
　2007;33 (1) 蚕　业　科　学　　　CANYE KEXUE

收稿日期:2006 - 11 - 03

资助项目:国家重点基础研究发展计划 “ 973”项目 (编号 2005CB-

121000);江苏省自然科学基金前期预研重大项目(编号

BK2004206)。

作者简介:陈丽媛(1983 -),女 ,山东 ,硕士研究生。

E-m ail:liyuan3391@ 126. com

通讯作者:沈兴家 ,研究员 ,博士生导师。

Tel:0511-5616659, E-mai l:shenxj@ sricaas. com

家蚕地方品种线粒体基因组 A +T丰富区
的序列及分子进化分析

陈丽媛
1, 2
　赵巧玲

2
　沈兴家

2
　张志芳

2
　唐顺明

2
　徐安英

2
　张国政

2
　郭锡杰

1, 2

(1江苏科技大学 ,镇江　212003;　2中国农业科学院蚕业研究所 ,农业部家蚕生物技术重点开放实验室 ,镇江　212018)

摘　要　为了研究家蚕线粒体基因组 A+T丰富区的结构和家蚕品种的进化 , 用 PCR方法扩增了 12个家蚕(Bom-

byxmori)地方品种线粒体基因组 A +T丰富区及其侧翼序列 ,分离纯化后克隆到 pMD18-T载体进行测序。序列分

析表明 , 克隆片段长度约 1. 1 kb, 基因排列顺序与 C108线粒体相同 ,依次为 12S rRNA基因 3′端 、A+T丰富区 、 tR-

NAM et、 tRNA Ile、 tRNAG ln和 ND 2基因 5′端 ,在 tRNAG ln和 ND 2基因之间有 47 bp的非编码区。以日本野桑蚕 (B om byx

m andarina)为外群 ,用 Phy lip软件包构建了基于 12个家蚕品种线粒体基因组 A +T丰富区序列的 N J进化树。结

果显示 , 甘肃种单独聚为一群 ,其进化早于其它 11个品种聚成的类群 , 说明甘肃种是供试家蚕品种中进化最早的

品种。这一结果在分子水平上为黄河流域是家蚕品种的发祥地之一提供了证据 , 也进一步支持了家蚕品种的中国

起源说。对 A +T丰富区及其侧翼基因的结构分析表明 , 家蚕线粒体 12S rRNA和 ND 2基因都十分保守 , 14个品种

统计只分别发生 1个和 2个碱基转换;A +T丰富区中 (A +T)比例高达 94.9%以上 ,第 27 nt开始有 1个 T-串结

构 , 长度为 16 ～ 19 bp不等;同时还根据 3个 tRNA基因的核苷酸序列推定了其二级结构。
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Abstrac t　To study the struc ture o f A +T-rich region o fm itochondria l DNA (m tDNA) o f s ilkw orm , Bom byx

mori, and evo lu tion o f s ilkw orm race, theA+T-rich reg ions o fm tDNA from 12 loca ls ilkwo rm races w ere amp li-

fied by po lym erase cha in reaction (PCR) method and c loned in to pMD18-T vecto r a fter pur ifica tion fo r se-

quenc ing. Sequence ana lys is revea led that the c loned fragmen ts w ere about 1. 1 kb in length w ith the sam e

gene order as C108 m tDNA:3′-end portion o f 12S rRNA, A+T-rich reg ion, tRNAMet , tRNA Ile, tRNAG ln and 5′-

end portion o fND 2 success ive ly. Be tween tRNAG ln andND 2 the re was a 47 bp non-cod ing region. Mo lecu la r

phy logene tic ana lys is was ca rried out and a N-J tree

was construc ted based on the nucleo tide sequences

o f A +T-rich regions o fm tDNA from 12 loca l silk-

worm races w ith Phy lip so ftwa re package. The re-

su lts showed tha t Gansu race form ed one g roup by

itse lf and its evo lu tion was ea rlie r than the o ther

group fo rm ed by the o the r races, strong ly sugges-

ting that Gansu race is the ea rliest evo lvedBom byx
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mori race in the s tudy. And it d id the re fo re no t on ly provide an evidence in the m o lecu la r leve l fo r the theo ry

that the Ye llow R iver va lley was a t least one o f the o rig in ofBombyxm or i, but a lso support the theo ry o f Ch ina

o rigina tion. The 12S rRNA andND 2 genes o fB. mori m tDNA are h igh ly conserva tive and on ly one and two

base substitutions were occurred, respective ly, in the 14 races exam ined. In the A+T-rich region, the A+T-

con ten t was extreme ly h igh to ove r94. 9% and the re was a T-s tre tch ranging from 16 to 19 bps starting a t the

