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摘要：随机扩增杂交微卫星（)*+,-. *./01213, 45671,18*91-+ .1:7-;*9300193;，)<=>）是一种复合 )<?@扩增和
寡核苷酸扫描的方法。该方法能够从 )<?@产物凝胶上获得更多的信息，具有分析方法快速，高敏感
性，能检测到高水平的多态性等优点。)<=>方法通过对 )<?@扩增的 @A<片段进行微卫星杂交来替
代限制性内切酶对基因组 @A<的消化，有助于揭示微卫星基因组克隆，进行微卫星引物的筛选。本文
采用随机扩增杂交微卫星方法来检测小型哺乳动物大仓鼠（1%2"%*&3#+ 4*#4($）种群的遗传多态性，结果表
明 )<=>方法能够检测到大仓鼠种群中较高的多态性以及种群间的差异，这些条带模式可能代表真核
基因组中另一种多态性标记的来源，可用于检测小型哺乳动物种群的遗传多态性。
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近年来，在 !"#水平上揭示多态性的多种
分子标记已成为种群遗传分析、种属进化和生

态学研究的一种新的手段［$ % &］。其中，随机扩

增多态性 !"#（’()*+, (,-./0/1* -+.2,+3-4/5
!"#6，’#7!）是一种显性 !"# 分子标记。
’#7!以单一随机寡核苷酸作为引物，不同的
基因组 !"#为模板，通过 78’扩增，凝胶电泳
分离扩增片段检测多态性［9］。’#7!可适用于
!"#序列未知或信息较少物种的研究，已广泛
用于种群遗传多样性［&］、亲缘关系［:］等方面的

研究。微卫星（;/53+6(<1../<1）是近年发展起来
的一种新型 !"# 分子标记，是以少数几个核
苷酸为单位多次串联重复的 !"# 序列，具有
数量大、分布广、多态信息含量高、检测快速方

便等优点［=］。目前微卫星标记已用于多种物种

的研究［&，>］，成为分子生态学的研究热点之一。

随机扩增杂交微卫星（’()*+, (,-./0/1*
42?3/*/@(</+) ,/53+6(<1../<16，’#A;）是一种复合
’#7!技术和寡核苷酸扫描的方法［B］，利用微
卫星探针对 ’#7!扩增片段进行 C+D<413)杂交
来检测物种的遗传多态性。该方法能够从

’#7!凝胶上获得更多的信息，检测到高水平
的多态性。’#A;标记已用于一些物种多态性
及真核生物微卫星 !"#检测分离的研究［E % $9］，
但在小型哺乳动物种群水平上的应用不多。本

文采用随机扩增杂交微卫星方法，以检测大仓

鼠（!"#$%&"’() *&(*+,）种群的遗传多态性为例，探
讨该技术在小型哺乳动物种群遗传多态性研究

上应用的可行性。

! 材料与方法

!"! 样品来源 于 FGGF年 = % $G月采自北京
市密云县和河北省固安县，使用木板夹于农田

内捕获大仓鼠，取肌肉样于 E:H的乙醇中固
定、保存。两地区随机取 $G个样品为例进行实
验和分析。采用标准的酚I氯仿法提取基因组
!"#［$:］。常规试剂均为分析纯。
!"# $%&’ 方法 ’#7! 扩增：筛选重复性
好，多态性高的 ’#7!引物进行大仓鼠个体的
78’扩增，筛选的 $G个引物为 J7#G9，J7#GE，

J7KG&，J7K$9，J7K$=，J7L$B，J7MG9，J7NG>，
J7N$G和 J7N$&。以（8#）$:作为探针，对 ’#7!
扩增产物进行杂交筛选。’#7!反应条件参考
O/../(,6等［$=］的方法，并略加改动。反应体系
（F:!.）中含有 $G ,,+.IP L3/6QA8. -A BR&，:G
,,+.IP S8.，F ,,+.IP ;T8.F，*"L7 $GG!,+.IP，
随机引物 F!.，基因组 !"# 约 F: )T，!)- 酶
$RF: U（!).)/)L;）。在 7L8Q$GG热循环扩增仪
（;V WV ’161(354）上进行 78’扩增。反应条件为
E9X预变性 F ,/)，随后进行 9G 个循环。每个
循环由 E9X，&G 6；&=X，9: 6；>FX，$ ,/)组成。
最后一个循环结束后 >FX延伸 $G ,/)。扩增产
物经 $R:H琼脂糖凝胶电泳后，凝胶成像系统
拍照。

