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摘要：本研究借助鹿和牛基因组序列，通过同源序列比较的方法研究远缘物种基因组不同区域的微小变异，包括单碱基突变、
小片段插入和删除。研究结果验证了基因组功能区的点突变和删除变异相对非功能区是保守的普遍性结论。点突变变异与删
除变异在鹿、牛基因组不同区域上表现强的正相关性。比较近缘物种人、黑猩猩基因组点突变变异数据，表明牛、鹿基因组的功
能区和非功能区突变速率各自保持大致恒定，符合分子钟理论。
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Abstract：In this study, sika deer genome sequence was used to compare with the cattle reference genome using the methods
of homology comparison, which was used to identify the Micro- Variation in different regions between distant species genomes
in the past. These Micro- Variations consisted of point mutation variations (SNP) and small nucleotide insertion and deletion
variations (Indel). The results verified the general conclusion that the variations of SNP and Indel in the functional regions are
more conservative than in the non- functional regions. Also, the results showed a strong positive correlation between the SNP
variations and Indel variations among different regions. The variation data between human and chimpanzee are compared
with those of this study. The results verified that the mutation rate has kept in consistent in the genome functional regions and
non- functional regions respectively. The results validated once again the theory ofmolecular clock.
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在物种漫长的形成和演变进程中，基因组水平

上的同源区域之间积累了大量的微小变异，主要包

括单碱基突变（SNP）、小片段的插入和删除（Indel）。
这些微小变异提供了物种形成的原始动力，其变异

程度与物种亲缘关系远近有直接关系，决定了物种

之间在体形外貌和生理结构等方面的差异，是物种

多样性的本质体现。基因组水平上的 SNP和 Indel
变异研究在近缘物种之间已经广泛开展，特别是人
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其中，Contigs序列代表鹿基因组序列。Contigs的匹
配碱基总量约为 0.79Gbp，如果排除哺乳动物基因

组序列中约 50%重复序列和多拷贝序列，鹿基因组
数据中仅一对一匹配的序列碱基量约为 0.81Gbp

与黑猩猩基因组之间的变异研究[1，2]。随着新一代高
通量测序技术的快速发展，越来越多的物种基因组

序列相继完成，因此，提供更多的机会去比较远缘物

种（与人、黑猩猩亲缘关系相比）的基因组序列来研
究 SNP和 Indel变异。
化石信息和分子数据研究表明，反刍类物种中的牛

和鹿共同祖先在大约 2500~2800万年前开始分化[3]，早

于人与黑猩猩分化时间（500~700万年）2 000万年。
按照分子钟理论，物种的进化时间与 DNA等分子进
化速度成一定的线性关系，或者说 DNA分子进化速
率保持恒定性[4]。为此，本研究拟利用梅花鹿基因组序
列和牛基因组参考序列为研究对象，研究远缘物种基

因组不同区域的 SNP和 Indel变化规律及其特点，并
与近缘物种人、黑猩猩之间的变异数据进行比较。本研
究的基因组不同区域包括基因间的间隔区（Inter-
genic），其中的基因上游 5 000bp区（Upstream）和基
因下游 5 000bp区（Downstream）以及外显子（Ex-
on）、内含子（Intron）编码区（Coding）和外显子中的上
游非翻译区（5′- UTR）和下游非翻译区（3′- UTR）。其
中，编码区和调控区属于功能区，基因间隔区和内含

子区属于非功能区。

1 材料与方法
1.1 材料
中国梅花鹿基因组序列数据（利用 SOLiD测序

技术对中国梅花鹿基因组进行了全鸟枪法测序，组

装后得到约 400 万个 contigs，包含的碱基总量约
1.62Gbp）和牛基因组参考序列（Ensemble网站下载，

版本 UMD3.1，格式 FASTA）及牛基因组结构注释信
息（GTF格式文件）。
1.2 方法
自定义 Python脚本，依据 GTF格式的基因结构

注释信息，从牛基因组参考序列中分别提取并产生

基因组不同区域的 FASTA格式序列文件。利用
RepeatMasker 软件（http://www.repeatmasker.org/）和
牛重复序列数据库分别对鹿基因组序列和牛基因组

