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两种竹鸡线粒体 DNA的遗传变异
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摘要: 采用 PCR 和直接测序的方法测定灰胸竹鸡 ( Bambusicola thoracica) 与棕胸竹鸡( B�fytchii )线粒体

DNA( mtDNA)控制区 1 142 bp 的序列,分析二者间的遗传变异。两种竹鸡间共发现 32 个变异位点, 其中

20个转换, 12 个颠换。灰胸竹鸡 mtDNA 控制区的碱基含量 T 34�26%、C 25�98%、A 24� 84% 和 G

14�96% ,棕胸竹鸡的分别是 T 34� 47%、C 25� 60%、A 25�03% 和 G 14�93%。t�检验分析显示, 两种竹鸡

mtDNA控制区的T 和 C含量差异显著。在系统发生树上,两种竹鸡在系统发生树各聚成一支, 支持率达

到100%。两种竹鸡间的遗传距离是 0�039 6。根据分子钟计算,它们大约在 200 万年前分歧进化。推测

它们的物种形成主要受更新世第二次寒冷期的影响。
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Abstract: Polymerase chain reaction and direct sequencing methods were used to analyze the genetic variation between

Bambusicola thoracica and B . fytchii. A total of 1 142 nucleotides of the mitochondrial DNA control region were

sequenced. There are 32 variable positions, with 20 transitions and 10 transversions. The nucleotide composition of B .

thoracica mtDNA D�loop was: 34�26% T, 25�98% C, 24�84% A and 14�96% G. That of B . fytchii was: 34�47%

T, 25� 60% C, 25�03% A and 14�93% G. There were very significant differences in T and C nucleotide composition

between the two bamboo partridges. The phylogenetic tree grouped two bamboo partridges into two deeply divergent

clusters ( supported by BP= 100% ) . Genetic distance was 0�039 6 between the two partridges. Calibrated rates of

molecular evolution suggested that they could have speciated 2�00 million years ago, affected by the Pleistocene second

frig id.
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� � 灰胸竹鸡( Bambusicola thoracica )和棕胸竹

鸡 ( B. fytchii ) 隶属鸡形目 ( Galliforms ) 雉科

(Phasianidae)竹鸡属 ( Bambusicola)。灰胸竹鸡

是我国特有种, 主要分布于长江流域以南地区,

北达陕西南部, 西至四川盆地西缘, 东及台湾

省;棕胸竹鸡国内见于四川西南部、云南西部和

南部,国外见于越南北部、缅甸和印度等地
[ 1]
。

国内外有关竹鸡的研究很少, 仅在笼养灰胸竹



鸡的生活习性、生理生化、人工繁殖、生物学特

性
[ 2]
,棕胸竹鸡觅食行为

[ 3]
和两种竹鸡的核

型
[ 4]
等方面有报道, Fumihito等

[5]
分析了灰胸竹

鸡与其他鸡类的遗传关系。

动物线粒体 DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)

是共价闭合的环状双链 DNA, 具有母系遗传特

性,进化速率非常快,约是单拷贝核 DNA的 5~

10倍。线粒体 DNA控制区( D�loop)分三个区:
( 1)高变 ∀区( 1~ 316 bp) , 位于控制区左边( 5!

端) ; ( 2)中间保守 #区( 317~ 784 bp) , 位于终止
结合序列和重链复制起始区之间, 在进化上高

度保守,并且富含G, 而A含量较低; ( 3)保守序

列∃区( 785~ bp) , 位于控制区右翼( 3!端) [ 6]。

控制区是非编码基因区, 在进化过程中受环境

的选择压力小, 表现出更大的变异,是研究种系

发生非常有效的分子标记
[ 7]
, 在雉科鸟类的分

类中已有不少报道
[ 6, 8, 9]

。近年来,利用 mtDNA

控制区序列探讨分类问题已成为分类学中的一

种常用方法, 该方法通过比较不同类群的同源

DNA,重建分子系统树,探讨类群间的分类地位

和系统进化关系
[ 10, 11]

