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饲养东北虎的微卫星变异研究
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摘!要!东北虎是世界上濒危动物之一$具有极其重要的研究价值和保护意义)该研究利用($个在东北虎基因组

中表现多态性的微卫星基因座!/01223$/01243$/01256$/01738$/01797$/01856$:;+228$:;+22<$:;+224 和

:;+272"对((&只饲养东北虎进行了遗传多样性检测)用非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测微卫星的I?R扩增产物$

计算了($个微卫星基因座的等位基因频率+基因杂合度+多态信息含量和有效等位基因数)在((&只东北虎样品

中$($个基因座的等位基因数为&!"个$其中/01738最多*等位基因频率处于$Q$$’!$Q)")之间)基因杂合度

值在$Q&0#!$Q)$)间$平均为$Q"("$多态信息含量值在$Q&#&!$Q"#0间$平均为$Q##0$有效等位基因数处于

(Q"!’!&Q%$’之间$平均为!Q)0%$表明所选用的($个微卫星基因座在研究样品中均为中高度多态性基因座$具有

比较明显的遗传变异)((&只样品中包括)#只毛发样品$!&只血液样品和(#只组织样品$不同样品的结果比较

表明$毛发+血液和组织样品均可以得到清晰的扩增结果)所以$微卫星基因座与非损伤性-*S分析方法可以成功

地应用于濒危珍稀动物的遗传多样性研究)
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!!微卫星-*S"KBD4+@:56FFB56-*S#!又称短串联重
复序列"1CR#!是基因组中广泛存在的一种重复序
列’(()它散布于整个基因组中!具有高度的多态性!
能稳定地遗传!有效信息含量高!符合孟德尔共显性
遗传规律!扩增技术简单等特点)它已经逐步成为分
子生物学研究中应用最广泛的分子标记之一!被广泛
应用于多种动植物的分子遗传学研究’!!"()
东北虎":1-;H*A1;+.A+=1C;1+01#濒临灭绝!而且

性情凶猛!很难采集到研究材料!因而关于东北虎在
遗传方面的研究报道很少)陆佩洪等做了华南虎和
东北虎血清同工酶的研究’)(!吴平等报道了用R]NI
和I?RLR]NI进行华南虎与东北虎的线粒体研
究’0(!在他们的研究中无论是染色体*同工酶还是线
粒体都没有发现来源不同个体间存在明显的差异!
因此表明了这些种群的遗传多样性丧失严重!同时
这些研究方法也受到了灵敏度和样品来源的双重限

制)K6<+55BLR:9>+<7等利用家猫的微卫星基因座
成功地在东北虎中扩增到相应的等位基因!并对虎
的分类进行了鉴定’’()张于光等利用从家猫和苏门
答腊虎的微卫星基因座中筛选到的($对引物!对)
只父子关系不清的东北虎成功地进行了亲子鉴

定’($()为了进一步研究我国饲养东北虎的遗传现
状!同时制定有效的繁殖计划!以增加东北虎的遗传
多样性和扩大种群数量!我们必须建立一种高灵敏*
易于操作和非损伤"<+<LB<A:@BA6#的方法!使东北虎
遗传多样性研究更加简便易行)

(!材料和方法

=>=!实验样品
本研究所用样品是从黑龙江省横道河子猫科动

物繁殖中心和哈尔滨东北虎林园采集得到)共采集
到((&只东北虎的样品!其中毛发样品)#只!血液
样品!&只和毛皮组织样品(#只)血液样品放入含
抗凝剂的离心管中!与毛发样品和组织样品一同置
于U!$_冰箱内保存备用)

=>?!方法

(Q!Q(!-*S的提取
"(#全血-*S的提取!按照常规方法进行’((()

"!#毛发 -*S的提取!参照张于光等的方法’($()
"&#毛皮组织-*S的提取&称取毛皮组织(;!用干
净的剪刀将组织剪碎置于!>N离心管$在离心管中
加入#$$#NCG*溶液!!##N蛋白酶 \!)##N($‘
1-1$混匀后置于#"_水浴%E!隔一定时间混匀一
次$再按照常规方法提取)

(Q!Q!!微卫星基因座
在本研究中!我们选取了($对微卫星引物

"/01223!/01243!/01256!/01738!/01797!

