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地山雀线粒体基因组全序列的测定和分析 
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摘要：基于长距 PCR 扩增及保守引物步移法测定并注释了地山雀(Pseudopodoces humilis)的线粒体基因组全

序列。结果表明，地山雀线粒体基因组全长 1.6 809 万 bp，A+T 含量为 52.9%，37 个基因排列顺序与红原鸡一

致。蛋白质基因的起始密码子中，除 COI 基因为 GTG 外，其余均为 ATG。ND1 和 ND5 基因终止密码子为 AGA；

COII 基因为 AGG；COIII 和 ND4 基因为不完全终止密码子 T；其余基因均为典型的 TAA 或 TAG。预测了 22 个

tRNA 基因的二级结构，发现 tRNASer (AGN)缺少 DHU 臂，tRNAPhe的 TψC 臂存在一单核苷酸插入。预测的地山

雀 12S 和 16S rRNA 二级结构分别包括 3 个结构域 47 个茎环和 6 个结构域 60 个茎环。 控制区位于 tRNAGlu和 
tRNAPhe之间，长度 1 240 bp。控制区结构为高变 I 区、中央保守 II 区和保守序列 III 区 3 个结构域。 
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Pseudopodoces humilis (Aves, Paridae) 
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Abstract: The complete sequence of Pseudopodoces humilis mitochondrial genome was determined by using long 
PCR and conserved primers walking approaches. The results showed that the entire mitochondrial genome of 
Pseudopodoces humilis was 16 809 bp in length with 52.9% A+T content, and the 37 genes had the same gene order with 
that of Gallus gallus. All protein coding genes of the Pseudopodoces humilis mitochondrial genome started with ATG 
codon, except for COI with GTG. For terminate codon usage, most of genes terminate with codons TAA or TAG, ND1 
and ND5 were AGA, COII was AGG, and the COIII and ND4 genes had an incomplete termination codon (T). The 
secondary structures of 22 tRNA were predicted, all tRNA can form typical secondary structure, except tRNASer ( AGN ) 
with an absence of DHU arm, and tRNAPhe with an extra nucleotide inserted in the TψC arm. The predicted secondary 
structures of 12S rRNA and 16S rRNA exhibit 47 helics in 3 structural domains and 60 helics in 6 domains, respectively. 
The control region of Pseudopodoces humilis located between tRNAGlu and tRNAPhe with 1 240 bp in length, and has 
structure domains found in that of the other birds. 
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RNA secondary structure; Central conserved dormain 

鸟类线粒体基因组 (mitochondrial genome, 
mtDNA)为闭合环状分子，长度为 16.3～23.5 kb(Li 
et al, 2002)，与其他脊椎动物线粒体 DNA (mtDNA)
一样，鸟类 mtDNA 也是一种双链 DNA 分子，含

有 13 个左右的蛋白编码基因、2 个核糖体 RNA 和

22 个左右的 tRNA 基因(Boore, 1999)。基因排列高

度简洁，无内含子和转座子，除 1～2 kb 的非编码

区外，整个基因组都有编码功能(Quinn, 1997)。在

鸟类线粒体基因组所编码的 37 个基因中，ND6 和

8 个 tRNA 基因(Glu、Gln、Ala、Asn、Cys、Tyr、
Pro 和 Ser-UCN)由轻链编码，其余皆为重链编码。

由于具有分子结构简单、母性方式遗传、碱基突变
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率高和进化速度快等特点，线粒体基因组已成为从

分子水平研究起源、进化及亲缘关系的重要遗传标

记(Stoneking & Soodyall, 1996；Ramirez et al, 1993; 
Avise et al, 1990)。截至 2009 年 12 月，GenBank 公

布的已测出全线粒体基因组的雀形目鸟类仅为 9
种。随着测序技术的飞速发展及基因组研究的不断

深入，近些年来，线粒体 ND2、12/16S rRNA、Cyt 
b、COI 和 D-loop 区等材料相继被用于雀形目鸟类

的系统学研究  (Dimcheff et al, 2002；Spicer & 
Dunipace, 2004；Ma et al, 2005；Liang et al, 2007；
Singh et al, 2008)，然而，这些研究仅仅是基于某个

