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三种猫科动物 @A, ,7;>> ! B<C 等位基因序列变异性分析

王 倩，吴孝兵"，晏 鹏
（安徽师范大学 生命科学学院 重要生物资源保护与利用安徽省重点实验室，安徽 芜湖 !"#$$$）

摘要：分析了云豹（!"#$"%&’ (")*%#’+）、豹（,+(-."/+ 0+/1*’）和东北虎（,+(-."/+ -&2/&’ +%-+&3+）等 % 种猫
科动物的主要组织相容性复合物 &’()) ! *+, 座位的等位基因序列变异性。使用一对简并性引物扩增了 *+, 座
位第二外元目标片段。用单链构像多态性分析方法确定不同的单倍型。每个个体挑出 #- 个单克隆用来分离、
纯化和测序。实验中从 " 个个体中获得了 . 种不同序列。!%/ 01 核苷酸序列中发现有 -2 个变异位点。根据人类
的抗原肽结合区推测 /2 个氨基酸位点中存在 !# 个假定的抗原肽结合位点，而且非同义替换率明显高于同义替
换率，这可能说明了第二外元的较高变异性是由平衡选择作用来维持的。重建的 34 树和 56 树显示豹和东北虎
的亲缘关系较近，而两者与云豹的亲缘关系较远。
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主要组织相容性复合体（H(IDA >B)CDJDH1(CB0B’V
BCK JDH1’?G，57&）是脊椎动物体内与机体自身免

疫功能密切相关的一个基因家族（^’?BE，#2.<），

经研究发现，57& 基因家族可分为两个主要的亚

基因家族：#类（&’())#）和!类（&’())!）基因

（,?AE(CJ>?_ ‘ a(EQAK，!$$%）。在哺乳动物和鸟类

中这 两 个 主 要 亚 基 因 家 族 之 间 彼 此 紧 密 相 连

（7ON>?) ‘ b?(N?A，#22.；7?)) ‘ TQP(AQ)，!$$!；
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!"##"$% "& ’(，)**)）；但两者在自身结构组成和功

能（+,,’-， .//.） 以 及 进 化 （0"1 2 3456"-，
.//.）等方面都有所不同。738 !类基因的第二

外元的 多 态 性 水 平 较 高，所 以 目 前 大 多 数 有 关

738 的研究都侧重于!类基因的第二外元的多态

性（961’ "& ’(，.//:），已有的相关研究大多关注

于此（!"##"$% "& ’(，)**)）。

猫科动物 738 基因研究中得到较多关注的是

小型 猫 科 动 物，如 家 猫（ !"#$% &’()% ）（!4;’6’<’，

)***；=46>1 2 ?@A<1"#，.//B；!"##"$% "& ’(，)**)）以

及虎猫（ *"+,’-.)% ,’-.’#$%）和长尾虎猫（ *"+,’-.)%
/$".$$）（=46>1 "& ’(，)***）。较 大 型 猫 科 动 物 中，

C<’>" "& ’(（)**D）曾 对 印 度 豹（ 0&$1+123 4)5’()%）

738 基因 CEA 座位第二外元的序列多样性进行了

一些研究。除以上提及外，在其他大型猫科动物中

开展的相关研究到目前为止还比较少。中国大陆现

有 .F 种野生猫科动物，其中东北虎、豹和云豹均

为国家一级保护动物，同时也被 GH80 列为濒危级

或易危级保护种类（I’#5 "& ’(，.//J）。然而过去

对于猫科动物所作的研究工作大多关注于生态学

（0K;"(( "& ’(， .//L） 和 系 统 进 化 及 分 类 方 面

（M’#NO";->1 "& ’(，.//:；7’-4$’ "& ’(，.//L；MK6#-K# 2
?@A<1"#，.//B；9(’&&"<% 2 ?@A<1"#，.//J；P6"#5 "& ’(，
)**:），对于物种的遗传多样性研究工作国内开展得

