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摘!要!该研究采用 非 损 伤 性 )I,基 因 分 型 技 术$对 可 可 西 里 地 区(%个 藏 羚 羊!F792B0C0/=B048=09??"个 体 的

;2)I,非编码区部分片 段!QQQ!QQ’5/"进 行 了 序 列 分 析$结 果 显 示,,@S含 量!’(R"S"明 显 高 于 T,<S含 量

!#"R!S"$共发现(%种单倍型$包括Q"个多态位点$其中转换位点QQ个,颠换位点(个,插入位点(个,缺失位点

!个*单倍型间平均遗传距离为%R%#($单倍型多态性!B"为(R%%%$核苷酸多态性!#"为!R$’S*说明藏羚羊线粒

体控制区存在着丰富变异$最后从藏羚羊的生态习性及地理分布两方面对这一结果进行了分析探讨*
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!!动物;2)I,是动物体内 惟 一 发 现 的 核 外 遗 传

物质$脊椎动 物 的 ;2)I,大 小 在(’J&a5左 右$为

双链环状)I,分子$以母系遗传方式遗传*其结构

简单,稳定,世代间没有基因重组且进化速度较快$

能更直观 保 存 群 体 突 变 的 发 生’((*;2)I,比 核 位

点更易受遗 传 漂 变 的 影 响’!(*利 用 ;2)I,多 态 性

分析不仅可 以 在 一 定 层 面 上 了 解 种 群 的 遗 传 多 样

性$还可以探讨形成特定遗传结构的历史原因和地



理原因’#($是一种非常有用的遗传标记*
线粒体)I,控制区又称为替代环区!4?=/C7A3M

;392MC00/138?09"$或)环$它是线粒体基因组中最

主要的一段非编码区$位于2]I,F10和FB3基因之

间$也是线粒体中碱基序列和长度变异最大的区域$
进化速率是其他区段的&倍’Q($具有碱基替换速率

快,存在丰富的序列变异等特点$特别适合于检测种

群内及种群间的遗传多样性*L398’&(通过对矮岩羊

线粒体控制区部分序列进行测序$分析发现其与岩

羊相比平均核 苷 酸 歧 异 度 为(!J!(S$揭 示 矮 岩 羊

是一个强烈 的 独 立 单 元*W714067’’(选 择 扩 增 地 中

海鲭和白鲑鲭 的 线 粒 体 控 制 区&b端!O!5/和#"O
5/序列$发现这两个关系密切的种群间遗传结构上

存在一定程度的差异$显示这两个种群间有不均衡

的迁移$表明种群发生过扩张*
藏羚羊是国家一级保护动物$活动区域通常在

海拔Q%%%;以上$主要分布于我国青藏高原$以羌

塘为中心$南至拉萨以北$北至昆仑山$东至西藏昌

都地区北部和青海西南部$西至中印边界$偶尔有少

数由此流入印度境内拉达克’O(*从!%世纪"%年代

末开始$由于大规模盗猎,人类活动的干扰及栖息地

生态环境恶化等因素的影响$种群数量急剧下降$在
许多昔日藏羚羊集聚的地方$如今只有零星的藏羚

羊存在*这 个 古 老 的 物 种 已 经 走 向 面 临 灭 绝 的 边

缘’"(*目前已经对藏羚羊种群和个体生物 学 特 性,
系统发生,体内寄生虫,疾病诊治,绒毛理化特性等

多个方面 有 了 一 定 的 了 解’$!(#(*然 而 有 关 藏 羚 羊

的遗传多样性方面研究还未见报道$深入研究藏羚

羊的种群遗传结构,了解其地理分布格局的形成,进
化过程及遗传结构$对制定科学的藏羚羊保护措施

和资源的保护是势在必行的*本研究旨在通过对藏

羚羊线粒体 控 制 区 近&b端 部 分 序 列 进 行 多 态 性 分

