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摘要 应用多重 CP R 结合半 自动化荧光标记 DNA 分析技术从 32 8 个微卫 星标记

中筛选 出分布于 23 条常染色体及 1 条性染色体 ( Z 染色体 )
、

覆盖 308 0 C M
、

包含在 30

个引物组合中的 17 0 个多态微卫星标记
,

平均标记 密度为 18
c M

,

并优化 了这些引物

组合的反应条件
.

筛选出的这些多态微卫 星标记在本实验群体中符合 M en de l 遗传

定律
,

可应用于鸡的连锁图谱分析及重要经济数量性状的定位研究
.

关扭词 鸡全基因组扫描 多重 P C R 微卫星标记 基因型

目前确定数量性状位点 ( QTL )主要有两种方法
,

一是候选基 因法
,

即根据 已有的生理生化

知识
,

推断可能有哪些基因参与了性状的形成
,

然后利用表型差异大的品种或群体检测基因的

变异
.

该方法虽然简便
,

但有效基 因数有限
,

且不能发现一些新基因
.

另一方法是基因组扫描

法
,

其基本原理是应用大量微卫星标记对整个基因组进行扫描
,

寻找与控制表型性状的基因紧

密连锁的多态标记
,

通过统计推断
、

分析标记与 Q ll 的连锁关系
,

最终将控制表型性状的基因

定位在连锁图谱上
.

与候选基因法相 比
,

基因组扫描要求应用大量的微卫 星标记在具有完整

性状记录的
、

群体数量大的资源家系进行全基因组扫描
,

此方法的缺点是工作量大
,

实验经费

较高
,

但在整个基因组进行搜索过程中易于发现新基因
,

因而倍受研究者 的青睐
.

近年来
,

很

多研究小组应用这种方法定位 了一些肉用性状
、

乳用性状和繁殖性状的 Ql l [`〕
.

全基因组扫描是一件工作烦琐的研究
,

因而
,

研究者们努力寻找一些能减少工作量
、

加速

研究进展的方法
.

19 88 年 C ll出 1也e lr ian z[, ’ 」等首次提 出在 同一反应体系中进行多个序列 的扩

增
,

即 M
一

CP R
.

M
一

CP R 的关键是 CP R 条件 的优化
,

即不仅要求不同引物能在 同一反应体系中

进行特异性扩增
,

且能通过一定的电泳手段分辨出各对引物的扩增产物
.

在人类基因组结构

与功能基因的研究 中
,

多重 CP R 技术得到 了广泛的应用
,

利用多重 CP R 结合半 自动化或全 自

动化荧光标记 DNA 分析技术
,

A BI 公 司相继推 出了包含 6 个
、

9 个
、

13 个
、

16 个位点的 Ciof l
-

e

严
,

P m石ler luP
s MT

,

sG M luP
s伽及 Id en it ifl e r T M

试剂盒
,

为亲子鉴定及人类疾病等性状的 QTL 定

位奠定了基础
.

在动物研究领域
,

多重 CP R 的应用还不多
,

如何借助于人类 基因组 中的研究
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成果加速家畜禽经济数量性状 ( QT L)的定位一直是动物遗传研究者努力 的方 向
.

在本研究

中
,

借助于成功应用于人类基因组研究中的多重 代 R技术进行了大量多重 CP R 反应条件的优

化实验
,

获得了 30 个引物组合包含 170 个微卫星标记的最佳反应条件
,

同一个反应体系中能

同时加入 38 对引物扩增特异片段
,

并应用到大规模鸡 的基因组 扫描中
.

实践证明多重 CP R

的应用能减少 34/ 至 4/ 5 的工作量
,

大大降低了实验成本
,

为加速实验进展奠定了基础
.

1 材料与方法

1
.

1 实验材料
DNA 样本

:
本实验 DNA 取 自中国农业大学资源家系闭的肉鸡杂交系

,

杂交配套采用泰和

丝毛乌骨鸡和明星 肉鸡杂交
,

从中选出正反交共 4 个家系
,

包含 40 只祖代 ( 0F )
、

22 只亲代

( F I )
、

376 只子代 ( 2F )
.

引物
: 5

’

端标记有 l花 x
,

TE T 或 6
一

F灿项亚磷酸酞胺的引物由美国密西根大学 H an s Ch e n g 博

士提供
.

1
,

2 实验方法

1
.

2
.

1 D N A 样品的提取 DNA 提取采用 而m叫势 公司 iW
z aJ 月

国

诀
n o m i c D NA uP ir if ca it on 试剂

盒说明书进行
,

将 DNA 浓度稀释至 10 n坦/ “ L
.

1
.

2
.

2 引物组合的设计 根据标记在引物 5
,

端荧光的差异
、

扩增片段的大小以及尽量避免引

物间配对的原则
,

将 3 一 8 对引物放在一个 M
一

CP R 中扩增
.

为减少非特异性扩增片段的干扰
,

在 0F 代中对所有个体分别进行了单个标记的扩增及 M
一

CP R 扩增
,

只有单个标记的扩增片段

大小与 M
一

代R 扩增片段大小一致的标记才被应用于 F l 和 凡代的基因型连锁分析及 QTL 的定

位研究
.