27 n.t The secondary structu res o f th ree tRNAs were deduced based on the ir nuc leotide sequences as we l.l

Key words　Bombyxm or i;M itochond ria l DNA;A+T-r ich region;Molecu la r evo lution;O rigina tion

　　后生动物线粒体 DNA(m tDNA)是一个闭合环

状的双链分子 ,分子量为 15 ～ 20 kb
[ 1]
。 m tDNA具

有分子量小 、便于实验操作 、变异速度快和很少重组

(母性遗传)等特点 ,被广泛用于种群遗传和物种分

子进化分析
[ 2 - 5]
。

动物 m tDNA控制区 (D-环 )因富含腺嘌呤 (A)

和胸腺嘧啶 (T),被称为 A +T丰富区。 A +T丰富

区是脊椎动物线粒体基因组序列和长度变异最大的

区域 ,它位于 tRNA
Pro
和 tRNA

Phe
之间 ,包含 H-链复

制起始区 (OH )、保守序列节段 (CSB)、L-链启动子

(LSP )、 H-链启 动子 (HSP )、终 止结 合 序列

(TAS)
[ 6, 7]
。昆虫线粒体 A +T丰富区的位置与脊

椎动物不同 , 如果蝇 (Drosophila melanogaster, D.

yakuba)位于小 rRNA和 tRNA
I le
之间 ,而且果蝇线粒

体 A +T丰富区中也存在保守序列
[ 8 - 13]
。虽然昆虫

中这些保守序列不同于脊椎动物 ,但是它们对 m tD-

NA的复制起着同样重要的作用 。果蝇 (D. melano-

gaster, D. imm igrans, D. virilis)、家蚕 (Bombyx mori)

