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勐养保护区亚洲象微卫星位点筛选 

及种群遗传多样性分析 
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摘要：本文以亚洲象肌肉样品提出的 DNA为模板 ，从非洲象31个微卫星位点和 5个已知亚洲象微卫星位点中筛 

选勐养亚洲象的微卫星位点，进而对在西双版纳勐养保护区 3年采集到的 191份亚洲象粪便样品中提出的 DNA 

进行特异性 PCR扩增、基因分型、检测位点信息和遗传多样性分析。结果表明：36个位点中有 14个位点能在 

亚洲象肌肉样品提出的 DNA中成功扩增，且经测序证实为微卫星位点。其中9个多态位点能在 185份粪便样品 

DNA中稳定扩增。勐养种群中，3个位点可能偏离 Hardy—Weubberg平衡 ，至少 8个位点间无明显连锁存在，平 

均等位基因数3．78±1．72，平均期望杂和度 0．32 ±0．06，平均观察杂和度 0．36±0．02，平均多态信息含量 

0．28，说明这 9个位点适用于勐养亚洲象的遗传学研究。根据微卫星位点的杂合度和等位基因频率，相比于其 

他亚洲象种群，勐养亚洲象种群遗传多样性较低且等位基因频率具有特异性。 
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Screening microsatellite DNA markers and genetic variation analysis of 
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Abstract：To get the appropriate microsatellite markers，we first screened 3 1 loci originally developed in the African ele— 

phant and five in the Asian elephant(Elephas maximua)using one muscle sample and then test the locus polymorphism 

and analyze genetic variation by the total 191 faecal elephant samples collected in Mengyang Nature Reserve through 4—8 

repeat PCR and genoiyping．The results showed 14 loci from the 36 can amplify in the target muscle DNA sample and veri— 

fled to be microsatellite after sequencing． Nine microsatellite loci were optimized for faecal DNA amplification in the targe— 

ted Asian elephant population． For Mengyang population，we obtained amplified product from 185 of the total 191 samples 

(96．9％)and 55 unique genotypes．3 loci deviated from Hardy—Weinberg equilibrium and at least 8 loci lacked linkage． 

The average number of alleles is 3．78±1．72。the average expected and observed heterozygosity and PIC were 0．32± 

0．06。0．36±0．02 and 0．28，respectively，which indicated that these loci were suitable to genetic researches for Asian el— 

ephant．The relatively low heterozygosity(0．32±0．06)and allele frequencies compared with other populations showed 

that the genetic variation was low and genetic structure was potentially skewed in the Mengyang population． 

Key words：Asian elephant(Elephas maximua)；Faece sample；Genetic variation；Microsatellite DNA 

微卫星 (Microsatellite)DNA因其分布广泛， 

变异度极高和易于检测而被应用于分子生态学、群 

体遗传学等研究领域 (Gyapay et a1．，1994)。利 

用近缘物种中已有的微卫星位点扩增新的位点已有 

很多 报 道 ( Deka et a1．，1994；Primmer and 

Ellegren，1 998；雷初朝等 ，2005；张琼等 ，2005； 
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赵太云等，2006)，同时微卫星 DNA多态片断利用 

