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第三章

分子标记——探索遗传

多样性的工具

1  导言

DNA标记广泛应用于基础研究（例

如系统发育分析和有用基因寻找）和应

用研究（例如标记辅助育种、亲权鉴定

和食品可追溯性）。本部分主要关注

DNA标记在动物遗传资源多样性特性鉴

定中的应用，以及寻找相关基因的功能

插文70

DNA、RNA和蛋白质

DNA 由成对的染色体组成，分别来自两

个亲本。因此，个体的每个基因都由两个副本，

成为等位基因，每一个在两条染色体中的其中

一条。哺乳动物的基因分散在染色体内，间隔

很大，主要是重复的 DNA序列。基因由编码

序列（外显子）构成，基因之间由内含子隔离。

后者不含蛋白质编码信息，但有时候在基因

表达的调节过程中发挥重要作用。由基因编

码的指令分两步进行。第一步是将遗传信息

转录（复制）为另一类型的核酸——核糖核酸

（RNA）。外显子和内含子都被转录到一个初

级信使RNA（mRNA）的分子中去。接下来，

这个分子将被编辑，去处内含子，将外显子连

接起来，并且在每个 mRNA 的末端添加独一

无二的特征，从而创造出一个成熟的 mRNA

分子，并接着被转运到细胞质内的核糖体内。

核糖体由核糖体RNA和蛋白质构成，是第二

步的进行场所。第二步是将先前复制到

mRNA 中的遗传信息编译成一个多肽（一个

完整蛋白质，或一个蛋白质复合体的一条

链）。mRNA 分子被读取或一次编译 3个核苷

酸（1 个密码子）。mRNA 的密码子和携带相

应氨基酸给核糖体的tRNA分子的反密码子的

互补确保了最新的成形多肽包含所需氨基酸

的特定序列。

并不是所有的基因都被翻译成蛋白，有一

些将它们的功能表达成 RNA 分子（例如翻译

过程中的 rRNA和 tRNA）。最近，人们又发现

了RNA在mRNA编辑过程中和基因表达调节

中的新作用（Storz等，2005； Aravin和 Tuschl，

2005； Wienholds和Plasterk 2005）。当然，似

乎没有编码 RNA 是各种调节过程的主要调节

者（Bertone 等，2004 Clop等，2006）。因此，

三种类型的分子在调查细胞、组织和整个机体

水平上的遗传特性的过程中是有用的，它们分

别是：DNA，包含已编码的指令；RNA，将指

令传输到细胞工厂；由指令编译成的蛋白质，

生成功能细胞和机体。
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性变异。重要的是要指出RNA和蛋白质

也含有重要信息，因此，应该进行平行

研究。下面探讨了它们在寻找功能性变

异中发挥的作用。

生物多样性是 DNA 序列变异和环境

影响的结果。遗传变异是绝对的，某个物

种的每个个体，除了孪生子之外，都拥有

一个独一无二的DNA序列。DNA变异是

由单核苷酸的置换（单核苷酸多态性，

SNPs），各种长度的 DNA 片断（从单个

到几千个核苷酸）的插入或缺失，或DNA

片断的重复或到位。DNA 变异分为“中

性”变异和“功能性”变异。如果变异没

有引起代谢或表型试验的变化，因此不

属于积极、消极或平衡选择，称之为“中

性”变异；反之为“功能性”变异。编码

序列的关键核苷酸的突变可以改变蛋白

质的氨基酸组成，因而导致新的功能性

变异。与原始的“野生型”相比，新陈代

谢的效率可能会提高或降低，可能会彻

底失去功能，甚至可能获得新的功能。调

控区的突变可能会影响基因表达的水平

和模式；例如，在不同的发育或生理时

期，特定组织中蛋白表达的启动/中止，或

表达的不足 / 过量。

虽然简单生物分子的分析已经充分证

明了其在理解生物现象中非常有用，但是

大规模的DNA，RNA和蛋白平行调查揭

示了生物复杂性的解释和模拟中的新观

点。以“－组学”为后缀的新兴学科正在

诞生。在这些领域，DNA，RNA 和蛋白

质的制备、鉴定和测序以及大容量数据的

存储和分析方面的新进展正给我们带来新

的认识革命。关于复杂生物学过程中的生

物分子的一整套观点正在浮出水面。继结

插文71

新的“基因组学”学科

插文72

分子技术的最新进展

基因组学绘制了个体和群体之中基因与遗

传变异之间的图表。它使人们能够洞察遗传信

息向代谢功能和表型特征的翻译，揭开了一系

列生物学过程及其与环境因子的互作。基因组

学包含量一系列高通量技术（如蛋白质组学和

代谢组学）与生物信息学技术的组合，其中生

物信息学技术实现了大量数据的处理、分析和

综合。

生物复杂性的调查是一个新的边界领域，

它需要高通量的分子技术，计算机的高速处理

和海量存储，各学科专家之间数据分析与综合

（插文 70）的新方法。

当前有关畜禽育种和遗传多样性保存的分

子生物学研究的革命性进展包括：1.大部分重

要畜禽物种的全基因序列的确定；2. 全基因组

多态性测量技术的发展（例如，单核苷酸多态

性的检测方法）；3. 测量大范围基因转录的微

阵列技术（芯片技术）的建立。全基因测序得

到的信息（鸡的已经完成，猪和牛的已基本完

成），加之与 SNP技术的结合，将会加快基因

的寻找速度。用于鉴定影响目标特征的染色体

区域的数量性状基因定位（QTL） 绘图，位于

同一区域的候选基因的存在，及其在不同物种

之间的表达方式（例如，通过微阵列和蛋白组

分析）和功能的调查，将会共同鉴定关键基因，

并且揭开目标特征生理学调节的复杂性。
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构基因组学、转录组学和蛋白组学之后，

