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【摘要】 目的  分析评估恒河猴遗传多样性水平，为建立标准化的恒河猴监测方法提供基础资料。方法  利用19个微卫星DNA标记对恒河猴遗传多样性进行分析，经基因组DNA提取、PCR扩增、聚丙烯酰胺凝胶电泳等，用POPGENE 1.32软件及Excel进行统计分析。结果  19个微卫星座位均呈现出了高度多态性，共检测到了等位基因164个，各座位的观察等位基因数在6 ~ 11个之间，平均为8.6316个；各基因座位的有效等位基因数在3.5727 ~ 8.9416个之间，平均为6.0709个；各微卫星座位的观察杂合度在0.2560 ~ 0.6364之间，群体平均值为0.4309；期望杂合度在0.7230 ~ 0.9010之间，群体平均值为0.8270；多态信息含量在0.6771 ~ 0.8874之间，群体平均值为0.7979；香隆信息指数在1.4249 ~ 2.2662之间，群体平均值为1.8901；本研究检测的19个微卫星座位均偏离Hardy-Weinberg平衡（P<0.01）。结论  所研究的恒河猴群体遗传多态性比较丰富，本实验为今后建立恒河猴质量监测方法提供理论依据。
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【Abstract】  Objective To estimate the genetic diversity of Macaca mulatta and providing valuable information and references for standardization of the population. Methods Macaca mulatta were genotyped using 19 microsatellite DNA markers, DNA were extracted from blood and amplified by PCR, PCR products were analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis. Every microsatellite locus was calculated by softwrare Popgene 1.32 and Excel. Results All nineteen microsatellite loci were highly polymorphic, 164 alleles were found in the outbred stock. Na, Ne, Ho, He, PIC and I ranged from 6 to 11, 3.5727 to 8.9416, 0.2560 to 0.6364, 0.7230 to 0.9010, 0.6771 to 0.8874, and 1.4249 to 2.2662, with an average of 8.6316, 6.0709, 0.4309, 0.8270, 0.7979 and 1.8901, respectively. All of 19 loci showed significant deviations from Hardy-Weinberg equilibrium. Conclusions  Results indicated there are high variations of Macaca mulatta in this study. The experiments can provide a theoretical foundation for establishing genetic quality monitoring method with specific microsatellite loci.
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微卫星DNA（microsatellite DNA），也称为简单序列重复（simple sequence repeat，SSR）、短串联重复序列（short tandem repeat，STR），在生物基因组中一般以1-6个碱基为其核心序列、首尾相连组成串联核苷酸重复序列。由于核心序列重复数目的不同，产生了DNA多态性。微卫星DNA标记与其它分子标记相比，具有数量多、分布广、多态性丰富、共显性遗传、选择中性、易检测、重复性好、可提供高分辨率的遗传信息等特点，是一种理想的分子标记，已广泛应用于群体遗传结构研究和遗传多样性分析[1-5]。恒河猴（Macaca mulatta），为灵长目（Primates）猴科（Cercopithecidae）猕猴属的一个种，是非人灵长类中分布范围最广、数量最多的一个类群。国内外通过人工驯养繁殖，已建立了许多人工饲养繁殖种群，被广泛地应用到医学和生物学等研究领域。中国医学科学院医学生物学研究所全国医学灵长类研究中心开展人工饲养、驯化繁殖恒河猴已有50多年的历史，本研究从该中心人工饲养繁殖的2000余只恒河猴群体中随机抽取60只，利用19个微卫星DNA标记对该恒河猴群体进行遗传多样性检测，以期获得现有实验恒河猴种群的遗传概貌信息及建立一种对恒河猴群体有效的遗传监测方法，并对现有繁育方式作出评价，从分子遗传角度指导该恒河猴群体今后开展合理、科学的遗传繁育。
1  材料与方法

1.1  实验动物和基因组DNA提取

随机抽取人工饲养繁殖的普通级恒河猴共60只，雌雄各半，来源于中国医学科学院医学生物学研究所全国医学灵长类研究中心【实验动物生产许可证：（滇）SCXK2010—0006】。股静脉抽取全血2 mL，EDTA抗凝。采用AXYGEN DNA提取试剂盒提取基因组DNA，详细操作步骤见说明书。

