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[摘要 ] 研究测定了 89个中国野猪和 1个家猪未知功能核基因 SANDX- 2位点的序列.在序列比对后长 510

bp左右,发现有 2处 4种类型碱基缺失, 30个位点发生碱基替换,共定义了 19种单元型.在野猪中共发现 18种

单元型,其中 7种只在某一地方种群中发现, 11种为地方种群间共享单元型.用邻接法基于核苷酸 K imu ra 2 -

param eter模型构建系统发生树中, 19种单元型被明显分为 2大枝.尽管各枝得到的 Bootstrap值均较低,且各地

方种群中出现的单元型散布在不同的进化枝中,但单元型在野猪亚种内的分布已出现了一定的地理分布格局.

若不考虑碱基的插入 /缺失,用 TCS构建 19种单元型网络表明, HAP2单元型为一古老单元型,其他为衍生单

元型.
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Abstract: The anonym ous nuclear DNA SANDX - 2 locus o f 89 indiv idua ls o f Ch inese w ild boars and a

dom estic p ig were am plified and sequenced fo r study ing the genetic va riab ility. A tota l o f 510 bp w ere ob

ta ined a fter a ligned, inc luding 4 inde ls and 30 substitutions. E ighteen hap lo types we re de fined in Ch inese

w ild boars, am ongw hich 7 haplo types we re observed only in one loca l popu la tion, and 11 hap lotypesw ere

sha red by tw o o rm ore loca l popu la tions. The phy log enetic tree constructed by the ne ighbor jo in ingm ethod

based on K imura 2- param eters model div ided the hap lo types into tw o distinct clades. A lthough the trees

w ere no t suppo rted by high bootstrap va lue, and the haplotypes in different popu lation w ere lo ca ted in d if

ferent clades, there are geog raph ica l d istribution patterns in the Ch inese w ild boars. Ignor ing the gaps in

the sequences, the nesting cladogram of 19 hap lo types suggested that HAP2 m ay be ancestra l haplotype.
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0 引言

在动物的种群遗传研究中, 线粒体 DNA ( m itochondrial DNA, m tDNA )和微卫星 DNA ( m icrosatellite

DNA )标记已被广泛应用于动物的演化、种群或物种进化历史研究.动物的线粒体 DNA具有母系遗传、进

化速度快的特点,多用于解释地理隔离种群间的亲缘关系及其种群进化过程,但由于它只是反映动物进化
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过程中母系演化的历史,由此推断的进化关系可能过于简单, 并有可能低估了种群的遗传多样性
[ 1]

. 微卫

星 DNA具有高度的多态性, 遵循孟德尔遗传等特点, 目前多用于推断种群的遗传结构、检测遗传多样性及

其种群近期发展历史的研究.但由于微卫星等位基因间的差异可能是重复单元数量的变化所产生,也有可

能是重复区域碱基的变异或侧翼非重复区域碱基变异所导致
[ 2, 3]

, 且不同物种甚至种群间的位点突变率

可能不同或并不恒定
[ 4, 5 ]

,因此微卫星标记在种群遗传结构研究中亦有许多问题值得注意.

近年来,核基因组单拷贝多态 DNA ( sing le copy nuclear polym orph ic DNA, scnp DNA )已被较多地与

m tDNA及微卫星 DNA标记一起用于动物种群遗传研究.在脊椎动物中, S ltm ann等
[ 6]
通过对 3个未知功

能的核 DNA分子标记 DXTU 1、DXTU2和 DXTU3的变异分析, 探讨了非洲地区丽鱼的系统发生. M ayer

等
[ 7]
进一步利用丽鱼核 DNA DXTU1序列变异,并结合线粒体的细胞色素 b和控制区的 DNA序列分析,

对东非地区丽鱼的系统发生和种群遗传结构进行了研究. F itzSimm ons等
[ 8]
利用 2种核基因标记 (微卫星

标记和未知功能的单拷贝核基因 )和线粒体 DNA标记分析了澳大利亚海岸绿海龟的种群遗传结构. Do l

m an等
[ 9]
利用 72对引物筛选出了 7个 scnDNA位点, 将其中 4个 scnDNA标记用于研究澳大利亚的热带

雨林地区的小蜥蜴种群发生和种群动态, 对已有形态学和线粒体 DNA方面的研究结果进行了补充.最近,

Berrebi等
[ 10]
利用扩增内元 ( EPIC - PCR)核分子标记分析了中国东南部的鲤科鱼类的种群结构和系统发

生.此外,核 DNA的变异分析在珠母贝 ( P inctada)、步行虫 ( Ohom opterus)及伪叶甲 ( Lag riinae)等一些无脊

椎动物种群遗传结构研究上亦有应用
[ 11- 13]

.

