
书书书

畜牧兽医学报
!

!""#

!

$%

"

&

#$

&!'

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

牦牛线粒体
()*(+,--

.

区序列测定及其在

牛亚科中分类地位的研究

李齐发"

!

#

!李隐侠"

!赵兴波$

!

#

!潘增祥"

!刘振山"

!张庆波"

!

屈旭光"

!宋大伟"

!董丽艳"

!李
!

宁$

!

#

!谢
!

庄"

"

"

"%

南京农业大学动物科技学院动物生殖遗传与分子进化实验室!南京
$"&&'(

%

$%

中国农业大学动物科技学院!北京
"&&&')

%

#%

中国农业大学农业生物技术国家实验室!北京
"&&&')

#

摘
!

要!根据普通牛线粒体
*+,

序列设计引物!获得了九龙牦牛线粒体
*!-..

/

区全序列!并以羊亚科绵羊属绵羊

作为外类群利用
*!-..

/

区序列对牛亚科代表性物种"牦牛&野牦牛&普通牛&瘤牛&美洲野牛&欧洲野牛和亚洲水牛#

进行了系统发育分析'结果发现$牦牛线粒体
*+,*!-..

/

区序列全长
0'#1

/

!与普通牛源序列的同源性为

023)4

!其中有
"2

个碱基的缺失%在牛亚科内!牦牛&野牦牛与美洲野牛"美洲野牛属#间的序列差异百分比最小!

为
53$4

!

5304

!而与牛属中普通牛&瘤牛间的序列差异百分比较大!为
"&3&4

!

""3#4

%系统发育分析发现$牦

牛&野牦牛首先与美洲野牛聚为一类!说明牦牛&野牦牛与美洲野牛属间的遗传相似性较高&亲缘关系较近!而与牛

属间的遗传相似性较低&亲缘关系较远%结合古生物学&形态学&分子生物学的证据!支持将牦牛&野牦牛划分为牛

亚科中一个独立属即牦牛属的观点'
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牦牛起源于中国!是一个古老而原始的物种!现

在的家养牦牛"
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#是由野牦牛

"

H+&

6

,$
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8;38#8;

#经过长期的自然选择和人工驯

化而来)
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!在动物分类学上隶属于偶蹄目"
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#&反刍亚目"

583()$#($

#&牛科"

D+9(7$&
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牛亚科!但在属级分类上很难确定)

#!)

*

'

"255

年分

类学家
H=@@<CBT

首先将牦牛作为
"

个种 "
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?

'8))(&);

#与普通牛"

D+;#$8'8;

#&瘤牛"
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"8;

#一起统归为牛属"
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根据牦

牛与牛亚科其它物种在形态学上的差异将牦牛划分

成
"

个独立的牦牛属"
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'此后!关于

牦牛在牛亚科中的分类地位问题一直存在着争议!

并成为牛亚科分子进化与系统发育领域的研究热

点!目前主要形成
$

种不同的观点$一种观点是将牦

牛作为牛亚科中
"

个独立的属即牦牛属)

"

!

2!""

*

!另一

种观点就是将牦牛作为牛属中的
"

个亚属或
"

个

种)
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动物线粒体
*+,

因其进化速度快&在群体内

变异大&分子结构简单&极少发生重组等特点!已成

为进行物种起源&分子进化和系统发育研究的重要

分子标记)

"(!"5

*

!其中
*!-..

/

区的进化速度快!变异

较大!适于进行亚科内属&种间的系统学研究)

"2!"0
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'

本文测定了牦牛线粒体
*+,*!-..

/

区的全序列!

并以羊亚科"

>$

6

'()$&

#绵羊属"

F9(;

#绵羊"

F9(;$'G

(&;

#作为外类群利用线粒体
*+,*!-..

/

区序列对

牛亚科代表性物种"牦牛&野牦牛&普通牛&瘤牛&美

洲野牛&欧洲野牛和亚洲水牛#进行系统发育分析!

从分子水平上探讨牛亚科不同物种间的系统发育关

系以及牦牛在牛亚科中的分类地位'

&
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材料和方法
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!

