用量

Table 1 　The primer sequence ,chromosome assignment ,annealing temperature and MgCl2 volume

标记
Locus

所处染色体
Chromosome
assignment

引物序列
Primer sequence

退火温度/ ℃
Annealing

temperature

25 mmol/ L
MgCl2/
μL

OarFCB 11 2
(CA strand) : GGCCTGAACTCACAAGTTGATATATCTATCAC
( GT strand) : GCAAGCAGGTTCTTTACCACTAGCACC 63 1. 8

OarFCB 128 2
(CA strand) :CAGCTGAGCAACTAAGACATACATGGCG
( GT strand) :ATTAAAGCATCTTCTCTTTATTTCCTCGC 60 1. 0

OarFCB 304 19
(CA strand) :CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG
( GT strand) :CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG 61 1. 5

OarFCB 48 17
(CA strand) : GAGTTATGTACAAGGATGACAAGAGGCAC
( GT strand) : GACTCTAGAGGATCGCAAAGAACCAG 53 1. 6

MAF 70 4
(CA strand) : GCAGGACTCTACGGGGCCTTTGC
( GT strand) :CACGGAGTCACAAAGAGTCAGACC 63. 5 1. 0

MAF 33 9
(CA strand) : GATCATCTGAGTGTGAGTATATACAG
( GT strand) : GACTTTGTTTCAATCTATTCCAATTTC 58 1. 5

OarAE 101 6
(CA strand) : TAAGAAATATATTTGAAAAAACTGTATCTCCC
( GT strand) : TCCTTATAGATGCACTCAAGCTAGG 57 1. 0

1. 3. 2 　PCR 反应体系及电泳检测方法 　按文献报

道的序列合成 7 对微卫星引物[1520 ] (上海生工生物

工程有限公司合成) ,20μL PCR 反应体系为 :10 ×

buffer 2μL ,25 mmol/ L MgCl2 1. 01. 8μL ,10 mmol/

L dN TP 0. 4μL , 8 pmol/μL GT 引物、CA 引物各 12
2μL ,5 U/μL Taq DNA polymerase 0. 20. 4μL ,100

ng DNA 模板。用新鲜灭菌水补充至 20μL 。

PCR 的反应程序为 :94 ℃预变性 5 min ;94 ℃

60 s ,5363. 5 ℃60 s(因座位而异) ,72 ℃60 s ,30 个

循环 ; 72 ℃ 10 min , 4 ℃保存。PCR 仪为英国

Hybrid 公司生产 ,型号为 HBPX220。

PCR 扩增后 ,取 8μL 扩增产物在 30 g/ L 的琼

脂糖凝胶上检测有无产物带。取检测阳性产物用

80 mg/ L 变性聚丙烯酰胺 ( PA GE) 凝胶电泳分离 ,

结合 EB 染色法检测 ,染色后凝胶用 KODA K 凝胶

成像系统复制保存 , 根据标准 PBR322/ Msp Ⅰ

Marker , 利用科达影像分析软件 ( Kadak Digital

Science ID Image Analysis Software) 计算扩增片段

大小。

1. 4 　统计分析

1. 4. 1 　微卫星标记的等位基因频率估计 　微卫星

标记各等位基因呈共显性遗传 ,表型直接反映基因

型 ,故等位基因频率可根据简单计算算出。

1. 4. 2 　群体杂合度计算 　群体杂合度的计算公式

为 :

h = 1 - ∑
k

i = 1
P2

i , H = ∑
r

j = 1
hj/ r

式中 , h 为各位点的杂合度 ; H 为各位点的平均杂

合度 ; r 为位点数 ; Pi 为第 k 个位点第 i 个等位基因

的频率。

1. 4. 3 　多态信息含量 　多态信息含量 PIC 的计算

公式为 :

PIC = 1 - ∑
k

i = 1
P2

i - ∑
k - 1

i = 1
∑

k

j = i +1
2 P2

i P2
j =

2 ∑
k - 1

i = 1
∑

k

j = i +1
Pi Pj (1 - Pi Pj)