等完全变态昆虫线粒体 A +T丰富区控制 m tDNA

的复制 ,它们的复制原点 (OR)的位置互不相同 ,但

是都在紧挨 A +T丰富区 T-串 ( thym ine nucleo tides

stretch, T-stretch)下游的数个核苷酸内 , T-串与昆虫

m tDNA复制原点的识别有关
[ 14]
。

研究家蚕线粒体基因组 A +T丰富区的结构 ,

不仅有利于阐明其复制机制 ,而且有助于阐明家蚕

品种的起源和进化关系 。利用 m tDNA蛋白编码基

因或 rRNA基因等分析蚕类分子进化已经有许多报

道
[ 15 - 18]
。本试验对 12个家蚕地方品种线粒体基因

组 A +T丰富区进行了克隆和测序 ,并以日本野桑

蚕 (Bombyx mandarina)为外群线粒体 ,对包含 C108

和青熟 (Ao juku)在内的 14个家蚕品种 m tDNA的 A

+T丰富区序列的进化关系进行了分析 。

1　材料与方法

1.1　材料及主要试剂

试验用的家蚕品种由中国农业科学院蚕业研究

所保存。家蚕品种 C108、青熟和日本野桑蚕线粒体

基因组相应序列引自 G enBank(表 1)。宿主菌

E. coli DH10B由本实验室保存 。克隆载体 pMD18-

T, Taq DNA聚合酶 、T4 DNA连接酶为 TaK aRa公司

产品 ,其它主要试剂为 G ibcoBRL公司产品 。核苷

酸引物合成 、测序均委托上海生物工程技术有限公

司完成。

1.2　m tDNA抽提

以刚孵化的蚁蚕为材料 ,参照文献 [ 19]的方法

并作改进提取 m tDNA ,溶于适量 pH 8.0的 1×TE ,

-20 ℃保存备用。

1.3　PCR引物设计及 A +T丰富区序列的扩增

通过分析已发表的家蚕 m tDNA控制区侧翼序

列 (G enB ank accession No.:AB070264, AB083339,

AY048187),设计 1对 PCR引物:P1, 5′-AAGGATC-

CGTATAACCGCAACTGCTGGCA-3′;P2, 5′-GATCT-

AGATGAGTTTGAAATTAGGGGGAT-3′。引物 P1、

P2分别对应于 C108 m tDNA第9 672 ～ 9 692 nt和互

补链 10 741 ～ 10 761 n t。

分别以各家蚕品种 m tDNA为模板 ,用上述引物

进行 A +T丰富区及其侧翼序列的 PCR扩增 。反应

体系 50μL, 94℃变性 4 m in后 ,按如下条件循环 35

次:94 ℃ 30 s, 55℃ 1 m in, 72℃ 1 m in 30 s。最后

72 ℃延伸 7 m in。

1.4　PCR产物的纯化

PCR产物进行凝胶电泳 ,按照文献 [ 20] 的方法

用 g lassm ik分离目的 DNA片段 , - 20 ℃保存备用 。

1.5　m tDNA控制区及其侧翼片段的克隆

在 T4 DNA连接酶的作用下 ,将纯化后包含 A

+T丰富区及其侧翼序列的片段连接到 pMD18-T

载体上。连接产物转化感受态的 E. coli DH10B , LB

培养基 37℃培养 10 ～ 12 h,挑取数个单菌落分别接

种到 3 mL液体 LB培养基中 , 37 ℃培养过夜 ,提取
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重组质粒 DNA ,用 Hin dⅢ酶切后凝胶电泳鉴定 ,将 正确的重组质粒从两个方向分别进行测序。

表 1　试验用家蚕品种的来源和系统

Table 1　The source and sy stem o f silkw orm races, Bom byxm ori, used in the experim ent

家蚕品种名称
Nam es of si lkworm races

编号 1)

S erialNo.
来源 /原产地
Sou rce or origin

系统及主要特性
System and basic

characteristics

GenBank登录号
AccessionN o.

中 108
C 108

1
日本
Japan

中系 ,二化性四眠
Ch inese b ivoltine

AB070264

三四
San si

2
中国(产地不详)
Ch ina (unknow n)

中系 ,有滞育多化
C hinese polyvo ltine

EF157997

大草
Daisou

3
日本
Japan

中系 ,二化性四眠
Ch inese, b ivoltine

EF157991

邯郸种
H andanzhong

4
中国河北

H ebei, Ch ina
中系 ,二化性四眠
Ch inese b ivoltine

EF157993

迈索尔
M ysore

5
印度
Ind ia

热带 ,多化性四眠
Tropica lpo lyvoltin e

EF157995

大造
Dazao

6
中国广东 、广西

Guangdong andGuangxi, Ch ina
热带 ,二化性四眠
T rop ical b ivo ltine

EF157992

萨尼斯
San isi

7
俄罗斯
Russia

欧系 ,一化性四眠
E uropean monovo ltine

EF157996

余杭二化
Yuhang b ivoltine

8
中国浙江

Zhe jiang, Ch ina
中系 ,二化性四眠
Ch inese, b ivoltine

EF158000

沿河 1号

Yanh e 1
9

中国贵州

Gu izhou, Ch ina

中系 ,一化性三眠
Ch inese m onovoltine

EF157999

新昌 12号

X in chang 12
10

中国浙江

Zhe jiang, Ch ina

中系 ,一化性四眠
Ch inese m onovoltine

EF157998

安康 4号
Ankang 4

11
中国陕西

Shaanxi, C hina
中系 ,一化性三眠
Ch inese m onovoltine

EF392866

甘肃种
Gansu zhong

12
中国甘肃

Gan su, Ch ina
中系 ,一化性三眠
Ch inese m onovoltine

EF158001

兰 5
Lan 5

13
中国浙江

Zhe jiang, Ch ina
中系 ,多化性四眠
C hinese polyvo ltine

EF157994

青熟
Ao juku

14
日本
Japan

日系 ,二化性四眠
Japanes b ivoltine

AB083339

日本野桑蚕
Japanese Bombyx m andarina

15
日本
Japan

染色体 n=27
Ch rom osom e n=27

AB070263 /
NC003395

　1)表 2的编号相同。

1)The serial num bers are th e sam e in th e Tab le 2.

