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　　摘要：为研究新疆地方绵羊遗传多样性和系统进化，以塔什库尔干羊、和田羊和多浪羊为研究对象，采用ＰＣＲ、测
序法和生物信息学方法分析绵羊ＮＡＤＨ脱氢酶亚单位２（ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ２，ＮＤ２）基因核酸序列。结果表
明，共发现了２２个多态位点，其中有９个单一多态位点，简单信息位点（２个碱基）有１３个；２９９和８８３位点是非同义
突变；绵羊群体单倍型多样度（Ｈｄ）为０．６４１，核苷酸多样度（Ｐｉ）为０．３５７％，平均核苷酸差异数（ｋ）为３．４；Ｄ世系发现

多浪羊个体。结果支持摩弗伦羊是家绵羊野生祖先的观点。
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　　绵羊与人类生活密切相关，为人类提供了肉、脂、奶、皮、
毛、绒、骨和角等多种多样的畜产品［１－３］。关于绵羊的起源仍

存在争议，线粒体ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）序列分析
已经确定了一种多母系血统的普遍现象，即 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ进
化世系，这些世系有特定的地理范围，暗示多重母系起源，羊

驯化事件可能是独立的［４］。目前，研究发现仅欧洲摩弗伦羊

可能是家绵羊的母系（世系 Ｂ）野生祖先之一。推测亚洲摩
弗伦羊与欧洲摩弗伦羊与家绵羊共享最近的母系祖先［５］，未

发现其他野生羊对家绵羊有遗传贡献的分子证据。

线粒体是真核细胞的动力车间，ｍｔＤＮＡ作为独立与核
ＤＮＡ的半自主性基因组，是核外遗传物质，动物体线粒体基
因组编码的３７个基因，包括１３条多肽，２２个 ｔＲＮＡ基因和２
个ｒＲＮＡ基因［６］，具有分子量小、进化速度快、多挎贝、碱基替

换率低、遗传自主及母系遗传等特征。

ＮＤ２基因是ｍｔＤＮＡ的１个蛋白编码基因，而且是ＮＡＤＨ
脱氢酶的１个亚基，而ＮＡＤＨ脱氢酶是呼吸链复合体１的主
要组成，在呼吸链中直接参与氢与电子传递并通过氧化磷酸

化产生ＡＴＰ，进而参与能量代谢作用。ＮＡＤ参与生物体内的
重要反应，ＮＡＤ可在糖酵解途径与三羧酸循环途径得到电子
形成 ＮＡＤＨ，ＮＡＤＨ又在氧化磷酸化途径中将电子通过呼吸
链最终传递给氧，促成ＡＴＰ的形成［７］。在体内大多数代谢脱

下的氢，是由ＮＡＤＨ呼吸链传递给氧，糖类碳水化合物、脂质
和蛋白质的分解代谢，脱氢后的氧化反应一般是由 ＮＡＤＨ呼
吸链传递完成的。

鲁卫卫等报道鸡线粒体ＮＤ２基因的异质性，并发现异质
性变异对生长性状、屠体指标、血清生化等指标均有显著效

应，显示相关变异的潜在重要性［７］。鲍海港等在对藏鸡的研

究中发现，线粒体 ＮＤ１和 ＮＤ２基因可被选为藏鸡低氧遗传
适应的候选基因，因为低氧会抑制与线粒体呼吸功能密切相

关的酶的活性，也会使线粒体产生更多的活性氧。活性氧会

破坏膜脂，降低线粒体呼吸酶的活性，从而损害线粒体的呼吸

功能。研究发现，３种鸡都有但频率差异较大的２个错义突
变都是ＮＤ２基因上的单碱基突变，推测藏鸡与低地鸡有可能
在ＮＡＤＨ脱氢酶的功能上存在差异［８］。而有关高山放牧品

种的塔什库尔干羊（海拔３０００～５０００ｍ）、和田羊（分为山区
型和农区型，海拔１４４０～３５００ｍ）和多浪羊（海拔１２００ｍ）
线粒体呼吸功能和低氧适应研究较少。

本研究通过测定绵羊线粒体ＮＤ２基因序列，从而探讨新
疆南疆地区绵羊的遗传多样性、线粒体呼吸功能及低氧适应

的分子机制，从而了解并摸清其亲缘关系及低氧适应性，为能

够综合开发和合理利用绵羊资源提供一定的科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
于２０１４年３月至２０１５年８月先后在麦盖提县种羊场采