式中 , k 为等位基因数目 ; Pi 和 Pj 分别表示第 i 和 j

个等位基因的频率。

1. 4. 4 　有效等位基因数 ( Ne) 　Ne 是基因一致度

的倒数 ,反映了等位基因间的相互影响 ,也可作为群

体遗传变异的一个测度。其计算公式为 :

Ne =
1

∑
n

i = 1
P2

i

式中 , Ne 为有效等位基因数 ; Pi 为第 i 个有效等位

基因的频率。

1. 4. 5 　群体间标准遗传距离的比较 　其计算公式

为 :

D = - ln I

I =
J xy

J xJ y
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J y =
1
m ∑

m

j = 1
∑

k

i = 1
Y2

ij , J x =
1
m ∑

m

j = 1
∑

k

i = 1
X2

ij ;

J xy =
1
m ∑

m

j = 1
∑

k

i = 1
X ij Y ij

式中 , D 为群体间标准遗传距离 ; I 为群体 x , y 的

遗传同一性 ; m 为座位数 , k 为某一座位的等位基

因数 ; X ji , Y ji分别为 X 群体和 Y 群体第 j 座位上第

i 个等位基因的频率。

1. 4. 6 　群体间亲缘程度比较 　群体间亲缘程度用

两群体内的亲缘距离系数来判别 ,其计算公式为 :

R =
L 1

L 0

式中 , R 为两群体的亲缘距离系数 ( Phylogenetic

distance conficiency) ; L 1 为两待判群体的 Nei 氏标

准遗传距离 ; L 0 为参照群体与待判群体间的平均

Nei 氏标准遗传距离 ,参照群体与待判群体之间的

血缘关系事实为已知。

2 　结果与分析

2. 1 　7 个绵羊微卫星 DNA 标记在 3 个绵 (山) 羊群

体中的扩增结果

OarFCB11 , OarFCB128 , OarFCB304 ,

OarFCB48 ,MAF70 ,MAF33 ,OarAE101 7 个微卫星

座位上分别检测到 26 ,29 ,36 ,25 ,19 ,25 和 24 个等

位基因 ,3 个绵 (山) 羊群体中共检测到 184 个等位

基因 ,每个座位在每个群体都检测到 7 个以上等位

基因 ,说明所选择微卫星标记的遗传信息比较丰富。

7 个微卫星座位的等位基因数和等位基因大小在不

同群体中的分布如表 2 所示。

表 2 　7 个微卫星标记在绵 (山羊)群体中扩增效果的比较

Table 2 　The comparison of 7 microsatellite primers amplifying results in sheep (goat) populations

位点
Locus

湖羊 Hu 同羊 Tong 长江三角洲白山羊 Csb

等位基因数
Allele number

片段大小/ bp
Size

等位基因数
Allele number

片段大小/ bp
Size

等位基因数
Allele number

片段大小/ bp
Size

OarAE101 10 93113 14 85119 21 75131
MAF33 20 116160 16 120154 7 110126

OarFCB48 23 141197 21 127181 17 153189
OarFCB11 22 120170 19 120160 13 136174

MAF70 16 133165 17 135169 16 137167
OarFCB128 16 99141 17 93137 14 91159
OarFCB304 20 140194 20 158198 22 126182

　　由表 2 可见 ,无论是等位基因数还是等位基因

的大小 ,群体间都存在极大差异 ,反映了不同品种、

不同物种由于地理隔离以及进化过程的不同 ,而表

现出遗传上的差异。这些等位基因是否为各自群体

所特有 ,还需加大样本来进一步验证。

2. 2 　微卫星座位的杂合度 ( H) 、多态信息含量

( PIC) 和有效等位基因数 ( Ne)