1.6　序列分析

测序结果用 B last软件在 NCB I等数据库进行

搜索 ,并与已发表的 C108等家蚕品种 m tDNA序列

进行比较 ,用 DNA star 5.0软件包中的 EditSeq软件

及目测进行序列拼接
[ 21]
。进化分析以 G enB ank公

布的日本野桑蚕作外群 ,先用 C lustalX 1.83软件排

列 14个家蚕品种 m tDNA 控制区序列
[ 22]
;再用

Phy lip3.66软件包分析 ,采用邻近法 (N J)构建进化

树 ,遗传距离以二元法 (K imura 2-parameter)计算 ,

进化树采用 Boo tstrap ing法估算 (100个重复 )
[ 23]
;
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最后由 TreeV iew软件阅读
[ 24]
。

2　结果与分析

2.1　家蚕 m tDNA(A +T)丰富区及其侧翼片段的

扩增与纯化

PCR产物的凝胶电泳结果显示 ,所有扩增反应

均获得 1个特异性片段 ,其大小约为 1.1 kb(图 1)。

经凝胶电泳分离后 ,按照上述方法进行纯化。

M. DL 2 000m arker　 1, 2. 分别为安康 4号和

甘肃种 m tDNA PCR扩增片段的 H ind Ⅲ 酶切片段

3. 甘肃种 m tDNA PCR扩增片段

M. DL 2 000 marker　 1 and 2 w ereH indⅢ d iges tion

fragm en ts of PCR p rudu cts from m tDNA of

Ankang 4 and Gan suzhong, respectively

3. PCR fragm en t am p lified f rom Gansu zhong m tDNA

1　家蚕 m tDNA(A+T)丰富区及其侧翼片段的 PCR扩增

F ig. 1　Amp lification of A+T-rich region and its flank from

m tDNA s o fBombyx mori by PCR

2.2　家蚕 m tDNA(A +T)丰富区及其侧翼片段的

克隆

将纯化后的 PCR产物直接克隆到 pMD18-T载体

上 ,转化感受态 E. coli DH10B ,每个家蚕品种获得数

个重组质粒。用 HindⅢ酶切重组质粒后进行凝胶电

泳鉴定。由于在载体和扩增片段 702 ～ 707 bp之间

各有 1个 HindⅢ酶切位点 ,当用 Hin dⅢ酶切重组质

粒时 ,正向连接获得约 0.73 kb和 2.67 kb 2个片段

(图 2),反向连接则获得 0.42 kb和 3.38 kb 2个片

段 (图略 )。每个供试品种选择 1个重组质粒测序。

M. λDNA /H indⅢ m arker　 1、 2. 分别为含安康 4号和

甘肃种 m tDNA片段的重组质粒 H indⅢ 酶切片段

M. λDNA /H indⅢ m arker　1 and 2 w ereHindⅢ d iges tion

fragm en ts of th e recom binated p lasm id s contain ing

m tDNA fragm en t am p lified from m tDNA ofAnkang 4

and Gan su zhong, respectively

图 2　家蚕 m tDNA(A +T)丰富区及其侧翼片段

克隆的酶切鉴定

F ig. 2　 Identification of recombinated plasm ids containing

the A +T-rich region and its flank ofm tDNA from

Bombyx mori byH in dⅢ d ige stion

2.3　家蚕 m tDNA控制区及其侧翼片段的序列分析

序列测定结果 ,克隆的家蚕 m tDNA片段长度为

1 088 ～ 1 091 bp,经 B last搜索以及与 C108 m tDNA

序列比对 ,这些片段包含的基因依次为 12S rRNA

基因 3′端部分 、A +T丰富区 (D-loop)、 tRNA
M et
、

tRNA
I le
、 tRNA

G ln
和 ND2基因 5′端部分 ,其中 tRNA

G ln

和 ND2基因之间有一段 47 bp的非编码区。基因排

列顺序与 C108 m tDNA相同。图 3为家蚕品种安康

4号克隆片段序列 , 1 ～ 189 bp为 12S rRNA基因 ,

190 ～ 683 bp为 A +T丰富区 , 684 ～ 751 bp为 tR-

NA
M et
(AUG)基因 , 750 ～ 815 bp为 tRNA

Ile
(AUC)基

因 , 813 ～ 881 bp互补链为 tRNA
G ln
(CAA)基因 , 882

～ 928为非编码序列 , 929 ～ 1 090 bp为 ND2基因 5′

端序列。

用 M egA lign和 C lustalX 1.83软件对 12个家蚕

品种的克隆片段序列及 GenB ank公布的 C108和

Ao juku相应序列分析 ,家蚕品种间核苷酸序列的同

源性非常高 ,均在 99%以上 ,其中:C108、兰 5和青

熟三者完全一致;沿河 1号和大造与 C108相比 ,只

在控制区的 T-串和 A-串 (Adenine-串 )长度上有 1 ～
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2个碱基的差异。在 14个品种中 ,共检测到 19个

碱基替换(15个转换 , 4个颠换 )和 1个碱基缺失 ,

碱基替换发生比例为 0.124%,主要分布在控制区

部分 (表 2)。

下划线表示 T-串 ,阴影表示 A-串 ,方框为 TATA框。

The underlined part and sh aded part ind icates a t-stretch and a-stretch of the d-loop, respect ively.

