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微卫星标记OarFCB304 和M CM 53 在3 个绵羊
品种中的遗传多态性
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　　[摘　要 ]　利用两个微卫星标记O arFCB 304 和M CM 53 对陶赛特、德克赛尔和萨福克 3 个绵羊品种的等位基

因频率、群体多态信息含量、有效等位基因数和杂合度进行了检测。结果表明, 微卫星位点O arFCB 304 和M CM 53

在 3 个绵羊品种中均具有高度多态性, 可以用于绵羊遗传多样性的评估; 位点O arFCB 304 比M CM 53 变异大; 从不

同品种来看, 陶赛特绵羊的遗传变异程度较大, 而德克赛尔羊的遗传变异程度相对较小。
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Abstract: Gene frequency, po lymo rph ism info rm at ion con ten ts, num ber of effect ive alleles and

heterozygo sity w ere studied in Suffo lk, Do rset and T exel sheep u sing m icro satellite m arkers O arFCB 304

and M CM 53. T he resu lts ind ica ted that there are genet ic po lymo rph ism s at m icro satellite O arFCB 304 and

M CM 53 in th ree sheep b reeds. M icro satellite O arFCB 304 and M CM 53 can be u sed fo r genet ic

po lymo rph ism evaluat ion in sheep b reeds; the varia t ion at m icro satellite O arFCB 304 is h igher than that a t

m icro satellite M CM 53. In th ree sheep b reeds, the variab ility of Do rset is the h ighest, and that of T exel

sheep the low est.
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　　微卫星DNA (M icro satellite DNA ) 又称短串联

重复序列 ( sho rt tandem repeat, STR ) , 以 2～ 6 bp

的短核苷酸为基本单位, 呈串联重复状分布于生物

体整个基因组中, 具有分布广泛、多态性丰富、易于

检测、进化所受选择压力小等特点, 在度量品种遗传

多样性、估测品种间遗传距离及构建系统发生树等

方面具有巨大优势, 被认为是各类遗传标记中最有

价值的一种[123 ]。肉羊生产在我国畜牧业中是一个弱

项, 近年来, 我国从国外引进了许多优良肉用绵羊,

用来杂交改良本地羊, 取得了一定成绩。了解引进肉

用绵羊品种的遗传多样性及其遗传关系, 对于品种

起源进化研究、种质资源保护以及科学开发利用均
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具有重要的指导意义。为此, 本研究选择与繁殖力有

关的微卫星位点O arFCB 304 和M CM 53 作为试验位

点, 分析其在陶赛特 (Do rset)、德克赛尔 (T exel) 和

萨福克 (Suffo lk) 3 个引进肉用绵羊品种中的遗传多

态性及遗传变异情况, 以期为 3 个肉用绵羊品种资

源的深入研究、保存和利用提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　绵羊血样　在河北唐县种羊场随机采取陶

赛特、德克赛尔和萨福克3 个绵羊品种血样各42 份。

所采血样加ED TA 抗凝剂后, - 20 ℃保存。

1. 1. 2　主要试剂　T aq DNA 聚合酶、PCR Buffer、

M gC l2 均购自上海生物工程有限公司; dN T P 由大

连宝生物工程有限公司提供; 琼脂糖,OXO ID 进口

分装; 蛋白酶K、饱和酚、T ris 和M aker 购自保定海

泰克生物技术有限公司。

1. 1. 3　引物的设计与合成　根据相关文献选择与

繁殖性状相关的微卫星位点 O arFCB 304 [4 ] 和

M CM 53 [5 ]用于试验。微卫星位点M CM 53 引物序列

用P rim er 5. 0 软件设计, 预期扩增片断长度约为210

bp。PCR 引物由大连宝生物工程有限公司合成, 其

序列为O arFCB 304 (156～ 210 bp ) :

P1 5′2CCC TA G GA G CT T TCA A TA AA G

AA T CGG23′;

P2 5′2CGC T GC T GT CAA CT G GGT CA G

GG23′。

M CM 53 (205～ 251 bp ) :

P1 5′2GCA GCA GA T GGG CTA A GC A G2
3′;

