
  Chinese Journal of Wildlife  2025，46（2）：269 - 280

Chinese Journal of Wildlife

http：//ysdw. nefu. edu. cn

大熊猫粪便中线粒体基因库特点研究
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摘 要

为了解大熊猫（Ailuropoda melanoleuca）肠道脱落细胞中线粒体DNA（mtDNA）的

异质性特点及其与年龄的关系，以 92只不同年龄的大熊猫粪便为材料，通过扩增子

高通量测序研究非编码的 D-loop 区、编码 rRNA 的 16S rRNA 区以及编码蛋白质的

ND1和ND2区的异质性。结果显示：D-loop区存在 3个异质性热点区段，突变碱基的

数量远远高于其他 3个编码区；D-loop区TS/TV小于 16S rRNA和ND两个编码区，表明

后两者较D-loop区受到更强烈的纯化选择；ND区第 3位密码子的突变频率显著高于

前两位，选择压力最低。此外，16SA3、ND1A6和ND2A7三个编码区的异质性可能与

年龄相关。上述结果表明，大熊猫粪便DNA的异质性突变构成了一个多样性较高的

线粒体基因库，突变在组织细胞水平上受到自然选择的作用。该线粒体基因库为揭

示动物适应性进化机制、个体对环境的适应方式、个体适合度和动物与肠道微生物

及环境的关系等提供一个全新的角度，也可能成为有潜力的大熊猫个体年龄预测

标记。
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Abstract：In order to obtain the heteroplasmy characteristics of mitochondrial DNA of intestinal exfoliated cells in the feces 

and its relationship with age in giant panda （Ailuropoda melanoleuca）， fecal samples of 92 giant pandas were collected， 

and analyzed heteroplasmy of partial D-loop， 16S rRNA and ND region， which represent the non-coding， rRNA coding and 

protein coding region by using amplicon massive parallel sequencing.  The results showed that heteroplasmic mutations 

took place across all regions studied， where D-loop carried the greatest number of heteroplasmic sites in three hot regions 

comparing to the other three regions.  TS/TV ratio was smaller in D-loop then in 16S rRNA and ND region， indicating the later 

regions were under stronger purifying selection than D-loop.  The mutation frequency of the third codon in ND region was sig⁃

nificantly higher than the first two codon， and the selection pressure was the lowest.  Meanwhile， the heterogeneity of the 

three coding regions 16SA3， ND1A6 and ND2A7 may be related to age.  These results suggest the fecal DNA of giant 

panda contain a mitogene pool with high diversity， and heteroplasmic mutations are selected at cell and tissue level.  The 

mitogene pool may provide novel insights into the adaptive evolution， individual fitness， response fashion to environments 

and interactions between animals and gut microbiota， and even become a potential novel marker to prediction age.

