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基于线粒体细胞色素 ! 基因序列探讨

红喉姬!两亚种的分类地位

李 伟，张雁云"

（北京师范大学 生命科学学院，生物多样性与生态工程教育部重点实验室，北京 !""#$%）

摘要：以线粒体 &’( 细胞色素 ! 基因的全序列作为遗传标记，探讨红喉姬!普通亚种（"#$%&’() *)+,) )(-
!#$#(()）和指名亚种（" . * . *)+,)）的分类地位。应用 )*+,-. /01.-.+232- 法计算出红喉姬!普通亚种个体间的

遗传距离为 " 4!5 6 "4/5，而与指名亚种之间的遗传距离为 7 485，两亚种之间的遗传距离远远大于种间的遗

传距离。结合形态学的特征我们认为：红喉姬!指名亚种和普通亚种应为两个独立种，分别为红喉姬!（" .
)(!#$#(()）和红胸姬!（" . *)+,)），两者的分化时间为 9 4!% 6 9 4/% 百万年。
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红 喉 姬!（ "#$%&’() *)+,) ） 属 于 雀 形 目

（ Q.??2-*JC-+2? ）! 科 （ S,?D*D.1*@.2 ） 姬 ! 属

（"#$%&’()）（GA2BL，/"""）。红喉姬!以前被分为

9 个 亚 种（&2+2B3*R2 U VH.@MCR，!;%8；W.,-2*2，

!;%;），后来鉴于分布在克什米尔地区的亚种在羽

色和翅式上与其他两亚种不同，而将其单列为一独

立种———印巴姬!（" . 1’!+’!+)）。目前一般认为

红喉姬!仅有 / 个亚种的分化，即普通亚种（" .
* . )(!#$#(()）和指名亚种（" . * . *)+,)）（X.H0
32-?，!;#"；YC>.-@ U SCC-2，!;;!；(H* U Z*1H2K，

!;;%）。其中指名亚种分布于欧洲中部、东部和喜

马拉雅山西部，越冬于印度北部；普通亚种分布在

中国、朝鲜、蒙古、俄罗斯远东、勘察加半岛和西

伯利亚，往西到乌拉尔山南部，越冬在印度、缅

甸、中 南 半 岛 和 马 来 西 亚 等 地 区 （ GH2+2B3?，
/"""）。有学者认为这两个亚种在形态和鸣声上具

有明 显 的 差 异， 应 将 它 们 提 升 为 两 个 独 立 种

（TR2B??CB，!;;/），但 该 观 点 未 能 得 到 广 泛 支 持

（(H* U Z*1H2K，!;;%；GH2+2B3?，/"""）。

随着分子生物学技术的迅速发展，分子进化已
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成为近年来进化生物学研究中的一个重要方面。由

于鸟类的形态进化（或表型进化）比较清晰，成为

分子进化研究的焦点（!"#$% & ’"(，)**)；+",$ ,-
#.，/00/）。有关鸟类分类及进化的许多有价值的

结果是从形态结构、生理特征及化石资料中得到

的，由于客观条件的限制和分类学家对动物性状的

看法不一致，许多分类问题长期得不到根本解决

（!"#$%，)**1；+",$ ,- #.，/00/），分子生物学手

段的应用可为解决这些问题提供一些重要的佐证

（23$% ,- #.，/000）。

456 具有易于获取和富含大量进化信息等优

点，已被广泛地应用在生物进化的研究中（!"#$%，

)**7）。在研究种内和种间进化关系方面，快速进

化的线粒体 456 是一种有效的分子标记。线粒体

456 虽然含有许多功能基因，基因组长度及组织

结构十分保守，但是一级结构的变化却十分活跃，

进化速率比典型的单拷贝核 456 序列要快 8 9 )0
倍（:;3<$，)*=>），其中细胞色素 ! （?@-3?";3A,
!，+@- !）基因是在鸟类分子系统学中最常用的分

