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利用微卫星标记分析贵州白水牛与普通水牛

的遗传多样性与亲缘关系
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摘要：利用 ** 对微卫星引物对贵州白水牛和 ( 个普通水牛群体的有效等位基因数、基因杂合度、多态信

息含量和遗传距离进行了分析。结果表明，** 个微卫星基因座在 # 个水牛群体中均存在多态性，可以用

于水牛的遗传多样性评估。贵州白水牛和 ( 个普通水牛群体的平均杂合度和平均多态信息含量分别为

"+#$) " & "+#’! ! 和 "+#"! * & "+#(" )。贵州白水牛和遵义普通水牛的亲缘关系最近，遗传距离为

"+"’* "。由 ,-./0 聚类法得到的系统聚类图反映了贵州白水牛和 ( 个普通水牛群体的亲缘关系远近程

度，贵州白水牛没有单独聚为一类，而是与同分布区的遵义普通水牛首先聚类，然后依次与其余地区的

普通水牛聚类。研究提出了贵州白水牛应是其产地的普通水牛群体中的一个突变群的见解，为开展贵

州白水牛的遗传资源评估、保护与利用提供了分子水平的遗传学依据。
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贵州白水牛是贵州特有的水牛资源，在国

内除贵州外尚未见有白水牛成群体的报道。贵

州白水牛主要分布于贵州遵义地区的凤冈、务

川两县，邻近的湄潭、余庆、德江、江口等有少量

分布，总头数约 B CCC 左右［D］。据《遵义地区畜

牧资源与畜牧区划》记载，在清朝末年就有白水

牛繁衍［E］。贵州白水牛是贵州地区长期选育驯

化的地方优良品种，要合理地保存和利用这些

品种资源，就必须了解其群体遗传结构和遗传

变异，以最大限度地提高保护和利用的效率。

微卫星 ?@A 分子标记技术是联合国粮农组织

（FAG）推荐用于畜禽遗传多样性分子评估的方

法，与 HFIJ5、HAJ? 及小卫星 ?@A 标记比较，

具有数量大、分布广、均匀、多态信息含量高、分

析方便等优点，目前已广泛用于国内外畜禽遗

传结构的研究。本研究利用微卫星 ?@A 标记

技术对贵州白水牛和 2 个普通水牛群体的遗传

多样性和亲缘关系进行了分析，将为开展贵州

白水牛的遗传资源评估、保护与利用提供分子

水平的遗传学依据。

) 材料与方法

)*) 材料 采用中心产区典型群随机抽样方

法从贵州白水牛分布区和贵州 2 个水牛分布地

区采集水牛血样 KED 份。血样采集地点及数量

详见表 D。从水牛颈静脉或耳静脉采血，每头

水牛采血 DC "0，与 AL? 抗凝液充分混匀［B］，置

冰盒中保存备用。

表 ) 供试水牛血样采集情况一览表

+,-." ) +/" -,00,.% -.%%’ (,12." 3%.."345%6

群体

J#4’0!,(#$

缩写

!36
!（头）

F-"!0-
"（头）

>!0-
#（头）

<#,!0

采样地点

M!"40($% 0#:!,(#$5
贵州白水牛 &’()*#’ +*(,- .’//!0# &. NE ED DCB 遵义市凤冈、务川，铜仁各地

遵义普通水牛 7’$8( .’//!0# 7OJ 2P BD QN 遵义市凤冈、务川、湄潭

铜仁普通水牛 <#$%9-$ .’//!0# <HJ BE DR KP 铜仁市玉屏、松桃、江口、德江

毕节普通水牛 .(S(- .’//!0# .TJ ED P EN 毕节市

黔中普通水牛 L-$,9!0 &’()*#’ .’//!0# U7J E2 EN RK 安顺市西秀、平坝，贵阳市花溪

黔南普通水牛 M#’,* &’()*#’ .’//!0# U@J EQ DE KD 黔南州荔波、独山

黔东南普通水牛 M#’,*-!5,-9$ &’()*#’ .’//!0# U?@J KB P RC 黔东南州凯里、麻江

合计 <#,!0 BCC DED KED

)*7 89: 提取、;<= 扩增 取 D CCC!0 血加入

等体积 J.M 去除红细胞，用蛋白酶 V（EC "%W"0）
RCX消化过夜（约 DC *），酚Y氯仿法提取总 ?@A［K］。

