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牦牛的分类学地位及起源研究:
mtDNA D -loop 序列的分析
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摘要:牦牛的起源与属级分类学地位至今仍然存在一定的争议。我们测定了家养牦牛和野生牦牛线粒体控制区
(D-loop)序列,并以此构建牦牛和牛属、野牛属、水牛属以及非洲水牛属相关种的系统发育树。研究结果表明
线粒体 D-loop区与 Cyt b 基因序列在构建牛族的系统发育具有同样重要的价值。系统发育关系显示野牛属的灭绝
种草原野牛与现存种美洲野牛先聚合为一单系群,然后再和牦牛形成一单系分支,表明牦牛与野牛属的草原野
牛、美洲野牛亲缘关系最近,具有最近的共同祖先,而与牛属的其它亚洲物种亲缘关系较远。因此,本研究不
支持将牦牛独立为牦牛属———Poephagus,牛属与野牛属在分类上也应合并为一个属。基于上述研究结果和化石
证据,我们进一步对牦牛起源的历史背景进行了讨论,认为牦牛与野牛属的分化是由于第四纪气候变化在欧亚
大陆发生的,野牛通过白令陆桥进入北美;冰期结束后,由于欧亚大陆其它地区温度升高,牦牛只能局限分布
在较为寒冷的青藏高原;而野牛属在北美先后分化为草原野牛和美洲野牛,前者可能是后者的直接祖先。
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Taxonomic placement and origin of yaks:implications from analyses of
mtDNA D-loop fragment sequences
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Abstract:The origin and generic placement of the yak (Bos grunniens),a large ungulate endemic to Qinghai-Tibetan
Plateau,remains unresolved. 637 bp of mitochondrial DNA control region of both wild and domesticated yaks were se-
quenced. We found that D-loop region sequences were similarly informative to commonly used cytochrome b gene in con-
structing phylogeny for tribe bovini. Based on the genetic variation of this sequence,we firstly constructed a more discern-
able phylogeny of Bovini with high support than previous analyses. The analyses suggested that in Bovini,two monophyletic
lineages were recovered:one comprising Bubalus and the other consisting of all species of Bos and Bison. Two species of
Bison,the extinct species B. priscus and the extant species B. bison,clustered as a monophyletic lineage which is a sister
to Bos grunniens. These results suggested that yaks are more closely related to North American Bison than to other species
of Bos in Asia,and that yaks and North American bison have a common recent ancestor. Our results did not support a pre-
vious suggestion of establishing a monotypic genus (Poephagus)to accommodate yaks. Because species of neither Bos nor
Bison clustered as respective monophyletic lineages,these two should be taxonomically treated as one genus. Based on our
results and other available fossil evidence,we discuss the historical context regarding the origin of yaks. The divergence be-
tween yaks and bison may have occurred in the Eurasia during the Quaternary climatic oscillation,when rising temperature
following the ice ages restricted yaks to the cold Qinghai-Tibetan Plateau . Bison migrated to North America through the Be-
ring L nd Bridge and differentiated two species. It seems likely that American bison originated directly from extinct steppe
bison .
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  牦牛 (Bos grunniens)是牛亚科动物中的稀有
种,包括两种类型:野牦牛和家牦牛。关于牦牛的
属级分类学地位一直存在争议,根据 Simpson 等
(1945)、Ansell (1971)及 Vaughan 等 (1978)的
研究,牛 族 (Bovini ) 包 括 4 个 属,即 牛 属
(Bos)、野牛属 (Bison)、水牛属 (Boselaphus)以
及非洲水牛属 (Syncerus)。Linnaeus (1766)将野
牦牛置于牛属中;这一观点也得到了 Bohlken
(1958,1961)的支持,他们还认为牛属物种 (含
牦牛)是单系发生群,较早就已经与野牛属分离,
各自进化为现代的各物种。但是,根据头盖骨形态
学分析,Groves (1981)认为牦牛与野牛属亲缘关
系较近,而与其它牛属物种的亲缘关系较远;Ols-
en (1990)进一步指出牦牛的前颌骨、上颚骨和鼻
骨之间的形态特征组合不同于牛属、野牛属,应将
其独立为牦牛属 (Poephagus)。

