
线粒体是存在于绝大多数真核细胞内的一种

基本的、重要的细胞器。它是细胞进行氧化磷酸化

的场所。高等哺乳动物线粒体 DNA (mtDNA) 是共

价闭合的环状双链 DNA 分子，大小为 16.5 kb 左

右，每个细胞中有 1 000～10 000 个拷贝。母系遗

传、缺乏重组和进化速率高是 mtDNA 的遗传特

性，也是其作为研究生物种群系统进化、母系迁徙

历史的一个很有用的遗传标记的重要原因[1]。
细胞色素 B(cyt b)基因相比其他线粒体基因

其进化速率虽不及 D- loop (控制区) 快 [2]，但由于

能用一些通用引物扩增，其进化速度适中，一个较

小的基因片段可包含从种内到种间乃至到科间的进

化遗传信息 [3]，因而被广泛地用来进行脊椎动物种
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上和种下分类阶元的系统进化研究。在系统进化

和分类研究中具有很好的适用性，已成为研究种

内和近缘种间系统发育和遗传问题的理想工具之

一[4- 5]，它的部分或者全部序列被广泛地应用于动

物类群的系统进化和分类研究中 [6-11]。已经证实，

cyt b 序列在解决亲缘关系很近的分类阶元间的

系统关系方面很有用，被认为是解决系统发育问

题最可信的线粒体 DNA 标记之一[12]。
本研究以郏县红牛为研究对象，对其 cyt b

基因的全序列进行了克隆和测序，为我国地方黄

牛品种的系统进化和分类研究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

实验材料为郏县红牛基因组 DNA，由西北农

林科技大学陕西省农业分子重点实验室馈赠。
1.2 引物的设计和 PCR 扩增

中国黄牛 mtDNA cyt b 基因全序列的扩增与

测序引物，是 Irwin 等 [13]根据 Anderson 等 [14]发表

文章编号：1003- 8701(2009)01- 0040- 03

郏县红牛细胞色素 B 序列测定及多态性分析

唐立刚

(德州学院生物系 山东省生物物理重点实验室，山东 德州 253023)

摘 要：以郏县红牛基因组 DNA 为模板，对 mtDNA Cytb 全序列进行扩增、测序、序列核苷酸组成分析、
序列的变异和多态性分析，得出 2 点结论：①mtDNA 基因全序列长度均为 1 140 bp，不存在序列长度差异，富

含 A 和 T。②全序列比对与普通牛仅有 1 个突变位点，与瘤牛有 8 个突变位点。
关键词：郏县红牛；mtDNA；细胞色素 B；多态性分析

中图分类号：S823.2 文献标识码：A

Sequence Analysis and Polymorphism Analysis of Cytochrome B in
‘JiaXian Red Cattle’

TANG Li- Gang
(Department of Biology, Dezhou University, Shandong Key Laboratory of Biophysics, Dezhou 253023, China)

Abstract: Using genome DNA of‘Jiaxian Red Cattle’as template, the mt DNA Cyt b was amplified,
sequenced, and analyzed to nucleotide composition. Two conclusions have been drawn: the first one is that
mt DNA has the same length of 1140 base pairs; and the second one is that there is one mutation com-
pared with bos. Taurus and there are 8 mutations compared with zebu cattle.

Key words: Jiaxian Red Cattle; mtDNA; Cytochrome B; Polymorphism analysis

吉林农业科学 2009,34（1）：40－42 Journal of Jilin Agricultural Sciences

DOI:10.16423/j.cnki.1003-8701.2009.01.023



的牛的 mtDNA 基因组全序列 (GeneBank accession
no. V00654) 设计的，cyt b 基因在 V00654 中处于

14514~15653 的区段，如图 1 所示，扩增引物：正链引

物 L14724B：5′ -CGAAGCTTGATATGAAAAAC－
CATCGTTG -3′ ; 反 链 引 物 H15915R：5′ - GGAA
TTCATCTCTCCCGGTTTACAAGAC-3′。测序时也

使用这对引物，由于序列长另需要一条测序引物：

L15408：5′ -ATAGACAAAATCCCATT CCA -3 ′。
PCR 反应总体系 50μL，其中 10×PCR buffer

5μL，Mg2+ (25 mmol/L) 3μL，dNTPs (10 mmol/L) 4
μL，模板 DNA (20 ng/μL) 2 μL，上下游引物 (10
pmol/L) 各 1 μL，Taq DNA 聚合酶 (5 U/μL) 0.25μL，

超纯灭菌水 33.75μL。反应体系在 94 ℃预变性 4
min；94℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，

30 个循环；72℃充分延伸 7 min，4℃保存备用。每个

样品取 2μL 的 PCR 产物通过琼脂糖凝胶电泳检测

扩增的效果，剩余的 48 μL 用于纯化回收。PCR 扩

增条件：94℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，58℃复性

40 s，72℃延伸 40 s，35 个循环；72℃延伸 10 min；

4℃保存。产物用 15 g/L 琼脂糖凝胶电泳检测。
1.3 PCR 产物的回收纯化以及测序

将扩增效果好的每个样的 PCR 产物 48μL 先

进行 1%的琼脂糖凝胶电泳，然后按照凝胶 DNA
纯化试剂盒的说明进行回收，从回收产物中取

1μL 再通过琼脂糖凝胶电泳检测回收的效果以及

产物的浓度。
从每个样品的回收产物中取出 10μL 连同测

序引物一起送往大连宝生物工程有限公司在 ABI
3730 型全自动序列分析仪上进行测序。
1.4 序列分析

1.4.1 序列核苷酸组成分析

先将所有 cyt b 基因序列输入 Clustal W 1.83
程序 [15]进行多序列比对，然后通过 MEGA version
3.1 软件[16]分析所有序列的核苷酸组成。
1.4.2 序列的变异和多态性分析

