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第一部分前言

1．原羚属物种的生物学研究概况

原羚属(Pmc印rd)动物包括普氏原羚(尸pr∞Ⅵ，口b胁)、黄羊(Pg“舰加s口)

和减原羚(Ppic，托四“砌蜘。分布于中国、蒙古、锡金和俄罗斯，其中普氏原羚为

我国特有种，目前仅栖息于青海湖地区(蒋志刚等，2003)。原羚属隶属于牛科

羚羊亚科，其地理分布呈现明显的系统替代现象(王宗炜等，1963)。黄羊是东

蒙草原的典型代表；普氏原羚是荒漠与高原过渡地带种类；而藏原羚则生活于青

藏高原的草甸。

1．1生态学研究

对黄羊的生态学研究已有较多报道。张自学等(1995)和金昆等(1997)报

道了黄羊在中国和世界分布历史的变迁及其种群数量变化。孙静萍等(1996)、

高中信等(1996a，1996b)和关中明等(1999)详细报道了黄羊的集群行为、

社群行为、迁徙行为和黄羊对栖息生境的选择。高中信等(1995)对黄羊的食性

作了研究。李俊生等(2000a)评价了黄羊的主要饲料植物和食物营养质量，并

就呼伦贝尔草原地区黄羊肾脏重量和肾脏中心脂肪指数的变化进行了研究，初

步评价了不同年龄、不同性别组以及不同季节黄羊体况的差异(李俊生等，

2001a)。赵肯堂(1982)根据黄羊角年环外形特征、牙龄生长状况和磨损程度，

报道了黄羊年龄的鉴定方法。姜兆文等(1995)利用最微鉴定的方法，对赵肯堂

(1982)的黄羊年龄鉴定方法作了校正。肖前柱等(1982)和姜兆文等(1993)

根据两种不同的年龄鉴定方法，分别对黄羊种群结构、种群年龄结构、性比及种

群动态趋势作了预测，并编制了黄羊的静态生命表。

从1994年开始。蒋志刚等利用航片、GM卫星照片、GIs模型、生境适宜度模

型、种群生存力模型等系统地监测了青海湖地区普氏原羚种群动态。并就人类活

动、土地覆盖变化以及草地初级生产对普氏原羚种群生存力的影响：普氏原羚栖

息地选择、生境适宜度和活动规律；普氏原羚生境中的食物网；普氏原羚采食对

策及其与绵羊的食物竞争问题；狼捕食对普氏原羚生存的影响；草原围栏与普氏

原羚保护、草原生物多样性保护及普氏原羚社群行为和群体结构的时空动态等

等，进行了系统研究(蒋志刚等，2003)。
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迄今，有关藏原羚的生态学研究报道较少，鲁庆彬(2003)作了一简要的形

态特征和数量分布描述，张洪茂等(2002)利用数量化理论作过川西北藏原羚夏

季生境选择的研究，认为藏原羚的最适摄食生境为隐蔽条件较好，离水源较近的

草甸草原。

1．2生理生化及分子生物学研究

东北林业大学的学者对黄羊的胃肠消化道器官作了较为详尽的报道。李俊生

等(2001b)研究了黄羊消化道内7个部位f瘤胃、网胃、瓣胃、皱胃、小肠、盲
l

●

肠和直肠)食物粒径分布规律。马建章等(2001)从5l副黄羊消化道形态结构特

征得出黄羊属于混饲者。邹琦等(1999)通过石蜡切片法对成年健康黄羊胃肠进

行了组织形态学观察。李俊生等(2000b)对51头黄羊胃形态结构特征作了系统

研究。沈明华(2002)对普氏原羚的10项血液生理生化指标进行测定，发现普

氏原羚红细胞、红细胞压积、血红蛋白显著地高于低海拔地区的绵羊和山羊；但

其它大部分指标同黑羚羊、绵羊和山羊基本相近。

在基因水平上，此属物种的研究较少。Gatesy(1997)通过形态学和rDNA

数据藏原羚作了属间系统发育关系探讨，Ku纽dsova(2002)通过12S rRNA和

16s d矾A数据对黄羊作过属级间系统发育关系分析。Gatesy认为原羚属(仅藏

原羚)应归属于羚羊亚科羚羊族(An廿10pini)。而Kuenetsova的结果与经典分类较

为相悖，认为原羚属(仅黄羊)与羚羊亚科岛羚族(N，eotragim)犬羚属(^缸如q凇)

亲缘关系最近，它们聚为单系群。Lei等(2003a)通过12S rRNA和16s rRNA数

据得出普氏原羚不是藏原羚的一个亚种，普氏原羚与黄羊的分类亲缘关系较与减

原羚的亲缘关系近；黄羊不能成为独立属。另外，Lei等(2003b)分析了29个采

自四个种群普氏原羚线粒体DNA D．100p控制区序列，测定了孤立普氏原羚种群间

遗传差异，探讨了酱氏原羚分子地理系统学，提出保护进化显著单元。

1．3系统学研究

原羚属属级和属内各物种的分类进化地位历来争论较多(Groves，1967)。

sokolov(1953)根据眶下凹窝退化过渡特征认为原羚属(P加c印m)虽然与羚

羊属(G船P抛)有明显差异，但只是亚属差异，鹅喉羚(G．J“6删”“阳鲫为二者的中

间类型，原羚属应为羚羊属的亚属。绝大多数学者基于它们头骨、角形、毛色和
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齿系特征，认为原羚属物种为非典型羚羊，它们应作为独立属一原羚属，并认为

原羚属包含三个种即减原羚、普氏原羚和黄羊(刘明玉等，2000；sim口son，1945；

Groves，1967；Sokolov，1979)。但有人根据黄羊与普氏原羚及藏原羚之间的形

态差异较大，将黄羊列为黄羊属(尸加如陀娜)，将普氏原羚和藏原羚列为原羚属

(Pocock，1918；刘明玉等，200§!蠹gE?；二t鲤；ij■如掣勺晦暗罐凄舄强捌

滔涩懋莲滢噔壅"鲫酗?董iii耋j illl?：螽l!二蠹篷相隼否§醯|§霉一l《i塞i!ll§l萎

上耋!’；÷；主堂；§il|≤￡l l孽一辱荆丑裂川型硼秫分拂序飘n～皱再蜂。姜}蕈i翻l垂|{；矿

藁荔川。t§：i《l；|％珥罐浸心瑶理增芝京警量螽明盼}，鳃醴

批发商和零

售商也同样在选择制造商。“”除非厂家真的信誉卓著、又能给中间商留出足够的

利润空间，否则决不会期望到有良好资质的中间商主动上门要求代理其产品的。

所以，公司必须将服务和营销渠道功能分成一个个独立的元素，从而为目标顾客

提供正确的服务及营销渠道组合“”。厂商必须首先明白，且想办法让中间商明

白，双方的合作是愉快的和互利的，让即将成为渠道成员的中间商在加入之前就

知道“加入后到底可以获得哪些益处?”：让已成为渠道成员的经销商切实感觉

到合作有利可图，而且身心愉悦，才会奠定中间商的忠诚。即：

①提供品质优良、销路旺盛、利润丰厚的丰富的产品线，并从经销商的利益

出发，使之充分认识到经销公司产品的利益所在的重要性。

②提供强有力的如广 利益出发，使之充分认识到经销公司产品的利益所在的重要性。

②提供强有力的如广告津贴、购物指南宣传资料、展示会等广告促销支持显 ����x
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齿系特征，认为原羚属物种为非典型羚羊，它们应作为独立属一原羚属，并认为

原羚属包含三个种即减原羚、普氏原羚和黄羊(刘明玉等，2000；sim口son，1945；

Groves，1967；Sokolov，1979)。但有人根据黄羊与普氏原羚及藏原羚之间的形

态差异较大，将黄羊列为黄羊属(尸加如陀娜)，将普氏原羚和藏原羚列为原羚属

(Pocock，1918；刘明玉等，2000；Groves，2000)，且认为黄羊属是介于原羚

属和羚羊属的中间类型。A11en(1940)、E1lennall和Morrison—Scott(1951)以

及KIeischmidt(1961)曾一度将普氏原羚划为是藏原羚的一个亚种。Pousargues(引

白Groves，1967)则认为普氏原羚是藏原羚和鹅喉羚的杂交种。但Groves(1967)

对比研究了有关动物标本馆馆藏的普氏原羚标本的形态特征，确定普氏原羚为一

个独立的种。另外，根据普氏原羚与藏原羚在青藏高原同域分布，人们普遍认为

普氏原羚与减原羚的分类亲缘关系较普氏原羚与黄羊的亲缘关系近(蒋志刚等，

2003)。

2．研究的目的和意义

根据原羚属属内各物种和羚羊亚科各属间形态分类地位的混乱，分子数据在

属级分类上的争议和属内背景资料的缺乏之现状。本文利用进化速度较快、序列

长度高度保守和易于同源比对的线粒体DNA(mtDNA)细胞色素b(Cytocllrome

b)基因这一分子标记(Invin，1991；Hassallin，1999)，对原羚属属内物种及羚

羊亚科各属之间发育关系进行研究。

期望通过本研究，阐明原羚属及羚羊亚科各属物种之间的系统发育关系，这

对于日后羚羊亚科分类地位确定，重建牛科羚羊亚科系统发育树具有重要的理论

意义。
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第二部分材料与方法

1．材料

1．1样品

自四川省和内蒙古采集到藏原羚(户pfc咖口姚fd)、斑羚(ⅣPm口砌以P如s
cd“如f“s)、鬣羚(c(prfcDr”括cr如p“5)和黄羊(Pg“fm加Jd)样品13份，其中，

藏原羚3份、斑羚2份、鬣羚5份、黄羊3份。采集地点、时间和样品类型见

表l。

表l样品信息一览

T曲le l summary in如mation on the samples used jn this study

物种 样品数 采样地点 样品类型 观察资料 采样时间
Species No．ofsam口les Sampm喂Site Tissue sample Observatjons Sampling year

