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中 旧 种 荃 辑

王 〔月 空灭 年 月

鼠兔属 个种的分子分类及进化

于 宁 郑昌琳
中国科学院西北高原生物研究所

,

西宁 〕

施立 明 王 文 兰 宏 张亚 平
中国科学院昆明动物研究所细胞与分子进化开放实验室 昆明 夕犯

摘要 构建 了甘肃 鼠兔
、

黄 河 鼠兔
、

藏 鼠 免
、

高原 鼠 兔和 红 耳 鼠兔 的

限制性内切酶图谱
,

并 以 程序建立其分 子系统树 结果表 明
,

鼠兔亚 属的

个物种与耗兔亚属的红耳 鼠兔存在明显的长度 变异
,

从 而 为两 亚 属 的划分提

供 了新的遗传标记 同时
,

甘肃鼠兔和黄河 鼠兔的遗传分化 已达 明显的物种级别
,

因而进 一 步证 实它们 均为独立种 在系统树 中
,

黄河 鼠兔 与高原 鼠兔亲缘关 系最

近
,

然后是藏鼠兔
,

最后是甘肃鼠兔与前 种构成一 对姊妹群 依据遗传距 离计算了

分歧年代 两亚属的分歧时间约距今 了
,

相 当于 中国哺乳动物 时代 的保德

期中期 鼠兔亚属 内 种间的分歧发生于约距今 一 的上新世 晚期
,

相

当于榆社期晚期

关健词 线粒体 鼠兔属 分子分类及进化

年 命名第一个鼠兔学名至今已两个多世纪了
,

此后
,

虽然系统学家在形态学方

面做了大量的工作‘, 一 吕 ,

但是
,

鼠兔属中某些近缘种的分类地位长期未能得到解决 如 甘肃 鼠

兔 及藏 鼠兔 因在形态上极其相似
,

国外学 者一直不 承 认 甘 肃

鼠兔为独立物种陈习 于宁等依据形态特征的显著差异
,

将长期归人藏 鼠兔同物异名的黄河 鼠

兔 湘 朗 汀正为有效物种
,

因而对该种的分类地位产生了不同的观点 甚至 对该 属

是否划分为两亚属都有争议
‘

,

’一 ’
,

至于物种间进化关系的研究
,

所作工作更 少
,

而利用分 子

生物学手段研究 鼠兔属各类群的亲缘关系尚属空 白 正 如 而 指 出的
“

对 于鼠兔属 的分类

研究
,

有待于分子技术的应用及支序系统学的分析
”网 本世纪 年代 以 后

,

分 子生物学 的兴

起与迅猛发展
,

对生物大分子 在遗传和蛋白质合成方面的了解
,

使人们认 识到每个生物

体在其 核昔酸双螺旋序列和蛋白质氨基酸序列 中都 会有历史 的信息
,

生物的外观形态

及体内大分子的合成都是 由基因 控制的 地球 上形形色色的生物种类
,

都是历 史的产

物
,

在进化历程 中
,

变异无疑最先发生在 分子上
,

然后这种变化表达在蛋 白质分 子上
,

最
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后表现 于生物的细胞
、

组织
、

器官到整体外观水平 故生物种属的差异
,

从本质 讲是 基 因

本身的差 异
,

这种差异可 以 说是一种生物区别 丁 另 种生物的本质特征或标志 气今
,

对动

物线粒体 的结构
、

组成
、

复 制
、

转录
、

基 因表达及 调控等 方 面 已 积累 了 大 量资

料 由于 山 基 因组具有分子结构简单
,

进化速度快 及母 系遗传等的特点
,

限制

性片段 长度多态性 成为研究动物种间及种下分类地位
、

亲缘 关系及分歧 时间等的有

效手段卜一 ,

为了进 一步从分 子水 平探 讨鼠兔属近缘种间的分 子特征
,

澄清其分类问题
,

推算其分歧时

间
,

并与已建立的种 系发生相 印证回
,

我们构建 了黄河 鼠兔
、

甘肃鼠兔
、

藏 鼠兔
、

高原 鼠兔

。 和红 耳鼠兔 卿 的限制性 内切酶 图谱
,

对其进行分析
,

并结 合 已

有的宏观资料
,

综合探 讨 种 鼠兔的异同及 亲缘 关系
,

为鼠兔属 的分类 与系统进化提供从核

外基因组到动物外形
, 产 毛存环境 与地 史 占生物等方 面 更符合客观的新证据

材料和方法

动物来源

从四川
、

陕西和 青海 省的模式产地或邻近地模产地捕到 只鼠兔 对于每只标 本的外

部形态
,

头骨特征及其量度
,

首先查对是否 与原始文献的描述和量度相符 然后 与模式标 本或

地模标本进行对比
,

最后根据新近的厘定研究
,

决定其种名以
,

’
