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湖南城步发现隐耳蟾蜍 
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③ 湖南省南山国家公园管理局  邵阳  422500 

摘要：2024 年 3 月 24 日，在湖南省城步县南山国家公园黑山岭近溪流区（26°09′12″ N，110°09′17″ E，

海拔 1 760 m），新采集到蟾蜍样本 4 号（标本号：HNNU2024032401 ~ HNNU2024032404）。其形态

特征为：雄性，耳旁腺明显，无鼓膜、无耳柱骨，背面皮肤光滑，瘰粒小而稀少，后肢较短且左右跟

部不相遇，趾蹼不发达，与隐耳蟾蜍（Bufo cryptotympanicus）形态特征基本相符。基于 16S rRNA 与

COI 基因联合序列（1 140 bp）的分子系统发育分析显示，这 4 号标本与模式产地隐耳蟾蜍聚为一支，

遗传距离为 0.2%，小于蟾蜍属（Bufo）平均遗传距离 4.35%。确定本次所采集标本为蟾蜍科蟾蜍属的

隐耳蟾蜍，为湖南省两栖动物分布新记录种。 
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Bufo cryptotympanicusin Found in Chengbu, Hunan, China 

* 
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Abstract: In order to investigate the biodiversity of amphibian and reptile in the Nanshan National Park, 

Chengbu County, Hunan Province, four specimens of the Bufo genus were collected (specimen numbers: 

HNNU2024032401﹣HNNU2024032404) near a stream in the Jintongshan area (26°09′12″ N, 110°09′17″ E, 

altitude 1 760 m) in April 2024. The specimens were identified based on morphological characteristics 

described by Nihn et al. (2022) and Fei et al. (2009). Two mitochondrial genes, namely 16S ribosomal RNA 

gene (16S rRNA) and cytochrome C oxidase I gene (COI), were concatenated into a single sequence of 1 140 bp 

for phylogenetic analysis. Other sequences were obtained from GenBank (Appendix 1). DNA sequences were 

aligned in MEGA 7 by the Clustal W algorithm with default parameters. The dataset was partitioned 
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according to genes and codons for 16S rRNA and COI, then tested in PhyloSuite 1.2.2, resulting in the 

best-fitting nucleotide substitution models of TIM2 + I + G. Sequenced data were analyzed using Bayesian 

inference (BI) and maximum likelihood (ML) approaches. Two independent runs were conducted in the BI 

analysis with 2 000 000 generations each, and sampled every 1 000 generations with the first 25% of samples 

discarded as burn-in. In the ML analysis, a bootstrap consensus tree was generated from 1 000 replicates. Both 

the ML and BI analyses yielded essentially identical topologies, pairwise distances were calculated in MEGA 

7 using the uncorrected model based on 16S rRNA sequences among all species used in this study, see details 

in Appendix 2. The morphological measurements of these specimens were displayed in Table 1, 

morphological characteristics include tympanum absent, dorsal surface of head and body smooth, within small 

and sparse granules, heels not meeting when flexed hind-limbs to body axis, and undeveloped toe pads, which 

are largely consistent with B. cryptotympanicus (Fig. 2). Further phylogenetic analysis revealed that the 

specimens clustered within a branch of B. cryptotympanicus. Based on the uncorrected distance model of the 

16S rRNA gene, the average genetic distance within B. cryptotympanicus is 0.2%, significantly lower than the 

genetic distances observed among species within the genus Bufo, which averaged 4.35% (Appendix 2). 

Combining morphological characteristics with phylogenetic analysis confirms that the newly collected 

specimens belong to B. cryptotympanicus of the family Bufonidae, making a new amphibian record for Hunan 

Province, China.  