析$对该地区藏羚羊群体内部遗传多样性进行探讨*

(!材料和方法

<=<!样品来源

本次实验共采集了藏羚羊皮张(%份$由青海省

林业局提供$自然风干常温保存$这些皮张样品均来

自在可可西里地区缴获的盗猎藏羚羊野生种群*

<=>!方法

(J!J(!)I,的提取

干皮样)I,的提取 综 合 参 照 兰 宏 等’(Q$(&(的 方

法$并加以 改 进$具 体 方 法 如 下#取(A;!!约%R%&

8"皮张去除表面的毛发及其他附着物$置于(;[浸

泡液!(%;;0C-[@1?=MX<C$%J!;;0C-[D)@,$&%
;;0C-[I7<C"中室温放置!B+用灭菌剪刀将浸泡后

的皮张剪成(;;! 的碎片$向碎片中加入(;[含

%J!S胶 原 酶 的F+-缓 冲 液$#Oc培 养QB+#%%%
1-;?9离心(%;?9$弃上清+向沉淀中加入(;[含有

(S -)-,(;;0C-[<7<C! 和(%%$8蛋 白 酶 K的

-@D缓冲液$&’c水浴&B后再加入!%%$8蛋白酶

K$#Oc水 浴!4$其 间 每#!&B轻 轻 混 匀 一 次+

(%%%%1-;?9离心(%;?9$取上清+此后抽提等步骤

按常规)I,提取方法进行’(’(*整个过程中进行空

白对照实验*

(J!J!!引物合成与F<]扩增

用上游引物’(O([M&$’%#&bMTT@,,@T@,<,@,,M
<,@@,,@M#b和 下 游 引 物’("(XM(’##Q#&bM<T,T,@M
T@<@@,@@@,,T,TTM#b$扩 增 线 粒 体 )MC00/区 部

分序列$引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成$F<]扩增反应体系为&%$[$含有(%d缓冲

液$4I@F=%J(;;0C-[$引物($;0C-[$&5B酶!Z$
模板 约!%98*扩 增 在FDM$’%%F<]扩 增 仪 上 进

行$反应共#&个循环*反应程序为#$&c预变性$#
;?9+$Qc变性&%=$&(c退火Q&=$O!c延伸(;?9$
共进行#&个循环+最后O!c延伸(%;?9*

(J!J#!F<]产物纯化与目的片段的克隆及测序

扩增产物经(S琼脂糖凝胶电泳分离$)I,纯化

试剂盒!F10;387"纯化目的片段$取纯化的目的片段

与/TDHM@质粒!F10;387"重组$并转化到大肠杆菌

)X&%菌株$转化混合物涂布在含有\M87C-*F@T及氨苄

青霉素的[+平板上$进行蓝白斑筛选$挑选白色菌落

于含有,;/的液体培养基中扩大培养$按微量碱法

提取质粒)I,$用该质粒的通用引物!@O--F’"对其

进行F<]扩增$经(S琼脂糖凝胶电泳鉴定$扩增产

物大小为’%%5/左右的为含有插入片段*将确定为

阳性克隆的质粒)I,进行测序$测序由上海生工生

物工程技术服务有限公司完成*

(J!JQ!序列分析

序列 用 <C.=27CE!(J"#"软 件 分 析 比 对$用

HDT,!>31=?09#R%"中的K?;.17双参数法计算各单

倍型间的遗 传 距 离*利 用)I,-F!>31=?09QJ%"软

件统计单倍型及变异位点,计算单倍型多样性!B"及

核苷酸多样性!#"*与T39+79a中藏羚羊及近源物

!!" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!%%’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