根据 0F 代的扩增结果
,

可获得某个标记在本群体中的精确扩增片段大小及基因型
.

1
.

2
.

3 p CR 反应 CP R 反应 总体积为 巧 拜L
,

含有 ND A 模板 20 gn
,

1
.

5

~
U L M邪犯

,

50

咖
。 F L KC I

,

10
~

F L irT ot n
-x l oo

,

0
.

IDI % 明胶
,

200 lOnnI
I/ L dM即

,

S U aT q DNA 聚合酶
,

正反

向引物各 0
.

2 pmo l
,

其中正向或反向 5
,

端标有 IIE x 或 TE T 或 6
~

FAM 亚磷酸酞胺
.

CP R 反应条

件为
:
94 ℃预变性 5 而 n ,

94 ℃变性 40
, ,

根据不 同引物组合设置 2 一 3 个退火温度
,

退火 1 而
n ,

7 2℃延伸 1 而
n ,

每个退火温度设计 10 一
20 个循环

,

最后 72 ℃延伸 O4 而
n

.

1
.

2
.

4 凝胶电泳 CP R 产物凝胶 电泳和图像分析采用 PE
一

AB B 77 全 自动序列测定仪
,

A BI GS
-

35 0 T AMR A 分子量内标
,

在 4
.

5% 聚丙烯酞胺凝胶中 ( 29
: 1

,

6 mo F L 尿素 )电泳 2 h
.

2 结果

2
.

1 多孟 P C R 反应条件的优化

多重代 R 反应要求同一反应体系中同时特异性地扩增多个微卫星位点
,

根据这一特点
,

本实验主要从退火温度
、

退火和延伸时 间
、

循环次数
、

CP R 缓冲液
、

dNI于 的用 量等方面对 M
-

CP R 反应条件进行了优化
,

经过反复的实验
,

从 328 个标记 中优化了包含在 30 个引物组合的

170 个多态微卫星标记
.

2
.

2 多态微卫星标记的选择

从 328 个标记中获得 了 170 个可借助 M
一

CP R 技术分析其基因型的多态微 卫星位点 (见

表 1)
.
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表 1筛选出的多态微卫星标记

引物组合

óóó一ōóóùó

MC研 6 /1

C M研 , 5

AD U场 8

M CW8 1

M CW 17 6

M CW 178

M CW 3 1

AD L 12 3

A D L 146

M CW 10

MCW 1 80

M CW 82

M CW 62

M CW 55

M CW 148

M CW 2 17

M CW 27

A l) U 79

A l )2I 6()

A D L 187

M C从佗 10

A D幼 3 1

A D L I勺9

A D曰 28

A D口 36

U E l l s

M CW2 95

M CW3 23

A D口 20

M CW3 22

M CW 3 05

M CW 128

M CW 154

M CW 7 8

M CW 123

M C场 1肠

M C研叹3

M C从芍8

M CW l l Z

M CW I印

M CW S

位点

M〔爪 3 5

M CW 9 7

M C双它2

A D L 15 8

M〔:W 18

M CW 15 1

M〔 ;W9 8

M CW 83

MCW l l g

M CW 94

M CW2 9

A l )U以

A D L 147

M CW 13 5

A D理 70

M C场3 7

A D巴 9()

LE l l 46

M CW 2 1 1

A D】3 8

A l )12 99

M C从石9

M CW l l s

A D2I 84

A DI 2 89

M CW 146

A D L 142

M CW 23 1

M CW 17 3

M C耳5 8

A OU 80

M CW 14 5

M CW习8

M C研 2r 2 2

M C从 2 37

M CW 18 5

L l: 18 5

M CW2 30

LE l l 44

M CW 193

M CW I以

M CW 137

M C耳空〕 )