相对较少，而从 738 基因角度去探讨这些濒危物

种的遗传多样性研究工作就更显薄弱，然而这些珍

稀物种的生存现状又要求人们去了解其遗传多样性

水平。基于以上原因，本研究从云豹（6"+7"#$% 1"58
)#+%’）、豹（9’1(:"-’ ,’-.)%）和东北虎（9’1(:"-’
($;-$% ’#(’$&’）738 8(’-- !基因 CEA 座位第二外元

序列出发，对这 F 个物种之间以及种内变异性进行

分析，期望初步了解 738 基因在不同物种之间以

及物种内部的变异特征，为物种保护措施提出、制

定和实施提供一些科学依据。同时本文还从 738
基因角度浅析了此 F 种猫科动物的系统分类关系。

! 材料与方法

! "! 实验材料

共使用 D 个样品（均 为 Q J* R 冻 存 肌 肉 组

织），分别为：云豹 ) 个样品（采自安徽宁国；编

号 7+//*./，7+//*)F）、豹 . 个样品（采自安徽

黟县；编号 7+*D/*)*）和东北虎 . 个样品（安徽

宁国标本厂提供；编号 7+//*.B）。

! "# 实验方法

. S) S . 总 C0+ 的提取 取约 * S) 5 肌肉组织，采

用标准 9C9 T蛋白酶，酚 T氯仿方法提取基因组 C0+
（9’U,<KK> 2 E4--"((，)**.）。提取的 C0+ 用 .V琼

脂糖凝胶电泳检测。

. S) S ) 目 标 片 段 的 扩 增 参 照 =46>1 2 ?@A<1"#
（.//B）实验中使用的简并性引物扩增 F 种猫科动

物738 8(’-- !基因 CEA 座位第二外元目标片段，

上下游引物分别为：WCW：:XY88+8+8+Z8+8Z[[[8
（8 T [）[ZYFX；WCE：:XY88Z8[Z8+8[Z[Z++Z8[YFX。
\8E 反应总体积为 F*"]，体系中包含 .* UUK( T ]
[<1-Y38(（^3 J SF），. S: UUK( T ] 758()，:* UUK( T ]
!8(，.:*"UK( T ] $0[\，上下游引物各 .*"UK( T ]，

)* _ .** #5 模板 C0+，. H <’= C0+ 聚合酶，体积

不足部分由灭菌 $$3)? 补齐。反应程序为：/D R
变性 :* -，:D R退火 :* -，B) R延伸 :* -，FD 个

循环；第一个循环之前 /D R预变性 : U1#，循环结

束后继续后延伸 .* U1#。\8E 产物使用 .V琼脂糖

凝胶电泳，在 H‘\ 紫外凝胶成像系统下检测。

. S) S F 克隆 \8E 产物经 )V琼脂糖凝胶电泳分

离后，将所需片段从凝胶中切下，并用 C0+ 凝胶

回收试剂盒回收纯化，溶解于 .:"] 灭菌 $$3)?
中。将纯化的 \8E 产物连接到 ^7C.JY[ 载体上，

然后转化进 > ? &+#$ C3:#感受态细胞。得到的重

组菌落经过蓝白斑初步筛选后（每个个体挑取 .:
个单克隆），用 7.F 通用引物进行菌落 \8E 验证阳

性克隆。

. S) S D 998\ 分析 采用 998\ 方法来鉴定不同的

单倍型。将 :"] 菌落 \8E 产物、)"] 双指示剂和

D"] 甲酰胺加入 * S) U] a^ 管中并混均匀，然后置

于 /: R水浴锅中变性 .* U1#，随后立即放入冰水

混合物中 : U1#。将 .*"] 混合液加入点样孔，室

温下用 LV 非变性聚丙烯酰胺垂直板凝胶进行电

泳，电泳缓冲液为 . b [Aa，F** ‘ 电压下电泳 L 6
左右后用硝酸银染色，照相并分析比较结果。

. S) S : 测序和数据分析方法 阳性克隆经 998\ 分

析检测出所有差异片段后，将差异片段的菌液送有

关生物技术公司进行测序。测序所得核苷酸序列经

Z"#A’#> 中 A]+9[ 比对，验证序列的正确性。所

有序列由 8(4-&’( c（M"’#UK451# "& ’(，.//J）软件

进行比对，同时辅以人工校对，以便找出序列差异

和变异位点。核苷酸和氨基酸序列的统计分析利用

7aZ+ ‘"<-1K# ) S .（!4U’< "& ’(，)**.）和C#’9\D S *
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（!"#$% &’ $(，)**+）软件来完成。