The boxed part indicats a pu tative tata box ofND 2 gene p rom oter.

图 3　家蚕品种安康 4号线粒体基因组 A +T丰富区核苷酸序列

F ig. 3　Nucleotide sequence o fA +T-rich reg ion of m itochondria lDNA from Ankang 4 silkw orm , Bombyx mori

表 2　家蚕线粒体基因组 A+T丰富区及其侧翼序列碱基替换与分布

Table 2　Base pair substitu tions and the ir distribution in theA +T-rich reg ion o fm itochondria lDNAs from silkwo rm s, Bom byx mori

编号
Num-
ber

碱基替换的位置 / n t

S ite of base pair subs titu tion

78 233 236 273 281 286 330 347 369 379 437 576 630 676 719 735 870 988 1 023

1 C T T A A A A T A G T A T A T G T C C

2 C …

3 A C

4 G G G

5 C

6

7 G

8 C

9

10 G T

11 G G T

12 T G G A T

　“…”表示碱基缺失;兰 5和青熟 与 C108一致。

“…” ind icates the absence of nucleotide. Nucleotide sequen ces of Lan 5 and Aojuku are identicalw ith that ofC 108.
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2.3.1　12S rRNA基因的位置　无脊椎动物线粒体

基因组 12S rRNA和 16S rRNA基因的位置不同于脊

椎动物线粒体基因组。家蚕 mtDNA的 12S rRNA和

16S rRNA基因的位置与果蝇线粒体基因组相同 ,位

于 tRNA
Leu
与 (A +T)丰富区之间 ,中间有 tRNA

V al
相

隔。本试验克隆片段中包含 12S rRNA基因的 3′端

部分 189个核苷酸 ,在 14个家蚕品种(含 C108和 Ao-

juku)中有 13个品种完全一致 ,只有甘肃种在第 78 nt

处发生了 C-T转换 ,说明 12S rRNA基因在家蚕品种

间是非常保守的。同时 , 12S rRNA基因 3′端序列中

(A +T)的含量高达 87.3%, (G +C)只占 12.70%,

与脊椎动物线粒体 rRNA的特性相似。

2.3.2　A +T丰富区的结构　动物 m tDNA控制区

因富含 A和 T,被称为 A +T丰富区 ,它是线粒体基

因组序列和长度变异最大的区域。但是在 14个家

蚕品种间 A +T丰富区仍然相当保守 ,其核苷酸序

列的同源性均在 98.2%以上 ,其中 C108、兰 5和青

熟 3个品种完全相同。该区段 (A +T)比例高达

94.9%以上 ,而 (G +C)含量不足 5.1%。供试的

14个品种在该区段第 27 n t开始均有 1个 T-串结

构 ,长度为 16 ～ 19 bp不等;末端有 1个 11 ～ 12 bp

的 A-串结构 。分析表明该区段序列共发生 13个碱

基替换 ,其中 10个转换 、3个颠换 ,品种间的分布 0

～ 4个不等 ,平均每个品种 1个左右 。家蚕品种间

A +T区序列的差异主要来自 T-串和 A-串长度的

差异 。

2.3.3　 tRNA基因及其二级结构　克隆片段中 ,紧

挨 A +T丰富区 3′端的是 3个 tRNA基因:tRNA
M e t

(AUG)、 tRNA
Ile
(AUC)和 tRNA

G ln
(CAA)(互补链 ),

基因之间有 2 ～ 3 bp的重叠。线粒体 tRNA也能形

成典型的三叶草形结构。根据安康 4号线粒体 tR-

NA基因的核苷酸序列 ,推测了其编码的 tRNA二级

结构 ,如图 4所示的 3个 tRNA的氨基酸接受臂碱

基配对正确 ,而其它各臂碱基对存在错配现象。

粗体字母表示反密码子

The b lock letters indicate the anticodons

图 4　推定的家蚕品种安康 4号 3个 tRNA的二级结构

F ig. 4　The putative seconda ry struc tures o f three tRNA s fo rm m tDNA ofBombyx moriAnkang 4