Key words: Bufo; Hunan Province; Molecular phylogenetic analysis; New record of distribution; Nanshan 

National Park  

已有研究结果表明，蟾蜍科（Bufonidae，

Gray 1825）划分为 6 个属，其中蟾蜍属（Bufo，

Garsault 1764）作为单系群分布广泛，从温带

欧亚大陆及相邻岛屿一直延伸至北非和中东，

向东至日本、中国，向南至缅甸和越南北部。

共包括 25 个物种，其中约四分之三（19 个物

种）分布于中国（Frost et al. 2024）。 

刘承钊等（1962）根据来自中国广西龙胜

花坪自然保护区的一系列标本描述了隐耳蟾蜍

（B. cryptotympanicus），后费梁等（2009）研

究报告了广西两个分布点（兴安和资源），黎

振昌等（2011）将其分布范围扩展至中国广东

（龙门、河源和乳源）和云南（绿春）以及北

越（老街和岘港），之后，车静等（2020）在

研究中补充并完善了隐耳蟾蜍的分子数据。但

是，由于广东龙门的隐耳蟾蜍种群无标本凭证，

Qi 等（2023）基于形态特征与分子发育分析，将

广东龙门南昆山采集的蟾蜍样本描述为一新种，

即广东溪蟾（B. exiguus）。因此，对于隐耳蟾蜍

在广东的分布有待进一步调查和研究。 

2024 年 3 月 24 日，本课题组在湖南南山

国家公园（国家公园体制试点区）黑山岭溪流

旁听到蟾蜍属物种求偶鸣声，并采集到标本 4

号。此蟾蜍无鼓膜，背部光滑且瘰粒较少，与

湖南省有文献记录的中华蟾蜍（B. gargarizans）

及黑眶蟾蜍（Duttaphrynus melanostictus）形态

上存在明显差异，后续通过分子系统发育分析

确认该批标本为隐耳蟾蜍，并基于此物种原有

分布区的记录（费梁等 2009，黎振昌等 2011，

车静等 2020，图 1），确定其为湖南省两栖动

物分布新记录种。 

1  材料与方法 

1.1  形态测量 
依据 Ninh 等（2022）与费梁等（2005）的

测量方法，使用电子数字游标卡尺（德力西，

量程 150 mm，精度 0.01 mm），测量头体长、

头长、头宽、吻长、耳旁腺长及耳旁腺宽等 14  
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图 1  隐耳蟾蜍的地理分布 

Fig. 1  Geographical distribution of the Bufo 

cryptotympanicus 

地图基于自然资源部监制审图号为 GS（2023）2767 号标准地图

制作，底图无修改。 

The map is based on the standard map with approval number of GS 

(2023) 2767, the base map was not modified. 

 

