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３种不同利用微卫星标记进行个体

识别方法的比较研究
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摘　要：以鲁西黄牛和渤海黑牛（各３０头）１２个微卫星座位数据为基础，利用系统树分析法、最大似然法及Ｂａｙｅｓ

方法，比较不同方法对个体识别效率的影响。结果表明：当利用１２个微卫星座位和６个低杂合度位点数据时，３种

个体识别方法鉴定的准确性均为１００％。但利用６个高杂合度座位时，Ｂａｙｅｓ方法的准确性最高（８３．３３％），最大似

然法次之（７６．６７％），系统树分析法最低（７１．６７％）。结果表明，基于Ｂａｙｅｓ理论的个体识别方法最准确，是进行同

类研究的首选工具，而系统树分析法和最大似然法可以作为其补充加以应用。
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　　动物个体或群体识别是根据个体或群体的某些

特征判断其来源、归属及它们之间亲缘关系等方面

的一种方法，在生物学研究中有着极其重要的意义。

在家畜育种及遗传资源保护中，个体或群体识别对

于判断动物个体或群体品种来源、品种间亲缘关系、

品种的杂交育成史等方面都着重要意义。传统的动

物个体或群体识别是根据其外貌特征、染色体特征

及血液蛋白多态等方面来进行的。但由于这些方法

受到自身各方面特征的限制，阻碍了它们的进一步

发展，特别是用外形相似、染色体特征相同、亲缘关

系较近的动物进行动物个体或群体识别时效率很

低。近年来，各种分子标记的发展为动物个体或群

体识别提供了新的活力，其中微卫星标记由于其多

态程度高、分布广泛、且在近缘物种间具有一定程度

的同源性，受到广大学者的偏爱［１］。目前，微卫星标

记已在家牛、水牛、马、狗、鸡等家畜禽个体或群体识
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别中得到应用［２８］。

