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一种用于崇明白山羊血统鉴定的SNP分子标

记组合及其应用

(57)摘要

本发明公开了一种用于崇明白山羊血统鉴

定的SNP分子标记组合，所述SNP分子标记组合由

1000个(1K)的SNP分子标记组成，所述SNP分子标

记在山羊参考基因组ARS1上的物理位置和编号

如说明书表1所示。利用这些SNP分子标记并基于

靶向捕获芯片基因分型技术，可实现对崇明白山

羊个体的血统精准分析，特别是崇明白山羊的品

种鉴定和亲缘关系鉴定。本发明解决了现有技术

中尚未有合适的SNP芯片检测手段和分析方法对

崇明白山羊个体进行血统精准鉴定的技术问题。
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1.SNP分子标记组合在崇明白山羊血统鉴定中的应用，其特征在于，所述SNP分子标记

组合由1000个SNP分子标记组成，所述SNP分子标记在崇明白山羊参考基因组ARS1上的编号

和物理位置如下表所示：
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上表中，SNP分子标记的物理位置均以染色体_物理位置表示。

2.如权利要求1所述的应用，其特征在于，所述崇明白山羊血统鉴定包括崇明白山羊的

品种鉴定和亲缘关系鉴定。
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一种用于崇明白山羊血统鉴定的SNP分子标记组合及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种用于崇明白山羊血统鉴定的SNP分子标记组合及其应用，属于生

物技术领域。

背景技术

[0002] 单核苷酸多态性(Single  Nucleotide  Polymorphism，SNP)分子标记，因其数量

多、分布广、多态性丰富和易于检测等优势，在农业育种等领域有着广泛的应用。然而，此类

固相芯片的SNP密度普遍较高，导致分型成本居高不下。

[0003] 崇明白山羊是中国优良地方山羊品种之一，该品种以肉质细嫩、膻味轻、适应性强

著称。然而，目前针对崇明白山羊个体的血统溯源、亲缘关系鉴定及遗传多样性评估，仍缺

乏针对性的SNP芯片检测技术和方法。建立适应本土品种的精准鉴定体系，已成为种质资源

保护、良种繁育及产业化开发亟待突破的核心问题。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于解决上述现有技术的不足，提供一种用于崇明白山羊血统鉴定

的SNP分子标记组合，利用其并基于靶向捕获芯片基因分型技术，可实现对崇明白山羊个体

的血统精准分析。

[0005] 本发明采用如下技术方案：

[0006] 一种用于崇明白山羊血统鉴定的SNP分子标记组合，所述SNP分子标记组合由1000

个(1K)的SNP分子标记组成，所述SNP分子标记在山羊参考基因组AR  S1(https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_001704415.1/)上的物理位置和编号见表

1：

[0007] 表1上海崇明白山羊1000个SNP分子标记位置
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[0012]

[0013] 注：SNP分子标记的物理位置均以染色体_物理位置表示。例如第1个SNP分子标记

的物理位置为1_2841644，表示在山羊参考基因组的1号染色体上的2841644碱基处。

[0014] 本发明中，所述SNP分子标记是通过筛选崇明白山羊与其它国内外总计10个山羊

品种的基因型数据进行筛选获得的。筛选的方法是在崇明白山羊品种(CM)与其它品种间最

小等位基因频率(MAF)差值的绝对值(△MAF)排序最高的SNP位点，这些位点可以理解为是

最具有崇明白山羊品种信息量代表性的SNP位点(breed‑informative  SNPs)。

[0015] 一种用于崇明白山羊血统鉴定的试剂盒，所述试剂盒包含用于检测上述SNP分子
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标记组合的探针。

