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摘要：２０１７ 年 ７—８ 月和 １１—１２ 月在贺兰山岩画风景区采集到 ３６９ 份岩羊新鲜粪便样本，用多态性较高的 １０ 个微卫星位点进

行基因分型，共识别出 ２８２ 只岩羊个体。 通过复合扩増和牙釉蛋白基因 ＰＣＲ 法共鉴定出 １５２ 只雄性，１３０ 只雌性。 微卫星分析

得到平均等位基因（Ｎａ）为 １０．１，平均观测杂合度（Ｈｏ）为 ０．７７３７，平均期望杂合度（Ｈｅ）为 ０．６５１２，平均多态信息（ ＰＩＣ）为

０．６１２９。 运用 Ｃｅｒｖｕｓ３．０ 软件进行亲权鉴定，并用 Ｋｉｎｇｒｏｕｐ Ｖ２ 计算个体间的亲缘系数（ ｒ），作为亲权鉴定的补充，共鉴定出父⁃

母⁃子 ７ 对，父⁃子 ２１ 对，母⁃子 １９ 对。 根据亲缘关系对岩羊的婚配制进行推测分析，表明岩羊婚配制应属一雄多雌。
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岩羊（Ｐｓｅｕｄｏｉｓ ｎａｙａｕｒ）属偶蹄目牛科羊亚科岩羊属，是典型的高山动物，栖息于高原丘原和高山裸岩与

山谷间的草地，被世界自然保护联盟物种生存委员会（ ＩＵＣＮ ／ ＳＳＣ）收录为低危种，在我国重点保护野生动物

名录中，被列为国家二级保护动物。 目前对岩羊的研究主要集中在种群生态学［１］、行为生态学［２］和种群遗传

学［３］等领域。 伴随着非损伤性取样（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ）技术的应用，利用粪便 ＤＮＡ 结合微卫星标记对羊亚

科动物进行个体识别、亲权鉴定和遗传多样性等方面开展了丰富的研究［４⁃５］，同时对动物的婚配制也进行了

一定的研究，如对倭黑猩猩（Ｐａｎ ｐａｎｉｓｃｕｓ） ［６］、黑麂（Ｍｕｎｔｉａｃｕｓ ｃｒｉｎｉｆｒｏｎｓ） ［７］、小麂（Ｍｕｎｔｉａｃｕｓ ｒｅｅｖｅｓｉ） ［８］ 和黑犀

牛（Ｄｉｃｅｒｏｓ ｂｉｃｏｒｎｉｓ） ［９］等婚配制的研究，这使得分子生物学手段成为研究岩羊亲权鉴定和婚配制的新视角。
本研究采用非损伤性取样技术，通过微卫星标记进行个体识别和亲权鉴定，并分析雌雄岩羊的交配策略，

探讨岩羊的婚配制度，为进一步开展岩羊种群分子行为学研究而完成基础性技术研发工作，同时也为该物种

的保护、利用和管理提供科学依据。

１　 材料和方法

１．１　 研究地概况及样本采集

本研究采样地点为贺兰山岩画风景区（Ｎ ３８°４４′，Ｅ １０６°０１′），位于贺兰山东麓，北起拜寺口，南至三关口，
南北长 ３０ ｋｍ，东西宽 ４ ｋｍ，海拔 １ ４４８ ｍ，是典型的大陆性气候特征，全年干旱少雨，年均降水量 ２００—４００
ｍｍ 之间，年平均蒸发量 ２ ０００ ｍｍ［１］。 植被以山杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｄａｖｉｄｉａｎａ）、灰榆（Ｕｌｍｕｓ ｐｕｍｉｌａ）、酸枣（Ｚｉｚｙｐｈｕｓ
ｊｕｊｕｂｅ ｖａｒ．ｓｐｉｎｏｓａ）、冰草（Ａｇｒｏｐｙｒｏｎ ｃｒｉｓｔａｔｕｍ）、针茅（Ｓｔｉｐａ ｃａｐｉｌｌａｔａ）、早熟禾（Ｐｏａ ａｎｎｕａ）等为主。 此处岩羊数

量较多，具有一定的代表性。 在 ２０１７ 年 ７—８ 月和 １１—１２ 月采用样线法进行岩羊新鲜粪便样本的采集，依据

贺兰山实际沟道走向和地形地貌特征布设了 ７ 条样线，样线长度为 ２—６ ｋｍ［１０］。 在样线行走过程中，搜寻岩

羊的新鲜粪便，若发现岩羊实体，等待岩羊自行离开后，再进行新鲜粪便样本的收集。 为了避免样本交叉污

染，戴口罩和一次性 ＰＥ 手套，用已消毒的镊子采集粪便样本，在新鲜的粪便中选取 ２０ 粒左右放入 ５０ ｍｌ 的管

中，贴上标签，每采集完一次样本，更换 ＰＥ 手套和镊子。 样本采集后带回实验室，放入－８０℃冰箱保存。 两次

共获得 ３６９ 份岩羊粪便样本，岩羊皮张 １ 份。
１．２　 基因组 ＤＮＡ 的提取和 ＰＣＲ 扩增

１．２．１　 ＤＮＡ 提取和质量检测

岩羊粪便用试剂盒（ＱＩＡａｍｐ Ｆａｓｔ ＤＮＡ Ｓｔｏｏｌ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ）提取 ＤＮＡ，岩羊皮张用血液 ／细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒提取 ＤＮＡ，按照说明书进行操作。 １．０％琼脂糖凝胶电泳检测岩羊粪便 ＤＮＡ 质量。
１．２．２　 微卫星位点的选取和 ＰＣＲ 扩增

