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摘　要：为研究安徽江淮水牛群体的分子种质特性，本试验测定了江淮水牛２个亚群共８２个个体的线粒体Ｄｌｏｏｐ

区和细胞色素ｂ基因完整序列，分析了序列遗传多态性及系统进化关系，并结合ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的１４１条中国

水牛Ｄｌｏｏｐ序列，进行了联合分析。结果在Ｄｌｏｏｐ区内共发现核苷酸多态位点９１个，组成１０４个单倍型，其中３２

个是在江淮水牛中新发现的单倍型。总体ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区核苷酸多样性为（０．０１５４３±０．００１４２），单倍型多样性

为（０．９４８±０．００９）。其中，江淮水牛的ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区核苷酸多样性为（０．０１４８９±０．００２３２），单倍型多样性为

（０．９５５±０．０１３），表明其群体遗传多样性丰富，群体变异性水平与中国其他水牛群体接近。根据线粒体Ｄｌｏｏｐ区

单倍型构建系统树和进化网络，显示江淮水牛存在沼泽型水牛线粒体支系Ａ 和Ｂ，表明其具有２个线粒体母系来

源，其中Ｂ支又分为ｂ１和ｂ２两个亚支；针对细胞色素ｂ基因的进化分析也支持这一结论。这些研究结果为今后

开展江淮水牛遗传资源的保护和利用提供了客观依据。
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　　水牛是我国南方的传统家畜，在农业生产中发

