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　　[摘　要 ]　采用 5个微卫星位点对 4个绵羊品种 (小尾寒羊、多浪羊、新疆细毛羊、阿勒泰羊)的遗传多样性进

行了分析。结果表明, 5个微卫星位点在4个绵羊品种中的平均等位基因数分别为7, 6. 4, 6和6个;多态信息含量分

别为 0. 774 7, 0. 761 6, 0. 720 3和0. 703 2;有效等位基因数分别为4. 978 5, 4. 835 6, 4. 182 2和3. 935 0;杂合度分别

为 0. 814 4, 0. 806 2, 0. 719 7和 0. 716 7;信息熵分别为 1. 701 1, 1. 699 3, 1. 554 1和 1. 509 8。
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　　微卫星 (m icro satellite)一般由2～ 6个碱基组成

核心序列,重复 10～ 20 次左右,首尾相接组成短串

连序列重复 (Sho rt tandem repeat, STR ) ,又称为简

单序列重复 (Simp le sequence repeat, SSR )。微卫星

普遍存在于真核生物的基因组中,平均每 10 kb 就

出现一个。微卫星标记由于具有数量多、分布广、共

显性遗传、多态性丰富及检测快速方便等优点,目前

已广泛应用在各种动植物基因作图、群体遗传变异

分布、群体起源系统、亲子鉴定和Q TL 的检测与定

位等研究中[1 ]。

DNA 是生物遗传信息的载体,其标记的多态性

和范围是其他任何一种形式的标记不可比拟的,为

摸清 4 个绵羊品种的品质特性,为选育工作提供科

学依据,在DNA 水平上检测群体的遗传多样性显得

尤为重要。近年来,国内学者在DNA 水平对绵羊作

了大量研究[224 ] ,本文旨在利用微卫星技术对 4个绵

羊品种 (小尾寒羊、阿勒泰羊、新疆细毛羊和多浪羊)

的遗传多样性进行检测,以期为绵羊遗传资源保存

和开发利用提供理论基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　绵羊血液　从新疆生产建设兵团农八师北

野种羊场,采集 61 只小尾寒羊 (XW )母羊、31 只多

浪羊 (DL )母羊、58 只新疆细毛羊 (XM )母羊、30 只

阿勒泰羊 (AL T )母羊的血样用肝素钠抗凝, - 20 ℃

冷冻保存备用。

1. 1. 2　引物合成　5 对特异微卫星引物由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成, 详细资料见

表1。
表 1　5对微卫星引物概况

T able 1　Survey of five pairs of m icro2satellites locis

引物
L oci

序列 Sequence
退火温度ö℃
A nnealing
temperatu re

来源
Source

片段长度öbp
Range of
allele size

O arA E101 F: 5′2T TCT TA TA GA T GCA CTCAA GCTA GG23′
R: 5′2TAA GAAA TA TA T T T GAAAAAA CT GTA TCTCCC23′ 64. 0 绵羊

Sheep
91～ 135

O arHH 35 F: 5′2AA T T GCA T TCA GTA TCT T TAAA CA TCT GGC23′
R: 5′2A T GAAAA TA TAAA GA GAA T GAA CCA CA CGG23′ 62. 0 绵羊

Sheep
102～ 148

O arHH 55 F: 5′2GT TA T TCCA TA T TCT T TCCTCCA TCA TAA GC23′
R: 5′2CCA CA CA GA GCAA CTAAAA CCCA GC3′ 63. 5 绵羊

Sheep
117～ 155

BM 1329 F: 5′2T T GT T TA GGCAA GTCCAAA GTC23′
R: 5′2AA CA CCGCA GCT TCA TCC23′ 63. 0 牛

Cattle
170～ 220

BM 143 F: 5′2A CCT GGGAA GCCTCCA TA TC3′
R: 5′2CT GCA GGCA GA T TCT T TA TCG23′ 62. 0 牛

Cattle
96～ 120
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1. 2　绵羊基因组DNA 的提取

