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豚鼠个体及品系间多态性微卫星位点筛选
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（浙江大学实验动物中心，杭州　 ３１００５８）

　 　 【摘要】 　 目的　 筛选豚鼠多态性微卫星标记，为鉴定豚鼠遗传结构及基因定位提供基础信息。 方法　 从国

外网站筛查得豚鼠基因组 ＤＮＡ 资料，选择 ＡＣ、ＧＴ 为核心的微卫星序列，根据其旁侧序列用软件设计 ４００ 对引物。
经过二轮 ＰＣＲ 及电泳等实验，以电泳条带作为遗传标记，通过豚鼠微卫星结构的评价筛选出多态性引物。 结果　
第一步用 ５ 个品系豚鼠的 １０ 份 ＤＮＡ 样本进行 ＰＣＲ，从 ４００ 对引物中筛选出约 １１０ 对具有多态性的豚鼠引物，其产

物电泳条带数为 １ ～ ３ 条。 第二步用 ５ 个品系豚鼠的 ６０ 份 ＤＮＡ 样本进行 ＰＣＲ，从上述 １１０ 对引物中筛选出 ５１ 对

电泳条带分辨率高的多态性引物，其中 １０ 余对引物在品系间呈标记一致或多数一致的差异。 结论　 筛选出的 ５１
对引物在个体及品系间呈多态性，未见其他报道，可用于常规检测研究，部分可能用于豚鼠性状基因定位。
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　 　 微卫星是基因组内含子的一种特殊 ＤＮＡ 结构，
由 ２ ～ ６ 个核苷酸序列片段首尾重复连接而成，动物

品系或个体间因该片段重复次数不同，常致使微卫

星总序列长度引起差异，表现出同一位点呈现多态

性，因此微卫星成为研究实验动物遗传结构有用的

工具。 Ｂｕｒｇｏｓ⁃Ｐａｚ 等［１］利用 ６ 对引物研究了哥伦比

亚豚鼠的遗传多样性及群体结构。 动物品系间呈

一致性差异的微卫星标记是研究基因遗传规律、定
位新基因，进而揭示动物优势性状分子机理的分子

标记，例如卲义祥等［２］利用 ３９ 对小鼠品系间一致差

异的微卫星标记，将导致角膜基质变性小鼠的突变

基因定位至 １３ 号染色体。
豚鼠是药理学、免疫学、病毒学、眼耳科疾病等研

究领域应用的实验动物，目前我国多数地区使用的是

上世纪 ３０ 年代从国外引进的英国种花色豚鼠，各地

遗传差异较大，实验效果较差。 近 １０ 年又引进 ＤＨＰ
品系白色豚鼠，但应用数量少，缺乏有关生物学及特

点资料。 经过多年努力，本中心利用上述两种豚鼠于

２０００ 年培育出 Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ 远交系白色豚鼠［３］，同时

还分离出 Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ 远交系黑色豚鼠。 研究发现，
Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ 品系豚鼠具有多项优越性状［４ － ６］。

众所周知，远交系基因呈高度杂合，性状基因

定位难度较大，而近交系则基因纯合，个体遗传一

致，成为定位新基因理想的材料。 于是，本中心于

２００２ 至 ２０１５ 年将 Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ 远交系豚鼠培育成

Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ 近交系白色豚鼠（２２ 代） ［７］。 ２００９ 至

２０１５ 年又将 Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ 远交系培育成 Ｚｍｕ⁃２：
ＤＨＰ 部分近交系黑色豚鼠（９ 代）。