,-./ 软件中 01234$ 双参数（.$22$）法计

算序列之间的遗传距离（标准误），同时还计算序

列 的 转 换 （ ’4$5%1’1"5） 和 颠 换 （ ’4$5%6&4%1"5） 数

（率）。序列中的同义（ !"）和非同义（ !#）替换

相对比例通过 ,-./ 软件中用 738&%9:$5’"4（;<=<）

校正的修正 >&1 ? ."@"A"41（;<B=）方法计算（>&1
? 032$4，)***）。以上统计结果用 $ C 检验法进行

显著性检验（% D * E*F）。抗原肽结合位点的选择

基于人的 GH/ !类分子中组成 IJ! 的 )K 个密码子

（J4"L5 &’ $(，;<<+）。每个氨基酸变异位点的杂合

度按照 G&M41N8 &’ $(（;<<;）方法计算。具体公式

为 &’ ( ; )!
*

+ ( ;
%+

)，这其中 &’ 表示杂合度；%+ 为

某种氨基酸在该位点上的出现频率； * 代表出现在

此位点上的氨基酸种数。

利用 ,-./ 软件中基于 >3N(&"’1M&：738&%9:$59
’"4 模型的邻接法（5&1OPA"4 @"1515O，>7）构建系统

发 生 树 （ 自 举 检 验 重 复 ; *** 次）。 同 时 利 用

I/QIK E*（RPS("O&5&’1N $5$(S%1% 3%15O R$4%12"5S）软

件（TL"UU"4M，;<<B）中最大简约法（2$V1232 R$49
%12"5S，,I）， 使 用 启 发 式 搜 索 算 法 （ P&341%’1N
%&$4NP）构建最大简约（,I）树。构建系统发生树

时使用了从 .&5J$58 上获得的其他物种的同源序

列，包括有印度豹（,-./ 9012，/W+;)<=)）、东北

虎猫（3456 9012，/X*FYB+=）、家猫（74-6 9012，

QF;<B+）、狗（8696 9012，Z<+FY)）。

! 结果与分析

! "# 序列变异性分析

从 K 个样品中总共获得了 B 种不同的核苷酸序

列，长度均为 )+Y AR，其中仅东北虎样品只获得了

; 种序列，为了验证该结果的可靠性，我们又对该

片段的 I:! 产物进行了直接测序，测序结果与克

隆测序得到的序列是一致的；豹和云豹分别得到 +
种和 K 种序列。根据 ,G: 分子的命名规则，将云

豹所获序列分别命名为 #4:4 9012";、#4:4 9012"

)、#4:4 9012"+ 和 #4:4 9012"K；东北虎所获序

列命名为 %6;+9012" ;；豹 所 获 序 列 分 别 命 名 为

%6569012";、%656 9012") 和 %656 9012"+。以

上序列均已提交到 .&5J$58（登录号：[\;B<)FY9
[\;B<)=K）。

豹 + 种核苷酸序列中 ]、:、/ 和 . 平均含量

分别为;= E+、)) EB、)) E; 和 +B EB^，发生 ; 次颠换，

没有转换事件发生；东北虎序列中 ]、:、/ 和 .
的含量分别为;B E;、); E;、)) EK 和 +B EK^；云豹 K 种

序列中 ]、:、/ 和 . 平均含量分别为 ;< EF、); E=、

)+ E* 和 +F E<^，有 B 个简约信息位点，发现转换 B
个，颠换 ;* 个，其中有 ; 个转换颠换兼具位点。B
种不同序列中 ]、:、/ 和 . 平均含量分别为 ;B E;、

