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实验用狨猴微卫星引物筛选及遗传多样性分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 筛选、优化狨猴微卫星 ＤＮＡ 引物，用以对中国医学科学院医学实验动物研究所引进的实验

用狨猴种群进行遗传学分析及评估。 方法　 用筛选的 ２０ 对狨猴微卫星引物，对随机抽取的 ３０ 只狨猴血液样本进

行基因组 ＤＮＡ 提取及 ＰＣＲ 扩增，扩增产物经电泳鉴定后进行 ＳＴＲ 扫描检测，用 Ｐｏｐｇｅｎｅ１􀆰 ３２ 软件对 ＳＴＲ 扫描结果

进行数据处理和分析。 结果　 ２０ 对微卫星引物均呈现出遗传多样性，共检测 １４７ 个等位基因，观察等位基因数 ５
～ １０ 个，平均 ７􀆰 ３５ 个；有效等位基因数 ２􀆰 ２５００ ～ ６􀆰 ３８３０ 个，平均 ４􀆰 ０４０２ 个；观察杂合度 ０􀆰 ０００ ～ ０􀆰 ４６６７，平均

０􀆰 １５３３；期望杂合度 ０􀆰 １４２４ ～ ０􀆰 ４３５０，平均 ０􀆰 ２５０６；香隆指数 １􀆰 ２２４２ ～ ２􀆰 ０３２４，平均 １􀆰 ５９４９；多态信息含量 ０􀆰 ５３６６ ～
０􀆰 ８２５４，平均 ０􀆰 ７０５３。 结论　 本文筛选的 ２０ 对狨猴微卫星引物具有高度遗传多样性，均处于 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡

状态。
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　 　 普通绵耳狨猴（Ｃａｌｌｉｔｈｒｉｘ ｊａｃｃｈｕｓ）是一种小型的

非人灵长类实验动物，原产于南美巴西的热带雨

林，因具有体型较小（成年狨猴体长 １６５ ～ １９９ ｍｍ，
体重 ３３７ ～ ４１３ ｇ［１］ ）、便于捕捉和固定、饲养成本较

低、繁殖效率较高等特点，已广泛用于神经科学、行
为学、传染病学、生殖医学、药物开发及药物安全评

价等研究领域［２ － ３］。 自上世纪 ８０ 年代引入我国以

来，在病毒学［４ － ５］、免疫学［６ － ７］、基因工程［８ － ９］ 等研

究领域应用较多。 清晰的遗传背景是狨猴实验结

果的可靠性、准确性、可重复性、以及科学引种、繁
殖和生产的基本保障，而尽快建立狨猴的遗传质量

监测体系更是十分必要和亟待开展的工作。 随着

实验动物科学领域的快速发展，微卫星标记检测技

术已广泛应用于我国多种实验动物遗传背景监测

和种群遗传结构分析，如近交系小鼠及大鼠［１０］、封
闭群小鼠［１１］ 及大鼠［１２］、长爪沙鼠［１３］、小型猪［１４］ 等

常用实验动物群体已建立了稳定的微卫星标记检

测方法，包括非人灵长类动物，如恒河猴［１５］ 及食蟹

猴［１６］，均有相关微卫星标记的遗传学结构分析报

道。 而狨猴作为新型的实验动物，国外研究者

Ｒａｖｅｅｎｄｒａｎ 等［１７］、Ｋａｔｏｈ 等［１８］ 相继开发了狨猴微卫

星 ＤＮＡ 标记引物，并对狨猴微卫星位点多态性进行

分析报道，国内至今尚无报道。 鉴于狨猴在生物医

学研究领域诸多学科的重要性，以及狨猴目前仍作

为“实验用狨猴”，尚无国家、行业或地方标准的推

出。 本文通过筛选验证得到 ２０ 对多态性较好的微

卫星位点，并就中国医学科学院医学实验动物研究

所实验动物北方资源中心引进的实验用狨猴群体

遗传结构进行测定分析，为狨猴科学繁育及遗传质

量控制提供数据支持。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

成年狨猴 ３０ 只，年龄 ２ ～ ４ 岁，体重 ３３０ ～ ４２０
ｇ。 由中国医学科学院医学实验动物研究所实验动

物北方资源中心［ ＳＣＸＫ（京） ２０１４ － ００１１］ ［ ＳＹＸＫ
（京）２０１７ － ００２７］提供。 温度 ２４℃～ ２９℃，湿度 ＞
４０％ ，并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义