Miyamotoet 等 (1989)根据部分线粒体 DNA
序列 (16S、12S rRNA,3 个 tRNA 基因与部分 D-
loop 序列)、Wall 等 (1992 )利用核糖体 DNA
(rDNA)限制性内切酶酶切位点图谱建立了牛族的
系统发育关系,认为该族中存在两支———野牛属—
牛属支与水牛属—非洲水牛属支,但牛属、野牛属
均不是单系群。基于线粒体 COⅡ基因序列的分析,
Janeceket 等 (1996)进一步发现野牛属—牛属为
一单系群,但两个属的物种各自并不成为单系群;
同时,他们的研究结果还表明非洲水牛属与水牛属
为一单系群。Hassaninet 和 Douzery (1999)根据
Cyt b 基因序列构建了牛科动物的系统发育,牛族
仍然获得了两个分支,即野牛属—牛属支和水牛属
—非洲水牛属支;Hassanin 和 Ropiquet (2004)进
一步利用 3 套 DNA 序列 (Lactoferrin 基因启动子、
Cyt b 基因及 COⅡ基因)探讨了牛族的系统发育与
已灭绝的柬埔寨野牛 (Kouprey,B sauveli)的系统
位置及分类学地位,结果显示野牛属—牛属支、水
牛属—非洲水牛属均为单系群,牦牛与美洲野牛
(American bison,Bison)的亲缘关系较近。这些研
究均不支持将牦牛列入牛属的观点 (Linnaeus,
1776;Bohlken,1958,1961),表明应该把该物种
作为野牛属成员,或独立为一个单型属 (Olsen,
1990),或者是作为一个广义牛属 (包括野牛属与
牛属)的成员。然而,在这些利用分子证据建立
的系统发育树中,关键分支的支持率均不是很高;
特别是他们的研究结果显示牛族的水牛支与野牛属

—牛 属 支 的亲 缘 关 系没 有 得 到很 好 的 支持

(Janecek,1996; Hassaninet and Douzery, 1999;
Hassanin and Ropiquet,2004),从而暗示牛族可能
不是一单系发生群。

美洲野牛系广泛分布于北美地区的野牛属现存

物种,包括森林野牛 (B bison athabascae)与平原
野牛 (B bison bison)两个亚种 (Boyd,2003);而
草原野牛 (B priscus)是一种已灭绝、外形与美洲
野牛相似的大型野牛属动物,曾广泛分布于全北
区。关于美洲野牛的进化存在多种假说,van Zyll
de Jong (1986,1993)认为美洲野牛系草原野牛进
化而来,这也是较为流行的观点之一。尽管已有的
分子系统进化研究表明牦牛与美洲野牛之间的亲缘

关系较近 (Hassanin and Ropiquet,2004),来自化
石与分子标记资料也表明牦牛与野牛的分化可能发

生于 180 万年前 (Flerow,1980;Hassanin and Rop-
iquet,2004),但美洲野牛、草原野牛以及牦牛三
者之间的关系如何仍不清楚。

相对于细胞色素 b (Cyt b)、12S rRNA 等线粒
体编码基因多用于探讨动物种以上分类等级的系统

发育关系 (如 Kuznetsov,2002;Hassanin and Rop-
iquet,2004),mtDNA 控制区 (D-loop)主要是用
于种以下的种群遗传、谱系关系和谱系地理学
(Phylogeography)的研究 (如 Troy et al ,2001;
Jansen et al ,2002;Savolainen et al ,2002;Liu et
al ,2006)。由于利用 Cyt b 建立的牛亚科或牛族
部分物种的系统发育关系没有得到很好地分别,而
灭绝种草原野牛又未获得 Cyt b 的全序列,因而牛
族的系统发育以及现存种与灭绝种之间的亲缘关系

仍需要进一步从其它分子片段进行深入研究。本研
究尝试利用变异速率较快的 D-loop 区构建牛族的
系统发育树,在此基础上探讨牦牛、美洲野牛以及
灭绝种草原野牛之间的系统关系,为牦牛的分类地
位及起源提供分子遗传学证据。

1 材料与方法
1 1  材料来源

牛亚科动物的分族采用 Simpson (1945 )和
Vaughanet等 (1978)根据形态所做的分类标准进
行划分。我们在本研究中使用了 2 头家牦牛的肌肉
组织和 1 头野牦牛的皮张组织作为实验材料,其中
家牦牛分别采自青海玉树县和西藏日喀则,野牦牛
采自可可西里地区。其余物种的 D-loop 序列下载
于 GenBank,各基因序列号见表 1。
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表 1  研究物种,DNA 序列以及其 GenBank 登录号
Table 1  Species,DNA fragments and their accession numbers in GenBank

