


雀形目的系统发育和起源研究方面学者们提出

了许多新的理论和观点，认为雀形目是鸟类中

最进化的类群［!，"］。但由于雀形目种类多、数目

庞大、形态多样、行为复杂，它的系统分类一直

存在较大分歧。尤其是科级以上高级阶元的分

类，仅根据传统的形态、行为和解剖特征进行分

类是很困难的。因此，开展雀形目鸟类的分子

系统学研究是弥补形态分类方面不足的最有力

手段。

脊椎动物线粒体 #$%（&’#$%）具有严格的

母系遗传和突变率高等特点，使其成为研究物

种进化的一种有效遗传标记［( ) *］，已成功用于

解决鸟类系统发生关系的研究［+ ) ,-］。鸟类细胞

色素 !（./’0.120&3 !，简称 ./’ !）基因一般为

, ,"! 45（个别例外），不发生缺失或插入，碱基

置换多数是沉默的，且很大程度上倾向于转换

或颠换，并且密码子第三位点进化最快，第二位

点最保守。由于鸟类 ./’ ! 基因在不同的科、

属、种显示出良好的分子系统关系，因此非常适

合于做系统学研究的标记。

本研究涉及的 ,+ 种鸟主要为燕雀类、$
类、莺类和山雀类，这几类鸟的分类问题一直未

能得到很好的解决。其中形态分类系统将燕雀

类和$类归入雀科下的雀亚科和$亚科，莺类

为亚科归在%科下；67483/ 和 %189:7;’［,］的杂交

分类系统也认为燕雀类和$类没有达到科级分

化水平，将莺类独立成科；综合分类系统则认为

燕雀类和$类已经达到科级分化水平，将其分

别提升为科，莺类独立成科。可以看到在不同

的分类系统中这几类鸟的分类地位均有所不

同，并且彼此间存在不少居间类型，很难确切划

分。因此，我们希望通过对线粒体细胞色素 !
基因的序列分析，研究这 ,+ 种鸟的分类地位和

进化关系，为确定其可靠的分类地位提供新的

依据。

! 材料与方法

!"! 样品采集 本文共涉及雀形目鸟类 ,+
种，均采集于黑龙江省帽儿山地区（表 ,），并从

<3=>?=@ 上下载刺鹩（ "#$%&’()(&&$ #’*+,()）、灰纹

霸 %（ -./(0+%$1 2,(3’&(( ）、灰 头 阔 嘴 鸟

（4.(&’+,%() )’$,/5(）的 ./’ ! 序 列（%A!B(!-*，

%A,"!B-+，$C —---+*D），作为外群来构建系统

树。

表 ! 本研究检测的物种

#$%&’ ! ()’*+’, ’-$.+/’0 +/ 12’ )3’,’/1 ,1405

分类地位

E?F0=（67483/ G %189:7;’ 系统，,DD-）

物种

653.73;
名称代码

$?&3 .0H3
莺科大苇莺亚科（尾莺属）6/8I77H?3 6/8I77=?3（6,+)/’5%$） 鳞头树莺 6 J )78$.5(#5/) K;9
莺科柳莺亚科（柳莺属）6/8I77H?3 6/8I77=?3（9’:**+)#+/8)） 黄眉柳莺 9 J (%+,%$&8) L7=
莺科柳莺亚科（柳莺属）6/8I77H?3 6/8I77=?3（9’:**+)#+/8)） 黄腰柳莺 9 J /,+,538*8) L52
长尾山雀科（长尾山雀属）%3M7’1?87H?3（"53(&’$*+)） 银喉长尾山雀 " J #$80$&8) %.?
山雀科（山雀属）L?27H?3（9$,8)） 大山雀 9 J .$;+, L&?
山雀科（山雀属）L?27H?3（9$,8)） 沼泽山雀 9 J /$*8)&,() L5?
山雀科（山雀属）L?27H?3（9$,8)） 褐头山雀 9 J .+%&$%8) L?&0
燕雀科燕雀亚科（长尾雀属）N27=M7887H?3 N27=M7887=?3（6,$38)） 长尾雀 6 J )(!(,(#8) K;7
燕雀科燕雀亚科（金翅雀属）N27=M7887H?3 N27=M7887=?3（<$,085*()） 金翅雀 < J )(%(#$ C;7
燕雀科燕雀亚科（朱雀属）N27=M7887H?3 N27=M7887=?3（<$,/+0$#8)） 北朱雀 < J ,+)58) C20
燕雀科燕雀亚科（灰雀属）N27=M7887H?3 N27=M7887=?3（9:,,’8*$） 红腹灰雀 9 J /:,,’8*$ L5/
燕雀科燕雀亚科（金翅雀属）N27=M7887H?3 N27=M7887=?3（<$,085*()） 黄雀 < J )/(%8) C;5
燕雀科燕雀亚科（锡嘴雀属）N27=M7887H?3 N27=M7887=?3（<+##+&’,$8)&5)） 锡嘴雀 < J #+##+&’,$8)&5) C.0
!科（!属）67’’7H?3（4(&&$） 普通! 4 J 58,+/$5$ 63:
燕雀科$亚科（$属）N27=M7887H?3 O&4327P7=?3（-.!5,(=$） 田$ - J ,8)&(#$ O2:;
燕雀科$亚科（$属）N27=M7887H?3 O&4327P7=?3（-.!5,(=$） 灰头$ - J )/+0+#5/’$*$ O;5
燕雀科$亚科（$属）N27=M7887H?3 O&4327P7=?3（-.!5,(=$） 苇$ - J /$**$)( O5?
麻雀科岩鹨亚科（岩鹨属）L2:=3887H?3（9,8%5**$） 棕眉山岩鹨 9 J .+%&$%5**$ L2&0
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!"# $%& 提取和引物设计 提取鸟的肌肉组