)) E*、)) E= 和 +Y E+^，简约信息位点 +F 个。物种

间各个碱基含量之间差异不大，但是云豹的转换 _
颠换发生频率要明显高于其他物种，这也使得云豹

序列间的变异程度变大。

经核苷酸序列比对分析，B 种序列中有 F< 个

变异位点，变异位点中替换发生在密码子第 ;、)
和 + 位 的 分 别 有 B、B 和 < 个，各 占 +) E*、+) E* 和

+= E*^，其中转换 ;* 个，颠换 ;F 个，没有发现转

换颠换兼具位点。01234$ 双参数计算 B 种序列的遗

传距离差异从 * EK^到 ;< E;^不等，平均为 ;; EY^
（表 ;）。物种内序列间遗传距离差异最大值出现在

#4:6 9012"; 与 #4:6 9012"+ 间，为 * E;*<，而最

小值出现在 %656 9012") 和 %656 9012"+ 序列间，

为 * E**K。物种间序列遗传距离差异最大值出现在

#4:69012"+ 和 %656 9012"+ 序列间，为 * E;<;，

物种间序列遗传距离差异最小值出现在 %6;+ 9012"

; 和 %656 9012") 及 %656 9012"+ 序列间，均为

* E*BF。遗传距离分析显示了云豹的序列间变异性

要远高于豹和东北虎的序列，而豹和东北虎之间的

遗传距离关系较近。

通过 [5$TIK E* 软件计算核苷酸和氨基酸多态

位点数以及多样性。表 ) 中列出了序列间多态位点

数、突变位点数、核苷酸差异平均值和核苷酸多样

性值，其中的各项数据明显反映出云豹的 K 种序列

间变异较大，而豹的 + 种序列间仅能通过 ) 个鉴别

位点而加以区分。B 种序列中共发现了 F< 个核苷

酸多态位点，占总数的 ++ EKY^；简约信息位点 +F
个，占总数的 ;K EF^。Y< 个氨基酸残基中有 +* 个

氨基酸多态位点，占总数的 +B^。没有发现豹与

云豹序列间共享任何突变位点。豹与云豹间序列核

苷酸多样性平均值为 )K E)B=，核苷酸多样性（%+）为

* E;*) F。两物种间每位点的核苷酸替代数（06）为

* E;K; *，而核苷酸替代平均值（0 VS）为 * E;*; +。

因为确切的抗原肽结合区域（R&R’1M&9A15M15O
4&O1"5，IJ!）在猫科动物中还没有进行定位，所

以依据人类 GH/ !类分子的抗原肽结合区域确定

+B;) 期 王 倩等：三种猫科动物 ,G: :($%% ! [!J 等位基因序列变异性分析



了本研究所获序列中假定的抗原肽结合区域（!"#$%
#&’( !(!#&)( % *&+)&+, -(,&.+，! % /01）（0-.2+ (# $3，

4556）。表 6 列出了 6 种动物物种内部以及全部 7
种不同序列间的假定的抗原肽结合区域和假定的非

抗原肽结合区域的非同义替换、同义替换以及非同

义替换与同义替换之比（由于东北虎仅获得 4 种序

列，所以无法得到其物种内部的上述数据）。从表

6 中可以看出，在云豹的假定 /01 区域的同义替换

"#要远高于非同义替换，其 "# 8 "$达到9 : ;5;。而在

假定 <.+%/01 区域的同义替换却显著低于非同义

替换（% = > :>45）。

在 7 种氨基酸序列中共发现 6> 个变异位点，

其中杂合度最大值出现在第9>位氨基酸上，为> :54，

而 最 小 值 出 现 在 第;9位 氨 基 酸 上 ，为> : >;4 9。

平均杂合度为 > :??4 ;（图 4）。上方用星号标记的

是发生变异的假定抗原肽结合位点，共有 4? 个，

杂合度最大和最小值均出现在此类位点上，这两个

最值之差为> : 7;5，远高于平均杂合度。这说明在

表 ! " 种核苷酸序列的遗传距离及其标准误

#$% & ! ’()(*+, -+.*$),(. $)- */(+0 .*$)-$0- (0010. $21)3 (+3/* )4,5(1*+-( .(64(),(.
