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贵州黄牛B0LMPLK=..-遗传多样性研究
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摘!要!对贵州&个地方黄牛品种共计"!个个体的线粒体LMPLK=..-区全序列%*’3-进行分析$检测到#*种单

倍型$其核苷酸多态位点()个$约占所测核苷酸总长的$N*&R$其中有(!个转换$!个颠换$*个转换,颠换共存+

贵州&个黄牛品种B0LMPLK=..-区核苷酸多样度!#值"为!N*(R!!N(*R$单倍型多样度!F"为’Q(%)!’Q%’%$

表明贵州黄牛B0LMP遗传多样性比较丰富+根据单倍型构建了贵州&个黄牛品种的MS分子系统树+聚类表明$

贵州黄牛有普通牛和瘤牛!大母系起源$其影响较为均一+并探讨了用核苷酸多样度#值的大小来衡量黄牛群体

遗传分化程度的可行性+

关键词!贵州黄牛’线粒体LMP’LK=..-’遗传多样性’起源
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!!线粒体是细胞中重要的细胞器之一$也是重要
的遗传信息载体+高等动物线粒体LMP!B70.?5.>K
2/7:=LMP$B0LMP"是共价闭合的双链分子$约*(N)
3̂$无组织特异性’B0LMP严格遵循母系遗传$其基
因组织结构简单-稳定$但进化速率快$约为单拷贝
核LMP的)!*’倍$且 B0LMP的变异主要来源于
突变而非重组+线粒体LMPLK=..-区的进化速率
较其他区域又高)!*’倍$是目前线粒体LMP研究
的热点+正由于 B0LMP具有这些遗传特性而被广
泛地用于分子进化-生物分类-群体遗传结构及家畜
经济性状等方面的研究(*!&)+
黄牛的起源和分化一直是科学界感兴趣的问

题+陈宏等())通过对我国一些黄牛9染色体多态
性研究$发现北方黄牛受普通牛的影响大$南方黄牛
受瘤牛的影响大$中原黄牛同时受普通牛和瘤牛的
影响+由于9染色体遵循父系遗传方式$因而这个
指标只能用于调查黄牛的父系起源+陈幼春(()根据
血液蛋白位点和9染色体特征$辅以体态-毛色特
征及史料的考证$认为中国黄牛可能有&种起源#欧
洲普通牛-印度瘤牛-斑腾牛!)1>F5-<*-."和!曷牛
!)1>.5H;H>"+9,等($)对中国*!个南方黄牛品种

*)&头个体进行 B0LMP@6U<分析$揭示普通牛与
瘤牛是中国南方黄牛的主要起源$但瘤牛的影响更
大一些$而且还发现在迪庆黄牛中存在牦牛基因+
何正权等(")用*)种限制性内切酶分析了贵州黄牛
的 B0LMP@6U<$发现贵州黄牛有两种类型的

B0LMP分子$即普通牛类型和瘤牛类型$两者的频率
分别是 &&Q’$R 和 ))Q%#R+目前利用 B0LMP
LK=..-碱基序列对中国黄牛的分子进化方面的研究
较少+本研究对贵州省&个地方黄牛品种 B0LMP
LK=..-区全序列进行了测定$对其遗传结构和起源
进化做了初步研究$以期为贵州黄牛的遗传资源保
护"杂交利用提供科学依据+

*!材料和方法

@A@!动物来源
采集了贵州关岭黄牛!!!头""黎平黄牛!!’

头""思南黄牛!!*头"和威宁黄牛!*%头"的血样$
共计"!份+另外从D1>H:>̂ 中下载了欧洲牛!用

OV表示$D1>H:>̂ 登录号为#U!$$#)"$以及印度瘤
牛的序列作对照!用JML表示$D1>H:>̂ 登录号为#

U!$$#!"+

@AB!’34提取及序列测定
按照I51>等(%)的方法提取牛的总LMP+线粒

体LMPLK=..-扩增的引物为黄牛的特异性引物$引
物设 计 参 考 雷 初 朝(*’)+正 链 引 物 为#)_KIZDK
IPDZIZIPIIPZIPPIIK#_’反 链 引 物 为#)_K
DDDDZDZPDPZDIZZDIK#_+<I@反应体系总体积
为)’$U$反应条件为#%)‘预变性*B7>$#)个循
环$包括%&‘变性(’;$(’‘复性(’;$$!‘延伸(’
;$最后$!‘充分延伸*’B7>$&‘保存+<I@产物
用*N)R 的琼脂糖凝胶电泳检测其大小-纯度及亮
度+每个样品取!$U用于检测$用aB1A:公司!美
国"回收试剂盒对<I@产物进行纯化与回收+回收
后的<I@产物由宝生物工程!大连"有限公司测
序+!
@AC!数据处理
所测序列应用I=,;0:=\软件和LMP+ZP@软件

包中的+1[Y:>程序排列同源序列$并进行人工核
对与校正+通过与D1>H:>̂ 中牛B0LMPLK=..-序
列!登录号为MIK’’*)($"进行比较(**)$确定贵州黄
牛B0LMPLK=..-序列长度及位置$用LMP+<#Q’和