线粒体是真核细胞内重要的细胞器之一，由原

始真核细胞内共生的好氧菌进化而来，对细胞内能

量代谢、Ca2+缓冲和细胞的程序性死亡等具有至关重

要的作用［1］。它是一个由内外双层膜围成的细胞

器，拥有独立于核基因组的环状基因组，即线粒体基

因组（mitochondrial genome，mtGenome），也称线粒体

DNA（mitochondrial DNA，mtDNA）［2−3］。在哺乳动物

中，mtDNA长约 16. 5 kb，包括 1个控制区（D-loop区）

和 37个基因，编码 22种 tRNAs、2种 rRNA和 13个电

子传递链的蛋白亚基和ATP合成酶的 2个亚基。虽

然这些基因编码的蛋白质大约只占线粒体蛋白质总

量的 1%，但对线粒体氧化磷酸化和细胞能量转化是

必不可少的［4］。

每个细胞中线粒体的数量与其代谢水平密切相

关，代谢水平越高，线粒体数越多［5］；而每个线粒体

中也含有多个mtDNA拷贝，且拷贝数也与细胞状态

有关［6］。因而，每个细胞中都含有大量的 mtDNA 拷

贝。随着损坏的线粒体被不断清除，新线粒体被不

断复制出来，mtDNA 也在不断增殖和更新。在这一

过程中，合成新 mtDNA的 DNA聚合酶是 Pol γ，由于

该酶缺乏纠错能力，在链复制过程中经常出错，从而

易产生新的突变（de novo mutation）［7］。同时，在细胞

代谢过程中，细胞自身产生的氧化物质（ROS 等）和

从外界摄入的基因毒素（genotoxins）会损伤 mtDNA，

而受损mtDNA的修复也由Pol γ来完成，修复过程也

会产生新突变［8−9］。因而，一个细胞、组织、器官和个

体的mtDNA都包含大量突变体，这些突变体被称为

mtDNA 的异质性（heteroplasmy）［10−15］，它们的总和可

看作一个线粒体基因库（mitogene pool），其组成、数

量会对机体的适合度产生显著影响，具有适应意

义［16］。以往的研究通过利用 mtDNA 独特的进化方

式进行系统发育关系的重建［17］、遗传多样性的评

估［18］、种群遗传结构和种群间遗传关系的分析、物种

及杂交个体的鉴定［19−20］等，但关于线粒体基因库的

研究则十分少见。

大熊猫（Ailuropoda melanoleuca）是举世瞩目的

明星物种，经过半个多世纪的努力，种群得到显著恢

复，已从濒危（EN）转为易危（VU）［21］。但是，围绕大

熊猫这一生物学特性非常明显的物种开展的科学研

究继续向着纵深发展，如组装了大熊猫高质量的参
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考基因组［22−23］，揭示了其演化与亚种分化历史［24］、低

代谢率的适应机制［25］、特殊食性的进化机制［26−28］，以

及代谢组学和脂肪组学特性所反映的适应机制

等［29−31］。线粒体基因库又提供了一个新的角度来探

究大熊猫生理、发育、衰老和适应背后的基因组学机

理，为进一步保护大熊猫提供新的科学依据。

大熊猫粪便是最易得的材料之一，可通过粪便

获得大熊猫肠道上皮脱落的细胞 DNA［32］。这些肠

道上皮细胞主要来自大肠［33−34］，包括大肠上皮中吸

收性上皮细胞、分泌性杯状细胞和肠内分泌细胞

等［35］。肠上皮细胞的更新速度极快，3～5 d 就会完

全更新一次［36］。海量的细胞增殖也伴随着线粒体及

其基因组的海量增殖，所产生的突变均累积在子代

上皮细胞中［37］。这些子代细胞完成使命后脱落到肠

腔，随粪便排出体外。有研究表明，小鼠每 24 h脱落

的肠上皮细胞数可达 2 × 1011个［38］。所以，利用粪便

中数量庞大的肠道上皮细胞，足以精准检测和研究

mtDNA的异质性。

本研究利用 92只大熊猫的粪便DNA，通过 PCR
和扩增子高通量测序方法，研究其肠道上皮组织中

mtDNA D-loop 区异质性的空间分布特点，初步揭示

这一区段突变和选择的特点，为深化对线粒体基因

库的认识提供资料。

1　材料与方法

1. 1　样本采集

从中国大熊猫保护研究中心都江堰、核桃坪和

耿达 3个基地内采集 92只大熊猫的粪便样本，大熊

猫为 22～357 月龄，包括雌性 57 只，雄性 35 只。粪

便在排出后 1～3 h内收集，装在自封口样品袋中，于

冰箱中-20 °C 冷冻保存，然后放于干冰中冷链运输

到实验室，继续在冰箱中-20 ℃保存。

1. 2　粪便DNA的提取

用无菌手术刀或剪刀，从每个粪便样本前端、中

段和后端 3 个不同部位切取表层样品，用 CP513 型

电子天平（OHAUS，美国）称取 180～220 mg 放于      
2 mL 无菌离心管内。粪便总 DNA 的提取采用本团

队创建的方法（专利号：ZL 202010037073. 3），主要

步骤包括：（1）向装有粪便样本的 2 mL 离心管中加

入 500 μL 10 mmol/L 的 PBS 溶液，使样本充分浸泡

约 10 min，随后加入 125 μL 5% 的 SDS，震荡使粪便

与溶液快速混合均匀，瞬时离心后于室温下静置   
20 min，4 000 r/min 离心 10 min，吸取全部上清液到

新的 1. 5 mL离心管内。（2）用 AxyPrep Genomic DNA 
Mini Kit（Axygen，美国）从上清液中提取总 DNA，完

全按照试剂盒说明书操作。提取后的DNA用Nano⁃
Drop 2000 超微量紫外分光光度计（Thermal Fisher 
Scientific，美国）测定DNA浓度。