关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

Ｅａｓｙ Ｐｕｒｅ Ｂｌｏｏｄ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｋｉｔ（ｃｏｄｅ ＃ＥＥ１２１
－ ０１，全式金）；２ × ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ（ＡＳ１１１
－ ０２，全式金）；１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ （ ｃｏｄｅ ３４２２Ａ，

ＴａＫａＲａ）；抗凝剂为乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡ⁃Ｋ２）；
ＰＣＲ 仪（ＭｙｃｙｃｌｅｒＴＭ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ 型，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；电
泳仪（２００ ／ ２􀆰 ０ Ｐｏｗｅｒ Ｓｕｐｐｌｙ 型，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；凝胶成像

系统（Ｔａｎｏｎ⁃１６００ 型，天能）；遗传分析仪（３７３０ＸＬ
ＤＮＡ ａｎａｌｙｚｅｒ，ＡＢＩ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 样本采集和基因组 ＤＮＡ 提取

狨猴后肢静脉采血，ＥＤＴＡ⁃Ｋ２ 抗凝，采血量为

每只 ０􀆰 ５ ｍＬ。 用 Ｅａｓｙ Ｐｕｒｅ Ｂｌｏｏｄ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｋｉｔ
纯化基因组 ＤＮＡ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 引物筛选及 ＰＣＲ 扩增

通过查阅相关文献，筛选多态性较好的 ４１ 个狨

猴微卫星标记，经 ＮＣＢＩ 网站 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｕｎｉｓｔｓ）报道及 ＰＣＲ 优化后得到了 ２０
个狨猴微卫星标记和 ２０ 对引物，这些标记基因基本

覆盖了狨猴 ２０ 条染色体上的遗传概貌，具有丰富的

多态性，微卫星标记信息详见表 １。 ＰＣＲ 扩增总体

系 ２０ μＬ，其中 ２ × ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ ８ μＬ，模
板 ＤＮＡ 量 １ μＬ，上下游引物各 ０􀆰 ２ μＬ （浓度：
５０ μｍｏｌ ／ Ｌ），ｄｄＨ２Ｏ １０􀆰 ６ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件：９４℃
预变性５ ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ ｓ，退火温度 ５５℃～ ６０℃
３０ ｓ，７２℃ 延伸 ３０ ｓ，共 ４０ 个循环；７２℃ 继续延伸

８ ｍｉｎ，扩增产物 ４℃保存。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 产物鉴定及电泳结果

用 ２％琼脂糖凝胶（ ａｇｒｏｓｅ）电泳，点样量每孔

５ μＬ，以 １５０ Ｖ 恒压 ３０ ｍｉｎ 进行 ＰＣＲ 产物鉴定；再
用 ６％非变性聚丙烯酰胺凝胶（ＰＡＧＥ）电泳，以 ８０ Ｖ
恒压 １􀆰 ５ ｈ 进行等位基因的分离，上样量 ５ μＬ，用
ＥＢ 缓冲液进行染色，Ｔａｎｏｎ⁃１６００ 凝胶成像系统进行