P2 5′2A T G GCA A TC CA C TCC A GT AA G

G23′。

1. 2　绵羊血液DNA 的提取与检测

参照Sam b rook 等[6 ]的方法提取。按沉淀块大小

加适量T E 溶解24 h (4 ℃)后, 用10 göL 琼脂糖凝胶

电泳法检测所提取DNA 的质量, 合格样品分装, -

20 ℃保存备用。

1. 3　绵羊血液DNA 的PCR 扩增

1. 3. 1　M CM 53 位点的PCR 扩增　PCR 反应体系

为20 ΛL , 其中ddH 2O 9. 9 ΛL ,Buffer 2. 0 ΛL , dN T P

1. 6 ΛL (2. 5 mmo löL ) ,M g2+ 2. 0 ΛL (25 mmo löL ) ,

引物 2. 0 ΛL (10 pmo löL ) , T aq 酶 2. 0 ΛL (1. 0 uö

uL ) , DNA 模板0. 5 ΛL (100 ngöΛL )。PCR 反应程序

为: 95 ℃变性 3 m in, 60 ℃退火 1 m in, 72 ℃延伸 1

m in; 95 ℃变性 50 s, 60 ℃退火 50 s, 72 ℃延伸 1

m in, 30 个循环; 最后 72 ℃延伸 5 m in, 4 ℃保存备

用。

1. 3. 2　O arFCB 304 位点的 PCR 扩增　PCR 扩增

反应体系为 20 ΛL , 其中 ddH 2O 8. 7 ΛL , Buffer 2. 0

ΛL , dN T P 1. 6 ΛL (2. 5 mmo löL ) ,M g2+ 2. 0 ΛL (25

mmo löL ) , 上下游引物 2. 8 ΛL (10 pmo löL ) , T aq 酶

2. 5 ΛL (1. 0 uöΛL ) ,DNA 模板0. 5 ΛL (100 ngöΛL )。

PCR 反应程序为: 94 ℃预变性 5 m in; 94 ℃变性 1

m in, 63 ℃退火 1 m in, 72 ℃延伸 1 m in, 30 个循环;

最后72 ℃延伸5 m in, 4 ℃保存。

1. 4　绵羊血液DNA 扩增产物的电泳及染色

将扩增产物用 120 göL 的聚丙烯酰胺凝胶电

泳, 再用银染法进行定影、显影。银染过程为: 蒸馏水

洗3 遍, 体积分数10% 的乙醇固定10～ 15 m in, 蒸馏

水冲洗3 遍; 体积分数1% 的硝酸染3 m in, 蒸馏水冲

洗3 遍, 2 göL 的硝酸银染10～ 15 m in, 蒸馏水冲洗2

遍, 30 göL 的碳酸钠显色, 最后用体积分数 10% 的

乙酸停止显色, 凝胶成像仪拍照。

1. 5　试验数据的统计分析

用GEN EPO P 32 软件计算各位点的平均杂合

度 (H )、有效等位基因数 (N e) 和等位基因频率。用

M icro soft Excel 计算多态性信息含量 (P IC)。

1. 5. 1　P IC 的计算　

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, P j 分别为某一位点第 i, j 个等位基因频

率; n 为等位基因数。

1. 5. 2　等位基因数 (N a)、N e 的计算　根据PCR 产

物电泳图, 使用凝胶成像系统统计N a。

N e = 1ö∑
n

i= 1

(P i) 2。

式中: P i 为某一位点第 i 个等位基因的频率, n 为等

位基因数。

1. 5. 3　H 的计算　

H = ∑
r

j= 1

h j ör, 　h j = 1 - ∑
n

i= 1

(P i) 2。

式中: h j 为第 j 位点的杂合度, r 为位点个数, P i 为

某一位点上第 i 个等位基因的频率, n 为某一位点的

等位基因数。

2　结果与分析

2. 1 　 3 个绵羊品种血液 DNA O arFCB 304 和

M CM 53 PCR 扩增结果

　　结果显示, 3 个绵羊品种在微卫星M CM 53 位点
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检测出9 个等位基因 (图1) ; 在微卫星O arFCB 304 位 点检测出16 个等位基因 (图2)。

图 1　绵羊血液DNA 的M CM 53 PCR 产物电泳结果 (部分结果)
13. PBR 322M SPÉ , 从上到下各条带长度依次为147, 160, 180, 190, 201, 217, 238, 242 和309 bp; 1、16. 217ö237; 2、3、9、10、18、19. 235ö243;