织少许，将其剪碎后用经典的酚!氯仿法提取基

因组 "#$。利用 "#$%&%（’()*）软件设计引物，

并参考文献中的引物序列［++ , +-］，得到本研究中

雀形目鸟类 ./0 ! 通用的引物序列，1+23*+：*4!
556$566$77$65$66575556!-4 和 8+9:9*：*4!
765665$6565577666$5$$7$5!-4。
!"’ ()* 扩增和测序 先用 +:!; <5= 反应体

系摸索反应条件，而后用 *:!; <5= 反应体系进

行 <5= 扩增。实验所用 "#$ 酶、>?@@AB 及 C#6<
DEF 均购自日本 6GHGIG 公司。

扩增产物采用北京博大泰克生物技术有限

公司的 <5= 产物快速纯化胶回收试剂盒进行

回收，然后进行 6!$ 克隆，最后送到上海生物工

程技术服务有限公司进行测序。

!"+ 数据处理与分析 测得基因序列采用

"#$%0JB 软件包进行人工校对，然后在 #5I& 中

进行 I;JK0 相似性搜索，确定是否为目标片段以

及 序 列 的 方 向 是 否 一 致。 采 用 5;?K0J; L
（MABKENO +)3）软件对 ./0 ! 基因序列进行处理，

再用 DAPJ -): 软件进行序列分析。使用 %<%%
软件分别对转换、颠换与遗传距离之间的回归

方程进行显著性分析。采用 <Q/;ER 软件构建系

统发育树。在树的构建中碱基替代模型采用

SET?BJ 二参数法；转换与颠换均包含在内；密码

子 - 个位点均被使用，自展检验 + ::: 次重复。

# 结 果

#"! ()* 扩增和测序结果 由于雀形目鸟类

./0 ! 基因不存在缺失和插入，片段长度一般为

+ +2- >R，再加上引物的长度可以估测出扩增片

段在 + (:: >R 以上。共测得 (* 条 ./0 ! 部分序

列，7AOIJOU 序列号及测得的片段长度见表 (。

#"# 物种之间 ,-. ! 基因序列差异

#"#"! 碱基组成 基于 ./0 ! 基因 2** >R 片段

序列分析结果可以看出，序列的平均 $、6 含量

（*()9V）高 于 7、5 含 量（2W)2V），保 守 位 点

（.NOKAB’AC KE0AK）占 9()9V，变 异 位 点（’JBEJ>;A
KE0AK）占 -W)2V，简约信息位点（RJBKET!EO@N KE0AK）
占 (X)2V。本研究中的 ./0 ! 基因部分序列的

碱基构成存在一定程度的偏倚，并且在不同位

点碱基偏倚程度也有所不同：在密码子第一位

点 6、5、$、7 的 平 均 含 量 为 (-)+V、(*)2V、

(W):V、(2)*V，$、6 含量（23)*V）稍低于 7、5
含量（*+)*V）；在密码子第二位点 6、5、$、7 的

平均含量为 -3)(V、(2)2V、(+)(V、+9)(V，$、

6 含量（*X)2V）远高于 7、5 含量（2:)9V）；在

密码 子 第 三 位 点 6、5、$、7 的 平 均 含 量 为

++):V、2X)2V、-9)9V、-):V，$、6 含 量

（2W)9V）低于 7、5 含量（*()2V）。在第三位点

碱基偏倚尤为严重，5 含量高达 2X)2V，而 7 含

量却只有 -):V。

表 # 序列号及片段长度

/0123 # &,,344567 78913:4 07; 43<937. 237<.= 6> ,-.