集３３只多浪羊、塔什库尔干县麻扎种羊场采集４１只塔什库
尔干羊、和田市屠宰场采集１７只和田羊共计９１只羊的静脉
血液，用柠檬酸葡萄糖（ＡＣＤ）抗凝，冷冻后置于冰袋中，于实
验室－２０℃保存备用。
１．２　主要试剂

粪便基因组ＤＮＡ快速提取试剂盒、全血基因组 ＤＮＡ快
速提取试剂盒，均购自北京三博远志生物技术有限责任公司；

ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ，均为杭州博日科技有限公司产品；琼
脂糖为ＢＩＯＷＥＳＴ公司产品。
１．３　总ＤＮＡ提取

绵羊总基因组ＤＮＡ的提取是利用全血基因组ＤＮＡ快速
提取试剂盒（北京三博远志生物技术有限责任公司）。

１．４　ＰＣＲ扩增及测序
根据绵羊 ｍｔＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＡＦ０１０４０６），

采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物，扩增绵羊 ＮＤ２基因，上游引
物：５′－ＡＧＣＡＣＣＣＡＣＴＧＡＴＴＧＣＴＣＡＴ－３′，下 游 引 物：
５′－ＴＴＣＧＴＴＴＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＡＡＴ－３′。委托北京三博远志生
物技术有限责任公司合成，期望扩增长度约９０１ｂｐ。
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ＰＣＲ反应体系总体积为５０μＬ：绵羊总基因组４μＬ，１０×
Ｂｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋）５μＬ，上下游引物各２μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ
４μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶１μＬ，去离子水２９μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５３℃
退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，进行３５个循环；最后７２℃再延伸
１０ｍｉｎ，４℃保存。

ＰＣＲ扩增产物直接送北京三博远志生物公司测序。
１．５　数据分析

应用 ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３软件进行序列比对并手工校对。
ＤｎａＳＰ５．１软件计算单倍型多样度、核苷酸多样度、多态位
点、核苷酸总变异位点、简约信息位点和点突变位点等。

ＭＥＧＡ５．１软件分析变异位点，计算碱基组成、转换／颠换比
（Ｔｓ／Ｔｖ）、核苷酸差异和序列差异，采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－
Ｊｏｉｎｉｎｇ，简称ＮＪ）Ｋｉｍｕｒａ双参数模型构建系统发生树，对拓扑
图进行重复抽样１０００次的自展检验（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）以确定各分
支的置信度。

２　结果与分析

２．１　ＮＤ２基因ＰＣＲ扩增结果
ＮＤ２基因扩增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳２０ｍｉｎ，结

果见图１。

　　电泳条带明亮，扩增效果较好，扩增条带大小为９００ｂｐ
左右，与预期扩增的９０１ｂｐ一致。可以直接测序。
２．２　绵羊ｍｔＤＮＡ－ＮＤ２全序列碱基分析

测序结果表明，所测出的绵羊 ｍｔＤＮＡ－ＮＤ２基因 Ａ、Ｔ、
Ｃ、Ｇ含量在绵羊中分布较一致，其中 Ａ占 ３６．８％，Ｔ占
２７．４％，Ｃ占 ２７．１％，Ｇ占 ８．７％。绵羊的 Ａ＋Ｔ含量为
６４．２％，Ｃ＋Ｇ含量为３５．８％，Ａ＋Ｔ含量高于 Ｃ＋Ｇ含量；表
明绵羊ｍｔＤＮＡ－ＮＤ２基因含有大量的碱基Ａ和Ｔ，存在一定
的碱基偏倚性。碱基组成表明 Ｇ相对缺乏，其中密码子第３
位上Ｇ的含量最低，仅为 ２．６％；第３位的 Ａ含量较高，为
４９．８％。密码子的使用存在一定差异，在密码子的第１位上
Ａ高达４３．４％；密码子第２位上 Ｔ的含量高达４５．０％，碱基
Ｇ的含量为９．１％。
２．３　绵羊ｍｔＤＮＡ－ＮＤ２序列的多样性分析

