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　　摘要：参照ＧｅｎＢａｎｋ已公布的绵羊ＢＭＰ２基因序列与牛ＢＭＰ４基因序列分别设计一对引物，以川中黑山羊卵巢总
ＲＮＡ为模板，采用ＲＴ－ＰＣＲ技术扩增川中黑山羊ＢＭＰ２基因和ＢＭＰ４基因的ｃＤＮＡ序列并进行克隆、测序及相关生
物信息学分析。结果表明，川中黑山羊ＢＭＰ２基因编码区全长为１１８８ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＦ４９２９８２），ＢＭＰ４基因
编码区全长为１２３０ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＦ４９２９８３），分别编码３９５、４０９个氨基酸。川中黑山羊与绵羊、牛、猪、人、
马、鼠、鸡ＢＭＰ２基因编码区序列的同源性分别为９９．７％、９８．７％、９２．０％、８９．６％、９１．４％、８６．１％、７８．９％；川中黑山
羊与绵羊、牛、猪、人、马、鼠、鸡 ＢＭＰ４基因编码区序列的同源性分别为 ９９．３％、９９．１％、９５．９％、９５．２％、９４．４％、
９２０％、８０．１％。用ＭＥＧＡ４．０构建物种间分子系统进化树，结果显示，ＢＭＰ２基因和 ＢＭＰ４基因的聚类反应基本一
致，川中黑山羊首先与绵羊聚类，再分别与牛、猪、马、人和鼠聚类，最后与鸡聚类，这与动物分类学基本吻合。
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　　骨形态发生蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＭＰｓ）是
转化生长因子β（ＴＧＦ－β）超家族中最大的亚族，是 Ｕｒｉｓｔ等
于１９６５年从脱钙骨基质中分离得到的一种有活性的蛋白质，
并利用该蛋白质成功诱导了异位成骨［１］，所以命名为骨形态

发生蛋白。许多研究表明，ＢＭＰｓ不仅能诱导骨及软骨的形
成、分化，而且能影响脊椎动物的神经细胞、造血组织、眼睛、

肾和上皮附属器官的形成、器官发生以及组织定型与重塑

等［２］。ＢＭＰｓ在动物大部分组织中均有表达，在机体的许多
生命活动中发挥作用，所以关于 ＢＭＰｓ的研究越来越受到重
视。有研究发现，ＢＭＰｓ与雌性动物的繁殖机能相关，通过旁
分泌／自分泌调节作用对卵巢进行调节，从而调节卵泡发
育［３－４］。也有研究表明，ＢＭＰ４可以促进小鼠原始卵泡的形
成及原始卵泡发育为初级卵泡［５］。ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ６和
ＢＭＰ７蛋白可抑制绵羊颗粒细胞分泌孕酮，但不会影响绵羊
颗粒细胞增殖和存活［６］，ＢＭＰ２蛋白可抑制雌二醇与孕酮的
合成及ｃＡＭＰ的释放［７］，ＢＭＰ４蛋白可抑制绵羊垂体细胞ＦＳＨ
释放［８］，由此推测，ＢＭＰ２与 ＢＭＰ４可能是多羔动物的黄体抑
制剂。ＢＭＰｓ还与早期胚胎的细胞凋亡与增殖密切相关，对
细胞分化与器官发生、发育具有重要意义，ＢＭＰ２、ＢＭＰ４位点
的丢失均可导致动物胚胎性死亡［９－１０］，是胚胎发育过程中必

不可少的信号分子［１１－１２］。

川中黑山羊是经过长期自然选择和人工重点培育而成的

多胎山羊品种，它具有性成熟早（母羊初情期为３～４月龄，
初配年龄为５～６月龄）、产仔率高（平均产羔率为２７０％）、生
长速度快、产肉性能好、耐粗食、抗病力强、适应性良好等优

