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摘要:利用 ST R分型技术进行马亲子鉴定 。取 VHL20 、HTG4 、AH T4 、HMS7 、HTG6 、HMS6 、

AHT5 、ASB2 、HTG7 、HMS3 、HMS2共 11个 S TR(短串联重复序列)基因座 ,运用 PCR 技术对

争议小马 、嫌疑母马以及无关对照马的 DNA 进行扩增 ,扩增产物经遗传分析仪检测 ,用 GeneMap-

per 片段分析软件对检测结果进行分析。结果表明 ,争议小马与嫌疑母马无亲子关系 ,ST R基因分

型技术能够准确 、快速地进行马亲子鉴定 ,所用的 S TR 位点具有较高的鉴别效率 。
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Abstract:To apply sho rt tandem repeat (ST R)lo ci in the parentag e identification of ho rse ,
eleven sho rt tandem repeat(S TR)loci including VHL20 , HTG4 , AHT4 , HMS7 , HTG6 , HMS6 ,
AHT5 , ASB2 , HTG7 , HMS3 , and HMS2 on DNA of three ho rses we re amplif ied by PCR.The
PCR products w ere further separated and analy zed in a genetic analyzer(AB 3130xl).The results

show ed that the paternity probabi li ty betw een the young horse and the ma re w as ruled out.This
indicates tha t most of the S TR locus used presently is high performance and S TR loci analysis

w as a validation method for parentage ident ification in hor se.
Key words:Short tandem repeat (STR)lo ci;Horse;Parentage ident ification

　　在动物育种中 ,自然交配 、混合授精等因素常常

影响动物亲缘关系的准确认定。此外 ,随着人们维

权意识的增强 ,因家畜归属问题引起的民事纠纷日

趋增多。因此 ,亟需通过准确 、快速的方法来确定动

物间亲缘关系以解决此类问题 。传统的亲子鉴定方

法有标准抗血清法 、多价抗血清法 、蛋白电泳区分

法 、DNA 指纹法 4种方法 ,但这些方法在亲子关系

的认定上准确率较低 。随着微卫星 DNA 研究的深

入 ,其在亲子鉴定中的应用逐渐增多。S TR(短串联

重复序列)位点又称微卫星 ,核心重复单位小 ,具有

高度遗传多态性 ,遵循孟德尔遗传规律 ,适合生物学

检测
[ 1]
。目前 ,ST R复合扩增分型技术已逐步取代

传统的血清学方法 ,成为人类亲缘关系鉴定的主要

方法。由于 S TR具有数量大 、分布广且均匀 、多态

信息含量高 、共显性遗传 、分析方便 、适合进行自动

化和半自动化检测 、服从孟德尔遗传规律等优点 ,在

亲缘关系分析 、个体认定 、亲子鉴定等方面得到了广

泛应用[ 2] 。有关人的亲子鉴定 、个体认定已经形成

了一套稳定的 STR检测方法 ,而动物的此类相关研

究相对滞后 ,可利用的 S TR位点较少。近年来 ,美
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国应用生物系统公司(ABI)开发了牛 、马 、犬的亲子

