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基于线粒体控制区变异的水牛群体遗传分析

崔奎青，刘庆友，李秀林，王志强，石德顺

（广西大学 动物科学技术学院，广西 南宁 ５３０００５）

摘要：为探讨沼泽型水牛与河流型水牛之间的线粒体Ｄｌｏｏｐ区差异与进化关系，对２６头广西本地水牛、８头贵州贵

阳水牛、１１头广西水牛与河流型水牛杂交后代、９头尼里拉菲和１２头摩拉水牛（共５个群体６６头水牛个体）的线

粒体全长Ｄｌｏｏｐ序列进行了扩增测序分析．结果发现６６头水牛９１２ｂｐ的Ｄｌｏｏｐ多重序列比较有１４７个多态位点，

形成５８个单体型，沼泽型水牛与河流型水牛单体型明显分成２簇．以牛为外群构建的单体型进化树显示，沼泽型

与河流型水牛分成明显２大支，河流型水牛聚成１支，而沼泽型水牛内部又分成２个侧支．通过Ｍｅｄｉａｎｊｏｉｎｉｎｇｎｅｔ

ｗｏｒｋ分析亦发现３个不同的簇，与进化树分析结果一致．对该区碱基错配分布分析表明，水牛群体在历史上发生２

次独立的群体扩增事件．为进一步验证试验结果，从ＧｅｎＢａｎｋ下载了２１１条水牛 Ｄｌｏｏｐ序列与笔者研究获得的序

列整合分析，在共有序列８７８ｂｐ区域中，包含了１５８个多态位点和１２９个单体型，以牛为外群的进化树分析与单体

型网络分析表明，沼泽型水牛分成２簇，所有的河流型水牛聚集成紧密的１簇．碱基错配分布分析结果呈现２个明

显的峰，进一步推断水牛群体在历史上发生过２次较大的群体扩增事件．综合上述研究结果推断，沼泽型水牛与河

流型水牛来自不同的家养化事件，沼泽型水牛起源于中国，其祖先可能存在２个基因池．
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　　 在牛科中，水牛有２个属，分别为亚洲水牛Ｂｕｂ
ａｌｕｓｂｕｂａｌｉｓ和非洲水牛 Ｓｙｎｃｅｒｕｓｃａｆｆｅｒ［１］，二者外貌
形态基本相似，但在解剖学和遗传学上却存在着明

显的差异．非洲水牛至今仍处于野生状态，因此，现
在世界上所说的家养水牛，均指由亚洲野水牛驯化

而成的水牛［１］．在亚洲，根据外形与行为学将水牛
Ｂｕｂａｌｕｓｂｕｂａｌｉｓ主要分为河流型（Ｒｉｖｅｒｂｕｆｆａｌｏ）和沼
泽型（Ｓｗａｍｐｂｕｆｆａｌｏ）两大类 ［２］．这２种水牛在体型
外貌、细胞的染色体核型、蛋白质标记及 ＤＮＡ分子
标记中均存在一定差异，这已被大量试验所证

实［３５］．亚洲是家养化水牛发源地和最大的栖息地，
然而家养水牛的起源问题依然存在很多争议，尤其

是沼泽型水牛和河流型水牛是否来自同一个家养驯

化地，以及沼泽型水牛与河流型水牛的分化时间等

问题，不同学者观点不一［６８］．哺乳动物 ｍｔＤＮＡ的遗
传过程遵循单性母性遗传方式，即仅通过卵子的细

胞质将线粒体遗传物质传到下一代．由于 ｍｔＤＮＡ结
构简单、稳定和它的单性母性遗传方式，在世代传递

过程中没有重组，驯化了的家畜一般能保持其祖先

ｍｔＤＮＡ类型．因此，它作为一种遗传标记，对于研究
家畜的起源进化、亲缘关系、畜群遗传结构等方面都

具有重要的意义．

中国是沼泽型水牛存栏最多、品种最丰富的国

家［９］，为比较分析中国沼泽型水牛与河流型水牛之

间的差异，本研究从线粒体Ｄｌｏｏｐ测序入手，详细分
析了水牛的群体多态性，并收集了 ＧｅｎＢａｎｋ上登陆
的各地水牛线粒体全基因组序列和 Ｄｌｏｏｐ序列，对
水牛线粒体Ｄｌｏｏｐ序列的变异和家养驯化进程进行
了综合分析．

