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秦川牛是我国五大黄牛品种之一袁 是著名的役肉兼用
品种袁毛紫红色袁体格高大袁肌肉丰满袁具有适应性好袁性情
温顺袁屠宰率高及肉质细腻等特点 [1]袁受到国内外消费者的
欢迎遥 但由于生长发育缓慢袁同时袁随着国外品种的不断引
进袁对秦川牛进行大范围持续杂交改良袁使秦川牛面临保种
乃至灭绝的威胁遥为了能充分利用这一宝贵资源袁实现畜牧
业持续尧稳定尧高效地发展袁满足人类社会对畜禽产品种类尧
质量的更高需求袁加强对秦川牛品种资源的保护和有效尧合
理尧持续利用具有重要意义遥

多重 PCR渊 Multiply PCR冤是在同一反应体系中同时扩
增 2个或 2个以上基因座位的 PCR反应袁该技术已广泛应
用于基因组结构与功能基因尧数量性状基因座渊 QTL冤的定
位以及分子遗传标记检测等研究领域 [2-4]遥 微卫星标记的分
析一般采用聚丙烯酰胺电泳结合银染进行基因分型袁 其易
受电压尧电泳胶和试验者等诸多因素影响袁无法精确地尧大
规模尧自动化检测袁而荧光标记多重 PCR技术的应用袁使得
该技术的规模化和自动化的精确检测成为现实遥 笔者选用
15对微卫星标记袁运用多重 PCR技术分析秦川牛的遗传多
样性袁通过荧光标记准确地检测多态性袁为秦川牛的遗传特
性研究提供了更准确的数据袁 为牛连锁图谱的分析及重要
经济数量性状的定位研究提供了基础遥
1 材料与方法

1.1 材料 试验样本选用陕西省良种繁育中心的秦川牛

59头袁三代以内没有亲缘关系袁公牛不少于 15头遥 采用前

腔静脉采血袁 每头牛采血 10 ml遥 新鲜血液用 1颐1的裂解液
渊 100 mmol/L Tris窑HCl袁100 mmol/L EDTA袁2 % SDS冤裂解袁常
温下即可运输袁-20 益长期保存遥
1.2 微卫星引物 该试验是根据联合国粮农组织渊 FAO冤和
国际动物遗传学会渊 ISAG冤联合推荐的引物袁选取了其中 15
对微卫星引物袁上游引物 5爷端标记 Pet尧Vic尧Ned或者 6fam
荧光袁 内标标记 Liz荧光遥 引物由美国应用生物系统公司
渊 ABI冤合成遥
1.3 试验方法

1.3.1 基因组 DNA的提取遥 采用常规酚尧氯仿抽提法从血
液中提取基因组 DNA袁参照叶 现代分子生物学实验技术曳袁
稍加修改遥
1.3.2 PCR反应条件遥 PCR反应体系包括院基因组 DNA约
渊 25 ng/滋l冤2 滋l袁10伊buffer 1.5 滋l尧Mg2+渊 25 mmol/L冤1.0~1.5 滋l尧
dNTP渊 25 mmol/L冤0.2 滋l尧引物 2 pmol/滋l袁Taq 酶渊 5 哉/滋l冤0.3
滋l袁加超纯水至反应体系 15 滋l遥 PCR扩增程序院95 益预变性
4 min曰94 益变性 1 min袁50 益~60.5 益复性 1 min袁72 益延伸 1
min袁35~40个循环曰72益延伸 40~60 min袁4益保存遥
1.3.3 PCR产物检测遥 先用浓度 8 %的非变性聚丙烯酰胺
凝胶电泳袁检测扩增效果袁将效果好的 PCR扩增产物用ABI3100蛳
Avant全自动遗传分析仪进行毛细管电泳检测袁用仪器自带
软件 GenMapper Version 3.2分析微卫星基因型遥
1.4 数据统计分析 由于微卫星呈共显性遗传袁通过其表
现型可直接反映基因型袁利用 GENEPOP Version3.2软件计
算等位基因频率遥 计算杂合度渊 Heterozygosity袁H冤 [5]尧多态信
息含量渊 Polymorphism Information Content袁PIC冤和有效等位
基因数渊 the Number of Effective Alleles袁 Ne冤 [6]遥
2 结果与分析

2.1 多重 PCR 产物电泳结果 所选用的 15对微卫星引
物对所有的试验个体进行扩增袁优化组成 8个多重荧光PCR

利用多重荧光 PCR分析秦川牛遗传多样性

王均辉 1袁昝林森 1 袁张桂香 2袁王志刚 2袁齐国强 1袁韩旭 21
渊 1.西北农林科技大学动物科技学院袁陕西杨凌 712100曰2.全国畜牧总站畜禽牧草种质资源保存利用中心袁北京 100094冤