藏原羚3 四川木里 皮肤 野生 1999

鬣羚 l 四川青川 皮肤 野生 1999

4 四川木里 皮肤 野生 1999

斑羚 l 四川木里 皮肤 野生 1999

l 四川稻城 皮肤 野生 1999

黄羊 3 内蒙古满洲里肌肉 野生 1994

1．2试剂

T如DNA聚合酶、Ex T细DNA聚合酶、琼脂糖凝胶D1qA回收试剂盒、

pMDl8．T载体购自宝生物工程(大连)有限公司；其它常规试剂为进口分析纯，

购自上海生工生物工程公司：PCR引物由上海生工生物工程公司合成；测序由

上海生工生物工程公司和上海博亚生物技术有限公司完成。

1．3主要的仪器设备

PTC一200 PcR扩增仪(MJ Research公司)；PE 9600 PCR扩增仪(PE公司)；

5417R高速冷冻离心机(Eppendorf)；58lOR高速冷冻离心机(Eppendorf)：GeI

Doc 2000凝胶成像系统(Bio-Rad)；BS 200s电子天平(Sanorius)；Power P：AC 300

电泳仪(Bio．Rad)；Ultra Freeze超低温冰箱(Heto)：SBD．50 Bio恒温水浴摇床

(Heto)：nlenlloIllixer comfon 5355(Eppendo∞：venticell“lR烘箱(MMM)；

Incucell l“R培养箱(MMM)：3310pHMeter(Jenway)；SS·325灭菌柜(T0my)；

DNAmini真空干燥系统(Heto)：Sm眦S口ec 3000紫外分光光度计(Bio．Rad)。

2．方法
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2．1DNA提取

2．1．1肌肉样品总DNA的提取

(1)取少量肌肉样品，液氮下碾碎，然后加入370ul的TNE缓冲液(0．1M

NaCl：10Mm Tris—Hcl，PH 7．5；1mM EDTA．PH 8．O)，100ul的10％SDS，10¨l

的lOmg／ml蛋白酶K，20斗l的1mol／L的DTT，混匀后放入56。C下消化

至透明。

(2)4000rpm／min离心5分钟，取上清。

e3)加入等体积的酚，在自动混匀器上混匀lo分钟，Ioooorp“min离心10分

钟，取上清。

(4)加入等体积的酚：氯仿：异戊醇(25：24：1)，在自动混匀器上混匀lO

分钟，10000rpmhin离心10分钟，取上清。

(5)重复以上步骤。

(6)加入氯仿：异戊醇(24：1)，在自动混匀器上混匀10分钟，10000rp州min

离心L0分钟，取上清。

(7)在上清中加入1／10体积的3M NaAc和2倍体积的冰无水乙醇，混匀后放

入一200C沉淀30分钟。

(8)12 000rpIll／min离心lO分钟，弃无水乙醇，再用冷的70％乙醇洗涤沉淀。

(9)真空干燥，加入100 LLl TE溶解沉淀。

(10)紫外分光光度计测定浓度和纯度后，冻存于一200C备用。

2．1．2皮肤样品总DNA的提取

(1)用消毒后的镊子和剪刀反复刮皮肤表面，然后剪一小块放入1．5ml离心管

中，用TNE缓冲液在振荡器上高速冲洗2到3次。

(2)加入sOOulTNE缓冲液浸泡24小时。

(3)用消毒后的剪刀剪碎。

(4)其它步骤与上同。

2．2．PCR扩增

PCR引物使用曹丽荣等(2003)改进后的牛科物种cyt山基因全序列特异

性引物，引物序列为：L14724 5’．GATATGAAAAAcCATcGTTG-3’和H15915

5’．CCTTCTCTGGTTTACAAGAC一3’
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2．1DNA提取

2．1．1肌肉样品总DNA的提取

(1)取少量肌肉样品，液氮下碾碎，然后加入370ul的TNE缓冲液(0．1M

NaCl：10Mm Tris—Hcl，PH 7．5；1mM EDTA．PH 8．O)，100ul的10％SDS，10¨l

的lOmg／ml蛋白酶K，20斗l的1mol／L的DTT，混匀后放入56。C下消化

至透明。

(2)4000rpm／min离心5分钟，取上清。

e3)加入等体积的酚，在自动混匀器上混匀lo分钟，Ioooorp“min离心10分

钟，取上清。

(4)加入等体积的酚：氯仿：异戊醇(25：24：1)，在自动混匀器上混匀lO

分钟，10000rpmhin离心10分钟，取上清。

(5)重复以上步骤。

(6)加入氯仿：异戊醇(24：1)，在自动混匀器上混匀10分钟，10000rp州min

离心L0分钟，取上清。

(7)在上清中加入1／10体积的3M NaAc和2倍体积的冰无水乙醇，混匀后放

入一200C沉淀30分钟。

(8)12 000rpIll／min离心lO分钟，弃无水乙醇，再用冷的70％乙醇洗涤沉淀。

(9)真空干燥，加入100 LLl TE溶解沉淀。

(10)紫外分光％篓卜戮驯Fa到劁蟊戳i韩囊謦；ii；毳氆唾；

ij二ji给更堑鬻曙謦妻囊至

限制渠道成员出售竞争对手的产品。
为渠道成员提供其目 标市场的市场调查。
培养客户带头人．使之成为渠道成员。

提供质量好、有稳定可观利润的产品。

访问顾客，反馈信息 。

渠道建立之后，如何维护自己的渠道网络体系，巩固渠道关系，建设忠诚于

自己的网络体系成为企业渠道竞争的重要内容。然而，一个产品从面世到推出市

场的整个生命周期过程中，中间商的积极性也表现出不同的变化，要保持渠道的

稳定和高效，就必须不断激励中间商。要成功的激励渠道成员，就必须尽可能从

渠道关系中了解渠道成员的需求“⋯，然而无论何种形式的激励，核心都是解决

中间商的长期及短期利益问题。这样看来，如果能够协助中间商尽快将产品送到







——一． 塑竖查鲎堡主兰竺堡苎

2．3．4转化

A·分别取x—gal(50mg／m1)20“i，工PTG(O．1M)100“I涂布LB平板(含lOo肚gnnl

氨苄青霉素)。

B．在连接反应管中加入loo“1感受态细胞，轻旋混匀，冰浴30分钟。

C．42。C热激90秒。

D．将管迅速转移到冰上冷却2分钟。

E．每管加入400肛l sOc培养基，37。c 200rp州min振荡培养1小时。

F．室温4000rpIll，hin离心5分钟，吸弃400ul上清。

G．吸取余下的转化物，涂布上述平板。

H．37。C正向放置培养1小时。

I．37。C倒置培养过夜。

2．3．5筛选

选择白色菌落，挑至含Amp的LB液体培养基中，37。C 200rp耐诚n振荡培

养4小时。

2．3．6鉴定

取上述菌液l肚l进行PCR检测，反应条件如前所述。

2．4测序

取鉴定正确的菌液，加入lOml LB液体培养基中，370C 200rp叫min振荡培

养过夜。然后取1ml菌液，送交上海生工生物工程有限公司，用通用引物

(M13十／M13一)进行双向测序。DNA自动测序仪型号为ABI PluSM 377．96。

2．5 DNA序列数据处理分析

搜寻GeneBaIlk上所有羚羊亚科物种C”b基因全序列，结合本次羚羊亚科

原羚属藏原羚和黄羊全部测序结果(各3个)，对羚羊亚科原羚属属内物种及羚

羊亚科各属之间发育关系进行研究分析。另取本次羊亚科斑羚(^々研。砌卯d协

c日“妇f“s)和鬣羚(C印rf∞，雕f cr印w)测序结果(各1个)及来自GcneBank

的牛科其它亚科物种作为外群对照。共使有33个物种，41个个体，分析物种出

处详见表2。同时根据牛亚科处于牛科系统分类的基础地位(Gatesy，1997：

Matthee，2001；Reza，2000)，定义牛(肋J妇“阿)夕}群为根(root)。

用Megalj郢软件(DNAStarIllc，】996)对测定序列和从GeneBallk中下载的

2



——一． 塑竖查鲎堡主兰竺堡苎

2．3．4转化

A·分别取x—gal(50mg／m1)20“i，工PTG(O．1M)100“I涂布LB平板(含lOo肚gnnl

氨苄青霉素)。

B．在连接反应管中加入loo“1感受态细胞，轻旋混匀，冰浴30分钟。

C．42。C热激90秒。

D．将管迅速转移到冰上冷却2分钟。

E．每管加入400肛l sOc培养基，37。c 200rp州min振荡培养1小时。

F．室温4000rpIll，hin离心5分钟，吸弃400ul上清。

G．吸取余下的转化物，涂布上述平板。

H．37。C正向放置培养1小时。

I．37。C倒置培养过夜。

2．3．5筛选

选择白色菌落，挑至含Amp的LB液体培养基中，37。C 200rp耐诚n振荡培

养4小时。

2．3．6鉴定

取上述菌液l肚l进行PCR检测，反应条件如前所述。

2．4测序

取鉴定正确的菌液，加入lOml LB液体培养基中，370C 200rp叫min振荡培

养过夜。然后取1ml菌液，送交上海生工生物工程有限公司，用通用引物

(M13十／M13一)进行双向测序。DNA自动测序仪型号为ABI PluSM 377．96。

2．5 DNA序列数据处理分析

搜寻GeneBaIlk上所有羚羊亚科物种C”b基因全序列，结合本次羚羊亚科

原羚属藏原羚和黄羊全部测序结果(各3个)，对羚羊亚科原羚属属内物种及羚

羊亚科各属之间发育关系进行研究分析。另取本次羊亚科斑羚(^々研。砌卯d协

c日“妇f“s)和鬣羚(C印rf∞，雕；ij纛弦§邑孙嚣籀f鬃{磊：笔名萎簦引i誉涫溪

酗蛳甜雏万幽雏鞒劓酝娶蠢嚣稳辎。瑟疆简!l乳相积!喜；雅始“；稽并貅蘩誓

瞧装坐剥a。蓍掣瓢鞋旨掣}茧芦￡‰剽舔谚灌哩嘎崞遵惰l墓薹ii委j!÷赛加羚

羊差异最小，差异值分别为12．34％和“．75％；黄羊、藏原羚分别与

岛羚及山羚相距最远，差异值分别为15|29％和14．93％。作为外群的牛和内群各

种之间序列差异值为15．64～19．65％，平均17．39％；与原羚属平均差异值为16．5

％。详见表 3。
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同源序列进行排序。用clustalxl．8软件(Thompson，1997)进行cyt b基因全

序列的比对。用MEGA2．1(Kumar 8r以，2001)软件计算不同序列间的碱基替代

数、变异位点、简约信息位点数、转换颠换百分比、转换／颠换比率和Kimura(198 0)

两参数(2．口ar锄eter)距离。用DNASTAR软件计算两两序列的遗传相似度和序

列差异百分比。基因突变是否饱和采用转换颠换散点分析(Bimngi，2001)。使

用PAuP4．Ob8软件(swofrord，1998)构建邻近(NJ)树、开启式功能搜寻最简约

(MP)树和TBR法搜寻最大似然(ML)树。依据所获得转换／颠换平均比率，

MP和ML树采取加权(wei啦ting)系数(吕宝忠等译，2002)。系统简约信息

分析使用步长(Tree Ien醇h)，一致性指数(consistency index，CI)、保留指数

(retention index．RI)、同型指数(homoplasy index，HI)和重复衡量一致性指数

frescaled consistency index，RcI)评估。NJ和MP系统树各分枝的置信度由lOOO

次自举(Bootstra口)重复检测：ML系统树分枝置信度由100次自举重复检测。

依据分歧时间的计算公式D=2Ⅱt(Li甜d，1981)，以牛科动物已校正的Cyt 6

分子钟，细胞色素6全序列平均进化速度为2唰百万年(Birungi，2001；硒kl(awa，

1997： Manhee吖烈，1999)计算分歧时间。
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第三部分结果和讨论

得到牛科4个物种13个个体细胞色素6基因的全序列，CIustalxl．8软件排

序比对具体分布位置见图一。

1．细胞色素6基因碱基序列组成、变异位点及序列差异

经对位排列后，41个个体Cytb基因序列中，共有1140个碱基位点。其中

有568个核酸变异位点，435个简约信息位点。A、T、C、G碱基平均含量为31．4

％、26．6％、28．7％、13．3％，密码子第三位点G碱基含量为6．1％；原羚属黄羊

和藏原羚6条基因序列中，A、T、C、G碱基平均含量为31，5％、27．3％、28．O

％、132％，密码子第三位点G碱基含量为5．O％。原羚属种内和种间及相关物

种基因序列差异百分比显示出：原羚属种内和种间均有较高的遗传相似性，黄羊

种内序列差异值为1．26％～1．9l％，平均为1．51％；藏原羚种内序列差异值为O．18

％～O．9％，平均为O．6％；属内二者种间序列差异平均值为3．78％。原羚属种间

序列差异平均值(3．78％)与犬羚属种间序列差异平均值(2．28％)较近；同比

而言，羚羊亚科羚羊属、小岩羚属属内种间序列差异值较大分别为9．35％、8．84

％。原羚属与羚羊亚科其它属级序列差异百分比显示出：原羚属与赛加羚羊属、

跳羚属同源相似性较高，序列差异平均值分别为12．06％、13．14％；与岛羚属同

源相似性最小，差异值为14．93％。羚羊亚科内属间相互比对差异平均值为11．09

％～17．38％，印度羚属与羚羊属差异最小为11．09％；犬羚属与岛羚属差异最大

为17．38％。原羚属黄羊和藏原羚与羚羊亚科其它属物种对比发现：黄羊和减原

羚与赛加羚羊差异最小，差异值分别为12．34％和“．75％；黄羊、藏原羚分别与

岛羚及山羚相距最远，差异值分别为15|29％和14．93％。作为外群的牛和内群各

种之间序列差异值为15．64～19．65％，平均17．39％；与原羚属平均差异值为16．5

％。详见表3。

2．细胞色素6基因序列核酸变异方式

41个个体，33个物种间核苷酸碱基的变异存在很大的差异：平均替换数为

151个，在密码子的第三位点中存在95个变异，占总变异位点的62．91％：T一

一c、A一一G的转换数分别为87个和30个，A一一C、 A一一T、T一一G和

14
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C一一G的颠换数分别为20、10、2和2个。原羚属黄羊和藏原羚平均替换数为

