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应用线粒体基因序列分析虎的进化关系

石俊松，田存锋，许继国，张秀娟，李　莉，张守全
（华南农业大学 动物科学学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】研究华南虎Ｐａｎｔｈｅｒａｔｉｇｒｉｓａｍｏｙｅｎｓｉｓ、东北虎 Ｐ．ｔｉｇｒｉｓａｌｔａｉｃａ和孟加拉虎 Ｐ．ｔｉｇｒｉｓｔｉｇｒｉｓ之间的进化关
系．【方法】采用ＰＣＲ扩增结合质粒测序的方法，获得东北虎、孟加拉虎和华南虎线粒体 ＤＮＡＣＯⅠ基因７５０ｂｐ序
列、ＣＯⅢ基因７３７ｂｐ的序列和ＮＤ４基因５６１ｂｐ的序列．使用ＤＮＡＳｔａｒ和ＤＮＡｓｓｉｔ软件对这些序列进行碱基组成、
序列间的转换／颠换值、遗传距离等分析．选择家猫 Ｆｅｌｉｓｃａｔｕｓ、猎豹 Ａｃｉｎｏｎｙｘｊｕｂａｔｕｓ及云豹 Ｎｅｏｆｅｌｉｓｎｅｂｕｌｏｓａ的
ｍｔＤＮＡ作为外群，利用Ｍｅｇａ４０采用邻接法重建华南虎、东北虎、孟加拉虎的进化关系树．【结果和结论】研究发
现东北虎、孟加拉虎和华南虎线粒体ＤＮＡＣＯⅠ、ＣＯⅢ和ＮＤ４基因变异位点较少，且华南虎同孟加拉虎、东北虎的
遗传距离要大于孟加拉虎和东北虎的遗传距离；构建了华南虎、东北虎、孟加拉虎的ＣＯⅠ、ＣＯⅢ和ＮＤ４基因的基
因树，通过对基因树分析可以得东北虎和孟加拉均是由华南虎进化而来的结论．
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　　虎属于哺乳纲、食肉目、猫科、豹属、虎种，一般
虎被分为８个亚种，现仅存５个亚种．在这仅存的５
个亚种中，华南虎 Ｐａｎｔｈｅｒａｔｉｇｒｉｓａｍｏｙｅｎｓｉｓ、东北虎
Ｐ．ｔｉｇｒｉｓａｌｔａｉｃａ和孟加拉虎 Ｐ．ｔｉｇｒｉｓｔｉｇｒｉｓ也濒临灭
绝，尤其是华南虎．为了成功地保护物种，除了要保
护其栖息地和最大限度地增加种群数量外，还必须

保护其遗传多样性．遗传多样性贫乏的物种，在环境
中将十分脆弱，因而其进化前景暗淡［１］．

为了制定有效的繁殖对策，以最大限度地保存

圈养虎群体的遗传多样性，必须首先弄清起源群体

的遗传结构，这是任一圈养动物繁殖中迫切需要解

决的问题．由于虎类是一个比较年轻的类群，亚种间
基因进化较保守，单一基因的信息量尚不足以解决

该类群的系统发育问题，增加新的 ＤＮＡ序列的研究
是解决问题的关键之一．同时，采用多基因序列数据
也是由基因树到物种树的必然要求．近年来，人们开
始注意线粒体ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）在系统进化研究中的作
用，同时人们已经把它们用于猫科动物的系统进化

研究［２３］．哺乳动物的线粒体ＤＮＡ是双链环状ＤＮＡ，
能够独立复制，不与组蛋白结合，另外，线粒体 ＤＮＡ
所具有的线粒体基因组复制与表达所需的多种酶则

由核基因编码，因此，线粒体是一个半自主性细胞

器［４］．Ｗｈｉｔｅ等［５］研究发现线粒体ＤＮＡ没有内含子，
缺乏有效的基因修复系统，极易发生突变，与核ＤＮＡ
相比，ｍｔＤＮＡ具有母系遗传、拷贝数多、突变率高和
极少发生重组等特性，是研究分子生态学、系统进化