不同区域序列中的重复序列进行硬掩盖。然后，利用
MUMmer v3 软件包（http://mummer.sourceforge.net/）
中的 mucmer软件将鹿基因组序列和牛基因组不同
区域序列进行比对。为了降低同源序列匹配的假阳
性，要求比对相似性 85%以上，如果同一区域序列
发生多次匹配，利用 MUMmer v3 软件包中的
delta- filter软件筛选最好的序列匹配作为候选。最
后，利用MUMmer v3软件包中 Show- SNPs软件进一
步对 mucmer软件输出的结果文件进行格式化，产
生包含 SNP和 Indel变异的可读文件。
自定义 Python脚本，对鹿、牛基因组不同区域
包含的 SNP位点和包含 1~6个碱基的插入和删除
（1~6bp Indel）分别计算 SNP变异百分率（SNP数量
除以总序列比对数量的百分率）和 1~6bp Indel变异
百分率（插入和缺失的碱基数量除以总序列比对数

量的百分率）。

2 结果与分析
2.1 鹿、牛基因组不同区域比对
鹿、牛基因组不同区域序列的比对结果见表 1。

注：Contigs序列代表鹿基因组序列。 Note:Contigs represents deer genome sequence

表 1 鹿 、牛 基 因 组 不 同 区 域 序 列 的 比 对 结 果
Table 1 The alignment summary in different regions between deer and cattle genome sequences

区域
Regions

Contigs
5′- UTR
3′- UTR
Coding
Exon
Intron
Upstream
Downstream
Intergenic

匹配对数量（个）
Number of alignment

2 155 791
1,746
11 292
66 412
73 833
415 329
103 561
102 731
1 416 242

匹配碱基总量（bp）
Total of base
792 653 019
244 896
3 426 694
10 411 808
13 172 447
148 888 636
30 937 307
34 067 748
517 712 958

平均匹配长度（bp）
Average length of alignment

368
140
303
157
178
358
299
332
366
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2.3 鹿、牛基因组不同区域的 1~6bp Indel
统计分析表明（图 2），基因组中的不同区域中

的 Indel百分率随 Indel长度的增加而减少。按照
1~6bp Indel百分率含量，可以将基因组不同区域划

（1.62Gbp×50%），表明鹿与牛大部分同源单拷贝序
列相似性在 85%以上。基因组中 5′- UTR区域 GC
含量偏高[5]，SOLiD测序 GC含量高的序列区域会出
现覆盖率偏低的现象[6]，导致鹿基因组序列中低覆盖

率的 5′- UTR序列难以组装，进一步导致表 1中的
5′- UTR序列的匹配数量和碱基总量比 3′- UTR 序
列少，平均匹配长度也相对短。如果考虑重复序列约
占基因组的 50%和 Exon区域测序偏倚，表 1中的
Exon序列和 Contigs序列碱基量比值将从 1.67%降
到 1%左右，这与人外显子测序报道相一致[7]，进一

步表明哺乳动物基因组中 Exon区域约占整个基因

组的 1%。另外，Coding和 Exon功能区的平均匹配
长度偏短，其它非功能区匹配长度偏长，这些结果也

与哺乳动物基因组上不同区域结构相一致。
2.2 鹿、牛基因组不同区域的 SNP转换 /颠换比率
统计分析表明（图 1），鹿、牛基因组之间的 SNP
转换 /颠换比率为 1.98:1，符合转换 /颠换比率为 2:1
的规律。然而，Coding和 Exon功能区转换 /颠换比
率都显著高于 2。分析可知，牛、鹿基因组中具有相
同功能的同源基因在选择压力下，同义密码子之间

的大部分碱基突变是转换而不是颠换。其它非功能
区的转换 /颠换比率也接近 2:1。
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图 1 鹿、牛基因组不同区域的 SNP转换 / 颠换比率（Ts/Tv）
Figure 1 The rate of SNP transversion/transition in different regions between deer and cattle genome sequences

注：横坐标表示 1~6bp的 Indel。 Note: x- axis represents 1~6bp Indel.

