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  中国大鲵 ( Andrias davidianus )为特有的珍稀有尾两栖动

物,是世界上体形最大的两栖类物种[ 1]。该物种在中国分布

范围非常广 ,遍及长江、黄河和珠江三大水系, 涉及 17 个省

市。大鲵栖息在不同纬度, 不同气候带和不同的水系之中,

并且由于多方面的原因,使该物种的栖息环境呈现出严重的

片断化[2] ;同时, 大鲵对水环境的依赖程度很大, 其扩散能力

较差,这样大鲵很可能出现不同地理种群的遗传分化和形态

变异。

在两栖类有尾目中有许多动物存在着由于地理分化引

起的遗传差异。mtDNA 已被广泛地用于解决种群差异与生

物地理的关系,而 Cyt b 基因在线粒体基因组中进化速度适

中,较短的一个片段就能包含从种下水平到属水平的系统发

育信息; Kenneth 等的研究也表明了 Cyt b 基因可以作为研究

亚种和种群的生物地理分布的标记基因。国内有学者对中

国大鲵进行了形态学、解剖学等方面的深入研究, 并与日本

大鲵进行了比较,确认了中国大鲵为有效种, 但 Murphy等用

同工酶、ATPase6基因片段和长为 306bp 的 Cyt b 基因片段对

中国的 6个大鲵地理种群遗传差异的研究只表明了安徽种

群具有独特的遗传特征[ 3]。同时, Graziano等认为, 较短的序

列对于系统树基本分支来说信号较弱, 需要较长的序列, 即

系统进化推论的稳定性和可靠性随序列数据的增加而加

强[4]。鉴于此,为了进一步探讨大鲵各地方种群的地理分化

对遗传差异的影响, 对来自 5 个不同地理区域的 13 个大鲵

野生个体的线粒体 DNA 细胞色素 b 基因全序列进行比较分

析研究。

1  材料和方法

11 1 样品来源  所研究的 13 个大鲵样品(肌肉组织)分别来

源于广西龙胜( 4个)、河南卢氏( 3个)、陕西汉中( 3 个)、湖南

壶瓶山( 2个)和四川绵阳 ( 1 个)。这些样品取自 2002) 2004

年间,并用 75%无水乙醇保存于- 20e 的冰箱内。各样品的

编号见表 1注释。

11 2 总 DNA提取  参照 Sambrook 的方法进行提取[ 5] ,再用

无水乙醇( - 20 e )沉淀和 70%的乙醇洗涤, 离心甩干, 最后

溶于 40LL的 TE 中。

11 3 PCR扩增 mtDNA细胞色素 b 基因全序列  扩增引物

参考Morphy等报道[ 3]的扩增引物 ( L8552 和H8956, L14841 和

H15149)以及 Zhang 等的测序结果[ 6] , 进行改进和进一步设
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计,成为与大鲵细胞色素 b 全序列完全匹配的引物序列为 :

CBP: 5c-AACGCTGCAAAATATGGTGAAGGA-3c

CBL: 5c-GCCGTTGAGCCGCAGGAA-3c

PCR反应在 PTC) 200 Peltier Thermal cycler (MJ Research,

Inc1 USA)上进行。反应总体积为 50LL。反应条件为: 95e 预

变性 10min, 94e 变性 1min, 56e 复性1mim, 72 e 延伸 1min, 并

进行35个循环; 72 e 延伸 10min。利用未加模板 DNA的反应

液作为空白对照,以检查是否有污染存在。PCR 产物用 1%

琼脂糖凝胶电泳检测,于- 20e 保存。

114  PCR产物纯化和测序  扩增得到的 PCR产物经琼脂糖

凝胶电泳, 所需带切下后用宝生物工程 (大连 ) 有限公司

( Takara)生产的 DNA 凝胶回收试剂盒 ( TaKaRa Agarose Gel

DNA Purification Kit Ver121 0)纯化回收。全部序列均由上海晶

泰生物技术公司用 L-i cor 4300 基因分析仪进行测序。

115  DNA序列数据的处理  采用 CLUSTALw 软件  将测序

结果进行对位排序, 用分子进化遗传分析软件 MEGA210 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、颠换百分比、转换/颠换比率和 Kimura 两参数( 2-parame-

ter)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。通过 MEGA210 软件购建 NJ 树和采用