用氯仿抽提法提取基因组DNA , 溶于超纯水

中, 4 ℃保存。

1. 3　绵羊基因组DNA 的PCR 扩增

PCR 反应体系为: T aq DNA 聚合酶 ( 0. 5

U öΛL ) 1. 0 ΛL , 10×PCR 缓冲液 1. 2 ΛL ,M gC l2 (25

mmo löL ) 1. 5 ΛL , dN T P s (2. 5 mmo löL ) 0. 75 ΛL ,

上、下游引物 (20 pmo löL )各 1. 0 ΛL , 超纯水 4. 55

ΛL , DNA 模板 (100 ngöΛL ) 1. 0 ΛL。PCR 扩增程序

为: 95 ℃预变性2 m in; 95 ℃变性30 s,退火 (温度根

据所选的引物而定) 30 s, 72 ℃延伸45 s, 34个循环;

72 ℃延伸10 m in,产物4 ℃保存。

1. 4　PCR 产物的电泳检测和绵羊基因型的判定

PCR 反应结束后,用浓度为80 göL 的聚丙烯酰
胺凝胶电泳, 然后用硝酸银染色法显色, 用德国

Kondak 公司的凝胶成像系统携带的 1D Im age

A nalysis Softw are V ersion 3. 0 软件计算微卫星等

位基因大小。

1. 5　统计指标

1. 5. 1　基因频率和基因型频率的计算　基因型频

率指一个群体中某一性状的各种基因型之间的比

率。设某一基因位点有A 和B 两个等位基因,基因频

率分别为p 和q,则

p = (2X + Y ) ö2N 　　q = (2Z + Y ) ö2N

式中, X 为具有A A 基因型的个体数, Z 为具有B B

基因型的个体数, Y 为具有A B 基因型的个体数, N

为总个体数。

基因型频率= 基因型个体数ö测定群体总数
1. 5. 2　基因纯合度 ( j )和杂合度 (H e)的计算　j 和

H e的计算公式为: j = ∑
m

i= 1
p

2
i , H e= 1- ∑

m

i= 1
p

2
i。

式中, m 为某位点的等位基因数; p i 为某位点第 i个

等位基因的频率。

1. 5. 3　多态信息含量 (P IC)的计算　一个标记在

群体中的P IC 值是根据其位点等位基因的频率来计

算的[5 ]。

P IC = 1 - ∑
m

i= 1
p 2

i - ∑
m - 1

i= 1
∑

m

j= i+ 1
2p 2

i p
2
j

式中, p i 和p j 分别为第i和j 个等位基因在群体中的

频率; m 为等位基因数。

2　结果与分析

2. 1　绵羊微卫星标记目的片段扩增结果

　　多浪羊在O arA E101位点的扩增图谱见图1。由

图1可知,扩增效果较好,不同多浪羊个体扩增的条

带清晰明亮, PCR 产物的特异性好,扩增效率高,能

满足实验的要求,

图 1　多浪羊O arA E101位点扩增产物电泳图谱

1～ 8泳道为不同羊个体扩增产物电泳条带;M. 100 bp DNA m arker

F ig. 1　Pattern of PCR p roduct of O arA E101 loci in the DL

1- 8. Individual PCR p roduct;M. 100 bp DNA M arker

2. 2　绵羊微卫星标记DNA 多态性检测结果

多浪羊O arA E101位点的PCR 产物进行非变性

聚丙稀酰胺凝胶电泳后,银染结果见图2。由图2可

知,目的条带清晰,可以进行带型判定。

本研究中, O arA E101 位点检测出 9 个等位基

因,即97～ 133 bp; O arHH 35位点检测出9个等位基

因,即104～ 146 bp; O arHH 55位点检测出 6个等位

基因,即119～ 151 bp; BM 1329位点检测出6个等位

基因,即 178～ 210 bp; BM 143位点检测出 6个等位

基因,即104～ 124 bp。

2. 3　4个绵羊品种的遗传多态性

由表2可知,对于O arA E101位点, 109 bp 等位

基因的频率最高为 0. 294 4,为 4个群体共有; 97 bp

等位基因的频率最低为0. 005 6,只在小尾寒羊中检

测到; 103 bp 等位基因的频率只在新疆细毛羊和阿

勒泰羊中检测到。对于O arHH 35位点, 118 bp 等位

基因的频率最高为0. 261 1, 146, 136, 124, 118, 114,

108和 104 bp 等位基因为 4 个群体共有; 128 bp 等
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位基因的频率最低为0. 005 6,同样只在小尾寒羊中

检测到。对于O arHH 55位点, 133 bp 等位基因的频

率最高为 0. 394 5, 6个等位基因在 4个群体中均存

在。对于BM 1329位点, 204 bp 等位基因的频率最高

为0. 277 8,为 4 个群体共有, 198 bp 等位基因的频

率为0. 041 7,只在小尾寒羊和多浪羊中检测到。对

于BM 143 位点, 104 bp 等位基因的频率最高为 0.