鉴定试剂盒 ,本研究利用 ABI 的马亲子鉴定试剂

盒 ,鉴定了一例马亲子纠纷案 ,现报告如下。

1　材料和方法

1.1　供试样本及试剂

供试样本为四川甘孜州康定县人民法院送检的

唾液拭子(分别取自争议小马和嫌疑母马)。DNA

提取试剂盒购自上海华舜生物技术公司 ,马亲子鉴

定试剂盒 、GS-500 ROX分子量内标均购自 ABI 。

1.2　方法

唾液拭子 DNA 提取参照试剂盒说明书 ,采用

微柱法提取。PCR扩增采用 ABI 生产的马亲子鉴

定试剂盒 ,操作方法按试剂盒说明 ,并设空白对照管

(阴性对照)和阳性对照(无关对照马)管 。选取

VHL20 、HTG4 、AHT4 、HMS7 、H TG6 、HMS6 、

AHT5 、ASB2 、HTG7 、HMS3 、HMS2 共 11 个 S TR

基因座 ,分别用 JOE 、FAM 、TAMRA 3种荧光染料标

记11个不同的 STR位点 ,GS-500ROX标记内标 ,11

个STR位点的 PCR在一个反应管内扩增。PCR产

物用用美国 AB3130 xl遗传分析仪进行毛细管电泳

分离 、收集荧光信号 、自动分析 PCR产物的长度 ,并

运用该公司的 GeneMapper 软件自动分析各等位基

因的基因型 。

2　结果与分析

在争议小马 、嫌疑母马 、无关对照马样本的

VHL20 、HTG4 、AHT4 、HMS7 、H TG6 、HMS6 、

AHT5 、ASB2 、HTG7 、HMS3 、HMS2 基因座中 ,均

检出基因型。由于遗传分析仪在检测荧光信号时会

出现误差 ,因此将数值相差在 1 以内的基因型视为

同一基因型。争议小马 、嫌疑母马 、无关对照马的

11个 ST R位点基因分型见表 1。由表 1可见 ,在所

检测的 11 个 S TR基因座中 ,争议小马与嫌疑母马

有 7个 S TR位点均具有不同的遗传因子。根据孟

德尔遗传规律 ,子代全部染色体上的遗传因子 ,各有

一半来自其亲生母亲和父亲 。而本研究中只涉及

母 、子单亲的亲缘关系认定 ,仅能排除亲子关系 ,而

不能进行认定。通常在子代和亲代之间 ,有 3 个位

点不符合孟德尔遗传规律即可排除亲子关系 。据

此 ,由于本研究中的嫌疑母马有 7个位点的基因型

未出现在争议小马基因型中 ,不符合孟德尔遗传规

律 ,故排除争议小马与嫌疑母马间的亲子关系 。

图 1 为争议小马 、嫌疑母马 、无关对照马各

S TR位点毛细管电泳图谱。图1-A 为未加DNA样

本的阴性对照 ,由图 1-A 可见 ,阴性对照除内标峰

外 ,未见其他峰值 ,表明所用试剂中无外源 DNA 污

染;图 1-B为加对照马 DNA 样本的阳性对照 ,可见

阳性对照样本的 VHL20 、H TG4 、AHT4 、HMS7 、

H TG6 、 HMS6 、 AH T5 、 ASB2 、 H TG7 、 HMS3 、

HMS2基因座中 ,均检出基因型 ,表明试验过程正

常;图 1-C 、图 1-D 分别为争议小马和嫌疑母马

DNA 样本的 ST R位点毛细管电泳图谱 ,由图 1-C 、

图 1-D可见 ,争议小马和嫌疑母马样本的 VH L20 、

H TG4 、AHT4 、HMS7 、 HTG6 、 HMS6 、 AHT5 、

ASB2 、H TG7 、HMS3 、HMS2 基因座中 ,均检出基

因型 ,基因型数值如表 1所示。

表 1　争议小马、嫌疑母马及对照马 11个 STR位点基因分型

ST R位点
序列大小/ bp

争议小马 嫌疑母马 无关对照马

VHL20 104.56 88.07/ 94.32 95.85

H TG4 131.30 130.78 127.00

AH T4 157.82 149.25/ 159.42 144.97/ 159.42

HM S7 181.50 181.40 177.18/ 187.71

H TG6 80.28 94.77 80.17

HM S6 161.24 163.30/ 169.57 159.12/ 169.56

AH T5 132.80/ 139.34 139.33 130.68

ASB2 250.00 244.72/ 257.05 258.14

HM S2 221/ 231 219.93/ 228.05 226.08

H TG7 118.41/ 124.68 117.18 126.90

HM S3 159.41/ 165.62 159.23/ 165.55 159.32/ 165.60

3　讨论