PAUP4101 软件构建 MP 树; 在重建系统发生树时, 去除两两

对位序列中的缺失, 并以卢氏小默螈( Mertensiella luschani )和

新疆北鲵 ( Ranodon sibiricus )作为外群进行分析,同时应用自

举法( Bootstrap)评估系统树。

2  结果

21 1 细胞色素 b 基因序列及其变异

测定了来自 5个地区的 13 个大鲵标本,结果 cyt b 基因

的长为 1140bp;经序列核对及氨基酸转换, 没有缺失或插入。

同时,在所有序列中共发现 11 个不同的单倍型(表 1)。

在这13 个大鲵序列中,共有 44个位点呈现变异,其中 23

个简约信息位点。在所有的 Cyt b序列中,碱基组成的百分比

中显示了 G的相对缺乏, A+ T 的平均含量为 6012% ,而 C+ G

的平均含量为3918% (表 1)。核苷酸碱基的变异也存在很大

的差异,其中 T3) 4C 的转换比 A3) 4G转换发生的多,颠换中

只有 A与 T之间的颠换发生,没有 A与 C、C 与G 和G 与T 之

间的颠换。核苷酸的替换主要以转换为主 (转换/颠换数为

13/ 2) ,转换多于颠换, 表现出高的转换偏奇( Bias)。

表 1  大鲵不同单倍型的碱基组成频率( % )

Tab.1  Frequencies of base composition in different hapotypes of Chinese giant salamander

T C A G T-1 C-1 A-1 G-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3

GX1 3212 2419 2719 1510 2517 2515 2618 2210 4018 2412 2013 1417 3011 2511 3617 812

GX2 3214 2418 2718 1510 2610 2512 2618 2210 4113 2319 2010 1417 2918 2513 3617 812

GX3 3214 2418 2719 1419 2610 2512 2618 2210 4116 2317 2013 1415 2916 2514 3618 812

GX4 3214 2418 2810 1418 2610 2512 2618 2210 4113 2319 2015 1412 2918 2513 3617 812

SC 3210 2419 2812 1419 2610 2512 2615 2213 4113 2319 2013 1415 2818 2516 3717 719

HUN1 3214 2418 2718 1510 2610 2512 2615 2213 4113 2319 2013 1415 2918 2513 3617 812

HUN2/SX2 3214 2418 2719 1419 2610 2512 2618 2210 4113 2319 2013 1415 2918 2513 3617 812

SX1 3215 2417 2719 1419 2610 2512 2618 2210 4113 2319 2013 1415 3011 2511 3617 812

SX3 3213 2419 2718 1510 2517 2515 2618 2210 4113 2319 2010 1417 2918 2513 3617 812

HEN1 3210 2419 2811 1510 2610 2512 2615 2213 4113 2319 2010 1417 2818 2516 3717 719

HEN2/ HEN3 3118 2511 2812 1418 2517 2515 2615 2213 4113 2319 2013 1415 2815 2519 3810 717

  注:细胞色素 b 碱基的组成频率,数字 1、2、3分别表示密码子第一、二、三位。GX1、GX2、GX3、GX4分别代表广西的 4个大鲵标本, HEN1、

HEN2、HEN3分别表示河南的 3个大鲵标本,HUN1、HUN2分别表示湖南的 2个大鲵标本, SC表示四川的大鲵标本, SX1、SX2、SX3分别表示陕西

的 3个大鲵标本。( Frequencies are given by codon posit ion for cytochrome b1 No1、2、3 denote the 1st、2ndand 3rd codon positions1 GX1、GX2、GX3、GX4denote

four Chinese giant salamander samples from Guangxi Province, HEN1、HEN2、HEN3denote three Chinese giant salamander samples fromHenan Province, HUN1、

HUN2 denote two Chinese giant salamander samples from Hunan Province, SC denotes a Chinese giant salamander sample from Sichuan Province, SX1、SX2、SX3

denote three Chinese giant salamander samples from Shanxi Province1 )

  在Kimura双参数距离中, 所有 11 个单倍型间的数值在

010009) 010242, 平均距离是 01 0120。在序列差异百分比表

中,所有单倍型间的数值在 011% ) 215% (平均为 112% )。

(表 2)

212  分子系统树的构建

以新疆北鲵和卢氏小默螈作为外群构建 NJ 树 (图 1:

A )和 MP树(图 1: B)。所有系统树支上数值为 1000 次自举

( Bootstrap)检测得到的对该支的支持百分数。从图中可以

看出这两种不同的分子系统树具有基本相同的拓扑结构;

拓扑结构分为 2 个大分支, 其中河南的 3 个个体和四川个

体聚在一起为一分支; 而广西、湖南及陕西 9 个个体聚为另

一分支。
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表 2  大鲵 cyt b全基因序列不同单倍型的双参数距离(对角线下)和序列差异百分比(对角线上)

