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摘要  选用BMY 牛、婆罗门牛和云南黄牛作为研究动物群体 ,对5 个微卫星DNA 座位的遗传变异及多态性进行分析 ,以了解其群体遗
传结构及BMY 牛的育成情况。结果显示 :5 个位点在3 个群体中的多态信息含量分别为0 .670 8、0 .567 6 和0 .630 7 ,呈高度多态性。平
均杂合度BMY 牛最高为0 .689 7 ,婆罗门牛为0 .570 1 ,云南黄牛为0 .607 8 ,3 个群体均表现出较高的遗传多样性。
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Study onthe Genetic Diversity and Population Genetic Structure of BMY,Brahman and Yunnan Local Cattle
ZHANG Fei et al  ( Northwest A&F University ,Yangling ,Shaanxi 712100)
Abstract  Three cattle breeds ,i ncl uding BMY,Brahman and Yunnanyellow,were used as the experi mental population.The genetic variations and polymor-
phisms of five microsatellite loci were analyzedto determine the populationstructure and breeding progress of BMY,Brahman and Yunnanlocal yellowcat-
tle .The polymorphic information content of the three groups was 0 .670 8 ,0 .567 6 and 0 .630 7 inturn .The average heterozygosity of three groups was 0 .
689 7 ,0 .570 1 and 0 .607 8 respectively .The result showed all of three populations displayed high genetic diversity .
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  微卫星( SSR) 突变模式反映着物种的进化历史, 某物种

内或物种间蕴藏着该物种基因组中最为古老、保守的序列 ,

能提供丰富的突变信息和等位基因位点,因此根据微卫星多

态性提供较高的多态信息含量和杂合度, 为群体遗传结构、

家畜 品种的鉴 定、群 体分化 及法医 鉴定 等领 域广泛 应

用[ 1 - 3] 。BMY 牛( 1/ 2 婆罗门牛、1/ 4 墨累灰、1/ 4 云南黄牛)

是云南省肉牛和牧草研究中心培育的热带、亚热带肉牛新品

系, 具有婆罗门耐热抗蜱优点和莫累灰高繁殖性能以及云南

黄牛适应性强的特性[ 4] 。

  该研究采用微卫星标记技术 ,从分子水平上研究婆罗门

牛、云南黄牛及其杂交后代BMY 牛的群体遗传结构, 以期为

当前及以后的育种工作提供指导或参考, 从而为 BMY 牛的

进一步选育提供理论依据。

1  材料与方法

1 .1 材料与试剂

1 .1 .1 材料。云南省肉牛与牧草研究中心的小哨示范牧

场、曲靖市马龙县马鸣乡牧场和思茅云南黄牛原种牧场分别

采集了婆罗门牛、BMY 牛和云南黄牛的血样, 尾根或颈静脉

采血10～15 ml/ 头,0 .2 % 的肝素钠抗凝。其中婆罗门牛56

头,BMY 牛65 头 ,云南黄牛58 头。

1 .1 .2 主要化学药品及试剂。Taq 聚合酶、甲叉丙烯酰胺、

DNA MarkerdNTP、北京鼎国生物公司的全血 DNA 提取试剂

盒、TEMED 等。

1 .2 方法

1 .2 .1 DNA 提取。按照试剂盒说明逐步提取。

1 .2 .2 基因组 DNA 浓度及纯度检测。以λ- DNA/ EcoRⅠ+

Hind Ⅲ作分子量标记,用2 %琼脂糖凝胶电泳分析, 经 EB 染
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色把各基因组DNA 带的亮度、位置同标准分子量进行对照 ,

来判断基因组DNA 的浓度和质量。

1 .2 .3  微卫星引物。试验所选用的微卫星位点均来自

http :/ / www.projects .roslin .ac .uk ,由上海生物工程技术服务有

限公司合成。其序列及相应参数见表1 , 其中退火温度、

Mg2 + 浓度、等位基因大小、等位基因数为试验所得数据。

1 .2 .4 PCR 扩增。

( 1) 反应体系( 15μl ) :Buffer 1 .5 μl 、dNTP1 .5μl 、Mg2 + 1 .5

μl 、Taq 酶0 .2μl ( 5 U/ μl ) 、上下游引物各0 .25 μl 、DNA 模板

1 .0μl 、水7μl 。

( 2) PCR 反应条件: PCR 扩增程序:94 ℃4 min →94 ℃30

s →45 s →72 ℃40 s , 共35 个循环,反应结束后72 ℃延伸10

min。2 .0 % 琼脂糖凝胶检测PCR 产物的特异性。

1 .2 .5  聚丙烯酰胺凝胶电泳及等位基因大小的判别。经琼

脂糖检测效果好的产物用12 %的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳 :

250 V 电压预电泳5 min ,向PCR 扩增产物中加入7 μl 上样缓

冲液然后点样电泳。电泳条件: 电压150 V ,4～5 h。染色: 银

染。用美国 Gel- Pro Analyzer 3 .1 凝胶分析系统分析等位基因

片段大小。

  表1 微卫星DNA 引物及PCR反应条件

微卫星

位点

染色

体

退火温

度∥℃
引物序列( 5’→3’)

等位基因大小∥bp

max mi n
HEL1  15 59 .0 P1 : CAACAGCTATTTAACAAGGA 126 106

P2: AGGCTACAGTCCATGGGATT
BM1824 1 60 .0 P1 :GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC 210 126

P2 :CATTCTCCAACTGCTTCCTTG
TGLA126 20 57 .0P1 :CTAATTTAGAATGAGAGAGGCTTCT 122 112

P2 :TTGGTCTCTATTCTCTGAATATTCC
ETH3 19 60 .0 P1 :GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG 124 104

P2 :ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG
ETH10 5 67 .5 P1 :GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA 240 212

P2 :CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC

1 .2 .6 数据处理。用软件 POPGENE 计算[ 5] H- W 平衡下的

平均观察杂合度( Hobs) 、期望杂合度( Hexp) 、等位基因频率、

有效等位基因、F 值。用聚类分析软件计算多态信息含量。

2  结果与分析

2 .1 微卫星DNA 的多态性 各等位基因在3 个品种( 系) 的

分布频率见表2。5 个位点均为2 bp 重复, 其等位基因片段
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数量、大小及有效等位基因数见表3。5 个座位中共检测到

37 个等位基因,其中 BM1824 最多( 9 个) ,ETH10 最少( 6 个) ,

平均等位基因数为7 .4 个。在3 个群体中,HEL1 位点等位基

因98 bp 频率最高( 0 .369 4) ;BM1824 位点等位基因192 bp 频

率最高( 0 .504 5) ;TGLA126 位点等位基因122 bp 频率最高

( 0 .396 4) ;ETH3 位点等位基因120 bp 频率最高( 0 .421 2) ;

ETH10 位点等位基因212 bp 频率最高( 0 .445 9) , 见表2。

  表2 3 个群体5个微卫星位点等位基因频率分布

位点
等位

基因

群体

BMY牛 婆罗门牛 云南黄牛
总数

HEL1  114  0 .396 2  0  0 0 .094 6
112 0 .066 0 0 .051 0 0 .116 7 0 .090 1
110 0 .103 8 0 .122 4 0 .091 7 0 .101 4
108 0 .141 5 0 0 0 .033 8
106 0 .066 0 0 .112 2 0 .100 0 0 .094 6
104 0 .094 3 0 .132 7 0 .108 3 0 .110 4
102 0 .113 2 0 .112 2 0 .102 3 0 .105 9
98 0 .018 9 0 .469 4 0 .481 0 0 .369 4

BM1824 210 0 .113 2 0 .020 4 0 .033 3 0 .049 5
208 0 .103 8 0 .051 0 0 .075 0 0 .076 6
192 0 .471 7 0 .540 8 0 .504 2 0 .504 5
190 0 .075 5 0 .051 0 0 .087 5 0 .076 6
188 0 .075 5 0 .142 9 0 .075 0 0 .090 1
186 0 .066 0 0 .071 4 0 .070 8 0 .069 8
184 0 0 .122 4 0 .095 8 0 .078 8
178 0 .094 3 0 0 0 .022 5
176 0 0 0 .058 3 0 .031 5

TGLA126 122 0 .037 7 0 .469 4 0 .525 0 0 .396 4
120 0 .509 4 0 .112 2 0 .133 3 0 .218 5
118 0 .094 3 0 .173 5 0 .108 3 0 .119 4
116 0 .113 2 0 .010 2 0 .008 3 0 .033 8
114 0 .132 1 0 .102 0 0 .116 7 0 .117 1
112 0 .113 2 0 0 0 .027 0
110 0 0 .132 7 0 .108 3 0 .087 8

ETH3 124 0 .075 5 0 .540 8 0 .116 7 0 .200 5
120 0 .566 0 0 .061 2 0 .504 2 0 .421 2
118 0 .066 0 0 0 0 .015 8
116 0 .056 6 0 .151 3 0 .058 3 0 .078 8
114 0 .094 3 0 .081 6 0 .091 7 0 .090 1
110 0 .075 5 0 .040 8 0 .087 5 0 .074 3
104 0 .066 0 0 .122 4 0 .141 7 0 .119 4

ETH10 240 0 0 .520 4 0 0 .119 4
224 0 .084 9 0 .163 3 0 .133 3 0 .123 9
222 0 .094 3 0 0 0 .022 5
220 0 .141 5 0 .091 8 0 .166 7 0 .144 1
218 0 .084 9 0 .112 2 0 .183 3 0 .144 1
212 0 .594 3 0 .112 2 0 .516 7 0 .445 9