2.3.4　ND2基因的保守性　线粒体中 ND2基因是

高度保守的基因
[ 18]
,对 14个家蚕品种线粒体基因

组 ND2基因 5′端序列的分析结果 , 12个品种完全

一致 ,只有安康 4号和甘肃种分别在基因的 58 nt和

93 n t处发生了 1个 C— T转换 。在 ND2基因 5′侧

翼有一段 47 bp的非编码序列甚至比 ND2基因更保

守 ,不仅 14个家蚕品种完全相同 ,而且与日本野桑

蚕也相同 。在 47 bp序列中包含 1个原核启动子的

特征基序 TATAAT,位于 ND2基因编码区上游 - 22

～ - 18 nt处 ,推测该段序列可能是 ND 2基因的启

动子 。

2.4　家蚕 A +T丰富区序列的进化分析

用 Phy lip3.66软件邻近法 (N J)构建进化树 ,以

二元法计算遗传距离 ,采用 Boo tstraping法对进化树
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(100个重复)进行评估 (图 5)。在进化树中 ,日本

野桑蚕单独聚为一群(A), 14个家蚕品种聚为一群

(B)。在 B群中 ,甘肃种单独聚为一个亚群 (B1),

其分化早于其它 13个品种组成的亚群(B2),而且 ,

亚群分支节点上的支持率高达 100%,说明这种进

化的可能性较大。用 Phy lip3.66软件最大似然法

(M ax imum Likelihood)构建进化树在类群和亚群的

聚类上有相似的结果(数据略 )。

兰 5和青熟 A +T区序列与 C 108一致。节点数据为 Bootstraping法对 100棵树评估的支持率。

e A+T-rich regions ofm tDNAs from Lan 5 and Aojuku s trains are iden ticalw ith that of C108. The statistical support for each node on the tree

w as evoluated by using bootstraping method (100 rep licat ion s) w ith Phy lip3. 66 softw are package.

图 5　用邻近法构建的基于 14个家蚕品种线粒体基因组 A +T丰富区序列的进化树

F ig. 5　NJ tree based on sequence s of A+T-rich reg ions o fm itochondria lDNAs from 14 Bombyxm ori strains

3　讨论

3.1　进化分析序列的选择

动物线粒体基因组共编码 13个蛋白质 (或亚

基)、 22个 tRNA ,蛋白质基因中细胞色素 b基因

(Cytb)、细胞色素 C氧化酶 3个亚基的基因 (COX 1、

COX 2、COX 3)最保守 ,同源性最高 ,不同物种间可达

80%左右;其次保守的是 rRNA基因;而 ATP合酶 2

个亚基的基因(ATP 8、ATP 6)、NADH氧化还原酶 7个

亚基的基因(ND1、ND2、ND3、ND4、ND4L、ND5、ND6)

的变异较大
[ 25]
。因此 , Cy tb、COX 3和 rRNA等基因

的核苷酸或氨基酸序列常被用于物种进化分析 ,而这

些保守码基因在同一物种的不同品系间更加保守。

本试验中 14个家蚕品种线粒体 12S rRNA基因 3′端

189 bp和 ND2基因 5′端 162 bp序列比较结果 ,有 12

个品种的序列同源性为 100%,只有甘肃种和安康 4

号在 2个基因中各有 1个碱基的替换 ,而且 ND2基因

中的碱基替换为同义突变 ,并不影响氨基酸序列 ,说

明这 2个基因的序列不适用于家蚕种内地方品种(品

系)间的进化关系分析。鉴此 ,本试验选择了碱基替

换率相对较高的线粒体 A +T丰富区序列作为进化

分析的基础。

3.2　分析方法和外群的选择

用于分子进化分析的软件很多 ,每种软件都有

其特点和不足 。本试验在 C lusta lX进行序列排列后

选用 Phy lip软件包进行分析 。进化树的构建方法主

要分为两类:一是独立元素法 (D iscrete character

methods),包括最大简约性法 (M ax imum Parsimony

methods)和最大似然法 (M ax imum Likelihood me th-

ods);二是距离依靠法(D istanceme thods),包括除权

配对法(UPGMAM)和邻位相连法 (N J)。N J法是一

种常用的算法 ,它构建的进化树相对准确且计算快

捷 ,缺点是序列上的所有位点都被同等对待 ,而且分

析的序列进化距离不能太大
[ 23 ]
。因此 ,外群的选
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择对构建的进化树的可靠性有很大的影响 。

