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摘要：【目的】通过分析不同动物和中国几个地方马种生长激素基因序列，为宁强矮马起源和矮化形成机制

的研究提供分子水平的试验依据。【方法】通过 PCR 扩增宁强矮马生长激素基因并进行测序，用 DNAMAN 软件对不

同动物的生长激素基因序列进行比对分析。【结果】马品种间 29 个位点发生遗传变异，编码区 11 个位点发现遗传

多态现象。以蒙古马生长激素氨基酸序列为标准，宁强矮马仅在 1 765 位点的变异导致氨基酸发生改变。以生长

激素的 mRNA 序列为基本数据进行聚类分析，宁强矮马和德保马 67 的同源性为 100%，与百色马的同源性为 99.8%，

与蒙古马的同源性为 99.7%。【结论】马属动物生长基因序列与猪和狗的同源性较高，宁强矮马 1 765 位的 G→A

可能影响到宁强矮马的生长发育。 
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Genetic Variation of Growth Hormone Gene on Ningqiang Pony 
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Abstract: 【Objective】 In order to provide a scientific basis for the origin and dwarfish mechanism of Ningqiang pony, the 
sequence of GH of different animals and some China horse breeds were studied. 【Method】 The PCR amplification, sequencing and 
DNAMAN software were used. 【Result】 There were 29 genetic variation, 11 loci were found in the coding region. Taking the AA 
sequence of GH of Mongolia horse as standard, there was 1 amino acid variation in Ningqiang pony. Through clustering analysis 
based on the sequence of mRNA of GH, the homology was 100%, 99.8%, 99.7%, between Ningqiang and Debao 67, Baise and 
Mongolia. 【Conclusion】 The homology level of GH was higher among Equus caballus, Sus scrofa and dog in present study, and 
the mutation of G→A affects the growth of Ningqiang pony. 
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0  引言 

【研究意义】宁强马（Ningqiang horse）是陕西

地方品种，属西南马种，主产区在秦岭南坡巴山北麓，

分布于嘉陵江上游和汉水流域的宁强县广坪、阳平关、

代家坝和燕子砭等地，相传是春秋战国以前古羌人从

青海游牧南下，进入宁强时遗留下的马种[1-2]。宁强马

中存在一种体高低于 106 cm 的矮马群体，称为宁强矮

马（Ningqiang pony），是中国五大矮马品种之一，也

是中国濒临绝迹的珍惜矮马品种。本试验通过分析宁

强矮马与其它马种生长激素（GH）基因序列，为宁强

矮马起源进化和矮化机制提供试验依据。【前人研究

进展】宁强矮马处在中国矮马分布的最北端，为古羌

人的居聚地和南迁经过之地，推测矮马原种可能产于

陕西南部的羌族起源地[3]；侯文通等[4]通过血液蛋白遗

传标记对陕西马种进行聚类研究，认为宁强马与中型

马来源一致，属西南马系统最北的马种；邓涛[5]通过

骨骼比较认为中国矮马与普氏野马有亲缘关系；王振

山[6]研究血液蛋白多态性后认为西南马和矮马地方类

型间有相近的遗传关系；张焱如等[7-10]认为中国部分

马 GH 基因序列在进化上是保守的。【本研究切入点】

生长激素是垂体分泌的单链多肽，具有促进细胞分裂、
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有利于肠内钙的吸收、促进骨骼生长﹑加快蛋白质合

成等作用，是调节动物生长最主要的激素之一[11-15]。

本试验通过对宁强矮马生长激素基因的研究，探讨宁

强矮马形成的分子机制和系统进化关系。【拟解决的

关键问题】本试验利用 PCR 技术扩增宁强矮马生长激

素基因全序列并进行测序，与 GenBank 其它马种和动

物的序列进行比对，探讨宁强矮马的系统地位和矮化

机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料及 DNA 提取 
陕西省汉中市宁强县宁强矮马保种场采用随机抽

样法采集 12 匹宁强矮马血样，ACD 抗凝，－72℃保

存，采用酚-氯仿抽提法[16]提取基因组 DNA，4℃保存。 
1.2  引用序列和引物序列 

根据 GenBank 所查 GH 基因序列（登录号

AY837571）（表 1），Primer Premier 5.0 软件设计，

由上海生物工程技术服务有限公司合成（表 2）。 
1.3  PCR 扩增反应体系及程序 

PCR 反应总体系 12 µl：10×PCR 缓冲液 1.5 µl，
MgCl2（25 mmol·L-1）1.2 µl，dNTP（25 mmol·L-1）0.75 
µl，上下游引物（10 pmol）各 0.5 µl，Taq DNA 聚合

