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摘要    本文构建了相当于大熊猫 10 倍基因组覆盖度的 BAC 文库, 并选择了 9 个 BAC 进行基

于第一代 Sanger 测序技术的测序和组装, 以获得完整序列. 这 9 个 BAC 的组装将为评估基于新

一代 Illumina GA 测序技术的大熊猫全基因组测序及组装的准确性提供有效资源. 运用同源比对

和从头预测的方法, 对 9 个 BAC, 共约 878 kb 的序列进行了基因和重复序列的注释以及进化分

析. 一共预测到12个蛋白编码基因, 其中, 7个基因匹配到同源基因的功能注释. 这7个基因平均

大小约 41 kb, 编码区平均大小约 1.2 kb, 每个基因平均约含 6 个外显子. 同时预测到 7 个 tRNA
基因. 大约 27%的序列被注释为重复序列. 同时, 基于邻接法, 构建了包含人、小鼠、狗、猫以

及大熊猫 5 个物种的物种进化树, 结果显示狗的基因与其他 4 个物种相比距大熊猫最近. 本实验

结果提供了大熊猫 9 个 BAC 的详细序列及注释信息, 为对大熊猫的研究提供了数据资源. 
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大熊猫(Ailuropoda melanoleuca)是中国的国宝, 

也是世界级濒危保护动物, 最新的统计数据表明, 野
外现存大熊猫 2500~3000 只[1]. 大熊猫的饮食特异

性、居住地的相互隔离(种群间交流少)、繁育能力低

下等原因, 使得大熊猫面临严重的生存危机, 被认为

到了物种进化的尽头. 近年来, 大量的生理学、生物

化学、遗传多态性、生态学等方面的研究相继展开, 
旨在为大熊猫的物种保护提供科学依据.  

2006 年, 中国农业大学成功完成了大熊猫第一

个 BAC 全基因组文库的构建, 达全基因组 7 倍覆盖

度, 并用 FISH(荧光原位杂交)方法将 10 个基因定位

到大熊猫的 8 对染色体上[2]. 2007 年, 浙江大学构建

了大熊猫二类 MHC(组织相容性复合物)区域连续

650 kb 的克隆重叠群, 为大熊猫 MHC 区域基因的研

究提供了很好的工具[3]. 同年, 四川大学完成了大熊

猫基因组线粒体的测序、注释和分子进化分析, 结果

显示, 大熊猫与熊科物种的亲缘关系最近[4]. 2008 年, 
德国科学家利用 10 个熊科物种, 包括包含大熊猫在

内的 8 个现存物种和 2 个刚灭绝的物种, 构建基于线

粒体基因组的物种进化树, 很好的诠释了熊科物种的

进化关系[5].  
中国科学院动物研究所的魏辅文教授领导的研

究小组对 5 个山区(秦岭、岷山、邛崃、凉山以及相

岭山系), 169 个大熊猫进行了线粒体 655 bp 的控制区 
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及 10 个微卫星位点的遗传多态性分析. 结果显示, 
与其他熊科物种相比, 大熊猫有着不低于其平均水

平的遗传多态性, 这意味着大熊猫在遗传结构上并

没有走向进化的尽头. 因此, 魏辅文教授呼吁, 物种

保护的策略应更多关注恢复和保护大熊猫野外生存

空间, 以及保护大熊猫现存的遗传多态性, 促进独立

山区之间的遗传物质的交换[6].  
2009年 1月, 浙江大学解码了大熊猫连续 636 kb

的 MHCⅡ类区域基因组序列, 并开展了注释和进化

分析, 为哺乳动物 MHCⅡ类基因的进化研究提供了

线索[7]. 作为对大熊猫核基因组的进一步探索研究, 
本研究组构建了大熊猫基因组 10倍覆盖度的BAC文

库, 选择了 9 个 BAC(总长 878 kb), 完成了基于第一

代 Sanger 测序技术的测序和组装, 并开展了注释和

进化分析, 提供了详细的蛋白质编码基因, 非编码

RNA 基因以及重复序列等的注释信息.  

