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[摘要] 　 从分子水平上探究苏姜猪的遗传多样性ꎬ采用二代测序方法测定了苏姜猪线粒体基因组全序列ꎬ整合

ＮＣＢＩ 数据库中已公布的家猪类ꎬ以及本实验室测定的苏姜猪线粒体基因组全序列ꎬ使用蛋白编码基因和 ｒＲＮＡ
基因联合的数据集ꎬ基于贝叶斯法(ＢＩ 法)和最大似然法(ＭＬ 法)构建了家猪类的系统发生树ꎬ测序结果表明ꎬ该
样本线粒体基因组全长 １５ ４３６ ｂｐｓꎬ包含典型的家猪类线粒体基因组 ３７ 条基因ꎬ结构紧凑ꎬ其线粒体基因组碱基

组成(Ａ＋Ｔ)约占 ４０％ꎬ(Ｃ＋Ｇ)约占 ６０％ꎬｔＲＮＡ 总共有 ８ 处错配ꎬ结果表明苏姜猪具有丰富的遗传多样性ꎬ江海型

线粒体核苷酸多态性高于全国 ６ 个类型猪的平均水平ꎬ体现了其独特的遗传多样性. 在基于线粒体基因组完整

编码区的系统发育分析中ꎬ苏姜猪在中国 ６ 个类型家猪中单独成为一支ꎬ支持其作为一个新猪种而存在.
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猪在分类学上ꎬ属偶蹄目(Ａｒｔｉｏｄａｃｔｙｌａ)ꎬ猪科(Ｓｕｉｄａｅ)ꎬ野猪属(Ｓｕｓ)ꎬ野猪种(Ｓｃｒｏｆａ) . 我国拥有丰富的

地方猪资源ꎬ也是世界上家猪驯化较早的中心之一. 但近 ４０ 年ꎬ地方猪品种受到国外引进猪种的强烈冲击ꎬ
在数量和规模上均显著降低ꎬ遗传资源受到威胁ꎬ同时受到迁徙等活动的影响ꎬ种质特性与品种名称也发生

了明显变化. 随着市场经济的发展ꎬ商品猪种养殖逐渐取代地方传统猪种的养殖ꎬ地方猪品种资源没有得到

充分的研究和保护利用ꎬ部分品种已濒临灭绝甚至已经消失. 而本文研究的苏姜猪是以姜曲海猪和杜洛克猪

为育种素材ꎬ主要分布于江苏省等地区ꎬ历时 １７ 年 ６ 个世代选育而成ꎬ是优质瘦肉型猪的新品种. 了解苏姜

猪的基因多样性ꎬ对利用和开发这一新品种有着非常重要的意义[１－２] .
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随着 ＤＮＡ 分子技术的快速发展ꎬ分子标记手段已经能够很好地解决物种的分类以及地位ꎬ本文涉及

的第二代测序技术其核心思想是边合成边测序(Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂｙ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ)ꎬ即通过捕捉新合成的末端标记来

确定 ＤＮＡ 的序列ꎬ其特点是高通量ꎬ同时在全基因组覆盖率高时ꎬ准确率也极高ꎬ结果可靠ꎬ是目前最为流

行的基因组研究手段. 由于线粒体基因组具有结构简单、进化速率快及母系遗传等特征ꎬ能从基因排序和

基因序列两个层次提供进化信息ꎬ因此线粒体基因组可以作为研究 ＤＮＡ 复制和转录的良好模型ꎬ近年来

也被广泛地运用到生物学研究领域中. 线粒体基因组的研究方法在近几十年中不断发展ꎬ尤其最近高通

量测序技术的出现ꎬ为线粒体全基因组测序提供了新的策略. 线粒体基因组一定程度上反映了动物的进

化历程ꎬ是遗传和进化上广泛使用的分子标记ꎬ也是研究苏姜猪基因多样性以及系统发育的理想材料ꎬ可
以很好地解决家猪内部的一些系统学问题.

本文采用第二代测序技术对苏姜猪的线粒体全基因组进行测序ꎬ得到了完整的线粒体基因组信息ꎬ再
通过生物信息学的分析方法对苏姜猪线粒体基因组的多样性和系统发育地位进行分析ꎬ发现其独特的遗

传多样性和特殊的进化地位.

