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摘要 采用淀粉凝胶电泳技术和组织化学染色方法
,

研究徐闻黄牛
、

海南黄牛 和荷斯坦 牛血液

蛋白的遗传多样性
。

在分析的 36 种血液蛋白 (酶 )共计 40 个遗传座位中
,

徐闻黄牛和海南黄牛有

相同的 13 个多态座位
,

荷斯坦牛有 11 个多态座位
。

徐闻黄牛和海南黄牛的多态座位百分 比均为

尸= 住32 5
,

徐闻黄牛的平均杂合度 H = 0
.

141
,

海南黄牛 的平均杂合度 H = 0
.

13 2 ;荷斯坦牛的多态座

位百分 比 P = 0 2 75
,

平均杂合度 H = 0
.

“ 兮
,

研究结果表明这 3 个品种的遗传多样性相 当丰富
,

多

态座位百分比和平均杂合度随着 品种选育程度的提高而降低
.

研究结果为把徐闻黄牛和 海南黄

牛合称为雷琼黄牛的观点提供了佐证
。
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中国黄牛品种多
、

数量大
、

分布广
,

是世界牛属遗传资源宝库的重要组成部分
。

研究中国

黄牛的起源和分类 及其保存和利用
,

科学上和经济上的价值都很大
.

徐闻黄牛和海南黄牛由

于产地独特的生态地理 环境和个休独特 的体型外貌
,

是有 代表 性 的中 国黄 牛南 方 品种
,

是研究中国黄牛起源
、

演化和分类不可缺少的材料
。

国内学者曾从血液蛋白多态性
、

Y 染色体形态
、

体态和毛色特征
、

体尺测量
、

中外历史记

载和文物考证等方面
,

对中国黄牛的主要 品种进行 聚类 研究 (陈幼春等
,

19 9 0 ; 杨 关福 等
,

199 0 ;李加琪等
,

19 9 0)
。

近来又从 m tD N A 多态性
、

等位酶分 析等方 面在分子水平 上进行 了

更深人的研究 (兰宏等
,

19 93 ; 聂龙等
,

19 9 5)
。

本文采用淀粉 胶电泳技术和组织化学染色方

法
,

研究徐闻黄牛和海南黄牛 36 种血液蛋白共计 40 个遗传座位的遗传多样性
,

旨在对这两

个黄牛品种的遗传结构有更全面的了解
。

并为进一步对中国黄牛进行 系 统研究 积 累 更 丰

富的资料
。

1 材料与方法

L l 实验材料

徐闻黄牛 巧 个血液样本采 自广东省雷州市客路屠宰场
,

海南 黄牛 17 个血液样本采 自

海南省琼 山市道美村农户
,

作为对照的荷斯坦牛 24 个血液样本采 自华南农业大学奶牛场
。

采血时用肝素抗凝
,

血液样本在室温下离心
,

吸出上层血浆
,

下层红细胞用 生理盐水洗涤两

次后
,

加人少量蒸馏水制成红细胞溶血液
。

血浆和红细胞溶血液置于 一 30 ℃ 冰箱 中保存备

用
。

1卯 5 一 07 一 25 收稿
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L Z 电泳分析

采用水平式淀粉凝胶 电泳法
,

进行 36 种血液蛋 白 (酶 )共计 40 个遗传座位的 电泳分析

(表 l )
.

淀粉凝胶浓度为 1 2%
,

电泳缓冲系统及其参数如下
:
1

.

T r i s 一 C i t r a t e (p H 7
.

O)
,

3 5 一

表 1 徐闻黄牛
、

海南黄牛和荷斯坦牛血液蛋白多态座位百分比和杂合度

座 位 UI RJ UB N o
.

组织
l̀)
缓冲系统

杂合度 (的

徐闻黄牛 海南黄牛 荷斯坦牛

l 酸性磷酸酶 ( A C护) E C 3
.

l
.

32 R 1 0
.

O0() 0 0
.

0X() 0 0
.

X() 0 0

2 乙醇脱氢酶 ( A D H ) EC I
.

1
.

1
.

1 R 111 .0 000 0 .0 000 0 .0 00 0 0

3 腺昔激酶 (A K ) EC 2
.