和群体遗传学的一个关键工具；其中 ｍｔＤＮＡ高突变
率和极少发生重组的特性，使得较短时间内积累的

变异可以连续而忠实地遗传下去，通过分析这些变

异的分布范围与频率等信息，从而可以更好地研究

种群关系及系统进化．
郑涛［６］利用中国产１３种猫科动物的１２ＳｒＲＮＡ

基因（约３７１ｂｐ）和 Ｃｙｔｂ部分序列（约３５５ｂｐ）进行
了分析，其构建的进化树显示了云豹、豹、雪豹和虎

具有较近的亲缘关系，支持将它们同归于豹属的观

点．Ｌｕｏ等［３］对１３４份虎样本的４ｋｂｍｔＤＮＡ序列进
行了分析，提出现存的虎有６个亚种：东北虎、北印
支虎、华南虎、马来虎、苏门答腊虎和孟加拉虎．张文
平等［７］利用线粒体 ＤＮＡ的 Ｄｌｏｏｐ区及 ＮＤ５部分序
列构建了东北虎、孟加拉虎和华南虎的系统进化树．
韦

!

［８］利用ｍｔＤＮＡ的 ＮＤ５基因研究了华南虎的遗
传多样性．本文主要利用ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因、ＣＯⅢ基
因和ＮＤ４基因部分序列来构建东北虎、孟加拉虎和
华南虎的系统进化树，探讨３种虎的进化关系，也为
虎的物种树的建立提供一些依据．

１　材料与方法
１．１　材料来源和ｍｔＤＮＡ提取

本试验采集了广西熊虎山庄东北虎和孟加拉虎

的血液样品，每种取３～４个个体，其中东北虎个体
编号为Ｐｔａ０１、Ｐｔａ０２、Ｐｔａ０３和Ｐｔａ０４，孟加拉虎编号为
Ｐｔｔ０１、Ｐｔｔ０２、Ｐｔｔ０３和Ｐｔｔ０４．将虎麻醉后从尾部静脉采
全血１０ｍＬ，按 Ｖ（血液）∶Ｖ（ＡＣＤ抗凝剂）＝６∶１的
比例混匀抗凝，于－８０℃条件保存备用．华南虎肌肉
组织样来自广州动物园自然死亡的１头华南虎，编
号为Ｐｔｓ０１．

线粒体ＤＮＡ的提取结合了 ＤＮＡ总基因组和质
粒ＤＮＡ的提取方法，并对常规酚 －氯仿抽提法改
进．所得的 ｍｔＤＮＡ溶于 ＴＥ缓冲液中，－２０℃条件
保存备用．
１．２　ＰＣＲ扩增

根据从ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ上搜索得到的家猫 Ｆｅｌｉｓ
ｃａｔｕｓ（ＮＣ＿００１７００）、猎豹 Ａｃｉｎｏｎｙｘｊｕｂａｔｕｓ（ＮＣ＿
００５２１２，）、云豹 Ｎｅｏｆｅｌｉｓｎｅｂｕｌｏｓａ（ＮＣ＿００８４５０）的
ｍｔＤＮＡ全序列，利用 ＤＮＡｓｓｉｓｔ１０比对，选取序列的
保守区，利用 Ｐｒｉｍｅｒｐｅｒｍｉｅｒ５０软件设计引物，并由
Ｏｌｉｇｏ检验，最后由上海生工生物工程技术服务有限公
司合成．ＣＯⅠ引物序列为：ＦＧＣＴＣＧＡＡＣＣＴＣＴＧＴＣＴＴ
ＴＡＧ，ＲＣＣＡＡＡＡＣＣＧＧＧＴＡＧＧＡＴＴＡＡ；ＣＯⅢ引物序列
为：ＦＧＣＣＴＡＴＧＴＴＴＴＴＡＣＣＣＴＧＣＴ，ＲＣＴＡＣＧＴＣＴＡＣＧ
ＡＡＧＴＧＴＣＡＡ；ＮＤ４引物序列为：ＦＧＧＣＡＡＴＣＡＡＡ
ＣＡＧＡＧＣＧ，ＲＧＧＡＡＧＴＴＡＧＴＣＣＧＴＧＧＧ．

