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利用微卫星标记分析鸵鸟遗传多样性
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摘　要：随机采取无直接亲缘关系的６８只鸵鸟血样，采用微卫星标记技术对鸵鸟２０个微卫星座位进行遗传

多样性检测。结果表明，有３个座位（ＣＡＵ１３、ＣＡＵ３６、ＣＡＵ４６ ）没有多态性，其他１７个座位（ＬＥＩ００９４ 、

ＣＡＵ５、ＣＡＵ７、ＣＡＵ８、ＣＡＵ１１、ＣＡＵ１４、ＣＡＵ１５、ＣＡＵ１６、ＣＡＵ１７、ＣＡＵ２２、ＣＡＵ２３、ＣＡＵ２４、ＣＡＵ３２、ＣＡＵ３４、

ＣＡＵ４２、ＣＡＵ４３ 、和ＣＡＵ５７ ）共检测到１４２个等位基因，平均每个座位上等位基因数为８．３５２９±１．２８０３，平

均期望杂合度及多态信息含量分别为０．８４６８±０．１３６８和０．８２１３±０．０３２１。鸵鸟群体内存在丰富的遗传变

异，遗传多样性较高。
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　　Ｍ．Ｋａｗｋａ等
［１３］采用ＤＮＡ指纹和微卫星

技术对波兰３个鸵鸟种群进行遗传分析，认为黑

颈鸵鸟具有较高的变异潜力，红颈鸵鸟和蓝颈鸵

鸟具有最大的遗传相似度，红颈鸵鸟和黑颈鸵鸟

具有最大的遗传距离；ＫｉｍｗｅｌｅＣ．Ｎ．等
［４］利用微

卫星标记分析鸵鸟巢居家系内部亲缘关系，发现

同巢孵化的雌性鸵鸟间的亲缘关系与鸵鸟总群体

平均水平相比没有明显的不同，但其显著低于鸡

的同巢孵化的亲缘关系；霍金龙等［５］采用随机扩

增多态性标记技术对澳洲鸵鸟进行了遗传变异分

析，结果表明澳洲鸵鸟有丰富的遗传多样性；常展

伟［６］采用ＲＡＰＤ指纹方法标记鸡、鸭、鸵鸟基因

组，发现同种禽类具有共同指纹特征和物种内的

相似性。施彦仲［７］采用随机扩增多态性ＤＮＡ技
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术（ＲＡＰＤ）和 ＲＡＭＰＯ 技术 （是一种结合了

ＲＡＰＤ指纹与微卫星重复序列探针杂交的技

术）［８］分析鸵鸟的ＲＡＰＤ及ＲＡＭＰＯ指纹，结果

发现鸵鸟与鸡有一定的同源性。这些远远不能反

映鸵鸟遗传资源现状。采用微卫星标记技术对鸵

鸟的遗传多样性进行检测和分析，从分子水平进

一步研究鸵鸟的遗传变异，探索其起源进化并正

确评估其遗传多样性，为今后选育和保种提供依

据和资料。

１　材料与方法

１．１　材 料

参试鸵鸟来自陕西英考鸵鸟股份有限公司，

共６８只（♂ ：２１，♀ ：４７）。颈静脉采取没有直接

亲缘关系的鸵鸟［９］血样，每只采血５ｍＬ，加肝素

抗凝，存放于－８０℃冰箱长期保存。

１．２　全血中基因组犇犖犃的提取

参照文献［１０］，取５０μＬ全血加入裂解夜

［１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·Ｃｌ（ｐＨ８．０），０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，

５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０％ＳＤＳ］６００μＬ，３７℃水浴１ｈ，

加蛋白酶 Ｋ至终浓度１００ｎｇ／ｍＬ，颠倒混匀后

５６℃水浴消化１２ｈ。加酚、氯仿和异戊醇［犞（酚）

∶犞（氯仿）∶犞（异戊醇）＝２５∶２４∶１］６００μＬ于

试管中，冰浴摇匀２０ｍｉｎ，然后１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，取上清，如此抽提两遍，再加与上清等