从 FAG 推荐的 BC 对用于牛遗传多样性研

究的微卫星引物中筛选出 DD 对。引物名称与

序列见表 E，由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成。

JLH 反 应 条 件 参 考 相 关 文 献 并 进 行 优

化［R，2］。反应体系为 ER!0，其中，模板 ?@A D!0
（DCC $%W!0），DC Z 3’//-9 E[R!0，引物各 B!0（E[R
4"#0W!0），1@<J C[R!0（DC ""#0WI），!"# ?@A 聚

合酶 C[R!0（E \W!0），加灭菌双蒸水至 ER!0。
JLH 反应条件为：QRX预变性 R "($；QKX变性

BC 5，RD ] 2RX（退火温度因引物不同而异）退火

BC 5，PEX 延 伸 KR 5，BR 个 循 环；PEX 延 伸 DC
"($；KX保存。
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表 ! "" 对微卫星引物的碱基序列及 #$% 反应条件

&’()* ! +*,-*./*0 12 "" 34/510’6*))46*0 ’.7 /1.74641.0 12 #$%

座位

!"#$
染色体

%&’"(")"(*
引物序列

+&* )*,-*.#* "/ 0’$(*’)
123 4

（(("56!）

退火温度（7）

8..*95$.2
:*(0*’9:-’*

产物（;0）

<’"=-#:$".

>?!@A @@ +88BB8%++B8B8+88BB8B %%8+%+8%%+%%8+%++88% @CD D@ @EF G @HI
J13@@A 3 B%+B%%++%+8%%888+8%%% %++%%+B8B8B88B%88%8%% 3CK DI @AK G @LL
%MN1FK @K 88B8+B+B8+%%88B8B8B8BB%8 8BB8%%8B8+%B+B888BB%8+8B @CD FD HE G @@@
%MM1FF @L 8%8%888+%%+++%+B%%8B%+B8 88+++88+B%8%+B8BB8B%++BB @CD F@ @EF G @HI
?+>@K D B++%8BB8%+BB%%%+B%+88%8 %%+%%8B%%%8%+++%+%++%+% @CD FL 3KK G 33A
?+>@@ @F BB%BB8%88B8B++%+%8B8B8% %++B8%8%8+%8++B8B%8%8+B% 3CK F3 @II G 3KI
?+>33D H B8+%8%%++B%%8%+8+++%%+ 8%8+B8%8B%%8B%+B%+8%+ 3CK FK @3H G @LL
OPN8K3F 33 +8B++%%88+B8B8%8%B88%8 +8BB8B%8%BB8BB+8888%8 @CD DF IK G HK
O!M+MKKD @K BB88B%88+B888+%+8+8B%% +B++%+B+B8B+++B+88B% 3CK DI @IL G 3@K
J1@33D 3K +++%+%88%8B8BB+B+%%8% 8%%%%+8+%8%%8+B%+%+B @CD F3 3LH G 3E3
J1@I@I 3A 8B%+BBB88+8+88%%888BB 8B+B%+++%88BB+%%8+B% 3CK DI 3FA G AKD

"89 凝胶电泳及微卫星基因型判读 用 IQ
变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 <%N 扩增产物，

用 0JNA33RP86!"#!作为标记，银染法显色，

凝胶 成 像 系 统 观 察 电 泳 结 果 并 拍 照。利 用

SP?TR)#9. 3CKA 凝胶分析软件进行目标片段分

子量大小的标定，判定个体基因型。

"8: 数据的统计分析 有效等位基因（*//*#:$U*
.-(;*’ "/ 955*5*)，$%）、平均遗传杂合度（(*9.
&*:*’"VW2")$:W，&）、奈氏标准遗传距离（M:9.=9’=
2*.*:$# =$):9.#*，’"）用 <"02*. A3 软件计算得到。