4、7、15、17. 235ö235; 5、6、12. 207ö235; 8、20. 207ö207; 11. 205ö237; 14. 209ö235; 21. 215ö241; 22. 217ö241

F ig. 1　Band patterns of PCR p roduct of M CM 53 m icro satellite locus
13. PBR 322M SPÉ , the length of the lane is 147, 160, 180, 190, 201, 217, 238, 242 and 309 bp; 1、16. 217ö237; 2、3、9、10、18、19. 235ö243;

4、7、15、17. 235ö235; 5、6、12. 207ö235; 8、20. 207ö207; 11. 205ö237; 14. 209ö235; 21. 215ö241; 22. 217ö241

图 2　绵羊血液DNA 的O arFCB 304 PCR 产物电泳结果 (部分结果)
11. PBR 322 M spÉ , 从上到下各条带长度依次为147, 160, 180, 190, 201, 217, 238 和242 bp; 1. 186ö210; 2、3. 178ö204;

4. 184ö206; 5. 178ö202; 6、7、18. 156ö184; 8、9、10. 19, 20. 170ö198; 12. 164ö188; 13. 164ö184; 14、15. 170ö170; 16、17. 170ö186; 21. 172ö188

F ig. 2　Band patterns of PCR p roduct of O arFCB 304 m icro satellite locus
11. PBR 322 M spÉ , the length of the lane is 147, 160, 180, 190, 201, 217, 238 and 242 bp; 1. 186ö210; 2、3. 178ö204;

4. 184ö206; 5. 178ö202; 6、7、18. 156ö184; 8、9、10、19、20. 170ö198; 12. 164ö188; 13. 164ö184; 14、15. 170ö170; 16、17. 170ö186; 21. 172ö188

2. 2　O arFCB 304 在 3 个绵羊品种中的等位基因频

率

　　对 126 只绵羊O arFCB 304 位点进行测定, 在 3

个绵羊品种中共发现16 个等位基因, 其变异范围在

160～ 210 bp , 且等位基因频率表现出明显差异, 其

中184 bp 等位基因频率最高 (0. 285 7) , 与164, 170,

172, 198 bp 为各品种所共有; 178, 194, 206 和 210

bp 等位基因仅在德克赛尔绵羊中出现 (表1)。
表 1　微卫星位点O arFCB 304 在 3 个绵羊品种中的等位基因频率

T able 1　A llele frequency of O arFCB 304 loci m icro satellite in th ree sheep populat ions

等位
基因öbp
A llele

品种 B reed

萨福克
Suffo lk

陶赛特
Do rset

德克赛尔
T exel

等位
基因öbp
A llele

品种 B reed

萨福克
Suffo lk

陶赛特
Do rset

德克赛尔
T exel

160 0. 022 7 0. 000 0 0. 017 9 186 0. 181 8 0. 041 7 0. 000 0
164 0. 022 7 0. 020 8 0. 089 3 188 0. 000 0 0. 166 7 0. 000 0
170 0. 159 1 0. 125 0 0. 178 6 192 0. 000 0 0. 041 7 0. 000 0
172 0. 250 0 0. 104 2 0. 089 3 194 0. 000 0 0. 000 0 0. 017 9
174 0. 000 0 0. 208 3 0. 000 0 198 0. 113 6 0. 104 2 0. 089 3
176 0. 022 7 0. 000 0 0. 017 9 202 0. 045 5 0. 000 0 0. 000 0
178 0. 000 0 0. 000 0 0. 017 9 206 0. 000 0 0. 000 0 0. 017 9
184 0. 181 8 0. 187 5 0. 285 7 210 0. 000 0 0. 000 0 0. 178 6

2. 3　M CM 53 在3 个绵羊品种中的等位基因频率

在M CM 53 位点共发现了9 个等位基因, 变异范

围为 205～ 243 bp , 其中 209 bp 等位基因频率最高

(0. 333 3) , 与205, 243 bp 为3 个品种所共有; 207 bp

等位基因仅见于萨福克绵羊中, 241 bp 等位基因仅

见于陶赛特绵羊中 (表2)。

由此可见, 微卫星位点O arFCB 304 和M CM 53

在 3 个绵羊品种中的等位基因频率分布是不均匀

的, 每个座位都有一个或几个等位基因频率较高, 各

位点的基因频率表现出不同程度的差异, 显示出各
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品种的特异性。因此,O arFCB 304 和M CM 53 可以用 于绵羊遗传多样性分析。
表 2　微卫星位点M CM 53 在 3 个绵羊品种中的等位基因频率