除了其他系统生物学，又发展起来了复杂

程度更高代谢组学和互作组学（Hood等，

2004； Box 69）。

2  分子技术在特性鉴定中的作用

遗传多样性信息是优化动物遗传资源

的保存和利用策略的根本。作为保存的资

源是有限的，因此经常需要区分优先序。

新兴的分子技术能够对包含在大量特征

（包括适应性特征）中的基因，以及导致

功能性遗传变异的多样性（数量性状核

苷酸，QTN）进行鉴定。然而，我们没有

足够的知识来对基于功能性分子多样性

的保存选择区分优先序，因此仍然需要

替代措施。表型特征提供了给定的个体

或群体所携带基因的功能变量的粗略平

均估计。然而，大多数畜禽物种的表型都

没有被记录。

作用一：在缺乏可靠的表型和 QTN

数据或打算补充现有数据时，最快、最划

算的遗传多样性措施可以通过使用匿名

的分子遗传标记进行多态性分析来获得。

假设在中性标记上已经拥有一个特殊进

化历史的唯一种群可能携带功能变异的

唯一变量，匿名标记可能会为重要特征

提供间接的功能基因信息。在畜禽的起

源和驯化以及后来的迁徙调查中，分子

技术也被证明非常有用，就像提供进化

关系信息（系统发育树）和鉴定不同遗传

起源的混合种群的地理区域一样。3.1 节

概述了在种内和种间遗传多样性评估中

应用的分子技术。

作用二：有效种群大小（Ne）是估计

一个种群中为下一代繁殖和贡献基因的

有效动物数量的指标。Ne与一个种群中

的杂交和基因飘移水平密切相关，因此

是评估种群风险程度的一个重要指示因

子（第一章和第六章）。对育种种群的

Ne 进行可靠估计的传统方法主要基于

家谱数据或种群普查。关于繁殖成功率

和时代间隔变异的必要数据，对于发展

中国家的种群往往不可靠。因此，分子

方法可能是一个理想的选择（详细介绍

见 3.2 节）。

作用三：动物遗传资源管理的最高

优先序是对具有独一无二性状的品种的

保存。其中，在挑战性环境中的生存和

繁殖以及抵抗侵染性病害的能力显得尤

为重要，尤其是在发展中国家。复杂性

状，例如适应性和疾病抗性，是不明显

的，或不易测量的。它们可以通过特定

环境适应性试验或相关寄主侵染试验来

进行调查。然而，这些试验实施起来非

常困难且十分昂贵，还会引起有关动物

福利的关注。这正是为什么研究者对鉴

定基因控制的复杂性状怀有极大兴趣的

原因。这些基因可以通过多种不同的方

法找到。3.3 节描述了现代研究发展起来

的工具。
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3  分子技术概览

本章主要讲述了目前已发展起来的用

于遗传多样性评估和功能变异定位的最重

要的分子技术。插文73描述了怎样将遗传

材料从生物材料中提取，并用于分析。插

文74概括了常用的分子标记的属性，插文

75讨论了取样（分子研究的一个非常重要

的方面）。

3.1 使用DNA标记评估遗传多样性

的技术

核酸DNA标记

很多标记都可以用于检测核算 DNA

的多态性。在遗传多样性研究中，最常用

的标记便是微卫星。

微卫星

目前，微卫星（插文 74）是畜禽遗

传 特 性 鉴 定 研 究 中 最 常 用 的 标 记

（Sunnucks，2001）。它们的高突变率和共

显性特征使种内和种间遗传多样性以及

品种间的遗传混合的估计成为可能，即

使它们紧密相关。

针对微卫星数据分析的突变模型选择

已有一些争论（无限等位基因模型或渐进

突变模型； Goldstein 等，1995）。然而，

模拟试验的结果已经标明无限定位基因模

型 通 常 对 物 种 内 多 样 性 评 估 有 效

（Takezaki 和 Nei，1996）。

插文73

DNA和RNA的提取和扩增

DNA，RNA和蛋白质分析的第一步是生

物样本的提取和净化。目前有几个方案和试

剂盒可用。所运用策略根据原材料和目标分

子而定。例如，从整个红细胞或白细胞中提取

DNA相对比较简单，然而对加工过的食品却

相当困难。从胰腺中提取RNA非常困难，因

为此器官中的死后降解非常快。DNA，RNA

和蛋白质的纯度往往是获取可靠结果过程中

最容易忽视的因素。从细胞中将 DNA（或

RNA）分离后，下一步就是获得数以千计或

百万计的一个特殊基因或 DNA 片断的复制。

DNA片断的复制可以通过微生物来完成，比

较典型的是大肠杆菌，也可以通过聚合酶链

式反应（PCR）在体外完成。卡里·穆利斯的

PCR 技术曾获得诺贝尔发明奖，几乎可以对

任何一直序列的 DNA 片断进行指数扩增。

PCR 反应的关键部分是从一种能在高温下生

存和繁殖的微生物—— Thermus aquaticus 中

分离出来的DNA聚合酶。这种热稳定的 Taq

酶可以允许在 PCR 循环中进行链式复制，并

在目标DNA的复制数量上产生几何增长。一

个 PCR 循环包括三步：i）在 90～95℃下使

DNA变性，将DNA分成两条模板；ii） 在45～

65℃下退火，短单链寡核苷酸（引物）与靶

标序列连接；iii） 新合成的DNA链在引物的

引导和 Taq 酶的催化下延伸或延长，温度设