　　根据分子标记进行动物个体或群体识别的方

法，目前主要有系统树分析法、最大似然法及最近发

展起来的Ｂａｙｅｓ方法
［９］。系统树分析法是根据动物

个体或群体间的遗传距离，采用某种方法构建系统

树，再根据系统树的聚类情况进行判断和评价。最

大似然法是根据动物个体特定标记的基因型，采用

最大似然法计算每个个体属于各自采样群体的最大

似然概率值，从而判断个体的归属。而Ｂａｙｅｓ方法

是根据动物个体或群体的基因型组成，运用Ｂａｙｅｓ

概率理论，从而判断个体或群体属于各自采样群体

的概率。目前，这３种方法都有相应的理论基础和

软件，在使用过程中极为方便，并且得到了广泛应

用［１０１２］。目前对利用这３种方法进行动物个体或群

体识别的效率还没有进行系统研究，仅Ｂｅｈｌ等
［５］对

系统树分析法和最大似然法进行了简单比较，而其

它更深层次的研究尚未见系统报道。

　　鲁西黄牛和渤海黑牛是我国黄河中下游流域黄

牛的两个代表，同时也是列入国家级畜禽品种资源

保护名录的两个品种［１３］。鲁西黄牛被毛呈浅黄色，

以肉质好、体大力强而著称，而渤海黑牛以其全身

（被毛、蹄角及鼻镜）黑色，肉质细嫩，商品活牛在香

港市场颇受欢迎。从外形上看，这两个品种差异明

显，在采样时不存在品种混杂的问题，适合于动物个

体或群体识别方法的比较研究。因此，本研究拟以

鲁西黄牛和渤海黑牛１２个微卫星座位数据为基础，

对３种动物个体或群体识别方法的效率进行比较，

同时探索微卫星座位数和杂合度水平对个体或群体

识别的影响，以期为动物个体或群体识别提供参考

依据。

１　材料与方法

１１　采样及犇犖犃提取

　　用中心产区典型群随机抽样于山东省鄄城县鲁

西黄牛原种场和梁山县科龙畜牧有限公司采集鲁西

黄牛共３０头，同时于山东省滨州市渤海黑牛原种场

采集渤海黑牛３０头。从颈静脉或尾静脉采血２０

ｍＬ，ＡＣＤ抗凝。在实验室取血样１０ｍＬ，按常规方

法提取基因组ＤＮＡ，并用紫外分光光度计测定其浓

度［１４］。

１２　微卫星选择及其犘犆犚扩增

　　从联合国粮农组织（ＦＡＯ）
［１５］推荐的用于牛亚

科家畜遗传多样性研究的３０对微卫星引物，结合

Ｒｉｔｚ等进行牛亚科家畜遗传多样性研究所使用的引

物［１６］，从中选择效果较好、杂合度在中度水平以上

的 １２ 对：ＥＴＨ３、ＥＴＨ２２５、ＢＭ１８２４、ＡＧＬＡ

２９３、ＴＧＬＡ７３、ＴＧＬＡ２２７、ＴＧＬＡ１２２、ＩＤＶＧＡ

１１、ＩＤＶＧＡ２、ＩＤＶＧＡ５５、ＣＳＳＭ０３３、ＣＳＳＭ０４３。

ＰＣＲ反应及基因型判定详见参考文献［１７］。

１３　统计处理

　　群体遗传学一般统计学指标（如等位基因频率、

基因型频率、期望杂合度、平均有效等位基因数等）

采用Ｐｏｐｇｅｎｅ（Ｖｅｒ１．３２）完成。采用３种不同的方

法进行个体识别，即：系统树分析、最大似然法和

Ｂａｙｅｓ分析法。

１．３．１　系统树分析　根据２个黄牛群体６０个个体

１２个微卫星座位的基因型，采用ＤＣ遗传距离和邻

近给合法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建个体间的亲缘

系统 树。个 体 亲 缘 系 统 树 构 建 由 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

（１．２．２８）和Ｔｒｅｅｖｉｅｗ完成
［１８１９］。根据个体系统树

的聚类情况，判定其正确性及其效率。

１．３．２　最大似然法　根据采样群体各个体１２个微

卫星座位的基因型，采用最大似然法计算每个个体

属于各自采样群体的最大似然概率值（ＴｈｅＬｏｇｏｆ

Ｏｄｄｓ，ＬＯＤ）。为提高个体识别的准确性，本研究

假定只有属于两个采样群体的最大似然概率值的比

值大于等于２才视为正确。这样，即可在９９％的概

率水平上认为该个体的判定是正确的。最大似然比

值由软件 ＷＨＩＣＨＲＵＮ４．１完成
［１２］。

１．３．３　Ｂａｙｅｓ分析法　为验证采样的准确性，运用贝

叶斯概率理论（Ｂａｙｅｓｉａｎｔｈｅｏｒｙ），使用 ＧＥＮＥＧＡ

ＬＳＳ（Ｖ２．０）对所采样的每个个体所属群体进行判

定。ＧＥＮＥＧＡＬＳＳ分析采用Ｒａｎｎａｌａ＆ Ｍｏｕｎｔａｉｎ所

用的方法［９］，判定准确性水平设定为１％。

　　为验证微卫星座位数和杂合度水平对个体识别

效率的影响，在利用１２个微卫星座位的基础上，根

据每个座位在总群体中（即把鲁西黄牛和渤海黑牛

合并为一个群体）的期望杂合度水平（表１），分为高

杂合度组和低杂合度组，每组６个座位。再利用以

上３种方法对所有个体进行判定。

２　结　果

２１　系统树分析法

　　２个群体１２个微卫星座位个体聚类图见图１。

由图１可看出，鲁西黄牛和渤海黑牛可分为两个明

显的分支，且所有采样个体均聚到各自的群体中，这

２７１１
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表１　不同组微卫星座位的期望杂合度

犜犪犾犫犲１　犜犺犲犲狓狆犲犮狋犲犱犺犲狋犲狉狅狕狔犵狅狊犻狋狔狅犳犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊犳狅狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