已有的研究表明 ,在进化距离上家蚕与野桑蚕

比家蚕与其它昆虫近
[ 16, 26]
,而家蚕与中国野桑蚕的

进化距离最近 ,与日本野桑蚕的进化距离相对较

远
[ 27]
。由于家蚕与中国野桑蚕的进化距离过近 ,部

分基因序列甚至比家蚕品种间还要近 ,不适合做家

蚕地方品种进化分析的外群 ,所以本试验选用日本

野桑蚕为外群。

3.3　家蚕线粒体基因组 A +T丰富区的结构及其

进化关系

家蚕虽然线粒体基因组 A +T区中 , A +T的含

量高达 94.9以上 ,而 G +C的含量不足 5.1%。虽

然 A +T区是物种间线粒体基因组序列和长度变异

最大的区域 ,但是它在家蚕种内仍然相当保守 , 14

个品种共检测到 13个碱基替换 (10个转换 3个颠

换 ),核苷酸序列的同源性均在 98.2%以上 ,有的品

种甚至完全相同 。家蚕线粒体基因组 A +T区有 1

个 16 ～ 19 bp的 T-串结构 ,与 m tDNA复制原点的识

别有关 ,而复制原点位于 T-串结构互补链下游的 7

个核苷酸内
[ 14]
。

“家蚕起源于中国 ”的学说已经成为学界的共

识
[ 28, 29]
,最近几年的分子生物学研究从分子水平上

为 “家蚕起源于中国古野桑蚕 ”提供了有力的证

据
[ 17, 18, 27]
。然而 ,对于家蚕起源的地域性和化性分

化却一直存在着争论 。日本学者吉武根据对家蚕不

同地理品系的生化分析和 V avilov的起源中心说 ,提

出了 “中国一化性品种为起源 ”的学说;而我国学者

蒋猷龙根据我国气候的演变和历史文物的考证 ,提

出了 “中国多化性多中心起源 ”学说 ,即家蚕由中国

黄河 、长江和珠江流域等地的多化性及热带多化性

品种进化而来。目前学术界对于家蚕起源比较一致

的观点是 “从多化(性 )到一化 (性 )”。华北野桑蚕

为三化性的事实是对多化性起源的一个有力的证

据
[ 29]
。但是 ,对于家蚕品种的地域起源问题 ,学术

界仍然存在家蚕起源黄河流域的 “一中心 ”学说和

多地域起源的 “多中心 ”学说。

甘肃种为我国西部地区黄河上游甘肃省的地方

品种 ,蚕茧为天然橘红色 ,独特的色彩使其易于其它

品种相区别 ,继代饲养中不容易被混杂 ,品种相对较

纯 。本试验利用 Phy lip软件 ,以家蚕线粒体基因组

中变异最大的 A +T丰富区核苷酸序列为基础 ,采

用 N J法构建了家蚕地方品种的进化树。分析结果

显示 ,在包含中国地方品种 、日本品种 、欧洲品种和

热带多化性品种的全部试验品种中 ,甘肃种的进化

早于试验的其它 13个品种。说明甘肃种是本试验

研究的家蚕品种中进化最早的品种。这一结果在分

子水平上为黄河流域是家蚕品种的发祥地之一提供

了证据 ,也进一步支持了家蚕品种的中国起源说 。

虽然本试验中也使用了贵州的地方品种沿河 1

号 ,但并未如以往的研究
[ 17]
那样成为独立的组群。

然而两者与 “多中心”起源学说并不矛盾 。同一个

家蚕品种在不同的分析中之所以出现不同的结果 ,

可能有多方面的原因:一是分析所用的核苷酸序列

不同;二是外群 (参照)选择上的差异;三是还可能

与品种的复杂有关。家蚕的驯化至少已经有 5000

年以上的历史 ,由于数千年中地球气候的变化和家

蚕在长期的人工饲养 、选择以及传播 (如古丝绸之

路)过程中 ,品种变化非常复杂 ,从而给家蚕品种间

进化分析带来一定的难度 。正因为如此 ,就需要开

展更多和更深入的研究 ,通过大量的分析比较 ,才能

获得比较真实地重现家蚕进化历史的分子树 ,阐明

家蚕的地域起源和品种进化 。
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