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摘要$ 利用 $C 个微卫星标记及其荧光标记引物扩增短片段串联重复序列"/YR#!并通过全自动基因分析
仪检测基因型!识别和鉴定了中国荷斯坦种公牛"8(&4+)*)&#的冷冻精液& 只允许 $ 个位点有错配作为判
别标准!对牛冷冻精液进行个体识别鉴定& 结果表明!实验采用的 $C 个微卫星座位的遗传多样性均较高!
累积个体识别能力达 DDEDDF!累积偶合率是 DEC& p$# e$# !$C 个微卫星位点适用于牛的个体识别鉴定&
关键词!种公牛%微卫星%个体识别
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!!随着我国畜牧业集约化的发展!以及冷冻
精液和人工授精技术的日益普及!优良种公牛
"8(&4+)*)&#精液在生产中起着举足轻重的作
用& 对优良种公牛进行个体识别!以及对牛冷
冻精液的检测是保证育种工作进行的关键& 然
而在种公牛冷冻精液生产和质量检测实践中!

易发生冷冻精液细管标号模糊’漏标’同一头牛
多种编号等现象& 因此!对于种公牛每一批次
的冷冻精液都需要进行 i)I分析!检测与其血
液样品的遗传一致性!从而避免冻精个体编号
信息错误&

微卫星!又称短片段串联重复序列 "V;*Z?
?4:WM3ZM]M4?V! /YR#!均匀分布于真核生物基
因组中!具有高度遗传多态性!遵循孟德尔遗传

规律"张云武等 "##$#!在牛亲缘鉴定中被广泛
接受和应用"田菲等 "##’#& 近年来!国内外关
于微卫星标记应用于牛亲缘关系鉴定的研究比
较多 "R*: M?46+"##%!宋玲等 "#$$!杨超等
"#$$#!他们分别利用不同数量的 /YR位点!探
索了适用于牛亲缘鉴定的微卫星标记!目前!亲
缘关系检测技术及微卫星等位基因分型的方法
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都没有实现标准化!且在实践中的应用也不多&
本实验采用 $C 个微卫星基因座!检测了 $’ 头
种公牛的冷冻精液与其血液样品的遗传一致
性!探讨了适用于中国荷斯坦种公牛 "8(&
4+)*)&#的微卫星标记!建立了简单实用的牛个
体识别检测技术!以用于人工授精种公牛的精
液身份识别!为牛的选种’选配提供技术支持&

;<材料与方法

;=;<实验样本!从某公牛站选取 $’ 头荷斯坦
种公牛!颈静脉采血 $# 36g头! e"#n冰箱中保
存备用& 同时从农业部牛冷冻精液质量监督检

验测试中心"南京#采集对应牛的冻精&
;=><基因组 OI4准备!采用苯酚2氯仿法分
别提取血液和精液的基因组 i)I!提取的 i)I
首先经 $E0F的琼脂糖凝胶电泳检测合格!然后
用生物分光光度计将其浓度调整为 $## 3TgP左
右!进行 j,R扩增&
;=?<微卫星标记的选择!引物序列参考联合
国粮农组织 "_**W 4:W ITZ5>96?9ZMLZT4:5@4?5*:
*X?;MQ:5?MW )4?5*:V! _IL#和国际动物遗传学
会"Y;MO:?MZ:4?5*:46/*>5M?=*XI:5346lM:M?5>!
O/Il#的推荐引物!选择了 $C 个微卫星标记!
标记的信息见表 $&

表 ;<用于遗传标记的微卫星引物
!*+A#;<!"#.+W#7,&D#H!F*’%,"#&3C3&6#3-#L5#’7#-

基因座
P*>5

染色体
,;Z*3*V*3M

引物序列"0d, %d#
jZ53MZVMk9M:>M"0d, %d#

退火温"n#
YM3]MZ4?9ZM

片段长度
/5@M" 7]#

!=R?B# $#
_$IIlIYlYlIY,,IIlIlIlIllI
R$IllI,,IlIY,lYlIIIll,IYl

B" CD ($$0

8?$’"& $
_$lIl,IIllYlYYYYY,,IIY,
R$,IYY,Y,,II,Yl,YY,,YYl

B" $CB ($DC

P9C$# 0
_$lYY,IllI,Yll,,,Yl,YII,I
R$,,Y,,Il,,,I,YYY,Y,YY,Y,
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=1=$$0 $0
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_$l,YYY,IlIIIYIlYYYl,IYY,I
R$IY,YY,I,IYlIYIYYI,Il,IlI