成像。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＳＴＲ 扫描

一次扫描 ３ 个微卫星位点，每 ３ 个位点的反向

引物分别用 ＲＯＸ、ＦＡＭ、ＨＥＸ 三种荧光标记物进行

标记，标记后的引物再进行 ＰＣＲ 扩增，其扩增产物

按 １∶ ３∶ ５体积比混合后取 １ μＬ 进行毛细管电泳检

测和遗传分析仪 ３７３０ｘｌ ＤＮＡ ａｎａｌｙｚｅｒ（ＡＢＩ）扫描分

析，通过 Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ Ｖ２􀆰 ２􀆰 ０ 软件统计等位基因片

段大小，并对扫描峰图进行数据处理。
１􀆰 ４　 统计学方法

群体内遗传结构分析常采用杂合度和多态信

息含量进行分析和评估，将所有样本的微卫星基因

型输入 Ｐｏｐｇｅｎｅ１􀆰 ３２ 软件，计算不同个体在各个微

卫星位点上的观察等位基因数（ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
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ａｌｌｅｌｅｓ， Ｎａ）、有效等位基因数（ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓ， Ｎｅ ）、表观杂合度 （ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，
Ｈｏ）、期望杂合度（ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ， Ｈｅ）、香隆

信息指数（Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ， Ｉ）及反映哈

迪⁃温伯格平衡（Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ， ＨＷＥ）
的 Ｐ⁃ｖａｌ；再用 ＰＩＣ⁃ＣＡＬＣ 软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ⁃０􀆰 ６）对每个

位点进行多态信息含量 （ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ， ＰＩＣ）计算。

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＣＲ 扩增产物电泳结果

图 １ 所示，采用 Ｎｏ． ３ 样本基因组 ＤＮＡ 扩增的

２０ 对狨猴微卫星产物。 ２％琼脂糖凝胶电泳结果显

示，经 ＰＣＲ 反复优化，扩增产物丰度较高、特异性较

好，初步可以观察到不同微卫星标记扩增片段大小

的不同；进一步用 ６％ 非变形的聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离，检测出各个微卫星不同等位基因的片段大

小（图 ２）。
２􀆰 ２　 ＳＴＲ 扫描结果

筛选的 ２０ 个狨猴微卫星标记通过 ＰＣＲ 扩增，
凝胶电泳鉴定丰度较高，初步用非变性聚丙烯凝胶

电泳进行分离，显示出各标记位点不同片段大小的

等位基因；进一步 ＳＴＲ 扫描后，３０ 个样本在 ２０ 个微

卫星标记均检测到扫描波峰，不同样本在各位点标

明有效等位基因大小及数量（图 ３）。 ＳＴＲ 扫描可以

精确到等位基因片段大小 １ ｂｐ 的差异，图 ３ 是样本

１、５、７、１２ 在微卫星位点 Ｈａｍ２６ 的扫描波峰，图 ３Ａ
只检测到 １ 个等位基因波峰，表示样本为纯合子；图
３Ｂ ～ Ｄ 各检测到 ２ 个等位基因波峰，表明所检样本

均为杂合子。

注：（Ｍ）ＤＬ１０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ。

图 １　 ２０ 个狨猴微卫星标记对 Ｎｏ． ３ 样本 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｎｏｔｅ． （Ｍ）ＤＬ１０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ２０ ｍａｒｍｏｓｅｔ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ． ３

注：（Ｍ）ＤＬ１０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ。

图 ２　 ２０ 个微卫星 ＤＮＡ 等位基因片段大小的非变性聚丙烯凝胶电泳分离结果

Ｎｏｔｅ． （Ｍ）ＤＬ１０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ａｌｌｅｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ２０ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ＤＮＡ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｎｏｎ⁃ｄｅｎａｔｕｒｅｄ ６％ ＰＡＧＥ

２􀆰 ３　 种群遗传多态性分析

２􀆰 ３􀆰 １　 多态性分析

３０ 只狨猴在 ２０ 个微卫星位点共检测 １４７ 个观察

等位基因，平均每个位点有５ ～１０个，其中 ＣＡＪＡ１７、
Ｈａｍ６５、Ｈａｍ６１ 均有 １０ 个等位基因，ＣＡＪＡ１ 位点有 ９
个等位基因，表现出较高的多态性，２０ 个座位的平均

