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4 个微卫星标记在波尔山羊中的遗传多态性研究
3

朱广琴 ,史开志 ,宋宇轩 ,程雪妮 ,王建刚 ,曹斌云
(西北农林科技大学 动物科技学院 ,陕西 杨凌 712100)

[摘 　要 ] 　根据比较基因组学方法 ,利用绵羊 6 号染色体上与主效多胎基因 ( FecB )紧密连锁的 4 个微卫星标记

OarA E101、Oar H H55、BM1329 和 BMS2508 ,对波尔山羊进行了等位基因频率、多态信息含量、有效等位基因数和杂

合度的遗传检测。结果表明 ,4 个微卫星位点在波尔山羊上多态性丰富 ;OarA E101 基因座的多态信息含量 ( PIC) 、有

效等位基因数 (Ne) 、平均杂合度 ( He)分别为 0. 847 4 ,6. 553 1 和 0. 862 8 ;Oar H H55 基因座分别为0. 767 6 ,4. 302 9

和 0. 796 8 ;BM1329 基因座分别为 0. 841 4 ,6. 305 2 和 0. 857 6 ;BMS2508 基因座分别为 0. 783 1 ,4. 6104 和 0. 8096。

4 个微卫星位点均为高度多态位点 ,可用于波尔山羊遗传多态性评估和多胎性状研究。
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Abstract : According to comparative genomics , t he four microsatellite loci including OarA E101 , Oar2
H H55 ,BM1329 and BMS2508 t hat were linked to t he fecundity gene FecB in the sheep chromosome 6 were

selected to obtain molecular markers in goat . The f requency of allele ,polymorp hism information content

( PIC) ,number of effective alleles ( Ne) and heterozygosity ( He) of corresponding micro satellite locis in

Boer goat were detected. The result s indicated t hat t here were genetic polymorp hisms at t hese four micro2
satellite loci . PIC ,Ne ,and He at OarA E101 was 0. 847 4 ,6. 553 1 ,0. 862 8 ,respectively ; PIC ,Ne ,and He at

Oar H H55 was 0. 767 6 ,4. 302 9 ,0. 796 8 , respectively ; PIC , Ne , He at BM1329 was 0. 841 4 , 6. 305 2 ,

0. 857 6 ,respectively ;the PIC , Ne , He at BMS2508 was 0. 783 1 , 4. 610 4 , 0. 809 6 , respectively in Boer

goat s. The four microsatellite loci were height polymorp hic loci which could be used for genetic polymor2
p hism evaluation and st udy of t he fecundity t rait in Boer goat s.
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　　微卫星又称简单重复序列、短串联重复序列和

简单序列长度多态性[1 ] 。微卫星多态性是减数分裂

过程中由于不等交换造成的 ,其具有保守性 ,核心序

列为 2～6 bp ,重复约 10～20 次 ,呈共显性遗传[2 ] 。

微卫星标记在基因组中数量多、分布广、多态性丰

富 ,适于自动化、半自动化检测 ,在育种工作中应用
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广泛[ 3 ] 。目前 ,已在猪、马、牛、绵羊、鸡等动物基因

组中筛选出大量的微卫星标记[426 ] 。Piper 等[7 ] 在研

究 Booroola 羊时提出其常染色体上存在多胎性主

效基因的假设 ,后被证实并命名为 FecB 基因 ,并且

定位于 6 号染色体上[8 ] 。从 20 世纪 80 年代后期开

始 ,国内外研究人员在各种羊上寻找 FecB 基因位

点。Montgomer 等[9 ] 在 12 个绵羊家系中 ,首先发

现 FecB 基因与微卫星标记 OarA E101 主 Oar H H55

紧密连锁 ;以后陆续在绵羊中发现更多此类与 FecB

基因紧密连锁的微卫星标记[10 ] ,但对山羊的研究还

相对较少。波尔山羊系从南非引进的优秀肉用山羊

品种 ,提高其繁殖率对生产优质羔羊肉具有重要意

义。本研究选择位于绵羊 6 号染色体上与 FecB 紧

密连锁的 4 个微卫星标记 OarA E101、Oar H H55、

BM1329 和 BMS2508 ,作为探索波尔山羊多胎性基

因的微卫星候选标记 ,利用比较基因组学方法 ,研究

了这 4 个微卫星在波尔山羊群体中的多态性 ,以期

为波尔山羊品种资源利用及其多胎性状的分子遗传

标记研究奠定理论基础。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

波尔山羊血样 104 头份 ,采自陕西省麟游县种

羊场 ,ACD 抗凝 ;全血基因组 DNA 提取试剂盒、

T aq DNA 聚合酶、dN TPs 和 10 ×Buffer (内含 25

mmol/ L Mg2 + ) 购自北京鼎国生物技术有限公司 ;