截止目前本中心已有 ５ 个品系的豚鼠，要鉴定

这些种系的遗传结构，研究其遗传特性的分子机

理，定位优越性状的基因，必须设计一种实验思路，
而借助微卫星作为分子标记辅助进行上述研究不

失为一种方便可靠的方法。 因微卫星位点广泛分

布于动物基因组，人们对其数量掌握得越多，就越

能发挥其作用。 本文拟从豚鼠基因组中克隆微卫

星位点，并筛选出多态性的位点及品系间呈一致差

异的位点，为豚鼠育种、分子遗传结构鉴定及优越

性状基因定位等奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

英国种远交系花色豚鼠 １５ 只；Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ 远

交系白色豚鼠 ２０ 只；Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ 远交系黑色豚鼠

１５ 只；Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ 近交系白色豚鼠 ６ 只（其中 １ 亚

系 １ 只，２ 亚系 ５ 只）；Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ 近交系黑色豚鼠

４ 只。 所有豚鼠性别不限，成年，体重 ３００ ～ ４５０ ｇ，
普通级 ［ ＳＣＸＫ （浙） ２０１２ － ００５２］， ［ ＳＹＸＫ （浙）
２０１２ － ０１７８］。
１􀆰 ２　 主要仪器

ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ 公司）；电泳仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；凝
胶图像仪 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；离心机 （ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公

司）；等。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 豚鼠基因组 ＤＮＡ 提取

豚鼠行心脏采血每只 １ ｍＬ，肝素抗凝，按照说

明书介绍用 Ｔａｋａｒａ 试剂盒提取豚鼠基因组 ＤＮＡ，最
后溶解在 ＴＥ 缓冲液中。
１􀆰 ３􀆰 ２　 微卫星引物设计

从加州大学圣克鲁兹学院 Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｒｏｗｓｅｒ
Ｈｏｍｅ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｏｍｅ． ｕｃｓｃ． ｅｄｕ ／ ）网站的数据库内

随机查找核心为 ＡＣ、ＧＴ 重复序列的豚鼠微卫星

ＤＮＡ 序列，用 Ｐｒｏｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计引物序列，委托

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成引物。
１􀆰 ３􀆰 ３　 小样本多态性微卫星位点引物筛选

随机从上述 ５ 个豚鼠品系中，共选取 １０ 份样

本，通过 ＰＣＲ 进行初次扩增，用凝胶电泳筛选出多

态性较高、条带少及清晰度高的位点引物。 豚鼠微

卫星位点 ＰＣＲ 扩增，产物电泳及电泳条带鉴定等方

法见参考文献［８］。
１􀆰 ３􀆰 ４　 多样本个体及品系间多态性微卫星位点引

物筛选

从 １􀆰 ３􀆰 ３ 筛选出的多态性微卫星位点中，挑选

差异程度高、条带距离较远的引物，对上述 ５ 个豚鼠

品系的 ６０ 份样本进行 ＰＣＲ，筛选出多态性高，品系

内基本一致、品系间呈差异的引物。

２　 结果

２􀆰 １　 豚鼠多态性位点初步筛选

通过网站搜索，共设计 ４００ 个豚鼠微卫星位点

的引物，用小样本筛选出约 １１０ 对多态性引物，部分

引物 ＰＣＲ 产物电泳图谱见图 １。
从图中可见，被选豚鼠微卫星位点扩增条带清

晰，多态性差异较大，条带间区分显著，条带数量 １
～ ３ 条，其 ＤＮＡ 序列长度在 １００ ～ ２５０ ｂｐ 之间。
２􀆰 ２　 多样本豚鼠多态性位点的筛选

从 １１０ 对引物扩增的分子标记中，挑选出 ５１ 对
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扩增质量较好的多态性微卫星引物（见表 １）进行

ＰＣＲ，其中 １５ 对引物（标注∗）扩增 ２ 个近交系及 ３
个远交系，３６ 对引物扩增 ３ 个远交系豚鼠 ＤＮＡ。 部

分引物扩增产物电泳图谱见图 ２。
从图中可见，同一近交系豚鼠内个体之间条带

一致性较高，不同近交系之间的条带存在较大差

异，而远交系个体及品系间条带均呈现高度多态

性，符合遗传规律，说明本文中多态性位点的筛选

方法及选择出的位点是可靠的，这些引物扩增的位

点作为分子标记，能用于豚鼠遗传基因纯度的检测。
２􀆰 ３　 品系间一致性差异位点的筛选

从 ５１ 个位点中，挑选出豚鼠品系内基因标记基

本一致，品系之间呈差异的位点，这些位点的基因

型列于表 ２。

注：Ａ：引物 Ｌ１ ＰＣＲ 产物；Ｂ：引物 Ｌ１０７ ＰＣＲ 产物；Ｃ：引物 Ｌ７０ ＰＣＲ 产物；Ｄ：引物 Ｄ１２２ ＰＣＲ 产物。 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；泳道 １ ～ ２：英国种；泳道 ３ ～ ４：
Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ 远交系；泳道 ５ ～ ６：Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ 远交系；泳道 ７ ～ ８：Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ 近交系；泳道 ９ ～ １０：Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ 近交系。