277 8,为各群体共有, 120 bp 等位基因的频率为 0.

119 4,在新疆细毛羊中没有检测到。

根据M on tgom ery 等[627 ]报道,这 4个绵羊品种

的繁殖力由高到低的顺序为: 小尾寒羊> 多浪羊>

新疆细毛羊> 阿勒泰羊。由表2可见,O arA E101位

点的97 bp 和O arHH 35位点的128 bp ,只在小尾寒

羊中检测到; O arA E101 位点的 107 bp、BM 1329 位

点的198 bp 和BM 143位点的124 bp ,只在小尾寒羊

和多浪羊中检测到; 而O arA E101位点的 103 bp 只

在新疆细毛羊和阿勒泰羊中检测到。这些特有的等

位基因是否可作为绵羊繁殖力高低的分子标记,值

得通过扩大样本数量和遗传连锁分析进一步研究。

图 2　多浪羊O arA E101位点的PA GE 电泳图谱

1, 3泳道基因型为109ö121; 2, 19泳道基因型为107ö109; 4, 8, 10, 13, 17泳道基因型为97ö97; 5, 6, 7泳道基因型为97ö107; 9, 11, 15泳道基

因型为109ö133; 12泳道基因型为97ö121; 14泳道基因型为97ö107; 16泳道基因型为109ö133; 18泳道基因型为113ö127; 19泳道基因型为

107ö109;M. 100 bp ladder的M arker

F ig. 2　PA GE pattern of O arA E101 loci in the DL

1, 3 geno types 109ö121; 2, 19 geno types 107ö109; 4, 8, 10, 13, 17 geno types 97ö97; 5, 6, 7 geno types 97ö107; 9, 11, 15 geno types 109ö133;

12 geno types 97ö121; 14 geno types 97ö107; 16 geno types 109ö133; 18 geno types 113ö127; 19 geno types107ö109;M 100 bp ladder m arker

表 2　5个微卫星位点在 4个绵羊群体的等位基因频率

T able 2　A llele frequencies of five m icro satellites locis in four popu lat ions

位点
L oci

片段长度öbp
F ragm ent size XW DL XM AL T

加权值
W eigh t

O arA E101 133 0. 106 5 0. 145 2 0. 025 8 0. 033 3 0. 075 0

127 0. 065 6 0. 064 5 0. 025 8 0. 066 7 0. 052 8

121 0. 286 9 0. 241 9 0. 189 7 0. 200 0 0. 233 3

117 0. 049 2 0. 129 0 0. 250 0 0. 150 0 0. 144 4

113 0. 180 3 0. 145 2 0. 112 1 0. 183 4 0. 152 8

109 0. 262 3 0. 241 9 0. 362 1 0. 283 3 0. 294 4

107 0. 032 8 0. 032 3 — — 0. 016 7

103 — — 0. 034 5 0. 083 3 0. 025 0

97 0. 016 4 — — — 0. 005 6

O arHH 35 146 0. 065 6 0. 016 1 0. 008 6 0. 016 7 0. 030 6

136 0. 041 0. 096 6 0. 086 2 0. 116 7 0. 077 8

128 0. 016 4 — — — 0. 005 6

124 0. 180 3 0. 145 2 0. 224 1 0. 216 7 0. 194 4

122 0. 016 4 — 0. 017 2 — 0. 011 1

118 0. 262 3 0. 306 5 0. 232 8 0. 266 7 0. 261 1

114 0. 008 2 0. 032 3 0. 043 1 0. 016 7 0. 025 0

108 0. 204 9 0. 145 2 0. 319 0 0. 333 2 0. 252 8

104 0. 204 9 0. 258 1 0. 069 0 0. 033 3 0. 141 6
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续表 2　Continued of T ab le 2

