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中国牛亚科家畜犌犎基因编码区序列的遗传变异研究
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摘　要：采用ＰＣＲ产物直接双向测序法，分段扩增普通牛、瘤牛、牦牛、大额牛和亚洲水牛共５个牛种的犌犎 基因，

并拼接成编码区全序列，分析中国牛亚科家畜不同牛种犌犎 基因编码区序列变异及其分子进化特征。结果表明，

牛犌犎 基因编码区序列全长６５４ｂｐ，种间核苷酸突变率在０．１％～１．８４％。５个牛种编码区序列定义了１０种单倍

型，瘤牛的单倍型多样性最高，大额牛和水牛均无单倍型多样性。犌犎 基因编码区序列的密码子使用存在偏倚性，

共发现了２５个偏好性密码子。核苷酸的替代以转换为主，转换明显高于颠换，转换／颠换比为３．０。非同义突变位

点远远少于同义突变位点，同义与非同义替代发生的速率比都小于或等于１，表明犌犎 基因编码区序列不受达尔文

正选择的影响。以犌犎 基因单倍型序列为基础的分子进化树表明，水牛与普通牛、瘤牛、牦牛、大额牛间分化很明

显；普通牛、瘤牛、牦牛、大额牛间序列分化并不明显，并且它们共同拥有一条相同的祖先核苷酸序列。说明中国牛

亚科家畜犌犎 基因编码区序列的变异相当贫乏，并且由于功能的约束表现得相当保守，进化速率相当缓慢。
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　　牛生长激素（ＢｏｖｉｎｅＧｒｏｗｔｈＨｏｒｍｏｎｅ，ｂＧＨ）是