本研究通过查阅文献得到 ３１ 对贺兰山岩羊的微卫星位点［５，１１⁃１２］，并委托生工生物工程（上海）股份有限

公司（Ｓａｎｇｏｎ）合成引物，经多次实验后筛选出扩增稳定且多态信息含量高的 １０ 对引物（见表 １），在上游引物

５，端分别标记 ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＴＡＭＲＡ 三色荧光重新合成。 ＰＣＲ 反应体系：总体积 １２ μＬ，２×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ｆｏｒ ＫＯＤ
ＦＸ Ｎｅｏ ６ μＬ；２ ｍＭ ｄＮＴＰｓ ２．４ μＬ；１０ ｐｍｏｌ ／ μＬ 的上、下游引物各 ０．３６ μＬ；１００ ｎｇ ／ μＬ 的 ＤＮＡ 模板 １．５ μＬ；１
Ｕ ／ ５０ μＬ ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ ０．２４ μＬ；ｄｄＨ２Ｏ １．１４ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序：９４℃预变性 ２ ｍｉｎ，９８℃变性 １０ ｓ，５４℃—６０℃
退火 ３０ ｓ，６８℃延伸 ３０ ｓ，反应 ３５ 个循环，最后 ６８℃延伸 ７ ｍｉｎ。

实验采用 Ｈｕｂｅｒ 等［１３］提供的 ２ 对引物 ＳＲＹ１２、ＢＭＣｌ００９ 和牙釉蛋白基因 ＰＣＲ 法［１４］ 进行性别鉴定（见表

２）。 对实验的所有样本进行 ３ 次 ＰＣＲ 扩增，并用实验室已知性别的岩羊皮张 ＤＮＡ 样本作为对照。 性别鉴定
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多重 ＰＣＲ 扩增：出现双条带（１８０ｂｐ 和 ３００ｂｐ）判定为雄性；出现一条带（３００ｂｐ）则判定为雌性。 牙釉蛋白基

因 ＰＣＲ 扩增法：出现双条带（２１８ｂｐ 和 ２６３ｂｐ）判定为雄性；出现一条带（２６３ｂｐ）则判定为雌性。 最后比较两

套 ＰＣＲ 体系的结果来判断样本的性别。 ＰＣＲ 反应体系同上。

表 １　 １０ 对微卫星引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｎ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

位点
Ｌｏｃｕｓ

引物序列（５′—３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′—３′）

等位基因
大小（ｂｐ）
Ａｌｌｅｌｅ ｓｉｚｅ

退火温度 ／ ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

荧光基团
Ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅｓ

重复类型
Ｒｅｐｅａｔ ｔｙｐｅｓ

文献来源
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＦＣＢ４８ ｇａｃｔｃｔａｇａｇｇａｔｃｇｃａａａｇａａｃｃａｇ
ｇａｇｔｔａｇｔａｃａａｇｇａｔｇａｃａａｇａｇｇｃａｃ １５４—１６４ ５７ ＴＡＭＲＡ （ＴＧ） １１Ｎ（ＴＧ） ３ Ｋａｐｐｅｓ ｅｔ ａｌ．，１９９７

ＩＬＳＴＳ０１１ ｇｃｔｔｇｃｔａｃａｔｇｇａａａｇｔｇｃ
ｃｔａａａａｔｇｃａｇａｇｃｃｃｔａｃｃ ２６７—２９５ ５８ ＨＥＸ （ＴＣ） ７Ｎ（ＣＡ） １１ Ｂｒｅｚｉｎｓｋｙ ｅｔ ａｌ．，１９９２

ＢＭ１３２９ ｇｇｃａａｇｔｃｃａａａｇｔｃｔｔｔａｃａａ
ｇｃｃａｃｔｇｔａｇｃｔｔｇｇｇａａｔｃ １３４—１４６ ６０ ＦＡＭ （ＡＣ） １３ＧＣ（ＣＡ） ３ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ．，２００７

ＩＮＲＡＢＥＲＮ１７２ ｃｃａｃｔｔｃｃｃｔｇｔａｔｃｃｔｃｃｔ
ｇｇｔｇｃｔｃｃｃａｔｔｇｔｇｔａｇａｃ ２１８—２５０ ５６ ＨＥＸ （ＴＣ） ６（（ＴＡ） ２ Ｖａｉｍａｎ ｅｔ ａｌ．，１９９６

ＳＲＣＲＳＰ３ ｃｇｇｇｇａｔｃｔｇｔｔｃｔａｔｇａａｃ
ｔｇａｔｔａｇｃｔｇｇｃｔｇａａｔｇｔｃｃ １０４—１３８ ５５ ＦＡＭ （ＴＧ） ７（ＴＡ） ２（ＴＧ） １１ Ａｒｅｖａｌｏ ｅｔ ａｌ．，１９９４

ＪＭＰ５８ ｇａａｇｔｃａｔｔｇａｇｇｇｇｔｃｇｃｔａａｃｃ
ｃｔｔｃａｔｇｔｔｃａｃａｇｇａｃｔｔｔｃｔｃｔｇ １１８—１３８ ５６ ＴＡＭＲＡ （ＴＧ） ３Ｎ（ＴＧ） ２０ Ｄａｒｉｏ ｅｔ ａｌ．，２００６