１　材料与方法

１．１　样品的收集
本研究共采集到广西本地水牛、杂交水牛（河流

型与沼泽型水牛的杂交后代）、贵州贵阳水牛、巴基

斯坦尼里拉菲水牛和印度摩拉水牛等群体的血液样

本７８份，测序获得了６６条高质量的Ｄｌｏｏｐ序列（具
体的分布见表１）．采集的个体符合该品种的特征，并
避开样本个体间的血缘关系，采集到血液样本后立

即低温运回实验室．应用分子克隆试验中常规氯仿
苯酚法提取血液基因组．
１．２　主要仪器

ＰＣＲ扩增仪、超纯水仪、－２０℃冰箱、－７０℃冰
箱、水浴锅、电子天平、微型漩涡混合仪（上海）、磁力

搅拌器、水平电泳仪、凝胶成像系统和冷冻离心机．

表１　试验水牛样品
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｄｂｕｆｆａｌｏ

　　来源 群体 数量／头 样品 　　　　　　　　　　　　　　　样品编号
南宁市屠宰场 本地水牛 ２６ 肌肉 ＢＬ＿０２，ＢＬ＿０３，ＢＬ＿０４，ＢＬ＿０５，ＢＬ＿０６，ＢＬ＿０７，ＢＬ＿０８，ＢＬ＿０９，ＢＬ＿１０，ＢＬ＿１１，ＢＬ＿

１２，ＢＬ＿１６，ＢＬ＿１７，ＢＬ＿１８，ＢＬ＿１９，ＢＬ＿２０，ＢＬ＿２１，ＢＬ＿２２，ＢＬ＿２３，ＢＬ＿２７，ＢＬ＿２８，

ＢＬ＿２９，ＢＬ＿３０，ＢＬ＿３１，ＢＬ＿３３，ＢＬ＿３５

广西水牛研究所 杂交水牛 １１ 血液 ＣＲ＿０１，ＣＲ＿０２，ＣＲ＿０３，ＣＲ＿０４，ＣＲ＿０６，ＣＲ＿０７，ＣＲ＿０８，ＣＲ＿０９，ＣＲ＿１０，ＣＲ＿１１，

ＣＲ＿１３

贵州贵阳市 贵阳水牛 ８ 血液 Ｇｕｉｚｈｏｕ０２，Ｇｕｉｚｈｏｕ０３，Ｇｕｉｚｈｏｕ０４，Ｇｕｉｚｈｏｕ０５，Ｇｕｉｚｈｏｕ０６，Ｇｕｉｚｈｏｕ０７，Ｇｕｉｚｈｏｕ０８，

Ｇｕｉｚｈｏｕ１１

广西水牛研究所 尼里拉菲 ９ 血液 ＮＬ＿０１，ＮＬ＿０３，ＮＬ＿０４，ＮＬ＿０５，ＮＬ＿０８，ＮＬ＿０９，ＮＬ＿１０，ＮＬ＿１１，ＮＬ＿１２

广西水牛研究所 摩拉 １２ 血液 ＭＬ＿０１，ＭＬ＿０３，ＭＬ＿０４，ＭＬ＿０５，ＭＬ＿０７，ＭＬ＿０８，ＭＬ＿０９，ＭＬ＿１０，ＭＬ＿１１，ＭＬ＿１２，

ＭＬ＿１３，ＭＬ＿１４
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１．３　Ｄｌｏｏｐ区段的引物设计
根据 ＮＣＢＩ公布的牛线粒体全基因组序列［ｇｉ：

５２２２０９８２］设计Ｄｌｏｏｐ引物，序列如下：正链引物为：
５′ＡＴＡＧＣＣＣＣＡＣＴＡＣＣＡＡＣＡ３′；反链引物 为：５′
ＧＧＣＡＴＴＴＴＣＡＧＴＧＣＣＴＴ３′．该引物扩增片段长度为
１０３１ｂｐ，Ｄｌｏｏｐ片段长度为９１０ｂｐ，位于扩增片段
中间部位．
１．４　Ｄｌｏｏｐ区段的ＰＣＲ扩增

