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延边牛线粒体D NA D - loop 序列多态性研究3 Ξ
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　　[摘　要 ]　对 4 头延边牛个体与 GenBank 中 4 头朝鲜牛个体的线粒体DNA (m tDNA ) D 环 (D 2loop 区) 910

bp 全序列进行了比较分析。结果发现, 8 头黄牛个体m tDNA D 2loop 序列由 8 种单倍型组成, 单倍型比例为 100% ,

表明 2 个黄牛品种m tDNA 遗传多态性很丰富; 在 4 头延边牛D 2loop 区序列中, 共检测到核苷酸多态位点 17 个,

核苷酸变异率为 1. 87% ; 在 4 头朝鲜牛中共检测到核苷酸多态位点 10 个, 核苷酸变异率为 1. 10% ; 延边牛和朝鲜

牛m tDNA D 2loop 全序列突变类型均为转换、颠换和插入ö缺失, 其中以转换为主; 序列分析显示朝鲜牛与延边牛

的同源性很高, 达 98. 90%～ 99. 67% , 表明朝鲜牛和延边牛亲缘关系很近。
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　　线粒体是动物细胞中进行生物能量代谢的重要

细胞器, 每个线粒体中通常含有几个或几十个相同

的线粒体DNA (m tDNA )。在家畜亲缘关系的研究

中, 常以m tDNA 作为研究工具, 这是因为m tDNA

具有以下优点: (1)m tDNA 基因组织结构简单、稳

定, 但一级结构的碱基突变率却很高, 其进化速率约

为单拷贝核的 5～ 10 倍, 在遗传过程中不发生重组,

因而家畜一般能保持其祖先的类型不变, 这使得人

们可以通过研究家养动物的m tDNA 来考察其起

源。 (2)m tDNA 在遗传过程中遵守严格的母系遗传

方式, 子代的 m tDNA 来自父本的可能性小于

0. 004%。同一母系祖先的子代, 其m tDNA 都是一

样的, 因而一个个体的m tDNA 类型就代表一个母

系连锁群, 这就大大减少了供试动物的数量。因此,

m tDNA 分析不必像蛋白质基因频率那样, 需要调

查大量的个体, 而且其不受外来公畜杂交改良的影

响, 样品比较容易获得, 从而为大规模的畜群调查提

供了可能。这些特点使m tDNA 成为研究动物近缘

种间或种内不同群体亲缘关系的理想工具, 并已取

得了许多令人瞩目的结果[1 ]。

在牛的m tDNA 研究方面,W atanabe 等[2 ]用 15

种限制性酶分析了 9 头菲律宾本地黄牛的

m tDNA , 发现菲律宾本地黄牛存在 2 种类型的

m tDNA 分子。其中 5 头黄牛的酶切类型全为A 型,

被命名为菲律宾É 型, 另外 4 头黄牛的酶切类型全

为B 型, 被命名为菲律宾Ê 型, 未发现中间类型或

重组类型。菲律宾É 型的m tDNA 起源于欧洲普通

牛的 m tDNA 类型, 菲律宾Ê 型起源于瘤牛的

m tDNA 类型, 因此认为菲律宾本地黄牛群体是普

通牛和瘤牛的混合型。不同的m tDNA 类型可为鉴

定牛品种的母系起源提供可靠的遗传标记。Yu 等[3 ]

对我国 12 个南方黄牛品种m tDNA 限制性片段长

度多态性 (R FL P) 的研究发现, 南方黄牛品种的母

系起源主要为瘤牛和普通牛, 但受瘤牛的影响更大,

还发现云南迪庆牛含有牦牛m tDNA 单倍型。

线粒体DNA D 2loop 区是富含A、T 的非编码

区, 是整个线粒体基因序列和长度变异最大的区域。

其进化速度最快, 多态性最为丰富, 因此该区亦称控

制区。在进化上,D 2loop 区的碱基替换率比m tDNA

的其他区域高 5～ 10 倍, 是m tDNA 的高变区。因

此, 家畜 m tDNA D 2loop 的多态性便成为目前

m tDNA 研究的热点之一。L oftu s 等[4 ]对 6 个欧洲

牛品种、3 个印度瘤牛品种和 4 个非洲牛品种 (3 个

普通牛和 1 个瘤牛品种) 的线粒体DNA D 2loop 全

序列进行了研究, 结果发现m tDNA 在不同的牛种

及品种间存在丰富的遗传多样性, 证明非洲普通牛
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和非洲瘤牛均起源于欧洲普通牛。国内对黄牛线粒