ＰＣＲ扩增条件：２５μＬ反应体系含５０ｎｇ基因组
模板，１×ＰＣＲ缓冲液，８μｍｏｌ／Ｌ引物，２００μｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ，１５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，１ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶．９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，３５个
循环；７２℃延伸５０ｓ，７２℃后延伸５ｍｉｎ，４℃条件下
保存产物．
１．３　产物的回收和测序

ＰＣＲ产物经凝胶电泳检测后，由 ＤＮＡ胶回收试
剂盒（上海生工）回收纯化，并与 ｐＭＤ１８Ｔ载体
（ＴａＫａＲａ公司）连接，然后转化 ＪＭ１０９感受态细胞
后，经蓝白筛选，送阳性克隆的菌液到上海英骏生物

科技有限公司测序．
１．４　序列分析及构建进化树

所有测得的序列比对（Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ）使用
ＤＮＡＳｔａｒ软件包的 ＥｄｉｔＳｅｑ、ＳｅｑＭａｎ、Ｍｅｇａｌｉｇｎ等软件
进行编辑，并进行人工校对，以确保序列的准确性．
然后用ＤＮＡｓｓｉｔ分析各物种间各个序列间的差异，单
倍型多样度．用 ＤＮＡＳｔａｒ等计算序列的碱基组成及
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序列间的转换／颠换值、遗传距离，并计算序列的碱
基组成百分率等．

选择家猫、猎豹及云豹的 ｍｔＤＮＡ作为外群，利
用Ｍｅｇａ４０采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）重建
华南虎、东北虎、孟加拉虎的进化关系树，系统树中

节点的自助置信水平（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｌｅｖｅｌ，
ＢＣＬ）应用自引导估计，共１０００次循环．

２　结果
２．１　华南虎、孟加拉虎和东北虎的ｍｔＤＮＡ序列

通过测序，共得到２５个序列，其中 ＣＯⅠ基因８
个个体（东北虎３个、孟加拉虎４个、华南虎１个）各
７５５ｂｐ（ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＦＪ４２２１２３，ＦＪ４２２１４５，
ＦＪ４５５１２２，ＦＪ４５５１２４，ＦＪ４５５１２５，ＦＪ４６１５２９～４６１５３１）；ＣＯ
Ⅲ基因８个个体（东北虎４个、孟加拉虎４个）各７４２
ｂｐ，华南虎１个个体７３７ｂｐ（ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＦＪ４６１５３２～４６１５３４，ＦＪ４６５５０８～４６５５１１，ＦＪ４６９６２５）；ＮＤ４
基因８个个体（东北虎３个、孟加拉虎４个、华南虎１
个）各 ５６１ｂｐ（ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＦＪ６０８５８３～
６０８５８５，ＦＪ６９４９６８～６９４９７２）．
２．２　序列差异及分析
２．２．１　ＣＯⅠ基因　通过 ＤＮＡｓｓｉｓｔ软件对这些序列
的优化及比对，发现３只东北虎中出现３种线粒体
ＣＯⅠ单倍型，共有２个变异位点；４只孟加拉虎出现
２种线粒体ＣＯⅠ单倍型，只有１个变异位点．

由序列比对可知，８个个体的序列共检测到多态
位点１３个，占分析位点总数（７５０ｂｐ）的１７３％，２核
苷酸间的变异位点 １３个，无 ３核苷酸间的变异位
点．因此，３个虎亚种的 ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因序列变异
主要有转换和颠换２种类型，无转换与颠换共存的
现象．东北虎、孟加拉虎、华南虎和云豹的序列两两
碱基替换情况和遗传距离列于表１．

表１　东北虎、孟加拉虎、华南虎和云豹的ＣＯⅠ序列间的转换／颠换（上三角）和遗传距离（下三角）
Ｔａｂ．１　Ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ／ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ（ｕｐｐｅｒｒｉｇｈｔｍａｔｒｉｘ）ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓ（Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄｅｌ，ｌｏｗｅｒ

ｌｅｆｔｍａｔｒｉｘ）ｆｏｒＣＯⅠｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＳｉｂｅｒｉａｎｔｉｇｅｒ，Ｂｅｎｇａｌｔｉｇｅｒ，ＳｏｕｔｈＣｈｉｎａｔｉｇｅｒａｎｄｃｌｏｕｄｅｄｌｅｏｐａｒｄ