子遗传标记（B($C,..，)**D）。已有的研究结果显

示，+@- ! 基因的种间分歧度为 )E 9 )0E，这一

分歧度既能区别物种，又可忽略多重替换（B3;(-F
,- #.，)*=D）。本文旨在通过 +@- ! 基因序列的测定

和分析，探讨红喉姬!两个亚种的分类地位。

! 材料和方法

! "! 材料来源

红喉姬!于 /00/ 年采自北京，共 8 个个体，

其中 1 个个体的样本为肝脏，) 个为羽毛， G /0 H
冷冻保存。

! "# 总 $%& 的提取

肝脏经蛋白酶 2 消化，酚 G 氯仿抽提后，由乙

醇沉淀得到总 456（参照 ’#AI;33J ,- #.，)***）。

总 456 用 >0!K LM（)0 AA3. N K L;(OPQ+.，) AA3. N
K M4L6；RQ = S0）80 H水浴溶解 )0 A($，取少量

456 溶液经琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭（M:）染

色后，在紫外灯下观察提取结果，并利用紫外分光

光 度 计（4TP710，:,?JA#$，U,;A#$）定 量 后 稀

释， G /0 H储存备用。

用无菌水清洗羽毛根部表面的杂物，然后用灭

菌的剪刀从羽根尖端起剪取约 / AA 的羽轴，剪碎。

加入 100 !K 提 取 液 （ 参 照 L#I,;.,- & :3VW,-，
)**)），88 H水浴消化过夜。酚 X氯仿 X异戊醇（体

积比为 /8 X /1 X )）抽提 / 次；加入冰冷无水乙醇 G
/0 H沉淀 / "，再用 D0E乙醇洗涤 / 遍。总 456 用

/0!K LM（)0 AA3. N K L;(OPQ+.，) AA3. N K M4L6；

RQ = S0）80 H水浴溶解 )0 A($。

! "’ 细胞色素 ! 基因的扩增及序列测定

进行 Y+Z 反应 以 及 测 序 用 的 引 物 为 Q)707D
（8[P6U++LL+66L+LLLUU+LL6+6 6UP>[）、K)1D>)
（8[P66LLU+6L+++6+LL66L+U6P>[）（’#,-;, ,- #.，
/00)）和作者实验室设计的测序引物 K)8)=0（8[P
++L6+6L6L+UU6+U6UUP>[）。Y+Z 反应体系内含

)0 \ IV]],; / S 8!K（L#J#;#）、C5LY 混和液 /!K（浓

度分别为 / S8 AA3. N K，L#J#;#）、两条引物各 )!K
（浓 度 均 为 )0!A3. N K）、L#^ 456 聚 合 酶 ) T
（L#J#;#）及 80 $% 总 456，用去离子水补充至 /8

!K。Y+Z 在 YL+P/00（B_ Z,O,#;?"）上进行，共运

行 >8 个循环，条件为：*1 H变性 >0 O，8= H退火

/8 O，D/ H延伸 80 O。第一次循环前 *1 H预变性 =
A($，最后一次循环后于 D/ H延伸 7 A($。

Y+Z 产 物 经 ‘8/)/ 柱 离 心 式 胶 回 收 试 剂 盒

（华舜）纯化后作为测序反应的模板。测序仪器为

6:a >)0， 所 用 试 剂 盒 （ 2(- ） 为： 6:a Y;(OA
:(%4@,LB L,;A($#-3; +@?., ’,^V,?($% Z,#C@ Z,#?-(3$
2(-（6:a，T’6）。测 序 反 应 体 系 内 含 模 板 10 $%

