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贵州３个地域苗族人群ｍｔＤＮＡ９ｂｐ序列缺失频率
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　　摘　要：目的　分析贵州３个地域苗族人群线粒体ＤＮＡＣＯⅡ／ｔＲＮＡＬｙｓ基因间小非编码Ｖ区串联重复序列９ｂｐ缺失频率。

方法　采用聚合酶链反应聚丙烯酰胺凝胶法（ＰＣＲＰＡＧＥ）及ＤＮＡ序列分析法进行检测。结果　从江岜沙、黔西沙井、威宁龙街

等３个地域苗族人群缺失频率分别为１９．１５％（９／４７）、４２．５％（１７／４０）和２９．５５％（１３／４３）；岜沙苗族人群与沙井苗族人群９ｂｐ缺

失频率比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　３个地域苗族人群ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失基因频率较高，不同地域苗族人群间缺失

频率有一定差异。
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　　贵州是一个多民族聚居的地区，有１７个世居少数民族，其

中苗族人口最多，占全国苗族总人口的５０％左右。苗族人群

线粒体ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）９ｂｐ序列缺失标记

可能对追踪该民族人群的亲缘关系和迁移路线有所帮助。因

为ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失是一个非常有价值的多态性位点，其标准

序列是２个串联重复的９ｂｐ序列（ＣＣＣＣＣＴＣＴＡ）
［１］，有３种

突变型：长型（标准序列前有４个Ｃ加入），短型（仅有单拷贝９

ｂｐ序列，即９ｂｐ缺失），３型（有３拷贝９ｂｐ重复）
［２］。研究发

现，ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失是亚洲人及起源于亚洲的人种的特

征［３］，其缺失频率呈现的地理趋势能很好地与史前该地区人类

迁移路线相符，现将贵州３个地域苗族人群１３１例男性的

ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失频率的检测分析结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　采集来自贵州从江岜沙、黔西沙井、威宁龙街

等３个地域苗族人群１３１例男性个体血样，详见表１。所选对

象均为当地健康居民，家系３代内为同一民族，彼此之间无亲

缘关系。采样符合知情同意原则。血样均为ＥＤＴＡＫ２ 抗凝，

－７０℃暂存至提取基因组ＤＮＡ。

１．２　ＤＮＡ提取、定量及标化　按常规酚氯仿法抽提基因组

ＤＮＡ，溶于ＴＥ；紫外吸收法定量后取少量统一标化浓度为５０

ｎｇ／μＬ，－２０℃保存备用。

１．３　ｍｔＤＮＡ９ｂｐ的ＰＣＲ扩增及ＰＡＧＥ检测　依据 ｍｔＤＮＡ

修订的剑桥标准序列（ｒｅｖｉｓｅｄｃａｍｂｒｉｄｇｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅ，

ｒＣＲＳ）
［４］，用软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物Ｐ１／Ｐ２（序列见

表２）进行ＰＣＲ扩增。２５μＬＰＣＲ反应体系组成为：１０×ＰＣＲ

ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５μＬ，４×ｄＮＴＰ（每种２．５

ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物各０．４μＬ，ＤＮＡ聚合酶１．０

Ｕ，模板ＤＮＡ５０ｎｇ。ＰＣＲ循环条件：９４℃变性３０ｓ，５８℃退

火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，循环３０次。ＰＣＲ产物用１０％聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离，银染后观察结果。

表１　　３个苗族人群样本概况

人群 狀 采样地点 语系 语族

岜沙苗族人 ４７ 从江岜沙 汉藏语系 苗瑶语族

沙井苗族人 ４０ 黔西沙井 汉藏语系 苗瑶语族

龙街苗族人 ４４ 威宁龙街 汉藏语系 苗瑶语族

１．４　ｍｔＤＮＡ９ｂｐ分型结果测序验证　随机选取经 ＰＣＲ

ＰＡＧＥ技术检测为标准型和９ｂｐ缺失短型的样本各５例，用

引物Ｐ３／Ｐ４（序列见表２）进行ＰＣＲ扩增，产物由北京鼎国昌盛

生物技术公司完成序列测定。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ检测结果　经过ＰＣＲＰＡＧＥ检测，１３１例样本的

ＰＣＲ反应产物的电泳图谱中只检测到２种基因型，分别为１０９
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ｂｐ和１００ｂｐ（图１），分别对应标准型和９ｂｐ缺失的短型。