ＰＮＤ０１ ｃｔａｃｔｇｇａｃｔｇａｇｇｃａａｇａｔｔｔａｃｃ
ａｃｔａｔｔｃｇａｔｇｔｃａｔａａｃｔａｇｇｇｇａｇ １５９—１７７ ５８ ＴＡＭＲＡ （ＡＣ） １９ＡＴ（ＡＣ） ６ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１４

ＰＮＤ０４ ｃｇａｃｔｇａａａｔｇａａｇｇａａａｃｇａ
ａｃａａｃａａｇｇｇｇｇａｔｇｇｔｇａａ ２０９—２４９ ５４ ＨＥＸ （ＣＴ） ２５（ＣＴＣＣＣＴ） ３（ＣＡ） ２０ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１４

ＰＮＤ０５ ｃａａａｇａｇｔｔｇｇｇｔａｃａａｃｔｇｇｇｔｇａ
ｇｔｔｃｃａａｔｇｔｃｇｇａａｇｃａｔｃｔａｔｔａ １６１—１７５ ６０ ＴＡＭＲＡ （ＡＣ） １７ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１４

ＰＮＤ０６ ｇｃｃｃａｇｇｇａｇｇａｔａａｇｔａａｃ
ｔｃｃｇｔｇｇｃａａａｇａｇｔｃａｇｃ １９１—２０１ ５９ ＴＡＭＲＡ （ＧＴ）４ＡＴＣＴ（ＧＴ）７ＣＴ（ＧＴ）１５ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１４

表 ２　 性别鉴定引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｅｘ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

位点
Ｌｏｃｕｓ

引物序列（５′—３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′—３′）

退火温度 ／ ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

方法一 Ｍｅｔｈｏｄ ｏｎｅ ＳＲＹ１２ Ｆ ｃｔｔｃａｔｔｇｔｇｔｇｇｔｃｔｃｇｔｇ ５７

Ｒ ｃｇｇｇｔａｔｔｔｇｔｃｔｃｇｇｔｇｔａ

ＢＭＣ１００９ Ｆ ｇｃａｃｃａｇｃａｇａｇａｇｇａｃａｔｔ ５７

Ｒ ａｃｃｇｇｃｔａｔｔｇｔｃｃａｔｃｔｔｇ

方法二 Ｍｅｔｈｏｄ ｔｗｏ ＳＥ４７ Ｆ ｃａｇｃｃａａａｃｃｔｃｃｃｔｃｔｇｃ ６２

ＳＥ４８ Ｒ ｃｃｃｇｃｔｔｇｇｔｃｔｔｇｔｃｔｇｔｔｇｃ

１．３　 数据分析

微卫星位点的扩增产物送上海生工用 ＡＢＩ 测序测仪（３７３０ｘｌ ＤＮＡ Ａｎａｌｙｚｅｒ）进行分型，用 Ｅｘｃｅｌ 整理微卫

星数据，之后用 Ｃｅｒｖｕｓ ３．０［１５］（Ａｌｌｅｌｅ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ）功能，计算等位基因数目、杂合度、多态信息含量、亲
权排除概率、无效等位基因频率及 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检测，同时对岩羊进行个体识别，鉴定个体时设定以下

原则：所有微卫星座位上的基因型都相同或只有一个座位上的一个等位基因存在差异则为同一个个体［１６］。
运行 Ｃｅｒｖｕｓ ３．０ 的 Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｒｅｎｔａｇｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ 和 Ｐａｒｅｎｔａｇｅ Ａ ｎａｌｙｓｉｓ 功能，由于父本、母本均未知，所以将

所有雄性和雌性分别作为候选父本和候选母本，取样概率均设为 １．０（取样概率（Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｄ）为候选父

３　 ２２ 期 　 　 　 祝招玲　 等：基于粪便 ＤＮＡ 的贺兰山岩羊亲权鉴定和婚配制研究 　
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占取样中雄性比例及候选母占取样中雌性比例），其他选项均为系统默认值，进行亲权鉴定。 实验中为了保

证鉴定结果的准确性，所有位点全匹配的才确认亲子关系。 使用 Ｋｉｎｇｒｏｕｐ Ｖ２［１７］计算个体间的亲缘系数（ｒ），
作为亲权鉴定的补充，亲缘系数范围在－１ 到 １ 之间，表示亲缘相近的程度。 理论上，当种群处于 Ｈａｒｄｙ⁃
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡时，０．５≤ｒ＜１ 时为同父同母的兄弟姐妹关系，０．２５≤ｒ＜０．５ 时为同父异母或同母异父的兄弟姐妹

关系［１８］。 通过 Ｇｅｎｅｐｏｐ［１９］对 １０ 个位点组成的 ４５ 组进行连锁不平衡检验，采用马尔科夫链法（Ｍａｒｋｏｖ ｃｈａｉｎ
ｍｅｔｈｏｄ） 分析各位点间的连锁关系，参数均设为 ５０００ ｄｅｍｅｍｏｒｉｚａｔｉｏｎ、１００ ｂａｔｅｈ 和 ５０００ ｉｔｅｒａｔｉｏｎ［２０］得到无偏估