,

” 只 鼠兔标本经严格细致的

对比研究后
,

确认隶属 于 鼠兔属 个 亚属 种

耗兔亚属

红耳鼠兔 只
,

采 自青海省循化县孟达 乡的红岩陡峭上
,

海拔 瓜

鼠兔亚属
,

藏鼠兔 只
,

采 于四川省康定县折多 山灌丛草地
,

海拔

黄河 鼠兔 只
,

采 自寿海省循化县孟达 乡天池的森林灌从中
,

海拔

甘肃鼠兔 二共捕得 只
,

经鉴定采自陕西省太 白山放羊寺
、

明星 寺和 牛毋宫的林间 杜

鹃灌丛中的 只标本为太自亚种 。
,

海拔 一 青海 省 门源 县军 马厂
‘

金腊梅灌丛草地
,

海拔 的 只 为模式 岖种 。 翎 四川省康定 县折 多 山灌从

中的 只 为四川
、〔种 、 ,

海拔

高原鼠兔 只
,

采于 青海省门源军马场的草甸草场中
,

海拔

用于 本次 实验分析的个体共计 只
,

依 卜述描述顺序每个种分别为
, , , ,

只 将这些个体的肝
、

心
、 ’

肾
、

脾等组织冻于液氮中
,

以 用于 提取

试剂

用 于构建图谱的限制性 内切酶 又 似 川 分 子量标 记和 均 购 自华 美公 司

为 公 司进 日 分装 级 其余 试剂均为国产 级

的提取与限制性内切酶的消化

的提取 与纯化按改进的碱变
,

性法 进行 ” 纯化的 样品用
, ,

, , , , , , , , , , ,

以
,

和

种限制性 内切酶进行消化
,

酶切反应采用 厂家提供的缓冲液和推荐的使用 方法 酶解反 应体

积为 林
,

℃保温 后 终 止反 应 酶解 后 的样 品 以 的琼脂糖凝胶 含 住 林
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澳化 乙锭 电泳分离
,

电极缓冲液为
一 硼 酸 系 统

,

电压 为
,

时 间 一

紫外光照射下观察拍照

数据分析

用双酶解法构建限制性内切酶图谱 运用位点法
,

两两配对算出各单倍型间的遗传距离

从
,

从 拟
,

一
,

其中
, 、,

是
,

夕两类型间共有的酶切位点数
, 、

和 从 分别为类型 和 夕的位点总数
·

为

类型间的限制性片段共享度 为类型间的遗传距离
,

为酶的识别位点数

根据限制性 内切酶图谱位点的有无进行
“ ” “ ”

编码
,

用带有信息的位点 至少为两个单倍

体所共享 制成特征矩 阵 根据此采用 记
,

中的 以 、

功能作支序分析
,

确保找到最简约的分 佗系统树 然后采用 分析确定各分级的置信度

结果

限制性内切酶图谱

限制性类型及片段大小 种鼠兔的 样品
,

被 种限制性 内切酶分别 消化

后
,

均出现多态性
,

各种酶检出的各限制性类型的片段大小及在 种 鼠兔中的分布状况 见表

和

表 鼠兔 〕 限制性类型片段大小 伙 时

限制性类型片段 限制性类型片段

【

八

巧

目

悦

乃

石 夕

刀

刀 乃

月

吓

内

均

均

刀 石

刀

鸿

石

为

巧

石

日

力

无切点

沸 刀

石

一

月

尤切 点

或
,
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表 续

脚 限制性类型 片段 酶 限制性类型 片段

之 为

乃

名

刀

习

无切点

刀

无切点

名

月

石

无切点

,﹄飞兮‘

,﹄,、

间
乃 名

名

石

名

以

刀

名 名

乃 夕 名

之 力 名

刀

石

月

,︸,、︸

字母 人
, , , , , , , , , , , , ,

和 分别代表 一 种酶

表 各物种的限制性类型分布

酶 高原 鼠兔 甘肃 鼠兔 藏 鼠兔 黄河 鼠兔 红 耳鼠兔

巧曰

义」

论

砂

目 均

田

汀

氏

均

以

两个亚属的 分子
,

存在明显的长度变异
,

鼠兔亚属 个种的 分子 为

左右 而耗兔亚属的红耳 鼠兔只有 左右 见表

在 种酶 中
,

以
, , , , ,

和 检 出的限制性类型

最为丰富 在这些酶 中
,

除 外
,

其余 种 酶 的 识别序列 均 以 一 碱基 为主 而
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,

