
庞春英， 梁莎莎， 文崇利， 等． 基于 ＫＡＳＰ 技术的水牛 ＳＮＰ 标记开发及其分子身份证构建 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２５， ５７ （３）： １－１０．
ＰＡＮＧ Ｃ Ｙ， ＬＩＡＮＧ Ｓ Ｓ， ＷＥＮ Ｃ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＳＮＰ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｃａｒｄｓ ｆｏｒ ｗａｔｅｒ ｂｕｆｆａｌｏ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＫＡＳＰ ｔｅｃｈｎｏｌｏ⁃
ｇｙ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２５， ５７ （３）： １－１０．

基于 ＫＡＳＰ 技术的水牛 ＳＮＰ 标记开发及其分子身份证构建

庞春英＃， 梁莎莎＃， 文崇利， 钟华配， 韦科龙， 梁淦，
梁宇辰， 陈笑寒， 黄斌， 冯玲∗， 梁贤威∗

（广西水牛研究所 ／ 农业农村部 （广西） 水牛遗传繁育重点实验室， 广西 南宁　 ５３０００１）

摘要： 旨在利用竞争性等位基因特异性聚合酶链式反应 （ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ， ＫＡＳＰ） 技术， 探讨水牛分子身份证构建的方法， 为今后

水牛品种精准鉴定及其品种资源的保护等提供技术支撑。 基于水牛基因组重测序获得单核苷酸多态性 （ＳＮＰ） 位点信息， 筛选合适 ＳＮＰ 位点， 通

过转化标记获得可用于分子身份证构建的 ＳＮＰ 位点， 进行遗传多样性、 群体结构分析， 并分别使用二进制和十进制构建 １４ 个水牛品种的 ＤＮＡ 分

子身份证。 结果： 基于前期研究的 １０ 头不同水牛品种基因组重测序数据， 筛选获得 ２８４ 个在不同种间有差异且品种内一致的 ＳＮＰｓ 位点， 在 ４０
个水牛样本中测序并结合桑格 （Ｓａｎｇｅｒ） 测序验证获得的 ６０ 个 ＳＮＰｓ 位点， ６ 个位点未能正常分型， 转化成功率为 ９０％， 有效等位基因 （Ｎｅ） 平

均值为 １􀆰 ５２２， 香农信息指数 （ＳＨＡ） 平均值为 ０􀆰 ５０３， 观察杂合度 （Ｈｏ） 和期望杂合度 （Ｈｅ） 平均值分别为 ０􀆰 １８２ 和 ０􀆰 ３２８， 多态性信息含量

值 （ＰＩＣ） 平均值为 ０􀆰 ２６９； 除去 ２０ 个在部分水牛品种中位点缺失的 ＳＮＰｓ 位点， 应用 ３４ 个 ＳＮＰｓ 位点进行群体遗传结构分析表明 １４ 个水牛品种

分为 ２ 个类群， 其中槟榔江水牛、 尼里 ／ 拉菲水牛和摩拉水牛的遗传距离与其他 １１ 种水牛的较远， 同为 １ 个类群； 最终根据 ３４ 个 ＳＮＰｓ 位点构建

了 １４ 个水牛品种的分子身份证。 综上， 应用 ＫＡＳＰ 技术并结合遗传多样性和群体结构分析， 成功开发出能精准区分全部供试水牛品种的 ３４ 个

ＳＮＰｓ 位点， 并构建了 １４ 个水牛品种具有唯一性的二进制和十进制分子身份证， 说明此方法可有效构建水牛分子身份证。
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　 　 水牛是偶蹄目牛科水牛属 （Ｂｕｂａｌｕｓ） 哺乳动物，
大多数分布于亚洲、 非洲、 拉丁美洲、 大洋洲及东南

欧的一些国家， 分为沼泽型和河流型［１］。 中国是水

牛养殖大国， 主要分布于黄河流域以南的地区， 地方

品种均为沼泽型， 以役用为主［２］。 中国水牛按不同

的地域命名， 共有 ２７ 个地方品种， 是世界上沼泽型

水牛资源最丰富的国家。 近几十年来， 为了提高中国

水牛的生产性能， 先后有多个河流型水牛品种被引入

国内并与沼泽型水牛进行杂交改良， 导致一些拥有优

良性状的地方品种资源丢失［３］。 近年来， 随着生物

学以及生物技术的发展， 可以直接利用个体的基因组

信息对个体进行亲缘鉴定， 由于地方品种在外貌上相

似性很高， 单从外貌上很难作区分， 从基因组水平对

个体进行快速、 精准的品种鉴定， 构建其分子身份

证， 以解决水牛 “同种异名” 或 “同名异种” 等问

题成为研究热点。
竞争性等位基因特异性聚合酶链式反应 （ ｃｏｍ⁃

ｐｅｔｉｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ， ＫＡＳＰ） 因其灵活、 便宜、
准确等特点， 已被广泛应用于牛、 羊等家畜的生产性