由脑垂体前叶产生的多肽激素，它的合成直接受生长

激素基因调控，具有促进牛的生长发育、提高泌乳性

能和产肉能力等基本功能［１４］。正是由于如此重要的

生物学功能，犫犌犎 基因的研究得到了广泛的重视。

已经将犫犌犎基因定位于第１９号染色体上，包含５个

外显子、４个内含子以及５′和３′端侧翼序列，全长约

２８５６ｂｐ
［５］。目前，已有关于中国不同牛种犌犎 基因

的研究［６８］，但涉及的牛种相对较少，缺乏牛种间的

比较分析资料，也未见牛亚科家畜犌犎 基因分子进

化方面的报道。此外，Ｆｏｒｓｙｔｈ和 Ｗａｌｌｉｓ
［９］报道，大

部分哺乳动物犌犎 基因编码区的进化速率都很缓

慢，但在灵长类和反刍动物中却发生了快速进化，相

当于其他类群的２０～２５倍，并将这种在很慢的进化

速率中插入了一些类群的快速进化的模式称为“插

曲式”的进化模式。研究在测定中国牛亚科家畜不

同牛种犌犎 基因编码区序列的基础上，分析其遗传

变异特点，为探讨中国牛亚科家畜犌犎 基因编码区

序列的分子进化特征以及为进一步阐明适应进化与

分子进化的关系提供客观依据。

１　材料与方法

１１　材料

　　肝素钠溶液抗凝的血液样本分别取自普通牛

（蒙古牛，新疆维吾尔自治区和静县巴音布鲁克区）、

瘤牛（雷琼牛，广东省雷州市郊区）、牦牛（巴州牦牛，

新疆维吾尔自治区和静县巴音布鲁克区）、大额牛

（独龙牛，云南省泸水县老窝乡）和亚洲水牛（海子水

牛，江苏省东台市郊区），样本数目分别为１９、１８、

１６、２０和１８头。采用酚氯仿法提取基因组ＤＮＡ，

ＴＥ溶解后－２０℃保存。

１２　犘犆犚扩增和序列测定

　　依据普通牛犌犎 基因全序列
［１０］（Ｍ５７７６４）设计

４对引物，分段扩增犌犎 基因。引物由上海生工生

物工程有限公司合成，序列如下：引物１（４０８８６０

位，包括部分５′调控区、外显子１及部分内含子１）：

Ｐ１５′ＴＣＴＣＡＡＧＣＴＧＡＧＡＣＣＣＴＧＴＧＴ３′，Ｐ２５′

ＧＧＣＣＡＡＡＴＧＴＣＴＧＧＧＴＧＴＡＧＡ３′；引物２（８０５

１２２４位，包括部分内含子１、外显子２及部分内含

子２）：Ｐ１５′ＴＴＧＧＧＣＴＴＴＡＧＧＧＣＴＴＣＣＧＡＡ３′，

Ｐ２５′ＴＧＡＡＣＴＣＣＴＣＡＧＴＴＴＣＣＴＣＣＣ３′；引物３

（１１８２２０７２位，包括部分内含子２、外显子３、内含

子３、外显子４及部分内含子４）：Ｐ１５′ＡＴＣＣＡ

ＣＡＣＣＣＣＣＴＣＣＡＣＡＣＡＧＴ３′，Ｐ２５′ＣＡＴＴＴＴＣ

ＣＡＣＣＣＴＣＣＣＣＴＡＣＡＧ３′；引物４（２０５４２４５７位，

包括部分内含子４、外显子５及部分３′调控区）：Ｐ１

５′ＴＡＧＧＧＧＡＧＧＧＴＧＧＡＡＡＡＴＧＧＡ３′，Ｐ２ ５′

ＧＡＣＡＣＣＴＡＣＴＣＡＧＡＣＡＡＴＧＣＧ３′。

　　采用５０μＬ反应体系，包括１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，

２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ混合ｄＮＴＰ

２μＬ，１０ｐｍｏｌ／μＬ的上、下游引物各１μＬ，５Ｕ／μＬ

犜犪狇ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．２μＬ，ＤＮＡ模板１００ｎｇ，

剩余体积用灭菌水补足。ＰＣＲ反应程序为：９４℃预

变性５ｍｉｎ；９４℃６０ｓ，５９℃５０ｓ，７２℃５０ｓ，共３２

个循环；７２℃８ｍｉｎ；４℃保存。

　　ＰＣＲ产物在８％的聚丙烯酰胺凝胶上电泳检测

扩增效果，银染法显带。将检测到特异性目标片段

的ＰＣＲ产物纯化后送上海生工生物工程有限公司

进行双向测序。

１３　序列分析

　　人工核对测序结果后，将序列拼接成完整的编

码区全序列（以ＧｅｎＢａｎｋ登录号 Ｍ５７７６４的序列为

参照）。然后分析犌犎 基因编码区序列的变异特

点，涉及碱基组成、单倍型多样性、相对同义密码子

使 用 频 率 （Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ，

ＲＳＣＵ）
［１１］等指标；然后再以单倍型序列构建分子进

化树。研究中使用的分析软件主要是 Ｃｌｕｓｔａｌｘ

（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．８３）和 ＭＥＧＡ（Ｖｅｒｓｉｏｎ３．１）
［１２］。

２　结果与分析

２１　犌犎基因编码区序列及其变异

　　测序结果经对位排列和核对后拼接成完整的编

码区全序列（参照普通牛 Ｍ５７７６４序列），在所有受

测个体中都获得了全长为６５４ｂｐ的编码区序列，其

中外显子１为１３ｂｐ、外显子２为１６１ｂｐ、外显子３为

１１７ｂｐ、外显子４为１６２ｂｐ、外显子５为２０１ｂｐ，以起

始密码子ＡＴＧ开始，以终止密码子ＴＡＧ结束。

　　将５个牛种的全部编码区序列定义为１０种单
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倍型，普通牛、瘤牛、牦牛和大额牛共享了同一种单