点。为进一步阐明川中黑山羊多胎的分子生物学基础，本研

究克隆了川中黑山羊 ＢＭＰ２、ＢＭＰ４基因完整编码区，与
ＧｅｎＢａｎｋ已公布的其他物种进行序列比对，并在此基础上构
建物种间分子系统进化树。到目前为止，有关山羊 ＢＭＰ２与
ＢＭＰ４在生物信息学方面的研究尚未见报道，所以本研究采
用生物信息学方法分析这２个基因及其氨基酸序列的理化性
质、结构特征等，旨在为进一步开展川中黑山羊 ＢＭＰ２、ＢＭＰ４
基因的结构功能、遗传变异、表达调控以及繁殖性状的相关分

析等研究提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　试验动物
在四川省乐至县天龙科技示范园选取６只３～５岁的健

康川中黑山羊，在其发情后１２～２４ｈ（发情期中期）屠宰，立
即采集卵巢等组织，迅速在室温下的生理盐水中冲洗３次，置
于盛有ＲＮＡｌａｔｅｒ的ＥＰ管中，迅速投入到液氮中保存，带回
实验室保存于超低温冰箱（－８０℃）中备用。
１．２　试剂和载体

川中黑山羊组织总 ＲＮＡ提取试剂盒、２×ＴａｑＰＣＲＭａｓ
ｔｅｒＭｉｘ、感受态细胞均购自天根生化科技（北京）有限公司，反
转录试剂盒购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ（ＭＢＩ）公司，Ｘ－Ｇａｌ、ＩＰＴＧ、氨苄青
霉素、克隆载体ＰＭＤ－１９Ｖｅｃｔｏｒ购自宝生物工程（大连）有限
公司，ＤＮＡ胶回收试剂盒购自爱思进生物技术（杭州）有限
公司。

１．３　卵巢总ＲＮＡ的提取
用动物组织总ＲＮＡ提取试剂盒（离心柱型）提取川中黑

山羊卵巢总ＲＮＡ。
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１．４　ｃＤＮＡ第一链的合成
用反转录试剂盒进行ｃＤＮＡ第一链合成。

１．５　引物设计及ＰＣＲ扩增目的基因
参照绵羊ＢＭＰ２基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＸＭ＿００４０１４３５３）

设计 １对引物（Ｆ：５′－ＡＧＡＡＧＧＡＡＧＡＧＧＣＧＡＡＧＧＡＡＧＧ－
３′，Ｒ：５′－ＴＧＣＴＧＴＧＣＴＡＡＣＧＡＣＡＣＣＣＡＣ－３′），扩增片段全
长１３３１ｂｐ。参照牛的 ＢＭＰ４基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＮＭ＿
００１０４５８７７）的ｍＲＮＡ序列，用软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５设计１对
引物（Ｆ：５′－ＡＴＧＡＴＴＣＣＴＧＧＴＡＡＣＣＧＡＡＴＧＣ－３′，Ｒ：５′－
ＡＧＧＧＡＴＧＴＧＧＴＴＧＣＣＧＣＴＧＡ－３′），扩增片段全长 １２３０ｂｐ。
引物序列送往上海英俊生物工程有限公司合成。

以合成的卵巢 ｃＤＮＡ第一链为模板，扩增 ＢＭＰ２、ＢＭＰ４
基因，ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ４０ｓ，
５８℃ 退火４０ｓ（ＢＭＰ２）／６２℃退火４０ｓ（ＢＭＰ４），７２℃延伸
８０ｓ，３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ；４℃保存。产物用 １５ｇ／Ｌ
琼脂糖凝胶电泳，再用凝胶成像系统进行检测、拍照。

１．６　克隆及重组子筛选和鉴定
ＰＣＲ产物经电泳检测后，按ＤＮＡ胶回收试剂盒说明进行

胶回收，回收产物与ＰＭＤ－１９载体连接，置于金属浴中１６℃
过夜。连接反应产物转化宿主菌５α感受态细胞，涂布于含氨
苄青霉素、Ｘ－Ｇａｌ和ＩＰＴＧ的ＬＢ固体平板上，３７℃培养过夜。
挑选白色单克隆菌落于ＬＢ液体培养基中３７℃振荡培养１２ｈ，
取菌液作ＰＣＲ进行阳性重组子鉴定，并提取重组质粒。
１．７　生物信息学分析
１．７．１　核酸序列分析　测序完成后获得上下游序列，利用
ＤＮＡｍａｎ软件进行序列拼接，并根据测序峰图调整。从ＮＣＢＩ
上查找相关物种的 ＢＭＰ２、ＢＭＰ４基因序列，保存备用。用
ＮＣＢＩ在线程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．
ｈｔｍｌ）查找 ＯＲＦ，确定 ＣＤＳ区，并将 ＣＤＳ区翻译成氨基酸
序列。