。本文以 mtDNA 控制区

基因为遗传标记,分析灰胸竹鸡和棕胸竹鸡的

遗传变异,并探讨它们的物种形成。

1 � 材料与方法

1�1 � 实验材料 � 实验用的灰胸竹鸡(代码: BT)

采自江西省永新县,共 5个样本;棕胸竹鸡(代

码: BF)采自云南省丽江市,共 3个样本。以肝

为实验材料, 用 100% 乙醇保存。许多研究表

明,在系统进化中竹鸡与原鸡( Gallus gallus )的

关系最近
[ 8, 9]

,所以本文用原鸡(代码: gallus)做

外群, 序列来自 GenBank, 共两个样本(登录号

分别是: AB007720和AB007723)。

1�2 � DNA提取、PCR 反应及测序 � DNA 提取

采用乙醇沉淀法, 参照 Randi 等的方法
[ 6]
。用

特异引物 PHDL ( 5!�AGG ACT ACG GCT TGA

AAA GC�3!)、PH1H ( 5!�TTA TGT GCT TGA CCG
AGG AAC CAG�3!)、L400( 5!�ATT TAT TGA TCG
TCC ACC TCA CG�3!)和 PHDH( 5!�CAT CTT GGC
ATC TTC AGT GCC�3!) [ 6] 进行 mtDNA控制区基

因扩增, L 和H 分别代表轻链和重链,引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。用

PHDL 和 PH1H、L400和 PHDH分别进行PCR反

应,扩增约 500~ 600 bp 的序列。反应体积为

35 �l,反应液中含 10mmol�L Tris�HCl ( pH 8�3) ,
50 mmol�L KCl, 1�5 mmol�L MgCl2 , Taq 酶 1 U, 4

种dNTP 各 150 �mol�L, 2端引物各 10 pmol�L,
DNA模板约 100 ng。反应在 PE2400仪上进行。

循环参数为 95 % 预变性 4 min; 95 % 变性 40 s,

55~ 58 % 复性 40 s, 72 % 延伸 60 s, 共 32个循

环;最后 72 % 10 min延伸补齐。提取和扩增都

设空白对照, 并用 1%的琼脂糖电泳检测。扩

增产物用Wizard
TM
PCR Preps DNA 纯化试剂盒

( Promega 公司)纯化, 然后在 ABI 377基因分析

仪上进行双向测序。测序由上海生工生物工程

技术服务有限公司完成。

1�3 � 序列分析 � 用Clustal X程序
[12]
对 DNA序

列进行对位排列, 并经人工仔细核查。用

DnaSP 4�0 软件 [ 13]
确定变异位点。用 MEGA

4�0
[14]
统计碱基组成, 用 Kimura 双参数模型

[ 15]

计算遗传距离。用 Modeltest 3�0[ 16] 软件选择最
佳建树模型, 用 PAUP 4�0 构建最大相似性
树

[17]
,并用自举检验

[ 18]
估计系统树中结点的置

信值。用 t�检验分析差异是否显著。

2 � 结 � 果

2�1 � 序列变异 � 用 Clustal W软件进行对位排

列和剪切对齐后, 共得到两种竹鸡线粒体 DNA

控制区 1 142 bp 的序列 ( GenBank 登录号是

EU240207~ EU240214)。在所测的 5个灰胸竹

鸡和 3个棕胸竹鸡序列中, 两者之间共发现 32

个变异位点(不包括种内变异位点) , 占序列长

度的 2�80%, 其中 20个转换、12个颠换, 无缺

失位点。转换与颠换之比是 1�67&1。20个转
换中, T�C 间的转换 ( 13 次 )比 A�G 间转换 ( 7
次)多; 12个颠换中,A�T 间5次, G�T 间4次, A�
C间 3次,无 G�C间的颠换。

两种竹鸡之间,线粒体 DNA控制区 ∀区( 1

~ 316 bp) 有 23 个变异位点, 序列变异率为

7�28%,占总变异数的 71�88%; #区( 317~ 784
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bp)有 6个变异位点,序列变异率为 0�64%, ∃
区( 785~ bp)仅 3个变异位点, 序列变异率为