图 2 鹿、牛基因组不同区域的 1~6bp Indel 百分率及其分布
Figure 2 The percentage of 1~6bp Indel in different regions between deer and cattle genome sequences
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分为 3组，第 1组仅包括 Coding区，该区域中出现
的 Indel百分率极低，原因是 Coding区编码氨基酸，
Indel突变很可能导致移码突变，进而影响蛋白质生
物活性，对基因功能破坏极大且大多数是致命的。更
值得注意的是，6bp Indel百分率比 4bp和 5bp Indel偏
多，这可能是由于 6bp Indel（3个碱基编码 1个密码
子）不容易导致移码突变而使整个蛋白质生物活性完

全消失；第 2组包括 5′- UTR区和 Exon区，5′- UTR区
在蛋白质翻译过程中起到重要调控作用，Indel变异
对其也有重要影响，1~6bp Indel百分率在 3组中处
于中间水平；第 3组包括所有其它无功能基因组区
域，1~6bp Indel百分率接近相同且在 3组中最高。

2.4 鹿、牛基因组不同区域的 SNP和总 1~6bp Indel
统计分析表明（图 3），Coding区的 SNP 和总

1~6bp Indel百分率都低于其它不同区域，特别是总
1~6bp Indel百分率更低，Exon区和 5′- UTR区的 SNP
和总 1~6bp Indel百分率也相对较低，这些都是基因组
中重要的功能区或调控区。有趣的是，3′- UTR调控区
与其它非功能区相比，SNP百分率要低，而总 1~6bp
Indel百分率却相当，这可能与蛋白质翻译终止的特
殊结构序列的进化相关。
2.5 鹿、牛基因组不同区域 SNP与总 1~6bp Indel
的相关关系

统计分析表明（图 4），SNP与总 1~6bp Indel百

图 3 鹿 、牛 基 因 组 不 同 区 域 的 SNP 和 总 1~6bp Indel 百 分 率 及 其 分 布
Figure 3 The percentage of SNP and 1bp~6bp Indel in different regions between deer and cattle genome sequences
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图 4 鹿、牛基因组不同区域 SNP 百分率与总 1~6bp Indel 百分率的相关关系
Figure 4 Plots of percentage of SNP in different regions between deer and cattle genome sequences against 1~6bp Indel
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（上接第 4页） 分率呈现强的正相关关系，皮尔逊
相关系数为 0.92。以人和黑猩猩基因组之间 1Mbp
非重叠窗口统计所有的 SNP和 Indel百分率，同样
得出 2种变异呈现正相关关系，皮尔逊相关系数是
0.64 [7]。我们的结果也表明，SNP与 1~6bp Indel在
鹿、牛基因组不同区域之间有 85%的共同变异趋势。
2.6 鹿、牛与人、黑猩猩的基因组 SNP变异数据比较
在系统进化上，鹿、牛分属于鹿科和牛科，二者

遗传距离比人亚科中的人和黑猩猩遗传距离要大，

鹿和牛的分化时间与人和黑猩猩的分化时间大约相

差 2 000万年。在本研究中，鹿、牛基因组功能区
SNP百分率为 2.55%（图 3Coding区），非功能区 SNP
百分率为 5.13%（图 3Intron 区和 Intergenic 区平均
值），人、黑猩猩基因组的功能区 SNP 百分率为
0.86%，非功能区 SNP百分率为 1.57%[8]。鹿、牛功能
区 SNP百分率约是人、黑猩猩功能区 SNP百分率的
3.0倍，同样非功能区 SNP百分率也约是 3.0倍。另
外，在鹿和牛之间，非功能区 SNP百分率约是功能
区的 2.0倍，同样在人和黑猩猩之间，非功能区 SNP
百分率也约是功能区的 2.0倍。
这些结果显示，远缘物种功能区与非功能区序

列之间进化速率保持恒定，同样，近缘物种功能区与

非功能区序列之间也保持恒定；远缘与近缘物种之

间的同源功能区进化速率保持恒定，同样，远缘与近

缘物种之间的同源非功能区进化速率也保持恒定，

表明基因组不同区域序列的分子进化速率在不同种

系中恒定，符合分子钟理论。
本研究分析的是远缘物种鹿、牛全基因组的

1~6bp Indel数据，没有找到合适的人、黑猩猩的
1~6bp Indel参考数据，因此没有对 1~6bp Indel数据
做进一步地比较分析。

3 结语
本研究首先分析了组装的鹿基因组序列中的不

同区域的序列特点。然后，通过远缘物种鹿、牛基因
组不同区域的微小变异研究，得到如下结论：①相对
于非功能区变异，鹿、牛基因组功能区的变异更趋保
守；②基因组水平上的 SNP变异与 Indel变异有强
的正相关性；③鹿、牛与人、黑猩猩的基因组 SNP变
异数据比较结果支持分子钟理论。
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