１．７．２　蛋白质序列分析　用ＰｒｏｔＰａｒａｍ程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘ
ｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析蛋白质的一级结构及其理化参数
（分子量、等电点、分子式等）；用 ＰｒｏｔＳｃａｌ程序（ｈｔｔｐ：／／ｅｘ
ｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｈｔｍｌ）分析疏水性；用 ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒ
ｖ２．０程序（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ－２．０／）
进行跨膜区预测；用 ＳｉｇｎａｌＰ４．０Ｓｅｒｖｅｒ程序（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．
ｃｂｓ．Ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒ－ｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）预测信号肽；用 ＰＳＯＲＴ程
序（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）预测亚细胞定位；用 ＧＯＲ
程序（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ
＝ｎｐｓａ＿ｇｏｒ４．ｈｔｍｌ）预测蛋白质二级结构；用 Ｐｈｙｒｅ２程序
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ｉｄ＝
ｉｎｄｅｘ）预测蛋白质三级结构。

２　结果与分析

２．１　川中黑山羊总ＲＮＡ提取
从提取的ＲＮＡ中取４μＬ进行 ＲＮＡ纯度和完整性的检

测。用１．５％琼脂糖凝胶在１５０Ｖ下电泳１５ｍｉｎ，结果如图１
所示。图１显示，２８Ｓ和１８ＳＲＮＡ均比较完整，条带明亮，说
明所提取的总ＲＮＡ是完整的，可用于下一步试验。
２．２　ＰＣＲ扩增结果

吸取ＰＣＲ产物各４μＬ，对其进行电泳检测。用１％琼脂

糖凝胶电泳检测条带，结果如图２所示，其中ＢＭＰ２基因的目
的条带与预期大小１３３１ｂｐ基本一致，ＢＭＰ４基因的目的条
带与预期大小１２３０ｂｐ基本一致，且目的条带明亮，可以进行
下一步胶回收试验。

２．３　川中黑山羊ＢＭＰ２、ＢＭＰ４基因 ＣＤＳ区的核苷酸序列及
其特征

用ＤＮＡｍａｎ软件对测序所得序列进行序列比对、拼接，
去除载体序列后，得到 ＢＭＰ２基因 １３３１ｂｐ，ＢＭＰ４基因
１２３０ｂｐ，与预期一致。用ＮＣＢＩＯＲＦＦｉｎｄｅｒ查找其开放性阅
读框，并翻译出氨基酸序列。将川中黑山羊 ＢＭＰ２、ＢＭＰ４基
因序列提交给ＧｅｎＢａｎｋ，登录号分别为ＫＦ４９２９８２、ＫＦ４９２９８３。

通过ＤＮＡｍａｎ分析川中黑山羊与其他物种 ＢＭＰ２、ＢＭＰ４
基因ＣＤＳ区的核苷酸序列同源性，结果显示，川中黑山羊
ＢＭＰ２基因的ＣＤＳ区核苷酸序列与绵羊（ＸＭ＿００４０１４３５３）、牛
（ＮＭ＿００１０９９１４１）、猪（ＮＭ＿００１１９５３９９）、人（ＮＭ＿００１２００）、马
（ＸＭ＿５１４５０８）、鼠（ＮＭ＿００７５５３）和鸡（ＮＭ＿２０４３５８）相应序列
间的一致性分别为９９．７％、９８．７％、９２．０％、８９．６％、９１．４％、
８６．１％、７８．９％；川中黑山羊 ＢＭＰ４基因的 ＣＤＳ区核苷酸序
列与绵羊（ＮＭ＿００１１１０２７７）、牛（ＮＭ＿００１０４５８７７）、猪（ＮＭ＿
００１１０１０３１）、人（ＮＭ＿１３０８５０）、马（ＸＭ＿００３３１４３３０）和鼠
（ＮＭ＿００７５５４）相应序列间的一致性分别为９９．３％、９９．１％、
９５９％、９５．２％、９４．４％、９２．０％、８０．１％。说明在不同物种间
这２个基因具有较高的一致性，属于较保守的基因之一。