种的线粒体)MC00/区 全 序 列 进 行5C7=2分 析$确 定

所检序列在线粒体中所处的位置及高变区*

!!结!果

>=<!/01提取和?@A扩增

应用改进后的皮张)I,提取方法$成功地从藏

羚羊的皮张样品中提取了基因组)I,!见图("*扩

增结果经琼脂糖凝胶电泳检测!见图!"未发现非特

异性条带$空白对照组未出现扩增产物$实验结果重

复性好$可以排 除 外 源)I,污 染 及 核)I,拷 贝 的

可能性*

图<!藏羚羊皮张样本/01
<#空白对照样品+H#)I,分子量标准

!&)I,-!+-4’"+(!&为样品编号*

B)C=<!/013D",-*"3$6,&E"+35F)’&67)83"-’-’"3.&93
<?94?A723=93872?>3A09210C+H?94?A723=

&)I,-!+-4’ H71a31+(!&7132B3=7;/C3A043=J

图>!E"/01控制区部分序列扩增结果

<#空白对照样品+H#)I,分子量标准

!H71a31("+(!Q为样品编号*

B)C=>!7+3-E9.)6)*-")&’,35#."&6E"/01

*&’",&.,3C)&’9-,")-.53G#3’*3
<?94?A723=93872?>3A09210C+H?94?A723=

2B3H71a31(+(!Q7132B3=7;/C3A043=J

>=>!羚羊/H.&&9序列多态性及核苷酸变异频率

本实验 从(%个 藏 羚 羊 样 品 中 扩 增 并 测 定 出

;2)I,的)MC00/区QQQ!QQ’5/序列$所有序列结

果都提 交 T39+79a数 据 库$在 数 据 库 中 的 登 录 号

为#,N$("%’$!,N$("%OO和,N$#O!’(*以X3’($(

的 藏 羚 羊 )MC00/ 序 列 !T39+79a 登 录 号 为

,NOQQ%"’"为对照$经<C.=27CE!(J"#"软件分析比

对$结果发现所检测的(%头藏羚羊均属于不同的单

倍型$共 检 测 到Q"个 多 态 位 点$占 全 部 序 列 的

(%RO’S$其 中 转 换 位 点QQ个$颠 换 位 点(个!<-

T"$插入位点(个$缺失位点!个*经)I,-F!QJ%"