挥了巨大作用，特别是早期水稻等作物的种植中很

重要的役力来源。根据２０１０年ＦＡＯ统计（ｈｔｔｐ：／／

ｆａｏｓｔａｔ．ｆａｏ．ｏｒｇ），我国存栏水牛２２００多万头，居世

界第３位。在系统分类学中，水牛分为亚洲水牛和

非洲水牛２个属，亚洲水牛包括４个野生种和１个

驯化种。其中家养水牛又进一步分为２个类型：沼

泽型水牛 （Ｓｗａｍｐｔｙｐｅ）和河流型水牛 （Ｒｉｖｅｒ

ｔｙｐｅ），两者在体型外貌和遗传结构上存在很大的差

异。沼泽型水牛主要分布在中国及东南亚；而河流

型水牛分布在南亚次大陆及以西一些国家［１］。最近

研究报道，我国的水牛除云南省腾冲县的槟榔江水

牛外，均属于沼泽型［２］。

江淮水牛是２０１０年经我国国家畜禽遗传资源

委员会新审定的水牛资源，目前数量约为３０万头，

主要分布在安徽省淮河沿岸和长江以北地区，是我

国现存地理区域最北的水牛群体。目前对于江淮水

牛遗传资源的研究仍处于空缺状态，而江淮水牛的

群体数量正不断的减少。本研究通过对江淮水牛线

粒体Ｄｌｏｏｐ区和细胞色素ｂ基因（Ｃｙｔｂ）的分析，研

究其遗传多态性和分子进化，以期为该品种资源的

保护和利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验样品

江淮水牛样本取自安徽省安徽凤阳和砀山２个

周边地区的群体，分别采集５１和３１头水牛耳组织

样品，置于７５％酒精中低温保存，样本间无亲缘关

系。利用商业化ＤＮＡ提取试剂盒（天根生化科技

有限公司，北京）对８２头份耳组织样品进行基因组

ＤＮＡ提取。

为了与其他中国水牛群体进行比较，本研究还

从ＧｅｎＢａｎｋ中下载了１４１条已报道的中国水牛Ｄ

ｌｏｏｐ序列
［３４］。这些序列来自１２个群体，样本含量

在２～３０之间。

１．２　犘犆犚扩增和测序

　　依据文献［５］报道的家养水牛线粒体基因组序

列（ＡＦ４８８４９１）设计引物，并扩增整个Ｄｌｏｏｐ区（上

游引物ｄｌｏｏｐＦ和下游引物ｄｌｏｏｐＲ）和完整的线粒

体细胞色素ｂ基因序列（上游引物ＣｙｔｂＦ，下游引

物ＣｙｔｂＲ）。ＰＣＲ 扩增条件为：９５℃８ｍｉｎ→３８

个循环（９４℃３０ｓ→５６℃３０ｓ→７２℃１ｍｉｎ）→

７２℃６ｍｉｎ。在Ｄｌｏｏｐ和Ｃｙｔｂ扩增片段内分别设

计了４条引物（ｄｌＰ１Ｆ、ｄｌＰ２Ｒ、ｄｌＰ３Ｒ和ｄｌＰ４Ｆ）

和２条引物（ＣｙｔｂＰ１Ｆ和ＣｙｔｂＰ２Ｒ），对ＰＣＲ产物

进行直接测序（表１）。扩增产物送北京擎科新业生

物技术公司进行测序。

１．３　数据处理

利用ＤＮＡＳＴＡＲ５．０软件
［５６］对水牛线粒体Ｄ

ｌｏｏｐ和犆狔狋ｂ测序序列进行人工校对和拼接。利用

ＤＮＡＭＡＮ６．０软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌｙｎｎｏｎ．ｃｏｍ）将

拼接后的序列进行比对。在 ＭＥＧＡ５．０
［７］中确定

序列的多态位点，存在缺失／插入的位点在统计时删

除。用 ＤｎａＳＰ５．１０ 软件
［８］统计核苷酸多样性

（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）、单倍型多样性（Ｈａｐｌｏｔｙｐｉｃ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）等多态性指标。为了分析不同单倍型间

的进化关系，在 ＭＥＧＡ５．０中构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎ

ｉｎｇ（ＮＪ）系统发生树，遗传距离计算采用 Ｔａｊｉｍａ

Ｎｅｉ进化模型，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 抽样１０００次；并利用

Ｎｅｔｗｏｒｋ４．６０
［９］软件构建单倍型的 ｍｅｄｉａｊｏｉｎｉｎｇ

ｎｅｔｗｏｒｋ网络。

２　结　果

２．１　犿狋犇犖犃犇犾狅狅狆核苷酸变异、单倍型及多样性

分析

　　８２条安徽江淮水牛Ｄｌｏｏｐ序列经比对后，通

过人为校正得到了９３２～９４０ｂｐ的线粒体 Ｄｌｏｏｐ

序列，再与１４１条下载的序列进行联合分析。由于

沼泽型水牛中的２个串联重复区（ＰｏｌｙＧ和ＰｏｌｙＣ）

导致序列中存在突出的缺失／插入现象，如果去掉其

中的缺失／插入位点，Ｄｌｏｏｐ序列将缩减到９１１ｂｐ，后

续分析均是基于９１１ｂｐ的序列进行的。

２０７
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表１　线粒体犇犾狅狅狆区和细胞色素犫基因扩增、测序所用引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵狅犳犿犻狋狅犮犺狅狀犱狉犻犪犾犇犾狅狅狆狉犲犵犻狅狀犪狀犱犮狔狋狅犮犺狉狅犿犲犫犵犲狀犲犻狀犱狅犿犲狊狋犻犮犫狌犳犳犪犾狅犲狊

名称

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

位置／ｂｐ

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

片段长度／ｂｐ

Ｓｉｚｅｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ

退火温度／℃

Ｔｍ

扩增引物

ｄｌｏｏｐＦ ＡＴＡＧＣＣＣＣＡＣＴＡＣＣＡＡＣＡＣＣ １５３７８～１５３９７ １０３４ ６３

ｄｌｏｏｐＲ ＧＧＧＡＧＡＡＣＴＣＡＴＣＴＡＧＧＣＡＴ ３７～５６

ＣｙｔｂＦ ＡＣＣＡＣＧＡＣＣＡＡＴＧＡＴＡＴＧＡＡＡＡＡＣＣ １４０９８～１４１２２ １２５８ ５７

ＣｙｔｂＲ ＧＡＧＧＴＴＧＧＴＴＧＴＴＣＴＣＣＴＴＴＴＣＴＧＧ １５３３１～１５３５５

测序引物

ｄｌＰ１Ｆ ＡＣＴＡＣＣＡＡＣＡＣＣＣＡＡＡＧＣＴＧ １５３８６～１５４０５  

ｄｌＰ２Ｒ ＴＣＡＴＣＴＡＧＧＣＡＴＴＴＴＣＡＧＴＧ ２９～４８  

ｄｌＰ３Ｒ ＡＧＴＴＡＴＧＴＧＴＧＡＧＣＡＴＧＧＧＣ １５９９６～１６０１５  

ｄｌＰ４Ｆ ＣＣＣＴＣＴＴＣＴＣＧＣＴＣＣＧＧＧＣ １５８４７～１５８６５  

ＣｙｔｂＰ１Ｆ ＣＧＣＡＧＴＡＡＴＡＧＣＣＡＣＡＧＣ １４５１４～１４５３１  

ＣｙｔｂＰ２Ｒ ＧＡＴＧＡＧＡＴＴＣＣＴＧＴＴＧＧＧ １４７７２～１４７８８  

．位置对应于ＧｅｎＢａｎｋ序列ＡＹ４８８４９１。引物名称中Ｆ代表正向引物，Ｒ代表反向引物

．Ｌｏｃａｔｉｏｎｒｅｆｅｒｓｔｏｔｈｅｐｕｂｌｉｓｈｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅ（ＡＹ４８８４９１）．Ｆｉｓｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ，ａｎｄＲｉｓｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