野猪 (Sus scrofa )是家猪的祖先, 主要分布于亚洲、欧洲及非洲的大部分地区. 对野猪种群遗传研究主

要集中在对线粒体 DNA标记的变异分析. W atanobe等
[ 14, 15]

根据线粒体基因变异,研究了日本野猪的种群

遗传结构及系统地理格局,探讨了日本野猪和琉球野猪之间的亲缘关系. 李崇奇等
[ 16 ]
利用线粒体控制区

全序列分析了东北亚地区野猪线粒体 DNA的变异及系统地理格局.在核基因变异研究上, 目前只有一些

对微卫星研究的报道
[ 17 ]

.猪 SANDX- 2位点是陈建琴等
[ 18]
利用 OPG17随机引物从太湖猪嘉兴黑 5号个

体的随机扩增多态 ( RAPD)产物中回收获得的一个大小约 510~ 520 bp的片段,该位点碱基组成与家猪的

Triad in基因有较高的相似性,为一未知功能的单拷贝核基因.

本研究利用 PCR产物直接测序技术和克隆测序技术对野猪 SANDX- 2位点的序列进行分析,以期从

核 DNA变异角度分析中国野猪的遗传多样性, 为今后中国野猪种群遗传结构分析及其系统地理发生分析

奠定基础.

1 材料和方法

1 1 实验材料

从中国大陆 16个省的 20个地点采集野猪肌肉样 89个,另获得家猪 (太湖猪 )血液样 1个 (表 1) .野

外采集后,肌肉样品立即置于 95%乙醇中保存.

1 2 DNA提取、PCR和序列测定

用标准的蛋白酶 K消化和酚 /氯仿抽提的方法
[ 20]
从肌肉样本提取基因组 DNA.根据陈建琴等

[ 18]
对家

猪核 DNA多态标记的克隆与序列分析, 使用引物 N JBP2 ( 5 - AATGGGTGCTGTAGAAA GTT - 3 )和
N JBM 2( 5 - GCTGCTGGAAGAAGTGTTAT- 3 ) 扩增 SANDX - 2位点基因片段,所有扩增均在 PTC - 200

型 DNA扩增仪 (M J R esearch)上进行.反应总体积 30 L, 含模板 DNA 100 ng左右, 0 2 mm ol /L dNTP,

2 0mm ol /L M gC l2, 10mm ol /L Tris- H C l ( pH 8 3) , 50 mm o l/L KC ,l引物各 10 pm o,l 1U Taq酶 ( P rom ega) .

反应在 95! 预变性 5 m in后,进入如下循环: 95! 变性 30 s, 50! 复性 30 s, 72! 延伸 40 s, 循环次数为 30

次.循环结束后在 72! 延伸 7m in.扩增产物经柱式 PCR产物纯化试剂盒或胶纯化试剂盒 (杭州维特洁 )纯

化后, 用 AB IPrim e 377型全自动遗传分析仪 (App lied B iosystem )进行序列测定.
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表 1 研究用样品来源及其单元型

Table1 Geographic orig in o f the sam ples used in this study and haplo types

亚种名称* Sub species 采集地及代号 Locality & C ode 个体数 Number of ind iv iduals 单元型 H aplotypes

家猪 ( S. s. dom estica) 江苏无锡 DP 1 HAP3

东北野猪 内蒙古鄂伦春 ELC 10 HAP6

( S. s. ussu ricu s) 内蒙古牙克石 YKS 1 HAP17

黑龙江红星 HX 6 HAP6 HAP17

内蒙古巴林 BL 2 HAP6

吉林白河 BH 5 HAP6 HAP10 HAP15 HAP17

辽宁鞍山 LN 1 HAP19

华北野猪 山西古县 GX 4 HAP2 HAP8 HAP14

( S. s. moup inens is) 陕西宝鸡 B J 9 HAP2 HAP8 HAP14

湖北神农架 SNJ 10 HAP2 HAP8 HAP9 HAP15 HAP18

湖南张家界 ZJJ 5 HAP2 HAP11 HAP15

四川峨眉 EM 1 HAP13

华南野猪 安徽金寨 JZ 7 HAP2 HAP15 HAP19

( S. s. ch irodontus) 湖北黄冈 HG 7 HAP2 HAP4 HAP15

江苏宜兴 YX 2 HAP4 HAP5

江西瑞昌 RC 4 HAP1 HAP2 HAP15

福建泰宁 TN 3 HAP2 HAP7 HAP12

福建龙岩 LY 6 HAP1 HAP4 HAP8 HAP9 HPA16 HAP17

安徽黄山 HS 4 HAP2 HAP5 HAP15HAP17

云南 YN 1 HAP2

新疆野猪 ( S. s. n igrip es) 新疆伊犁 XJ 1 HAP2

* : 亚种的分类参照王应祥 [ 19] . * : Subsp ecies d ef in it ion consu lted from W ang Y ingx iang[ 19].

