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基于细胞色素 b 基因探讨昆明禄劝

地区树 的分类意义
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摘要: 通过对云南省昆明市禄劝地区 30 只中缅树 ( Tupaia belangeri)细胞色素 b( Cytochrome b, Cyt b)基

因全序列( 1 140 bp)的遗传分析, 对禄劝地区中缅树 Cyt b 基因特征进行初步探讨。结果表明,禄劝地

区中缅树 Cyt b 基因包含 32个核苷酸变异位点,占全序列的 2�81% , 其转换�颠换为 10�4。基于 Cyt b

基因的遗传距离构建的分子系统树显示,本实验研究的中缅树 是一个独立的分类单位而非普通树

( T . glis )的亚种; 同时显示攀 目( Scandentia)与皮翼目( Dermoptera)亲缘关系较近。
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Abstract:To clarify the genetic character of Tupaia belangeri from Luquan District, Kunming, we examined DNA

sequence variations in the mitochondrial cytochrome b gene gotten from 30 individuals. We detected variation at 32

nucleotide sites ( 2�81% in the full sequences) , the rate of transitions and transversions is 10�4. T . belangeri was a

valid taxonomic species rather than a sub�species of T . glis based on Cyt b gene sequences; the relationship between

order Scandentia and Dermoptera was closer.
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� � 中缅树 ( Tupaia belangeri ) 属攀 目

( Scandentia)树 科 ( Tupaiidae) , 在我国主要分

布于云南、四川西南部、贵州西南部、广西南部

及海南岛(图 1) , 为典型的东南亚热带亚热带

小型哺乳动物,是东南亚树 中分布最北的一

个种,其分布地理位置处于大多数动物学家所

称的东洋区或东洋界, 所以又称为东洋界典型

代表动物
[ 1]
。最近, 树 科 14种均被 IUCN 红

皮书列为濒危动物 ( http:��www. iucnredlist. org�
info�gallery 2006 # Ursus � maritimus�Robert �

Carolyn � Buchanan)。关于树 的系统演化, 自

从 1922年以来一直是许多学者感兴趣和争论

的问题。鉴于树 在系统发育中所处的特殊地



位,无论形态方面还是分子方面,一直都是攀

目研究的中心问题之一
[ 2~ 5]
。随着研究的深

入, 建立在外部形态上的数据并不能完全解释

攀 目系统发生的关系
[2, 3]
。有关我国树 的

归属问题一直都没有统一的认识, 王应祥
[ 6]
指

出关于我国树 归属问题有三个可能:列入普

通树 ( T . glis )作为亚种
[ 7, 8]

; 列入中缅树

(T . belangeri ) 作为亚种
[ 9, 10]

; 视之为独立种

� � � 中国树 ( T . chinensis)。鉴于国内中缅树

分子系统关系的研究报道并不多见,所以本

文以禄劝地区中缅树 为研究对象,对其线粒

体DNA Cyt b 基因序列进行初步研究, 为树

保护遗传学、生理生态及生物多样性研究提供

一定的实验依据。

� � 线粒体DNA( mitochondrial DNA, mtDNA) 作

为核外遗传物质,已成为最广泛使用的分子系

统学标记之一
[ 12, 13]

。特别是线粒体 DNA 中的

细胞色素 b 基因( Cytochrome b, Cyt b)常用于研

究种内或近缘种间系统发育和遗传问题, 它的

部分或全序列被广泛应用于动物类群系统进化

和分类研究
[ 14, 15]

。

图 1� 中缅树 地理分布

Fig. 1� Geographical location of the Tupaia belangeri

图 1截选自文献[11] ;  代表树 的地理分布。

Fig. 1 was intercepted in the reference [11] ;

 Represent for geographical locat ion of the Tupaia belangeri .
�

1 � 材料与方法

1�1 � 样品材料 � 本研究所用的 30只中缅树

均捕自云南省昆明市禄劝县屏山镇 (北纬 25!