1. 3　mtDNA异质性分析

1. 3. 1　大熊猫线粒体基因组上部分区段的 PCR
扩增

课题组在此前的研究（尚未发表）中发现，在线

粒体基因组上，D-loop、16S rRNA、ND1 和 ND2 四个

区域的异质性频率明显高于其他区域，且在不同个

体间能够表现出明显的差异性，因此本研究针对这 
4区在大熊猫物种上进行具体研究。4个区域分别代

表非编码区（D-loop区）、rRNA编码区（16S rRNA区）

和蛋白质编码区（ND1和 ND2区），设计 PCR引物分

别扩增 5 个片段（表 1）。把引物序列通过 NCBI-
BLAST排除扩增线粒体DNA核拷贝（Numt）的可能。

引物由吉林省库美生物科技有限公司合成。每个片

段的扩增均在 50 μL 体系中进行，包括：Phanta Max 
Super-Fidelity DNA Polymerase（南京诺唯赞生物科

技有限公司）1 μL、2× Phanta Max Buffer 25 μL、dNTP 
Mix （10-3 mol/L each）1 μL、上下游引物（10-6 mol/L）
各 1 μL、DNA 模板 4 μL（～80 ng 总 DNA）及去离子

水 17 μL。用 9700 型 PCR 扩增仪（Applied Biosys⁃
tems，美国）扩增，程序：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性

15 s，Ta ℃退火 15 s，72 ℃延伸 30 s，30 个循环；循环

结束后，72 ℃延伸 5 min。扩增结束后，取 4 μL扩增

产物在 1. 5% 琼脂糖凝胶上 100 V 下电泳 50 min，
SYBR Safe 染 料 染 色（Thermal Fisher，USA），以

DL2000（TaKaRa，大连）为分子质量 marker，在紫外

光下观察扩增产物的大小。

此外，mtDNA 的异质性主要是单个拷贝水平的

变异分析，因为高通量测序会引入一定的误差［39］，因

此，需要对这一误差进行估算并将其从序列中消除

才能保证异质性数据的真实性。因此，以大熊猫

mtDNA 基因组为模板设计 3 对引物：MG3-2、MG4-1
和MG5（表 1），分别扩增 4 434、7 283、6 062 bp片段。

扩增条件与前述 5 对引物相同，但每个循环的延伸

时间为4 min。

271



野 生 动 物 学 报 第46卷

1. 3. 2　PCR产物的高通量测序

对每只个体D-loop、16S rRNA、ND1和ND2四个

区域的扩增产物切胶回收（Axygen，USA）。测序文

库构建采用 MGIEasy 酶切 DNA 文库制备试剂套装

（华大智造，中国）。用文库制备试剂盒中的末端修

复组分（ERAT Buffer 和 ERAT Enzyme Mix）对 DNA
进行末端修复和添加 dA 尾。用文库制备试剂盒中

的 Ligation Buffer 和 DNA Ligase 在 DNA 片段两段连

上接头，将连接产物进行磁珠纯化回收。将回收产

物用 PCR Enzyme Mix 和 PCR Primer Mix 进行扩增，

反应体系为50 μL，按照推荐的反应程序扩增8个循环。

然后对 PCR 产物进行再度纯化、定量，取 1. 0 pmoL 
PCR产物95 ℃变性3 min，立即置于冰上，用MGIEasy
环化模块中的 Splint Buffer 和 DNA Rapid Ligase 在