倍型，普通牛和牦牛还共享了另外一种单倍型，普通

牛、瘤牛、牦牛和亚洲水牛还分别独自享有２种、４

种、１种和１种单倍型。牛种内各单倍型的比例如

图１所示。从单倍型的分布可知，瘤牛的单倍型多

样性最高（０．２７８），普通牛（０．２１１）和牦牛（０．１８８）次

之，大额牛和水牛均无单倍型多样性。

　　由图１可见，在５个牛种犌犎 基因编码区序列

中，共检测到１６个变异位点，包括４个简约信息位点

和１２个单一变异位点。不同牛种犌犎基因编码区序

列的平均碱基组成及碱基在各位密码子中的使用情

况见表１。５个牛种犌犎基因编码区序列间的碱基组

成差异很小，Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ碱基的平均含量为１９．４％、

２０．５％、３１．６％和２８．５％；碱基组成中Ｇ＋Ｃ的平均

含量（６０．１％）明显高于Ａ＋Ｔ的平均含量（３９．９％）。

碱基的使用在第２位密码子上是完全相同的，在第１

位密码子上差异也很小，但在第３位密码子上碱基Ａ

图１　犌犎基因编码区序列单倍型种类及其在牛

种内的比例（％）

犉犻犵１　犎犪狆犾狅狋狔狆犲狊犪狀犱狋犺犲犻狉狆犲狉犮犲狀狋犪犵犲狅犳犌犎

犵犲狀犲犆犇犛犻狀犫狅狏犻狀犲狊狆犲犮犻犲狊（％）

表１　牛犌犎基因编码区序列的碱基组成

犜犪犫犾犲１　犅犪狊犲犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀狅犳犫犌犎犵犲狀犲犆犇犛 ％

物种

Ｓｐｅｃｉｅ

总体Ｔｏｔａｌ 第１位密码子Ｆｉｒｓｔｃｏｄｏｎ 第２位密码子Ｓｅｃｏｎｄｃｏｄｏｎ 第３位密码子Ｔｈｉｒｄｃｏｄｏｎ

Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ１ Ｔ１ Ｇ１ Ｃ１ Ａ２ Ｔ２ Ｇ２ Ｃ２ Ａ３ Ｔ３ Ｇ３ Ｃ３

普通牛犅狅狊狋犪狌狉狌狊 １９．３ ２０．６ ２７．８ ３２．３ ２３．２ １８．８ ２８．７ ２９．４ ２８．４ ３１．２ １７．０ ２３．４ ６．４ １１．９ ３７．６ ４４．０

瘤牛犅狅狊犻狀犱犻犮狌狊 １９．３ ２０．８ ３２．３ ２７．６ ２２．９ １８．８ ２８．４ ２９．８ ２８．４ ３１．２ １７．０ ２３．４ ６．４ １２．５ ３７．５ ４３．６

牦牛犅狅狊犵狉狌狀狀犻犲狀狊 １９．３ ２０．７ ２７．７ ３２．３ ２３．１ １８．８ ２８．４ ２９．７ ２８．４ ３１．２ １７．０ ２３．４ ６．４ １２．１ ３７．６ ４３．９

大额牛犅狅狊犳狉狅狀狋犪犾犻狊 １９．３ ２０．６ ２７．７ ３２．４ ２２．９ １８．８ ２８．４ ２９．８ ２８．４ ３１．２ １７．０ ２３．４ ６．４ １１．９ ３７．６ ４４．０

亚洲水牛

犅狌犫犪犾狌狊犫狌犫犪犾犻狊
１９．７ １９．９ ２７．２ ３３．２ ２３．４ １８．８ ２８．０ ２９．８ ２８．４ ３１．２ １７．０ ２３．４ ７．３ ９．６ ３６．７ ４６．３

平均数Ａｖｅｒａｇｅ １９．４ ２０．５ ２８．５ ３１．６ ２３．１ １８．８ ２８．４ ２９．７ ２８．４ ３１．２ １７．０ ２３．４ ６．６ １１．６ ３７．４ ４４．４

在碱基组成中，数字１、２和３分别代表密码子第１、２和３位

Ｎｕｍｂｅｒ１，２ａｎｄ３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅ１
ｓｔ，２ｎｄａｎｄ３ｒｄｃｏｄｏｎｐｏｓｉｔｉｏｎｓｉｎｂａｓｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