3�22%。
2�2 � 碱基含量 � 所测定的两种竹鸡线粒体控

制区序列的碱基含量见表 1,T 含量最高, G含

量最低。两种竹鸡间 T 和 C含量差异显著,而

A和 G含量差异不明显。

表 1� 两种竹鸡线粒体控制区序列的碱基含量

Table 1� Nucleotide composition of mtDNA D�loop sequence between Bambosicola thoracica and B. f ytchii

物种

Species

碱基含量 Nucleotide composition

T C A G

灰胸竹鸡 B. thoraci ca 34�26� ( 0�018 25�98( 0�017 24�84 ( 0�023 14�96 ( 0�003

棕胸竹鸡 B . f ytchii 34�47 ( 0�083 25�60( 0�030 25�03 ( 0�003 14�93 ( 0�003

t�检验 t�test t= 2�17, P = 0�047 t= 4�88, P= 0�004 t= 1�43, P = 0�113 t= 0�00, P = 0�500

� �

2�3 � 遗传距离和系统树 � 根据 Kumar 的双参

数法计算两种竹鸡的遗传距离为 0�039 6。两
种竹鸡与原鸡的遗传距离为 0�111 3。

基于所测的序列,以原鸡为外群,构建两种

竹鸡的系统发生树。用 Modeltest 3�0分析最佳

模型是 GTR+ I ( - lnL = 2 493�99) , 构建的最
大相似性树见图 1。灰胸竹鸡和棕胸竹鸡在系

统树上各聚成一支。各分支的置信度都很高,

其中种间的置信度达到 100% (图 1)。

图 1� 根据两种竹鸡线粒体 DNA 控制区序列基于 GTR+ I模型构建最大相似性树

Fig. 1� Maximum likehood tree of Bambosicola thoracica and B . f ytchii

constructed from mtDNA D�loop sequence based on GTR+ I model

BT代表灰胸竹鸡, BF 代表棕胸竹鸡, gallus代表原鸡。

BT, BF and gallus represent Bambusi cola thoraci ca , B . f ytchii and Gallus gallus respect ively.
�

3 � 讨 � 论

灰胸竹鸡和棕胸竹鸡线粒体 DNA 控制区

的碱基含量与其他鸟类线粒体 DNA 控制区的

含量相近
[ 6, 7]
。两种竹鸡 mtDNA控制区间T 和

C含量差异显著, 说明 T 和 C 的变异比较大,

T�C的转换( 13次)比 A�G转换( 7次)多。两种
竹鸡mtDNA控制区的 A+ T 含量比 G+ C 含量

高,这与 mtDNA控制区是 A 和T 丰富区一致。

两种竹鸡的核型完全一样
[ 4]
,但二者间的遗传

距离达 0�039 6,比石鸡( Alectoris chukar )与大石

鸡( A . magna) 间
[ 19]
以及红腹锦鸡( Chrysolophus
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pictus)与白腹锦鸡 ( C . amherstiae )间
[ 20]
的遗传

距离大, 也远大于 4 种马鸡( Crossoptilon spp. )

间
[ 21]
的遗传距离。

两种竹鸡在系统发生树各聚成一支, 支持

率100% (图 1)。根据鸟类 mtDNA的进化速率

2%�百万年 [ 22]
计算,两种竹鸡大约在 1�98百万

年前分歧进化。鸟类线粒体 DNA的分子钟一

直存在较大争议。由于动物线粒体 DNA 控制

区各区变异速率不同, 很难给定一个准确而恒

定的分子进化速率
[ 23]
。由于转换很容易饱和,

因此常用颠换来估算种间或种群间的分歧时

间
[ 9]
。因为没有竹鸡起源进化时间可以参考,

我们参考石鸡与大石鸡 mtDNA控制区的碱基

颠换速率来计算两种竹鸡的分歧时间。两种石

鸡的分歧时间是 1�90 百万年前[ 6]
, 二者间

mtDNA控制区全序列的碱基颠换数是 10个, 即

两种石鸡间的碱基颠换速率是 5�26�百万
年

[ 24]
。两种竹鸡间的碱基替换数是 12 个, 其

分歧时间大约是 2�28百万年前。可见两种竹
鸡大约在 2�00百万年前分歧进化, 属于早更新
世,比化石记录的年代

[ 25]
早。

两种竹鸡分歧进化的年代与更新世第二次

寒冷期( 1�28~ 2�05 百万年) [ 26] 发生的时间吻
合。我国一些雉科鸟类近缘种(如红腹锦鸡和

白腹锦鸡
[ 20]
、石鸡和大石鸡

[ 6, 19]
、藏马鸡 C.