试验动物

!!

试验动物为成年健康的九龙牦牛"

9=B-.@
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#!来自四川龙日种畜场!尾动脉采血
"&;H

!

,]*

抗凝!

^#&_

保存备用'采用常规的酚
!

氯仿

法提取血液基因组
*+,

)
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*

'

&J!

!

引物合成$扩增和测序

! !

根 据 普 通 牛 线 粒 体
*+,

的 已 知 序 列

"

,̀ )'$#("

#设计引物扩增九龙牦牛的
*!-..

/

区!

正向引物为$

(a!]\U],U\]\],]],\],,]]!

#a

!反向引物为$

(a!UUUU\U\,U,\U]\\U]!#a

%

测序引物为
b"#

通用引物!均由北京奥科生物技术

有限公司合成'

!!

牦牛线粒体
*+,*!-..

/

区
Q]c

扩增的反应

体系为
$(

#

H

!反应条件为$

')_(;=@

后%进行
#&

个循环
')_)&T

&

5&_)(T

&

2$_";=@

%

2$_

再延

伸
"& ;=@

'

Q]c

产物用
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$
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试剂盒

"

J3d=.

P

C@C

公司#回收纯化!直接连接到
/

b*"0!\

载体"

\<8<c<

公司#上!然后转化到高效感受态细

胞
*M(

&

中!用
d=.*C[

质粒快速提取试剂盒"博大

科技#提取质粒
*+,

'测序反应用
d=

P

*

W

C

测序试

剂盒"

,dI

公司#进行!纯化后用
,dI#22*+,

序列

自动分析仪进行序列测定'

&J$

!

牛亚科其它代表性物种和外类群
(+,--

.

区序

列来源

!!

选取牛亚科中具有代表性的物种!包括野牦牛&

普通牛&瘤牛&美洲野牛"

D(;+)0(;+)

#&欧洲野牛

"

D(;+)0+)$;8;

#和亚洲水牛"

D80$48;080$4(;

#与牦

牛进行比对分析!并选取与牛亚科亲缘关系较近的

羊亚科绵羊属绵羊作为系统发育分析的外类群!从

UC@d<@Z

上下载相应物种
*!-..

/

区全序列"表
"

#'

&JK

!

数据处理和系统发育分析

!!

用
*+,6Y<X(3&$

"

*+,6\,cI@E3

#软件对所

测序列和数据库中的序列进行比对分析&对位排列

和计算序列间的序列差异百分比%用
b:U,#3"

软

件)

$&

*统计序列的碱基组成&多态位点和转换+颠换

比 "

\X<@T=Y=.@

+

\X<@T[CXT=.@

!

\T

+
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#% 用

b:U,#3"

软件)
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*计算遗传距离!并运用邻接法
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#构建系统发育树!自举分析
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期 李齐发等$牦牛线粒体
*+,*!-..

/

区序列测定及其在牛亚科中分类地位的研究

表
&

!

牛亚科代表性物种和外类群的
(+,--

.

区序列

D>G,0&

!

D;0C-2=40-8C0

1

20340C8-=(+,--

.

53!"#$%&'>3<-2:

6

=-2

.

物种名
6

/

CE=CT

序列号
,EECTT@B;1CXT

序列长度+
1

/

6C

>

BC@EC-C@

P

YS

牦牛
H+&

6

,$

?

8;

?

'8))(&); ,K#2)"$(

"

0'#

野牦牛
H+&

6

,$

?

8;38#8; ,K2)')") 0'$

普通牛
D+;#$8'8; ,̀ )'$#(" '"&

瘤牛
D+;()7("8; ,̀ )'$#(& '""

美洲野牛
D(;+)0(;+) R"$05) 0'&

欧洲野牛
D(;+)0+)$;8; R#)$') 0'"

亚洲水牛
D80$48;080$4(; ,̀ )2($20 "&"(

绵羊
F9(;$'(&; ,K0$')#& ""0"

"

%

为本文所测序列

"

%6C

>

BC@ECT

/

X.DBECDDBX=@

P

YS=TV.XZ

!

!

结
!

果

!J&

!