的含量很低（平均仅为６．６％），明显低于其在第１

和第２位密码子中的比例。

２２　密码子使用特点

　　表２列出了５个牛种犌犎 基因编码区序列的密

码子使用情况。从密码子使用频率来看，ＵＵＣ、

ＣＵＧ、ＣＡＧ和ＧＣＣ等都达到或超过１０％以上，其

中密码子 ＣＵＧ 使用频率最高（１８．９％）；ＵＧＵ、

ＧＡＵ、ＡＧＧ和ＡＡＵ的使用频率都在１％以下，其

中密码子 ＡＧＧ使用频率最低（０．２％）。相对同义

密码子使用频率ＲＳＣＵ是衡量密码子使用偏倚性

的重要标准，直观地反映了密码子使用偏倚性的程

度。从 ＲＳＣＵ 值来看，ＵＵＣ、ＣＵＣ、ＣＵＧ、ＵＣＣ、

ＡＧＣ、ＵＧＣ、ＣＡＵ、ＣＡＧ、ＧＵＣ、ＧＵＧ、ＧＡＣ、ＧＡＧ、

ＵＡＣ、ＣＣＣ、ＣＧＣ、ＣＧＧ、ＡＵＣ、ＡＣＣ、ＡＡＣ、ＡＡＧ、

ＧＣＵ、ＧＣＣ、ＧＧＣ、ＧＧＧ和 ＵＡＧ的 ＲＳＣＵ 值都大

于１，即均为偏好密码子，其余的密码子均为非偏好

密码子。

２３　核苷酸替代

　　在所有测定的序列中，只观察到转换和颠换，未

见插入和缺失突变类型（图１）。在核苷酸的替代模

式中，观察到ＴＣ的转换、ＡＧ转换、ＣＧ颠换

以 及ＡＣ颠换，没有出现ＴＡ和ＴＧ颠换。
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表２　牛犌犎基因编码区序列的密码子使用