　　江淮水牛８２个个体共存在６２个突变位点，构成

４７种单倍型，其中８种单倍型为共有单倍型，其他单

倍型均为不同个体所特有，各个单倍型频率及突变位

点见图１。单倍型Ｈａｐ１频率最大，为１７．１％（１４／８２）。

ＧｅｎＢａｎｋ 中 报 道 的 沼 泽 型 水 牛 Ｄｌｏｏｐ 序 列

（ＮＣ００６２９５）也属于该单倍型。江淮水牛 ｍｔＤＮＡ

Ｄｌｏｏｐ区核苷酸多样性为（０．０１４８９±０．００２３２），

单倍型多样性为（０．９５５±０．０１３），表现出丰富的

线粒体遗传多样性（表２）。

对来自１３个群体的共计２２３条水牛 ｍｔＤＮＡ

Ｄｌｏｏｐ序列进行联合分析，发现保守位点８２０个，

变异位点９１个，单倍型达到１０４个，其中３２个是在

江淮水牛中新发现的单倍型。各个水牛群体所对应

的单倍型种类和数量见表２。比较样本含量（狀）大

于１０的群体遗传变异指标，可以看出安徽江淮水牛

群体的多样性与其他水牛群体接近。

表２　１３个中国水牛群体的线粒体犇犖犃犇犾狅狅狆区遗传多样性统计

犜犪犫犾犲２　犌犲狀犲狋犻犮狏犪狉犻犪犫犻犾犻狋狔狅犳犿犻狋狅犮犺狅狀犱狉犻犪犾犇犖犃犇犾狅狅狆狉犲犵犻狅狀犻狀１３犆犺犻狀犲狊犲犫狌犳犳犪犾狅狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

样本数

狀

单倍型数

犽

Ａ支

ＬｉｎｅａｇｅＡ

狀 犽

Ｂ支系

ＬｉｎｅａｇｅＢ

狀 犽

单倍型多样性

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

核苷酸多样性

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

江淮水牛 ８２ ４７ ６８ ３８ １４ ９ ０．９５５±０．０１３ ０．０１４８９±０．００２３２

兴隆水牛１ ２９ ２１ ２６ １９ ３ ２ ０．９６３±０．０２３ ０．０１１７０±０．００３６８

福安水牛１ １７ １０ １０ ５ ７ ５ ０．８９７±０．０５６ ０．０２４２０±０．００２８５

温州水牛１ ３０ １６ ２３ １０ ７ ６ ０．９３６±０．０２６ ０．０１８３５±０．００３８１

信阳水牛１ ２９ １７ ２６ １４ ３ ３ ０．９２６±０．０３４ ０．０１０５６±０．００３８４

滨湖水牛１ ６ ４ ５ ３ １ １  

汉中水牛１ ６ ３ ６ ３ ０ ０  

江汉水牛１ ２ ２ ２ ２ ０ ０  

云南水牛２ ２ ２ ２ ２ ０ ０  

江汉水牛２ ３ ３ ２ ２ １ １  

德昌水牛２ ７ ７ ５ ５ ２ ２  

涪陵水牛２ ５ ４ ５ ４ ０ ０  

合肥水牛２ ５ ４ ３ ３ ２ １  

总计 ２２３ １０４ １８３ ８１ ４０ ２３ ０．９４８±０．００９ ０．０１５４３±０．００１４２

１．来自文献［３］；２．来自文献［４］。样本含量小于１０的群体没有计算多样性指标

１．Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ［３］；２．Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ［４］．Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｍｅａｓｕｒｅｓａｒｅｎｏｔｃｏｍｐｕ

ｔｅｄｆｏｒｔｈｏｓｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｗｉｔｈｓａｍｐｌｅｓｉｚｅｌｅｓｓｔｈａｎ１０

３０７
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Ｎ．单倍型频数，其中 Ｈａｐ１频率最高，其序列与ＧｅｎＢａｎｋ中ＮＣ００６２９５序列一致

Ｎ．Ｔｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ，ａｎｄｔｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＨａｐ１ｉｓｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ．ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＨａｐ１ｉｓｉｄｅｎｔｉｃａｌｔｏ