杂交：’#A; 杂交反应条件参考 8/0(31../
等［B］的方法。$R:H的琼脂糖凝胶分离 78’扩
增产物后，转移到尼龙膜上（ Y/+*2)1!’ Y
;1,?3()1），进行 C+D<413) 印迹；对尼龙膜进行
寡核苷酸探针杂交和冲洗，以（8#）$:作为探针
（!Z[Q标记，Y+143/)T13 ;())41/,的 &\末端标记
试剂盒）检测 8#I[L 重复的微卫星。C+D<413)
杂交、!Z[免疫检测和显色使用 !Z[ 检测试剂
盒"（Y+143/)T13 ;())41/,），杂交流程依据试剂
盒说明进行。显色完全后，用 LK（$G ,,+. IP
L3/6QA8.，$ ,,+.IP K!L#，-A BRG）缓冲液冲洗 :
,/)，尼龙膜晾干后照像保存。
!"( 数据分析 采用 7J7[K"K $R&$ 软件［$>］

进行遗传多态性分析，计算不同种群的遗传多

态性指数。记录图谱中清晰的条带，任意两个

个体间的遗传距离（0）为：0 ] $ ^ 1，1 为相似
性系数。相似性系数依据 "1/等［$B］的公式进行
计算：1 ] F234 I（23 _ 24），其中 234为个体 3
和个体 4 所共有的片段数，23 和 24 分别为个

体 3 和 4 所拥有的片段数。

# 结 果

#"! $%)*和 $%&’ 杂交结果 采用 ’#7!
方法对大仓鼠种群进行扩增，每个引物可扩增

出 $G % $9条条带，片段长度在 F:G % F GGG ?-之
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间（图 !）。所有大仓鼠个体产生的多态性条带
占条带总数的 "#$!%。样本中主要的谱带分
布型相似，并且两个地区个体的扩增图谱中均

无种群特有条带。同一种群内个体间的条带模

式相似，同时，不同种群间的个体也可扩增出相

似的条带分布型。对所有大仓鼠个体进行多态

性分析时发现，&’(’)基因多样度和 *+,--.-多
态性信息指数分别为 /$0/1和 /$2!0；对不同地
区的个体进行分析时表明（表 !），固安地区种
群的多态性值高于密云种群。

图 ! "#$%引物 &$#’(扩增大仓鼠个体基因组 %)#的电泳图谱
*+,- ! "#$% ./00123 450/+316 78+3, .2+912 &$#’( 43 0:1 ;21/012 <43,=0/+>16 ?/98012 +36+@+67/>8

! 3 !/$ 固安种群个体；!! 3 0/$ 密云种群个体。

4,-’) ! 5 !/，)6’7(8’-) 9:.8 ;<=,- >.<-?@；4,-’) !! 5 0/ 9:.8 A(@<- >.<-?@B

表 ! 大仓鼠不同地区种群的遗传多态性（ A !"）
B/5>1 ! ;1310+C 6+@128+0D 4E >4C/> .4.7>/0+438 4E 0:1 ;21/012 <43,=0/+>16 ?/98012

种群

C.6<D,?(.-
&’(’)基因多样度（#） *+,--.-信息指数（ $）

EFCG EFHA EFCG EFHA
固安 ;<=,- /$!#I J /$0/K /$0IL J /$02/ /$0I# J /$0K" /$2KK J /$2!K
密云 A(@<- /$!IL J /$!KK /$!LK J /$00/ /$0"2 J /$0#1 /$02" J /$2!2

EFHA杂交结果与 EFCG产物 MN染色后
的条带模式不同，结果见图 0。共检测出 1 3 I
条杂交条带，多态性条带占总条带数的 I!%。
所有样品的杂交结果中无种群特有单型性条

带，个体间主要的杂交谱带分布型相似。所有

大仓鼠个体的 &’(’)基因多样度和 *+,--.- 多
态性信息指数分别为 /$0LL和 /$2#!；分析不同
地区大仓鼠的多态性结果也表明，固安地区种

群的多态性值高于密云种群（表 !），这与 EFCG
方法检测所得结果一致。

图 F （G#）!H探针与 "#$%扩增产物杂交后的 "#?I图谱
*+,- F B:1 C42218.436+3, J470:123 E+>012 K/8 :D52+6+L16 K+0:（G#）!H .2451

! 3 !/$ 固安种群个体；!! 3 0/$ 密云种群个体。

4,-’) ! 5 !/，)6’7(8’-) 9:.8 ;<=,- >.<-?@；4,-’) !! 5 0/ 9:.8 A(@<- >.<-?@B
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!"! 不同地区种群个体间的遗传关系 对大
仓鼠个体间 !"#$条带和 !"%&杂交片段间的
遗传距离进行分析，结果表明，采用 !"#$方法
进行分析时，固安地区不同个体间的遗传距离

范围为 ’(’)* + ’(,)’ 之间，而密云地区为
’(’-. + ’(/’.，两地区内的平均遗传距离分别
为 ’(,./和 ’(,.0，所有大仓鼠个体间的平均遗
传距离为 ’(,0,。在 !"%& 方法中，固安与密
云地区不同大仓鼠个体间杂交片段的遗传距离