利用 ＤＮＡｍａｎ、ＣｌｕｓｔａｌＸ、ＭＥＧＡ４．０对相应物种的
ＢＭＰ２、ＢＭＰ４基因编码区进行多序列一致性比对，计算出遗
传距离，并构建基因 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）系统发生树（图
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３、图４）。从图３、图４可以看出，川中黑山羊与绵羊亲缘关系
最近，其次是牛，与鸡的亲缘关系最远，这与遗传距离和核苷

酸同源性比对的结果一致。

２．４　川中黑山羊ＢＭＰ２、ＢＭＰ４蛋白的结构特征
ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析结果表明，川中黑山羊ＢＭＰ２、ＢＭＰ４蛋白

的分子式分别为 Ｃ１９７４Ｈ３０９７Ｎ５８１Ｏ５６８Ｓ１６、Ｃ２０５０Ｈ３２１４Ｎ６１６Ｏ５９８Ｓ１６，相
对分子质量分别为４４５６９．８、４６５７０．８，理论等电点ＰＩ分别为
８．９６、８．１１，半衰期都为 ３０ｈ，不稳定参数分别为 ５４．８３、
５７５４，二者均属不稳定蛋白；脂肪系数依次为７９．４９、８０．０５，
疏水性平均数依次为－０．４２３、－０．５４５，预测 ＢＭＰ２、ＢＭＰ４蛋
白均为亲水性蛋白。结合 ＰｒｏＳｃａｌｅ程序分析结果可知，川中
黑山羊ＢＭＰ２蛋白共有９个高亲水区，ＢＭＰ４蛋白有１０个高
亲水区，这是蛋白进化中氨基酸插入的主要位点。而在这２
个蛋白的Ｎ段都存在明显的疏水区，可能是信号肽。通过
ＳｉｇｎａｌＰ３．０服务器进行信号肽预测，结果显示，在ＢＭＰ２基因
编码的氨基酸序列第２３～２４（甘氨酸 －亮氨酸）位点可能存
在信号肽位点，该多肽 Ｎ端存在信号肽的概率为 ０．８３７；
ＢＭＰ４多肽Ｎ端存在信号肽的概率为０．７９３，信号肽位点可能
位于第２４位点与第２５位点（丙氨酸至丝氨酸）之间，二者属
分泌型蛋白。

通过在线程序 ＴＭＨＭＭ２．０进行跨膜区分析，ＢＭＰ２和
ＢＭＰ４都只存在１个跨膜区，且跨膜区都位于信号肽位置，结
合对信号肽的考虑可知，这２个基因编码的成熟肽都没有跨
膜区。ＴａｒｇｅｔＰ亚细胞定位预测结果显示，ＢＭＰ２成熟蛋白位
于细胞外的概率是 ０．７２８，ＢＭＰ４蛋白位于细胞外的概率
是０７８５。　

用ＧＯＲ程序在线预测 ＢＭＰ２蛋白二级结构，结果显示，
该蛋白包括 α螺旋（１２７个 ＡＡ残基）、β折叠（８６个 ＡＡ残
基）、无规卷曲（１８２个 ＡＡ残基）３种模块，分别占靶蛋白的
３２．１５％、２１．７７％、４６．０８％。ＢＭＰ４蛋白的α螺旋（１２７个ＡＡ
残基）、β折叠（７４个ＡＡ残基）、无规卷曲（２０８个 ＡＡ残基）
分别占靶蛋白的３１．０５％、１８．０９％、５０．８６％。

通过Ｐｈｙｒｅ２．０预测ＢＭＰ２和ＢＭＰ４的三级结构（图５和
图６），得到ＢＭＰ２靶标蛋白，其残基建模覆盖率８１％（３２０个
氨基酸残基）；ＢＭＰ４靶蛋白，其残基建模覆盖率为７９％（３２４
个氨基酸残基），置信度达１００％，说明靶标蛋白与模板蛋白

