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摘　要：为从分子水平上探究西藏牦牛类群的亲缘关系、分类地位和遗传多样性，本研究测定了嘉黎牦牛、桑桑牦

牛、桑日牦牛、工布江达牦牛、斯布牦牛、帕里牦牛、康布牦牛、江达牦牛、类乌齐牦牛、丁青牦牛、巴青牦牛等１１个

西藏牦牛类群共１１０头牦牛的细胞色素ｂ基因全序列，分析了其多态性，并构建了１１个类群的系统进化树。结果

表明：１１个西藏牦牛类群的细胞色素ｂ基因全序列长均为１１４０ｂｐ，共有单倍型５３种，其中新发现的有４９种，序

列间共有１４个ＳＮＰｓ多态位点，核苷酸变异类型包括转换和颠换，无插入和缺失，以同义突变为主，说明西藏牦牛

具有较丰富的遗传多样性。西藏１１个牦牛类群可分为：帕里牦牛系、江达牦牛系、巴青牦牛系、桑日牦牛系、类乌

齐牦牛系等５大系。
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是在高寒、空气稀薄、日温差大、牧草生长期短等恶

劣的环境条件下，经过长期的自然选择和人工选择

形成的一个特殊牛种，具有很强的适应能力，在遗传

上是一个极为宝贵的基因库［１］。家畜品种资源同其

它一切资源一样，正确的分类、认识就意味着有可能

合理利用和创造财富，对长远经济发展有不可忽视

的巨大作用。牦牛遗传多样性及其分类研究一直是

牦牛科学研究的重点和热点之一。西藏自治区是我

国牦牛的主产区之一，其数量约占全国牦牛总数的

１／３，由于特殊的地理特征和生态环境条件形成了嘉

黎牦牛、帕里牦牛、斯布牦牛、类乌齐牦牛、工布江达

牦牛、桑桑牦牛、桑日额牛、康布牦牛、类乌齐牦牛、

丁青牦牛、巴青牦牛等许多地方牦牛品种或类群，牦

牛遗传资源十分丰富。这些牦牛类群分布于拉萨、

日喀则、山南、阿里、那曲、昌都和林芝地区，贯穿整

个西藏自治区，因地理分布的差异不同牦牛类群间

可能存在放牧、引种等基因交流，产生不同类群间的

分类及亲缘关系。从２０世纪７０年代起，对西藏自

治区的牦牛品种遗传多样性及其分类，分别利用形

态遗传标记、生化遗传标记、细胞遗传标记和分子遗

传标记对帕里牦牛、嘉黎牦牛和斯布牦牛进行过一

些零星的报道，其余牦牛类群的遗传多样性均未进

行过系统的研究，且从不同遗传标记层次上获得的

结果有较多差异。目前，张成福、赵上娟、柴志欣等

通过测定西藏１１个牦牛类群的ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区、

犆犗Ⅲ基因的核苷酸序列及对核苷酸基因组的

ＲＡＰＤ多样性进行分析，研究了西藏牦牛的遗传多

样性、类群间的亲缘关系和系统进化关系［２４］。其中

利用犮狔狋犫基因对西藏牦牛的遗传多样性和分子进

化方面的研究还尚属空白。

哺乳动物线粒体细胞色素ｂ（ｃｙｔｂ）基因进化速

率虽不及Ｄｌｏｏｐ快，但由于能用一些通用引物扩增

且进化速度适中，一个较小的基因片段可包含从种

内到种间乃至到科间的进化遗传信息，因而被广泛

用于脊椎动物种内、种间遗传多样性和分类阶元系

统进化研究，被认为是了解遗传多样性和解决系统

发育问题最可信的线粒体ＤＮＡ标记之一
［５］。

本研究在西藏牦牛的主要分布区选取嘉黎牦

牛、桑桑牦牛、桑日额牛、工布江达牦牛、斯布牦牛、

帕里牦牛、康布牦牛、江达牦牛、类乌齐牦牛、丁青牦

牛、巴青牦牛等１１个西藏牦牛品种或类群，共１１０

头牦牛，测定细胞色素ｂ基因全序列，分析其遗传多

样性，构建系统进化树，并结合生化遗传学、分子生

物学、生物信息学、历史学、考古学探讨各牦牛品种

或类群之间的进化关系；旨在为西藏牦牛的起源、演

化、分类和遗传多样性研究以及遗传资源保护和利

用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物及基因组犇犖犃提取

从１１个西藏牦牛品种或类群中，各选取健康成

年的牦牛１０头，共１１０头（表１），采集耳组织，７５％

乙醇保存带回实验室，于－８０℃的冰箱中备用。用

组织基因组ＤＮＡ提取试剂盒（购自ＴｉａｎＧｅｎ生物

技术公司）提取基因组ＤＮＡ。

表１　供试牦牛品种（类群）、数量

犜犪犫犾犲１　犔犻狊狋狅犳狊犪犿狆犾犲狊狌狊犲犱犳狅狉犪狀犪犾狔狊犲狊

分布 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ 类群 Ｇｒｏｕｐ 代码Ｃｏｄｅ 样本数 Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ 采样地点Ｓａｍｐｌｉｎｇｌｏｃａｔｉｏｎ

