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L]IK+J+WǸ MKRUN[LNQPRMROId+Q+ZILIK+

JF87F-1FC# %&"%

d50@%%!K5@#

)基金项目*重大疾病动物模型和实验动物资源的标准化及评价体系的建立%%&""VRI"'V&&& )

)作者简介*申幸娇%"#G) H&女#硕士研究生#+,-./0' EA<6FDG"(2"($@45-)

)通讯作者*岳秉飞#研究方向'实验动物遗传学#+,-./0' =BF,1/D;TF/2D/T>4@5C;@4D

#####

#

#####

#

$

$

$

$

)

综述和专论

分子遗传标记技术在兔遗传多样性分析中的应用
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!摘要"!实验兔是重要的实验动物之一#在医药领域发挥重要作用) 各种分子遗传标记的出现为实验兔系

统发育(种群遗传结构分析以及质量控制等各个领域提供了更为简便(可靠的研究手段) 但目前#国内实验兔遗传

质量不稳定#遗传背景不明确#严重制约着实验兔的应用) 本文对各种分子标记在兔遗传多样性中的应用进行综

述#以为实验兔遗传检测方法的建立提供帮助)
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!!%" 世纪是生命科学的世纪#发展至今#生物技

术已渗透并改变着人们的生活方式) 实验动物的

发展和应用程度已被作为衡量生物医学发展水平

的重要标志) 实验动物的质量的稳定性及对实验

动物遗传背景的掌握程度直接影响着实验动物的

发展和应用) 家兔作为重要的实验动物之一#广泛

应用于抗体制备(热源检测等生物医药领域#但其

遗传质量控制一直是个难点) 本文就实验用兔遗

传检测的必要性#分子水平遗传检测方法的分类及

其在兔类遗传多样性的应用进行了综述)

IN家兔作为实验动物其遗传检测的必要性

家兔是最早用于实验的动物之一#其脂蛋白代

谢特征与人类相似#在系统发育上比啮齿类实验动

物更接近人类) 自上世纪以来#家兔被广泛使用#

在医学科学研究领域里发挥独特的作用) 家兔作

为实验兔#易驯服#容易饲养#最大的用处是产生抗

体) 此外#实验兔还被广泛用于生殖生理和避孕药



的研究#眼科的研究#发热(解热和检查致热源等实

验研究#胆固醇代谢和动脉粥样硬化症的研究#心

血管和肺心病的研究等等)

目前#国际上常用实验兔品种多达十几种#我

国常用封闭群品种有日本大耳白兔(新西兰白兔(

青紫蓝兔和中国白兔等) 实验动物的遗传背景对

实验结果的影响至关重要#但封闭群动物是群体概

念#遗传组成复杂#尚缺乏统一的遗传监测标准和

方法) 我国目前封闭群兔的遗传质量主要是在繁

育环节上进行控制#遗传背景不清) 这种遗传背景

的不确定性造成了实验结果偏差较大#可重复性

差#严重影响了生命科学的研究水平) 因此开展封

闭群兔的遗传检测研究#对于其遗传质量控制和标

准化应用具有重要意义 -".

)

GN分子遗传标记在家兔遗传多样性分析中的应用

遗传多样性的检测手段多种多样#根据研究层

次和遗传标记的应用历史#检测方法可分为形态标

记% -5C86505;/4.0-.C_FC<&(细胞学标记% 4=7505;/4.0

-.C_FC<&(生化标记% 1/546F-/4.0-.C_FC<&和分子标

记%-50F4B0.C-.C_FC<&四大类)

封闭群动物遗传背景复杂#遗传形态标记#细胞学

标记#生化标记应用在其质量检测评定上有很大的局

限性) 但分子标记不同#它可以从本质上显示生物个

体之间 ZKR结构差异#是 ZKR水平上遗传多态性的

直接反应) 分子标记需要样本量少#标记数量极多#多

态性和共显性丰富) 此外#遗传物质来自组织#便于活

体检测) 分子标记始于 "#G& 年#美国学者 V57<7F/D 提出

ZKR限制性酶切片段长度多态性%M[UP&可以作为遗

传标记#之后随着分子生物学技术的发展#ZKR分子标

记技术也得到迅速发展#现在 ZKR标记技术已有数十

种) 被广泛应用于遗传多样性分析(作物遗传育种(基

因组作图(基因定位(基因库构建(亲缘关系鉴别(物种

起源演化等方面) 但同时#分子标记技术相对复杂#研

究费用高#在研究中也存在局限性)