以水牛的全基因组为模板，进行 Ｄｌｏｏｐ区段的
特异ＰＣＲ扩增，扩增产物用琼脂糖凝胶电泳检测，根
据１ｋｂＬａｄｄｅｒ判断产物大小，ＰＣＲ反应条件如下：
９５℃变性３ｍｉｎ；执行 ３５个循环（９４℃变性 ３０ｓ，
６０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ）；然后７２℃延伸
６ｍｉｎ，４℃条件保存．
１．５　ＰＣＲ产物的克隆与测序

ＰＣＲ产物纯化后，克隆到ｐＭＤ１８Ｔ克隆载体上，
转化到大肠埃希菌 ＤＨ５α，碱裂解法提取重组质粒，
将质粒测序．
１．６　序列分析方法和软件

所有测序获得的原始序列应用 ＤＮＡＳｔａｒ５．０软
件包的 Ｅｄｉｔｓｅｑ、ｓｅｑＭａｎ进行拼接和手工检查校对，
拼接长度小于９００ｂｐ的进行重新补测，以确保获得
全长的Ｄｌｏｏｐ序列及提高序列的准确性．对获得的
高质量序列，应用Ｐｅｒｌ程序对序列的ＧＣ含量等进行
初步的统计分析，比较各品种之间Ｄｌｏｏｐ区序列ＧＣ
含量的差异，同时统计 ＧｅｎＢａｎｋ上公布的水牛线粒
体全长基因组序列 ＧＣ含量，比较 Ｄｌｏｏｐ区序列 ＧＣ
含量与全长线粒体的差异．应用Ｍｕｓｃｌｅ３．６软件进行
多重序列比对，结果用于 ＤｎａＳＰ４．０软件分析 Ｄｌｏｏｐ
序列的多态性，分析序列间碱基对差异、转换和颠

换，获得各品种代表的单体型（Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ），并进行群
体遗传学分析；对碱基错配分布（Ｍｉｓｍａｔｃｈｄｉｓｔｒｉｂｕ
ｔｉｏｎ）进行分析，观察水牛群体的扩增情况．对
ＤｎａＳＰ４．０获得的ｈａｐｌｏｔｙｐｅ进行网络分析，应用 Ｎｅｔ
ｗｏｒｋ４．２．０．１软件处理各单体型，进一步对单体型间
的遗传关联进行分析．随后又以牛的 Ｄｌｏｏｐ序列为
外群，对各品种水牛单体型的系统发生进行了分析，

应用 Ｍｅｇａ３．１构建邻接（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）树，
ＰＨＹＭＬ构建最大似然（Ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ）树，同时
用Ｍｒｂａｙｅｓ３．１．２以马尔科夫链蒙特卡洛（ＭＣＭＣ）
算法对获得的单体型构建进化树，综合比较各品种

单体型之间的进化关系［１０］．

２　结果与分析

２．１　水牛Ｄｌｏｏｐ区段的ＰＣＲ扩增与测序
水牛线粒体 Ｄｌｏｏｐ区同样介于 ｔＲＮＡｐｒｏ与

ｔＲＮＡｐｈｅ之间，长约９１０ｂｐ，不同种属间稍有差别．
为获得沼泽型水牛线粒体 Ｄｌｏｏｐ序列，本次试验设
计的 ＰＣＲ扩增引物的上游引物位于 ｔＲＮＡｐｒｏ与
ｔＲＮＡｐｈｅ区，预测扩增片段长度在１０５０ｂｐ．ＰＣＲ回
收产物经电泳检测，结果表明与预期相符．ＰＣＲ产物
经纯化回收后进行质粒克隆测序，测序结果与 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ上报道的海南沼泽水牛 ｍｔＤＮＡ序列相似性均
在９９％左右，说明ＰＣＲ扩增回收的片段确实由线粒
体模板而来，而不是来源于核基因组．
２．２　不同群体水牛ＤＬｏｏｐ区段碱基分布分析

