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摘　要：截取了山羊线粒体ＤＮＡＤｌｏｏｐ高变区４５３ｂｐ的部分片段（线粒体全序列的１５７３５～１６１８７ｂｐ处），共计

１１８２条序列进行了多重比对，并进行系统建树和网络关系分析，结果这些序列明显的分成了４个支系（Ａ、Ｂ、Ｃ、

Ｄ），分别含有１００１、１３４、２４和１３条序列，进一步比对分析，发现这４个支系有各自特有的碱基变异特点，Ａ、Ｂ、Ｃ和

Ｄ分别有５、６、１８和７个特有的碱基变异位点，除了各个支系特有的变异外，还发现有２个支系共有的变异位点。
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　　我国有丰富的品种资源
［１］，然而，随着外来品种

的不断引进以及杂交改良、人工授精和胚胎移植等

工作的深入展开，我国古老的地方品种受到严酷的

竞争和排挤，以至造成地方品种的群体数量急剧下

降，有的甚至处于濒临灭绝的境地［２］，遗传多样性降

低。线粒体 ＤＮＡ（ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）

是唯一的核外遗传物质，由于线粒体的高拷贝数、缺

乏重组以及单亲及母系遗传等特点而使其成为遗传

结构和系统发育研究的良好素材，线粒体ＤＮＡ的

遗传分析成为理解进化的重要工具，山羊线粒体

ＤＮＡ是存在于胞质细胞器线粒体中的一个闭合环

状、有１６６４０个碱基的分子
［３］，在每个细胞中存在

成百上千的拷贝。ｍｔＤＮＡ基因排列紧凑，几乎没

有间隔序列和内含子，编码１３种线粒体氧化磷酸化
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呼吸链组成酶所必需的多肽、１２ＳｒＲＮＡ、１６ＳｒＲＮＡ

和２２个ｔＲＮＡ。而其中长１２１２个碱基的ｍｔＤＮＡ

Ｄ环控制区（ＤＬｏｏｐ）是 ｍｔＤＮＡ 基因组中进化速

率最高、最具多态的区域，尤其在高变区，由于Ｄ环

受自然选择影响较大，存在巨大的变异，所以一般用

于种群间的系统进化分析。目前，我国利用线粒体

研究家养动物的起源进化及遗传变异已取得一些进

展［４８］。根据线粒体ＤＮＡ研究，目前家养山羊有５

（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ和Ｅ）个支系（ｌｉｎｅａｇｅｓ）。Ｌｕｉｋａｒｔ等
［９］