在遗传多样性研究中#较为常用的分子标记有

M[UP(R[UP(MRPZ和 JJM) 各种类型的遗传标记

方法各具特色#为不同领域的研究提供了丰富的技

术手段) 在兔的遗传检测中#所用的方法主要有

M[UP(MRPZ(微卫星 ZKR和单核苷酸多态性等)

GQIN限制性片段长度多态性#?=95?<@5<34F?:DB=45

7=4D56C378B3?C6<9BN*-,/$

M[UP技术是一种以 ZKR,ZKR杂交为基础的

遗传标 记# 限 制 性 内 切 酶 处 理 不 同 的 生 物 个 体

ZKR#从而产生不同酶切片段长度的片段) M[UP

是第一代分子标记#具有稳定可靠(重复性好的特

点) 在遗传作图和基因定位等方面得到广泛应用)

在兔遗传多态性检测中#冯洁等 -%. 用 %" 种限制性内

切酶对上海地区 $ 个品种实验用兔 -7ZKR的多态

性进行了研究#结果表明上海地区实验用兔群体线

粒体 ZKR的遗传多样性贫乏#遗传结构单一#进一

步提示上海地区兔种可能有共同祖先#或人工饲养

近亲繁殖严重) 夏圣荣 -$. 等采用 PLM,M[UP法对 '

个群体 '%$ 只家兔 [c[' 基因部分外显子 " 的序列

进行研究#发现了 % 个等位基因($ 种基因型#%%& H

%%% 位点存在 OLO缺失) ' 个兔群体均处于 ].C>=,

gF/D1FC;平衡#R" 基因为优势基因#进一步为 [c['

基因能否作为家兔毛质性状选育工作的分子标记

提供了参考) 邝良德等 -*. 用相同方法对 * 个不同

品种 "*# 只家兔 G"D*4A#基因第二外显子的遗传

多态性进行检测#GI,

4酶切#G "D*4A#基因外显

子 % 的第 "&$ 18 处表现出多态性) 为 Q]L进行抗

病育种提供了分子生物学基础#也为实验兔在 Q]L

复合物上有新的遗传检测多态性位点提供了依据)

尽管 M[UP技术在稳定性和重复性上有很大的

优势#但酶切的片段数量有限#信息提供不够丰富#

实验所需模板 ZKR较多) 特定实验操作过程复杂#

需要对探针进行同位素标记#耗时且费力) 这些劣

势也制约着 M[UP在遗传检测中的应用)

GQGN随机扩增多态性 2$+#?:4>3B :BC7<F<=>

C378B3?C6<@2$+*+/2$

MRPZ分子标记技术是一种利用 "& 18 的随机

引物对生物基因组 ZKR进行随机扩增的分子标记

技术) 由 g/00/.-<和 gF0<6 实验室 -'#(. 首先发展而

来#具有简便(灵敏(多态性检出率高(所需 ZKR量

少的优点) 被广泛应用于个体和品系鉴定(遗传多

样性检测(基因定位(遗传图谱构建(标记辅助选择

和种间遗传分析等研究中)

近年#国内外利用 MRPZ技术在其他动物#植

物#微生物种群分析#遗传作图等方面取得重要进

展 - ) H"&.

) 在兔遗传多样性的应用中相对较少#但也

不乏一些研究值得借鉴) 杨丽萍等 -"". 对布列塔尼

亚兔(加利福尼亚兔(新西兰白兔进行了分析#根据

多态性结果#通过计算各品种间(品种内的遗传相

似度#发现加利福尼亚兔品种内的相似度最高#品

种最纯) 陈民利等 -"%. 用 "& 对随机引物分析了 $ 个
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家兔品种间的遗传关系#表明 g]V+兔与日本大耳