37 ℃条件下对单链环化 30 min，将环化产物用 Di⁃
gestion Buffer 和 Digestion Enzyme 进行酶切 30 min。
将环化产物进行磁珠纯化回收，用Qubit® ssDNA As⁃
say Kit 对酶切消化纯化后的产物定量，当酶切消化

产物产量/PCR 投入量（ssDNA/dsDNA） ≥ 7% 时，视

为合格文库。通过质检的文库由 MGI Seq2000测序

平台（华大智造，中国）进行 PE250 测序。下机数据

经过质检，达到 Q30 > 85 后，通过 Geneious Prime 
v2020. 1. 2 软件（https：//www. geneious. com）去除接

头污染和 N 碱基比例 > 5% 的 reads，将得到 clean 数

据去掉接头，并将同一拷贝的双端测序拼接为一条

read，保存备用。

1. 3. 3　线粒体序列测序误差的估算

对引物 MG3-2、MG4-1 和 MG5 的扩增产物切胶

回收（Axygen，USA）后，用 pMD18-T 载体进行连接、

克隆（TaKaRa，大连）。克隆经过 1. 3. 1 中同样体系

的 PCR 鉴 定 后 ，用 ABI 3730x1 测 序 仪（Thermal 
Fisher Scientific，USA）进行 Sanger 测序，同时采用

1. 3. 2 中的方法在 MGI Seq2000 测序平台（华大智

造，中国）进行高通量测序。所不同的是，MG3-2、
MG4-1 和 MG5 的扩增产物采用 MGIEasy 酶切 DNA
文库制备试剂盒中的酶切组分（Frag Buffer Ⅱ和

Frag Enzyme Ⅱ）将 DNA打碎，用 MGIEasy DNA 纯化

磁珠试剂盒进行纯化回收，在得到主带约为 330 bp
的产物后，再进行后续的建库和测序。

用 Geneious Prime v2020. 1. 2 软件把高通量测

序数据进行质控处理后，生成一个一致性序列（con⁃
sensus sequence）。将同一个体经 Sanger和高通量测

序 所 获 得 的 序 列 ，用 DNAStar Lasergene 软 件 包

（DNASTAR Inc. USA）中的 MegAlign 软件与大熊猫

线粒体基因组（GenBank accession No. NC_009492. 1）
序列进行比对，确认扩增的正确性；同时，比较二者

的碱基差异，观察一致性（identity）。使用 Geneious 
Prime v2020. 1. 2 软件，以 Sanger 序列为参照，以

Variant Frequency > 0. 1%、覆盖度 ≥ 2 000 的标准筛

选多态性碱基位点（即 SNP），将得到的数据导入到

Excel 2006（Microsoft，USA）。因 Sanger 测序和高通

量测序为同一个克隆的DNA片段，可以认为高通量

表 1　大熊猫线粒体基因组中 8 个片段的 PCR 引物

Table 1　PCR primers amplifying eight fragments of the mitogenome of the giant panda
引物名称

Primer name
D-loopA1

D-loopA2

16SA3

ND1A6

ND2A7

MG3-2

MG4-1

MG5

扩增区段
Target region

D-loop

D-loop

16S rRNA

ND1

ND2

16S rRNA—ATP8

COX2—Cyt b

Cyt b—16S rRNA

引物序列（5′→3′）
Primer sequence（5′→3′）

F-TCCACCTCTCATTTTATTCACTTCA
R-GGAGCGAGAAGAGGTACACG
F-ACTATAGATCACCCGGACTGG
R-GTTTGGCAGGACATCCATAAGT
F-CAGCAACGGATAACCACTGATAGTT
R-TTTAACTGATGTCACCGGGCA
F-CAGCCCCTACATACCAGAATTATAC
R-TGCTTGCTGTAATAATAGGTAGAGT
F-GCCATTACAGCCCTACTAAACC
R-ATTTTCACTTACTTGAGGCTTTGA
F-TACACGTAGGGCGAGGCTTA
R-CCCTCGTGTGGCCATTCATA
F-ACAATAGACGCACAAGAAGTGG
R-TATAAGCCTCGCCCTACGTG
F-AACCCCGCCTGTTTACCAAA
R-GGGGTAGTAAAAGAGGCGAACA