摘要 [目的]分析秦川牛的遗传多样性袁加强对该品种资源的保护遥 [方法]利用 15个微卫星座位袁运用多重荧光 PCR技术对 59头秦
川牛个体的基因组 DNA进行扩增袁通过等位基因频率尧多态信息含量尧基因杂合度和有效等位基因数分析秦川牛品种的遗传多样
性遥 [结果]结果表明院在 15个座位的等位基因数为 5~18个袁平均等位基因数为 10.3个曰各座位上的杂合度都较高袁平均杂合度为
0.795 9曰平均有效等位基因数为 5.306 6曰15个座位中多态信息含量为 0.644 1~0.864 9袁均为高度多态遥 [结论]通过荧光标记可用于牛
品种遗传多样性的分析袁并可为进一步 QTL定位和标记辅助选择研究提供参考遥
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Analysis of Genetic Diversity of Qinchuan Cattle by Multiplex Fluorescent PCR
WANG Jun蛳hui et al (College of Animal Science and Technology, Northwest A&F University, Yangling, Shaanxi 712100)
Abstract [Objective] The aim was to study the genetic diversity of Qinchuan cattle in order to strengthen its protection. [Method] The genetic
diversity of 15 microsatellite loci was analyzed using multiplex fluorescent PCR in 59 Qinchuan cattle. And allele frequency, polymorphism
information content (PIC), heterozygosity (H) and number of effective alleles (Ne) were calculated. [Result] The results showed that the allele
numbers of the overall 15 microsatellite loci of Qinchuan cattle were from 5 to 18 with average allele of 10.3. The heterozygosity of all
microsatellite loci were from 0.698 6 to 0.876 3 and the mean heterozygosity were 0.795 9. The number of effective alleles was from 3.317 8 to
8.084 5, with average effective allele of 5.306 6. The PIC of 15 microsatellite loci were highly polymorphic from 0.644 1 to 0.864 9. [Conclusion]
Microsatellite markers were effective markers for analysis of genetic diversity and phylogenesis relationship among cattle breeds. The results were
reference to study QTL and marker assistant selection.
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组合渊 表 1冤袁电泳结果均表现出明显的多态性袁随机抽取表
现多态性部分样本进行重复试验表明袁 微卫星的扩增结果
稳定袁能够完全重复遥

2.2 微卫星座位的等位基因分布 表 2表明袁15个微卫星
座位的平均等位基因数为 10.3个曰TGLA53等位基因数最
高袁为 18个曰BM1824最低袁为 5个遥 这说明 15个微卫星座
位的遗传变异都较大袁TGLA53遗传变异最大袁BM1824 最
小遥 HEL13 位点在 195 bp 的等位基因频率最高袁 达到
0.414曰等位基因频率最小的为 0.008遥
2.3 各基因座的多态信息含量尧杂合度和有效等位基因数
表 3表明袁15个微卫星座位的平均多态信息含量尧平均杂

合度和平均有效等位基因数分别为 0.768 6袁0.795 9和 5.306
6袁这略低于王敏强等报道的鲁西黄牛尧渤海黑牛和秦川牛
平均多态信息含量 渊 0.797袁0.798 和 0.795冤尧 平均杂合度
渊 0.820袁0.821 和 0.819冤和有效等位基因数渊 6.163袁6.354 和
6.285冤 [7]遥 ILSTS034位点的多态信息含量尧杂合度和有效等
位基因数均最大袁 分别达到 0.864 9袁0.876 3和 8.084 5曰而
BM1824位点的都最小袁分别为 0.644 1袁0.698 6和 3.317 8遥结
果表明袁 所选择的微卫星位点在该试验材料中表现出良好
的多态性袁而且多态信息含量尧杂合度的大小与有效等位基
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温度椅益 循环
数椅次 荧光标记

A 1 BM1818 23 248~278 1.2 54.3 40 VicINRA005 12 135~149 1.5 54.3 40 NedTGLA227 18 75~105 2.0 54.3 40 Pet
2 HEL13 11 178~200 2.5 51.0 40 Pet

ILSTS034 5 130~144 1.5 51.0 40 Vic3 ILSTS054 21 142~150 0.8 56.0 40 6fam
MM12 9 105~145 1.1 56.0 40 6fam

