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应用 mtDNA Cytb基因全序列分析中国
5 个马鹿群体的遗传多样性和系统发育

张 丽，滚双宝，雷天云，刘丽霞，秦大伟，赵世峰

( 甘肃农业大学 动物科技学院，甘肃 兰州 730070 )

摘要:为了在分子水平上探讨马鹿的遗传多样性和系统发育，对我国 5 个马鹿群体 43 头马鹿 mtDNA Cytb 基因全

序列进行了分析。结果表明: 5 个马鹿群体 mtDNA Cytb 基因全序列中 A、T、G、C 含量没有明显差别; 多态位点占分析

位点的 7． 63%，天山马鹿和塔里木马鹿的单倍型比例分别为 100%，50%，单倍型多样度 ( Hd ) 分别为 ( 1． 000 ±

0． 218 ) ，( 0． 700 ± 0． 096 ) ，核苷酸多样度( Pi) 分别为 0． 003 33，0． 005 44，平均核苷酸差异数值 ( K ) 分别为3． 800，

6． 200，其遗传多样性较丰富。对 13 个马鹿单倍型序列的系统发生分析表明，我国马鹿有 2 个母系起源。从 GenBank

获得 33 个马鹿 Cytb 基因全序列与本研究的马鹿 Cytb 基因的单倍型进行网络关系分析，发现塔里木马鹿与西方马鹿

群体具有较近的亲缘关系。
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Analysis of Genetic Diversity and Phylogeny of Five Chinese Subspecies
of Wapiti Using Mitochondrial Cytb Complete Sequence

ZHANG Li，GUN Shuang-bao，LEI Tian-yun，LIU Li-xia，QIN Da-wei，ZHAO Shi-feng
( Faculty of Animal Sci ＆ Tech，Gansu Agricultural University，Lanzhou 730070，China)

Abstract: To examine molecular genetic diversity and phylogeny of wapiti，mitochondrial Cytb complete sequence
have been analyzed in 43 wapiti from 5 Chinese populations． The results showed that content of A，T，G and C in mito-
chondrial Cytb complete sequence were not significantly different among 5 populations． Diverse loci took 7． 63% of an-
alyzed loci． For Tianshan wapiti and Talimu wapiti respectively，haplotypes ratios were 100% and 50% ; haplotypes di-
versity ( Hd) were ( 1． 000 ± 0． 218) and ( 0． 700 ± 0． 096) ; nucleotide diversity ( Pi) were 0． 003 33 and 0． 005 44;
average number of nucleotide difference ( K) were 3． 800 and 6． 200． It is suggested that the 5 populations are highly
genetic diverse． Analysis on haplotypes phylogeny of 13 wapiti showed that there were 2 maternal origins in China．
Comparison between Cytb haplotypes of wapiti in this study to those of other 33 wapiti obtained from GenBank has
been done using Network relation analysis． The results showed that the Talimu wapiti was phylogenetically close to
wapiti populations in the western countries．
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动物 mtDNA 是动物体内唯一发现的核外遗传
物质，脊椎动物的 mtDNA 大小在 16． 5 kb 左右，为
双链环状 DNA 分子，以母系遗传方式遗传，其结构
简单、稳定，世代间没有基因重组且进化速度较快，

能更直观保存群体突变的发生［1］。mtDNA 比核位

点更易受遗传漂变的影响［2］。利用 mtDNA 多态性

分析不仅可以在一定层面上了解种群的遗传多样

性，还可以探讨群体的起源进化，是一种非常有用的

遗传标记。在 mtDNA 的 13 个蛋白质编码基因中细
胞色素 b 基因( Cytb) 的结构和功能是研究最为清楚
的，因此，Cytb 成为研究种内或近缘种间系统发育和
遗传多样性最常用的工具之一，它的部分或全序列
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基因测定被广泛应用于动物类群的系统进化和分类

研究中［3，4］。
国内外在 mtDNA 方面开展了大量的研究工作，

被研究的动物涉及到家畜［5］、家禽［6］、野兽［7］、鱼
类［8］、鸟类［9］、昆虫类［10］、蛇类［3］等。但利用 mtDNA
对我国马鹿遗传多样性的研究还不够深入，特别是对

母系起源的研究还未见报道。本研究通过对我国 5
个马鹿群体的 mtDNA 细胞色素 b 基因全序列进行测
序与分析，并结合 GenBank 中相关马鹿群体的序列，
研究我国部分马鹿群体的遗传多样性，构建分子系统