/01856!:;+228!:;+22<!:;+224!:;+272#!引物序列
参见张于光等!利用这($对引物在东北虎-*S基
因组中都能扩增到较好的多态性基因’($()

(Q!Q&!I?R扩增与产物的检测

I?R扩增的条件*0‘聚丙烯酰胺凝胶电泳和

!"#!#期!!!!!!!!!!!!!!!!!张于光等&饲养东北虎的微卫星变异研究



银染染色的具体方法同文献!($"#

(Q!Q%!结果的判定
将染色后的聚丙烯酰胺凝胶放入凝胶成像系

统$用凝胶分析软件N:8O+4P%&Q$Q!版本&计算各
个微卫星等位基因的大小#

(Q!Q#!数据的统计处理
根据实验结果$计算($个微卫星基因座的等位

基因频率!(!"$基因杂合度!(&"$座位多态信息含
量!(%"$有效等位基因数!(#"#

(Q!Q"!微卫星序列克隆测序与分析
对其中的!个微卫星基因座随机挑出(个纯合

基因型的I?R扩增片段$在!Q$‘的琼脂糖凝胶中
电泳并回收目标片段$与3XGKLCG:@9载体连接$

转化到大肠杆菌-W#! 上$经培养后挑取白色单菌
落进行测序#

!!结!!果

?>=!等位基因数目和频率
根据N:8O+4P软件和观察确定各基因座等位

基因的大小和数目$所有等位基因大小在(($!
!#$83之间$($个基因座的等位基因数目均在&!"
个之间$共得到%(个等位基因$其中/01738 共检
测到"个等位基因$/01243’/01256’/01856 均有

#个等位基因$/01223’:;+228 均发现%个等位基
因$/01797’:;+22<’:;+224和:;+272则均有&个等
位基因$等位基因大小和基因频率见表(#

表=!=@个微卫星基因座在==A只东北虎中的等位基因频率分布

7/90"=!400"0"-)"B6"#&%"*-,)=@5%&),*/$"00%$"0,&%%#==A456)$%8")*

基因座

N+D2@
等位基因大小幅度%83&(基因频率
SFF6FBD@BM64:<;6(:FF6FBD=46̂26<D9

基因座

N+D2@
等位基因大小幅度%83&(基因频率
SFF6FBD@BM64:<;6(:FF6FBD=46̂26<D9

/01223
(%%%$Q!(’&$(#$%$Q&"%&$(#"%$Q$""&$("$
%$Q&#(&$

/01243
(("%$Q%!#&$(!!%$Q$&#&$(!%%$Q&%!&$(!0%$Q(!)&$(&"
%$Q$)$&$

/01256
(’0%$Q!#$&$!$!%$Q$#)&$!$0%$Q%!#&$!(%
%$Q$&’&$!(0%$Q!&!&$

/01738
(%$%$Q$(&&$(%"%$Q!$"&$(#$%$Q$$’&$(#"%$Q%&’&$("%
%$Q$0&&$("0%$Q!#$&$

/01797 ()0%$Q!#%&$(’%%$Q#&(&$!(0%$Q!(#& /01856
!&%%$Q%!(&$!&"%$Q($(&$!%!%$Q!%(&$!%"%$Q!(’&$!#$
%$Q$(0&$

:;+228
!$$%$Q!’0&$!$"%$Q$$’&$!$0%$Q#’"&$!("
%$Q$’"&$

:;+224 (%%%$Q#$%&$(#$%$Q&$)&$(#!%$Q(0’&$

:;+22< (($%$Q(#0&$(("%$Q#&(&$(!!%$Q&((&$ :;+272 (!0%$Q($(&$(&!%$Q)")&$(&"%$Q(&!&$

?>?!=@个微卫星基因座的多态性统计结果
根据表(中微卫星基因座的等位基因频率$计

算了($个微卫星基因座在样品中的基因杂合度’多
态信息含量和有效等位基因数%表!&#从表!中的
结果可以看出($个微卫星基因座的杂合度处于

$Q&0#!$Q)$)间$其中/01856 最大$而:;+272 最
小$平均杂合度为$Q"("#($个微卫星基因座的多
态信息含量值在$Q&#&!$Q"#0间$其中/01856最
大$:;+272 最小$平均多态信息含量为$Q##0#另
外$($个微卫星基因座的有效等位基因数处于