项形态指标。标本浸泡于 10%福尔马林固定，

后转移至 70%乙醇中，保存于湖南师范大学脊

椎动物学实验室。 

1.2  系统发育分析 
对采集的 4 号标本取少量肌肉组织于 95%

乙醇中，使用天根 DNA 试剂盒提取标本 DNA。

使用引物 L3975（5′-GGT CAA CAA ATC ATA 

AAG AYA TYG G-3′）和 H4551（5′-TAA ACT 

TCA GGG TGA CCA AAR AAY CA-3′）（Y 代

表 C 或 T，R 代表 A 或 G）（Meyer et al. 2005）、

Chmf4（5′-TYT CWA CWA AYC AYA AAG 

AYA TCG G-3′）和 Chmr4（5′-ACY TCR GGR 

TGR CCR AAR AAT CA-3′）（W 代表 A 或 T）

（Simon et al. 1994）分别扩增 16S rRNA与COI

基因片段。PCR 扩增条件参考 Lyu 等（2023）

报道的方法。 

从 NCBI 中获取蟾蜍属 16S rRNA 和 COI

序列用于系统发育分析（附录 1），并选取黑

眶蟾蜍、司徒蟾蜍（D. stuarti）和花背蟾蜍

（Strauchbufo raddei）作为外群。用 Mega 7 的

Clustal W 算法对所获得的序列进行比对

（Kumar et al. 2016，2018），比对结果进行人

工校正，使用未校正距离模型（uncorrected 

genetic distance，p-distance）计算蟾蜍属种间的

遗传距离。通过 Modelfinder（Kalyaanamoorthy 

et al. 2017）基于修正赤池信息准则（corrected 

Akaike information criterion）（Darriba 2012）

选择出最适合的模型 TIM2 + I + G，使用

IQ-TREE 2 进行最大似然分析并构建分子系统

发育树。 

2  结果 

2.1  形态描述 
目前已知的绝大多数蟾蜍均有明显的鼓

膜，而隐耳蟾蜍鼓膜不显，无耳柱骨，背面皮

肤光滑，瘰疣小而稀少；且后肢前伸贴体时胫

跗关节前达肩部，蹠突大，后肢前伸贴体时胫

跗关节前达肩部。本次采集的 4 号标本

（HNNU2024032401 ~ HNNU2024032404）均

为雄性个体，头体长 60.78 ~ 66.45 mm，其他

部位量度见表 1。标本头宽大于头长，吻端钝

圆，吻棱明显，眼间距大于鼻间距，与上眼睑

约等宽，鼓膜完全不显、无耳柱骨；舌后端无

缺刻，耳旁腺略扁平，前宽后窄，长宽之比为

2︰1；前臂及手长约为体长之 1/2；雄性头顶

及上眼睑均散有小疣粒，背面皮肤光滑，瘰疣

稀疏；后肢较短，左、右跟部不相遇，后肢前

伸贴体时胫跗关节前伸达肩部；指间微蹼；趾

间蹼不发达，第一、第二、第三趾外侧及第五

趾内侧 1/3 蹼，第四趾约 1/5 蹼（图 2）。以上

形态特征与模式标本基本一致。此外，本次采

集的隐耳蟾蜍与模式产地标本也存在一定的形

态差异：采集于湖南南山国家公园的雄性标本

（HNNU2024032401）指基的关节下瘤成对，

内掌突小而窄长，外掌突大而圆，而模式产地

标本关节下瘤不成对，外掌突小而窄长，内掌

突大而圆。 
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表 1  隐耳蟾蜍标本形态量度（单位：mm） 

Table 1  Morphological measurements of Bufo cryptotympanicus samples (Unit: mm) 

测量指标 
Measurement index 

本研究标本 This study 隐耳蟾蜍（模式标本 
603507，雌性） 

B. cryptotympanicus  
(Holotype 603507, Adult 

female)（刘承钊等 1962）

HNNU2024032401
(雄性 Adult male)

HNNU2024032402
(雄性 Adult male)

HNNU2024032403
(雄性 Adult male)

HNNU2024032404 
(雄性 Adult male) 

头体长 Snout-vent length, SVL 60.78 66.45 66.23 65.15 67.00 

头长 Head length, HL 18.69 20.69 20.41 19.72 22.00 

头宽 Head width, HW 21.52 23.63 23.47 23.31 26.50 

吻长 Snout length, SL 7.11 8.46 8.15 8.08 6.00 

鼻间距 Internarial distance, IND 4.08 4.46 4.37 4.16 5.00 

眼间距 Interorbital distance, IOD 5.07 6.35 6.03 5.83 6.00 

眼径 Eye diameter, ED 5.67 6.54 6.62 6.60 8.00 

前臂及手长 
Length of lower arm and hand, LAHL 

31.59 30.15 32.70 31.88 34.00 

后肢长 Hindlimb length, HLL 89.96 92.32 93.44 91.23 95.00 

跗足长 
Length of foot and tarsus, FTL 

40.97 41.58 42.99 41.21 44.00 

足长 Foot length, FL 28.17 30.05 29.70 29.53 29.00 

胫长 Tibia length, TL 24.58 26.95 25.57 26.52 28.00 

耳旁腺长  
Maximum parotoid gland length, PL 

7.98 8.12 8.07 8.47 / 

耳旁腺宽 
Maximum parotoid gland width, PW

3.83 4.21 4.15 3.96 / 

“/”表示未测量值。“/” indicates unmeasured values. 