白兔和新西兰兔之间有遗传的相似性#也存在遗传

差异) 赵立虎等 -"$. 从 "*& 个随机引物中筛选出 "&

个多态性较高的引物#为实验兔品系鉴定提供了分

子依据) 任克良等 -"*. 以獭兔为研究对#利用 MRPZ

技术#寻找与獭兔繁殖性能相关联的 MRPZ标记#为

开展獭兔繁殖性能的选择提供理论参考) 另外#

MRPZ技术在兔近交系培育中也有重要的应用) 蔡

月琴等 -"'. 从 (& 个随机引物中筛选出 %' 个多态性

较高的引物#对 )& 只 g]V+兔进行 MRPZ,PLM分

析#结果表明#随着 g]V+兔近交培育代数的增加#

遗传相似度呈上升趋势#说明 MRPZ技术可以用于

g]V+兔近交系培育的遗传检测#为实验兔近交系

的培育提供了重要的实验数据)

MRPZ分子标记技术无需预先知道基因组 ZKR

序列(无需探针标记和杂交#就能迅速提供大量的

遗传标记#对序列尚未知的动植物的基因组研究有

广阔空间) 而且引物随机(数量几乎可以任意增

加#便宜也容易获得#极适合采用大批量的引物对

整个基因组进行多态性分析) 但 MRPZ技术也有自

身的不足#一般表现为显性遗传#不能区分显性纯

合和杂合基因型#所提供的信息量不完整#重复性

不好等)

GQTN微卫星 2$+

微卫星 ZKR是指以 " H( 18 核苷酸为单位的

多次串联重复序列#长度一般在 $&& 18 以下#又称

短段串联重复%<65C77.D>F-CF8F.7<JOM&#简单重复

序列%</D;0F<FbBFD4FCF8F.7<JJM&) JJM标记是共

显性遗传#标记带型简单(多态性丰富) 同时#遗传

信息量较大(简便(快速(重复性好(稳定性高#尤其

在亲缘关系相近的物种间高度保守) 由此 JJM标

记已经逐渐取代 M[UP而成为被广泛应用的第二代

ZKR分子标记 -"(.

)

目前#已利用微卫星标记构建了人类(小鼠(大

鼠(水稻(小麦(玉米等许多物种的染色体遗传图谱#

并且已被广泛应用于基因定位及克隆(疾病诊断(亲

缘分析(品种鉴定(动植物育种(进化研究等领域) 近

年#更多的领域关注于微卫星 ZKR与某个功能基因

的关系) W55D;65J6/D 等-"). 研究了人类 +c[M%表皮

生长因子受体&基因#发现 $5端非编码区 " 个 R碱基

缺失突变#该突变致使该区微卫星的不稳定#引起

+c[M基 因 过 度 表 达#导 致 肿 瘤 的 发 生) R1FF6.

等-"G.研究了人类 51 基因微卫星的多态性及其与肥

胖症的关系) 兔微卫星研究由 M/45等-"#. 开始#通过

克隆找到 * 个位点#J5"&$(J5"&G(J5"%G 和 J5"$&$随

后 Q5B;F0等-%&. 从 +QVU% 76FFBC58F.D-50F4B0.C

1/505;=0.15C.75C=& 基因组文库中克隆出 $ 个微卫星

位点% J.7%(J.7$ 和 J.7*&#在 ) 只野兔验证#发现这 $

个位点均有 $ p) 个等位基因#且呈孟德尔遗传)

JBCC/>;F等-%".从欧洲野兔基因组文库中克隆出 % 个

微卫星位点% J5"$$(J5"**&#这 % 个位点和另外 * 个

以前报道的多态位点均在另外 %& 种兔形目动物中得

到扩增) 5̂C<7.DAF

-%%. 等%%&&$&通过对富含微卫星的

染色体组数据库的标记扫描#在 $('((()("% 和 "# 号

染色体上发现了 '& 多个具有多态性的微卫星位点)

LFr0/DFL6.D7C=,Z.C-5DF7等-%$ H%'. 从欧洲兔基因组文

库分离出 $&' 个可能的微卫星序列#并发现了一个新

的兔和人类染色体共有的保守片段#绘制了第一个关

于欧洲兔的微卫星图谱#为欧洲兔基因的定位和遗传

标记提供了必要的依据)