  该研究中6 个微卫星位点的等位基因分布不均匀 ,每个

位点都有1 种或几种等位基因频率较高。3 个群体中均发现

了特异等位基因,HEL1 的114、108 bp ,BM1824 的178 bp ,TGLA

126 的112 bp ,ETH3 的118 bp 及ETH10 的222 bp 为BMY 牛所

特有;ETH10 的240 bp 为婆罗门牛所特有 ;BM1824 的176 bp

为云南黄牛所特有, 所有的特异位点的频率都很低, 有的只

出现了1 次。

  表3 等位基因大小及在3个群体中的有效等位基因数

微卫星

位点

等位基

因数
等位基因大小

有效等位

基因数

HEL1  8 114 112 110 108 106 104 102 98 5 .069 0

BM1824 9 210、208、192、190、188、186、184、178、176 3 .455 3

TGLA126 7 122、120、118、116、114、112、110 4 .125 2

ETH3 7 124、120、118、116、114、110、104 3 .969 6

ETH10 6 240、224、222、220、218、212 3 .696 5

Mean 7 .4 4 .063 3

2 .2 固定指数的估计  在现实的动物群体中, 每个亚群体

内的基因型频率并不一定遵循 H- W平衡, 所以每个亚群体

的F 值( 固定指数) 不一定为0[ 6] ,FIT > FIS, 而度量亚群体间

的遗传差异程度的Fst 为0 .103 0( 表4) ,也就是说群体间的遗

传变异为10 .30 % ,而89 .70 %的变异缘于群内的个体差异。

  表4 3 个品种( 系) 群体固定指数的估计值

微卫星位点 Fit Fis Fst

HEL1 0 .355 4 0 .211 7 0 .106 0

BM1824 0 .346 1 0 .327 7 0 .013 7

TGLA126 0 .409 3 0 .245 3 0 .116 3

ETH3 0 .307 6 0 .137 9 0 .129 7

ETH10 0 .383 0 0 .181 5 0 .145 7

Mean 0 .360 1 0 .219 9 0 .103 0

2 .3 群体遗传结构 BMY 牛的平均杂合度最高为0 .689 7 ,

婆罗门牛为0 .570 1 , 云南黄牛居于两者之间为0 .607 8 ;BMY

牛、婆罗门牛及云南黄牛的多态信息含量分别为:0 .670 8、

0 .567 6和0 .630 7 , 见表5。基因杂合度又称基因多样度 , 被

认为是度量品种遗传变异的一个最适参数。品种杂合度越

低, 表示该品种的遗传一致性越高,而品种遗传变异越低, 品

种遗传多样性越低。表5 表示在该研究的3 个品种( 系) 中 ,

BMY 牛的遗传变异程度最高, 遗传多样性最丰富 , 但也反映

了该品种的遗传一致性最差, 表明该牛在未来还可以进一步

地纯繁选育,以提高该品种的遗传一致性。婆罗门牛的遗传

变异最小,反映了该品种的遗传一致性最高。

  表5  5 个微卫星位点在3 品种( 系) 中的平均等位基因数、

多态信息含量、有效等位基因数和杂合度

品种
样本

数

等位基

因数

多态信

息含量

有效等位

基因数
杂合度

BMY 牛 65 6 .60 0 .670 8 3 .36 0 .689 7±0 .069 3

婆罗门牛 56 6 .00 0 .567 6 3 .18 0 .570 1±0 .028 8

云南黄牛 58 6 .20 0 .630 7 3 .26 0 .607 8±0 .024 1

  BMY 牛的平均等位基因数为6 .60 个 , 有效等位基因数

为3 .36 ; 婆罗门牛和云南黄牛的有效等位基因数分别为3 .18

和3 .26( 表5) , 并且平均有效等位基因数均符合大于2 的要

求[ 7] 。Hines 等提出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[ 8] 。该研究

的5 个微卫星位点的平均有效等位基因数小于所检测到的

等位基因的绝对数。

3  讨论

一个群体中的遗传变异范围通常由平均基因多样性( 通

常称平均杂合度) 来度量, 常用的杂合度是指在 H- W 平衡假

设下平均期望杂合度值。该研究中,BMY 牛、婆罗门和云南

黄牛都有较高的平均期望杂合度 ,分别为0 .689 7、0 .570 1 和

0 .607 8。BMY 牛的杂合度值最高,而一直进行纯种繁育的婆

罗门牛和云南黄牛也拥有较高的杂合度值, 这不仅因为不同

座位具有不同的突变速率或受到不同的进化选择压力 ,还因

为相同的座位因历史原因有相似的 Hexp 值[ 9] 。BMY 牛的多

态信息含量、杂合度和有效等位基因指标都比婆罗门牛和云
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硒含量, 且随着喷施量的增加, 小麦籽粒中的硒含量随之增