PCR扩增获得，对模板 DNA的要求相对较低，所 

以适合于使用非损伤性 DNA提取的方法 (张于光 

等，2003)。在非损伤性取样 中，粪便样品是最具 

有潜在价值的研究材料，不但容易收集 ，而且其中 

所含有的遗传物质能够提供动物分子遗传学的信息 

(李明等，2001；魏辅文等，2001)。 

亚洲象 (Elephas m僦 淞)是我国一类重点保 

护野生动物，被国际 自然和 自然资源保护联盟 

(IUCN)列为濒危物种 (Santiapillai and Jackson， 

1990)。目前仅有 Fernando等 (2001)报道的5对 

(EMX1一EMX5)亚洲象的微卫星位点。为了更好 

地研究中国亚洲象的遗传背景，本研究从亚洲象的 

近缘种非洲象 (Loxondonta africana)中筛选微卫 

星位点，以获得更多适合中国亚洲象种群的多态性 

位点，并以勐养保护区野生亚洲象种群为对象，采 

用粪便取样法，利用筛选的微卫星位点对其种群遗 

传多样性进行分析。 

1 材料和方法 

1．1 样品采集 

亚洲象粪便样品采集于西双版纳国家级自然保护 

区的勐养子保护区，地处中国云南省西双版纳州的北 

部，澜沧江河畔，位于 100。36 45”～101。16 50”E，22。 

6'57”～22。23 30”N，总面积99r7．6 km 。主要采样地点 

如图1。分别于 2004年、2005年和 2006年在有象群 

活动地区收集野象排遗3 d内的新鲜粪便各5O份，82 

份，59份，共计 191份。 

为避免交叉污染，取样时均带一次性无菌薄膜 

手套，剥取粪便表层，每一份样品置于一个采样瓶 

中，以75％的酒精浸泡保存，同时记录取样时间、 

采集地点 GPS数据等。贴上标签后运回实验室进 

行 DNA提取。 

本研究所使用的一份肌肉样品来源于 2003年 

勐养保护区电击致死的一头成年雌象。肌肉样品作 

为筛选微卫星位点和阳性对照使用。 

图 l 勐养保护区亚洲象粪便取样点 

Fig．1 The location sites of feces samples in Mengyang Nature Reserve of Asian elephant 
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1．2 实验方法 

1．2．1 DNA提取 

粪便 样 品 中 DNA 的提 取 参 考 张 保 卫 等 

(2004)、马利超 (2004)和杨帆 (2006)的研究。 

每份粪便样品提取两次。具体步骤为： 

1)富集细胞：充分振荡存样瓶，将悬浊液移 

至50 ml离心管中，静置8 h。转移上层沉淀细胞到 

15 ml离心管 中，5 000 r／min离心5 min，弃去上 

清，自然干燥。 

2)消化：于沉淀 (～1．2 g)中加人3 ml消化 

液并 50 l蛋 白酶 K (20 mg／m1)，56~C消 化 

20 min，5 000 r／min离心5 min。 

3)吸附胆盐：于体系中加人适量 (～1．5 g) 

马铃薯淀粉，充分混合后5 000 r／min离心5 min。 

4)去除多糖 ：转移2 000 txl上清至15 ml离心 

管，加人500 txl NaC1溶液 (3．5 M)，充分混合。 

然后加人 70~C的 CTAB—NaC1溶液 (10％ CTAB／ 

0．7 M NaCI)280 txl，70oC水浴10 rain，每隔2 min 

混匀一次。 

5)抽提：于混合液中加人等体积的酚 一氯仿 
一 异戊醇溶液，充分混合后转移至2．0 ml离心管， 

10 000 r／min离~C,IO min，保留上清。 

6)柱纯化：于上清中加人等体积的DNA吸附 

剂 ，充分混合后，以 CP3(Sephacryl$400)过柱。 

以75％乙醇溶剂过柱，洗涤两次。 

7)回收：空柱10 000 r／rain x 1 min处理后，转 

移到收集管，超净台内静置30 min后，以200 txlTE 

过柱，6 000 r／min x 1 min收集洗液。 

对于亚洲象肌肉样品 DNA提取采用传统的酚 
一 氯仿有机抽提法。 

i．2．2 位点筛选 

根据重复单元大于等于2和重复次数较多的原 

则，通过查阅文献和公共数据库 NCBI得到 31个 

非洲象的微卫星位点信息和引物序列，具体位点信 

息见表 1。我们先用一只亚洲象 (勐养 自然保护 

区，2003年电击致死)肌肉样品提出的 DNA进行 

试验，然后把成功扩增的位点对粪便样品中提出的 

DNA进行检测。 

表 1 非洲象 31对微卫星位点信息 

Table 1 The information of the 31 microsatellite loci screened original for African elephant 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.lw23.com  论文网 论文大全
http://www.lw23.com  论文网 论文大全



P1-P11参考 Archie等，2003；P12-P17参考Nyakaana等，2005；P18-P22和P28参考 Comstock等，2000；P23-P27参考 Eggert等，2000；P29- 

P3 1参考 Nyakaana和 Arctander 1998 

P1一P11come from Archie et a1．，2003；P12一P17 comefrom Nyakaana et a1．，2005；P18一P22 and P28 come from Comstock et a1．，2000；P23一 