图 １　 １０ 个豚鼠 ＤＮＡ 样本 ＰＣＲ 产物电泳图

Ｎｏｔｅ． Ａ： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｌ１； Ｂ： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｌ１０７； Ｃ： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｌ７０； Ｄ： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｄ１２２． Ｍ：
Ｍａｒｋｅｒ； Ｌａｎｅ １⁃２： Ｅｎｇｌｉｓｈ ｓｐｅｃｉｅｓ； Ｌａｎｅ ３⁃４： Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ ｏｕｔｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ； Ｌａｎｅ ５⁃６： Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ ｏｕｔｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ； Ｌａｎｅ ７⁃８： Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ ｉｎｂｒｅｄ
ｓｔｒａｉｎ； Ｌａｎｅ ９⁃１０： Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ．

Ｆｉｇ． １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ １０ ＤＮＡ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

表 １　 豚鼠多态性微卫星引物
Ｔａｂ． １　 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

序号
Ｎｏ．

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

序号
Ｎｏ．

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

１ Ｌ３２ ａａｇｇｇａｔｇｔｇｔｇｃｔａｃｔｇｔａｇｇ
ａｔｃｔｃｇａａｇｇａｔｇｔｔｇｇａｇｃｔ ６０ ２７ Ｌ１６６ ｔｔｃｃａｃｔｔｇｇｇａａｔｃａａｇｃａ

ｔａｃｔｔｇｃｃａａｇｃａｇａｃｔｃｃｃｔ ５８

２ Ｌ４５∗ ｇｃｔｇａａａｃｔｔａｇｃｔｃｔｃａｇａｃｔｇ
ａｇａｇａｇａｔｇｔｔｇｇｔｔｔｇｃｔｔａｃｃ ５８ ２８ Ｌ３６０ ａｇｃｔａｃｇｃｔｇａｇｔｇａｔｇｔｔ

ｃａａｃｃａｃａｃａｇｇａｇｃａｔｇｇ ５８

３ Ｌ５３∗ ｔｇｇｃａａａｇｔｔｇｃｔｔｃａａｔｇｇａ
ｃｃｔｔｇｃａｔａｇａａｔａｃｔｃｔｇｇｇｃａ ６０ ２９ Ｌ３８８ ｔｇａｇａａｇｇｃａｇｃｔｇａａｃｔｔ

ａｔｃｃａｔｇｃｔａｃｔａｃｃａａｇａｇｃ ５７

４ Ｌ５６∗ ｇｔｃｔｇｔｇｇｔａａｔｃａｇｇａｃａｃｃ
ｇａａｔｇｇｇｔｃｃｔｇｇａｇｃａｔｇｔｃｔｃ ５９ ３０ Ｄ１８ ｃｔｇｃｃａａｇｇｔｔｃｃａｃａｇｔｇ

ｇｇｔｇｔｃｔａｃｔｇｃａａｃｇｇａａ ６２

５ Ｌ５７∗ ｇｃａｃｔｔｔｃｔａａｃｃｃｇａａｔｇａｇｇ
ｇｃｔｇｔｃａｔｇｇａｇａａａｇｇｔｃｔｔｇｇ ５９ ３１ Ｄ３１ ｔｃｇｇｇａｔａｃｔｇｃａａａｃｔｃａｔ