M ( : W 2( 】7

M CW 184

M〔卿 8 0

M(卿 2 14

O E9I 7

M CW 84

M CW 34

M CW 19 8

MCW 20 5

M C W loo

M CW 2 18

M CW 22 4

ll E 14 5

A D L 13 6

弓̀飞é4
lrù ù

O7
)口DQùné,L,
了

ù内j月t

` .且勺1一.1, 1J.l

L E7I 3

M CW 16

A D 12 3 1

M CW肠

班 : 17 9

1正:16 8

A l )此 24

A l )L 抖5

ADL 169

人D皿 50

LE 9I 8

A D I另 19

A D I 2 7 8

MC认佗14

MC W3 3O

MC W3 3 1

LE 7I 5

M CW r2 3 8

M CW 24D

班 ]170

A DL 102

M〔瓜 194

1王 18 1

T l咫 8

A D】3 30

A D 13 4 8

MC马卫85

A D L 15 4

A I〕12 0 1

A D U oo

I 下了R ,

}王 180

MC从24r 7

MC双 2 5 5

MC研 2 4 8

11 王月礴

A I)目 23

A D曰 22

A I)理 57

1王 110 8

LE 184

A D12 73

A D13 10

IL E 14 1

班 : 19 1

M C从 2 5 7

M C砚 2 5 1

M CW 16 5

M CW2 56

M〔服叹52

M CW 264

LE l l 74

A D】3 26

日 El l ls

M C双2 96

M C双 3 13

AD】2 8 8

U E 16 1

A l )L抖 1

1卫 11肠

A D 12 92

M CW 32 8

M CW 3 16 Al )13 14

巧181617192021耸2324272526

M C双3/戊

班: 112 1

M C从2r 4 1

M《不 3 0 8

M C研2r 94

A l )曰 12292830

采用这 170 个微卫星标记
,

在本实验群的 凡 代 4 个家系的 3 76 个个体中进行 了基 因型分

析
,

应用 GE NSE c ANMT 3
.

0 软件进行数据收集
、

泳道线校正
、

校正 内在分子量标准和测量迁移片

段大小
,

并用 C七11 o t即尹 2
.

5 软件进行基因分型
.

经初步检验
,

这 170 个位点在本实验群 中均符合 M en d e l 遗传定律
,

可用于连锁分析及 Q
t

rL

定位研究
.

据统计
,

上述优化筛选出的多态位点分布在 23 条常染 色体及 1 条性染色体 ( Z 染

色体 )上 ( h ttP
: / /

~
.

耐
.

~
,

n F袱base
_ i e

.

h耐 )
,

各染色体上的标记数及标记密度见表 2
.
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表 2各染色体上的标志

染色体号 染色体长度/ M c标记数 标记密度/ cM 染色体长度/ cM 标记密度/ cM

l3

55 233338 10 10 28 3巧6 1 9 27 2

5 27 45 1印77 6 9 449 25 41 95 27 0 9 27 17 17 6 8 5 27 10 2玲刀价 ll t0 2黔 ) { l玛

1 2
.

6 5

9
.

55

巧
.

7 6

染色体号

l3

1 4

l5

6 l

l7

1 9

0 2

22

23

2 4

6 2

Z

标记数

4

4

5

3

2

3

3

l

2

3

2

l0

1 2
.

5

7 l

6 23 2111 2 4455 46 4n 35 448 1 43 22翎7 0 1职7 5 1777 98 50 5 17 5 1 2
内 J 4气曰ù 07 只é 0 1 9,山

己.盆̀1.,1

3 讨论

3
.

1 多重 P CR 反应条件的优化

与常规 CP R 反应相比
,

在对引物组合的 M
一

CP R 反应条件进行优化时
,

我们在以下方面对

反应条件进行了调整
:
( l) 根据引物组合中各对引物的 T m

值选择多个退火温度
,

每个退火温

度循环 10 一
20 次

,

同时延长退火
、

延伸时间
,

以满足不同引物的扩增要求 ; ( 2 ) 延长反应结束

时延伸时间
,

反应结束时 72 ℃延伸至 40 而
n ,

从而减少 了扩增产物加尾 ( op lsA )即复制打滑不

整齐的影响 ; ( 3) 在 CP R 缓冲液中加人一些能增加特异性扩增的添加剂
,

如 irT t on X
一

100
,

同

时
,

适当增加反应体系中 dNT p 的量 ; (4 ) 缩小了反应体系
,

常规 CP R 反应体积一般为 25 一
50

uL
,

本研究中反应体系缩小至 巧 拼L
,

降低了实验成本
,

并为进行大批量的基 因组扫描提供了便

利
.

虽然从以上 4 个方面进行多重 CP R 反应条件的优化
,

但仍有很多微卫星标记无法合并到

现有的引物组合中
,

其原因主要有
:
( l) 部分引物 5

`一

端上标记的荧光发生衰变
,

无法在序列分

析仪上分辨出扩增产物
,

在未被并人现有引物组合的引物中约有 巧% 发生 了荧光衰变 ; ( 2 ) 引

物间的配对可能影响了部分引物的扩增 ; ( 3) 现有的 M
一

CP R 反应体系如退火温度
、

M扩
十

浓度

等不适宜这些引物的扩增
.

3
.

2 标记密度与 QT L 的定位

经过反 复优化 M
一

CP R 反应条件后筛选 出的 17 0 个 多态微卫星标记在本实验群 中符合

M e n d e l 遗传定律
,

可用于连锁分析及 娜毛 的定位研究
.

从表 2 可看出这些标记分布在 23 条常

染色体和 1条性染色体上
,

覆盖 30 80
CM

,

平均标记密度为 18 CM
,

从整体上看标记密度较大
,

可

满足定位 Q几 的要求
,

但不同染色体间标记密度差异较大
,

标记密度最大 的可达 6
.

33 c M
,

标

记密度小的只有 38
.

6 c M
.

有研究表明
,

在孙女设计中不同的群体结构
、

性状遗传力
、

QTL 效应

大小和 QTL 在染色体上的位置等各因素的影响下
,

不同标记密度对 QTL 定位的精确性 的影响

不同 s[]
.

因此
,

在以后的研究中有必要进一步加大标记密度
,

以提高定位 QTL 的精确性
.
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