1.2 主要试剂和仪器

PCR仪（BIO-RAD公司，美国），垂直电泳槽、电泳仪和凝胶成像系统（北京六一仪器厂，中国）；Sony数码相机（Sony公司，日本）。DNA提取试剂盒（爱思进生物技术有限公司，中国)，2×PCR Master Mix、DL2000及聚丙烯酰胺凝胶电泳相关试剂（天根生化科技有限公司，中国）。
1.3  引物设计及PCR扩增

自NCBI网站（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unists）查取19个微卫星DNA标记，由生工生物工程（上海）有限公司合成，各微卫星标记在染色体上的分布等信息见表1。
PCR反应体积为25 µL，引物F和R各(20 µM/L) 1 µL，模板DNA 1 µL，2×PCR Master Mix 12.5 µL，ddH2O 9.5 µL。PCR反应条件为95 ℃预变性6 min；然后94 ℃变性1 min，54-65 ℃退火45 s，72 ℃延伸1 min，35个循环；最后72 ℃延伸10 min；4 ℃终止反应。
表1  微卫星DNA标记的相关信息
Tab. 1  The information of microsatelliteDNA markers

	序号

Order number
	座位

Locus
	染色体

Chromosome
	引物序列（5′-3′）

Primer sequences
	退火温度

Ta/℃

	1
	D1S215
	1
	F：GACACAGGTAGGTTAGAAGGATG

R：TGTCTTGGTGAATTGACCCT
	63

	2
	D3S3045
	2
	F：ACCAAATGAGACAGTGGCAT

R：ATGAGGACGGTTGACATCTG
	63

	3
	D7S513
	3
	F：AGTGTTTTGAAGGTTGTAGGTTAAT

R：ATATCTTTCAGGGGAGCAGG
	60

	4
	D6S501
	4
	F：GCTGGAAACTGATAAGGGCT

R：GCCACCCTGGCTAAGTTACT
	65

	5
	D4S1645
	5
	F：CAACTTTCTTCAATAAATTTGGC

R：CAGACACTGTCCTGTTGTGG
	54

	6
	D5S1470
	6
	F：CATGCACAGTGTGTTTACTGG

R：TAGGATTTTACTATATTCCCCAGG
	58

	7
	D15S644
	7
	F：CCTTCATTGGCAGACTCACT

R：GCAGACACCAAGATGATAACG
	62

	9
	D8S1106
	8
	F：TTGTTTACCCCTGCATCACT

R：TTCTCAGAATTGCTCATAGTGC
	58

	10
	D10S611
	9
	F：CATACAGGAAACTGTGTAGTGC

R：CTGTATTTATGTGTGTGGATGG
	60

	11
	D22S419
	10
	F：GGCTCAGGGACTCTGGA

R：GGCCAATCGGTAGGTCA
	63

	12
	D3S1768
	12,2
	F：GGTTGCTGCCAAAGATTAGA

R：CACTGTGATTTGCTGTTGGA
	60

	13
	D2S146
	13
	F：TCATCCTTACTCTAAGCAAAGATCC

R：CACCACATTCAAATGCCTCC
	62

	14
	D11S1352
	14
	F：CGGTGAGTTTTTTTGTCC

R：ATATCCTTCATATCCTGAATCTCTG
	60

	15
	D17S800
	16
	F：GGTCTCATCCATCAGGTTTT

R：ATAGACTGTGTACTGGGCATTGA
	54

	16
	D13S894
	17
	F：GGTGCTTGCTGTAAATATAATTG

R：CACTACAGCAGATTGCACCA
	63

	17
	D18S536
	18
	F：ATTATCACTGGTGTTAGTCCTCTG

R：CACAGTTGTGTGAGCCAGTC
	60

	18
	D19S210
	19
	F：TCACACTCACTGGTCTCTCA

R：GGTGTGCCTGTGTGTAAAAG
	58

	19
	D16S3106
	20
	F：GAGACCTACAGTCTTTTGCATTTAC

R：TTTTGAAGCTGAGCAGAAGG