1  材料与方法 

1.1  BAC 文库构建 

用于文库构建的 DNA 样品来自成都大熊猫繁育

基地的 3 岁的雌性大熊猫. BAC 文库的构建是依据

Osoegawa 等人[8]优化了的文库构建步骤完成的. 通
过选择性裂解红细胞, 将提取的白细胞包埋于琼脂

糖中, 然后用蛋白酶 K 提取高分子量核基因组 DNA, 
提纯后包埋于琼脂糖中的核基因组 DNA 用限制性内

切酶 BamHⅠ(New England Biolab)进行部分酶切. 酶

切后的大片段基因组 DNA 利用琼脂糖脉冲电泳进行

分离, 选择 100~200 kb 大小的 DNA 进行透析纯化. 
回收后的DNA与载体pCC1BAC(Epicentre)环化连接, 
最后通过电转化的方式将重组载体转化大肠杆菌感

受态细胞(EPI300 高效大肠杆菌感受态细胞, Epicen-
tre). 最终完成了包含 30 万个克隆的 BAC 文库的构

建, 达大熊猫基因组 10 倍物理覆盖度.  

1.2  BAC 克隆的选择 

为了能更好地评估基于第二代 IlluminaGA测序技术

进行的大熊猫全基因组测序与组装的准确性, 选择

了 9 个 BAC 进行基于第一代传统 Sanger 测序技术的

测序与组装, 以获得 9 个 BAC的完整序列. 主要依据

以下筛选步骤: (1) 随机选择 790 个 BAC 克隆进行单

末端测序, 产生 790 条序列, 分别代表每个 BAC, 每
条序列长约 500 bp; (2) 用 RepeatMasker[9]对获得的序

列进行注释, 丢弃被注释为重复序列的序列; (3) 把
剩下的序列比对到 NCBI 的 NT 数据库(NCBI build 
36), 丢弃不能比对到该数据库的序列; (4) 对经过前

三步过滤后剩下的序列, 根据序列相似度进行聚类, 
每一个类别中, 只留下最长的序列, 其他序列均被过

滤; (5) 把剩下的序列比对到人的基因组上, 唯一比

对上的序列被保留. 最后 要求选择的序列必须比对

到人的不同染色体上.  

1.3  测序和组装 

选中的 9个BAC采用鸟枪法策略, 建立高度随机, 
插入片段大小为 1~2 kb 的亚克隆文库(pUC118 质粒). 
采用高效, 大规模的末端测序, 对文库中的每一个亚

克隆都进行双向测序, 得到成对的, 插入片段为 1~2 
kb 的序列. 所有测序数据都由 ABI MegaBace 产生.  

在利用 PHRED[10,11]和 PHRAP[12]软件进行组装

之前, 首先利用自主开发的一系列软件进行数据粗

处理, 过滤低质量数据. 序列补洞是利用引物步移和

PCR 相结合的方法完成的.  

1.4  重复序列和非编码 RNA 注释 

重复序列的预测主要是基于比较常用的预测软

件 RepeatMasker, 将 Repbase[13](Repbase 13.07)中所

有物种的重复序列合并为一个重复序列库 , 作为

ReaptMasker 的参考文库. 串联重复序列是用专门的

预测软件 Tadem Repeat Finder[14]使用经验参数进行

预测的.  
对于非编码 RNA(ncRNA)基因的预测 , 转运

RNA(tRNA)基因使用比较成熟的预测软件 tRNAscan- 
SE[15], 核糖体 RNA(rRNA)应用 blast 软件在人的

rRNA 数据集中 (NCBI Entrez Nucleotide database, 
NCBI build 36)寻找同源的方法进行预测 . 其余

ncRNA 基因的预测均应用基于 Rfam[16]数据库的

INFERNAL 软件(默认参数)进行预测.  

