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贵州９个少数民族线粒体 ＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶ及
Ｙ染色体 ＤＹＳ２８７位点多态性研究

任凌雁，何　燕，张　婷，王婵娟，官志忠，单可人
（贵阳医学院分子生物学重点实验室，贵州 贵阳 ５５０００４）

摘　要：调查贵州９个世居少数民族线粒体ＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶ以及Ｙ染色体 ＤＹＳ２８７位点多态性情况，为贵州相关
少数民族的遗传背景研究提供可参考的分子遗传学数据。采用 ＰＣＲ－聚丙烯酰胺凝胶 （ＰＣＲＳＤＳＰＡＧＥ）技术、
ＰＣＲ－琼脂糖凝胶电泳技术检测线粒体ＲｅｇｉｏｎＶ９ｂｐ序列的缺失、Ｙ染色体 ＤＹＳ２８７位点多态性。结果显示在本
次研究的９个少数民族中线粒体 ＤＮＡ的ＲｅｇｉｏｎＶ发现２种多态性，即标准型和缺失性，仡佬族、畲族、壮族、
仫佬族、毛南族、蒙古族、回族、羌族、满族线粒体 ＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶ９ｂｐ缺失频率分别为：２６６％、２５％、
２０％、１８３％、１３３％、１０％、８３％、６７％、５％；Ｙ染色体ＤＹＳ２８７多态显示：仡佬族、仫佬族ＹＡＰ＋携
带率分别为２０％、１６７％，其余民族全部显示为ＹＡＰ－。研究获得贵州９个民族人群线粒体ＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶ及Ｙ
染色体ＤＹＳ２８７位点多态数据，为各民族群体遗传分析及起源等提供相关遗传背景资料。
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　　近年来，利用线粒体 ＤＮＡ （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）和 Ｙ染色体多态位点对不同人群
进行比较，从而使人类进化和群体遗传研究得到较

大发展。人类ｍｔＤＮＡ极少发生重组，有效群体小，
能严格的执行母系遗传。单核甘酸多态性 （Ｓｉｎｇｌｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）是人类变异最常见
的一种，由于其密度高，遗传稳定等特点，ＳＮＰ被
认为是第三代遗传标记而广泛应用［１］。ｍｔＤＮＡ上
ＣＯⅡ／ｔＲＮＡＬｙｓ基因间的非编码区Ⅴ中存在一个９ｂｐ
序列 （ＣＣＣＣＣＴＣＴＡ）缺失的多态位点［２］，研究显

示不同地域人群ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失频率有很大差别，
是检测人类群体多态性的主要标志之一。Ｙ染色体
是父系遗传，并且大部分不发生重组，是分析人类

起源、迁徙的重要工具。其中Ｙ染色体ＤＹＳ２８７位
点是一个应用广泛，具有较高研究价值的多态位

点，检测其阳性率可以研究不同民族群体的遗传关

系。贵州是一个多民族省份，世居少数民族达１７
个，本次研究就１７个世居少数民族中的毛南族、
畲族等９个民族作 ｍｔＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶ以及 Ｙ染色体
ＤＹＳ２８７位点的多态性检测，分析这９个民族群体
的遗传多态性。

１　材料与方法
１１　样本采集

根据知情同意原则，分别采集贵州平塘毛南

族、麻江畲族、黔西仡佬族、麻江仫佬族、威宁回

族、刚边壮族、黔西满族、石阡蒙古族、江口羌族

各６０份血液标本，采血对象均３代内无族外通婚，
彼此间无亲缘关系男性，ＥＤＴＡ·Ｋ２抗凝。
１２　方法
１２１　ＤＮＡ提取　按照酚氯仿法提取外周血白细
胞ＤＮＡ，定量标化至１００ｎｇ／μＬ后于－２０℃保存。
１２２　ｍｔＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶ的扩增及序列测定　引物
序 列：Ｆ　 ５ＡＣＴＴＴＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡＣＧＡ３，Ｒ ５
ＡＴＴＴＡＧＴＴＧＧＧＧＣＡＴＴＴＣ３，ＰＣＲ反应体系为 ２５
μＬ，包括：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２５μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２１５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ
上下游引物各０４μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶０４Ｕ（北
京天根生化有限公司），ＤＮＡ模板１００ｎｇ。ＰＣＲ循
环参数为９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２
℃ ３０ｓ，３０个循环，７２℃ ５ｍｉｎ。扩增产物用聚丙
烯酰胺凝胶检测。序列测定交由上海生工生物工程