状 ＳＮＰ 位点挖掘［４－６］ 及遗传疾病鉴定等方面的研

究［７－８］。 在牛育种方面， 使用 ＫＡＳＰ 方法鉴定到了多

个 与 产 乳 性 状 相 关 的 候 选 基 因 如 催 乳 素 受 体

（ＰＲＬＲ） 基因、 Ｋ 酪蛋白 （ＣＳＮ３） 基因等相关的单

核苷酸多态性 （ ＳＮＰ） 位点， 并发现 ＰＲＬＲ 基因的

２０： ｇ􀆰 ３９０７１９６５Ｃ＞Ｔ 位点与产乳量、 乳脂量等性状显

著相关［９］， ２０： ｇ１１１８８Ａ＞Ｇ 位点 （ＡＡ 型） 与牛乳脂

肪酸等乳脂性状有显著相关［１０］。 而采用 ＫＡＳＰ 分型

确定了中国荷斯坦牛群最高的脊椎畸形综合征携带率

为 １０􀆰 ５％ ［１１］， 并用同样方法验证出牛胚胎时期

ＣＹＰ２６Ｃ１ 错义突变导致其犊牛下颌面部骨质疏

松［１２］。 但是在牛或水牛的品种鉴定、 ＳＮＰ 指纹图谱

构建及分子身份证构建方面的研究报道较少。 本研究

基于前期对国内一些地方水牛基因组重测序数据的研

究基础上， 采用 ＫＡＳＰ 技术等分析方法， 探讨构建水

牛分子身份证的可能性， 为今后在基因组水平上进行

水牛品种精准鉴定、 品种资源保护、 水牛育种及其种

业的发展起到奠定基础的作用， 具有重要的现实

意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

采集来自广西、 云南、 福建、 江苏、 江西等地

１４ 个水牛品种原产地区养殖户或核心种牛场共 ４０ 头

健康水牛的外周血液样本 （表 １）， 用冰袋运输迅速

带回实验室储存备用。

表 １　 水牛样本信息

编号 品种名称 采集地点 编号 品种名称 采集地点

Ｓ０００３２４７９ 盱眙山区水牛

Ｓ０００３１６１３ 盱眙山区水牛

Ｅ５１０２４ 海子水牛

Ｆ６１６３４ 海子水牛

Ｓ９ 盐津水牛

Ｓ１１ 盐津水牛

Ｓ１５ 德宏水牛

Ｓ１６ 德宏水牛

Ｓ７ 槟榔江水牛

Ｓ８ 槟榔江水牛

江苏省淮安市盱眙县石顶后山

天泉湖镇

江苏省盐城市射阳县射阳海子

水牛种牛场

云南省昭通市大关县天星镇

云南省德宏傣族景颇族自治州

芒市风平镇

国家槟榔江水牛保种场

Ｓ０６７０６８９２ 富钟水牛

ＣＷ５９４１２６６７ 富钟水牛

Ｓ０６５４８０９３ 富钟水牛

ＣＷ５９４１２８２３ 富钟水牛

ＣＷ５９４１２６５１ 富钟水牛

ＣＷ５９４１２８８３ 西林水牛

ＣＷ５９４１２８６７ 西林水牛

Ｓ０６６４０６４８ 西林水牛

Ｓ０６５４６３８７ 西林水牛

ＣＷ５９１６１５５４ 西林水牛

广西壮族自治区贺州市富川瑶族

自治县葛坡镇

广西壮族自治区百色市西林县那

佐乡
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续表１

编号 品种名称 采集地点 编号 品种名称 采集地点

Ｓ１３ 滇东南水牛

Ｓ１４ 滇东南水牛

Ｓ０２６ 鄱阳湖水牛

Ｓ０２８ 鄱阳湖水牛

Ｓ０２３ 信丰山地水牛

Ｓ０３８ 信丰山地水牛

Ｘ１４ 峡江水牛

Ｘ２１ 峡江水牛

Ｙ０８４５１３４０ 福安水牛

Ｙ０８４４９６３７ 福安水牛

云南省红河哈尼族彝族自治州

蒙自市芷村镇

江西省庐山市蛟塘镇

江西省赣州市信丰县万隆乡

江西省吉安市峡江县金江一乡

福建省福安市赛岐镇

ＭＬ１４９４ 摩拉水牛

ＭＬ１４２６ 摩拉水牛

ＭＬ１７０２ 摩拉水牛

ＭＬ１６５２ 摩拉水牛

ＭＬ１０２９ 摩拉水牛

Ｎ１２５７ 尼里 ／ 拉菲水牛

Ｎ１１４７ 尼里 ／ 拉菲水牛

Ｎ１１７７ 尼里 ／ 拉菲水牛

ＮＬ１３４４ 尼里 ／ 拉菲水牛

Ｎ１１８７ 尼里 ／ 拉菲水牛

广西壮族自治区水牛研究所种

畜场

广西壮族自治区水牛研究所种

畜场

１􀆰 ２　 基因组 ＤＮＡ 提取

将血液样本充分颠倒混匀， 用移液器吹打 ３ ～ ４
次后取 ２００ μＬ 样品于深孔板， 向深孔板中分别加入

３００ μＬ 裂解液和 ５ μＬ 蛋白酶 Ｋ， 然后置于 ６５ ℃烘箱

裂解 １ ｈ。 裂解完成后， 向每个孔中加入 ３８０ μＬ 异丙

醇和 １００ μＬ 磁珠， 然后每孔使用 ５００ μＬ 的 ７５％乙醇

洗脱 ３ 次， 使用紫外分光光度计检测 ＤＮＡ 浓度， １％
琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 质量。
１􀆰 ３　 引物合成

根据 ＳＮＰ 位点序列信息， 结合水牛基因组信息，
获取 ＳＮＰ 位点前后各 １００ ｂｐ 特异性 ＤＮＡ 序列， 使用

引物设计工具 ＳＮＰｗａｙ 设计 ＫＡＳＰ 反应引物及桑格

（Ｓａｎｇｅｒ） 反应引物， 引物均由武汉天一华煜基因科

技有限公司合成。
１􀆰 ４　 ＰＣＲ 扩增与分型

将 ＤＮＡ 样品加到 ３８４ 孔 ＰＣＲ 反应板上， 每块

ＰＣＲ 反应板上均需加 ２ 个及以上的阴性对照。 配置

ＫＡＳＰ 基因分型混合液： Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ １􀆰 ５ μＬ， ２ ×
ＫＡＳＰ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２􀆰 ５ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ １􀆰 ３５ μＬ。 将 ＫＡＳＰ
基因分型混合液加到已含 ＤＮＡ 模板的 ＰＣＲ 反应板

上， 将反应板密封后 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｓ， 更换可

荧光透视膜密封 ＰＣＲ 反应板。 ＰＣＲ 反应程序： ９４ ℃
１５ ｍｉｎ； ９４ ℃ ２０ ｓ， ６５ ℃ ６０ｓ， １０ 个循环； ９４ ℃
２０ ｓ， ５７ ℃ ６０ ｓ， ４０ 个循环； 荧光读取 ３０ ℃ ６０ ｓ。
１􀆰 ５　 Ｓａｎｇｅｒ 测序验证

根据 ＫＡＳＰ 扩增结果， 选取分型成功的位点， 将

ＫＡＳＰ 分型结果差异较大的 ４ 个水牛样本， 进行 ＰＣＲ
扩增测序验证， ＰＣＲ 扩增体系 ３０ μＬ： ２ ×Ｔａｑ Ｍｉｘ
１５ μＬ、 上下游引物各 １ μＬ （浓度为 ２０ ｎｇ ／ μＬ）、 模