基因或部分序列，大规模、系统性的采用线粒体全

基因组进行研究则并不多见。此外，有关该类群的

起源以及各科演化关系,也一直是鸟类学界研究的

热点(Ericson et al, 2000)。 
由于雀形目鸟类具有极大的多样性，测序的物

种较少，加之趋同进化的干扰和建树时的长枝吸引

等问题，导致在推断该类群分类和进化关系上存在

困难。因而，补充该类群线粒体全序列有利于正确

地解决其存在的系统发育问题。此外，目前在鸟类

中还没有完整的线粒体 16S 和 12S rRNA 的二级结

构报道，而二级结构的信息是指导 rRNA 基因序列

比对、数据划分和加权分析的前提。 
分布于青藏高原的地山雀 (Pseudopodoces 

humilis)为地栖性鸟类，隶属于雀形目(Passeriformes)
山雀科 (Paridae)地山雀属(Pseudopodoces)，为我国

特有种。关于地山雀分类地位问题一度引起颇多争

议，曾被作为地鸦属（Podoces）的亚属(Zarudny & 
Loudon, 1902) 或 被 独 立 列 为 拟 地 鸦 属

（Pseudopodoces）(Riley, 1930; Vaurie, 1959)。近些

年，有学者结合骨骼比较特征与线粒体 DNA 以及

核 DNA 的综合研究，建议将该物种定为“地山

雀”(James et al, 2003)，从鸦科(Corvidae)移到山雀

科，得到了国际上广泛的承认。本文测定了地山雀

的线粒体全基因组，在对序列进行拼接、注释的基

础上，对线粒体各基因的起始位置、组成含量、结

构特征等进行了详细的阐述，预测和分析了 22 种

tRNA 和两种 rRNA 的二级结构。地山雀全线粒体

基因组的测定和完整的 16S 和 12S rRNA 的二级结

构预测，将为雀形目鸟类线粒体谱系基因组学的研

究提供新的数据资料。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 
地山雀(Pseudopodoces humilis)标本于 2003 年

8 月 6 日采集于青海省青海湖鸟岛，浸泡于无水乙

醇中，并保存于−20℃的冰柜；而凭证标本(4 783)
现保存于中国科学院动物研究所动物进化与系统

学重点实验室鸟类标本馆。 
1.2  方  法 
1.2.1  总 DNA 提取  采用传统的酚-氯仿提取法，

将地山雀肌肉置于 600 µL 匀浆缓冲液(0.01 mol/L 
Tris，pH 7.8；5 mmol/L EDTA，5% SDS，50 ng 
proteinase K/µL)中研磨，65℃水浴消化 3～5 h。用

平衡酚(pH 7.6～7.8)提纯两次，再用 CI(氯仿∶异戊

醇=24∶1)提纯一次。 最后用−20℃预冷的 100%乙

醇沉淀和 70%乙醇洗涤总 DNA(Dang et al, 2008)。 
1.2.2  引物设计和 PCR 扩增  根据已公布的红原

鸡(Gallus gallus)mtDNA 序列(NC_001323)，参考相

关文献(Sorenson et al, 1999; Sorenson, 2003)提供的

引物位置和比对保守区确定引物对，并对每条引物

进行评价和修改。最后确定 29 对 Sub-PCR 引物和

6 对候补引物，并从中选取 5 对作为长 PCR 引物，

它们在整个基因组中的分布、扩增片段大小等详见

表 1，表 2。 
以所提取的总 DNA 为模板，用 5 对长 PCR 引

物扩增覆盖整个线粒体基因组并相互重叠的片段

D1～D5。长 PCR 反应程序为：93℃预变性 2 min；
(92℃ 10 s，58～53℃ 30 s，68℃ 10 min)×20；(92
℃ 10 s，53℃ 30 s，68℃ 10 min，且每一循环增

加 20 s)×20；68℃ 7 min；4℃保温。反应体系为 15 
µL：10×LA PCR Buffer1.5 µL, 25 mmol/L MgCl2 1.5 
µL, 2.5 mmol/L dNTP 2.4 µL, 10 µmol/L 引物各 2.1 
µL，5 U/µL LA Taq DNA聚合酶 0.18 µL，总DNA(模
板)1～3 µL，然后加 ddH2O 补足。 