和 检出的类型却很贫乏
,

这些酶的识别序列均以 一

碱基为主

限制性内切酶图谱 种酶共获得 个不同的位点
,

在各样 品中分别产生 一

个位点
,

分别对应于 一 个碱基对
,

检 出位点核昔酸总 长度 占整 个 基 因组 的

引 一 用双酶解法对每个位点都作了酶谱定位
,

综合 种酶的酶切类型
,

我们在

种 鼠兔的 只个体中共检到 种 单倍型 这 种单倍型的分布 中
,

种 内

变化极小
,

而种间变化甚大
,

因此
,

我们按物种归为 个限制性图谱 图

红 耳以兔

丫丫丫 上上」」』』 工工上上工工 土土
上上上上上上上上上上上上上上上上上上上上上上上

犷
瓜瓜

止止 仁仁
“

卜
七

匕匕匕匕匕匕匕匕

“““
‘

川引引引山引卜占甘

高原以兔

藏 鼠兔

、户户户 气气 扮户户 尸尸今今护 尸尸
’’

川

咋咋立立立 且且 刽 上上 扩
一

『
’’

黄河鼠兔

马马 且且且 侧,,,

口钾

图 种鼠兔 〕 限制性内切酶图谱

横线以 的位点表示物种 内没有变异的位点
,

横线以下的位点示种下具有变异 的位点

各种字母所代表的酶参见表
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由图谱可见
,

种 鼠兔共有 个位点是保守的
,

而鼠兔亚属的 种 鼠兔有 个位点是保守

的 另外
,

由酶的识别序列造成的明显的位点变异存在十 两亚属间 在 鼠兔亚属 中没有

切点或仅有一个切点
,

向在耗兔亚属 中则有 个位点 以 在 鼠兔亚属的 个种 ‘ , 至少有 个

位点以上
,

而在红耳 鼠兔却没有位点 在 鼠兔亚属 种 中均有 个切点
,

而红耳 鼠兔仅有

个切点

表 鼠兔 种 单倍型的 遗传断离矩阵
“ ’

红 耳鼠兔 吸 艰

高原 鼠兔 夕 石

高原 鼠兔 , 以 一 哄 义斌又

甘肃 鼠兔指 名亚种 汪 沃 封 月 月 翎

日肃鼠兔指 名亚种 一 眼 , 州 刀场

甘肃鼠兔太 白业种 团 刀 田 田 月 胡 韶

甘肃鼠兔四 川亚种 田 侧刃 图 乃

藏鼠兔 的 刀 义 伪 仪闷 既 刀

黄河 鼠兔 肠 朋 朋闷

征核 什酸位点的 平均碱纂取代值
,

对角线以 是 各单倍型的限制型 片段 共 享度

表 鼠兔 种 单倍型的特征矩阵

红耳 鼠兔 阴 旧 以训 】 川 山洲】 图 仪 】 甘 】 附 洲

高原 鼠兔 的 的 田

高原鼠兔 田 一 的 田

肃鼠兔指 名 亚种 川 图川 川 川 一 川

甘肃鼠兔指 名亚种 一 ‘ 一旧 一 一 一 一 川 一 一

什肃鼠兔太 自亚种 〕幻 田

甘肃鼠兔四川亚种 川 刃 田

藏鼠兔 田 〔 川 川瓦 朋

黄河鼠兔 献幻 田 〔 旧

竺
川

甘肃鼠兔 四川 亚 种

甘肃 鼠兔人 自 亚 种

甘肃鼠兔 指名亚 种

甘肃鼠兔 指名亚种

藏 鼠兔

黄河 鼠兔

高原 鼠兔

高原 鼠兔

红耳 鼠兔

一

一

一

图 种 鼠兔 八 分 ’系统树

荃 个只 有信息的 位点
,

以 八 小 叨 吐
,

男 中 滋
一

功能构建分 系统 树
,

仪 发 现

个最 简约 的树
,

其
,

比
一 即 〔

’ ,

分 支线 以
一

的 数据 农

, 梅个分 支的 长度
,

分 支线以 卜的数据 显示 伙 〕 置信度
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遗传距离和分子系统树