样品编号 Ｐｔａ０２ Ｐｔａ０４ Ｐｔａ０１ Ｐｔｔ０４ Ｐｔｔ０２ Ｐｔｔ０１ Ｐｔｔ０３ Ｐｔｓ０１ 云豹

Ｐｔａ０２ １／０ １／１ ６／０ ５／０ ５／０ ５／０ １１／０ ９８／５

Ｐｔａ０４ ０．００１３ ０／１ ５／０ ４／０ ４／０ ４／０ １０／０ ９９／５

Ｐｔａ０１ ０．００２７ ０．００１３ ５／１ ４／１ ４／１ ４／１ １０／１ ９９／６

Ｐｔｔ０４ ０．００８０ ０．００６７ ０．００８０ １／０ １／０ １／０ ７／０ ９６／５

Ｐｔｔ０２ ０．００６７ ０．００５３ ０．００６７ ０．００１３ ０／０ ０／０ ６／０ ９５／５

Ｐｔｔ０１ ０．００６７ ０．００５３ ０．００６７ ０．００１３ ０．００００ ０／０ ６／０ ９５／５

Ｐｔｔ０３ ０．００６７ ０．００５３ ０．００６７ ０．００１３ ０．００００ ０．００００ ６／０ ９５／５

Ｐｔｓ０１ ０．０１４８ ０．０１３４ ０．０１４８ ０．００９４ ０．００８０ ０．００８０ ０．００８０ ９３／５

云豹 ０．１５８１ ０．１５９９ ０．１６１５ ０．１５４５ ０．１５２７ ０．１５２７ ０．１５２７ ０．１４９２

　　从表１中可以看出：虎亚种间的Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍ
ｅｔｅｒ遗传距离范围为０００１３～００１４８，变异程度较
大，亚种之间距离最小的为东北虎和孟加拉虎，最大的

为东北虎同华南虎；东北虎个体之间的遗传距离和孟

加拉虎个体之间遗传距离均小于亚种之间的遗传距

离．云豹和虎亚种之间的距离范围是 ０１４９２～
０１６１５，其中和华南虎最小，和东北虎最大．
２．２．２　ＣＯⅢ基因　对４个东北虎个体、１个华南虎
个体和４个孟加拉虎个体的 ｍｔＤＮＡ进行了克隆测
序，得到了这９个个体各７３７ｂｐ的序列．通过ＤＮＡｓ
ｓｉｓｔ软件对这些序列的优化及比对，发现４只东北虎
中只有１种线粒体ＣＯⅢ基因单倍型，４只孟加拉虎
也只有１种线粒体ＣＯⅢ基因单倍型．可见在虎中线
粒体ＣＯⅢ基因个体差异极小．

由序列比对可知，９个个体的序列共检测到多态

位点４个，约占分析位点总数（７３７ｂｐ）的０５４％，２
核苷酸间的变异位点４个，无３核苷酸间的变异位
点．因此，３个虎亚种的 ｍｔＤＮＡＣＯⅢ基因序列变异
主要有转换和颠换２种类型，无插入／缺失和转换与
颠换共存的现象．东北虎、孟加拉虎、华南虎和云豹
的序列两两碱基替换情况和遗传距离列于表２．

从表２中可以看出：虎亚种间的 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａ
ｒａｍｅｔｅｒ遗传距离范围为０００００～０００５５，变异程
度较大，遗传距离最大为东北虎和华南虎，而东北

虎和孟加拉虎、华南虎和孟加拉虎之间的遗传距离

是一样的（Ｄ＝０００２７）．东北虎个体之间、孟加拉
虎个体之间遗传距离均为０．云豹和虎亚种之间的
遗传距离范围是 ０１１８１～０１２４９，变异程度较
小，其中和华南虎遗传距离最小，和东北虎遗传距

离最大．
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表２　东北虎、孟加拉虎、华南虎和云豹的ＣＯⅢ序列间的转换／颠换（上三角）和遗传距离（下三角）
Ｔａｂ．２　Ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ／ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ（ｕｐｐｅｒｒｉｇｈｔｍａｔｒｉｘ）ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓ（Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄｅｌ，ｌｏｗｅｒ