43个，在密码子的第三位点中存在29个变异，占总变异位点的67．4％；T一一c、

A一一G的转换数分别为28个和14个，A一一c、 A一一T、T一一G和c一一

G的颠换数分别为l、0、O和0个。黄羊和藏原羚种内平均替换数分别为17和

7个，在密码子的第三位点中存在15和6个，分别占总变异位点的882％和85．7

％，且均为转换。表3显示出：黄羊和藏原羚种内转换与颠换比值(Ts／Tv)近乎为

无穷大(分别为17／O和7／O)，二者种间Ts／Tv为43(43／1)。原羚属与羚羊亚科

其它属间转换颠换比值(Ts厂rv)在2，76～11．37：l之间(106～14l ts，12～43tv)。

羚羊亚科属间转换颠换比值在2．5～11．4：l之间(103～165 ts，12～53tv)。原羚

属物种与外群牛转换颠换比值为2，92：1(140ts，48tv)。

3．细胞色素6基因转换颠换散点饱和性分析

取羚羊亚科及外群牛作散点饱和性分析，羚羊亚科属内、属间，羚羊亚科与

外群的序列差异及转换(ts)、颠换(tv)数散点饱和图见图2(a、b、c)。结果发现：

原羚属及羚羊亚科属内、属间随着序列差异比提高，其碱基替换数均伴有线性提

高，但羚羊亚科各属内、属间突变均未达到饱和。在羚羊亚科与外群的饱和分析

比较中，所有颠换位点和转换位点中仅有第三转换位点fts3)存在有饱和现象，

但羚羊亚科与外群突变仍未完全达到饱和临界。

4．细胞色素6基因全序列分子系统树构建

基于41条33个牛科物种全序列(568个核酸变异位点，435个简约信息位

点)获取最大简约MP树(开启搜寻)和卜『J树，4倍加权的MP树和NJ树(根据

TS／Tv接近于4，采用4倍加权，自举引导值lOOO次)，最大似然(ML)树(TBR

(tree_bisection．recollnection)法搜寻，100次自举重复检测)：MP树和NJ树基本

相似，发现3棵MP树(步长(1cngth)_2507，CI=O．307，王u=O．499，HI=0．693，RCI

=O．153，树略)。4倍加权MP树(步长=9350，CI-O．280，Rj=o．429，HI=O．720．

RCI=O．120)和NJ树见图3，图4：4倍加权ML树见图5。除羚羊亚科藏羚属系

统支持略有不同外，ML树相似于MP和NJ树。结果显示：原羚属属内黄羊和

藏原羚及犬羚属内物种单系发生(Molophyly)：原羚属与赛加羚羊属、犬羚属及

跳羚属等并系发生(Paraphyly)，原羚属隶属于羚羊亚科；在3种树羚羊亚科组
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成属间基本上没有单系起源，而多为并系起源。

5．讨论

5．1黄羊与藏原羚系统发育关系

随着分歧时间增加，其物种亲缘关系变远，同源基因序列差异值会增加，颠

换变化也随之增加(Ir晰n，1991)。黄羊与藏原羚细胞色素b基因序列遗传差异值

3．78％，颠换数目近乎为0，充分显示黄羊和藏原羚有着较之其他牛科物种更近

的亲缘关系。根据牛科狷羚亚科角马属(CD”no出口8饱s)(M甜hee，1999)、小苇

羚亚科水羚属(勋6“5)(Binmgi，2001)和犬羚属属内物种遗传差异较小时，与

同亚科属外物种的遗传差异就较大的现象(属内遗传差异值为2．05％、O．3％、

2．28％；属外物种遗传差异值分别为11．53％～192l％、7．7％～14．7％、12．3％～

17．89)。利用黄羊和藏原羚与同亚科其它物种序列遗传差异值(属内3．78％遗传

差异值，属外物种遗传差异值12．06～14．93％)现象及结合分子系统树高举信支

持黄羊和藏原羚同系发生，原羚属与羚羊亚科其它相近属并系发生(图3、图4

和图5)现象。我们赞成把黄羊和藏原羚列为同一属不同种，此属为独立属(原

羚属P阳c印r口)观点(Simpson，1945；(}roves，1967；Sokolov，1979)。

所有牛科41个个体不同的物种间转换的差异与颠换差异呈现正相关，种间

转换颠换比值最低为2．4，所有数值均大于转换颠换比的临界值2．O

(Knight，1993)，表现出高的转换偏奇(bias)，这与牛科、马羚亚科小羚羊

(Bettine，2001)和食肉耳犬科(MaSuda et a1．，1994)的研究结果基本一致。随着

进化时问的增加，颠换的积累，哺乳动物的mtDNA转换偏奇会下降，转换颠换

比值(Ts／Tv)趋向于稳定临界，饱和性会增加(Hedges，1991；Zh趴g，1993)。通过本

研究中黄羊与藏原羚的转换颠换比值(43／1)。羚羊亚科属闽种间转换与颠换比

值(Ts／Tv)在2．5～11．4，羚羊亚科与外群转换颠换值(2．4～3．5)及饱和散点图线

性化(图2 a、b、c)。说明牛科各物种间Cytb基因序列的突变未达到饱和状态，

尤其是黄羊与藏原羚之间Cytb基因序列的突变远未饱和，随着进化时间推移，

它们的遗传差异的增加，转换可能趋向于饱和。根据黄羊和藏原羚转换远未饱和

现象，我们选择牛科动物已校正的细胞色素b基因全序列每百万年2％的进化分

子钟(Birun西，2001)，推测黄羊和藏原羚的分歧时间大约在1～2百万年。

5．2原羚属系统发育关系

16
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成属间基本上没有单系起源，而多为并系起源。

5．讨论

5．1黄羊与藏原羚系统发育关系

随着分歧时间增加，其物种亲缘关系变远，同源基因序列差异值会增加，颠

换变化也随之增加(Ir晰n，1991)。黄羊与藏原羚细胞色素b基因序列遗传差异值

3．78％，颠换数目近乎为0，充分显示黄羊和藏原羚有着较之其他牛科物种更近

的亲缘关系。根据牛科狷羚亚科角马属(CD”no出口8饱s)(M甜hee，1999)、小苇

羚亚科水羚属(勋6“5)(Binmgi，2001)和犬羚属属内物种遗传差异较小时，与

同亚科属外物种的遗传差异就较大的现象(属耋州驸妫至砷}I|!。；；囊i l÷；蕈．

1。il囊；拍被酥磁称翰瓣笛委骧并不蔓?di荔～j；菱：蓥。!?}摹一；j：；矍，|萋：≤P～

|《!§i!。蓉垴黔葱建

。，使多数消费者

进入了一个持币观望的状态，有效的遏制了长虹掀起价格战策略的实现。

⑥选择产品的认知／质量组合模式，提高客户可认知的价值。

⑦对于市场领导者，开辟新的渠道推出阻击品牌，保护主体市场(康拜恩的

推出)。

(3)渠道乱价行为的解决

①建立规范的价格体系。制定统一开单价、统一批发价、统一零售挂牌价并

严格执行和监督。安排导购员每天监督监控零售商的统一零售挂牌价的实施，业

务员监督批发商批发价的执行情况，一旦发现违反价格情况，立即纠正。

②处理好客情关系。

③维护渠道的价格梯度。

④协调不同渠道的价格差异关系。

⑤掌握各网点的经营动态。

⑥响应厂家的价格调整政策。

⑦科龙、 华宝／容声、康拜恩分渠道、分品牌、分型号操作。

⑧折扣、 促销、返利等激励政策保持相对一致。

5．3科龙电器渠道的沟通管理

在渠道中 进行沟通管理，有利于增强经销商对公司及其品牌的信心和忠诚

度，达到增强网络维护和渠道质量的目的。首先要建立行之有效的沟通机制，公

司总部与
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成属间基本上没有单系起源，而多为并系起源。

5．讨论

5．1黄羊与藏原羚系统发育关系

随着分歧时间增加，其物种亲缘关系变远，同源基因序列差异值会增加，颠

换变化也随之增加(Irwin，1991)。黄羊与藏原羚细胞色素b基因序列遗传差异值

3．78％，颠换数目近乎为0，充分显示黄羊和藏原羚有着较之其他牛科物种更近

的亲缘关系。根据牛科狷羚亚科角马属(Connochae饱s)(Matthee，1999)、小苇

羚亚科水羚属(Kobus)(Birungi，2001)和犬羚属属内物种遗传差异较小时，与

同亚科属外物种的遗传差异就较大的现象(属内遗传差异值为2．05％、O．3％、

2．28％；属外物种遗传差异值分别为11．53％～192l％、7．7％～14．7％、12．3％～

17．89)。利用黄羊和藏原羚与同亚科其它物种序列遗传差异值(属内3．78％遗传

差异值，属外物种遗传差异值12．06--14．93％)现象及结合分子系统树高举信支

持黄羊和藏原羚同系发生，原羚属与羚羊亚科其它相近属并系发生(图3、图4

和图5)现象。我们赞成把黄羊和藏原羚列为同一属不同种，此属为独立属(原

羚属Procapra)观点(Simpson，1945；Groves，1967；Sokolov，1979)。

所有牛科41个个体不同的物种间转换的差异与颠换差异呈现正相关，种间

转换颠换比值最低为2．4，所有数值均大于转换颠换比的临界值2．0

(Knight，1993)，表现出高的转换偏奇(bias)，这与牛科、马羚亚科小羚羊

(Bettine，2001)和食肉耳犬科(Masuda et a1．，1994)的研究结果基本一致。随着

进化时问的增加，颠换的积累，哺乳动物的mtDNA转换偏奇会下降，转换颠换

比值(Ts／Tv)趋向于稳定临界，饱和性会增力g(Hedges，1991；Zhang，1993)。通过本

研究中黄羊与藏原羚的转换颠换比值(43／1)。羚羊亚科属闽种间转换与颠换比

值(Ts／Tv)在2．5～11．4，羚羊亚科与外群转换颠换值(2．4～3．5)及饱和散点图线

性化(图2 a、b、c)。说明牛科各物种间Cytb基因序列的突变未达到饱和状态，

尤其是黄羊与藏原羚之间Cytb基因序列的突变远未饱和，随着进化时间推移，

它们的遗传差异的增加，转换可能趋向于饱和。根据黄羊和藏原羚转换远未饱和

现象，我们选择牛科动物已校正的细胞色素b基因全序列每百万年2％的进化分

子钟(Birungi，2001)，推测黄羊和藏原羚的分歧时间大约在1～2百万年。

5．2原羚属系统发育关系

16
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仅管同比原羚属与羚羊亚科赛加羚羊属、犬羚属及跳羚属物种基因序列具有