体积的氯仿和异戊醇［犞（氯仿）∶犞（异戊醇）＝２４

∶１］抽提一遍，离心取上清，加两倍体积无水乙醇

沉淀ＤＮＡ，用７０％乙醇洗两遍，自然晾干，加适

量纯水溶解。经紫外琼脂糖凝胶电泳和紫外分光

光度双重检测其纯度和质量浓度后，稀释成５０

ｎｇ／μＬ，作为ＰＣＲ扩增的模板。

１．３　微卫星多态性检测

１．３．１　微卫星引物　从ＧｅｎＢｅｎｋＤＮＡ序列库

中的鸵鸟微卫星序列中选取１９条，选自鸡的有

２０条微卫星序列
［１１１２］，作为对照设计引物，由上

海生物工程技术服务有限公司合成，经筛选有２０

个（鸵鸟１９个，鸡１个）微卫星座位扩增经琼脂糖

凝胶电泳检测出目的条带，可用作多态性分析，它

们分 别 是：ＬＥＩ００９４、ＣＡＵ５、ＣＡＵ７、ＣＡＵ８、

ＣＡＵ１１、ＣＡＵ１３、ＣＡＵ１４、ＣＡＵ１５、ＣＡＵ１６、

ＣＡＵ１７、ＣＡＵ２２、ＣＡＵ２３、ＣＡＵ２４、ＣＡＵ３２、

ＣＡＵ３４、ＣＡＵ３６、ＣＡＵ４２、ＣＡＵ４３、ＣＡＵ４６ 和

ＣＡＵ５７ 。

１．３．２　ＰＣＲ反应体系及条件　ＰＣＲ反应体系为

２５μＬ，含模板ＤＮＡ５０ｎｇ，加１０μＬ天根生化科

技有限公司出产的 ２×ＴａｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，

Ｔａｑ酶１．２５Ｕ，引物０．１～１μｍｏｌ／Ｌ，按各引物

条件于ＰＴＣ２００型梯度ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ公司产

品）上进行扩增。ＰＣＲ反应条件为９５℃预变性５

ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５０℃复性４５ｓ，７２℃延伸３０

ｓ，循环３４次，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，－２０℃保

存。

１．３．３　ＰＣＲ产物电泳检测　ＰＣＲ产物先进行

２％的琼脂糖凝胶电泳，经检测扩增产物符合目的

片段范围后，再进行１２％非变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳，取ＰＣＲ产物３μＬ上样，分子量 Ｍａｒｋｅｒ为

ＰＢＲ３２２ＤＮＡ／Ｍｓｐｌ（天根生化科技有限公司产

品），在１５０Ｖ电压下电泳８～１２ｈ，银染显色用凝

胶成像系统（ＢｉｏＲａｄ公司产品）照相，保留图像

和凝胶，待做多态性分析。

１．４　数据统计分析

利用与凝胶成像系统配套的 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ

软件结合人工进行评估，首先确定扩增片段的大

小，判断并统计个体基因型，等位基因数目。然

后，用ＰｏｐＧｅｎ３２软件（ｖｅｒｓｉｏｎ１．３１）
［１３］计算微

卫星座位的有效等位基因数、等位基因频率和期

望杂合度，计算公式参考 Ｎｅｉ（１９８７）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＧｅｎｅｔｉｃｓ，并根据 Ｂｏｔｓｔｅｉｎ等的公