以长 PCR 的纯化产物为模板进行 Sub-PCR，扩
增出长度为 500～1 300 bp 的短片段。 Sub-PCR 反

应程序：95℃预变性，4 min；(95℃ 45 s，53～58
℃ 60 s，72℃ 60 s)×30/35；72℃ 7/4 min，4℃保

温。Sub-PCR 反应体系(25 µL)为：10×PCR Buffer 2.5 
µL, 25 mmol/L MgCl2 2.5 µL, 2.5 mmol/L dNTP 2.5 
µL, 10 µmol/L 引物各 2.0 µL，5 U/µL Taq DNA 聚合 
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表 1  长 PCR 扩增引物序列 
Tab. 1  Primer sequences for Long PCR amplication 

片段 Fragments 引物名称 Name 引物序列(5'- 3') Primer sequences 

D1 L2260 CAA GGT AAG TGT ACC GGA AGG TG 

D1 H6681 GGT ATA GGG TDC CRA TGT CTT TRT G 

D2 L6615 CCT CTG TAA AAA GGA CTA CAG CC 

D2 H10884 GGG TCR AAW CCR CAT TCG TAT GG 

D3 L10635 CAC CAC TTY GGC TTY GAR GCA GC 

D3 H13563 TGR AGG GCD GCR GTG TTR GC 

D4 L13040 ATC CAA TGG TCT TAG GAR CCA 

D4 H16064 CTT CAA TCT TTG GYT TAC AAG ACC  

D5 L15725 AAA CCH GAA TGA TAC TTC CTM TTY GC 

D5 H1530 GGT GGC TGG CAC ARG ATT TAC C 

兼并位点说明(degenerate sites)：G, A, T=D；A, g=R；A, C=M；A,T=W；C,T=Y；A,T, C=H. 

表 2  扩增线粒体全基因组片段引物对列表 
Tab. 2  The list of partial pair primers for amplifying the mitochondrial genome 

片段 Fragments 引物名称 Name 预计扩增长度  
Expected length（bp） 

片段 Fragments 引物名称 Name 预计扩增长度  
Expected length（bp） 

L1263 (tPhe) L10635 (COX3) 
B01 

H1859 (12S) 
596 A06 

H11837 (ND4) 
1202 

L1754 (12S) L11458 (ND4L) 
B02 

H2294 (tVal) 
540 A07 

H12344 (ND4) 
886 

L2260 (12S) L12156 (ND4) 
B03 

H2891 (16S) 
631 A08 

H13047 ( tLeu ) 
891 

L2725 (16S) L13040 ( tLeu) 
B04 

H3292 (16S) 
567 A09 

H13563 (ND5) 
523 

L3218 (16S) L13525 (ND5) 
B05 

H3784 (16S) 
503 A10 

H14127 (ND5) 
602 

L3722 (16S) L14080 (ND5) 
B06 

H4170 (ND1) 
448 A11 

H15049 (CYTB) 
969 

L3803 (16S) L14770 (ND5) 
B07 

H4644 (ND1) 
841 A12 

H15295 (CYTB) 
525 

L4500 (ND1) L14996 (CYTB) 
B08 

H5201(tMet) 
701 B14 

H15646 (CYTB) 
650 

L5143 (tGln) L15413 (CYTB) 
B09 

H5766(ND2) 
623 B15 

H16064 (tTHR) 
651 

L5758 (ND2) L15725 (CYTB) 
B10 

H6681 (CO1) 
923 B16 

H1530 (12S) 
2000 

L6615 (tTyr ) L16087 (tTHR) 
B11 

H7122 (CO1) 
507 B17 

H16137 (tPRO) 
 50 

L7036 (CO1) L15710 
B12 

H7548 (CO1) 
512 B18 

H16728 
补充引物 

L7525 (CO1) L16225 
B13 

H8121 (CO1) 
596 B20 

H614 
补充引物 

L7987 (CO1) L537 
A01 

H8628 (CO2) 
641 B21 

H1860 
补充引物 

L8386 (CO2) L16206 
A02 

H9235 (ATP6/ATP8) 
849 B26 

H739 
补充引物 

L8929 (CO2) L16525 
A03 

H9726 (ATP6) 
797 B29 

H1530 
补充引物 

L9700 (ATP6) L436 
A04 

H10343 (CO3) 
643 B34 

H1530 
补充引物 

L10236 (CO3) 
A05 

H10884 (ND3) 
648  
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酶 0.25 µL，长片段产物(模板)0.5～1 µL，然后加