较高的同源相似性，但它们的序列差异均大于12％；此外进化系统树也不举信

支持原羚属与赛加羚羊属、犬羚属聚为单系。所以我们的结果既不支持

Kuznetsova(2002)从12S rRNA和16S rRNA认为原羚属与犬羚属具有单系姐

妹群关系的假设；也不支持原羚属与羚羊属亲缘关系更近(Tikhonov，1995)，

原羚属与赛加羚羊属亲缘关系较近(Groves，2000)的观点；而仅赞成原羚属归

属于羚羊亚科(Gatesy，1997)的观点。原羚属与赛加羚羊属、犬羚属及跳羚属

等是并系发生，起源于共同祖先、互为羚羊亚科下姊妹群。根据细胞色素b基因

全序列每百万年2％的进化分子钟，推测原羚属与赛加羚羊属的分歧时间大约在

5．7--6．3百万年、原羚属与犬羚属的分歧时间大约在6．1～7．2百万年、原羚属与
＼

羚羊属的分歧时间大约在6．4--7．1百万年、原羚属与跳羚属的分歧时间大约在

6．246．8百万年；而和关系较远的岛羚属、藏羚属、山羚属分歧时间大约在7～8

百万年。

通过系统树我们发现，基于细胞色素b基因全序列数据分析所得到的羚羊亚

科基因进化树，与传统分类不太相符合。主要是羚羊亚科岛羚属、山羚属、藏羚

属三属的分类地位，山羚属与马羚亚科小羚羊属聚为一支；岛羚属在MP、NJ

树上单列为一支，ML树上显示出岛羚属应是其它聚类群的基础分支(图5)；藏

羚属应隶属于羊亚科，为羊亚科的基础进化支。为得出羚羊亚科真实的物种系统

进化树，下一步研究工作应选择多个分子遗传标记(包括线粒体和核基因)结合

传统形态分类构建羚羊亚科系统进化树。
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GazeJla dama rutVcoJJis I苍羚)

6aze}ia gIanti《格氏羚)

G8zeIla subgutttlTOSa{鹅嗾羚1

Antilope cerYicapra(印凄羚)

Litocranius walleri(歇颈羚)

Sniga tataiicaf赛抽羚#)

Jfadoqua guentheri(两氏犬羚)

Eddoqua kirkfi (摘氏羚1

Antidorcas marsupialis(Eta)
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Oreotragus oreotragus{山羚) Antiloplnae

P∞tbolops hodgsoni(|厩PkJ Antilopinae

Capra caucasica《高蕊素m羊1 g≥prinae

Capra cylindricornis(东出羊) Caprinae

Capra sibirica(砭溯山羊) Caprinae

Pseudois nayaar(岩羊) Capr]nae

AⅫotragL|s lervia(鬣羊) Caprz'nae

Capricornis crispus(斑羚、 Caprinae

Nemofhaedus caudatus(鬣羚) Caprinae

Ovis al·ies(士耳其盘羊) Caprinae

Kobus ellipsiprymnus t东羚) Reduncinae

Pel％capreo]us t短角羚)Peleinae

Aepyceros melampus(黑斑羚) AepycerotEnae
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Cephalophaa maxwellii(麦氏小羚羊) Cephalophinae
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AF064487
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矫022053
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AF022052
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岛羚属
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Bosy3僖跚移纠 Antilopinae 本文 原羚属

Bos08饼秽纠 Caprinae 本文 鬣羚属

注：Boshl、Bos}12、Bosh4分别代表黄羊三个个体，Bosyl、Bosy2、Bosy3分别代表臧腺

羚三个个体，Bosbl代表一个斑羚个体，Bosb8代表一个鬣羚个体(Boshl，Bosh2，Bosh4denote

three Mongolian gazella samples；Bosyl，Bosy2，Bosy3 denote three Tibetan gazena samples：

Bosbl denotes a Goral samples；Bosh8 denotes a Serow samples)
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Table 3 Percentage divergence(below diagonal)and numbers of

transitions／tranversions(above diagonal)for complete cytoc}1rome b sequences in 33

species(41 samples)of Bovidae

表3牛科33个种(41个样本)Cytb基因全序列差异百分比(下三角)和转

换数／颠换数(上三角)

No 1～41 denote Gazella．dama．ruficollis Gazella．gmnti Gazella．subgurturosa

Antilope cervicapra Litocranius walleri Saiga．tatarica bosh2 bosh4 boshl bosyl

bosy3 bosy2 Madoqua guentheri Madoqua．kirkii Antidorcas．marsupialis

Raphicerus．campestris Raphicerus．sharpei Raphicerus．melanotis Ourebia．ourebi

Neotragus．moschatus— Neotragus．moschatus zul Neotragus．moschatus．1iv Bos．．taurus

Kobus．ellipsiprymnus Pelea capreolus Aepyceros．melampus Capra．caucasica Capra，hircus

Capra sibirica Pseudois．nayaur Ammotragus．1ervia Capricomis．crispus bosb8

Nemorhaedus．caudatus bosbl Ovis．aries Pantholops．hodgsoni Addax．nasomaculatus

AlceIaphus．buselaphus Cephalophus．maxwellii Oreotragus．oreotragus

2l
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CLTJSTAL X(1，81)muitiple sequente alignment

bosh2 ATGACCAATATCCGAAAAGCCCACCCACTTATAAKAATTGTAAATAACGCATTTATTGAC

bosh4 ATGACCAATATCCGAAA^ACCCACCCACTTATAAAAATTGn蛆ATAACGCATTTATTGAC

boshl ATGACCAATATCCGAAAAACCCACCCACTTATAAAAATTGTAAACAACGCATTTATTGAC

bosy l ATGACCAATATCCGAAAAACCCACCCACTCATAAAAATTGTAAATAACGCATTTATTGAC

bosy3 ATGACCAATATCCGAAAAACCCACCCACTCAT从AAATTGTAAATAACGCACTTATTGAc

bosy2 ATGACCAATATcCGAAAAACCCACCCACTCATAAAAATTGTAAATAACGCATTTATTGAC

bosbl ATGACCAACATCCAAAAAACTCACCCACTAATAAAAATCGTAAATAATGCATTTATTOAC

bosb2 ATGACCAACATCCGAAAAACTCACCCACTAATAA从ATCGTAAATAATGCATTTATTGAC

bosblO ATGACCAACATTCGAAAAACTCACCCACTAATAAAAATTGTAAATAACGCATTCATTGAC

bosh4 ATGACcAACATTCGAAAAAcTCACCCACTAATAAAAATTGTAAATAACGCATTCATTGAC

bosh8 ATGACCAACATTCGAAAAACTCAcCCACTAATAA^AATTGTA从TAACGCATTCATTGAC

bosb9 AT6ACCAACATTCGAAAAACTCACCCACTAATAAAAATTGTAAATAACGcATTCATTGAC

bosbl2 ATGACCAACATTCGAAAAACTCACTCACTAATAAA从TTGTAAATAACGCATTCATTGAc

}}$幸木丰丰丰丰{{术丰丰丰术丰}丰$木丰术幸幸丰车卓卑丰}}车章木幸丰牵半掌}术丰斗卓牛车丰

bosh2

bosh4

boshl

bosyl

bosy3

bosy2

bosbl

bosb2

bosbl0

bosb4

bosb8

bosb9

bosbl2

bosh2

bosh4

boshl

bosyl

bosy3

bosy2

bosbl

bosb2

bosbl0

bosb4

bosb8

bosb9

bosbl2

CTTCCAGCCCCATCAAACATTTCATCATGGTGAAACTTTGGCTCCCTCTTAGGCATCTGC

CTTCCAGCCCCATC耻溘CATTTCATCATGGTGAAACTTTGGCTCCCTCTTAGGCATCTGC

CTTCCAGCCCCATcA从CATTTCATCATGATG从ACTTTGGCTCCCTCTTAGGCATCTGC

CTCCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAHACTTTGGCTCCCTCCTAGGCATCTGC

CTCCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAA唧GGCTCCCTCCTAGGCATCTGC
CTCCCAGCCCCATCAAACATCTCATCATGAlBA^^CTTTGGCTCCCTCCTAGGCATTTGC

CTCCCAACCCCACCAAACATcTcATTGTGGTGAAACTTCGGCTCCCTCCTGGGCATCTGC

CTCCCAAcCCCACCAAACATcTcATTGTGGTGAAACTTCGGCTCCCTCCTGGGCATCTGC

CTCCCAACCCCATCAAACATCTCATCATGATGGAACTTOGGCTCCCTCCTGGGCATCTGC

CTcCCAACCCCATCAAACATCTCATCATGATGGAACTTCGGCTCCCTCCTGGGCATCTGC

CTCCcAACCCCATCAAACATCTcATCATGATGGAACTTcGGCTCCCTCCTGGGCATCTGC

cTCCCAAcCCcATCAAACATcTCATcATGATGGAACTTCGGCTCCCTCCTGGGCATCTGC

CTCCC从CCCCATCA从CATCTCATCATGATGAAACTTCGGCTCCCTCCTGGGCATCTGC
女$木木丰奉木木掌拳术掌丰木术丰木幸木料 末母术书幸事母母木木宰半料书木日呻霉丰$丰掌冰卓率幸

CTAATTCTAC从ATCCTAACAGGCCTATTCCTAGCAATAcACTACACAGCCGACACAGCA

CTAATTCTAcA从TCCTAACAGGCCTGlvrCCTAGCAACACACTACACAGCCGACACAGCA

CTAATTCTACA从TCcTAACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACAGCCGACACAGCA

CTAATCCTACA从TCCTAACAGGCCTATTTcTAGCAATAcAcTACACAGCCGACACGGCA

CTAATCCTAC从ATCCTAACAGGCCTATTTCTAGC从TAcACTACACAGCCGACACGGCA

CT从TCCTACAAATCCTAACAGGCCTATTTCTAGCAATACACTACACAGCCGACACGGCA

CTAATTCTACAAATCcTAACAGGcCTATTCCTAGCAATAcACTATTcATCCGACACAACA

CTAATTCTACA从TCCTAACAGGCCTATTCCTAGCAATACAcTATTCATCCGACACAACA

CTAATTCTACAAATCCTAACAGGCCTATTCCTAGC从TAcATTATACATCCGACACAACA

CT从TTCTACAAATCCTAACAGGCCTATTCCTAGC从TAcATTATACATCCGACACAACA

CTAATTCTACAAATCCTAACAGGCCTATTCcTAGCAATACATTATACATCCGACACAACA

CTAATTCTACAAATCcTAACAGGCCTATTCCTAGCAATACATTATACATCCGACACAACA

CT从TTCTACAAATCCTAACA6GcCTATTCCTAGCAATAcATTATACATCCGACACAACA
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bosh2