	60

	20
	DXS2506
	X
	F：GGAGAAATGGGGAGTAACTG

R：ACACATGGCTGGCTAGCTT
	62


1.4  电泳及结果记录
PCR扩增产物经2%的琼脂糖凝胶电泳检测效果后，取4 µL与上样缓冲液混合后在8%的非变性聚丙烯酰胺凝胶上60 V电泳16 h，硝酸银染色后用氢氧化钠显色，条带清晰后用10%的乙酸终止，最后用凝胶成像系统和Sony数码相机双重照相。

1.5  统计分析

用BioRad凝胶成像系统对8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图带进行分析，确定其核苷酸条带分子量大小，以大小不同的扩增片段为不同的等位基因，按等位基因从小到大的顺序分别依次定名为A、B、C、D、E、F等。用POPGENE Version 1.32软件计算出各座位的观察杂合度（Ho）、期望杂合度（He）、等位基因频率（Gene frequency）、观察等位基因数（Observed number of alleles，Na）、有效等位基因数（Effective number of alleles，Ne）、香隆信息指数（Shannon′s information index，I）等指标，并根据Botstein等的公式利用Excel计算多态信息含量（Polymorphism information content，PIC）。

使用POPGENE Version 1.32软件对各座位进行连锁分析，根据座位等位基因的数目多少，应用完全计数或马尔科夫链法检验群体的Hardy-Weinberg遗传平衡状态。
2  结果

2.1  PCR扩增结果检测

对19个微卫星座位的PCR扩增产物进行8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，本文以D4S1645座位的电泳图谱为例说明（图1）。
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M: DL2000 DNA分子量标准, 1~22: 样品编号。M: DL2000 DNA marker, 1~22: Number of samples

图1  D4S1645座位PCR扩增产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳检测结果

Fig. 1 The PAGE image of PCR products at D4S1645 locus
2.2  群体遗传多样性分析

根据各微卫星座位的基因型，计算出各座位观察等位基因数及其频率、有效等位基因数、观察杂合度，结果见表2。19个微卫星座位均呈现出了多态性，共检测到了观察等位基因164个。各座位的观察等位基因数在6 ~ 11个之间，平均为8.6316个。各基因座位的有效等位基因数在3.5727 ~ 8.9416个之间，平均为6.0709个。观察等位基因数最多的座位是D4S1645、D5S1470和D13S894，有11个等位基因；观察等位基因数最少的座位是D19S210和D16S3106，有6个等位基因。

表2  恒河猴群体19个微卫星座位的等位基因信息
Tab. 2  Allele information at 19 microsatellite loci of Macaca mulatta population
	座位
Locus
	等位基因频率（Frequency of alleles）
	Na
	Ne

	
	A
	B
	C
	D
	E
	F
	G
	H
	I
	J
	K
	
	

	D1S215
	0.0294
	0.0589
	0.1555
	0.1261
	0.2521
	0.2269
	0.1050
	0.0252
	0.0210
	
	
	9
	5.8300

	D3S3045
	0.0135
	0.0507
	0.1318
	0.2297
	0.1689
	0.1318
	0.0980
	0.1014
	0.0608
	0.0135
	
	10
	7.0160

	D7S513
	0.0918
	0.1429
	0.2296
	0.2602
	0.2296
	0.0255
	0.0204
	
	
	
	
	7
	4.9251

	D6S501
	0.0068
	0.0068
	0.0411
	0.2055
	0.3630
	0.3014
	0.0616
	0.0137
	
	
	