位点
L oci

片段长度öbp
F ragm ent size XW DL XM AL T

加权值
W eigh t

O arHH 55 151 0. 065 6 0. 096 8 0. 060 3 0. 066 7 0. 069 4
149 0. 155 7 0. 096 8 0. 137 9 0. 150 0 0. 138 9
145 0. 098 4 0. 145 2 0. 181 0 0. 166 7 0. 144 5
135 0. 106 6 0. 096 8 0. 094 8 0. 083 3 0. 097 2
133 0. 385 2 0. 371 0 0. 405 3 0. 416 6 0. 394 5
119 0. 188 5 0. 193 4 0. 120 7 0. 116 7 0. 155 5

BM 1329 210 0. 163 9 0. 177 4 0. 189 7 0. 200 0 0. 180 6
204 0. 262 3 0. 225 8 0. 310 3 0. 300 0 0. 277 8
198 0. 073 8 0. 096 8 — — 0. 041 7
188 0. 024 6 0. 032 3 0. 043 1 0. 033 3 0. 033 3
182 0. 163 9 0. 177 4 0. 362 1 0. 350 0 0. 261 1
178 0. 311 5 0. 290 3 0. 094 8 0. 116 7 0. 205 5

BM 143 124 0. 147 5 0. 145 3 — — 0. 075 0
120 0. 204 9 0. 241 9 — 0. 050 0 0. 119 4
116 0. 114 8 0. 129 0 0. 129 3 0. 150 0 0. 127 8
112 0. 106 6 0. 129 0 0. 198 2 0. 216 7 0. 158 3
108 0. 278 7 0. 241 9 0. 232 8 0. 183 3 0. 241 7
104 0. 147 5 0. 112 9 0. 439 7 0. 400 0 0. 277 8

2. 4　4个绵羊群体的遗传变异

衡量群体遗传变异的指标目前主要有基因杂合

度、多态信息含量和有效等位基因数。由表 3可知,

在4个品种组成的大群体中, 5个微卫星位点的多态

信息含量大小顺序为: O arA E101 > O arHH 35 >

O arHH 55> BM 143> BM 1329; 有效等位基因数的

大小顺序为 O arA E101 > O arHH 35 > BM 143 >

O arHH 55 > BM 1329; 杂 合 度 大 小 顺 序 为:

O arA E101 > O arHH 35 > BM 1392 > O arHH 55 >

BM 143; 信 息 熵 的 大 小 顺 序 为: O arA E101 >

O arHH 35> O arHH 55> BM 1329> BM 143。从这些

数据可看出,有效等位基因数多的品种,其杂合度和

多态信息含量也高。同时还发现, 4个绵羊品种在5

个微卫星位点的 P IC 皆大于 0. 7, 在遗传连锁分析

中, P IC 大于0. 7的微卫星DNA 是最理想的选择标

记[8 ] ,因为在这种情况下,双亲在该位点通常是杂合

的,在其后代中可以清楚地观察到等位基因的分离。

但是,由于本试验分析样本量较少,不能排除4个绵

羊品种在5个微卫星位点还存在新的等位基因和新

的基因型,因此这 5 个微卫星位点是否可以作为连

锁分析的候选遗传标记,有待于进一步深入研究。

表 3　5个微卫星位点在绵羊群体中的多态信息含量、有效等位基因数、杂合度和信息熵

T able 3　P IC num ber of effective alleles, H eterozygo sity and Shannonπs info rm ation index of