体DNA D 2loop 序列多态性的研究较少[5 ] , 本试验

拟通过对延边牛与朝鲜牛m tDNA D 2loop 序列的

对比分析, 以揭示延边牛与朝鲜牛的亲缘关系, 为延

边牛向肉用方向选育提供基础资料。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

从吉林省延边自治州采集 4 头延边牛的脾脏组

织样品 (编号为 YB 3, YB 6, YB 18 和 YB 23) , 低温带

回实验室, - 86 ℃冻存备用。并引用 GenBank 中与

延边牛相邻的 4 头朝鲜牛的序列 (A F409054～

A F409057)。

1. 2　DNA 提取及m tDNA D 2loop 的扩增、纯化与

序列测定

采用高盐法提取牛的总DNA。线粒体DNA D 2
loop 扩增的引物为黄牛的特异性引物, 正链引物

为: 5′2CT G CA G TCT CA C CA T CAA CC2 3′; 反

链引物为: 5′2GGG GT G TA G A T G CT T GC2 3′。

PCR 扩增体系为 50 ΛL , 反应条件: 95 ℃预变性 4

m in; 94 ℃变性 30 s, 60 ℃复性 60 s, 72 ℃延伸 90

s, 35 个循环; 最后 72 ℃充分延伸 10 m in, 4 ℃保存。

PCR 扩增产物用 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测其大

小、纯度及亮度。每个样本用 5 ΛL 检测, 对扩增效果

良好且足量的样品, 用北京天为时代科技有限公司

回收试剂盒进行纯化和回收。回收后的PCR 产物由

北京华大中生测序公司测序。

1. 3　统计方法

所 测 序 列 利 用 C lu sta l W ( 1. 82 ) 软 件 和

DNA STA R 软件包中的 SeqM an 程序排列同源序

列, 并进行人工核对与校正, 用D naSP 3. 0 和M ega

2. 1 软件统计单倍型, 并进行序列多态性分析。

2　结果与分析

2. 1　2 个黄牛品种m tDNA D 2loop 区单倍型分析

利用C lu sta lW (1. 82) 软件对 8 条m tDNA D 2
loop 的序列进行同源序列比对, 结果发现, 2 个黄牛

品种 8 个个体的m tDNA D 2loop 的序列由 8 种单倍

型组成, 8 个个体分别单独享有 1 种单倍型, 单倍型

比例为 100% , 说明延边牛和朝鲜牛的m tDNA 遗

传多态性很丰富。

2. 2　2 个黄牛品种m tDNA D 2loop 区核苷酸的突

变类型与多态性

牛m tDNA 全长为 16 338 bp , 其中D 2loop 区

序列的长度为 910 bp [ 6 ]。延边牛 4 头个体中, YB 18

和 YB 6 2 头个体的D 2loop 区序列长度为 910 bp ,

YB 3, YB 23 和朝鲜牛 4 个个体D 2loop 区序列长度

均为 911 bp。延边牛和朝鲜牛m tDNA D 2loop 全序

列核苷酸多态位点见图 1, 多态位点的突变类型、数

目及其频率见表 1。

图 1　延边牛和朝鲜牛m tDNA D 2loop 序列多态位点

3 代表碱基插入或缺失

F ig. 1　Po lymo rph ic sites of m tDNA D 2loop sequences

in Yanb ian catt le and Ko rean catt le

3 Insertions o r deletions are deno ted by asterisk s

表 1　延边牛和朝鲜牛D 2loop 核苷酸多态位点的突变类型、数目与频率

T able 1　M utation types, num bers and percen tage of m tDNA D 2loop nucleo tide po lymo rph ic sites