由表 4 可见 ,7 个微卫星座位在湖羊、同羊、长

江三角洲白山羊群体中均呈高度多态性 (当 PIC >

0. 5 时为高度多态性) 。湖羊、同羊、长江三角洲白

山羊群体的基因平均杂合度分别为 0. 909 2 ,0. 917

7 和 0. 886 7 ,群体基因平均多态信息含量分别为

0. 902 4 ,0. 911 6 和 0. 877 4。基因平均杂合度和多

态信息含量均以同羊群体最高 ,长江三角洲白山羊

群体最低。对 3 种绵 (山) 羊群体间 H , PIC 和 Ne

两两配对的差异显著性检验表明 ,群体间均无显著

性差异。

表 3 　7 个微卫星座位在 3 个绵 (山)羊群体中的杂合度、多态信息含量和有效等位基因数

Table 4 　Heterozygosity ,polymorphism information contents and effective numbers of alleles of

7 microsatellite loci at sheep (goat) populations

座位
Loci

湖羊 Hu 同羊 Tong 长江三角洲白山羊 Csb

H PIC Ne H PIC Ne H PIC Ne

OarAE101 0. 866 6 0. 852 0 7. 483 9 0. 906 0 0. 898 7 10. 647 4 0. 937 6 0. 934 3 16. 063 7
MAF33 0. 905 6 0. 898 5 10. 596 0 0. 905 9 0. 898 6 10. 631 2 0. 714 4 0. 686 9 3. 501 4

OarFCB48 0. 925 4 0. 924 0 13. 973 8 0. 931 3 0. 925 2 14. 204 3 0. 919 4 0. 913 8 12. 418 3
OarFCB11 0. 943 7 0. 940 9 17. 777 2 0. 924 6 0. 919 8 13. 268 3 0. 875 3 0. 863 8 8. 021 8

MAF70 0. 900 8 0. 892 6 10. 079 6 0. 894 0 0. 885 6 9. 438 2 0. 906 2 0. 899 2 10. 667 6
OarFCB128 0. 912 2 0. 905 5 11. 367 3 0. 928 8 0. 924 2 14. 035 1 0. 913 3 0. 906 8 11. 538 5
OarFCB304 0. 910 1 0. 903 6 11. 128 5 0. 933 1 0. 929 1 14. 952 0 0. 940 5 0. 937 4 16. 823 7
平均值
Average 0. 909 2 0. 902 4 11. 772 3 0. 917 7 0. 911 6 12. 453 8 0. 886 7 0. 877 4 11. 290 7
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2. 3 　绵 (山)羊微卫星 DNA 的 PCR 扩增效率

对绵 (山)羊 3 个群体经过退火温度和镁离子浓

度优化 ,分别获得适应于不同微卫星座位的 7 个最

适体系。当退火温度为 5163 ℃,镁离子浓度为1. 25

2. 25 mmol/ L 时 ,每个群体经 34 个 PCR 扩增重复 ,

产生有效条带的百分率即样本有效扩增效率如表 4

所示。由表 4 可见 ,微卫星 PCR 效率以长江三角洲

白山羊最高 ,湖羊次之 ,同羊最低。进一步进行品种

间和座位间的 L SD 显著性检验 ,结果表明 ,同羊与

湖羊、长江三角洲白山羊间扩增效率存在显著性差

异 ,湖羊与长江三角洲白山羊间差异不显著。各微

卫星座位间 ,OarFCB128 与其他 6 个座位的扩增效

率差异显著 ;OarAE101 除与 OarFCB128 存在显著

差异外 ,还与 MAF33 和 OarFCB304 间存在显著差

异。提示微卫星扩增效率存在品种间和位点间的显

著性差异。
表 4 　3 个绵 (山)羊群体微卫星 DNA 的扩增效率

Table 4 　The efficiency of PCR amplifying on microsatellite loci of 3 sheep (goat) populations %