（Y+Z 产物）、:(%4@, B(b /!K、引物 )!K（浓度为

> S/!A3. N K），用灭菌的 CCQ/c 补足 )0!K。然后根

据 2(- 推荐的反应条件进行 O,^V,$?, Y+Z。测序反

应产物经纯化（参照 6:a，T’6），用 6:a >)0 全自

动测序仪进行正反链双向测序。456 序列通过 6:a
>)0 测序收集软件（/ S0）和分析软件（> S1 S )）确

定。

! "( 数据分析

456 序列 片 段 经 ’,^MC(- 软 件（6:a，T’6）拼

接，并反向重复测序进行校正后，得到完整的 +@- !
基因序列。用 456O-#; 进行同源序列比对，用 B,%#/

（2VA#; ,- #.，/00)）进行核酸序列组成、密码子不同

位点的变异、转换与颠换数目的统计，利用 B,%#/ 中

的 2(AV;# /PR#;#A,-,; 法进行遗传距离计算。结合

U,$:#$J 中已经发表的埃特勒斯姬!（" # $%&’()*+&,-
.）（ 6_/**7== ）、半 领 姬 !（ " # $&/*01,2(.0. ）

（6_/**7=D，6_/**7=7）、白 领 姬!（ " # .)!*’1))*$ ）

（6_/**7=8）、斑 姬!（ " # 34%1)&(’. ）（6_/**7=>，

6_/**7=1）等姬!属鸟类线粒体 +@- ! 序列，以及

’#,-;, ,- #.（/00)）采自捷克的红喉姬!指名亚种
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（! " # " #$%&$ ）样 品 的 同 源 序 列（!"#$$%&$），利 用

’()*#（+,-*. (/ *0，#112）中 的 邻 接 法（3(4)567,.8
974:4:)）构建 3" 树，利用最大简约法（’*;4-,- <*.=48
-7:>）构建 ’? 树。在重建系统进化树时，用斑!

（ ’()*+*$#$ ),%+$,$ ）（ !"#$$%$1 ）和 拉 美 孤 鸫

（’-$./),/) %$001+./)）（!@#$A1&B）作为外群，同时应

用自举检验（C77/=/.*< /(=/）估计系统树中节点的置

信度，共 2 111 次循环。

! 结 果

! "# $%& ! 功能基因的鉴定

将 D3! 序列翻译成蛋白质序列，在蛋白质序

列上找到一些 E>/ 2 的保守成分，如结合亚铁血红

素的组氨酸等，证明所得到的 E>/ 2 基因序列是来

自于线粒体 D3!，而不是核假基因。

! "! 两亚种 $%& ! 基因序列的组成和差异

实验获得红喉姬!普通亚种 $02+*+00$ E>/ 2 基

因的长度为 2 2FG 6<，A 个个体呈现 F 种不同的单

倍 型 （H(:C*:I 登 录 号：!JAG%BFF，!JAG%BFA，

!JAG%BF%，!JAG%BFB）。红喉姬!指名亚种 #$%&$
的同源序列来自 H(:C*:I（!"#$$%&$）。红喉姬!
E>/ 2 基因序列都起始于 !KH 密码子，终止于 K!!

密码子，2 2FG 个碱基可编码 G&1 个氨基酸，两亚

种 A 条同源序列共有 B1 个位点出现差异（图 2），

E>/ 2 基因密码子不同位点的碱基组成情况见表 2。

两亚种间的遗传距离和碱基的转换、颠换见表 #。

! "’ 系统进化树

’? 树（图 #）和 3" 树的拓扑结构几乎完全一

样。从 ’? 树可见，姬!属鸟类分成 # 组：红喉姬

!普通亚种的 F 个单倍型聚在一块，然后再与红喉

姬!的指名亚种聚在一起，形成第一组；其他 F 种

姬!属鸟类聚在一块，构成第二组。

’ 讨 论

红喉姬!指名亚种和普通亚种在形态上存在着

明显的差异，前者的雄鸟喉部及上胸部呈桔红色，

后者仅喉部呈桔红色，而上胸部为灰色横斑，且两

亚种在鸣声上有巨大的差异，所以有的学者建议将

其分为 # 个种（LM(:==7:，2$$#），但没有引起广泛

的认同。我们在分子水平上也发现 # 亚种间存在非

常大的差异。

在鸟类中，种与种之间的 E>/ 2 遗传距离一般

应 在2 N 1 O 以 上 ，而 亚 种 间 的 差 异 则 小 于2 N 1 O
（ +.*9(P=I4 Q @(/R:(.，2$$F；S4*:)>, (/ *0，#111）。