九龙牦牛线粒体
()*(+,--

.

区全序列

!!

根据普通牛线粒体
*+,

序列设计的引物在牦

牛基因组中得到了较好的扩增"图
"

#'测序发现九

龙牦牛线粒体
*!-..

/

区全长为
0'#1

/

!序列中
\

&

]

&

,

&

U

等
)

种碱基含量分别为
$0354

&

$(3#4

&

#$3)4

和
"#324

!其中
,\

含量"

5"4

#明显高于

U]

含量 "

#'4

#%与普通牛源序列的同源性为

023)4

!其中有
"2

个碱基的缺失'九龙牦牛线粒体

*!-..

/

区序列已提交到
UC@d<@Z

上"登录号为

,K#2)"$(

#'

"

!

53*!-..

/

区扩增片段%

b3"Z1-<DDCX;<XZCX

"!53QX.DBEY.?*!-..

/

XC

P

=.@

%

b3"Z1-<DDCX;<XZCX

图
&

!

牦牛线粒体
()*(+,--

.

区扩增产物

L5

6

J&

!

*

6

>=-C0

6

0,0,04:=-

.

;-=0C5C

.

>::0=3-8(+,--

.

=0

6

5-353

A

>@

!J!

!

牛亚科线粒体
()*(+,--

.

区序列变异

!!

牛亚科不同物种间
*!-..

/

区全长相差较大!在

0'&

!

"&"(1

/

之间!序列中
\

&

]

&

,

&

U)

种碱基含

量与牦牛基本相同'在牛亚科线粒体
*+,*!-..

/

区 全序列中发现
$#5

个变异位点!多态位点百分率

为
$#3$(4

!其中单一多态位点
"##

个!占多态位点

总数的
(53#54

!简约信息多态位点
"&#

个!占多态

位点总数的
)#35)4

'牛亚科
2

个物种间线粒体

*+,*!-..

/

区序列变异中碱基缺失+插入和碱基

替换等变异类型均有发生!其中碱基替换变异类型

中转换
5'

次!颠换
$)

次!转换+颠换比为
$3'

%在转

换变异类型中以
\

+

]

为主!占
5&3024

%在颠换变

异类型中以
,

+

\

&

,

+

]

颠换为主!占
2'3"24

'

!!

牛亚科内不同物种间
*!-..

/

区序列差异百分

比见表
$

'从表
$

可以看出!在牛亚科中牦牛与野

牦牛的序列差异百分比最小!为
#324

!普通牛与亚

洲水牛间的序列差异百分比最大!达
"'3&4

%在牛

亚科中!牦牛&野牦牛与美洲野牛"美洲野牛属#间的

序列差异百分比最小!为
53$4

!

5304

!而与牛属

中的普通牛&瘤牛间的序列差异百分比较大!为

"&3&4

!

""3#4

%亚洲水牛与牛亚科其它物种间的

序列差异百分比均较大'

!J$

!

牛亚科系统发育分析

!!

牛亚科不同物种间的
8=;BX<

双参数遗传距离

见表
#

'从表
#

可以看出!牛亚科不同物种间的遗

传距离在
&3&#0#

!

&3"0&"

!平均遗传距离为

&3""#"

!牦牛与野牦牛间的遗传距离最小!美洲野

牛与亚洲水牛的遗传距离最大%在牛亚科中!牦牛&

野牦牛与美洲野牛"美洲野牛属#间的遗传距离最

小!为
&3&5#)

!

&3&2&&

!而与牛属中的普通牛&瘤

牛间的遗传距离较大!为
&3&'2'

!

&3"&0'

%亚洲水

牛与牛亚科其它物种间的遗传距离均较大'

#
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表
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!

牛亚科内不同物种间线粒体
()*(+,--

.

区序列差异百分比

D>G,0!

!

M0=403:>

6

0<5N0=

6

03408-=(+,--

.

C0

1

20340C-8F5:-4;-3<=5>,()*>F-3

6

C

.

0450C53!"#$%&' 4

牦牛

H+&

6

,$

?

8;

?

'8))(&);

野牦牛

H+&

6

,$

?