亲子关系的认定是法医学鉴定的重要内容之

一 。长期以来 ,国内多数实验室采用传统的红细胞

血型鉴定方法 ,但鉴别效率不高 ,易造成错误的鉴定

结果。近年来 ,由于 DNA 技术的飞速发展 , RFLP

(限制性片段长度多态性)和 S TR等新的基因分型

方法在法医学个体识别和亲子鉴定中的应用越来越

广泛 ,基于 PCR的 ST R基因分型技术具有高度的

灵敏性和可靠性 ,所需样品用量少且结果快速 、稳

定 ,是目前国内外权威机构进行人类亲子鉴定最常

用的方法之一[ 3] 。相对人类亲子鉴定 , ST R分型技

术在动物亲子鉴定上的应用起步较晚 ,且仅限于用

较少的 ST R 位点 , 通过聚丙烯酰胺凝胶电泳对

PCR产物进行分离 、检测[ 4-6] 。本研究首次用 ABI

开发的马亲子鉴定试剂盒同时扩增 11 个 ST R位

点 ,并利用遗传分析仪进行毛细管电泳分离 、检测 ,
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图 1　争议小马 、嫌疑母马 、无关对照马在 11 个 STR 位点的基因分型毛细管电泳图谱
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完成了一起马的单亲母权鉴定 。动物亲子鉴定案件

几乎都是涉及单亲鉴定的 ,而单亲鉴定在确定等位

基因的基因型时 ,将另一亲本传递必须基因的机会

按随机个体方式处理 。因此 ,鉴定的准确性较双亲

鉴定大大降低 ,仅能用于排除亲子关系 ,而不能用于

认定。在子代和亲代之间 ,通常有 3个位点不符合

孟德尔遗传规律即可排除亲子关系 。本研究中所检

测的 11 个 S TR位点 ,嫌疑母马有 7 个位点的基因

型未出现在争议小马基因型中 ,不符合孟德尔遗传

规律 ,即排除争议小马与嫌疑母马间的亲子关系。

试验结果表明 , 除位点 HMS3 外 , VHL20 、

HTG4 、AH T4 、 HMS7 、 HTG6 、 HMS6 、 AH T5 、

ASB2 、HTG7 、HMS2 基因座在所检测的 3 个样本

间具有很高的遗传多态性 。在同一模板浓度下 ,位

点 VHL20 、HTG4 、AHT4 、HMS7 、H TG7 、AHT5

的 PCR扩增产物经遗传分析仪分析 ,得到的检测峰

信号较强 ,且峰形较好。与传统的聚丙烯酰胺凝胶

电泳检测法相比 ,本研究中所用方法简便 、快速 、准

确 ,在遗传学研究中具有较强的实用性 ,可以用于马

亲子鉴定 ,并为其他动物的亲子鉴定或亲缘关系研

究提供了思路。

参考文献:

[ 1] 　辛晓玲 ,徐照学 , 闫祥洲 ,等.微卫星标记在家畜遗传育

种上的应用[ J] .河南农业科学 , 2003(7):63-64.

[ 2] 　程大霖.个体识别和亲子鉴定理论与实践[ M] .北京:

中国检察出版社 , 2001:24-27.

[ 3] 　张阮章 ,王沙燕 , 戴勇 , 等.用 STR 位点进行亲子鉴定

一例报告[ J] .暨南大学学报 , 2002 , 23(4):74-75.

[ 4] 　贾名威 ,杨利国 ,管峰 , 等.应用 6 个 STR 基因座进行

奶牛亲子鉴定[ J] .南京农业大学学报 , 2004 , 27(1):

74-77.

[ 5] 　孙业良 ,谢庄 , 刘国庆 , 等.利用微卫星 DNA 技术进行

绵羊亲子鉴定[ J] .安徽农业大学学报 , 2005 , 32(3):

301-305.

[ 6] 　张于光 ,李迪强 , 饶力群 , 等.东北虎微卫星 DNA 遗传

标记的筛选及在亲子鉴定中的应用[ J] .动物学报 ,

2003 , 49(1):118-123.

(上接第 99页)　研究发现 ,肌内脂肪对肉的风味 、

多汁性和嫩度有显著的影响 ,它们之间呈正相关关

系。肌内脂肪含量与肌肉水分和烹调损失存在负相

关 ,提高肌内脂肪含量 ,降低皮下脂肪和腹脂是当今

乃至今后禽类育种的主攻目标之一 ,这已是商业育

种者追求利益最大化的根本之路 。本研究结果提

示 , T290C位点可能是白羽番鸭脂肪沉积的标记性

位点 ,但有待于扩大样本数及在其他番鸭品种中进

一步验证 。同时 ,还应筛查番鸭脂联素基因编码区

及其两翼序列的多态性是否对肉质和其他生产性状

也存在显著效应 ,最终获得真实可靠的分子遗传标

记 ,以期用于番鸭性状标记辅助选择的育种实践。
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