板 ＤＮＡ １ μＬ、 ｄｄＨ２Ｏ １２ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序： ９５ ℃
３０ ｓ； ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ３５ 个循环；
７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 反应产物送武汉天一华煜基因科技有限

公司进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序， 并使用 ＳＮＰ ａｎａｌｙｓｉｓ 对测序原

始数据进行分析， 并与 ＫＡＳＰ 分型结果进行比对。
１􀆰 ６　 ＳＮＰ 位点遗传多样性分析

根据 ＫＡＳＰ 测序分型结果数据计算遗传多样性参

数， 包括多态性信息含量值 （ ＰＩＣ）、 观察杂合度

（Ｈｏ）、 期望杂合度 （Ｈｅ）、 香农信息指数 （ ＳＨＡ）
和有效等位基因 （Ｎｅ）。

ＰＩＣ＝ １－∑
ｎ

ｉ＝１
Ｐ２

ｉ －∑
ｎ－１

ｉ＝１
∑
ｎ

ｊ＝ ｉ＋１
２Ｐ２

ｉ Ｐ２
ｊ ，

式中， ｎ 为等位基因数量， Ｐ ｉ代表第 ｉ 个等位基因的

频率； Ｐ ｊ代表第 ｊ 个等位基因的频率。
１􀆰 ７　 群体遗传结构分析

Ｎｅｉ 氏标准遗传距离是基于进化模型提出的遗传

距离测度， 个体或群体之间的距离越大， 亲缘关系越

远； 反之， 距离越小， 亲缘关系越近［１３－１４］。 计算公

式如下： Ｄ＝ －ｌｎ （ Ｉ）， Ｉ＝∑ （ｘｉ·ｙｉ）， 式中， Ｄ 代表

两个群体间的遗传距离， Ｉ 为两个群体间的遗传一致

度， ｘｉ和 ｙｉ 分别代表两个群体中第 ｉ 个等位基因的

频率。
为进一步分析群体结构， 并对 １４ 个水牛品种确

定最佳的类群分组， 选择使用 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ２􀆰 ３􀆰 ４ 进行贝

叶斯聚类［１５］。 具体参数如下： 混合模型设定迭代次

数 （ＭＣＭＣ） 的重复次数为 ２０ ０００； 设定等位变异频

率特征数 （遗传群体数） Ｋ ＝ ２ ～ ２０； Ｂｕｒｎ－ｉｎ 周期为

１０ ０００， 每个 Ｋ 值重复 ２０ 次， 并利用 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｈａｒ⁃
ｖｅｓｔｅｒ 算出最佳 ΔＫ 值， 即为最佳群体分层情况。
１􀆰 ８　 水牛分子身份证的构建

使用 １􀆰 ３ ～ １􀆰 ７ 中筛选获得的 ３４ 个 ＳＮＰｓ 位点进

行数字编码， 作为构建分子身份证基本信息。 具体方

法为每个 ＳＮＰ 标记对应 ３ 种等位基因 （ＸＹ、 ＸＸ 和

ＹＹ）， 分别用 １１、 １０、 ０１ 代表等位基因多态性， 为

二进制编码分子身份证， 然后在进行十进制编码， 即

获得每个品种的分子身份证。
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２　 结果

２􀆰 １　 ＫＡＳＰ 标记的开发和筛选

基于前期研究 １０ 头不同品种的水牛基因组重测

序数据结果， 分析比对出不同品种间有差异且品种内

一致的 ＳＮＰ 位点， 按照突变注释文件 （ＭＡＦ） ＞０􀆰 ４、
缺失率＜０􀆰 １、 杂合度＜０􀆰 ２、 上下游 ２００ ｂｐ 无序列变

异、 两等位基因位点、 ＰＩＣ＞０􀆰 ２５、 染色体分布情况

清晰、 在基因组上均匀分布这 ８ 个标准筛选， 共计获

得 ２８４ 个候选 ＳＮＰｓ 位点。 对 ２８４ 个 ＳＮＰｓ 位点进行

ＫＡＳＰ 引物合成， 并在 １０ 个已测序水牛中进行基因

分型效率评估， 最终保留 ９５ 个分群清晰、 基因分型

准确性高、 重复性好的位点 （图 １）。 在 ＫＡＳＰ 分型成

功的位点中挑选 ４ 个结果差异较大对应样本， 使用

Ｓａｎｇｅｒ 测序验证， 最终筛选得到 ６０ 个符合质控标准

的 ＫＡＳＰ 标记， 分布于 １０ 个染色体上 （表 ２）。

图 １　 部分 ＳＮＰ 位点的 ＫＡＳＰ 标记初筛基因分型
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表 ２　 ６０ 个 ＳＮＰｓ 标记位点信息