座位
Locus

湖羊
Hu

同羊
Tong

长江三角洲山羊
Csb X

-
±σ

LSD 检验
LSD test

OarFCB304 64. 00 73. 00 97. 00 78. 00 ±17. 06 a

MAF33 80. 00 63. 00 83. 00 75. 33 ±10. 79 ab

OarFCB48 80. 00 65. 00 73. 00 72. 67 ±7. 51 abc

MAF70 84. 00 51. 00 80. 00 71. 67 ±18. 01 abc

OarFCB11 74. 00 67. 00 70. 00 70. 33 ±3. 51 abc

OarAE101 66. 00 46. 00 63. 00 58. 33 ±10. 97 c

OarFCB128 32. 00 32. 00 50. 00 38. 00 ±10. 39 d

�X ±σ 68. 57 ±17. 77 56. 71 ±14. 36 73. 71 ±15. 015 66. 33

LSD 检验 LSD test a b a

　　注 :LSD 检验中不同字母者表示组间有显著性差异 ( P < 0. 05) 。

Note :LSD test ,mean values with different letter within columns or rows were significantly different ( P < 0. 05) .

2. 4 　群体间标准遗传距离比较

由表 5 可见 ,山羊与绵羊群体间微卫星资料获

得的标准遗传距离 ,远大于绵羊群体之间的标准遗

传距离。

另据计算 ,山羊与绵羊间的平均标准 Nei 氏距

离 L 0 = 1 . 167 ,湖羊与同羊的标准 Nei 氏距离 L 1 =

0 . 232 1 ,以山羊作参照群体 ,则湖羊与同羊的亲缘

距离系数 R =
L 1

L 0
=

0 . 232 1
1 . 161 7

= 0 . 199 8。若定义绵羊

和山羊近缘种间亲缘距离为 1 . 0 ,则两绵羊群体间

的亲缘距离系数为 0 . 199 8。

表 5 　3 个绵 (山)羊群体间的标准遗传距离

Table 5 　The standard genetic distances among 3 sheep (goat) populations

品种
Species

湖羊
Hu

同羊
Tong

长江三角洲白山羊
Csb

湖羊 Hu 0. 000 0 0. 232 1 1. 231 3

同羊 Tong 0. 232 1 0. 000 0 1. 092 1

长江三角洲白山羊 Csb 1. 231 3 1. 092 1 0. 000 0

3 　讨论与结论

3. 1 　群体内、群体间的遗传变异

　　杂合度 ( H) 和多态信息含量 ( PIC) 都是群体内

遗传变异的测度 ,其值的高低反映了群体内个体的

均匀度 ,若数值高 ,表明遗传变异大 ,反之则群体的

遗传变异就小。储明星等[8 ]用 5 个微卫星标记揭示

的小尾寒羊平均杂合度为 0. 456 9 ;Arranz 等[7 ]用

19 个微卫星标记研究了西班牙的 5 个本地绵羊品

种 ( Churra , Lalxa , Manchega , Rasa2Aragonesa 和

Merino)与 Awassi 绵羊的遗传分化 ,结果表明群体

的平均杂合度为 0. 7130. 771。本研究涉及的 3 个

绵 (山)羊群体 ,平均杂合度为 0. 886 70. 917 7 ,均高

于以上的研究结果 ,这一方面与选择的微卫星标记

有关 ,另一方面则提示 3 个绵 (山) 羊群体在长期的

风土驯化过程中 ,适应了各自的生境 ,造就了丰富的

遗传变异。

群体间的遗传距离是群体间遗传变异的尺度 ,

比较湖羊、同羊及长江三角洲白山羊的平均多态信

息含量、杂合度及有效等位基因数 ,均以同羊为最

高 ,湖羊次之 ,山羊最低 ,这一结果基本吻合于结构

基因座的研究结果[21 ] 。根据微卫星标记获得的绵

山羊间遗传距离远大于绵羊群体间的遗传距离 ,这

一基本事实从侧面反映了微卫星 DNA 标记的可靠
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性。

3. 2 　7 个微卫星标记的多态性

本研究所选择的微卫星座位主要考虑应来自不

同的染色体 (OarFCB11 和 OarFCB12 位于同一染色

体) ,7 个微卫星座位在 3 个绵 (山) 羊群体中均检测

到 7 个以上等位基因 ,各座位的多态信息含量为 0.

