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亚洲黑熊四川亚种（!"#$# %&’()%*+$# ,$-’+)+#’#）
线粒体 BCD合酶和亚基基因克隆及序列分析!

郝彦哲，杜玉杰，吴! 夏，张! 田，侯万儒
（西华师范大学 生命科学学院，四川 南充 EFG##"）

摘! 要：根据已报道的部分哺乳动物线粒体 BCD合酶 H# 亚基的相关信息设计引物，运用 D0I技术，首次从亚洲黑熊
四川亚种（!"#$# %&’()%*+$# ,$-’+)+#’#）的肌肉组织总 J5B中成功克隆了线粒体 BCD 合酶 H# 亚基 $（BCD$）和亚基 E
（BCDE）的序列，并对其进行了初步分析。结果表明：D0I 扩增产物的总长度为 KL" MN，其中 $L" MN 为四川黑熊
BCD$ 和 BCDE 基因的编码区。BCD$ 和 BCDE 基因存在一段长 LF MN的重叠区域。BCD$ 基因长 "#L MN，编码 EG 个
氨基酸残基的蛋白质，其蛋白分子质量为 G) K OJ，等电点为 %#) F*；BCDE 基因长 E$" MN，编码 ""E 个氨基酸残基的蛋
白质，其蛋白分子质量为 "L) $ OJ，等电点为 %#) EF。四川黑熊线粒体 BCD合酶 H# 亚基 $ 和亚基 E 与其他已报道的
部分哺乳动物具有很高的同源性。以基因序列为数据构建的进化树表明四川黑熊和美洲黑熊的亲缘关系最近。本

研究为在分子水平上探究黑熊线粒体基因组的遗传特点，探究物种进化关系和物种多样性提供了科学参考。
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! ! 亚洲黑熊又称为月牙熊、月熊、狗熊（!"#$# %&’.
()%*+$#），主要分布于俄罗斯、印度、尼泊尔、日本、朝
鲜、阿富汗和中国。亚洲黑熊在我国有 * 个地理亚
种，即指名亚种（西藏黑熊）（!"#$# %&’()%*+$# %&’()%*.
+$#）、长毛亚种（喜峰黑熊）（!"#$# %&’()%*+$# /*+.
’0)"）、四川亚种（!"#$# %&’()%*+$# ,$-’+)+#’#）、台湾
亚种（!"#$# %&’()%*+$# 12",2#*+$#）和东北亚种（!"#$#
%&’()%*+$# $##$"’3$#）［%］。关于黑熊分子方面的研究
国外开展较早，但多集中在北美熊类线粒体基因

组［"RL］；而国内有关黑熊的研究主要集中在形态学、

行为学与生态学等宏观领域［*RG］，分子方面的研究并

不多见［$RK］。

线粒体中的氧化磷酸化作用是在 * 种复合物
（复合物!，复合物"，复合物#，复合物$和复合
物%）催化下实现的。复合物 A 即为 BCD 合酶，
BCD合酶由 H% 和 H# 两部分组成，其中 H% 由核基因

编码，为该酶的活性中心；H# 由两个亚基组成，受线

粒体基因编码，即 BCD$ 基因编码亚基 $（BCD$）和
BCDE 基因编码亚基 E（BCDE）。对 %F 个线粒体基因
所编码蛋白的研究表明，BCDE 在线粒体基因组编码

的蛋白中具有最高的变异性［%#］。本实验以四川境

内的亚洲黑熊四川亚种（以下简称四川黑熊）为对

象，首次克隆得到了 BCD$ 和 BCDE 的基因序列并分
析了其序列特征，同时结合研究结果探讨了四川黑

熊与美洲黑熊、棕熊、北极熊、牛、狗和大鼠间系统发

生与演化上的关系，为从分子水平上探究黑熊线粒

体基因组的遗传特点，探究物种进化关系和物种多

样性等方面提供基础资料。

% 材料和方法
%) % 材料
所用材料为四川黑熊肌肉组织，取自四川省中

药材公司都江堰鹿场圈养的黑熊（E 头雌性四川黑
熊和 E 头雄性四川黑熊的肌肉组织样品）。将所取
材料保存于 G#S酒精溶液中。
%) " 方法
%) ") % J5B的提取! 用T’:,@’和 U+:14@’改进过的
蛋白酶 O V苯酚 V氯仿常规抽提法［%%］（抽提 J5B 所
用药品均购自成都天泰生命科技有限公司），即蛋