in Yanbian catt le and Ko rean catt le

突变类型M utation type

延边牛 Yanbian catt le 朝鲜牛 Ko rean catt le

数目
N um ber

频率ö%
Percen tage

数目
N um ber

频率ö%
Percen tage

转换
T ransit ion

T Ζ C 8 47. 06 5 50. 00

A Ζ G 4 23. 53 4 40. 00

颠换
T ransversion

A Ζ C 2 11. 76 0 0. 00

GΖ C 2 11. 76 1 10. 00

插入ö缺失
Insertionödeletion C 1 5. 88 0 0. 00

01 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 33 卷



　　从表 1 和图 1 可见, 延边牛和朝鲜牛m tDNA

D 2loop 全序列共检测到核苷酸多态位点 23 个, 其

中 4 头延边牛检测到核苷酸多态位点 17 个, 约占核

苷酸总数的 1. 87% ; 4 头朝鲜牛检测到核苷酸多态

位点 10 个, 约占核苷酸总数的 1. 10%。在转换、颠

换、插入ö缺失 3 种突变类型中, 以转换为主。

2. 3　延边牛和朝鲜牛m tDNA D 2loop 区核苷酸序

列的同源性分析

以欧洲普通牛 (GenBank 号为N C2001567) 和

印度瘤牛 (GenBank 号为L 27732)作对照, 欧洲普通

牛与 4 头延边牛、4 头朝鲜牛之间的同源性分别为

98. 13% 和 98. 68% ; 印度瘤牛与 4 头延边牛、4 头朝

鲜牛之间的同源性分别为 94. 70% 和 94. 78% ; 说明

延边牛与朝鲜牛起源于欧洲普通牛。延边牛与朝鲜

牛之间的同源性很高, 达 98. 90%～ 99. 67% , 说明

延边牛与朝鲜牛的亲缘关系很近。

3　讨　论

近年来, D 2loop 区序列的核苷酸变异分析是牛

m tDNA 研究的热点。国外有关牛m tDNA R FL P 分

析及m tDNA D 2loop 区序列的核苷酸变异分析的

报道很多。在国内, Yu 等[3 ]分析了部分南方黄牛的

m tDNA R FL P, 雷初朝等[5 ]研究了我国 8 个黄牛品

种m tDNA D 2loop 序列的多态性。本研究对延边牛

与朝鲜牛 2 个黄牛品种 8 头个体m tDNA D 2loop 区

全序列的分析表明, 除 YB 18 和 YB 6 2 头个体

m tDNA D 2loop 区全序列为 910 bp 外, 其余 6 头黄

牛D 2loop 区全序列均为 911 bp , 都发生了D 2loop

序列长度变异。这是因为在 6 头黄牛 (YB 23, YB 3,

A F409057, A F409056, A F409055, A F409054) 相应

序列上发生了 1 次C 碱基的插入, 即 769 位点插入

碱基C 引起。

通过对延边牛和朝鲜牛 2 个品种m tDNA D 2
loop 区全序列的分析, 发现延边牛、朝鲜牛与欧洲

普通牛的同源性很高, 超过 98% , 提示延边牛和朝

鲜牛起源于欧洲普通牛。这与外部形态、染色体核

型、蛋白质多态性的研究结论完全一致[7, 8 ]。据文献

记载, 自清道光 (1821～ 1850 年) 年间以来, 中国人

民和朝鲜人民就有往来, 随着朝鲜民族的迁入, 将朝

鲜牛输入我国东北地区。在当地的自然和经济条件

下, 输入的朝鲜牛和本地牛进行长期的杂交, 经过精

心培育而形成了延边牛[7 ]。朝鲜牛与延边牛m tDNA

D 2loop 区 只 相 差 3～ 10 个 碱 基, 同 源 性 为

98. 90%～ 99. 67% , 说明其亲缘关系很近。本研究与

历史记载相符合, 即延边牛是由朝鲜牛杂交形成的。

下一步的研究工作应加大样本数量, 对其 Y 染色体

微卫星位点进行深入研究, 从父系遗传方面获得证

据, 将有助于进一步揭示延边牛与朝鲜牛的遗传关

系。
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D ynam ic study on the con ten ts of Zinc in d ifferen t t issues of Gu sh i ch ick