7
.

4
.

3 R 111 0
.

0X() 0 0
.

0X() 0 0
.

X() 0 0

4 碱性磷酸酶 ( AK P ) EC 3
.

l
.

3
.

l 5 W 0
.

48 8 0 0
.

4 30 8 0
.

4 14 2

5 血浆白蛋白 ( AL B ) —
5 VI 0

.

23 1 1 0
.

4 30 8 0
.

X() 0 0

6 醛缩酶 (A L D ) EC 4
.

1
.

2
.

13 R 1 0刀X() 0 0乃00 0 0
一

0() 0 0

7 淀粉酶 一 1《AM Y 一 l )(
, ,

CE 32
.

l
.

l 5 XI 0
.

64 4 5 0
.

5 55 4 0
.

5 7 8 0

8 淀粉酶 一 双AM Y 一 )(z
2)

CE 32
.

ll S 仪 .0 000 0 .0 000 0 .0 00 0 0

9 碳酸醉酶 (C A R ) EC 4
.

2
.

l
.

I R 粗 0
.

酬X ) 0 0
.

32 7 0 0
.

0() 0 0

10 过氧化氢酶 (C A T ) F C I
.

l l
.

l
.

6 R 粗 0
.

00() 0 0
.

0X() 0 0
.

0() 0 0

1 1 铜蓝蛋白 (C P ) —
S 姐 0

.

320 0 0
.

2 6 1 3 0
.

53 5 6

12 酉旨酶 一 1(SE 一 1) EC 31 J
.

l R 1 0
.

00() 0 0
.

0X() 0 0
.

0() 0 0

13 醋酶 一双外 一 2) E C 3注 J
.

l R I O
.

00() O 0
.

00() 0 0
.

X() 0 0

14 酷酶 一又曰 一 3 ) E C 31 J J R 1 0刀0() 0 0
.

00 0 0 0
.

0() 0 0

15 酉旨酶 (SE ) EC 3
.

l
.

l
.

l 5 VI O乃0() 0 0乃0() 0 0
一

0() 0 0

16 醋酶 一喇璐 一 D ) CE 3
.

l
.

l
.

l R 1 03 7 5 0 0 4 72 3 0
.

32 9 8

17 葡萄糖 一 6一 磷酸脱氢酶 ( G 6P D ) EC I
.

1
.

1
.

49 R 111 .0 000 0 .0 000 0 .0 00 0 0

18 谷草转氨酶 ( G O T ) EC 2
.

6
.

l
.

1 R 11 0
.

0X() 0 0
.

00() 0 0
.

X() 0 0

19 血红蛋白 “ 归 B 一 “ ) —
R V 0

.

O0() 0 0
.

OX() 0 0
.

00 0 0

20 血红蛋白刀归 B 一刀) —
R V 0

.

48 0 0 0
.

3 59 9 0
.

15 2 7

2 1 结合珠蛋白 (H A卫 ) —
R + 5 VI 0 3 36 8 0

.

4 98 3 0
.

0 79 9

22 己糖激酶 (H K ) EC 2
.

7
.

l
.

1 R 1 0
.

0 0() 0 0乃 0() 0 0
.

0() 0 0

23 异柠檬酸脱氢酶 (DI H ) E C I
.

1
.

1 42 R 1 0, 0 00 0 住 00 0 0 .0 00 0 0

24 亮氨酸氨基肤酶 (L A P ) EC .3 4
.

ll
.

I S 姐 仓 0 00 0 .0 00 0 0 住 00 0 0

25 乳酸脱氢酶 一 1(L D H 一 1 ) EC I
.

l
.

12 7 R 1 0
.

0 0() 0 0
.

X() 0 0 0乃 0 0 0

26 乳酸脱氢酶 一双工D H 一 2) EC I
.

.ll
.

27 R I 住 000 0 住 00 0 0 .0 00 0 0

27 苹果酸脱氢酶 (M D H ) E C I
.

l
.

l
.

37 R 1 0乃 0() 0 0
.

00 0 0 0乃 0 0 0

28 苹果酸酶 (M E ) E C I
.

l
.

l
.