P27 come from Eggert et a1．，2000；P29一P31 come from Nyakaana and Arctander，1998． 

1．2．3 PCR扩增、基因分型、遗传多样性分析 

利用近缘种中成功筛选出的微卫星位点 (P8， 

P10，P14，P15，P19，P21，P24，P23，P26) 和 

5对 (EMX1一EMX5)亚洲象微卫星位点对所采集 

的191粪便样品提出的DNA在 trFC一200型扩增仪 

进行 PCR扩增。每次扩增过程中严格设定阴性对 

照，反应总体积为10 l，具体为：5 Ixl Hotstar Taq 

mix(Qiagen)，BSA (10 ug／Ix1)0．5 ，上下游 

引物各1 Ixl(2．5 pmol／Ix1) (终浓度0．25 IxM )， 

模板 DNA 2．5 。位点 M2，M3，M5扩增 PCR程 

序参考 (马利超，2004)，位点 P19，P21，P23， 

P24采用降落式 PCR，95℃ 热启动15 min后，95％ 

变性 30 S，首次循环 62℃ ，复性30 S，72℃延伸 

30 S，1～10个循环复性温度每次降低 1℃，10个 

循环后复性温度保持在 52％，共进行 30个循环， 

最后一个循环结束后72℃延伸15 min。位点P14也 

采用降落式 PCR，10个循环从 68％降落到 58％， 

10个循环后复性温度保持在 58℃，共进行 28个循 
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环，最后一个循环结束后，72cI=延伸60 min，位 

点 P15，5个循环从60~C降落到55cI=，复性时间为 

90 S，5个循环后复性温度保持在 55 cI=，共进行 30 

个循环，最后一个循环结束后，60~C延伸30 min。 

根据 多 管法 扩增 的方法 (Taberlet et a1．， 

1996)每份粪便样品进行4次重复PCR。不同的引 

物5’端前分别带上 Fam，Hex，Tamara荧光标记。 

PCR产物首先经过变性处理后 (94cI=，4 min)， 

10 l变性体系 (9．7 txl甲铣胺 +0．3 txl rox500(内 

标) +0．8 l三种荧光标记的 PCR产物)在 ABI 

Prism 3 100 DNA sequencer(Applied Biosystems)上 

进行等位基因大小的检测。等位基因结果在软件 

Genemapper package(Version 3．0，Applied Biosys— 

terns)进行分析、阅读。至少在2次重复中都出现 

2个等位基因判为杂和体。在4次重复中都仅一个 

等位基因出现判为纯合体。如果不满足这些原则， 

再重复4次，直至结果可判读为止。如果样品中出 

现多于2个等位基因的情况，则判为样品被污染， 

在后面的分析中删去。 

利用 Microsatellite toolkit获得匹配的基因型。 

考虑到等位基因丢失 (allele dropout)和错误判读 

的存在，参考其他文献，在分析中我们把所有位点 

相同以及一个等位基因不同的样品判为同一个个体 

(Bellemain et a1．，2005；Solberg et a1．，2006； 

Zhan et a1．，2006)。对 于所有位点 的识别概率 

(P，D)(Paetkau and Strobeck，1994)(种群内随机 

两个个体在多位点上具有相同基因型的概率)和 

完全同胞识别概率 (Pfm ) (Waits et a1．，2001) 

(同胞个体基因型完全一样的概率)，用软件 GIM— 

LET 1．3．3(Valiere，2002)进行计算。 

P(，，J)=∑p +∑∑(2p p，) 

P(，，J) =0．25+(0．5 Zp )+[0．5(Zp ) ]一 

(0．25Zp ) 

其中，P 和 P 表示第 i个和第 个等位基因的 

频率。 

使用软件 GENEPOP version 3．4(updated ver． 

sion 1．2，Raymond and Rousset，1995)检验各个位 

点是否符合 Hardy—Weinberg平衡以及位点间是否存 

在连锁现象，同时计算各个位点的等位基因频率、 

杂合度和信息含量等参数以及种群的遗传参数。 

2 结果 

2．1 筛选位点 

所使用 的 31对 引 物 中有 9对 (29．03％) 

(P8， P10，P14， P15， P19， P21， P23，P24， 

P26)能够成功在亚洲象肌肉提 出的 DNA样品中 

扩增。经回收后测序确认都为微卫星位点。这 9对 

位点 中有 6对 (66．67％)能够在粪便 中提 出的 

DNA样 品中成 功扩 增 (P14，P15，P19，P21， 

P23，P24)。已知的5个 (M1一M5)亚洲象微卫 

星位点都能在肌肉中提出的 DNA样品中扩增，其 

中仅 3个能在粪便中提出的 DNA样品中成功扩增。 

具体信息见表2。 

表2 勐养保护区亚洲象种群中成功扩增的位点信息 

Table 2 The information of locus amplified successfully in Mengyang Asian elephant(Elephas maximus)population 

