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摘要  测定了18 头海子水牛细胞色素b( Cyt b) 基因全序列( 1 140 bp) 并对其进行了分析。Cyt b 基因1 140 个位点中 , 共发现10 个可变位
点 , 均为转换 ,其中1 个位点引起氨基酸更换替代 ,其余可变位点均为同义替换。序列分析表明 ,海子水牛Cyt b 基因表现出明显的碱基
组成偏倚和密码子使用偏倚。研究发现, 海子水牛终止密码子包括AGA 和AGG 两种 , 其中AGG 为牛亚科动物Cyt b 基因的终止密码子
之一是国内外首次报道。18 条Cyt b 基因序列共定义了4 种单倍型, 单倍型多样性( Hd) 为0 .527 , 核苷酸多样性( Pi ) 为0 .004 63 , 表明海
子水牛的遗传多样度较高 , 推测海子水牛可能存在两种甚至更多不同的母系起源。
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Sequence Analysis of Cyt b Gene of Haizi Buffalo
LI Shi-ping et al  ( College of Bioscience and Biotechnology ,Yangzhou University ,Yangzhou,Jiangsu 225009)
Abstract  The cytochrome b ( Cyt b) gene complete sequences (1 140 bp) of 18 Haizi buffalos were sequenced and analyzed .Among 1 140 sites of Cyt b
gene ,10 variable sites were found ,all of which were transitions .In10 variable sites ,only one site caused amino-acid replacement substitution ,and the other
were all synonymous substitutions .Sequence analysis showed that there were remarkable base composition bias and codon usage bias .The results also
showed that there were two stop codons ( AGA and AGG) in Cyt b gene in Haizi buffalo ,and it was first reported that AGG was one of the stop codons i n
Cyt b gene in Bovidae .18 Cyt b gene sequences defined 4 haplotypes ,and the haplotype diversity ( Hd) and Nucleotide diversity ( Pi ) were 0 .527 and
0 .004 63 respectively ,showing abundant genetic diversity in Haizi buffalo .The data also suggested that there were two or more matriline origins in Haizi
buffalo .
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  细胞色素b( Cyt b) 基因是线粒体 DNA 中重要的蛋白编

码基因, 它包含了从种内到种间乃至科间的进化遗传信息 ,

是研究动物群体遗传结构、种内和近缘种间的系统发育、起

源进化的良好分子标记之一[ 1 - 2] , 广泛应用于牛亚科家畜群

体遗传结构、系统发育和进化分类的研究中[ 3 - 5] 。笔者通过

测定海子水牛Cyt b 基因全序列, 并对其序列进行分析 , 旨在

探讨海子水牛的遗传多样性, 以期为我国海子水牛遗传资源

的保护提供分子生物学依据。

1  材料与方法

1 .1 材料  以中心产区典型群随机抽样的方法, 在江苏省

盐城市海子水牛保种场采集18 头海子水牛血样, 避免有可

追溯亲缘关系的两个( 及以上) 个体一并进入样本。采集血

样用低温( < 4 ℃) 冷藏箱带回实验室, - 20 ℃保存备用。

1 .2 方法

1 .2 .1  PCR 扩增和序列测定。采用常规的酚/ 氯仿法提取

基因组总 DNA[ 6] 。Cyt b 基因全序列的 PCR 扩增采用 Irwin

等[ 7] 报道的引物, 上游引物( L14724) : 5′- CGAAGCTTGATAT-

GAAAAACCATCGTTG-3′, 下 游 引 物( H15915R) : 5′- GGAAT-

TCATCTCTCCGGTTTACAAGAC- 3′。PCR 反应体系为25 μl , 含1

×PCR buffer ,Mg2 + 2 .5 μmol/ L ,dNTP 250 μmol/ L , 引物各0 .4

μmol/ L ,Taq DNA 聚合酶2 U, 模板1 μl 。PCR 反应条件为 :94

℃预变性4 min ;94 ℃变性40 s ,51 ℃退火40 s ,72 ℃延伸90

s , 共30 个循环; 最后72 ℃延伸8 min ,4 ℃保存。PCR 扩增产

物采用1 % 琼脂糖凝胶电泳检测其片断大小与浓度, 由上海

生物工程技术服务有限公司进行PCR 扩增产物的纯化、回收

与测序。 �
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1 .2 .2  统计分析。应用 DNA Star5 .02 软件参照 Anderson