白酶 O消化、饱和酚一氯仿萃取、乙醇沉淀、C? 溶
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解；利用 !"#$% 核酸蛋白分析仪（美国 &’()*+, 公
司生产）测定 !-.的浓度；各个体的 !-.样品等量
混匀构建基因池；$ /保存备用。
01 21 2 引物设计3 根据已报道的美洲黑熊、棕熊和
北极熊的 .456 和 .45# 基因序列，设计扩增四川黑
熊的 .456 和 .45# 基因的引物：上游引物：789948
9..4.94.4....49.44:.8;；下游引物：78:4448
::4:.:49.44.::4:44.48;。
01 21 ; 基因的扩增、克隆及测序 3 采用 7% !< 59=
反应体系：>?9@2（ 21 7 *>A@）; !<，B-45C（ 21 7
*>A@）$ !<，0% D 59= &EFF’G 7 !<，G4+H !-.聚合酶
（7 " I !<）%1 27 !<，!-.提取物 2 !<，上下游引物各
0 !<，用灭菌双蒸水补充终体积至 7% !<。所用 59=
仪为德国 JKK’,BAGF 公司产的 >+CL’G 9M(@’G。反应条
件：N$ /预变性7 *O,，N$ /变性$% C’(，7% /退火;%
C’(，P2 /延伸 0 *O,，;%个循环。P2 /0% *O,，$ /保
存。01 %Q琼脂糖凝胶检测 59= 产物，用 :J< !A(4>

JR全自动凝胶成像分析系统记录结果。
用 S*’?+ 公司生产的 J1 T1 -1 . :’@ JULG+(LOA,

VOL 对 59= 产物进行回收纯化，将回收产物与
K>!0684载体（4+)+G+公司产品）0# /连接过夜，常
规方法转化 J1 (A@O W>@%N 感受态细胞，再于含氨苄
青霉素的平板上生长过夜，筛选转化子，用煮沸法提

取质粒，以质粒 !-.为模板，采用通用引物 >0; 进
行 59=扩增，检测克隆结果。选取 ; 个经鉴定的阳
性重组质粒在 .& ;P%% 型测序仪上进行测序。
01 ; 数据处理
采用:’,X(+,软件（YLLK：I I ?’,’C1*OL1 ’BEI :J-X9.-1

YL*@）对 !-.序列进行预测。采用 &@+CL21 0 软件（YL8
LK：I I ZZZ1 ,([O1 ,@*1 ,OY1 ?A\ I [@+CL I）进行序列的相
似性比较。采用 9@ECL+@Z 软件（YLLK：I I ZZZ1 ’[O1 +(1
E) I (@ECL+@Z I）进行多重序列比较。以 P 个物种的
.456 和 .45# 两个基因的序列结构为数据，利用
>J:. ;1 0 软件，以 -’O?Y[AG8WAO,O,?法和 "5:>.法
构建进化树。利用 JU5.XM 5GAL’A*O(C X’G\’G的软件
（ YLLK：I I +E1 ’UK+CM1 AG?）和 5GAL’A*O(C X’G\’G 软件
（YLLK：I I (E[O(1 [OA(1 (A@E*[O+1 ’BE I KG’BO(LKGAL’O, I）对
.456 及 .45# 蛋白的生化特性、蛋白质结构域和功
能位点进行预测和分析。

2 结果
21 0 59=产物

59=扩增产物用 0Q琼脂糖凝胶进行电泳分离，
可见清晰的特异性扩增条带（图 0）。将 59=扩增产
物测序，测得序列长度为 N$2 [K，与预期大小一致。

图 03 四川黑熊 .456 和 .45# 基因总扩增产物
]O?1 03 4Y’ 59= .*K@OFO(+LOA, =’CE@L AF .45#
+,B .456 :’,’ AF !"#$# %&’()%*+$# ,$-’+)+#’#

01 59= .*K@OFO(+LOA, =’CE@L；21 &@+,) 9A*K+GOCA,

21 2 序列分析结果
作者已向 :’,’&+,)数据库提交了该序列，登记

号为 !R$%2$P6。对 59= 产物序列分析表明：59=
扩增产物为 N$2 [K，包含四川黑熊 .456 及 .45# 基
因，其中编码区长 6$2 [K。.456 基因的 ;’端与
.45# 基因的 7’端存在长 $; [K 的重叠区域；.456
基因长度为 2%$ [K，:9 含量为 ;$1 ;Q，编码 #P 个
氨基酸残基；.45# 基因长度为 #62 [K，:9 含量为
$#1 0Q，编码 22# 个氨基酸残基。四川黑熊 .456
及 .45# 基因的起始密码子和终止密码子均分别为
“.4:”和“4..”。
21 ; 蛋白质生化特性和功能位点预测结果
蛋白生化特性预测结果表明：四川黑熊的 .456