Y1A:!Q*软件统计单倍型及构建邻接树!M17A53./K
S.7>7>AZ/11"+

!!结果与分析

BA@!贵州黄牛 D$’34’52,,6区单倍型及核苷酸
变异

!!牛的 B0LMP基因组总长为*(##"3-$其中

LK=..-区的全序列长度为%*’3-(**)+本研究测定
了"!头贵州黄牛 B0LMPLK=..-区全序列!D1>K
H:>̂ 登录号为#P9)*)((&!P9)*)($"$P9)*)(*’!
P9)*)((#$P9&%*&&*! P9&%*&#($P9&%))&"!
P9&%)))$"+"!头贵州黄牛LK=..-序列长度为%*’!
%*!3-$主要是在!!*位点处插入*!!个碱基I引
起+
利用I=,;0:=b 软件对贵州黄牛"!条 B0LMP

LK=..-序列进行同源序列比对$界定了#*种单倍
型+在这#*种单倍型中$共发现()个多态位点$约
占所测核苷酸总长的$N*&R$其中有(!个转换$!
个颠换$*个转换,颠换共存!图*"+
贵州黄牛B0LMPLK=..-序列表现出的#*种单

倍型中$!&种单倍型用DXH*!DXH!&表示$$种单
倍型用DXJ*!DXJ$表示+研究发现$DXJ*和DXH*

!"# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!’’(!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



图@!贵州黄牛D$’34’52,,6区C@个单倍型及其多态位点
普通牛和瘤牛为对照$%.&代表与第一条序列碱基相同$%"&代表插入,缺失+

E%FA@!C@D$’34’52,,6/162,$+6"*1#06,2+D,)6/%&*%$"*%#G&1$$2"=)""0*%#!9%</,9
)1><5H;H>:>2)1>+-7+6H>:;?.>0/.=;NJ21>0704\705051C7/;0;1[,1>?17;21>.01234:2.0:>221=107.>;34:;01/7;̂;N
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是"!个个体中出现频率最多和最主要的单倍型+
单倍型DXJ*共出现#)次!关岭黄牛(次"黎平黄
牛**次"思南黄牛"次和威宁黄牛*’次"$单倍型

DXJ#为关岭黄牛特有$单倍型DXJ!-DXJ)-DXJ(为
思南黄牛特有$单倍型DXJ&-DXJ$为黎平黄牛特有+
单倍型DXH*共出现*#次!关岭黄牛&次"黎平黄
牛#次-思南黄牛#次和威宁黄牛#次"$单倍型

DXH#和DXH)在思南黄牛和威宁黄牛中各出现一
次$单倍型DXH$在关岭黄牛和黎平黄牛中各一次$
单倍型DXH*(在思南黄牛和黎平黄牛中各一次$单
倍型DXH*%在思南黄牛和关岭黄牛中各一次+单
倍型DXH(-DXH%-DXH**-DXH*#-DXH*&-DXH*$-

DXH!*-DXH!!-DXH!#共%种为关岭黄牛特有$单

倍型DXH!-DXH"-DXH!’-DXH!&共&种为思南黄
牛特有$单倍型 DXH&-DXH*’-DXH*!-DXH*$共&
种为思南黄牛特有+群体间共享单倍型的存在可能
源于古老单倍型$也可能是群体近期分歧或者群体
间存在一些基因流$导致两个群体中出现单倍型共
享现象+

BAB!贵州黄牛系统发育树的构建
根据D1>H:>̂ 已发表的欧洲普通牛和印度瘤

牛B0LMPLK=..-单倍型为对照$构建了贵州&个黄
牛品种#*个单倍型的邻接树!图!"+从图!可以
看出$&个黄牛品种分为普通牛和瘤牛两大分支$说
明贵州黄牛为普通牛和瘤牛的混合母系起源+

图B!贵州G个黄牛品种’52,,6全序列3H分子系统树
普通牛与瘤牛为对照+

E%FAB!3H$)"",-’52,,6*"89"#&"*,-G&1$$2"=)""0*%#!9%</,9
)1><5H;H>:>2)1>+-7+6H>:;?.>0/.=;N

BAC!贵州黄牛种群遗传结构分析
根据贵州&个黄牛品种"!个个体所具有的#*

单倍型$统计了贵州黄牛中普通牛和瘤牛两种类型
在各品种中的分布以及所占有的单倍型类型!表

*"+从表*可见$从整体上看$普通牛和瘤牛对贵州
黄牛的影响较为均一+相对而言$思南黄牛和威宁

黄牛受普通牛和瘤牛的影响较为均一$而黎平黄牛
受瘤牛的影响较大$关岭黄牛受普通牛的影响较大+
贵州黄牛具有丰富的普通牛单倍型!!&,&*"$但瘤牛
单倍型较贫乏!$,&*"$例如在威宁黄牛中仅发现一
种瘤牛单倍型+
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表@!普通牛和瘤牛类型在贵州G个黄牛品种中的分布