25∀~ 26!22∀,东经 102!13∀~ 102!57∀) ,距昆明市

90 km 的灌丛中,海拔 1 679m,属于中缅树 的

滇西亚种( T . b . chinensis )
[6]
。该地区位于滇中

� �
表 1 � 本研究检测的物种

Table 1� Species examined in the present study

样品
Species

编号
Code

GenBank 登录号
GenBank No.

目
Order

实验所测
中缅树

LQ1�20、LQ23、LQ7D1、LQ7D2、LQ14D1、LQ14D2、LQ21D1、
LQ28D1、LQ28D3、LQF1、LQA1

EU376531
EU531749�EU531776 DQ986459

攀 目
Scandentia

salatana树

Tupaia salatana
Tupaia salatana AY321652

攀 目

Scandentia

中缅树
T . belangeri

Tupaia belangeri or T . belangeri NC002521
攀 目

Scandentia

南裸尾树
Dendrogale melanura

Dendrogale melanura AY321634
攀 目

Scandentia

长脚树
T . l ongipes

Tupaia longipes AY321646
攀 目

Scandentia

普通树
T . gli s

Tupaia glis AY321645
攀 目

Scandentia

中国树
T . chinensis

Tupaia chinensis or T . chinensi s AY321635
攀 目

Scandentia

红腹狐猴

Eulemur rubriventer
Eulemur rubriventer AF081052

灵长目

Primates

鼯猴

Cynocephalus volars
Cynocephalus v olars AB075974

皮翼目

Dermoptera

Sorex araneus
Sorex araneus DQ417733

食虫目
Insectivora

塔里木兔
Lepus yarkandensis

L epus yarkandensis AY839007
兔形目

Lagomorpha
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高原的北部,属于北亚热带高原气候,年平均温

度为 15�6 ∃ ,最热月( 7月)平均气温 19�8 ∃ , 最

冷月 ( 1 月)为 7�8 ∃ , 极端低温- 9�5 ∃ , 冬季

短,约 2 个多月, 无夏季, 春秋季长达 9 个多

月
[ 16]
。其余序列从 GenBank获得(表1)。

1�2 � 方法 �

1�2�1 � DNA 的提取 � 动物处死后,迅速分离肝

或肌肉组织适量,进行基因组 DNA的提取。用

动物基因组 DNA 小量快速提取试剂盒 (博大

泰克生物基因技术有限责任公司) 或酚�氯仿
(分子克隆第三版) 的方法提取基因组 DNA。

以灭菌滤纸代替样品作阴性对照, 以检测是否

有外源DNA的污染。

1�2�2 � PCR扩增 � Cyt b 基因的引物根据已报

道中缅树 线粒体基因组序列设计
[ 4]
, 利用

Primer Premier 5�0 软件来完成, 引物序列为

14071 � F: 5∀�GGA TCT GAC CAA GAC CTG TGA

C�3∀; 15320 � R: 5∀�TCC CTC CGT TTC TGG TTT

AC�3∀)。引物覆盖长度为 1 140 bp。

扩增体系为 50 �l, 其中含有 10 % Buffer 5

�l、10 mmol�L dNTPs 1 �l、20 �mol�L 引物各 1

�l、25 mmol�L MgCl2 2 �l、2 U Taq 酶和50 ng 左

右的 DNA模板。扩增条件: 94 ∃ 预变性 5 min;

94 ∃ 变性 1 min, 55 ∃ 退火 1 min, 72 ∃ 延伸 1

min, 35个循环; 72 ∃ 延伸 10 min; 4 ∃ 终止反

应。

1�2�3 � PCR产物纯化和测序 � 使用 2%琼脂糖

电泳检测扩增产物, 用Glassmilk DNA 纯化回收

试剂盒(博大泰克生物基因技术有限责任公司)

进行割胶回收、纯化,回收产物直接作为测序的

模板送大连宝生物工程有限公司测序。

1�3 � 数据分析 � 所用序列均以 Clustal X 软

件
[ 17]
进行排序。采用 MEGA 4

[ 18]
计算碱基变异

位点、简约信息位点、转换�颠换比率以及A、T、

G、C的平均含量。基于Kimura两参数
[ 19]

