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分子生态学运用分子标记来检测研究对象的遗传变异

特征, 以揭示生物所隐含的演化规律 , 其研究方法的全面引

入 , 使许多宏观生态学问题 , 特别是种群生态学、进化生态

学、行为生态学和保护生态学问题的研究从理论机制到实践

操作等方面都获得了长足进展。生物种群的变化反映在 DNA

上就是其序列的变化 , DNA 作为生物进化历史的忠实记录

者 , 从其本身探索生物进化的理论、生物类群的演化历史具

有重要的意义。

1 线粒体 DNA( mtDNA) 的特点

自 Nass 等( 1963) 发现线粒体中含有 DNA 以来 [1], 线粒

体中存在遗传物质的事实逐渐为人们所接受。随后 , 关于线

粒 体 DNA( Mitochondrial DNA, mtDNA) 结 构 与 遗 传 特 性 的

研究工作迅速展开, 获得了大量资料 , 并证明线粒体是半自

主性细胞器。随着分子生物学技术的发展 , mtDNA 分析迅

速渗入传统的分类、系统进化、群体遗传及人类学等研究领

域 , 成为生态学研究领域的强有力工具之一。1981 年 , 剑桥

大学 Anderson 等 人 在《Nature》上 发 表 了 人 类 mtDNA 分 子

的测序结果 , 其全长为 16 569 bp, 该序列 也 被 称 为 剑 桥序

列( CRS, Accession number: NC_001807) [2]。迄 今 为 止 , 已 有

100 余种脊椎动物的 mtDNA 全序列被测定、公布 ; 此外 , 还

有许多动物 mtDNA 的部分序列被测定。

mtDNA 的大小和结构在脊椎动物中十分保守 , 作为系

统发生和群体进化研究的分子标记 , 它具有如下特点 : ①严

格的母性遗传[3], 无重组及其他遗传重排现象[4], 后代能完整

地保存祖先的遗传信息, 同时避免了产生混杂遗传信息的可

能。mtDNA 属细胞质遗传系统 , 但在有性生殖中 , 精子对细

胞质贡献的可能性不足 0.004 %。②一级结构进化活跃、速度

快, 积累的变异多。mtDNA 的碱基替代率是单拷贝核基因组

的 5~10 倍[5], 这使得 mtDNA 能在较短时间内积累较多的突

变, 形成群体特异的遗传标记, 提高了 mtDNA 的信息量和分

辨率。此外 , mtDNA 的不同区域进化速率存在差异 , 这允许

选择不同的区段进行不同时间尺度的进化分析。③同一个体

组织中 DNA 的等同性。在所有哺乳动物和绝大多数的脊椎

动物中, 个体内的 mtDNA 具有高度的专一性, 一般无组织特

异性。④多态性的 mtDNA 序列歧异普遍存在于物种内甚至同

一种群中的个体间。⑤单个细胞内拷贝数多, 分子结构简单,

分子较小。已发表的线粒体全序列测定工作表明, 脊椎动物线

粒体基因组的长度大多在 16 kb 左右, 且基因排列紧密, 没有

或很少含有间隔序列, 所有基因无内含子, 易于测序与分析,

使工作量相对减少。⑥有效群体大小 ( Effective Population

Size) 仅为核 DNA 的 1/4[6]。

2 mtDNA 的应用

2.1 mtDNA 与生命进化研究 生命进化一直是人们所关

注的热点 , 也是整个生命科学的中心。mtDNA 作为一种分

子工具在进化研究中具有不可替代的作用, 并由此产生了一

些具有重要意义的成果。Cann等对来自世界各地 147 例个体

的 mtDNARFLP 数据进行了分析, 结果显示所有个体聚为 2

支, 最古老的一支全部为非洲人 , 其他大洲和一部分非洲人

的 mtDNA 分布在衍生的另外一大支里 , 研究者据此提出了

著名的“非洲夏娃”学说 , 认为现存各大洲 mtDNA 的共同祖

先在非洲。大约 10 万~20 万年前, 部分非洲现代人走出非洲

并代替了当地古人类, 成为目前各大洲现代人的祖先[7]。人类

进化研究中另一项重要的结果来自 Wallace 小组的工作 , 他

们利用 9 个 PCR 扩增片段和 14 种限制酶的酶切分析建立

了一套沿用至今的 RFLP 分析系统 , 通过这一系统发现了

很 多 具 有 大 洲 特 异 性 的 单 倍 群 ( Haplotype group,

haplogroup) , 为揭示世界各地人群的起源和迁徙提供了重

要的信息。1997 年 , 德国慕尼黑大学 Paabo 领导的研究小组

和美国宾夕法尼亚大学的同行们对 Neandertal 人进行了研

究。他们从距今 5 万年的 Neandertal 人标本中获得了 378

bp 的 mtDNA, 通过与现代人类基因的对比 , 从遗传学角度

上认为 Neandertal 人与现代人的祖先相距甚远 , 是介于现

代人和黑猩猩之间的过渡类型。他们认为, 早在 50 万~60 万

年前 Neandertal 人的祖先就与人类祖先在系统发育树上分

离, 因此 Neandertal 人不是人类祖先, 并支持现代人非洲起源

说[8-9]。除此之外, mtDNA 还广泛应用于其他物种的进化研究

之中, 如猛犸象[10]等。
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2.2 mtDNA 与遗传多样性、分子系统地理学研究 物种