树，揭示其母系起源分衍史，旨在为我国马鹿群体遗

传资源的评价、保护与利用提供分子生物学依据。

1 材料和方法
1． 1 材料
在收茸期采集甘肃马鹿( C． e． kansuensis) 、青海

马鹿( Qinghai wapiti ) 、天山马鹿( C． e． songaricus ) 、
东北马鹿 ( C． e． xanthopygus ) 、塔里木马鹿 ( C． e．
yarkandensis) 5 个马鹿群体共 43 头份血样，加入
ACD 抗凝剂，低温下运回实验室保存于 － 20℃冰箱
中待用。
1． 2 方法
1． 2． 1 基因组 DNA 提取 采用标准蛋白酶 k 消化
和常规酚 /氯仿抽提的方法提取血样基因组 DNA。
1． 2． 2 PCR 扩增与序列测定 PCR 扩增反应特异
性引物根据 Wada，K．，Nakamura，M．，Nishibori，M．
and Yokohama，M． 提交在 GenBank 中的驯鹿线粒体
基因组全序列设计( 登录号: NC007704 ) 。上游引物
位于驯鹿线粒体 DNA 全序列的 L14176 位点: 5'-
GAAAAACCATCGTTGTCATTCA-3'; 下 游 引 物 位 于
H15315 位点: 5'-GGAGGTTGGTAGCTCTCCTTTT-3'。
扩增产物片段长度大约 1 200 bp。引物在 Cytb

基因上的相对位置如图 1 所示。引物由大连宝生物
公司合成。用 170-9703 型 DNA 扩增仪( 美国 BIO-
RAD) 进行 PCR 扩增。PCR 反应总体积为 50 μL，
其中 10 × PCR Buffer 5. 0 μL，dNTP 1. 0 μL，DNA 模
板 2 μL，上下游引物各 2 μL，Taq 酶( 东盛) 0. 4 μL，
超纯灭菌水 37. 6 μL。PCR 反应体系在 94℃预变性
5 min，然后进入如下循环: 94℃ 变性 1 min，55℃ 退
火 50 s，72℃ 延伸 90 s，循环次数为 35 个。循环结
束后 72℃ 再延伸 10 min，4℃保存备用。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 扩增产物采用 1. 0%琼脂糖凝胶电泳
检测其片断大小与浓度，于 － 20℃保存。产物送至
上海生物工程技术服务有限公司进行纯化，在 ABI

3730 型自动测序仪上双向测序。

图 1 马鹿线粒体 Cytb 基因扩增和测序策略

Fig． 1 Strategy for amplification and sequencing of

wapiti mitochondrial cytochrome b gene

1． 2． 3 DNA 序列的数据处理 将两个片段进行拼
接后，先用 Clustal X 1. 81 软件排定 DNA 序列，并辅
以人工校对最终获得马鹿 Cytb 基因全序列 1 140
bp。用 Dnasp4. 10 软件计算单倍型多样度( Haplo-
type diversity，Hd) 及核苷酸多样度( Nucleotide diver-
sity，Pi) 。利用 MEGA4. 0 软件将本研究马鹿序列与
GenBank 中鹿种的线粒体细胞色素 b 基因全序列采
用邻接法( Neighbor-joining，NJ) 和最大简约法( Max-
imum-parsimony，MP) 构建系统发育树。

2 结果与分析
2． 1 碱基含量与变异位点
中国 5 个马鹿群体 43 个个体 mtDNA Cytb 基因

全序列分析表明，所有序列全长均为 1 140 bp。A、
T、G、C 碱基构成均没有明显差异，均以 A、T 的含量
占优势，说明马鹿 mtDNA Cyt b 基因富含 A 和 T，符
合哺乳动物 mtDNA 碱基组成的基本比例。5 个马
鹿群体的序列中有 87 个多态位点，占分析位点的
7. 63%，包括 32 个转换、2 个颠换，无插入和缺失，

分别占多态位点的 36. 78%，2. 30%。
2． 2 单倍型与系统发生分析
用 Dnasp4． 10 软件统计，在 43 个马鹿中共存在

13 个单倍型( Haplotype) ，不同群体中发现的单倍型
分布见表 1。在天山马鹿群体中检出的单倍型最
多，其值为 6 个，而青海马鹿群体的单倍型最少，仅
有 1 个。将 43 个马鹿的单倍型序列进行比较，其中
仅甘肃马鹿和青海马鹿共享 1 个单倍型。

在 5 个马鹿群体中，单倍型比例( 即单倍型数
占群体总检测个体数的比例) 在天山马鹿中最高，

其值为 100%，也就是说天山马鹿没有任何两个个
体的 mtDNA Cytb 序列是完全重合的; 其次在塔里木
马鹿、东北马鹿、甘肃马鹿和青海马鹿中单倍型比例
相对较低，其值分别为 50%，33. 30%，15. 39%，
8. 33%。这与群体的选择强度以及现存数量的减少
有一定的关系。
单倍型多样度在天山马鹿群体中最高，为