加, 最高达93 .5 μg/ 100 g。但从人体日需求量及经济学的角

度考虑 ,并不是喷施量越多越好。

2 .2 喷施富硒液对产量构成要素及产量的影响( 表1)

2 .2 .1 对产量构成要素的影响。从表1 可见,喷施不同浓度

的富硒液对小麦容重、公顷成穗数影响较小; 与对照相比, 穗

粒数、穗重、千粒重都有所增加,以处理Ⅳ效果最佳。

2 .2 .2 对产量的影响。从表1 可见,喷施不同浓度的富硒液

能增加小麦的产量, 增幅在5 .5 % ～12 .3 % , 尤以处理Ⅳ产量

最高, 较对照增长达显著水平, 其他处理间差异不显著,但随

着喷施量的增加, 产量有下降趋势。

  表1 喷施富硒液对小麦产量构成要素及产量的影响

处理
喷施硒肥量

ml/ ( 区·次)

成穗数

万/ hm2

穗粒数

个

穗重

g

千粒重

g

容重

g/ ml

产量

kg/ hm2

Ⅰ  0 540 31 .8 1 .43 43 .3 790 6 754 .5 bA

Ⅱ 0 .4 525 34 .2 1 .48 45 .0 790 7 372 .5 bA

Ⅲ 0 .6 543 35 .0 1 .62 46 .0 790 7 384 .5 abA

Ⅳ 0 .9 552 37 .4 1 .76 47 .5 790 7 584 .0 aA

Ⅴ 1 .4 534 35 .3 1 .57 44 .5 790 7 212 .0 abA

Ⅵ 1 .8 510 34 .2 1 .50 44 .8 790 7 128 .0 abA

Ⅶ 2 .4 516 34 .0 1 .52 44 .0 790 7 089 .0 abA

Ⅷ 2 .7 519 32 .1 1 .48 43 .8 790 7 062 .0 abA

 注 :表中不同大、小写英文字母分别表示在0 .01、0 .05 水平差异显著。

3  讨论

土壤底施硒肥对小麦籽粒硒含量影响不大, 这可能与所

选用硒肥有关; 叶面喷施富硒液能显著提高小麦籽粒中的硒

含量, 且随着喷施量的增加 ,小麦籽粒中的硒含量呈增加趋

势, 但达到一定喷施浓度后, 其增幅不大。

叶面喷施富硒液能显著提高小麦产量, 但随着喷施量的

增加, 小麦产量有下降趋势 ,这可能与较高浓度的富硒液对

小麦植株生长有损害有关,具体机理尚待研究。

富硒小麦中的籽粒硒含量并不是越多越好, 中国营养学

会推荐人体每日硒摄入量为50～200 μg ,综合喷施富硒液的

成本费用及富硒小麦的产量因素考虑 , 认为处理Ⅲ、Ⅳ较

适宜。

该试验喷施富硒液是在小麦孕穗期和灌浆期进行的, 不

同喷施时期对小麦籽粒硒含量及产量的影响以及同一喷施

浓度对不同品种小麦硒含量的影响,有待进一步研究。
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南黄牛要高, 说明婆罗门牛和云南黄牛较纯, 而其杂种 BMY

牛的遗传变异较大 ,很好地解释了 BMY 牛继承了终端父本

婆罗门牛的很多优良特性 , 如良好的母性, 高产肉性能, 抗

蜱, 耐热性等[ 10] , 这也正是杂种优势利用所追求的结果。

试验所研究的3 个群体间的遗传变异( 10 .34 %) 比  

开兴等研究的小哨牛群间的( 6 .17 %) 要大[ 3] , 而与欧洲牛

品种( 10 % ～11 %) 相近[ 1] , 这可能是采样牧场不同所造成

的群体间的差异。表明 BMY 牛的整齐度还有待于进一步

提高 ,横交固定工作取得了一定的成果, 但还需要进一步加

强。种内显著不同的种群间和同一种群内的遗传变异表现

为遗传多样性 ,种内遗传多样性或变异性愈丰富, 物种对环

境变化的适应能力愈大 , 其进化的潜力也就愈大[ 11] , 该研

究中云南黄牛表现出了较高的遗传多样性, 其作为母本或

父本在杂交改良和培育中国热带、亚热带肉牛新品种( 系)

方面有很高的利用价值。

3 个群体的平均期望杂合度都比较高, 表明在某些微卫

星位点可能存在与一些数量经济性状相连锁的现象, 有待

深入研究并为 BMY 牛的肉用育种方向提供理论依据。
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