的空间结构很接近，适合的空间结构比例很大，空间保真性很

高，川中黑山羊 ＢＭＰ２和 ＢＭＰ４蛋白多处氨基酸位点具有较
高的能量，处于不稳定状态，说明二者为不稳定蛋白。

３　讨论

３．１　序列比对
本研究利用 ＰＣＲ技术从川中黑山羊卵巢组织中克隆得

到川中黑山羊 ＢＭＰ２、ＢＭＰ４基因的 ｃＤＮＡ序列，包含了长度
为１１８８、１２３０ｂｐ的完整编码区，分别编码３９５、４０９个氨基
酸。经同源性比对可知，所得序列与绵羊 ＢＭＰ２、ＢＭＰ４基因
的ｃＤＮＡ序列一致性分别达到９９．７％、９９．３％，因此可确定克
隆所得序列为川中黑山羊ＢＭＰ２、ＢＭＰ４基因ｃＤＮＡ序列。与
其他物种进行核苷酸序列间的同源性比对，结果表明，川中黑

山羊的ＢＭＰ２、ＢＭＰ４基因编码区序列与其他物种同源性很
高，基因序列较保守，相对而言，ＢＭＰ４基因的保守性比ＢＭＰ２
基因更强。ＤＮＡｍａｎ比对结果显示，ＢＭＰ２基因编码区存在
种属间特异插入或缺失，人的 ＢＭＰ２基因编码区长度为
１１９１ｂｐ，比川中黑山羊和牛多 ３ｂｐ，编码３９６个氨基酸；而
鼠的ＢＭＰ２基因编码区长为１１８５ｂｐ，比川中黑山羊和牛少
３ｂｐ，编码３９４个氨基酸。不同物种间 ＢＭＰ４基因编码区也
有差异，人和鼠比川中黑山羊和牛少 ３ｂｐ。不同组织来源也
可能存在蛋白质前体长度的差异，如骨肉瘤表达的 ＢＭＰ４前
体蛋白为４０８个氨基酸，而成熟胎盘组织中表达的 ＢＭＰ４前
体蛋白为４０２个氨基酸［１３］。

３．２　分子系统进化关系
川中黑山羊与绵羊、牛、人、鼠、鸡等物种间ＢＭＰ２基因构

建的分子系统进化树结果表明，川中黑山羊首先与绵羊聚为

一类，再分别与牛、猪、马、人、鼠聚类，最后与鸡聚类，各分支

置信度均在９０％以上，聚类结果置信度高。由 ＢＭＰ４基因构
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建的分子系统进化树可以看出，川中黑山羊与绵羊、牛始终聚

为一支，再依次与猪、人、马、鼠、鸡聚类。牛和绵羊以及猪和

人在聚类时置信度分别为７３％和７８％，导致置信度偏低的原
因在于ＢＭＰ４在聚类物种间核苷酸同源性差异很小，川中黑
山羊与绵羊和牛的 ＢＭＰ４基因核苷酸同源性分别为９９．３％
和９９．１％。由此可以看出，ＢＭＰ２基因更适用于构建物种间
分子系统进化树，该分子系统进化树较准确、真实地反映了各

物种间的进化关系和亲缘关系，即亲缘关系越近的物种，同源

性越高，遗传距离越小。

３．３　结构与功能
川中黑山羊的ＢＭＰ４基因位于第１４号染色体长臂２区

２～３带之间，由５个外显子、４个内含子组成，其 ｃＤＮＡ编码
区全长均１２３０ｂｐ，编码４０９个氨基酸，成熟肽为１１６个氨基
酸残基［１４］。人的ＢＭＰ２基因定位于第２０号染色体短臂１区
２带上，由 ３个外显子、２个内含子组成［１５］，编码区全长