( 1. 000 ± 0. 096 ) ; 其次在塔里木马鹿群体中也较高，
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表 1 单倍型及群体统计参数
Tab． 1 Haplotype and statistical parameter of groups

群体
Populations

群体含量
No． of sequences

单倍型数
No． of haplotypes

单倍型比例 /%
Haplotypes
proportion

Hd ± SD Pi K

塔里木马鹿 6 3 50． 00 0． 700 ± 0． 218 0． 005 44 6． 200
天山马鹿 6 6 100． 00 1． 000 ± 0． 096 0． 003 33 3． 800
东北马鹿 6 2 33． 30 0． 455 ± 0． 500 0． 001 12 1． 267
甘肃马鹿 13 2 15． 39 0． 154 ± 0． 126 0． 000 88 1． 000
青海马鹿 12 1 8． 33 0． 000 ± 0． 000 0． 000 00 0． 000
注: Hd．单倍型多样度( Nei，1987 ) ; SD．单倍型多样度标准误; Pi．核苷酸多样度( Nei，1987 ) ; K．样本中所有单倍型对两两间的平均核苷酸差
异数( Tajima，1983 ) 。

Note: Hd． Haplotype diversity( Nei，1987 ) ; SD． Standard Deviation of Haplotype diversity; Pi． Nucleotide diversity ( Nei，1987 ) ; K． Mean number of
differences between all pairs of haplotypes in the sample( Tajima，1983 ) ．

值为( 0. 700 ± 0. 218 ) ; 在东北马鹿和甘肃马鹿群体
中较 低，分 别 为 ( 0. 455 ± 0. 500 ) 和 ( 0. 154 ±
0. 126 ) ; 在青海马鹿群体中最低，仅为 0，这可能是
因为青海马鹿群体太单一。这与单倍型比例所反映
的结果基本一致。核苷酸多样度在塔里木马鹿中最
高，为 0. 005 44 ; 其次是天山马鹿、东北马鹿和甘肃
马鹿，分别为 0. 003 33，0. 001 12，0. 000 88 ; 在青海
马鹿中最低，值为 0。平均核苷酸差异数( K ) 在塔
里木马鹿中为最高，为 6. 200 ; 其次是天山马鹿、白
唇鹿、东北马鹿、甘肃马鹿，值分别为 3. 800，3. 167，
1. 267，1. 000 ; 在青海马鹿中最低，仅为 0。说明塔
里木马鹿和天山马鹿的遗传多样性较丰富，东北马

鹿、甘肃马鹿和青海马鹿遗传多样性相对贫乏。
基于本研究的序列数据与从 GenBank 中检索

获得的 33 条近缘马鹿群体的细胞色素 b 基因全序
列，采用邻接( NJ) 法构建系统发生树( Kimura 2-pa-
rameter 法) 表明: 这 13 个单倍型分为明显的 2 支
( 图 2 ) : 呈现出上支含有最多的单倍型序列，下支最
少。因此，可以认为我国马鹿群体有两个相对独立
的母系起源。
2． 3 mtDNA Cytb 基因全序列的网络关系分析

Christian J 等［16］把世界野生马鹿构想了三种假
设，其中一种假设为: 世界马鹿分为三个群体: 西方

马鹿群体( 包括欧洲亚种) 、塔里木马鹿和东方马鹿
群体( 指北美亚种和中国产其他亚种包括新疆的阿

尔泰亚种、天山亚种和分布于青海、甘肃、宁夏、四
川、辽宁、吉林和黑龙江等省区的亚种) 。为了进一
步探讨我国马鹿的母系起源，从 GenBank 中获取 33
个 mtDNA Cytb 基因全序列，并将它们与我国马鹿的
13 个单倍型序列进行比较分析，共发现 39 个单倍
型: 西方马鹿群体有单倍型 Hap-1 － Hap-19 ; 塔里木
马鹿有单倍型 Hap-20、Hap-21、Hap-22 ; 东方马鹿群
体有单倍型 Hap-23 － Hap-39，其中东北马鹿有单倍
型 Hap-23、Hap-24 ; 天山马鹿有单倍型 Hap-29 －
Hap-30、Hap-32 － Hap-35 ; 甘肃马鹿有单倍型 Hap-