鉴于微卫星位点数据的不断丰富#微卫星标记

在遗传多样性及实验动物遗传检测的研究中发展

迅速) 韩春梅等 -%(. 选用 J.7% 等 "$ 个微卫星位点分

析了育成后的吉戎兔的遗稳定性及遗传多样性#发

现后代结构稳定#多态性丰富) 为吉戎兔今后的选

育及生产提供依据#并为家兔遗传学分析及基因定

位提供了有力工具) 荣敏等 -%). 利用 "& 个 JOM标记

对七个家兔品种进行了遗传检测#通过计算七个家

兔品种%# 个家兔群体& 样本在 "& 个微卫星基因座

上的等位基因频率(多态信息含量(遗传杂合度(群

体间的遗传距离及聚类分析#发现七个家兔品系与

培育历史相吻合#足以表明#微卫星作为遗传检测

的可靠性) 陈民利等 -%G#%#. 利用 %" 个微卫星位点#

分析比较了 g]V+兔封闭群(Wg兔和 Kag兔其基

因组存在的微卫星结构#研究了 g]V+兔封闭群的

微卫星多态性#并对兔的近交系培育进行遗传监

测#表明微卫星 ZKR标记技术可以作为培育 g]V+

兔近交系的一种新的辅助方法#以加快近交系培育

的速度) 樊兆斌等 -$&. 选用 "& 个微卫星标记分析了

中国 ' 个引进家兔品种的 ZKR多态性#结果发现#

在 ' 个品种中#新西兰兔有效等位基因数最多#加利

福尼亚兔最少$比利时兔平均多态信息含量和平均

杂合度最大#加利福尼亚兔最小)

GQU N 单 核 苷 酸 多 态 性 # 9<4D7= 4A@7=35<>=

C378B3?C6<9B&&$/$

单 核 苷 酸 多 态 性 % </D;0F DB40F57/>F

*) 中国比较医学杂志 %&"% 年 # 月第 %% 卷第 # 期!L6/D WL5-8 QF># JF87F-1FC%&"%#d50@%%@K5@#



850=-5C86/<-#JKP&是指在基因组水平上由单个核

苷酸变异引起的序列多态性#包括置换(颠换(缺失

和插入#而且任何一种等位基因在群体中的频率不

小于百分之一#是一种二等位基因标记 -$".

) 人类基

因组中#平均以约 "&&& 18 为间隔分布#是以 PLM为

基 础 的# 继 限 制 性 酶 切 片 段 长 度 多 态 性 标 记

%M[UP&(ZKR重复序列的多态性标记 %包括小卫

星(微卫星 ZKR重复序列& 之后的第三代遗传标

记) 标记物数目大#覆盖密度多#适于大规模检测

分析) 比微卫星有更大的潜力)

JKP标记在遗传检测工作的开展和应用基于已

发现定位报道的 JKP位点及基因图谱的完善) 关于

JKP检测发掘的方法众多#如以构象为基础的方法#

基于 PLM(酶切的方法#杂交的方法#基于荧光染料的

方法-$%.

) 近年#c5D;,\/D;J6FD

-$$. 创立了 OF;Q.D 探

针法用于大量样本的少量 JKP位点的检测)

JKP标记为实验动物遗传检测开辟了新的途

径) 胡培丽等 -$*. 建立的单管双向等位基因专一性

扩 增 % </D;0F 7B1F 1/>/CF47/5D.0 .00F0F <8F4/T/4

.-80/T/4.7/5D#JV,RJR&方法可以准确地检测国内近

交系小鼠 JKP位点等位基因型) 蒋荧梅等 -$'. 通过

JKP第三代遗传标记#应用 PLM,M[UP技术及连锁

分析方法对 V( HL5小鼠突变基因进行精细定位)

王淑菁 -$(. 以大鼠 MO" 复合物中具多态性的单核苷

酸为研究对象#建立了三种 JKP遗传检测方法#为

大鼠的遗传质量控制提供了新的遗传检测手段)

