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摘 要

本文应用限制性 内切酶分析藏 鼠兔和高原 鼠兔的线粒体 限制性片段长度多态性
,

并结合形态
、

生境
、

地史和化石资料综合探讨两物种的异 同
。

结果表明
,

形

态上差异显著的两个物种
,

在分子水平上也同样具有明显的区别 用 种酶分别消化各样品
,

共检出 种限制性类型
,

两物种间存在丰富的多态性 它们的 分子均为 千碱

基对 左右 , 平均遗传距离为
,

分歧时间约为距今二百三十万年前的上新世晚期
,

相当

于我国哺乳动物时代的偷社期晚期或泥河湾期早期
关键词 线粒体 限制性片段长度多态性 藏 鼠免及高原 鼠免

动物的外部形态及体内大分子的合成都是 由基因控制的
。

在漫长的动物物种进化过

程 中
,

突变无疑最先发生在基因 即 分子
,

然后这种变化表达在蛋 白质分子上
,

最

后反映到动物的整体水平上
。

藏 鼠 兔
, 尸 , 一 和 高 原 鼠 兔 。 ,

隶属于兔形 目 鼠兔科 鼠兔属
, ,

两

种 鼠兔为我国特有或主要分布于中国的物种
。

过去对于它们的分类研究
,

主要是采用外部

形态特征的 比较分析
,

结合动物地理分布和生态环境等宏观研究手段
,

寻找表型差异
,

以

便 鉴别并置于分类 系统 中
,

为探讨属种间纵 向
、

横 向的进化
,

重建种 系发生 系统发

育 提供资料 于宁等
, 。

近年来
,

随着分子生物学的迅猛发展
,

种系发生的分子记录
、

形态学记录和化石记

录
,

在系统与进化研究中表现出的相互协调和相互补充
,

引起系统学和进化研究者的兴

趣
。

这些纪录从不同角度为再造生物的种系发生提供证据
。

动物的线粒体含有独立的并 自

主复制和转录的 基因组
,

是共价闭合环状双链分子
。

其分子量较

小
,

一般在 一 呈母系遗传方式
,

一个个体就能反映整个母系集团的情况 不

发生重组
,

无组织特异性 基因组的组织结构高度保守
,

但一级结构的进化却很活跃
,

其

进化速度快
,

大约是典型单拷 贝核 的 一 倍
, 。

正是 由于 分

子具有这些特点
,

使其在探讨动物近缘种间或种内群体间亲缘关系的研究中得到普遍运

用
,

并取得了可喜的成果
。

高原 鼠兔是青藏高原的特有动物
,

分布广
,

繁殖 力强
,

种群数量高
,

捕获较易
,

近

年来已成为高寒草甸生态系统
、

高山生理
、

老年医学
、

鼠害防治和培育驯化新的实验动

物等研究领域的良好动物模型
。

因此
,

在蛋白质多态
、

核型和 等有一点零星工作

中国科学院分类区 系特别支持费资助项 目 邱铸鼎先生提供化石资料并审阅文稿
,

特此致谢

本文于 年 月 日收到
,

年 月 日收到 修改稿
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周虞灿等
,

谭萍萍等
,

王东江等
,

”。
。

尽管如此
,

已报道的高原鼠兔

所涉及的限制性位点仍极少
,

且方法论证有误
,

不足以提供较准确的遗传背景

资料 藏 鼠兔 由于实验材料十分难得
,

到 目前为止
,

还未涉及到有关分子生物学方面的研

究
。

因此
,

从分子角度
,

特别是为遗传物质本身提供一些新的资料是十分必要的
。

本文拟对藏 鼠兔和高原鼠兔的 限制性片段长度多态性 进行对 比分

析
,

并结合形态
、

生境及 已知地史和化石资料进行综合探讨
,

以期对它们的分类与进化

提供更真实的
、

符合客观的新证据
。

材料和方法

动物来源

实验动物 高原鼠兔 只 舍
,

早
,

其中一雌兔怀胎 只
,

捕于青海省门源县种马

场风 匣 口 地 区
,

海拔约 米 藏 鼠免 只 舍
,

早
,

胎儿 只
,

捕 自四 川省康定县折

多山
,

海拔约 。米
。

取每个个体的肝
、

心
、

肾
、

脾速冻于液氮中
,

以供实验
。

查看标本 高原 鼠免 只