定在 72℃。次循环一般能被重复 25～45 次，

来保证扩增用于检测的足够的扩增子。

蛋白质多态性是用于畜禽遗传研究的第

一种标记。然而，能够进行分析的多态性位点

的数量和在位点观测到的多态性水平常常很

低，因此大大限制了其在遗传多样性研究中

的应用。随着新技术的发展，DNA多态性已

经成为标记的选择，来进行遗传变异的分子

监测。



362

第四部分 动物遗传资源管理的新进展

第四部分

插文74

常用DNA标记

限制性片段长度多态性（RFLP）是利用限

制性内切酶能识别DNA 分子的特异序列，并

在特定序列处切开 DNA 分子（例如 EcoRI 在

回文序列GAATTC定义的位点将DNA切开）。

目前，RFLP的最主要的用途是作为PCR的下

游工具（PCR-RFLP），来检测在特定的限制性

酶切位点具有不同序列的等位基因。一个基因

片断首先通过PCR进行扩增，然后再暴露于一

个只能切开其中一个等位基因特定的限制性内

切酶。已消化的扩增子通常用电泳来溶解。

微卫星或简单重复序列（SSR）或简单串

连重复（STR）由一类由2～6个碱基组成的基

序串联重复而成的 D N A 序列（例如，

CACACACACACACACA）。它们通过真核细

胞染色体来复制传播。微卫星相对较小，因此

可以很容易地从各种资源（例如血、毛发、皮

肤，甚至粪便）中提取的DNA中用PCR扩增

出来。多态性可以在测序凝胶上显现出来，并

且DNA自动测序的有效性还允许进行大量样

本的高通量分析（Goldstein 和 Schl tterer，

1999； Jarne和Lagoda，1996）。微卫星是超变

量；它们通常可以展示在大量重复中互不相同

的位点上的数十个等位基因。它们还是许多多

样性研究（例如亲本分析和QTL作图）的标记

选择，但是随着廉价的SNP分析方法的发展，

在不久的将来SSR将受到挑战。FAO已经推荐

了用于主要畜禽物种多样性研究的微卫星定位

装置，该装置由国际动物遗传学会（ISAG）—

— FAO 动物遗传多样性顾问小组开发。（见

DAD-IS 文库）

小卫星具有与微卫星相同的特点，但是串

联重复为 10 到几百个碱基。微卫星和小卫星

都被认为是可变性串联重复序列（VNTRs）多

态性。扩增片段长度多态性（AFLPs）是一种

DNA指纹识别技术，可以通过 PCR扩增检测

DNA 的限制性片断。

序列标签位点（STS）是染色体中仅出

现一次的DNA片断，它的位置是已知的。它

们不需要进行多态性分析，而被用于建立物

理图。

单核苷酸多态性（SNPs）是单个核苷酸的

变异，并不改变区域的DNA序列的总体长度。

SNP的发生遍布整个染色体。这种变异非常普

遍，在人类染色体中，每1000个碱基中就有1

个SNP出现（Sachinandam等，2001）。大多数

SNP存在与非编码区，并且对个体的表型没有

直接影响。然而，有些SNP在表达序列或影响

基因表达的区域（启动子，增强子）中引发突

变，并且可以诱导蛋白结构或调节的变化。这

些 SNP 具有检测功能遗传变异的潜力。

每 个 种 群 的 等 位 基 因 平 均 值

（MNA），以及观察到和预期的杂合性

（Ho和He）是评估种内多样性的两个最常

用的参数。最简单的种间多样性评估参数

是遗传分化因子和遗传固定因子。目前，

已经有几个评估量被提议，例如 FST 和

GST，其中应用最广泛的是FST（Weir和

Basten，1990），它通过计算种群之间的等

位基因频率的标准方差来测量遗传分化程

度。差异显著性可以通过种群之间的FST

值来计算（Weir和Cockerham，1984），以

测量种群和遗传多样性划分之间的遗传分
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插文75

遗传材料的取样

样本收集是任何多样性研究的第一步也是

最重要的一步。也就是说，样本在调查种群中

应该独立且具有代表性。通常，如果分析了足

量的独立标记，每个种群精选出 30～50 个个

体进行取样就能够为品种特殊性和种内多样性

提供所需的初步线索（例如20～30个微卫星；

Nei and Roychoudhury，1974； Nei，1978）。

然而，所需的实际数字可能视具体情况不同而

不同，并且对于高度近亲繁殖的当地种群甚至

低一些，对于广泛传播且分为不同生态型的种

群可能会高一些。

在定义明确的品种中，独立样本的选择非

常简单，因为可以通过畜禽血统书或家谱记录

来选择。相反，由于没有可用的书面记录，对

于半野生的种群，独立样本的选择将十分困

难。在这种情况下，地理准则被大力推荐，也

就是说，从大量在广阔地理区域传播的畜群

中，在每个畜群中选出一个或少数几个独立的

动物个体，并将它们集中在一起。取样地点、

动物和畜群的相关地理记录和照片文档非常重

要，可用来检查意外露宿情况下的杂交情况，

或鉴定遗传多样性的兴趣地理模式。一套选择

良好的样本是一中长期有价值的资源，它可以

用来产生有价值的结果，即使利用比较落后的

技术。相反，有偏差的样本将产生歪曲的结果，