harmani 和褐马鸡C . auritum
[ 21]
等)的分歧时间

也与这次寒冷期的时间一致。更新世时期气候

剧烈变动, 欧亚大陆冰期、间冰期交替发生, 几

乎每十万年就有一次较大的冰期。更新世地理

环境和气候的演变对物种的形成、演化产生重

大影响
[ 27, 28]

。更新世第二次寒冷期持续的时间

达77万年,是更新世几次寒冷期持续时间最长

的,对两种竹鸡的物种形成可能起决定性作用。

依地理分布和生态地理环境, 两种竹鸡可能起

源于我国西南山地。西南山地地形复杂, 气候

多样,在第四纪没有受大面积冰盖等因素影响,

普遍认为该地区是许多动物的分布中心、起源

地和冰期避难所,特别是许多雉科鸟类的起源

地。更新世早期, 两种竹鸡的祖先种群可能广

泛分布于我国西南山地到华中华南地区。由于

第二次寒冷期的影响,强大的山脊冰川将其分

别隔离在不同低地,隔离进化,最终形成灰胸竹

鸡和棕胸竹鸡。
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∗动物行为学高级培训班暨首次动物行为学研讨会+在京举行

∗ 动物行为学高级培训班暨首次动物行为学研讨会+ 于 2007 年 12 月 11~ 14 日在中国科学院动物研究所成功

举办, 参会人员约 150 人。来自国内、外不同领域从事动物行为学研究的知名学者就精子竞争和近交回避(康乐)、

行为的遗传和基因调节(孙中生)、行为的神经机制(罗敏敏、徐富强)、紫外光在蜘蛛通讯的作用(李代芹)、动物的

声通讯和发声机制(沈钧贤、王丁、左明雪)、性比和共存(张大勇)、灵长类的社会行为(李进华)、痛觉心理 (罗非)、

鼠类的取食行为(张知彬和肖治术)、人与海豚的行为关系 ( Sara Platto)、动物行为与动物园设计 ( Carin Harrington)等

应邀做了大会报告,使大家充分了解了动物行为学研究的前沿和热点。会议日程除了大会报告外, 还穿插一些培

训讲座。美国 Central Washington University 大学的孙立新做了动物行为学系列讲座; 新加坡国立大学李代芹结合自

己的研究讲解了如何在动物行为学研究中变换角度寻找新的研究思路; 中国科学院动物研究所蒋志刚、心理研究

所王玮文和王冬梅分别讲授了动物行为学研究方法和动物行为心理实验方法; 陕西师范大学邰发道和北京师范大

学刘定震讲授了行为的生理和神经机制。

这次会议是中国科学院动物生态学海外合作伙伴项目和中国动物学会整合动物学系列学术活动之一。由中

国科学院动物研究所主办,中国科学院心理研究所、安徽大学、北京师范大学协办, 得到中国科学院动物生态学海

外合作伙伴项目、中国科学院人事教育局以及安徽大学的资助。农业虫害鼠害综合治理研究国家重点实验室张健

旭和王睿等做了大量的会议组织工作。

大会决定组织动物行为学各研究领域的专家编写出版,动物行为学专论−、出版内部电子刊物,动物行为学研

究通讯−、准备成立隶属于中国动物学会的∗动物行为学专业委员会+ , 并筹办∗ 动物行为学研究华人促进会+。

通过磋商,第二次会议计划于 2009年在黄山举行, 由安徽大学承办。

张健旭 � � 蒋志刚 � � 李进华  

( � 中国科学院动物研究所 � 北京 � 100101;  安徽大学 � 合肥 � 230039)
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