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食蟹猴微卫星 DNA标记遗传监测及多态性分析
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【摘要】 目的 研究国内食蟹猴种群的遗传背景特性，建立食蟹猴种群遗传质量监测方法。方法 采用微卫

星 DNA 遗传标记技术对 50 只食蟹猴种群个体进行遗传质量监测及 DNA 多态性分析。结果 从 100 个微卫星
DNA 位点中筛选出 20 个多态性高的位点，其食蟹猴种群个体的等位基因数目为 5 － 10 条，个体间均呈现高度的多

态性; 其观察等位基因数( Na) 为 5. 0 ～ 10. 0，有效等位基因数( Ne) 为 4. 6118 ～ 8. 3404，基因多样性( H) 为 0. 7832 ～

0. 8801 和香隆信息指数( I) 为 1. 5651 ～ 2. 1592。结论 本实验有效地分析了食蟹猴种群的遗传多态性，为今后筛

选特异性微卫星位点来建立食蟹猴种群遗传质量监测方法提供了理论依据。
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Genetic Monitoring and Polymorphism Analysis Using Microsatellite
DNA Markers in Macaca fascicularis
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【Abstract】 Objective To investigate the genetic background features of Macaca fascicularis and to establish the

genetic quality monitoring method in Macaca fascicularis． Methods Using microsatellite DNA genetic markers，genetic

quality monitoring and DNA polymorphism analysis were conducted in 50 Macaca fascicularis． Results 20 loci with high

polymorphism was selected from 100 microsatellite DNA loci，among which allele numbers in Macaca fascicularis were 5-

10，and individuals showed a high degree of polymorphism． Observed number of alleles ( Na ) was 5. 0 ～ 10. 0，effective

number of alleles( Ne) was 4. 6118 ～ 8. 3404，gene diversity ( H ) was 0. 7832 ～ 0. 8801 and Shannon ＇s information index

( I) was 1. 5651 ～ 2. 1592. Conclusions The experiments effectively analyzed the genetic diversity of Macaca fascicularis，

and it can provide a theoretical foundation for establishing genetic quality monitoring method with specific microsatellite loci

selected in Macaca fascicularis．
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猕猴是国家二级保护动物，在猕猴属中共有 12
个种 46 个亚种，其中食蟹猴主要分布在泰国、老挝、
柬埔寨和缅甸北部等国家的热带雨林地区［1］，而国

内主要是通过人工饲养、驯化和繁殖，建立了人工
生产繁殖种群。猕猴在生物进化上与人类的遗传
物质有 98. 5%的同源性，其组织结构，生理代谢等



功能与人类比较相似成为了最接近的实验动物，在

生命科学以及其它相关学科研究中占据其它实验

动物无法替代的重要位置［2，3］。目前应用于实验动
物研究的猕猴主要是恒河猴，随着实验需求量的不

断增加，恒河猴种群数量已远远不能满足日益增长

的实验需求，而食蟹猴遗传背景特性研究又甚少，

其生理、生化指标及遗传概貌特点还不十分清楚，
研究掌握食蟹猴种群的遗传背景特性对大量应用

食蟹猴进行各种实验研究具有十分重要的意义。
因此，本实验利用所选取的 100 个微卫星 DNA 位点
对食蟹猴种群进行了 DNA 多态性分析和遗传监测，
了解食蟹猴种群的遗传背景特性，为今后建立食蟹

猴种群资源库和遗传质量监测方法提供可靠的理

论依据。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
食蟹猴来源于军事医学科学院实验动物中心

自行繁殖的种群，随机抽取成年猴 50 只，雌雄各半，
体重为 1. 5 ～ 3 kg，年龄为 2 ～ 4 岁，具有实验动物质
量合格证书( SCXK( 军) -2007-004 ) 。股静脉采血提
取 DNA，－ 20℃保存。
1. 2 引物设计与合成
选取 100 个具有多态性高、等位基因数多和分布

广的猕猴微卫星 DNA 位点，引物序列均来自 Genbank
和文献［4，5］，由上海生物工程技术有限公司合成。

1. 3 实验方法
利用血液提取基因组 DNA 作为模板，每个 PCR

扩增体系为 25 μL，35 个循环，10 μL 扩增产物行
8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，凝胶于固定液中固
定 20 min，硝酸银染色 30 min，用无水碳酸钠显色，
条带清晰后，用 10% 乙酸终止，最后用紫外凝胶成
像系统进行凝胶成像，并对图带进行相关分析。
1. 4 统计分析
用 BioRad 凝胶成像系统对 8% 非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳图带结果进行分析，确定其核酸条带

的分子量大小，然后再利用 POPGEN32 软件计算基
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 ) 、基因多样性 ( gene diversity，
H) 和香隆信息指数 ( Shannon ＇s information index，
I) ［6］。

