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藏獒线粒体细胞色素氧化酶亚基基因序列的

测定与犬科动物系统发育分析
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摘
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要!旨在研究藏獒的起源)分类地位!及其与世界上其他大型家犬品种间的系统发育关系!根据家犬线粒体基

因组序列设计引物!扩增藏獒线粒体
*

个细胞色素氧化酶亚基基因"

IE

(

)

IE

,

和
IE

#

#的全序列!并以大熊猫为

外类群!运用邻接法和最大似然法分析包括藏獒在内的
0&

个犬科动物的系统发育关系&结果发现!藏獒线粒体基

因组中
IE

(

)

IE

,

和
IE

#

长度分别为
%1)1

)

.()

和
5()N

M

!分别编码
1%)

)

005

和
0.%

个氨基酸'系统发育分析发

现!藏獒)

%0

个家犬品种与灰狼聚在一起!说明藏獒与家犬亚种内其他家犬品种一样起源于灰狼'家犬亚种内的
%*

个家犬品种可以分为
*

大类!藏獒与圣伯纳犬)英国老式牧羊犬)兰伯格犬聚为一类!说明藏獒与圣伯纳犬)英国老

式牧羊犬)兰伯格犬的亲缘关系较近!从分子水平上证实圣伯纳犬等大型家犬品种可能含有藏獒的血统&由此得

出结论$藏獒起源于灰狼!在动物学分类地位上属于食肉目)犬科)犬属)狼种)家犬亚种'圣伯纳犬等大型家犬品种

在品种形成过程中可能引入了藏獒的血统&
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藏獒又称为藏狗)番狗)羌狗!主要栖息在我国

青藏高原海拔
*&&&

"

1&&&8

的高寒地带!属国家

二级保护动物!是目前世界上最古老)最凶猛的犬

种!也是犬类动物中唯一没有被时间和环境所改变

的雪域高原的0活化石1!素有0东方神犬1之称*

%!0

+

&

由于暴利的驱使!自
0&

世纪
(&

年代起藏獒开始大

量外流!致使藏獒的基础群数正在逐年下降!据估算

目前现有藏獒的总数约为
*&

万头!但优质纯种藏獒

不超过
%&&

头!其中美国不超过
0&

头!中国台湾地

区不超过
%&

头!纯种藏獒正濒临灭绝*

*

+

&因此!作

为我国唯一的大型家犬品种和世界家犬种质资源基

因库中的重要一员!藏獒的保护)利用和研究工作已

迫在眉睫&

犬是人类最亲密的伙伴和朋友!也是被人类第

一个驯化的家养动物*

)

+

!因此有关犬的起源)进化和

品种形成等问题一直是各国学者研究的热点之

一*

1!5

+

&关于犬的起源问题已达成共识!即世界范围

内的所有家犬都起源于灰狼*

5!/

+

&但关于家犬的发

源地和具体起源时间各研究结果并不一致!存在较

大的分歧&犬科动物第
%

次出现的化石记录大约在

**&&&

年前的西伯利亚*

%&

+

'

I'c$:o

等*

1

+根据
0.%

N

M

线粒体
Z!:##

M

区序列研究发现!家犬的发源地

可能在欧洲)西南亚和东亚!最早驯化时间大约是在

)&&&&

"

1&&&&

年前!认为家犬的起源是多地区)不

同时间发生的驯化事件&

6'D'VLJJ"89-

等*

%%

+从

假定的犬科动物起源中心挑选了
*

个灰狼个体)

0

个家犬个体和
%

个金豺个体进行基因组测序和分

析!结果发现!家犬 和灰狼的分歧时间大约在

%%&&&

"

%.&&&

年前&

E'R?9:89--

等*

%0

+分析了
%(

个史前动物线粒体基因组序列!发现所有现代家犬与

古代或者是欧洲的现代犬科动物在系统进化方面都

有密切的关系!分子数据分析表明!家犬的起源时间

大约在
%((&&

"

*0%&&

年前!起源点可能在欧洲&

藏獒是目前世界上最古老的家犬品种之一!因

此藏獒起源问题的研究对揭示家犬的起源)驯化和

分化事件等都具有重要意义&但目前关于藏獒的起

源)驯化及其与世界其他大型家犬品种之间系统发

育关系的报道不多!其中主要是对线粒体
ZF6

全

序列*

%*

+

)