多态信息含量（0"5W("’0&$)( $./"’(9:$". #".:*.:，

()*）利用 <O% 分析软件进行计算。聚类分析采

用非加权组对算术平均法（-.X*$2&:*= 09$’T2’"-0
(*:&"= X$:& 9’$:&(*:$# (*9.)，Y<B18），利 用

1?B8 AC@ 软件进行聚类。

! 结果与分析

!8" 扩增结果及多态性 所筛选的 @@ 对微卫

星引物经 <%N 扩增后的产物用 IQ变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳，经银染后用凝胶成像系统拍照，

部分微卫星引物的扩增产物电泳结果见图 @。

图 " 微卫星 ;<!""9 的 #$% 扩增产物变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱

=4>? " @*.’6-5* 0*,-*./4.> *)*/651AB15*040 12 #$% ’3A)424/’641. A517-/60 12 34/510’6*))46* )1/-0 ;<!""9
1：标准分子量标记；@ G @I：不同个体 <%N 产物。19’Z*’：0JNA336!"#!；@ [ @I：R$//*’*.: $.=$U$=-95)’<%N 0’"=-#: \

从贵州白水牛和 F 个普通水牛群体的 @@
个微卫星座位上共检测到 E3 个等位基因，其中

LH 个是在各水牛群体中均被检测到的共享等

位基因，3A 个只是在部分群体中检测到的非共
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享等位基因。

!"! 贵州白水牛与普通水牛群体内的遗传变异

!"!"# 有效等位基因数 有效等位基因数的

大小反映了等位基因在群体中分布的均匀程

度，如果等位基因在群体中分布越均匀，有效等

位基因越接近检测到的等位基因的绝对数。从

表 ! 可以看出，贵州白水牛与 " 个普通水牛群体

在 ## 个座位的平均有效等位基因数为 $%&’( ! )
$%"*( &。贵州白水牛的有效等位基因数与 " 个

普通水牛群体无明显差异（! + &%&*）。

表 $ 贵州白水牛与普通水牛群体在 ## 个微卫星座位的有效等位基因数

%&’() $ %*) )++),-./) 012’)34 5+ &(()() &- ## 2.,354&-)((.-) (5,.
.0 61.7*51 8*.-) 91++&(5 &0: ; 61.7*51 91++&(5 <5<1(&-.504

位点 ,-./ 01 234 564 174 824 89:4 8:4

;<,#! "%*&( " "%(&& ! =%!&( * (%>’# & $%$"* ( !%$#& ’ !%>>= "
1?(##! $%"(* = !%’*! " $%!#’ = $%*&* = $%’>! = !%$&" & $%="’ ’
@A6?"& $%"’> # $%!&$ ( !%=*! " (%=>& & $%=*! & !%#&* # $%*#( ’
@AA?"" !%>>> ( *%"$= = $%"!# & $%(!’ $ *%"!$ > $%*#! ( *%’&" "
<5;#& !%"=> ( !%=*= & (%$*" ( !%>=( ’ !%’"" * !%!$" $ !%(’" $
<5;## $%’&* * $%#=& " $%!=’ " !%!&# # $%*#( $ !%=*" " !%$*( >
<5;((* $%&!# * $%(== ’ $%!"# ! !%’’# ( $%(># ’ $%&$( # (%$#! *
B:6C&(" !%$># > $%("( ! !%>=" " !%*’# = *%*&" > *%&># " !%>&$ ’
B,A5A&&* $%"&( ( *%(== > !%=$! # "%(=( & $%$(= # *%(($ * $%’=( *
1?#((* *%*’" * (%>’> $ *%*&! ! *%!"> > *%>=& ( $%>#* & *%#(’ (
1?#’#’ *%#*’ ’ *%("* ( *%(*! ! $%"!> # *%*($ # $%&>! ’ $%&** *
?DEF $%"*( & $%*$" & $%*#" ( $%#!> ! $%’>* # $%&’( ! $%(&& &

!"!"! 遗传杂合度 遗传杂合度表示群体在

某微卫星座位为杂合子的比例，反映群体遗传

变异程度的大小。平均遗传杂合度表示群体平

均在各微卫星座位为杂合子的比例。由表 $ 可

以看出，贵州白水牛与普通水牛的平均杂合度

均比较高，说明群体的遗传变异较大，对环境的

适应能力较强。贵州白水牛的平均杂合度为

&%==’ $，与 " 个普通水牛群体的平均杂合度无

明显差异（! + &%&*）。

表 = 贵州白水牛与普通水牛群体在 ## 个微卫星座位上的平均杂合度和平均座位杂合度

%&’() = %*) &/)3&>) *)-)357?>54.-? &0: -*) 2)&0 (5,14 *)-)357?>54.-? &- ## 2.,354&-)((.-) (5,. .0
61.7*51 8*.-) 91++&(5 &0: ; 61.7*51 91++&(5 <5<1(&-.504

