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务川黑牛微卫星座位遗传多样性分析
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摘要：以贵州地方牛优良品种务川黑牛为研究对象，选取分布于其７条染色体上的 ＥＴＨ１０、

ＩＬＳＴＳ０３３、ＣＳＳＭ６６、ＢＭ２１１３、ＥＴＨ２２５、ＢＭ１８１８和ＣＳＲＭ６０共７对微卫星引物进行遗传多样性
分析。结果共检测到２１个等位基因，每个微卫星座位等位基因数为２～５个，７个微卫星座位均未
达到 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡。７个位点的平均等位基因数、平均有效等位基因数、平均期望杂合度、

平均多态信息含量分别为３．０００　０±１．１５４　７、２．３７７　３±０．５８５　４、０．５５８　４±０．１０１　６、０．４７５　９±
０．１２５　１，说明务川黑牛具有良好的遗传多样性。为务川黑牛种质资源保存和改良提供了试验基础。
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　　微卫星是指以１～６ｂｐ短核苷酸序列为重复单
位组成的简单串联重复序列，因重复次数及重复程
度不一致而产生序列多态性，又称简单序列重复
（ｓｉｍｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）、短串联重复（ｓｈｏｒｔ
ｔａｎｄｅｍ　ｒｅｐｅａｔｓ，ＳＴＲ）、简单序列长度多态性（ｓｉｍ－
ｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｌｅｎｇｔｈ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＳＩＰ）［１］，是２０

世纪８０年代末期发展起来的ＤＮＡ标记［２］。
牛基因组中约每１８８ｋｂ就含有１个微卫星，分

布非常广泛。微卫星可用于构建遗传图谱［３］、ＱＴＬ
定位和遗传变异及多样性分析［４］。Ｎａｖａｎｉ等［５］选
择分布于各染色体上的１０８个微卫星座位进行多态
性分析，其中６１对显示出不同的分型，平均等位基
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因数为４．５０±０．２０，平均期望杂合度为０．６６±
０．０２，分析结果为亚洲水牛全基因组研究奠定了基
础。Ｉｈａｒａ等［６］利用３　８２０个微卫星座位建立了牛
综合遗传图谱，在９５％置信区间内以遗传分辨率

０．８ｃＭ建立覆盖３　１６０ｃＭ 的遗传图谱，该图谱由

２９条常染色体连锁群体和１个性别特异的Ｘ染色
体连锁群体组成，为具有经济性状的基因定位研究
提供了试验基础。
务川黑牛是贵州省优良地方畜种，具有体形

较小、行动灵活、体质结实、结构匀称、劳力较强、
耐粗饲和抗病力强等优点，是值得推广和保护的
地方牛品种［７］。其产肉性能较好，肉质鲜美细嫩，
是一种低脂肪、高蛋白、氨基酸和脂肪酸比例适
当、口感风味好的营养肉品［８］。林瑞意等［９］研究
了务川黑牛线粒体 ＤＮＡ中的细胞色素ｂ（Ｃｙｔｏ－
ｃｈｒｏｍｅ　ｂ，Ｃｙｔ　ｂ）基因多态性，目前对其核基因组遗
传多样性的研究尚未见报道，为此，本研究选取分
布于务川黑牛不同染色体上的７对微卫星座位进

行遗传多样性分析，以期为务川黑牛种质资源保
存和改良提供试验基础。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　研究对象　研究中所用３２个务川黑牛血样
均采集自贵州务川仡佬苗族自治县仡佬牧业公司种

牛场，颈静脉采血，ＥＤＴＡ抗凝，－２０℃保存备用。
血液基因组提取试剂盒（上海生工生物工程技术服
务有限公司）提取务川黑牛ＤＮＡ，并用１．５％琼脂
糖凝胶电泳检测提取效果。

１．１．２　引物筛选　根据联合国粮农组织（ＦＡＯ）推
荐（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆａｏ．ｏｒｇ）和Ｂｉｓｈｏｐ等［１０］的资料，
筛选９对微卫星引物，分布于不同染色体。由上海
生工生物工程技术服务有限公司合成。９对微卫星
引物中筛选出７个扩增条带清晰的位点，所选引物
均为特异性强、相互之间不连锁的微卫星位点。７
对微卫星引物信息见表１。