组别

Ｇｒｏｕｐ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

鲁西黄牛

Ｌｕｘｉ

渤海黑牛

ＢｏｈａｉＢｌａｃｋ

总群体

Ｔｏｔａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

６对高杂合度引物

６ｈｉｇｈ犎犲ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ

ＴＧＬＡ２２７ ０．７６５０ ０．９１０７ ０．８７３８

ＥＴＨ２２５ ０．８３６２ ０．７８３１ ０．８６５３

ＩＤＶＧＡ２ ０．８４３５ ０．８５０３ ０．８５８７

ＣＳＳＭ０３３ ０．８３０５ ０．８３７９ ０．８４６２

ＡＧＬＡ２９３ ０．７８３１ ０．６４４１ ０．７９２２

ＴＧＬＡ１２２ ０．８０７３ ０．７１１３ ０．７８９８

Ｍｅａｎ±犛犇 ０．８１０９±０．０３１６ ０．７８９６±０．０９８０ ０．８３７７±０．０３７３

６对低杂合度引物

６ｌｏｗ犎犲ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ

ＣＳＳＭ０４３ ０．５８９３ ０．４４４６ ０．７３８５

ＢＭ１８２４ ０．２６９５ ０．５８７６ ０．７１６７

ＴＧＬＡ７３ ０．１５７６ ０．２３５０ ０．５９４３

ＩＤＶＧＡ５５ ０．４８７６ ０．５０７９ ０．５５００

ＥＴＨ３ ０．４９４４ ０．４５３７ ０．４８８０

ＩＤＶＧＡ１１ ０．０６６１ ０．６６２１ ０．４３１４

Ｍｅａｎ±犛犇 ０．３４４１±０．２１０２ ０．４８１８±０．１４６６ ０．５８６５±０．１２２６

１２对引物的均值

Ｍｅａｎｏｆ１２ｐａｉｒｓｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ
Ｍｅａｎ±犛犇 ０．５７７５±０．２８２８ ０．６３５７±０．１９９９ ０．７１２１±０．１５７１

图１　１２对微卫星引物犇犆遗传距离犖犑个体聚类图

犉犻犵１　犜犺犲狉犪犱犻犪犾犻狀犱犻狏犻犱狌犪犾犖犑狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犇犆犱犻狊

狋犪狀犮犲狊犳狉狅犿１２犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊

说明根据１２个微卫星座位数据，可以对所采样的所

有个体进行个体识别。当利用６个高杂合度座位

时，所得个体聚类图也可分为明显的２个分支，但２

群体中有１７个个体出现了交叉的情况，也就是说，

只有７１．６７％的个体识别是正确的。当利用６个低

杂合度座位时，所得个体聚类图也可分为明显的２

个分支（图略），但不如利用１２个微卫星座位明显，

且所有采样个体均聚到各自的群体中，说明其识别

正确性为１００％。

图２　６对高杂合度引物犇犆遗传距离犖犑个体聚类图

犉犻犵２　犜犺犲狉犪犱犻犪犾犻狀犱犻狏犻犱狌犪犾犖犑狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犇犆犱犻狊