T able 2　A llele frequency of O arFCB 304 loci m icro satellite in th ree sheep populat ions

等位
基因öbp
A llele

品种 B reed

萨福克
Suffo lk

陶赛特
Do rset

德克赛尔
T exel

等位
基因öbp
A llele

品种 B reed

萨福克
Suffo lk

陶赛特
Do rset

德克赛尔
T exel

205 0. 083 3 0. 043 5 0. 111 1 235 0. 000 0 0. 043 5 0. 111 1

207 0. 111 1 0. 000 0 0. 000 0 237 0. 000 0 0. 130 4 0. 222 2

209 0. 277 8 0. 260 9 0. 333 3 241 0. 000 0 0. 217 4 0. 000 0

215 0. 111 1 0. 173 9 0. 000 0 243 0. 277 8 0. 130 4 0. 185 2

217 0. 138 9 0. 000 0 0. 037 0

2. 4　微卫星位点O arFCB 304 和M CM 53 在 3 个绵

羊品种中的遗传指标

　　由表3 可知,O arFCB 304 位点在萨福克、陶赛特

和德克塞尔中的P IC 依次为 0. 807 4, 0. 835 0 和 0.

807 5; M CM 53 位点依次为 0. 765 2, 0. 791 4 和 0.

746 7。根据V aim an 等[7 ]确定位点多态性的标准

(P IC> 0. 5 为高度多态位点, 0. 5> P IC> 0. 25 为中

度多态位点, P IC < 0. 25 为低度多态位点) , 3 个绵

羊品种在2 个位点上均高度多态。此外, 在遗传连锁

分析时, 根据H earne 等[8 ]判断分子标记的标准 (多

态性信息含量大于 0. 7 的微卫星, 是较理想的选择

标记) , 本研究的2 个位点是较理想的分子标记。
表 3　3 个绵羊品种在 2 个微卫星位点上的遗传变异参数

T able 3　E stim ato rs of genetic variab ility of th ree sheep breeds at 2 m icro satellite loci

位点
L ocus

遗传指标
Index of
genetics

品种 B reeds

萨福克
Suffo lk

陶赛特
Do rset

德克赛尔
T exel

平均值
M ean

O arFCB304

P IC 0. 807 4 0. 835 0 0. 807 5 0. 816 6

N e 5. 866 7 6. 776 5 5. 850 7 6. 614 3

H 0. 829 5 0. 852 4 0. 829 1 0. 837 0

N a 9 9 11 9. 666 7

M CM 53

P IC 0. 765 2 0. 791 4 0. 746 7 0. 766 9

N e 4. 872 2 5. 453 6 4. 528 0 4. 951 3

H 0. 794 8 0. 816 6 0. 779 1 0. 798 0

N a 6 7 6 6. 333 3

　　多态性信息含量和杂合度均反映了群体的遗传

变异大小。O arFCB 304 位点在萨福克、陶赛特和德

克塞尔中的H 依次为: 0. 829 5, 0. 852 4, 0. 829 1;