计 Ｐ 值，当 Ｐ＜０．０５ 表明连锁不平衡具有显著性。 运用 ＰＯＰＧＥＮＥ ３２［２１］计算种群的近交系数 Ｆｉｓ 值，其值范围

为－１—１，Ｆｉｓ 值为显著正值时，表示种群内存在较严重的近交现象，Ｆｉｓ 值为显著负值时，表示种群内存在

远交［２２］。

２　 结果

２．１　 个体识别和亲权鉴定

２．１．１　 基因组提取、性别鉴定和个体识别

３６９ 份岩羊粪便全部成功提取到 ＤＮＡ，经 １．０％琼脂糖凝胶电泳检测，岩羊粪便中提取的 ＤＮＡ 片段完整，
质量较高，可以直接用于 ＰＣＲ 扩增，共鉴定出 ２８２ 只岩羊个体，其中雄性 １５２ 只，雌性 １３０ 只。 性别鉴定部分

结果见图 １、图 ２。

图 １　 岩羊 ＳＲＹ１２ 和 ＢＭＣｌ００９ 位点的扩增结果

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＲＹ１２ ａｎｄ ＢＭＣｌ００９ ｌｏｃｉ ｏｆ Ｐｓｅｕｄｏｉｓ ｎａｙａｕｒ

１—９，１３—１７：岩羊粪便 ＤＮＡ；１０：雌性岩羊皮张 ＤＮＡ；１１：雄性岩羊皮张 ＤＮＡ；１２：阴性对照

图 ２　 牙釉蛋白基因（ＡＭＥＬＸ 和 ＡＭＥＬＹ）扩増结果

　 Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｅｌｏｇｅｎｉｎ ｇｅｎｅ （ＡＭＥＬＸ ＆

ＡＭＥＬＹ）

１：雌性岩羊皮张 ＤＮＡ；２：雄性岩羊皮张 ＤＮＡ；３—１２：岩羊粪便

ＤＮＡ；１３：空白对照

２．１．２　 微卫星位点的亲权排除率

１０ 个微卫星位点共检测到 １０１ 个等位基因，平均

等位基因（Ｎａ）为 １０．１，ＰＩＣ 在 ０．４５２—０．８２５ 之间，平均

多态信息 ０．６１２９，为高度多态位点（ＰＩＣ ﹥ ０．５），平均观

测杂合度（ＨＯｂｓ）为 ０．７７３７，平均期望杂合度（ＨＥｘｐ）为
０．６５１２。 Ｆｉｓ 平均值为 － ０． １８３６。 无效等位基因 （ Ｆ
（Ｎｕｌｌ））频率极低，平均值为－０．０７９０。 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ
平衡检测显示， ８ 个位点完全符合哈温平衡，位点

ＳＲＣＲＳＰ３ 和 ＩＬＳＴＳ０１１ 则显著偏离平衡。 累积单亲排

除概率为 ０．９６１５（累积单亲排除概率是根据多个位点

累积排除任意一个可疑父亲或母亲为假父亲或假母亲

的概率），累积双亲排除概率为 ０．９９７５（累积双亲排除

概率是根据多个位点累积排除任意两个可疑父亲和母亲为假父亲和假母亲的概率）（见表 ３）。
通过 Ｇｅｎｅｐｏｐ 对 １０ 个位点组成的 ４５ 组进行连锁不平衡检验（见表 ４），由此得到 １１ 组连锁不平衡具有

显著性的组合。 经 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ［２３］ 校正后，仍连锁不平衡 （Ｐ ＜ ０． ０５ ／ ４５ ＝ ０． ００１１） 的组合有 ２ 组，ＰＮＤ０１ 与
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ＩＮＲＡＢＥＲＮ１７２，ＦＣＢ４８ 与 ＰＮＤ０５。

表 ３　 １０ 个微卫星位点的亲权排除概率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐａｒｅｎｔａｌ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ １０ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉｓ

位点
Ｌｏｃｕｓ

等位基因数
Ｎａ

观测杂合度
ＨＯｂｓ

期望杂合度
ＨＥｘｐ

多态信
息含量
ＰＩＣ

第 １ 个亲本
非排除概率

ＮＥ⁃１Ｐ

第 ２ 个亲本
非排除概率

ＮＥ⁃２Ｐ

双亲非排
除 概 率
ＮＥ－ＰＰ

近交统计值
Ｆｉｓ

哈迪温伯
格平衡
ＨＷ

无效等
位基因
Ｆ（Ｎｕｌｌ）

ＢＭ１３２９ ６ ０．６４２ ０．５４５ ０．５０３ ０．８４０ ０．６７９ ０．５０４ －０．１１４４ ＮＳ －０．０７１８

ＪＭＰ５８ ８ ０．６７４ ０．５７１ ０．５１８ ０．８２５ ０．６７１ ０．５０１ －０．１４６５ ＮＳ －０．０６５９

ＩＮＲＡＢＥＲＮ１７２ １５ ０．５２８ ０．４６６ ０．４５２ ０．８７３ ０．７０２ ０．５０７ －０．０９３７ ＮＳ －０．０６７４

ＰＮＤ０１ １０ ０．９８９ ０．７３２ ０．６８４ ０．６８５ ０．５１０ ０．３３０ －０．６４６８ ＮＳ －０．１６１６

ＳＲＣＲＳＰ３ １１ ０．８４４ ０．７１６ ０．６７７ ０．６８４ ０．５０４ ０．３１０ ０．１３４７ ∗∗ ０．０６２６

ＰＮＤ０５ ７ ０．７７０ ０．６８３ ０．６５０ ０．７１４ ０．５２９ ０．３２７ －０．１６４８ ＮＳ －０．０８７０

ＩＬＳＴＳ０１１ １３ ０．８６９ ０．６６８ ０．６０８ ０．７４５ ０．５８５ ０．４０５ －０．４２２８ ∗∗∗ －０．１８８１

ＦＣＢ４８ ４ ０．６５２ ０．５４２ ０．５０２ ０．８４２ ０．６８０ ０．５０６ －０．１１９７ ＮＳ －０．０６７０

ＰＮＤ０４ ２１ ０．９５０ ０．８４１ ０．８２５ ０．４６４ ０．３００ ０．１２２ －０．１３２３ ＮＳ －０．０６８５

ＰＮＤ０６ ６ ０．８１９ ０．７４８ ０．７０９ ０．６５５ ０．４７５ ０．２８８ －０．１２９９ ＮＳ －０．０７４９

综合非排除概率 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｎｏｎ⁃ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ： ０．０３８５２７５８ 　 ０．００２４６７１１ 　 ０．００００３０７５

　 　 Ｎａ：位点等位基因数，ａｌｌｅｌｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ １ｏｃｉ；ＨＯｂｓ：位点观测杂合度，ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；ＨＥｘｐ：位点期望杂合度，Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；ＰＩＣ：位点多态信息含

量，Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ；ＮＥ⁃１Ｐ：第 １ 个亲本非排除概率，Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｎｏｎ⁃ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ （ ｆｉｒｓｔ ｐａｒｅｎｔ）；ＮＥ⁃ ２Ｐ：第 ２ 个亲本非排除概率，Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｎｏｎ⁃

ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ （ｓｅｃｏｎｄ ｐａｒｅｎｔ）；ＮＥ⁃ＰＰ：双亲非排除概率，Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｎｏｎ⁃ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ （ｐａｒｅｎｔ ｐａｉｒ）；Ｆｉｓ：近交系数的 Ｆ⁃统计量检测值，ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｗｉｔｈ Ｆ⁃ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ；ＨＷ：哈迪温伯格平衡 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ；Ｆ（Ｎｕｌｌ）：无效等位基因频率，ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｗｉｔｈ ｎｕｌｌ；ＮＳ：不显著偏离，ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

表 ４　 １０ 个微卫星位点的连锁不平衡检验结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｉｎｋａｇｅ ｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ １０ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ ｌｏｃｉｓ

位点 Ｌｏｃｕｓ ＪＭＰ５８ ＩＮＲＡＢＥＲＮ１７２ ＰＮＤ０１ ＳＲＣＲＳＰ３ ＰＮＤ０５ ＩＬＳＴＳ０１１ ＦＣＢ４８ ＰＮＤ０４ ＰＮＤ０６

ＢＭ１３２９ ０．１８４６５２ ０．０７９６２８ ０．３１１４０４ ０．５４１７３０ ０．５５０１０８ ０．１４２３６０ ０．４１１９０４ ０．４８９６６０ ０．７３７１４２

ＪＭＰ５８ ０．０７５０２４ ０．４７８１４４ ０．７３００３８ ０．４８３２５６ ０．０２７４７６ ０．８９９６９６ ０．０９０３１６ ０．２３０７１０

ＩＮＲＡＢＥＲＮ１７２ ０．０００８３２ ０．０２１８２６ ０．７９００６４ ０．７８０５９０ ０．９３９２８４ ０．５２６１４４ ０．４８９７６２

ＰＮＤ０１ ０．００３４６６ ０．７８０５９６ ０．８５０２７０ ０．６０３４９０ ０．３９９１７６ ０．２７６４５２

ＳＲＣＲＳＰ３ ０．０７３８２８ ０．０３４４７４ ０．０２８７４２ ０．０１１２０２ ０．３４０９３８

ＰＮＤ０５ ０．３３０９３２ ０．０００７６６ ０．７４５１７８ ０．０１１５１２

ＩＬＳＴＳ０１１ ０．９０３７２０ ０．０３１４０８ ０．０９２４８２

ＦＣＢ４８ ０．９４７７０６ ０．１５２０８０

ＰＮＤ０４ ０．００３８０６

ＰＮＤ０６

按照多态信息含量（ＰＩＣ）由低到高和由高到低的顺序依次增加微卫星位点数进行累积排除率分析，结果

由图 ３ 可知，随着微卫星位点数的增加，累积排除率逐渐增加，当微卫星位点达到 ７ 个（ＰＩＣ 由高到低）和 ９ 个

（ＰＩＣ 由低到高）时，累积亲权排除概率大于 ０．９９００，说明所筛选的 １０ 个微卫星卫点能进行准确的亲权判定。
２．１．３　 亲权鉴定

运用 Ｃｅｒｖｕｓ３．０ 软件的 Ｐａｒｅｎｔ ｐａｉｒ（Ｓｅｘｅｓ ｋｎｏｗｎ）功能进行亲权鉴定，共鉴定出父⁃母⁃子 ７ 对，父⁃子 ２１ 对，
母⁃子 １９ 对。 ２８ 对父⁃子的亲缘系数（ｒ）在 ０．５０００—０．８４６２ 之间，２６ 对母⁃子的亲缘系数（ｒ）在 ０．５０００—０．８０００
之间，所有父子间、母子间、同父同母个体间的亲缘系数平均分别为 ０．６１６４、０．６２５１ 和 ０．５４２６。 实验中运用 １０
个微卫星位点进行亲子鉴定，亲权排除概率为 ９９．７５％。

