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摘要：采用PCR 方法扩增了新疆北鲵和秦巴北鲵的16S核糖体RNA基因片段，并测定了其核苷酸

序列。通过与巴鲵、黄斑拟小鲵和山溪鲵属各种 16S 核糖体 RNA 基因片段的同源性比较分析和分

子系统学研究，结果表明山溪鲵、无斑山溪鲵、北方山溪鲵是三个有效种；巴鲵是有效属且与秦巴

北鲵的亲缘关系比较近。黄斑拟小鲵不是秦巴北鲵的同物异名。 
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Abstract：The phylogeny of Hynobiidae remains controversial. In the paper，DNA fragments of  470bp 
16S ribosomal RNA（16S rRNA）gene on mitochondrial DNA from Ranodon sibiricus、Ranodon tsinpaensis 
were amplified. PCR products were cloned into PMD18Ｔvector after purification. These sequences were 
determined and deposited in the GenBank（accession numbers: Ranodon sibiricus AY373459；Ranodon 
tsinpaensis AY372534）.By comparing the nucleotide differences of 16S ribosomal RNA sequences among 
Liua shihi、Pseudohynobius flavomaculatus and Batrachuperus genus from GenBank database，the 
divergences and base substitution among these sequences were analyzed with the MEGA software. The 
molecular results support that B．tibetanus、B．pinchonii and B．karlschmidti are classified into three separate 
species. Liua shihi has closer phylogenetic relationship to Ranodon tsinpaensis than to other species. More 
our results reveal that Pseudohynobius flavomaculatus isn’t a synonym of  Ranodon tsinpaensis. 
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小鲵科（Hynobiidae）是两栖类有尾目中最原始的一个类群（赵尔宓等，1984）。从现有的资

料看，对小鲵科动物的研究主要集中于生态学、形态学、解剖学、胚胎发育、遗传学和生理生化等

方面，对于分子研究甚少，尤其是关于分子系统学研究国内未见报道。小鲵科的分类、系统演化等

方面在研究陆生脊椎动物的起源问题上具有重要学术研究价值。其中多个物种已被列入国际保护自

然和自然资源联合会红皮书和中国濒危动物红皮书。 

根据赵尔宓、张学文、赵蕙、鹰岩2000中国两栖纲和爬行纲动物校正名录将小鲵科分为 7个属，

分别为山溪鲵属（Batrachuperus）、小鲵属（Hynobius）、巴鲵属（Liua）、爪鲵属（Onychodactylus）、

肥鲵属（Pachyhyuabius）、北鲵属（Ranodon）和极北鲵属（Salamandrella）。但是对于其中的一些种

是否能独立为有效属以及是否为同物异名，分类学家一直持有异议。特别是对山溪鲵属、巴鲵属、

北鲵属以及是否存在拟小鲵属（Pseudohynobius）争议较大。（费梁、叶昌援1983；黄永昭、费梁等

1993；陈晓虹等 2000；赵尔宓 1994；徐剑2001；费梁等1999；赵尔宓、吴贯夫1995；黑尾正树2001；

赵尔宓1990）。 

在动物分子分类和系统进化领域，线粒体mtDNA 因其具有分子小、简单、演化快速、种间差

异大、族群内稳定性高、母系遗传、无重组及遗传性数目多（ >350 restriction endonucleases）等特

性被广泛用作分子标记（Brown，1983；Avise，1994）。已经证明线粒体 16S核糖体RNA基因对于

研究两栖动物的科属间关系是有用的（Hay等，1995）。本文选择线粒体 16S rRNA 基因作为遗传标

记，研究小鲵科其中10个种之间的系统进化问题，旨在为小鲵科的分类与演化提供一些分子水平的

证据，并对种属水平的分类研究进行初步探讨。 

1. 材料和方法 

1.1 材料来源 

2 尾新疆北鲵（R sibiricus）样品，冷冻组织样，采自新疆维吾尔自治区温泉县；3 尾秦巴北鲵

（R tsinpaensis）样品，酒精浸泡组织样，由中国科学院成都生物研究所的曾晓茂研究员赠予。巴鲵

（Liua shihi ，GenBank 序列号 AY028775）、黄斑拟小鲵（Pseudohynobius flavomaculatus ，

AY028775）、山溪鲵（B pinchonii，AY028750）、无斑山溪鲵（B karlschmidti，AY028759）龙洞山山

溪鲵（B londongensis，AY028748）、北方山溪鲵（B tibetanus，AY028765）盐源山溪鲵（B yenyuanensis，

AY028763）、太白山溪鲵（B taibaiensis，AY028759）的 16S rDNA序列数据从GenBank上检索所得。 

1.2  DNA提取 

取肌肉组织50mg 标准酚氯法提取（Sambrook.J 1989），操作过程中设空白对照。 

1.3 PCR 扩增 



据 GenBank 已 知 序 列 ， 以 Primer Premier5.0 进 行 引 物 设 计 :S1, 

5’-CTGTTTACCAAAAACATCATCGC-3’;S2, 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACG -3’。 扩增反应体

