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� � 80 年代以来,随着分子生物学的迅猛发展, 涌现出一批

分子进化和种群遗传分析方法和技术。如同工酶( Allozymes)

分析、分子杂交( Molecular hybridization)、限制性片段长度多态

性( Ristriction fragment length polymorphism, RFLP)等。而聚合

酶链式反应( Polymerase chain reaction, PCR)技术的诞生则给

分子生物学及其相关学科带来了一场革命。以 PCR 技术为

基础, 发展出随机扩增多态 DNA( Randomly amplified polymor�

phic DNA, RAPD)、扩增片段长度多态性 ( Amplified fragment

length polymorphism, AFLP)、微卫星( Microsatellite, MS)等分析

方法和技术。这些方法和技术与传统方法相比具有一些独

特的优势,因而很快便在生物学各个领域特别是种群遗传研

究中得到广泛应用。随着不同研究领域的交叉和渗透,它们

很快被引入到鲸类学的有关研究中。如通过分析某一基因

片段序列,如线粒体 DNA控制区( Mitochondrial control region)、

细胞色素 b( Cytochrome b)等来研究鲸类的遗传变异、种群结

构和系统发育等[1 � 8]。此外, RAPD、AFLP、RFLP、DNA指纹图

谱技术( DNA fingerprinting, DNAfp)等也在鲸类学有关研究中

得到了广泛应用。本文主要介绍分子生物学方法在鲸类学

研究中的进展,并讨论了它们在白 豚 ( Lipotes vexillifer )和江

豚(Neophocaena phocaenoides )保护生物学研究中的应用前景。

1 � 鲸类学研究中的分子生物学方法

1�1 � DNA分子系统学用于研究鲸类的起源和系统发育

由于鲸类在形态上高度特化, 并且缺少关键的化石标

本,使得人们很难确定其起源。不少学者基于一些解剖、生

理和古生物学方面的证据认为鲸类与偶蹄类有密切的进化

关系[ 9,10]。Milinkovitch 利用分子杂交的方法通过比较 DNA

分子间解链温度的差异系数来了解不同物种之间的亲缘关

系,认为偶蹄类是鲸类的祖先[ 11]。Milinkovitch 等还根据两个

核糖体 DNA 片段的序列( 12S rRNA 和 16S rRNA)利用分子系

统学的方法构建了鲸类的系统发育进化树,发现鲸类与偶蹄

类具有很密切的进化关系[ 12]。传统的鲸类分类依据头骨是

否对称、牙齿和鲸须的有无、是否具有回声定位能力等解剖

学、生理学和行为上的特征将现生鲸类划分为具有回声定位

能力的齿鲸亚目( Odontoceti)和滤食性须鲸亚目 ( Mysticeti)两

大类群。齿鲸亚目又被分为包括 10 个科在内的 4 大类群:

抹香鲸类,即抹香鲸总科( Physeteroidea) , 包括抹香鲸科( Fami�

ly physeteridae)和小抹香鲸科( Kogiidae) ; 喙鲸类, 即喙鲸总科

( Ziphioidea) , 只有喙鲸科( Ziphiidae)一科;淡水豚类, 即淡水豚

总科( Platanistiodea) , 包括恒河豚科 ( Platanistidae)、拉河豚科

( Family pontoporiidae)、亚河豚科 ( Iniidae) 和白 豚科 ( Family

lipotidae) ; 海豚类, 即海豚总科 ( Delphinoidea) , 包括一角鲸科

(Monodontidae )、海豚科 ( Delphinidae ) 和鼠 海豚 科 ( Pho�

coenidae) [13]。长期以来齿鲸亚目和须鲸亚目被认为是单系

起源的,其共同的祖先是生活于约3, 500� 4, 500 万年前的古

鲸亚目
[14]
。自从 Milinkovitch 提出齿鲸类的并系起源, 并且

抹香鲸和须鲸亚目在进化上关系更接近这一观点以来[ 12] ,

抹香鲸的系统进化位置便争议颇多。随后,许多研究人员依

据不同的基因序列 (线粒体细胞色素 b、核糖体 12S 和 16S

等)进行分子系统学研究均发现这样一个奇怪的现象: 齿鲸
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中的抹香鲸在进化上与须鲸而不是人们想象中的齿鲸关系