IE_

基因
ZF6

条形码*

%)

+

)线粒体基因组

细胞色素
N

基因和
Z!:##

M

区序列*

0

+的研究结果&

为了进一步研究藏獒的起源以及与其他大型家犬品

种间的系统发育关系!本研究测定了藏獒线粒体细

胞色素氧化酶亚基基因
IE

(

)

IE

,

和
IE

#

全序

列!并以熊科的大熊猫作为外类群对包括藏獒在内

的
0&

个犬种进行了系统发育分析!以期为藏獒种质

资源的保护)利用提供理论依据!为进一步研究家犬

的起源)驯化提供参考&

#

!

材料与方法

#=#

!

试验材料

试验动物为成年健康的纯种藏獒!来自南京西

岗警犬基地!耳动脉采血
18Y

!

6IZ

抗凝!

^0&g

保存备用&选取犬科中已经测出细胞色素氧化酶亚

基基因序列的)具有代表性的
%/

个犬种与藏獒进行

系统发育分析!其中大型家犬品种
.

个!包括圣伯纳

犬)英国老式牧羊犬)德国牧羊犬)瑞典猎鹿犬)俄罗

斯黑背更犬)兰伯格犬'中小型家犬品种
.

个!包括

凯利蓝更犬)史宾格犬)标准雪纳瑞犬)平毛寻回猎

犬)贵宾犬和喜乐蒂牧羊犬'灰狼个体
*

个!郊狼个

体
*

个)赤狐个体
%

个&并选择与犬科亲缘关系较

近的熊科大熊猫属的大熊猫作为系统发育分析的外

类群&通过数据库搜索和文献追踪获得相应犬种序

列"表
%

#&

#=!

!

NS4

提取

采用常规的酚
!

氯仿法*

%1

+提取藏獒血液基因组

ZF6

!用紫外分光光度计和
&'1S

低溶点琼脂糖

"

aL#8J

@

9

公司#凝胶电泳检测提取质量&

#=<

!

A?H

扩增与测序

根据家犬线粒体基因组序列"

3J-U9-Q

序列

号$

d/..*/

#!采用
aL$8JLaLJ8$JL1'&

软件"

aLJ8$!

JLU$#,#OA_-AJL-9A$#-9:

#设计引物!引物序列及退火

温 度见表
0

&

aI\

扩增的反应体系为
01

%

Y

!包括

5)0%
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试验样本
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!
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D
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D
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分类

R9;#-

犬种

ULJJ"

3J-U9-Q

序列号

3J-U9-Q977J,,$#-F#'

犬科

.$)(4$&

犬属

.$)(8
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"
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B
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!
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!
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* FI&&(&/*
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!
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>
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M

9-"9

!
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!
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Y
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T

@

I:
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!

%h

缓

冲液!

&'088#:

/

Y

^%

"FRa

!

&'&%S

明胶!

%'&d
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S

ZF6

聚 合 酶 "

R9e9\9

公 司#!引 物
&'0

%

8#:

/

Y

^%

&反应条件$

/)g18$-

后!进行
*&

个循

环"

/)g)&,

!退火
)1,

!

50g%8$-

#!最后
50g

再延伸
%&8$-

&

%'1S

低溶点琼脂糖"

aL#8J

@

9

公

司#凝胶电泳检测
aI\

产物!用
3J-J7:J9-

#

试剂

盒"

]'U$#

@

J-J

公司#回收纯化!直接送往上海英骏

生物技术有限公司进行测序&

#=$

!

数据处理

用
ZF64A9L1'&0

"

ZF64R6\_-7'

!

%//.

#软件

包中的
2"$A4J

=

和
TJ

@

6:$-

程序对所测序列和数据

库中的序列进行拼接)比对分析和对位排列!并计算

不同物种间的序列差异百分比'用
T2361'%

软件

包*

%.

+统计序列的碱基组成)多态位点和转换%颠换

比"

RL9-,$A$#-

%

RL9-,PJL,$#-

!

R,

%

RP

#'用
T2361W%

软件包*

%.

+中的邻接法"

FJ$

@

?N#L!