的遗传多样性是生命进化和适应的基础 , 种内遗传多样性

愈丰富 , 物种对环境变化的适应能力愈大。种内遗传多样性

的保持也有助于保持物种和整个生态系统的多样性 , 减慢

由于适应和进化所导致的灭绝过程。mtDNA 作为一种遗传

标记 , 是研究遗传多样性及遗传结构的有效工具。张亚平等

对 40 只大熊猫线粒体 tRNA 及 D!loop 区进行了序列测定 ,

发现大熊猫中存在着广泛的个体间遗传变异 , 但群体间的

遗传分化程度很低, 同时发现群体内和群体间的遗传多样性

处于相近水平[11]。意大利撒丁蝾螈被 IUCN 列为濒危物种 ,

Lecis 等测定了其 4 个种群共 74 个样本的部分 mtDNA 序列 ,

在 915 bp 长的 DNA 序列中共存在 19 个多态位点 , 以此定

义的 22 种单倍型序列分歧度在 0.11 %~1.85 %间 , 平均核

苷酸多样性为 0.004 5±0.002 5, 4 个群体的平均单倍型多样

性为 0.792 7±0.047 9, 其中东中部群体为 0, 而南部群体则

高达 0.921 6±0.039 1; AMOVA 得出群体间遗传变异占 37.5 %

( Fst=0.375 17) , 表明群体间存在着显著遗传结构 , 同时指出

其 南 部 、 北 部 、 中 部 种 群 应 该 划 分 为 不 同 的 管 理 单 元

( Management Unit, MU) [12]。

分子系统地理学是在生物地理学的基础上, 采用分子生

物学技术手段, 从分子水平研究有密切亲缘关系的种间或种

内种群间现有系统地理格局形成过程和形成机制 , 阐述物

种现有种群分布形成的历史原因以及遗传多样性分布式样

的学科[13- 14]。结合古生物资料、地质资料、孢粉资料和化石资

料等 , 分子系统地理学甚至可以明确、验证历史上地质事件

的假设。目前, 分子系统地理学已成为国际上相当活跃的研

究领域 , 以 mtDNA 为遗传标记 , 在研究水系变迁、确定生物

冰期避难所及鉴别冰期后扩张或迁移模式、解释种群分布格

局形成的历史原因以及阐述驱动物种进化的机制等方面发

挥了重要作用[15- 16]。

2.3 研究家畜( 禽) 起源、驯化历史及物种历史 家畜( 禽)