更近,这表明齿鲸类并非单系起源的。依据分子钟理论, 可

推测它们的共同祖先生活于 1, 000 � 1, 500 万年前[ 6,12]。很

显然, 这样的研究结果与传统的结论相冲突。最近, Nikaido

等运用短的散布因子( SINE)来分析主要鲸类的谱系发生, 发

现齿鲸类是单系起源的;他们还推算出现生鲸类大约在距今

2, 800� 3, 300万年前快速辐射分开[ 15]。这一时间与化石记

录十分吻合。齿鲸类到底是不是单系起源的呢? 恐怕这一

问题在今后很长一段时间内依然会是争论的焦点, 除非有新

的关键的化石标本出现。

另外一个有争议的问题是淡水豚类之间的关系。淡水

豚类包括:恒河豚( Platanista gangetica)和印河豚( P. minor )、

亚河豚( I nia geoffrensis )、拉河豚( Pontoporia blainvillei) 和白

豚。它们零星地分散于三个亚大陆的六条隔离的河流。由

于淡水豚类的外型和栖息地环境相似, 出于命名方面的方

便,长期以来它们一直被置于同一个较高的分类单元 � � � 淡

水豚总科。然而,这一分类是否合适? 最近有形态学家依据

它们的骨骼存在明显差异对这一类群的单系起源提出了质

疑[13]。Cassens 等通过对三个线粒体基因 ( 12S rRNA, 16S

rRNA, cytochrome b)和二个核基因(编码光感受器内部与类维

生素 A 相结合蛋白质的基因, 乳蛋白基因)的序列进行系统

发育分析, 认为现生淡水豚类并不是单系起源的[ 16]。他们

认为淡水豚类是由于适应河流栖息地而保存下来的残留物

种。然而, Nikaido 等运用 SINE 来分析主要鲸类的谱系发生

时得到的结论是淡水豚类为单系类群[ 15]。然而, 不管它们

是否单系起源,它们肯定属于不同的科属。杨光等最近的研

究结果将淡水豚类分为三个支系,即恒河豚、白 豚、印河豚

和拉河豚,并且支持白 豚成为独立的科[ 8]。

1�2 � DNA指纹图谱技术用于血亲关系鉴定( Kinship test)