+

#$-$-

@

!

F̀

#和最大

似然法"

T9;$8<8

M

9L,$8#-

B

!

Ta

#构建犬科系统发育

树!自举分析"

U##A,AL9

M

AJ,A

#

%&&&

次重复抽样检验获

得置信度"

U##A,AL9

MM

JL7J-A9

@

J

!

Ua

#&

!

!

结
!

果

!=#

!

藏獒线粒体细胞色素氧化酶亚基基因序列

通过
aI\

扩增和克隆测序获得了藏獒线粒体

细胞色素氧化酶
*

个亚基基因序列!序列长度分别

为
%1)1

)

.()

和
5()N

M

!拼接后藏獒线粒体
IE

基

因总长度为
*&%*N

M

!与引物源序列的同源性为

//'(S

&序列中
R

)

I

)

6

)

3)

种碱基含量分别为

*&'/S

)

0)'.S

)

0('%S

和
%.')S

!其中
6bRj

1/S

!

3bIj)%S

!

6R

含量明显高于
3I

含量&藏

獒线粒体细胞色素氧化酶
*

个亚基基因分别编码

1%)

)

005

和
0.%

个氨基酸!与引物源序列编码蛋白

的氨基酸序列的同源性为
/%'/S

&藏獒线粒体细

胞色素氧化酶
*

个亚基基因序列长度)碱基组成与

犬科中的其他物种是一致的*

%5!%(

+

!可见犬科动物线

粒体细胞色素氧化酶亚基基因比较保守&

!=!

!

犬科不同物种间线粒体细胞色素氧化酶亚基

基因序列的变异分析

犬科
0&

个物种线粒体细胞色素氧化酶亚基基

因
*&%*N

M

序列中有保守位点"

I#-,JLPJ",$AJ

#

0)(0

个!变异位点"

c9L$9N:J,$AJ

#

1*%

个&变异位点

中简约信息多态位点"

a9L,$8#-

B

$-O#L89A$PJ

M

#:

B

!

8#L

M

?$7,$AJ

#

%1)

个!占多态位点总数的
0/'&S

!单

一多态位点"

4$-

@

:J

M

#:

B

8#L

M

?$7,$AJ,

#

*55

个!占多

态位点总数的
5%'&S

&藏獒)

%0

个家犬品种线粒体

细胞色素氧化酶亚基基因
*&%*N

M

序列中共发现

0)

个多态位点!多态位点百分率为
&'(S

!其中单一

多态位点
.

个!占多态位点总数的
01'&S

!简约信

息多态位点
%(

个!占多态位点总数的
51'&S

&在

藏獒)

%0

个家犬品种线粒体细胞色素氧化酶亚基基

因序列的变异类型中!没有发现碱基缺失%插入!只

有碱基替换!而在碱基替换中转换
5

次!颠换
%

次!

转换%颠换比"

R,

%

RP

#为
5'5i%

!明显大于转换%颠

换比的临界值
0'&

!表现出较高的转换偏爱性*

%/

+

&

!=<

!

犬科不同犬种间的系统发育关系分析

犬科
0&

个犬种间线粒体细胞色素氧化酶亚基

基因序列差异百分比结果见表
*

&在家犬品种内藏

獒与大型家犬品种的序列差异百分比较小"

&'01

#!

而与中小型家犬品种间的序列差异百分比较大

"

&W*1

#!说明藏獒与大型家犬品种间有较高的遗传

相似性!亲缘关系较近&在大型家犬品种中!藏獒与

圣伯纳犬)英国老式牧羊犬)兰伯格犬间的序列差异

表
<

!

犬科动物$外类群间线粒体细胞色素氧化酶基因序列差异百分比

Q,5@0<

!