表１　７对微卫星引物信息

引物名称 Ｔｍ值 染色体 引物序列 等位基因范围

ＢＭ１８１８－Ｆ
ＢＭ１８１８－Ｒ

５６．１　 ２３
ＡＧＣＴＧＧＧＡＡＴＡＴＡＡＣＣＡＡＡＧＧ
ＡＧＴＧＣＴＴＴＣＡＡＧＧＴＣＣＡＴＧＣ

２５３～２７２

ＢＭ２１１３－Ｆ
ＢＭ２１１３－Ｒ

６０．２　 ２
ＧＣＴＧＣＣＴＴＣＴＡＣＣＡＡＡＴＡＣＣＣ
ＣＴＴＣＣＴＧＡＧＡＧＡＡＧＣＡＡＣＡＣＣ

１２３～１４３

ＣＳＲＭ６０－Ｆ
ＣＳＲＭ６０－Ｒ

６０．０　 １０
ＡＡＧＡＴＧＴＧＡＴＣＣＡＡＧＡＧＡＧＡＧＧＣＡ
ＡＧＧＡＣＣＡＧＡＴＣＧＴＧＡＡＡＧＧＣＡＴＡＧ

９６～１１６

ＣＳＳＭ６６－Ｆ
ＣＳＳＭ６６－Ｒ

６２．２　 １４
ＡＡＴＴＴＡＡＴＧＣＡＣＴＧＡＧＧＡＧＣＴＴＧＧ
ＡＣＡＣＡＡＡＴＣＣＴＴＴＣＴＧＣＣＡＧＣＴＴＧＡ

１８４～１９８

ＥＴＨ１０－Ｆ
ＥＴＨ１０－Ｒ

５８．２　 ５
ＧＴＴＣＡＧＧＡＣＴＧＧＣＣＣＴＧＣＴＡＡＣＡ
ＣＣＴＣＣＡＧＣＣＣＡＣＴＴＴＣＴＣＴＴＣＴＣ

２１２～２２４

ＥＴＨ２２５－Ｆ
ＥＴＨ２２５－Ｒ

５８．０　 ９
ＧＡＴＣＡＣＣＴＴＧＣＣＡＣＴＡＴＴＴＣＣＴ
ＡＣＡＴＧＡＣＡＧＣＣＡＧＣＴＧＣＴＡＣＴ

１４１～１５９

ＩＬＳＴＳ０３３－Ｆ
ＩＬＳＴＳ０３３－Ｒ

５８．０　 １２
ＴＡＴＴＡＧＡＧＴＧＧＣＴＣＡＧＴＧＣＣ
ＡＴＧＣＡＧＡＣＡＧＴＴＴＴＡＧＡＧＧＧ

１３２～１５８

１．２　试验方法

１．２．１　ＤＮＡ扩增　扩增体系为：ＰＣＲ扩增反应总
体积２０μＬ，其中模板ＤＮＡ　４０ｎｇ，１０×ｂｕｆｆｅｒ　２．０μＬ，

ｄＮＴＰ　２００μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ
２＋２０ｍｍｏｌ／Ｌ，上、下游引物各

０．５μｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶１Ｕ。反应条件：９５℃预变性５
ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５２～６４℃复性３０ｓ，７２℃延伸

１ｍｉｎ，３０个循环；７２ ℃延伸１０ｍｉｎ，４ ℃保存。

ＰＣＲ产物用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，检测出的
微卫星ＰＣＲ用８％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进
行分型，银染显色，用凝胶成像系统观察电泳检测结
果并照相。

１．２．２　数据统计与分析　以ｐＢＲ３２２／ＭｓｐⅠ为分
子 Ｍａｒｋｅｒ，ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ进行微卫星基因型分析。

利用ＧＥＮＥＰＯＰ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　４．０．１０［１１－１２］计算等位基因