遗传学手段在鲸类研究中的一个重要应用是对个体间

的血亲关系进行鉴定。Jeffreys 等第一次用杂交的方法证实

了人类基因组中小卫星 ( Minisatellite)高变区的存在 , 并正式

提出小卫星这个术语, 奠定了 DNA 指纹技术的基础[17]。该

技术的基本原理是: 动物个体的 DNA 指纹图谱中的每一条

带除了偶然发生的突变外, 都可以从其父母双方的 DNA 指

纹中找到。DNA指纹图谱技术在血亲鉴定和法医鉴定中表

现出积极的作用和有效性。随着该技术的日益成熟, 它被应

于鲸类的父权鉴定( Paternity test)。Hoelzel等运用该技术 (使

用 33. 15 和 33. 6 探针)成功地对人工豢养条件下的 4 头虎鲸

( Orcinus Orca) (其中母子可以确定, 而另外两头均可能是父

亲)进行了亲子关系鉴定[ 18]。

1�3 � 指纹图谱分析用于鲸类社群行为的研究

由于鲸类不容易接近,因而要了解它们的社群行为特别

是生殖行为通常很困难。有关鲸类交配体系的知识通常是

通过与其他哺乳动物相比较推测得到的, 然而, 这种推测结

果需要通过严格的亲子鉴定来证实。就哺乳动物的交配体

系而言,已经知道雌性的交配行为主要受怀孕和哺乳期的限

制,而雄性则主要通过两种途径来优化它们在群体中的适应

性:与很多雌性交配或通过亲体保护来提高后代的数量和质

量[19]。在大多数情况下, 这种交配体系主要通过两性或单

性(通常是雄性) 向外扩散来避免近交的发生[ 20]。然而,

Amos 等通过对长肢圆头鲸 ( Globicephala melas )两个群体的 1

个小卫星和 6个微卫星位点指纹图谱的分析得到与此完全

不同的结论 � � � 该物种群体内两种性别的后代都不迁移, 而

且性成熟雄性基本上不与家族群内的雌性交配[ 21]。这一情

况对于哺乳动物来说是很不正常的, Amos 推测这种社群结

构可以通过雄性帮助雌性抚育后代和获取食物来提高整个

群体的广义适合度。这一说法缺少事实依据, 但在很大程度

上可以解释长肢圆头鲸家族群异乎寻常的凝聚力。至于它

们的交配行为, Amos 估计只有当两个或更多的家族群相遇

或者雄性个体造访其他家族群时才会发生。这两种可能性

均得到野外观察资料支持,但企图通过亲子鉴定来寻找真正

父亲的努力常常以失败告终。总而言之, 该方法为研究哺乳

动物的社群行为开辟了一条崭新的道路。

1� 4� PCR技术用于性别鉴定

鲸类学家们在研究鲸类的生物学和行为规律时有必要

区别雌雄个体,但对于生活在海洋环境中的鲸类群体来说通

常是很困难的,在很多情况下甚至是不可能做到的。以往对

鲸类进行性别鉴定主要是依据肉眼可以看出的明显的性征

作出判断。在野外条件下, 这一作法只适用于近距离个体,

而且仅限于座头鲸 ( Megap tera novaeangliae ) , 抹香鲸( Physeter

macrocephalus) ,虎鲸等少数具有明显性别特征的种类。摄影

技术的应用,使得人们可以依据照片上明显的性征对较远距

离处的个体进行性别鉴定。但这一技术并不总是可靠的, 而

且不可能在任何条件下对所有的个体进行性别鉴定。过去

也有研究表明可通过对组织或细胞进行核型分析来确定性

别[22, 23] ,但这一作法操作麻烦而且费时。另外, 传统的方法

无法对保存的缺少性别资料的组织或器官进行性别鉴定。

近几年来, PCR 及其相关技术的快速发展使得人们可以

从分子水平上对哺乳动物进行性别鉴定。该技术以性别特

异性 DNA 序列为基础, 通过 PCR扩增性染色体上的特定区

域 ZFX/ ZFY[ 24]和 SRY[ 25] , 并对扩增产物进行检测从而对性

别作出判断。该方法具有快速、可靠、需样品量少等优点。

对于野外自然状态下的个体,则可以通过活体无损伤方法获

得样品,这一点对于濒危鲸类物种的保护研究意义重大。该

方法最常用的有两套检测系统: ZFX/ ZFY 和 SRY。ZFX/ ZFY

系统通过 PCR 扩增得到目的基因片段, 再用限制性内切酶

Taq I消化, 依据酶切图谱对性别作出判断。SRY检测则相对

简单,不需经过酶切而通过电泳方法直接检测雄性特异性扩

增条带。Palsb � 11 等利用这两套检测系统对人和 6 种鲸[小

须鲸( Balaenoptera acutorostrata)、蓝鲸 ( B. musculus )、长须鲸

(B . physalus )、座头鲸、白鲸 ( Delphinapterus leucas ) 和鼠海豚

(Phocoena phocoena) ] 进行性别鉴定[ 26]。结果在使用 ZFX/

ZFY系统时除了不能从长须鲸的基因组中得到性别特异性

条带, 人类和其余 5 种鲸的性别均能得到准确的鉴定; 而在

使用 SRY系统时, 则无一例外地可以进行性别鉴定。由此看
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来, SRY系统似乎更可靠。所以他建议在对鲸类和其他哺乳

动物进行性别鉴定时为了得到可靠的结论最好单独扩增

SRY区段或同时扩增 ZFX/ ZFY 区段作为平行对照。在 Palsb

� 11 等工作的基础上, Richard 等人测出了抹香鲸的 SRY基因

序列,并设计出了适用于鲸类 SRY 基因的扩增引物[27]。该

引物能从座头鲸和其他 5种鲸( 2 种齿鲸, 2 种海豚和 1 种须

鲸)已知雄性个体的基因组 DNA 中扩增得到预期的产

物 � � � SRY片段,而在相同条件下, 鲸类的雌性个体和人类

却得不到该产物。因而在合适的 PCR条件下用该引物进行

性别鉴定能排除由于人类 DNA 的污染导致错误结论的可能

性。Palsb � 11 等的结果表明 ZFX/ ZFY和 SRY区域在鲸类性

染色体上的存在性, Richard等设计出的鲸类特异性引物预示

了PCR技术在鲸类甚至其他哺乳动物的性别鉴定方面将有

很好的应用前景。

1�5 � DNA序列分析用于鲸类的种类鉴定

以往对喙鲸科各种类的鉴定主要依据一些基本的形态

特征, 如头的形状、骨骼的形态、牙齿的位置和形状等[ 28, 29]。

要得到肯定的结果则需要在实验室中对头骨进行仔细研究,

这一点在野外工作中通常是无法做到的, 因而常常会作出错

误的判断。PCR和 DNA测序技术的发展和成熟使得从保存

的一小块组织判断鲸类的种类成为可能。其中一个较为成

功的事例是 Henshaw 等通过比较线粒体 DNA 控制区同源序

列的碱基差异对加利福尼亚海域流刺网捕获的 12 头喙鲸进

行种类鉴定[30]。结果能肯定其中 6 头为剑吻鲸( Ziphius cavi�

rostris)、2 头为扇齿喙鲸(Mesoplodon stejnegeri)和扁齿喙鲸( M.