检测单倍型多态性!B"为(J%%%e%R%%(&$核苷酸多

态性!#"为!R$’#Se%R%%(#$各单倍型间序列差异

情况及遗传距离见表($单倍型间核苷酸差异(R(S
!&R!S$单 倍 型 间 平 均 核 苷 酸 差 异 碱 基 数 为

(#R(!O$单倍型 间 遗 传 距 离%R%((!%R%&&$平 均 遗

传距离为%R%#(*在 所 有 检 出 的 序 列 中 平 均@@重

复(#%次$,,重复(#"次$<<重复$Q次$TT重复

’$次$其他组合重复次 数 很 少 或 没 有$平 均,含 量

为#(R’S$@含量为#%R!S$<含量为!!R!S$T含

量为(’R%S*,,@S含量!’(R"S"明显高于T,<S
含量!#"R!S"!表($表!"*

表<!各单倍型间序列差异#对角线下$和遗传距离#对角线上$

7-8.3<!0#*.3&")$3$)43,C3’*3#83.&;$)-C&’-.$-’$C3’3")*$)5"-’*3*-.*#.-")&’#-8&43$)-C&’-.$6&,

9-),;)53*&E9-,)5&’583";33’<IE)"&*+&’$,)-./01+-9.&"%935)’7)83"-’-’"3.&93

单倍型X7/C026/3= ,N ( ! # Q & ’ O " $ (%!
,N %J%!" %J%!& %J%(" %J%!& %J%!& %J%!& %J%## %J%## %J%QO %J%Q&
( %J%#( %J%!& %J%(" %J%(’ %J%# %J%!& %J%!# %J%## %J%QO %J%&
! %J%!$ %J%!& %J%(’ %J%(Q %J%!# %J%## %J%!( %J%# %J%Q %J%&!
# %J%!! %J%(" %J%(’ %J%(’ %J%(’ %J%!( %J%(" %J%(" %J%!" %J%Q
Q %J%!$ %J%(’ %J%(# %J%(’ %J%(" %J%## %J%(’ %J%!& %J%Q %J%QO
& %J%!$ %J%!$ %J%!! %J%(’ %J%(" %J%## %J%# %J%(( %J%#& %J%Q!
’ %J%!$ %J%!& %J%#! %J%! %J%#! %J%#! %J%!& %J%#& %J%#& %J%#O
O %J%#’ %J%!! %J%! %J%(" %J%(’ %J%!$ %J%!& %J%#O %J%#O %J%&&
" %J%#’ %J%#( %J%!$ %J%(" %J%!& %J%(( %J%#Q %J%#’ %J%#O %J%Q&
$ %J%Q$ %J%Q& %J%#" %J%!O %J%#" %J%#Q %J%#Q %J%#’ %J%#’ %J%&
(% %J%QO %J%QO %J%Q$ %J%#" %J%Q& %J%Q %J%#’ %J%&! %J%Q# %J%QO

!!注#各代码同表!*

I023#A043=713=7;37=@75C3!J

#!"!#期!!!!!!!!!!!!!周!慧等#藏羚羊;2)I,)MC00/区遗传多样性研究
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#!讨!论