位点 ,-./ 01 234 564 174 824 89:4 8:4

;<,#! &%’$" ( &%’!’ = &%’"! # &%""$ * &%==" & &%=&" ’ &%=$> >
1?(##! &%=’! ’ &%=$& * &%="’ $ &%==’ # &%=>* = &%=&" $ &%=>& !
@A6?"& &%=’" = &%="= = &%=!! " &%"$# " &%=’> " &%"=’ & &%==’ $
@AA?"" &%=*& & &%’(( > &%=’$ # &%="$ # &%’(( * &%==’ $ &%’(= ’
<5;#& &%=(’ ( &%=!! ’ &%*>( > &%=$’ ! &%=$# $ &%=&# ( &%">* =
<5;## &%=># > &%="& ( &%==# " &%">= # &%==’ $ &%=!! ’ &%=#& $
<5;((* &%=*( & &%="" ( &%==& = &%=$( ! &%="= & &%=*( " &%*’* =
B:6C&(" &%=#! " &%="* $ &%=$’ * &%=(& ’ &%’#’ $ &%’&! " &%=$! >
B,A5A&&* &%=’( = &%’#& * &%=!( ’ &%’$& " &%==$ # &%’&’ " &%=>$ ’
1?#((* &%’(# & &%""* * &%’#’ ! &%’#! ’ &%’!( * &%=>" * &%’&* &
1?#’#’ &%’&" ( &%’#& # &%’&> " &%=’$ $ &%’#> & &%=** = &%=*! $
?DEF &%==’ $ &%==# # &%="! # &%=$* & &%=>( ( &%=$= $ &%=$’ =
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!"!"# 多态信息含量 常用多态信息含量来

表示微卫星 !"# 变异高低程度［$］。多态信息

含量值越大，表明在一个群体中该座位杂合子

比例越高，提供的遗传信息也就越多。由表 %
可以看出，贵州白水牛与普通水牛的平均多态信

息含量值为 &’$&( )（毕节普通水牛）* &’$+& %
（黔中普通水牛），这表明贵州水牛具有丰富的

遗传多样性。贵州白水牛的多态信息含量为

&’$,- )，与 + 个普通水牛群体的平均多态信息

含量无明显差异（! . &’&%）。

表 $ 贵州白水牛与普通水牛群体在 %% 个微卫星座位上的多态信息含量

&’()* $ &+* ,-)./-0,+12/ 134-0/’51-3 6-35*352 7’)8* ’5 %% /160-2’5*))15* )-61 13
981:+-8 ;+15* <844’)- ’3= > 981:+-8 <844’)- ,-,8)’51-32

位点 /012 34 567 897 4:7 ;57 ;!"7 ;"7

<=/)- &’>($ ) &’>)> ) &’>,$ , &’+&% % &’$,( , &’+$& ? &’$&% $
4@())- &’$%& ( &’+?? % &’$-( ? &’$,& ? &’$+, % &’+%> & &’$%? &
AB9@+& &’$%, % &’$-% + &’+>$ $ &’%$( ? &’$%+ ? &’+() ) &’$,( (
ABB@++ &’$)& & &’$?> ) &’$%& - &’$(, % &’$?$ , &’$,% $ &’>&- $
=8<)& &’+$> - &’+>, > &’%)? ( &’$&) ( &’+?- , &’+,+ , &’+,& +
=8<)) &’$%? + &’$)$ , &’$-( % &’+,% ) &’$,- & &’+>, > &’+%$ %
=8<((% &’$&> ( &’$(+ > &’$-( , &’+?$ % &’$(? - &’$)( $ &’,?? ?
C"9#&(+ &’++( ? &’$($ > &’$&$ % &’++? $ &’$?( % &’$$, % &’+?+ (
C/B8B&&% &’$,$ - &’$>% ? &’+?? ) &’>(& - &’$,) > &’$>( ? &’$+% $
4@)((% &’$?+ > &’+(? , &’$?( , &’$?- % &’>)& , &’$$, % &’$$$ ,
4@)>)> &’$$> > &’$>- - &’$>( ? &’$%( , &’$?- % &’$)+ ? &’$)+ -
@DEF &’$,- ) &’$-$ & &’$(% > &’$&( ) &’$+& % &’$&> & &’$&% >