ＮＣ００６２９５ｉｎＧｅｎＢａｎｋ

图１　江淮水牛４７个线粒体犇犾狅狅狆单倍型的多态位点

犉犻犵．１　犘狅犾狔犿狅狉狆犺犻犮狊犻狋犲狊狅犳犺犪狆犾狅狋狔狆犲狅犳４７犿犻狋狅犮犺狅狀犱狉犻犪犾犇犾狅狅狆狉犲犵犻狅狀犱犲狋犲犮狋犲犱犻狀８２犑犻犪狀犵犺狌犪犻犫狌犳犳犪犾狅犲狊

２．２　犿狋犇犖犃犇犾狅狅狆系统发生树和进化网络

利用江淮水牛 ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区４７个单倍型

构建Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ系统发生树（图２）。从图中

可以看出，这些单倍型明显分为 Ａ、Ｂ２个大的支

系，其中Ｂ支系又可进一步分为ｂ１和ｂ２２个亚支

系。Ａ系包含３８个单倍型，其中含有６８个水牛个

体，占总水牛群体的８２．９％ （６８／８２），Ｂ系包含９个

单倍型。各群体中Ａ系和Ｂ系的频数分布见表２。

进化网络图（Ｎｅｔｗｏｒｋ）能客观描述物种内不同

单倍型间的遗传进化关系［１０］。本研究使用 Ｎｅｔ

ｗｏｒｋ软件构建了所得１０４个 ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ单倍

型间的ｍｅｄｉａｊｏｉｎｉｎｇ进化网络（图３），图中每一个

圆圈代表一个单倍型，圆圈的大小表示单倍型出现

的相对频率，单倍型间连线的长度表示进化距离大

小。图中右上角为３个线粒体分支（Ａ，ｂ１，ｂ２）的核

心单倍型之间的进化关系示意图，同时分别给出了

Ａ和Ｂ支系的详细进化网络。

支系Ａ与Ｂ之间存在４２个核苷酸差异，ｂ１与

ｂ２存在１６个核苷酸差异。Ａ支系内的单倍型网络

主体呈现以 Ｈａｐ１为中心，其它单倍型环绕的星状

辐射结构，它们与中心单倍型有１～６个核苷酸的差

异；另有小部分散在单倍型，距中心单倍型较远。

４０７



　５期 卢永芳等：江淮水牛线粒体Ｄｌｏｏｐ区和犆狔狋ｂ基因遗传多态性及系统发育分析

ｂ１支系虽然单倍型数目较少，但也呈现星状辐射结

构；ｂ２内的单倍型尽管也呈现辐射状关系，但单倍

型间变异性更大。Ａ支系的中心单倍型在所有单

倍型中的频率最高，２２３ 个体中出现 ４０ 次，占

１７．９％。

图２　４７个安徽江淮水牛线粒体犇犾狅狅狆区单倍型的犖犲犻犵犺犫狅狌狉犼狅犻狀犻狀犵系统发生树

犉犻犵．２　犖犲犻犵犺犫狅狉犼狅犻狀犻狀犵狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳４７犿狋犇犖犃犇犾狅狅狆犺犪狆犾狅狋狔狆犲狊狅犳犑犻犪狀犵犺狌犪犻犫狌犳犳犪犾狅

白色和黑色代表江淮水牛和其他水牛群体分别占单倍型的比例。Ｂ图右上角为３个频率最高的主体单倍型进化关

系的示意图

ＴｈｅｗｈｉｔｅａｎｄｂｌａｃｋｐａｒｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆＪｉａｎｇｈｕａｉｂｕｆｆａｌｏａｎｄｏｔｈｅｒｂｒｅｅｄｓｉｎｏｎｅｈａｐｌｏｔｙｐｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｓｋｅｔｃｈｎｅｔｗｏｒｋｉｓｉｎｕｐｐｅｒｒｉｇｈｔｃｏｒｎｅｒｉｎＢ

图３　１０４个沼泽型水牛线粒体犇犾狅狅狆单倍型间的犿犲犱犻犪犼狅犻狀犻狀犵进化网络

犉犻犵．３　犃犿犲犱犻犪犼狅犻狀犻狀犵狀犲狋狑狅狉犽狊犺狅狑犻狀犵犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狊犪犿狅狀犵１０４犇犾狅狅狆犺犪狆犾狅狋狔狆犲狊狅犳犆犺犻狀犲狊犲狊狑犪犿狆犫狌犳犳犪犾狅
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　　在网络图中，安徽江淮水牛的单倍型散布在３