的驯化与人类活动密切相关, 在改变人类的生活方式上起重

要作用 , 它很大程度上降低了人类对外界环境的依赖 , 使人

类建立定居地及扩展生存空间成为可能, 而且也是人类文明

产生、延续的先决条件[17-18]。随着生物技术的发展, 在研究家畜

( 禽) 何时、何地被驯化等起源问题上 , mtDNA 因能提供丰富

的遗传信息[19]而被广泛用作研究该问题的工具。通过不同种

群 mtDNA 多态性的比较, 并结合地质变迁的资料 , 不仅可阐

明现今种群相互间的亲缘关系, 而且还可推测家畜的起源、分

化和扩散途径。采用测序技术, Troy 等测定了392 头欧洲、非

洲、近东现存家牛及 4 头野牛的部分 D!loop 序列 , 通过构建

邻距离系统发生树、序列间 Network 图及分析单倍型、核苷

酸多样性 , 认为欧洲原牛( Bos taurus) 驯化于西亚地区 [20], 与

Loftus 等以微卫星为标记得到的结论相符[21]。利用类似的分

析方法, Svolainen 等得出狼驯化为狗的地点为东亚, 时间大

约在 15 000 年前[22]。此外, mtDNA 还被广泛应用于猪、绵羊、

山羊、鸡、马、驴、水牛及牦牛等的驯化起源研究[16, 23-26]。

2.4 确定种内、种间系统发生关系 根据物种间 mtDNA 序

列比较分析所得到的数据及 mtDNA 歧异度 , 通过系统发育

分析 , 可以揭示物种间的系统发育关系、分歧年代和进化过

程等。王江以 Cyt b 序列构建的四川藏原羚、斑羚、鬣羚、内

蒙古黄羊及其他 31 个牛科物种的系统发育关系表明 : 原羚

属与羚羊亚科赛加羚羊属、犬羚属及跳羚属等并系发生 , 为

羚羊亚科下的姊妹群; 羚羊亚科组成属间除印度羚属和羚羊

属( 仅 NJ、ML 树) 单系起源外, 其余为并系起源; 黄羊和藏原

羚分歧时间大约为 100 万~200 万年( Cyt b 分子钟) [27]。Xu 等

在测定印度独角犀 mtDNA 全长序列的基础上 , 推算出独角

犀与马科动物的进化分歧大约发生在 5 千万年前[28]。mtDNA

作为一种遗传标记还成功用于解决鸟类系统发生关系的研

究[29-30]。马达加斯加岛上的 Scincinae 亚科共存在 8 个属 57 种

蜥蜴 , 由于在进化过程中这些蜥蜴的肢长普遍缩短, 给依据

形态学差异来确定彼此的进化关系造成一定困难 , Schmitz

等以 mtDNA 序列检验了该亚科最大的亚属 Amphiglossus 的

系统发育关系 , 发现该亚属分为两支, 且这两支分别与其他

属的物种构成更大的分支, 这与形态学上的该亚属的单系

关系不符[31]。此外 , mtDNA 多态性分析还广泛应用于探讨、

追踪特异物种的生活史等[15, 32]。

2.5 mtDNA 与保护生物学及分类学研究 mtDNA 分析在

保护生物学方面的应用主要有 : ①分析种群的遗传变异 , 检

测数量呈下降趋势种群的遗传变异 , 弄清形成目前遗传结

构的原因; ②鉴定种群的进化趋异 , 包括认定进化显著单元

( evolutionary significant units, ESUs) ; ③从进化或系统发生的

前景评估一个种群栖息地的保护价值。Avise 等认为, mtDNA

的基因系统发育和种群地理信息相结合 , 可以有效检测种

群的遗传结构, 并提出相应的保护策略[13]。张亚平等研究了

大熊猫的遗传多样性及群体间遗传分化程度后 , 提出了现

阶段大熊猫的保护策略[11]。Alves 等( 2001) 对伊比利亚半岛

瓜地亚纳河 9 条支流的鲤鱼样本的 mtDNA Cyt b 和控制区

进行测序及 RFLP 分析, 认为它们可以划分为 4 个不同的进

化 显 著 单 元 [33]。Balakrishnan 等 在 分 析 了 3 个 古 鹿 亚 种

mtDNA 控制区的遗传变异后 , 认为合理的育种计划对维护

管理群体的遗传多样性有积极意义, 并建议交换亚种内隔离

群体间的个体以维持遗传多样性[34]。

分类上 , 宿兵等对我国珍稀灵长类黑冠长臂猿 11 个个

体的 mtDNA 的 D!loop 195 bp 片段进行了序列分析 , 根据由

mtDNA 得到的分子系统树并结合形态学方面的资料 , 提出

对中国黑冠长臂猿新的分类观点[35]。于宁应用 RFLP 与测序

技术对中国鼠兔 21 个物种的种系发生进行研究 , 纠正并确

定了一些鼠兔的分类[36]。王加连研究 mtDNAD!loop 及对 Cyt b

部分序列进行分析后 , 认为中国水域的真海豚在分类上应

归属于长喙真海豚[37]。

3 mtDNA 在青藏高原生物多样性研究中的应用前景

生物的遗传多样性是其生存和稳定的物质基础, 也是实

现其可持续利用的前提条件。青藏高原是全世界海拔最高的

生态系统, 由于其独特的时空演变特征、生态环境, 青藏高原

不仅是全球 34 个生物多样性焦点地区之一, 而且也是分子

系统地理学研究的热点区域之一。目前, 以 mtDNA 为分子标

记, 许多学者在普氏原羚、藏羚羊、青海湖裸鲤等的遗传多样

性研究方面做了大量工作, 并提出了相应的保护策略 ; 同时 ,

应用分子系统地理学, 在阐述青藏高原生物类群演化与青藏

高原隆升之间、第四纪冰期关系方面进行了有效尝试[16, 38- 40]。

然而 , 青藏高原生物资源丰富 , 区内很多物种的遗传多样性

仍未开展, 如野牦牛、藏野驴、大鲵、卤虫等。而且, 在分子系统

地理学方面 , 青藏高原隆升、第四纪冰期气候的具体过程及
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其对动物分布、遗传分化造成的影响也远未得到系统展开 ,

亟待学者开展更广泛、深入的研究加以阐述与探讨。因此, 利

用 mtDNA 这一遗传标记开展青藏高原生物的遗传多样性与

分子系统地理学研究, 将对青藏高原生物资源的保护利用、

青藏高原地质与气候环境变迁历史研究产生重大影响。
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