40 R 1 0乃 0 0 0 0刀0 0 0 0刀 0 0 0

29 甲基香经豆素磷酸化酶 (M I J )P —
R l 住 000 0 0

.

00 0 0 0
.

00 0 0

30 核昔磷酸化酶 (N P ) EC 2
.

4
.

2
.

l R 111 0 4 64 9 0
.

4 74 7 01 59 0

31 肤酶 一 A (P EP一 )A CE 3
.

4
.

13
.

l l R ll o
.

0 X() 0 0
.

X() 0 0 0
.

0() 0 0

32 肤酶 一 B (P EP 一 B ) E C 3沸
.

13J I R 11 0
.

酬刃 0 0
.

4 92 2 0乃 0 0 0

33 6一 磷酸葡萄糖酸脱氢酶 (6P G D ) E C I」
.

1
.

4 3 R 1 0
.

0 00 0 0
.

0() 0 0 0
.

0() 0 0

34 磷酸葡萄糖变位酶 (P GM ) E C 2
.

7乃
.

1 R 11 04 0 5 2 0 4 15 2 0
.

2 18 8

35 磷酶 己糖异构酶 (P IH ) E C 53
.

19 R X O刀 0 0 0 0
.

X() 0 0 0
.

0() 0 0

36 血浆后白蛋白 (P A ) —
5 W 0

.

4 20 0 0 4 5 1 2 0
.

4 99 1

37 过氧化物酶 ( P ER ) E C I
.

l l J
.

7 R 1 0
.

O0() 0 0
.

X() 0 0 0
.

0() 0 0

38 过氧化物岐化酶 (SO D ) E C I
.

15
.

1
.

1 R 1 0乃X() 0 0
.

X() 0 0 0
.

0() 0 0

39 转铁蛋白 (1下 ) —
5 W 0

.

4 8 6 7 0 J 10 7 0乃 02 7

40 血浆慢 气 球蛋白 (P气 ) —
5 VI 0

.

0 00 0 .0 00 0 0 .0 00 0 0

多态座位百分比 ( P ) 0 3 2 0 0 0
.

32 5 0 0
.

275

平均杂合度 ( H ) 0
.

14 1 0 0
.

132 0 0
.

“ 旧

(l) R红细胞溶血液
,

S 血桨 ; (2) 这两个遗传座位用聚丙烯统胺水平 电泳 法测 定
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4 0 m A
,

3一 4 h ; 11
.

T r i s 一 M a l a t e 一 ED T A (P H 8
.

0 )
,

5 0 一 80 m A
,

1 6 h ; 111
.

T r i s 一 B o r a t e

一 ED T A ( P H 8
.

0 )
,

2 5 0 V
,

3 h ; VI
.

B o r a t e 一 N a O H (P H 7
.

8 )
,

6 0 一 8 0 m A
,

4 h ; V
.

H C O O H

一 N a O H ( P H 3
.

8 )
,

5 0 m A
,

5 0 m A
,

4
.

5 h : Vl
.

L IO H 一 B o r a t d ( P H 8
.

0 )
,

60 m A
,

5
.

5 h ; Vll
.

C i t r a t e 一 T r is 一 L IO H 一 B o r a t e ( P H 8
.

0 )
,

10 m A
,

18 h ;恤
.

T r is 一 B o r a t e 一 E D T A (P H 8
.

6 )
,

6 0 m A
,

s h ; XI
.

B o r a t e 一 N a O H (P H 8
.

0 )
,

2 0 一 3 0 m A
,

4 h ; X
.

T r i s 一 C i t r a t e ( P H 8
.

0 )
,

1 5 0 V
,

1 6 一 1 7 h
.

组织化学染色方法参照前人报导 (N o az w a e t a l
,

19 9 1 ; P a s t e u r e t a l
,

1 9 9 0 )
。

13 数据处理

根据电泳结果判断基因型
,

统计多态座位数目求出多态座位百分比 ()P ;计算 基 因频率

和平均杂合度 (H )
。

H 二艺 h扮

r 为所检测的座位数目
,

h 为某一座位 的遗传多样性指数
。

人= l 一艺 g {

q
,

为某一座位的第 i个等位基因的频率
,

k 为该座位的等位基因数 目
.