ｌｅｆｔｍａｔｒｉｘ）ｆｏｒＣＯⅢｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＳｉｂｅｒｉａｎｔｉｇｅｒ，Ｂｅｎｇａｌｔｉｇｅｒ，ＳｏｕｔｈＣｈｉｎａｔｉｇｅｒａｎｄｃｌｏｕｄｅｄｌｅｏｐａｒｄ

样品编号 Ｐｔａ０１ Ｐｔａ０２ Ｐｔａ０３ Ｐｔａ０４ Ｐｔｔ０１ Ｐｔｔ０２ Ｐｔｔ０３ Ｐｔｔ０４ Ｐｔｓ０１ 云豹

Ｐｔａ０１ ０／０ ０／０ ０／０ １／１ １／１ １／１ １／１ ３／１ ８０／２
Ｐｔａ０２ ０．００００ ０／０ ０／０ １／１ １／１ １／１ １／１ ３／１ ８０／２
Ｐｔａ０３ ０．００００ ０．００００ ０／０ １／１ １／１ １／１ １／１ ３／１ ８０／２
Ｐｔａ０４ ０．００００ ０．００００ ０．００００ １／１ １／１ １／１ １／１ ３／１ ８０／２
Ｐｔｔ０１ ０．００２７ ０．００２７ ０．００２７ ０．００２７ ０／０ ０／０ ０／０ ２／０ ７９／１
Ｐｔｔ０２ ０．００２７ ０．００２７ ０．００２７ ０．００２７ ０．００００ ０／０ ０／０ ２／０ ７９／１
Ｐｔｔ０３ ０．００２７ ０．００２７ ０．００２７ ０．００２７ ０．００００ ０．００００ ０／０ ２／０ ７９／１
Ｐｔｔ０４ ０．００２７ ０．００２７ ０．００２７ ０．００２７ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ２／０ ７９／１
Ｐｔｓ０１ ０．００５５ ０．００５５ ０．００５５ ０．００５５ ０．００２７ ０．００２７ ０．００２７ ０．００２７ ７６／１
云豹 ０．１２４９ ０．１２４９ ０．１２４９ ０．１２４９ ０．１２１６ ０．１２１６ ０．１２１６ ０．１２１６ ０．１１８１

２．２．３　ＮＤ４基因　对３个东北虎个体、１个华南虎
个体和４个孟加拉虎个体的 ｍｔＤＮＡ进行了克隆测
序，得到了这８个个体各５６１ｂｐ的序列．通过ＤＮＡｓ
ｓｉｓｔ软件对这些序列的优化及比对，发现３只东北虎
只有１种线粒体 ＮＤ４单倍型；４只孟加拉虎有２种
线粒体ＮＤ４单倍型，总共有１个变异位点．

由序列比对可知，８个个体的序列共检测到多

态位点 ３个，约占分析位点总数（５６１ｂｐ）的
０５３％，２核苷酸间的变异位点３个，无３核苷酸间
的变异位点．因此，３个虎亚种的 ｍｔＤＮＡＮＤ４区序
列变异主要有转换和颠换２种类型，无缺失／插入、
转换与颠换共存的现象．东北虎、孟加拉虎、华南虎
和云豹的序列两两碱基替换情况和遗传距离列于

表３．

表３　东北虎、孟加拉虎、华南虎和云豹的ＮＤ４序列间的转换／颠换（上三角）和遗传距离（下三角）
Ｔａｂ．３　Ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ／ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ（ｕｐｐｅｒｒｉｇｈｔｍａｔｒｉｘ）ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓ（Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄｅｌ，ｌｏｗｅｒ

ｌｅｆｔｍａｔｒｉｘ）ｆｏｒＮＤ４ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＳｉｂｅｒｉａｎｔｉｇｅｒ，Ｂｅｎｇａｌｔｉｇｅｒ，ＳｏｕｔｈＣｈｉｎａｔｉｇｅｒａｎｄｃｌｏｕｄｅｄｌｅｏｐａｒｄ