上下游引物、10 ×TB E 缓冲液和 PBR322DNA/ MS2
PI Markers 均为华美生物工程公司产品。

1. 2 　波尔山羊血液 DNA 提取

用全血基因组 DNA 提取试剂盒提取波尔山羊

血样 DNA ,提取方法按产品使用说明进行。

1. 3 　波尔山羊微卫星标记的选择

根据比较基因组的方法 ,选择与绵羊多胎性状

相关的微卫星标记 OarA E101 [9 ] 、Oar H H55[9 ] 、

BM1329 [10 ]和 BMS2508 [10 ] 为波尔山羊遗传多态性

分析位点 ,各微卫星位点上、下游引物序列见表 1。
表 1 　4 个微卫星位点的引物序列、登录号和退火温度

Table 1 　Primer sepuence ,accession of GenBank and annealing temperature of four microsatelote loci

微卫星位点
Loci

引物序列
Primer Sequences

登录号
Accession of GenBank

退火温度/ ℃
Annealing temperature

OarA E101
F :52T TCT TA TA GA T GCACTCAA GCTA GG23
R :52TAA GAAA TA TA T T T GAAAAAA GT GTA TCTCCC23

L13692 63

Oar H H55
F :52GT TA T TCCA TA T TCT T TCCTCCA TCA TAA GC23
R :52CCACACA GACAACTAAAACCCA GC23

L13693 64

BMS1329
F :52T T GT T TA GGCAA GTCCAAA GTC23
R :52AACAACGCA GCT TCA TCC23

G18422 62

BMS2508
F :52T T TCT GGGT T TACAAAA T GCTC23
R :52T T TCT TA GGGGA GT GT T GA T TC23

AF394450 54

　　注 : F 为上游引物 ,R 为下游引物。

Note : F means upper primer ;R means lower primer .

1. 4 　波尔山羊血液 DNA 的 PCR 扩增

PCR 扩增体系总体积为 12 μL ,其中 dd H2 O

6. 5μL , 10 ×Buffer (内含 25 mmol/ L Mg2 + ) 1. 5

μL ,DNA 模板 1μL ,上、下游引物各 (10 p mol/μL )

0. 5μL ,dN TPs (2. 5 mmol/ L ) 1μL , T aq 酶 (0. 5

U/μL) 1μL 。PCR 扩增反应程序为 :95 ℃预变性 4

min ;94 ℃30 s ,54～64 ℃(具体依引物而定) 退火

60 s ,72 ℃延伸 90 s ,35 个循环 ;72 ℃充分延伸 10

min ;4 ℃保存。

1. 5 　波尔山羊血液 DNA PCR 扩增产物的电泳与

染色

PCR 扩增产物中加入 2. 5μL 溴酚兰电泳加样

缓冲液 ,混合离心后取 5μL 用 20 g/ L 的琼脂糖凝

胶电泳检测扩增片段长度、纯度与亮度。达到要求

者做聚丙烯酰胺凝胶电泳并进行银染。

1. 6 　结果统计与分析

用聚类分析软件 (中国农科院家禽研究所) 分析

计算每个位点的多态信息含量、有效等位基因数和

群体杂合度。

1. 6. 1 　多态信息含量 ( PIC) 　PIC 按下式计算

PIC = 1 - ∑
n

i = 1
P2

i - ∑
n - 1

i = 1
∑
n

j = i + 1
2 P2

i P2
j 。

式中 : Pi 、Pj 分别为群体中第 i 、j 个等位基因频率 ,

n 为等位基因数。

1 . 6 . 2 　有效等位基因数 (Ne) 　Ne 的计算公式为 :