拉萨Ｌｈａｓａ 斯布牦牛 ＳＢ １０ 拉萨

昌都Ｃｈａｎｇｄｕ

类乌齐牦牛 ＬＷＱ １０ 类乌齐县

丁青牦牛 ＤＱ １０ 丁青县

江达牦牛 ＪＤ １０ 江达县

山南Ｓｈａｎｎａｎ 桑日牦牛 ＳＲ １０ 桑日县

林芝Ｌｉｎｚｈｉ 工布江达牦牛 ＧＢ １０ 工布江达县

日喀则 Ｒｉｋａｚｅ

帕里牦牛 ＰＬ １０ 帕里镇

桑桑牦牛 ＳＳ １０ 桑桑镇

康布牦牛 ＫＢ １０ 康布乡

那曲 Ｎａｑｕ
嘉黎牦牛 ＪＬ １０ 嘉黎县

巴青牦牛 ＢＱ １０ 巴青县

合计 Ｔｏｔａｌ １１０

４２７１



　１１期 姬秋梅等：西藏牦牛ｍｔＤＮＡ犮狔狋犫基因的序列多态性及其系统进化分析

１．２　犘犆犚扩增、克隆及测序

根据牛 ｍｔＤＮＡ 全序列（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ

Ｎｏ．：Ｖ００６５４），用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０和ｏｌｉｇｏ６．０

软件设计１对特异引物对犮狔狋犫序列进行扩增，其中，

Ｆ：５′ＣＧＡＡＧＣＴＴＧＡＴＡＴＧＡＡＡＡＡＣＣＡＴＣＧＴＴＧ３′，

Ｒ：５′ＧＧＡＡＴＴＣＡＴＣＴＣＴＣＣＣＧＧＴＴＴＡＣＡＡＧＡＣ３′。

预期扩增目的片段长度为１２００ｂｐ左右，引物由英

潍捷基（上海）贸易有限公司合成。

ＰＣＲ扩增体系（２５μＬ）：ｐｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１２．５μＬ，

上、下游引物各（２０μｍｏｌ·Ｌ
－１）１μＬ，模板 ＤＮＡ

（２５～５０ｎｇ·μＬ
－１）１μＬ，超纯水９．５μＬ。

ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性２ｍｉｎ；９５℃变性

３０ｓ，５５℃退火６０ｓ，７２℃延伸７５ｓ，３５个循环；最

后７２℃延伸５ｍｉｎ；冷却至４℃保存。ＰＣＲ产物经

１％琼脂糖凝胶（含ＧｏｌｄＶｉｅｗ核酸染料）电泳检测，

凝胶成像系统分析检测结果。

根据检测结果，对１１０头牦牛 ｍｔＤＮＡ犮狔狋犫基

因ＰＣＲ产物用胶回收试剂盒（ＯＭＥＧＡ生物技术有

限公司）进行胶回收分离纯化，纯化的目的片段与

ｐＭＤ
ＴＭ１９Ｔ 载体于 １６ ℃ 连接过夜，后转化到

ＪＭ１０９感受态宿主菌中培养；再将菌液涂布在含有

ＸＧａｌ底物、ＩＰＴＧ诱导物和氨苄青霉素（Ａｍｐ
ｒ）抗

生素的ＬＢ平板上，利用蓝白斑筛选法筛选；用接种

环挑取白色单一菌落，在含氨苄青霉素（Ａｍｐ
ｒ）的

ＬＢ液体培养基中培养过夜，利用质粒提取试剂盒

提取菌液质粒，最后用提取的质粒进行ＰＣＲ反应分

析以确保克隆成功［６］；检测克隆成功的质粒进行

测序。

１．３　数据处理

用ＤＮＡＭＡＮ 软件对１１０头牦牛的 ｍｔＤＮＡ

犮狔狋犫全序列测序结果进行核实、校正，统计序列的碱

基长度和碱基差异。再用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行犮狔狋犫

全基因序列的比对，得到的结果分别以“ａｌｎ”文件格

式保存。通过 ＭＥＧＡ４．０、ＤＮＡｓｐ、ＤＮＡｓｔａｒ等软

件进行数据分析处理，构建物种间系统进化树，置信

度由Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法检验（重复次数为１０００）。

２　结　果

２．１　西藏牦牛犿狋犇犖犃犮狔狋犫的犘犆犚扩增

参照ＤＮＡ分子量标准及普通牛ｍｔＤＮＡ全序列

（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．：Ｖ００６５４），得知西藏牦牛的

ｍｔＤＮＡ犮狔狋犫基因ＰＣＲ产物大小应在１２００ｂｐ左右。

从图１可见，西藏牦牛ｍｔＤＮＡ犮狔狋犫基因ＰＣＲ产物

大小均在１２００ｂｐ左右，与预期结果一致，说明目

的片段克隆成功。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１～７．西藏牦牛 ｍｔＤＮＡ

犮狔狋犫的ＰＣＲ产物

Ｍ．ＤＮＡＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１７．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｍｔＤ

ＮＡ犮狔狋犫
图１　西藏牦牛犿狋犇犖犃犮狔狋犫犘犆犚产物的电泳结果

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳狋犺犲犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犿狋犇犖犃