积50μl，其中含有0.2 mM dNTPs, 0.5µM引物, 10mM Tris-HCl(pH 8.0)，1.5mM MgCl2, 1.5 unit Taq PULS

酶，以及约100 ng的DNA模板。反应条件为95℃预变性5分钟；94℃变性60秒,50℃退火60秒，

72℃延伸60秒，共进行35个循环；72℃延伸10分钟。 PCR反应在PTC-200型热循环仪上进行，

操作过程中设空白对照。取5μl 反应液在1.0%的琼脂糖凝胶上进行电泳检测。 

1.4 PCR产物的纯化及测序 

    PCR产物经琼脂糖电泳分离后，用上海生工（Sangon）生产的UNIQ10柱式PCR产物回收试剂盒

（UNIQ –10 column PCR Products Purification Kit）纯化回收。将16S rRNA的PCR纯化产物克隆到

PMD18-T载体中（购自宝生物工程有限公司），鉴定阳性克隆后，对重组质粒再进行测序。测序在

Pharmacia公司自动测序仪Megabase 1000上进行。 

1.5序列分析及系统重建 

采用DNASTAR 软件包（DNASTAR Inc，1996）中的MegAlign程序对新疆北鲵和秦巴北鲵的

测 定 序 列 和 GenBank 中 下 载 的 巴 鲵 （ Liua shihi AY028775 ）、 黄 斑 拟 小 鲵 （ P 

flavomaculatus,AY028775）、山溪鲵（B pinchonii ,AY028750）、无斑山溪鲵（B karlschm idti,AY028759）、

龙洞山山溪鲵（B londongensis,AY028748）、北方山溪鲵（B tibetanus,AY028765）、盐源山溪鲵（B 

yenyuanensis,AY028763）、太白山溪鲵（B taibaiensis,AY028759）同源序列进行排列，并经人工仔细

核查。在此基础上, 序列输入 MEGA2.1 (Kumar et al., 2001)进行不加权配对组算术方法(UPGMA 

tree) 、邻接法(Neighbor—joining)的系统重建；以PHYLIP3.6软件包（Felsenstein,2001）进行最

大简约法(Maximum Parsimony)的系统重建。在Mega软件包中进行转换数和颠换数数据统计并计算

分枝间的遗传距离。邻接树使用 Kimura 2-parameter 法，最大简约树使用Heuristic 功能搜寻最简

约（MP）树。系统重建均以大鲵（Andrias davidianus）为外群，系统树各分枝的置信度由重抽样法

（Bootstrap）1000次重复检测，DNA序列变异中的转换和颠换赋于相同的加权值。 

2. 结果 

2.1 16S rRNA基因序列及其变异 

16S rRNA基因序列已登录GenBank，新疆北鲵(AY373459)和秦巴北鲵(AY372534)。与Genbank上

获得的巴鲵、黄斑拟小鲵、山溪鲵属各种编码序列比较得到同源序列470bp。其中变异位点144个，

简约信息位点38个。T、C、A、G 碱基的平均含量为27.5％、17.5％、37.5％、17.5％（见表 1）。

核苷酸的替换主要以转换为主（平均转换／颠换数为22/13）。 

 