	8
	3.6956

	D4S1645
	0.0445
	0.0274
	0.0514
	0.0548
	0.2123
	0.0685
	0.2158
	0.1507
	0.0890
	0.0377
	0.0479
	11
	7.1916

	D5S1470
	0.0606
	0.0303
	0.0303
	0.0758
	0.1364
	0.1515
	0.0606
	0.1818
	0.0758
	0.1061
	0.0909
	11
	8.7120

	D15S644
	0.0153
	0.0459
	0.0459
	0.1071
	0.1582
	0.1990
	0.1276
	0.1122
	0.0969
	0.0918
	
	10
	7.8592

	D8S1106
	0.0152
	0.0455
	0.1515
	0.1818
	0.1061
	0.1515
	0.0758
	0.0758
	0.1364
	0.0606
	
	10
	7.9200

	D10S611
	0.0382
	0.1250
	0.1215
	0.1285
	0.1458
	0.2049
	0.1424
	0.0833
	0.0104
	
	
	9
	7.1988

	D22S419
	0.2917
	0.0417
	0.1458
	0.1042
	0.1875
	0.2083
	0.2083
	
	
	
	
	7
	5.0526

	D3S1768
	0.0147
	0.0294
	0.0147
	0.1765
	0.2059
	0.1765
	0.1912
	0.1618
	0.0294
	
	
	9
	5.8980

	D2S146
	0.0895
	0.1053
	0.3579
	0.1895
	0.1263
	0.0842
	0.0474
	
	
	
	
	7
	4.7993

	D11S1352
	0.0889
	0.0444
	0.1556
	0.1889
	0.2667
	0.1778
	0.0444
	0.0333
	
	
	
	8
	5.6962

	D17S800
	0.0354
	0.0404
	0.2929
	0.2929
	0.0960
	0.1717
	0.0505
	0.0202
	
	
	
	8
	4.6264

	D13S894
	0.0857
	0.0286
	0.0143
	0.1143
	0.1571
	0.1143
	0.0857
	0.0429
	0.1143
	0.1429
	0.1000
	11
	8.9416

	D18S536
	0.0255
	0.1582
	0.3520
	0.2704
	0.0714
	0.0969
	0.0255
	
	
	
	
	7
	4.2040

	D19S210
	0.0200
	0.1360
	0.4240
	0.1800
	0.1720
	0.0680
	
	
	
	
	
	6
	3.7696

	D16S3106
	0.0080
	0.0320
	0.2360
	0.4200
	0.1680
	0.1360
	
	
	
	
	
	6
	3.5727

	DXS2506
	0.1301
	0.1849
	0.1164
	0.1233
	0.0959
	0.0753
	0.0753
	0.1233
	0.0342
	0.0411
	
	10
	8.4386

	平均值  Average
	8.6316
	6.0709


利用POPGENE version 1.32 软件计算出各微卫星座位的观察杂合度、期望杂合度、香隆信息指数等指标，结果见表3。各个微卫星座位的观察杂合度在0.2560 ~ 0.6364之间，群体平均值为0.4309，其中，D5S1470座位最高，D19S210座位最低；期望杂合度在0.7230 ~ 0.9010之间，群体平均值为0.8270，D13S894座位最高，D16S3106座位最低；多态信息含量在0.6771 ~ 0.8874之间，群体平均值为0.7979，D3S1768座位最高，D16S3106座位最低；香隆信息指数在1.4249 ~ 2.2662之间，群体平均值为1.8901，D5S1470座位最高，D16S3106座位最低。
表 3  恒河猴群体19个微卫星座位的遗传多态性
Tab. 3  The genetic diversity measured at 19 microsatellite loci of Macaca mulatta population
	座位
Locus
	观察杂合度Ho
	期望杂合度He
	多态信息含量PIC
	香隆信息指数 I
	χ2
	P