ｔａａａｇｇｇｇｃｔｔｃｔｃａａｇｔｃ ６２

６ Ｌ７０∗ ｔｇｔｃｔａａａｃｇｔａｇｇａａａｃｔｇｃａｃ
ｇａｔａｔｇｇｃｔｃａｃｔｇｃｃａａｇｇｔｃ ６０ ３２ Ｄ４１ ａａｇｇｇｇａｇａａｇｃｃｔｇａｇｔａ

ｔｇｇａｇｔｔｃａｇｔｇｔｃｔｃｃａｃ ５８

７ Ｌ７４∗ ｔｃａａｇｇｔｃａｇｃｃｔｇａａｃｃａｔ
ａｃａｃａｇａｔｇｔｔｃｔｇａｇｔｃｃｇａ ５８ ３３ Ｄ５０ ｃａａｔｇｃｔｇｃａｇｔｔｔｇｇｇｔｔ

ｔｇｔｇｔｇｇａｔｃｔｔｇｇｃｃｃｔｃ ６２

８ Ｌ８５∗ ｃａｇｃｔｔｔｇａａｃａａｇｇｇａｇｇｔａ
ｇｔｇｔｇａａｇｔｔｔｃｔｔｇｃｇａｔｇｇ ５８ ３４ Ｄ５５ ａｔｇａｔｇｇｃｇｃａｔｇｃｃｔｇｔａ

ｇｃｃａｔｔｃｔｇｇａａｃａｔｇｇｔｇｃ ６２

９ Ｌ１４８∗ ｔｃｔｔｔｇｃｔｔｃｃａｇｃａｇｇｔｇ
ｃｃｃｔｇａｔｇａａｇｃａｃｔｔａｇｇ ６０ ３５ Ｄ１０５ ｇａｃａｇａｃａｔｇｃｃｔａｇａｔｔｃａｇ

ｃａｃｃｔｃｃａｇｔｇａｃｔｔｇｇｇａ ５８

１０ Ｄ１４９∗ ｃｔａｇｔｇｃｃｃｃｔｔｇｔａｔｃｔｇｇ
ｇｔｃａａｃｔｇａａｃｃｔｃａｇｃａｃ ６０ ３６ Ｄ１０７ ｔｇｇｇｃｃｔｔｔｇｔｃｃｔｔｃａｔｃｃｃａａａ

ｃａｇｔｃｃｃｃａｃａｔｔｇｔｇ ６２

１１ Ｄ７７∗ ｃｔｇｃｔｃｔｔｇｃｃｔｇａａｇｔｇｃ
ｔｔｔｇｔｇａｃｃｇｔｇｇｃａｃａａｇｇ ６２ ３７ Ｄ１１３ ａｇｃｔａａｃｃａｇｇｇｃａｃｔｔｔｇｃ

ｔｇａｔｃａｇａｃｃｃｔａａｇｇｃｃｃａ ６２

４３ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 １１ 月第 ２７ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． １１