或即使利用最先进的分子技术都难以理解。

化缺乏的虚假设（例如，M b u r u 等，

2003）。分子变异（AMOVA）（Excoffier

等，1992）的递阶分析可以用来评估品种

种群内和种群间的多样性分布。

通过对遗传距离的估计，微卫星数据

也通常被用来评估种群和个体之间的遗传

关系（例如，Beja-Pereira 等，2003；

Ibeagha-Awemu等，2004； Joshi等，2004；

Sodhi等，2005； Tapio等，2005）。最常

用的测量遗传距离的方法是Nei氏标准遗

传距离（DS）（Nei，1972）。然而，对于

密切相关的种群，基因飘移是遗传分化的

主要影响因素，由于这种情况在家畜中经

常发生，尤其是在发展中国家，因此推荐

使用修正的Cavalli-Sforza遗传距离（DA）

（Nei等，1983）。一般通过种族系统史的

重建可以显现种间的遗传关系，最常用的

就是邻近距离法（N-J）（Saitou 和 Nei，

1987）。然而，系统发育树重建的一个主

要障碍就是家系的进化被假设为非网状

的，也就是线性可以偏移，但线性之间不

会交叉。这种假设在家畜中发生的几率很

小，新的品种常常起源于两个或更多祖先

品种的杂交育种。因此，必须慎重考虑系

统发育树重建提供的品种进化的可视化。

多元分析和最近的贝叶斯分聚类分

析方法已经被建议用于不同种群的微卫

星数据的混合分析（Pritchard等，2000）。

家畜最有意义的此种类型研究大概就是

非洲牛的跨洲研究，它展现了起源，二次

移动的遗传信号，以及非洲牛的畜牧主

义的区别。

分子遗传数据与其他资源（如考古学

证据和书面记录）的相互联合与补充，为

畜禽品种的遗传多样性的起源、随后的移

动和发展提供了有用信息。由于表型变异

的数据有限，现有遗传多样性的作图允许

对物种的功能性遗传变异可能发生的位置



364

第四部分 动物遗传资源管理的新进展

第四部分

进行推测。

虽然人们非常希望对每个独立研究获

得的微卫星数据进行组合分析，但实际上

几乎不可能。因为大多数利用 DNA 标记

的种群遗传研究局限于少量品种，并且通

常来自一个国家（Baumung等，2004）。在

研究过程中，人们经常使用FAO推荐标记

的不同种类，并且不同研究项目之间没有

明确基因型的标准样本。不同的微卫星基

因型系统的应用引起了相同位点上等位基

因片断大小估计的差异。为了提高通用标

记的使用率，FAO正为主要畜禽提议一个

最新的微卫星位点分类列表。FAO推荐使

用分级归类的标记，以达到独立调查研究

中标记重叠的最大化。对于某些物种，可

以利用标准动物的 D N A。例如，欧盟

Econogene项目中使用的绵羊和山羊标准

DNA 试样已经被亚洲和非洲的许多其他

项目所选用，并且可以通过Econogene项

目的网站（http://www.econogene.eu）提出

使用请求。

畜禽遗传多样性的大范围分析的案例

只有几个。H i l l e l 等人（2 0 0 3）  和

SanCristobal等人 （2006a）分别调查了整

个欧洲的鸡和猪的多样性；Hanotte 等人

（2002）获得了几乎整个非洲大陆的牛的

数据；Tapio 等人（2005）评估了北欧国

家广大地区范围的绵羊多样性；Ca_on等

人（2006）研究了欧洲、中东和远东地区

的山羊多样性。然而，对于大多数畜禽来

说，仍然缺乏全面的综述。正在进行的大

范围项目之间的密切合作保证了在不久的

将来，对于一些品种，例如山羊和绵

羊，遗传多样性全球估计的传递交流。其

间，正在开发的新的数据分析方法将能实

现对仅有少数品种，并且没有或仅有几个

共同标记的数据集的综合分析（Meta 分

析）（Freeman等，2006）。畜禽多样性的

这种全球设想将对重建畜禽种群，包括人

类的起源和历史非常有价值。它也将加强

以保存动物遗传多样性为目标的区域和局

部热点。

单核苷酸多态性

单核苷酸多态性也是遗传多样性研

究除微卫星之外的可选技术。目前用于

检测和定位 SNP 标记的方法已有几种

（参见 Syv nen，2001）。作为等位基因

标记，SNP 包含的信息内容非常少，因

此要想达到 30 个微卫星位点的标准品

所得到的信息水平就需要更大的样本

量。然而，正在发展的分子生物学技术

增加SNP定位的自动化水平，同时减少

耗费。看来，在不久的将来，低成本的

大量标记的并行分析方法将可能面世

（例如 Wong 等，2004）。据此展望，大

规模项目正在几种畜禽中进行，对数百

万的SNP进行鉴定，以及对数千SNP进

行验证，并且鉴定染色体中的单体型区

断。与序列信息类似，SNP 可以对不同

实验进行直接的对比分析和结合分析。

SNP 似乎是未来遗传多样性研究中

非常吸引人的标记，因为它可以被方便地

用于评估功能性或中性变异。然而，SNP
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发明的最初阶段或 SNP 从数据库中的选