I1=2"@!’%*$)%=9$%,#,-;,*$19)9*1#0;,*%#0%&9*%#G&1$$2"=)""0*%#!9%</,9

关岭黄牛

D,:>=7>A?:00=1

黎平黄牛

U7-7>A?:00=1

思南黄牛

+7>:>?:00=1

威宁黄牛

b17>7>A?:00=1

贵州黄牛

D,7E5.,?:00=1

普通牛)1><5H;H> *)!*!" (!#" **!%" %!$" &*!!&"

瘤牛)1>+-7+6H> $!!" *&!)" *’!#" *’!*" &*!$"

!!注#括号内数字为各品种中所观察到的单倍型数+

M.01#F:-=.04-1>,B31/;.3;1/812:B.>AD,7E5.,?:00=13/112;:/17>051-:/1>051;1;N

!!贵州&个黄牛品种的单倍型多样度!F"和核苷
酸多样度!#值"见表!+从表!可以看出$关岭黄
牛F值最大!为’Q%’%"$黎平黄牛 F值最小!为

’Q(%)"+思南黄牛#值最大!为!Q(*R"$黎平黄牛

#值最小!为!Q*(R"$说明贵州黄牛群体具有较丰
富的遗传多样性+

表B!贵州黄牛的单倍型多样度#J$和核苷酸多样度##$

I1=2"B!J162,$+6"0%(")*%$+#J$1#0#9&2",$%0"0%(")*%$+##$%#!9%</,9&1$$2"=)""0*

关岭黄牛

D,:>=7>A?:00=1

黎平黄牛

U7-7>A?:00=1

思南黄牛

+7>:>?:00=1

威宁黄牛

b17>7>A?:00=1

贵州黄牛

D,7E5.,?:00=1

单倍型多样度!F"

F:-=.04-12781/;704!F"
’N%’% ’N(%) ’N")! ’N$*% ’N$%(

核苷酸多样度!#"

M,?=1.07212781/;704!#"
!N!%R !N*(R !N(*R !N&!R !N&)R

#!讨!论

CA@!贵州黄牛的起源进化
线粒体LMP的非编码区是B0LMP分子中突变

率最高的区域$为编码区的)!*’倍$受选择的压力
小而在进化过程中积累了更多的突变$且没有重组$
因此这些突变忠实地遗留下来$为研究群体间遗传
分化关系提供了真实的素材+在整个贵州黄牛群体
中$具有普通牛起源的&*个个体中检测到#&种单
倍型$表现较丰富的遗传多样性’而在&*头具有瘤
牛起源的个体中$仅检测到$种单倍型$遗传多样性
贫乏$这可能是由于瘤牛祖先引入贵州较晚或引入
的瘤牛类型单一$因此$积累的突变比较少+根据

B0LMPLK=..-区的序列变异进行分析$贵州&个地方
黄牛品种均受到瘤牛和普通牛的影响$影响程度略有
差异$从整体看普通牛和瘤牛对贵州黄牛影响较为均
一+这一研究结果与何正权等(")结论基本一致+

CAB!D$’34核苷酸多样度与黄牛群体遗传分化
一般认为$群体中B0LMP核苷酸多样度!#值"

是衡量群体多态程度和群体遗传分化的重要指标之

一$#值越大$群体多态程度越高+聂龙等(*!)根据

B0LMP的@6U<;数据报道的海南黄牛和徐闻黄牛
的 # 值为’Q’!&R$何正权等(")根据 B0LMP 的

@6U<;数据得到贵州黄牛的#值为’N*%#R’雷初
朝等(*’)利用B0LMPLK=..-序列得到中国"个黄牛

品种的#值为’Q))R!)Q#%R$而U.C0,;(*#)揭示欧
洲牛-非洲牛和印度瘤牛的 # 值为 ’Q**R !
’Q%!R$赖松家等(*&)揭 示 中 国 牦 牛 的 # 值 为

’Q##(R!!Q*#!R+本研究发现贵州&个黄牛品种

#值为!Q*(R!!Q(*R+由于限制性内切酶只能
识别LMP分子的特异性位点$不能像核苷酸序列测
定那样充分揭示出LMP片段的每一个变异位点$所
以聂龙等(*!)和何正权等(")根据B0LMP的@6U<;得

到的黄牛#值较低$雷初朝等(*’)用核苷酸序列分析

B0LMPLK=..-得到的黄牛#值则较高+欧洲牛-非
洲牛和印度瘤牛都分别是单一起源’中国北方黄牛
主要是普通牛起源$南方黄牛主要是瘤牛起源$故其

#值相对较低$这种现象在雷初朝等(*’)和U.C0,;(*#)

都得到证实+由于贵州黄牛同时具有普通牛和瘤牛
的混合起源$故所测#值就较高$这是由于普通牛

%"#!!期!!!!!!!!!!!!!刘若余等#贵州黄牛B0LMPLK=..-遗传多样性研究



和瘤牛祖先分化较早$序列间的变异较大的缘故$因
此本研究认为单纯用#值的大小来衡量具有混合
起源的黄牛群体的遗传分化程度高低值得商榷+
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