!
!
!
!
!
!

!

物种

%RA.EAK

序列号

$..AKKENO
O?T>ABK

片段长度

%APTAO0
;AOP0Q

（>R）

物种

%RA.EAK

序列号

$..AKKENO
O?T>ABK

片段长度

%APTAO0
;AOP0Q

（>R!! ）

!!YKZ "[++X*-3 W+: 5BN "[(-9(:3 9:9

!!$.J "[++X*-X 9X( 5KE "[(-9(:X 9(:

!!$.J "[++X*2: 9X( 5KR "[(-9(+: 9-X

!!<JTN "[++X*2+ W:+ A<$ CZ(-9(++ 2X+

!!<TJ "[++X*2( W:+ \RJ "[(-9(+( 2X+

!!<RJ "[++X*2- 992 \B?K "[(-9(+- 93-

!!<EO "[++X*22 *(+ \KR "[(-9(+2 *2+

!!<EO "[++X*2* *(+ <R/ "[(-9(+* 23(

!!<RB "[++X*29 *++ <R/ "Z(-9(+9 9*:

!!<RB "[++X*2W *++ <BTN "[(-9(+W *3W

!!%A? "[++X*23 9W2 <BTN "[(-9(+3 *3W

!!5.N "[(-9(:9 *9* YKE "[(-9(+X W((
5BN "[(-9(:W *::

#"#"# 转换与颠换 转换数（6K）和 颠 换 数

（6’）的比值（%）可以用来估计序列替换的饱和

程度。本文 ./0 ! 所有位点的 % 值为 +)(，其中

密码子第一位点的 % 值为 +)3，第二位点的 %
值为 ()(，第三位点的 % 值为 +):。可以看到密

码子第二位点最保守，而第三位点进化速度最

快。一般来讲，如果 % 值小于 ( 说明 ./0 ! 基

因饱和程度较高，受进化噪音的影响可能性较

大，重建系统发生树时如不进行特别加权就会

得出错误信息［+2］。本研究中的 % 值为 +)(，说

明该基因序列饱和程度较高。为进一步估计碱

基替换的饱和程度，以遗传距离为横坐标，转换
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和颠换为纵坐标做散点图（图 !），并分别得到

转换、颠 换 的 回 归 方 程：!! " !#$%&" ’ $#()%
（#( " &#**(），!( " (#*+%" , $#&+(（#( " &#-*)），经