出非常重要。SNP 可以通过多种实验方

案产生（例如基因测序，单链构象多态性

（ S S C P ）， 变 性 高 效 液 相 色 谱

（DHPLC）），或与公众基因和表达序列

数据库中相同区域的多重序列进行电子

标记和比较。当数据还没有被随机获得

时，群体遗传参数的评估标准是不能够

应用的。较为频繁的例子为：当SNPS开

始在小样本（板，panel）中鉴定，然后

又放入染色体这样的大样本中鉴定时，

则先前小样本中出现的中间频率的

SNPS，与所期望的随机样本中等位基

因变异的分布相比会出现偏差。SNPS

确实能够应用到未来群体遗传分析中

去，但是那些明确可以发现SNP技术的

统计方法一定要得到发展（Nielsen 和

Signorovitch，2003；Clark 等，2005）。

扩增片段长度多态性

AFLPs为双显性分子标记（Vos 等，

1995）。未知染色体区域的很多单核苷酸

突变可以同时被检测出来，而且突变经

常会出现在未知功能的基因中。由于

AFLP具有显性遗传模式，因此其分析品

种内多样性和近交系时会显示出它的缺

点。然而，当分析品种间和相关物种间

的多态性时，会体现出其信息含量高的

特点。

线粒体DNA标记

线粒体DNA多态性已经被广泛应用

于系统发生和遗传多态性分析。细胞质

里线粒体携带的单倍体mtDNA具有母性

遗传模式（即个体从它们的母本继承

mtDNA，而不是父本）和高突变率，并且

不能重组。这些特性使进化生物学家可

以通过评估mtDNA里的突变模式来重建

种内和种间的进化关系。MtDNA还可以

提供一种检测畜禽品种或亚种之间杂交

关系的快速方法（例如 .  N i j m a n 等，

2003）。

D环的高变区或MtDNA控制区的序

列多态性已经在家畜野生祖先的鉴定，

遗传多样性地理模式的建立，以及家畜

驯化的理解等方面做出了巨大贡献

（Bruford等，2003）。现代欧洲牛的中东

起源最近被Troy等人证实（2001）。该研

究还鉴定了普通牛的四个母性来源，也

证明了 在人类新石器时代人类迁出新月

沃土的过程中牛的遗传多样性的损失。

同样，具有三个mtDNA来源的多重母性

起源在山羊中非常显著（L u i k a r t 等，

2001），并且亚洲和新月沃土是可能的起

源中心。最近，一个 mtDNA 第三支系、

第四支系和第五支系分别在中国绵羊

（Guo 等，2005）、中国山羊（Chen 等，

2005）和中国牛（Lai  等，2006）中被

发现。在亚洲鸡品种中，已发现9个不同

的mtDNA支系（Liu等，2006），表明多

重起源在南亚和东南亚。所有这些结果

表明我们对家畜驯化和遗传多样性的了

解还远远不够。家畜起源的深入讨论见

第一部分第一章。
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3.2 利用标记估计有效种群大小

Hill在 1981年曾建议利用DNA多态

性的配子相分布来估计有效种群大小

（N
e
）。由于连锁的标记，这种估计可以基

于基因型连锁分子标记（微卫星或SNP）。

连锁位点的等位基因频率的预期相关性是

N
e
和重组率的一个函数。因此，N

e
可以通

过观察到的不均衡性来估计。Haye 等人

（2003）提出了一种基于染色体片段纯合

性的类似方法。另外，这种方法还具有估

计早期世代N
e
的潜力，因此还可以判断现

有的种群大小在过去是增加还是减少。通

过示例数据集，研究表明荷兰黑白花乳牛

品种在过去经历了一个 N
e
的实质减少过

程，然而人类种群的有效种群大小在不断

增加，这与人口普查和家系研究一致。

3.3 针对功能变异的分子工具

基于地图位置的方法：数量性状基

因位点作图（QTL作图）遗传标记表现为

孟德尔法则性状；换句话说，它们遵循由

孟德尔最先提出的分离和自由组合规律。

位于同一个染色体上的两个基因是物理连

锁的，并具有一起遗传的趋势。在减数分

裂过程中，同源染色体之间的充足可能会

打破这种连锁。位于同一染色体上的两个

基因之间的重组频率取决于它们之间的距

离。因此，遗传标记之间的重组率是它们

连锁程度的指示因子：重组率越低，标记

之间隔的就越近。遗传图谱的构建开发了

这种特性，并用来推断遗传作图中标记之

间的近似距离和可能顺序。

作图实践通常根据选择性计划（全

同胞或半同胞家族）的结构化实验种群

（例如F2代或回交代）或现有种群多态性

标记的共分离来实现。具有几百至几千

标记的中高密度遗传图谱对大多数畜禽都

适用。

为鉴定一个特定性状的QTL，可以用

一套均匀分布于基因组的已测定位置的分

子标记来确定特例家族的基因型（插文

76）。已有很多统计方法可以用来推断特

定标记间隔内是否存在重要的QTL，但是

所有方法都基于畜禽家族拥有一个高水平

的连锁不平衡：即染色体的很大片断在从

亲代向子代的传递中没有进行重组。

QTL 作图相通常采用精妙的 QTL 作

图位置（QTL精细定位）。为完成这项任

务，需要对附加标记以及以上目标区域发

生的所有其他重组事件进行分析。最近，

人们又设计了一个巧妙方法，并应用于染

色体上BTA14区域的精细作图，该区域携

带了一个与牛奶脂肪含量和其他性状有关

的重要 QTL（Farnir 等，2002）。这种方

法利用了过去世代的历史性重新组合将作

图位置限制到相对较小的3.8 cM 区域，一

个允许基因定位克隆的大小（DGAT1）

（Grisart 等，2002）。

通过精细定位，人们就可以从鉴定区

域的基因中找到决定生产性状的基因。候

选基因也可以在相同的畜禽（例如，当充

足的EST图谱可以利用时，或基因组被完

全测序时）或模式动物的直系同源区域中

找到，从模式生物中我们可以得到全部的

基因组信息。
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插文76

QTL作图

如果一个目标性状存在一个QTL，未知的

相关基因（Q 和 q）的正、负变异的等位基因将

与M1标记附近的等位基因共分离，其中M1（M1

和m1）能够在实验室内测定基因型。例如，让

我们假设M1和m1分别与Q和q进行共分离，因

此M1和Q在同一条染色体上紧密相邻，m1和

q在同源染色体上紧密相邻（M1Q and m1q）。

让我们也假设测定了一个起源于 F1 代

杂合个体杂交的F2代种群的基因型。根据基

因型，F 2 代的后代基于它们标记基因型

（M1M1和m1m1； M2M2和m2m2； ... MnMn

和mnmn）进行分组，接下来对群体的平均表

现型进行比较。如果没有 QTL 与给定的标记

（例如M2）连锁，那么M2M2和m2m2后代的

表型值之间对目标特性来说就检测不到重大差

异。相反，如果后代按照它们在标记M1上的基

因型来分组，那么M1M1组在QTL初大部分将

是QQ，m1m1组大部分将是qq。在这种情况下，

将能观察到后代平均值之间的重大差异，因此

有时候，一个意外的资源可以带来基

因功能的关键信息。肌肉生成抑制素基因

就是这种情况，它的功能首先在小鼠中被

发现，然后才在牛的双肌基因事先被标记

的染色体区域内被发现（McPherron 和

Lee，1997）。

很明显，鉴定一个复杂性状的相关基

因（数量性状基因，QTG）和功能突变

（QTN）仍然是一项重要任务，还需要开

发几种方法来减少位置候选基因的数量。

在这个层面上，基因的功能信息是根本。

然而，我们对基因组测序和 cDNA（互补

能检测到QTL的存在。对于某些品种，品系和

品种一般通过商业杂种繁育，例如家禽和猪，

这种措施可以在实验种群（F2，BC）中完成，

然而对于反刍动物，通过要用到两代（父女设

计，DD）或三代（孙女设计，GDD）家系。在

父女设计中，杂合在父本（第一代）中的标记

被分离并传递给女儿（第二代），并且通过第二

代来收集表型数据。在孙女设计中，杂合在祖

父本（第一代）中的标记被分离并传递给它的

半同胞儿子（第二代），半同胞儿子的表型可根

据孙女（第三代）的表型推断得到。

QTL作图试验的结果鉴定了染色体区域，

一般可以生成半条染色体，并利用其检测目标

性状的重要影响因素。现代研究正积极利用作

图来鉴定适应QTL影响的性状。这些性状在鸡

中的例子包括对沙门氏菌的侵染和排泄物不断

增加的抗性（Tilquin 等，2005），肺部高血压

综合症发生的敏感性（Rabie等，2005），以及

牛的锥虫病（Hanotte 等，2002）。

DNA）测序得到的大多数基因的可能功

能仍然知之甚少。这就是为什么调查基因

表达模式能够与前面所讲的定位方法结合

来提供有用信息的原因，并为复杂性状鉴

定候选基因。这种组合方法被称为“遗传

基因组学”（Haley和 de  Koning，2006）。

基因表达模式调查的最新进展在下一节中

介绍。

目前，人们正在研究利用遗传标记检

测环境适应基因的替代方法（插文77）。它

们现在正处于试验阶段，并且还需要深入

研究来评估这些方法的效能。
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QTL作图的根本目标是鉴定QTG，并