ddH2O 补足。 
所有长 PCR 产物和 Sub-PCR 产物均用 1.0%的

琼脂糖凝胶电泳检测，使用 DNA 凝胶回收试剂盒

进行纯化。 
1.2.3  测序  Sub-PCR产物进行直接测序或者克隆

测序，克隆使用的载体为 pMD18-T。测序均由上海

生工生物工程技术服务有限公司完成。 
1.2.4  序列拼接、注释和分析  使用Staden Package 
1.7 (Bonfield et al, 1995)进行序列拼接和注释，通过

与斑胸草雀 Taeniopygia guttata(NC_007897)线粒体

DNA 序列进行比对确定蛋白质基因、tRNA 基因和

rRNA 基因的位置。使用 MEGA 3.0 统计线粒体基

因组碱基组成，蛋白质基因密码子使用频率等。使

用 tRNAScan-SE ver.1.21(Desjardins & Morais, 1990)
进行 tRNA 二级结构预测。参照从 RNA 数据库 
(http://www.rna.ccbb.utexas.edu/)下载的扁嘴鹅

(Coscoroba coscoroba)、绿头鸭(Anas platyrhynch- 
os)、红原鸡(Gallus gallus)的 srRNA 二级结构，并

结合所发表的五彩绿咬鹃(Pharomachrus pavoninus) 
srRNA 二级结构(Espinosa de los Monteros, 2003)，
对 srRNA 基因二级结构进行了预测。参照从 RNA
数据库(http://www.rna.ccbb.utexas.edu/)下载的非洲