检验 $ 均小于 &#&!，表明转换、颠换与遗传距

离显著相关。从图 ! 中可以看到转换数高于颠

换数，各序列间的遗传距离相对集中在 &#!* .
&#(* 之间；随着时间的推移、遗传差异的增加，

转换和颠换随之积累，但还没有达到饱和状态，

所以在后面构建系统发育树时可赋予转换和颠

换相同的加权值。

图 ! 雀形目 !" 种鸟类 #$% ! 基因序列

转换颠换散点图

&’() ! *+,’+%’-. -/ 0120%’%1%’-. -/ #$% ! 03413.#30
/,+(53.% ’. !" 6+003,’.30

78789 遗传距离 采用 /01234 二参数法计算

遗传 距 离，!% 种 鸟 类 之 间 平 均 遗 传 距 离 为

&#!+)。燕 雀 类 和$类 之 间 的 遗 传 距 离 为

&#!)$；长尾山雀与莺类之间遗传距离为 &#!-+，

而与山雀类之间的遗传距离为 &#(&(，说明长

尾山雀与莺类关系更近。燕雀类内部种间平均

遗传距离为 &#&%&，山雀类内部种间平均遗传

距离为 &#&%$。种内个体间的遗传距离差异都

很小，最大的为 &#&&)。

789 系统发育树构建与检验 采用 567809 软

件距离法中的邻接法（:;）和最大似然法（<=）

分别构建系统树（图 (，>）。从构建的系统图中

可以看出，:; 法和 <= 法树的构成大体相同，整

个树都是由 > 个大的进化枝构成，第一支系为

燕雀类、$类、岩鹨类和!类，第二支系为莺类

和长尾山雀类，第三支系为山雀类。

:;法中，在第一支系中的燕雀类中，金翅

雀（?@0）和黄雀（?@9）聚为姐妹群，北朱雀（?3A）

和长尾雀（B@0）聚为姐妹群，这两个姐妹群聚

在一起，然后和红腹灰雀（597）聚为姐妹群，最

后和锡嘴雀（?CA）构成一个单系群；在第一支系

中的$类中，田$（D32@）先与灰头$（D@9）聚为

姐妹群，然后与苇$（D94）构成一个单系群；燕

雀支系和$支系构成姐妹群关系，二者和棕眉

图 7 雀形目 !" 种鸟 #$% ! 基因树（:; 法）

&’() 7 <3.3%’# %,33 #-.0%,1#%3= >’%? :; 53%?-=
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图 ! 雀形目 "# 种鸟 $%& ! 基因树（’( 法）

)*+, ! -./.&*$ &0.. $1/2&03$&.4 5*&6 ’( 7.&614
图 ! 和图 " 中物种名后面的字母 #、$ 指同一物种的不同个体。

%&’’&() # *+, $ -&./+, )0&1/&) +*2&) (&0(&)&+’ ’34 /+,/5/,6*7) 48 4+& )0&1/&)9

山岩鹨（:(24）构成单系群，最后和普通!（;&6）

聚在一起。在第二支系中，首先是黄腰 柳 莺

（:0(）和黄眉柳莺（:/+）聚为姐妹群，然后和银

喉长 尾 山 雀（#1*）聚 在 一 起，最 后 鳞 头 树 莺

（<)=）和它们构成单系群。在第三支系中，沼泽

山雀（:0*）和褐头山雀（:*24）聚为姐妹群，然后

和大山雀（:2*）构成单系群（图 !）。

在 >% 法中，树的拓扑结构大体与 ?@ 法相

同。只是在第一支系中的燕雀类中，北朱雀和

长尾雀构成的姐妹群先与红腹灰雀聚在一起，

然后才和金翅雀和黄雀构成的姐妹群构成单系

（图 "）。

! 讨 论

!8" 系统发育关系 从两种方法构建的系统

树中可以看到，燕雀类都是先与$类聚为一枝，

然后与岩鹨类聚在一起，也就是说燕雀类与$
类关系更近一些。关于燕雀类和$类的关系，

二者的分类地位较近，这是比较公认的，本研究

也正支持了这一点。但是存在一个主要的争

议，即二者到底是处于科级水平还是亚科级水

平。在郑作新［AB］及 ;/-7&C 和 #.7=6/)’（; D #）［A］

的分类系统中，燕雀类和$类被归到燕雀科下

的燕雀亚科和$亚科之中。而在郑光美［!］及

E43*(, 等［AF］的分类系统中，燕雀类和$类分别

属于燕雀科和$科。从本文结果看，其遗传距

离差异以及系统聚类关系，二者的分歧程度已

经达到了科级水平。

!科的位置也颇具争议，在 ; D # 的系统

中!科位于莺总科内，而 ;.&7,4+ 和 G/77［AH］则认

为!科与%总科中的椋鸟科（;’6(+/,*&）和鸫科

（I6(,/,*&）亲缘关系更近。在本研究中普通!
似乎与燕雀类、$类的关系更近一些（但自展值

较低），这可能与本研究的!科种类样本数量太

少有一定关系，已有越来越多的学者强调密集

采样和增加样本数量的重要性［AJ，AK］。另一种可

能是在本研究中由 1C’ ! 基因构建的系统树中

所有的物种并未得到 1C’ ! 基因全序列，而目前

已有很多学者强调全序列在分子系统学研究中

的重要性。李庆伟等曾利用 1C’ ! 基因序列研
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究隼形目鹰科鸟类系统发育，发现转换和颠换