,采用

邻接法 ( neighbor�joining method, NJ)
[ 20]

, 对表 1

中所有序列构建邻接树, 在 MEGA 4 软件中完

成。系统树各分支的自举检验值( Bootstrap)由

1 000次重复检验所得。所有的序列变化均被

视为无序特征, DNA 序列变异中的转换和颠换

赋予相同的加权值。

2 � 结 � 果

2�1 � 线粒体 DNA Cyt b基因的扩增 � 本实验

扩增得到的线粒体 DNA Cyt b 基因, 片段为

1 140 bp,与已知的中缅树 线粒体 DNA Cyt b

的片段一致,同源性达到 91%以上。其中本实

验所测序列已提交 NCBI, 登录号见表 1。在基

因组DNA提取的过程中所作阴性对照,其 PCR

扩增产物经 1%的凝胶电泳检测, 没有出现亮

带,表明实验过程中未受到外源 DNA分子的污

染。

2�2 � 序列变异 � 采用 MEGA 4 软件, 基于

Kimura
[19]
两参数对本实验所测中缅树 和

GenBank上获得的哺乳动物的 Cyt b 基因序列

进行分析,统计两两序列间的遗传距离。可以

看出,本研究的 30个个体的遗传距离为 0�000
~ 0�017, 与中国树 的遗传距离为 0�005~
0�017, 与中缅树 的遗传距离为 0�086 ~
0�097, 与普通树 的遗传距离为 0�178, 以下依
次为长脚树 ( T . longipes ) ( 0�175)、salatana 树

( T . salatana ) ( 0�199)、南裸尾树 ( D .

melanura) ( 0�187)、红腹狐猴 ( E. Rubriventer )

( 0�302)、鼯猴 ( C. volars ) ( 0�314 )、 ( S .

araneus) ( 0�273)、塔里木兔 ( L . yarkandensis )

( 0�291)。
本实验所测的30只中缅树 的Cyt b 基因

全序列 1 140 bp中共有保守位点 1 108个,变异

位点 32个( 2�81% ) , 包括 11个简约信息位点

和 21个单变异位点。核苷酸的替换以转换为

主,转换�颠换为 10�4; A、T、G、C碱基的平均含

量为 29�1%、27�1%、15�0%、28�8% , 且 A+ T

的含量明显高于 G+ C 的含量。由此可见, Cyt

b 基因表现出很强的碱基组成偏向性, 即在 A、

T、G、C 四种碱基中, G的含量明显低于其他三

种碱基的含量,与其他脊椎动物线粒体 DNA的

特点一致
[ 21]
。

核苷酸的变异也存在很大的差异, 不同位
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图 2� 基于线粒体 Cyt b 基因全序列构建的 NJ树

Fig. 2 � NJ tree based on complete of Cyt b gene sequences

各分支上的数字为 Bootstrap 1 000个循环的自举检验值; 图中标尺表示分支长度。

Data with the confident values of Bootstrap 1 000 indicate above each branch; Branch lengths ( substitut ions�site) are shown below branches.
�

点上碱基的平均含量不同。在第一个位点上

A、T、G、C 的含量分别为: 26�3%、25�5%、
25�5%、22�7%; 在第二个位点上为: 21�0%、
40�5% 14�0%、24�5%; 在第三个位点上为:

39�9%、15�4%、5�6%、39�1%。由此可见, 序列

的变异主要发生在密码子的第三个碱基上,少

数发生在第二位, 这与蛋白质编码基因密码子

第三位点进化最快, 第二位点较保守的一般规
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律是一致的
[ 22]
。

2�3 � 分子系统树的构建 � 一般转换�颠换的变
化范围为 1�4~ 2�1, 在重建系统树时, 转换�颠
换如果小于 2�0, 则此基因序列的突变已达到
饱和状态,受进化噪音的影响可能性较大,重建

