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Aaa Ther es a Sinica 

Z：ZCLA长爪沙鼠微卫星标记的遗传多态性研究 

刘月环 吴旧生2 萨晓婴 余 强 禹正扬 
(1浙江省医学科学院，杭州，310013) 

(2浙江大学动物科学学院，杭州，310029)(3浙江大学医学院附属第一医院普外科，杭州，310003) 

摘要：通过对 9个微卫星座位的扩增，研究了Z：ZCLA长爪沙鼠的遗传多态性。结果表明，Z：ZCLA长爪沙鼠在 

其中 1个位点上只有一个等位基因，在其它位点上均有 2～4个等位基因，平均等位基因数 2．6个。平均杂合度 

0．4684，平均多态信息量 0．416 6，平均有效等位基因数 2．175 6。全群基因纯合度从 0．111 1～0．555 5，平均 

0．338 9，提示目前本群遗传多样性水平处于中度多态。 

关键词：z：ZCLA长爪沙鼠；微卫星DNA；遗传多态性 

中图分类号：Q311 文献标识码：A 文章编号：1000—1050(2005)02—0168—07 

Genetic Diversity of Microsatellite DNA Marker of Z：ZCLA Mongofian 

Gerbil 
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Abstract：With increasing importance for the understanding a ng ，epilepsy，the process of domestication and sociobiological 

questions，the Mongolian gerbil has become a model animal and was used in pharmacological，parasitologieal，endocrinological， 

and cancer research．We have been bred Z：ZCLA Mongolian gerbil and is giving bio-purification since 1978。now we have estab- 

lished two standards closed colony，the conventional colony and the specific~thngen free(SPF)colony． 

In this paper-we studied the polymorphism of the conventional closed colony of Z：ZCLA Mongolian gerbil with PCR-dena— 

tured polyacrylamide gel electrophoresis-silver nitrate staining and recorded their characters．We used 9 microsatellite loci as mark— 

ers to detect the genetic variation ofour colony，and found that locliS 1 had only one allele，while loclis 2—9 had twO to four alle— 

les，respectively．Average hetemzygosity，allele number and polymorphism information content(PIC)Was recorded as 0．4684。 

2．6 an d 0．4166，respectively．The individual gene homogeneity Was found 0．1111—0．5555。with anaverage of0．3389．There— 

fore-we observed the medium genetic diversity ofthe conventional closed colony ofZ：ZCLA Mongolian gerbil
．  

Key words：Z：ZCLA Mongolian gerbil；Micrasatellite DNA Markers；Genetic diversity 

Z：ZCLA长爪沙鼠是浙江省实验动物中心驯养 

的啮齿类实验动物，该品系已成为目前国内保种时 

间最长、特性稳定，应用单位最多，使用量最大， 

其基本生物学特性研究较为系统的第一类长爪沙鼠 

封闭群。朱智勇等 (1984)使用 Z：ZCLA长爪沙鼠 

在国内外首先证明了长爪沙鼠对流行性出血热病毒 

(EHFV)易感，证实它是研究 EHFV特性和研制流 

行性出血热疫苗的首选实验动物，而且他们用长爪 

沙鼠。肾细胞培养的流行性出血热疫苗是国际上首创 

的野鼠型疫苗，获2000年国家科技进步一等奖。 
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卫生部上海生物制品所生产的出血热疫苗的原种也 