等[ 8] 发表 的普通牛 Cyt b 基 因全序 列( GenBank 登录号 :

V00654) 对测定的18 头海子水牛的 Cyt b 基因序列进行同源

序列比对分析。应用 MEGA3 .1 软件统计序列的平均碱基组

成、多态位点、转换/ 颠换比率、密码子使用等。应用 DNA sp

4 .10 软件计算单倍型多样性( Hd) 和核苷酸多样性( Pi) 。

2  结果与分析

2 .1 Cyt b 基因碱基组成 经PCR 扩增、回收、测序以及序

列比对等步骤, 获得了18 头海子水牛的线粒体Cyt b 基因全

序列, 序列全长均为1 140 bp , 无插入和缺失。18 条序列的平

均碱基组成见表1。从表1 可见 ,T、C、A、G 的平均含量分别

为25 .0 % 、30 .0 % 、31 .0 % 、14 .0 % , 可见4 种碱基的含量差异

较大, 其中A + T 含量( 56 .0 %) 高于G+ C 含量( 44 .0 %) 。密

码子不同位点碱基组成存在差异, 第1 位点富 含 A( 占

29 .7 %) , 第2 位点富含 T( 占41 .1 %) , 第3 位点富含 A( 占

43 .0 %) 。密码子第1 位点各碱基组成比例相似。密码子第

2 和第3 位点都表现出强烈的碱基使用偏倚。密码子第2 位

点中,T 碱基的频率高达41 .1 % , 而 G 仅为13 .9 % ; 密码子第

3 位点中 ,A 碱基频率高达43 .0 % , 而 G 仅占6 .2 % 。碱基组

成偏倚与Birungi 等[ 4] 和 Hassanin 等[ 5] 报道的结果相类似。

  表1 海子水牛Cyt b 基因全序列的平均碱基组成 %

碱基 总体 密码子第1 位 密码子第2 位 密码子第3 位

T 25 .0 21 .8 41 .1    12 .1

C 30 .0 26 .7 24 .7 38 .7

A 31 .0 29 .7 20 .3 43 .0

G 14 .0 21 .9 13 .9 6 .2

2 .2 Cyt b 基因核苷酸变异 18 条海子水牛Cyt b 基因全序

列1 140 位点中, 共检测到10 个可变位点, 占分析位点总数

的0 .9 % 。这10 个可变位点分别发生在第111 位点( A- G) 、

126 位点( C- T) 、195 位点( C- T) 、592 位点( T- C) 、669 位点( T-
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C) 、825 位点( A- G) 、891 位点( T- C) 、981 位点( T- C) 、1114 位点