通过对８８个品种的线粒体Ｄ环高变区测序分析，

得出山羊主要有３个母系起源，其中Ａ最普遍，存

在于所有的品种中，Ｃ最少，只存在于蒙古、瑞士和

斯洛文尼亚。后来，Ｓｕｌｔａｎａ等
［１０］分析了１３个巴基

斯坦本地山羊品种的线粒体Ｄ环全序列和细胞色

素ｂ基因序列，除了发现上面３个支系外，还发现了

一个新的类群（Ｄ支系），Ｃｈｅｎ等对中国１８个地方

品种的线粒体Ｄ环高变区分析，也发现了这个稀有

支系，Ｅ支系仅在印度山羊中发现
［１１１２］。本研究通

过分析来自不同国家不同品种的１１８２条序列，来揭

示Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ这４个支系的特有的碱基变异，为山

羊系统发育及遗传变异的深入研究提供基础和便利。

１　材料与方法

１１　序列的获得

　　根据关于 ｍｔＤＮＡＤ环控制区的高变区的报

道，利用现有的网络资源，从ＧｅｎＢａｎｋ数据库获得

所需序列，其中有Ｃｈｅｎ等
［１１］报道的１８个中国山羊

品种的序列３４５条（ＤＱ０８９１０６ＤＱ０８９４５０），Ｊｏｓｈｉ

等［１２］ 报 道 的 印 度 山 羊 ３２３ 条 （ＡＹ１５５６７４

ＡＹ１５５６９５， ＡＹ１５５６９７ＡＹ１５５７９１， ＡＹ１５５８３４

ＡＹ１５６０３９），Ｓｕｌｔａｎａ等
［１０］报道的巴基斯坦山羊３８

条（ＡＢ１１０５５２ＡＢ１１０５８９），Ｌｕｉｋａｒｔ等
［９］报道的包

括覆盖欧洲、亚洲、非洲和中东的４４个国家的３３１

条序列（ＡＪ３１７５３３ＡＪ３１７８６３）；另外还有笔者前期

已经测序完成的１２个中国山羊品种的１４５条序列

（ＥＵ０３５９９１ＥＵ０３６１３５），共计１１８２条序列。

１２　序列的截取及统计分析

　　选取变异较大的４５３ｂｐ的高变区部分片段（线

粒体全序列的１５７３５～１６１８７ｂｐ处）。用 Ｂｉ

ｏＥｄｉｔ７．０软件
［１３］对所有序列进行多重比对，并进行

人工校对，以确保比对的准确性，ＭＥＧＡ３．０软

件［１４］用于系统进化分析及进化树的构建。用 Ｎｅｔ

ｗｏｒｋ４．２
［１５］进行各支系网络关系分析。

２　结　果

２１　系统进化树及网络关系分析

　　我们对１１８２条序列在ＢｉｏＥｄｉｔ７．０软件进行比

对 后，用ＭＥＧＡ３．０以Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ模型，

建立 ＮＪ树，并对拓扑图进行了自展检验（ｂｏｏｔ

ｓｔｒａｐ），重复抽样次数为１０００次。所建的系统进

化树见图１，这１０个山羊品种很明显的分成了４个

支系Ａ、Ｂ、Ｃ和 Ｄ。用Ｎｅｔｗｏｒｋ４．２进行网络关系

分析也证实了这一点。其中Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ支系分别

含有１００１、１３４、２４和１３条序列。

图１　１１８２条序列构建的犖犑树

犉犻犵１　犃狀犲犻犵犺犫狅狌狉犼狅犻狀犻狀犵狋狉犲犲犳狅狉１１８２狊犲狇狌犲狀犮犲狊

２２　各支系变异分析

　　对Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ４个支系利用ＢｉｏＥｄｉｔ软件，以

已经发表的山羊线粒体全序列（ＡＦ５３３４４１）１５７３５

～１６１８７片段为参考序列进行比对，４个支系所特

有的变异位点，可以清晰的显示出来，如图２是随机

选取了这４个支系的部分序列。我们共发现能区分

４个支系的４８个位点，每个支系有自己特有的碱基

变异位点，其中Ａ支系的特有变异位点为：７１、２７０、

２８３和２９１，Ｂ支系特有变异位点为：１５７、２２９、２４１、

２４６、３０１和３４７，Ｃ支系的特有变异位点为：８、２７、

６１、８６、１２６、１３０、１３４、１７３、２４８、２５８、２６７、２８６、２９０、

３０１、３１８、３４８、３８３和４１４，Ｄ支系特有变异位点为：

３５、７４、１３７、１５３、１７５、２４２和３１３。这些位点均表示

８３１１
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在我们截取的４５３ｂｐ长度的位置，在线粒体全序列

的位置及具体的碱基替换情况见表１，所有的变异

都是转换。另外，以前有报道［１０］Ｂ支系是由２个呈

星状辐射的单倍群所构成。所以，为了更清楚的了

解这２个单倍群的碱基变异特点，我们把这２个单

倍群进行了分类比对，分别称为Ｂ１和Ｂ２，从图２可

以看出，这２个单倍群有各自不同的特点，如在１１

和９７位点，当然，它们也拥有Ｂ支系所共有的碱基

变异特征。除了各个支系特有的变异外，我们还发

现有几个支系共有的变异，其中 Ａ和Ｄ共有的是

１０７、２３９和２７４，Ａ和Ｂ１共有的是２３７和２４７，Ｂ２

和Ｃ共有的是１２８、２３８和２７５，Ｃ和Ｄ则在３０２位

点。

．表示相同碱基　．Ｔｈｅｓａｍｅｂａｓｅｓ

图２　截取４个支系部分序列用犅犻狅犈犱犻狋７０软件比对结果

犉犻犵２　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳４犔犻狀犲犪犵犲狊狆犪狉狋犻犪犾狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪犾犻犵狀犿犲狀狋犫狔犅犻狅犈犱犻狋７０