１　 材料与方法

抽取苏姜猪的前腔静脉血 ３ ｍＬ 加入 ０.３ ｍｇ 的肝素钠抗凝ꎬ混匀后迅速放入干冰中保存ꎬ血液样本送

至诺禾致源公司进行总 ＤＮＡ 提取和后续实验. 总 ＤＮＡ 在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ２０００ 平台进行测序.
１.１　 二代测序流程

(１)文库制备ꎬ将 ＤＮＡ 用雾化或超声波随机片段成几百碱基或更短的小片段. 用聚合酶和外切核酸

酶把 ＤＮＡ 片段切成平末端ꎬ紧接着磷酸化并增加一个核苷酸黏性末端. 然后将 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序接头与片段

连接.
(２)簇的创建ꎬ将模板分子加入芯片用于产生克隆簇和测序循环. 芯片有 ８ 个纵向泳道的硅基片. 每

个泳道内芯片表面有无数的被固定的单链接头. 上述步骤得到的带接头的 ＤＮＡ°片段变性成单链后与测

序通道上的接头引物结合形成桥状结构ꎬ以供后续的预扩增使用. 通过不断循环获得上百万条成簇分布

的双链待测片段.
(３)测序ꎬ分三步:ＤＮＡ 聚合酶结合荧光可逆终止子ꎬ荧光标记簇成像ꎬ在下一个循环开始前将结合的

核苷酸剪切并分解.
(４)得到的 ｒａｗ ｄａｔａ 在过滤后形成 ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 进行分析.

１.２　 线粒体基因组组装与基因注释

使用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ １１.２[３]ꎬ以 ＧｅｎＢａｎｋ 上已知家猪的线粒体基因组全序列为参考ꎬ对 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序数据集

ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 进行序列组装(ｋ ＝ ４０ꎬ５ 次重复)ꎬ获得的重叠序列群采用 ９９％可靠度输出一致性序列ꎬ使用

ＭＩＴＯＳ 网站[４]进行基因注释. 注释结果通过人工校正获得完整的苏姜猪线粒体全基因组信息.
１.３　 线粒体基因组注释结果分析

得到正确完整的苏姜组线粒体基因组注释信息后ꎬ使用在线软件 ｔＲＮＡｓｃａｎ￣ＳＥ ｓｅａｒｃｈ ｓｅｒｖｅｒ 以及

ＭＩＴＯＳ 网站得到 ２２ 条 ｔＲＮＡ 的二级结构图.
１.４　 线粒体基因组遗传多样性分析

从 ＧｅｎｅＢａｎｋ 中下载中国 ６ 个类型家猪的线粒体基因组全序列(表 １)ꎬ采用 ｃｌｕｓｔａｌＸ[５] 比对ꎬ采用

ＤＮＡｓｐ６.１２ 软件[６]进行核苷酸多样性分析ꎬ去除高度变异的控制区后ꎬ采用 ＭＥＧＡ７.０[７]进行 ＮＪ 法系统树

构建ꎬ参数设置分别为:１ ０００ 次自展检验ꎬｋｉｍｕｒａ 双参数模型ꎬ突变速率为通用速率ꎬ同时考虑转换颠换ꎬ
将空位和缺失视为完全的删除位点.

表 １　 不同类型家猪的线粒体全序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｐｉｇｓ

类型 品种 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 序列长度 类型 品种 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 序列长度

梅山 ＪＮ６０１０７１.１ １６ ７７０ 西南型 荣昌猪 ＫＭ０４４２３９.１ １６ ７１０
江海型 姜曲海 ＡＦ４８６８７２.１ １５ ９７７ 华北型 民猪 ＡＦ４８６８６４.１ １５ ９７７

二花脸 ＡＦ４８６８６１.１ １５ ９７８ 华中型 宁乡猪 ＫＦ４７２１７８.１ １６ ６９０

华南型 香猪 ＫＣ２５０２７３.１ １６ ７０９ 高原型 藏猪 ＡＦ４８６８５６.１ １５ ９７７
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２　 结果与分析

由校正后的一致性序列可知ꎬ苏姜猪的线粒体基因组全长 １５ ４３６ ｂｐｓꎬ共有 ３７ 条线粒体基因组基因ꎬ
碱基组成 Ｔ:２５.７％ꎬＣ:２６.３％ꎬＡ:１３.６％ꎬＧ:３４.５％ꎬ其线粒体基因组碱基组成 Ａ＋Ｔ 约占 ４０％ꎬＣ＋Ｇ 约占

６０％ꎬ线粒体基因排列紧凑ꎬ一些相邻的基因之间发生了碱基对的重排现象ꎬ２２ 个 ｔＲＮＡ 中总共有 ８ 处错

配ꎬ其中在 ｔｒｎＩ~ ｔｒｎＱ基因之间重叠了 ３ ｂｐꎬ在 ａｔｐ８~ ａｔｐ６基因之间重叠了 ４３ ｂｐꎬ在 ｎａｄ４Ｌ~ ｎａｄ４基因之间

重叠 ７ ｂｐꎬ在 ｎａｄ５~ ｎａｄ６基因之间重叠了 １７ ｂｐꎬ在 ｔｒｎＣ~ ｔｒｎＹ、ａｔｐ６~ ｃｏｘ３基因之间重叠了 １ ｂｐꎬ其他相邻

基因的连接以及连接顺序如表 ２.
表 ２　 苏姜猪线粒体全基因组基因分布情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｊｉａｎｇ ｐｉｇ’ｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｇｅｎｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