１１９１ｂｐ，编码３９６个氨基酸残基的多肽，其成熟肽基因为
３３９ｂｐ，成熟肽包括１１３个氨基酸分子［１６］。分析ＢＭＰ２、ＢＭＰ４
基因的ｃＤＮＡ序列后发现，成熟肽基因序列均在３′端编码区
内［１７］，同源性比对结果也表明，３′端是ＢＭＰｓ的保守区。

ＢＭＰ２与ＢＭＰ４作为ＴＧＦ－β家族的重要成员，且属于同
一亚族，具有分泌型蛋白质的特征，二者氨基酸同源性高达

９０％，ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ７是 ＢＭＰｓ家族中生物活性最高的３
种蛋白［１８］。ＢＭＰｓ晶体结构的核心是一个胱氨酸结，从核心
向外延伸来自于β链和反方向的 α螺旋环的２个手指样凸
起，α螺旋环和β链则为手指。Ｃ端是该家族的保守区，成熟
的ＢＭＰｓ有７个半胱氨酸，并且位置绝对保守，其中６个半胱
氨酸形成分子内二硫键，另一个半胱氨酸形成分子间二硫键，

借此分子间二硫键连接２条多肽形成二聚体结构［１９］。与所

有ＴＧＦ－β家族一样，ＢＭＰ２、ＢＭＰ４在蛋白质合成后期氨基端
的前肽区会被切除，形成具有活性的成熟肽，二聚体的形成和

分子成熟的过程可能发生于细胞内或分泌过程中。因此，只

有形成二聚体形式，这些蛋白质才具有生物活性，才能启动细

胞的信号传导。与石晓卫等对黄淮山羊ＢＭＰ４的结构与功能
的分析结果［１４］一致，ＢＭＰ２与 ＢＭＰ４具有 ＢＭＰｓ家族的典型
结构特征，这些结构特征构成了它们在骨组织形成、原始卵泡

发育及早期胚胎发育中发挥作用的基础［２０］。

近年来，对山羊和绵羊ＴＧＦ－β超家族的研究逐渐增多，
大量研究表明，ＢＭＰ－ＩＢ、ＢＭＰ１５、ＧＤＦ９是影响山羊与绵羊多
胎的主效基因。ＢＭＰ２与ＢＭＰ４作为山羊和绵羊繁殖性状候
选基因的报道不多，储明星等检测到了小尾寒羊 ＢＭＰ４基因
存在多态性，并命名为ＡＡ／ＡＢ／ＢＢ型，ＢＢ型纯合子个体产羔
量比ＡＡ型和ＡＢ型个体的平均产羔量多０．６只［２１］。徐业芬

等对湖羊的ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ６、ＢＭＰ７基因的ｍＲＮＡ表达水
平与排卵数关系进行了研究，结果发现，这几个基因在卵巢组

织中均有表达，多羔组的 ＢＭＰ４基因 ｍＲＮＡ水平极显著高于
单羔组，ＢＭＰ４基因的ｍＲＮＡ表达量与湖羊排卵量呈正相关，
可作为影响湖羊排卵数的候选基因进一步研究［２２］。目前，已

在牛、猪、鼠、鸡等多种动物卵巢中检测到 ＢＭＰ２、ＢＭＰ４的
ｍＲＮＡ，通过旁分泌作用控制颗粒细胞的增殖与分化，并作用
于卵巢、子宫及调节生殖内分泌系统。因此，开展 ＢＭＰ２、
ＢＭＰ４基因的研究能提高雌性动物繁殖力，加快优良品种的

选育，从而更加合理有效地开发利用品种资源等。

４　结论

本研究通过克隆测序获得了 ＢＭＰ２基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录
号为 ＫＦ４９２９８２）与 ＢＭＰ４基 因 （ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 为
ＫＦ４９２９８３）的编码区全长ｃＤＮＡ序列，并运用生物信息学相关
软件对所得基因序列及其推导的氨基酸序列进行分析，预测二

者均有信号肽，无跨膜区，极有可能是定位于细胞外的分泌型

蛋白，并预测了蛋白二级结构、三级结构，通过与其他物种进行

同源性分析并构建分子系统进化树，揭示了川中黑山羊与其他

物种进化的一致性，为后续研究提供了一定的理论依据。
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１９９６，５７（２）：１４５－１５７．