系统发生时如不进行特别加权就会出现错误信

息
[ 23]
。本文中, 转换�颠换为 10�4,远大于 2�0,

因而不需要进行特别加权。

基于表 1 中所有序列构建分子系统进化

树。使用MEGA 4软件中邻接法( NJ )构建的邻

接树(图 2) , PAUP 4�0软件及 Phylip 3�67软件
中的邻接法( NJ) 同样构建邻接树, 其结果与

MEGA 4 一致。另外利用贝叶斯法构建树形

图,所得结果也与图 2一致。结果显示,本实验

的中缅树 与中国树 和报道的中缅树 聚为

一支, 且分支置信度较高, 即自举检验值

(Bootstrap)为 1 000次自举检测得到的对该支

的支持百分数较高, 说明其亲缘关系较近; 还

可以看出攀 目与皮翼目的亲缘关系较近。

3 � 讨 � 论

3�1� Cyt b 基因序列变异分析 � 哺乳动物

mtDNA碱基替换中存在转换偏倚性( bias) , 随

着进化时间增加,颠换的积累,转换偏倚性会下

降
[ 24, 25]

。本文中转换�颠换平均为 10�4,数值比
临界值2�0大得多, 说明捕自云南省昆明市禄

劝县屏山镇的中缅树 , 其线粒体 Cyt b 基因

序列的突变可能没有达到饱和状态,随着遗传

差异的增加,转换将趋于饱和。禄劝地区的 30

只中缅树 的变异范围为 0~ 1�7%, 其与中国

树 之间的差异为 0�5% ~ 1�7%, 而与已报道

的中缅树 之间的差异为 8�6% ~ 9�7%。对其
他一些动物的 Cyt b 基因序列分析表明, 种内

个体间的序列差异一般在 0~ 4�06%, 差异超

过 6% 的个体间已有明显的亚种或种的分

化
[ 26]
。根据本研究结果,禄劝地区的中缅树

与已报道中缅树 的 Cyt b 基因序列差异程度

达到 8�6%~ 9�7% ,可能说明禄劝地区的中缅

树 与GenBank上获得的中缅树 之间的分化

达到了亚种水平。但由于 GenBank上获得的中

缅树 未提供采集地,所以还不能确定其与本

实验样品之间的具体关系。

3�2 � 细胞色素 b基因构建系统发生树 �
3�2�1 � 昆明禄劝地区中缅树 的分类地位 �

有关我国树 的归属问题一直都没有统一的意

见,王应祥
[ 6]
指出关于我国树 归属问题有三

个可能:列入普通树 作为亚种
[ 7, 8]

; 列入中缅

树 作为亚种
[9, 10]

; 也有视之为独立种 � � � 中

国树 。把中缅树 与马来半岛南部地区的普

通树 并为一个种这一观点得到许多学者的认

可
[8, 27, 28]

。彭燕章等
[ 29]
将中国树 和中缅树

作为独立的两个种。上述观点中, 将我国树

作为中缅树 的亚种,而非普通树 的亚种的

依据如下: Lyon
[ 30]
以树 雌性乳式的差异作为

树 属内划分群组( Group)或种的主要指标之

一,他记录马来半岛与印度尼西亚一带的树

类群( glis�f erruginea)的乳式为 2�2,而中南半岛
北部的树 类群( belangeri�chinensis )的乳式为
3�3, 此后的一些学者据此将两个类群定为两个
种,即中缅树 ( T . belangeri )和普通树 ( T .

glis )。来自形态和细胞分类学的证据表明, 我

国南部树 核型二倍体均等于 62,双臂染色体

数目为 12, 单臂染色体数为 48
[ 29,31]

, 但马来半

岛以南的普通树 类群的核型二倍体为 60,双

臂染色体数为 14, 单臂染色体数为 44
[31, 32]