( A- G) 和1140 位点( A- G) , 其中第1114 位点( A- G) 变异引起氨

基酸变异( I- V) , 其余均为同义替换。10 个可变位点均为碱

基转换, 其中8 个转换变异发生在密码子第3 位点,2 个发生

在密码子第1 位点, ��( T 与C) 间的转换变异( 6 个) 高于�

呤( A 与 G) 间的转换变异( 4 个) , 表现出强烈的转换偏倚, 该

结果与Tamura 等[ 9 - 10] 发现的�呤和��转换偏倚相似。18

条Cyt b 基因全序列共定义了4 种单倍型( Hap01～04) , 其中

Hap01 为主单倍型, 包括12 条序列, Hap02 包括3 条序列 ,

Hap03 包括2 条序列, Hap04 包括1 条序列。单倍型多样性

( Hd) 为 0 .542 ±0 .123 , 核苷酸多样性( Pi ) 为 0 .003 58 ±

0 .000 82 , 表明海子水牛的遗传多样度较高。

海子水牛群体内线粒体Cyt b 基因发现有10 个可变位

点、4 种单倍型以及较高的核苷酸多样性, 这样高的变异水平

应当不仅是在相对较短的品种培育史中随机变异所产生的 ,

而更可能是在品种形成之前变异就已发生, 推测海子水牛可

能存在两种甚至更多不同的母系起源。

2 .3  Cytb 基因密码子使用偏倚 如果无自然选择或突变偏

倚, 则可期望Cyt b 基因编码同一氨基酸的各个同义密码子

以相同的频率出现。但实际上, 编码同一氨基酸的各个同义

密码子通常有不同的频率, 密码子使用存在很大偏倚, 常用

相对密码子使用频率( RSCU) 来对密码子使用偏倚进行测度。

海子水牛 Cyt b 基因平均密码子使用频率见表2。从表2 可

见, 海子水牛Cyt b 基因全序列中, 密码子CUA 使用频率最高

(28 .9 次) , 其次是 AUC( 24 .7 次) 、GCA( 19 .0 次) 、UUC( 18 .9

次) 、CUC( 17 .0 次) 、ACA( 16 .0 次) 、AAC( 15 .0 次) 等。同义密

码子的使用表现出强烈的偏倚性, 使用极不平衡, 如编码亮

氨酸( L) 的6 种同义密码子中,CUA 使用频率最高, 达28 .9

次, 其次是 CUC 17 .0 次、UUA 5 .7 次、CUG 5 .4 次、CUU 2 .0

次, 而 UUG 没有使用。编码精氨酸( R) 的4 种密码子,CGA

使用频率最高6 .0 次, 其次为 CGG2 .0 次 , 密码子 CGU、CGC

没有使用。编码其他各种氨基酸的密码子使用情况与以上

分析相似, 表明Cyt b 基因密码子使用存在明显偏倚性。

有趣的是, 在海子水牛Cyt b 基因全序列中发现了两种

终止密码子AGA 和 AGG, 用该研究所获得的4 种各单倍型

序列在 GenBank 中进行 Blast 搜索时发现, 所有搜索到的约

100 条牛亚科动物 Cyt b 基因序列均以 AGA 为终止密码子 ,

而该研究发现的海子水牛以 AGG 为Cyt b 基因的终止密码

子之一为牛亚科动物首次报道。

  表2 海子水牛Cyt b 基因平均密码子使用频率 %

基因 使用频率∥次 基因 使用频率∥次 基因 使用频率∥次 基因 使用频率∥次

UUU( F)   6 .1(0 .48) UCU( S)    3 .0( 0.75) UAU( Y)    4 .7(0 .59) UGU( C)      0 .0(0 .00)
UUC( F) 18 .9(1 .52) UCC(S) 6 .0( 1.50) UAC( Y) 11 .3(1 .41) UGC( C) 4 .0(2 .00)
UUA( L) 5 .7(0 .58) UCA( S) 11 .0( 2.75) UAA( * ) 0 .0(0 .00) UGA( W) 10 .0(1 .67)
UUG( L) 0 .0(0 .00) UCG( S) 0 .0( 0.00) UAG( * ) 0 .0(0 .00) UGG( W) 2 .0(0 .33)
CUU( L) 2 .0(0 .20) CCU( P) 4 .0( 0.73) CAU( H) 1 .0(0 .17) CGU( R) 0 .0(0 .00)
CUC( L) 17 .0(1 .73) CCC( P) 4 .0( 0.73) CAC( H) 11 .0(1 .83) CGC( R) 0 .0(0 .00)
CUA( L) 28 .9(2 .94) CCA( P) 14 .0( 2.55) CAA( Q) 5 .0(1 .67) CGA( R) 6 .0(3 .00)
CUG( L) 5 .4(0 .55) CCG( P) 0 .0( 0.00) CAG( Q) 1 .0(0 .33) CGG( R) 2 .0(1 .00)
AUU(I) 14 .1(0 .73) ACU( T) 0 .0( 0.00) AAU( H) 3 .0(0 .33) AGU( S) 2 .0(0 .50)
AUC(I) 24 .7(1 .27) ACC( T) 8 .0( 1.28) AAC( H) 15 .0(1 .67) AGC( S) 2 .0(0 .50)
AUA( A) 13 .0(1 .53) ACA( T) 16 .0( 2.56) AAA( K) 8 .0(1 .78) AGA( * ) 0 .7(2 .89)
ADG( B) 4 .0(0 .47) ACG( T) 1 .0( 0.16) AAG( K) 1 .0(0 .22) AGG( * ) 0 .3(1 .11)
GUU( D) 3 .0(0 .74) GCU( A) 2 .0( 0.30) GAU( D) 0 .0(0 .00) GGU( G) 1 .0(0 .17)
GUC( D) 4 .3(1 .05) GCC( A) 6 .0( 0.89) GAC( D) 10 .0(2 .00) GGC( G) 5 .0(0 .83)
GUA( D) 7 .0(1 .72) GCA( A) 19 .0( 2.81) GAA( E) 5 .0(1 .67) GGA( G) 14 .1(2 .35)
GUG( D) 2 .0(0 .49) GCG( A) 0 .0( 0.00) GAG( E) 1 .0(0 .33) GGG( G) 3 .9(0 .65)