最终鉴定 QTN。虽然迄今为止在家畜中

只有少数几例，但这些却是能够对标记辅

助育种和保存决策产生直接影响的突变类

型。在不久的将来，QTG和 QTN的数量

将不断增加，因此我们需要对基于功能性

状和突变的保存模型进行充分考虑。

基因表达的调查模式

过去，只能在表型水平上对特定性状

（如适应性和抗性）的表达进行测量。现

插文77

种群基因组学方法

携带相关基因的基因组区域的一个替代性

鉴定方法最近已被提议。它由  通过“种群基

因组学”方法而进行的“选择签字”组成（Black

等，2001； Luikart 等，2003）：利用种群基因

组学进行 QTL 作图的三个主要原则分别是：

（1）跨基因组的中立（不确定性）位点将同样

受到基因飘移、种群统计和种群进化史的影

响；（2）选择位点往往会有不同表现，因此显

示出变异的“异常值”模式，多样性的损失（如

果位点处于一个平衡选择将会增加多样性），

连锁不平衡以及 Gst/Fst 指示因子的增加 / 减

少；（3）通过搭便车效应选择也会影响连锁标

记，承认“选择签字”的检测（异常值效应），

通常可以通过测定大量染色体标记的基因型以

及鉴定“异常值”的类别来检测。这种方法利

用的是品种（或品种内的亚种群）水平的表型

数据，而不是个体水平的，因而精细地补充了

传统的家系内 QTL 作图方法。

种群基因组学方法也可以鉴定强选择压下

的基因以及最终固定在品种内的基因，尤其是

含有适应极端环境、抗病性等性状的基因。这

些性状对动物可持续育种非常重要，其中大部

分难于或不可能通过传统的 QTL 作图或相关

方法进行调查。最近，研究者分别利用理论观

点（Beaumont 和 Balding，2004；Bamshad 和

Wooding，2003）和自然种群中不同类型标记

的具体试验（AFLPs 分析:  Campbell  and

Bernatchez，2004； 微卫星: Kayser等，2003；

单核苷酸多态性（SNPs）: Akey 等，2002）对

种群基因组学的潜力进行了调查。经过初步分

析，绵羊的 MYH1 （阻凝蛋白 1），MEG3

（callypige），和 CTSB（蛋白酶 B）基因表现

出重大的异常行为（Pariset 等，2006）。

同一个项目，基于空间分析方法（SAM）

的一种新方法已被设计用来检测家畜和野生

动物的签名自然选择（Joost，2006）。利用

此方法得到的初步结果与运用种群基因组学

的理论模型（例如由Beaumont和Balding在

2004年开发的模型）所得到的结果一致。既

然它被设计用来鉴定与选择标记有关的环境

参数，因此与传统的方法相比，SAM又前进

了一步。

在，转录组（细胞或组织中所有转录产物

的集合体）和蛋白质组可以直接通过高通

量技术，例如差异显示（DD）（Liang 和

Pardee，1992），cDNA-AFLP（Bachem 等，

1996），基因表达的系列分析（SAGE）

（Velculescu 等，1995； 2000），质谱，以

及蛋白质和DNA微阵列分析。这些技术代

表了RNA和蛋白分析的突破，从而实现了

特定时间范围内组织中所有实际表达的基

因的平行分析。因此，这些技术将有助于

可能支撑许多复杂形状的网络的编码。
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组学技术往往被比喻成在一幅米开朗