应用DnaSP Version 3.5软件[17]分析序列的变异

(多态) 位点、核苷酸多样性 (nucleotide diversity，

Pi)、单 倍 型 的 数 目、单 倍 型 多 样 性 (haplotype
diversity，Hd)。

2 结果与分析

2.1 cyt b 基因全序列的 PCR 扩增

从图 1 可见，PCR 扩增出的大小在 1 000 bp～1
500 bp 之间的特异条带为 1 247 bp 的目的带，其中包

含了黄牛 mtDNAcyt b基因 1 140 bp 的全长序列。
2.2 cyt b 基因全序列的变异和多态性分析

以Anderson等[14]测定的欧洲牛mtDNA cyt b基

因全序列 (14 514～15 653 bp) (GenBank登录号：

V00654或J01394)为标准对郏县红牛的cyt b基因全

序列的核苷酸变异和多态性进行分析，只检测到1个

单核苷酸替代突变位点C变为T。与其他普通牛相比

最多也只有2个替代突变 (AY074963，AB074968，

AY526085)。与 瘤 牛 (AF419237，AF492350，AF
531473，AY126697，AY689190，NC- 005971) 对比

有8个核苷酸突变位点，以C变为T和T变为C居多。突

变中以转换类型居多。

3 讨 论

3.1 mtDNA cyt b 基因全序列核苷酸组成

郏县红牛 3 个个体中的 2 个 mtDNA cyt b 基因

全序列长度均为 1 140 bp，不存在序列长度差异，所

有序列均以 ATG 为起始密码子，中间无插入、缺失

或终止密码子，均以终止密码子 AGA 结束，A+T 平

均的含量为 56.7%显著高于 G+C 平均含量 43.4%，

可见郏县红牛 mtDNA cyt b 基因富含碱基 A 和 T。
3.2 mtDNA cyt b 基因全序列的变异和多态性

分析

以 Anderson 等[14]测定的欧洲牛 mtDNA cyt b 基

因全序列 (14 514~15 653 bp) (GenBank 登录号：

V00654 或J01394) 为标准对郏县红牛的cyt b基因

全序列的核苷酸变异和多态性进行分析，只检测到1
个单核苷酸替代突变位点C变为T，与其他普通牛相

比最多也只有2个替代突变(AY074963，AB074968，

AY526085)。与 瘤 牛 (AF419237，AF492350，AF
531473，AY126697，AY689190，NC- 005971) 对比

有 8 个核苷酸突变位点，以 C 变为 T 和 T 变为 C 居

多，与羯牛(AF348593)相比 41 个突变位点，以 C 变

为 T和 T变为 C 居多。与牦牛斑腾牛欧洲野牛突变

位 点 更 多 ， 多 达 50 个 以 上 (AY374124，82889，

11 40 bp

图 1 郏县红牛 cyt b 基因全序列 PCR 扩增结果
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Y15005)。突变中以转换类型居多。对此我们可以看

出，郏县红牛为普通牛中，与瘤牛的亲缘关系比较

近，与其他牛种相差较远，要想探询郏县红牛的起源

以及与其它牛种的进化关系，还需进行多个体的系

统进化分析。
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表 4 各调亏处理产量性状

处理 穗长(cm) 穗粗(cm) 秃尖(cm) 穗粒数(cm) 千粒重(g) 单株经济产量(g) 与 CK比增减%
苗期轻 16.50 4.20 2.60 315 320.8 100.20 - 1.47
苗期中 16.90 4.25 2.50 326 320.6 103.62 1.90
苗期重 16.58 4.13 2.75 302 315.6 95.00 - 6.58
CK 16.70 4.22 2.30 320 320.1 101.69 0.00

对产量的影响在 1%水平上差异不显著，重度调

亏处理对产量的影响在 1%水平上差异显著。分

析表明，苗期土壤持水量在田间持水量的 50%以

上时，可以考虑不灌，这样可以起到蹲苗促根生长

的作用。本试验是在苗期的中后期 6.5 片叶的时

候开展的调亏处理，在苗期的早期是否适宜调亏

处理还有待进一步试验。

3 小 结

在玉米营养生长期的苗期，各调亏处理株高、
茎粗、单株叶面积、单株冠风干重和单株根风干重

均低于 CK；但根冠比、根长高于 CK，根的活力增

强，提高了根系的吸收性能和吸收范围，在根的形

态上表现出一定的补偿生长，起到苗期蹲苗促根

生长的作用。各调亏处理叶片水分利用效率均高

于对照。苗期中度调亏增产 1.90%，苗期轻度、重
度调亏处理分别减产 1.47%和 6.58%。苗期轻度

调亏和中度调亏处理产量与 CK 比差异不显著。
苗期土壤持水量在田间持水量的 50%以上时，可

以考虑不灌，这样可以起到蹲苗促根生长的作用。
本试验是在苗期的中后期 6.5 片叶的时候开展的

调亏处理，在苗期的早期是否适宜调亏处理还有

待进一步试验。
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表 5 方差分析结果

处理 单株经济产量(g) 5%显著水平 1%显著水平
苗期轻度调亏 100.20 b A
苗期中度调亏 103.62 a A
苗期重度调亏 95.00 c B

CK 101.69 ab A
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