技术服务有限公司完成。

１２３　Ｙ染色体 ＤＹＳ２８７位点的扩增及琼脂糖凝
胶电泳检测　ＹＡＰ引物序列Ｆ：５’ＣＡＧＧＧＧＡＡＧ

ＡＴＡＡＡＧＡＡＡＴＡ３’，Ｒ：５’ＡＣＴＧＣＴＡＡＡＡＧＧ
ＧＧＡＴＧＧＡＴ３’，２５μＬＰＣＲ反应体系组成为：１０
×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１５μＬ，４
×ｄＮＴＰ（每种１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，引物各０５μＬ，
ＤＮＡ聚合酶１０Ｕ（北京天根生化有限公司），模
板ＤＮＡ１００ｎｇ。ＰＣＲ循环条件：９４℃变性 ４０ｓ，
５１℃退火４０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，循环３０次。ＰＣＲ
产物用ｗ＝２％琼脂糖凝胶电泳分离。

２　结　果
２１　ｍｔＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶ缺失多态类型检测与分析

在ＰＣＲ检测中未见非特异扩增，并且获得 ２
种带型，即２５８（双拷贝９ｂｐ型）和２４９ｂｐ（９ｂｐ
缺失型），结果见图１。扩增产物测序结果与相对
应的剑桥序列一致，结果见图２。检测的９个民族
（各６０份）：仡佬族、畲族、壮族、仫佬族、毛南
族、蒙古族、回族、羌族、满族 ｍｔＤＮＡ９ｂｐ缺失
个数分别为：１６、１５、１１、８、６、５、４、３。

图１　ｍｔＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶＰＣＲ产物电泳结果
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｒｅｇｉｏｎＶｉｎｍｔＤＮＡ
Ｍ：ＤＮＡ标准相对分子质量参照物，Ｐｕｃ１８ＤＮＡ／ＭｓｐⅠ
（５０１、４８９、４０４、３５３、２４２、１９０、１４７ ｂｐ）；１、２、
７：标准型扩增产物；３、４、５、６：缺失型扩增产物

Ａ：标准型　　　Ｂ：缺失型
图２　ｍｔＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶ序列分析结果
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｒｅｇｉｏｎＶｉｎｍｔＤＮＡ

２２１
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图３　贵州９个少数民族ｍｔＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶ缺失频率比较
Ｆｉｇ３　ＴｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｔＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶｄｅｌｅｔｉｏｎｉｎ

９ｅｔｈｎｉｃｇｒｏｕｐｓｏｆＧｕｉｚｈｏｕ

２２　Ｙ染色体ＤＹＳ２８７多态类型
在ＰＣＲ－琼脂糖凝胶电泳检测中，未见非特

异扩增，获得２种带型，４５５ｂｐ（ＹＡＰ＋）和 １５０
ｂｐ（ＹＡＰ－）见图４，即发现仡佬族、毛南族分别
有１２例、１例ＹＡＰ＋，其余民族均为ＹＡＰ－。

图４　Ｙ染色体ＤＹＳ２８７位点ＰＣＲ产物电泳结果
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅＤＹＳ２８７ｓｉｔｅｓ

Ｍ：ＤＮＡ标准相对分子质量参照物，ＭａｒｋｅｒⅠ （６００、

５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ）；１、２、３、６、７：ＹＡＰ－；

４、５：ＹＡＰ＋

３　讨　论
３１　贵州９个民族 ｍｔＤＮＡ的 ＲｅｇｉｏｎＶ区９ｂｐ分

布特点

ｍｔＤＮＡ的ＲｅｇｉｏｎＶ区是位于８２７２－８２８９核
苷酸之间 ２个串联的重复序列，其中一个由于
ＤＮＡ复制过程中滑链错配而丢失。学者认为９ｂｐ
序列的缺失起源于亚洲并且是亚洲人群的特征［３］，

并且其分布与种群、地域有关。就我国民族 ９ｂｐ
缺失频率分析，台湾汉族 ９ｂｐ缺失频率高达 ４０
％［４］，均高于本次研究的９个民族，而广州汉族的
缺失频率 （２０８％）［５］与本次研究的蒙古族、回
族、羌族、满族相差较大；西北边的一些少数民