式［１３］利用Ｐｉｃａｌｃ软件计算多态信息含量。

２　结果与分析

２．１　微卫星扩增结果及多态性

２０个微卫星座位除ＣＡＵ１３、ＣＡＵ３６、ＣＡＵ４６

外，其他１７个均呈现多态性（部分结果见图１～

３）。平均每个座位等位基因数为 ８．３５２９±

１．２８０３；ＣＡＵ２４ 等位基因最少，有６个；具有７个

等位基因的座位有５个；具有８个等位基因的座

位有５个；具有９个等位基因的座位的有３个；

ＣＡＵ１４ 等位基因最多，有１３个。各微卫星座位

片段范围及等位基因数、有效等位基因数结果见

表１。

２．２　杂合度和多态信息含量

由表１可见，所检测１７个微卫星座位的期望

杂合度在０．７９７４～０．８９３５，平均为０．８４６８±

０．１３６８；多 态 信 息 含 量 （犘犐犆）在 ０．７６６５～

０．８７５８，平均为０．８２１３±０．０３２１，其中ＣＡＵ７ 和

ＣＡＵ３２ 杂 合 度 最 高，ＬＥＩ００９４ 杂 合 度 最 低，

ＣＡＵ３２ 多态信息含量最高，ＬＥＩ００９４ 多态信息含
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量最低。

每个座位的等位基因数越多，其群体多态性

就越丰富。从表１来看，鸵鸟各微卫星座位平均

等位基因低于１１．６０±５．８２
［１３］，高于７．１３±

１．９５
［１５］。这可能与鸵鸟种类、选择的微卫星座位

和扩增条件有关。

图１　微卫星犆犃犝８ 的犘犆犚产物琼脂糖检测结果

犉犻犵．１　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲犆犃犝８犻狀犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾

　　群体平均期望杂合度越高，反映群体的遗传

一致性就越低，其遗传多样性就越丰富。从期望

杂合度来看，２０个微卫星座位有１７个座位杂合

度＞０．５，均在０．７以上，群体平均期望杂合度高

于０．６７９０±０．０４６
［１３］。

　　多态信息含量（犘犐犆）用来表示微卫星ＤＮＡ

变异程度的一个指标，反映微卫星多态性的高低。

当某座位的犘犐犆＞０．５时，说明该基因座位为高

度多态性基因座，可提供较多信息；当０．２５＜

犘犐犆＜０．５时，为中度多态基因座位，能够提供较

合理的信息；当犘犐犆＜０．２５时，为低度多态基因

座位，可提供的信息较少。本研究的２０个微卫星

座位中１７个座位犘犐犆＞０．５，在０．７５以上，属于

高度多态。

图２　微卫星犆犃犝１３ 的非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳结果（左起４７～６８号个体）

犉犻犵．２　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲犆犃犝１３犻狀

狀狅狀犱犲狀犪狋狌狉犻狀犵狆狅犾狔犪犮狉狔犾犪犿犻犱犲犵犲犾（犔犲犳狋犖狅．４７～６８）

图３　微卫星犆犃犝４３ 的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果（左起１～２３号个体）

犉犻犵．３　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲犆犃犝４３犻狀狀狅狀犱犲狀犪狋狌狉犻狀犵狆狅犾狔犪犮狉狔犾犪犿犻犱犲犵犲犾（犔犲犳狋犖狅．４７～６８）

表１　各座位的等位基因大小、等位基因数、有效等位基因数、杂合度和多态信息含量

犜犪犫犾犲１　犔犲狀犵狋犺狅犳犪犾犾犲犾犲狊（犔犪），狀狌犿犫犲狉狅犳犪犾犾犲犾犲狊（犖犪），狀狌犿犫犲狉狅犳犲犳犳犲犮狋犻狏犲犪犾犾犲犾犲（犖犲），犲狓狆．

犎犲狋犲狉狅狕狔犵狅狊犻狋狔（犎犲）犪狀犱狆狅犾狔犿狅狉狆犺犻狊犿犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀犮狅狀狋犲狀狋（犘犐犆）犪狋犲犪犮犺犾狅犮狌狊