(Q"!’!&Q%$’之间$/01856 最大$:;+272 最小$平
均有效等位基因数为!Q)0%#所以$在($个微卫星
基因座中$/01856具有最大的遗传变异$:;+272具
有最小的遗传变异#

?>A!测序结果
对东北虎的:;+22< 和:;+272 微卫星基因座的

I?R扩增片段进行测序$得到的结果已经被 X6<L
/:<P接受$相关结果见表&#

表?!=@个微卫星基因座在==A只东北虎中的基因

杂合度!多态信息含量和有效等位基因数

7/90"?!!"#"$%&C"$"),D+8,*%$+"3,0+5,)3C%*5

%#-,)5/$%,#&,#$"#$/#<"--"&$%("#659"),-

/00"0"*,-=@5%&),*/$"00%$"0,&%%#==A456)$%8")*

基因座

N+D2@

等位基

因数

SFF6F6@

基因杂合度

X6<65BD
E6564+M9;+@B59

多态信息含量

I+F9>+43EB@>
B<=+4>:5B+<
D+<56<5

有效等位

基因数

G==6D5BA6
<2>864
+=:FF6F6@

/01223 % $Q"’& $Q"&) &Q!#)

/01243 # $Q"0$ $Q"!# &Q(!#

/01256 # $Q"’0 $Q"%" &Q&((

/01738 " $Q"&& $Q#%" &Q!)’

/01797 & $Q"$) $Q#&0 !Q#%#

/01856 # $Q)$) $Q"#0 &Q%$’

:;+228 % $Q#%) $Q%)" !Q!$0

:;+22< & $Q#’" $Q#"! !Q%)#

:;+224 & $Q"(" $Q#%& !Q"$%

:;+272 & $Q&0# $Q&#& (Q"!"

平均%K6:<& %Q( $Q"(" $Q##0 !Q)0%

""# 遗!传!"#"$%&’( %)*+,+-.&!$$%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



表A!东北虎?个微卫星基因座克隆的测序结果

7/90"A!E"B6"#&"*,-&0,#"*,-?5%&),*/$"00%$"

0,&%%#456)$%8")

微卫星

基因座

KBD:4@:56FFB56
F+D2@

X6</:<P
登录号

*+,+=
X6</:<P
:DD6@@B+<

序列

16̂26<D6@

:;+22< SY!""&"$

DD55DD:;;:5;DD:D5D5;:;5;5;5;5;5;5L
;D;5;5;5;5;5;5;5;5;5;5;5;5;:::555:5L
D:D5;DD5::5;5::;:;D:;D:555D5;:::
:5;5;D:5;:;::5::

:;+272 SY!""&"(

;;;:D::D5; :;:;::;::; ;::5D55D:D
DD5;555DDD:5:;::D:;5:DD:;;:;;;D:L
D:::::DDD:;:;;55:D:5:5:5:5:5:D:L
D:D:D:D :D:D:D:D:D :;5D5;:;::
D:5:5D55

使用/NS1C软件!X6</:<P"#对测序结果:;+22<
和:;+272分别与X6</:<P登录的苏门答腊虎!:1-J
;H*A1;+.A+==>E1;A1*"的 :;+22< 序 列 !登 录 号 为

S]!’")%)"和:;+272序列!登录号为S]!’")#$"进行
同源性比较#其同源性分别为’%‘和’&‘$同时#序
列中的CX%S?串联重复表明#双碱基的重复序列是
微卫星基因座长度变异的基本单位$

?>F!不同样品结果的比较
本研究采用了毛发&组织和血液样品#结果在毛

发-*S&组织-*S和血液-*S中#我们均得到了较
好的扩增效果#如图(所示$

图=!微卫星位点G&/=H=部分扩增结果

(!’为毛发样品’($!(&为组织样品’

(%!("为血液样品’K为3/R&!!%K@3.K:4P64$

G%8I=!7C"/530%-%&/$%,#)"*60$,-0,&6*G&/=H=
NB<6@(!’!E:B4@:>3F6@"FB<6@($!(&!5B@@26@:>3F6@"