[0016] 一种用于崇明白山羊血统鉴定的SNP芯片，所述SNP芯片上设有检测上述SNP分子

标记组合的探针。

[0017] 进一步，所述SNP芯片为液相芯片。

[0018] 上述SNP芯片在崇明白山羊血统鉴定中的应用。所述崇明白山羊血统鉴定包括崇

明白山羊的品种鉴定。

[0019] 本发明的有益效果：本发明提供了一种用于崇明白山羊血统鉴定的SNP分子标记

组合，该SNP分子标记组合由1000个1K的SNP分子标记组成，利用本发明的SNP分子标记组合

并基于靶向捕获芯片基因分型技术，可实现对崇明白山羊个体的血统精准分析。

附图说明

[0020] 图1为实施例1中崇明白山羊1K品种鉴定SNP位点在崇明白山羊参考基因组ARS1上

的染色体分布图。

具体实施方式

[0021] 下面结合附图和具体实施例对本发明的技术方案作清楚、完整地说明。

[0022] 实施例1

[0023] 1.崇明白山羊1K品种鉴定SNP位点的筛选

[0024] 1)基于对上海崇明白山羊核心保种群体(上海园都种羊场)的60个个体以及江苏

海门山羊核心保种场的30头个体进行了全基因组重测序。使用fastp软件(0 .20 .0)版，参

数：‑n  10‑q  20‑u  40)对原始读数进行过滤。相关全基因组重测序数据已存入可公开访问

的网站：http://www.cncb.ac.cn，生物项目编号为PRJCA031876和PRJCA031233，GSA编号为

CRA020146和CRA019905。随后使用Burrows‑Wheeler  Aligner(BWA)v0 .7 .17(Li  and 

D u r b i n ,2 0 0 9) 将 干 净 的 测 序 读 数 映 射 到 山 羊 参 考 基 因组 A R S 1 ( h t t p s : / /

www .ncbi .nlm .nih .gov/datasets/genome/GCF_001704415 .1/)上。基因组分析工具包

(GATK)v4.0(Van  der  Auwera  et  al.,2013)用于遗传变异的挖掘(SNP  calling)。

[0025] 2)除了自测的上述90个山羊基因组重测序数据外，另从美国国家生物技术信息中

心(National  Center  for  Biotechnology  Information，NCBI)公共数据库(https://

www .ncbi.nlm .nih.gov/)下载了国外三种代表性山羊(安哥拉山羊、波尔山羊、萨能奶山

羊，表2)和国内5个代表性山羊品种(济宁青山羊、马头山羊、云南弥勒红骨山羊、关中奶山

羊、云上黑山羊，表3)的基因组重测序数据，总计个体数量为232头。

[0026] 表2本发明所用的国外三个品种的山羊全基因组重测序数据来源
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[0027]

[0028]

[0029] 表3本发明所用的国内5个品种的山羊全基因组重测序数据来源
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[0030]
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[0031]

[0032] 3)通过对上述这些山羊品种全基因组数据的变异鉴定及SNP筛选，获得1000个品

种鉴定位点。筛选的方法是照缺失率小于10％，杂合率小于50％的条件进行过滤并计算各

个群体在全部位点的△MAF，即单个群体与其他群体的最小等位基因频率(MAF)差值绝对
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值，取崇明白山羊(CM)品种△MAF排序最高的1K  SNP位点，这些位点可以理解为是最具有崇