犮狔狋犫狅犳犜犻犫犲狋狔犪犽

２．２　西藏牦牛犿狋犇犖犃犮狔狋犫的遗传多样性

２．２．１　西藏牦牛 ｍｔＤＮＡ犮狔狋犫基因的核苷酸组成

　　根据测序结果，并经综合核实、校对，结果西藏

１１个牦牛品种或类群的１１０头个体的ｍｔＤＮＡ犮狔狋犫

基因全序列长度均为１１４０ｂｐ，个体间无序列长度

差异，所有序列均以ＡＴＧ为起始密码子，中间无插

入、缺失，均以终止密码子 ＡＧＡ结束，碱基 Ａ、Ｔ、

Ｃ、Ｇ的平均含量分别为３１．７％、２６．３％、２８．９％和

１３．１％，Ａ＋Ｔ的平均含量为５８％，显著高于Ｇ＋Ｃ

平均含量４２％，表明１１个品种或类群的１１０头牦

牛的ｍｔＤＮＡ犮狔狋犫基因均富含碱基Ａ和Ｔ。

西藏牦牛１１０头个体犮狔狋犫基因的平均碱基含

量以及密码子中各位点碱基的平均组成见表２。在

密码子第２、第３位点上 Ｇ的含量均较低，分别为

１３．７％ 和 ３．０％；第 ２ 位点上 Ｔ 的 含 量 最 高

（４０．２％），第３位点上Ａ的含量最高（４５．４％）。核

苷酸中碱基组成的偏向是线粒体蛋白编码基因包括

犮狔狋犫基因在内的一个典型特征，密码子第２位点

（０．２０），特别是第３位点（０．５８）表现出较强的碱基

组成偏向，而第１位点则表现出很弱的偏向（０．０７）。

通过ＤＮＡｓｐ分析发现，１１０头个体两两之间的

同义突变位点数平均为３００．５８，同义突变率（Ｋｓ）为

０．０１００１，非同义突变率（Ｋａ）为０．００１６０，可见西藏

牦牛犮狔狋犫基因以同义突变占优势。对碱基替换的

分析表明，Ｔ／Ｃ转换的可能性最大，Ｔ／Ｇ颠换的可

能性最小（表３）。
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表２　西藏牦牛犮狔狋犫基因在密码子第１、２和３位点上的平均碱基组成

犜犪犫犾犲２　犃狏犲狉犪犵犲犫犪狊犲犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀犪狋狋犺犲犳犻狉狊狋，狊犲犮狅狀犱犪狀犱狋犺犻狉犱犮狅犱狅狀狅犳狋犺犲犮狔狋犫犵犲狀犲狅犳犜犻犫犲狋犪狀狔犪犽狊

碱基

Ｂａｓｅ

平均含量

Ｍｅａｎ

第１位点

Ｔｈｅｆｉｒｓｔｌｏｃｕｓ

第２位点

Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｌｏｃｕｓ

第３位点

Ｔｈｅｔｈｉｒｄｌｏｃｕｓ

胸腺嘧啶 Ｔ ２６．３±０．１９ ２２．１±０．１０ ４０．２±０．１２ １６．５±０．６０

胞密啶Ｃ ２８．９±０．１９ ２６．１±０．１０ ２５．６±０．１２ ３５．１±０．６０

腺嘌呤 Ａ ３１．７±０．０７ ２９．２±０．１１ ２０．５±０．０６ ４５．４±０．１４

鸟嘌呤 Ｇ １３．１±０．０６ ２２．６±０．０８ １３．７±０．０６ ３．０±０．１６

碱基组成偏差指数

Ｄｅｖｉａｔｉｏｎｉｎｄｅｘｏｆｂａｓｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
０．１８ ０．０７ ０．２０ ０．５８

表３　西藏牦牛犮狔狋犫基因的碱基替换频率

犜犪犫犾犲３　犕犪狓犻犿狌犿犮狅犿狆狅狊犻狋犲犾犻犽犲犾犻犺狅狅犱犲狊狋犻犿犪狋犲狅犳狋犺犲狆犪狋狋犲狉狀狅犳狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊狌犫狊狋犻狋狌狋犻狅狀狅犳狋犺犲犮狔狋犫犵犲狀犲犳狅狉犜犻犫犲狋犪狀狔犪犽狊