!"# 贵州白水牛与普通水牛群体间的遗传变

异 遗传距离是研究物种遗传多样性的基础，

它反映了所研究群体的系统进化，被用以描述

群体的遗传结构和品种间的差异。本实验采用

"D2’G 标准遗传距离进行分析［>］。由表 + 可以

看出，贵州白水牛与遵义普通水牛之间的遗传

距离最近，为 &’&?) &；两者的遗传相似系数最

大为 &’?)- &。与贵州白水牛遗传距离最远的

为黔东南普通水牛，遗传距离为 &’(,) ?，遗传

相似系数为 &’$>% )。

表 > 贵州白水牛与普通水牛群体 ?*1’2 标准遗传距离和遗传相似系数

&’()* > ?*1’2 @*3*516 1=*3515.（’(-7* =1’@-3’)）’3= @*3*516 =125’36* ’/-3@
981:+-8 ;+15* <844’)- ’3= > 981:+-8 <844’)- ,-,8)’51-32

群体 70HIJEK20F 34 567 897 4:7 ;57 ;!"7 ;"7

34 &’?)- & &’>?) - &’>%, ( &’>?> & &’$>% ) &’>&) >
567 &’&?) & &’>?% & &’>)> ( &’>$? $ &’>(- % &’>(% ,
897 &’))% & &’))& ? &’$+? ) &’>+$ ) &’$,- ) &’$$) >
4:7 &’)%$ + &’(&& + &’(+( + &’$?& ? &’$+% ( &’$-, +
;57 &’)&$ % &’)(> ( &’),( + &’(-, % &’>+( > &’>-& ,
;!"7 &’(,) ? &’)?, ( &’(?+ ? &’(+$ + &’),$ % &’?&> &
;"7 &’((& ? &’)?) ? &’(%? & &’-&> , &’)>% > &’&?+ %

表中右上方数值为群体间遗传相似系数；左下方为群体间的遗传距离。

"D2’G LDFDK21 2MDFK2KN（EO0PD M2EL0FEJ）EFM LDFDK21 M2GKEF1D（ODJ0Q M2EL0FEJ）R

!"A 系统聚类分析 根据 "D2’G 标准遗传距

离进行 S73@# 法聚类，由图 ( 可以看出，贵州

白水牛首先与遵义普通水牛聚为一类，然后和

铜仁普通水牛聚为一类；黔东南普通水牛和黔
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南普通水牛聚为一类。然后，遵义、铜仁类与黔

中普通水牛聚为一类，再与毕节普通水牛聚为

一类，最后与黔东南、黔南类相聚而成为贵州水

牛。

图 ! 贵州白水牛与 " 个普通水牛群体的

#$%&’()* 矩形聚类图

+,-. ! #$%&’()* /0123-4546,7 6844 39 %:,;03:
<0,64 =:99>23 >5? " @:99>23 /3/:2>6,35*（8476>5-24）