狋犪狀犮犲狊犳狉狅犿６犺犻犵犺犎犲犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊

２２　最大似然法

　　当利用１２个微卫星座位数据时，各个体属于两

３７１１
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个采样群体的最大似然概率值的比值均大于２，最

大值为１４。这说明在９９％的概率水平上认为所有

采样个体的归属判定是正确的，均分属于各自的采

样群体。当利用６个高杂合度座位时，２个群体共

有１４个个体（其中鲁西黄牛８个，渤海黑牛６个）属

于各自采样群体的最大似然概率值的比值均小于

２。当利用６个低杂合度座位时，所有采样个体属于

各自采样群体的最大似然概率值的比值均大于２，

但其值稍低于利用１２对微卫星引物数据时的比值。

这说明利用６个低杂合度座位也能在９９％的概率

水平上正确判定所有采样个体的归属问题，只是其

准确性稍低于利用１２对微卫星引物的数据。

２３　犅犪狔犲狊分析法

　　当利用１２个微卫星座位数据时，所有个体均正

确地判定为各自的采样群体，鉴定准确性为１００％。

当利用６个高杂合度座位时，２群体有５０个个体

（８３．３３％）正确地判定为各自的采样群体，仍有１０

个个体（占１６．６７％，其中鲁西黄牛６个，渤海黑牛４

个）判定概率低于９９％或者判定不正确。当利用６

个低杂合度座位时，其判定结果与利用１２个微卫星

座位数据基本一致。同时，利用３组不同微卫星组

合数据在群体水平上进行判定，其鉴定准确性均为

１００％。

２４　３种个体识别方法的比较

　　比较３种个体识别方法，可以发现：当利用１２个

微卫星座位和６个低杂合度座位数据时，３种个体识

别方法鉴定的准确性均为１００％。但利用６个高杂合

度座位时，Ｂａｙｅｓ方法的准确性最高（８３．３３％），最大

似然法次之（７６．６７％），系统树分析法最低（７１．６７％）

（图３）。由此可见，微卫星杂合度水平和座位数量对

个体识别准确性有一定程度的影响。

３　讨　论

３１　３种个体识别方法的比较

　　就３种方法的结果而言，系统树分析法可利用

聚类图形象地展示个体及群体的聚类情况及它们之

间的亲缘关系，但这种关系很难“量化”，只能是一个

定性的结果。相比之下，最大似然法和Ｂａｙｅｓ方法

能计算出每个采样个体在一定置信水平下属于各自

采样群体的概率值，基于Ｂａｙｅｓ方法的软件还能估

计每个群体属于各自采样群体的概率值，给出了量

化的指标。３种方法个体识别效率，在相同条件下，

Ｂａｙｅｓ方法最高，而系统树分析法最低。此外，系统

图３　３种个体识别方法效率的比较

犉犻犵３　犜犺犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔犳狅狉３犻狀犱犻

狏犻犱狌犪犾犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱狊

树分析法还有可能由于采用的遗传距离及聚类方法

的不同而产生不同的聚类结果，其结果在一定程度

上带有“不确定性”。有关遗传距离及聚类方法对系

统树构建的影响，Ｔａｋｅｚａｋｉ等
［２０］对该问题进行了详

细地研究，在此不再详述。所以，相比较而言，作者

认为Ｂａｙｅｓ方法在动物个体识别中最准确，是进行

同类研究的首选工具，而系统树分析法和最大似然

法可以作为其补充加以应用。

３２　微卫星座位数和杂合度水平对个体识别准确

性的影响

　　微卫星座位数对个体识别准确性有显著影响，

这已被类似的所有研究所证实［６］。在本研究所使用

的３种方法中，利用１２个微卫星座位数据个体识别

准确性均高于利用６个微卫星座位数据。可见，座

位数越多，识别的准确性越高。在研究或解决实际

问题时，在特定置信水平和个体识别效率前提下，应

该采用的适宜的（或是最低的）微卫星座位数量。

Ｂｊｏｒｎｓｔａｄ等
［６］在利用微卫星对８个马群体进行个

体识别时，采用１３对微卫星引物，其识别的准确性

能达到９５％以上。而利用微卫星在近缘间进行个

体识别时，使用不到１０个微卫星座位也能使准确性

达到９０％～９５％以上
［２１］。可见，个体识别时适宜的

（或是最低的）微卫星座位数量受到待识别个体及群

体亲缘关系及遗传分化程度的影响。亲缘关系越

近，遗传分化程度越低，在特定置信水平和个体识别

效率前提下所需要的最低微卫星数量越多，反之则

越少。

　　微卫星座位杂合度水平对个体识别准确性也有

一定程度的影响。在研究所使用的３种方法中，６

个低杂合度座位个体识别的准确性均高于６个高杂

合度座位，但这并不能说明微卫星座位杂合度水平

４７１１
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越高，其个体识别的准确性越低。而是在特定置信

水平和个体识别效率前提下，使用高杂合度座位可

能比低杂合度座位需要更多的座位。Ｂｊｏｒｎｓｔａｄ

等［６］的研究表明：微卫星用于个体识别的误判率与

观察等位基因数呈极显著负相关（ｒ＝－０．４７，犘＜

０．０１），而与座位杂合度水平没有显著相关关系（ｒ＝

－０．２３，犘＝０．２６）。但 Ｂｌｏｔｔ等
［２１］、Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ

等［８］指出，拥有较多观察等位基因数和较高杂合度

的微卫星座位，其进行个体及群体识别的效率也较

高。可见，进行个体及群体识别时，微卫星座位的杂

合度必须维持一定的水平。
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