频率（ａｌｌｅｌｅ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ）、有效等位基因数（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ａｌｌｅｌｅｓ）和 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验。
期望遗传杂合度（ｅｘｐｅｃｔｅｄ　ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ）和观察
遗传杂合度（ｏｂｓｅｒｖｅｄ　ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ），多态信息含
量（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ）根据

Ｂｏｔｓｔｅｉｎ等［１３］公式自编程序计算。

２　结果与分析

２．１　务川黑牛基因组ＤＮＡ检测
提取的ＤＮＡ经１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，结

果见图１。由图１可知，所提取基因组ＤＮＡ条带整
齐、亮度均一，所提取基因组ＤＮＡ完整性较好，经
紫外分光光度计检测，其 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值在１．６～
１．８，表明基因组ＤＮＡ不需要进一步纯化，可直接
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用于ＰＣＲ扩增试验。

图１　务川黑牛基因组提取电泳检测结果

２．２　务川黑牛７个微卫星座位ＰＣＲ产物检测

７个微卫星座位扩增后，用１．５％琼脂糖凝胶电
泳进行ＰＣＲ产物检测，结果见图２。图中条带明亮
且不单一，由于微卫星重复次数不同，导致上下条带
间有几个或几十个碱基数差异，而琼脂糖凝胶电泳
不具有单碱基分辨率。对７个微卫星ＰＣＲ产物进
行８％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，结果扩增产物
条带清晰，基因分型明显，可用于下步试验分析，
见图３。

图２　务川黑牛微卫星座位ＣＳＳＭ　６６扩增产物检测结果

图３　务川黑牛微卫星ＥＴＨ２２５聚丙烯酰胺凝胶

电泳检测结果

２．３　务川黑牛微卫星座位等位基因变异
同一微卫星座位上等位基因数目和频率不同可

能反映家畜品种内或品种间差异［１４］。由表２可见，
务川黑牛７个微卫星座位共有２１个等位基因，平均

每个座位３．０００　０±１．１５４　７个等位基因。其中

ＩＬＳＴＳ０３３的等位基因数最多，有５个；共有１６．６４１　０
个有效等位基因，平均有效等位基因数２．３７７　３±
０．５８５　４个。每个座位的有效等位基因从１．７１６　７～
３．４１９　０个不等，其中ＩＬＳＴＳ０３３位点有效等位基因
数最多，为３．４１９　０个；优势等位基因是物种进化过
程中最保守、存在时间最长的等位基因，７个微卫星
座位均具有频率大于０．４的优势等位基因。

２．４　务川黑牛群体遗传多样性分析
根据微卫星座位的等位基因频率和相关公式，计

算出各座位的表观遗传杂合度、期望遗传杂合度和多
态信息含量。７个微卫星座位表观杂合度在０．２１８　８～
０．６８７　５，群体平均值为０．４５０　９±０．１７５　７。７个微卫星
座位期望杂合度在０．４１７　５～０．７０７　５，平均期望杂合度
为０．５５８　４±０．１０１　６。多态信息含量在０．３３０　３～
０．６６２　７波动，群 体 均 值 为 ０．４７５　９±０．１２５　１。

ＩＬＳＴＳ０３３期望杂合度最高，说明遗传多样性最高。根
据马尔科夫链（Ｍａｒｋｏｖ　ｃｈａｉｎ）模型，利用ＧＥＮＥＰＯＰ
Ｖｅｒｓｉｏｎ　４．０．１０对每个微卫星座位进行 Ｈａｒｄｙ－
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验，结果表明，７个微卫星位点均
不处于 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态。
多态信息含量（ＰＩＣ）能反映某个遗传标记所包

含或所能提供的遗传信息容量，用于对标记基因多
态性的估计，多态信息含量越大提供的遗传信息越
高。ＰＩＣ＞０．５为高度多态，该遗传标记具备高度的
可提供遗传信息性；０．５＞ＰＩＣ＞０．２５为中度多态，
该遗传标记能比较合理地提供遗传信息；ＰＩＣ＜
０．２５为低度多态，该遗传标记对遗传信息可供性较
差［１５］。７ 个微卫星座位中，ＥＴＨ１０、ＩＬＳＴＳ０３３、