carlbubbsi) ,其余 4 头则不能确定。Henshaw 等确信只要能够

收齐喙鲸科所有种类的线粒体控制区序列作为参照, 该方法

可以鉴别出所有的喙鲸种类。利用线粒体 DNA序列进行种

类鉴定的基础是种内和种间同源序列的碱基差异,而且 DNA

序列分析的结果在所有的分析方法中应该是最直接和最为

可靠的。因此, 可以大胆地推测, 该方法在其他鲸类种群甚

至其他哺乳动物的种类鉴定中将会有更多的应用。

2 � 分子生物学方法在江豚和白 豚物种保护中的应用展望

将分子生物学方法引进到鲸类学研究中的最终目的是

对这些物种进行合理的管理和保护。特别是那些珍稀的濒

临灭绝的或者种群数量下降很快的物种或种群, 如中国特有

的小型齿鲸 � � � 白 豚和长江江豚。为了制订合理的管理

和保护措施,很有必要对它们的遗传状况,如遗传变异( Ge�

netic variation)、种群遗传结构( Genetic population struture)、基因

流( Gene flow)等方面进行研究。分子生物学方法正是解决这

些问题的有效途径。

2�1 � 种群遗传研究和分类

到目前为止, 白 豚数量已经不足 100 头, 长江江豚估

计也不到 2000头, 并且种群数量下降很快[ 31]。大多数人认

为人类活动是导致白 豚和长江江豚种群数量快速下降的

主要因素。然而一个物种种群数量的下降除了客观存在的

外部原因外, 必然有其固有的内在原因。如创立者效应

(Founder effect) [ 2]、遗传漂变( Genetic drift) [ 3]、近交衰退 ( In�

breeding decline) [ 32]等,因而很有必要对它们的遗传状况进行

研究。目前,用于研究种群遗传变异的方法很多, 但 DNA 序

列分析是其中最直接最可靠的方法。在进行 DNA 序列分析

时,可以选择不同的基因。线粒体 DNA 控制区由于具有母

性遗传、进化速度快等优点, 而成为研究物种及种下分类单

元遗传变异和种群遗传结构的首选基因。因此, 可以从白

豚和长江江豚线粒体 DNA 控制区序列反映出的遗传变异状

况入手,分析它们是否存在上述导致物种种群数量下降的遗

传因素,并且可以推测其遗传背景。在进行白 豚和长江江

豚遗传背景研究时,存在一个很重要的问题是样品的采集及

其数量受到限制。但 PCR技术的诞生, 使得这个问题在一定

程度上得到解决。因为通过 PCR 扩增可以从陈旧标本甚至

福尔马林固定的组织样品中提取的微量 DNA 中得到某些基

因片段[33] , 从而可以用于遗传变异分析。

关于江豚的分类,有两种不同的观点。Pilleri 和 Gihr 根

据不同产地江豚标本的形态差异, 将其分为三个种[34]。而

王丕烈和高安利等主要根据测量性状差异将江豚分为三个

亚种[35, 36]。他们的分类基础均是形态差异,所以无法判断哪

一种分类更加合理。然而,物种分类最可靠的依据应该是它

们自身的遗传物质。因此,可以根据遗传变异对江豚进行分

类。DNA序列从遗传物质的一级结构反映遗传信息,因而适

合于遗传变异和种群结构分析。同时现阶段 DNA 测序技术

已经得到突破, 使得 DNA 序列分析法可以成为江豚分类的

有效途径。目前这方面的研究工作已经取得了一些进展[ 5]。

2� 2� 用于研究基因交流和个体迁移

关于长江江豚与海生江豚之间是否有个体迁移这一问

题一直存在争议。张先锋等根据长江干流中江豚种群数量

在不同分布区域的季节性变化推测长江江豚可能在长江与

东海之间或长江与其相通的湖泊(如鄱阳湖、洞庭湖)之间作

长距离的迁移[ 37]。杨光等运用线粒体 DNA 控制区序列分析

中国水域江豚种群遗传变异时, 发现 3 个江豚群体之间存在

显著的遗传分化,认为它们之间不大可能发生海�江或江�海

迁移并且缺乏基因交流[1]。然而,杨光等最近的研究则得到

了与此截然相反的结论,认为中国水域 3 个不同江豚种群之

间可能存在基因交流和个体迁移[ 5]。此外,长江不同江段江

豚群体之间是否形成生殖隔离也有待研究。该类问题的解

决直接关系到该物种的保护和管理策略。解决这样的问题

通常有两类方法:最直接的方法是通过观察个体的运动计算