本研究搜集了７８份水牛组织与血液样品，经测
序拼接分析后共获得６６条高质量的线粒体 Ｄｌｏｏｐ
ＤＮＡ序列，其中广西本地沼泽型水牛２６头，沼泽型水
牛与河流型水牛杂交后代１１头，贵阳水牛８头，河流
型尼里拉菲水牛９头，摩拉水牛１２头．对６６条高质量
的Ｄｌｏｏｐ序列进行了ＧＣ含量的统计分析结果显示广
西本地水牛的ＧＣ含量为（４１４９±０３８）％，杂交后代
为（４１００±０４７）％，贵阳水牛为（４１２０±０３４）％，尼
里拉菲水牛ＧＣ含量为（４０１３±０２８）％，摩拉水牛
样品的ＧＣ含量为（４０３１±０２４）％，沼泽型水牛 Ｄ
ｌｏｏｐ区的ＧＣ含量略高于河流型水牛，但差异不显著
（Ｐ＞００５）．而从 ＧｅｎＢａｎｋ下载的４２条牛的 Ｄｌｏｏｐ
序列ＧＣ含量为（３８２４±０１６）％，水牛 Ｄｌｏｏｐ区的
ＧＣ含量明显高于牛的相应区段．
２．３　不同群体水牛遗传距离初步分析

应用ＤｎａＳＰ软件对水牛群体的遗传多态性与遗
传距离分析显示，河流型水牛２１个样本产生了 ４５
个多态位点，１６个单体型，平均核苷酸差异数为
７６０９，反映群体遗传多样性的 Ｐｉ值为０００８．沼泽
型水牛４５个样本产生了９５个多态位点，４２个单体
型，平均核苷酸差异数高达２１６３０，群体遗传多样性
的Ｐｉ值为００２４（表２）．河流型水牛 Ｐｉ值远低于沼
泽型水牛，说明沼泽型水牛群体在线粒体 Ｄｌｏｏｐ区
的遗传多态性远高于河流型水牛．遗传距离分析显
示，尼里拉菲水牛与摩拉水牛遗传距离较近

（９４３５），广西水牛与贵州水牛的遗传距离相对值为
２２２６０，河流型水牛与沼泽型水牛的遗传距离相对
值高达６０１４０（表３）．
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表２　水牛群体的遗传多态性分析１）

Ｔａｂ．２　Ｇｅｎｅｔｉｃｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｕｆｆａｌｏｅｓ

群体 样本数
分离

位点数

单体

型数

单体型多

样性指数

平均核苷

酸差异数

核苷酸多

样性（Ｐｉ）
尼里拉菲 ９ ３５ ８ ０．９７２ １２．１１１ ０．０１３
摩拉 １２ １３ ８ ０．８４８ ２．１６７ ０．００２
河流型 ２１ ４５ １６ ０．９４８ ７．６０９ ０．００８
贵州 ８ ４５ ７ ０．９６４ ２１．０３６ ０．０２３
广西 ３７ ９０ ３５ ０．９９７ ２１．３７５ ０．０２３
沼泽型 ４５ ９５ ４２ ０．９９７ ２１．６３０ ０．０２４
总计 ６６ １４７ ５８ ０．９８６ ３６．９３９

　１）河流型包括尼里拉菲和摩拉水牛，沼泽型包括广西和贵

州水牛．

表３　水牛群体间的遗传距离１）

Ｔａｂ．３　Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｕｆｆａｌｏｅｓ

群体 尼里拉菲 摩拉 河流型 广西 贵州 沼泽型

尼里拉菲 
摩拉 ９．４３５ 
河流型 １０．００５ ５．１７９ 
广西 ６０．１１７６０．４４６６０．３０５９ 
贵州 ５９．２６４５９．４５８５９．３７５９２２．２６０ 
沼泽型 ５９．９６５６０．２７０６０．１４００２１．０５８ ２１．５７５

　１）河流型包括尼里拉菲和摩拉水牛，沼泽型包括广西和贵

州水牛．

２．４　不同水牛群体 Ｄｌｏｏｐ区段的单体型与变异分
析

　　用软件（Ｍｕｓｃｌｅ３．６）对获得的６６条高质量序列
进行多重序列比对，比对结果用 ＤｎａＳＰ软件进行分
析，结果显示，所有Ｄｌｏｏｐ区段多重比较区为９１２ｂｐ，
包含１４７个突变位点，共形成５８个单体型．其中沼
泽型水牛与河流型的单体型明显分成２簇，４６条中
国沼泽型发现４２个单体型，其中广西本地水牛、杂
交水牛与贵阳水牛产生的单体型散在分布于沼泽型