目前#关于兔 JKP的研究多集中于某个功能基

因与其 JKP位点多态性关系的研究#JKP标记用于

兔遗传检测的报道甚少) R@cFC.0>F<等 -$). 对 G 个

本地品种家兔和四种野兔 Y染色体基因多态性进

行分析#得到了 # 个多态性高的 JKP位点) Q.C/1F0

QFC46.rK

-$G. 对 兔 NdcP" 基 因 结 构 多 态 性 性 及

-MKR表达进行了研究#在启动子区发现 # 个 JKP

位点#" 个 JOM位点) Q@W@RC;FD7F

-$#. 等对两个家

兔品系的三个生殖相关侯补基因进行了研究#发现

) 个 JKP多态性位点#并阐明了某些位点与生殖能

力的相关性) 邓小松等 -*&. 采用 PLM,JJLP技术和

ZKR测序的方法# 对比利时兔(天府黑兔(齐卡巨

型兔(哈尔滨白兔以及加利福尼亚兔 ' 个肉兔品种

的生长激素受体%;C5?76 65C-5DFCF4F875C# c]M&基

因进行单核苷酸多态性分析) 结果发现了 % 个单核

苷酸多态位点#分别位于外显子 "& 的 )&' %O

)

L&

和 G"& %L

)

O&)

李霖等 -*". 用 PLM,JJLP结合测序的方法检测

了 VQP"' 基因在 $ 个品种兔%安哥拉兔(新西兰白

兔和美系獭兔& 中的多态性#共发现 % 个 JKP<位

点#分别为 )& 位点处碱基突变%R

)

c&和 "&# 位点

处碱基突变%L

)

O&#探究了 VQP"' 基因多态性与

兔产仔数之间的关系)

相信随着 JKP检测方法的成熟#实验兔 JKP位

点筛查#基因图谱研究的推进#JKP标记将会以其独

特的优势在兔遗传检测中发挥重要作用)

TN结语

遗传检测是一项艰巨又具有重大意义的工作#

实验动物的质量是一切与之相关的科研试验的基

础) 只有应用遗传背景清晰#实验重复性好的实验

动物#才能提供更可靠可信的科学依据) 目前#国

内实验兔的遗传检测还处于探索阶段#无论常规检

测还是在新培育品种的鉴定中#都缺乏相应的标准

体系) 建立起实验兔的遗传检测的标准是当务之

急) 然而在所有的遗传检测的方法中#分子遗传标

记比形态标记#细胞标记#生化标记及免疫标记具

有显著的优越性#诞生至今#几十年间#已形成多种

检测方法#并得到广泛应用) 但不可忽略任何一种

分子遗传标记的局限性) 随着分子生物学的发展#

分子遗传标记必将不断改进完善#更多更有效快捷

的分子标记技术将会应用于实验兔的遗传检测中)

参考文献%

- " .!商海涛#魏 泓#岳秉飞#徐平@应用微卫星 ZKR标记对 g/<7.C

和 JZ大鼠封闭群的遗传学研究 -W.@分子细胞生物学报#

%&&G#*"%"& '%G H$$@

- % .!冯洁#谢建云#胡建华#等@上海地区实验用兔线粒体 ZKR,

M[UP分析-W.@上海交通大学学报@%&&)#%'%(& ''*) H''&@

- $ .!夏圣荣#冯凯#吴添文#等@' 个家兔群体 [c[' 基因部分外显

子 " 的遗传多样性分析-W.@草食家畜@%&"&@%*& '%% H%'@

- * .!邝良德#谢晓红#黄邓萍#等@* 个家兔品种 Q]L,Z\R基因外

显子 %Q15

4酶切多态性分析 -W.@中国畜牧兽医@%&""#$G

%*& '"$) H"$#@

- ' .!W56D gF0<6# Q/46.F0Q4L0F00.D>@[/D;FC8C/D7/D;;FD5-F<B</D;

PLM?/76 .C1/7C.C=8C/-FC<-W.@KB40F/4R4/><MF<F.C46#"##&#

"G%%*& ' )%"$ H)%"G@

- ( .!W56D c^g/00/.-<#RDDFM B̂1F0/_# F̂DDF76 WU/X._# F7.0@

ZKR 850=-5C86/<-<.-80/T/F> 1=.C1/7C.C=8C/-FC<.CFB<FTB0

.<;FDF7/4-.C_FC<-W.@KB40F/4R4/><MF<F.C46#"##&#"G%%%& '

('$" H('$'@

- ) .!M.-F<<BCRZ# M.D;655,J.D-B_6/=.dQ@MRPZ-.C_FC,.<</<7F>

/>FD7/T/4.7/5D 5T;FDF7/4 >/XFC</7= .-5D; -.D;5 % Q.D;/TFC.