基罗壁画前打开灯光，而不是使用一个仅

能看到局部的火把。全貌图使其表现出的

含义得以理解，使其美丽得以欣赏。事实

上，这些技术目前正面临技术运用和数据

分析的困难和所需的巨大花费。同类细胞

样本的分离相当困难，并且是许多基因表

达谱研究的一个重要先决条件。大量平行

测定的单个测验花费较低，但是整个试验

花费却相当高。实验设备非常昂贵，并且

所有的实验阶段都需要很高的实验技能。

除了常规困难之外，RNA分析与DNA分

析相比，还面临新的困难。因为 RNA 非

常容易降解，必须从新陈代谢非常活跃的

组织中非常小心地提取。实际上，样品保

存和处理是成功进行 RNA 分析试验的一

个关键。然而，纳米技术在生物分析分析

中的应用为解决这些问题提供了广阔的应

用前景（Sauer 等，2005）。

数据处理是一个更深层次的问题。分

子数据集，例如基因表达谱，可能会在相

当短的时间内产生。然而，不同实验室之

间的数据需要进行标准化来满足不同生物

数据集一致性分析的要求。标准化的一致

性，也就是互联数据库的建立，是对分子

网络进行有效分析的基础。

转录谱

本部分主要介绍了 SAGE 和微阵列

技术。最近的一些综述描述了其他技术

（例如，Donson等，2002）。SAGE产生组

织或细胞系的全部表达谱。它包括全部

mRNA库的构建，mRNA库能够在细胞激

活的特定步骤对整个表达或失活的转录进

行数量分析。它基于三条原则：（i）从每

个 mRNA 转录中给定区间中获得的一个

短序列标签（9～14bp），包含唯一鉴定一

个特定转录的足够信息；（ii）序列标签可

以连锁在一起来形成长的 DNA 分子（串

联体），串联体可以被克隆和测序——串

联体克隆的测序可以进行大量单个标签

的快速鉴定；（iii） 转录的表达水平可以通

过一个特定标签被观察到的次数而量化。

微阵列在独立试验中可被用于比较

两个生物系统（例如通常环境和挑战性

环境中的动物）的数千基因的 mRNA 表

达水平。微阵列技术还可以提供对广泛

适应生物暴露因素的基因表达的时空模

式的理解。

将极少量的DNA 溶液印迹在一个无

孔玻片材料上，斑点直径为100～150μm。

现在，大约50 000个DNA（cDNAs）被点

在显微镜载玻片上。DNA微阵列分析包括

数百个已知基因和几千个未知基因。微阵

列可以用 cDNA片断或预制的寡核苷酸作

标记，其中后者具有较高的灵敏度和再

现性，但仅限于已知序列的设计。微矩

阵的利用基于“杂交”原则，也就是两

个单链 DNA 或一个 DNA 和 RNA 序列

相互暴露，然后测量形成的双链分子的

数量。mRNA 的表达可以被定性和定

量。它显示了一个组织的基因活性，并

且往往与这种 mRNA 诱导的蛋白表达

直接相关。
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基因表达谱有利于生物学机理的理

解，因此推动了候选基因的鉴定。例如，

牛锥虫病抗性表达中的基因库已分别通

过 SAGE（Berthier 等，2003）和 cDNA

微阵列分析（Hill 等，2005）得到了鉴

定。很多基因表达的平行调查可以鉴定

控制表型且通过微分表达分析仍未检测

到的主效基因。例如，这些主效基因可

以拥有在同一水平表达的不同等位基

因，可以不同程度上提高下游基因的

表达。在这种情况下，主效基因既可以

通过挖掘代谢途径的现有知识来找到，

也可以通过表达 QTL 方法找到（Lan

等，2006）。根据这种方法，下游基因

的表达水平需要在隔离种群中测量。

每个基因的转录量可以利用上一节中的

方法获得。

蛋白谱

蛋白结构（转译为蛋白谱），蛋白——

蛋白、蛋白——核酸以及蛋白——小分子

之间的互作，以及蛋白在真核细胞中的时

空表达的系统研究对复杂生物现象的理解

是至关重要的。蛋白是活体细胞及其功能

的基本结构。

蛋白的结构可以通过 X －射线衍射

或核磁共振来显现。X－射线衍射需要大

量的结晶蛋白，而结晶蛋白往往较难获

得。为了解蛋白质的功能以及蛋白与蛋白

在分子水平上的互作，测定细胞或组织中

所有蛋白的结构将非常有用。然而，目前

此项工作尚未完成。有趣的是，出现在蛋

白合成过程中不同蛋白变异（插入和 /或

转译后修饰）的数量要比染色体中的基因

数量大的多。

质谱（一种测定分子量的分析技术）

与色谱或电泳分离技术的联机是目前鉴定

细胞中的内生蛋白，描绘转译后修饰的特

性以及测定蛋白丰度的可选方法（Zhu  等，

2003）。二维凝胶电泳是能够在一次单独

实验中分离和显现大量蛋白质（>10 000）

的唯一方法。将蛋白质斑点从凝胶上切

下，进行蛋白酶消化，然后将蛋白质用质

谱进行鉴定（Aebersold和  Mann，2003）。

然而，二维凝胶电泳的标准化和自动化非

常困难，使用已得到的蛋白模式作为蛋白

质组基准图仅仅适用于少数情况。

液相色谱作为一种辅助技术，容易

实现自动化，并且可以直接与质谱进行

联机。基于微阵列的亲和蛋白质组方法

可以作为蛋白谱的替代方法（Lueking

等，2003），并且可以用于检测蛋白与蛋

白之间的互作。这些信息是生物途径算

法模型的基础。然而，结合特异性仍然

是蛋白质微阵列分析方法应用中的一个

问题，因为交叉反应不能被精确预测。

对于蛋白与蛋白之间的互作检测，还有

替代方法，例如酵母双杂交系统（Fields

和 Song，1989）。然而，目前使用的方

法仍然不能对结合蛋白进行定量检测，

并且对于观察到的互作对生理性的蛋白

—蛋白互作的可能表现程度仍然不清

楚。

基于阵列的方法还可以用于检测活体
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和离体的 DNA —蛋白互作（Sauer 等，

2005），鉴定结合于基因表达调控序列的

未知蛋白。DNA 微阵列的使用可以有效

监测键合DNA复合体的核提取物，然而，

蛋白微阵列主要用于鉴定蛋白质组范围水

平上的未知 DNA 键合蛋白质。将来，这

两种方法将展现对转录调节网络更细致的

洞察力。

预测蛋白功能的许多方法都基于预测

蛋白于其他蛋白的同源性及其在细胞内的

位置。蛋白功能的预测非常复杂，并且需

要检测蛋白—蛋白互作以及蛋白与其他分

子互作的技术，因为蛋白质在这些结合过

程中实现其功能。

4   生物信息学的作用

如果没有能力对呈指数上涨的生物学

数据进行分析，那么开发高通量的技术将

没有任何用处。那些需要以电子形式存储

的数据库要与设计好的特定软件结合起来

（插文78），以便数据的更新、调出和修复。

这些信息必须是容易理解的，并且可以灵

活地调出以保证信息可以得到修复。这些

信息可以用来分析新陈代谢途径以及蛋白

质和核酸的作用。

生物信息学是把现存的不同的新、

旧数据整合的非常重要的工具。它能够

模拟分子系统的结构、功能和动力学机

制，因此对于提出假设和推动试验进程

都非常有帮助。

插文78

分子生物学数据库

一些现有的收集分子生物学信息的数据库：

DNA 序列数据库

●  欧洲分子生物学实验室（EMBL）: http://

www.ebi.ac.uk/embl/index.html
●  基因库：http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
●  日本DNA数据库（DDBJ）: http://www.

ddbj.nig.ac.jp

蛋白质数据库：

●  国际蛋白质数据库SWISS-PROT: http://

www.expasy.ch/sprot/sprot-top.html
●  蛋白质信息资源（PIR）：http://pir.

georgetown.edu/pirwww/
●  蛋白质数据库（PDB）: http://www.rcsb.

org/pdb/

基因鉴定利用站：Bio-Portal
●  基因组网站：http://www.hgmp.mrc.ac.uk/

GenomeWeb/nuc-geneid.html
●  BCM搜索引擎：http://searchlauncher.bcm.

tmc.edu/
●  MOLBIOL: http://www.molbiol.net/
●  佩德罗生物分子研究工具：http://www.

biophys.uni-duesseldorf.de/BioNet/Pedro/

research_tools.html
●  ExPASy分子生物学服务器：http://www.

expasy.ch/

畜禽特殊兴趣数据库：

http://locus.jouy.inra.fr/cgi-bin/bovmap/intro.pl

http://www.cgd.csiro.au/cgd.html

http://www.ri.bbsrc.ac.uk/cgi-bin/arkdb/browsers/

http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/pig/

http://www.ensembl.org/index.html

http://www.tigr.org/

http://omia.angis.org.au/

http://www.livestockgenomics.csiro.au/ibiss/

http://www.thearkdb.org/

http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/bovine/
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5  结论