利用ＤｎａＳＰ５．１软件进行单倍型统计分析，本试验分析
９１个绵羊ｍｔＤＮＡ－ＮＤ２基因序列，发现了２２个多态位点，其
中有９个单一多态位点，简单信息位点（２个碱基）有１３个
（图２）。其中４３８、５０４、８３７、８７３位点核酸变异只出现在塔什

库尔干羊个体中。核酸变异中转换远大于颠换，转换／颠换比
为７８．３８。

２．４　ＮＤ２氨基酸分析
２２个多态位点中的２个位点即２９９、８８３位点是非同义

突变，分别导致Ｍ变为Ｔ和Ｒ变为Ｇ，其余２０个位点为同义
突变。应用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔＰ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ＃ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）软件进行ＮＤ２结构在线预测，多肽空间
结构见图３。
　　单倍型Ｈ１序列未发生突变，Ｈ８序列在２９９位点和８８３
位点均发生突变。由图３可知，突变后空间结构差异不大。
但是ＱＭＥＡＮ分别为 －４．３５和 －４．３８，Ｃβ分别为 －１．７２和
－１．８２，ＡｌｌＡｔｏｍ分别为 －１．２７和 －１３．２，Ｔｏｒｓｉｏｎ分别为
－４．３２和－４．３３，Ｓｏｌｖａｔｉｏｎ均为１．４７，未发生变化。

２．５　ｍｔＤＮＡ－ＮＤ２基因单倍型分析
共获得１３个单倍型，各单倍型在各品种中分布见表１。

　　由表１可知，Ｈ２和 Ｈ１为优势单倍型，分别占５８．３％和
１３．２％。绵羊群体单倍型多样度（Ｈｄ）为０．６４１，核苷酸多样
度（Ｐｉ）为：０．３５７％，平均核苷酸差异数（ｋ）为３．４。塔什库尔
干羊、和田羊和多浪羊核苷酸多样度分别为 ０．３３０％、
０．１３５％、０．４６３％。
２．６　绵羊系统进化分析

利用ＭＥＧＡ５．０５软件构建绵羊ＮＤ２基因不同单倍型ＮＪ
系统发育树（图４）。其中包括 ＧｅｎＢａｎｋ下载的３６个序列分
别是Ａ世系（ＨＭ２３６１７４－５）、Ｂ世系（ＡＭ２３６１７６－７）、Ｃ世
系（ＡＭ２３６１７８－９）、Ｄ世系 （ＨＭ２３６１８０－１）、Ｅ世系
（ＨＭ２３６１８２－３）序列、盘羊线粒体序列（藏盘羊ＪＸ１０１６５４．１、
帕米尔盘羊ＫＴ７８１６８９．１、Ｄａｒｗｉｎｉ盘羊ＫＸ６０９６２６．１、东方盘
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表１　各单倍型在各品种中的分布

品种
数量（只）

Ｈ１ Ｈ２ Ｈ３ Ｈ４ Ｈ５ Ｈ６ Ｈ７ Ｈ８ Ｈ９ Ｈ１０ Ｈ１１ Ｈ１２ Ｈ１３ 合计

塔什库尔干羊 ２ ２６ １ ２ ３ ４ ０ ０ ０ １ ０ ０ ２ ４１
和田羊 ２ １４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １７
多浪羊 ８ １３ ０ ０ ５ ２ ２ １ ０ ０ １ １ ０ ３３
合计 １２ ５３ １ ２ ８ ６ ２ １ １ １ １ １ ２ ９１

羊 ＮＣ０２０６５６．１、ＨＭ２３６１８８．１、加拿大盘羊 ＮＣ０１５８８９．１、
ＪＮ１８１２５５．１）、Ｖｉｇｎｅｉ（ＨＭ２３６１８６．１、ＨＭ２３６１８７．１、ＨＭ２３６１８９．１、
ＮＣ０２６０６４．１、ＫＦ９３８３６１）、摩弗伦羊（ＨＭ２３６１８５、ＫＦ３１２２３８．１、
ＫＦ９３８３６０．１、ＮＣ０２６０６３．１）、新 疆 地 方 绵 羊 阿 勒 泰 羊
（ＫＦ９３８３２０．１）、和 田 羊 （ＫＦ９３８３２２．１）、吐 鲁 番 黑 羊
（ＫＦ９３８３２４．１）、巴什拜羊（ＫＦ９３８３３０．１）巴音布鲁克羊