FB<6@(%!("!8F++7@:>3F6@"K!3/R&!!#K@3.K:4P64,

&!讨!!论

微卫星是指以少数几个核苷酸为单位的多次串

联重复 -*S序列#其中两核苷酸的重复频率最
高(()$本研究采用的($个微卫星基因座#在((&个
样品中共产生%(个等位基因 #通过N:8O+4P软件
分析#我们发现所有等位基因均为偶数碱基长度变
异$这一结果表明#双碱基的重复序列基本结构单

位可能是等位基因长度变异的基本单位$同时与张
亚平等((")&刘静霞等(!)的研究结果相似$但是#基
于I?R产物的长度来判断等位基因的重复数目#可
能会导致一些偏差#一个更为精确的测定微卫星的
方法是运用诸如-*S芯片!-*SDEB3"这样的新技
术#直接测出重复片段的数目(())$
基因杂合度一般认为是度量群体遗传变异的一

个最适函数#从表!中可以看出各基因座的杂合度#
其中/01856的基因杂合度最高#而:;+272的基因
杂合度最低#($个基因座的平均杂合度为$Q"("$
可见#这($个微卫星基因座在该饲养东北虎种群中
具有较低的纯合度#表明该研究种群中具有一定程
度的遗传多样性$相对于小种群来说#本研究的结
果是比较理想的$如VE+2等研究!&个高度近交系
鸡的遗传特性时发现#其基因杂合度大多在$Q#$以
下#而最低的只有$Q$%((0)$屈彦纯等用0个微卫星
基因座研究猪的]! 自交群体时得到其基因杂合度
处于$Q&’)!$Q"))之间((’)$
多态信息含量是等位基因频率和数目变化的函

数#反映着基因变异程度的高低$从表!中可以看出

($个微卫星基因座在东北虎的多态信息含量的分
布#其中/01856最大#:;+272最小$根据/+@56B<等
提出的衡量基因变异程度高低的多态信息含量指标#
当I.?"$Q#时#该基因座为高度多态基因座#当I.?
#$Q!#时#为低度多态基因座#当处于两者之间时#为
中度基因座((%)$由此可见#我们选择的微卫星基因
座在研究样品中均具有中高度多态性$
有效等位基因数#也可以作为群体遗传变异的

一个测度#反映了基因座等位基因间的相互影响$
从表!中有效等位基因数的分布情况可以看出#其
中/01856最多#:;+272 最小$同时从表!中观察
到的等位基因数和计算得到的有效等位基因数比较

可以发现#往往观察到的等位基因数要大于计算的
有效等位基因数#如/01738 中观察得到"个等位
基因#而计算得到的有效等位基因数却只有&Q!)’$
只有在各个等位基因出现的频率基本相同时#有效
等位基因数才会接近于实际观察到的等位基因数#
如/01797中观察到&个 等位基因#而计算得到的
有效等位基因数为!Q#%#$所以#观察到的等位基
因数并不能完全反映群体的遗传变异#只有那些等
位基因出现频率相同的基因座才能真实地反映群体

的遗传多样性#因此#应该采用有效等位基因数来衡

$"#!#期!!!!!!!!!!!!!!!!!张于光等*饲养东北虎的微卫星变异研究



量物种的遗传多样性!
东北虎数量稀少"生性凶猛"很难采集到适合的

研究材料!本研究中"我们利用微卫星-*S标记技
术和非损伤性-*S分析技术相结合"取得了较为理
想的结果!但是"提取的毛发-*S因为含量少"在
进行I?R扩增中"需要对-*S的量进行反复摸索!
有时可能会因为-*S量太少而没有扩增产物"有时
因为-*S的量太多"而扩增产物中含有较多的非特
异带"所以需要进行反复摸索!这一高灵敏度#非损
伤性和简便可靠的实验方法的建立"将对濒危动物
的遗传多样性特别是如东北虎这样的濒危和性情凶

猛动物的研究"起到重要的促进作用!
另外"微卫星基因座数目的多少对于研究结果

的精确性和可靠性也是至关重要的!目前已发表的
许多论文中"利用&!!$个微卫星标记对种群遗传
变异的研究都得到了较好的结果"但微卫星的优势
将因标记数目的减少而大受折扣$!$%!因而"为了进
一步探讨我国饲养东北虎的遗传现状"我们需要寻
找更多的微卫星位点"尽可能覆盖整个东北虎-*S
基因组"使得研究结果更加精确和可靠!
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