4 9 6 ? ; @ A 7

4 B %&!& %’()!4 > :>>? > :>>@ > :>9> > :>95 > :>95 > :>64 > :>96
9 B %&!& %’()!9 > :>>? > :>>? > :>9> > :>95 > :>97 > :>64 > :>99
6 B %&!& %’()!6 > :>>5 > :>>? > :>9> > :>95 > :>95 > :>64 > :>96
? B %&*+%’()!4 > :>5> > :>7; > :>7; > :>95 > :>95 > :>6> > :>9;
; B #,-,%’()!4 > :4A> > :4@; > :4A> > :4A> > :>>? > :>96 > :>45
@ B #,-,%’()!9 > :4@? > :4;5 > :4@? > :4@? > :>>? > :>99 > :>45
A B #,-,%’()!6 > :454 > :47@ > :454 > :474 > :4>5 > :4>? > :>99
7 B #,-,%’()!? > :4>5 > :4>? > :4>5 > :495 > :>5> > :>A; > :>55
表中对角线以下为遗传距离，对角线以上为标准误（<"C*(-D *(3.2 #E( )&$,.+$3 $-( ,(+(#&F )&D#$+F(D $+) +"C*(-D

$*.’( #E( )&$,.+$3 $-( D#$+)$-) (--.-D）。

表 7 三物种遗传参数

#$% & 7 ’()(*+, 8$0$2(*(0 19 */0(( .8(,+(.
豹

%&-*.,/& !&/"01
云豹

#,23,4+1 -,50421&
东北虎

%&-*.,/& *+6/+1 &4*&+7&
全部序列

G.#$3 D(H"(+F(D
多态位点数量 /.3IC.-!E&F !.D&#&.+D 9 64 > ;5
突变位点数量 J"#$+# !.D&#&.+D 9 66 > @;
核苷酸差异平均值 <"F3(.#&)( )&KK(-(+F(D（8） 4 :666 6 4A :;>> > > :>>> > 9; :4A7 @
核苷酸多样性 <"F3(.#&)( )&’(-D&#I（%+） > :>>; @ > :>A6 7 > :>>> > > :4>@ 9

表 : : 种动物假定的 ;<= 位点和 >1)?;<= 位点的同义和非同义替换率、!" @ !# 比率和 $ 值

#$% & : A128$0$.+1) 19 */( 0$*( 19 )1)?.B)1)B214.（!"）$)- .B)1)B214.（!#）.4%.*+*4*+1). 910 */( 84*$*+C( ;<=
$)- )1)?;<= $)- */(+0 0$*+1) $21)3 */0(( .8(,+(.

物种

L!(F&(D
位置

/.D&#&.+D
密码子数

M.).+D

非同义替换

<.+%DI+.+IC."D
（"#）

同义替换

LI+.+IC."D
（"$）

"# 8 "$ %

云豹 #,23,4+1 -,50421&
/01 94 > :4>5 N > :>?4 > :>?9 N > :>6; 9 :;5; > :457（+D）
<.+%/01 ;7 > :>?? N > :>4@ > :4;9 N > :>6? > :975 > :>45
O33 A5 > :>@4 N > :>4@ > :499 N > :>6? > :; > :>54（+D）

豹 %&-*.,/& !&/"01
/01 94 > :4A9 N > :>A> > :4A7 N > :4>A > :5@@ > :699（+D）
<.+%/01 ;7 > :>54 N > :>6; > :>6; N > :>45 9 :@ > :69;（+D）
O33 A5 > :446 N > :>64 > :>@@ N > :>9? 4 :A49 > :4?A（+D）