（续表）

序号
Ｎｏ．

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

序号
Ｎｏ．

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

１２ Ｄ８６∗ ｇｃｔｇｔｇａａａｇｃｔｔｃｔｇｇｔｇｇ
ａｃａｔｇｔｇａｇｇｔｔａｇｇｃｃｃｔｇｃ ６２ ３８ Ｄ３ ｃａａｇａｃｔｃａｔｇｃｔｃａｇｃｃｃａ

ｃｔａｇａｃｔｃｔｇｇｃｃｃｔｔｃａｇ ６２

１３ Ｄ９３∗ ｔｔｇｃｃｔｔｔｔｇｔｔｃｃａｇｃａａ
ｇｃｔｃｃａｇｇｔｔｔｇｔａｃｔｇｃ ６２ ３９ Ｄ４９ ａｇｔｔｃｃａａｇｇｔｇａｃｃｃａｇｃ

ｔｃｔｇｔｇｔｇｇｇａａｇｔｃｃｃｔｃ ６２

１４ Ｄ１１７∗ ｇｔｔａｇｃａｔｇｇｃｔｔｃａｃａｇａｇ
ｔｇｔａａｔｔｃｃａｇｃａｇｔｔｇｇｃａ ５８ ４０ Ｄ５８ ｔｃａｔｃｔｇｇｃｔｇｃａａｇｇｃａｇ

ｔａｔｇｔｃａｃｃｇｇｔｃｃｃｔａａｇｃ ５８

１５ Ｄ１２８∗ ｔｇａａａａｔｇｔｃｃａｇｇａａｇｃｃｔ
ｔｔｇｃａａｇｃａｃａｃａｇｔｃｃｔａ ６２ ４１ Ｄ７６ ｃａｇｇｇｃａｔｔｔｇｇｔｇｔｇｇｃｃｔ

ａｃｔｇｔｇａａｔｃｔｇａｇｇｇｃａｇｃ ５８

１６ Ｄ１３０∗ ａａｇｃｃａｇａｔｃｃｃａｃａｃｔｃａｃ
ａｇａｔｃｔｇｃｔｇｔｃｃａｇｔｇａｃ ６０ ４２ Ｄ１２２ ａｇｔｃａｔｇｇｔｃｔａａｇｃｇａｇａａ

ｔｔｔｇｔｇｃｃｃｔｃｔａｃｔａｇｇｔ ５８

１７ Ｌ１７ ｔｃａｔｇｇｃｃａｃｃａｔａｇｃａｇｇｇａ
ｃｔｔｇｇｔｇｃｃｃｃａｇｃｔａａｔｇｃａｇｇ ６０ ４３ Ｄ１４０ ａｃａｃａｔｔｃｔｇａｇａｃａｃｃｃａ

ｃａｃｔｃａａａｔｇｇｇａｇｔｃａｔｃａｔ ６２

１８ Ｌ３４ ｇａｔｇｃａｇｇａｃａｔｔｇａａｃｃｃａｇ
ｇｃｔａｃａｇａｇｔｇａｇａｃｃｃｃｇｔｃ ５９ ４４ Ｊ ａａｇｃｔｃｃｃｔｃｔｃｃｃｔｃｔｃｔｃ

ｔａｇａｇｇｃａｔｇｃａｃｃａｃｃａｔａ ６０

１９ Ｌ６３ ｔｇｇｇｔｇｃａａａｔｔｃｃａｇｃｃｔｇ
ａｃｔｇａｇｃｃａｃａａａｔｃｃｔｇｃｔ ５８ ４５ Ｌ１ ｇｇｇｔｔｇｔａａａａｇｇｃａｔｇｔｇｇｃｔ

ａａｇｃｔｇｇｃｔｔｃｃｃｔｇｔｇａｇｇ ６０

２０ Ｌ１０７ ｔｃｔａａｃｃａｇｇｇｇｇｃａｃｔｇｔｇ
ｔｔｃｔｇｃｔｇａｇｔｃａｇｇｇｔｇｇ ５８ ４６ Ｌ８ ｃｔｃａｔｔｃｔｇｇｃｔｇａｃａｃｃｔｃ

ｇａｃａｃｇａｃｔｇａｔｇｇａａｃａｇａｇｃ ６０

２１ Ｌ１０８ ｔｇｔｇｔａａａａｃｃｃｔｇｇｃｃａｔ
ａｇｇａｇｇａｔｔｇｃａｇａｔｃａｇｔａ ５９ ４７ Ｌ１０ ｔｇｇｔｇｔｇｔａｃａｔｔｃｔｔｃｃａｇｇａｃ

ｔａｇｃｇｔｇｇｔａｃｃｔｇｇｃａａｇｇ ６０

２２ Ｌ１１７ ｇｔｃｃｔｃｇａａｇａｃｃｃｃｔｇｔｇ
ｔｔｃａｇｃａｃａｃｔｃｃａｃｔｇｇｇａ ５８ ４８ Ｌ１２ ｇａｔｔｇｔｇａｇｔｔｃａａｔｃｃｃｔｇｇｔ

ｃｔｃｔｔｇｃｇｔｔａａｃａｔｔｇａｇｇｇｔ ６０

２３ Ｌ１３０ ｃｔｇｃｇｔｃｔｃｃｔｃａｇｃｇａｔｃｃ
ｇａａｇｃｃｔｃｃａｔｃｔｃａｃｇｃｔ ６１ ４９ Ｌ２１ ａｔｔｇｇｔｔｃｔｔｃｔｔａｃｃｃａａｇａｇｃ