爪蟾(Xenopus laevis)的 lrRNA 二级结构模板，并参

考黄牛(Bos taurus)的 lrRNA 二级结构(Burk et al, 
2002)，对 lrRNA 基因二级结构进行了预测。 

2  结  果 

2.1  线粒体基因组组成与基因排列 
地 山 雀 线 粒 体 基 因 组 全 序 列 已 提 交 至

GenBank，登录号为：HM535648。拼接好的地山雀

线粒体基因组全长 1.6  809 万 bp，由 13 个蛋白质编

码基因(protein-coding genes, PCGs)、22 个 tRNA 基

因、2 个 rRNA 基因(lrRNA 和 srRNA)组成，基因排

列顺序(表 3)与斑胸草雀和红原鸡相同。基因排列非

常紧密，存在 6 处总长度为 29 bp 的基因重叠，重

叠区长度从 1～10 bp 不等；基因间隔序列总长度为

81 bp，共计 19 处，大小在 1～12 bp 之间，基因间

隔最大的在ND1-tRNAIle之间和 tRNAPro-ND6之间，

达到了 12 bp；既没有重叠，也没有间隔的紧密排

列基因对共计 12 处。 
2.2  核苷酸组成 

从表 4 可以看出，地山雀 mtDNA 碱基百分含

量为 C>A>T>G，A+T%略大于 G+C%，并无明显差

异。4 种碱基的含量都非常接近，这与已报道的绝

大多数鸟类线粒体基因组碱基含量分布一致。蛋白

编码基因 4 种碱基百分含量与整个线粒体基因组最

为相似。在不同密码子碱基含量的问题上，地山雀

第三位密码子的碱基含量波动较大，该结论与 Gao 
et al(2009)对 74 种鸟类全线粒体基因组不同密码子

第三位碱基含量波动最大的描述一致，表明线粒体

基因组中碱基变化主要由密码子第三位碱基变化

造成。 
2.3  蛋白编码基因及密码子使用 

地山雀 13 个蛋白编码基因长度与已公布的雀

形目鸟类一致。13 个蛋白编码基因所用起始密码子

除 COI 基因为 GTG 外，其余均为 ATG；最常用终

止密码子为普通的 TAA，其它情况为：ND1 和 ND5
基因终止密码子为 AGA；COII 基因终止密码子为

AGG；COIII 和 ND4 基因为不完全终止密码子 T；
ATP6 基因和 ND6 基因终止密码子均为 TAG；在所

编码的 3 787 个氨基酸中，Ala、Ile、Leu、Ser 和
Thr5 种氨基酸的使用频率最高，占到了所有氨基酸

的 49.44%。相对同义密码子使用也和其它鸟类相

似。 
2.4  tRNA 二级结构 

地山雀线粒体基因组有 22 种 tRNA，其中 14
种位于重链上，8 种位于轻链上。所用反密码子与

红原鸡相同。用 tRNAScan-SE 1.21 预测出地山雀除

tRNASer (AGN)以外的所有 tRNA 二级结构，其均能

形成典型的三叶草结构。 在所预测的 22 种 tRNA
二级结构中总共出现了 37 处错配，其中有 28 对为

GU 错配；其余为 5 对 AC 配对，发生在 tRNAAsp、

tRNAHis、tRNAPhe和 tRNASer (AGN)的氨基酸接受臂

和 tRNASer (AGN)的反密码子臂；2 对 UU 错配，发

生在 tRNAGly的反密码子臂和 tRNAMet 的 TψC 臂；

2 对 CC 错配，发生在 tRNAGly 的反密码子臂和

tRNALeu (UUR)的氨基酸接受臂。 
2.5  rRNA 二级结构 

地山雀 srRNA 基因位于 tRNAPhe和 tRNAVal之

间，长度为 976 bp。预测的 srRNA 基因二级结构(图
1)与所发表的其他鸟类 srRNA 二级结构大体一样，

包含 3 个结构域 47 个茎环。 
lrRNA 基因位于 tRNAVal 和 tRNALeu (UUR)之

间，长度为 1 597 bp。预测的地山雀 lrRNA 基因二

级结构包含 6 个结构域 60 个茎环(图 2)。 
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表 3  地山雀线粒体基因组组成 
Tab. 3  The gene contents of Pseudopodoces humilis mitochondrial genome 

基因 Gene 
编码链 
Coding 
strand 

起始位置 
Start position 

终止位置 
End position 

碱基 
长度 

Length 

间隔 
Intergenic

length 

起始密码子 
Initiation 
condons 

终止密码子 
Termination 

condons 
tRNAPhe H 1  69  69    
SrRNA H 70 1045 976 0   
tRNAVal H 1046 1115 70 0   
LrRNA H 1116 2712 1597 0   
tRNALeu(UUR) H 2713 2787 75 0   
ND1 H 2793 3770 978 5 ATG AGA 
tRNAIle H 3783 3854  72 12   
tRNAGln L 3861 3931  71 6   
tRNAMet H 3935 4003  69 3   
ND2 H 4004 5044 1041 0 ATG TAA 
tRNATrp H 5044 5114   71 -1   
tRNAAla L 5116 5185   70 1   
tRNAAsn L 5191 5263   73 5   
tRNACys L 5264 5330  67 0   
tRNATyr L 5330 5400  71 -1   
COⅠ H 5402 6952 1551 1 GTG AGG 
tRNASer(UCN) L 6944 7018  75 -9   
tRNAAsp H 7022 7090 69 3   
COⅡ H 7098 7781 684 7 ATG TAA 
tRNALys H 7783 7850 68 1   
ATP8 H 7852 8019 168 1 ATG TAA 
ATP6 H 8010 8693 684 -10 ATG TAG 
COⅢ H 8699 9482 784 5 ATG T 
tRNAGly H 9483 9551 69 0   
ND3 H 9552 9902 351 0 ATG TAA 
tRNAArg H 9904 9973 70 1   
ND4L H 9975 10271 297 1 ATG TAA 
ND4 H 10265 11642 1378 -7 ATG T 
tRNAHis H 11643 11713  71 0   
tRNASer(AGN) H 11714 11779  66 0   
tRNALeu(CUN) H 11779 11849  71 -1   
ND5 H 11850 13667 1818 0 ATG AGA 
Cyt b H 13676 14818 1143 8 ATG TAA 
tRNAThr H 14822 14890  69 3   
tRNAPro L 14896 14965  70 5   
ND6 L 14978 15496 519 12 ATG TAG 
tRNAGlu L 15498 15569  72 1   
D-loop  15570 16809 1240 0   

表 4  地山雀 mtDNA 核苷酸组成 
Tab. 4  The nucleotide composition of Pseudopodoces humilis mitochondrial genome 