明白山羊品种信息量代表性的SNP位点(breed‑informative  SNPs)。这些崇明白山羊1K品

种鉴定SNP位点在山羊参考基因组ARS1上的染色体分布图见图1。

[0033] 2.制备用于崇明白山羊1K血统鉴定的SNP液相芯片

[0034] 基于上述筛选的1K品种鉴定SNP位点，根据DNA互补原理，在每个SNP位点设计一条

或多条覆盖位点的探针，探针长度为110bp,位点对应探针条数为(1‑2根)，探针GC含量为

30‑70％，探针同源区域个数≤5，探针由石家庄博瑞迪生物技术有限公司合成，从而制得用

于崇明白山羊品种鉴定1K  SNP液相芯片。

[0035] 实施例2

[0036] 崇明白山羊血统鉴定的方法：

[0037] 1.山羊DNA样品的提取

[0038] 从山羊前腔静脉，利用无菌注射器采血(2‑3mL)，注射入提前加入抗凝剂的采血管

中，通过离心步骤将血液细胞与血浆分离，将血液细胞沉淀洗涤后，加入裂解缓冲液，破坏

细胞膜释放DNA，并加入蛋白酶K来消化细胞蛋白，加入乙酸和异丙醇使DNA凝固和沉淀，然

后通过离心将DNA沉淀从上清液中分离出来。将DNA沉淀用乙酸盐缓冲液洗涤，去除杂质和

残余的蛋白酶，用无水溶液或TE缓冲液溶解DNA，‑20℃保存供后续实验使用(山羊组织样本

(如耳组织或肌肉组织等)的DNA也可替代山羊血液DNA)。

[0039] 2.DNA样品质量检测

[0040] 用Agilent  2100生物分析仪(Agilent)对DNA浓度进行测定，用1％琼脂糖凝胶电

泳检测DNA的完整性。检测合格的样品放入4℃冰箱保存备用。

[0041] 3.液相芯片检测

[0042] 采用实施例1制备的液相芯片，按照液相芯片检测标准流程操作。液相芯片上的用

生物素修饰的探针可以与变性后的重测序文库中目标区域杂交形成双链，利用链霉亲和素

包被的磁珠将携带有生物素的分子吸附，经过洗脱、扩增和靶向的高通量深度重测序。随后

将获得的靶向测序数据采用fastp软件(Chen  et  al .,2018)进行质控后，用BWA软件(Li 

and  Durbin ,2009)将测序数据比对至山羊参考基因组ARS1上，采用GATK4软件(Van  der 

Auwera  et  al.,2013)的标准流程检测，获得检测样本的1K  SNP位点的基因型数据。

[0043] 4.待鉴定样本数据与模型数据的整合

[0044] 利用Plink  v1 .9软件(Purcell  et  al .,2007)将获得的液相芯片检测的样本1K 

SNP基因分型数据文件与实施例1建立的崇明白山羊品种鉴定模型数据集(10个品种鉴定模

型文件，被放置在畜禽遗传资源基因库公共管理系统中的文件下载目录下，下载网址链接

为http://120.26.68.213:4569/project1.html)，将其中需鉴定的山羊样本芯片检测结果

数据与模型文件CM.ped和CM.map文件按相同的1K  SNP位点进行提取合并，仅保留二等位基

因型位点，并生成New.bed文件，并在整合后的New.bed文件中，把待检测样本的品种名称用

“_”标识。

[0045] 将上述整合后的New.bed文件，使用ADMIXTURE  v1 .3.0软件(Alexander  etal.,

2009)对文件进行运算。祖先集群参数K设置为10(代表模型设定为10个品种)，在Linux系统

下运行Admixture软件，命令如下：Admixture  Tmp.bed10–supervised‑j12。将运行完成后

的结果(在Dist文件夹下找到后缀名为Tmp.10.Q的文件)导入Excel表中，并找到对应待检
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测样本的品种血统百分组成的计算结果 (ADMIXTURE软件具体说明参见https://

dalexander.github.io/admixture/download .html)，即完成了对待检样本的血统组分计

算。

[0046] 崇明白山羊品种鉴定模型的预测结果及准确性验证：

[0047] 采用实施例2的鉴定方法，对实施例1所述10个品种的322个山羊的1K  SNP位点的

基因型分析，测试结果见表4：

[0048] 表4崇明白山羊品种鉴定模型的预测结果及准确性验证

[0049]
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[0050]
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[0063]

[0064] 注：列名为山羊品种、模型预测结果及与实际的一致性，行名为个体编号，一致性

中TRUE表示预测结果与实际品种相符合，结果显示共2个样本模型预测与实际不符合

(FALSE)，其余均为TRUE，准确率(一致性)为320/322×100％＝99.38％。

[0065] 由表4可以看出，本发明筛选的1K位点能够准确对崇明白山羊个体作出精准鉴定，
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且其它品种的血统判断与实际品种的血统均完全相符(模型根据血统成份最大百分占比，

判定为该品种个体，验证结果显示模型判断准确率达到99.38％)。本发明不仅能对个体的

血统进行定性判断，而且对每个个体血统的组成和百分比也能获得计算(见表4)。

[0066] 本发明的SNP分子标记组合为崇明白山羊纯种个体的鉴定、筛选奠定了良好的基

础，目前，基于本发明的SNP分子标记组合设计的试剂盒已在位于崇明的上海园都白山羊保

种场进行大规模的应用。
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