来自Z：ZCLA长爪沙鼠。但迄今为止，Z：ZCLA长 

爪沙鼠遗传背景的研究尚属空白。微卫星 DNA作 

为遗传标记，由于具有数量多、杂合程度高、复等 

位性、共显性、易于用 PCR法快速检测及适用于 

自动化分析等特点，已广泛用于遗传作图 (Copel— 

and et a1．，1993)、基 因定位 (Dietrich et a1．， 

1995)、亲子鉴定 (Queller et a1．，1993)、个体和 

群体的遗传差异分析 (Edwards et a1．，1993)及标 

记辅助选择 (徐宁迎等，1999)。本研究用微卫星 

作为 Z：ZCLA长爪沙鼠的遗传标记，采用 PCR技术 

检测 Z：ZCLA长爪沙鼠遗传多态性，开展 Z：ZCLA 

长爪沙鼠封闭群遗传领域的研究，为长爪沙鼠资源 

的保护和开发利用奠定理论基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料来源 

浙江省实验动物中心普通级 Z：ZCLA长爪沙鼠 

核心群种鼠20只 (其中 5～10号，11～16号为雄 

性，1～4号，17～20号为雌性)，来自同一世代 20 

个家系，基本覆盖现有群体规模 (生产许可证号 

SCXK(浙)2003—0002，使用许可证号SYXK (浙) 

2003—0002)。 

1．2 试验方法 

1．2．1 引物 

引物序列来 自Neumann等 (2001)，上海生工 

合成。 

1．2．2 模板制备 

取 Z：ZCLA长爪沙鼠肾脏，制成TEN肾细胞悬 

液后，采用一步法 (Zhou and Liu，2000)提取基因 

组 DNA，TE(pH 8．0)溶解，然后用UV2000(Am． 

ersham Pharmacia)紫外分光光度计检测纯度与浓 

度，4~C保存备用。 ． 

1．2．3 PCR反应体系及条件 

反应体系：10×Buffer 1．5 ，M (25 mM) 

1．5～4．0 tA， 41Ps(3．2 mM)4 ，Taq酶 (5 U， 

)0．3 ，模板5 (50～100 ng)，引物 (10 ) 

0．6 ，加双蒸水至 15 。反应条件：94~C预变性 

5 min，然后进行如下 35个循环：94c【=变性 1 rain， 

72~C延伸 2 min，退火 1 min，温度因位点而异 (53 

57~C)(表 1)，循环结束后进行后延伸 72 c【= 

10 min 

表 1 微卫星引物的序列、退火温度及重复类型 

Table 1 The 8equeno~；， annealiI1g temperature and repeat type of microsatellite primers 

mung 1 

mung 2 

mung 3 

mung 4 

mung 5 

mung 6 

mung 7 

mung 8 

mung 9 

R： AAGCAAT GrC ：I I1：I℃ 

F 0二777 6 7 GT 

R：GCCr̂ CrAA ℃AAC ；̂ 

F：CAGGCACCC0CAGr丌_I’ 

R：GICrACACAGGCI℃AoG  ̂I 

F：GGCr℃L]B 1̂TCrAĈ 1]广 r 

R：CAACCA，] 觚 AACICrC 

F：0口 GGCTITAA 册  ̂I’r]r 

R：G( ℃GCrC ĈAC3TIL-q'G'T 

R： CĈ Tr℃眦 AAGACI℃CTCT 

F：AGrCCCr̂ TT̂ CATCCA( AG 

R： ITATCCrc AAAGCCrAAG 

F：TGGGI℃Cr兀'GGAAGA 

R：TGGCTTAAAA1℃AATCA( rI’A 

F：GACAGAG ；GG ĜGGGr̂  r 

R：TGGCAAGrr rrrGA 

d(GT)I2d(GA)2l 

54℃ 

54℃ 

54—56℃ 

54—56℃ 

锄 ‰ 

l  (  (  

d  d  d  d  d  d  d  d  
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1．2．4 电泳和银染 

PCR产物用 10％的变性聚丙烯酰胺凝胶分离， 

银染法显色，上海培清凝胶成像系统拍照，用 T0． 

t
—
al

—~h、Ge1．Pro Analyzer软件分析。 

1．2．5 各微卫星座位上等位基因的确定与命名 

根据每个微卫星座位上等位基因泳动的距离抽 

出3—5个样品进行测序 (浙大生物所自测)，将包 

含该座位上重复序列且泳动距离最远者命名为A， 

其次为 B，再者为 C，最后为D。 

1．3 数据统计处理 

1．3．1 等位基因频率 (allele frequency)与基因型 

频率 (genotypic frequency) 