片段长度 /bp
Fragment length

330

450

220

200

250

4 434

7 283

6 062

退火温度 /℃
Annealing temperature

57. 0

59. 0

59. 0

57. 0

57. 0

57. 5

57. 5

57. 5
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测序中所有 SNP 均来自测序错误。由此，计算所有

SNP 频率及其 95% 的置信区间，并以上限作为可信

异质性突变的过滤阈值。

1. 3. 4　mtDNA异质性的分析

将所有个体的高通量测序数据导入 Geneious 
Prime v2020. 1. 2 软件，筛除 Average Quality < 30、
Coverage < 2 000的数据行，再对每个个体生成一个

一致性序列作为参照，从高通量测序数据中比对、筛

查 SNP。在 1. 3. 3中得到的高通量测序误差 95% 的

置信区间为［0. 002%，0. 207%］，参考其上限值筛除

Variant Frequency ≤ 0. 2% 的位点，从而获得每个个

体正式的异质性数据。然后，对每个 SNP 识别替换

类型，即转换（TS）和颠换（TV），计算每种类型碱基的

频率。通过皮尔逊相关分析法及Wilcoxon秩和检验

来对比 D-loopA1、D-loopA2、16S rRNA、ND1 和 ND2
五个区域整体的异质性碱基总数，观察其中转换和

颠换的数量有无相关关系。

2　结果

2. 1　粪便mtDNA异质性位点分布

从 92只大熊猫粪便中均成功提取了总DNA，表

1中的5个短片段和3个长片段引物的扩增产物在琼

脂糖凝胶上均显示为单一而明亮的条带，大小符合

设计预期（图1）。

高通量测序与 Sanger测序的比较表明，MG3-2、
MG4-1 和 MG5 扩增产物出现变异位点频率的 95%
置信区间为［0. 002%，0. 207%］，表明高通量测序引

入误差的最高限为 0. 207%，即低于这一界限的可被

认为是测序误差，因此，将 0. 200% 作为过滤测序误

差的标准。将每个位点上的 SNP数量与碱基覆盖度

进行回归分析，发现两者之间无显著相关性（P = 
0. 441），表明数据筛选条件可靠。

从整个群体的线粒体基因组来看，非编码区的

D-loopA1和D-loopA2区段每个个体平均异质性位点

数分别为（149. 0 ± 43. 1）个和（92. 9 ± 60. 0）个，远高

于其他3个编码区段［（3. 2 ± 3. 8）～（5. 2 ± 7. 2）个］。

D-loopA1和D-loopA2区段每个个体平均异质性频率

分别为（0. 015 ± 0. 006）和（0. 071 ± 0. 030），也高于

其他3个区段（表2）。D-loopA1的异质性位点分布于

第 50～330位碱基，而D-loopA2明显分为 2个热点区

段，一是第700～850位碱基，二是第860～1 100位碱基

续位，前者异质性频率较低，后者频率较高（图2）。

图 1　大熊猫线粒体基因组片段引物的扩增产物电泳图

Figure 1　Electrophorogram of amplification products of the primers for the mitochondrial genome fragment of the giant panda

表 2　大熊猫线粒体基因组 5 个区段的个体异质性特征

Table 2　Characteristics of heteroplasmy （HP） in five regions of giant panda mitogenome

区段
Regions

D-loopA1
D-loopA2
16SA3
ND1A6
ND2A7
整体 Overall

基因组范围
Range on 

mitogenome

11th～340th

669th～1 118th

3 142th～3 361st

4 856th～5 055th

6 127th～6 376th

异质性位点
HP site

最大值/个
Maximum

210
273

23
23
35

420

最小值/个
Minimum

18
7
1
0
0

29

位点数量/个
No. of sites

149. 0 ± 43. 1
92. 9 ± 60. 0

5. 2 ± 3. 7
3. 2 ± 3. 8
5. 2 ± 7. 2

273. 8 ± 70. 7

频率
Mean frequency
0. 015 ± 0. 006
0. 071 ± 0. 030
0. 005 ± 0. 003
0. 008 ± 0. 007
0. 005 ± 0. 003
0. 042 ± 0. 014