在序列中发生的部位是不均衡的，提出在利用

基因序列比较构建系统树时，应该采用基因全

序列或更多的序列资料，以防止由部分序列变

异的不均衡性造成假象而提供错误信息［!"］。

陈晓芳等利用 #$% ! 基因序列研究&形目鸟类

系统发育时也发现转换和颠换在 #$% ! 基因两

端发生相对少一些，中间相对较多［!&］。所以要

想确定!科的位置还有待于进一步从全序列上

进行相应的研究。

长尾山雀的位置也一直存在着争议，在郑

作新分类系统中，长尾山雀类属于山雀科下的

长尾山雀属，而其他分类系统将其单列成科，归

入莺总科下［&，!，&’］。()*#+, 等［!!］采用线粒体 &’(
,-./ 基因对长尾山雀、山雀、%类和鸫类等雀

形目鸟进行了研究，其结果支持将长尾山雀单

列成科的观点。武丽娜! 采用线粒体 &!( ,-./
基因分析雀形目鸟的系统发育关系，结果认为

应将长尾山雀作为一个属归入莺科更为合适，

也就是说支持长尾山雀与莺类关系近的观点。

从本实验 #$% ! 构建的基因树和遗传距离来看，

支持将其单列成科并归入莺总科下的观点，并

且长尾山雀和莺类关系较与山雀类近，但在两

种方法构建的树中，长尾山雀与莺类聚类的自

展值较低，所以其位置还有待于下一步的深入

研究。

山雀类单列成科没有异议，( 0 / 的杂交

分类系统把山雀类归入莺总科内，即与莺类关

系较近。/12%,34 等［!5］采用线粒体 #$% ! 和肌球

素基因内含子 !（4$36137*8 *8%,38 "）两个基因

研究莺总科鸟之间的分类地位与系统发育关

系，结果把山雀从莺总科中排除出去。由于所

用山雀样本的种类和数量较少，所以其结论还

有待于验证。从本文构建的树来看，山雀类都

位于所有内群之外，即支持 /12%,34 等［!5］的观

点，但由于本研究中山雀类也存在样本的种类

和数量较少的问题，因此山雀类的位置也有待

于验证。

在 ( 0 / 的分类系统中，燕雀科的这几类

鸟被归入金翅雀族（9:,;<+1*8*），本研究基本支

持这一归类，但对锡嘴雀的归属有不同看法。

从基因树来看，锡嘴雀与其他 = 个金翅雀族鸟

类关系较远，似应从中分化出来。实际上，已有

学者主张将锡嘴雀独立出来，如在郑作新的分

类 系 统 中， 锡 嘴 雀 被 提 升 为 亚 科

（93##3%>,:<2%*8:+），与$亚科（?47+,*@*8:+）和雀

亚 科（ A,*86*11*8:+ ）平 级，都 被 放 在 雀 科

（A,*86*11*;:+）下［&=］。但由于本研究中锡嘴雀类

样本较少，并且关于亚科的提出还有大量的工

作要做，所以锡嘴雀的归属问题有待于下一步

的深入分析。

( 0 /［&］的杂交观点将柳莺归入柳莺亚科

（ B>$1132#3)*8:+ ），树 莺 归 入 大 苇 莺 亚 科

（/#,3#+)>:1*8:+）。本研究亦支持这一归类，但

在莺科内部，两种柳莺关系较近，与树莺的关系

明显 较 远，似 乎 与 长 尾 山 雀 关 系 更 近 一 些。

/12%,34 等［!5］研究结果认为，柳莺与长尾山雀的

关系比柳莺与树莺的关系近，也就是说与本研

究的结论保持一致。

!"# 类群分歧时间 牛黎明# 应用相对速率

检验［!C］证明雀形目鸟 #$% ! 基因的各主要分支

中存在着相对恒定的分子钟。一般认为鸟类

4%D./ 的 #$% ! 进化速度大约是每百万年&E’F
的速率［!=，!’］，但即使是同一基因对于不同的生

物类群来说，这个数据也有可能是变化的［!G］，

因此，只是据此大致估算一下各类群之间的分

歧时间：燕雀科与$科的分歧时间在 &"E= 百万

年左右，山雀科与莺科的分歧时间在 &5E" 百万

年左右；在燕雀科内部，锡嘴雀与其他几种鸟之

间的分歧时间在 HE" 百万年左右，在莺科内部，

柳莺与树莺的分歧时间也在 HE" 百万年左右。
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<) Ŵ’8,S ’M,8 56 EF, Y’.’99’- _8;’-S8 E5 ,8E9:’E, :5;,43;’)

,=5;3E95-’)( )’E,8" 7&5 8.&5，>??I，（G）：@%% J @B@$
［!A］ 文陇英，张立勋，刘’发 " 以 :ECH< 细胞色素 + 基因探

讨斑翅山鹑的分类地位 "动物学研究，!##@，%$（>）：A? J

G@$
［!G］ LF’-M P 7，K(S,) Q <" C966,),-E )’E,8 56 :9E54F5-S)9’; CH<

8,23,-4, ,=5;3E95- 9- [9)T’8 C9T^S9T（ 7’3&?,’̂ @%"@%% ）

X5X3;’E95-8" 7&5#.,5’" <:>5&6#)#*%.1 ’-S 8$&5,*%&)，>??@，&
（%）：!?> J !?G$

·I%· 动物学杂志 (:%)#1# A&,")’5 &= 4&&5&6> B! 卷