等位基因数为 ７􀆰 ３５ 个，有效等位基因数在 ２􀆰 ２５０ ～
６􀆰 ３８３ 个之间，平均等位基因数 ４􀆰 ０４０ 个。 （见表 １）

２􀆰 ３􀆰 ２　 杂合度和多态信息含量

２０ 个微卫星位点的观察杂合度、期望杂合度、
香隆信息指数以及多态信息含量分析结果详见表

２。 从表 ２ 中可以看出，观察杂合度最大为 ０􀆰 ４６６７，
平均为 １􀆰 ５３３；期望杂合度在 ０􀆰 １４２４ ～ ０􀆰 ４３５ 之间，
平均期望杂合度为 ０􀆰 ２５１；香隆信息指数在 １􀆰 ２２４２
～ ２􀆰 ０３２４ 之间，平均为 １􀆰 ５９４９， ＰＩＣ 在 ０􀆰 ５３６５ ～
０􀆰 ８２５３ 之间，平均 ＰＩＣ 为 ０􀆰 ７０５３。
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２􀆰 ４　 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 遗传平衡检验

用 Ｐｏｐｇｅｎｅ１􀆰 ３２ 软件计算实验用狨猴 ２０ 个

微卫星位点的 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 遗传平衡检验的

Ｐ 值，结果 Ｐ 值均大于 ０􀆰 ０５，即 ３０ 只狨猴在 ２０
个微卫星位点处于 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡，详见

表 ２。
表 １　 狨猴微卫星 ＤＮＡ 标记信息

Ｔａｂ． １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｒｍｏｓｅｔ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒｓ
序号
Ｎｏ．