等位基因频率是指一个群体中某一基因对其等 

位基因的相对比率。基因型频率是指一个群体中某 
一 性状的各种基因型之间的比率。对于一个处于 

Hardy-Weinberg平衡的群体，基因型频率在世代交 

替过程中保持不变。在一个基因座位上具有两个等 

位基因的情况有如下公式： 

P= (2N从+NAB)／【2(N从+NAB+NBB)J； 

q= (2NBB+NAB)／【2(N从+NAB+N髓)J 

其中P为等位基因A的基因频率；q为等位基 

因B的基因频率；N从、NAB和 N 分别为群体中基 

因型为从 、AB和 BB的个体数。 

对于群体中的复等位基因，有如下定义： 

P =[2(ii)+(0"1)+( 2)+⋯⋯(／in)]／2N，其中 

P 为第 i个等位基因的频率；i为纯合复等位基 

因；jl，j2，⋯⋯ 为与i共显性的第 1到第 n个 

等位基因。由于微卫星呈共显性遗传，对测得的基 

因型进行简单的统计计算即可获得等位基因频率， 

N为样本含量。 

基因型频率 =基因型个体数／测定群体总数 

1．3．2 位点的杂合度 (hetemzygosity，h) 

按 Nei和Roychoudhurg(1974)方法计算： 
n 1 

h=1一∑ ，H= Zhi，其中P 为第i个等位基 

中 PIC为位点平均多态信息量，r为微卫星位点 

数，P ，P，分别为第i个、第 个等位基因的频率， 

m为等位基因数。 

1．3．4 有效等位基因数 (effective number of allele， 

Ne) 

Ne 毒，Ne ÷ Ne 其中 为第 个等 
位基因的频率，Ne为平均有效等位基因，r、m同 

上。 

1．3．5 基因纯合度 (individual gene homogeneity) 

每个个体纯合位点占总检测座位的比率。 

2 结果与分析 

2．1 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果分析 

分析结果见图 1。 

图l 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图 

泳道 7为 Marker，片段大小从上到下依次是 404、331、 

242、190、147、lll、llO、67、34 bo。nmng 8(第 l—ll泳 

道)中，l、3、lO、ll为All型，2、4、5、6、8、9为 从 型； 

nmng 9(12—22泳道)中，全部为AB型。 

Fig．1 Electro0horesis results ofdenatured polya~rylamide 8el 

Line 7 is er，it is 404，33l，24 2， l9o， 147 ， lll， llO， 67， 

34 bp from up to down，mung 8(1ine l—l1)，l，3，lO，ll is 

AB；2，4，5，6，8，9 is AA；mung 9(1ine 12—22)，all is 

AB． 

因的频率，n为等位基因数；r为微卫星位点数； 2
．2 z：ZCLA长爪沙鼠群体遗传多态性的分析 

H为平均位点杂合度。 

1．3．3 多态信息量 (polymorphism information cont- 

ent，PIC) 

按 Bostein等 (1980)方法计算： 
m  m 一 1 m  一 。 ’ 

PIC=1一善 一蚤． ． ，PIC=~， EPm1 1 
3 1 

， 其 
‘= ‘= = ‘+ J ‘ J 

表 2列出了Z：ZCLA长爪沙鼠在每个微卫星座 

位的等位基因频率、基因型频率，9个微卫星座位 

经 检验表明均为差异极显著 (P<0．01)，不符 

合 Hardy．weinberg平衡，说明群体偏离遗传平衡状 

态。就等位基因数量而言，各个座位上不尽相同， 
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mung 1有一个等位基因，基因型也只有 1种，即 