分子特征在揭开历史、鉴定多样性、

特异性和动物遗传资源结构方面都起到了

非常重要的作用。它能够为小种群动物提

供一个辅助的作用以防止种内过渡的近亲

繁殖。大量的调查结果表明，种群内和种

群间的多样性，有一些是在相当大的范围

内。但是，这些研究很琐碎，很难进行比

较和综合。而且，相应品种在世界范围内

广泛的调查还没有进行。同样，开发将现

存的、部分重叠的数据整合的方法具有非

常重要的战略意义，这样能够使将来在世

界范围用作参考数据的样本和标记得到保

证。一个可以方便收集本土种质资源的网

络可以使世界范围内的调查变得方便，通

过适当管理下可以为科学团体所利用。

分子标记技术正日新月异地发展，微

卫星标记很可能成为 SNPs 技术的补充。

由于这些分子标记在基因组中大量存在，

并且又适应于自动生产和评分，所以具有

光明的前景。但是，利用SNP的方法进行

动物品种多样性分析的可信度还需要进行

进一步探究。为了避免实验结果偏离真

值，这个课题需要利用充分的批判性剖析

方法进行处理。

数据分析方法也在不断进步。新的分

析方法可以直接进行多态性研究，而不必

按照先前的通过调查做出的种群结构假

设，鉴定适应基因的多样性探索（例如：

利用种群遗传学，见插文77）以及不同来

源信息的综合，包括社会经济学参数和环

境参数，来设定保存优先序（见第六章）。

正确的取样策略的采用和表型信息和环境

信息的系统收集仍然是开发具有潜力的新

技术和新方法的必要要求。

除中性变异之外，目前开展的研究正

积极寻找影响主要性状的基因。与疾病抗

性、繁殖率和产品品质均是具有最高优先

权的性状。大量的策略和高通量组学技术

最终都应用于此。QTN 的鉴定为动物遗

传资源管理提供了新的机遇和挑战。适应

性多样性信息可以在表型和中性遗传多样

性等方面对 QTN 进行补充，可以整合到

动物遗传资源管理和保存的决定工具中

去。特定种群中适应性性状的独特等位基

因的鉴定或重组可能会加强它们保存工具

和目的性状利用的可信度。基因辅助选择

还具有减少现存的选择效率在产业化生产

系统的大种群与不能有效应用的遗传评估

系统和育种规划的本地小种群之间的差距

的潜力。然而，标记和基因辅助选择也不

总是最好的方法。考虑到其对近亲繁殖的

种群结构和比例上长期和短期的影响，还

要考虑到环境、社会经济条件的花费和收

益，尤其是对人类生活的影响，这些选择

需要基于具体情况进行评估和优化。

对于其他的先进技术，我们希望它们

能够使世界范围内的分子特征领域的科学

进展受益。因此，为了人类的现在和将来

着想，应提高利用和保存世界动物遗传资

源的认识。
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插文79

术语：分子标记

本部分用到的定义如下：

候选基因：任何可能引起动物可见特征改

变的基因（例如：疾病抗性，牛奶蛋白的生产

或生长）。由于这种基因位于染色体的特殊区

域，可能与性状的控制有关，或者是它的蛋白

质产物与控制性状相关（例如：牛奶蛋白生产

基因）。

DNA:基因组中由脱氧核糖核酸编码的遗

传信息，储存在细胞核中。DNA 是由脱氧核

糖、磷酸、四种碱基（腺嘌呤、鸟嘌呤、胞嘧

啶、胸腺嘧啶）组成，具有两条双螺旋结构的

链。一条链上的A与另一条链上的T   通过两

个氢键相连，C与G配对，通过三条氢键相连，

因此两条链是彼此互补的。

互补DNA（cDNA）:是由mRNA反转录产

生的DNA序列。此类DNA含有外显子和5',3'

区域的非编码区，但是不含有内含子 DNA。

遗传标记：可以很容易地通过分子或者表

型分析得到的 DNA 多态性。这种标记可以存

在于基因中，或者存在于未知功能的DNA 序

列中。由于DNA 片段与染色体上与其相邻的

DNA 片段一起遗传，因此标记可以作为间接

的方法，用来跟踪那些没有被定义，但是大概

位置已知的基因。

单倍型：“单倍体基因型”的缩写，是个

体染色体的遗传构成。对于二倍体生物，单倍

型包含每个位点的一对等位基因。它也可能

指与单个染色体相关联的一组标记（例如：单

核苷酸多态性－SNPs）。有了这个知识，就可

以认为鉴定一个单倍型区域上的几个等位基

因就可以明确地鉴定这个区域位点的其他多

态性。这种信息对于调查复杂性状的遗传性

非常有价值。

连锁：在同一个染色体上相互关联的基因

或者标记。连锁的基因或标记具有共同遗传的

倾向。

连锁不平衡（LD）：用于研究两个或多个

位点（不一定要在相同的染色体上）的非随机

相关联的等位基因的种群遗传学术语。与连锁

不同，连锁不平衡所描述的染色体上的两个或

多个位点有重组方面的限制。连锁不平衡描述

的是这样一种情况，某种群中等位基因或者遗

传标记所发生的重组事件的频率多于或者少于

理想上随机发生的等位基因的重组率。连锁不

平衡是由于基因之间适当的交换或者是一些非

适应性的过程引起的。例如种群的结构，近亲

繁殖和一些随机的影响。在种群遗传学中，连

锁不平衡是用来说明单倍型在两个或多个位点

上的分布特征的。

基因芯片技术：是指可以同时研究大量相

互作用的基因和细胞中调控网络中各条通道上

的基因的一种新方法。这种方法可以利用机器

人准确地将包含有功能DNA的样品点到玻璃

介质上。研究人员将荧光标记粘在他们想要研

究细胞中的 mRNA 或 cDNA 上。这些被标记

的探针可以与介质上的cDNA链相结合。然后

将介质进行显微扫描，可以衡量每个荧光点的

亮度，亮度的强弱可以说明与mRNA特意结合

的程度。

引物：用于进行聚合酶链式反应的一段单

链寡核苷酸序列。

RNA：核糖核甘酸。含有组成DNA的四

种碱基中三种碱基的单核甘酸链（A、C、G）。

RNA 中，T 被 U 代替。
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