2 结果

在分析的 36 种血液蛋 白 (酶 )共计 40 个遗传座位中
,

徐闻黄牛和海南黄牛有相 同的 13

个多态座位
,

荷斯坦牛有 11 个多态座位
,

其余为单态座位
。

徐闻黄牛和海南黄牛的多态座位

百分比均为 尸= 0
.

325
,

徐 闻黄牛的平均杂合度 H = 0
.

14 1
,

海南 黄牛的平均杂合度 H 二 0
.

1 32 ;

荷斯坦牛的多态座位百分比 尸= .0 2 7 5
,

平均杂合度 H = 0
.

0 9 9( 表 lo)

3 讨论

多态座位百分 比 ( )P 和平均杂合度 (H )是反映群体遗传结构的两个重要参数
.

在大 熊猫

血液蛋 白的 40 个遗传座位 中
,

尸= 0
.

0 25
,

H 二 O.0 O8( 宿兵等
,

19 9;4) 在滇金丝猴血液蛋 白的 52

个遗传座 位 中
,

尸= .0 0 19
,

H = .0 0 0 5 (S u et al
,

19 9 5) ;在独龙牛血 液蛋 白的 4 4个 遗 传座 位

中
,

尸= .0 0 6 8
,

H = 0
.

0 26( 聂龙等
,

19 9 5)
。

这些濒危或稀有的动物 由于经受过瓶颈效应的打击
,

群体数量小
、

遗传交流少
、

近交程度高
,

从这两个参数可反映 出其遗传多样性相 当贫乏
.

而

本研究中的家养动物群体数量大
、

遗传交流多
、

近交程度低
。

同样可从这两个参数反映出其遗

传多样性相当丰富
。

由于至今未见国内有关家养动物血液蛋 白几十个遗传 座位 电泳分析 的

报导
,

家养动物品种间的遗传多样性有待以后进行讨论
。

近年国内学者利用血液蛋 白多态性对中国黄牛进行聚类研究
,

积累了可贵的资料
,

但仅选

用少数几个多态座位
。

有学者认为
,

对于杂合度和遗传距离的计算
,

所检测的座位数 目远 比

样本数目重要
。

座位数目越多 ( > 30 )
,

其可靠程度越高 (G o
mr

a n et al
,

19 7 9 )
,

本研究分析 4 0

个座位的遗传多样性
,

能更真实地反映群体的遗传结构
.

我们将积累更多中国黄牛主要品种

的资料
,

对中国黄牛的起源和分类进行系统的研究
.

本研究中
,

选育程度高的荷斯坦牛的多态座位百分 比和平均杂合度 都小于选育程度低

的徐闻黄牛和海南黄牛
,

说明随着选育程度的提高
,

多态座位百分比和平均杂合度都会有所降

低
,

徐闻黄牛和海南黄牛的多态座位百分 比相 同
,

从一个侧面说明这两个群体遗传结构 的
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相似性
。

徐闻黄牛和海南黄牛的平均杂合度稍有差异
,

可能是取样误差所致
,

因为徐闻黄牛

血液样本采 自屠宰场
,

牛来 自雷州市各地乃至邻近县市
,

而海南黄牛血液样本在一个乡村中

采集
,

来源较为单一
。

徐闻黄牛和海南黄牛分别产于雷州半 岛和海南岛
。

雷州半岛原与海南岛相连
,

于第四 纪

发生断层
,

形成琼州海峡后两地分开
。

有学者认 为
,

两地黄牛往来频密
,

具有相似 的生物学

特征和品种特性
,

可合称为雷琼黄牛 (《广东省家畜家禽 品种 志》编辑委员会等
,

19 8 7)
。

徐 闻

黄牛和海南黄牛有共同的毛色特征
,

血液蛋 白多态座位基 因频率分布有共同的特点
,

遗传距

离很小 (杨关福等
,

1990 ;李加琪等
,

19 9 0)
,

本研究又发现两者的多态座位百分 比相 同
,

平均

杂合度相似
,

这些研究结果都为把徐闻黄牛和海南黄牛合称为雷琼黄牛的观点提供 了佐证
。
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