Ne = 1/ ∑
n

i = 1
P2

i 。

式中 : Pi 为某一位点第 i 个等位基因的频率 , n 为等

位基因数。

1 . 6 . 3 　平均杂合度 ( He ) 的计算 　群体内某一位
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点的杂合度 ( h) 为 : h = 1 - ∑
n

i = 1
P2

i 。则平均杂合度

( He)的计算公式为 :

He = ∑
r

j = 1
hj / r。

式中 : Pi 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 , hj 为第 j 位点的杂合度 , r

为位点个数。

2 　结果与分析

2. 1 　波尔山羊血液 DNA 4 个微卫星标记的扩增产

物电泳结果

由图 1 ～ 4 可 见 , OarA E101、Oar H H55、

BM1329、BMS2508 4 个微卫星位点在波尔山羊中

均存在丰富的多态性。

图 1 　波尔山羊血液 DNA 在 OarA E101 位点部分扩增产物的电泳结果

1～14. 不同波尔山羊个体 ;M. Marker ,从上到下片段长度依次为 123 和 110 bp

Fig. 1 　Partial result s of elect rophoresis of PCR product s at microsatellite OarA E101 in Boer goat

1～14. Different Boer goat ;M. Marker ,f ragment s size are 123 and 110 bp up to down.

图 2 　波尔山羊血液 DNA 在 Oar H H55 位点部分扩增产物的电泳结果

1～14. 不同波尔山羊个体 ;M. Marker ,从上到下片段长度依次为 180 ,160 ,147 ,123 和 110 bp

Fig. 2 　Partial result s of elect rophoresis of PCR product s at microsatellite Oar H H55 in Boer goat

1～14. Different Boer goat ;M. Marker ,f ragment s size are 180 ,160 ,147 ,123 and 110 bp up to down

图 3 　波尔山羊血液 DNA 在 BM1329 位点部分扩增产物的电泳结果

1～14. 不同波尔山羊个体 ;M. Marker ,从上到下片段长度依次为 242 ,238 ,217 ,201 ,190 ,180 ,160 和 147 bp

Fig. 3 　Partial result s of elect rophoresis of PCR product s at microsatellite BM1329 in Boer goat

1～14. Different Boer goat ;M. Marker ,f ragment s size are 242 ,238 ,217 ,201 ,190 ,180 ,160 and 147 bp up to down

图 4 　波尔山羊血液 DNA 在 BMS2508 位点部分扩增产物的电泳结果

1～14. 不同波尔山羊个体 ;M. Marker ,从上到下片段长度依次为 180 ,160 ,147 ,123 和 110 bp

Fig. 4 　Partial result s of elect rophoresis of PCR product s at microsatellite BMS2508 in Boer goat

1～14. Different Boer goat ;M. Marker ,f ragment s size are 160 ,147 ,123 and 110 bp up to down
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2. 2 　波尔山羊在 4 个微卫星位点上的等位基因

频率

用凝胶成像分析系统软件 (南京大学的捷达凝

胶成像系统)分析计算各微卫星位点在波尔山羊中

的等位基因数、等位基因大小及其频率 ,结果如表 2

所示。
表 2 　波尔山羊在 4 个微卫星位点的等位基因片段大小及频率

Table 2 　Allele f ragment size and f requencies of 4 microsatellite loci in Boer goat s