位点
Ｌｏｃｉ

引物序列（５’ － ３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

等位基因数
Ｎｏ． ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ

等位基因范围
Ａｌｌｅｌｅ ｒａｎｇｅ

退火温度（°Ｃ）
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

１ ＣＡＪＡ１
Ｆ ＧＡＡＧＡＣＧＧＧＧＧＣＧＴＡＡＡＴＡ
Ｒ ＴＧＴＧＧＴＧＧＣＴＣＡＴＡＣＣＴＧＡＡ ９ ３８６ ～ ４０２ ６０

２ ＣＡＪＡ６
Ｆ ＧＡＧＣＡＣＣＡＡＧＡＴＴＧＧＣＡＴＴＴ
Ｒ ＣＣＡＡＴＡＣＡＣＡＴＣＧＧＣＴＴＴＧＡ ６ ２３５ ～ ２４３ ６０

３ ＣＡＪＡ１０
Ｆ ＡＣＣＣＴＡＣＡＴＴＧＣＣＡＡＡＴＴＧＣ
Ｒ ＧＣＣＴＣＴＴＣＴＧＡＧＧＧＡＡＧＴＧＡ ６ １９８ ～ ２０８ ６０

４ ＣＡＪＡ１１
Ｆ ＣＧＡＡＡＧＴＧＴＧＣＴＣＡＡＣＡＧＧＡ
Ｒ ＡＡＧＧＴＧＧＧＡＴＴＣＴＧＡＡＡＧＣＡ ５ ２５４ ～ ２６２ ６０

５ ＣＡＪＡ１４
Ｆ ＡＧＣＡＣＡＴＧＡＡＣＡＣＣＣＡＧＧＴＴ
Ｒ ＡＧＴＧＡＡＡＡＣＡＧＧＣＴＧＧＧＡＧＡ ６ ３７８ ～ ３９０ ６０

６ ＣＡＪＡ１７
Ｆ ＧＧＧＣＡＣＴＣＣＡＡＧＧＴＣＡＧＴＡＡ
Ｒ ＴＴＧＣＣＣＣＣＴＧＣＴＴＡＴＴＧＴＡＧ ６ ２１６ ～ ２３２ ６０

７ ＣＡＪＡ１８
Ｆ ＡＣＴＴＧＣＡＧＧＣＣＡＧＴＧＴＴＣＴＴ
Ｒ ＴＧＧＡＣＡＧＣＴＧＡＧＧＴＴＴＣＣＴＴ １０ ３８２ ～ ４００ ６０

８ Ｄ１０ｑ ｈａｍ５１
Ｆ ＣＧＧＧＡＡＴＴＣＡＡＡＧＧＣＧＴＴＣＴ
Ｒ ＡＧＧＡＧＧＡＴＴＴＣＧＣＡＴＴＴＧＧＧ ８ ３１５ ～ ３２９ ６３

９ Ｄ１１ｈａｍ１８７
Ｆ ＴＧＧＡＡＧＡＡＣＴＴＴＣＴＧＣＣＡＡＡＣＣ
Ｒ ＧＣＴＴＧＴＴＣＡＧＧＣＡＧＡＣＴＧＡＣ ６ １０３ ～ １１７ ６０

１０ Ｈａｍ１５７
Ｆ ＣＡＧＣＣＡＡＣＡＴＧＣＴＴＣＴＣＡＧＴ