近年来$随着分子生物学技术的发展$使得研究

者能 从 陈 旧 组 织’(Q$(&(,标 本’!%(,微 量 组 织’!($!!(,化

石’!#(等材料中 提 取 到)I,*但 是 无 论 采 取 何 种 提

取方法$获得的)I,含量均较低或)I,降解严重$
不易于F<]扩 增*尽 管 许 多 研 究 人 员 不 断 优 化 提

取步骤$但获得 的)I,质 量 一 直 没 有 根 本 的 改 善*
本次实验在前人方法基础上进行了改进$提取到了

较高质量的)I,$并且适用于F<]扩增*同时缩短

了陈皮浸泡的时 间$减 少 了)I,的 降 解$发 现 保 持

较长的消化时间$并且在消化液中加入<7<C!$对皮

张的充分消化是很有必要的*
研究动物;2)I,多态性已是当今;2)I,研究

中的热点问 题 之 一$已 被 广 泛 应 用 于 遗 传 学,分 类

学,系统进化学,医学等多个学科’!Q(*;2)I,多 态

性的研究方法主要是限制性长度多态性分析法和测

序法’!&($也 有 报 道 用 微 阵 列!基 因 芯 片"杂 交 方 法

的’!’(*本实验采用测序法$在检出的序列中,,@含

量明显高于<,T含量$这与其他研究报道有一致的

结果’!O(*分析藏羚羊的)MC00/区序列$发现在变异

的位点中$发生颠换的位点只有(个而发生转换的

位点有QQ个$这 符 合 线 粒 体 基 因 组)I,进 化 过 程

中$通常发生转换的频率远高于颠换的频率这一规

律*
衡量一个种 群 ;2)I,的 遗 传 变 异 有 两 个 重 要

指标#单倍型 间 的 平 均 遗 传 距 离!F"和 核 苷 酸 多 态

性!#"$由于#值考虑了各种;2)I,单倍型在群体

中所占的比例$因此在反映一个群体的;2)I,的多

态程度时比单纯的遗传距离平均值要精确$#值 较

高则说 明 群 体 的 遗 传 多 样 性 较 高$据 I3?83C统

计’!"($同种哺乳动物个体之间的平均核苷酸顺序歧

异值 在%R#S到QS之 间$最 大 时 竟 达(%S以 上*
本研究的#值高达!J$’S$这与其他珍稀野生动物

相比$是少见的$如非洲花毛羚羊是非洲第二大类羚

羊$其线粒体核苷酸多态性为(R$S’!$($太平洋白鳍

豚的线粒体核苷酸多态性为(R’&S’#%($说明藏羚羊

群体线粒体)MC00/区存在着丰富的多态性,我国藏

羚羊遗传资源相当丰富$从遗传多样性角度揭示了

科学保护藏羚羊这一物种具有很好的前景*
而且本研究在检测到的(%个藏羚羊个体线粒

体)MC00/区QQQ5/!QQ’5/序列$发现这(%个个

体分属于(%种单倍型$存在如此高的遗传变异可能

是由于两方面的原因$一方面可能是由于藏羚羊存

在一个相当大的有效种群$另一方面可能是由于藏羚

羊不同地理种群间存在基因交流*目前藏羚羊主要

分布在中国青海,西藏,新疆三省区$栖息在Q%%%!
&%%%米的藏北 羌 塘,青 海 可 可 西 里,三 江 源 自 然 保

护区以及新疆阿尔金山自然保护区一带令人类望而

生畏的%生命禁区&$现存种群数量约在O万!(%万

只*线粒体是母性遗传的$一个个体就能代表一个

母系集团$故通过少量随机的动物个体便可了解一

个群体的遗传结构*藏羚羊线粒体丰富的变异预示

着其群体间存在雌性介导的基因流*绝大多数藏羚

羊具有年迁徙繁殖习性$夏季雌性沿固定路线向北

迁徙$’!O月产仔之后返回越冬地与雄羊合群$在

雌性藏羚羊迁徙和产仔过程中是否存在混群或其他

因素导致基因流的发生$我们在野外考察中还未能

得到证实$本次实验结果从一定层面上证实这种推

测的可能性*
应该指出的是$;2)I,多态性水平与核基因多

态 性 水 平 并 不 一 定 呈 正 相 关’!$(*有 时 会 出 现

;2)I,多态性比核基因多态性低的情况’#($#!($有 时

也会 出 现 ;2)I,多 态 性 比 核 基 因 多 态 性 高 的 情

况’##($因此用 ;2)I,多 样 性 来 描 述 种 群 的 遗 传 多

样性时如果能与核标记结合起来检测则能更真实地

反映该种群的遗传多样性’#Q$#&(*本次实验对(%个

藏羚羊的线粒体)MC00/区部分序列进行扩增$发现

其线粒体具有丰富的多态性$但核基因多态性水平

如何$是否与线粒体多态性水平有一致性$有待选用

其他核)I,标记!如--]等"对其进行进一步的探

讨*
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第十一届国际植物组织培养和生物技术大会将在北京举行

!!第十一届国际植物组织培养和生物技术大会!简称*,F@<j+"定于!%%’年"月(#!("日在北京举行*
大会主席#许智宏!北京大学校长"$大会秘书长#李家洋!中国科学院副院长"$组委会主席#薛勇彪!中国科学

院遗传发育所所长"$大会财经委员会主席#朱祯!中国科学院生物局副局长"*
本届会议研讨的主要内容有#植物分子生物学与功能基因组学,植物组织培养与转化,植物代谢工程,作

物抗性的分子调控与信号传导,作物品种改良与分子育种,植物生物技术与生物反应器,转基因植物与生物

安全$生物技术相关的产品及技术转让等*欢迎参会并提交摘要$摘要截止日期!%%’年&月#(日*
本次会议规模大$影响范围广$将有来自美国$英国$法国$德国$日本$俄罗斯$韩国$印度$澳大利亚$加

拿大等近百个国家和地区的科学家和企业代表近!%%%人参加大会*将邀请Q!&位诺贝尔奖获得者,多名

中美等国科学院院士,国内外(&%位专家学者作报告*大会将在北京国际会议中心举行$有Q%%%多平方米

的展位面积$届时将有世界著名的生物技术跨国公司参会参展*欢迎专业人员报名参会$欢迎学术单位和公

司企业参展,协办或资助大会*
大会 组 委 会 办 公 室 地 址#北 京 市 朝 阳 区 大 屯 路 中 国 科 学 院 遗 传 与 发 育 生 物 学 研 究 所$邮 政 编 码#
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