ｃｃａｇｔｔｔｇａａｃｔｇｃａｔａｇｇｇａ ５８

２４ Ｌ１６０ ａａｔａｇｃｃａｇｇｃａｃｃｇａａｇａｃ
ａｇｇｇｇａａｃａｃｔｇｇｃｃｔｃｃａｔ ５７ ５０ Ｌ２６ ｇｃｔｇａｇｃｔａａａｔｃｃｃｃａｇｃａ

ｇｃｃｃｔｇａｃｔａａｇｃａｃｔｇｔｃｔｃ ５８

２５ Ｌ１６５ ｔｔａｔｇａｃｃａｇｃａｃａｃｔｇｔｇ
ｔｔｔａａｇｇｇａｔｇｇｔｔｃａｃｃｔｃ ５９ ５１ Ｌ１４９ ａｃｔｇｇａｔａｇｇａａｃｃａｃｃｃａ

ｔｃａｇｃａｔｃｃｔｇａｃｃｔｃｔｃｃ ６１

２６ Ｌ２５ ｃｔａａａｇａｔｔｃｇｔｔｃｃａｃａｇｃｃａ
ｇｃａａｃｃａｇａｇｇｔｔｇｃａｔｔｃｃ ５９

注：∗表示用于扩增 ２ 个近交系及 ３ 个远交系的 １５ 对引物。
Ｎｏｔｅ． ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ １５ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｏｕｔｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ．

表 ２　 品系间差异的微卫星位点基因型
Ｔａｂ． ２　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ａｍｏｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ

序号
Ｎｏ．

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅｓ

基因型 Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ
远交系

Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ
ｏｕｔｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ

Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ
近交系 １ 系
Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ
ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ，
ｓｕｂｓｔｒａｉｎ １

Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ
近交系 ２ 系
Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ
ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ，
ｓｕｂｓｔｒａｉｎ ２

Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ
远交系

Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ
ｏｕｔｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ

Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ
近交系

Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ
ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ

英国种
Ｅｎｇｌｉｓｈ ｓｐｅｃｉｅｓ

１ Ｌ４５ １ ／ ２０ ａ． １６ ／ ２０ｂ．
３ ／ ２０ａｂ １ ／ １ ａ ３ ／ ５ ａ． ２ ／ ５ａｂ １３ ／ １５ｂ．

２ ／ １５ａｂ ４ ／ ４ｂ ２ ／ １５ ａ． ５ ／ １５ｂ．
８ ／ １５ａｂ

２ Ｌ５６ １ ／ ２０ ａ． １６ ／ ２０ｂ．
３ ／ ２０ａｂ １ ／ １ ａ ５ ／ ５ ａ １３ ／ １５ｂ．

２ ／ １５ａｂ ４ ／ ４ｂ ５ ／ １５ ａ． ３ ／ １５ｂ．
７ ／ １５ａｂ

３ Ｌ７０ １１ ／ ２０ ａ． ９ ／ ２０ｂ １ ／ １ ａ ５ ／ ５ ａ １５ ／ １５ｂ ４ ／ ４ｂ ３ ／ １５ ａ． １２ ／ １５ｂ

４ Ｌ７４ １０ ／ ２０ ａ． １ ／ ２０ｂ． ９ ／ ２０ａｂ １ ／ １ｂ ５ ／ ５ａｂ １０ ／ １５ｂ．
５ ／ １５ａｂ ４ ／ ４ｂ ９ ／ １５ｂ． ６ ／ １５ａｂ

５ Ｌ８５ １７ ／ ２０ ａ． ３ ／ ２０ｂ １ ／ １ｂ ５ ／ ５ ａ ５ ／ １５ ａ． １０ ／ １５ｂ ３ ／ ４ ａ． １ ／ ４ｂ １０ ／ １５ ａ． ５ ／ １５ｂ
６ Ｄ１１７ １４ ／ ２０ ａ． ６ ／ ２０ｂ １ ／ １ｂ ５ ／ ５ ａ １５ ／ １５ ａ ３ ／ ４ ａ． １ ／ ４ｂ １３ ／ １５ ａ． ２ ／ １５ｂ