碱基Ｂａｓｅ 腺嘌呤 Ａ 胸腺嘧啶 Ｔ 胞嘧啶Ｃ 鸟嘌呤 Ｇ

腺嘌呤 Ａ ０．６１ ０．６６ ７．６９

胸腺嘧啶 Ｔ ０．７３ ３６．７１ ０．３０

胞嘧啶Ｃ ０．７３ ３２．９１ ０．３０

鸟嘌呤 Ｇ １８．６３ ０．６１ ０．６６

２．２．２　西藏牦牛 ｍｔＤＮＡｃｙｔｂ的氨基酸组成　　

根据犮狔狋犫基因的序列推导ｃｙｔｂ的氨基酸序列，西藏

牦牛的ｃｙｔｂ共由３７０个氨基酸组成，在１１个类群

中，均含有２０种氨基酸，丙氨酸（Ａ）、半胱氨酸（Ｃ）、

天冬氨酸（Ｄ）、谷氨酸（Ｅ）、苯丙氨酸（Ｆ）、甘氨酸

（Ｇ）、组氨酸（Ｈ）、异亮氨酸（Ｉ）、赖氨酸（Ｋ）、亮氨酸

（Ｌ）、甲硫氨酸（Ｍ）、天冬酰胺（Ｎ）、脯氨酸（Ｐ）、谷氨

酰胺（Ｑ）、精氨酸（Ｒ）、丝氨酸（Ｓ）、苏氨酸（Ｔ）、缬氨

酸（Ｖ）、色氨酸（Ｗ）、酪氨酸（Ｙ）的含量分别为

７．３０％、１．０８％、２．９８％、１．６２％、６．４８％、６．７５％、

３．２４％、１３．９９％、２．７０％、１５．９４％、０．３２％、４．５８％、

５．９６％、１．６２％、２．４４％、５．９５％、７．５９％、４．５９％、

０．５４％、４．３２％。其中苯丙氨酸（Ｆ）、亮氨酸（Ｌ）、异

亮氨酸（Ｉ）、苏氨酸（Ｔ）、缬氨酸（Ｖ）、丝氨酸（Ｓ）等６

种氨基酸在品种或类群间存在一定的差异。异亮氨

酸在巴青牦牛（１３．８０％）、嘉黎牦牛（１３．９５％）、桑日

牦牛（１３．９５％）与其它地区牦牛（１４．０５％）不同，苯

丙氨酸在巴青牦牛（６．５１％）、工布江达牛（６．４７％）、

桑日牦牛（６．４４％）、丁青牦牛（６．４３％）与其它地区

牦牛（６．４９％）有差异；亮氨酸在巴青牦牛（１５．９％）、

工布 江 达 牦 牛 （１６．０％），苏 氨 酸 在 嘉 黎 牦 牛

（７．６５％）、江 达 牦 牛 （７．５５％）、工 布 江 达 牦 牛

（７．５７％），缬氨酸在江达牦牛（４．６２％）、类乌齐牦牛

（４．５７％）、丁青牦牛（４．６２％）、桑日牦牛（４．５７％），

丝氨酸康布牦牛（５．９７％）、斯布牦牛（５．９３％）与其

它地区牦牛有差异；其余１４种氨基酸在各品种或类

群间含量均相同。

２．２．３　西藏牦牛 ｍｔＤＮＡ犮狔狋犫基因的核苷酸多态

性　　对１１个牦牛品种或类群的犮狔狋犫基因全序列

的核苷酸变异和多态性进行分析，结果共检测到了

８９个核苷酸替代突变位点，约占核苷酸总数（１１４０

ｂｐ）的７．８１％，其中单态突变位点７５个，简约信息

位点１４个，平均核苷酸差异数（犓）为４．３４７７，整体

核苷酸多样性（犘犻）为０．００３８１４。编码ｃｙｔｂ氨基酸

的变异共有４７个。对所有突变位点进行Ｔａｊｉｍａ中

性检验，ＴａｊｉｍａｓＤ值为－２．４１０２８，犘＞０．１０，差异

不显著，表明所有的变异符合中性选择。

对１１个牦牛品种或类群的犮狔狋犫基因全序列进

行保守区域分析，全长１１４０ｂｐ的碱基中发现共有

４个保守区域，为保守区域１（２８９～３３２ｂｐ），区域２

（６７７～７５７ｂｐ）、区域３（７９０～８４６ｂｐ）、区域４（９２１～

９７４ｂｐ）。在４个保守区中Ａ、Ｔ含量为５５．１％，略低

于总体碱基的Ａ、Ｔ含量（５８．０％）。

西藏１１个牦牛品种或类群 ｍｔＤＮＡ犮狔狋犫基因

的平均核苷酸多样（犘犻）和基于Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ

计算的１１个牦牛群体内个体间的平均遗传距离
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（犱）具有同一性且差异较明显（表６），可分为高、中、

低３个不同的层次。在１１个群体中，平均核苷酸多

样性、平均遗传距离较高的类群有类乌齐牦牛、江达

牦牛、巴青牦牛和桑日牦牛，其次是丁青牦牛、康布

牦牛、嘉黎牦牛、斯布牦牛，较低的群体有桑桑牦牛、

工布江达牦牛和帕里牦牛。其中以帕里牦牛最为突

出，这些参数的大小反映了品种或类群内的遗传多

样性和遗传分化程度。品种或类群内部的单倍型数

目（犎）和单倍型多样性（犎犱）见表４，也同上述参数

一致。

表４　西藏牦牛犮狔狋犫基因的平均核苷酸多样性、个体间的遗传距离和单倍型数

犜犪犫犾犲４　犃狏犲狉犪犵犲狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犱犻狏犲狉狊犻狋狔，犵犲狀犲狋犻犮犱犻狊狋犪狀犮犲犪狀犱狀狌犿犫犲狉狅犳犺犪狆犾狅狋狔狆犲狊狅犳狋犺犲犮狔狋犫犵犲狀犲犳狅狉１１犵狉狅狌狆狊狅犳犜犻犫犲狋犪狀狔犪犽狊

类群

Ｇｒｏｕｐ

核苷酸多样性

犘犻

个体间遗传距离

Ｇｅｎｇｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅａｍｏｎｇｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ（ｄ±Ｓ．Ｅ）