样品编号 Ｐｔａ０４ Ｐｔａ０２ Ｐｔａ０１ Ｐｔｔ０３ Ｐｔｔ０１ Ｐｔｔ０２ Ｐｔｔ０４ Ｐｔｓ０１ 云豹

Ｐｔａ０４ ０／０ ０／０ １／０ １／０ ０／０ ２／０ ２／０ ６５／６
Ｐｔａ０２ ０．００００ ０／０ １／０ １／０ ０／０ ２／０ ２／０ ６５／６
Ｐｔａ０１ ０．００００ ０．００００ １／０ １／０ ０／０ ２／０ ２／０ ６５／６
Ｐｔｔ０３ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０／０ １／０ １／０ ３／０ ６６／６
Ｐｔｔ０１ ０．００１８ ０．００１８ ０．００１８ ０．００００ １／０ １／０ ３／０ ６６／６
Ｐｔｔ０２ ０．００００ ０．００００ ０．００００ ０．００１８ ０．００１８ ２／０ ２／０ ６５／６
Ｐｔｔ０４ ０．００３６ ０．００３６ ０．００３６ ０．００１８ ０．００１８ ０．００３６ ４／０ ６７／６
Ｐｔｓ０１ ０．００３６ ０．００３６ ０．００３６ ０．００５４ ０．００５４ ０．００３６ ０．００３６ ６５／６
云豹 ０．１４４２ ０．１４４２ ０．１４４２ ０．１４６６ ０．１４６６ ０．１４４２ ０．１４４２ ０．１４４２

　　从表３可看出：虎亚种间的Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ遗
传距离范围为０００００～０００５４，变异程度较小；华南
虎和孟加拉虎２个个体的遗传距离最大，和其他个体
的遗传距离一样；而东北虎个体之间的遗传距离为０．
云豹和虎亚种之间的遗传距离范围是 ０１４４２～
０１４６６，变异程度较小，其中和孟加拉虎２个个体最
大，和其他个体的遗传距离一样．
２．３　系统进化树的构建

利用Ｍｅｇａ４０软件，基于Ｋｉｍｕｒａ两参数距离采
用邻接法（ＮＪ法）来构建系统进化树，以云豹作为外
群比较，同时引进家猫和猎豹的同区域序列作对照．
从图１～３中可以看出该拓扑结构分为３个支系，东
北虎同孟加拉虎聚在一起，自助置信水平为９９％；然

后再与华南虎的支系聚合．

分支上的数字为１０００次重复抽样分析得到的支持百分数．

图１　基于ＣＯⅠ基因构建的系统进化树

Ｆｉｇ．１　ＮｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｗｉｔｈｔｈｅＫｉｍｕｒａ２

ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄｅｌｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＣＯⅠｇｅｎｅ
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分支上的数字为１０００次重复抽样分析得到的支持百分数．

图２　基于ＣＯⅢ基因构建的系统进化树
Ｆｉｇ．２　ＮｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｗｉｔｈｔｈｅＫｉｍｕｒａ２

ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄｅｌｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＣＯⅢｇｅｎｅ

分支上的数字为１０００次重复抽样分析得到的支持百分数．

图３　基于ＮＤ４基因构建的系统进化树
Ｆｉｇ．３　ＮｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｗｉｔｈｔｈｅＫｉｍｕｒａ２

ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄｅｌｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＮＤ４ｇｅｎｅ

３　讨论
３．１　３个基因的保守性及在进化关系中的应用

在基因序列方面，３个基因序列呈现较多的一致
性．３个基因序列都富含 Ａ、Ｔ，而 Ｇ的含量都是最少
的．张方等［９］认为脊椎动物线粒体基因组遗传密码的

使用存在偏倚性，密码子的第３位碱基为Ａ和Ｃ的比
例明显高于Ｇ和Ｔ，其中Ａ的比例最高，Ｇ最低．

从种内的单倍体个数来看，３个基因单倍体个数
都较少，呈现保守性，且种间多态性位点也较少，在

位点的突变中也全部是转换和颠换，而且以转换为

主，多为无义突变．衡量一个群体 ｍｔＤＮＡ的遗传多
样性的指标有２个：单倍型多样度和核苷酸多样度．
这２个指标的值越大，群体的多样性程度越高，遗传
多样性越丰富，反之群体的多样性程度越低，遗传多