M CM 53 位点依次为: 0. 794 8, 0. 816 6, 0. 779 1。H

大说明群体内基因型一致性差, 遗传变异大; 反之,

杂合度小说明群体内遗传变异较小。另外,

O arFCB 304 位点的平均多态信息含量、平均有效等

位基因数及平均杂合度 (分别为 0. 816 6, 6. 614 3,

0. 837 0) 均高于M CM 53 位点 (分别为 0. 766 9,

4. 951 3, 0. 798 0) , 说明微卫星位点O arFCB 304 变

异较大,M CM 53 位点变异较小。从不同品种来看,

陶赛特羊的各项遗传指标均较高, 德克赛尔羊均较

低, 说明陶赛特羊的遗传变异较大, 而德克赛尔羊的

遗传变异相对较小。

此外, 有效等位基因数也是反映群体遗传变异

大小的一个指标。等位基因数在群体中分布越均匀,

有效等位基因数越接近检测的等位基因绝对数[9 ]。

由表3 可知,M CM 53 位点上有效等位基因数接近实

际等位基因数, 表明该位点各个等位基因在 3 个绵

羊品种中分布较均匀; 而O arFCB 304 位点上有效等

位基因数与实际等位基因数相对较远, 表明

O arFCB 304 位点上等位基因分布差异较显著, 该位

点为品种检测提供的遗传信息量更大, 更有利于对

群体进行遗传变异分析。有效等位基因数也以另一

种方式反映了遗传变异的大小, 即有效等位基因数

总小于所检测到的等位基因数的绝对数。本研究

M CM 53 和O arFCB 304 2 个位点在3 个绵羊品种中

的有效等位基因数均大于 4, 根据微卫星选择标准
(有效等位基因数大于 4 的位点才能较好的用于群

体遗传多样性的评估[10 ])可知, 这2 个位点均可有效

地应用于绵羊群体遗传标记的研究。

3　讨　论

3. 1　O arFCB 304 和M CM 53 微卫星位点在 3 个绵

羊品种中的等位基因及其多态性

　　本试验选择与繁殖力相关的 2 个微卫星标记
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O arFCB 304 [4 ]和M CM 53 [5 ]对萨福克、陶赛特和德克

塞尔 3 个绵羊品种中的遗传多态性进行了检测, 结

果在3 个绵羊品种中均检测到6 个及以上的等位基

因, 与文献[ 11 ]的结果稍有不同, 但大多数等位基因

片段与报道吻合, 差异可能由样本含量不同引起。

N ei[12 ]认为一个位点上发现的等位基因数目与样本

数量有关, 样本含量越大, 所能发现的等位基因数目

就越多, 反之, 样本含量越小, 所能发现的等位基因

数目就越少。因此, 在微卫星标记很少的情况下, 应

尽可能扩大样本含量以保证结果的可靠性。本试验

的样本数在40 只以上, 基本符合检测条件。

对于一个基因或位点, 如果其频繁出现的等位

基因频率不超过 95% , 则该基因或位点是多态

的[13 ]。泽格·欧特[14 ]据此而将多态基因或位点定义

为杂合度≥0. 1 的基因或位点。本研究结果发现, 微

卫星位点O arFCB 304 和M CM 53 在萨福克、陶赛特

和德克赛尔 3 个品种中存在高度多态性, 可作为有

效的遗传标记, 用于绵羊品种之间遗传多样性和系

统发生关系分析。

3. 2　O arFCB 304 和M CM 53 微卫星标记在 3 个绵

羊品种中的遗传多态性分析

　　微卫星标记遵循孟德尔遗传规律, 呈共显性遗

传, 能够明显地区分纯合子和杂合子, 因此在进行群

体遗传变异分析时, 显得更为重要。杂合度 (H )和多

态信息含量 (P IC ) 均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。李玉

等[11 ]利用5 个微卫星标记研究了5 个绵羊品种的遗

传变异情况, 结果表明5 个绵羊的平均杂合度为0. 7

～ 0. 8; 多态性信息含量为0. 65～ 0. 78。王吉振等[15 ]

利用 4 个微卫星标记研究了 7 个绵羊群体 (小尾寒

羊、湖羊、乌珠穆沁羊、萨福克羊、陶赛特羊、夏洛来

羊、陶赛特公羊×小尾寒羊母羊F 1 代杂种羊) 的遗

传多态性, 结果发现7 个绵羊品种的杂合度为0. 429

1～ 0. 675 1, 多态性信息含量为 0. 394 4～ 0. 640 3。

本研究结果显示, 萨福克、陶赛特和德克塞尔3 个绵

羊品种在M CM 53 和O arFCB 304 2 个微卫星上的平

均多态性信息含量、平均杂合度均高于以上研究结

果, 也显著高于贾斌等[16 ]对新疆 8 个绵羊品种的研

究结果 (H 为 0. 622 4)。这一方面与样本含量的大

小、选择的微卫星标记极其数目有关, 另一方面则表

明这 3 个绵羊品种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, 具有较高的

遗传多态性。本研究结果可为今后肉用绵羊品种遗

传变异分析提供基本的理论依据。
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