基因名称 开始位置 终止位置 所在链 长度 基因间核苷酸数

ｔｒｎＦ( ｔｔｃ) １ ７０ ＋ ７０
ｒｒｎＳ ７１ １０３１ ＋ ９６１

ｔｒｎＶ(ｇｔａ) １０３２ １０９９ ＋ ６８
ｒｒｎＬ １１００ ２６６９ ＋ １５７０

ｔｒｎＬ２( ｔｔａ) ２６７０ ２７４４ ＋ ７５ ２
ｎａｄ１ ２７４７ ３７０１ ＋ ９５５
ｔｒｎＩ(ａｔｃ) ３７０２ ３７７０ ＋ ６９ －３
ｔｒｎＱ(ｃａａ) ３７６８ ３８４０ － ７３ １
ｔｒｎＭ(ａｔｇ) ３８４２ ３９１１ ＋ ７０
ｎａｄ２ ３９１２ ４９５３ ＋ １０４２

ｔｒｎＷ( ｔｇａ) ４９５４ ５０２１ ＋ ６８ ６
ｔｒｎＡ(ｇｃａ) ５０２８ ５０９５ － ６８ １
ｔｒｎＮ(ａａｃ) ５０９７ ５１７１ － ７５ ３２
ｔｒｎＣ( ｔｇｃ) ５２０４ ５２６９ － ６６ －１
ｔｒｎＹ( ｔａｃ) ５２６９ ５３３４ － ６６ １
ｃｏｘ１ ５３３６ ６８８０ ＋ １５４５ ３

ｔｒｎＳ２( ｔｃａ) ６８８４ ６９５４ － ７１ ５
ｔｒｎＤ(ｇａｃ) ６９６０ ７０２７ ＋ ６８
ｃｏｘ２ ７０２８ ７７１５ ＋ ６８８

ｔｒｎＫ(ａａａ) ７７１６ ７７８２ ＋ ６７ １
ａｔｐ８ ７７８４ ７９８７ ＋ ２０４ －４３
ａｔｐ６ ７９４５ ８６２５ ＋ ６８１ －１
ｃｏｘ３ ８６２５ ９４０８ ＋ ７８４

ｔｒｎＧ(ｇｇａ) ９４０９ ９４７７ ＋ ６９
ｎａｄ３ ９４７８ ９８２３ ＋ ３４６ １

ｔｒｎＲ(ｃｇａ) ９８２５ ９８９３ ＋ ６９
ｎａｄ４Ｌ ９８９４ １０１９０ ＋ ２９７ －７
ｎａｄ４ １０１８４ １１５６１ ＋ １３７８

ｔｒｎＨ(ｃａｃ) １１５６２ １１６３０ ＋ ６９
ｔｒｎＳ１(ａｇｃ) １１６３１ １１６８９ ＋ ５９
ｔｒｎＬ１(ｃｔａ) １１６９０ １１７５９ ＋ ７０
ｎａｄ５ １１７６０ １３５８０ ＋ １８２１ －１７
ｎａｄ６ １３５６４ １４０９１ － ５２８

ｔｒｎＥ(ｇａａ) １４０９２ １４１６０ － ６９ ４
ｃｏｂ １４１６５ １５３０４ ＋ １１４０

ｔｒｎＴ(ａｃａ) １５３０５ １５３７２ ＋ ６８
ｔｒｎＰ(ｃｃａ) １５３７３ １５４３６ － ６４

　 　 １３ 条蛋白编码基因中有 １ 条基因( ｎａｄ６)在轻链编码ꎬ１２ 条基因( ｎａｄ１、ｎａｄ２、ｎａｄ３、ｎａｄ４、ｎａｄ４Ｌ、
ｎａｄ５、ｎａｄ６、ｃｏｘ１、ｃｏｘ２、ｃｏｘ３、ａｔｐ６、ａｔｐ８)在重链编码.

ＤＮＡＳＰ 计算 ９ 个线粒体全基因组得到的多态信息位点为 ３２ 个ꎬ核苷酸多态性 ｐｉ ＝ ０.０００ ５３ꎬ计算 ４ 个

江海型线粒体全基因组得到的多态信息位点为 １８ 个ꎬ核苷酸多态性 ｐｉ ＝ ０.０００ ５７. 可见江海型猪线粒体基

因多态性要高于全国 ６ 个家猪类型的平均水平.
—９９—
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由图 １ 可知ꎬ苏姜猪和二花脸聚为一支ꎬ和梅山关系最远. 由图 ２ 可知ꎬ苏姜猪在数据量较大的情况

下ꎬ单独分为一支ꎬ二花脸反而和华南型和西南型的猪聚在了一起ꎬ华北型和梅山聚在了一起ꎬ和其他猪种

关系最远.