2 结果

2. 1 根据等位基因数目筛选出 20 个多态性高的微
卫星 DNA 位点
利用 100 个微卫星 DNA 位点对 50 只食蟹猴进

行了 DNA 多态性分析，根据监测结果其等位基因数
目的分布情况，从中筛选出 20 个等位基因数目在 5
条以上的微卫星 DNA 位点，并通过对比实验确定了
各位点 PCR 扩增最佳退火温度、Mg2 +浓度和图带片

断大小的范围值，各位点的具体情况( 表 1 ) 。
表 1 20 个食蟹猴多态性微卫星 DNA 位点

Tab． 1 20 polymorphic microsatellite DNA loci in Macaca mulatta
序号

Number
基因位点
Gene locus

染色体
Chromosome

等位基因
Allele

退火温度
Annealing temperature

Mg2 +

Density of Mg2 +

片段大小
Size

1 D21S1246 3 6 58℃ 2 380 － 450 bp
2 D6S493 4 6 58℃ 2 256 － 336 bp
3 D4S1645 5 9 56℃ 2 240 － 314 bp
4 D5S820 6 6 60℃ 2 181 － 213 bp
5 D5S1470 6 7 50℃ 2 195 － 223 bp
6 D14S255 7 5 55℃ 2 197 － 211 bp
7 D10S611 9 9 50℃ 1. 5 172 － 212 bp
8 D20S171 10 6 62℃ 2 108 － 134 bp
9 D12S372 11 6 50℃ 2 150 － 200 bp
10 D2S1333 12 6 56℃ 2 266 － 334 bp
11 D12S67 12 10 52℃ 2 180 － 249 bp
12 D11S2002 14 6 50℃ 1. 5 260 － 280 bp
13 D9S934 15 5 60℃ 2 189 － 213 bp
14 D17S1290 16 6 55℃ 2 212 － 260 bp
15 D17S791 16 6 60℃ 2 159 － 193 bp
16 D18S536 18 8 50℃ 1. 5 152 － 188bp
17 D18S869 18 9 60℃ 3 175 － 347 bp
18 D19S571 19 6 55℃ 2 300 － 350 bp
19 D19S559 19 5 58℃ 2 110 － 130 bp
20 D16S403 20 6 50℃ 2 150 － 175 bp
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图 1 D18S536 位点扩增的 DNA 图谱
注: 1 － 14 为 1 号至 14 号食蟹猴个体

Fig． 1 DNA mapping of amplification of D18S536 locus
Note: 1 － 14 : individuals of Macaca fascicularis

2. 2 食蟹猴种群不同个体间 DNA 多态性的分析
利用筛选出的 20 个多态性微卫星 DNA 位点对食

蟹猴种群进行了 DNA 多态性分析，结果 20 个微卫星
DNA位点均具有显著多态性，等位基因数最少达到 5
条，最多为 10条，这些多态性位点能够进行个体间 DNA
多态性分析，并能较好地反映出群体的遗传概貌( 图 1)。
2. 3 食蟹猴种群雌雄不同个体间多态性的统计
分析

利用 POPGEN32 软件计算雌雄个体其观察等
位基因数( observed number of alleles，Na) 、有效等位
基因数( effective number of alleles，Ne) 、基因多样性

( gene diversity，H ) 和 香隆信息指数 ( Shannon  s
information index，I) ，其分析结果( 表 2 ) ，其中雌雄
个体间差异无显著性。

3 讨论

猕猴在生物学、医学和药学等领域的实验研究
中起到了非常关键性的作用，近年来国内外学者利

用微卫星 DNA 标记技术对常用实验动物近交系大
小鼠、家兔、犬和恒河猴进行了大量的实验研
究［7 － 9］，目前微卫星 DNA 标记技术已在近交系大、
小鼠遗传质量监测中得到了有效的应用，在法医鉴

表 2 雌雄个体观察等位基因数( Na) 、有效等位基因数( Ne) 、基因多样性( H) 和香隆信息指数( I) 的对比
Tab． 2 Observed number of alleles ( Na) ，effective number of alleles ( Ne) ，gene diversity ( H) ，Shannon＇s information