bosh4

hoshl

bosyl

boSy3

boSv2

boSbl

bosb2

bosbLO

bosb4

bosb8

bosb9

bosbl2

boSh2

bosh4

boshl

bosyl

bosy3

bosy2

boSbl

bosb2

bosbl0

bosb4

bosb8

bosh9

bosbl2

bosh2

bosh4

boshi

bosyl

bosy3

bosy2

bosbl

bosb2

bosbl0

bosb4

bosb8

bosb9

丰丰丰丰术丰幸章丰丰丰丰卑丰料车丰丰丰木木木木十幸术丰卑丰{丰丰丰丰幸丰术丰 木丰丰丰木}$％$ }}

ACAGCATTCTCCTCcGTCACCCATATCTGTCGAGACGTTAuACTATGGcTGAATCATCCGA

ACAGCATTCTCTTCCGTCACCCATATCTGTCGAGACGTTAACTATGGCTGAATCATCCGA

ACAGCATTCTCeTCCGTCACCCATATCTGTCGAGACGTTAACTATGGCTGAATCATCCGA

ACAGCATTCTCCTCCGTCACCCATATCTGTCGAGACGTTAACTATGGCTGAATTATCCGA

ACAGCATTCTCCTCCGTCACCCATATCTGTCGAGACGTTAACTATGGCTGAATTATCCGA

ACAGCATTCTCCTCCGTCACCCATATCTGTCGAGACGTTAACTATGGCTGAATTATCCGA

ACAGCATTTTCTTCTGTAACACACATCTGCCGAGACGTA从CTATGGCTGAATTATCCGA

ACAGCATTTTcTTCTGTAACACACATcTGCCGA6ACGT从ATTATGGCTGAATTATCCGA

ACAGCATTCTCTTCTGTAACACAC盯TTGCCGAGATGTAAACTATGGCTGAATTATCCGA

AcAGCATTcTCTTCTGTAACACATATTTGCCGAGATGT^AACTATGGCTGAATTATCCGA

ACAGCATTCTCTTCCGTAACACATATTTGCCGGGATGTAAACTATGGcTGAATTATCCGA

ACAGCATTCTCTTCTGTAACACATATTTGCCGGGATGTAAACTATGGCTGAATTATCCGA

ACAGCATTCTCTTCTGTAAcACAcATTTGCCGAGATGT从ACTATGGCTGGATTATCCGA

丰木卓{}木丰木丰$}％丰$$术丰木木术木木丰幸丰木木木丰木丰丰卓丰丰卓木木丰}丰牢车}$丰

TATATAcATGCAAATGGAGCTTCAATATTCTTTATTTGCTTA”TATACAcGTAGGACGA

TATATACATGCAAATGGAGCTTCAATAITCTTTATlTGCTTATTTATACACGTAGGACGA

TATATACATGCAAATGGAGCTTcAATATTCTTTATTTGCTTATTTATACACGTAGGACGA

TATATACATGCAAATGGAGCTTCJ啦TATTcTTTATCTG口TATTTATACACGTAGGACGA

TATATACATGCAAATGGAGCTTCAATATTCTTTATCTGCTTATTTATACACGTAGGACGA

TATATACATGCA从TGGAGCTTCAATATTCTTTATTTGCTTATTTATAcACGTAGGACGA

TACATACACGCAAACGGAGCATCAATATTTTTCATcTGccTATTCATAcACGTAGGACGA

TACATACACGCAAACGGAGCATCAATA盯TTTCATCTGCCTATTCATACACGTAGGACGA

TACATGCACGC从ACGGGGCATC从TATTTTTcATCTGCCTATTCATACAcGTAGGACGA

TAGATGcACGCAAACGGGGCATc从TATTTTTCATCTGCCTATTCATACACGTAGGACGA

TACATGCACGC“AcGGGGCATCAATATTTTTCATCTGCCTATTCATAcACGTAGGACGA

TACATGCACGCAAACGGGGCATCAATATlTTTCATc％CCTATTCGTACACGTAGGACGA

TACATGCACGCAAACGGGGCATCAATATTTTTCATcTGcCTATTCATACACGTAGGACGA

丰年{丰年车木木}{斗丰车$丰丰丰丰丰木{丰幸卡半幸幸木木奉}车掌卓 丰木车丰丰％丰丰木丰丰{}丰

GGCCTATATTATGGATCATACACTTTcCTCGAAACATGAAATGTTGGAGTAATcCTTCTA

GGCCTATATTATGGATCATAcACTTTcCTCGAAACATG从ATGTTGGAGTAAlvrCTTCTA

GGCCTATATTATGGATCATAcAcTTTCCTCGAAACATG从ATGTTGGAGTAATCCTTCTA

GGCCTATATTATGGATcATAcACTTTCCTcGA从cATG“ATGTTGGAGTAGTCCTTCTA

GGCS7A础r埘I嚣出矗搿搿翻Crz7Ce硭嚣4埘翻踞4甜7召TTGGAGTAGTCTTTCTA

GGCCTATATTATGGATCATACACTTTCCTcGA从CATGA从TGTTGGAGTAGTCCTTCTA

GGCCTATACTACGGATCATACACTTTCTCAGAGACATGAAATATTGGGGTAATCCTTCTA

GGCCTATACTACGGATcATACACTTTCTCAGAGACATGAAATATTGGGGTAATCCTTCTA

6GCTTATAcTATGGATCATAcAcTTTCTTAGA从CATGA从TATTGGAGTAATTCTCCTA

GGCTTATACTATGGATCATACAcTTTCTTAGAAACATGAAATATTGGAGTAATTCTCCTA

GGCTTATACTATGGATCATACACTTTCTTAGAAACATGAAATATTGGAGTAATTCTCCTA

GGcTTATAcTATGGATCATACAcTTTCTTAGAAACATGA从TATTGGAGT从TTCTCCTA
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boshl2

bosh2

bosh4

boshl

bosvl

bosy3

bosy2

bosbl

bosb2

bosbl0

bosb4

bosb8

bosb9

bosbl2

bosh2

bosh4

boshl

bosyl

bosy3

bosy2

bosbl

bosb2

bosbl0

bosb4

bosb8

bosb9

bosbl2

bosh2

bosh4

boshl

bosyl

bosy3

bosy2

bosbl

bosb2

bosblO

bosb4

bosb8

GGCTTATACTATGGATCATACACTTTCTTAGAAACATGAAATATTGGAGTAATTCTCCTA

}女}丰${％{}半{}$车丰卓丰丰$丰丰$}％ $}丰}}}}${丰{ }丰幸丰术{{{丰丰丰}

TTCGCAACAATAGCCACAGCATTCATAGGATATGTCTTACCATGAGGACAAATATCCTTC

TTCGCAACAATAGCCACAGCATTCATAGGATATGTCTTACCATGAGGACAAATATCCTTC

TTCGCAACAATAGCCACAGCATTCATAGGATATGTCTTACCATGAGGACAAATATCCTTC

TTCGCAACAATAGCCACAGCATTTATAGGATATGTCTTACCATGAGGAC从ATATCCTTC

TTCGCAACAATAGCCACAGCATTTATAGGATATGTCTTACCATGAGGACAAATATCCTTC

TTCGCAAC从TAGCCACAGCATTTATAGGATATGTCTTACCATGAGGACAAATATCCTTC

CTCACAACAATAGCTACAGCATTCATGGGTTACGTCCTACCATGAGGACAAATATCATTC

CTCACAACAATAGCTACAGCATTCATGGGWAC6TCCTACCATGAGGACAAATATCATTC

CTCAC从CAATAGCTACAGCATTCATAGGTTATGTCTTACCATGGGGACAAATATCATTC

CTCACAACAATAGCTACAGCATTCATAGGTTATGTCTTACCATGGGGACMATCATTC
CTCACAAC从TAGCTACAGCATTCATAGGTTATGTCTTACCATGGGGAC从ATATCATTC

CTCAC从CAATAGCTACAGCATTCATAGGTTATGTCTTACCATGGGGAC“ATATCATTC

CTCACAAcAATAGCTACAGCATTCATAGGTTACGTCTTACCATGGGGACAAATATCATTC

丰$}丰}丰丰木丰车丰丰木木}丰年丰事丰术丰{术丰}丰丰幸木木木木水幸幸奉木丰丰丰丰木丰丰卓％丰丰宰

TGAGGAGCAACAGTCATCACTAATCTTCTCTCAGCAATTCCATATATTGGCACAAATCTA

TGAGGAGCAACAGTcATCACTAATCTTCTCTCAGcAATTCCATATATTGGCAcAAACCTA

TGAGGAGCAACAGTCATCACTAATCTTCTCTCAGc从TTCCATATATTGGCAC—蛆ACCTA

TGAGGAGC从CAGTCATcAcTAATCTTCTcTCAGCAATTCCATATATTGGCAcAAACCTA

TGAGGAGCAACAGTCATcAcT从TCTTCTCTCAGCAATTCCATATATTGGCAcA从CCTA

TGAGGAGC从CAGTCATCACTAATCTTCTcTCAGC从TTCCATATATTGGCAcAAACCTA

TGAGGGGCCAcAGTCATCACC从TCTCCTCTCAGCAATTCCATATATTGGCACAAGCCTA

TGAGGGGCCACAGTCATCACCAATCTCCTCTCAGcAATTCCATATATTGGCACAAGCCTA

TGAGGGGCCACGGTCATcACTAATCTCCTCTCAGCAATCCcATATATTGGCACAAACCTA

TGAGGGGcCACGGTCATcACTAATcTcCTcTCAGcAATCCcATATATTGGCACAAACCTA

TGAGGGGcCACGGTCATcACTAATCTccTCTcAGCAATCCCATATATTGGCACAAACCTA

TGAGGGGCCACGGTcATCAcTAATCTCcTCTCAGCAATCCCATATATTGGCACAAACCTA

TGAGGGGCCACGGTcATCACTAATCTCcTCTCAGC从TTCCATATATCGGCACAAACCTA

卓车$牛木木丰木丰丰丰}}％丰{丰丰丰木木丰宰章木丰幸木+丰木丰车宰丰车丰丰丰木半 半$$}卓术丰丰丰木

GTTGAATG从TCTGAGGAGGATTCTCAGTAGATAAAGC从CCCTAACCCGATTCTTCGCC

GTTG从TGAATCTGAGGAGGATTCTCAGTAGATAAAGCAACCCTAACCCGATTCTTCGCC

GTTGAATGAATCTGAGGAGGATTCTCAGTAGATAAAGCAACCCTAACCC6ATTCTTCGCC

GTTGAATGAATCTGAGGGGGGTTCTCAGTAGATAAAGCAACCCTAACCCGATTTTTCGCC

GTTGAATGAATCTGAGGGGGGTTCTCAGTAGATAAAGCAACCCTAAcCcGATTTTTCGCC

GTTGAATGAATCTGAGGGGGGTTCTCAGTAGAT从AGCAAcCCTAACCCGATTTTTCGCC

GTCGAATGAATCTGAGGAGG—V丌CTCCGTAGAC从AGCCACTCTCACCCGATTCTTCGCC

GTCG从TGAATCTGAGGAGGATTCTCCGTAGACAAAGcCACTCTCACCCGATTCTTCGCC

GTCGAATGAGTCTGAGGGGGATTCTCCGTAGACAAAGCCACCCTCACACGATTTTTTGCC

GTCGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCCGTAGACAAAGCCACCCTCACACGATTTTTTGCC

GTCGAATGAATCTGAGGG6GATTCTCCGTAGACAAAGCCACCCTCACACGATTTTTTGCC
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boSb9

bosbl2

bosh2

bosh4

boShl

bosvl

bosy3

hosy2

bosbl

bosh2

bosbi0

boSb4

bosb8

bosb9

boSbl2

bosh2

bosh4

boSh L

bosyl

bosy3

hosy2

boshl

bosb2

bosbl0

boSb4

bosb8

bosb9

bosbl2

bosh2

boSh4

boshl

bosyl

bosy3

bosy2

hosbl

bosb2

boshl0

})osb4

GTCGAATG心TCTGAGGGGGATTCTCCGTAGACAAAGCCACCCTCACACGATTTTTTGCC

GTCGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCCGTAGAcAAAGCCACCCTCAcACGATTTTTTGCC