族，如朝鲜族 （９４３％）、维吾尔族 （３３％）、塔

吉克族 （１４３％）、现代罗布人 （８３％）［６－９］与本
次研究的回族、羌族、满族、蒙古族的缺失频率相

近，与仡佬族等相差较大。这与姚永刚得出的结论

是一致的。

从贵州世居民族的支系划分来看，畲族据记载

是属于瑶族的一个分支，壮族、仡佬族、仫佬族、

毛南族来源于古老的百越部落，其中仡佬族是贵州

特有的少数民族，自商周时期就有记载。而蒙古

族、回族、羌族、满族则是属于北方部落的民族。

本次研究发现，起源于百越、苗瑶支系的民族 ９ｂｐ
缺失频率是高于北方起源的民族的。但是同为北方

民族的西北蒙古族的缺失频率 （４％）［４］低于贵州
蒙古族，而贵州的满族与辽宁的满族 （６６７％）［４］

缺失频率相接近，究其原因可能是这些民族群体在

迁徙过程中与其他群体发生基因融合造成的。

从中国民族的语系划分来看，壮语、仫佬语、

毛南语、仡佬语属于壮侗语系；畲语属于苗瑶语

系；蒙古语、满语属于阿尔泰语系；羌语属于汉藏

语系；而回语属于印欧语系。本次研究中，壮族、

仫佬族、毛南族、仡佬族９ｂｐ缺失频率是接近的，
畲族与苗瑶语系的苗族如雷山苗族 （２５２７％）［１０］

的缺失频率也相近，但是同为阿尔泰语系的蒙古族

与满族、同为汉藏语系的羌族与贵州汉族

（１１４３％）［４］的缺失频率较大，尽管差异没有达到
显著水平。

３２　贵州９个民族Ｙ染色体ＤＹＳ２８７多态类型分析
ＤＹＳ２８７位点是位于 Ｙ染色体长臂 ｑ１１的一个

Ａｌｕ序列插入多态，是Ｙ染色体特异区的双等位基
因位点，由于 Ａｌｕ插入事件在进化史中仅发生过一
次，故ＹＡＰ－被认为是祖先型［１１］，可以用于鉴定

稳定的遗传谱系关系。ＤＹＳ２８７位点也是具有地
理、种群分布的特异性，不同地区或者不同民族其

ＤＹＳ２８７位点的 ＹＡＰ＋频率不同。在我国藏族人群
的 ＹＡＰ＋频率为 ４１５％［１２］，普米族更是高达

７２３％［１３］，均远高于本次研究。不同地区的同一

个民族其 ＹＡＰ＋表现也是有差异的，如蒙古族、回
族。内蒙古的蒙古族和甘肃回族 ＹＡＰ＋频率分别为
４３％［１３］、３２３％［１４］，而云南和贵州的蒙古族和

回族 ＹＡＰ＋频率均为０。
从民族起源来看，属于北方部落的蒙古族、回

族、羌族、满族，他们中回族和满族在其主要居住

地发现 ＹＡＰ＋，但是可能在迁徙过程中 ＹＡＰ＋被稀
释以致于迁徙到贵州的民族群体中没有发现

ＹＡＰ＋；同属百越系统的壮族、仡佬族、仫佬族、
毛南族中，本次研究发现了仡佬族和毛南族携带
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ＹＡＰ＋，其余民族 ＹＡＰ＋均为零，分析其原因可能
是仡佬族和毛南族作为一个独立的群体与当时迁入

的南方的汉族群体发生了基因交流所致，而其他百

越系统的民族群体由于其古代部落没有携带

ＹＡＰ＋，加上地理环境与周围隔绝造成了奠基者效
应。从语言学分类上看，蒙古族、满族的 ＹＡＰ＋携
带率与同属阿尔泰语系的鄂伦春族［１５］、哈萨克族

的频率一样均为零；毛南族和仫佬族都属于壮侗语

系侗水语支，其亲缘关系应该很近，本次研究中毛

南族 ＹＡＰ＋的频率为 １６７％，仫佬族未发现
ＹＡＰ＋，可能是由于实验中抽样误差所致。畲族虽
然与苗族同属苗瑶语系，但是各自的 ＹＡＰ＋携带率
是有较大差异的，苗族 ＹＡＰ＋频率为 １１８％［１３］，

畲族为零，推测由于奠基者效应在本次研究的畲族

群体中起到了作用。

总之，通过本次实验，获得了贵州９个世居少
数民族 ｍｔＤＮＡＲｅｇｉｏｎＶ以及 Ｙ染色体 ＤＹＳ２８７位
点多态型数据，为我省少数民族的起源及迁徙提供

了一定的遗传背景资料。
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