酶（0.5 U·µl-1）1 µl，DNA 模板（50 ng·µl-1）0.5 µl，
超纯水 6.05 µl。PCR 扩增条件：94℃预变性 2 min，
94℃变性 30 s，Ｘ℃退火 30 s（表 2），72℃延伸 45 s，
35 个循环，72℃延伸 10 min，4℃保存。 

 
表 1  各种动物的 GH 序列 

Table 1  GH sequences of animals 

种属 
Species 

GenBank 登录号 
GenBank accession  
number 

品种 
Breed 

原鸡 Gallus gallus  NC_006114 红色原鸡 Red jungle fowl 

猪种 Sus scrofa 
(mRNA) 

NM_213869  猪 Pig  

绵羊 Ovis aries 
(mRNA) 

NM_001009315 绵羊 Sheep  

人 Homo sapiens  NC_000017 人 Human  

家牛 Bos Taurus  NC_007317 牛 Cattle  

犬属 Canis  NC_006591    狗 Dog  

马 Equus caballus  AY837571 蒙古马 Mongolia horse  

马 Equus caballus  FJ604598  百色马 Baise horse  

马 Equus caballus  EU939446 德保马 46 Debao horse 46 

马 Equus caballus  EU939446 德保马 67 Debao horse 67 

表 2  5 个外显子的扩增引物序列 

Table 2  Five primers sequences for PCR 

名称  
Name 

引物序列   
Sequence of primer（5'-3'） 

退火温度 
Annealing 

temperature (℃)

引物 1 Primer 1
(44-252) 

F：CATGGCAGTTGGGTGAGCT 
R：GGATGAGTGGGAGGAGGTT 

59 

引物 2 Primer 2
(321-841) 

F：TCATCACCGAGATTCTTTGGA 
R：AGATGGATGACGGCACTAACC 

56 

引物 3 Primer 3
(605-1134) 

F：CCTTACCCCGTCACCCTACAC 
R：CTGTTTGCCAACGCTGTGCTC 

62 

引物 4 Primer 4
(1114-1692) 

F：GTGTAGGGTGACGGGGTAAGG 
R：TTGTCGTAGGTTTGCTTGAGG 

58 

引物 5 Primer 5
(1439-1916) 

F：ACATAGGCTGGGGAAGACA 
R：GGAAAGATGGGTAGGCACT 

58 

 
1.4  统计分析 

采用 DNAMAN 分析软件对 GH 序列进行比对分

析和聚类分析。 

2  结果与分析 

2.1  中国地方马生长激素基因列比对分析 

马属动物生长激素基因全序列总长 1 923 bp，共 5
个外显子。本试验比对 4 个马种共 5 匹马生长基因 GH
序列，发现不同马匹间有 29 个 SNP 位点，包括 27 处