座位

Ｌｏｃｕｓ

等位基因大小／ｂｐ
犔犪

等位基因数

犖犪

有效等位基因数

犖犲

期望杂合度

犎犲

多态信息含量

犘犐犆

ＬＥＩ００９４ ９２～１０４ ７ ４．７９６７ ０．７９７４ ０．７６６５

ＣＡＵ５ １５６～１７２ ７ ５．７１９２ ０．８３１３ ０．８０３７

ＣＡＵ７ １８９～２１１ １１ ８．６０１６ ０．８９３５ ０．８７２５

ＣＡＵ８ ２１３～２３３ ８ ６．４６９４ ０．８５２２ ０．８２７４

ＣＡＵ１１ １０４～１３４ ８ ５．５１５７ ０．８２５０ ０．７９８０

ＣＡＵ１４ １４０～１７６ １３ ７．４３３４ ０．８７２１ ０．８５４６

ＣＡＵ１５ １８１～１９５ ７ ６．０１３４ ０．８４００ ０．８１２５

ＣＡＵ１６ １７３～２０１ ７ ５．２７３６ ０．８１６６ ０．７８４４

ＣＡＵ１７ １５８～１８０ ９ ７．５６７９ ０．８７４３ ０．８５３６

ＣＡＵ２２ １４２～１５４ ７ ５．０７５２ ０．８０９０ ０．７７５５

ＣＡＵ２３ １６７～１８５ ８ ５．０３４７ ０．８０７９ ０．７８０３

ＣＡＵ２４ １３０～１４２ ６ ５．２４６４ ０．８１６３ ０．７８２３

ＣＡＵ３２ １７７～２０５ １０ ８．８３６６ ０．８９３５ ０．８７５８

ＣＡＵ３４ １９４～２０８ ８ ６．６３０７ ０．８５５６ ０．８３０９

ＣＡＵ４２ １８８～２０４ ９ ８．０８３９ ０．８８２８ ０．８６３１

ＣＡＵ４３ ２１８～２３４ ９ ８．１７００ ０．８８４７ ０．８６５０

ＣＡＵ５７ ２０４～２２２ ８ ６．１０７０ ０．８４３４ ０．８１５４

平均数 Ｍｅａｎ － ８．３５２９±１．２８０３ － ０．８４６８±０．１３６８ ０．８２１３±０．０３２１
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３　讨 论

ＤｅＧｏｒｔａｒｉ等
［１６］选用奶牛的微卫星引物在鸡

基因组中扩增，发现５６％的引物可在鸡基因组扩

增出特异性产物，其中４２％的扩增产物表现出多

态性。本试验采用鸡的微卫星引物扩增鸵鸟基因

组，也获得了１个特异性产物，证明微卫星标记的

保守性，但从引物来源方面来说，选择鸡的微卫星

用于扩增鸵鸟的基因组，成功率低。本研究选用

的鸡微卫星引物扩增出多态成功率仅为２５％；周

霞［１７］的成功率也只有２０％，她对扩增出多态的片

段进行测序比较，发现这些片段与鸡相应部位没

有同源序列（ＣＡ）ｎ，说明鸟类在进化过程中由于

地理隔离等因素造成许多重复的ＤＮＡ序列内部

发生碱基突变、遗传漂变或丢失，因而相同引物在

两个物种中的扩增产物同源性较低［１７１８］。鸵鸟与

其他家禽遗传关系较远，可借鉴的遗传信息较少，

建议用构建基因文库的方法在鸵鸟上寻找更多的

微卫星座位用于遗传多样性研究。

本试验发现ＣＡＵ１３、ＣＡＵ３６、ＣＡＵ４６ 三个座

位无多态性，这与汤波［１４］的结果不同，可能与无

效等位基因或影子带有关。由引物结合部位发生

点突变导致的不能扩增出的等位基因称为无效等

位基因［１９２０］，它会导致群体中的纯合子明显过剩

从而影响对等位基因统计的准确性。有人［２１２３］认

为无效等位基因产生的原因与扩增条件（主要是

温度的影响）和引物设计有关。影子带是由微卫

星的一条特异扩增带和一条非特异扩增带错配形

成的异源双链，通常它的位置是固定的，即与其正

常的特异扩增条带之间的距离是一定的，其产生

原因有报道［２４］认为是由于温度不准确和ＤＮＡ聚

合酶质量不高或失效导致了复制滑动，形成了非

特异性扩增带。
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