东北虎 %&-*.,/& *+6/+1 &4*&+7&
/01 94 — — — —

<.+%/01 ;7 — — — —

O33 A5 — — — —

全部序列 G.#$3 D(H"(+F(D
/01 94 > :9;> N > :>@5 > :446 N > :>@@ 9 :949 > :>7;（+D）
<.+%/01 ;7 > :>A9 N > :>9> > :446 N > :>69 > :@6A > :9@@（+D）
O33 A5 > :44@ N > :>99 > :449 N > :>9@ 4 :>6@ > :5>5（+D）
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抗原肽结合区的氨基酸变异程度要大于非抗原肽结

合区。

! "! 系统发生分析

由物种内不同序列间以及不同物种间的 !" 系

统发生树（图 #）可以看出，$ 种序列分为两大支。

分 支 % 由 !"#$&%&’! ’、 !"(" &%&’! ’、 !"(" &
%&’!# 和 !"(" &%&’!( 组成，表明豹和东北虎之

间可 能 有 着 较 近 的 亲 缘 关 系； 而 云 豹 的 )*+* &
%&’!’ ) * 序列组成了分支 +。

从 ,-.+/.0 下载同源序列后，以狗 ,"-" &%&’
（12(34#）作为外群，构建 !" 树（图 (），和 56 树

（图 *）。!" 树中 !"#$&%&’!’、!"(" &%&’!’、!".
(" &%&’!# 和 !"(" &%&’!( 构成了分支!，其余猫

科动物序列构成了分支"。与 !" 树相同，56 树中

!"#$&%&’!’、!"(" &%&’!’、!"(" &%&’!# 和 !".
(" &%&’!( 也聚为一支形成分支!，但是分支"组

成较为复杂，)*+* &%&’!’ 和 )*+* &%&’!# 组成一

小分 支 ，而 )*+* & %&’! (、/012 & %&’ 和3*(" & %&’
组成另一小分支，两小分支合并 )*+* &%&’!* 组成

一较大分支后连同 4*0" &%&’ 共同组成分支"。

图 ’ $ 种氨基酸序列变异位点的平均杂合度

789 : ’ %;-</9- =->-<?@A9?B8>A ?C >=- ;/<8/DE- /F8.? /G8H
I?B8>8?.B /F?.9 -89=> H8CC-<-.> B-JK-.G-B

图 # 基于 $ 种序列构建的 !" 树，各分支上数字为
+??>B></I ’ LLL 次循环的自举检验值

789 : # !" ><-- D/B-H ?. >=- $ B-JK-.G-B ?C 5MN OP+
9-.- -Q?. # R8>= G?.C8H-.> ;/EK-B ?C +??>B></I
’ LLL 8.H8G/>-H /D?;- -/G= D</.G=

图 ( 基于 5MN OP+ 基因第二外元序列构建的 !" 树，
各分支上数字为 +??>B></I ’ LLL 次循环的自举检
验值

789 : ( !" ><-- D/B-H ?. >=- $ B-JK-.G-B ?C 5MN OP+
9-.- -Q?. # R8>= G?.C8H-.> ;/EK-B ?C +??>B></I
’ LLL 8.H8G/>-H /D?;- -/G= D</.G=

图 * 基于 5MN OP+ 基因第二外元序列构建的 56 树，
各分支上数字为 +??>B></I ’ LLL 次循环的自举检
验值

789 : * 56 ><-- D/B-H ?. >=- B-JK-.G-B ?C 5MN OP+
9-.- -Q?. # R8>= G?.C8H-.> ;/EK-B ?C +??>B></I
’ LLL 8.H8G/>-H /D?;- -/G= D</.G=

# 讨 论

# "$ # 个物种 %&’ ’()**! +,- 基因序列变异性

克隆测序和 6NP 产物直接测序的结果表明，

东北虎肌肉 O!% 中仅存在 ’ 种 5MN NE/BB ! OP+
基因序列。PKBB-EE? -> /E（#LL*）的研究证明 #L 世

纪 *L 年代的种群瓶颈效应使得目前东北虎的 F>O&
!% 基因控制区单倍型多样性降到了极低的水平，

另外在印度豹（ST+<8-. -> /E，’2$(）和狮子“!"+.
#5*6" 7*8”（6/G0-< -> /E，’22’）种群中也发现了类

似的情况。5MN 基因的变异性水平被认为是种群

抵御疾病和寄生虫以及生存力的重要指标，对于种

群的维持可能具有极为重要的意义（ST+<8-. U V;&
-<F/..，’2$$）。本研究在云豹和豹物种中均得到

了多种不同序列，而且是在相对较少的个体中发现
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的，这可能说明这两者 !"#$%&’ 基因的变异水平