碱基置换，2 处碱基插入。碱基插入仅发生在德保马

67 和宁强矮马上，其中德保马 67 在 179 位插入一个

G，宁强矮马在 330 位插入一个 T，使这两种马 GH
基因序列总长为 1 924 bp。5 匹马 GH 基因的 27 处突

变有 16 个位点发生碱基转换，10 处发生碱基颠换，

在 1 840 位点蒙古马为 T，德保马 46 为 G，其余 3 匹

马为 C。这些遗传变异有 4 处在 5-UTR 区，有 1 处在

3-UTR 区，13 处在内含子区，11 处在编码区（图 1）。 
2.2  不同物种生长基因 mRNA 序列聚类分析 

本试验聚类分析表明（图 2），蒙古马、宁强矮

马、百色马和德保马 67 首先聚为一类，然后再与德保

46 据为一类，说明马属动物 GH 基因 mRNA 序列虽

然保守性高，但不同的生长环境对动物进化和发育有

很大的影响，不同地方品种间发生一定的遗传变异，

即使在同一种品种内部由于遗传漂变和人工选择等原

因也会发生较大的遗传差异。在与其它物种的聚类分

析发现，马属动物与猪和狗的亲缘关系最近，与禽类

的亲缘关系最远，绵羊和牛的 GH 基因 mRNA 序列同

源性较高，与马的关系较猪和狗要远，人的生长基因

mRNA 序列在所选的哺乳动物中与马最远。 
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NQ CTGCTCTGCCTGCCCTGGCCTCAGGATGTGGGCGCCTTCCCCGCCATGCCGTTGTCTAGCCTGTTTGCCAACGCTGTG 623 
MG ------------------------------------------------------------------------------ 622 
BS ------------------------------------------------------------------------------ 622 
DB46 -----------------------------------------------------------------------------a 622 
DB67 ------------------------------------------------------------------------------ 623 
 GH 外显子 2 部分序列 Partial sequences of GH exon 2  
NQ CAGGCTGCCTTCTGCTTCTCCGAGACCATCCCGGCCCCCACGGGCAAGGATGAGGCCCAGCAGAGATCTGTGAGTGGC 1013 
MG ----------------------------------------------g------------------------------- 1012 
BS ------------------------------------------------------------------------------ 1012 
DB46 ------------------------------------------------------------------------------ 1012 
DB67 ------------------------------------------------------------------------------ 1013 
 GH 外显子 3 部分序列 Partial sequences of GH exon 3  
NQ TGCGCCTGCGCACCCACTGCGCCCCTCCCCGCAGGACATGGAGCTGCTCCGCTTCTCGCTGCTGCTCATCCAGTCGTG 1247 
MG ------------------------------------------------------------------------------ 1246 
BS ------------------------------------------------------------------------------ 1246 
DB46 ---------------------------------------------------------t-------------------- 1246 
DB67 ------------------------------------------------------------------------------ 1247 
   
NQ GCTCGGGCCCGTGCAGTTGCTCAGCAGGGTCTTCACCAACAGCCTGGTGTTTGGCACCTCGGACCGCGTCTATGAGAA 1325 
MG ------------------------------------------------------------------------------ 1324 
BS ------------------------------------------------------------------------------ 1324 
DB46 ----------------------------------------t---------------------c--------------- 1324 
DB67 ------------------------------------------------------------------------------ 1325 
 GH 外显子 4 部分序列 Partial sequences of GH exon 4  
NQ GATGATGCACTGCTCAAGAACTACGGGCTGCTCTCCTGCTTCAAGAAGGACCTGCACAAGGCTGAGACGTACCTGCGG 1793 
MG -------------------------------------------------g---------------------------- 1792 
BS ------------------------a----------------------------------------------------- 1792 
DB46 -----c-----a-----------------a--------------------------------c--------------- 1792 
DB67 ------------------------------------------------------------------------------ 1793 
 GH 外显子 5 部分序列 Partial sequences of GH exon 5  

 

图 1  中国地方马生长激素基因外显子区部分序列比对分析 

Fig. 1  The aligne of GH mRNA partial sequences of China native horses 

 

 

 

图 2  基于 GH 基因序列的不同物种聚类图 
Fig. 2  The dendrogram of 11 kinds of species based on the 

GH sequence 
 

2.3  不同动物 GH 基因序列的同源性和遗传距离比较

分析 

通过序列分析计算了不同动物 GH 基因序列之间

的同源性和遗传距离（表 3）。宁强矮马和德保马 67
的同源性为 100%，与德保马 45 的同源性为 98.8%，

与百色马的同源性为 99.8%，与蒙古马的同源性为

99.7%。马属动物 GH 基因序列同源性极高，与猪和狗

的同源性较高（92%以上），与绵羊的同源性在 90%
以上，与人同源性也达到了 80%以上，与禽类的同源

性较低，仅为 76%。 
2.4  马 GH 的遗传变异分析 

马属动物 GH 由 216 个氨基酸组成。本试验发   
现 GH mRNA 在编码区 11 个位点有遗传多态现象，

其中 7 个位点的遗传变异未引起氨基酸组成的改  
变。以蒙古马 GH 氨基酸序列为标准，宁强矮马、    
百色马、德保马 67 和德保马 64 均在 1 765 位点发生

变异，导致氨基酸改变，百色马在 1 740 位点发生一

处变异，德保马 46 在 1 288 和 1 310 位点发生 2 处变

异（表 4）。 
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表 3  各种物种生长基因序列的同源性和遗传距离 