5 m icro2satellite sites in 4 sheep breeds

位点
L oci

多态信息含量
P IC

有效等位基因数
N um ber of effective

alleles

杂合度
H eterozygo sity

信息熵
Shannonπs info rm ation

index

O arA E101 0. 772 8 4. 957 4 0. 805 6 1. 729 4

O arHH 35 0. 749 6 4. 630 9 0. 792 2 1. 675 1

O arHH 55 0. 732 4 4. 217 9 0. 772 1 1. 610 9

BM 1329 0. 715 8 4. 153 5 0. 774 4 1. 550 8

BM 143 0. 728 9 4. 454 2 0. 765 6 1. 513 9

表 4　4个绵羊群体的平均遗传多态性

T able 4　A verage genetic po lymo rph ism s in four sheep populat ions

品种
B reed

多态信息含量
P IC

有效等位基因数
N um ber of

effective
alleles

杂合度
H eterozygo sity

信息熵
Shannonπs
info rm ation

index

平均等位基因数
M ean num ber

of alleles

XW 0. 774 7 4. 978 5 0. 814 4 1. 701 1 7

DL 0. 761 6 4. 835 6 0. 806 2 1. 699 3 6. 4

XM 0. 720 3 4. 182 2 0. 719 7 1. 554 1 6

AL T 0. 703 2 3. 935 0 0. 716 7 1. 509 8 6

　　表4列出了4个绵羊品种的平均遗传多态性。由 表 4 可知, 4 个绵羊群体中小尾寒羊的遗传变异最
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大,阿勒泰羊最小,表明小尾寒羊蕴含着极其丰富的

遗传信息,在今后的育种实践中具有较高的利用价

值。此外,小尾寒羊和多浪羊的平均等位基因数均较

多,分别为 7和 6. 4,这可能与这两个品种选育程度

较低、遗传变异较大有关。

3　讨　论

多态信息含量是衡量片段多态性的一个指标。

根据Bo tstein [9 ]等提出的衡量基因变异程度高低的

多态信息含量 ( Po lymo rph ism Info rm at ion Con2
ten t, P IC)指标,当P IC> 0. 5时,该基因座为高度多

态基因座, 0. 25< P IC < 0. 5 时为中度多态基因座,

P IC< 0. 25时为低度多态信息基因座。据此可知,本

研究中5个微卫星位点均为高度多态位点。

根据全球家畜品种间遗传距离测定草案中提出

的微卫星选择标准可知,每个微卫星位点至少应有4

个等位基因方能较好的应用于遗传多样评估[9 ]。而

本研究中的5个微卫星位点在4个品种中的等位基

因数皆大于4个,表明这5个位点可用于绵羊群体遗

传多态性评价。

微卫星的多态性能够反映物种中最原始、最保

守的基因,其余的等位基因则是在进化过程中由等

位基因中频率较高的基因突变形成的。据此,

O arA E101基因座的109 bp 等位基因、O arHH 35基

因座的 118 bp 等位基因、O arHH 55 基因座 133 bp

等位基因、BM 1329 基因座 204 bp 等位基因和

BM 143基因座 104 bp 等位基因可能是这 4 个绵羊

群体中相应微卫星位点最原始的等位基因。但这 5

个位点等位基因频率在多浪羊、新疆细毛羊和阿勒

泰羊中相差不大,这是否是由于他们均属于新疆地

方品种,还是由于地域差异造成的,有待于进一步研

究。
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Genet ic d iversity study of 4 sheep b reeds

L E I Cheng-zh i1,YAO Y i1, CHEN Y u- l in 1,Y IN Jun - l iang2,L IU Fu-yuan 2

(1 Colleg e of A n im al S cience and technology of N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Institu te of A n im al H usband ry and V eterinary M ed icine, X inj iang A cad emy of A g ricu ltu ra l R eclam ation, S h ihez i, X inj iang 832000, Ch ina)

Abstract: T he genet ic po lymo rph ism s of five m icro satellite locis (O arA E101, O arHH 35, O arHH 55,

BM 1329 and BM 143) w ere analyzed in fou r sheep b reeds (Sm all T ail sheep ,D uo L ang sheep , Ch ineseM eri2
no and AL e ta i sheep ). T he num bers of average alleles fo r O arA E101, O arHH 35, O arHH 55, BM 1329 and

BM 143 w ere 7, 6. 4, 6 and 6 in fou r sheep b reeds respect ively. T he po lymo rph ism info rm at ion con ten ts w ere

0. 774 7, 0. 761 6, 0. 720 3 and 0. 703 2, the num ber of effect ive alleles 4. 978 5, 4. 835 6, 4. 182 2 and

3. 935 0, the heterozygo sity 0. 814 4, 0. 806 2, 0. 719 7 and 0. 716 7, the Shannonπs info rm at ion index w ere

1. 701 1, 1. 699 3, 1. 554 1 and 1. 509 8.

Key words: sheep; m icro satellite; genet ic po lymo rph ism a
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