位点名称 染色体 位置 参考位点 突变位点 突变方式 分型情况 位点情况

Ｋ０２６－００１ ＮＣ＿０５９１５７􀆰 １ １０６ ２３５ ０８４ Ｃ Ｔ ｃ．１５６－７２４８８Ｇ＞Ａ √ －

Ｋ０２６－００４ ＮＣ＿０５９１５７􀆰 １ １２１ ４０１ ２７０ Ａ Ｇ ｃ．４９＋１１５０５Ｔ＞Ｃ √ －

Ｋ０２６－００７ ＮＣ＿０５９１５７􀆰 １ １９３ ２５９ ８５３ Ｔ Ｃ ｎ．１４１－２２３Ａ＞Ｇ √ －

Ｋ０２６－００８ ＮＣ＿０５９１５７􀆰 １ １９８ ０８４ ４２６ Ｃ Ｔ ｃ．１７４＋３１７Ｃ＞Ｔ × ＋

Ｋ０２６－０１０ ＮＣ＿０５９１５７􀆰 １ １９８ ０９９ ９９３ Ｃ Ｔ ｃ．２８１＋１０５１Ｃ＞Ｔ √ －

Ｋ０２６－０１１ ＮＣ＿０５９１５８􀆰 １ ３ ０９０ ０３７ Ｃ Ｔ ｃ．１０５０＋７７０４Ｃ＞Ｔ × ＋

Ｋ０２６－０１３ ＮＣ＿０５９１５８􀆰 １ ３ ０９７ ３２８ Ｃ Ｔ ｃ．１０５０＋１４９９５Ｃ＞Ｔ √ ＋

Ｋ０２６－０１６ ＮＣ＿０５９１５８􀆰 １ ７ ４６７ ２２６ Ｃ Ｔ ｃ．－１７９＋２９２９３Ｇ＞Ａ × ＋

Ｋ０２６－０２０ ＮＣ＿０５９１５８􀆰 １ ８ ０５１ ３２５ Ｇ Ａ ｃ．４０＋２２３４０Ｇ＞Ａ × ＋

Ｋ０２６－０２３ ＮＣ＿０５９１５８􀆰 １ １１４ ６８８ ５４０ Ｔ Ａ ｎ．１１４６８８５４０Ｔ＞Ａ √ －

Ｋ０２６－０２８ ＮＣ＿０５９１５８􀆰 １ １４８ ９９０ ３７０ Ｇ Ａ ｎ．１４８９９０３７０Ｇ＞Ａ √ －

Ｋ０２６－０２９ ＮＣ＿０５９１５８􀆰 １ １５１ ２０５ １８３ Ａ Ｇ ｎ．１５１２０５１８３Ａ＞Ｇ √ －

Ｋ０２６－０３０ ＮＣ＿０５９１５８􀆰 １ １５２ ２５８ ８３３ Ａ Ｇ ｃ．２３４＋３３８５７Ｔ＞Ｃ √ ＋

Ｋ０２６－０３２ ＮＣ＿０５９１５８􀆰 １ １５２ ４０２ ４５０ Ｃ Ｇ ｃ．８３－１０９６０９Ｇ＞Ｃ √ ＋

Ｋ０２６－０３３ ＮＣ＿０５９１５８􀆰 １ １５２ ４１７ ４１１ Ｃ Ｇ ｃ．８３－１２４５７０Ｇ＞Ｃ √ ＋

Ｋ０２６－０３８ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ ２７ ９３３ ９８６ Ａ Ｇ ｃ．∗２９２７Ａ＞Ｇ √ －

Ｋ０２６－０３９ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ ４５ ０９０ ８８５ Ｔ Ｇ ｃ．２４４２－９２９Ｔ＞Ｇ × ＋

Ｋ０２６－０４０ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ ４５ ０９４ ２３５ Ｃ Ｔ ｃ．２７８５－７６Ｃ＞Ｔ √ －

Ｋ０２６－０４１ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ ４５ １０１ ５４５ Ａ Ｔ ｃ．３７４６－５２９Ａ＞Ｔ √ －

Ｋ０２６－０４２ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ ４５ １１４ ２９４ Ｔ Ｇ ｃ．－２０９Ｔ＞Ｇ √ －

Ｋ０２６－０４３ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ ４５ ７３９ ０４９ Ａ Ｔ ｃ．３０５－２５１Ｔ＞Ａ √ ＋

Ｋ０２６－０４７ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ ７０ １３５ ５５６ Ａ Ｇ ｎ．７０１３５５５６Ａ＞Ｇ √ ＋

Ｋ０２６－０４８ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ １４４ ３５９ ４０２ Ｇ Ｃ ｎ．１４４３５９４０２Ｇ＞Ｃ √ －

Ｋ０２６－０５１ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ １５６ ２４４ ６７９ Ｃ Ｇ ｃ．９３５－１８４５Ｃ＞Ｇ × ＋

Ｋ０２６－０５３ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ １５８ １１３ ９１８ Ｃ Ｇ ｎ．１５８１１３９１８Ｃ＞Ｇ √ ＋

Ｋ０２６－０５４ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ １６０ ８４５ ６４０ Ａ Ｃ ｃ．－３４２８Ｔ＞Ｇ √ －

Ｋ０２６－０５６ ＮＣ＿０５９１５９􀆰 １ １６７ ８７４ ６０２ Ｇ Ｔ ｃ．１４４６－３２６５０Ｃ＞Ａ √ －

Ｋ０２６－０５９ ＮＣ＿０５９１６０􀆰 １ ７１ ５４０ ５３３ Ｃ Ｔ ｎ．７１５４０５３３Ｃ＞Ｔ √ －

Ｋ０２６－０６２ ＮＣ＿０５９１６０􀆰 １ ８７ ９４５ ３５０ Ｇ Ａ ｎ．４６３－１５０４Ｃ＞Ｔ √ －

Ｋ０２６－０６３ ＮＣ＿０５９１６０􀆰 １ ８８ ０９８ ９４２ Ｃ Ｔ ｃ．－４９２９Ｃ＞Ｔ √ ＋

Ｋ０２６－０６７ ＮＣ＿０５９１６０􀆰 １ １５１ ３５９ ５７５ Ｃ Ｇ ｎ．∗４３２７Ｇ＞Ｃ √ ＋

Ｋ０２６－０６９ ＮＣ＿０５９１６０􀆰 １ １５７ ４４３ ８６８ Ａ Ｇ ｎ．２０１＋１７０１５Ｔ＞Ｃ √ －

Ｋ０２６－０７０ ＮＣ＿０５９１６０􀆰 １ １６２ １８８ ０４６ Ｔ Ｃ ｃ．２３５－８０Ｔ＞Ｃ √ ＋

Ｋ０２６－０７４ ＮＣ＿０５９１６１􀆰 １ ６ ０００ ７９１ Ｔ Ｃ ｎ．６０００７９１Ｔ＞Ｃ √ ＋

Ｋ０２６－０７８ ＮＣ＿０５９１６１􀆰 １ １７ ２２９ １０５ Ａ Ｇ ｎ．４０８－３６５０Ａ＞Ｇ √ ＋

Ｋ０２６－０７９ ＮＣ＿０５９１６１􀆰 １ １７ ２４７ ０５３ Ｃ Ｔ ｃ．－５１６６Ｃ＞Ｔ √ ＋

Ｋ０２６－０８０ ＮＣ＿０５９１６１􀆰 １ １７ ５０４ ９７５ Ｔ Ｃ ｎ．１７５０４９７５Ｔ＞Ｃ √ ＋

Ｋ０２６－０８５ ＮＣ＿０５９１６１􀆰 １ ３１ １３３ ８１７ Ａ Ｇ ｃ．３７＋４４２８０Ａ＞Ｇ √ ＋

Ｋ０２６－０８７ ＮＣ＿０５９１６１􀆰 １ ３２ ３４７ ８６７ Ｔ Ｃ ｎ．３２３４７８６７Ｔ＞Ｃ √ ＋

Ｋ０２６－０９２ ＮＣ＿０５９１６３􀆰 １ ６ ２２６ ５７４ Ｔ Ａ ｎ．６２２６５７４Ｔ＞Ａ √ ＋
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续表２