［１１］管　峰，杨利国，程瑞禾，等．骨形态发生蛋白家族及其受体在
生殖调控中的作用［Ｊ］．中国临床康复：英文版，２００５，３５（４２）：
１９０－１９２．

［１２］ＳｈｉｍａｓａｋｉＳ，ＺａｃｈｏｗＲＪ，ＬｉＤ，ｅｔａｌ．Ａｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅ
ｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｙｓｔｅｍｉｎｔｈｅｏｖａｒｙ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌ
ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，１９９９，９６
（１３）：７２８２－７２８７．

［１３］ＤｕｄｌｅｙＡＴ，ＬｙｏｎｓＫＭ，ＲｏｂｅｒｔｓｏｎＥＪ．Ａｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｆｏｒｂｏｎｅ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ－７ｄｕｒｉｎｇｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｅｍａｍｍａｌｉａｎ
ｋｉｄｎｅｙａｎｄｅｙｅ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９５，９（２２）：２７９５－
２８０７．　
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［１４］石晓卫．黄淮山羊骨形态发生蛋白４（ＢＭＰ４）基因的克隆与表

达［Ｄ］．兰州：甘肃农业大学，２００８．
［１５］马庆军，党耕町，马大龙，等．人骨形态发生蛋白－２的基因重组及

其在大肠杆菌中的表达［Ｊ］．中华医学杂志，１９９８，７８（４）：６８－７０．
［１６］张宏斌，张　余，付　娜，等．重组人 ＢＭＰ－２基因克隆及原核

表达［Ｊ］．医学分子生物学志，２００８，５（６）：５１２－５１４．
［１７］ＬｉＣ，ＺｈａｎＸＱ，ＬｉＭＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｗｏ－ｄｉ

ｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅｓｆｒｏｍｈｕｍａｎｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｎｏｒｍａｌｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．ＢｅｉｊｉｎｇＧｅ
ｎｏｍｉｃｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，２００３，１（１）：５８－６７．

［１８］李　荣．内蒙古绒山羊ＢＭＰ－４、ＢＭＰＲ－ＩＢ基因 ｃＤＮＡ的克隆
及ＢＭＰＲ－ＩＢ在皮肤毛囊中的表达［Ｄ］．呼和浩特：内蒙古农

业大学，２００７．
［１９］ＢｕｒｔＤＷ，ＬａｗＡＳ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β

ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｎＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９４，５（１）：
９９－１０７．

［２０］石晓卫，刘　燕．黄淮山羊骨形态发生蛋白４结构与功能分析
［Ｊ］．中国草食动物，２０１１，３１（４）：１２－１５．

［２１］储明星，周文然，孙少华，等．小尾寒羊 ＢＭＰ４基因多态性及其
与高繁殖力关系的研究［Ｊ］．农业生物技术学报，２００８，１６（２）：
２３７－２４１．

［２２］徐业芬，李齐发，李二林，等．湖羊ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、ＢＭＰ６和ＢＭＰ７
基因ｍＲＮＡ表达水平与排卵数关系的研究［Ｊ］．中国农业科学，
２００９，４２（１０）：３６５５－３６６１．

邓海娟，郑斯竹，高　渊，等．基于ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因的皮蠹科三属的系统发育研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（３）：２３－２６．

基于 ｍｔＤＮＡＣＯⅠ 基因的皮蠹科三属的系统发育研究
邓海娟，郑斯竹，高　渊，陈云芳，赵毓郎，葛华林，詹国辉

（苏州出入境检验检疫局，江苏苏州２１５０２１）

　　摘要：下载整理了ＮＣＢＩ上公布的相关序列，通过ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因６２０ｂｐ片段序列对皮蠹科斑皮蠹属、皮蠹属、
圆皮蠹属３个属共３０个分析对象的ＣＯⅠ基因序列进行分析并构建分子系统树，结合形态学特征分析这３个属的分
子系统发育关系。结果显示，ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因可以作为皮蠹科昆虫生物系统发育分子水平上的依据，为今后深入开
展皮蠹科分子系统进化研究奠定一定的理论基础。