样性越贫乏．因此一方面说明这３个基因比较保守，
另一方面也说明３种虎的遗传多样性较低．

从遗传距离上看，不论个体还是亚种间，３个基
因呈现的遗传距离均较低，亚种间最高的为ＣＯⅠ基
因，其最高遗传距离才为００１４８．Ｎｅｉ［１０］认为地理种
群之间的遗传距离在０００～００５，亚种间的遗传距
离约为００５或更大．然而有许多例外，在有些情况

下，亚种间的遗传距离可能与地理种群间的遗传距

离一样小．由于亚种分类可能受到人为因素的影响，
在分类学实践中亚种形态分化的标准以约７５％的个
体呈现不同为界限；另一方面，形态学变化和分子歧

异之间既存在相关性，又存在独立性［１１］，在分子水平

研究亚种的亲缘关系时，得到的遗传距离可能会大

于或小于 Ｎｅｉ［１０］估算的亚种间的遗传距离．例如，
Ｂａｌｌ等［１２］对红翅黑鹂 Ａｇｅｌａｉｕｓｐｈｏｅｎｉｃｅｕｓ的研究和
Ｃａｒｒ等［１３］对维基尼亚鹿 Ｏｄｏｃｏｉｌｅｕｓｖｉｒｇｉｎｉａｎｕｓ的研
究都表明种群间 ｍｔＤＮＡ差异程度较小，最大的分别
为 ０００８和 ００１６．Ａｓｈｌｅｙ等［１４］对黑犀牛 Ｄｉｃｅｒｏｓ
ｂｉｃｏｒｍｉｓ２亚种的研究也证实了这一点，２亚种之间
的遗传距离仅为 ０００２９．吴平等［１５］利用 ＲＦＬＰ和
ＰＣＲＲＦＬＰ技术研究东北虎和华南虎线粒体ＤＮＡ多
态性，结果显示东北虎和华南虎的遗传距离只有

０００１３５．
３．２　从３个基因的序列片段构建的进化树看虎的

进化关系

　　本研究结果可以看出华南虎和东北虎、孟加拉
虎的遗传距离要大于东北虎和孟加拉虎之间的遗传

距离，而以云豹为外群构建的进化树中也可以看出，

３个基因序列片段构建的进化树拓扑结构相近，均是
东北虎和孟加拉虎先合为一枝，然后与华南虎汇合；

且相同的亚种都聚在各自的树枝上，个体间的遗传

差异较小，内群的平均遗传距离均小于外群的遗传

距离，所以能够很好地区分和 ３个亚种间的关系．
Ｋｉｍｂａｌｌ等［１６］研究表明，置信度大于 ７０％的进化枝
是比较可信的，而本文构建的基因树除基于 ＣＯⅢ基
因构建的系统进化树有１支为６４％外，其余均大于
７０％，因此构建的基因树是可信的．从 ＣＯⅠ、ＣＯⅢ和
ＮＤ４基因构建的系统进化树我们可以得出东北虎和
孟加拉虎均是由华南虎进化而来的结论．而谭邦
杰［１７］从地理位置上、张文平［１］从线粒体 ＤＮＡＤｌｏｏｐ
区和ＮＤ５基因构建的进化树也均说明了３种虎的进
化由来，鉴于现存华南虎的数量及华南虎在虎进化

史上的地位，需要我们在华南虎的保护上作出更多

的努力．
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［１６］ＫＩＭＢＡＬＬＲＴ，ＢＲＡＵＮＥＬ，ＺＷＡＲＴＪＥＳＰＷ．Ａｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｙｏｆｔｈｅｐｈｅａｓａｎｔｓａｎｄｐａｒｔｒｉｄｇｅｓｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔ
ｔｈｅｓｅｌｉｎｅａｇｅｓａｒｅｎｏｔｍｏｎｏｐｈｙｌｅｔｉｃ［Ｊ］．ＭｏｌＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔ
Ｅｖｏｌ，１９９９，１１（１）：３８５４．

［１７］谭邦杰．虎在中国的分布［Ｊ］．中国动物园年刊，１９８６
（１９８５／１９８６）：１６５１７０．
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