 注 : 括号内数据为相对同义密码子使用频率( RSCU) 。

3  结论

目前对海子水牛的分子遗传学研究很少, 笔者测定了18

头海子水牛的Cyt b 基因全序列并对其进行了分析。Cyt b 基

因1 140 个位点中, 共发现10 个可变位点, 均为转换, 其中1

个位点引起氨基酸变异, 其余均为同义替换。分析结果表

明, 海子水牛Cyt b 基因表现出明显的碱基组成偏倚和密码

子使用偏倚。研究发现, 海子水牛终止密码子包括 AGA 和

AGG 两种, 其中AGG 为Cyt b 基因的终止密码子之一为牛亚

科动物首次报道。18 条 Cyt b 基因序列共定义了4 种单倍

型, 单倍型 多样性( Hd) 为 0 .527 , 核 苷酸 多样性( Pi ) 为

0 .004 63 , 表明海子水牛的遗传多样度较高, 推测海子水牛可

能存在两种甚至更多不同的母系起源。
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方中其菌丝生物量有明显差异, 蔗糖( 碳源) 对菌丝生物量的

影响最大, 一定量的蛋白胨( 氮源) 能够促进菌丝生长, 少量

的K + 和 Mg2 + 有利于菌丝生长, 但这些微量元素对阿魏菇菌

丝生长速度影响较小。然而, 所有的这些因素对菌丝生物量

的影响均未达到显著水平( P > 0 .05) 。

  表2 不同配方培养基中阿魏菇菌丝生物量

设计
水平

蔗糖 蛋白胨 KH2PO4 MgSO4
生物量∥g/ L

1 1 1 1 1    3 .47

2 1 2 2 2 4 .92

3 1 3 3 3 4 .31

4 2 1 2 3 5 .74

5 2 2 3 1 7 .22

6 2 3 1 2 6 .95

7 3 1 3 2 15 .48

8 3 2 1 3 16 .62

9 3 3 2 1 16 .93

  图1 显示了对4 种营养物质的因素分析, 最终选定反应

器发酵培养基为3 .00 % 蔗糖,0 .50 % 蛋白胨,0 .10 % KH2PO4

和0 .05 % MgSO4 。

图1 4 种营养成分对菌丝生物量影响的因素分析

2 .2  气升式反应器培养  每个发酵容器装入1 .8 L 最优发

酵培养基并以2 %( V/ V) 的接种量接种摇瓶菌种培养, 经过7

～10 d 的发酵, 得到的液体菌种即可直接用于接种栽培料。

在培养过程中控制空气流速在0 .08 ～0 .12 m3/ h , 该条件有利

于菌丝的迅速生长且形成的菌丝球大小均一。图2 显示了

通过气升式反应器培养的生物量时间曲线, 经过10 d 的培

养, 菌丝生物量达到25 g/ L。

2 .3 出菇实验 液体菌种接种栽培袋时, 菌丝长满需要30 d

左右; 而对照的固体菌种平均需要40 ～50 d 菌丝才能满袋。

与固体菌种相比, 液体菌种还具有接种方便、污染率低的优

点。液体和固体菌种均能正常出菇, 且菇形相差不大。

图2 气升式反应器培养菌丝生长曲线

3  讨论

传统的阿魏菇固体菌种生产工艺需要经过母种→原种

→栽培种→栽培袋的复杂过程, 耗时长且污染率高。每年菇

农需要购买大量原种进行扩繁, 这对他们是一笔很大的开

销。阿魏菇液体菌种具有菌丝生长快、缩短制种和生产周期

等诸多优点, 是实现阿魏菇规模化、工厂化生产的必然趋势 ,

因此, 阿魏菇液体制种技术已经被科研工作者广泛地研究。

然而传统的液体菌种研究通常仅限于摇瓶培养, 考虑到1 000

ml 的摇瓶仅能生产300 ml 左右的液体菌种, 同时使用摇瓶进

行培养需要摇床, 这些都决定了摇瓶制种技术无法获得推

广。笔者设计的简易气升式生物反应器成本低廉( 一套装置

不到100 元, 却能够生产约1 .8 L 液体菌种) , 有助于促进蘑

菇液体菌种技术的推广和应用。
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