表中 “+’’表示可以扩增，“一”表示无法扩增；“+”mean successful amplification，“一”mean fa．1 amplification) 
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2．2 基因分型 

191份粪便样品中有 185份样品能够在 9个位 

点成功扩增 (96．9％)。如果容忍 1个位点 1个等 

位基因的不同 (主要为 2个碱基重复的位点 )， 

185份样品得到 55个基因型。 

2．3 遗传多样性 

9个位点在勐养保护区亚洲象粪便样品中扩增 

后所得的具体信息见表 3，各个位点等位基因的频 

率见表 4。 

表 3 勐养保护区亚洲象种群九个位点的遗传信息 

Table 3 The genetic information of each loci used in Mengyang Nature Reserve 

表4 勐养保护区9个微卫星位点等位基因频率 

Table 4 The allele frequency of each loci at the Mengyang Nature Reserve 

经 Hardy—Weinberg平衡检验，除了 P14，P19 

和 P15这3个位点偏离了Hardy—Weinberg平衡 (P 

<0．001)，其他6个位点未偏离 Hardy—Weinberg平 

衡。经连锁不平衡检验，计算了9个位点两两配对 

的基因型不平衡值 (genotypic disequilibrium value) 

除位点 P14与 P21的 P=0．00423，其余 P>0．01， 

其中 M3与 P21的 P=0．01084，其余都为 P> 

0．05，其中P14与 M3的P：0．27061，表明P14与 

P21两个位点间可能存在一定程度的连锁。 

根据位点识别概率由低到高的排列次序，对于 

勐养保护区 9个位点总的 3种识别概率分别为： 

P(JD)(unbiased)： 1．349e一03，PfJD)(biased)= 

1．734e一03和 Pf【D)(sibs)=4．720e一02。 

3 讨论 

由于重复序列和包含引物位点的侧翼序列在物 

种间具有保守性 ，一个物种的微卫星引物可以用来 

检测近缘种同源位点的多态性。本研究所选的 31 

对非洲象微卫星位点在亚洲象肌肉样品中有 9对能 

成功扩增，也证实了这一点，但同时根据测序发 

现，所得位点的序列和重复单元可能与原物种中的 

不一致 (表 2)，这可能是不同物种间的差异所引 

起的。因此，微卫星引物在近缘物种间扩增到产 

物，并不一定意味着成功，还需要通过测序来确定 

所扩增出的条带是否是实验所期望的产物。 
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研究中所选用的位点在粪便样品中扩增时，5 