1.5  蛋白质编码基因的预测和功能注释 

蛋白质编码基因主要通过两种方法进行注释 :  
(1) 蛋白质同源搜索的方法 . 用 tblastn(Evalue≤1× 
10−5)将人和狗的蛋白序列(Ensembl Release 52)分别比
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对到大熊猫的 9 个 BAC 上, 将比对到同一个蛋白的大

熊猫 BAC 区域聚到一个类. 再用 GeneWise[17]对聚类

的区域进行基因结构的详细注释, 包括外显子内含子

边界的界定等; (2) 从头预测的方法选择了两款比较

流行的公共预测软件 GENSCAN[18]和 AUGUSTUS[19], 
均使用人的基因集训练得到的软件参数. 最终的基

因集是通过对两种方法得到的基因集根据其在 BAC
上的位置进行聚类, 每个聚类中编码区最长的基因

将作为该聚类的代表被留下.  
基因功能的注释是通过利用 blastp 寻找 SwissProt 

(Release 56.1)和 TrEMBL(Release 39.1)数据库[20]中同

源性最高的蛋白的注释来完成的.  

1.6  系统发生树的构建 

得到最终预测的基因集后, 分别在选择的另外 4
个物种中(人、狗、猫、小鼠)寻找与大熊猫基因同源

性最高的直系同源基因(blastp, Evalue≤1×10−5). 这 5
个哺乳动物物种的同源基因的蛋白序列被用于构建系

统发生树, 使用 Treebest 软件, 邻接法, 以 p-distance 
(两条氨基酸序列比较时, 差异氨基酸个数占氨基酸

序列总长的比例)代表进化距离.  
Treebest 可以在 sourceforge 网站上免费下载

(http://treesoft.svn.sourceforge.net/viewrc/treesoft/). 

2  结果 

2.1  基本序列特征 

本次测序共产出高质量数据 7605014 bp, 错误 

率低于 1‰, 覆盖 BAC 基因组 8.7 倍. 9 个 BAC 大小

总和为 878324 bp, 约占大熊猫基因组的 0.3‰, 每个 
BAC 的平均大小约 97592 bp. 组装结果的详细信息

见表 1. 

2.2  重复序列 

大约 27%的 BAC 区域被预测为重复序列, 主要

包含 5 种类型的重复序列 , 包括长散在重复序列

(LINE)、短散在重复序列(SINE)、长末端重复序列

(LTR)、DNA 转座子(transposon)以及串联重复序列

(Tandem Repeat)(表 2).  

2.3  非编码 RNA 基因 

非编码 RNA(ncRNA)基因不翻译成蛋白质, 而
以转录 RNA 分子的形式来行使功能. 包括具有重要

功能, 在体内非常丰富的 tRNA 和 rRNA. 另外还有

核仁小 RNA(snoRNA)、小 RNA(microRNA)以及小干

扰 RNA(siRNA)等. 在本次预测中, 发现了 7 个 tRNA
编码基因, 包括 6 个丝氨酸(Sec)和 1 个赖氨酸(Lys), 
平均长度约 82 bp, 占 9 个 BAC 总长的 0.6‰. 另有预

测到 32 个伪 tRNA 基因(一级序列和二级结构与

tRNA 基因家族一致性序列和结构相似程度较低的基

因). 其他 ncRNA基因都没有在本实验数据集中找到.  