ＥＴＨ２２５和ＣＳＲＭ６０的ＰＩＣ大于０．５，属于高度多
态。其余均为中度多态，无低度多态位点。ＩＬ－
ＳＴＳ０３３多态信息含量最高，为０．６６２　７，属于高度
多态，ＣＳＳＭ６６期望杂合度和ＰＩＣ最低，提供遗传信
息较少。

表２　微卫星座位等位基因频率、等位基因数和有效等位基因数

座位 染色体
等位基因
数／个

有效等位基因
数／个

等位基因频率

Ｐ１ Ｐ２ Ｐ３ Ｐ４ Ｐ５

ＥＴＨ１０　 ５　 ３　 ２．５３１　５　 ０．４８４　４　 ０．３７５　０　 ０．１４０　６

ＩＬＳＴＳ０３３　 １２　 ５　 ３．４１９　０　 ０．１７１　９　 ０．４３７　５　 ０．２３４　４　 ０．１２５　０　 ０．０３１　３

ＣＳＳＭ６６　 １４　 ２　 １．７１６　７　 ０．７０３　１　 ０．２９６　９

ＢＭ２１１３　 ２　 ２　 １．９０８　７　 ０．３９０　６　 ０．６０９　４

ＥＴＨ２２５　 ９　 ３　 ２．４０３　８　 ０．１２５　０　 ０．５３１　３　 ０．３４３　８

ＢＭ１８１８　 ２３　 ２　 １．９５２　３　 ０．５７８　１　 ０．４２１　９

ＣＳＲＭ６０　 １０　 ４　 ２．７０９　０　 ０．１８７　５　 ０．２１８　８　 ０．５３１　３　 ０．０６２　５

平均值±标准差 ３．０００　０±１．１５４　７　 ２．３７７　３±０．５８５　４
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表３　微卫星座位表观杂合度、期望杂合度、ＰＩＣ和Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ检验

座位 表观杂合度（Ｈ０） 期望杂合度（Ｈｅ） Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 多态信息含量（ＰＩＣ）

ＥＴＨ１０　 ０．５　 ０．６０４　９８ ＮＳ　 ０．５２４　２

ＩＬＳＴＳ０３３　 ０．５　 ０．７０７　５ ＮＳ　 ０．６６２　７

ＣＳＳＭ６６　 ０．２８１　３　 ０．４１７　５ ＮＳ　 ０．３３０　３

ＢＭ２１１３　 ０．２１８　８　 ０．４７６　１ ＮＳ　 ０．３６２　８

ＥＴＨ２２５　 ０．６２５　０　 ０．５８４　０ ＮＳ　 ０．５０４　８

ＢＭ１８１８　 ０．３４３　８　 ０．４８７　８ ＮＳ　 ０．３６８　８

ＣＳＲＭ６０　 ０．６８７　５　 ０．６３０　９ ＮＳ　 ０．５７７　８

平均值±标准差 ０．４５０　９±０．１７５７　 ０．５５８　４±０．１０１　６　 ０．４７５　９±０．１２５　１

　注：ＮＳ表示未达到 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡。

３　讨论

有效等位基因数是基因纯合度的倒数，反映等
位基因的相互影响，是群体遗传变异的指标之一，等
位基因在群体中分布越均匀，有效等位基因数越接
近所检测到的等位基因的绝对数［１６］。本研究中，７
个微卫星座位的等位基因数在２～５，平均等位基因

３．０００　０ ±１．１５４　７，平均有效等位基因数为

２．３７７　３±０．５８５　４。ＩＬＳＴＳ０３３的有效等位基因数和
等位基因数相差１．５８１　０，表明该微卫星座位上等位
基因分布不均匀，若样本量足够大，可推测在务川黑
牛选育过程中ＩＬＳＴＳ０３３位点受到更大选择压力，