Genes or partitions A(%) T(%) C(%) G(%) A+T(%) n 

Whole genome 29.7 23.2 32.6 14.6 52.9 16809 

All protein genes 27.6 24.4 33.7 14.3 52.0 11361 

1st codon position 27.5 20.3 28.6 23.6 47.8 3787 

2nd codon position 18.2 40.0 28.8 12.9 58.2 3787 

3rd codon position 37.2 12.9 43.5 6.4 50.1 3787 

tRNA genes 28.7 27.8 21.3 22.2 56.5 1548 

rRNA 33.0 20.5 26.2 20.3 53.5 2573 

A+T rich region 26.4 28.2 31.5 13.9 54.6 1240 
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图 1  地山雀 srRNA 二级结构预测结果 

Fig. 1  Predicted secondary structures for srRNA of Pseudopodoces humilis mispairing are indicted by * 

2.6  控制区 
地山雀的控制区位于 tRNAGlu和 tRNAPhe之间，

长度 1 240 bp。本文以红原鸡(Eberhard et al, 2001)
和蓝灰蚋鹩(Polioptila caerulea)(Ruokonen & Kvist, 
2002)为基准序列预测了地山雀的线粒体控制区中

央保守区 F、E、D、C、B 结构域(图 3)，以及推断

了保守序列区(conserved sequence blocks，CSB)中
CSB-1 结构域存在 20 bp 长度碱基序列插入现象(图
4)。 

3  讨  论 

3.1  ND3 基因的胞嘧啶插入现象 
据 Gao et al(2009)统计，古颌超目中几乎所有

的物种都发现 ND3 基因存在胞嘧啶插入现象，而在

今颌超目中大多数鸟类都存在不携带胞嘧啶插入

的物种, 并且在当时已测定线粒体基因组全序列的

9 个雀形目物种中都不存在胞嘧啶的插入现象。 
地山雀 ND3 基因序列 174 位点处不存在胞嘧 
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图 2  地山雀 lrRNA 二级结构预测结果 

Fig. 2  Predicted secondary structures for lrRNA of Pseudopodoces humilis mispairing are indicted by * 