７ Ｌ１４８ １ ／ ２０ ａ． １０ ／ ２０ｂ．
９ ／ ２０ａｂ １ ／ １ ａ ５ ／ ５ｂ ５ ／ １５ ａ． ３ ／ １５ｂ．

７ ／ １５ａｂ ２ ／ ４ｂ． ２ ／ ４ａｂ ７ ／ １５ ａ． ５ ／ １５ｂ．
３ ／ １５ａｂ

８ Ｄ１０７ １３ ／ ２０ｂ． ７ ／ ２０ａｂ １５ ／ １５ａｂ ２ ／ １５ ａ． １２ ／ １５ａｂ
９ Ｄ１１３ １８ ／ ２０ｂ． ２ ／ ２０ａｂ １５ ／ １５ ａ １５ ／ １５ ａ
１０ Ｄ１２２ ５ ／ ２０ ａ． １５ ／ ２０ｂ １１ ／ １５ ａ． ４ ／ １５ｂ １２ ／ １５ ａ． ３ ／ １５ｂ
１１ Ｄ１４０ １７ ／ ２０ ａ． ３ ／ ２０ｂ ４ ／ １５ ａ． １１ ／ １５ｂ ６ ／ １５ ａ． ９ ／ １５ｂ

１２ Ｌ２６ １ ／ ２０ ａ． １２ ／ ２０ｂ．
７ ／ ２０ａｂ

１ ／ １５ ａ． ６ ／ １５ｂ．
９ ／ １５ｃ １０ ／ １５ｂ． ５ ／ １５ｃ
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注：Ａ：引物 Ｌ４５ ＰＣＲ 产物；Ｂ：引物 Ｌ７０ ＰＣＲ 产物；Ｃ：引物 Ｌ７４ ＰＣＲ 产物；Ｄ：引物 Ｄ８６ ＰＣＲ 产物。 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；泳道 １ ～ ２０：Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ 远交

系；泳道 ２１：Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ 近交 １ 系；泳道 ２２ ～ ２６：Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ 近交 ２ 系；泳道 ２７ ～ ３０：Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ 近交系；泳道 ３１ ～ ４５：英国种；泳道 ４６ ～
６０：Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ 远交系。

图 ２　 ６０ 个豚鼠 ＤＮＡ 样本 ＰＣＲ 产物电泳图

Ｎｏｔｅ． Ａ： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｌ４５； Ｂ： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｌ７０； Ｃ： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｌ７４； Ｄ： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｄ８６． Ｍ：
Ｍａｒｋｅｒ； Ｌａｎｅ １⁃２０： Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ ｏｕｔｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ； Ｌａｎｅ ２１： Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ， ｓｕｂｓｔｒａｉｎ １； Ｌａｎｅ ２２⁃２６： Ｚｍｕ⁃１： ＤＨＰ ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ，
ｓｕｂｓｔｒａｉｎ ２； Ｌａｎｅ ２７⁃３０： Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ ｉｎｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ； Ｌａｎｅ ３１⁃４５： Ｅｎｇｌｉｓｈ ｓｐｅｃｉｅｓ； Ｌａｎｅ ４６⁃６０： Ｚｍｕ⁃２： ＤＨＰ ｏｕｔｂｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ．

Ｆｉｇ． ２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ６０ ＤＮＡ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