/D>/4.& X.C/F7/F</D Q.BC/7/B<- W.@ ID7FCD.7/5D.0W5BCD.05T

')中国比较医学杂志 %&"% 年 # 月第 %% 卷第 # 期!L6/D WL5-8 QF># JF87F-1FC%&"%#d50@%%@K5@#



R;C/4B07BCF.D> V/505;=@%&""$"$%%& '"() H")$@

- G .!V546C.U# KFA/.a# Q=C/.- U# .̂C/-. #̂ R1>F0?.6F> c#

R1>F0.:/:Q@MRPZ,1.<F> .<<F<<-FD75T;FDF7/4>/XFC</7=.-5D;

.DDB.04.C.?.= % L.CB- 4.CX/& 858B0.7/5D<- W.@ +BCR</.D

W5BCD.05TV/5J4/FD4F<@%&""$''$) H*)@

- # .!g.D;VY# J6/U# MB.D aY# ZFD;W@cFDF7/4>/XFC</7=.D>

>/TTFCFD7/.7/5D /D Z.01FC;/.</<<55%[.1.4F.F& .<CFXF.0F> 1=MRPZ

-W.@cFDF7/4<.D> Q50F4B0.CMF<F.C46@%&""$"&%"&'""* H"%&@

-"&.!J.FF> R# R6<.D I# JF6.CK# K/<.CR@cFDF7/4>/XFC</7=<7B>/F<

5T45.C<F.D> T/DFC/4FB</D;MRPZ -.C_FC<-W.@[C5D7/FC<5T

R;C/4B07BCF/D L6/D.@%&""$'%%& '"%# H"$*@

-"".!杨丽萍#张玉笙#吕连山#等@不同品系家兔的 MRPZ遗传分

析-W.@中国养兔杂志#%&&&#%$& '"' H"G@

-"%.!陈民利#赵伟春#应华忠#等@g]V+兔遗传特异性的 MRPZ

的分析-W.@浙江大学学报%农业与生命科版&@%&&'#$"%*& '

*#$ H*#G@

-"$.!赵立虎#谢夏阳#赵丹凤@MRPZ分子标记技术用于实验兔品

系鉴定的初探-W.@上海交通大学学报@%&&)#%%%'& '(( H)&@

-"*.!任克良#李燕平@獭兔 MRPZ标记与部分繁殖性能相关的研

究-W.@中国草食动物 %&&)# %)%(& ' $G H$#@

-"'.!蔡月琴#屠珏#余佳#等@MRPZ标记技术用于 g]V+兔近交

系培育中的遗传分析 -W.@中国实验动物学报# %&&## ")

%'& '$%( H$%#@

-"(.!李润枝#张娟@JJM技术在遗传多样性研究中的应用-W.@安

徽农业科学# %&"&# $G %%&& ' "&*#% H"&*#*

-").!W55D;65J6/D# R:.>F6 R:.C1.=FA.D/# a/b/.D YB.D# F7.0@ R

-B7.7/5D ?/76/D 76F$ {BD7C.D<0.7F> CF;/5D 5T76F+c[M ;FDF

45D7C/1B7F<75+c[M 5XFCFE8CF<</5D /D -/4C5<.7F00/7FBD<7.10F

%QJI& 4505D 4.D4FC%LML& 76.7CF<B07<TC5- /D4CF.<F> -MKR

<7.1/0/7=-W.@W5BCD.05T76FR-FC/4.D L500F;F5TJBC;F5D<# %&&G#

%&)%$& 'J"&% HJ"&$@

-"G.!R1FF6. a c.C>F:/# Y.0>. a a/.F/# J.6.C Q Q.C.<6/@

Q/4C5<.7F00/7F850=-5C86/<-5T76F6B-.D 0F87/D ;FDF.D> C/<_ 5T

51F</7=-W.@W5BCD.05TLC/7/4.0L.CF#%&&G# %$%$& '**& H***@

-"#.!MILNL#MILNI#g+VVK#F7.0@[5BC850=-5C86/4-/4C5<.7F00/7F

054/T5C76F+BC58F.D ?/0> C.11/7# NC=4750.;B<4BD/4B0B<- W.@

RD/-.0cFDF7/4<#"##*#%'' $()@
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