犜犪犫犾犲２　犆狅犱狅狀狌狊犪犵犲狅犳犆犇犛狅犳犫犌犎犵犲狀犲

氨基酸

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

密码子

Ｃｏｄｏｎ

使用频率／％

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
ＲＳＣＵ

氨基酸

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

密码子

Ｃｏｄｏｎ

使用频率／％

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
ＲＳＣＵ

Ｐｈｅ ＵＵＵ ４．０ ０．５７ Ｐｒｏ ＣＣＣ ５．０ ２．５０

ＵＵＣ １０．０ １．４３ ＣＣＡ １．０ ０．５０

Ｌｅｕ ＵＵＧ ３．０ ０．５５ ＣＣＧ ２．０ １．００

ＣＵＵ ２．２ ０．４０ Ａｒｇ ＣＧＵ １．０ ０．４３

ＣＵＣ ８．８ １．６０ ＣＧＣ ５．０ ２．１４

ＣＵＧ １８．９ ３．４４ ＣＧＧ ５．８ ２．４８

Ｓｅｒ ＵＣＵ １．１ ０．４９ ＡＧＡ ２．０ ０．８６

ＵＣＣ ４．９ ２．０７ ＡＧＧ ０．２ ０．０９

ＵＣＡ １．９ ０．８２ Ｉｌｅ ＡＵＣ ７．０ ３．００

ＵＣＧ ２．１ ０．８８ Ｍｅｔ ＡＵＧ ６．０ １．００

ＡＧＵ １．０ ０．４３ Ｔｈｒ ＡＣＵ １．０ ０．２９

ＡＧＣ ３．１ １．３１ ＡＣＣ ９．０ ２．５７

Ｃｙｓ ＵＧＵ ０．９ ０．３７ ＡＣＡ １．１ ０．３１

ＵＧＣ ４．１ １．６３ ＡＣＧ ２．９ ０．８４

Ｔｒｐ ＵＧＧ ２．０ １．００ Ａｓｎ ＡＡＵ ０．９ ０．３１

Ｈｉｓ ＣＡＵ １．９ １．２９ ＡＡＣ ５．１ １．６９

ＣＡＣ １．１ ０．７１ Ｌｙｓ ＡＡＡ ３．１ ０．５６

Ｇｌｎ ＣＡＧ １２．０ ２．００ ＡＡＧ ７．９ １．４４

Ｖａｌ ＧＵＵ １．０ ０．４９ Ａｌａ ＧＣＵ ７．０ １．４７

ＧＵＣ ３．０ １．４７ ＧＣＣ １０．０ ２．１１

ＧＵＧ ４．１ ２．０４ ＧＣＡ １．０ ０．２１

Ａｓｐ ＧＡＵ ０．９ ０．１９ ＧＣＧ １．０ ０．２１

ＧＡＣ ９．１ １．８１ Ｇｌｙ ＧＧＵ １．１ ０．３６

Ｇｌｕ ＧＡＡ ３．１ ０．４７ ＧＧＣ ６．９ ２．３０

ＧＡＧ ９．９ １．５３ ＧＧＡ １．０ ０．３４

Ｔｙｒ ＵＡＵ ２．０ ０．６７ ＧＧＧ ３．０ １．０１

ＵＡＣ ４．０ １．３３
终止密码子

Ｔｅｒｍｉｎａｌｃｏｄｏｎ
ＵＡＧ １．０ ３．００

ＲＳＣＵ是指相对同义密码子使用频率　ＲＳＣＵｄｅｎｏｔｅｓｒｅｌａｔｉｖｅｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃｏｄｏｎｕｓａｇｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

核苷酸的替代以转换为主，转换明显高于颠换，转

换／颠换比为３．０。

　　翻译成氨基酸序列后显示，犌犎 基因外显子全

序列编码２１７个氨基酸，１６个核苷酸替代位点中１３

个为同义突变，仅有３个非同义突变位点。３个非

同义突变位点分别对应于编码的第３５位氨基酸（甘

氨酸丝氨酸）、第１３８位氨基酸（赖氨酸天冬酰

氨酸）和第１５３位氨基酸（亮氨酸颉氨酸）。

　　根据Ｋｉｍｕｒａ双参数模型以ＮｅｉＧｏｊｏｂｏｒｉ法进

一步估计了同义和非同义替代发生的速率比［１３］。

结果显示，５个牛种间同义和非同义替代发生的速

率比（ｄｎ／ｄｓ）都小于或等于１，平均值为０．９８０８，表

明犌犎 基因编码区序列不受达尔文正选择的影响。

２４　基于犌犎基因编码区序列的分子进化树

　　以定义的１０种犌犎 基因编码区单倍型序列为

基础，采用 Ｋｉｍｕｒａ双参数模型，运用 ＭＥＧＡ软件

中的邻近法（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建分子进化

树，结果见图２。

　　从图２中可以看出，水牛犌犎 基因序列独立为

一支，它与普通牛、瘤牛、牦牛、大额牛间分化很明

显。普通牛、瘤牛、牦牛、大额牛间序列分化并不明

显，而且它们共同拥有一条相同的核苷酸序列。除

了普通牛与牦牛之间共享了另一条序列之外，普通

牛、瘤牛及牦牛其余的单倍型序列基本上是各自成

为一类。

３　讨　论

３１　犌犎基因编码区序列变异特征

　　研究中，在５个牛种内检测到的核苷酸突变率

为０～０．４６％，而不同牛种间的核苷酸突变率为
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图２　基于中国牛亚科犌犎基因编码区序列的分子进化树

犉犻犵２　犕狅犾犲犮狌犾犪狉狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犮狅犿狆犾犲狋犲犮狅犱犻狀犵狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犵狉狅狑狋犺犺狅狉犿狅狀犲犵犲狀犲犻狀犆犺犻狀犲狊犲犫狅狏犻狀犪犲狊狆犲犮犻犲狊