Tab. 2 Kimura 2-parameter distance (below diagonal) and percent difference ( above diagonal ) for different

hapotypes on cytochrome b nucleot ide sequences of Chinese giant salamander

GX1 GX2 GX3 SC GX4 HUN2/ SX2 HEN1 HEN2/HEN3 HUN1 SX1 SX3

GX1 01006 01004 01024 01006 01004 01025 01025 01004 01004 01005

GX2 010062 01004 01022 01005 01003 01023 01023 01004 01004 01004

GX3 010044 010035 01021 01004 01001 01022 01022 01002 01002 01003

SC 010242 010224 010215 01023 01021 01001 01010 01021 01021 01022

GX4 010062 010053 010035 010233 01003 01024 01024 01004 01004 01004

HUN2/SX2 010035 010026 010009 010206 010026 01021 01021 01001 01001 01002

HEN1 010251 010233 010224 010009 010242 010215 01011 01022 01022 01023

HEN2/ HEN3 010251 010233 010224 010098 010242 010215 010106 01022 01022 01023

HUN1 010044 010035 010018 010215 010035 010009 010224 010224 01020 01003

SX1 010044 010035 010018 010215 010035 010009 010224 010224 010018 01003

SX3 010053 010044 010026 010224 010044 010018 010233 010233 010026 010026

图 1  基于 Cyt b 基因全序列构建的分子系统树

Fig. 1  Molecular phylogenetic trees based on cytochrome b sequences data with Bootstrap Test ( 1000 replicat ions)

注:图中数字为自举置信水平( BCL)值, Ranodon. 为新疆北鲵,Merten. 为卢氏小默螈。( The values of Bootstrap confidence level ( BCL)

of the nodes are indicated above the branch. Ranodon. is Ranodon sibiri cus, andMerten. is Mertensi ella luschani1 )

3  讨论

5 个大鲵地理种群之间的序列差异百分比在 011% 到

215%之间(表 2) , 是典型的以水生为主的两栖动物[ 7]。在两

栖动物的 mtDNA 碱基替换中存在转换偏奇, 随着进化时间

的增加,颠换的积累, 转换偏奇会下降; 同时, 一般认为转换

颠换的比值小于 210时, 则此基因序列的突变已经达到饱和

状态,受进化噪音的影响可能性较大。对大鲵地理种群的研

究(表 1)也说明了分歧时间越长、亲缘关系越远的分类单元

之间, 核苷酸发生颠换的频率越高, 即亲缘关系较近的物种

之间总是有更高的转换差异比例; 同时,大鲵地方种群之间

的偏奇可能会随着进化时间的增加和空间隔离的加剧而下

降,而它们之间的突变因受到多重替换和饱和效应的影响而

达到饱和。

Kimball认为只有当置信水平值( BCL)高于 70% 的分支

才可信[ 8]。从构建的系统树 (图 1)上充分反映了广西地理

种群与河南地理种群之间的遗传距离最远, 而湖南、陕西和

广西地理种群之间, 河南与四川地理种群之间的遗传距离适

中。所以考虑到大鲵在中国的分布现状和各地理种群的分

布情况, 将这 5个地理种群分为 3 个水系: 珠江流域(广西种

群)、长江流域(湖南、陕西和四川种群 )和黄河流域(河南种

群)。故大鲵的遗传分化呈现出地理区域上的连续性; 即黄

河流域和长江流域的地理种群之间、珠江流域和长江流域的

地理种群之间存在较小的遗传差异, 黄河流域与珠江流域的

地理种群之间存在着最大的遗传分化, 其中长江流域种群充

当了黄河流域种群与珠江流域种群的桥梁作用,与这 3条河

流的地理分布一致。而 Murphy 等对 cyt b 基因片段的研究

结果并没有确定出这 3 条河流之间地理种群的亲缘关系。
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Barber等认为地理障碍与气候特征的差异在种系地理

学结构的形成过程中可能起到了非常重要的作用[ 9]。从气

候条件上看 ,广西龙胜属亚热带季风气候; 河南卢氏县属暖

温带大陆性气候。从地理分布上看,广西龙胜地处南部地区

的珠江流域,河南卢氏县位于西北部的黄河南岸。两地的气

候特征变化和地理隔离非常明显,珠江流域的广西地理种群

和黄河流域的河南地理种群之间存在较大的遗传分化。而

其他地理种群之间没有如此明显的气候变化和地理隔离(图

1) ,再加洪水的冲击,使本身主要生活在清澈、较凉的较固定

山溪中,迁徙能力较弱的大鲵进入同一地域中发生一定的基

因交流。同时,随着经济、交通的发展和偷猎走私的日益猖

獗,使大鲵有机会进入其他分布区, 也进一步导致了各个地

理种群遗传结构的变化。
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