图 １　 基于线粒体基因组的四种江海型猪系统发生树

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｆｏｕｒ ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｊｉａｎｇｈａｉ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ

图 ２　 基于线粒体基因组的六种类型猪系统发生树

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｉｘ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅｓ

图 ３　 苏姜猪 ２２ 条 ｔＲＮＡ 二级结构

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｓｕｊｉａｎｇ ｐｉｇ＆ａｐｏｓꎻｓ ｔＲＮＡ

２２ 条 ｔＲＮＡ 基因的长度和结构如图 ３ 所示. 大多数的 ｔＲＮＡ 的二级结构能形成三叶草结构.
对比家猪类线粒体基因组原始的基因排序ꎬ苏姜猪线粒体基因组变异不大ꎬ其线粒体全基因组的基因排

列 顺 序 为: ｔｒｎＦ￣ｒｒｎｓ￣ｔｒｎＶ￣ｒｒｎＬ￣ｔｒｎＬ２￣ｔｒｎＩ￣ｔｒｎＱ￣ｔｒｎＭ￣ｎａｄ２￣ｔｒｎＷ￣ｔｒｎＡ￣ｔｒｎＮ￣ｔｒｎＣ￣ｔｒｎＹ￣ｃｏｘ１￣ｔｒｎＳ２￣ｔｒｎＤ￣ｃｏｘ２￣ｔｒｎＫ￣

—００１—
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ａｔｐ８￣ａｔｐ６￣ｃｏｘ３￣ｔｒｎＧ￣ｎａｄ３￣ｔｒｎＲ￣ｎａｄ４Ｌ￣ｎａｄ４￣ｔｒｎＨ￣ｔｒｎＳ１￣ｔｒｎＬ１￣ｎａｄ５￣ｎａｄ６￣ｔｒｎＥ￣ｃｏｂ￣ｔｒｎＴ￣ｔｒｎＰꎬ具体如图 ４ 所示.

图 ４　 苏姜猪线粒体基因组基因排列图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｍａｐ ｏｆ Ｓｕｊｉａｎｇ ｐｉｇ＆ａｐｏｓꎻｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｇｅｎｏｍｅ

３　 讨论

本文研究的苏姜猪线粒体基因组全长 １５ ４３６ ｂｐｓꎬ与已知的家猪类线粒体基因组长度类似ꎬ２２ 个

ｔＲＮＡ 中共存在 ８ 处错配ꎬ与其他家猪类的线粒体基因组全序列相同ꎬ在 ２２ 个 ｔＲＮＡ 中有一个 ｔＲＮＡ 结构

发生变异ꎬ缺失一个臂ꎬ没有形成三叶草性状的二级结构.
线粒体基因组序列具有母系遗传、单倍体的特点ꎬ其半独立于核基因遗传ꎬ对于家畜的品种选育具有

非常好的参考意义ꎬ在 ＤＮＡ 序列和基因排列两方面为系统发生重建和进化关系推导提供重要的分子证

据. 同时ꎬ线粒体在细胞中具有能量工厂的作用ꎬ其中的功能基因对于动物的生长发育调节具有非常重要

的意义. 此外ꎬ在线粒体基因组中还有着高度变异的 Ｄ￣ｌｏｏｐ 区ꎬ可以作为个体识别的标志[８] . 因此ꎬ基于线

粒体全基因组的苏姜猪遗传多样性分析对苏姜猪的综合利用开发具有很好的示范作用.
本研究结果中ꎬ苏姜猪不同于同属于江海型的梅山猪ꎬ遗传距离较远ꎬ而在全国六种类型的家猪比较

中ꎬ苏姜猪单独成为一支ꎬ和其他类型猪遗传分化都较为明显ꎬ因此ꎬ苏姜猪作为一个新猪种ꎬ在基因组多

样性上具有自己的特色ꎬ支持其作为新猪种存在[９] .
比较有趣的是ꎬ华北型的民猪和其他类型的猪遗传距离也较远ꎬ出现此种现象的原因可能是数据量不

足ꎬ在前人研究中ꎬ本文的结果和其有所区别ꎬ有待后续研究加入更多的线粒体基因组数据进行进一步

分析[１０] .
致谢:感谢厦门大学罗斯特博士在实验流程和数据分析上给予的大力帮助.
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