单倍型数

犎

单倍型多样性

犎犱

类乌齐牦牛ＬＷＱ ０．００６０８２ ０．００６１２６±０．００１４６１ １０ １．００００

江达牦牛ＪＤ ０．００５０８８ ０．００５１２０±０．００１２４２ ８ ０．９３３３

巴青牦牛ＢＱ ０．００４７７６ ０．００４８１０±０．００１４１１ ７ ０．９１１１

桑日牦牛ＳＲ ０．００４７５６ ０．００４７９０±０．００１３６０ ８ ０．９３３３

丁青牦牛ＤＱ ０．００３５２８ ０．００３５４８±０．０００８８２ ７ ０．８６６７

康布牦牛ＫＢ ０．００３４１１ ０．００３４３１±０．０００９６３ ７ ０．９１１１

嘉黎牦牛ＪＬ ０．００３２７５ ０．００３２９２±０．０００８８１ ７ ０．８６６７

斯布牦牛ＳＢ ０．００２９４３ ０．００２９５７±０．０００８８９ ８ ０．９３３３

桑桑牦牛ＳＳ ０．００２１６４ ０．００２１７１±０．０００７９０ ５ ０．８０００

工布江达牦牛ＧＢ ０．００２１０５ ０．００２１１１±０．０００５９２ ８ ０．９３３３

帕里牦牛ＰＬ ０．０００８１９ ０．０００８２０±０．０００５８４ ２ ０．４６６７

　　利用ＤＮＡｓｐ分析１１０头牦牛的单倍型分布，

同时将ＮＣＢＩ已上传的牦牛犮狔狋犫基因序列１１条录

入 比 较 （ＡＹ６８４２７３、ＮＣ ＿００６３８０、ＡＦ０９１６３１、

ＥＵ８０７９４９、ＥＵ８０７９５２、ＥＦ４９４１７８、ＥＦ４９４１７７、

ＥＵ８０７９５０、ＡＹ３７４１２４、ＥＵ８０７９５１、ＥＦ４９４１７９），在

西藏牦牛的１１０头个体中共检测犮狔狋犫基因有５３种

单倍型，其中４种与已上传的牦牛犮狔狋犫基因有同一

单倍型（表５、图２），新发现的有４９种，整体的单倍

型多样性为０．８８４。

２．３　西藏牦牛犿狋犇犖犃犮狔狋犫基因的系统进化

根据１１０头牦牛犮狔狋犫基因的碱基序列利用

ＤＮＡｓｐ软件计算出１１个品种或类群间的平均遗传

距离（核苷酸歧异度，Ｄｘｙ），见表６，结果表明，类乌齐

牦牛与巴青牦牛之间的遗传距离最大，为０．００５４９；

类乌齐牦牛与丁青牦牛之间的遗传距离最小，仅为

０．００１５６。

基于Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ遗传距离，以２头普

通牛 （ＮＣ＿００６８５３，Ｖ００６５４）、１ 头 瘤 牛 （ＮＣ＿

００５９７１）、１头水牛（ＮＣ＿００６２９５）、１头欧洲野牛（ＮＣ

＿０１３９９６）、１头美洲野牛（ＮＣ＿０１２３４６）、１头爪哇野

牛（ＮＣ＿０１２７０６）、１头犀牛（ＮＣ＿００１７７９）、２头白犀

牛（Ｙ０７７２６，ＮＣ＿００１８０８）的犮狔狋犫基因全序列作为外

群；并从ＧｅｎＢａｎｋ下载了２头野牦牛（ＡＹ９５５２２５、

ＡＹ９５５２２６）、１１头家牦牛（ＡＹ６８４２７３、ＮＣ＿００６３８０、

ＥＦ４９４１７８、ＥＵ８０７９５１、 ＥＦ４９４１７９、 ＡＦ０９１６３１、

ＥＦ４９４１７７、ＥＵ８０７９５２、ＥＵ８０７９５０、ＥＵ８０７９４９、

ＡＹ３７４１２４）的资料，构建了西藏牦牛犮狔狋犫基因５３

种单倍型的分子系统树，结果表明５３种单倍型可分

为２大类，这与图３的结果一致。

用西藏１１个品种或类群的１１０头牦牛犮狔狋犫基

因做起源分析（图３），发现西藏牦牛有２个母系起

源，这与本实验室对 ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区的分析结果

一致。

根据西藏１１个牦牛品种或类群间的平均遗传

距离（表６），用ＣｌｕｓｔａｌＷ、ＢｉｏＥｄｉｔ、Ｍｅｇａ４生物软

件通过ＮＪ法构建了品种或类群间的系统进化树

（图４），并使用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００自展检测系统树各

分支的置信度，结果表明，帕里牦牛与康布牦牛首先
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聚为一类，然后与桑桑牦牛相聚，这３个品种或类群