,

采于青海
、

西藏和四 川等地 藏鼠兔 只
,

采于甘肃
、

青

海
、

西藏
、

四川和云南
。

测量并记录每个标本的外形及头骨数据
,

进行统计处理
。

试剂

种六碱基 一 识别序列的限制性 内切酶
, 人 分子量标记和

均购 自华美公司
,

其它试剂为国产分析纯
。

的提取与限制性内切酶的消化

取 出液氮冻存的 鼠兔内脏组织
,

根据王文等 改进的碱变性法制备
,

提取的 样品
,

用
、 、 、 、 、 、 、 、

、 、 、 、 、 、

和 种限制性 内切酶酶解
。

酶解反应按

厂家推荐的条件进行 样品酶解后以 琼酷糖平板凝胶 含 拼 嗅化乙锭 电泳

分离 电极缓冲液用 一硼酸 系统
,

电压
,

时间 一
,

紫外

光照射下观察拍照
。

数据处理

以 入 作分子量标记
,

确定各样品 酶解后每一片段的分子量
。

根据 限制性片段类型的差异
,

用 等 的公式计算物种间的遗传距

离
, ,

一 《 〔 , ’‘, 一 ‘ ‘

式中
,

和
,

分别为物种 和 的限制性片段数
, ,

为两物种间相同的片段数
,

为

物种间的限制性 片段共享度
,

为每一个位点的平均碱基置换度
,

代表物种间的遗传距

离
。

结 果

表型性状的比较

捕于青海省门源县的 只鼠兔
,

其特征与 和 两篇

原始文献描记的高原 鼠免完全一致
,

经与地模标本对 比
,

证实它们确为高原 鼠兔
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。

捕 自四川康定的 只 鼠兔
,

其产地
、

外形及头骨特征与 命名的

相同
。

而康定的 已被后来的学者归入藏 鼠兔的同物异名
,

等
,

冯柞建等
, ,

表 藏鼠兔和 高原鼠兔的表型性状及 度

’人 刀 口 人 二口 亡

听泡长

背部颜色

脑颅

拓 毛

额骨

顶骨

门齿

生境

士

深

平缓

深

低平

低平

垂直

草 甸草原

士

浅

拱

浅 。

隆突

后倾

前倾

灌丛
、

林缘
, 一

将产于我国各地的两种 鼠兔的 只头骨进行测量和分析
,

高原 鼠免的体型显然 比藏

鼠兔大
,

再将两种 鼠免的表型性状及生存环境进行综合对比分析 表
,

其差异非常显

著
,

从传统的形态学角度
,

证明是两个独立物种
。

的限制性类型

用 种识别六碱基序列的限制性 内切酶分别消化两种 鼠免的各个样品
,

共检出 种

限制性类型 表
,

测得藏 鼠兔和高原 鼠兔的线粒体 分子均为 左右
。

两种 鼠兔的 分别经 和 消化
,

均 出现 种酶切类型
。

值得注意的

是 只高原鼠免的 中
,

分别检出两种类型
,

其中 只标本检出 个酶切片段
,

另 标

本在前 种类型上
,

分别失去一个位点而成 个片段
,

因而呈现 出种内多态性

用 和 分别消化两种 鼠兔的
,

高原 鼠兔产生 个 片段
,

藏 鼠兔为 个

片段
,

即高原 鼠兔分别 比藏 鼠兔多一个 和 的切点 经 和 分别消化后
,

高原 鼠兔具 个片段
,

而藏鼠兔呈现 个片段
,

也就是说高原 鼠兔分别 比藏 鼠兔少一个

和 的切点
。

两种 鼠兔的 分别经 和 进行消化
,

在高原 鼠兔中检到 个和 个

片段
,

而藏鼠兔恰相反
,

为 个和 个 片段
。。 和 在两种鼠免的 中识别位点均很少

,

经两种酶消化后的样 品
,

高原 鼠免分别产生 个和 个片段
,

藏鼠兔则为 个和 个片段
。

和 在两种鼠兔的 中识别位点均很多
,

最多可达 个 片段
。

和 在两种鼠兔的 分子 中均只有 个位点 而经 消化
,

两种 鼠

免的样品得到 个相同的片段 经 消化
,

均无切点
。
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表 藏鼠兔和高原鼠兔 限制性片段大小

七 ,在
“ 亡

酶
的识别 序列及 限制性片段大小

酶
的识别序列及 限制性片段大小

。

’