导致等位基因分布不均匀。

群体中频率最高的等位基因是该物种最原始、

最保守的基因，其余等位基因是在进化过程中由该
等位基因突变形成［１７］。本研究的７个微卫星座位
中，ＩＬＳＴＳ０３３等４个座位含有３个及以上等位基
因，且都包含１个高频率等位基因，高频率等位基因
受遗传漂变影响容易被固定，而低频率等位基因可
能被消除。但低频率等位基因是物种进化的结果，

反映群体的遗传多样性，务川黑牛选育、保种工作的
开展需要考虑稀有等位基因的保护。

期望杂合度是假定各基因座位符合 Ｈａｒｄｙ－
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡前提下算得的杂合度。表观杂合度
是一个微卫星座位杂合子数除以观察个体总数，它
与期望杂合度相比，更易受样本大小等因素影响。

平均杂合度是多个期望杂合度的平均值，称为群体
基因多样性，它受样本取样影响较小，常作为遗传多
样性的度量指标，平均期望杂合度越高，群体遗传一
致性越低，遗传多样性越丰富［１８］。某群体中遗传变
异范围可由平均遗传杂合度来度量，杂合度越高说
明遗传多样性越丰富。本研究分析的７个微卫星标
记均具有较高的期望杂合度，表明务川黑牛具有丰
富的遗传多样性和较高的选择潜力。研究还发现，

７个微卫星位点均不处于 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状
态，可能是因为采样对象随机性不够和样本数过少。
多态信息含量是衡量基因片段多态性的良好指

标，并反映出研究群体可提供的遗传信息程度。

７个微卫星座位中有４个高度多态座位，分别是

ＩＬＳＴＳ０３３、ＣＳＲＭ６０、ＥＴＨ１０和 ＥＴＨ２２５，其余３
个均为中度多态位点，无低度多态座位，说明务川黑
牛具有良好的遗传多样性。ＰＩＣ值还可表现该位点
的可用性和使用效率，某群体中ＰＩＣ越大，其杂合
子比例越高，提供的遗传信息越多，本研究选取的微
卫星座位可为务川黑牛遗传多样性分析提供充分信

息。７个位点中ＩＬＳＴＳ０３３多态信息含量最高，达
到０．６６２　７，表明务川黑牛在该位点的遗传信息更为
丰富，相比其他座位有更高的选择潜力。本研究首
次对务川黑牛核基因组中微卫星座位进行遗传变异

分析，为地方品种保种选育提供了一定试验基础。
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［１７］　侯冠玉，马月辉，道尔吉．微卫星ＤＮＡ在草食动物遗

传育种中的研究与应用［Ｊ］．中国草食动物，２００３，２３
（３）：３９－４０．

［１８］　杨泽宇，苗永旺，李大林，等．德宏水牛微卫星标记分

析的群体遗传变异［Ｊ］．动物学研究，２００７，２８（６）：
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（上接第９７页）　由此可见，吡虫啉１．４ｇ／ｋｇ拌种、
噻虫嗪１．０～２．０ｇ／ｋｇ拌种对小麦安全，且可明显
提高小麦千粒重和产量。
麦蚜是小麦的常发性重要害虫，小麦整个生育

期均可能遭受其危害，新烟碱类杀虫剂吡虫啉和噻
虫嗪拌种对麦蚜整个发生期均具有较好的防治效

果，吡虫啉用量１．４～２．０ｇ／ｋｇ、噻虫嗪用量１．０～
４．０ｇ／ｋｇ拌种在小麦出穗前、扬花期和灌浆期对麦
蚜的防治效果分别为９６．０２％～１００％、９３．１２％～
１００％和８４．１９％～９８．３１％，出穗前不需要防治，出
穗后不同年份蚜虫发生程度差别较大，均在中等偏
重水平，但拌种区未达到防治指标，５月１５日后蚜
虫自然减退明显，因此，新烟碱类杀虫剂拌种区小麦
整个生育期均不需要防治。若穗蚜发生特别严重的
年份，拌种区蚜虫已达到防治指标，且５月１５日后
蚜虫自然减退不明显，则防治１次即可。
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