啶的插入现象(图 5)。原鸡(图 5 的 3_G. gallus，
NC_001323)为 12 个已公布的鸡形目鸟类中惟一的

一个不存在胞嘧啶插入的物种；但后续的研究工作

发现在原鸡(图 5 的 4_ G. gallus，NC_007235)中也

存在该现象(Mindell et al, 1998)。Tu et al(2009)对北

京鸭(2_Anas platyrhychos)及 Sun et al(2004)对两种

鸮类(5_Asio otus)的线粒体基因组全序列描述中都

涉及到了 ND3 基因序列存在碱基插入现象。 对这

一现象的解释，通常认为这个额外的核苷酸在翻译

过程中是不参与表达的，而是被 RNA 的自我编辑

后剪切掉，使得基因功能得以恢复，从而避免了移

码突变导致的 ND3 基因转录提前终止 (Mindell et 
al, 1998)。 
3.2  tRNA 二级结构 

tRNA 序列变异主要发生在环区，茎区相对保

守。其中一些变异如双链的互补性碱基突变、G-U
配对等在所预测的地山雀 tRNA 二级结构中都有出

现，大部分碱基对符合 Wasten-Click 配对原则，另

有一些 GU 变偶碱基对符合 G-U 摆动配对原则，这

对于维系 tRNA 二级结构的稳定性起到非常重要的

作用。地山雀的所有 tRNA 基因中，有 37 处错配，

其中 28 对为 GU 错配。一些学者认为线粒体基因

组 tRNA 基因的部分错配可以通过 RNA 自我剪切

来恢复基因的功能，不会引起氨基酸转运上的障碍

(Yokobori & Pääbo，1995)。 

地山雀没有发现像位于脊椎动物线粒体基因

组的 tRNAAsn 和 tRNACys 之间相当于轻链复制起始

的发夹结构，Ramirez et al(1993)和 Tu et al(2009)对
北京鸭线粒体基因研究也有类似报道；地山雀线粒

体 tRNAPhe的 TψC 臂有一处嘧啶的插入，为不配对

的“C”，其组成和配对形式符合 Harrison et al(2004)
描述的鸟类线粒体 tRNAPhe的TψC臂通常存在的三

种配对形式(图 6a)；地山雀 tRNASer (UCN)、tRNALys、

tRNAAsn 和 tRNALeu (CUN)四种 tRNA 基因临近氨基

酸接受臂的第八位上均为腺嘌呤“A”，这些有别于

其它脊椎动物，可能是鸟类普遍存在的一个特征

(Hälid et al, 1997)；关于地山雀 tRNASer (AGN)基因

缺少 DHU 臂，这种情况在包括鸟类在内的脊椎动

物线粒体中比较常见。tRNASer (AGN)基因均缺少

DHU 臂的长度由低等无脊椎动物到高等脊椎动物

逐渐变短，对原鸡的 tRNASer (AGN)二级结构预测

发现其 DHU 臂仅有一对碱基对(Lowe & Eddy, 
1997)，对哺乳动物这类 tRNA 的研究表明，它们可

以形成潜在的 L 型结构以维持反密码子与 CCA 接

受臂之间的距离(Hanada et al, 2000)，tRNA 转运特

定氨基酸的功能及其L形的三级结构主要由氨基酸

臂和反密码子环决定，而 TΨC 环和 DHU 环，及其

相应的臂，似乎不会抑制 tRNA 的功能(Dirheimer et 
al, 1995; Wolstenholme et al, 1994)。 
3.3  rRNA 二级结构 
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图 3  11 种雀形目鸟类及红原鸡线粒体基因组控制区结构域 (中央保守区) 

Fig. 3  The structure domains of control region in 11 Passeriformes birds and Gallus gallus (central conserved domain) 
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图 4  11 种雀形目鸟类及红原鸡线粒体基因组控制区结构域比较(保守序列区-1) 

Fig. 4  The structure domains of control region in 11 Passeriformes birds and Gallus gallus (CSB-1) 

 

图 5  5 种鸟类线粒体 ND3 基因序列 174 位点比对情况 
Fig. 5  Compared results on the 174 site for ND3 gene of five avian mitochondrial genome 

rRNA 中的单链环区和双链茎区交替排列，受

到不同的选择压。一般地，环区的进化非常快，在

物种间表现出高度的变异性，而茎区则相对保守

(Noller, 1984; Woese et al, 1980)。但也有一些茎区含

有同环区一样的可变长度，某些位点却有较高的可

变性，而一些环区相反则具有十分保守的序列

(Vawter & Brown, 1993; Simon et al, 1994)。通过预

测 rRNA 的二级结构，有助于了解地山雀 rRNA 基

因不同区段行使的功能和所蕴含的进化信息，从而

可以有力的应用于解决其系统发育问题。 
srRNA：地山雀 srRNA 基因二级结构整体上与

红原鸡、扁嘴鹅等相似。不同之处在于其 srRNA 二

级结构中茎 1 区由 6 个碱基对组成，比红原鸡、扁

嘴鹅等多一对，并在第三位有一胞嘧啶插入，形成

单核苷酸突环，这与五彩绿咬鹃相一致(图 6b)；地

山雀结构域 I 中的茎 4 仅形成 3 bp 的配对，红原鸡、

绿头鸭、扁嘴鹅中，该区域则为 7—8 bp 碱基的配

对。通过对上述四种鸟 srRNA 基因序列进行比对，

发现地山雀该区域与其它鸟类相比缺失了

“UUUGC”一小段序列，致使连接茎 3 和茎 4 的内

部环异常增大，且与 U/GUUGC 互补的上游序列

AAACG 依然存在(图 6c)根据双链的互补性碱基突

变，可见地山雀茎 4 并没有发生共变 (covariation)；
关于茎 24，所预测的地山雀该区域形成 3 bp 的碱

基配对，已发表的绿头鸭和扁嘴鹅 srRNA 基因二级

结构中该处同样为 3 bp 的碱基配对，但在左端茎第

一、二位碱基对之间存在一单核苷酸胞嘧啶插入形

成 的 凸 出 ， 而 红 原 鸡 该 处 则 只 有 
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图 6  rRNA 二级结构变化区比较图 

Fig. 6  The variable regions of rRNA secondary structures among the species compared 