　　关键词：斑皮蠹属；皮蠹属；圆皮蠹属；ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因；遗传距离；分子系统树
　　中图分类号：Ｑ９６９．４９２．５０３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）０３－００２３－０４

收稿日期：２０１３－０８－０１
基金项目：国家科技支撑计划（编号：２０１２ＢＡＫ１１Ｂ０３）；江苏出入境检
验检疫局科技项目（编号：２０１２ＫＧ５５、２０１３ＫＪ５５）。

作者简介：邓海娟（１９８３—），女，内蒙古锡林浩特人，硕士，农艺师，从
事森林保护学工作。Ｔｅｌ：（０５１２）６２８２５３８６；Ｅ－ｍａｉｌ：ｈａｉｊｕａｎ＿ｄｅｎｇ
＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：詹国辉（１９７６—），男，博士，从事进出境植物检疫技术工
作。Ｔｅｌ：（０５１２）６２８２５３８６；Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｈ２＠ｊｓｃｉｑ．ｇｏｖ．ｃｎ。

　　皮蠹科（Ｄｅｒｍｅｓｔｉｄａｅ）隶属于鞘翅目皮蠹总科，包括６亚
科３４属，约７００种，分布在世界各地，我国已知８属约４０种，
遍布全国各地。该科昆虫多为小型甲虫，生活隐蔽，繁殖力

强，食性广，可取食动物尸体、羽毛、水产品、皮张、药材等各种

储藏物，是具有重要检疫意义的储藏物害虫［１－２］。昆虫的

ｍｔＤＮＡ是一种闭合的双链环状遗传物质，稳定性高，大小一
般为１５．４～１６．３ｋｂ，以高拷贝数存在于线粒体内，检测样品
无论是完整还是残缺，均可通过测定 ｍｔＤＮＡ序列进行鉴
别［３］。ｍｔＤＮＡ进化速率较核ＤＮＡ更快，且为母系遗传，在遗
传过程中不会发生基因重组、倒位、易变等突变，是动物种内

不同地理种群间相对保守又有一定变异的序列，即使是亲缘

关系很近的类群也存在几个百分比的差异，所以常被用来反

映种群遗传变异信息，被广泛应用于不同分类阶元的分子系

统学研究［４］。皮蠹科昆虫是十分重要的储藏物害虫，我国口

岸多有截获。该科昆虫分类地位一直存在争议，准确进行种

类鉴定对检验检疫口岸工作具有重要意义。因此，本研究对

皮蠹科下斑皮蠹属（Ｔｒｏｇｏｄｅｒｍａ）、皮蠹属（Ｄｅｒｍｅｓｔｅｓ）、圆皮蠹
属（Ａｎｔｈｒｅｎｕｓ）３个属共计３０个分析对象的 ＣＯⅠ基因序列进
行分析，并构建出不同的分子系统发育树，以期在分子水平对

这３个属的系统发育关系进行探讨。

１　材料与方法

１．１　分析对象及序列信息
分析对象共计 ３０个，序列均从 ＧｅｎＢａｎｋ下载，信息见

表１。
１．２　ＤＮＡ序列数据的处理

应用Ｍｅｇａ５．０软件进行序列比对、拼接和剪切。将比对
结果进行序列组成分析，基于 Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ模型计算
各分类单元之间的遗传距离及其标准差、序列碱基组成、保守

位点、变异位点、转换／颠换比值等［５］。应用 Ｍｅｇａ５．０软件，
使用邻接法（ＮＪ）、最大简约法（ＭＰ）和最大似然法（ＭＬ）分别
构建分子系统树，１０００次循环估计系统树中节点的自举置信
水平，碱基转换和颠换赋予相同的加权值。

２　结果与分析

２．１　ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因序列组成和变异
应用Ｍｅｇａ５．０软件对３０个分析对象的 ＣＯⅠ 基因序列

进行比对剪裁，得到６２０ｂｐ大小的的序列片段进行分析。所
有分析对象的 ＣＯⅠ 基因的６２０个位点中没有插入、缺失现
象，其中共有１０４个保守位点，５０２个变异位点，２６５个简约信
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