4 INRA032 11 160~204 1.0 50.0 40 Vic5 ETH185 17 214~246 1.1 60.5 40 6famB 6 BM1824 1 176~197 1.5 57.0 35 6fam
TGLA122 21 136~184 1.0 57.0 35 Net
TGLA126 20 115~131 2.0 57.0 35 Vic7 HEL5 21 145~171 1.5 53.0 35 Vic

8 SPS115 15 234~258 1.5 55.0 35 Vic
TGLA53 16 143~191 2.0 55.0 35 Pet

表 1 多重荧光 PCR反应的参数

注院Vic 为绿色荧光标记袁Pet为红色荧光标记袁Ned 为黑色荧光标
记袁6fam为蓝色荧光标记遥

微卫星
座位

等位基
因数

等位基因及频率
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18BM1818 8 254 256 258 260 262 264 268 2720.034 0.093 0.203 0.203 0.322 0.127 0.008 0.008

ETH185 11 217 219 221 223 227 229 231 233 235 237 239
0.034 0.008 0.076 0.110 0.110 0.051 0.195 0.178 0.119 0.076 0.042HEL13 9 179 185 187 189 191 193 195 197 201
0.009 0.250 0.009 0.121 0.069 0.095 0.414 0.017 0.017

ILSTS034 16 138 140 142 144 146 148 150 152 154 156 162 164 166 168 170 1720.008 0.068 0.119 0.017 0.051 0.017 0.051 0.017 0.136 0.017 0.051 0.153 0.025 0.017 0.025 0.229
ILSTS054 8 126 128 130 132 134 136 138 1420.144 0.008 0.220 0.025 0.093 0.153 0.119 0.237
INRA005 12 126 128 130 134 136 138 140 142 144 146 148 150

0.017 0.008 0.017 0.051 0.186 0.203 0.398 0.025 0.008 0.051 0.017 0.017INRA032 8 158 172 174 176 178 180 182 184
0.088 0.009 0.070 0.412 0.289 0.009 0.079 0.044

MM12 11 102 104 106 108 110 112 114 116 118 122 1240.017 0.051 0.008 0.034 0.178 0.119 0.322 0.127 0.008 0.008 0.127TGLA227 14 73 75 81 85 87 89 91 93 95 97 99 101 103 105
0.008 0.008 0.144 0.305 0.093 0.025 0.059 0.068 0.042 0.042 0.051 0.110 0.034 0.008

BM1824 5 176 178 180 182 1880.017 0.280 0.229 0.407 0.068
HEL5 10 145 147 149 151 153 159 161 163 165 169

0.017 0.008 0.229 0.093 0.297 0.008 0.068 0.220 0.042 0.017SPS115 7 242 244 246 248 250 254 2560.297 0.059 0.119 0.076 0.288 0.153 0.008
TGLA122 11 138 140 142 144 148 150 152 158 160 162 168

0.042 0.186 0.025 0.068 0.305 0.110 0.034 0.178 0.017 0.017 0.017TGLA126 6 116 118 120 122 124 126
0.407 0.254 0.017 0.068 0.178 0.076

TGLA53 18 147 153 157 159 161 163 165 167 169 171 173 175 177 179 181 183 185 1870.018 0.009 0.036 0.255 0.018 0.018 0.009 0.136 0.100 0.045 0.009 0.027 0.036 0.027 0.173 0.064 0.009 0.009

表 2 各微卫星座位的等位基因数和等位基因及频率

因数体现了较高的一致性遥
3 讨论

微卫星标记核心序列重复数的差异形成了微卫星的高

度多态性遥 一般情况下袁 微卫星标记核心序列的重复数越
多袁其变异就越大袁该位点的等位基因数也就越多袁对于相
同重复单位的微卫星标记来说袁 家禽的重复数比哺乳动物
要少[8]遥家禽微卫星标记位点的等位基因数一般为 2~20个袁
大多为 5~8个袁 该试验结果所选的微卫星标记的等位基因
数在 5~18个袁最少 5个袁最多 18个袁平均为 10.3个袁适用于
遗传分析遥