（ＫＦ９３８３３１．１）、多浪羊（ＫＦ９３８３３２．１）、哈萨克羊（ＫＦ９３８３３３．１）、
塔什库尔干羊（ＫＦ９３８３３７．１）、叶城羊（ＫＦ９３８３３８．１）。
　　由图４可知，单倍型Ｈ２、Ｈ３、Ｈ９、Ｈ１０、Ｈ１１和Ｈ１３属于Ａ
世系；单倍型Ｈ１、Ｈ４和Ｈ７与欧洲摩弗仑羊和亚洲摩弗伦羊
属于Ｂ世系；Ｈ５、Ｈ６和Ｈ８与塞浦路斯摩弗伦羊属于Ｃ世系；
Ｈ１２属Ｄ世系。
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２．７　３个品种间的遗传距离及系统发生树
利用ＭＥＧＡ５．０计算不同品种间遗传距离（表２），根据

遗传距离构建不同品种间 ＮＪ系统发生树（图５）。由图５可
知，塔什库尔干羊与和田羊关系较近，其次是多浪羊。

表２　３个品种间的遗传距离

品种
遗传距离

塔什库尔干羊 和田羊 多浪羊

塔什库尔干羊 — — —

和田羊 ０．００２ — —

多浪羊 ０．００４ ０．００４ —

３　讨论

绵羊的Ａ＋Ｔ含量为６４．２％，Ｃ＋Ｇ含量为３５．８％，Ａ＋Ｔ
含量高于Ｃ＋Ｇ含量；表明绵羊 ｍｔＤＮＡ－ＮＤ２基因含有大量
的碱基 Ａ和 Ｔ，存在一定的碱基偏倚性，与笔者前期研究结
果［９－１０］一致。

基因变异发生在密码子第１、２、３位置分别占９．０９％、
４．５５％、８６．３６％，与前期研究结果［９］一致。

转换颠换比７８．３８远大于３６．８１［９］和转换颠换比的临界
值２，说明新疆南疆地区地方绵羊 ＮＤ２基因序列突变可能未
达到饱和状态，转换随着遗传变异增加趋于饱和。

马丽娜等在蒙古羊和小尾寒羊上发现７７０位点上发生了
Ｔ到Ｃ的转换［１１］，本研究未发现此变异。

４３８、５０４、８３７、８７３位点核酸变异只出现在塔什库尔干羊
个体中，单倍型 Ｈ３、Ｈ４、Ｈ１０和 Ｈ１３也只分布于塔什库尔干
羊中，是否与其ＮＡＤＨ脱氢酶功能差异和低氧适应有联系，
仍需进一步研究。另外单倍型 Ｈ８序列在２９９位点和８８３位
点均发生突变。突变后ＮＤ２亚基空间结构差异不大，但是多
肽部分性质发生改变，是否影响线粒体呼吸功能有待进一步

探讨。

单倍型Ｈ１２只分布于多浪羊中，与 Ｄ世系聚在一起，表
明多浪羊存在世系Ｄ，与基于细胞色素ｂ的分析结果［９］一致。

和田羊未发现世系Ｃ，可能与研究样品数量偏少有关。
３个品种平均核苷酸多样度（Ｐｉ）为０．３５７％，塔什库尔干

羊、和田羊和多浪羊核苷酸多样度分别为０．３３０％、０．１３５％、
０．４６３％，低于赵倩君等［１２］、王昕等［１３］、张传生等［１４］基于细胞

色素ｂ研究的０．８０５％、０．６０２％、０．８５０％。但与笔者基于细
胞色素Ｃ氧化酶亚基Ⅰ（ＣＯⅠ）基因分析塔什库尔干羊的
０４２１％接近。

基于 ＮＤ２基因的系统发生树表明摩弗伦羊可能是家绵
羊世系Ｂ的野生祖先，与前人研究观点［５］一致。但是塞浦路

斯摩弗伦羊与是世系 Ｃ聚在一起，可能对世系 Ｃ有遗传贡
献，此观点有待进一步验证。另外塔什库尔干羊与和田羊关

系较近，其次是多浪羊，此观点与汤存伟等基于微卫星的分析

结果［１５］一致。
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