36 和 Hap-37 ; 青海马鹿有单倍型 Hap-36。对这 39
个单倍型进行网络关系分析，结果明显分为 3 部分
( 图 3 ) : 上支为引用的西方马鹿群体单倍型，左下支
为塔里木马鹿的三个独立的单倍型，右下支为天山

马鹿、东北马鹿、甘肃马鹿和青海马鹿以及引用的中
国产其他马鹿和北美马鹿单倍型。西方马鹿群体将
我国马鹿群体一分为二，这说明塔里木马鹿与西方

马鹿有着较近的亲缘关系。因此，可以认为我国马
鹿有两个母系起源，且一个母系起源与西方马鹿群

体有关，这与系统发生树得出的结论是一致的。

图 2 使用邻接法构建的 13 个单倍型的系统发生树

Fig． 2 Neighbor-joining phylogenetic tree constructed

from the 13 Cytb haplotypes identified in wapiti populations

3 讨论
3． 1 遗传多样性
遗传多样性是估计种群长期生存可能性重要指

标，也是生物学上制定保护计划所必需的内容之一。
遗传多样性的丧失会引起个体繁殖适合度的下降。
单倍型多样度值( Hd ) 和核苷酸多样度值( Pi) 是衡
量一个群体 mtDNA 变异程度的两个指标。Hd 值是
单倍型多样度，指样本中随机抽取到两个不同单倍



4 期 张 丽等: 应用 mtDNA Cytb 基因全序列分析中国 5 个马鹿群体的遗传多样性和系统发育 15

型的频率; Pi 值是核苷酸多样度，指序列间每个位
点的平均核苷酸差异数。Hd 值和 Pi 值越大，群体
的多态程度越高，遗传多样性越丰富。
从 mtDNA Cytb 基因序列水平上看，东北马鹿、

甘肃马鹿和青海马鹿的单倍型多样度较低，核苷酸

多样度值更低于认为是较低范围的 Pi 值( 0． 15% ～
0． 47% ) ［13］，表明这三个群体的遗传多样性相对贫
乏。分析这种原因主要是因为所研究的马鹿群体都
是以圈养为主，圈养种群的数量过低，则不可避免的

会发生近亲繁殖，社群间缺少基因交换，遗传逐渐衰

竭，使其生命力和繁殖力下降，疫病增加，从而危及

种群生存。尽管塔里木马鹿和天山马鹿群体的核苷
酸多样度值较高些，这与其他珍稀野生动物相比，是

很低的，如藏羚羊［14］的线粒体核苷酸多样度值为

2． 96%，太平洋白鳍豚［15］的线粒体核苷酸多样度值
为 1． 65%。因此，制定科学有效的保护政策应当以保
护物种的遗传多样性为主要内容。这一研究结果也
再次提醒我们保护马鹿的遗传多样性已刻不容缓。

图 3 39 个单倍型的网络关系
Fig． 3 Network relationship of the 39 haplotypes

3． 2 系统发育
mtDNA 是核外遗传物质，符合母系遗传的特

点，在母系起源与驯化研究中具有重要的意义。马
合木提·哈力克博士［17］根据新疆马鹿塔里木亚种、
天山亚种和阿尔泰亚种头骨 14 项测量指标的主成
分分析结果显示，塔里木亚种的头骨形态短而宽，明

显地区别于其他 2 个亚种。这一发现和论断已得到
欧美国家不少动物学家的认可。新疆地区为两大系
统的分界，是马鹿系统进化和分散的重要区域。在
西部系统中，塔里木马鹿的分子序列比欧洲马鹿还

要原始，证明塔里木野生马鹿就是欧洲马鹿的祖先。
而在此前，国内外动物学界普遍认为，全世界野生马

鹿的祖先是西藏马鹿。这一发现事实上对原有“大

陆间马鹿迁移学说”作出了修正。此前，动物学界
普遍认为，在数万年前，西藏马鹿从青藏高原向西迁

徙到欧洲平原，然后向东迁徙到亚洲北部和北美地

区。而在新的迁移学说中，西藏马鹿从未西迁，而是
向东、向北长途跋涉，最终通过冬季结冰的白令海峡
到达北美，在包括准噶尔盆地在内的亚洲北部和北

美地区形成了东部系统野生马鹿的各个亚种。一部
分向西部迁徙的塔里木野生马鹿则最终经过长途跋

涉在欧洲安家落户，与留在中亚地区的种群形成马

鹿的西部系统。
本研究进一步证实了塔里木马鹿与东方马鹿群

体之间的亲缘关系相对较远，与西方马鹿群体之间

的亲缘关系较近，从属于西方马鹿系统。笔者认为
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我国马鹿的起源有两个，具体起源的来源还有待于

进一步研究。
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