转换（TS）、颠换（TV）频率
Frequency of TS and TV

TS平均频率
Mean frequency of TS

0. 013 ± 0. 005
0. 060 ± 0. 024
0. 005 ± 0. 003
0. 005 ± 0. 005
0. 006 ± 0. 004
0. 030 ± 0. 013

TV平均频率
Mean frequency of TV

0. 021 ± 0. 009
0. 058 ± 0. 031
0. 006 ± 0. 005
0. 005 ± 0. 005
0. 009 ± 0. 005
0. 031 ± 0. 010

TS/TV

0. 706 ± 0. 098
0. 979 ± 0. 277
3. 638 ± 4. 288
2. 819 ± 2. 300
0. 962 ± 0. 977
0. 844 ± 0. 123

注：表中除个体异质性位点数的最值外，其余数据为平均值 ± 标准差。

Note：Data in the table are in form of mean ± SD except for the maximum and minimum values.
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图 2　大熊猫粪便 mtDNA 5 个区段异质性（HP）的空间分布格局

Figure 2　Spatial distribution pattern of heteroplasmy （HP） in five regions of fecal mtDNA of giant pandas
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此外，大熊猫线粒体异质性表现出极其显著的

个体差异。如D-loopA1区一个个体最多检测到210个
异质性突变，而最低只有 18 个；D-loopA2 区最多检

测到 273个，而最低只有 7个。编码区也表现出很大

的个体差异，每只个体的最大数为 23～35 个，最低

为 0。因此，个体平均异质性位点数的标准差也较

大，变异系数（标准差/均值）为 0. 289（D-loopA1） ~ 
1. 385（ND2A7），平均可达0. 844。
2. 2　mtDNA不同区段异质性的碱基替换特点

从 5 个区段的整体来看，个体上检测到的转换

（TS）为 8～425 个，平均为（164. 7 ± 74. 1）个；颠换

（TV）为 20～384 个，平均为（202. 6 ± 70. 7）个；TS/TV
为 0. 400～1. 107，平均为（0. 786 ± 0. 136）。各区段

上的 TS/TV变化较大，如 D-loopA1 区 TS/TV为 0. 267 ~ 
0. 897，平均值为0. 706，而D-loopA2区TS/TV为0. 385 ~ 
2. 250，平均值为 0. 979，说明D-loop区受到正选择和

中性选择。相比而言，其他编码区更倾向于纯化选

择（负选择），如 16SA3区域 TS/TV为 0. 333 ~ 19. 000，
平均值为 3. 638，ND1与ND2区域TS/TV为 0 ~ 9. 000，
平均值为1. 671（图3）。

将ND1和ND2两个蛋白质编码区域按照密码子

C1、C2和C3分别计算异质性突变频率并进行比较，

结果显示，ND1A6区域上3个密码子之间都存在极显

著差异（C1 vs. C2： P < 0. 001；C1 vs. C3： P = 0. 008；
C2 vs. C3： P < 0. 001；）；同样，ND2A7区域也显示相

同的差异性，3对比较的P值均小于0. 001（图4）。
2. 3　不同年龄大熊猫mtDNA的异质性

将每只个体的异质性碱基总数与其月龄作图5，
结果显示，把 5个区域作为整体（total）来看，点的分

布没有显示出显著的倾向性，而是以围绕质心向四

周发散。把异质性碱基中的转换和颠换分别提取出

来，也同样没有显著的倾向性分布。单独计算各个

区段，发现D-loop区的 2个区域没有倾向性分布，但

编码区 16SA3、ND1A6和 ND2A7三个区域的异质性

碱基数量分布出现一定的倾向性，预示其与年龄可

能存在一定的关系。

皮尔逊相关性分析显示，月龄与 5 个区域整体

的异质性碱基总数，或其中的 TS和 TV数量没有显著

相关关系（P = 0. 058～0. 139）；在单独考量各个区

段时，D-loopA1 和 D-loopA2 区均未显示出显著相关

图 3　大熊猫 mtDNA 四个区域异质性突变转换与颠换比（TS/TV）的频率分布

Figure 3　Histogram of heteroplasmic transitions-transversion ratio （TS/TV） in four regions of giant panda mitogenome
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性（P = 0. 058～0. 291），但其他 3个区域则显示出显