５　 ２２ 期 　 　 　 祝招玲　 等：基于粪便 ＤＮＡ 的贺兰山岩羊亲权鉴定和婚配制研究 　
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图 ３　 微卫星位点数与累积排除率之间的关系

　 Ｆｉｇ． ３ 　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ

ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ

ＣＥ⁃１Ｐ，ＣＥ⁃２Ｐ，ＣＥ⁃ＰＰ：ＰＩＣ 由低到高排列的累积排除概率；ＣＥ⁃

１Ｐ⁃１，ＣＥ⁃２Ｐ⁃１，ＣＥ⁃ＰＰ⁃１：ＰＩＣ 由高到低排列的累积排除概率

２．２　 婚配制度

由表 ５、表 ６ 可知，Ｘ１６２（♂）、Ｘ１７３（♂）各自 ３ 个

后代间的亲缘系数在 ０． ２５≤ｒ ＜ ０． ５ 之间，说明 Ｘ１６２
（♂）、Ｘ１７３（♂）均与 ３ 个雌性交配过；Ｄ３１（♀）、Ｄ３３
（♀）、Ｄ１８（♀）、Ｘ１６８（♀）、Ｄ１４８（♀）各自后代间的亲

缘系数在 ０．５≤ｒ＜１ 之间，说明它们只与 １ 个雄性交配

过；Ｄ７３（♀）、Ｄ７８（♀）、Ｄ８９（♀）各自后代间的亲缘系

数在 ０．２５≤ｒ＜０．５ 之间，说明它们与 ２ 个雄性交配过；
Ｘ１６３（♂）、Ｘ３（♂）、Ｄ１４５（♂）、Ｘ１６０（♂）、Ｘ１１２（♂）、
Ｄ１５（♂）各自后代间的亲缘系数在 ０．２５≤ｒ＜０．５ 之间，
说明它们与 ２ 个雌交配过；Ｄ４５（♂）、Ｄ７０（♂）各自后

代间的亲缘系数在 ０．５≤ｒ＜１ 之间，说明它们只与 １ 个

雌性交配过。 研究中多次出现 １ 个雄性与 ２ 个或 ２ 个

以上的雌性交配并产下后代，可知岩羊的婚配制属于一

雄多雌。

表 ５　 岩羊的亲子关系和亲缘系数

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｐａｒｅｎｔａｇｅ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｉｎ Ｐｓｅｕｄｏｉｓ ｎａｙａｕｒ