多态信息含量渊 PIC冤是衡量等位基因片段多态性的理

想指标遥 Botstein等首先提出了衡量基因变异程度的多态信
息含量指标[9]遥当 PIC跃0.5时袁该座位为高度多态曰0.25约PIC约
0.5时袁该座位为中度多态位点曰PIC约0.25时袁为低度多态座
位遥 该研究结果表明袁所选用的 15个微卫星座位的 PIC值
为 0.644 1~0.864 9袁均大于 0.5袁全部是高度多态袁可以作为
有效的遗传标记用于秦川牛的遗传多样性分析遥 很多研究
者认为在遗传连锁分析中袁PIC值大于 0.7的微卫星标记为
最理想的选择标记[10-13]遥该试验选取的 15个微卫星标记袁只
有 INRA032袁BM1824和 TGLA126的 PIC值略小于0.7袁其余
都大于 0.7袁 可以作为理想的标记用于进一步的 QTL定位
研究遥 基因杂合度渊 H冤反映群体在各位点上的遗传变异袁一
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渊 上接第 6050页冤
用 RNAi 对癌症进行基因治疗的体内试验还处于起步阶
段袁将 siRNA特异的导入靶细胞是目前 RNAi基因治疗中
迫在眉睫的问题遥
3.4 药物开发 作为寻找新的药物靶标的工具袁基于 RNA
的治疗药物可以快速尧大规模尧高通量地对发现的药物靶基
因进行功能分析遥 斯坦福大学医学院的 McCaffrey等将编码
丙肝病毒的基因和相应的 siRNA均转染于小鼠体内袁结果显
示 siRNA有效地使 HCV沉默[10]遥尽管这些尚处试验阶段袁但
RNAi技术显示出很大的治疗潜能袁显示了 siRNA广阔的应
用前景遥 目前 siRNA用于人体的最大障碍在于现行的给药
方法毒副作用太大遥
3.5 研究信号传导通路的新途径 Biotech认为袁联合利用
传统的缺失突变技术和 RNAi技术可以很容易地确定复杂
的信号传导途径中不同基因的上下游关系袁Clemensy等应
用 RNAi研究了果蝇细胞系中胰岛素信息传导途径袁取得了
与已知胰岛素信息传导通路完全一致的结果袁 在此基础上
分析了 DSH3PX1与 DACK之间的关系袁证实了 DACK是位
于 DSH3PX1磷酸化的上游激酶[11]遥 RNAi技术较传统的转
染试验有明显的优势袁因此认为 RNAi技术可能成为研究
细胞信号传导通路的新途径遥
4 展望

RNAi的发现具有划时代的意义袁它不仅深入揭示了细
胞内基因沉默的机制袁 而且还是后基因组时代基因功能分
析的有力工具袁极大地促进了人类揭示生命奥秘的进程遥 在
疾病治疗中应用 RNAi技术袁将会使那些目前仍无法治疗或
控制的恶性疾病如癌症尧艾滋病等的治愈成为可能遥 与基因
敲除技术相比袁RNAi技术都有着很大的优势袁弥补了基因
敲除的缺陷遥 尽管如此袁在 RNAi应用中仍面临一些尚未解
决的问题院淤可能存在一些基因或组织具有抵抗 RNAi的能

力曰 于哺乳动物中 RNAi的抑制效果不如低等生物的效果
好袁并对丰富表达的靶基因抑制效果较低曰盂RNAi并不是
完全靶特异性的袁一些研究中出现脱靶现象曰榆siRNA 或
shRNA导入细胞的效率还应当进一步提高等遥随着 RNAi技
术研究的不断完善袁相信 RNAi技术不仅会对生命科学的发
展产生深远影响袁而且会给人类的健康带来新的曙光遥
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微卫星座位 多态信息含量渊 PIC冤 杂合度渊 H冤 有效等位基因数渊 Ne冤
BM1818 0.757 3 0.787 8 4.713 3
ETH185 0.862 1 0.874 8 7.986 8HEL13 0.701 3 0.736 9 3.801 4ILSTS034 0.864 9 0.876 3 8.084 5
ILSTS054 0.804 9 0.827 8 5.806 8
INRA005 0.728 4 0.758 7 4.143 9INRA032 0.686 5 0.725 8 3.646 3
MM12 0.791 9 0.814 0 5.375 6
TGLA227 0.835 9 0.849 3 6.635 0BM1824 0.644 1 0.698 6 3.317 8HEL5 0.766 2 0.795 2 4.883 0
SPS115 0.749 9 0.782 0 4.586 2
TGLA122 0.798 0 0.819 6 5.542 0TGLA126 0.685 9 0.727 5 3.669 2
TGLA53 0.852 4 0.865 0 7.407 5
平均值 0.768 6 0.795 9 5.306 6

表 3 15个微卫星座位的多态信息含量渊 PIC冤尧杂合度渊 H冤和
有效等位基因数渊 Ne冤

般认为它是度量群体遗传变异的一个合适参数[14]遥该试验结果
表明袁15个微卫星位点的杂合度范围是 0.876 3~0.698 6袁各
位点的杂合度都较高袁说明 15个微卫星位点在秦川牛群体
中的遗传变异较大袁群体近交程度较小袁遗传多样性较
丰富遥
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