B# $&% ($D$

5:RM#"% %
_$lIlYIlIl,YI,IIlIYIII,YY,
R$YII,YI,IlllYlYYIlIYlII,

B# $D0 (""0

9L<M$"" "$
_$,,,Y,,Y,,IllYIIIY,Il,
R$IIY,I,IYll,IIIYIIlYI,IYI,

0B $%B ($’&

9L<M$"B "#
_$,YIIYYYIlIIYlIlIlIll,YY,Y
R$YYllY,Y,YIYY,Y,YlIIYIYY,,
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;=@<微卫星标记判型!荧光引物 j,R扩增体
系为 "0 (6!其中 i)I模板 $## ("## :T!引物终
浓度为 $ ]3*6gP& 扩增的条件为!D&n变性
0 35:%D&n变性 &# V!0C (B"n退火 &# V!C"n延
伸 &# V!%0 个循环%C"n后延伸 $# 35:& j,R产
物用琼脂糖凝胶电泳检测!j,R产物’去离子甲
酰胺和 YI[RI内标按 #E0o$#o#E0 比例混合!
D0n变性 0 35:!INO%$%#A6自动测序仪测序分
型!用 ,1RbQ/ %E# 软件完成基因型判定&
;=R<统计分析!对冻精和血样 i)I进行基因
型的对比分析!假设有 " 个位点及以上位点有
差异!则判定冻精不是来自种公牛自身& 群体
内遗传多态性分析!依据 INO%$%#A6自动遗传
分析仪结果!采用 ,1RbQ/%E# 计算等位基因
数 " 466M6MV! M#’ 观 察 杂 合 度 " *7VMẐMW
;M?MZ*@=T*V5?=! C*#’ 期 望 杂 合 度 " MA]M>?MW
;M?MZ*@=T*V5?=! CM #’ 多 态 信 息 含 量
" ]*6=3*Z];5V3 5:X*Z34?5*: >*:?M:?!15!#’偶合
率" ]Z*747565?=*X34?>;5:T!1?#’个体识别力
"W5V>535:4?5*: ]*\MZ!71#’累积个体识别力
">93964?MW5V>535:4?5*: ]*\MZ!!71#&

杂合 度 " C# 使 用 公 式 C U "$"$ Y

"
$

#U$
1"5#G""$ Y$# 进行计算!式中!15为某个微

卫星标记位点第 5个基因型的频率! $ 为个
体数&

多态信息含量"15!#使用公式 15!U$ Y

"
$

#U$
1"5Y"