聚为一类后再与嘉黎牦牛、工布江达牦牛、丁青牦

牛、斯布牦牛等聚成一大类，接下来才与江达牦牛相

聚；巴青牦牛与桑日牦牛聚为一类后，再同上述品种

或类群聚为更大的一类，最后才与类乌齐牦牛聚合。

表５　西藏牦牛１１个品种或类群犮狔狋犫基因的单倍型分布

犜犪犫犾犲５　犆狔狋犫犵犲狀犲犺犪狆犾狅狋狔狆犲狊狅犳１１犫狉犲犲犱狊狅犳犜犻犫犲狋犪狀狔犪犽狊

单倍型种类

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

所含个体

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｉｎｓａｍｐｌｅｓ

单倍型种类

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

所含个体

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｉｎｓａｍｐｌｅｓ

ＨＡＰ１ ＪＬ１、ＧＢ８ ＨＡＰ２９ ＬＷＱ１

ＨＡＰ２ ＪＬ２、Ｋ２、ＡＹ６８４２７３ ＨＡＰ３０ ＬＷＱ３

ＨＡＰ３ ＪＬ３ ＨＡＰ３１ ＬＷＱ４

ＨＡＰ４

ＪＬ４、ＪＬ５、ＪＬ６、ＪＬ９、ＢＱ２、ＢＱ３、ＢＱ６、ＧＢ４、ＧＢ５、

ＧＢ６、ＪＤ６、ＪＤ８、ＪＤ９、ＫＢ１、ＫＢ６、ＬＷＱ２、ＰＬ６、

ＰＬ７、ＰＬ９、ＳＲ３、ＳＲ４、ＳＲ９、ＤＱ３、ＤＱ４、ＤＱ８、

ＤＱ１０、ＳＳ１、ＳＳ３、ＳＳ６、ＳＳ７、ＳＢ２、ＳＢ３、ＳＢ１０、ＮＣ＿

００６３８０、ＡＦ０９１６３１、ＥＵ８０７９４９

ＨＡＰ３２ ＬＷＱ５

ＨＡＰ５ ＪＬ７ ＨＡＰ３３ ＬＷＱ８

ＨＡＰ６ ＪＬ８ ＨＡＰ３４ ＬＷＱ９

ＨＡＰ７ ＪＬ１０、ＢＱ４、ＪＤ１０、ＳＲ８ ＨＡＰ３５ ＬＷＱ１０

ＨＡＰ８ ＢＱ１ ＨＡＰ３６ ＳＲ１

ＨＡＰ９ ＢＱ５ ＨＡＰ３７ ＳＲ５

ＨＡＰ１０ ＢＱ７、ＢＱ１０、ＬＷＱ６、ＳＢ１、ＥＵ８０７９５２ ＨＡＰ３８ ＳＲ６

ＨＡＰ１１ ＢＱ８ ＨＡＰ３９ ＳＲ７

ＨＡＰ１２ ＢＱ９ ＨＡＰ４０ ＳＲ１０

ＨＡＰ１３ ＧＢ１ ＨＡＰ４１ ＤＱ１

ＨＡＰ１４ ＧＢ２ ＨＡＰ４２ ＤＱ２

ＨＡＰ１５ ＧＢ３ ＨＡＰ４３ ＤＱ５

ＨＡＰ１６ ＧＢ７ ＨＡＰ４４ ＤＱ９

ＨＡＰ１７ ＧＢ９ ＨＡＰ４５ ＳＳ５

ＨＡＰ１８ ＧＢ１０ ＨＡＰ４６ ＳＳ８

ＨＡＰ１９ ＪＤ１ ＨＡＰ４７ ＳＳ９

ＨＡＰ２０ ＪＤ２ ＨＡＰ４８ ＳＢ４

ＨＡＰ２１ ＪＤ３ ＨＡＰ４９ ＳＢ５

ＨＡＰ２２ ＪＤ４ ＨＡＰ５０ ＳＢ６

ＨＡＰ２３ ＪＤ５ ＨＡＰ５１ ＳＢ７

ＨＡＰ２４

ＪＤ７、ＫＢ８、ＫＢ９、ＫＢ１０、ＬＷＱ７、ＰＬ１、ＰＬ２、ＰＬ３、

ＰＬ４、ＰＬ５、ＰＬ８、ＰＬ１０、ＳＲ２、ＤＱ６、ＤＱ７、ＳＳ２、ＳＳ４、

ＳＳ１０、ＳＢ８、ＥＦ４９４１７８、ＥＦ４９４１７７、ＥＵ８０７９５０

ＨＡＰ５２ ＳＢ９

ＨＡＰ２５ ＫＢ３ ＨＡＰ５３ ＡＹ３７４１２４

ＨＡＰ２６ ＫＢ４ ＨＡＰ５４ ＥＵ８０７９５１

ＨＡＰ２７ ＫＢ５ ＨＡＰ５５ ＥＦ４９４１７９

ＨＡＰ２８ ＫＢ７ ＨＡＰ５６ ＤＱ６
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图２　西藏牦牛犿狋犇犖犃犮狔狋犫基因的单倍型序列变异

犉犻犵．２　犛犲狇狌犲狀犮犲狏犪狉犻犪狋犻狅狀狅犳犺犪狆犾狅狋狔狆犲狊狅犳犿狋犇犖犃犮狔狋犫犵犲狀犲犳狅狉犜犻犫犲狋犪狀狔犪犽狊

９２７１



畜　牧　兽　医　学　报 ４３卷　

表６　西藏牦牛１１个品种或类群间的平均遗传距离

犜犪犫犾犲６　犃狏犲狉犪犵犲犵犲狀犲狋犻犮犱犻狊狋犪狀犮犲狊犪犿狅狀犵狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳犜犻犫犲狋犪狀狔犪犽狊