8;

38#8;

普通牛

D+;

#$8'8;

瘤牛

D+;

()7("8;

美洲野牛

D(;+)

0(;+)

欧洲野牛

D(;+)

0+)$;8;

野牦牛
H+&

6

,$

?

8;38#8; #32

普通牛
D+;#$8'8; ""3# ""3&

瘤牛
D+;()7("8; "&3& "&3# (3$

美洲野牛
D(;+)0(;+) 530 53$ "&35 "&3'

欧洲野牛
D(;+)0+)$;8; '3( '3' '35 "&35 '3'

亚洲水牛
D80$48;080$4(; "03& "23# "'3& "03" "03$ "23#

表
$

!

牛亚科不同物种间
H5F2=>

双参数遗传距离

D>G,0$

!

H5F2=>!+

.

>=>F0:0=

6

030:54<5C:>340>F-3

6

C

.

0450C53!"#$%&'

牦牛

H+&

6

,$

?

8;

?

'8))(&);

野牦牛

H+&

6

,$

?

8;

38#8;

普通牛

D+;

#$8'8;

瘤牛

D+;

()7("8;

美洲野牛

D(;+)

0(;+)

欧洲野牛

D(;+)

0+)$;8;

野牦牛
H+&

6

,$

?

8;38#8; &3&#0#

普通牛
D+;#$8'8; &3"&0' &3"&2)

瘤牛
D+;()7("8; &3&'2' &3"&"' &3&("&

美洲野牛
D(;+)0(;+) &3&2&& &3&5#) &3"&#$ &3"&5"

欧洲野牛
D(;+)0+)$;8; &3&'#0 &3&''$ &3&'$" &3"&)5 &3&''"

亚洲水牛
D80$48;080$4(; &3"22# &3"5'0 &3"2(0 &3"5'0 &3"0&" &3"5((

!!

根据牛亚科
2

个物种线粒体
*+,*!-..

/

区全

序列采用邻接法构建了牛亚科系统发育树!结果见

图
$

'从图
$

可以看出!牛亚科和外类群"绵羊#各

聚为一类!在牛亚科内!亚洲水牛与牛亚科其它物种

各自聚为一类%牦牛与野牦牛首先聚为一类!节点的

自举支持率"

dQ

#为
'04

!然后再与美洲野牛属的美

节点的数值为
"&&&

次重复抽样检验的支持率

d..YTYX<

//

CXEC@Y<

P

C[<-BCT=@D=E<Y=@

P

YSCDC

P

XCC.?

TB

//

.XY?.XC<ESE-BTYCX<XCTS.V@<YYSC<

//

X.

/

X=<YC

@.DCT

图
!

!

基于线粒体
()*(+,--

.

区序列采用
)O

法构建

的牛亚科系统发育树

L5

6

P!

!

)05

6

;G-=+

Q

-5353

6

:=00=04-3C:=24:0<8=-F (+

,--

.

=0

6

5-3>F-3

6

C

.

0450C53!"#$%&'

洲野牛聚在一起%普通牛和瘤牛聚为一类!节点的自

举支持率"

dQ

#为
''4

'

$

!

讨
!

论

!!

牦牛在一般形态上与牛亚科中的牛属&美洲野

牛属等比较接近!因此关于牦牛在牛亚科中属级分

类上的确切地位!长期以来使动物学家们犹豫不决'

牦牛乍看起来象一种普通的&结实的&体型小的牛

种!接近于牛属和美洲野牛属!但事实上牦牛的形态

学特征同牛属和美洲野牛属间存在有较大的差异!

例如叫声&肋骨数&裙毛&尾毛等)

#

!

$"

*

'

N-TC@

研究发

现牦牛的前额骨&上额骨和鼻骨在组织排列上与美

洲野牛和欧洲野牛相似!而与牛属的结构明显不同!

但牦牛与美洲野牛和欧洲野牛在上额骨骨边缘的干

涉性延伸方面有一定的差别!牦牛上额骨可以阻止

鼻孔到达前额骨!这可能是因为牦牛控制嘴唇和鼻

孔的面部肌肉不同的组织结构引起的!并指出牦牛

与牛&野牛属是不同的属!认为牦牛应划分为牛亚科

中的一个独立属)

"

!