 T(U) C A G T-1 C-1 A-1 G-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3 

巴鲵 

（Liua shihi） 

27.4 17.0 37.4 18.1 25.5 21.7 40.1 12.7 26.8 15.9 31.8 25.5 30.1 13.5 40.4 16.0

秦巴北鲵 

（Ranodon tsipaensis） 

26.8 18.3 36.7 18.3 25.5 22.9 37.6 14.0 26.1 17.8 31.8 24.2 28.7 14.0 40.8 16.6

新疆北鲵 

（Ranodon sibiricus） 

27.4 17.2 38.2 17.2 25.9 20.9 41.1 12.0 26.9 16.0 32.7 24.4 29.3 14.6 40.8 15.3

黄斑拟小鲵 

（Pseudchynobius flavomaculatus） 

26.7 17.5 38.2 17.7 25.5 20.4 41.4 12.7 25.6 16.7 33.3 24.4 28.8 15.4 39.7 16.0

北方山溪鲵 

（Batrachuperus tibetanus） 

27.8 17.4 37.6 17.2 26.6 21.5 39.2 12.7 26.3 16.7 34.0 23.1 30.6 14.0 39.5 15.9

山溪鲵 

（Batrachuperus pinchonii） 

27.4 17.4 37.8 17.4 25.9 21.5 39.9 12.7 26.3 16.7 34.0 23.1 29.9 14.0 39.5 16.6

无斑山溪鲵 

（Batrachuperus karlschmidti） 

27.4 17.4 37.8 17.4 25.9 21.5 39.9 12.7 26.9 16.0 34.0 23.1 29.3 14.6 39.5 16.6

龙洞山山溪鲵 

（Batrachuperus longdongensis） 

28.4 16.9 37.5 17.2 26.6 20.9 39.9 12.7 28.7 15.9 31.8 23.6 29.9 14.0 40.8 15.3

太白山溪鲵 

（Batrachuperus taibaiensis） 

27.8 17.4 37.8 17.0 25.9 21.5 39.9 12.7 26.9 16.0 34.0 23.1 30.6 14.6 39.5 15.3

盐源山溪鲵 

（Batrachuperus yenyuanensis） 

27.5 17.6 37.8 17.2 25.6 21.8 39.7 12.8 26.5 16.8 32.9 23.9 30.3 14.2 40.6 14.8

大鲵 

（Andria davidianus） 

27.8 18.0 36.1 18.0 32.5 14.9 37.0 15.6 21.4 20.8 37.0 20.8 29.6 18.4 34.2 17.8

Avg. 27.5 17.5 37.5 17.5 26.5 20.9 39.6 13.0 26.2 16.8 33.4 23.5 29.7 14.7 39.6 16.0

表1. 不同物种的碱基组成频率 

Table 1  All frequencies of Nucleotide Frequencies in different species  
16s RNA碱基的组成频率，数字 1、2、3分别代表密码子第 1、2、3位（Frequencies are given by codon 
position for 16s RNA. No 1，2，3 denote 1st，2nd and 3rd codon positions） 

山溪鲵属内各种间的差异百分比为0.3％～0.7％，山溪鲵属各种与巴鲵、黄斑拟小鲵、新疆北

鲵、秦巴北鲵的差异百分比为 1.0%～1.3％。巴鲵、黄斑拟小鲵、新疆北鲵、秦巴北鲵四者相互之



间的差异百分比为1.0％～1.4％（见表2）。说明黄斑拟小鲵不是秦巴北鲵的同物异名，且这四者之

间达到属的区别。这与作者根据细胞色素b研究的结果相同（未发表）。 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1.巴鲵 

（Liua shihi） 

 0.041 0.060 0.058 0.058 0.053 0.058 0.048 0.055 0.055 0.289 

2.秦巴北鲵 

（Ranodon tsipaensis） 

0.010  0.075 0.085 0.067 0.062 0.067 0.067 0.067 0.065 0.295 

3.新疆北鲵 

（Ranodon sibiricus） 

0.012 0.013  0.058 0.048 0.043 0.048 0.046 0.048 0.046 0.256 

4.黄斑拟小鲵 

（Pseudchynobius flavomaculatus） 

0.012 0.014 0.012  0.050 0.046 0.046 0.053 0.050 0.048 0.272 

5.北方山溪鲵 

（Batrachuperus tibetanus） 

0.012 0.013 0.011 0.011  0.004 0.011 0.016 0.013 0.007 0.285 

6.山溪鲵 

（Batrachuperus pinchonii） 

0.011 0.012 0.010 0.010 0.003  0.007 0.011 0.009 0.002 0.285 

7.无斑山溪鲵 

（Batrachuperus karlschmidti） 

0.012 0.013 0.011 0.010 0.005 0.004  0.018 0.016 0.009 0.288 

8.龙洞山山溪鲵 

（Batrachuperus longdongensis） 

0.011 0.013 0.010 0.011 0.006 0.005 0.006  0.020 0.013 0.279 

9.太白山溪鲵 

（Batrachuperus taibaiensis） 

0.011 0.013 0.011 0.011 0.005 0.004 0.006 0.007  0.011 0.291 

10.盐源山溪鲵 

（Batrachuperus yenyuanensis） 

0.012 0.012 0.010 0.011 0.004 0.002 0.004 0.005 0.005  0.288 

11.大鲵 

（Andria davidianus） 

0.030 0.030 0.027 0.029 0.029 0.029 0.030 0.029 0.030 0.030  

表2. 各物种间的标准误（左下角）和遗传距离（Kimura 2-parameter模型，含转换与颠换，右上角） 

Table 2 Standard Errors（lower-left matrix）and Genetic distances（Kimura 2-parameter model ，transition