2.4  蛋白质编码基因和进化分析 

9 个 BAC 共找到 12 个较可信的基因, 其中 7 基

因匹配到同源基因的功能注释(表 3). 表格中预测所 

 
表 1  9 个 BACs 的基本序列特征 

BAC 测序总数据量/bp BAC 大小/bp 深度 Scaffolds 个数 Contigs 个数 GC 含量 

gpbaaa 788053 87808 9.0 1 1 0.34 

gpbaab 876110 94868 9.2 1 1 0.45 

gpbaac 937117 104552 9.0 1 1 0.40 

gpbaad 768955 85777 9.0 3 3 0.44 

gpbaae 759415 101483 7.5 1 2 0.40 

gpbaaf 763742 93250 8.2 4 6 0.38 

gpbaag 1031290 117931 8.7 1 1 0.40 

gpbaah 888508 94933 9.4 1 3 0.39 

gpbaak 791824 97722 8.1 1 7 0.51 

平均 845002 97592 8.7 1.6 2.8 0.41 

总计 7605014 878324  14 25  
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得的大部分基因与它们的直系同源基因相比并不完

整. 这些基因的不完整性主要是由于两个原因导致

的: (1) 这些基因落在了 BAC 的边缘, 使得部分基因

区域没有被 BAC 覆盖到(如 SOHLH2, 落在 BAC 
gpbaae 的边缘); (2) 基因太大以致无法被 100 kb 
BAC 完全覆盖(如 PARD3B 在人中的直系同源基因大

小达 1 Mb). 
这 7个基因, 基因平均大小约 41 kb, 编码区平均

长度约 1.2 kb, 每个基因平均约包含 6 个外显子. 其
对应的蛋白, 与人和狗中的相应的直系同源蛋白均

有着较高的相似度(Identity). 另外, 有 5 个基因没有

匹配到相应的同源蛋白(表 4). 
 
表 2  大熊猫 BAC 基因组重复序列组成与人和狗基因组中重复序列组成的比较 a) 

 大熊猫 人* 狗* 
 总长度/bp BACs (%) (% 基因组) (% 基因组) 

LINE 125770 14.32 21 16.49 
SINE 49422 5.63 13 9.12 
LTR 27870 3.17 8 3.25 
DNA 23270 2.65 3 1.88 
TR# 13212 1.50 1.27 1.51 
其他 343 0.04 0.14 0 
未知 41 0.005 0.01 0.01 
总计 239887 27.32 46.42 32.26 

a) LINE:长散在重复序列, SINE: 短散在重复序列, LTR: 长末端重复序列, DNA: DNA 转座子, TR#: 串联重复序列; * 数据来自狗

基因组序列的分析[21]  

 
表 3  有功能注释的基因集的基本信息 

基因编号 基因大小/bp 编码区大小/bp 外显子个数 预测方法 a) 人的直系同源基因 a) 蛋白序列相似度 b) 

(% 人/狗) 
1 51305 2421 9 GeneWise GNAS 84.98/83.54 
2 22722 1515 10 GeneWise CNTN6 92.15/94.62 
3 55222 1407 11 GeneWise CALCR 85.71/88.66 
4 70380 1053 6 GeneWise PARD3B 88.93/92.49 
5 16359 726 2 GeneWise DCAMKL1 100/100 
6 66161 642 3 GeneWise MDFIC 85.53/93.60 
7 6299 642 4 GeneWise SOHLH2 74.19/93.09 

平均 41207 1201 6    

a) 一个基因可能被多种预测方法所注释, 表格中所列的预测方法是指最终选择的决定该基因结构的预测方法. 这个表格中所列出

的基因都是由 GeneWise 最终决定其结构信息的. 同时, 大部分的 GeneWise 的注释结果, 有 GENSCNA 或 AUGUSTUS 注释结果的支持. 
b)蛋白序列相似度是基于 blastp 的局部比对结果 

 

表 4  没有功能注释的基因集的基本信息 

基因编号 基因大小/bp 编码区大小/bp 外显子个数 预测方法 a) 
8b) 29209 2295 9 GENSCAN 
9 10178 723 5 GENSCAN 
10 10665 690 4 GENSCAN 
11 5476 594 4 GENSCAN 
12 8370 465 3 GENSCAN 