分类

Taxon
种名

Species
登录号

Accession number
D-loop

Bovidae,Capra 野山羊 Capra aegagrus AB110591
Bovidae,Capra 山羊 Capra hircus DQ121611
Bovidae,Bovinae 美洲野牛 Bison bison U12948,U12959
Bovini,Bison 欧洲野牛 B bonasus AF083356

草原野牛 B priscus AY748659 ,AY748663
Bovini,Bos 瘤牛 Bos indicus L27714 ,L27733

家牛 B  taurus AY378117 ,AF409056
大额牛 B fronta lis AF405068
印度野牛 B gaurus AF485067
野牦牛 B grunniens DQ139204 

家牦牛 B grunniens DQ139009  ,DQ139176 

爪哇野牛 B javani cus-Banteng AF162490
原始牛 B primigenius AF162488

Bovini,Bubalus 印度水牛 Bubalus bubalis AF475239,AF475170
Boselaph ini,Boselaphus 蓝牛 Bose laphus tragocamelus AJ235316

   为本次新测序列
 Sequences produced during this st udy

1  2  基因组 DNA提取
洗净的毛皮、肌肉组织约 50 mg 于液氮中研磨

成粉末后转移至 1 5 ml Eppendorf管中,总 DNA 提
取参照 《分子克隆实验指南》 (萨姆布鲁克等,
1998)并略作改动。DNA 溶液以紫外分光光度计
进行浓度与纯度测定,并稀释到终浓度 100 ng / μl,
- 20 ℃保存备用。
1  3  D - loop部分序列的扩增及测序

采用 Primer premier 5 0 (Premier Biosoft)自行
设计引物,由上海生工生物工程有限公司合成,序列
为:YDF 5’- GTAAAGAGCCTCACCAGTAT - 3’及
YDR 5 ’- TCCTGTAGCCATTGACTAT - 3 ’。采用
30 μl扩增体系,内含引物各 3 pM,模板 DNA
0  4 μl,dNTPs (Takara)1 5 pM,10 × Buffer (Taka-
ra)3 μl及 Ex Taq聚合酶(Takara)0 75 U。PCR 在
Tpersonal thermocycler(Biometra)上进行,循环参数
为:94 ℃预变性 4 min,34 次循环,包括 94 ℃变
性 60 s;50 1 ℃ 退火60 s;72 ℃ 延伸60 s;最后
72 ℃充分延伸4 min,扩增产物用 1 2% 的琼脂糖
凝胶电泳检测其片断大小及亮度。PCR 产物用试
剂盒纯化 (中科开瑞,上海)。纯化后的产物以相
同引物及 DYEnamic Dye Terminator Cycle Sequen-
cing Kit 试剂盒 (Amersham Pharmacia Biotech Inc)
进行测序反应,纯化后在 Megabase 500 自动测序
仪 (Amersham Pharmacia Biotech Inc)上进行测序,

正反两条链相互重叠大于 90% 。
1 4  DNA 序列数据的处理

序列经 Clustal X (1 8) (Thompson et al ,
1997)软件排序,再适当手动校对。以 Dna SP3 0
(Rozas and Rozas,1999)进行多态位点分析,并在
Modeltest 3 06 (Posada and Crandall,1998)上进行
模型测试,最后采用 PAUP * 4 0b10 (Swofford,
2000)进行系统 发育分析。采用 启发式搜索
(Heuristic search),以最大简约法 (Maximum Par-
simony,MP)、最大似然法 (Maximum Likelihood,
ML)重建系统发生树,MP树各节点的置信度以自
举检验分析 Bootstrap 进行1 000 次重复;在 ML树
中则为 200 次重复。此外,本研究还采用 Mrbayes
3 0b 4 (Huelsenbeck and Ronquist,2004)以 Bayes-
ian法构建系统发生树 (参数为:nst = 6, rates =
gamma,ngen = 5 000 000,nchains = 6,printfreq =
1 000,samplefreq = 100)。
2 结果与分析