著相关性：月龄与 16SA3 区的相关系数 r为-0. 426，
P < 0. 001；与 ND1A6 的 r 为-0. 369，P < 0. 001；与
ND2A7 的 r 为-0. 295，P = 0. 002。通过多元线性回

归建立3个区域异质性碱基数和月龄的模型：

A = 235.725 - 2.564x1 - 4.013x2 - 0.671x3。

其中，A 为年龄，x1、x2 和 x3 分别为 16SA3、ND1A6 和

ND2A7的异质性碱基数。然而，虽然这一模型是显

著的（F = 6. 924，P < 0. 001），但相关系数的平方（R2）

只有0. 191，说明异质性碱基数与年龄的关系较弱。

2. 4　mtDNA异质性与性别的关系

通过相关样本Wilcoxon秩和检验进行比较，5个

蓝色表示该区域异质性碱基的总数；绿色表示转换（TS）碱基的数量；红色表示颠换（TV）碱基的数量。

Blue circles and lines are the total number of heteroplasmic nucleotide； Green indicates the number of transitions （TS）； Red indicates the number 
of transversions （TV）.

图 5　大熊猫粪便 mtDNA 异质性随着月龄的分布

Figure 5　Distribution of heteroplasmy of giant panda fecal mtDNA along the age classes in months

图 4　ND1 和 ND2 蛋白质编码区不同密码子异质性突变频率的分布

Figure 4　Frequency distribution of total heteroplasmic mutations at different codon positions in ND1 and ND2 protein coding regions
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区域总的异质性碱基数在雌性之间存在显著差异

（P = 0. 020）。在分区域比较时，D-loopA1、16SA3、
ND1A6 和 ND2A7 均无显著差异（P 分别为 0. 318、
0. 647、0. 510、0. 765），只在 D-loopA2 存在显著差异

（P = 0. 024）。按性别分组，把每组样本再按年龄从

小到大排列制作折现图，观察异质性碱基数的分布

情况。发现 5个区域的整体和D-loopA2的性别差异

可能受极端值的影响所致（图 6绿色箭头所示）。把

此值去除后，P 值分别增加到 0. 040，差异的显著性

明显下降。因此，总体上可以认为异质性在性别之

间没有显著差异。

3　讨论

3. 1　mtDNA异质性的特点与纯化选择

本研究选择大熊猫线粒体基因组上 5个区段来

探索其异质性，分别代表非编码区、rRNA 编码区和

蛋白质编码区。试验中为了消除 PCR扩增、测序掺

入的假阳性突变，课题组以单克隆模板进行扩增和

高通量测序，来检测 PCR扩增以及二代测序过程中

碱基错配导致的突变率，以突变率的上限 0. 200%作

为过滤假阳性数据的阈值，保证试验数据的可靠性。

考察到 5个区域都存在明显的异质性，以D-loop
区最高，16S rRNA区次之，而蛋白质编码区的ND区

最低，这意味着异质性突变可能对线粒体的机能产

生影响而受到细胞的选择，非编码区的突变影响较

小而得以保留，编码区的负面影响较大而被清除。

这一推测得到 3方面的证据支持。一是突变位点碱

基替换频率的标准差在编码区低于非编码区（图2），

意味着编码区的异质性突变比非编码区更为保守。

二是本课题组检测到D-loop区的两个区段的TS/TV值

分别为 0. 706和 0. 979，而 16S rRNA和 ND两个编码

区的 TS/TV平均值为 3. 638 和 1. 671。从化学过程的

难易程度来讲，TS比 TV实现的难度小于 50%。在完

全没有选择的条件下，任何碱基替换都不会被清除，

于是TS/TV = 0. 5［40］。实际上TV比TS更能引起DNA空

蓝色线表示月龄；绿色线表示异质性碱基的数量。

Blue lines are individual age of giant panda， and green lines are the total number of heteroplasmic nucleotides.
图 6　大熊猫粪便 mtDNA 异质性与月龄的关系