迁移率;间接的方法则是采用遗传学手段评估长期的基因

流[38]。但到目前为止还没有直接的野外观察资料可以为这

一问题提供明确的答案,而且开展这样的野外观察其难度也

可想而知。相反,分子生物学方法解决这样的问题似乎更方

便快捷。例如, 可以通过线粒体 DNA控制区序列分析确定

不同的单倍型及其相互间的遗传距离, 并采用种群遗传学方

法统计单倍型频率及其在不同群体中的分布, 再选择合适的

遗传模式计算得到衡量基因流和个体迁移的参数。到目前

为止,已经有一些计算机软件可以用于这方面的数据分析,
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如DnaSP。但利用线粒体 DNA控制区序列来研究基因流和

个体迁移也存在不足, 例如线粒体 DNA 是核外遗传物质并

且本身有母性遗传特性,所以只能检测到雌性个体迁移造成

的基因交流,而无法判断核基因交流和雄性个体迁移引起的

基因交流。微卫星分析可以弥补这方面的不足。选择合适

的微卫星引物,通过 PCR扩增可以从核基因组中得到该位点

的等位基因。对多个微卫星位点的所有等位基因进行数量

遗传学分析便可以得到衡量群体间基因交流的参数。

2�3 � 用于血亲关系鉴定和群体结构分析

鲸类的物种保护研究中有时需要对个体之间的血亲关

系进行鉴定。例如,为了分析判断湖北石首天鹅洲白 豚半

自然保护区中建立和发展起来的长江江豚群体维持自身发

展的能力,需要对其群体结构进行分析。在进行群体结构分

析时,通常需要弄清楚个体之间的亲缘关系。由于江豚是群

居性哺乳动物,通常集群活动, 所以判断亲子关系将是一件

非常不容易的工作。因为对于某一新生幼仔,虽然可以从某

些行为(如驮仔、授乳等)判断母子关系[ 39] , 但从理论上讲生

活于同一群体中的所有性成熟雄性个体均可以是其父亲, 即

可能有多个潜在的父亲。DNA指纹技术具有准确、灵敏、稳

定、重复性好等优点。此外,更为重要的是该遗传标记符合

孟德尔遗传规律,即后代的所拥有的所有条带可以从其双亲

之一或同时找到。以上特点使得 DNA 指纹技术适合于个体

识别、血亲关系鉴定和群体结构分析, 因而可以成为解决江

豚血亲关系问题有效的途径。

江豚是群居性动物,在长江中和围养条件下均有集群行

为发生。围养条件下的观察结果表明江豚一般成双成对活

动,大多是母子豚, 也有成年雌雄豚相依的情况, 这种成对的

江豚构成群体的核心单元[39]。因此, 可以采用分子生物学

方法并结合野外观察资料对保护区中江豚的群体结构和集

群行为进行遗传学分析, 例如分析其集群原则及遗传学机

制。微卫星由于具有突变速率快、多态性高和共显性遗传等

特点而成为此类研究的一种理想的遗传标记( Genetic mark)。

扩增片段长度多态性分析( AFLP)是近年来出现的一种新的

指纹图谱法[40] , 能够产生数十条甚至上百条条带, 并且符合

孟德尔遗传规律,因此也可以成为分析群体结构的一种有效

方法。

2�4 � 在保护区遗传管理中的应用

目前, 白 豚的种群数量可能不足 100 头, 已经濒临灭

绝的边缘。为了保存该物种,现在惟一的希望是把尽可能多

的白 豚集中到一个保护区内[ 31]。即建立一个有效的繁殖

群体,使之能够自然繁殖, 从而达到保护的目的。这就很自

然地涉及到保护区的遗传管理问题。保护区遗传管理的首

要原则就是最大程度地保护动物天然的遗传多样性及其进

化潜力。从这个原则出发, 为了避免近亲繁殖引起遗传衰

退,首先需要解决的问题就是确定最小有效种群数量。而有

效种群数量的确定直接与杂合性( Heterozygosity)、等位基因

( Alleles)数量以及性比( Sex ratio)等相关。DNA 指纹图谱、微

卫星等分子生物学方法可以很好地解决上述问题, 因而将在

保护区的遗传管理决策中发挥重要作用。

分子生物学方法和技术已经成为鲸类进化生物学、保护

遗传学、生态学等诸多领域非常重要和崭新的研究工具。相

信随着分子生物学技术的发展和新技术的出现, 它们在鲸类

学研究中的应用将会越来越广泛。
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