A 讨 论

ABC 微卫星位点的多态性 微卫星 !"# 标记

在多态性、群体平均杂合度、群体间遗传距离等

方面均高于蛋白位点［$，%&］。由微卫星标记计算

出的基因杂合度在 &’( ) &’* 之间，对于亲缘关

系较近的种群间的遗传距离估测、绘制系统发

生树方面更为精确和高效。由表 + 可以看出，

%% 个微卫星位点的多态信息含量（ !"#）大于

&’+，表明均为高度多态性位点。由 %% 个微卫

星位点计算的遗传距离所绘制的系统聚类图能

够清晰客观地反映贵州白水牛与普通水牛群体

的地理分布、遗传分化特点和亲缘关系的远近

程度。

AB! 贵州白水牛与普通水牛群体内的遗传变

异 有效等位基因数（$,）、遗传杂合度（%）、

多态信息含量（!"#）等是度量群体内遗传变异

的常用指标。由表 ( 可以看出，贵州白水牛与

- 个普通水牛群体的有效等位基因数相差不

大，说明各水牛群体遗传多样性丰富，但相互间

的分化不是太大。由表 . 可以看出，贵州白水

牛 与 普 通 水 牛 的 平 均 杂 合 度 为 &’/.+ & )
&’/$0 0，远高于史荣仙［%%］等运用血液蛋白多态

分析中国 %0 个地方水牛群体遗传结构所得到

的平均杂合度 &’(*+ & 1 &’&0+ /，说明贵州水牛

的遗传多样性较高，具有较好的遗传潜力，但也

说明贵州水牛要形成具有特色的地方类型还需

要进一步的进行本品种的选育。由表 + 可以看

出，贵州白水牛与普通水牛的平均多态信息含

量值均大于 &’+，这表明贵州水牛具有丰富的

遗传多样性。贵州白水牛在有效等位基因数、

平均遗传杂合度、多态信息含量上与对照的 -
个普通水牛群体间无明显差异。

ABA 贵州白水牛与普通水牛群体间的遗传变

异 传统分类法对贵州水牛的划分是根据体格

大小，结合生态条件分为黔北水牛、黔中水牛和

黔南水牛三个类型［%0］。根据表 - 和图 0，可以

将贵州水牛划分为 . 个类型：黔北大型水牛（贵

州白水牛、遵义普通水牛、铜仁普通水牛）、黔南

小型水牛（黔南普通水牛、黔东南普通水牛）、黔

中普通水牛、毕节普通水牛。本研究的结果与

传统划分法主要差别在于毕节水牛（234）和黔

中水牛（564）的归类上。传统分类法中没有毕

节类型，黔中水牛也是一个独立类型，而本研究

的聚类图上显示毕节水牛为一独立类型，黔中

水牛与黔北水牛更为接近。本研究所得到的对

贵州水牛的划分结果，更能反映不同地区贵州

水牛的生态地理分布特点及其历史形成的状

况，因而是对贵州水牛遗传研究的一个新突破

和新认识。

ABD 贵州白水牛与普通水牛亲缘关系的探讨

研究所涉及的 %% 个微卫星座位的总计 /0 个

等位基因中未发现属于贵州白水牛的特异性标

记基因，贵州白水牛在有效等位基因数、基因杂

合度、多态信息含量上与普通水牛间并无明显

差异。从本研究所涉及的 %% 个微卫星座位来

看，贵州白水牛在遗传多样性上与普通水牛之

间并无实质性的不同。从聚类分析的结果看，

贵州白水牛首先与遵义普通水牛聚类，然后和

铜仁普通水牛等聚类，贵州白水牛也并没有以

一个单独的群体独立聚为一类。但毕竟从宏观

的毛色等形态学的表现上，贵州白水牛和普通

水牛之间又具有明显的差异，并且这种差异能

够稳定地遗传。因此，结合研究的结果，我们认

为，贵州白水牛可能是其产地的普通水牛群体

·*(· 动物学杂志 #&’()*) +,-.(/0 ,1 2,,0,34 .0 卷



中的一个突变群，除了导致其突变体的遗传基

因外，就其基本的遗传基础来说，应该和普通水

牛是一致的。这一认识不仅与本研究的结果吻

合，而且也与贵州白水牛在其产地一直是与普

通水牛互交混配的事实相符合。至于导致其突

变的实质性的遗传变异究竟何在，则需要通过

其他的研究途径和方法进一步揭示。我们考

虑，可以从以下几方面着手：!从孟德尔遗传方

式入手，搞清贵州白水牛毛色的遗传方式；"进

一步从各种遗传标记入手分析贵州白水牛和普

通水牛的差异；#从功能结构基因入手，进一步

寻找贵州白水牛与普通水牛之间在有关功能基

因上的差异。

综上所述，利用 !! 个微卫星座位分析贵州

白水牛及 " 个普通水牛群体内和群体间的遗传

多样性和亲缘关系是有效的，可为正确评估贵

州白水牛与贵州地方水牛品种遗传多样性的资

源价值、制定合理可行的保种方案提供分子水

平的遗传学依据。
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