母本
Ｍｏｔｈｅｒ

父本
Ｆａｔｈｅｒ

后代
Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

母子间亲
缘系数
ｒ（ｍ，ｏ）

父子间亲
缘系数
ｒ（ ｆ，ｏ）

母本
Ｍｏｔｈｅｒ

父本
Ｆａｔｈｅｒ

后代
Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

母子间亲
缘系数
ｒ（ｍ，ｏ）

父子间亲
缘系数
ｒ（ ｆ，ｏ）

Ｄ７３ Ｘ１６３ Ｄ９ ０．５３１２ ０．５３１２ Ｄ４５ Ｄ１２３ ０．５０００

Ｄ８ Ｘ２４ Ｄ５９ ０．５５８８ ０．６４７１ Ｄ４５ Ｄ５７ ０．６２５０

Ｄ９５ Ｘ３ Ｄ１０７ ０．５０００ ０．５４５５ Ｄ７０ Ｘ１４７ ０．６２５０

Ｄ３１ Ｄ１３６ Ｄ２３ ０．８０００ ０．６０００ Ｄ７０ Ｄ２７ ０．７７５０

Ｄ５ Ｄ２１ Ｄ１５０ ０．６０００ ０．７０００ Ｘ１１０ Ｘ１２８ ０．５３１２

Ｘ１５２ Ｘ１６２ Ｘ１５５ ０．５７１４ ０．５３１２ Ｘ７７ Ｘ３９ ０．６２５

Ｄ４２ Ｄ１４５ Ｄ７ ０．５３１２ ０．５７０１ Ｘ７７ Ｄ２９ ０．６８４２

Ｘ１５６ Ｘ１４４ ０．５２２７ Ｄ３３ Ｄ１０２ ０．６７８６

Ｄ６５ Ｄ４９ ０．６４７１ Ｄ３５ Ｄ６０ ０．６２５

Ｄ６８ Ｄ１４９ ０．６４６３ Ｘ１４１ Ｄ８２ ０．５８３３

Ｘ３ Ｄ４６ ０．８４６２ Ｄ３３ Ｄ３８ ０．７２１９

Ｘ１７３ Ｘ１８９ ０．６０２３ Ｄ１８ Ｘ１４６ ０．６３６４

Ｘ１７３ Ｘ１８１ ０．６０２３ Ｄ１８ Ｘ１３４ ０．７２７３

Ｘ１７３ Ｄ５ ０．６０２３ Ｘ１６８ Ｘ２１７ ０．６７３９

Ｘ１６２ Ｘ１３ ０．６１３９ Ｘ１６８ Ｄ４８ ０．６７３９

Ｘ１６２ Ｘ１７２ ０．８３６７ Ｄ１４８ Ｄ４７ ０．６４７１

Ｘ１６０ Ｄ１０ ０．５５００ Ｄ１４８ Ｄ１０１ ０．７３５３

Ｘ１６０ Ｘ１５４ ０．７０００ Ｄ３１ Ｄ５５ ０．６７３４

Ｄ１４５ Ｄ２０ ０．５８９３ Ｄ７３ Ｄ８７ ０．７６５６

Ｘ１１２ Ｄ１１２ ０．５４８３ Ｄ７８ Ｄ２８ ０．５４４４

Ｘ１１２ Ｘ１１６ ０．６３６３ Ｄ７８ Ｄ４３ ０．６０９８

Ｘ１６３ Ｄ１９ ０．５０００ Ｄ８９ Ｘ１４１ ０．５４５５

Ｄ１５ Ｄ１０６ ０．６６６７ Ｄ８９ Ｄ５４ ０．６３６４

Ｄ１５ Ｄ１０８ ０．５０００

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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表 ６　 后代之间的亲缘系数

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ

后代
Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

后代
Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

亲缘系数
Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

后代
Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

后代
Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

亲缘系数
Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｘ１８１（♂） Ｘ１８９（♂） ０．３６３６ Ｘ１３（♂） Ｘ１７２（♂） ０．２５２２

Ｄ５（♀） Ｘ１８９（♂） ０．３２５７ Ｘ１５５（♂） Ｘ１７２（♂） ０．３８８９

Ｄ５（♀） Ｘ１８１（♂） ０．３６３６ Ｘ１３（♂） Ｘ１５５（♂） ０．３８８９

Ｄ９（♂） Ｄ１９（♂） ０．３０００ Ｄ９（♂） Ｄ８７（♂） ０．４７０６

Ｄ１０７（♀） Ｄ４６（♂） ０．４１６７ Ｄ１０２（♀） Ｄ３８（♂） ０．５３１２

Ｄ７（♂） Ｄ２０（♂） ０．２６９６ Ｘ１４６（♀） Ｘ１３４（♀） ０．５３１２

Ｄ１０（♀） Ｘ１５４（♀） ０．４０００ Ｘ２１７（♀） Ｄ４８（♂） ０．５４３５

Ｄ１１２（♂） Ｘ１１６（♂） ０．４０５０ Ｄ４７（♀） Ｄ１０１（♀） ０．５５８８

Ｄ１０６（♀） Ｄ１０８（♂） ０．２５００ Ｄ２３（♂） Ｄ５５（♂） ０．５８３３

Ｄ１２３（♂） Ｄ５７（♀） ０．５０００ Ｄ２８（♂） Ｄ４３（♂） ０．３１９６

Ｘ１４７（♀） Ｄ２７（♀） ０．５５００ Ｘ１４１（♀） Ｄ５４（♂） ０．２７２７

３　 讨论

３．１　 亲权鉴定

目前普遍采用 ＳＴＲ 来鉴定个体间的亲权关系，其排除非亲本能力依赖于微卫星位点数和等位基因的多

样性［２４］。 一般 ８—１０ 个及以上微卫星位点即可确定较高的亲权鉴定准确率［１５］。 本研究选用 １０ 个高度多态

性（ＰＩＣ＞０．５）微卫星位点（见表 ３），进行亲权鉴定是可行的。
无效等位基因是影响亲权鉴定准确性的基础因素，本研究使用的 １０ 个微卫星位点，杂合子丰富，无效等

位基因频率极低，而 Ｃｅｒｖｕｓ３．０ 软件使用似然率（似然率即某一可疑父亲的似然值相对于理想父亲似然值的

比）容许这些错误的存在，在统计处理上可以有效降低错配的敏感性，使亲权鉴定结果更加科学化，同时还可

以充分使用所占有的遗传资料［２５⁃２６］。 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检验结果发现共有 ２ 个微卫星位点出现偏离平衡

的现象，其余 ８ 个位点处于平衡状态，Ｃｅｒｖｕｓ 中一两个座位的 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 不平衡并不影响亲权分析中似

然比的计算。 Ｆｉｓ 为负值，说明种群内不存在近交。 贺兰山岩羊是生活在特殊环境下的一个边缘种群，集小

群，随着季节的变化，其集群类型、集群大小均会发生一定的变化，这种边缘种群在适应性进化过程中可能会

导致不平衡选择，使得基因组中的某些位点偏离 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡［５］。 １０ 个位点经校正后有 ２ 组连锁不

平衡具有显著性，可能是因为无效等位基因的存在导致了这些组合连锁不平衡。
一般情况下，参照国际常用标准，ＲＣＰ＞９５％，倾向有亲子关系；ＲＣＰ＞９９．７３％，认定有亲子关系［２５］；对于人

类的亲权判定，累积排除概率 ９９．０％—９９．８％即可认定为极其成立的亲子关系［２７］；王跃峰利用 ５ 个微卫星位

点对白头叶猴进行个体识别和亲缘鉴定，得到累积非父排除概率为 ９９．７０％［２８］；程文科对 １４４ 头猪进行个体

亲子鉴定时得到累积非父排除率为 ９８．３５％，与系谱记录结果完全相同［４］；郭立平利用 ８ 个微卫星位点在 ３ 种

情况下为西门塔尔牛进行亲子鉴定，累积排除概率分别为 ９９％、９９．９５％和 ９９．９９％，鉴定结果与系谱一致［２９］。
实验中亲权排除概率为 ９９．７５％，并用 Ｋｉｎｇｒｏｕｐ Ｖ２ 确定亲缘系数，进一步验证了亲权鉴定的准确性。 因