J IANG Rui-ru i, KANG X iang- tao, SUN Gui-rong, HAN Rui- l i,L I Guo-x i,

HUANG Yan -qun ,W ANG Yan -bing,L IM ing, SHA J i-d ing
(Colleg e of A n im al S cience, H enan A g ricu ltu ra l U niversity ,A g ricu ltu ra l B iotechnology Op en ing L abora tory

of H enan P rov ince, Z heng z hou, H enan 450002, Ch ina)

Abstract: T he con ten ts of Zn in ten differen t t issues (b reast m u scle, leg m u scle, liver, k idney, heart,

pancreas, shankbone, phalange, m eta tarsu s, bu rsa cloacalis) of Gu sh i ch ick s w ere determ ined by atom ic

ab so rp t ion spectropho tom etry and the data w ere analysed w ith ANOVA. T he resu lts show : ( 1 ) the

con ten ts of Zn in heart is no t sign if ican t ly differen t go ing w ith the w eek2age (P > 0. 05) ,w h ile the con ten ts

of Zn in liver is sign if ican t ly differen t (P < 0. 05) , and the con ten ts of Zn in k idney, pancreas, bu rsa

cloacalis, b reast m u scle, leg m u scle, shankbone, m eta tarsu s, phalange are terrib ly sign if ican t ly differen t (P

< 0. 01) ; (2) Since the second w eekend, the con ten ts of Zn in bones, pancreas, bu rsa cloacalis are h igher,

low er in m u scle, and low est in b reast m u scle. (3) the con ten ts of Zn in bu rsa cloacalis, b reast m u scle,

k idney and pancreas decrease gradually, and the change of the con ten ts are terrib ly sign if ican t ly differen t

(P < 0. 01). T he con ten ts of Zn in leg m u scle, liver, heart, shankbone, phalange,m eta tarsa l go up betw een 0

to the 4th w eek, then has a dow n trend un t il the 6 th w eekend, bu t the change is no t eviden t.

Key words: Gu sh i ch ick; t issues; con ten ts of Zn; dynam ic diversif ica t ion
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Study of m tDNA D 2loop sequence po lym o rph ism in Yanb ian ca t t le

W ANG Chao-feng1, CHEN Hong1, 2,L E I Chu-zhao1, SUN W e i-bin 1,

DANG Rui-hua1, ZHANG Zh i-Qing1

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , S haanx i K ey L abora tory of

A g ricu ltu ra l M olecu lar B iology , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Institu te of B iotechnology , X uz hou N orm al U niversity , X uz hou , J iang su 221116, Ch ina)

Abstract: T he comp lete m itochondria l D 2loop sequences, 910 bp in length, in 4 individuals from

Yanb ian cat t le and 4 individuals from Ko rean cat t le cited from GenBank w ere analyzed. T he resu lts show ed

that comparison s of these 8 sequences revealed 8 m itochondria l hap lo types and the percen tage of hap lo type

w as 100% , show ing that abundan t m itochondria l genet ic d iversity ex ists in Yanb ian cat t le and Ko rean

cat t le ca t t le b reeds. Comparison s of these 4 sequences from Yanb ian cat t le revealed 17 po lymo rph ic sites,

w ith the percen tage of 1. 87% of 910 bp. Comparison s of the 4 sequences from Ko rean cat t le revealed 10

po lymo rph ic sites, w ith the percen tage of 1. 10% of 910 bp. A nd 3 types of m u ta t ion, t ran sit ion,

t ran sversion öin sert ion w ere ob served and tran sit ion w as the m ajo r type of m u ta t ion. T he percen tage of

homo logy of m tDNA D 2loop w as very h igh, up to 98. 90% - 99. 67% betw een Yanb ian cat t le and Ko rean

cat t le, revealing clo se genet ic rela t ion sh ip betw een Yanb ian cat t le and Ko rean cat t le.

Key words: Yanb ian cat t le; Ko rean cat t le; m itochondria l DNA D 2loop; po lymo rph ism ; hap lo type
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