位点名称 染色体 位置 参考位点 突变位点 突变方式 分型情况 位点情况

Ｋ０２６－０９４ ＮＣ＿０５９１６３􀆰 １ ６ ２３５ ５５６ Ｃ Ｇ ｎ．６２３５５５６Ｃ＞Ｇ √ ＋

Ｋ０２６－０９６ ＮＣ＿０５９１６３􀆰 １ １９ ９５５ ５５２ Ｃ Ｔ ｃ．２４８－４９３２８Ｃ＞Ｔ √ ＋

Ｋ０２６－０９８ ＮＣ＿０５９１６３􀆰 １ ２４ ５１５ ９３５ Ｃ Ｔ ｃ．９８１＋１９２Ｇ＞Ａ √ ＋

Ｋ０２６－１０５ ＮＣ＿０５９１６３􀆰 １ ４７ ８６５ ００７ Ｇ Ａ ｎ．４７８６５００７Ｇ＞Ａ √ ＋

Ｋ０２６－１０８ ＮＣ＿０５９１６３􀆰 １ ９５ ３６０ ９３６ Ｇ Ｔ ｎ．９５３６０９３６Ｇ＞Ｔ √ ＋

Ｋ０２６－１１０ ＮＣ＿０５９１６４􀆰 １ ３４ ６６１ ５１５ Ａ Ｇ ｎ．３４６６１５１５Ａ＞Ｇ √ ＋

Ｋ０２６－１１６ ＮＣ＿０５９１６４􀆰 １ ４５ ７０３ ９９０ Ｔ Ａ ｎ．８１６－７９６２Ｔ＞Ａ √ ＋

Ｋ０２６－１１７ ＮＣ＿０５９１６４􀆰 １ ４５ ７０５ ０５７ Ｃ Ｔ ｎ．８１６－６８９５Ｃ＞Ｔ √ ＋

Ｋ０２６－１１８ ＮＣ＿０５９１６４􀆰 １ ４５ ７２０ ５８４ Ｃ Ｔ ｎ．８６４－８２８５Ｃ＞Ｔ √ ＋

Ｋ０２６－１１９ ＮＣ＿０５９１６４􀆰 １ ４５ ７２２ ３６３ Ｇ Ｃ ｎ．８６４－６５０６Ｇ＞Ｃ √ ＋

Ｋ０２６－１４２ ＮＣ＿０５９１６７􀆰 １ ２５ ５１７ ６７９ Ｃ Ｔ ｃ．－２９６１Ｃ＞Ｔ √ ＋

Ｋ０２６－１４５ ＮＣ＿０５９１６７􀆰 １ ２５ ５４６ ７７７ Ｇ Ａ ｃ．１０８２＋２２４Ｃ＞Ｔ √ －

Ｋ０２６－１５５ ＮＣ＿０５９１６７􀆰 １ ８８ ４３２ ９７８ Ａ Ｇ ｃ．２５２＋３２７４Ｔ＞Ｃ √ ＋

Ｋ０２６－１５６ ＮＣ＿０５９１６７􀆰 １ ９２ ９４７ ８６０ Ａ Ｇ ｃ．１２０５－１８７５７Ａ＞Ｇ √ ＋

Ｋ０２６－１５８ ＮＣ＿０５９１６７􀆰 １ ９３ ０００ １５５ Ｔ Ｃ ｎ．９３０００１５５Ｔ＞Ｃ √ ＋

Ｋ０２６－１６２ ＮＣ＿０５９１６７􀆰 １ ９９ ０７９ ３４２ Ｃ Ａ ｎ．９９０７９３４２Ｃ＞Ａ √ ＋

Ｋ０２６－１６５ ＮＣ＿０５９１６７􀆰 １ ９９ ０９５ ２３８ Ｇ Ａ ｎ．９９０９５２３８Ｇ＞Ａ √ ＋

Ｋ０２６－１６７ ＮＣ＿０５９１６８􀆰 １ ９７ ０８０ ０４２ Ｇ Ａ ｃ．∗４１３９Ｇ＞Ａ √ －

Ｋ０２６－１７１ ＮＣ＿０５９１６８􀆰 １ １００ ９６６ ２０７ Ｇ Ａ ｃ．－４４１９Ｇ＞Ａ √ ＋

Ｋ０２６－２５６ ＮＣ＿０５９１７５􀆰 １ ６１ １４５ ３５６ Ａ Ｇ ｃ．３８－７３６０８Ａ＞Ｇ √ －

　 　 注： √代表分型成功， ×代表分型未成功， －代表位点缺失， ＋代表位点没有缺失。

２􀆰 ２　 ＳＮＰ 位点多样性分析

４０ 个样本中， 对 ６０ 个 ＳＮＰｓ 标记进行分型， 结

果有 ６ 个 ＳＮＰｓ 分型失败 （表 ２）， 成功率为 ９０％。 对

５４ 个 ＳＮＰｓ 位点进行遗传多样性分析， 结果显示 Ｎｅ
数值 １􀆰 ５ 以上的占比 ４６􀆰 ３％ （图 ２Ａ）， 平均值为

１􀆰 ５２２ （图 ２Ｆ）， 表明等位基因在群体中分布较为均

匀； ＳＨＡ 为 ０􀆰 ５０３ （０􀆰 ０００～０􀆰 ６９２） （图 ２Ｆ）， 集中在

０􀆰 ４～０􀆰 ８ 之间 （８５􀆰 ２％） （图 ２Ｂ）； Ｈｏ 和 Ｈｅ 平均值

分别 为 ０􀆰 １８２ （ ０􀆰 ０００ ～ ０􀆰 ４７５ ）、 ０􀆰 ３２８ （ ０􀆰 １００ ～
０􀆰 ４９９） （图 ２Ｃ、 图 ２Ｄ、 图 ２Ｆ）； ＰＩＣ 在 ０􀆰 ２００ ～
０􀆰 ４００ 之间的 ＳＮＰ 比例为 ８５􀆰 １％， 平均值为 ０􀆰 ２６９。
２􀆰 ３　 群体遗传结构分析