 

 
 

图 2  隐耳蟾蜍的形态特征（李辉摄） 

Fig. 2  Morphology of Bufo cryptotympanicus (Photo by LI Hui) 

a. 背面；b. 腹面；c. 指腹面；d. 趾腹面；e. 侧面。 

a. Dorsal view; b. Ventral view; c. Ventral view of fingers; d. Ventral view of toes; e. Lateral view. 
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2.2  系统发育关系与遗传距离 
16S rRNA和COI基因片段长度分别为514 

bp 和 626 bp，使用 PhyloSuite 1.2.2 软件进行人

工比对和拼接，并基于最优模型 TIM2 + I + G 构

建系统发育树。从南山国家公园采集的标本与

隐耳蟾蜍聚为一个高支持率的单系群，支持率

达 98%（图 3）。基于 16S rRNA 基因未校正

距离模型估算，此次在南山国家公园采集的隐

耳蟾蜍与车静等（2020）研究中标本之间的平

均遗传距离为 0.2%，相比之下，蟾蜍属其他物

种间的遗传范围为 1.7% ~ 8.0%，其平均遗传距

离为 4.35%，与外群遗传距离则为 6.7% ~ 

12.3%（附录 2）。因此，分子系统发育分析和 
 

遗传距离结果均表明，南山国家公园采集的蟾

蜍样本为隐耳蟾蜍。 

3  讨论 

尽管分子生物学系统研究支持蟾蜍属为单

系群，但多年来有关蟾蜍属的分类与系统发育

一直存在不同观点。杨大同等（1996）根据蝌

蚪是否具腹吸盘，以无棘溪蟾（Torrentophryne 

aspinia）为模式物种建立了溪蟾属。但 Liu 等

（2000）的分子系统学研究表明，溪蟾属物种

与蟾蜍属嵌合在一起，并没有明显的遗传分化，

建议将溪蟾属作为蟾蜍属的同物异名。中国有

记录分布的蟾蜍属物种共 25 种，根据沈猷慧等 

 
 

图 3  基于 16S rRNA 与 COI 基因联合序列（1 140 bp）构建的最大似然系统发育树 

Fig. 3  Maximum likelihood tree based on concatenated dataset of 16S rRNA and COI gene sequences (1 140 bp) 

节点附近的数字表示统计支持率，标尺表示单位长度的遗传距离为 0.05，“*”表示此次调查采集样品。 

Numbers above each node indicate the Bootstrap supports (BS), bar indicates that the uncorrected p-distance of 0.05 units in length, * represents 

the samples collected in this survey. 
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（2014）《湖南动物志 两栖纲》以及高志伟等

（2022）记载，在湖南省分布有中华蟾蜍和黑

眶蟾蜍 2 种，而此次调查发现的隐耳蟾蜍，进

一步拓展了其地理分布及湖南省蟾蜍属物种多

样性，该物种在形态特征及生态习性方面是否

还存在其他适应性特征，仍有待进一步深入调

查研究。 

有研究根据近 20 年开展的中国两栖动物

多样性调查结果，将全国各区域两栖爬行动物

物种数量（包括已描述物种和隐存种）进行模

型综合分析发现，南岭山脉物种丰富度较高

（Xu et al. 2024）。南山国家公园位于湘西地

区、黔东南地区以及广西西北区的交界区域，

地理上同处于云贵高原向山地丘陵的过渡区

域，同时处于南岭山脉西段，横跨武陵山地常

绿阔叶林和长江南岸丘陵盆地常绿阔叶林两大

生态地理区，拥有我国中南地区规模最大的中

山泥炭藓沼泽湿地，保存着最完整的中亚热带

低海拔常绿阔叶林。其独特的地理环境、气候

条件和生态类型，预示着该区域可能是中国丰

富的两栖动物生物多样性潜在分布区，可能存

在较多的隐存种与珍稀特有物种。 
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