０．１％～１．８４％，表明牛亚科家畜犌犎 基因编码区

序列的变异相当贫乏。此外，从犌犎 基因编码区序

列的密码子使用情况来看，存在密码子使用偏好性，

并发现了２５个偏好性密码子。造成密码子使用偏

好性的原因可能与偏倚的突变压及选择压等因素密

切相关。

　　在分子进化过程中，当同义与非同义替代发生

的速率比（ｄｎ／ｄｓ）＞１时，表明受到了正向选择的作

用；而当速率比＜１时，表明在进化过程中受到负向

选择的作用［１４］。研究中，核苷酸替代方式仅有转换

和颠换，没有观察到插入和缺失，而且绝大多数位点

间的替代是同义突变，非同义突变（错义突变）位点

远远少于同义突变位点，同义与非同义替代发生的

速率比平均为０．９８０８。同义与非同义替代发生的

速率比＜１，表明牛亚科家畜犌犎 基因在进化过程

中受到负向选择的作用，而不受达尔文正向选择的

影响，是净化选择的结果，也进一步提示犌犎 基因

仍然保持着非常重要的生物学功能。

　　因此，无论是在种内还是在种间，牛犌犎 基因

由于功能的约束都表现得相当保守，进化速率相当

缓慢。

３２　中国牛亚科家畜犌犎基因的分子进化关系

　　牛亚科动物的分子进化研究一直是个热点问

题，争论的焦点主要在于属级分类地位的确定和种

间系统发生关系的探讨。在属级分类地位的确定

上，国内外的报道很多，但仍然存在分歧［１５２０］。然

而，对于牛亚科家畜多个物种间系统发生关系的报

道则相对较少。根据 ＭＨＣＤＲＢ３基因ｅｘｏｎ２序列

所构建的牛亚科系统发育树可以看出，亚洲水牛和

非洲水牛的亲缘关系比较近，普通牛和瘤牛的亲缘

关系较近，牦牛与欧洲野牛的亲缘关系较近［２１］。基

于线粒体犆狔狋ｂ基因序列的分析表明
［２２］，中国黄牛

与牦牛和欧洲野牛之间的亲缘关系相对较近，而与

水牛间的亲缘关系则相对较远；中国牦牛和斑腾牛

以及羯牛的亲缘关系相对较近；中国水牛和沼泽型

水牛具有较近的亲缘关系。线粒体犆狔狋ｂ基因全序

列分析则提示［２３］，中国大额牛群体明显分为３支

（第１支与普通牛相聚，第２支与瘤牛相聚，第３支

与印度野牛相聚），推测大额牛很可能是印度野牛的

家养型或驯化种，而且可能曾受到其他牛种血缘的

入侵。由此可见，牛亚科家畜物种间已经发生了较

为明显的分化。

　　研究中，基于犌犎 基因编码区序列构建的分子

进化树表明，水牛犌犎 基因序列不同于普通牛、瘤

牛、牦牛以及大额牛，它们之间的遗传分化已经十分

明显。普通牛、瘤牛、牦牛、大额牛共同拥有１条相

同的核苷酸序列，而且除了普通牛外（频率是

２８．９％），这种单倍型序列在种群内都是频率最高的

（瘤牛为６３．９％，牦牛为８９．５％，大额牛为１００％）。

推测这一共享的序列可能是普通牛、瘤牛、牦牛和大

额牛犌犎 基因编码区的共同祖先序列，其它的核苷

酸序列可以看作是在此基础上发生的随机突变类型

（主要是遗传漂变的影响）。

　　从研究还可以看出，除了普通牛与牦牛之间共

享了另１条单倍型序列以外，普通牛、瘤牛及牦牛其

余的单倍型序列存在明显的种间差异而基本上是各

自成为一类，有可能在以后的进化过程中逐步产生

更加明显的分化，成为各牛种所特有的类型。而普
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通牛与牦牛之间共享了另１条单倍型序列的原因可

能是它们生活在同１个地区，通过母系实现的基因

交流加上在相同生态环境下经受自然选择的结果，

因而不能排除适应进化效应。

　　此外，绝大多数位点的突变都属于同义突变类

型，就不会影响适应进化，也不会产生适应性状差别，

即不受适应进化的选择作用。然而，也有少数位点的

突变属于非同义突变类型，其反映的分子进化可能是

蛋白质乃至形态生理性状的适应进化线索。
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