'

*

!与
UX.[CT

根据头骨)

$$

*

!

UCX!

<<DT

根据
(2

块骨骼"主要是头盖骨#特征和
#$

类化

)
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期 李齐发等$牦牛线粒体
*+,*!-..

/

区序列测定及其在牛亚科中分类地位的研究

石研究的结果)

$#

*一致'根据古生物学的研究!牦牛

属"

H+&

6

,$

?

8;

#和牛属"

D+;

#是在
$&

世纪末由
C'G

3($0+;

中分离出来的!是牛科动物中在系统进化上

分支较晚的
$

个属!二者关系较近!在以后的进化过

程中!牦牛属和牛属各循不同的方向演化!在形态构

造上产生了一定的差别!因而比一般的种间关系更

远一些!所以牦牛&野牦牛应归于牛亚科中的一个与

牛属并列的属即牦牛属)

5

!

0

*

'

!!

c=YF

等利用
$&

个微卫星标记对牛族"

\X=1C

D+9()(

#进行系统发育学分析!认为可将普通牛&牦

牛和转角牛亚属"

D(0+;

#分别作为牛属中的一个亚

属!而美洲野牛&欧洲野牛和非洲水牛则各作为一个

独立的属)

"#

*

'樊宝良等利用
'

酪蛋白"

'

!E<TC=@

!

'

!

]+

#第
)

外显子序列将牦牛&普通牛&欧洲野牛&印

度野牛"

D+;

?

$8'8;

#和瘤牛划归为牛属中的一个亚

属)

")

*

'李齐发等根据
<I>GJ5D#

基因
CG.@$

序

列变异信息)

"&

*和线粒体
*+,

细胞色素
1

基因"

]

W

!

Y.ESX.;C1

!

]

W

Y1

#序列)

""

*支持将牦牛作为牛亚科

中一个独立属的观点'王玲)

$)

*根据线粒体
*!-..

/

序列研究发现牦牛与美洲野牛&欧洲野牛间的亲缘

关系较近!与
b=

W

<;.Y.

等)

$(

*

&

8X<BT

等)

$5

*

&

e<XD

等)

$2

*

&

M<TT<@=@

等)

$0

*根据线粒体序列的研究结果

是一致的'

M<TT<@=@

等根据乳铁蛋白"

H<EY.?CXX=@

!

H?

#启动子区&细胞色素
1

基因&细胞色素
E

氧化酶

(

亚基"

6B1B@=Y

(

.?YSCE

W

Y.ESX.;CE.G=D<TC

!

]N$

#序列研究发现牦牛与美洲野牛的亲缘关系较

近!普通牛&瘤牛与欧洲野牛的亲缘关系较近)

$'

*

!与

9<@CECZ

等)

#&

*

&

fCXZ<<X

等)

$'

*的研究结果是一致的'

!!

本文研究发现牦牛&野牦牛在牛亚科中与美洲

野牛属的美洲野牛间的序列差异百分比最小!

8=;BX<

双参数遗传距离最近!而与牛属中的普通

牛&瘤牛的序列差异百分比较大!遗传距离较远!系

统发育分析时牦牛与美洲野牛聚为一类!说明牦牛

与美洲野牛遗传相似性较高&亲缘关系较近!而与牛

属中的普通牛&瘤牛遗传相似性较低&亲缘关系较

远!与
N-TC@

根据形态学特征)

"

!

'

*

&李齐发等根据

<I>GJ5D#

基因第
$

外显子序列)

"&

*和线粒体细胞

色素
1

基因序列)

""

*

&

M<TT<@=@

等根据乳铁蛋白&线

粒体
*+,

序列)

$'

*的研究结果是一致的!结合古生

物学&形态学&分子生物学的证据!支持将牦牛&野牦

牛划分为牛亚科中的一个独立属,,,牦牛属"

H+G

&

6

,$

?

8;

#的观点)

"

!

#

!

"&!""

*
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