遗传距离计算结果见表 利用 个具有信息的位点 表 构建 种 鼠兔的 分

子系统树 图

讨论

严格的母系遗传

限制性 片段长度多态技术的优点之 一
,

是 基因组在遗传过程中遵循严格的

母 系遗传 方 式
,

一

子代 的 〕 来 自父 系 的 可能性 小 于 片 ‘’ 同 一 母 系祖 先后 代 的
盆 都是一样的

,

只 个体的 基因组就代表 个母系连锁群 因而
,

黄河鼠兔 只

个体的 基因组就能代表 个母系集团
,

据此 可推测它在母 系起 源 仁“ 其他 鼠兔 的亲

缘关系

耗兔亚属与鼠兔亚属的分子证据

鼠兔科现仅存 单型属
,

分布于欧亚大陆及北美的东北沿海地 区 有 人根据上 领门齿孔

与聘孔合并与否这一形态特征将 该属划分为耗兔亚属和鼠兔亚属“
·

’
·

习
,

而 持不同观点 ,

我们从核外基因组的角度
,

进
一

步证实两亚属的存在 经研究发现
,

兔形类的 分 子偏

大
,

比某些哺乳动物 略长
,

但仍在 高等动物 分 子大小的范围之 内 〕

限制性片段 长度变异
,

存在于兔科的穴兔属 口即“ 之应华止、 分子 为 一
,

绵 尾

兔属 夕。 一 和兔属 工￡尸谧、 一 中 阎 耗兔亚属 中红耳 鼠兔 只

个体的 分 子为 左右
,

而 鼠兔亚属 个物种的 只 个体则均 为
,

左右
,

差别颇 为明显 这种明 显差异似可作为两亚属的鉴别特征
,

由此进一步证实这种 长度变异普

遍存在于兔类动物中 兔
,

和 凡 种酶在两亚属间的识别位点差异
,

亦可作为亚属阶

元的鉴别特征

种鼠兔有 个酶切位点是保守的
,

可能是 与其祖 先共享的位点
,

另外 日 个酶切位 点 为

鼠兔亚属所共有 红耳 鼠兔 与鼠兔亚属各种间的 ‘「均遗传距 离 为 一 ,

按哺乳动物 每百万年的碱基突变率为 来 计算 ” 一 ’乃,

两亚属的分歧年代大约距 今

少 左右的 中新世晚期
,

相 当于我国哺乳动物时代的保德期中期或欧洲哺乳动物时代

的瓦里西安期末期

近缘种分子性状的比较

甘肃鼠兔与藏鼠兔分子性状的差异 由于 甘肃鼠兔 与藏鼠兔在形态 极 为相似
,

因

而 甘肃鼠兔是否为独立的物种
,

一直争论不休 有 人认为甘肃 鼠兔是藏鼠兔的同物异名 , 失冯

作建等根据其头骨特征 与藏鼠兔的差异及两种鼠兔在同域地带无中间类型的事实
,

将之作为

独立物种冈 本次 的结果表明
,

两种鼠兔的 分子
,

经 种酶分别消化后
,

共检

出 种酶切类型 表
,

经
, , , , ,

凡“
, ,

以 和

种酶消化后
,

分别检出两种不同的类型
,

故这 个酶切类型可作为区别两种鼠兔的种级分 子

性状或分子分类特征 而经
, ,

和 分别消化
,

仅检出 种类型
,

表明这 种

酶在两种鼠兔 中的 识别位点完全一致
,

即是它们相 同的分子性状
,

和

在甘肃鼠兔样本中检出种内多态性
,

可作为种下分类的分子性状或作种内遗传多样性分

析 另文报告
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酶切图谱中两种 鼠兔共检出 个位点
,

其中 个位点 为两种所共 享
,

占总位点的

在变异的位点中
,

犷肃鼠兔拥有 个位点
,

占 藏鼠兔则拥有 个位 点
,

占 虽

然在表型 上难 以 辩别
,

但 两 种 间的 遗传 距 离已 达 明 显的物 种级 别
,

其遗 传断 离 为

一
,

表 分歧时间约距今

从两种鼠兔 分子性状的差异
、

遗传距离及分歧时间的推算
,

以及 与其它 种 鼠兔