为 ’(’’’ + ’(*’’和 ’(’’’ + ’(/-.，两地区种群
内的平均遗传距离分别为 ’(,*’和 ’(’),，所有
大仓鼠个体间的平均遗传距离为 ’(,/’。

# 讨 论

通过探针（1"）,*对大仓鼠个体的 !"#$产
物进行杂交，显色后产生显著的可识别信号，这

与前述的一些研究分析所得结果一致，表明这

些条带模式可能代表了真核基因组中另一种多

态性标记的来源［2］。在本研究中，!"#$ 产物
经 34染色后产生的条带模式，与通过（1"）,*探
针和 !"#$产物杂交后产生的指纹图谱模式不
同，说明 !"#$条带在凝胶中未被完全检测出。
!"%&杂交条带模式强烈的依赖于引物5探针
的复合使用，因此，采用多对这样的组合有利于

揭示种群的遗传多态性水平。这些结果也说

明，#1!扩增产物杂交后所产生的杂交信号并
非是存在于凝胶中未经扩增的基因组 $6"。
这种条带模式的产生可能源于如下原因：任意

一次 !"#$ 反应均可产生不同丰度的多条产
物，经凝胶电泳、染色后仅能分辨出丰度最多的

扩增条带，但是大部分的小片段依然低于检测

水平而未检出或形成背景。由于微卫星普遍存

在于真核基因组中，这为通过杂交检测这些低

丰度产物提供了可能。此外，通过某个微卫星

重复单元杂交后得到的片段信号的强度，依赖

于这些重复单元的长度及该片段的丰度［2］。

!"%&的杂交结果中，大仓鼠个体间的条
带模式存在差异，并且遗传多态性分析表明固

安种群多态性值高于密云种群个体，个体间存

在明显的遗传异质性，这与 !"#$分析的结果

一致，表明 !"%&标记可以检测到种群内的差
异和个体间的多态性。!789:;<=>? 等［2］用寡核
苷酸探针与一种植物（!"#$%#&’( )*+)",’&$）的 /,
个品系进行杂交，结果也发现该标记方法能揭

示相近基因型间条带模式的差异。47@<:?>A:
等［,2］也认为该标记方法可识别小麦变种。此

外，!:B=C;等［,’］也发现 !"%&方法能够区分物
种间的亲缘关系。他们认为 !"%& 技术中可
能包含了某种杂交控制，一些 !"%&条带可能
是比 !"#$方法对物种亲缘关系更为可靠的描
述。"B78D887 等［,/］也认为 !"%& 方法是一种
可检测种群内多态性的新型标记。此外，杂交

产生较低复杂性的条带模式，有利于检测到物

种特异性的条带，如 %>;?E等［/’］用 !"%&标记
筛选到雄性荷兰牛的特异条带。

以（1"）,*作为探针，筛选 !"#$ 扩增产物
进行 !"%&杂交。探针（1"）,*在 !"#$扩增产
物中检测到的多态性条带占总条带数的 -,F，
说明这些条带中含有（1"）重复序列。将这些
杂交条带纯化和克隆测序，将有助于揭示微卫

星基因组克隆，筛选微卫星侧翼引物，而无需

耗时扫描基因组文库。17G:;C@@7 等［)］采用寡核
苷酸探针对不同植物的 !"#$产物进行杂交，
筛选阳性条带，结果发现这些阳性微卫星条带

与植物基因组文库扫描结果一致。之后，他们

将寡核苷酸探针检测到的 !"#$产物纯化、克
隆测序，分析结果表明这些 !"#$条带中确实
含有该微卫星重复单元序列。H:?:I: 等［,,］采
用 !"#$方法对一种山毛榉树（-(.*$ %&’/(0(）
个体扩增后进行 !"%&杂交，产生了 ,’(0F的
阳性片段率，并依据这些条带设计出 )对可成
功扩增微卫星的侧翼引物。因此，H:?:I:等［,,］

认为 !"%& 方法比用常规构建基因文库筛选
微卫星引物的方法具有更高的筛选效率。多个

研究者也采用 !"%& 方法筛选了微卫星引物，
用于种群遗传学和种质变种的研究［,.，/,］。

总之，!"%& 方法能够从 !"#$ 产物凝胶
上获取更多的遗传信息，该技术复合了寡核苷

酸指纹和 !"#$的许多优点，如分析方法快速，
敏感性高，检测到高水平的多态性和无需已知
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!"#序列的信息等。该方法可通过对 $#%!扩
增的 !"#片段进行微卫星杂交，替代了限制性
内切酶对基因组 !"#的消化，有助于揭示微卫
星基因组克隆；再者，使用非放射性探针，避免

了放射性的危险。本研究通过 $#&’标记，检
测到大仓鼠种群中较高的遗传多态性和个体间

的差异，表明 $#&’标记可作为检测小型哺乳
动物种群水平上遗传多态性的一种新型分子标

记。
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