$Y$

#U$
"
$

JU#]$
" 1"51

"
8进行计算!15和 18分别

为第 5个和 8等位基因在群体中的频率!$ 为等
位基因个数&

偶合概率"1?#是指群体中随机抽取 " 个
无关个体!在特定位点二者的基因型纯粹由于
机会一致的几率!匹配概率为各基因型的平方

和& 计算公式为$1?U"
3

#U$
1"5!式中!15表示某

一基因座位第 5个基因型的频率!3代表这一
座位上的等位基因型数&

个体识别力 "71# 采用公式 71 U $ Y

"
3

#U$
1"5计算!式中!15表示某一基因座位第 5个

基因型的频率!3代表这一座位上的等位基因
型数&

累积个体识别力"!71#采用公式!71U$

Y"
3

#U$
"$ Y715# 计算!式中!715和 3分别为个

体识别力和等位基因型数&

><结果与分析

>=;<微卫星基因座等位基因频率分布!本实
验分析了 $’ 份冻精和 $’ 头种公牛血样的基因
型!各引物在个体中均检测出目的条带& $C 个
座位均表现出一定的多态性!$C 个微卫星座位
共检测到 $#D 个等位基因!平均每个座位为
BE&C 个!9L<M$"" 和 ?!?$0’ 座位的等位基因
数最多!有 D 个!8?$’$’ 座位的等位基因数最
少!只有 & 个&
>=><;Y 个微卫星基因座位的遗传多态性分析
!表 " 计算了 $C 个微卫星座位上的等位基因
频率统计结果!及各基因座的期望杂合度’观察
杂合度’及多态信息含量& $C 个微卫星座位中
9L<M$"" 座 位 的 多 态 性 最 高! 为 #E’#C ’!
8?$’$’ 座位的多态信息含量最低!为 #E0#& &&
平均多态信息含量为 #EBD$ 0!说明中国荷斯坦
种公牛遗传多样性相对丰富!具有一定的选择
潜力& 各 位 点 期 望 杂 合 度 的 变 化 范 围 是
#E0D$ 0 (#ED&& &!观察杂合度的变化范围是
#E%’’ D (#ED&& &&
>=?<各位点对个体识别的评价!根据 $C 个微
卫星位点等位基因的频率!计算各位点的个体
识别能力及累计个体识别能力"表 "#& $C 个微
卫星位点的个体识别能力在 #EC&C & (#ED%" B
之间!其中!9L<M0% 位点的个体识别能力最强!
为 #ED%" B%8?$’$’ 位点个体识别能力最小!
只有 #EC&C && 由此可见!9L<M0% 位点在种公
牛个体识别中的作用最大!8?$’$’ 在种公牛
个体识别中的作用最小& 对单个微卫星位点来
说!其遗传标记的多态性越高!个体识别能力越
强!反之则个体识别能力差& 通过 ,1RbQ/
%E# 软件分析!$C 个位点的累计个体识别能力
为 DDEDDF&
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表 ><;Y 个微卫星座位的信息
!*+A#><H#D#’,##’6&73.-*,#AA&,#-A.7&&’/.36*,&.’

座位
P*>5

等位基因数
I66M6MV

多态信息含量 15!
j*6=3*Z];5V35:X*Z34?5*:

>*:?M:?

期望杂合度 CM
1A]M>?MW ;M?MZ*@=T*V5?=

观察杂合度 C*
L7VMẐMW ;M?MZ*@=T*V5?=

个体识别力 71
i5V>535:4?5*: ]*\MZ

!=R?B# C #EC#" # #EC&’ # #EBBB C #E’D0 0

8?$’"& 0 #E0’’ $ #EBBB C #EB00 C #E’$B B

P9C$# 0 #E000 D #EB"’ C #E’#0 B #ECD$ 0

=1=$$0 C #EC$B " #EC00 D #ECCC ’ #ED#0 D

8?"$$% C #EBB& # #EC#% ’ #EC0# # #E’CB &

P9C""0 ’ #EB0’ # #EC$& & #ED$B C #E’BB "
5<=9=##B 0 #EC#B B #ECB# B #ECCC ’ #E’D& $
8?$’$’ & #E0#& & #E0D$ 0 #E%’’ D #EC&C &
9L<M0% B #ECC0 " #E’$0 C #E’’’ D #ED%" B
5:RM#"% B #EBD" 0 #EC&& D #E’’’ D #E’’C 0
9L<M$"" D #E’#C ’ #E’%’ # #EC"" " #ED0$ "
9L<M$"B B #EBB# D #EC$B & #ED&& & #E’B’ "
P9C% ’ #E’"% D #ED&& & #E’0& 0 #ED0B 0
?!?$0’ D #EC&D # #EC’’ % #EC0# # #E’’C B
?M6&0 B #EC&# % #EC’B # #EBBB C #ED$& B
A?:#$#’ B #EBD% # #EC&0 C #ECCC ’ #E’’C B
A?:#D"D B #EC$C ’ #ECB0 B #EC"" " #ED#" C

平均数 ÎMZ4TM BE&C #EBD$ 0 #EC&" # #ECB" $

累积个体识别力
I>>93964?M71

#EDDD D

>=@<鉴定结果!微卫星 j,R过程中易发生滑
动!导致扩增序列缩短 $ (" 个重复单位!称此
片段为影子带& 此外!杂合子还经常出现等位
基因差异扩增!即较小的等位基因优先扩增!引
起片段较长的等位基因电泳检测峰值要低"初
芹等 "#$$#& 在测序过程中也可能因为人为原
因!出现杂峰& 因此!微卫星判型时需综合多个
个体信息!排除杂峰的干扰&