蛋白和 .45# 蛋白的分子量分别是 P1 N V! 和 2$1 6
V!，其等电点分别是 0%1 ;7 和 0%1 #。
拓扑结构预测结果表明：四川黑熊的 .456 蛋

白含有 0 个蛋白激酶 9 磷酸化位点（图 2+）。.45#
蛋白含有 0 个 .45 合酶亚基 + 标记，2 个 -8十四酸
化位点，2 个 -8糖基化位点，0 个酪蛋白激酶"磷酸
化位点和 0 个蛋白激酶 9磷酸化位点（图 2[）。
21 $ 进化树的构建
以四川黑熊、美洲黑熊、棕熊、北极熊、牛、狗和

大鼠的 .456 和 .45# 基因的序列为数据，用最小进
化法（*O,O*E* ’\A@ELOA,）和非加权分组平均法（"58
:>.）两种方法分别构建进化树（图 ;+，图 ;[）。

; 讨论
将四川黑熊的 .456 和 .45# 基因与美洲黑熊、

棕熊、北极熊、牛、狗及大鼠相应基因进行对比发现：

四川黑熊与棕熊的 :9 含量最为接近，分别为
$;^ 7Q和 $$1 %Q，在牛、狗及大鼠中，四川黑熊与狗
的:9含量最为接近，分别为$; 1 7Q和$2 1 0Q。它
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图 !"# 四川黑熊等 $ 种动物的 %&’( 蛋白的功能位点预测结果
)*+, !"# &-. /.0123 45 ’6.7*83.7 9:36";74<"*: )."316.0 45 %&’( ’643.*: 546 %0*":

=2"8> =."6 ?*8-1": ?1@0A.8*.0 ":7 B3-.6 C ?A.8*.0

们 %&’( 和 %&’C 基因的起始密码子
均为“%&D”，终止密码子均为“&%%”。
将四川黑熊的 %&’( 和 %&’C 基因及
其编码蛋白的氨基酸序列与以上 C 个
物种的相应基因及编码蛋白的氨基酸

序列进行相似性比较（表 E），结果表
明：这 C 个物种的核酸序列和其所编
码蛋白的氨基酸序列都具有很高的相

似性，其中美洲黑熊与四川黑熊的相

似性最高。

四川黑熊等 $ 种哺乳动物的
%&’( 蛋白的拓扑预测结果（图 !"）表
明：除牛外其他物种 %&’( 蛋白都含有
蛋白激酶 F 磷酸化位点，但是其他物

图 !@# 四川黑熊等 $ 种动物的 %&’C 蛋白的功能位点预测结果
)*+, !@# &-. /.0123 45 ’6.7*83.7 9:36";74<"*: )."316.0 45 %&’C ’643.*: 546 %0*":

=2"8> =."6 ?*8-1": ?1@0A.8*.0 ":7 B3-.6 C ?A.8*.0
注：G&H;亚洲黑熊四川亚种；G%;美洲黑熊；G%/;棕熊；GH;北极熊；=&;牛；F);犬；

/I;大鼠；“ # # ”：I;十四酸化位点；“ , , , ,”：I;糖基化位点；“ ”：酪蛋白激酶!磷酸

化位点；“ # ”：蛋白激酶 F磷酸化位点；“［ # ］”：%&’合酶亚基 "标记。

I43.：G&H;3-. %0*": @2"8> @."6 ?*8-1": 01@0A.8*.0；G%;%<.6*8": @2"8> @."6；G%/;
@64J: @."6；GH; A42"6 @."6；=&; 84J；F);74+；/I;<410., # # ：I;<K6*034K2"3*4: 0*3.；, , , ,：

I;+2K840K2"3*4: 0*3.； ：F"0.*: >*:"0. 99 A-40A-46K2"3*4: 0*3.；# ：’643.*: >*:"0. F A-40;

A-46K2"3*4: 0*3.；［ # ］：%&’ 0K:3-"0. " 01@1:*3 0*+:"316.,

种的 %&’( 蛋白中都没有牛 %&’( 蛋
白所含的酪蛋白激酶!磷酸化位点
（位于 LM;N!）。%&’C 蛋白的拓扑预测
结果（图 !@）表明：四川黑熊和美洲黑
熊的 %&’C 蛋白功能位点完全一致，棕
熊和北极熊的 %&’C 蛋白功能位点完
全一致，其他物种间各位点均存在差