的单体型中．２１头河流型水牛形成１６个单体型，来
自巴基斯坦的尼里拉菲水牛与来自印度的摩拉水牛

在河流型水牛的单体型中散在分布．
２．５　不同水牛群体 Ｄｌｏｏｐ区段单体型的种系

（Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ）发生分析
　　以牛的 Ｄｌｏｏｐ区序列为外群，结合试验得到的
６６条高质量的 Ｄｌｏｏｐ序列，采用最大似然法（ＭＬ）
对中国沼泽型水牛与来自印度、巴基斯坦的河流型

水牛的系统发生进行了分析．结果（图１）显示：沼泽
型水牛与河流型水牛明显的分成２支，在沼泽型水
牛内部又分成明显的２支，广西水牛与贵州水牛在２
支都有分布；印度摩拉水牛与巴基斯坦尼里拉菲水

牛聚成单独的一支．
２．６　不同水牛群体Ｄｌｏｏｐ区段的单体型网络分析

为进一步观察各单体型之间的遗传距离和遗传

发生关系，应用Ｎｅｔｗｏｒｋ软件中介邻接网络法（Ｍｅｄｉ
ａｎｊｏｉｎｉｎｇｎｅｔｗｏｒｋ）对６６条 Ｄｌｏｏｐ序列的单体型序
列进行了发生关系分析．结果（图２）表明：网络由很
明显的３个部分组成，中国沼泽型水牛形成２个模
块，２个模块中都有广西水牛和贵州水牛；河流型水
牛摩拉和尼里拉菲聚成１簇，整个网络形状与进化
树的分支组成比较一致．

各分支上的数字为Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００个循环的自举检验值．

图１　线粒体Ｄ－ｌｏｏｐ单体型构建的系统进化树

Ｆｉｇ．１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｙｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｂｕｆｆａｌｏｂａｓｅｄｏｎＤｌｏｏｐ

ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

２．７　水牛Ｄｌｏｏｐ区段的单体型群体扩增分析
进化树与单体型网络分析均表明，沼泽型水牛
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与河流型水牛可能来自 ２个不同的群体，应用
ＤｎａＳＰ４．０软件对 Ｄｌｏｏｐ序列进行了碱基错配的分
布（Ｍｉｓｍａｔｃｈｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）分析，以观察水牛群体的扩
增情况，结果见图３．图３中除０点的峰值以外，形成
２个明显的峰，根据人类线粒体遗传分析的经验判
断［１１］，亚洲家养水牛在历史上发生过２次明显的群
体扩增过程．

黄色为广西本地水牛，墨绿色为贵州水牛，浅绿色为摩拉水牛，亮蓝

色为尼里拉菲水牛．

图２　水牛样本单体型网络分析

Ｆｉｇ．２　Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｕｆｆａｌｏ

图３　水牛线粒体Ｄｌｏｏｐ序列的错配分布

Ｆｉｇ．３　ＭｉｓｍａｔｃｈｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｕｆｆａｌｏＤｌｏｏｐｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．８　结合ＧｅｎＢａｎｋ已经公布的水牛Ｄｌｏｏｐ序列的
系统分析

　　上述研究中，笔者发现中国沼泽型水牛和印度、
巴基斯坦水牛在线粒体Ｄｌｏｏｐ区明显分成２个独立
的群体，暗示２种水牛可能在历史上发生过不同的
群体扩增，２个群体可能有着不同的家养化历程．因
为本研究采集的４３头沼泽型水牛样本来自广西和
贵州２个地方，而摩拉水牛和尼里拉菲水牛是１９５３、
１９７５年中国分别从印度、巴基斯坦引进的河流型水
牛的后裔，河流型水牛都采自广西水牛研究所，故可