当候选父亲与子代之间存在至少 " 个位点
或至少 $#F的基因型不一样时!就可以排除亲
子之间的亲缘关系"UM66MZM?46+"##&#& 当判
型错误率在 %F (&F!允许有 " 个位点发生错
配时!具有较高的正确认定率 "b4:WM]9??MM?
46+"##B#& 在亲子鉴定实验中!突变和基因型
判型错误是减弱排除法鉴定效力的主要因素&
在本次实验中!影响个体识别的主要因素是判
型错误& 在基于排除法的个体识别鉴定中!允
许配对个体之间有 $ 个位点存在差异!对个体
识别鉴定的成功率尤为关键&

本实验假设有 " 个及 " 个以上的位点基因
型不同!则判定精液与牛个体不匹配& 在用软
件分析时设定只允许出现 $ 个错配!因此软件
只显示了基因型匹配的牛号& 由表 % 可以看出
本次实验的 $’ 头公牛的精液以及 $’ 头公牛的
血样!其中有 $C 份精液和 $C 份血样的基因型
是匹配的!$ 份精液不是来自这 $’ 头测定血样
基因型的公牛!错配位点大于 " 个!故在结果中
没有显示& 推测原因!可能是生产冻精时牛号
标记错误或是精液被污染&

?<讨<论

基于j,R的 /YR分型技术微卫星标记具有
高度的灵敏性和可靠性’样品用量少以及快速’
稳定等优点!是目前国内外权威机构进行亲子鉴
定最常用的方法之一"张阮章等 "##"#& 微卫星
标记方法对于大批量亲子鉴定检测具有快速’准
确和经济的优点!对于未来国内发展大规模养殖
和繁育具有很重要的意义"钟美明 "#$##&
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表 ?<血样和冻精的基因型对比
!*+A#?<!"#(#’.,9C#7.6C*3&-.’./+A..%*’%-#6#’

血样 i)I
N6**W Oi

位点
P*>5?=]MW

精液 i)I
/M3M: Oi

位点数
P*>5?=]MW

匹配数
[4?>;5:T6*>5

错配数
[5V34?>;5:T6*>5

偶合率一
]Oi

偶合率二
]OiV57

匹配状态
/?4?9V

I$ $C ." $C $C # CEB0 p$# e"$ $E0" p$# eC 1A4>?34?>;
I$# $C .C $C $C # $EDB p$# e" # $EB% p$# eC 1A4>?34?>;
I$" $C .$0 $C $C # $E"" p$# e$0 $E&% p$# eB 1A4>?34?>;
I$& $C .$" $C $B $ # # _9@@=34?>;
I$0 $C .$$ $C $C # DE00 p$# e"# $EB# p$# eC 1A4>?34?>;
I$B $C .$B $C $C # "EC0 p$# e$C 0E&% p$# eC 1A4>?34?>;
I$C $C .’ $C $C # $ED’ p$# e$D $E"% p$# eC 1A4>?34?>;
I$’ $C .0 $C $C # $E$$ p$# e$C 0E%# p$# eC 1A4>?34?>;
I$D $C .& $C $C # $E’0 p$# e$C &E%# p$# eC 1A4>?34?>;
I" $C .$# $C $C # CEB$ p$# e"$ DEB& p$# e’ 1A4>?34?>;
I"$ $C .$D $C $B $ # # _9@@=34?>;
I"" $C .$’ $C $B $ # # _9@@=34?>;
I"% $C .$C $C $B $ # # _9@@=34?>;
I% $C .D $C $C # %E"C p$# e$’ &E#% p$# eC 1A4>?34?>;
I& $C .B $C $C # $E#’ p$# e"# $EB# p$# eC 1A4>?34?>;
I0 $C .$ $C $C # "EBC p$# e"$ $E$% p$# eC 1A4>?34?>;
I’ $C .$% $C $C # $E#B p$# e$B $E#C p$# eB 1A4>?34?>;