QF020

W

I0/-0;.V06

1

0/-0503900/2

D

0-.02:E8+%$9+4,/;:I3

1

6:I

D

2 S

藏獒

R$NJA9-T9,A$OO

大型家犬

Y9L

@

JNLJJ""#

@

,

中小型家犬

T$"":J9-",89::NLJJ""#

@

,

灰狼

3LJ

B

K#:O

郊狼

I#

B

#AJ,

赤狐

\J"O#;

大型家犬

Y9L

@

JNLJJ""#

@

,

&'01

中小型家犬
T$"":J

9-",89::NLJJ""#

@

,

&'*1 &'*(

灰狼
3LJ

B

K#:O &')& &')1 &'*(

郊狼
I#

B

#AJ, )'1& )'.& )'1/ )'1&

赤狐
\J"O#; %5'0& %5'0& %5'%0 %5'& %5'*

大熊猫
3$9-A

M

9-"9 0*'/& 0*'5( 0*'(& 0*'5& 0*'0& 0)'.&

/)0%
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百分比为
&'%*

!小于藏獒与其他大型家犬品种间的

序列差异百分比"

&'*5

#!说明藏獒与圣伯纳犬)英国

老式牧羊犬)兰伯格犬间的亲缘关系较近&

以熊科大熊猫属的大熊猫为外类群!采用
F̀

法和
Ta

法构建了犬科
0&

个物种的系统发育树"图

%

和图
0

#!结果发现!

F̀

树和
Ta

树的拓扑结构基

本一致&藏獒与犬科
%/

个物种聚在一起!而外类群

大熊猫自成一类!节点的自举支持率"

Ua

#为
%&&S

和
//S

'在犬科中!犬属动物"藏獒)

%0

个家犬品种)

灰狼和郊狼#聚在一起!

Ua

值为
%&&S

和
//S

!而赤

狐自成一类'在犬属内!藏獒)

%0

个家犬品种和灰狼

聚为一类!

Ua

值为
%&&S

和
//S

!而郊狼自成一类!

Ua

值为
%&&S

和
//S

'藏獒)

%0

个家犬品种可以分

为
*

大类!藏獒与圣伯纳犬)英国老式牧羊犬)兰伯

格犬聚为一类!

Ua

值为
%&&S

和
/5S

!德国牧羊犬

与瑞典猎鹿犬)俄罗斯黑背更犬聚为一类!

Ua

值为

/0S

和
/1S

'而中)小型家犬品种聚为一类!

Ua

值

为
%&&S

和
/(S

&

图
#

!

基于线粒体细胞色素氧化酶亚基基因序列采用
SZ

法构建的犬科系统发育树

J.

1

=#

!

AF

8

@:

1

0/03.-3600:E8+%$9+45,20;:/-

8

3:-F6:T0:C.;,202I5I/.3

1

0/020

W

I0/-025

8

S0.

1

F5:6L

[

:././

1

T03F:;

<

!

讨
!

论

<=#

!

藏獒的起源

犬是人类最亲密的伙伴和最忠实的朋友!与人类

关系密切!因此犬的起源和进化是人类关注的热点!

经过多年的争论和深入研究!目前已基本达成共识!

即世界范围内的所有家犬都起源于灰狼*

5

!

/

+

&在古生

物学研究方面!到目前为止!发掘较早的犬化石有
0

个$一是来自于中国
%&&&&

"

0.&&&

年前的家犬化

石*

0&

+

!另外一个是来源于中东大约
%0&&&

年前的
%

个小型犬科动物骨架化石*

0%

+

!这些考古学证据表明

家犬可能起源于东亚)西南亚或北欧*

1

!

00

+

&在分子生

物研究方面!

a'49P#:9$-J-

等*

5

+利用
1(0N

M

的线粒体

序列对来自欧洲)亚洲)非洲和北美州的
.1)

只狗进

行分析!结果发现!家犬的驯化地点是在东亚的某一

地区'罗理扬*

/

+利用
1/5N

M

的线粒体
ZF6

序列对来

自世界各地"澳洲除外#

%0%(

个家犬样品进行分析!

将家犬的发源地进一步缩小为$以泰国为中心的欧亚

大陆部分)东南亚的岛屿!以及以中国西南地区为中

心的部分省份"包括云南)贵州)广西)西藏和海南#&

&10%
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期 李隐侠等$藏獒线粒体细胞色素氧化酶亚基基因序列的测定与犬科动物系统发育分析

图
!

!

基于线粒体细胞色素氧化酶亚基基因序列采用
UA

法构建的犬科系统发育树

J.

1

=!

!