Figure 6　Correlation between heteroplasmy of fecal mtDNA and the age （in month） of giant panda
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间构象的变化，在转录因子的结合区等重要功能区

域发生TV，往往会对其结合能力产生很大的影响，引

发比 TS更为明显的功能改变［41］，故此在细胞器和细

胞水平会受到更大的选择压力［42］。本研究结果表

明，D-loop区保留着较多的TV突变，而有编码功能的

16S RNA区和ND区有大量TV被淘汰，受到更强烈的

纯化选择。三是ND1和ND2两个蛋白质编码区 3个

密码子的突变频率渐次提高（图4），这完全符合密码

子简并性，即 C1 和 C2 的突变更可能改变编码的氨

基酸而受到较强的选择压力，而C3具有较高的简并

性，选择压力较轻［43］。

3. 2　mtDNA的异质性与年龄的关系

异质性的来源包括 mtDNA 复制过程和损伤修

复过程中出现的错误［7−9］。随着动物体年龄增加，肠

隐窝的干细胞因不断分生和线粒体复制而积累突

变［44］，同时衰老会引起较多的 DNA 损伤和错误修

复［45］。因此普遍认为随着年龄的增长，异质性突变

会随之增加［4，46］。本研究发现，除了 D-loop 区外，

16SA3、ND1A6 和 ND2A7 三个编码区的异质性碱基

数量都可能与年龄相关。但是，相关系数较低

（-0. 426～-0. 295），多元线性回归建立三者与年龄

的关系模型R2只有 0. 191，说明与年龄的关系较弱。

本研究使用的是异质性突变碱基数作为变量。在从

高通量测序数据中检测异质性突变时，本课题组使

用 0. 200% 作为过滤条件。这一条件相比其他研究

低了 1个量级［4，47−48］，所得到的信息包含两种突变来

源，一是分化的上皮细胞中发生的新突变，二是隐窝

干细胞中发生的突变。在分化细胞中的突变无法扩

增而始终处于低频状态，并在不断产生的同时，也会

随着上皮细胞的脱落而被不断消除。故此，其所反

映的异质性信息不具有随时间的累加性。在构建异

质性与年龄关系模型时，此类突变信息会成为模型

的噪音。相反，隐窝干细胞中产生的突变可通过子

代细胞的增殖而发生克隆性扩增，使频率增高。随

着时间的推移，干细胞中会发生越来越多的突变，并

被克隆性放大。因而，这类异质性突变具有随时间

的累加性。如果提高过滤阈值来滤除第一类突变信

息而保留第二类信息，可能在一定程度上会提高模

型的精确性。此外，如果再考虑选择压力，通过给密

码子不同位置和转换、颠换赋予不同的权重，也可能

进一步丰富异质性的时间属性，进而提高模型的精

确性。

综上所述，大熊猫粪便DNA中存在多样性很高

的线粒体基因库，异质性突变是基因库发展的基本

源泉。异质性突变在组织、细胞水平上受到自然选

择作用，表现为蛋白质编码区的纯化选择压力大于

rRNA编码区，更大于非编码区；同时，蛋白质编码区

的第 3位密码子的选择压力显著低于前两位。这一

现象与种群水平的 mtDNA 多样性完全相同。在宏

观世界中，mtDNA 的自然选择是通过动物体的死亡

或失去繁殖机会来实现，而机体内的选择则是通过

mtDNA、细胞器和细胞等的降解（死亡）来实现［42］。

因此，从个体角度出发，线粒体基因库的发展、变化

始终会影响细胞的生命过程，进而影响机体的适合

度［46］。粪便DNA主要来自大肠上皮的脱落细胞［32］，

而这个位置也是肠道微生物与宿主的主要互作界

面［49］，其线粒体基因库对揭示适应性进化机制、个体

对环境的适应方式、个体适合度、动物与肠道微生物

及环境（食物条件）的关系等具有重要价值，也可能

成为动物研究和保护的新工具。
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