686 90. 940 9。根据 Bolstein [22 ]提出的基因变异程

度衡量指标 ,本研究涉及的 7 个微卫星座位均属高

度多 态 基 因 座 , 因 此 , 初 步 认 为 OarFCB11 ,

OarFCB128 ,MAF20 ,OarAE101 ,MAF33 ,OarFCB48

和 OarFCB304 ,是普遍适合于绵羊及其近缘山羊种

遗传分化的多态标记。

3. 3 　关于利用绵羊的微卫星标记检测山羊群体

根井正利[23 ]认为 ,多型基因在一个群体中的保

持时间要比种的寿命长得多 ,因此一个种某一座位

的基因多样度就可能与一个近缘种的基因多样度紧

密相关。微卫星侧翼序列的保守性使之可存在于多

个物种中 ,某一物种的微卫星引物可应用于相关的

近缘物种 , Yang 等[8 ]利用 6 个绵羊微卫星标记 ,研

究我国固有的西藏山羊、内蒙古山羊、辽宁山羊、大

行山羊和马头山羊等 5 个山羊品种 ,每个位点均获

得 8 个以上等位基因。本研究采用公布的 7 个绵羊

微卫星标记引物同时扩增绵 (山) 羊群体 ,其中 3 个

位点 (OarFCB11 ,OarFCB48 和 OarFCB304) 与前者

所选一致 ,且 3 座位在长江三角洲白山羊群体中的

等位基因大小范围与前者的研究结果基本一致。由

7 个微卫星标记获得的 722 个等位基因提示 ,所选 7

个微卫星标记可用于检测山羊群体的遗传多样性 ,

并可进一步用于分析绵山羊近缘种间遗传分化的研

究。
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Investigation on polymorphism of 7 sheep microsatellite

markers in sheep (goat) populations

YANG Zhang2ping1 ,CHANG Hong1 ,SUN Wei1 , GENG Rong2qin1 ,

REN Zhan2yun2 ,MAO Yong2jiang1

(1 College of A nim al Science and Technology , Yangz hou U niversity , Yangz hou , Jiangsu 225009 , China;

2 College of A nim al Science and Technology , Northwest A & F U niversity , Yangling , S haanxi 712100 , China)

Abstract :7 sheep microsatellite markers (OarFCB11 ,OarFCB128 ,MAF70 ,OarAE101 ,MAF33 ,OarFCB48

and OarFCB304) located on chromosome 2 , 4 , 6 , 9 , 17 and 19 respectively , were selected for examining the

samples of Hu sheep , Tong sheep and Yantse River Delta White Goat ( Csb) through PCR amplifying. The

results displayed that : There are more than 7 alleles for each microsatellite locus. Mean heterozygosity ( H) for

Hu sheep , Tong sheep and Csb goat reached 0. 909 2 ,0. 917 7 and 0. 886 7 respectively. The mean polymorphism

information contents ( PIC) for Hu sheep , Tong sheep and Csb goat was 0. 902 4 , 0. 911 6 and 0. 877 4

separately. Mean effective number of alleles ( Ne) was 11. 772 3 , 12. 453 8 and 11. 610 4. Tong sheep had

highest level on above 3 indexes. By the standard of producing effective band ,there were obvious difference in

efficiency of PCR amplifying among populations and loci. Csb population and OarFCB128 locus had highest

efficiency of PCR amplifying. The standard genetic distances between populations were computed based on alleles

f requency of 7 microsatellite loci. The genetic distances between sheep and goat were much larger than between

sheep populations. The phylogenetic distance coefficient ( R) between Hu sheep and Tong sheep was 0. 199 8.

This study indicates : All 7 sheep microsatellite loci displayed high polymorphism ; There were rich genetic

variations existed in Hu , Tong sheep and Csb goat according to the analysis of the 7 microsatellite loci ; The 7

microsatellite loci can be used for research on genetic differentiation between sheep and goat .

Key words : microsatellite DNA marker ; PCR amplifying ; heterozygosity ; polymorphism information

content ;effective number of alleles ;standard genetic distance
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