　 　 从表中可见，远交系品系间差异较为一致的位

点有 Ｌ７０、Ｌ７４、Ｄ１１３、Ｄ１２２、Ｄ１４０、Ｄ１０７、Ｌ２６；近交系

品系间差异一致的位点有 Ｌ４５、Ｌ５６、Ｌ７０ 等；近交系

支系间的差异位点有 Ｌ８５、Ｄ１１７、Ｌ１４８ 等。 近交系

同一基因座上两个等位基因标记与豚鼠毛色存在

显著关系，表 ２ 中的分子标记或许对品系鉴定及新

特征基因定位有一定意义。

３　 讨论

微卫星 ＤＮＡ 是动植物遗传鉴定及基因定位等

很有价值的分子标记，目前已开发出大约两万个大

小鼠微卫星标记，对利用大小鼠研究做出非常大的

贡献，但豚鼠作为实验动物其开发的微卫星位点数

量少至甚少，然而豚鼠却有许多大小鼠不具备的遗
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传特性可以被人类利用［８］。 其次微卫星标记众多，
用微卫星检定豚鼠品系遗传质量快速可靠，微卫星

标记还可以辅助育种工作，因此开发大量豚鼠微卫

星标记具现实意义。 笔者曾从网站上随机搜索并

设计 １７８ 对豚鼠微卫星引物，筛选出 ２５ 个多态性位

点及 ２８ 个潜在多态性位点，占 ２９􀆰 ８％ ［８］。 随着该

网站豚鼠基因组数据不断扩充，本文又从该网站搜

索到 ４００ 个位点，剔除不能设计引物、扩增效果不佳

及非多态性的位点，筛选到约 １１０ 个多态性位点，占
２７􀆰 ５５％ 。 经扩大样本量进一步筛选出 ５１ 个扩增质

量较高的多态性位点，从中随机挑选 １５ 对引物检测

了近交系及远交系豚鼠的遗传结构，结果显示远交

系位点条带多态性高，个别杂无规律；近交系条带

数少，位置集中，亮度高，且品系间呈一致性差异，
检测结果比较理想［７］。 由此说明本文开发的位点

是有效可靠的，适合于豚鼠日常遗传质量检测。 同

时证明多态性微卫星位点开发难度较大，特别是筛

选远交系间呈一致差异的位点难度则更大。
动物微卫星位点引物的获取至少有 ３ 种方法，

一是直接从网上下载同种动物的基因组微卫星资

料，设计引物；二是从该动物基因组中克隆微卫星

序列，设计引物；三是用邻近动物已有的引物。 第

一种方法简单易行，筛选效率高，但需要已公布的

物种基因组；第二种方法费用较大，有假阳性克隆

出现；第三种方法常出现偶然性，筛选效率较低。
因此在已有基因组资料的情况下，第一种是值得推

荐的方法。 本文从加州大学圣克鲁兹学院网站的

数据库，搜索到豚鼠基因组随机片段序列的资料，
在这些序列中找出微卫星结构，然后用软件设计豚

鼠微卫星引物，结果用 ５１ 对多态性微卫星引物，筛
选到 １２ 个品系间基本呈一致差异的位点，笔者认为

本办法筛选效果比较好，很少出现引物 ＰＣＲ 扩增不

出条带的情况。
多态性微卫星标记用于动物遗传质量检测及

群体遗传基因分析的原理众所周知。 微卫星基因

座上两个等位基因作为遗传标记，如果在两个品系

间呈一致性差异，那么该基因座就可以定位性状基

因。 其原理是通过不同品系动物杂交和回交，如能

发现某微卫星位点上一个等位基因与某品系的一

种性状连锁，而另一等位基因与另一品系的相对性

状连锁，通过连锁分析该微卫星与性状的连锁性，
计算出该连锁率 ＬＯＤ 值，那么只要 ＬＯＤ 大于一定

值，并确定该微卫星位点位于第几条染色体，就能

将该性状基因定位到相应染色体上。 本文发现，
Ｌ７０、Ｄ１１３、Ｄ１２２、Ｄ１４０ 等微卫星位点的 ２ 个等位基

因分别与 ２ 个远交系的不同毛色相对应，Ｌ７４、Ｌ５６、
Ｌ７０ 等位点的等位基因与 ２ 个近交系的不同毛色相

对应，通过两个品系的测交试验及连锁分析，有可

能找到与毛色连锁的微卫星位点，如毛色性状又与

某个性状连锁，则最后能将该性状基因定位至特定

染色体。 因此，筛选品系间呈一致性差异的微卫星

是前提因素，在基因定位中有重要的作用。
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