３　讨　论

　　线粒体ＤＮＡ由于其自身的特点而广泛的应用

于山羊的起源进化及系统发育研究，尤其线粒体Ｄ

ｌｏｏｐ区，随着研究的深入，越来越多的序列提交到

ＧｅｎＢａｎｋ数据库，主要分成５个支系，其中Ａ支系

占的比例最大，依次为Ｂ、Ｃ和Ｄ。为了进一步了解

各个支系的碱基变异特点，本研究选取了来自不同

国家的１１８２条序列进行分析，发现Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ这

４个支系有各自特有的碱基变异特点。利用本研究

得出的各个支系特有的碱基变异位点，就可以通过

直接测定这些特有变异位点来大概区分各个支系，

而省去了测定整个要研究序列进行聚类分析来区分

支系的繁琐。在我们分析的各个支系中，Ｃ支系的

特有变异位点最多，Ａ最少，也就说明Ａ支系是最

普遍的支系，而Ｃ则是稀有支系。Ｓｕｌｔａｎａ等
［１０］用

ＰＣＲＲＦＬＰ分析巴基斯坦山羊线粒体Ｄｌｏｏｐ全序

列时得出：３７７位点是Ｂ、Ｃ、Ｄ特有的，６５３位点是Ｂ

特有的，及相当于我们分析的７１、３４７位点。通过序

列比对，并没有发现不同国家间有特异性的变异，表

明山羊品种间分化并不明显，表现出较弱的地理结

构，这与以前Ｌｕｉｋａｒｔ等
［９］报道的是一致的，在我国

李祥龙等［１６１７］研究了国内几个地方山羊品种的线粒

体ＤＮＡ多态性，也显示了我国地方山羊品种较低

９３１１
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的分化程度。张红平等 ［１８］通过对中国１６个地方品

种的山羊线粒体Ｄｌｏｏｐ区的分子等级差异分析，品

种内的方差组分则占了７５．７８％，也表明了山羊品

种间弱的地理结构。造成这样的原因可能是古代山

羊经过不同地区间的大量运输，从而表现出现有家

养山羊不明显的地理分化，山羊这种弱的地理结构

也正反映了人类迁徙和商贸活动的历史。

表１　４个支系的变异位点

犜犪犫犾犲１　犞犪狉犻犪狋犻狅狀狆狅狊犻狋犻狅狀狊狅犳４犔犻狀犲犪犵犲狊

ｍｔＤＮＡ全序列位置

Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｌｅｔｅ

ｍｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

１ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １

５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５

７ ７ ７ ７ ７ ８ ８ ８ ８ ８ ８ ８ ８ ８ ８ ８

４ ４ ６ ７ ９ ０ ０ ２ ３ ４ ６ ６ ６ ６ ７ ８

３ ６ ２ ０ ６ ６ ９ １ ２ ２ １ ３ ５ ９ ２ ８

本研究截取序列位置

Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｏｕｒｄａｔａ

１ １ １ １ １ １ １

１ ２ ３ ６ ７ ７ ８ ９ ０ ２ ２ ３ ３ ３ ５

８ １ ７ ５ １ １ ４ ６ ７ ７ ６ ８ ０ ４ ７ ３

ＡＬｉｎｅａｇｅ

ＢＬｉｎｅａｇｅ

ＣＬｉｎｅａｇｅ

ＤＬｉｎｅａｇｅ

Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｃ

Ｂ１ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｃ

Ｂ２ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｃ

Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ

Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ

ｍｔＤＮＡ全序列位置

Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｌｅｔｅ

ｍｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

１ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １

５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ６

８ ９ ９ ９ ９ ９ ９ ９ ９ ９ ９ ９ ９ ９ ９ ０

９ ０ ６ ６ ６ ７ ７ ７ ７ ７ ７ ８ ８ ８ ９ ０

２ ８ ４ ６ ８ ２ ３ ４ ５ ６ ７ １ ２ ３ ３ ２

本研究截取序列位置

Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｏｕｒｄａｔａ

１ １ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ２

５ ７ ２ ３ ３ ３ ３ ３ ４ ４ ４ ４ ４ ４ ５ ６

７ ３ ９ １ ３ ７ ８ ９ ０ １ ２ ６ ７ ８ ８ ７

ＡＬｉｎｅａｇｅ

ＢＬｉｎｅａｇｅ

ＣＬｉｎｅａｇｅ

ＤＬｉｎｅａｇｅ

Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ

Ｂ１ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ

Ｂ２ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ

Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ

Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ

ｍｔＤＮＡ全序列位置

Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｌｅｔｅ

ｍｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

１ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １

６ ６ ６ ６ ６ ６ ６ ６ ６ ６ ６ ６ ６ ６ ６ ６

０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １

０ ０ １ １ ２ ２ ２ ３ ３ ４ ４ ５ ８ ８ １ ４

５ ９ ０ ８ １ ５ ６ ６ ７ ２ ８ ３ ２ ３ ８ ９

本研究截取序列位置

Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｏｕｒｄａｔａ

２ ２ ２ ２ ２ ２ ２ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ４

７ ７ ７ ８ ８ ９ ９ ０ ０ ０ １ １ ４ ４ ８ １

０ ４ ５ ３ ６ ０ １ １ ２ ７ ３ ８ ７ ８ ３ ４

ＡＬｉｎｅａｇｅ

ＢＬｉｎｅａｇｅ

ＣＬｉｎｅａｇｅ

ＤＬｉｎｅａｇｅ

Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ

Ｂ１ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ

Ｂ２ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ

Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ

Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ

０４１１
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