表２　　引物序列及其他参数

引物 序列
温度

（℃）

产物片段

大小（ｂｐ）

Ｐ１

Ｐ２

５′ＧＣＣＣＧＴＡＴＴＴＡＣＣＣＴＡＴＡ３′

５′ＧＴＡＡＡＧＡＧＧＴＧＴＴＧＧＴＴＣ３′
５８ １０９／１００

Ｐ３

Ｐ４

５′ＡＣＴＴＴＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡＣＧＡ３′

５′ＡＴＴＴＡＧＴＴＧＧＧＧＣＡＴＴＴＣ３′
２５８／２４９

　　产物片段大小分别为标准型、９ｂｐ缺失短型。

　　Ｍ：ＤＮＡ标准分质量参照物，ｐＵＣ１８ＤＮＡ／ＭｓｐＩ（５０１、４８９、４０４、

３５３、２４２、１９０、１４７、１１０、８９ｂｐ）；１～３、７～８：标准型扩增产物；４～６：短

型扩增产物。

图１　　ｍｔＤＮＡｒｅｇｉｏｎⅤＰＣＲ产物的ＰＡＧＥ电泳图

２．２　序列测定结果　结果显示：标准型扩增产物的核苷酸序

列与相对应的剑桥序列一致，即存在２个串联正向重复的９ｂｐ

序列（ＣＣＣＣＣＴＣＴＡＣＣＣＣＣＴＣＴＡ），而９ｂｐ缺失短型扩增

产物只有１个拷贝的９ｂｐ序列，即存在９ｂｐ缺失。见图２（Ａ、

Ｂ均为反向测序图）。

　　Ａ：标准型（双拷贝９ｂｐ重复）；Ｂ：短型（单拷贝９ｂｐ重复）。

图２　　ｍｔＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶ区序列分析结果（反向测序）

２．３　ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失频率　贵州岜沙、沙井、龙街３个地域

苗族人群ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失频率见表３。

表３　　贵州３个地域苗族人群ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失

　　　　频率分布情况

地域 狀 缺失个体 缺失频率（％）

从江岜沙 ４７ ９ １９．１５

黔西沙井 ４０ １７ ４２．５

威宁龙街 ４４ １３ ２９．５５

总数 １３１ ３９ ２９．７７

　　：犘＜０．０５，与黔西沙井苗族人群ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失频率比较。

３　讨　　论

姚永刚等［５］对中国多民族群体的研究发现，其缺失频率由

南向北、沿海向内陆呈现递减的梯度分布。不同地区不同民族

的ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失频率是各异的。本研究的３个苗族人群

的缺失频率与台湾的高山族（４１．４６％）
［５］相比较低，与广州汉

族的缺失频率相近（２０．８％）
［６］，而较中原民族如河南汉族的缺

失频率高（１５．８８％）
［７］。北方的一些少数民族，如现代罗布人

（８．３％）
［８］、维吾尔族（３．３％）

［９］、塔吉克族（１．４３％）
［１０］缺失频

率均比本研究的这３个民族低，差异经统计学分析已达到显著

水平（χ
２＝８．８４５，χ

２＝９．４９９，χ
２＝２３．３２４，犘＜０．０５），同一地区

的不同民族其ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失频率是有区别的，如前期本课

题研究贵州地区蒙古族（９．６％）、羌族（７．７％）
［１１］都低于本研

究，并且差异有统计学意义（χ
２＝８．２８０，χ

２＝１０．０９４，犘＜

０．０５），水族
［１２］与本研究的苗族平均缺失率相近，而瑶族的缺

失频率高达５８．２％
［１３］，高于本文的苗族平均缺失频率，差异有

统计学意义（χ
２＝１７．９７２，犘＜０．０５）；不同地区的同一民族其

ｍｔＤＮＡ９ｂｐ 缺 失 频 率 也 各 异，广 西 苗 族 缺 失 频 率 为

３３．０１％
［１４］，高于本研究，但差异无统计学意义。而贵州不同

地区的苗族缺失频率也是有所差别，本文３个地区的苗族缺失

频率就有所差异，其中从江岜沙苗族与黔西沙井苗族的差异有

统计学意义（χ
２＝５．６２３，犘＜０．０５）。苗族历史悠久，由于战

争、政治、经济等原因，历史上曾经历过大幅度、远距离、长时期

的迁徙。自秦、汉时期有苗族先民进入贵州，经过唐、宋、元、

明、清千余年的流动和迁徙，苗族的分布初步形成了今天的格

局［１５］。世居苗族主要分布在黔、湘、滇、川、桂、鄂、渝等１０个

省区，而贵州省已成为苗族的主要聚居区，人口占全国苗族总

人口数的５１．３％，是全省少数民族中人口最多的民族。苗族

有自己的语言，属汉藏语系苗瑶语族苗语支。苗语分３大方

言，即东部方言、中部方言、西部方言。不同方言的人，语言互

不相通。贵州从江属中部方言的南部土语分支，贵州黔西属西

部方言川黔滇次方言，贵州威宁属西部方言滇东北次方言，因

此方言的隔离可能导致遗传结构有所差异。此外，从江县所在

的黔东南苗族侗族自治州有众多的苗族、壮族，而贵州的少数

民族有着大杂居、小聚居的特点，所以从江苗族与黔西苗族、威

宁苗族有差异，并且与黔西苗族的差异有统计学意义，推测可

能是黔东南苗族与本课题前期研究的当地侗族（１３．５４％）（数

据另行报道）有基因交流所致。总之，本次对贵州苗族人群

ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失频率的研究有助于贵州苗族人群遗传结构

的组成，并进一步为贵州苗族的起源、迁徙过程奠定基础。
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的释放。

综上所述，术中泵入右美托咪啶可有效地调节ＣＰＢ瓣膜

置换术中炎症介质的释放，从而抑制由此引起的炎症反应的程

度。进一步探讨在ＣＰＢ时右美托咪啶的抗炎机制及由此产生

的器官保护作用均为今后值得研究的课题。
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