异。这些结果表明线粒体 %&’C 基因
有较快的进化速率。

以四川黑熊等 $ 种哺乳动物的
%&’(和 %&’C基因的序列为数据，用最
小进化法和非加权分组平均法两种方

法构建了进化树（图 O"，图 O@），并采用
自举（=443036"A）检验法来评价树中分
支的置信度。支上的数值为 !PPP 次自
举检验得到的对该支的支持百分数。

从图 O"和图 O@ 来看，两棵树的拓扑结
构一致，因此认为这两棵树的拓扑结构

都是正确的。H*:*<1< .Q4213*4: 树的
美洲黑熊和四川黑熊聚合这一支的自

举检验支持率为 C!R，G’DH% 树的这
一支自举检验支持率为 M!R，且该树中
熊类与狗聚合的这一支自举检验支持

率为 $MR，S*<@"22 .3 "2, 认为，置信度
大于 $PR 的进化支才是比较可靠
的［E!］，因此可认为 G’DH%树的这几支
数据更可靠一些。因为讨论中不涉及

牛和大鼠之间的系统发育关系，故不考

虑这两者聚合的分支的自举检验值，以

G’DH%树来进行讨论。图 O@ 表明，在
核酸水平上，这 $ 个物种中，四川黑熊
与美洲黑熊的系统发育关系最近。
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（!）" #$%$&’& ()*+’,$*%树" " " " " " " " " " " "（-）" ./0#1树

图 2" 3 个物种的 14/5 及 14/6 基因进化树
7$89 2 /:;+*8<%<,$= 4><< ?*> @<)<% @A<=$<BC14/5 !%D 14/6 0<%<：!9 -; #$%$&’& ()*+’,$*% #<,:*D；-9 -; ./0#1 #<,:*D
注：.4#E亚洲黑熊四川亚种；.1E美洲黑熊；.1FE棕熊；.#E北极熊；G4E牛；H7E犬；FIE 大鼠。支上的数值为 JKKK 次自举检验得到的对该

支的支持百分数。

I*,<：.4#E,:< 1B$!% -+!=L -<!> @$=:’!% B’-BA<=$<B；.1E1&<>$=!% -+!=L -<!>；.1FE->*M% -<!>；.#EA*+!> -<!>；G4E=*M；H7ED*8；FIE&*’B<9

表 N" 四川黑熊与其他 6 个物种的 14/5 及 14/6 基因及其编码蛋白的氨基酸序列相似性比较
4!-+< N" @$&$+!>$,; H*&A!>$B*% *? 14/5 !%D 14/6 ?>*& 1B$!% G+!=L G<!> @$=:’!% @’-BA<=$<B M$,:

O,:<> F<A*>,<D #!&&!+B !, ,:< %, !%D !! P<)<+

物种 @A<=$<B 14/5（%,） 14/5（!!） 14/6（%,） 14/ 6（!!） 0<%<G!%L 1==<BB$*% I*9

美洲黑熊 .>B’B !&<>$=!%’B 559 3Q 5K9 6Q RK9 KQ NKKQ 172K2NKR

棕熊 .>B’B !>=,*B 5S9 5Q 5J9 NQ 5R9 NQ RS9 2Q 172K2NNK

北极熊 .>B’B &!>$,$&’B 5S9 2Q 529 6Q 559 5Q RS9 2Q 172K2NNN

牛 G*B ,!’>’B 669 3Q 6N9 JQ 329 RQ 5S9 TQ 1UTJ6K5T

狗 H!%$B ?!&$+$!>$B 6R9 6Q 6J9 3Q 359 6Q 539 JQ 1U3JR55K

大鼠 F!,,’B %*>)<8$=’B 6R9 6Q TR9 3Q 3K9 2Q 359 5Q VNS5S5

" " 目前，科学界对美洲黑熊和亚洲黑熊的分类问
题有两种不同的观点，很多学者同意 /*=*=L 的意
见，依据鉴别特征上明显的差异，把二者划分为两个

不同的属［N2］。但 09 1NN<% 认为美洲黑熊与亚洲黑
熊有相同的牙齿构造和外部特征，因而认为美洲黑

熊与亚洲黑熊应归于同一属［NS］。另外，一些化石数

据也支持这一观点。根据对亚洲黑熊四川亚种、美

洲黑熊、棕熊和北极熊的 14/5、14/6 基因序列及其
编码蛋白的氨基酸序列的同源性比较及基因进化树

的分析结果，支持将美洲黑熊和亚洲黑熊归于同一

属。

本实验首次成功克隆出亚洲黑熊四川亚种的线

粒体 14/5 基因和 14/6 基因，并对基因结构及其所
编码蛋白的结构特征进行了初步分析，对黑熊线粒

体基因组的遗传特点、物种进化关系的研究和物种

多样性的分析具有重要意义。
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