Table 3  The homology and distance of GH sequences among the 11 kinds of species 

种属 
Species 

宁强矮马 
NQ 

蒙古马 
MG 

百色矮马 
BS 

德保矮马 67
DB-67 

德保矮马 46
DB-46 

猪 
Pig 

狗 
Dog 

人 
Human 

牛 
Cattle 

绵羊 
Sheep 

红色原鸡 
Red jungle fowl

宁强矮马 NQ - 0.003 0.002 0.000 0.012 0.064 0.069 0.192 0.104 0.091 0.231 

蒙古马 MG 99.7% - 0.005 0.003 0.015 0.067 0.072 0.192 0.106 0.094 0.235 

百色矮马 BS 99.8% 99.5% - 0.002 0.014 0.066 0.071 0.193 0.106 0.092 0.233 

德保矮马 67 
DB-67 

100.0% 99.7% 99.8% - 0.012 0.064 0.069 0.192 0.104 0.091 0.231 

德保矮马 46 
DB-46 

98.8% 98.5% 98.6% 98.8 - 0.073 0.077 0.193 0.111 0.100 0.238 

猪 Pig 93.6% 93.3% 93.4% 93.6% 92.7% - 0.075 0.207 0.114 0.105 0.229 

狗 Dog 93.1% 92.8% 92.9% 93.1% 92.3% 92.5% - 0.208 0.123 0.120 0.239 

人 Human 80.8% 80.8% 80.7% 80.8% 80.7% 79.3% 79.2% - 0.210 0.223 0.317 

牛 Cattle 89.6% 89.4% 89.4% 89.6% 88.9% 88.6% 87.7% 79.0% - 0.035 0.243 

绵羊 Sheep 90.9% 90.6% 90.8% 90.9% 90.0% 89.5% 88.0% 77.7 96.5% - 0.239 

红色原鸡 
Red jungle fowl 

76.9% 76.5% 76.7% 76.9% 76.2% 77.1% 76.1% 68.3% 75.7% 76.1% - 

 

表 4  不同马 GH 氨基酸组成的遗传变异 

Table 4  The genetic variation of AA composing growth hormone in 5 China native horses 

不同品种间遗传变异位点氨基酸变化 AA change of genetic variation Loci of different breeds 种属 
Species 623 981 1227 1288 1310 1721 1727 1740 1744 1765 1778 

宁强矮马 NQ Val Lys Ser Ser Asn Asn Leu Gly Leu Asn Ala 

蒙古马 MG Val Lys Ser Ser Asn Asn Leu Gly Leu Gly Ala 

百色马 BS Val Lys Ser Ser Asn Asn Leu Arg Leu Asn Ala 

德保矮马 67 DB-67 Val Lys Ser Ser Asn Asn Leu Gly Leu Asn Ala 

德保矮马 46 DB-46 Val Lys Ser Cys Ala Asn Leu Gly Leu Asn Ala 

 

3  讨论 

目前仅对蒙古马等北方马种的遗传多样性和一些

功能基因进行了研究[17-21]，安丽萍等[22]通过细胞色素

b 探讨了普氏野马与蒙古马的遗传多态性。除英国设

特兰矮马（Shetland pony）外，中国矮马是世界最大

的原始矮马资源库，主要分布于西南地区，分别为广

西矮马（Guangxi pony）、贵州矮马（Guizhou pony）、

云南矮马（Yunnan pony）、四川矮马（Sichuan pony）
和陕西矮马（Shaanxi pony），这些马种受外来品种入

侵较小，保持了较为完整的基因库，遗传资源丰富，

具有较高的研究和开发价值。孙玉江等[23]系统分析了

中国西南马群体遗传资源特征，认为西南马的形成受

到环境和地域文化的影响，未将宁强矮马列入研究的

范围。侯文通等[24]利用血清 LDH 同工酶分析宁强矮

马亲缘关系，发现西南马系统的 4 个马种在 4.0197 值

时聚为一类（宁强矮马和中型马为 0.2296，建昌马和

安宁果下马为 3.2315），伊吾马在 13.659 值时与西南

马聚为一类，认为中国各地矮马自成品种，与西南马

关系密切，均源自古羌马。杜丹等[25]研究了宁强矮马

与蒙古马的遗传多样性，发现两者虽然在外形和性能

上有很大差异，但在品种形成和进化上有较近的遗传

关系。Forsyth 等[26]研究了不同动物生长激素和泌乳激

素的变异，发现哺乳动物中兔子、马、大象和狗的 GH
序列同源性最高。本试验以蒙古马 GH 基因序列为标

准，发现宁强矮马在 1 765 位点发生变异，百色马发

生 1 处变异，德保马 46 发生 2 处变异，导致氨基酸改

变。以 GH mRNA 为基础的聚类分析表明，宁强矮马

和德保马 67 的同源性为 100%，与百色马的同源性为

99.8%，与蒙古马的同源性为 99.7%，但是与德保马

46 的同源性为 98.8%，分析认为虽然中国马的 GH 基

因保守性很强，但由于受到环境、社会文化和人工选
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择的影响，在不同种群间和种群内部发生一定的变异，

导致同一地区的不同个体在聚类分析中存在一定差

异，也表明中国矮马的形成存在较为复杂的遗传机制

和起源进化的多型性。宁强矮马处于西南马的最北端，

在遗传进化过程中可能受到蒙古马和西南马的共同影

响。  

4  结论 

本试验发现宁强矮马和德保矮马 67 的同源性为

100%，与百色矮马的同源性为 99.8%，与蒙古马的同

源性为 99.7%，与德保矮马 46 的同源性为 98.8%，马

属动物生长基因序列与猪和狗的同源性较高，其次为

牛、绵羊、人和原鸡。同时发现宁强矮马在 1 765 位

点的变异导致氨基酸发生改变，这可能是影响宁强矮

马的生长发育的一个主要因素。 
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