个位点扩增失败 (M1，M4，PIO，P8，P26)，其 

中M1在粪便样品中不能扩增。M4，PIO，P8因为 

目的片断较长，在粪便样品中扩增不稳定。正如 

Buchan等 (2005)指出等位基因的长度与扩增成 

功率呈现明显的负相关 ，对于粪便样品宜选用片断 

长度较短的位点，一般300 bp以下较为适合。 

本研究通过4～8次重复 PCR，匹配修正后获 

得 55个独立的基因型。一般认为重复的次数越多， 

结果越可靠，误判率越低。但是实验所消费的人力 

财力也相应增多，因此选择适合的重复次数显得十 

分重要。本研究的几次重复过程中，1次重复正确 

率仅为 85％左右，2次重复增加为90％左右，3次 

重复达到 98％，4次重复正确率可达到 99．37％ 

(除去位点 M5)。位点 M5在某些重复中未能得到 

有效扩增，所以很多样品重复 PCR的次数达 8次。 

所以对于非损伤性样品的基因分型建议至少进行 3 

次重复 PCR，对于基因频率较低的等位基因一般4 

次较为适合，如果还出现不能扩增的情况 (如本 

研究中的M5)就要重复 8次甚至更多，使得有效 

读数次数达到 3次以上，正确判断等位基因，尽量 

降低错误等位基因的产生。 

Waits(2001)指出利用基因分型对于种群遗 

传的研究，要求识别概率 P̈D、低于或等于 0．01。 

本研究所采用的 9个位点，无偏随机识别概率 

P(，D ‰ =1．349×10 <0．01，完全 同胞概 率 

PfID 6=4．720×10I2<0
． 5，满足种群遗传多样性 

研究的基本要求。本研究使用9个多态位点，连锁 

分析结果显示至少 8个多态位点间无明显连锁，说 

明它们在亚洲象基因组中分布较均匀，世代传递过 

程中相互独立，其遗传学特征和多样性水平能较好 

地代表该物种基因组水平的遗传现状。经 Hardy— 

Weinberg平衡检验得知：除了 P14，P19，P15三 

个位点偏离 Hardy．Weinberg平衡外，其余位点都未 

偏离，可能原因在于：(1)Hardy-Weinberg平衡适 

用于随机交配的大种群，不适于小种群； (2)存 

在无效等位基因 (null allele)的现象； (3)P19， 

P15两个位点是两个碱基重复的单元，因为结巴带 

(stutter)影响可能存在错误的基因判读。 

平均杂和度 (He)是度量种群遗传变异程度 

的一个最适参数，多态信息含量 (PIC)是衡量基 

因片断多态性的较好指标。一般认为，在某一群体 

中当 PIC>0．5时该位点表现为高度多态；当0．25 

<PIC<0．5时该位点表现为中度多态；而当 PIC< 

0．25时该位点表现为低度多态 (牛荣等，2001)。 

本研究所使用的9个微卫星位点所获得的数据来 

看，勐养亚洲象种群平均等位基 因数为 3．78-4- 

1．72，平均期望杂和度和观察杂和度都很低 (He 

=0．32-4-0．06；Ho=0．36-4-0．02)，多态信息含量 

(PIC)平均为0．28，也处于较低的水平。但由于 

目前没有亚洲象的类似研究报道，所以无法进行比 

较。但其中M2，M3，M5三个位点在其他研究中 

有过报道，Femando等 (2001)建库筛选了5对亚 

洲象微卫星位点，用 20头斯里兰卡亚洲象样本对 

位点的多态性进行了评估；Femando等 (2003) 

用线粒体 DNA D-loop区以及 EMX一1，EMX一2， 

EMX一3，EMX一4，LafMS03五个微卫星位点对婆 

罗洲 (Borneo)的亚洲象同其他地方的亚洲象进行 

了比较 (包括柬埔寨、不丹、孟加拉 国、泰国、 

苏门答腊、马来西亚、老挝，斯里兰卡和印度南部 

等9个 国家)；Vidya和 Fernando(2005)用 6对 

微] 星 (EMX一1，EMX一2，EMX一3，EMx一4， 

LafMS02，LafMS03)对印度南部 Nilgrili种群遗传 

结构和社群结构进行了研究。利用EMX一1，EMX 

一 2以及 EMX一5获得的实验数据将勐养种群与其 

他种群比较，发现勐养亚洲象种群遗传多样性较低 

(见表5～7)。 

从表 5和表6的数据来看，勐养亚洲象种群遗 

传多样性较低，这与杨帆 (2006)用线粒体 DNA 

D．1oop区所得研究结果相一致。其原因可能在于勐 

养亚洲象是由几群亲缘关系较近的象群所组成，由 

于栖息地破碎化等因素，这些象群已经成为孤立的 

小种群。因此，野生动物保护部门应该尽快考虑如 

何建立生态走廊带使本种群与其他种群 自由扩散。 

表5 亚洲象勐养种群和斯里兰卡种群杂合度比较 

Table 5 Comparison of He and Ho of Sri Lanka and Men~ang population 
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表7 位点 M2，M3的等位基因频率在 3个种群中的比较 

Table 7 Comparison on the allele frequency of M2 and M3 among three populations 

同印度南部种群和云南南滚河种群相比，勐养 

种群在等位基因的频率上存在很大的差异 (表 7) 

位点 M2，在印度南部种群和南滚河种群有 3个等 

位基因135，147，150，在勐养种群中没有等位基 

因150，而出现等位基因 138，位点 M3，等位基因 

225在勐养种群中的基因频率达到 98％，显著高于 

另外两个种群 (t-test，P=0．041)。这说明了勐养 

亚洲象种群遗传的特异性。 

中国的亚洲象除了勐养种群外，还有勐腊、尚 

勇、思茅和南滚河种群，使用微卫星标记对其他种 

群遗传多样性的研究，同时结合本研究进一步对中 

国亚洲象整体遗传结构的分析是未来的研究方向。 

如何对 LafMS02，LafMS03，以及 EMX一3(M1)3 

个位点扩增条件进一步的优化，使其在粪便样品 

DNA中能扩增，也将是今后研究的重点之一。 
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