完全纯合；mung 2有 3个等位基因，形成 3种基 

因型，其中A为优势基因；mung 3有4个等位基 

因，形成 2种基因型；mung 4有 4个等位基因， 

形成5种基因型，纯合型的基因型有2种，其中A 

为优势基因；mung 5有 2个等位基因，形成 1种 

基因型；mung 6有 4个等位基因，形成 2种基因 

型；mung 7有 2个等位基因，形成 3种基因型； 

mung 8有 2个等位基因，形成 2种基因型，有 1 

种纯合基因型，A为优势基因；mung 9有 2个等 

位基因，形成 1种基因型。不同位点的等位基因数 

不完全相同，这与 Neumann等 (20o1)的结果大体 
一 致。 

2．3 Z：ZCLA长爪沙鼠的群体遗传变异分析 

不同微卫星座位作为遗传多样性研究指标的可 

行性与其自身及在特定群体中表现出的遗传特性有 

关。本研究采用9个微卫星座位分析Z：ZCLA长爪 

沙鼠的遗传变异性，结果见表 3。 

表 2 9个徽卫星座位等位基因频率与基因型频率 

Table 2 Allele lenci and genotypic equencies of 9 Mi~ ellite loci of Z：ZCLA Mongolian 8edm 

9个座位 (座位 1～9)的等位基因数目分别是 

1、3、4、4、2、4、2、2、2个，平均等位基因数 

为 2．6个；杂合度分别是 0、0．3490、0．6875、 

0．6426、0．5、0．7222、0．4938、0．32、0．5，平均杂 
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合度为 0．4684；多态信息量分别是 0、0．3455、 

0．6743、0．6351 l 0．375、 0．7037、0 3719、 0 2688 

0．375，平均 0．4166。有效等位基因数在 9个座位 

上分 别 是 1、1．5362、3．2、2．7978、2、3．6、 

1．9756、1．4706、2，平均有效等位基因数为2．1756 

个。 

表3 9个微卫星座位的等位基因数、位点杂合度、多态信息量、有效等位基因数 

Table 3 The Allele numbers，heterozygesity(h)，PIC(p0lyⅡHpllisrn information content)，Ne(effective numbers 0f alleles)0n 9 mierosatellite loci 

2．3 Z：ZCLA长爪沙鼠的基因纯合度 

个体的基因纯合度实际代表个体的近交系数。 

从本实验所取样本看，基因纯合度最高达 0．5555。 

最低为 0．1111，全群平均值为0．3389，结果见表 4。 

表4 全群基因纯合度 

Table4 Th eindividual gene homogeneity ofZ：ZCLA Mongefian gerbil 

3 讨论 

近年来国内关于啮齿类实验动物微卫星研究的 

报道主要集中在遗传质控方面。张树辉等 (2000) 

曾用42个微卫星标记对 9种近交系小鼠进行多态 

性研究，得出某些微卫星标记可用作常规检测小鼠 

品系的来源和遗传背景。吴宝金等 (2003)用 39 

个覆盖小鼠19条染色体的微卫星标记对6种品系 

的小鼠进行遗传检测和遗传概貌评价，结果发现国 

内某个ICR封闭群的近交系数过高，已不符合封闭 

群特征。李瑞生等 (2001)在国内首先用 10个微 

卫星标记研究了6种品系的近交系大鼠的多态性。 

结果发现 9个微卫星座位具有多态性，不同品系的 

个体之间具有多态性，不同地区的同一品系之间也 

存在一定差异，据此得出微卫星可以用作区分近交 

系与杂交系、品系与品系、品系与亚系。谢建云等 
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(2003)用 34对微卫星引物对 10个品系的近交系 