, 无

论染色体数目或染色体形态都有明显差异。来

自毛色和头骨的特征说明中缅树 与马来半岛

的普通树 不同,很可能是独立的种
[ 3, 6]
。Dene

等对树 的免疫学研究表明, 中缅树 与普通

树 明显有别
[ 9,10]
。Elliot发现中缅树 与普通

树 血清中的胆固醇含量也不同
[ 33]
。来自血

相方面的研究表明, 中缅树 红细胞数量及血

红蛋白的含量都比低海拔热带地区的马来普通

树 和地树 ( T . tana)的高
[11]
。王政昆等在

研究树 的基础代谢率时认为中缅树 和马来

树 在代谢水平上出现差异, 而且中缅树 的

产热能力要比马来树 强
[ 34]

,这些报道说明分

布于我国云南的中缅树 与普通树 在生理上

存在一定的差异。

基于细胞色素 b 基因构建的分子系统树
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(图 2)可以看出, 本研究所测得 30个样本与中

国树 聚在一起,其亲缘关系较近,两者再与已

报道的中缅树 聚在一起,其分支的置信度为

100%。因此,它们很可能具有共同的祖先。即

本实验所测定 30个样本与中国树 和已报道

中缅树 是一个单系群, 说明分布于我国云南

的中缅树 是一个独立的类群, 而非普通树

的亚种,这与王应祥
[6]
提出的滇西亚种的观点

一致。因此, 本实验依据 Cyt b 基因序列分析,

初步判断禄劝地区的中缅树 不是普通树 的

亚种,很可能是一个独立的物种。

3�2�2� 攀 目的分类地位 � 随着分子生物学

的发展,生物进化的研究手段也从宏观趋向微

观,从定性走向定量,近年分子系统学在解决攀

目的一些类群的系统发育关系、某些疑难种

的分类地位确定和易混种的鉴定方面获得了一

定的成功
[4, 5, 35, 36]

。早在 1910 年 Gregory 把树

、灵长类、皮翼目、翼手目和象 归为统兽总

目( Archonta)
[ 37]

, 但各目间的亲缘关系还不清

楚。荷兰的 Rheede 等
[38]
研究了哺乳动物朊病

毒蛋白的分子进化, 研究结果显示,树 与啮齿

类的进化关系比灵长类近。Arnason等
[39]
研究

了60种哺乳动物的完整线粒体基因组,用氨基

酸序列和核苷酸序列分别构建了似然树, 其中

氨基酸构建的似然树显示攀 目与兔形目的亲

缘关系较近, 而核苷酸构建的似然树显示攀

目与啮齿类的亲缘关系较近。Schmitz等通过

对中缅树 的整个线粒体基因组的研究得出中

缅树 与兔形目的系统进化关系比灵长类

近
[ 4]
。Fuchs 等研究了中缅树 的 MHC &基

因,也指出树 与兔形目的亲缘关系较近
[ 40]
。

Adkins等根据线粒体细胞色素氧化酶 ∋亚单位
基因分析,认为灵长类、树 和狐猴应来源同一

祖先
[ 36]
。英国的 Springer 等在对真兽亚纲动物

的类维生素A结合蛋白基因的研究中发现, 树

与皮翼目鼯猴属的进化关系较近
[ 35]
。Beck

等
[ 41]
在研究包含现存有胎盘类哺乳动物所有

科的超级树时,结果也显示了树 科与鼯猴科

的亲缘 关系较 近。Ravosa 等
[ 42]
的 Primate

Origins一书中也提出了攀 目与皮翼目的亲缘

关系较近。

本研究利用灵长类原猴亚目的红腹狐猴、

皮翼目的鼯猴、兔形目的塔里木兔和食虫目的

作外群,构建了邻接树,得出攀 目与皮翼

目聚在一起, 说明在 Cyt b 基因水平上攀 目

和皮翼目亲缘关系较近, 这与 Springer 等的报

道一致
[ 35]

, 支持了最近关于皮翼目和攀 目亲

缘关系较近的分子方面的研究观点
[ 5, 43, 44]

。

综上所述,基于细胞色素 b 基因的遗传距

离及构建的分子系统树显示, 本实验研究的中

缅树 是一个独立的分类单位而非普通树 的

亚种; 细胞色素 b 基因序列构建的分子系统树

显示攀 目与皮翼目亲缘关系较近。
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