index ( I) between male and female Macaca fascicularis
基因位点
Gene locus

雌性食蟹猴 Female 雄性食蟹猴 Male
Na Ne H I Na Ne H I

D21S1246 6. 0000 5. 8507 0. 8291 1. 7793 6. 0000 5. 6000 0. 8214 1. 7541
D6S493 6. 0000 5. 7647 0. 8265 1. 7721 6. 0000 5. 6812 0. 8240 1. 7631
D4S1645 9. 0000 7. 8400 0. 8724 2. 1194 9. 0000 8. 0000 0. 8750 2. 1284
D5S820 6. 0000 5. 5211 0. 8189 1. 7499 6. 0000 5. 5211 0. 8189 1. 7499
D5S1470 7. 0000 6. 5333 0. 8469 1. 9116 7. 0000 6. 6441 0. 8495 1. 9157
D14S255 5. 0000 4. 8395 0. 7934 1. 5924 5. 0000 4. 6118 0. 7832 1. 5651
D10S611 9. 0000 8. 3404 0. 8801 2. 1561 9. 0000 6. 7586 0. 8520 2. 0349
D20S171 6. 0000 5. 6812 0. 8240 1. 7631 6. 0000 5. 6000 0. 8214 1. 7541
D12S372 6. 0000 5. 7647 0. 8265 1. 7703 6. 0000 5. 6812 0. 8240 1. 7631
D2S1333 6. 0000 5. 6812 0. 8240 1. 7631 6. 0000 5. 6000 0. 8214 1. 7571
D12S67 10. 0000 8. 3404 0. 8801 2. 1592 10. 0000 7. 6863 0. 8699 2. 1122

D11S2002 6. 0000 5. 5211 0. 8189 1. 7499 6. 0000 5. 7647 0. 8265 1. 7703
D9S934 5. 0000 4. 6667 0. 7857 1. 5702 5. 0000 4. 7229 0. 7883 1. 5813

D17S1290 6. 0000 5. 6000 0. 8214 1. 7541 6. 0000 5. 8507 0. 8291 1. 7793
D17S791 6. 0000 5. 6812 0. 8240 1. 7631 6. 0000 5. 6000 0. 8214 1. 7541
D18S536 8. 0000 6. 2222 0. 8393 1. 9414 8. 0000 7. 2593 0. 8622 2. 0269
D18S869 9. 0000 7. 8400 0. 8724 2. 1259 9. 0000 8. 0000 0. 8750 2. 1349
D19S571 6. 0000 5. 5211 0. 8189 1. 7420 6. 0000 5. 8507 0. 8291 1. 7793
D19S559 5. 0000 4. 7229 0. 7883 1. 5762 5. 0000 4. 9000 0. 7959 1. 5996
D16S403 6. 0000 5. 6812 0. 8240 1. 7631 6. 0000 5. 4444 0. 8163 1. 7409
Mean 7. 1667 6. 4611 0. 8407 1. 8968 7. 1334 6. 3898 0. 8397 1. 8881
St． Dev 1. 4565 1. 1058 0. 0269 0. 1843 1. 4289 1. 0079 0. 0260 0. 1760

注: 多态性位点数为 20。多态性位点百分率为 100. 00%。
Note: The number of polymorphic loci is 20． The percentage of polymorphic loci is 100. 00%。
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定和人类的亲子鉴定中也同样得到了证实，可有效

地运用于种群和个体间的等位基因、基因配型、亲
子鉴定和遗传距离分析，使微卫星 DNA 标记技术得
到了迅猛的发展，目前已被广泛地应用到实验动物

的遗传质量监测研究中。Kanthaswamy S 等［10 － 12］利

用 14 个短串联重复位点( STRs) 对加州国立灵长类
研究中心的 3 种不同饲养类型的 3382 只具有遗传
特征的纯种猕猴动物进行了遗传组成分析，同时利

用 13 个 STRs 对亚洲食蟹猴、东南亚本土与岛国长
尾食蟹猴( M． fascicularis ) 种群内以及种群间的遗
传差异进行了评估。Flynn S［13］等对食蟹猴和长尾
食蟹猴( Macaca fascicularis) TNF-α 启动子的遗传变
异性以及疟疾敏感性进行了分析。李瑞生等［14］应
用微卫星 DNA 位点对恒河猴种群进行了 DNA 多态
性分析，筛选出具有 DNA 多态性高的微卫星 DNA
位点，分析了恒河猴种群的遗传背景情况，证实了

相同种群不同地区的恒河猴群体之间也存在差异。
本实验所选的食蟹猴群体主要是来源于军事

医学科学院实验动物中心封闭繁殖 5 年以上的群
体，没有引入外来血缘，繁殖严格按照实验动物的

规定来进行生产繁殖，该群体没有出现遗传污染。
利用筛选的 20 个多态性微卫星 DNA 位点对随机抽
取的 50 只食蟹猴进行了 DNA 多态性和遗传监测分
析，其等位基因数目都在 5 条以上，各位点均呈现显
著的 DNA 多态性，均能较好地反映出食蟹猴群体中
不同个体间的 DNA 多态性分布情况，完全符合封闭
群实验动物的基本要求。因此，利用这些多态性微
卫星 DNA 位点可有效地分析食蟹猴群体的遗传多
样性，为今后建立完整的食蟹猴遗传背景资源库，

分析研究基因配型、亲子鉴定及遗传距离分析，指
导食蟹猴的生产繁殖，建立血缘系谱明确、遗传背
景清楚的食蟹猴种群提供了理论依据。同时也为
进一步筛选食蟹猴与恒河猴种群间的特异性微卫

星 DNA 位点以及分析研究食蟹猴与恒河猴种群间
遗传背景差异特性提供了理论基础。
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