较高，而较高的变异性对这两个物种的生存延续可

能有着积极的意义。当然，不同的学者所得出的研

究结论有所出入，如 ()*+,-. /0 -,（1223）在圣尼古

拉斯岛狐（!"#$%#& ’())#"*’(+ ,($-.%(）较小的种群中

发现 了 高 度 的 !"# 基 因 变 异 性，而 !+445 /0 -,
（6778）却在欧洲和北美驯鹿（/’$.+ *’$.+）种群中

发现了极低的 !"# 多样性。也正因为如此，豹和

云豹的 !"# 种群遗传多样性程度还需要进一步研

究来阐明。

所有 9 种氨基酸序列均在第 : 和第 :6 位（总

共 :7 个氨基酸残基）出现半胱氨酸（;<=0/+>/），这

是 %& 分子正确折叠必要前提，序列中没有出现任

何缺失 ?插入或终止子，这表明序列有可能形成功

能区 域， 从 而 能 够 在 体 内 承 担 某 种 生 理 功 能

（@;A-=;A, /0 -,，1223）。同一个体中发现多个不同

序列，这说明这些序列不是来自于同一个基因座

位，而可能是存在基因座位重复现象。这一现象在

B+>5$C-=D*/E /0 -,（1222）和 F,+E-G/0A /0 -,（1222）

的研究中也有报道，而且可能正是基因座位的重复

以及座位上基因的多态性使得基因产物的多样性增

加，从而使机体能够在内或外界抗原引起的免疫应

答中发挥作用。

在 :7 个氨基酸残基中包含有 16 个假定 H’@ 位

点，对其进行分析后发现其中有 63 个假定 H’@ 位

点发生变异，占 II J:K；而在剩余的其他 89 个假

定的 B5>$H’@ 位 点 中 仅 有 6I 个 发 生 变 异， 占

1: JIK，明显地，发生在抗原肽结合区域的氨基酸

替换事件要远高于发生在非抗原肽结合区域。在全

部 9 种序列中假定 H’@ 位点中非同义替换率明显高

于同义替换率（ ,0 ? ,1 L 1 J161）。各物种（东北虎

除外）内部氨基酸序列的假定的 H’& 区域 ,0 ? ,1

值均大于或接近于 6，这表明氨基酸替换更集中地

发生在抗原结合区域附近。

本研究的云豹假定 H’& 区域 ,0 ? ,1 为 1 J161，

远大于 6。在不考虑 H’& 和 B5>$H’& 区域的情况

下，豹的 ,0 ? ,1 为 6 J:61，也远高于 6，同样在不

考虑 H’& 和 B5>$H’& 区域的情况，合并 9 种序列

后，,0 ? ,1 为 6 J2MI，也大于 6。这说明非同义位

点的进化速度要高于同义位点，这一特点也可能使

得新的基因变异产生和多态性增加有了先决的因

素，也为 !"# 基因适应同样不断变化的抗原创造

了条件。

本研究云豹和豹的序列无论是从核苷酸和氨基

酸序列位点的变异去看，还是从非同义替换与同义

替换之比来说，都显示这两种动物的 !"# #,-== !
基因 %&’ 座位第二外元存在高度的变异性。目前

认为，!"# 基因变异性水平与生物所承受的选择

压力有紧密的联系，而选择压力又可能因为生物生

存环境和接触的抗原不同而有所不同。已有的研究

表明，海洋哺乳动物的 !"# 基因的变异性要小于

陆生哺乳动物（"5/,E/, /0 -,，6777；!*..-< /0 -,，
6778）。这是因为与陆地环境相比，海洋环境中的

各种病原微生物和传染性疾病都较少，因而所面临

的选择压力也较小；陆地环境复杂多变，要生存就

必须适应环境，热带地区由于寄生虫给寄主造成的

选择压力要高于其他地区。这使得抗原的选择压力

增大，因此热带地区的动物 !"# 基因的变异性普

遍维持着较高的水平（N/=0/.O-A, /0 -,，1222）。

! "# 系统发生