ＰＬ ＬＷＱ ＳＢ ＳＳ ＳＲ ＫＢ ＤＱ ＢＱ ＧＢ ＪＬ

ＬＷＱ ０．００２７４

ＳＢ ０．００３８９ ０．００２８９

ＳＳ ０．００２６０ ０．００４２３ ０．００２４９

ＳＲ ０．００３００ ０．００４８２ ０．００２０４ ０．００４８１

ＫＢ ０．００４５４ ０．００２５４ ０．００３６８ ０．００２２３ ０．００２７２

ＤＱ ０．００４５６ ０．００１５６ ０．００３１８ ０．００４１８ ０．００３０７ ０．００４７４

ＢＱ ０．００４９８ ０．００５４９ ０．００３０７ ０．００２０４ ０．００２３７ ０．００５０９ ０．００４３９

ＧＢ ０．００４４６ ０．００４３２ ０．００５１９ ０．００４４９ ０．００４２８ ０．００４２１ ０．００４９１ ０．００５０７

ＪＬ ０．００３９５ ０．００５２３ ０．００４０５ ０．００３０５ ０．００３２８ ０．００４１４ ０．００４９１ ０．００４７０ ０．００２７０

ＪＤ ０．００４９１ ０．００３３５ ０．００５２５ ０．００３５３ ０．００２８９ ０．００３８２ ０．００４３３ ０．００５２６ ０．００２０７ ０．００４７４

图３　西藏牦牛１１个品种或类群的母系起源

犉犻犵．３　犗狉犻犵犻狀犿犪狆狅犳１１犵狉狅狌狆狊狅犳犜犻犫犲狋犪狀狔犪犽狊

３　讨　论

３．１　西藏牦牛犮狔狋犫基因的遗传多样性

本研究测定了西藏牦牛１１个品种或类群１１０

头牦牛的犮狔狋犫基因序列，结果该基因大小均为

１１４０ｂｐ，共发现８９个多态位点（单一信息位点７５

个，简约信息位点１４个），新发现４９种单倍型，单倍

型多样性为０．８８４，核苷酸多样性为０．００３８１４，各

品种或类群间在ｃｙｔｂ的苯丙氨酸（Ｆ，Ｐｈｅ）、亮氨酸

（Ｌ，Ｌｅｕ）、异亮氨酸（Ｉ，Ｉｌｅ）、苏氨酸（Ｔ，Ｔｈｒ）、缬氨

酸（Ｖ，Ｖａｌ）、丝氨酸（Ｓ，Ｓｅｒ）等６种氨基酸上存在

差异。

图４　西藏牦牛品种或类群间的犖犑分子系统树

犉犻犵．４　犜犺犲犖犑狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犪犿狅狀犵１１

犵狉狅狌狆狊狅犳犜犻犫犲狋犪狀狔犪犽

在１１个西藏牦牛品种或类群的核苷酸变异中，

有转换和颠换，以转换为主；没有缺失、插入突变。

核苷酸的变异以同义替换为主，同义替换频率

（０．０１００１）高于非同义替换频率（０．００１６０），这可

能是净化选择的结果。在ｍｔＤＮＡ犮狔狋犫基因序列密

码子位点的突变中，发生在密码子第３位点的突变

绝大部分是同义突变，而在密码子第１、第２位点的

突变则大部分引起细胞色素ｂ中氨基酸序列改变，

属于错义突变，颠换导致错义突变的概率远远高于

转换，这符合核苷酸突变的规律。
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在本研究的西藏牦牛中，犮狔狋犫基因的 ＡＴ含量