1 3 序列分析

用 C lustal X 1 8软件
[ 21]
进行序列比对,并用 MEGA Version 2 1

[ 22]
确定变异位点及单元型. 用 DnaSP

软件
[ 23]
计算核苷酸多样性 ( nuc leot ide diversity, )、单元型多样性 ( haplotype d iversity, h ) .同时利用 MEGA

2 1中的邻结法 ( Ne ighbo r jo in ing m ethod)基于 K imura双参数 ( K im ura 2- param eter)模型构建单元型系统

发生树.用 TCS v1 21
[ 24]
软件构建单元型网络图,并进行单元型演化分析.

2 结果

2 1 SANDX- 2位点序列变异

测定的 89个中国野猪和 1个家猪的 SANDX - 2的序列,比对后共有 510 bp,发现有 2处碱基缺失,分

别位于第 234~ 269碱基间及第 405~ 449碱基间 (含 4种类型, ID1- ID4) ,有 30个位点发生碱基替换, 共

定义了 19个单元型 (见图 1). 去除所有插入或缺失后的 428个位点中, 变异位点 22个, 其中单个变异位

点 ( sing leton variab le sites) 10个,简约信息位点 ( parsim ony inform at ive sites) 12个, 转换与颠换比为 2 835.

所有序列间平均核苷酸差异K = 4 849, 总体核苷酸多样性 = 0 01141 ∀ 0 01021,单元型的多样性指数

为 0 8662.

从图 1中可以看出,单元型 HAP15、HAP16和 HAP17在 234~ 269碱基间为同一种缺失类型 ( ID1) ,

但在第 405~ 449碱基间, 单元型 HAP3、HAP6和 HAP16在该区域为全部缺失 ( ID 2) , 单元型 HAP10、

HAP11、HAP13、HAP14和 HAP15只是其中的部分碱基缺失 ( ID 3) , 而 HAP17只是其中的 1个碱基发生

缺失 ( ID 4) .
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2 2 单元型的地理分布及演化

单元型在家猪和野猪各地理种群中的分布见表 1.从表 1可以看出,单元型 HAP3只是出现在家猪中.

在野猪的 18种单元型中,有 7个单元型只在某一地方种群中出现,有 11个为地方种群间的共享单元型.

单元型 HAP2、HAP6、HAP15和 HAP17在野猪中出现的频次较高,其中最高的单元型为 HAP2,共有 22个

个体, 占 24 72% ;其次是单元型 HAP15有 18个个体, 占总数的 20 22% ;单元型 HAP6有 14个个体,占总

数的 15 73%;单元型 HAP17有 10个个体,占总数的 11 24% .

根据家猪和野猪的 19种单元型的序列变异, 基于核苷酸 K im ura 2- param eter模型构建的系统发生树

见图 2.可以看出,对缺失数据 (或因碱基插入或缺失导致的间隙, gaps)不同的处理方法所得到的拓扑结

构并不完全一致.从单元型的系统发生来看,单元型 HAP15、HAP16、HAP17、HAP18及 HAP19间的关系较

近,单元型 HAP1、HAP2、HAP3、HAP5及 HAP12间的关系较近, 而 HAP4、HAP6、HAP7、HAP8及 HAP9间

的关系则较近.

若不考虑插入 /缺失, 用 TCS构建的 19种单元型网络如图 3所示.从图中可以看到, 单元型 HAP14由
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于与其他单元型间的差异较大, 而独立在整个网络之外. 不

考虑插入 /缺失后, 单元型 HAP2与单元型 HAP1、HAP3、

HAP5、HAP5、HAP7、HAP11及 HAP12间只有 1个碱基的差

异,与单元型 HAP4、HAP9间只有 2个碱基的差异; 单元型

HAP13、HAP15、HAP16、HAP17及 HAP19彼此间均有 2个以

上碱基的差异, 与单元型 HAP2的差异均较大, 其中的一些

单元型在本研究中并没有检测到.