在分子和形态两个层次上的明显差异
,

足 以证明 甘肃鼠兔确 为独 立物种
,

而 不是藏 鼠兔的 同

物异名

黄河鼠免的分子证据 于宁等依据外部形态差异曾将长期归人藏 鼠兔同物异名的

加 汀正为有效物种图 现从表 一 和图 中可得到黄河 鼠兔 的分析结果
,

显

然 与藏鼠兔及其它 种 鼠兔在分 于水 平上迥 然相异
,

黄河 鼠兔 与藏 鼠兔 共享 个酶 切 位

点
,

前者独有 个位点
,

后者独有 个位点
,

分别占位点总数的 和
,

表明 两种 鼠

兔的核外基因组明 显趋异
,

它们间的遗传距 离为 而 且 与其余 种的遗传即离也均 在

以 上 黄河 鼠兔 与藏 鼠兔的分歧时间约距今 ‘ 少 这些差异从分 水 平 进

步证实黄河鼠兔的修订是可靠的

分子系统树

图 为 ” 构建的 种 鼠兔 〕 分 子系统

树
,

因形态上红耳鼠兔属耗兔亚属
,

故用之作为另外 种鼠兔的外群
,

来确定此树的根 由分

子系统树 可见
,

鼠兔 亚属 中黄河 鼠兔 与高原鼠兔亲缘关系最近
,

首先组成 一 对姊妹群
,

然 后 是

藏鼠兔 与它们相近
,

最后是甘肃 鼠兔 与前 种构成一对姊妹群 高原 鼠兔 为普遍 接受的独立

物种
,

如果我们承认黄河 鼠兔为藏鼠兔的同物异名
,

必须首 先承认 高原 鼠兔 与黄河 鼠兔 为同
一物种 即我们的结果从分子系统学的角度 支持黄河 鼠兔为独立物种 我们的结果也支持甘

肃 鼠兔为独立物种 于宁等报道的 种 鼠兔的 支序 图 中
,

甘肃 鼠兔 与藏 鼠兔的 亲缘关 系最

近
,

然后是黄河鼠兔 与这两种的亲缘关 系近
,

而 高原鼠兔 与黄河鼠兔
、

藏 鼠兔和甘肃鼠兔的 亲

缘关系甚远
,

这种差异可能是由于表型的进化与基因组的进化并不等速
,

表型进化受环境的

选择压力更大
,

易于趋同 而分 子进化的规律 更接 近 于 中性进化 说明利用形态特征和分 子

性状所建立的种系发生模式是相同的种系发生关系的一部分
,

它们即相 互重叠 又 相互 补 充

因本文仅涉及 个物种
,

故对于 鼠兔属的分子进化有待于更多物种的研究

分歧时间与化石的地史记录基本吻合

鼠兔科化石最早出现于亚洲早渐新世
,

井在中新 世繁盛 发展 。 和 属 中

中新世以 后 多数属绝 火
,

仅 鼠兔属 延 续 至 今
,

在 中 国 晚 中新 世 的保德期 约 距 今 一

了
,

该 属 化 石 种 有 拉 氏 鼠 兔 卿
、

小 鼠 兔 和
一

占 隆 鼠 兔

动
,

分布于我国北方
,

如 内蒙 占
、

山西
、

甘肃和西藏等地均有发现
,

现生的 高原鼠兔
、

达 鸟尔 鼠兔 和柯氏鼠兔 的化石 在 西藏
、

河北 和

甘肃等地的 更新世至全新世地层中有记录 似藏鼠兔 ’ 以 化石 曾在 青海共和
、

廿肃合水等地的 上 新统和 下更新统发现 含化石层即今 至少在 ‘ 前 种 鼠兔

红耳鼠兔除外 推算的分歧年代约距今 一 了
,

相 肖于中国陆相哺乳动物时代的榆

社期晚期 囚 这似乎说明
,

推算出的分化时期 与化石 记录指示的地质年代基本吻合
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第 期 于 宁等 鼠兔属 个种的分 子分类及进化

致谢 邱铸鼎先生提供化石及地史资料
,

并审阅文稿 美国加州大学何汝谐教授提供宝贵

意见
,

特此致谢 同时也感谢刘爱华副研 究员的大 力支持
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