Ｒ ＧＧＴＧＧＡＡＴＡＡＡＴＣＡＧＧＣＴＡＣＣＡＧ ６ １９３ ～ ２０５ ６０

１１ Ｈａｍ６０
Ｆ ＴＧＣＴＣＴＡＧＡＧＧＴＴＣＣＡＣＴＣＴＧ
Ｒ ＧＧＣＡＴＧＴＴＡＣＣＴＡＡＣＣＴＣＴＣＴＧ ８ １３９ ～ １６５ ５８

１２ Ｈａｍ６５
Ｆ ＴＧＡＧＡＡＣＧＡＣＴＧＣＴＣＴＡＧＧＴ
Ｒ ＴＧＧＡＡＧＴＧＧＣＴＴＣＡＴＴＣＣＴＧ １０ １７７ ～ ２０１ ５８

１３ Ｈａｍ１８１
Ｆ ＣＡＡＴＧＡＧＡＴＧＴＧＴＣＣＡＡＧＴＧＡＧ
Ｒ ＣＣＡＡＡＣＡＣＣＣＡＡＴＡＴＧＣＡＧＴ ７ ２１３ ～ ２３９ ５８

１４ Ｈａｍ１８４
Ｆ ＧＧＣＧＣＡＧＣＴＣＡＴＣＴＣＴＴＣＡＣ
Ｒ ＣＣＴＣＣＣＣＡＧＣＡＴＣＴＴＣＡＡＧＡＣ ７ １５０ ～ １７２ ６３

１５ Ｈａｍ１２５
Ｆ ＧＴＧＧＧＴＡＡＡＴＧＣＴＧＣＣＡＴＣＴ
Ｒ ＧＴＴＴＣＡＡＣＴＣＣＴＧＣＧＴＣＴＡＧＴＣ ８ １８７ ～ ２０１ ５９

１６ Ｈａｍ１０１
Ｆ ＡＧＡＣＣＡＡＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＧＧＡＣ
Ｒ ＣＡＣＣＴＴＴＡＡＡＣＴＧＣＴＧＴＧＧＴＴＧ ６ ２８１ ～ ２９７ ５９

１７ Ｈａｍ６１
Ｆ ＣＡＡＡＧＡＴＧＣＴＴＧＧＧＧＡＴＧＧＡ
Ｒ ＡＡＧＡＴＣＴＴＧＣＡＧＧＧＣＧＴＡＡＧ １０ ２６３ ～ ２８７ ６１

１８ Ｈａｍ３２
Ｆ ＧＣＣＣＡＡＡＴＣＣＴＧＴＴＴＧＡＣＡＣ
Ｒ ＣＣＡＣＣＴＡＧＡＴＣＡＴＣＧＡＧＡＧＴＡＧ ７ １８３ ～ １９９ ５８

１９ Ｈａｍ１００
Ｆ ＧＡＣＣＡＡＣＴＣＣＡＡＡＧＣＴＡＧＣＡ
Ｒ ＧＧＴＡＡＣＡＴＧＣＴＣＴＣＧＡＣＣＴＴ ８ ２４４ ～ ２６２ ５８

２０ Ｈａｍ２６
Ｆ ＧＣＡＡＡＴＴＣＧＴＧＡＡＧＣＡＴＴＣＣ
Ｒ ＡＡＣＡＧＴＴＧＧＡＴＧＡＧＴＴＣＣＡＧ ８ １８２ ～ ２０６ ５９
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图 ３　 Ｈａｍ２６ 对 ４ 个样本的 ＳＴＲ 扫描结果

Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｈａｍ２６ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｏｆ ４ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍａｒｍｏｓｅｔｓ

表 ２　 ２０ 个微卫星位点对狨猴种群的检测结果
Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ２０ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｒｍｏｓｅｔｓ

序号
Ｎｏ．

位点
Ｌｏｃｉ

等位基因数
Ｎａ

有效等位基因数
Ｎｅ

观测杂合度
Ｈｏ

期望杂合度
Ｈｅ

香隆信息指数
Ｉ

多态信息含量
ＰＩＣ

遗传平衡 Ｐ 值
Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ

１ ＣＡＪＡ１ ９ ４􀆰 ７４９３ ０􀆰 ００００ ０􀆰 １９７２ １􀆰 ７５０１ ０􀆰 ７６１４ ＞ ０􀆰 ０５
２ ＣＡＪＡ６ ６ ３􀆰 ６２９０ ０􀆰 ０６６７ ０􀆰 ２６３３ １􀆰 ４５０３ ０􀆰 ６８２６ ＞ ０􀆰 ０５
３ ＣＡＪＡ１０ ６ ４􀆰 ２５５３ ０􀆰 ０６６７ ０􀆰 ２２２０ １􀆰 ５７９６ ０􀆰 ７２９６ ＞ ０􀆰 ０５
４ ＣＡＪＡ１１ ５ ３􀆰 １４１４ ０􀆰 ００００ ０􀆰 ３０６８ １􀆰 ３１５７ ０􀆰 ６２８７ ＞ ０􀆰 ０５
５ ＣＡＪＡ１３ ６ ４􀆰 ５４５５ ０􀆰 １３３３ ０􀆰 ２０６８ １􀆰 ５８８０ ０􀆰 ７４４７ ＞ ０􀆰 ０５
６ ＣＡＪＡ１４ ６ ３􀆰 ２６０９ ０􀆰 ２０００ ０􀆰 ２９４９ １􀆰 ３８６７ ０􀆰 ６４９８ ＞ ０􀆰 ０５
７ ＣＡＪＡ１７ １０ ５􀆰 １７２４ ０􀆰 ２３３３ ０􀆰 １７９７ １􀆰 ９８７４ ０􀆰 ７９０７ ＞ ０􀆰 ０５
８ ＣＡＪＡ１８ ８ ２􀆰 ２５００ ０􀆰 ３６６７ ０􀆰 ４３５０ １􀆰 ２７８５ ０􀆰 ５３６６ ＞ ０􀆰 ０５
９ Ｄ１０ｑｈａｍ５１ ６ ４􀆰 ７６１９ ０􀆰 １３３３ ０􀆰 １９６６ １􀆰 ６５９１ ０􀆰 ７５８９ ＞ ０􀆰 ０５
１０ Ｈａｍ１５７ ６ ４􀆰 １０９６ ０􀆰 ０６６７ ０􀆰 ２３０５ １􀆰 ５２３０ ０􀆰 ７１５７ ＞ ０􀆰 ０５
１１ Ｈａｍ６０ ８ ４􀆰 １４７５ ０􀆰 ２６６７ ０􀆰 ２２８２ １􀆰 ６６８４ ０􀆰 ７２８６ ＞ ０􀆰 ０５
１２ Ｈａｍ６５ １０ ３􀆰 ３２１０ ０􀆰 ２０００ ０􀆰 ２８９３ １􀆰 ６７８７ ０􀆰 ６８０４ ＞ ０􀆰 ０５
１３ Ｈａｍ１８１ ７ ２􀆰 ３０１８ ０􀆰 ４６６７ ０􀆰 ４２４９ １􀆰 ２２４２ ０􀆰 ５３８７ ＞ ０􀆰 ０５
１４ Ｈａｍ１８４ ７ ４􀆰 ６０３６ ０􀆰 ０６６７ ０􀆰 ２０４０ １􀆰 ６５３８ ０􀆰 ７５１３ ＞ ０􀆰 ０５
１５ Ｈａｍ１２５ ８ ４􀆰 ５６８５ ０􀆰 １３３３ ０􀆰 ２０５６ １􀆰 ７２３９ ０􀆰 ７５１９ ＞ ０􀆰 ０５
１６ Ｈａｍ１０１ ６ ３􀆰 ５６４４ ０􀆰 １３３３ ０􀆰 ２６８４ １􀆰 ４５６０ ０􀆰 ６７４９ ＞ ０􀆰 ０５
１７ Ｈａｍ６１ １０ ６􀆰 ３８３０ ０􀆰 ００００ ０􀆰 １４２４ ２􀆰 ０３２４ ０􀆰 ８２５４ ＞ ０􀆰 ０５
１８ Ｈａｍ３２ ７ ３􀆰 ６８１０ ０􀆰 ２０００ ０􀆰 ２５９３ １􀆰 ６０６２ ０􀆰 ７０２３ ＞ ０􀆰 ０５
１９ Ｈａｍ１００ ８ ４􀆰 ５６８５ ０􀆰 １３３３ ０􀆰 ２０５６ １􀆰 ７４４２ ０􀆰 ７５３７ ＞ ０􀆰 ０５
２０ Ｈａｍ２６ ８ ３􀆰 ７８９５ ０􀆰 ２０００ ０􀆰 ２５１４ １􀆰 ５９１９ ０􀆰 ７００１ ＞ ０􀆰 ０５