此，实验中采用的 １０ 对微卫星位点完全可以达到亲子鉴定的要求。
３．２　 岩羊的婚配制度

陈小南［７］用 ７０ 个黑麂个体粪便样本、任鹏［８］用 １７７ 个小麂个体粪便样本、Ｇａｒｎｉｅｒ［９］ 用 ３５ 只野生黑犀牛

的粪便样本在亲权鉴定的基础上，通过分析雌雄间的交配关系确定婚配制。 本研究利用 ２８２ 只岩羊个体粪便

样本，根据岩羊雌雄间的交配关系研究婚配制度，在样本数量上完全满足实验要求。
通常把婚配制度分为单配制（ｍｏｎｏｇａｍｙ）和多配制（ｐｏｌｙｇａｍｙ），多配制又包括一雄多雌（ｐｏｌｙｇｙｎｙ）、一雌

多雄（ｐｏｌｙａｎｄｒｙ）和混交制（ｐｒｏｍｉｓｃｕｉｔｙ），动物选择哪一种婚配制度受个体之间的相互作用和对外界环境适应

７　 ２２ 期 　 　 　 祝招玲　 等：基于粪便 ＤＮＡ 的贺兰山岩羊亲权鉴定和婚配制研究 　
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的影响［３０］。 研究动物的婚配制度，需要注意在一个繁殖季节里，个体以什么样的方式获得配偶，获得配偶的

数量以及雌雄个体的育幼行为等因素［３１］。
新疆天山北山羊（Ｃａｐｒａ ｓｉｂｉｒｉｃａ）倾向于组成“一雄多雌”的小群完成交配［３２］。 捻角山羊（Ｃａｐｒａ ｆａｌｃｏｎｅｒｉ）

是一雄多雌的交配系统［３３］。 赤羊（Ｏｖｉｓ ｖｉｇｎｅｉ）在交配时期，雄性赤羊会由独居转为与 ４—５ 头雌性赤羊居住，
是一雄多雌的交配系统［３３］。 盘羊（Ｏｖｉｓ ａｍｍｏｎ）在交配期间，活动区域选择地势平坦、避风暖和的低海拔区

域，雄羊和雌羊开始集群，５—６ 只雄盘羊和数十只雌盘羊一起活动，雄性盘羊间争偶激烈，相互剧烈格斗，胜
者获取这群盘羊的交配权，交配季节结束后，雌雄又分开活动［３４］。 叉角羚（Ａｎｔｉｌｏｃａｐｒａ ａｍｅｒｉｃａｎａ）在交配季节

占据了不设防的领地，雄性保护雌性的后宫［３５］。 阿尔卑斯羱羊（Ｃａｐｒａ ｉｂｅｘ）似乎能够通过坚持它们之间预先

建立的稳定的优势关系来减少因争斗而消耗的能量，年长的雄性通常采取抚育策略垄断与雌性交配的机会，
而年轻的、处于从属地位的雄性通过悄悄接近雌性的策略获得交配，但成功率总体上较低［３６］。 贺兰山岩羊集

小群，发情期雌雄群、混合群和独羊比例显著上升，雌性岩羊相对分散，部分雄性岩羊在不同群之间迁移寻找

发情的雌性岩羊，并通过争斗获得优势地位，进一步获得交配权，尽可能增加繁殖机会［３７］，这一现象说明了实

验中 １ 只雌性与 ２ 只雄性岩羊交配并产下后代的现象是在雌性不同的繁殖期之间，同时也证实了实验中 １ 只

雄性与多只雌性岩羊交配并产下后代的结果，推测岩羊是一雄多雌的婚配制度。
哺乳动物具有较长的妊娠期和哺乳期，雄性动物在此期间不能提供更多的帮助，而是倾向于尽可能多地

与多个雌性交配，这是提高自身适合度的一种进化选择［３８］。 岩羊发情交配期在每年的 １１ 月末到 １２ 月，在 １２
月中旬时达到高峰，母羊经过大约 １６０ ｄ 的妊娠期后在次年 ５ 月中旬到 ６ 月中旬产仔，哺乳期 ３ 个月［３９］，这期

间雄性岩羊不参与育幼活动，由雌性岩羊哺育下一代，观察发现母仔群出现的频率在一年的四个季节中均最

高［１０］。 由于岩羊雌雄两性在婚配中投资的不平衡性，促使雄性岩羊有更多的时间和精力参与到繁殖行为中，
获得与更多雌性交配的机会，这也验证了实验研究的结果，雄性岩羊与多个雌性岩羊交配并产下后代，表明岩

羊是一雄多雌制的婚配制度。
实验从分子生物学角度对贺兰山岩羊进行亲权鉴定和婚配制研究，填补了这一领域的研究空白，并为进

一步开展岩羊种群分子行为学研究积累基础资料。 同时对采用非损伤性取样技术研究有蹄类动物的个体识

别、性别鉴定、亲权鉴定和婚配制等具有重要意义，特别是对濒危有蹄类动物的保护和利用提供了新的研究方

法和视角。 此外，希望通过实验的研究成果，可以为有关部门和科研单位提供有效数据，促进形成一套更加完

整的贺兰山岩羊保护、利用和管理体系。
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