3 讨论

随着模式生物基因组计划研究的深入,核基因组中的单

拷贝多态 DNA已被应用到种群的遗传变异及物种的系统发

生研究中
[ 6- 13]

.在本研究中, 从 SANDX - 2位点的遗传变异

来看, 野猪的不同亚种及亚种内不同地理种群间均呈现一定

的多态性,单元型的多样性指数亦较高.从单元型分布来看,

18种单元型中 HAP2、HAP8、HAP9、HAP15、HAP17 和

HAP19为两个或两个以上的亚种间的共享单元型, HAP1、

HAP4、HAP5、HAP7、HAP12和 HAP16只在野猪华南亚种中

出现, HAP11、HAP13、HAP14和 HAP18只在野猪华北亚种

中出现,而 HAP6和 HAP10只在野猪东北亚种中出现. 尽管单元型 HAP2、HAP15同为 3个亚种间的共享

单元型, 但在野猪华南亚种中, 单元型 HAP15所占比例最高, 为 33 33% ; 其次是单元型 HAP2, 占

21 21%; 而在野猪华北亚种中则是单元型 HAP2所占比例最高, 为 46 67%, 其次是单元型 HAP15, 占

20%.在野猪东北亚种中,单元型所占比例最高的是 HAP6, 达 56%, 其次是共享单元型 HAP17,占 32% .

可见, SANDX - 2位点单元型的分布在野猪亚种间已有一定差异,单元型在野猪亚种内的分布已出现了一

定的地理分布格局.

M ayer等
[ 7]
通过对丽鱼未知功能核基因 DXTU1的序列变异研究,发现该基因序列中的多处插入 /缺

失以及碱基替换可以作为进化枝的信息标记 ( c ladistica lly inform at ive m arkers) , 这些信息标记支持由邻结

法所构建的系统发生树.在本研究中, SANDX- 2位点序列共有 30个碱基替代和 2处 4种类型的插入 /缺
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失.从所得到的单元型系统发生树来看,野猪的 18种单元型明显分为 2大枝,但没有发现可以作为单元型

进化枝的信息标志.另外, 在亚种水平上, 各地理种群的单元型散布在不同的进化枝中,呈现出一种混杂的

分布格局.

从单元型网络结构可以看出,不考虑插入 /缺失后单元型 HAP2与单元型 HAP1、HAP3、HAP5、HAP5、

HAP7、HAP11及 HAP12间只有 1个碱基的差异;结合其分布后发现, 单元型 HAP2在地方种群中广泛分

布,出现的频次也较高. 在 TCS网络图中,单元型 HAP2处于 HAP1、HAP3、HAP5、HAP5、HAP7、HAP11及

HAP12的中间,因此, HAP2应该为一个比较古老的祖先单元型而其他的则为衍生单元型. 尽管单元型

HAP15在野猪的华南亚种、华北亚种及东北亚种中均有分布, 但在单元型网络结构中处于末端枝位置,可

能该单元型在野猪中进化较快.单元型 HAP14与其他单元型之间因碱基差异较大而断开, 这可能由于部

分地方种群取样较少或样点分布的不连续所造成的.

利用 scn DNA标记 (含已知基因和未知基因 )研究种群遗传变异时, 往往会遇到标记的有效性, 单倍

型的实验检测,及因基因的重组、遗传分化水平低、出现的插入 /缺失多态等而带来的数据分析困难等问

题
[ 1]

.在多数研究中,分析核苷酸替代及遗传变异时通常将缺失信息忽略,序列比对后包含有缺口 ( gaps)

的位点在分析之前从所有的序列中去除, 从而将序列的长度进行了一个恰当的校正
[ 25]

. G iribet等
[ 26]
认为

在系统发生分析中应重视来自缺口的信息,如果忽略将会得到错误的拓扑结构. 在本研究中, SANDX - 2

位点的序列在野猪及家猪中共有 30个位点发生碱基变异,有 4种类型 ( ID1- 4)的碱基缺失, 仅从对缺失

信息不同处理办法所得到的不同单元型系统发生树来看, 如何对生物进化中序列的大片段缺失信息的处

理,是今后该基因片段能否正确应用于野猪种群遗传及系统地理发生分析的关键所在. 鉴于核基因与

m tDNA解决的是不同时间以及空间尺度上的遗传学问题, 研究中仅使用一方面的标记可能会产生偏

差
[ 27, 28 ]

,因此,要阐述中国野猪各地方种群的遗传结构及系统地理分布格局, 有必要结合 m tDNA和核基

因变异两方面的研究.
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