	D1S215
	0.4958
	0.8320
	0.8067
	1.9154
	122.9874
	0.0000

	D3S3045
	0.6216
	0.8604
	0.8416
	2.0697
	132.1420
	0.0000

	D7S513
	0.2857
	0.8010
	0.7664
	1.6963
	244.1279
	0.0000

	D6S501
	0.3836
	0.7344
	0.6836
	1.4844
	73.1192
	0.0000

	D4S1645
	0.3973
	0.8639
	0.8487
	2.1620
	456.2478
	0.0000

	D5S1470
	0.6364
	0.8988
	0.8743
	2.2662
	88.0550
	0.0030

	D15S644
	0.5918
	0.8772
	0.8595
	2.1528
	182.5248
	0.0000

	D8S1106
	0.4848
	0.8872
	0.8605
	2.1563
	101.3731
	0.0000

	D10S611
	0.4653
	0.8641
	0.8452
	2.0421
	279.9171
	0.0000

	D22S419
	0.3333
	0.8191
	0.7139
	1.7295
	101.6530
	0.0000

	D3S1768
	0.3824
	0.8428
	0.8874
	1.8801
	88.3654
	0.0000

	D2S146
	0.6211
	0.7958
	0.7664
	1.7501
	68.6566
	0.0000

	D11S1352
	0.4222
	0.8337
	0.8027
	1.8691
	101.9972
	0.0000

	D17S800
	0.3535
	0.7878
	0.7533
	1.7242
	205.4558
	0.0000

	D13S894
	0.4571
	0.9010
	0.8774
	2.2612
	195.4235
	0.0000

	D18S536
	0.3571
	0.7660
	0.7270
	1.6148
	142.6805
	0.0000

	D19S210
	0.2560
	0.7377
	0.6990
	1.5076
	235.3220
	0.0000

	D16S3106
	0.2720
	0.7230
	0.6771
	1.4249
	497.5914
	0.0000

	DXS2506
	0.3699
	0.8876
	0.8698
	2.2052
	264.1883
	0.0000

	平均值 Average
	0.4309
	0.8270
	0.7979
	1.8901
	
	


采用POPGENE version 1.32软件计算恒河猴群体每个微卫星座位Hardy-Weinberg遗传平衡检验的精确P值，结果显示，本研究检测的19个微卫星座位均偏离Hardy-Weinberg平衡（P<0.01）。

3  讨论

群体的遗传多样性通常用多个基因座位遗传多样性参数的平均值来描述，其重要指标主要有群体平均等位基因数、平均有效等位基因数、平均观察杂合度、平均期望杂合度、平均多态信息含量等[6]。本实验中各微卫星座位的观察等位基因数平均为8.6316个；有效等位基因数平均为6.0709个；多态信息含量平均值为0.7979，各微卫星座位多态信息含量均大于0.5，均属于高度多态性座位（当PIC＞0.5时，为高度多态性座位）；各个微卫星座位的观察杂合度群体平均值为0.4309；期望杂合度群体平均值为0.8270。由此可见，本实验所研究恒河猴群体等位基因数多、多态信息含量高、杂合度大，说明群体内基因型一致性差，遗传变异大，遗传多样性丰富。所研究恒河猴群体有如此丰富的遗传多样性，追溯原因有以下两点：一是恒河猴群体遗传基础广泛，他们的祖先来源于云南的镇沅、景东、楚雄、保山等多个地区；二是多年来开展的遗传繁育方式较合理，避免了近交系数的上升。
本研究检测的19个微卫星座位均偏离Hardy-Weinberg平衡（P<0.01），说明本研究检验的恒河猴群体存在杂合子缺失的现象。打破平衡的因素有突变、选择、随机遗传漂变、迁移和遗传异质性等，本研究19个微卫星座位均处于Hardy-Weinberg不平衡状态，主要原因可能是群体处于非随机交配体制中，存在一定程度的人工选择。
微卫星DNA标记技术已在近交系大小鼠遗传监测、亲子鉴定及法医鉴定中得到了有效的应用[7-10]。本研究从大量的微卫星DNA座位中选择分布在不同染色体上的19个微卫星标记，利用这些微卫星引物对随机抽取的60只人工饲养繁殖的恒河猴个体进行PCR扩增，结果显示各微卫星座位均能够扩增出目的条带，电泳条带清楚可辨，呈现明显的DNA多态性，说明所选择的微卫星标记具有一定的代表性，能反映出个体间的遗传概貌，可以有效的进行恒河猴群的遗传质量监测。但本研究中样品较少，不足以完全反映出群体的遗传多样性，有必要进一步扩大样本量，并对实验方法进一步完善，建立标准的恒河猴遗传监测分子生物学方法，定时监测恒河猴群体遗传多样性状况，了解群体遗传多样性的变化趋势，从而指导人们进行合理的恒河猴遗传资源保护和利用。
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