反

云一

︸‘人

丁

无 切点

『

’八 口 内 乃‘ ‘ 二

, 样本 数 。 , ,

对表 的上述分析
,

可得出以下结论

尽管两种 鼠兔经不同的酶消化后
,

所得的片段很不相同
,

但总片段数相等或相

近
。

识别序列 以 一 碱基为主的酶在各样品中所识别位点的总数略多于 以 一 碱基

为主的酶
。

可检出种内多态性的 和
,

其识别序列均以 一 碱基为主
。

无切点
,

而
、

和 在两种鼠兔的 分子上的识别位点

相同
,

是它们的共性
。

另外 种内切酶在两种 鼠兔的 中表现出的不同限制性类型
,

应是两种

鼠兔分子性状的区别特征
。
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遗传距离

根据 等 的公式
,

算得两种鼠免的平均遗传距离为
。

讨 论

我们用 种限制性 内切酶分别消化各个样品
,

未检出两种 鼠兔的 有性别

差异
,

证明它们同样遵循严格的母系遗传方式
。

两种鼠兔的 分子均为 左右
。

这个数值与 一 等 报

道的穴兔属 勺 分子为
·

一
· ,

兔属 户“ 为
·

一
· ,

棉尾兔属 勿 为 一 相类似
。

也符合 一 早 已提 出的高等

动物 分子为巧 一 的结论 我们与 一 。 等的研 究都证实兔形 动

物 分子在 一 的范围内 王东江等 仅用两种限制性内切酶消化

高原鼠兔的
,

计算出的分子大小为巧 “
,

显然 比已做的兔形 目中各物种的

分子小得多
,

而且 比 提到的高等动物 分子的最低限度还小
。

特别

是国内外的研究
,

一再重复证实动物线粒体 呈母系遗传
,

在遗传过程中基本不发生

重组
,

一个个体就可代表一个遗传类群或母系集团
,

兰宏等
, 。

王

东江等 则认为
“

提出的 必须全部为雌性
” ,

从
“ 只全部为雌性

” 的动

物肝脏中制备
。

他们的实验方法和结果与我们及国内外同行明显不同
,

故其结果

的可靠性有待于进一步研究
。

从表 这种传统的最直观的表型特征 比较和 区别两个物种
,

在分类实践中早 已被

分类学工作者所重视
。

虽然表型进化与分子进化的速率大不相同
,

但表型的差异仍然会在

基因水平上得到印证
。

而对于 的分析
,

是对遗传物质本身的研究
,

反映的

是物种间差异的本质
。

表 表明
,

形态上具有显著差异的两物种
,

在核外基因组上
,

同样

存在着显著差异
。

它们 呈现明显的种间多态
,

这 种限制性 内切酶 中
,

有 种可

检出 种间多态性
,

各限制性类型可以作为区别两种 鼠兔的分子性状
,

或称分子分

类特征
。

而
、 、

和 种酶未检出相异的片段或无切点
,

虽然这对区别两

种 鼠兔没有意义
,

但似乎显示两物种共有的分子性状
,

共有的遗 传物质
。

另外
,

和

对高原 鼠免的种内多样性均有检测
。

如果哺乳动物 平均每百万年发生碱基代换的速率为 的假设

等
, 一

等
,

也适用于兔形 目的鼠免
,

那么高原 鼠兔与藏 鼠兔的分歧

年代大约在二百三十万年前
。

鼠兔属最早的化石纪录见于中国晚中新世的保德期
,

约距今一千二百万年前 邱占

祥等
, 。

该 鼠的种类从中新世后一直延续到今
,

广布于我国北方
,

在西藏
、

甘肃
、

山

西和 内蒙古等地均有发现 于宁等
, 。

我们计算的分歧年代相当于上新世晚期
,

距

今约二百五十万年到三百三十万年前
,

相当于我国的陆相哺乳动物时代榆社期晚期或泥

河湾期早期 邱占祥等
,

”。
。

据化石种似西藏鼠兔 , “ ,

在青海共和
、

甘

肃合水等地上上新统和下更新统的发现 含化石层时代距今至少在一百八十万年前
,

似

乎说明所推算出的这两种 鼠免的分化时期与化石纪录指示的地质年代基本吻合
。
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