ＫＡＳＰ 标记的分型显示其中有 ２０ 个 ＳＮＰｓ 位点在

４０ 个样本中有部分缺失 （表 ２）， 剩余 ３４ 个 ＳＮＰｓ 位

点进行遗传结构分析， 通过计算， １４ 个水牛品种 Ｄ
在 ０􀆰 １３３～ １􀆰 ０００ 之间， 平均为 ０􀆰 ５０８ （表 ３）。 其中

盐津水牛和信丰山地水牛之间的 Ｄ 最小为 ０􀆰 １３３， 表

明这 ２ 个水牛品种之间的亲缘关系最近； 尼里 ／拉菲

水牛和多数水牛地方品种之间的 Ｄ 均为 １， 表明这 ２

个类型水牛品种之间的亲缘关系最远。 进化树结果显

示同一品种不同样本都在聚类在一起， １４ 个水牛品

种分为 ４ 个类群 （图 ３Ａ）， 其中槟榔江水牛和尼里 ／
拉菲水牛与其他地区水牛在不同的分支上 （图 ３Ａ），
摩拉水牛虽然与另外 １１ 种水牛在一个分支上， 但其

距离较远， 说明其亲缘关系较远。 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 分析结果

显示， 当 Ｋ＝ ２ 时， ΔＫ 取得最大值 （图 ３Ｂ）， 可推断

４０ 份水牛样本分为 ２ 个类群 （图 ３Ｃ）， 其中槟榔江

水牛、 尼里 ／拉菲水牛和摩拉水牛为 １ 个类群， 其他

１１ 个地区的水牛品种为 １ 个类群， 与进化树聚类分

析结果一致。
２􀆰 ４　 水牛分子身份证的构建

利用 ３４ 个 ＳＮＰｓ 位点， 按照固有顺序统计所有

ＳＮＰ 位点在 １４ 个水牛品种标准样本的基因型， 并进

行 １１、 １０、 ０１ 二进制编码， 继而对这些组合进行十

进制赋值， 获得每个水牛品种的分子身份证 （表 ４）。
结果显示在二进制和十进制条件下， 同一个品种不同

样本之间具有相同的分子身份证， 但不同品种之间的

分子身份证差异较大。
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图 ２　 ５４ 个 ＫＡＳＰ 标记基于 ４０ 份水牛样本的遗传多样性分析

表 ３　 １４ 个水牛品种之间的遗传距离

品种
盱眙山

区水牛

海子

水牛

盐津

水牛

德宏

水牛

槟榔江

水牛

滇东南

水牛

鄱阳湖

水牛

信丰山

地水牛

峡江

水牛

福安

水牛

富钟

水牛

西林

水牛

摩拉

水牛

尼里 ／ 拉
菲水牛

盱眙山区水牛 ０􀆰 ０００ ０􀆰 ４３１ ０􀆰 ３９１ ０􀆰 ４２９ ０􀆰 ８００ ０􀆰 ４４７ ０􀆰 ７２１ ０􀆰 ４００ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ３７５ ０􀆰 ３３３ ０􀆰 ３６４ ０􀆰 ９７５ １􀆰 ０００

海子水牛 ０􀆰 ４３１ ０􀆰 ０００ ０􀆰 １６０ ０􀆰 １７３ ０􀆰 ８６２ ０􀆰 ２１６ ０􀆰 ５６９ ０􀆰 ２００ ０􀆰 ２５０ ０􀆰 １５４ ０􀆰 ２４０ ０􀆰 １６３ ０􀆰 ９６５ １􀆰 ０００

盐津水牛 ０􀆰 ３９１ ０􀆰 １６０ ０􀆰 ０００ ０􀆰 １８４ ０􀆰 ８６８ ０􀆰 １９１ ０􀆰 ５４３ ０􀆰 １３３ ０􀆰 １９１ ０􀆰 １２５ ０􀆰 １７８ ０􀆰 １７４ ０􀆰 ９４０ １􀆰 ０００

德宏水牛 ０􀆰 ４２９ ０􀆰 １７３ ０􀆰 １８４ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ８５５ ０􀆰 ２０４ ０􀆰 ５７１ ０􀆰 ２２４ ０􀆰 ２４０ ０􀆰 １４０ ０􀆰 ２６５ ０􀆰 ２２４ ０􀆰 ９４３ １􀆰 ０００

槟榔江水牛 ０􀆰 ８００ ０􀆰 ８６２ ０􀆰 ８６８ ０􀆰 ８５５ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ８６５ ０􀆰 ７９４ ０􀆰 ８８５ ０􀆰 ８４３ ０􀆰 ８５７ ０􀆰 ８５７ ０􀆰 ８４０ ０􀆰 ８７５ ０􀆰 ８１０

滇东南水牛 ０􀆰 ４４７ ０􀆰 ２１６ ０􀆰 １９１ ０􀆰 ２０４ ０􀆰 ８６５ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ５３３ ０􀆰 ２３４ ０􀆰 ２１３ ０􀆰 １４６ ０􀆰 ２００ ０􀆰 ２３４ ０􀆰 ９３９ １􀆰 ０００

鄱阳湖水牛 ０􀆰 ７２１ ０􀆰 ５６９ ０􀆰 ５４３ ０􀆰 ５７１ ０􀆰 ７９４ ０􀆰 ５３３ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ５５６ ０􀆰 ５００ ０􀆰 ５５１ ０􀆰 ６３０ ０􀆰 ５５６ ０􀆰 ９０３ ０􀆰 ９６８

信丰山地水牛 ０􀆰 ４００ ０􀆰 ２００ ０􀆰 １３３ ０􀆰 ２２４ ０􀆰 ８８５ ０􀆰 ２３４ ０􀆰 ５５６ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ２３４ ０􀆰 ２０４ ０􀆰 ２２２ ０􀆰 ２１７ ０􀆰 ９５９ １􀆰 ０００

峡江水牛 ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ２５０ ０􀆰 １９１ ０􀆰 ２４０ ０􀆰 ８４３ ０􀆰 ２１３ ０􀆰 ５００ ０􀆰 ２３４ ０􀆰 ０００ ０􀆰 １８４ ０􀆰 ３１３ ０􀆰 ３０６ ０􀆰 ９３９ １􀆰 ０００
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续表３