能存在一定的系统误差．因此笔者从 ＧｅｎＢａｎｋ下载
了来自世界各国的水牛线粒体 Ｄｌｏｏｐ序列，结合笔

者研究产生的序列，对水牛的种系发生进行了进一

步的遗传分析．
２．８．１　本试验水牛 Ｄｌｏｏｐ区与已公布的水牛 Ｄ
ｌｏｏｐ区序列的种系发生分析　从 ＧｅｎＢａｎｋ共计下载
了２１１条Ｄｌｏｏｐ序列，结合本试验６６条序列和牛Ｄ
ｌｏｏｐ外群序列共记２７８条．用 ＤｎａＳＰ软件将７７条沼
泽型水牛和２００条河流型水牛作为２个群体分析，
结果沼泽型水牛产生５０个单体型，平均差异核酸位
点数１６５２０，反应群体遗传多样性的Ｐｉ值为００１９，
而对应的河流型水牛分别为７９、６２３和０００７，同样
显示，沼泽型水牛的遗传多样性比河流型丰富．
２．８．２　多国沼泽型水牛与河流型水牛 Ｄｌｏｏｐ区的
单体型网络分析　为进一步观察各单体型的组成与
相互关系，本试验对不含外群的 ２７７条水牛 Ｄｌｏｏｐ
区序列进行的单体型分析，结果共有８７８ｂｐ的共有
序列，包含 １５８个多态性位点，产生了 １２９个单体
型．应用Ｎｅｔｗｏｒｋ构建的单体型之间的中介邻接网络
同样由３个部分组成，见图４．河流型水牛与沼泽型
水牛遗传距离较远，所有的河流型水牛聚成１簇，连
接成复杂的网络结构，无法彻底分离，说明河流型水

牛可能来自共同的祖先，河流型水牛各品种之间遗

传距离较近，品种之间存在杂交；而沼泽型水牛明显

地分成２个部分，说明沼泽型水牛祖先可能来自 ２
个基因池．

右侧聚集一起的为河流型水牛的单体型，其余为沼泽型水牛单体型，

圆面积大小与代表的单体型个数成正比，大圆中不同的颜色代表来

自不同地方的单体型．

图４　多国水牛线粒体Ｄｌｏｏｐ单体型之间的中介邻接网络分

析

Ｆｉｇ．４　Ｍｅｄｉａｎｊｏｉｎｉｎｇｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｕｆｆａｌｏｈａｐｌｏｔｙｐｅｆｒｏｍ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｕｎｔｒｉｅｓ

２．８．３　多国沼泽型水牛与河流型水牛群体扩增分
析　笔者对所有的水牛单体型进行了群体扩增分
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析，结果（图５）显示错配分布图除极点０处外，有２
个明显的波峰，显示在水牛的演化过程中存在２个
明显种群扩增过程．对７７头沼泽型水牛、２００头河流
型水牛单独进行错配分布分析，结果为波形图，说明

在沼泽型水牛和河流型水牛种群都存在一个明显的

扩增过程，进一步验证了笔者的结论，即沼泽型水牛

和河流型水牛分别进行了家养化．

图５　多国水牛线粒体Ｄｌｏｏｐ序列的错配分布

Ｆｉｇ．５　Ｍｉｓｍａｔｃｈｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｕｆｆａｌｏ

Ｄｌｏｏｐｓｅｑｕｅｎｃｅｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｕｎｔｒｉｅｓ

３　讨论
线粒体基因组是母系遗传而且不发生重组的核

外ＤＮＡ序列，根据线粒体 ＤＮＡ序列积累的突变可
以追溯一个物种的母系系统发生史，线粒体的 Ｃｙｔｂ
基因曾成功用于重建牛科的种系发生［１２］．线粒体 Ｄ
ｌｏｏｐ区ＤＮＡ序列中被认为是进化速度快、多态性丰
富的区段，特别适合研究种群内部个体的遗传关系．
除了Ｄｌｏｏｐ在线粒体基因组复制过程中发挥重要作
用外，多个研究结果表明 Ｄｌｏｏｐ区是整个线粒体基
因组中进化最快的部分［１３］．所以 Ｄｌｏｏｐ区 ＤＮＡ被
广泛用于牛、绵羊和鹿的种系发生研究中［１４１８］．自然
情况下，不同种类的动物由于生殖隔离和群体内等

位基因的固定，往往造成物种间的基因型没有交叉．
相反，一个物种内没有生殖隔离的情况，不同品种间

的等位基因既表现出一定程度的相似，又有所不同，

分化年代越近的品种间共有的基因型越多，这是根

据分子水平差异追溯物种的种系发生的基本原理．
物种内的分子变异分析比较常用的是中介邻接网络

法，这种算法特别适合非重组 ＤＮＡ序列，如线粒体、
Ｙ染色体的分析［１９］．

为探讨基于线粒体控制区多态性的水牛遗传进

化关系，本研究在水牛遗传资源丰富的广西开展，直

接对广西水牛、贵州水牛以及尼里拉菲水牛和摩拉

水牛的全长线粒体Ｄｌｏｏｐ区测序，从扩增区段、多态
位点、变异等方面充分比较沼泽型水牛与河流型水

牛的遗传差异．本研究采取了ＭＬ方法构建水牛单体
型的进化树，并结合中介邻接网络分析与 Ｍｉｓｍａｔｃｈ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ分析，分析方法先进，而从公共数据库下
载的水牛线粒体序列的分析结果再次验证了试验结