（５８％）明显高于ＧＣ含量（４２％），这符合大多数动

物 ｍｔＤＮＡＡＴ含量偏高的普遍特征。另外，犮狔狋犫

基因序列密码子第３位核苷酸碱基的组成存在较大

的偏向，Ａ的平均含量最高（４５．４％），而Ｇ的含量

最低（３．０％），核苷酸组成偏差指数达到０．５８，高于

蔡欣等［７］测定我国１０个地方黄牛品种４７头个体的

犮狔狋犫基因密码子第３位点核苷酸表现出碱基组成偏

好（０．４５）以及平均整体ＡＴ 含量（５６．７％）。ｃｙｔｂ蛋

白在呼吸链中起电子传递的作用，其结构具有保守

性，对一些微小的突变极为敏感。牦牛与黄牛其生存

环境的不同，导致了两者在ｃｙｔｂ结构上的差异，这是

否与牦牛的低氧适应性有关，值得进一步研究。

上述西藏牦牛犮狔狋犫基因的遗传变异分析结果

表明，西藏１１个牦牛品种或类群具有丰富的遗传多

样性。对平均核苷酸多样性和个体间的平均遗传距

离的分析发现，两者具有同一性，均可分为高、中、低

３个层次，１１个品种或类群中类乌齐牦牛相对较高，

其群体内的单倍型多样性达到１，说明类乌齐牦牛

相对其他品种或类群具有丰富的遗传多样性。而帕

里牦牛无论在个体间的平均遗传距离，还是平均核

苷酸多样性及单倍型多样性方面都相对较低，帕里

牦牛作为藏区３大优良牦牛品种或类群之一，遗传

多样性相对较低，是较纯的牦牛品种或类群。而整

个藏东北４大品种或类群（类乌齐、巴青、丁青、江

达）的个体间平均遗传距离、平均核苷酸多样性都高

于帕里、斯布、嘉黎及其围绕在这３大品种或类群周

边的其他品种或类群（如工布江达）。但１１个品种

或类群之间的平均核苷酸歧异度（Ｄｘｙ）在０．００２０４～

０．００５４９之间，低于蔡欣报道的中国黄牛１８个品种

间的平均核苷酸歧异度（０．０００４８～０．０１５９１）
［８］，说

明所研究的西藏牦牛ｍｔＤＮＡ多样性不及黄牛丰富，

遗传分化程度也相对较低。

３．２　西藏牦牛的系统进化关系

本研究以犮狔狋犫基因为标记，基于Ｋｉｍｕｒａ２ｐａ

ｒａｍｅｔｅｒ遗传距离，构建了西藏牦牛犮狔狋犫基因单倍

型的ＮＪ分子系统树。结果西藏牦牛的４９种单倍

型被明显地分为２个分支，在有野牦牛的一支中，包

含１３种单倍型，８个类群的１９个个体，其中类乌

齐、巴青、桑日牦牛各有４头，这些品种或类群与野

牦牛聚为一类，这可能与他们的起源、驯化有关，特

别是以藏东北为典型，这与蔡立［９１０］的观点相一致。

而另一支与现存的野牦牛没有聚在一起，他们与野生

牦牛的关系相对较远，从我国华北、内蒙以及西伯利

亚、阿拉斯加等地牦牛考古化石的结果看，无论是现

存的野牦牛，还是由野牦牛驯化而来的家牦牛都是起

源于欧亚大陆东北部的原始牦牛，这与钟金城［１１］关

于野牦牛不是家牦牛始祖、始源或祖先的观点一致。

通过起源分析发现，西藏牦牛起源于２个母系

祖先，在进化过程中伴随自然因素和人为因素的影

响出现相互交流的情况。根据西藏牦牛的聚类结果

看，帕里牦牛与康布牦牛首先聚为一类，然后与桑桑

牦牛相聚，这３个品种或类群聚为一类后再与嘉黎

牦牛、工布江达牦牛、丁青牦牛、斯布牦牛等聚成一

大类，接下来才与江达牦牛相聚；巴青牦牛与桑日牦

牛聚为一类后，再同上述品种或类群聚为更大的一

类，最后才与类乌齐牦牛聚合。但考虑到桑日牦牛

位于山南地区，巴青牦牛位于那曲地区，两地地理位

置相距较远，而巴青牦牛和青海玉树地区牦牛有着

部分种群交流，所以作者认为巴青牦牛和桑日牦牛

应为２类；在本研究中，发现江达牦牛中约有２０％

的个体与野牦牛关系较近，江达牦牛应单独为一类。

类乌齐牦牛有着丰富的遗传多样性，综合考古学、历

史学等分析类乌齐牦牛应该划为单独的一类。综上

所述，从犮狔狋犫基因的研究将西藏１１个牦牛品种或

类群大致划分为：帕里牦牛系、江达牦牛系、巴青牦

牛系、桑日牦牛系、类乌齐牦牛系等５大系是较合

理的。

在西藏的１１个牦牛品种或类群中，类乌齐牦牛

群体的遗传多样性最丰富，是本次研究中单倍型最

多的品种或类群，结合西藏发展史资料和考古学资

料［１２］，作者认为，作为昌都地区具有代表性的类乌

齐牦牛，随着古羌人和古鲜卑人融合、迁移以及现代

西藏各民族的迁移，牦牛也逐步走向青藏高原各地，

类乌齐牦牛是西藏牦牛中多样性最丰富，且较为接

近牦牛起源的品种或类群，这与本次研究中基于类

群间平均核苷酸歧异度建立的系统进化树得出的结

果相一致，预示西藏东部可能是家牦牛的起源地之

一。嘉黎牦牛与其他地方品种或类群分享着４种单

倍型，提示嘉黎牦牛与其他地方品种或类群有着广

泛的基因交流；这与嘉黎牦牛作为西藏３大优良品

种或类群之一，分布于西藏牧业发展的腹心地带，牦

牛引种覆盖着周边地区的实际情况一致。

在牛种间的聚类分析中，水牛属是牛族中最先

分化出来的一支，然后是爪哇野牛、普通牛、瘤牛、欧

洲野牛，最后才是美洲野牛以及家牦牛和野牦牛。
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与其他牛种的亲缘关系分析表明，西藏牦牛与美洲

野牛亲缘关系较近，而与牛属间的关系相对较远，这

和 Ｍｉｙａｍｏｔｏ
［１３］、Ｋｒａｕｓ

［１４］和李齐发［１５１６］等得到的

结论一致。支持将牦牛划分为牛亚科中的一个独立

属即牦牛属的观点。但早在殷商时期就开始的牦牛

与普通牛的杂交［１７１８］，在西藏牦牛的起源、进化和

形成过程中可能吸收了部分瘤牛和普通牛的基因。

３．３　西藏牦牛犮狔狋犫基因作为分子遗传标记

哺乳动物线粒体细胞色素ｂ（ｃｙｔｂ）是构成线粒

体氧化磷酸化系统复合体Ⅲ的蛋白质之一，其结构

和功能在ｍｔＤＮＡ的１３个蛋白质编码基因中被了

解得最为清楚［１９］。犮狔狋犫基因一些区域比其它编码

基因更保守，存在较强的进化约束；密码子位点突变

率有差异，虽然存在一定的进化噪音，分析种内品种

间的系统发育有一定困难，变异程度低，但无论如

何，犮狔狋犫是研究相对进化史的最好选择，研究群体遗

传变异有较高价值。已经证实，犮狔狋犫序列在解决亲

缘关系很近的分类阶元间的系统关系方面很有用，

被认为是解决系统发育问题最可信的线粒体ＤＮＡ

标记之一［２０］。

４　结　论

本试验研究了西藏１１个牦牛类群的细胞色素

ｂ基因全序列，显示西藏牦牛类群的细胞色素ｂ基

因全序列长均为１１４０ｂｐ，有单倍型５３种，序列间

有１４个ＳＮＰｓ多态位点，核苷酸变异类型包括转换

和颠换，无插入和缺失，以同义突变为主。从细胞色

素ｂ基因看，西藏牦牛具有较丰富的遗传多样性，１１

个牦牛类群可分为：帕里牦牛系、江达牦牛系、巴青

牦牛系、桑日牦牛系、类乌齐牦牛系等５大系。
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