位点
Loci

等位基因/ bp
Alleles

频率
Frequency

位点
Loci

等位基因/ bp
Alleles

频率
Frequency

OarA E101 106 0. 105 0 BM1329 176 0. 098 0

108 0. 175 0 180 0. 104 0

111 0. 112 0 185 0. 206 0

114 0. 205 0 192 0. 092 0

124 0. 100 0 210 0. 101 0

126 0. 100 0 215 0. 203 0

130 0. 115 0 240 0. 082 0

134 0. 088 0 248 0. 114 0

BMS2508 113 0. 040 0 Oar H H55 120 0. 103 0

118 0. 260 0 124 0. 306 0

122 0. 160 0 130 0. 201 0

141 0. 050 0 140 0. 192 0

148 0. 250 0 150 0. 098 0

153 0. 090 0 165 0. 110 0

160 0. 150 0

　　由表 2 可知 , 微卫星标记 OarA E101、Oar2
H H55、BM1329 和 BMS2508 分别有 8 ,6 ,8 和 7 个

等位基因 ,变异范围 OarA E101 为 106～134 bp 、

Oar H H55 为 120～ 165 bp 、BM1329 为 176～ 248

bp 、BMS2508 为 113～160 bp 。结果表明 ,4 个微卫

星位点在波尔山羊中存在多态性 ,可用于波尔山羊

遗传多样性评估。

2. 3 　波尔山羊 4 个微卫星位点的多态信息含量

( PIC) 、有效等位基因数 (Ne) 和群体杂合度

( He)

由表 3 可以看出 ,4 个位点的 PIC、Ne、He 均表

现为 OarA E101 > BM1329 > BMS2508 > Oar2
H H55。这说明 4 个位点中 OarA E101 的遗传变异

度最大 ,Oar H H55 最小。
表 3 　4 个微卫星位点在波尔山羊中的多态信息含量

( PIC) 、有效等位基因数 (Ne)和群体杂合度 ( He)

Table 3 　Polymorphism information content ( PIC) ,number

of effective alleles (Ne) and heterozygosity ( He) of

each microsatellite locus in Boer goats

位点 Loci PIC Ne He

OarA E101 0. 847 4 6. 553 1 0. 862 8

Oar H H55 0. 767 6 4. 302 9 0. 796 8

BM1329 0. 841 4 6. 305 2 0. 857 6

BMS2508 0. 783 1 4. 610 4 0. 809 6

3 　讨　论

波尔山羊是近年来我国从南非等地大量引进的

世界著名肉用山羊品种 ,该品种繁殖率高 ,经常有多

胎个体出现 ,山羊的多胎性对于生产优质羔羊肉具

有重要的意义。但繁殖性状属低遗传力性状 ,通过

常规选育改良进展缓慢。分子标记辅助选择为低遗

传力性状的选择开辟了一条新的途径 ,可对家畜进

行早期选择而且不受性别限制。有关家畜的多态性

状在绵羊上研究较多 ,已经证明在绵羊 6 号染色体

上存在多胎性主效基因 FecB [8 ] ,且与该基因紧密连

锁的微卫星也得到了深入研究[9211 ] 。考虑到绵羊与

山羊的种属关系较近 ,本研究选用与绵羊多胎性主

效基因 FecB 紧密连锁的 4 个微卫星位点 ,研究这 4

个微卫星标记在波尔山羊群体中的多态性。结果显

示 ,4 个微卫星位点在波尔山羊中存在丰富的多态

性 ,其中以 OarA E101 的多态性最为丰富 ( PIC =

0. 847 4) ,以 Oar H H55 最低 ( PIC = 0. 767 6) ,但均

远远大于 0. 5 ,属于高度多态位点。此外 ,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 (每个微卫星位点应有 4 个以上等位基因才能

较好用于遗传多样性评估)判断 ,本研究中的 4 个微

卫星位点等位基因均多于 4 个 ,因此 OarA E101、

Oar H H55、BM1329 和 BMS2508 均可用于波尔山

羊遗传多样性评估。由于这些微卫星位点都与多胎

性主效基因 FecB 紧密连锁 ,因此本研究为进一步研

究这些位点与山羊产羔数的相关性奠定了理论基

础。

(下转第 23 页)
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会导致非特异性产物增加 ,且易形成引物二聚体。

高浓度的 dN TP 满足了长片段扩增的需要 ,由于核

苷酸能螯合 Mg2 + ,因此在试验中适当地提高 Mg2 +

浓度是必要的 ,而且被证明是有效的。PCR 产物的

高保真度是制备病毒感染性全长 RNA 的重要条

件[13 ] ,对 3′末端和 5′末端非编码区的序列分析表

明 ,本试验建立的 R T2PCR 反应具有很好的保真

性。

J EV W He 株全长 cDNA 的获得 ,为下一步全

长 cDNA 克隆的构建、感染性 RNA 的体外制备、致

病分子机理的研究及疫苗筛选奠定了基础 ;本试验

建立的长链 R T2PCR 方法 ,对实现其他 RNA 病毒

的长链扩增也有一定的借鉴意义。
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