品种
盱眙山

区水牛

海子

水牛

盐津

水牛

德宏

水牛

槟榔江

水牛

滇东南

水牛

鄱阳湖

水牛

信丰山

地水牛

峡江

水牛

福安

水牛

富钟

水牛

西林

水牛

摩拉

水牛

尼里 ／ 拉
菲水牛

福安水牛 ０􀆰 ３７５ ０􀆰 １５４ ０􀆰 １２５ ０􀆰 １４０ ０􀆰 ８５７ ０􀆰 １４６ ０􀆰 ５５１ ０􀆰 ２０４ ０􀆰 １８４ ０􀆰 ０００ ０􀆰 １７０ ０􀆰 １６７ ０􀆰 ９４４ １􀆰 ０００

富钟水牛 ０􀆰 ３３３ ０􀆰 ２４０ ０􀆰 １７８ ０􀆰 ２６５ ０􀆰 ８５７ ０􀆰 ２００ ０􀆰 ６３０ ０􀆰 ２２２ ０􀆰 ３１３ ０􀆰 １７０ ０􀆰 ０００ ０􀆰 １８２ ０􀆰 ９３５ １􀆰 ０００

西林水牛 ０􀆰 ３６４ ０􀆰 １６３ ０􀆰 １７４ ０􀆰 ２２４ ０􀆰 ８４０ ０􀆰 ２３４ ０􀆰 ５５６ ０􀆰 ２１７ ０􀆰 ３０６ ０􀆰 １６７ ０􀆰 １８２ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ９５９ １􀆰 ０００

摩拉水牛 ０􀆰 ９７５ ０􀆰 ９６５ ０􀆰 ９４０ ０􀆰 ９４３ ０􀆰 ８７５ ０􀆰 ９３９ ０􀆰 ９０３ ０􀆰 ９５９ ０􀆰 ９３９ ０􀆰 ９４４ ０􀆰 ９３５ ０􀆰 ９５９ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ８００

尼里 ／ 拉菲水牛 １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ ０􀆰 ８１０ １􀆰 ０００ ０􀆰 ９６８ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ ０􀆰 ８００ ０􀆰 ０００

Ａ． 聚类分析； Ｂ． Ｋ 值与 ΔＫ 趋势变化情况； Ｃ． Ｋ＝ ２ 时群体遗传结构分析。

图 ３　 ４０ 份水牛样本的聚类图和群体结构

表 ４　 １４ 个水牛品种分子身份证编码

品种名称 二进制 十进制

盱眙山区水牛 １１１１１１０１１０１００１１１１１１０１０１１０１１０１００１０１０１１１１００１０１１００１１０１０１０１０１１１１１１１１０１１１ ２􀆰 ９２４×１０２０

海子水牛 １０１０１０１０１０１００１０１１０１０１００１１０１０１００１０１０１１０１００１０１１００１１０１０１０１０１００１１０１００１０１ １􀆰 ９６７×１０２０

盐津水牛 １０１０１０１１１０１００１１１１０１０１０１１１１１０１００１０１０１１０１００１０１０１０１１０１０１００１１００１１０１００１１０ １􀆰 ９７９×１０２０

德宏水牛 １０１０１０１１１０１００１０１１０１０１０１１０１１０１００１０１０１１０１００１０１１００１１０１０１０１０１００１１０１００１１０ １􀆰 ９７９×１０２０

槟榔江水牛 １１０１０１０１１０１００１１００１０１１１１１１０１１１１１１１１１１１０１００１１１１１１１１１１１１１０１１１１１１００１１００１ ２􀆰 ４６３×１０２０

滇东南水牛 １０１０１０１１１０１００１０１１０１０１００１１１１０１００１０１０１０１１００１０１１００１１０１０１０１１１００１１０１１０１１１ １􀆰 ９７９×１０２０

鄱阳湖水牛 １０１０１００１１０１００１０１１１１１１０１１１１１０１０１１０１０１１０１００１０１１００１１０１０１０１１１００１１０１００１１１ １􀆰 ９５６×１０２０

信丰山地水牛 １０１０１００１１０１００１１１１０１０１０１１０１１０１００１０１０１１１１００１０１１００１１０１０１０１０１００１１０１００１１１ １􀆰 ９５６×１０２０

峡江水牛 １００１１００１１０１００１０１１０１１１００１１１１０１００１０１０１１１１００１０１１１０１１０１０１０１１１００１１０１００１１０ １􀆰 ７７１×１０２０

福安水牛 １０１０１０１０１０１００１０１１０１０１０１１１１１０１００１０１０１１１１００１０１１１０１１０１０１０１０１００１１０１００１１１ １􀆰 ９６７×１０２０

富钟水牛 １０１０１１０１１０１００１１１１０１０１０１１１１１０１００１０１０１１０１００１０１０１０１１０１０１０１０１００１１１１００１１１ ２􀆰 ００２×１０２０

西林水牛 １０１０１０１０１０１００１０１１０１０１００１０１１０１００１０１０１１０１００１０１１００１１０１０１０１１１００１１０１００１０１ １􀆰 ９６７×１０２０

摩拉水牛 ０１０１０１０１０１１０１１１１１１０１１１０１１００１１１１０１１１１１０１１０１１１０１１１０１１１０１１１０１０１１００１１０１０ ９􀆰 ８５０×１０１９

尼里 ／ 拉菲水牛 １１０１０１０１１１０１０１１１０１０１０１０１１００１０１１０１１１１１１１０１０１０１１１００１０１０１１１０１１００１０１１０１１ ２􀆰 ４６５×１０２０