牦牛 D-loop 区全长 892 bp 左右。本实验所测
为牦牛线粒体 D-Loop 区部分碱基序列,长度为
637 bp,与 GenBank下载序列 (表 1)排序后得到
605 bp可比较序列,其中可分析长度为 480 bp (空
位作为缺失处理),包括 190 个突变位点,其中简
约信息位点 161 个,为总长的 39 58% 。以野山羊
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(Capra aegagrus)和山羊 (C hircus)为外群构建
了牛族包括灭绝种草原野牛在内的 11 个种 18 个个
体以及蓝牛羚族 (Boselaphini)中蓝牛 (Bosela-
phus tragocamelus)的系统发育树,如图 1。启发式
搜索得到 1 个最简约树,CI = 0 675,RI = 0 76,
Length = 553;采用最适模型 (GTR + I)构建最大
似然树, - lnL = 3211  22。

图 1  基于 D-loop 部分序列的牛亚科 12 个种系统发育树。节点
数值依次为 MP、ML 自举检验分析的支持率以及贝叶斯后验概
率。
F ig 1  Molecular phylogenetic tree for 12 species of Bovinae based
on D-loop sequence variaitons Numbers on each branch indicate
bootstrap percentages obtained by MP,ML, and posteri or Bayesian
probabi lities respectively.

从图 1 可知,蓝牛羚族的蓝牛羚作为牛族的姊
妹支,获得了较高的支持率,该节点的 MP、ML
bootstrap及 Bayesian 后验概率均为 100% 。牛族分
支中所有物种组成一个单系群,获得了很好的统计
支持,其 MP、ML bootstrap 支持率分别为 80% 和
91% ,贝叶斯后验概率则高达 100% 。从图 1 可
知:牛族中水牛属最早分化出来,形成一个独立的
分支;另一支则由野牛属与牛属的物种组成。在野
牛属—牛属分支上,牛属的 4 个 物种大额牛
(B frontalis)、印度野牛 (B gaurus)、爪哇野牛
(B javanicus)和原始牛 (B primigenius)组成一
个亚分支,其余为野牛属、牛属物种的姊妹群,该
分支的 MP、ML 及 Bayesian 支持率分别为 90% 、
98%和 100% 。另一亚分支上,瘤牛 (B indicus)、

家牛 (B taurus)和欧洲野牛 (B bonasus)组成
一个单系群,与 Hassanin 和 Ropiquet (2004)的研
究结果相符,且瘤牛的一个个体和家牛结合在一
起;而牦牛、草原野牛和美洲野牛结合成单系群,
其中牦牛为独立分支,草原野牛与美洲野牛为另一
分支,且草原野牛的一个个体和美洲野牛聚成的分
支结合在一起,并得到较高统计支持。
3 讨论
3 1  牛族的系统发育及牦牛的分类学地位与起源

我们构建的系统发育树显示牛族中水牛属最早

分化出来,然后是牛属—欧洲野牛与牦牛—美洲野
牛支的分歧。在该系统发育树中,欧洲野牛与瘤
牛、家牛的亲缘关系最近,而美洲野牛与牦牛之间
亲缘关系较近,以上研究结果与前人的结论基本一
致 (Bohlken,1958,1961;Groves 1981;Miyamoto
et al ,1989;Wall et al ,1992;Ritz et al ,2000;
Ward et al ,2000;Boyd,2003;Hassanin and Rop-
iquet,2004)。综合这些研究结果,由于野牛属、
牛属均不是单系,但野牛属和牛属共同构成单系
群,因此,将这两个属合并为一个属可能更为合
理;同时,我们的研究结果也不支持将牦牛作为一
个独立属 (Olsen,1990)的分类意见。系统发育
分析中,牛族作为一个单系群,获得了较高的统计
支持,但牛族以外仅有一个类群参与分析,因此,
该族在牛亚科更多类群参与的分析中是否仍保持为

单系还值得进一步研究。
草原野牛曾广泛分布于全北区,引起包括草原

野牛在内的大型动物灭绝的主要原因可能与人类活

动及气候变化有关 (Alroy,2001;Guthrie,2003;
Brook and Bowman,2004;Shapiro et al ,2004)。美
洲野牛系分布于北美地区的野牛属现存物种,关于
其进化存在多种理论 (COSEWIC,2004),较为一
致的观点是:草原野牛曾至少两次通过白令陆桥进
入北美地区———分别发生于伊里诺冰期 (始于约
60 万年前)与威斯康星冰期 (约 9 万年前),在气
候变化、地理隔离等因素作用下,进入北美的草原
野牛发生分化并演化成现今美洲野牛的两个亚种