个支系中，其相对比例接近总体的比例。

２．３　犆狔狋犫基因多态性和聚类分析

线粒体细胞色素ｂ基因（犆狔狋犫）是研究动物遗传

多样性和起源进化的常用遗传标记。本研究对８２个

安徽江淮水牛样品的犆狔狋ｂ进行了扩增测序。结果

显示江淮水牛犆狔狋ｂ的核苷酸多样性为（０．００２６８±

０．０００５０），单倍型多样性为（０．４２２±０．０６８），与中

国其他地方水牛品种 犆狔狋ｂ序列多态性相比略

低［１１］。共检测到１０个单倍型，Ｈａｐ１为优势单倍

型，单倍型频率达７５．６１％（６２／８２）。在 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ

ｊｏｉｎｉｎｇ聚类图（图４）中可以看出，线粒体犆狔狋ｂ基因

也是呈现２大支系的特征。

以河流型水牛序列（ＡＦ４８８４９１）为外枝

Ｔｈｅｒｉｖｅｒｂｕｆｆａｌｏ犆狔狋ｂ（ＡＦ４８８４９１）ｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓａｎｏｕｔ

ｇｒｏｕｐ
图４　１０个安徽江淮水牛线粒体犆狔狋犫单倍型的犖犲犻犵犺

犫狅狌狉犼狅犻狀犻狀犵系统发生树

犉犻犵．４　犖犲犻犵犺犫狅狉犼狅犻狀犻狀犵狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳１０犿狋犇犖犃

犆狔狋犫犺犪狆犾狅狋狔狆犲狊狅犳犑犻犪狀犵犺狌犪犻犫狌犳犳犪犾狅

３　讨　论

本研究对我国新审定的安徽江淮水牛的遗传多

态性和分子起源进化进行了研究，通过对 ｍｔＤＮＡ

Ｄｌｏｏｐ区和细胞色素ｂ完整序列的测定，发现安徽

江淮水牛与其他中国水牛群体具有相似的遗传多样

性。在系统发生树和进化网络中均可以发现安徽江

淮水牛具有２个母系来源，与以前报道的其他中国

水牛群体［３４］一致。同时，从进化网络（图３）中可以

清楚地看出支系 Ａ是以１个单倍型为中心向外扩

展的星状结构，ｂ１和ｂ２也具有星状结构的特征，预

示着中国水牛经历了群体的扩张。

江淮水牛线粒体犆狔狋ｂ单倍型的ＮＪ系统发生

树中处于Ｂ支系中的个体与Ｄｌｏｏｐ单倍型的 ＮＪ

系统发生树Ｂ支系中个体完全重合，间接验证了

Ｄｌｏｏｐ结果分析的可靠性。同时，安徽江淮水牛线

粒体犆狔狋ｂ基因核苷酸多样性和单倍型多样性仅为

（０．４２２±０．０６８）和（０．００２６８±０．０００５），远低于

Ｄｌｏｏｐ区的变异性（表２）。这是由于线粒体不同区

域的进化速率存在差异，Ｄｌｏｏｐ区由于不编码蛋

白，受到的选择压力小，所以进化速度快，变异

性大。

目前，对于沼泽水牛的起源进化中心推测可能

位于中国南部或者东南亚地区，不同研究报道结论

仍不一致。Ｌａｕ等
［１２］和Ｌｅｉ等

［３，１１］研究推测沼泽型

水牛是在中国驯化，Ｋｉｅｒｓｔｅｉｎ等
［１３］则提出水牛印度

起源的观点。但近期的考古和古ＤＮＡ研究
［１４］对家

养水牛起源于中国提出质疑，微卫星标记分析结果

支持东南亚区域为水牛起源中心的观点［１５］。对家

畜起源的遗传学研究认为，距离起源中心越远，群体

遗传变异性越低［１６］。安徽江淮水牛是我国地理区

域分布最北的水牛品种，与东南亚相隔最远，而本研

究发现其群体遗传多态性仍然丰富（表２），与其他

中国水牛群体差异不大。这可能是由于我国水牛主

要为农户散养，未经历高强度的人工选育，选择压

低，并且历史上不同地区水牛群体间交流频繁，保证

了遗传变异的丰富性。

４　结　论

本试验研究了我国新审定的安徽江淮水牛的线

粒体Ｃｙｔｂ和Ｄｌｏｏｐ控制区的遗传多态性及系统进

化关系，证明江淮水牛线粒体遗传多样性丰富，存在

着２个母系起源，其群体变异性水平与中国其他地

方品种接近，为今后开展江淮水牛遗传资源保护和

利用提供了客观依据。

致谢：蔡治华在本研究期间得到安徽省国内访问学者资

金资助。
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