!!偶合率一$若 " 基因型完全匹配!一个不相关个体有此基因型的概率%偶合率二$若 " 基因型完全匹配!一个近亲个体有此基
因型的概率%1A4>?34?>;$精确匹配%_9@@=34?>;$模糊匹配&

]Oi" ]MZV*:465WM:?5X5>4?5*: W4?4# $OX?;M?\*TM:*?=]MV34?>; MA4>?6=! ?;5V>*693: >*:?45:V?;M]Z*747565?=?;4?4V5:T6M9:ZM64?MW
5:W5̂5W946;4V?;5VTM:*?=]M% ]OiV57 " ]MZV*:465WM:?5X5>4?5*: W4?4V57 # $OX?;M?\*TM:*?=]MV34?>; MA4>?6=! ?;5V>*693: >*:?45:V?;M
]Z*747565?=?;4?4V5:T6MX966V5765:T;4V?;5VTM:*?=]M+

!!王静等 ""##D#采用美国 INO公司试剂盒
中 $$ 个常染色体微卫星位点的复合扩增体系
和 % 个 S染色体微卫星位点!评估了肉用种公
牛的遗传多样性& 但是目前用于种公牛个体识
别试剂盒在中国还没有自主生产!现有的试剂
盒价格相当昂贵!限制了这项个体识别与鉴定
工作的开展"赖寿贵等 "#$"#& 单核苷酸多态
性标记 "V5:T6M:9>6M*?5WM]*6=3*Z];5V3! /)j#

作为一种新兴的分子标记具有数量丰富’遗传
稳定’判型错误率低’操作方便’检测自动化的
优点!非常适合用于大规模群体的亲子鉴定&

随着 /)j检测成本的降低!在牛亲子鉴定中有
取代微卫星标记之势 "李东等 "#$$#& KM4?*:

等""##"#利用 %" 个 /)j标记实现了对美国安
格斯牛群体的亲子鉴定!周磊等""#$$#比较微
卫星标记和单核苷酸多态标记对奶牛亲子鉴定
的效率!单个微卫星标记的推断效率一般要高
于单个 /)j标记!但当 /)j标记达到一定数目
后!其推断效率能够达到甚至超过微卫星标记&

在对人类基因组的研究中!用于法医学个
体识别的理想基因座的条件为!j,R扩增产物
片段长度应在 %## 7] 以下!等位基因数在 ’ (
$# 个!杂合度在 #EC 以上!个体识别能力在 #ED

以上"胡娜等 "##%#& 本实验筛选的 $C 个微卫
星标记 j,R扩增产物的片段长度在 CD (%#D
7] 之间!基本符合等位基因数’杂合度’个体识
别能力几方面的要求& 8?$’$’ 基因座由于等
位基因分布相对集中!杂合度和个体识别能力
相对较低!没能达到理想的 /YR基因座要求&

出现这种现象的原因是!在应用微卫星位点进
行个体识别分析时!需要较大数量的无相关个
体& 本实验的样本中有 $C 份精液与血样之间
存在亲缘关系!所以在进行基因座遗传多态性
分析中!就可能出现等位基因频率分布过于集
中!杂合度偏低的现象!对用于个体识别的基因
座有影响& 尹君等 ""##C#采用 ’ 个微卫星标
记对东北马鹿"!%*B)&%,%3")&Q+$4"(30/)&#的个
体识别分析时也出现部分基因座个体识别能



(%CB!!( 动物学杂志 !"#$%&%’()*$+,(-.((,(/0 &’ 卷

力偏低的现象& 本实验所用的 $C 个微卫星标
记!其中 ’ 个标记属于国际动物遗传学学会
"O/Il#规定的用于牛亲权鉴定的/国际标记
组0 !有 & 个位点选自 S染色体!累计个体识
别能力 达到 DDEDDF!平 均 观 察 杂 合 度 为
#ECB" $!能够进行个体识别分析& 在本研究
的基础上!可以增加无相关个体的数量!从而
更准确地进行中国荷斯坦种公牛的个体识别
鉴定&
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