小鼠进行遗传检测，并首次成功地摸索出用二重 

PCR检测近交系小鼠遗传质量的工作条件。陈振文 

等 (2004) 用 14个微卫星标记对国内 11个 BALB／ 

C小鼠群体进行遗传质量控制检测，发现有4个群 

体在同一座位上出现遗传污染 (多态性)。 

Neumann等 (2001)发现野生长爪沙鼠与欧美 

的实验长爪沙鼠在 9个微卫星座位上存在较大差 

异。野生鼠在每个座位上都有7个以上的等位基因 

(7～12个)，平均杂合度为0．761，平均等位基因 

数为9．2个，而实验鼠最多只有 3个等位基因，平 

均杂合度为0．136，平均等位基因数为1．78个。本 

实验样品来自Z：ZCLA封闭群，等位基因2～4个， 

平均杂合度为0．4684，平均等位基因数为2．6个。 

因平均杂合度与 PIC有相同作用，根据 Bostein等 

(1980)提出衡量基因变异程度高低的多态信息量 

(PIC)指标，PIC>0．5为高度多态，0．25<PIC< 

0．5时为中度多态，PIC<0．25为低度多态，所以据 

此认为 Z：ZCLA长爪沙鼠在 mung肛1上属低度多 

态 ，在 mung 2、mung 5、mung 7、mung 8和 

mung 9上属中度多态，在 mung 3、mung 4和 

mung 6上属高度多态，全群均值为 0．4684属中 

度多态，较Neumann等 (2001)的实验群体高，究 

其原因可能是Z：ZCLA长爪沙鼠封闭群的始祖的群 

体有效含量较高 (>20只，因年代久远而造成原 

始资料缺失，已无从考知具体数字)，而Nenmann 

等 (2001)研究中群体的始祖为9只 (这9只长爪 

沙鼠可追溯到 1954年美国从 日本引进的 22只长爪 

沙鼠，而日本的长爪沙鼠则为 1935年从中国和蒙 

古捕捉的野生鼠)。 

表 5 Z：ZCLA长爪沙鼠与Neumann等 (2001)长爪沙鼠的等位基因数的比较 

Table 5 Con~ sollS among alleles ofZ：ZCLAMongolian gerbil．Nemmnn d a／．，(2001)wild and Lab．M~．gdinn gerbil 

座位 

Loci 

等位基因Allele 

Nemmnn野生鼠 

Wild 

Nemmnn实验鼠 

Lab． 

Z：ZCIA实验鼠 

Z：ZCLA Lab． 

据作者了解，20多年中，Z：ZCIA普通级长爪 

沙鼠封闭群曾经历过大规模产业化 (产值曾达亿 

元)、培育近交系、部分个体实施剖腹产进行生物 

净化升为清洁级 (SPF级)封闭群等3次种群变 

动，这 3次变动造成了种群扩张和缩小，从而有可 

能造成了该群体基因的选择、突变、迁移和遗传漂 

变等，这也可能是目前普通级 Z：ZCLA长爪沙鼠在 

9个微卫星座位上等位基因频率经 检验均为差异 

极显著 ，不符合 Hardy—weinberg平衡的根本原因。 

另外，基因进化的时序不同也是造成各微卫星座位 

的等位基因频率差异的原因之一。 

对于封闭群实验动物，遗传多样性一般是指品 

种或品系内个体在 DNA水平上的差异。Z：ZCLA长 

爪沙鼠是浙江省实验动物中心自1978年对野生鼠 

进行封闭繁育，并施以生物净化得来的，现已传至 

40多代。利用微卫星标记分析其群体遗传结构， 

在分子水平上对该群体进行遗传多样性研究，可了 

解其遗传结构、生活背景，分析其进化的历史和潜 

力，探讨该封闭群是否近交、近交的原因和现状， 

并提出合理的保种措施。 

Z：ZCLA长爪沙鼠有等位基因1～4个，平均等 

位基因2．6个，平均杂合度0．4684，多态信息量 

0．4166，全群基因纯合度0．3389，提示其目前遗传 

多样性处于中度多态。 

*陈晦汶 ，欧阳兆和，王承利．2 ．用微卫星揪 术对国内B．41B／c小鼬蠹传质量的分忻．中国实验动物学会第六届学术年会沦交集．91—94． 
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