图 2 红喉姬!普通亚种（! " # " $02+*+00$）和指名亚种（! " # " #$%&$）细胞色素 2 基因序列的差异

@4) N2 3,T0(7/4U( M*.4*:T(= 7V =(W,(:T(= 4: -4/7T57:U.4*0 T>/ 2 )(:( V.7- ! " # " $02+*+00$ *:U ! " # " #$%&$

表 # 红喉姬!两亚种细胞色素 ! 基因密码子不同位点的碱基组成平均值（(）

)*+,- # .*/- 01231/4&415 617 0%& ! /-89-50-/ 16 &:1 /9+/3-04-/ 16 " # $%&’% 45 ;466-7-5& 31/4&415/
16 &<- =-5-&40 01;15

全序列 K7/*0 =(W,(:T(= 第一位点 2=/ <7=4/47: 第二位点 #:U <7=4/47: 第三位点 G.U <7=4/47:

K #G NB #1 NG F1 NF 21 NA

! #B N$ #F N2 #1 NB G& N$

E GF N& G1 N$ #% N# FB NG

H 2G N% #F N& 2# N% G NF

$#2# 期 李 伟等：基于线粒体细胞色素 2 基因序列探讨红喉姬!两亚种的分类地位



表 ! 红喉姬!两亚种的遗传距离（右上角）和转换 "颠换（左下角）

#$%&’ ! (’)’*+, -+.*$),’（$%/0’ *1’ -+$2/)$&）$)- .3%.*+*3*+/).（*. " *0，%’&/4 *1’ -+$2/)$&）%’*4’’) *4/
.3%.5’,+’. /6 ! " #$%&$

! " # $ %

! ! " # " $%&’(’%%$ ! & ’&&! & ’&&" & ’&&" & ’&($

" ! " # " $%&’(’%%$ " ! ) & & ’&&! & ’&&! & ’&($

# ! " # " $%&’(’%%$ # ! ) ! & ) ! & ’&&" & ’&(%

$ ! " # " $%&’(’%%$ $ " ) & ! ) & ! ) ! & ’&(#

% ! " # " #$)*$ (" ) * (" ) * (" ) + (! ) *

图 " 利用 ,- 法构建的姬!属细胞色素 & 基因序列的系统进化树

./0 ’" -123405657/8 7955 :;/60 <=>/<:< ?=9;/<462 <5714@ /6A5995@ A94< </748146@9/=3 827 &
0565 ;5B:5685; 4A !’(+,-%$

在红喉姬!普通亚种的 % 个个体中，有 $ 个单倍

型，个体间的遗传距离为 & ’!C D & ’"C，而与指名

亚种之间的遗传距离达到了 ( ’#C D ( ’%C。利用

E/<:9= "F?=9=<5759 计算出埃特勒斯姬!、半领姬

!、白领姬!、斑姬!等姬!属鸟类之间的遗传距

离为 " ’+C D # ’$C。我们的研究结果显示红喉姬!
" 亚种之间的平均遗传距离（( ’$C）已大大超过了

姬!属其他鸟类种间的遗传距离，已经达到种的分

歧水平，应视为 " 个独立的种：红喉姬!（!’(+,-.
%$ $%&’(’%%$）和红胸姬!（!’(+,-%$ #$)*$）。按鸟类

线粒体 G27 & 的进化速率为每百万年变化 "C的模

型计算（H1/53@; I J/3;46，!K+*），红喉姬!和红

胸姬!的分歧年代距今为 # ’!% D # ’"% 百万年。

在根据 G27 & 基因序列构建的 ,- 树（图 "）和

LM 树中，我们还可看出姬!属鸟类的 ( 个种已形成

了 " 个单系群：红喉姬!和红胸姬!形成了一个单

系群，埃特勒斯姬!、半领姬!、白领姬!、斑姬

!等 $ 种鸟类形成了另外一个单系群。在前一个单

系群里，红喉姬!和红胸姬!分化的 N- 支持率很

高，为 KKC；在后一个单系群中，埃特勒斯姬!首

先分化出来，N- 支持率为 !&&C，而另 # 个种分化

的顺序不详。
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