均值 ７􀆰 ３５ ４􀆰 ０４０２ ０􀆰 １５３３ ０􀆰 ２５０６ １􀆰 ５９４９ ０􀆰 ７０５３ ＞ ０􀆰 ０５

３　 讨论

实验动物是实验动物科学的重要组成，是生命

科学的基础支撑、活的“精密仪器”，而实验动物的

标准化和动物实验的规范化研究势必会成为实验

动物科学的重要工作。 在我国，狨猴至今仍被定义

为“实验用动物”，即狨猴作为诸多学科研究用的非

人灵长类实验动物，目前尚无国家、行业或地方标

准的推出。 众所周知，健康可用于科学研究的实验

动物，除了要求对其携带的病原微生物、寄生虫进

行实施质量控制和监测外，还要求实验动物具有清

晰和明确的遗传背景。
狨猴是公认的、重要的非人灵长类实验动物模

型，美国国家人类基因组研究机构已大力度投资验

证了狨猴的基因组序列，这对狨猴的基因和基因型

分析具有重要意义［３］。 微卫星标记存在于大多数

９１中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ６ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ６



原核及真核生物基因组 ＤＮＡ 序列，由 ２ ～ ６ 个核苷

酸串联重复序列构成，物种间和物种个体间的差异

及核心序列重复数量的不同，便产生微卫星 ＤＮＡ 标

记及微卫星 ＤＮＡ 的多态性。 由于微卫星 ＤＮＡ 相对

其它分子标记分布广、信息含量高、多态性丰富、特
异性好、操作简单、且符合孟德尔的共显性遗传定

律，近年来已广泛用于实验动物质量监测及动物群

体遗传结构分析［１９ － ２０］。 本文通过查阅文献［１７ － １８］筛

选优化了 ２０ 个狨猴微卫星 ＤＮＡ 标记，并对 ３０ 只样

本进行微卫星 ＤＮＡ 扩增和扫描，初步对实验用狨猴

群体进行了遗传多样性分析。 等位基因频率作为

评估遗传变异的前提和基础，是指某一等位基因特

定基因座位在所有等位基因中所占的比例，在某一

个位点上， 如果它的等位基因频率最大值 ＜ ０􀆰 ９５，
通常定义为多态性位点，本文检测的所有等位基因

频率最高为 ０􀆰 ６５，表明筛选的 ２０ 个微卫星位点的

遗传多样性较好，有效等位基因数是反映群体遗传

变异程度的一个重要指标，如果有效等位基因数与

绝对等位基因数越接近，表明该等位基因在群体内

均匀分布度就越好，文中涉及的 ２０ 个微卫星位点，
其中 Ｄ１０ｈａｍ５１ 的有效等位基因数和观察等位基因

数较接近，为 １􀆰 ２３８１；而 Ｈａｍ６５ 位点的有效等位基

因数与绝对等位基因数相差最大，为 ６􀆰 ６７９，表明该

位点的等位基因的均匀分布度较差，有可能是繁育

过程中人工选择因素所导致。
群体杂合度表示在被检测的位点上群体中的

杂合子频率，它是反映群体杂合程度的度量单位，
群体平均杂合度的高低反映了群体遗传的一致性

程度，群体杂合度越高，表明该群体的遗传变异越

大，群体遗传多态性越高良好的种群平均杂合度在

０􀆰 ５ ～ ０􀆰 ７。 本文用 Ｐｏｐｇｅｎｅ１􀆰 ３２ 软件计算平均观测

杂合度和平均期望杂合度基本接近，相差范围仅为

－ ０􀆰 ０５ ～ ０􀆰 ３，表明狨猴群体遗传变异较小、遗传一

致性较差。 而 ＰＩＣ 是用以描述微卫星基因座多态性

大小的量度单位，Ｂｏｔｓｔｅｉｎ 等［２１］认为当基因座位 ＰＩＣ
＞ ０􀆰 ５ 为高度多态位点，低度多态位点时，ＰＩＣ ＜
０􀆰 ２５。 本文的 ２０ 个微卫星基因座位中，ＰＩＣ 范围在

０􀆰 ５３６５ ～ ０􀆰 ８２５３，平均为 ０􀆰 ７０５３，所有的位点均大

于 ０􀆰 ５００，表明 ２０ 个位点均表现为高度多态性，说
明所筛选的微卫星基因座用于狨猴群体遗传多样

分析较可靠，表明所监测的狨猴群体具有较丰富遗

传多样性，选择潜力较大。 此外，香隆指数是反映

种群均匀性分布的一个重要指标，一般情况下其香

隆指数变化在 １􀆰 ５ ～ ３ 之间，本文的 ２０ 个微卫星基

因座位香隆指数平均值为 １􀆰 ５９４，表明本地狨猴群

体分布及群体交配较随机。
Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡定律是指在一个群体无限

大、个体间进行随机交配、没有突变、没有遗传漂变

的情况下，群体内一个位点上的基因型频率和基因

频率将世代保持不变， 即处于遗传平衡状态。
Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 检验 Ｐ 值（ＨＷＥ） ＞ ０􀆰 ０５ 时，表示

该位点在群体中处于 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡；当 ０􀆰 ０１
＜ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 时，表示显著偏离 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平

衡。 本文 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 检验平均 Ｐ 值为 ０􀆰 ８１７，
最小 Ｐ 值为 ０􀆰 ０９８２，即微卫星位点检验 Ｐ 值均大于

０􀆰 ０５，表明在狨猴种群中筛选的 ２０ 个微卫星位点处

于 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 遗传平衡状态。
综上所述，本文从大量的狨猴微卫星 ＤＮＡ 座位

筛选出分布在不同染色体上 ２０ 个标记，并随机抽取

３０ 只人工饲养繁殖的实验用狨猴样本进行 ＰＣＲ 扩

增，扩增产物的电泳结果均显示清晰可见的目的条

带及 ＤＮＡ 多态性，表明采用的微卫星标记能够较好

地反映狨猴种群个体间的遗传多样性。 ＳＴＲ 扫描结

果经软件分析显示，除等位基因均匀度分布度较

差、群体杂合度的遗传变异较小、遗传一致性较差

外，其 ＰＩＣ 仍处于高度多态性范围，即具有较丰富遗

传多样性，同时香隆指数的平均值进一步表明本地

狨猴群体分布及群体繁殖具有随机性。 此外，
Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 检验 Ｐ 值也证实了狨猴种群得遗传

平衡状态。 这些结果均反映了狨猴种群遗传结构

的现状，为狨猴科学繁育及遗传检测方法提供了基

础资料。
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