1 bp 的碱基配对，且为弱的 AC 错配(图 6d)；地山

雀茎 35 和 36 被认为是一个具有多凸出的连续结

构，至少存在 8 bp 的碱基配对才能满足这种排列所

需的最小自由能(Hickson et al, 1996)，在五彩绿咬

鹃和红原鸡中也有同样的发现。 
lrRNA：由于缺乏鸟类 lrRNA 二级结构资料，

本研究参考非洲爪蟾和黄牛的 lrRNA 二级结构进

行预测。地山雀 lrRNA 二级结构骨架与非洲爪蟾和

黄牛相似，但局部存在许多差异，包括：茎 19，非

洲爪蟾形成一个 17 bp 碱基配对的茎，黄牛该处则

为 11 bp 碱基配对，同时环区比非洲爪蟾大，地山

雀该处则形成了具有发夹结构的颈环，碱基配对数

介于非洲爪蟾和黄牛之间(图 6e)；茎 24，地山雀仅

形成 2 bp 碱基配对，黄牛该处没有形成配对的茎，

而非洲爪蟾对应的茎，则形成了 6 bp 的配对，且对

应的下端内部环黄牛和非洲爪蟾要比本实验的地

山雀要大得多(图 6f)。结构域 III 中的茎 32 在所比

较的三种物种中变异性很大，呈现出不同的排列形

式。变异性较大的区域还有茎 45 的顶端环。结构

域 Ⅳ 和 Ⅴ 包 含 核 糖 体 肽 基 转 移 酶 中 心

(peptidyltransferase center)的一部分(Zimmerman et 
al, 1990)，并且证实紧密连接这两个结构域的是一
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种三级结构相互作用(tertiary interaction)(Stiege et al, 
1983)。Gutell & Woese(1990)同样发现了该位置上

UU 代替 CC 的共变。Larsen(1992)发现了对应于地

山雀线粒体 lrRNA 基因二级结构的茎 49 的发夹环

和茎 51 的 3′端未配对区之间的三级结构相互作

用，我们的研究支持雀形目鸟类中这种三级结构的

相互作用(相关发生三级结构之处已在图 1 和图 2
中标出)。 
3.4  控制区 

地山雀和绝大多数鸟类一样有一个控制区，位

于 tRNAGlu 和 tRNAPhe 之间。但是在近来相继出现

了关于具有两个控制区的报道，Singh et al(2008)对
芦 莺 (Acrocephalus scirpaceus) 和 黑 头 莺 (Sylvia 
atricapilla)的线粒体基因组的描述中存在两个完全

相同的控制区，Abbott et al(2005)对 5 种信天翁

(Thalassarche spp.)的全线粒体描述中也有类似双控

制区的报道。 
控制区结构方面，先前报道的包括鸟类在内的

脊椎动物线粒体控制区结构可分为高变 I 区、中央

保守 II 区和保守序列 III 区 3 个结构域。绝大多数

鸟类线粒体控制区中央保守区(central conserved 

domain) 均 可 发 现 保 守 域 (conserved sequence 
blocks，CSB)B、D、F，部分鸟类发现 C、E 区。

本 文 根 据 Randi & Lucchini(1998) 对 石 鸡 属

(Alectoris)鸟类、Eberhard et al (2001)对 3 种亚马逊

鹦鹉(Amazona spp.)、Quinn & Wilson(1993)对雪雁

(Anser caerulescens)以及 Ruokonen & Kvist(2002)对
68 个鸟类物种控制区的分析，预测了地山雀的线粒

体控制区中央保守区结构域的情况(图 3 所示)。 
以红原鸡和蓝灰蚋鹩为基准序列所预测的地

山雀控制区 CSB-1 结构域(图 4a,b)，结果显示：图

4b 所预测的结构域序列长度要比图 4a 所预测的情

况长得多，为 46～48 bp 之多。红原鸡和蓝灰蚋鹩

基准序列的 5'端均为 TATTTA，比对的 12 种鸟类

Block-1 区 3'端序列大体一致，并且核苷酸保守位点

几乎全部位于此端。综合比较发现，与红原鸡相比，

其他 11 种雀形目鸟类均多出一段长度为 19～21 bp
的序列，如图 4c 所示。目前，已有学者分析得出

雀形目鸟类鸦科、山雀科、莺科、旋木雀科和雀科

中，该区存在被 14～21 bp 序列插入所阻断的现象，

并推测真正行使 CSB-1 功能的序列长度约 20 bp 
(Ruokonen & Kvist, 2002)。 
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