(van Zyll de Jong,1986,1993)。我们以 D-loop 区
序列构建的包括灭绝物种草原野牛在内的牛族 11
个物种的系统发育树显示草原野牛的一个个体与美

洲野牛结合在一起,表明美洲野牛有可能起源于草
原野牛,与 van Zyll de Jong (1986,1993)的观点
相符。
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化石记录表明牦牛的祖先———原始牦牛曾广泛
分布于内蒙古、中国北部、东西伯利亚、阿拉斯加
和中亚北部 (Weiner,2003)。来自化石及分子标
记的资料表明牦牛与野牛的分化发生于 180 万年前
(Flerow,1980;Hassanin and Ropiquet,2004),晚
于牦牛与其它物种的分化时间。我们以 D-loop 部
分序列构建的系统发育树显示牦牛、草原野牛及美
洲野牛具有最近共同祖先,与上述研究结果相符。
第四纪的欧亚大陆气候反复波动,造成物种分布在
不同的冰川 (或冰期)避难所,或者气候变化造
成物种占据不同的生态位,进而发生物种分化
(Hewitt,1996)。牦牛和野牛之间的分化可能发生
在欧亚大陆,与气温下降、冰川发育形成不同的生
态位有关。第三纪以后,由于受第四纪冰川的作
用,致使牦牛的近祖向南迁移而进入现在的青藏高
原地带,演化为现今野牦牛的分布区域,并在欧亚
大陆的东北部灭绝 (蔡立,1992)。
3  2  D-loop区序列在高级分类单位系统发育分析
中的意义

Cyt b、12S rRNA 等线粒体编码基因变异较慢,
常用于动物种以上分类等级的系统发育关系重建;
而 D-loop 区序列因变异较快,主要用于种下水平
的谱系关系和谱系地理学研究。Hassanin 和 Rop-
iquet (2004)利用 Cyt b 序列构建的牛亚科部分物
种的系统树中,欧洲野牛—家牛—瘤牛支的 MP
bootstrap支持率、Bayesian 后验概率分别为 70%和
92% ;而以 D-loop 构建的系统树则分别达到了
80%和 95% 。此外,仅以 Cyt b 构建的系统发育树
中,牛族的单系关系未能得到支持 (Hassanin and
Douzery,1999)。而我们以 D-loop 区部分序列得到
的系统发育关系显示: (1)蓝牛羚族的蓝牛羚作
为牛族的姊妹支获得了有力支持; (2)尽管没有
更多牛族以外的类群参与分析,系统发育分析表明
水牛属与牛属、野牛属形成单系群 (MP、ML
bootstrap支持率及 Bayesian 后验概率分别达 80% 、
91%和 100% ),是牛族的自然成员,这与形态上
的证据 相吻合 (Simpson et al ,1945; Ansell,
1971)。基于以上结果,我们认为线粒体控制区与
Cyt b 基因序列在构建牛族的系统发育具有同样重
要的价值,能构建分辨率更高的系统进化树。

近年来,动物分类学家越来越重视获得灭绝动
物的 DNA信息,并以此来解决一些仅用形态学信
息、历史记录及现存物种 DNA 无法解决的分类与
进化问题。迄今为止,已经对十几种灭绝动物的

DNA 进行了研究,并取得了丰硕的成果 (Hanni et
al ,1994;Hoss and Paabo,1996;Westerman et al ,
1999)。然而,灭绝种往往较难扩增和测序较长的
DNA 序列,而哺乳动物线粒体 D-loop 区相对较短,
能较为容易地扩增和测序 (Krings et al ,1997,
1999;Ovchinnikov et al ,2000),且具有更快突变
速率与更高的解析力,对研究灭绝动物与野牛现存
种之间的系统发育与进化关系具有重要的应用前

景。在本研究中,我们根据 D-loop 区部分序列构
建的系统发育树,推测草原野牛可能是美洲野牛的
直接祖先,为草原野牛的系统发育关系提供了初步
的分子遗传学证据。
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