平均 12780 953 5  

a) 一个基因可能被多种预测方法所注释, 表格中所列的预测方法是指最终选择的决定相应基因结构的预测方法; b) 这个基因被注

释为 LINE-1 逆转录酶同源基因, 它在人和狗中最近的同源基因是没有被注释的可能基因. 这些基因是通过 GENSCAN 或 AUGUSTUS
的从头预测软件注释的, 没有基于同源搜索的 GeneWise 的注释支持. 它们在现存蛋白数据库中没有找到同源, 没有功能注释结果 
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根据最后基因集, 利用大熊猫、人、狗、猫、小

鼠 5 个物种的直系同源基因, 构建基于蛋白序列的物

种进化树(图 1), 结果显示, 5 个物种中, 大熊猫基因

与狗的基因最近. 
 

 
 

图 1  系统发生树 
系统发生树的进化距离是指两条序列之间不同的氨基酸个数占整

个氨基酸序列长度的比例(p-distance) 

3  讨论 

3.1  重复序列 

大熊猫 9 个 BAC 的 27%的重复序列组成与人

(46%)和狗(32%)的重复序列组成相比偏小, 一部分

原因可能是因为本实验 BAC 选择的偏向性, 一部分

原因可能是因为大熊猫物种特有的重复序列还不能

被 RepeatMasker 所识别.  

3.2  预测的蛋白质编码基因 

在预测到的基因集中, 一些基因有着非常有意

思的功能, 比如 CALCR, SOHLH2 和 CNTN6.  
CALCR 是预测基因集中较大的基因, 编码降血

钙素受体, 是一种 G 蛋白偶联受体, 与降血钙素结合, 
激活腺苷酸环化酶, 包含 7 个跨膜结构域[22]. 研究表

明, CALCR 的基因突变与骨密度(BMD)相关, 而骨密

度低是骨质疏松性骨折的危险信号因子[23]. 大熊猫

的身体非常的胖, 而且行动非常缓慢. 深度挖掘该基

因在大熊猫个体之间的多态性将有可能为上述问题

提供遗传学角度的解释.   
SOHLH2 编码一个与精子和卵子发生相关的蛋

白, 含有螺旋环螺旋的蛋白质结构域, 这个结构域是

转录调控因子蛋白家族的基本特征[24]. 大熊猫面临

受孕难、生育难、幼仔存活率低等问题的困扰. 对生

殖相关基因的研究, 可能从遗传学的角度为上述现

象产生的分子机制提供科学依据.  
CNTN6 编码一种接触蛋白(Contactin-6), 在神经

系统发育过程中介导细胞表面相互作用, 同时参与

动作协调的控制过程[25]. 动作协调是日常生活中最

基本的方面, 以大熊猫为例, 吃竹子, 在湖边喝水等

看似简单的动作, 都需要肌肉, 肢体还有复杂的神经

电路等各方面来协调完成. CNTN6 基因很可能参与

到主导大熊猫可爱行为的复杂基因调控网络中.  
在本实验提供的详细序列和注释信息的基础上, 

继续开展基因的表达调控等功能研究, 将有助于人

们从遗传学上更好地了解大熊猫这个物种. 物种进

化树的结果显示, 5 个物种中, 狗的基因与大熊猫最

近, 而小鼠的基因与大熊猫最远. 这个结果与之前的

研究结果一致[4].  
由于 9 个 BAC 的近似随机选择性, 本实验数据

可以作为大熊猫的全基因组序列特征的一个参考 . 
基于第 2 代 Illumina GA 测序技术的大熊猫全基因组

测序最近刚刚完成, 将会呈现出迄今为止最为详尽

的大熊猫全基因组遗传学图谱. 本研究完成的基于

第 1 代 Sanger 测序技术的大熊猫 9 个 BAC 的测序和

组装, 将为大熊猫全基因组组装准确性的评估提供

一个良好的资源.  
本研究所有的序列和注释数据 , 已经上传到

GenBank 数据库中 (Accession number: GQ181172- 
GQ181180). 
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