·８· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ３



３　 讨论

３􀆰 １　 水牛品种 ＳＮＰ 标记位点 ＫＡＳＰ 转化

目前在动物品种鉴定的研究中， 多应用简单序列

重复间区 （ＩＳＳＲ）、 随机扩增多态性 ＤＮＡ （ＲＡＰＤ）、
序列相关扩增多态性 （ＳＲＡＰ） 等分子标记方法， 而

这些分子标记方法大都存在着操作繁琐、 稳定性差、
成本高、 准确率不足等缺点。 ＳＮＰ 标记是当前遗传

标记研究中最多也是最有前景的分子标记。 该标记主

要是指群体中变异频率大于 １％的单个核苷酸改变而

导致的核酸序列多态性， 具体是指在 ＤＮＡ 序列中的

单个碱基的变异， 形式包括单碱基的缺失、 插入、 转

换及颠换。 这是动植物基因组中最常见的遗传变异类

型之一， 在目前的研究中多用于构建高密度遗传图谱

和标记辅助选择以及对目的性状相关的候选基因 ＳＮＰ
的精细定位［１６］。 早在 ２０１０ 年就提出， 随着测序技术

的发展， ＳＮＰ 检测技术必将成为新一代动物遗传育

种方法和标记辅助方法， 并在牛的遗传育种中起至关

重要作用［１７］。 ＫＡＳＰ 是基于已知 ＳＮＰ 的位点荧光基

因分型技术， 可用于对基因组 ＳＮＰ 位点以及插入缺

失多态性进行双等位基因分型［１８］。 它无需对靶点即

特异性引物 ／探针进行标记， 不需要根据每个 ＳＮＰ 位

点合成特异的荧光引物， 其独特的扩增阻滞突变系统

（ＰＣＲ） ＰＣＲ 原理， 让所有的位点检测最终都使用通

用荧光引物扩增， 大大降低了成本。 本研究应用 １０
个水牛品种基因组重测序数据， 筛选出不同品种间有

差异且品种内一致的 ＳＮＰ 位点， 通过 ＫＡＳＰ 初步筛

选获得 ９５ 个 ＳＮＰｓ 标记位点， 结合 Ｓａｎｇｅｒ 测序方法，
获得多态性标记为 ６０ 个， 占比为 ６２􀆰 ５％； 通过对 ４０
头水牛样本中进行标记分型， 转化成功率为 ９０％，
相比于其他来说具有较高的重复性和准确性［１９－２０］。
３􀆰 ２　 ＳＮＰ 位点多样性分析

利用筛选获得的 ５４ 个 ＳＮＰｓ 标记位点对 ４０ 头水

牛样本进行遗传多态性分析， 结果显示 ＳＮＰ 位点的

Ｈｏ 和 Ｈｅ 平均值分别为 ０􀆰 １８２、 ０􀆰 ３２８， Ｎｅ 平均值为

１􀆰 ５２２， ＳＨＡ 平均值为 ０􀆰 ５０３， ＰＩＣ 平均值为 ０􀆰 ２６９，
由此表明， 本研究筛选的位点在水牛品种间具有中度

多态性。 对所有位点进一步分析发现， 有 ２０ 个 ＳＮＰｓ
在部分品种中存在位点缺失， 需要舍去。 研究分析发

现， 摩拉水牛和尼里 ／拉菲水牛与其他水牛品种之间

比较， Ｄ 均大于 ０􀆰 ５， 这 ２ 种水牛属于河流型水牛品

种， 主要为引进品种［２］， 与其他水牛品种在总胆固

醇、 脂蛋白等生理方面生化指标方面具有一定的差

异［２１］， 这与沼泽型水牛 ３０ 个微卫星 ＤＮＡ 的群体遗

传多样性分析结果相似［２２］。 槟榔江水牛与其他 Ｄ 也

均在 ０􀆰 ８ 以上， 是我国目前唯一发现的河流型水牛，

其遗传距离与引进的河流型水牛相近， 但与国内沼泽

型水牛有较大的遗传差异［２３］。 除鄱阳湖水牛外， 国

内沼泽型的水牛地方品种之间的 Ｄ 均在 ０􀆰 ５ 以下，
说明本研究筛选的 ３４ 个 ＳＮＰｓ 位点具有较高的准确

性， 准确率高达 ９２􀆰 ９％， 这些结果都说明了本试验

所选用的 ３４ 个 ＳＮＰ 位点能够很好地揭示了水牛品种

的遗传多样性。
３􀆰 ３　 水牛品种分子身份证的价值与应用

构建品种分子身份证通常是基于 ＤＮＡ 指纹图谱

信息， 采用一定的编码规则对信息进行数值化和图像

化处理， 得到身份代码或二维码信息［２４］。 在植物分

子身份证构建研究方面， 简单重复序列 （ＳＳＲ） 标记

技术被广泛应用于农作物［２５－２６］、 果树［２７－２８］、 蔬菜［２９］

等植物分子身份证构建研究方面， 但在动物中应用较

少。 ＫＡＳＰ 作为 ＳＮＰ 分型检测方法， 具有高效、 经

济、 准确等特点， 也在逐步替代 ＳＳＲ， 如在葡萄中应

用 ＫＡＳＰ 方法基于 ２２ 个 ＳＮＰｓ 位点构建了 ７０ 个品种

的分子身份证［３０］， 在桂花中使用 ＫＡＳＰ 技术基于 １４
个 ＳＮＰｓ 位点构建了 ８９ 个品种的指纹码［３１］。 本研究

首次将 ＫＡＳＰ 技术结合 Ｓａｎｇｅｒ 测序方法筛选获得 ３４
个 ＳＮＰｓ 标记位点， 并基于此分别采用二进制和十进

制的方法构建了 １４ 个水牛品种的分子身份证， 每个

品种均具有唯一分子身份证。 其中 １０ 个 ＳＮＰｓ 位点：
Ｋ０２６ － ０７４、 Ｋ０２６ － ０８０、 Ｋ０２６ － ０８５、 Ｋ０２６ － ０９２、
Ｋ０２６ － ０９４、 Ｋ０２６ － １０８、 Ｋ０２６ － １１６、 Ｋ０２６ － １１７、
Ｋ０２６－１１８、 Ｋ０２６－１１９， 在河流型水牛和沼泽型水牛

中完全不一致， 根据位点的分子身份证信息可以有效

区分河流型水牛和沼泽型水牛， 表明本研究筛选获得

的 ３４ 个 ＳＮＰｓ 位点使用 ＫＡＳＰ 标记技术能够作为一种

有效的技术手段， 用于水牛品种资源的区分和分子身

份证构建。

４　 结论

应用 ＫＡＳＰ－ＰＣＲ 技术并结合遗传多样性和群体

结构分析的研究， 可成功开发出能精准区分全部供试

１４ 个水牛品种的 ３４ 个 ＳＮＰｓ 位点， 并构建了 １４ 个水

牛品种具有唯一性的二进制和十进制分子身份证。 研

究结果为水牛品种精准鉴定和品种资源的保护提供技

术支撑。
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