丰丰$$丰车丰宰{丰丰丰卑丰幸丰丰$}}％{丰丰木木车$率{{{{$丰丰丰木丰丰车丰书卓{{{丰

TTCCACTTTATCCTTCCATTCATCATTGCGGCTCTTGCTACAGTACACCTCCTATTTCTC

TTCCACTTTATCCTTCCATTTATCATTGCGGCTCTTGCTACAGCACACCTCCTATTTCTT

TTCCACTTTATCCTTCCATTTATCATTGCGGCTCTTGCTACAGTACACCTCCTATTTCTC

TTCCACTTTATCCTTCCATTTATTATTGCAGCTCTTGCCAcAGTACACCTCCTATTTCTC

TTCCACTTTATCCTTCCATTTATTATTGCAGCTCTTGCCACAGTACACCTCCTATTTCTC

TTCCACTTTATTCTTCCATTTATTATTGCAGCTCTTGCCACAGTACACCTCCTAT'ITCTC

TTCCATTTCATCCTCCCATTTATCATTACAGCTCTCGCTATAGTCCACCTACTTTTCCTC

TTCCATTTCATCCTCCCATTTATCATTACAGCTCTCGCTATAGTCCACCTACTTTTCCTC

TTCCACTTTATCCTCCCTTTTATCATTATAGCCCTCGCCATAGTACATCTACTCTTCCTC

TTCCACTTTATCCTCCCTTTTATCATTATAGCCCTC6CCATAGTACATCTACTCTTCCTC

TTCCACTTTATCCTCCCTTTTATCATT*删GCCCTCGCCATAGTACATCTACTCTTCCTC

TTCCACTTTATCCTCCCTTTTAlCmKTAGCCCTCGCC峨撇ACATCTACTCTTCCTC
TTCCACTTTATCCTCCCCTTTATCATTATAGCCCTCGCCATAGTACATCTACTCTTCCTC

}}}}木木木水木术术丰}}丰丰}车丰木 乖十木车木车}$$ 丰丰丰书木丰半丰丰卓

CATGAAACAGGATCCAACAATCCCACAGGAATTTCATCAGATGCAGACAAAATTCCGTTT

CATGAAACAGGATCCAACAATCCCACAGGAATTTCATCAGATGCAGACAAAATTCCGTTT

CATG从ACAGGATCCAACAATCCCACAGGAATTTCATCAGATGCAGACAAAATTCCGTTT

CATGAAACA6GATCCAACAACCCCACAGG从TTTCATCAGATGCAGAC从AATTCCATTT

CATG从ACAGGATCCAACAACCCCACAGGAuAT订CATCAGAT6cAGACAAAATTCCATTT

CATGAAACAGGATCCAGCkKCCCCACAGGAa蕊1cnc～G帆GTAGACAAAATTCCATTT

CATGAGACAGGATCCAAC从CCCCACAG6TATCCCATCAGAcATAGACAAAATCCCATTT

CATGAGACA6GATCC从CAACCCCACAGGTATCCCATCAGACATAGAC-恤AATCCCAlvrT

CACGAAACAG6ATCTAACAACCCCACAGGA§：nCT峨cAG颛cAGACkAAATCCCATTT
CACGAAACAGGATCT从CAACCCCAcAGG从TTCCATCAGACTCAGACAAAATCCCATTT

CACGAAACAGGATCTAACAACCCCAcAGGAATTCCATCAGACTCAGACAAAATCCCATtT

CACGAAACAGGATCTAACAACCCcACAGG从TTCCATCAGACTCAGACAAAATCCCATTT

CACGAAACAGGATCTAACAAccCcAcAGGAATTcCATcAGACTCAGACAAAATCCCATTT

丰木}木丰木}事丰丰木丰木丰木幸木木}}丰丰幸宰奉奉+料木木车 丰丰术聿幸奉术木幸牛奉木丰木

CACCCCTATTACACCATTAAAGAcATCCTAGGCGGCCTAcTACTAATCTTAGCCCTCATA

CACCCCTATTACACCATCAAAGAcATCCTAGGCGGcCTAcTACTAATCTTAGCCCTCATA

CAcCCCTACTACAcCATTAAAGATATCcl粥GCGGCcTACTAcTAATCTTAGCCCTCATA

CACCCCTACTACAcCATC从AGACATcTTAGGCGGCcTACTAcTAATCTTAGCCCTCATA

CACCCCTACTAcAcCATCAAAGACATCTTAGGCGGCCTAcTACTAATCTTAGCCCTCATA

CACCCCTACTAcACCATCAAAGAcATCTTAGGCGGCCTACTACT从TCTTAGCCCTCATA

CACCCTTATTATAC从TCAAA6ATATTcTAGGcGCTATAcTAcTAATCCTCACCCTTATA

CACCCTTATTATACAHATC从AGATATTCTAGGCGCTATAcTACTAATCCTCACCCTTATA

CACCCCTACTATAC心rTAAAAATGTTcTAGGCGCTATAcTACTAATCCTCATCCTCATG

CACCCCTACTATACAATTAAAGATGTTCTAGGCGCCATACTACTAATCCTCATCCTCATG
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bOsb8

130sb9

bosbl2

bosh2

bosh4

boshl

bosv L

bosv3

bosy2

boSbl

bosb2

bosblO

hosb4

bosb8

bosb9

bosbl2

bosh2

bosh4

boShl

bosyl

bosy3

hosy2

bosbl

bosb2

bosblO

bosb4

bosh8

bosb9

hosbl2

bosh2

bosh4

boshl

b0Syl

bosy3

bosy2

bosbl

bosb2

bosbl0

CACCCCTACTATACAATTAAAGATGTTCTAGGCGCCATACTACTAATCCTCATCCTCATG

CACCCCTACTATACAATTAAAGATGTTCTAGGCGCCATACTACTAATCCTCATCCTCATG

CACCCCTACTATACAATTAAAGATGTTCTAGGCGCCATACTGCTAATCCTCATCCTCATG

丰丰丰木术$}}}书丰半丰幸丰丰} { 卡丰丰}术丰 }％{}丰丰木半丰车$ 丰术丰丰}

CTCCTAGTTCTATTCGCACCAGACCTACTCGOAGACCCAGACAACTATACTCCAGCAAAT

CTCCTAGTTCTATTCGCACCAGACCTACTCGGAGACCCAGAcAACTATACTCCAGCAAA，r

CTCCTAGTTCTATTCGCACCAGACCTACTCGGAGACCCGGACAACTATACTCCAGCAAAT

CTCCTAGTTCTATTCGCACCAGACCTACTCGGAGACCCGGACAACTATAcTCCAGCAAAT

CTCCTAGTTCTATTCGCACCAGAcCTACTCGGAGACCCGGACAAcTATACTCCAGCAAAT

CTCCTAGTTCTATTCGCACCAGACCTACTCGGAGACCCGGACAACTATACCCCAGCAAAT

TTACTAGl姐TATTCACACCCGACTTACTTGGAGACCCAG啦¨fn姐～CTCC嗡c&K啦

TTACTAGTATTATTcACACCCGACTTAcTTGGAGACCCAGACAACTATACTCCAGC从Ac

CTACTAGTGCTATTCACACCCGAcCTATTTGGAGATcCAGACAACTATACTCCAGcAAAT

CTACTAGTGCTATTCACACCCGACCTACTTGGAGATCCAGAcAACTATAcTcCAGCAAAT

eTACTAGTGCTATTCACACCCGACCTACTTGGAGATCCAGACAACTATACTCCAGCAAAT

CTACTAGTGCTATTCACACCCGACCTACTTGGAGATCCAGACAAcTATACTCCAGCAAAT

CTACTAGTGCTATTCACACCCGACCTACTTGGAGATCCAGACAACTATACTCCAGCAAAT

{{丰丰}半 年丰木丰丰丰丰}}丰丰木}}}$}丰丰木牟木料料牢}料料丰丰丰{{}$幸

CCACTAAATACACCCCCACACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTCGcATATGCAATC

CCACTAAATACGCCCCCACACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTCGCATATGcAATC

CCACTAAATACACCCCCAcAcA”A从CCCGAATGATAc订CCTATTCGCATATGCAATC

CCACTAAACACACCCCCAcAcATTAAAcCCGAATGATACTTCCTATTCGCATATGCAATC

CCAcTA从CACACCCCCACACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTCGCATATGCAATC

CCACTA从CAcACCCCCACACATTAAACCCG从TGATAT”CcTATTcGcATATGcAATC

CCACTCAGCACAcCCCCTcAcATT从AcCCGAATGATAcTTcCTATTTGCATATGCAATC

CCACTCAGCACACCCCCTcACA订从ACCcG从TGATATTTCCTATTTGCATATGC从TC

CCACTCAACACACCCCCTeAeATTAAGCCCGA舛GAlATTTcTTATTTGCATAcGCAATc

CCACTCAACACACCCCCTCACATTAAGCCCGAGTGATATTTCTTATTTGCATACGC从TC

CCACTTAACACACCCCCTCACATTAAGCCCGAGTGATACTTCTTATTTGcATACGC从TC

CCACTCAACACACCCCCTCACATTAAGCCCGAGTGATACTTCTTATTTGCATACGCAATC

CCACTCAACACACCCCCTCACATTAAGCCCGAGTGA删CTTCTTA玎彤翻删CGCAATC

丰木术牛堆$ }幸$$丰}丰木奉奉+料木丰$}料术木+幸木木幸木木}％}唪丰幸木幸丰率$}}奉木

CTCCGATCAATCCCCAACAAACTAGGAGGCGTcTTAGCCCTAGTTCTCTCAATcCTAATT

CTCCGATCAATCCCC从CAAACTAGGAGGCGTCTTAGCCCTAGTTCTCTCAATCCTAATT

CTCCGATCAATCeCCAACAAGCTAGGAGGcGTCTTAGCCCTAGTTcTCTCAATCCTAATT

CTCCGATCAATCCCCAACAAGCTAGGAGGCGTCTTGGCCCTAGTTcTTTCAATcCTAATT

CTCCGATCAATCCCCAACAAGCTAGGAGGCGTCTTGGCCCTAGTTCTTTCAATCCTAATT

cTCCGATC从TCCCC．呲AAGCTAGGAGGcGTcTTAGCCCTAGTTCTTTCAATCCTAATT
TTACGATCAATCCCC从TAAACTAGGCGGAGTCCTAGCCCTGGTCCTcTCAATTTTAATT

TTACGATCAATCCCCAAT从ACTAGGCGGAGTCCTAGCCCTGGTCCTCTCAATTTTAATT

CTACGATCAATTCCCAAT从ACTAGGTGGAGTCCTGGCCCTAGTcCTCTCAATCCTAATC
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bosb4

bosb8

bosh9

bosbl2

bosh2

boSh4

boshl

bosvl

boSy3

bosy2

boSbI

bosb2

bosbl0

bosb4

bosb8

boSb9

bosbl2

bosh2

bosh4

boShl

bosyl

bosy3

bosy2

bosbl

boSb2

bosbl0

bosb4

bosb8

bosb9

bosbl2

bosh2

bosh4

boshl

bosyI

bosy3

bosy2

hosbl

bosh2

CTACGATCAATTCCCAATM、ACTAGGTGGAGTCCTGGCCCTAGTCCTCTCAATCCTAATC

CTACGATCAATTCCCAATAAACTAGGTGGAGTCCTGGCCCTAGTCCTCTCAATCCTAATC

CTACGATCAATTCCeAATAAACTAGGTGGAGTCCTGGCCCTAGTCCTCTCAATTCTAATC

CTACGATCAATTCCCAATAAACTAGGTGGAGTCCTGGCCCTAGTCCTCTCAATCCTAATC

丰卓术{}{}丰丰木术术丰车木}书丰木丰木术丰丰}丰卓半年书术木术}水牛半球丰丰木 丰}{}

CTAGTTCTTATACCCCTGCTCCACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTCCGACCAATC

CTAGTTCTTATACCCCTGCTCCACAcATCCAAACAACGAAGCATAATATTCCGACCAATC

CTAGTTCTTATACCCCTGCTCCACACATCCAGACAACGAAGCATAATATTCCGACCAATC

CTAATCCTTATAcCCCTACTTCACAcATCCAAACAACGAAGCATAATATTCCGACCAATC

CTAATCCTTATACCCCTACTTCACACATCCAAACAACGAAGCATAATATTCCGACCAATC

CTAATCCTTAlheCCCTACTTCACkc峨CC醯ACAACGk嗡CAT轧矾龌1CCGACCAATC

CTAGCAATTGTACCTCTCCTCCACACATCCAAAC从CGAAGCATGATATTCCGACCAATC

CTAGTAATTGTACCCCTcCTCCAcACATCCAAACAACGAAGCATGATATTCCGACCAATC

TTAGCGCTCGTAcCCTTCCTCCACAcATCCAAACAACGAAGTATAATATTCCGACCAATC

TTAGCGCTCGTACCC丌CCTCCACACATCCA从CAAcGAAGTAT从TATTCCGACCAATC

TTAGCGCTCGTACCCTTCCTCCACACATCCAAAC从cG从GTATAATATTCCGACCAATC

TTAGCGCTC6TACCCTTCCTCCACACATCCA从C从CGAAGTATAATATTCCGACCAATC

TTA6CACTCGTACCTTTcCTCCACACATCCAAACAACGAAGTATAATATTCCGACCAATC

}} 木 {车丰木 木丰木木}丰宰$}{}$丰木卓丰幸丰幸幸料车丰车丰毒年幸丰幸牛卓卓丰幸木木车

AGCCAATGCTTATTcTGAATTCTAGTAGCAGATCTACTAACACTAACATGAATCGGGGGA

AGCC从TGCTTATTCTG从TTcTAGTAGCAGATCTACTAACACTCAcATGAATCGGAGGA

AGCCAATGcTTATTCTGAATTCTAGTAGCAGATCTAcTAACACTCACATGAATCGGGGGA

AGCCAATGCTTATTCTG从TTCTAGTAGCAGACCTAcT从CACTCACATGAATCGGGGGA

AGCCAAl、GCTtATTCTGAATTCTAGTAGCAGACCTACTAACACTCACATGAATCGGGGGA

AGCCAATGCTTATTCTGAATTTTAGTAGCAGACCTACTAACACTCACATGAATCGGGGGA

AGCCAATGcTTATTCTGAAcTCTAGTAGCAGATTTACTAGcACTCACATGAATTGGAGGA

AGCCAATGCTTATTCTGAACTCTAGTAGCAGATTTACTAGCAcTCACATlGAATTGGAGGA

AGCCAATGTATGTTcTGAATCCTAGTAGCAGACTTACTAAcACTCACATGAATTGGAGGA

AGCCAuATGTATGTTCTGAATCCTAGTGGCAGAC订AcTAACACTCACATGAATTGGAGGA

AGCCAATGTATGTTCTGAATCCTAGTGGCAGACTTACT从CACTCACATGAATTGGAGGA

AGCCAATGTATGTTCTGAATCCTAGTGGCAGACTTACT从CACTcAcATGAATTGGAGGA

AGCCAATGTATGTTCTG怂TcCTAGTGGCAGAcTTACTAuACACTCAcATG从TTGGAGGA

丰车木木半丰}} 术丰{半事丰球木 料丰丰木丰年幸} 幸木丰木木术丰}木奉丰牛奉水丰木木木枣木丰丰

CAACCAGTTGAACAccCATATATTATTATCGGACAAcTAGCGTCTATCATATAlvrTCCTA

CAACCAGTTGAAC敝C矾峨ATTKn峨CGG憾№C1娲CGTCCATCATA飞觚TTCCTA
CAACCAGTTGAACACCCATATACTATTATTGGACAGCTAGCGTCTATCATATATTTCCTA

CAACCAGTTGAAcACCCATATATTATTATcGGACAAcTAGCATCTATCATATATTTCCTA

CAACCAGTTGAACAcCCATATATTATTATCGGAcAAcTAGcATCTATCATATATTTCCTA

CAACCAGTTGAACACCcATATATTATTATcGGAc从CTAGCATCTATCATATATTTCCTA

CAACCAGTcGAATATCCCTACATTATCATTGGAcAACTGGCTTCCATCATATATTTCTTC

CAACCAGTCGAATATCCCTATATTATTATTGGAC从CTGGCTTCCATCATATATTTCTTC
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boshl0

bosb4

bosb8

bosb9

bosb L2

bosh2

bosh4

boshl

hosyl

bosy3

bosy2

bosbl

bosh2

boshl0

bosh4

bosh8

bosh9

bosbl2

CAACCAGTCGACCAcCCCTACATCATTATTGGACAACTAGCATCCATCATATATTTCCTT

CAACCAGTCGACCACCCCTAcATCATTATTGGACAACTAGCATCCATCATATATTTCCTT

CAACCAGTCGACCACCCCTACATCATTATTGGACAACTAGCATCTATCATATATTTCCTC

CAACCAGTCGACCACCCCTACATCATTATTGGACAACTAGCATCTATCATATATTTCCTC

CAACCAGTCGACCACCCCTACATCATTATl、GGACAACTAGCATCTATCATATATTTCCTT

丰丰卓半丰丰章木术卓 丰丰}}{{ 丰木书丰术丰术丰丰丰年车丰木半丰丰丰术丰木丰丰{{丰{}

CTTATTC7FAGTACTAATACCAGTAGCCAGTACTATCGAAAATAACCTTCTAAAATGAAGA

CTTATTCTAGTACTAATACCAGTAGCCAGTACTATCGAAAATAACCTTCTAAAATGAAGA

CTTATTCTAGTACTAATACCAGTAGCCAGTACTATCGAAAATAACCTTCT从从TGAAGA

CTTATTCTAGTACTAATACCAGTAGCCAGTACTATCG^J诅ATAACCTTCTAA从TGAAGA

CTTATTCTAGTACTAATACCAGTAGCCAGTAclHTCGAAAATAACCTTCTAuAAATGAAGA

CTTATTCTAGTACTAATACCAGTAGCCAGTAcTATCGAAAAT从CCTTcTAA“TG从GA

ATTATCCTAGTACT从TACCAGTAGCTGGCACCATCGAAAACAATCTCcTAAAATGAAGA

ATTATCCTAGTAcTAATAcCAGTAGCTGGCACCATCGAAAAC从TcTcCTAAAATGAAGA

ATTATCCTAGTACTACTAcCAGTAGCTAGCACCATCGAA从TAHACCTCCTGAAATGAAGA

ATTATCCTAGTACTACTAcCAGTAGCTAGCACCATCGAAAATAAcCTCCTGAAATGAAGA

ATTATCCTAGTACTACTACCAGTAGCTAGCACCGTCG从AATAACCTCCTGAAATGAAGA

ATTATCCTAGTACTACTACCAGTAGCTAGCACCGTCGAAAuATAACCTCCTG舭JATGAABA

ATCATCCTAGTACTACTACCAGTAGCTAGCACCGTcGAAAAT从CCTTCllGAAATG从GA
木术木术术芈丰木丰丰丰{}}}$$半}丰}丰 丰丰丰术丰料木木木木丰丰丰丰丰掌幸丰木丰料木术

图1细胞色素6基因排序结果

Fig．1 alignment result ofCytb gene

图1注：Boshl、Bosh2、Bosh4分别代表黄羊三个个体，Bosyl、Bosy、2Bosy3分别代表藏

原羚三个个体，Bosbl、Bosb2代表二个斑羚个体，Bosh4、Bosb8、Bosh9、BosblO、Bosbl2

代表五个鬣羚个体

Fig．1 Note：Boshl，Bosh2，Bosh4 denote three Mongolian gazella samples；Bosyl，Bosy2，Bosy3

denote three Tibetan gazella samples；Bosbl，Bosb2 denotes two Goral samples；

Bosb4，Bosb8，Bosb9，Bosbl0，Bosbl2 denotes five Scrow samples
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滴
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(a)

Sequence divergence(uncorrected)(x100)
序列差异(％)

陶2羚羊弧科细胞色素b基网核酸替换方式图。(a)原羚属，羚羊Ⅱ科SD#I-群比较(牛)

序列差异核酸转换豳(第一tsl、第二话2、第三ts3密码子)。●、＼、★”表示羚羊亚科与

外群比较；

Fig 2．Patterns of nucleotide substitutions among cytochrome b seguences of the Antilopinae．(a)

Transitionsa(ts)at first，second，and third codon positions(tsI，ts2，ts3)against uncorrected sequence

divergence(xl oo)with the genera(procapra)，between the genera of the Antilopinae and

comparisions with the outgroups(bos laur州．“●、、、★’’indicated the Antilopinae comparisions

with the outgroups(60s taurus)．
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(b)

Sequence divergence(uncorrected)(x100)

序列差异(％)

H 2．羚羊Ⅱ科细胞色素b基因核酸替换方式图。(b)原羚属，羚羊Ⅱ科和外群比较(牛)

序列差异核酸颧换图(第一tvl、第二tv2、第二tv3密码子)。“●、_★”表示羚羊弧科

与外群比较。

Fig 2．Patterns of nucleotide substitutions among cytochrome b seguences of the Antilopinae．(b)

Transversions(tv)at first，second，and third codon positions(tvl，iv2，rv3)against uncorrected

sequence divergence(x100)with the genera(procapra)，between the genera ofthe Antilopinae and

comparisions with the outgroups(bos taurus)．“●、、、★’’indicated the Antilopinae comparisions

with the outgroups仿os tURFus)．
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(c)

Sequence divergence(uncorrected)(x100)

序列差异(％)

幽2．羚千弧科细胞色素b基因核酸替换方式图。(c)原羚属，羚羊弧科和外群比较(牛)

序列著异核酸替换幽(替换ts、颠换“)。⋯、：．：，’表示羚羊瓶科与外群比较

Fig 2．Pattems of nucleotide substitutions among cytochrome b seguences of the Antilopinae．(c)