"/O.+;4 /0 -,（1221） 曾 通 过 !"# #,-== !
%&’6 座位基因来分析红狼（2*&(+ "343+）、北美丛

林狼（2*&(+ ’*)"*&+）和灰狼（2*&(+ ’353+）之间的

系统发生关系。本文也尝试通过 !"# 基因的序列

分析 M 种猫科动物的系统关系，但根据图 1、M、3
的聚类结果显示，与 @,-00/.< /0 -,（6779）和 PA/>)
/0 -,（1228）的结果并不一致。究其原因可能是因

为 !"# 是一个多态性和相对保守性兼具的基因家

族，也许正是这种特性导致了本研究中的结果与多

位研究者的结论有所区别，这在 #./=Q+ /0 -,（1223）

研究中也有所体现，同时由于到目前为止猫科动物

的 !"# 相关研究还不多，可以放在一起进行类比

的物种还比较少；而且由于 !"# 基因是一个多基

因家族，可能由于所获得序列并非来自直源同源基

因而使基因树不能完全反映物种树，而且基因本身

的进化改变也受随机误差和某些自然选择因素的影

响，所以要评价基因树或物种树时，需要尽可能的

使用多个基因（B/+ R S*T-.，1222）。因而作者认

为单一的 !"# 基因可能难以解决物种间的系统发

生关系。

! "! 云豹 $%& &’()) ! *+, 基因的跨种多态性

无论是 BU 树还是 !H 树中云豹的序列均与其

他的几种猫科动物序列聚成一大支，但是云豹的不

同序列之间却不因为是同一物种而相互紧密地聚在

一起，然后再与其他猫科动物序列聚合，相反是松

散的与其他物种序列混合在一起。分析这种情况可
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能是 因 为 !"# 基 因 的 跨 种 多 态 性（ $%&’()(*+,-+(
*./01.%*2-(1）在起作用。所谓跨种多态就是不同

物种拥有相同或相似的等位基因谱系。大多数学者

认为跨种进化学说（$%&’()(*+,-+( +3./4$-.’）应该是

到目前为止对跨种多态现象比较合理的解释，这种

学说认为 !"# 谱系早在物种形成以前就已经存在

了，然后随着物种的分化而存在于不同的动物上，

有些 等 位 基 因 甚 至 能 存 在 相 当 长 的 时 间。5/+-’
（6789）在对家鼠的地理隔离种群和亚种的 !"# 研

究中第一次提出跨种进化概念。目前在鱼类（:%&()
+% +$ &/，677;），鸟类（"+(( < =>?&%>(，@99@）以

及哺乳类（5/+-’ +$ &/，677A）的某些物种中均发现

有这一现象。本研究发现的云豹具有跨种多态性的

原因可能是由于猫科动物都是在最近约 6999 万年

的时间里产生的（B&0’+ +$ &/，6776），因为各物种

间分歧时间较短，所以在某些物种内仍留有相似乃

至相同的等位基因。
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以 F 个季节的实验资料，证明地理上相距仅 EES K@ 的两个种群间存在着静止代谢率的地理变异，它

平行地出现于两种小啮齿类，即生活在草甸中的普通田鼠（;-(")36& 2"+2*-&）和森林中的欧!（.*#3D"-)$)<
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新概念。研究长爪沙鼠（;#"-)$#& $=6-(6*236&）代谢率随环境温度变化，发现静止代谢率与平均每日代谢

率的变化率不同，提出以 3S e下 L=AC 为主要参数的 <!($!+ 日能量收支（=>:）模型应予以修正。提出
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