果的可靠性．本试验组合的最大的数据组包含了２７７
条水牛Ｄｌｏｏｐ区序列的单体型分析，结果共有８７８ｂｐ
的共有序列，包含１５８个多态性位点，产生了１２９个
单体型，其中７７条沼泽型水牛Ｄｌｏｏｐ区序列形成５０
个单体型．在中介邻接网络分析中，沼泽型水牛明显
地分成２个部分，说明沼泽型水牛祖先可能来自 ２
个遗传池．最大的沼泽型水牛单体型ＸＹ０１由８个品
种２１个个体组成，说明这是１个古老的单体型，包
括ｘｙ（４）、ｂｈ（４）、ｆａ（３）、ｈｚ（３）、ｘｌ（３）、ＢＬ（２）、ｗｚ
（１）和Ｃａｒ（１），７个群体２０个个体来自中国沼泽型
水牛，一个来自巴西的沼泽型水牛个体 Ｃａｒ３０７．传统
观点认为沼泽型水牛只有一个品种，有时被称为 Ｃａ
ｒａｂａｏ［２０］．Ｃａｒａｂａｏ这个词来自马来西亚，同样在菲律
宾这个词也用来称呼当地的沼泽型水牛，以与河流

型水牛相互区别．由于巴西部分沼泽型水牛引自于
菲律宾，故当地人仍称之为 Ｃａｒａｂａｏ，在中介邻接网
络中，来自巴西的另一沼泽水牛个体Ｃａｒ３１５与ＸＹ０１
直接相连，提示中国各省的水牛，巴西水牛，菲律宾

水牛与马来西亚等地沼泽型水牛可能来自共同的祖

先．单体型 ＸＹ０１涵盖的２１个个体比较均匀地分布
在我国的７个地区，很难确定沼泽型水牛在我国哪
个省份起源；次大的单体型ＷＺ０２由ＢＬ２３、ｂｈ２、ｘｙ１
和ｗｚ２、ｗｚ３５个个体组成，它与 ＸＹ０１直接相连．中
介邻接网络分析中，河流型水牛聚集成一簇，无法完

全分离，最大的单体型Ｊａｆ０６由１８个个体组成，包括
４个摩拉个体和１４个 Ｊａｆ水牛 Ｄｌｏｏｐ序列，次大单
体型ＴＯＤＡ０３由１４个个体组成，其中Ｔｏｄａ（４）、Ｂｈａｄ
（３）、Ｐａｎ（２）、Ｍｕｒ（２）、Ｎａｇ（２）、Ｊａｆ（１），单体型
ＢＨＡＤ０１同样包含 １４个个体，其中 Ｂｈａｄ（５）、Ｎａｇ
（４）、Ｊａｆ（３）、Ｍｕｒ（１）、Ｐａｎ（１），这充分说明河流型水
牛各品种之间遗传距离较近，全世界的河流型水牛

可能来自共同的祖先．网络错综复杂难以完全分离，
说明河流型水牛之间存在较多的品种之间的杂交．
在最大的３个河流型水牛单体型中，出现频率最高
的Ｊａｆ、Ｔｏｄａ和Ｂｈａｄ均来自印度，可以推测河流型水
牛的祖先最早发源于印度．在整个网络中，沼泽型水
牛与河流型水牛分成完全独立的２个部分，遗传距
离较远，而沼泽型水牛又明显地分成２个部分，说明
沼泽型水牛祖先可能来自２个遗传池，这与本研究
的结果一致．

通过上述研究，我们推测沼泽型水牛与河流型

水牛遗传分化时间较早，分别来自不同的家养化过
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程，沼泽型家养水牛的祖先来自中国，河流型家养水

牛的祖先来自印度．本研究结果将对我国不同类型
和地区水牛群体的遗传特性研究，我国水牛遗传资

源的评价、保护与开发利用具有较大意义，同时也对

阐明水牛起源和驯化具有重要参考价值．
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