Substitutions at transitionsa(ts) and仃ansversions(“) against uncorrected sequence

divergence(x100)with the genera(procapra)，between the genera of the Antilopinae and

comparisions with the outgroups(bos taurus)“、、∥’indicated the Antilopinae comparisions

with the outgroups仿OS taurus)．



塑坚盔兰塑主竺垡堡兰 一
Bootstrap

Gazella dsma ruficoitis

Gazella．granti

Gazella．subgutcurosa

Antilope cervicapra

Litocranius wallerJ

Saiga tatarica

bosh2

bosh4

boshl

bosyl

bosy3

Posy2

Madoqua guentheri

Madoqua kirkii

Antidorcas rnarsupialis

Raphicerus c．．ampestris

Raphic．,erus sharpei

Raphicerus melanotJs

Ourabia．ourebI

Neotragus moschatus

Neotragus．rnoschatus zul

NeoHague rnosehatus．jiV

Kobus．ellipsipry’mnus

Petee capree|us

Aepycems．rnalampus

Capra．caucasica

Capra hircus

Capra．sibirica

Pseudois rlayaur

Ammotragus．1ervia

Capncornis．crispus

bosb8

Namorllaedus caudatus

boshl

Ovis aries

Panthelops hodgsoni

Addax．Rasorflact．iIatus

Alcelaphus buselaphus

Cephalophus．maxwellii

Oreotmgus oreotregus

Bee taurus

闰3基丁Cyt b基嗣序列构建的牛科动物简约(MIP)(4倍加权)系统进化树

FiE．3 most parsimonious(four times weighting)tree based OB the eytochrome b seque“。e8

date set for Bovidae

圈中数字为白引导值，去掉自引导值低于50％的结点。Boshl，bosh2，bosh4，bosyl，bosy2，

bosy3．bosb 1．bosb8见表1注释(Numbers On the tree represent bootstrap value，boomtrap

va[ues<50％were removed．Boshl，bosh2，bosh4，bosyl，bosy2，bosy3，bosbl，bosb8黜130ted ln

Tablel)
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Bootstrap

Gazella dama ruficolfis

GazelLa granti

Gazella subgutfurosa

Antilope cervicapra

Lttocranius、涮len

Saiga tatarica

bosh2

bosh4

boshl

bosyl

bosy3

bosy2

Madoqua guentheri

Madoqua kiddi

AnUdorcas marsupialis

Raphicerus campestds

RaphicenJs sharpei

Raphicems．melanotis

Ourebia ourebI

Neotragus．moschatus

Neotragus moachatus zul

Neotragus．moschatus．1iv

Kobus ellipsiprymnus

Pelea．capmolus

Aepyceros melampus

Capra．caucasica

Capra hircus

Capra sibirica

Pseudois nayaur

Ammotragus．1ervia

Capncomis crispus

bosb8

Nemorhaeduscaudatus

bosbl

Ovis anes

Panth。^ops hodgsoni

Addax,nasomaculatus

Alcetaphus buselaphus

Cephalophus．maxwellii

Oreotragus omo”agus

Bos．taurus

图4基于Cyt b基因序列构建的牛科动物邻近(N J)系统进化树

Fig．4 Neighbor-joining tree based Oil the cytoehrome b sequences date set for Bovidae

图中数字为自引导值，去掉自引导值低于50％的结点。Bosht，bosh2，bosh4，bosyl，bosy2，

bosy3．bosbl．bosb8见表l注释(Numbers on the tree represent bootstrap value，bootstrap

values<50％were removed．Boshl，bosh2，bosh4，bosyl，bosy2，bosy3，bosbl，bosb8 are noted in

Tablel)
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Bootstrap

Gazella dama．ruficollis

Gazella granti

Gazella subgutturosa

Antilope cervicapra

LJtocranius wallerl

Saiga．tatarica

bosh2

bosh4

boshl

bosyl

bosy3

boSy2

Madoqua guentheri

Madoqua kirkii

Antidorcas marsupialis

Raphicerus campestfis

Raphicerus．sharpei

Raphicerus melanotis

Ourebia．ourebi

Kobus ellipsiprymnus

Pelea capmolus

Aepyceros melampus

Capra c且ucasJca

Capra himus

Capra．sibidca

Pseudois nayaur

Ammotragus．1ervia

Capncomis．enspus

bosb8

Nemorbaedua caudatus

bosbl

0vis，aries

Pantholops．hodgsoni

Addax nasomaculatus

Alcelaphus buselaphus

Cephalophus．maxwelni

Oreotragus．omotragus

Neotragus．moschatt】s

Neo”agus moschatus．1iv

Neotragus．moschatus zul

Bos．taurus

幽5基下Cytb基因序列构建的牛科动物最大似然(ML)(4倍加权)系统进化树

Fig．5 Maximnm—likelihood tree based on the cytochrome b sequences date set for Bovidae

(four times weighting)

目中数字为自引导值，去掉自引导值低于50％的结点。Bosh|，bosh2，bosh4，bosyl，bosy2，

bosy3，bosb[，bosb8见表l注释(Numbers on the tree represent bootstrap value，bootstrap

values<50％were removed．Boshl，bosh2，bosh4，bosyl，bosy2，bosy3，bosbl，bosh8
are noted lrl

Tablel、
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第四部分结论与展望

根据以上的分析和讨论，我们可以得到如下的结论：

1．通过对线粒体DNA细胞色素6基因全序列分析，我们赞成：黄羊和藏原羚列

为同一属不同种，此属为独立属(原羚属P阳c印r口)。

2．根据黄羊和藏原羚转换远未饱和现象，我们选择牛科动物已校正的细胞色素

b基因全序列每百万年2％的进化分子钟，从分子水平上推测：推测黄羊和藏

原羚的分歧时间大约在1～2百万年。

3．原羚属与赛加羚羊属、犬羚属及跳羚属等是并系发生，起源于共同祖先、为

羚羊亚科下姊妹群。根据细胞色素b基因全序列每百万年2％的进化分子钟，

推测原羚属与赛加羚羊属的分歧时间大约在5．7～6．3百万年、原羚属与犬羚

属的分歧时间大约在6．1，～7．2百万年、原羚属与羚羊属的分歧时间大约在

6．4～7．1百万年、原羚属与跳羚属的分歧时间大约在6．2～6．8百万年；而和

关系较远的岛羚属、藏羚属、山羚属分歧时间大约在7～8百万年。

4．我们的细胞色素b基因全序列数据分析羚羊亚科所得到的基因进化树，与传

统分类不太相符合。主要是羚羊亚科岛羚属、山羚属、藏羚属三属的分类地

位，山羚属与马羚亚科小羚羊属聚为一支；岛羚属在MP、NJ树上单列为一

支，ML树上显示出岛羚属应是其它聚类群的基础分支；藏羚属应隶属于羊

亚科，为羊亚科的基础进化支。基于羚羊亚科Cytb基因进化树与传统分类地

位的差异，深入的研究还有待于充实和完善，选用不同的遗传标记(包括线

粒体和核基因)，同时结合古化石、形态、行为、细胞和生态等多方面的资料

共同探讨分析，爿可能得出羚羊亚科真实的物种系统进化树。

5．由于普氏原羚样本的欠缺，使本次原羚属属内物种系统起源分析产生遗憾。

获取普氏原羚样本，与黄羊和藏原羚共同进行分子水平分析，将有助于准确

的阐述原羚属的系统起源，从整体上理解牛科动物的进化历程，丰富和完善

牛科动物的进化内容。
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属亲缘关系更近(Til(110nov，1995)，

原羚属与赛加羚羊属亲缘关系较近(Groves， 2000)的观点；而仅赞成原羚属归

属于羚羊亚科(Gatesy，1997)的观点。原羚属与赛加羚羊属、犬羚属及跳羚属

等是并系发生，起源于共同祖先、互为羚羊亚科下姊妹群。根据细胞色素b基因

全序列每百万年2％的进化分子钟，推测原羚属与赛加羚羊属的分歧时间大约在

5．7～6．3百万年、原羚属与犬羚属的分歧时间大约在6．1～7．2百万年、原羚属与
、

羚羊属的分歧时间大约在6．4～7．1百万年、 原羚属与跳羚属的分歧时间大约在

62～6．8百万年；而和关系较远的岛羚属、藏羚属、山羚属分歧时间大约在7～8

百万年。

通过系统树我们发现，基于细胞色素b基因全序列数据分析所得到的羚羊亚

科基因进化树，与传统分类不太相符合。 主要是羚羊亚科岛羚属、山羚属、藏羚

属三属的分类地位，山羚属与马羚亚科小羚羊属聚为一支；岛羚属在MP、NJ

树上单列为一支，ML树上显示出岛羚属应是其它聚类群的基础分支(图5)；藏

羚属应隶属于羊亚科，为羊亚科的基础进化支。为得出羚羊亚科真实的物种系统

进化树，下一步研究工作应选择多个分子遗传标记(包括线粒体和核基因)结合

传统形态分类构建羚羊亚科系统进化树。
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铜陵保护区沿岸分布有两个县城城区和两个市区(铜陵县城、枞阳县城、铜

陵市区、贵池市区)，它们的工业和生活污水通过通江湖泊或河流排放到长江干

流，另外沿江都有较多的水利工程和采沙行业。为此建议若今后建设污染性企业

或影响河流流态的水利工程，由保护区或者保护区与当地环境保护局共同完成：

对水生生物资源和豚类可能的动态或静态的影响评价后，工程方可上马，减少对

生物资源和豚类的不利影响。

2．j，5管理机制的协调

由于铜陵淡水豚自然保护区牵涉到渔政、港航、水利、环保、水上公安等部

门及跨多个地区，其管理上的复杂性与交叉性是一般保护区所没有的，为此设立

由省环保局和省渔政局共同业务管理，铜陵市政府协调各部门成立一带有共同执

法权的管委会将可能更大地发挥自然保护区的作用和功能。以避免人力、财力与

资源的浪费。

2．2充分发挥铜陵养护场半自然养护和人工饲养功能，开展养护下的繁殖实验

从长江活捕豚类移入半自然保护区及人工饲养池进行“迁地保护”，建立豚

类饲养群体，开展人工或半自然繁殖以延缓和恢复豚类资源，是抢救豚类的根本

措施和优先发展项目。保护区下的铜陵养护场(以下称养护场)己具有完备的基础

设施：20．6公顷(hm2)夹江水域，暂养和治疗池，室内豚馆，饵料鱼基地和供

电、通讯、水净化设旖等。

刘仁俊[3】等认为若活捕自暨豚，应优先集中建设天鹅洲半自然保护区，这在

理论上是可行的，但笔者认为：从90年代开始养护场和天鹅洲先后组织了数十

次大规模捕豚，除1995年天鹅洲捕获一头外均无所获，而实际上要完全捕获野外

白暨豚已无可能，既使若再捕获也只能以小群体论，难以构成白暨豚的有效繁殖

群体。因此对白暨豚的迁地保护建议改为：就地捕获，就地运输，就地人工饲养，

避免由于长途运输而造成的人为伤害，切实保护好白暨豚种源和基因库。

自1992年开始养护场先后对长江江豚开展了围捕、圈养、驯化、人工饲养、

血常规检验、疾瘸防治、水质处理等一系列试验，取得了相当的成绩和经验，为

大规模养殖长江江豚打下基础。养护场2001年根据安徽省水产局下达的批捕文

件捕获6头(3早、3 6)开展繁殖饲养工作，但根据遗传学理论推算和长江江

豚种群生存力分析，半自然保护区下，长江江豚饲养群体的最小可存活种群
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(MVP)应为20头[12j，为达到有效保护，尚要补充豚14头。若如此则1 6I两

长央江承载力及饵料鱼基地规模将要予以充分重视，加大建设保证豚类饵料充足

和注意改善夹江水质。

2．3加强科技合作，提高保护和科技人员素质

自然保护区需要开展的科技研究工作内容比较广泛，自然科学和社会科学；

生态学、经济学、生物学等多门学科相互交织，互为补充。科学研究的规模和水

平，决定自然保护区的发展水平，只有系统和完备的科学研究才能使自然保护区

和繁育基地兴旺发达。铜陵养护场应加强与国内外相关机构如中国科学院水生生

物研究所、南京师范大学、氏江水产研究所等科研单位合作，必要时可作为它们

的试验基地；同时可以采取请人讲学或派人出去进修、在职攻读学位的型式提高

人员素质。

2，4加大宣传力度，提高公众保护意识

自然保护区的发展总是与群众相联系，让群众自觉地保护物种和生物多样性

是一项困难的事，但也是保护机构和政府必须要做的。有效的管理，必须建立在

保护区人们群众的自觉保护基础上，通过大众媒体、科普杂志、中小学教育等手

段深入、持久、广泛地宣传教育，使人们认识到生态效益和可持续利用的重要性，

了解自然保护和自身利益的关系，认识；sh2， bosh4，bosyl，bosy2，

bosv3．bosbl．bosb8见表1注释(Numbers on廿他仃ee represent bO咖ap Value，bo洮|廿ap

va【ues<50％were removed．Boshl，bOSh2，bosh4
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