AF

8

@:

1

0/03.-3600:E8+%$9+45,20;:/-

8

3:-F6:T0:C.;,202I5I/.3

1

0/020

W

I0/-025

8

U,C.TITA,62.T:/

8

T03F:;

藏獒的近祖是羌狗!大约在公元前
5

世纪!吐蕃王朝

统一诸羌后!在人工培育下羌狗逐渐演变成现在的藏

獒*

%

!

5

+

&但是!关于藏獒的祖先和起源方面的研究很

少!目前还没有直接的)明确的证据&本试验研究发

现!藏獒)家犬亚种内
%0

个家犬品种与灰狼聚在一

起!而郊狼自成一类"图
%

和图
0

#!说明藏獒与其他家

犬品种一样!也起源于灰狼*

1

!

(

+

&

<=!

!

藏獒的分类地位

关于家犬的分类地位!较早的分类方法是
%51(

年瑞典分类学家林奈"

I9L:Y$--9J<,

#提出的!将家

犬划分为动物界"

!)(G$/($

#)脊索动物门"

.,+'4$;

#$

#)哺乳纲"

3$GG$/($

#)食肉目"

.$')(7+'$

#)犬科

"

.$)(4$&

#)犬属"

.$)(8

#)犬种"

.$)(8

1

$G(/($'(8

#!

但
%//*

年史密森学会"

48$A?,#-$9-_-,A$A<A$#-

#对

哺乳动物进行重新分类时!将家犬划分为犬属"

.$;

)(8

#)狼种"

.$)(8/5

>

58

#下的一个亚种!即家犬亚种

"

.$)(8/5

>

58

1

$G(/($'(8

#&藏獒的分类地位与藏獒

的起源一样!至今没有直接的证据来证实&张昱

等*

0*

+指出!藏獒属于食肉目)犬科!王永奇等*

*

+进一

步指出!藏獒属于犬科)犬属)犬种!这也是目前关于

藏獒分类地位的最详细描述!但更详细的分类还未见

报道&本研究根据线粒体细胞色素氧化酶亚基基因

序列构建的犬科系统发育树"图
%

和图
0

#发现!藏獒)

%0

个家犬品种与灰狼聚在一起!且藏獒与家犬亚种

中
%0

个家犬品种间线粒体细胞色素氧化酶亚基基因

的序列差异百分比"

&'*&

#大于
%0

个家犬品种间的序

列差异百分比"

&'05

#!而小于与灰狼间的序列差异百

分比"

&')&

#!初步认为藏獒应该是家犬亚种中的一个

特殊的品种!根据史密森学会"

%//*

#的最新分类方

法!将藏獒的分类地位确定为$食肉目"

.$')(7+'$

#)犬

%10%
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科"

.$)(4$&

#)犬属"

.$)(8

#)狼种"

.$)(8/5

>

58

#)家犬

亚种"

.$)(8/5

>

58

1

$G(/($'(8

#!与
]'Y$

等*

0

+和
H'Y$

等*

%*!%)

+的研究结果一致&

<=<

!

藏獒与其他大型家犬品种间的系统发育关系

藏獒是世界上最古老的珍稀犬种之一!对世界

许多大型家犬品种的形成起到了非常重要的作用!

例如瑞士的圣伯纳犬)英格兰的英国牧羊犬等在品

种形成过程中都可能引入了藏獒的血统!因此藏獒

又被称为0世界种犬1

*

%

!

/

+

&本研究根据线粒体细胞

色素氧化酶亚基基因全序列采用
F̀

法和
Ta

法构

建的犬科动物系统发育树"图
%

和图
0

#发现!藏獒

与圣伯纳犬)英国老式牧羊犬)兰伯格犬聚为一类

"

Ua

为
%&&S

和
/5S

#!且藏獒与圣伯纳犬)英国老

式牧羊犬)兰伯格犬的序列差异百分比"

&'%*

#小于

藏獒与其他大型家犬品种"

&'*5

#)中小型家犬品种

间的序列差异百分比"

&'*1

#!说明藏獒与圣伯纳犬)

英国老式牧羊犬)兰伯格犬等大型家犬的亲缘关系

较近!从分子水平上证实了圣伯纳犬)英国老式牧羊

犬和兰伯格犬等大型家犬品种在品种形成过程中可

能引入了藏獒的血统*

%

!

%)

+

&
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