＋transversion，upper-right matrix）for different species 

2.2 系统进化树 



基于小鲵科10个种的16S rRNA部分序列以NJ、ME、MP法构建的系统树基本相同。 

A： 

 

B： 

 

C: 

 



图3.基于16s RNA构建小鲵科不同物种的分子系统树 

Figure3. Molecular Phylogenetic tree of different species in Hynobiidae based on 16s RNA sequences data 

with Bootstrap test（1000 replications） 

图中数字为自举置信水平Bootstrap值，1000次重复检测，若Bootstrap值小于50，结点不显示（The 

values of bootstrap confidence level of the nodes form 1000 replications were indicated. Numbers of 

Bootstrap < 50, node not been display）a.不加权配对组算术方法(UPGMA tree)；b. 邻近法树（N-J 

tree）；c. 最大简约法树（Maximum Parsimony tree） 

3. 讨论 

3.1 山溪鲵属有效种的讨论 

    一度认为北方山溪鲵(B tibetanus)是山溪鲵(B pinchonii)的同物异名(张孟闻,1936),无斑山

溪鲵(B karlschmidti)也曾被认为是B pinchonii的同物异名(田婉淑，江耀明,1986)。本文根据对

16S rRNA 基因的比较认为山溪鲵、无斑山溪鲵、北方山溪鲵是三个有效种，其中山溪鲵与北方山

溪鲵聚为姊妹群，UPGMA 树置信度为 53%,NJ 树置信度为 61%。山溪鲵属中山溪鲵、盐源山溪鲵、

北方山溪鲵首先类聚，然后与无斑山溪鲵、太白山溪鲵类聚，最后与山溪鲵属中比较特殊的龙洞山

山溪鲵类聚。与赵尔宓、徐剑根据形态学、发育学研究结果一致。 

3.2 巴鲵、秦巴北鲵的分类地位讨论 

巴鲵与秦巴北鲵在3种系统构建树中都类聚，且置信度均大于85％，与黑尾正树等（2001）得

出的结论相符。黑尾正树在比较了巴鲵、秦巴北鲵和黄斑拟小鲵三者后认为巴鲵与秦巴北鲵虽然在

形态学上差异显著，但是根据高頻度反复DNA及核型分析结果，这两种之间关系较近，甚至认为巴

鲵与秦巴北鲵应为同一属。 

本实验中得到山溪鲵属内各种间的差异百分比为0.3％～0.7％，巴鲵与秦巴北鲵、新疆北鲵的

差异百分比为 1.0％和 1.2％，达到了山溪鲵属与其他属的 1.0％～1.3％的差异百分比。因此认为

巴鲵、秦巴北鲵、新疆北鲵之间达到了属级差别。与赵尔宓、徐剑认为巴鲵与新疆北鲵存在唇褶、

梨骨齿列等形态上的明显不同，将巴鲵单独作为一有效属的观点相同，但与其将秦巴北鲵与新疆北

鲵同属北鲵属观点不一致。 

3.3 黄斑拟小鲵的分类地位 

    学术界对是否存在拟小鲵属有争议。费梁与叶吕媛认为黄斑拟小鲵与秦巴北鲵应该共属拟小鲵

属，新疆北鲵单独为北鲵属，而赵尔宓、吴贯夫则认为黄斑拟小鲵是秦巴北鲵的异名，因此只存在

新疆北鲵与秦巴北鲵共属北鲵属。黄斑拟小鲵与巴鲵、秦巴北鲵、新疆北鲵的遗传距离分别为 5.8

％、8.5％、5.8％说明黄斑拟小鲵与秦巴北鲵的关系较与巴鲵和新疆北鲵远，不是秦巴北鲵的同物



异名。有尾类因四肢较弱、运动能力不强 ,其地理分布有一定的地域性。巴鲵分布于河南、陕西、

四川、湖北，黄斑拟小鲵分布于四川、贵州、湖北、湖南，秦巴北鲵分布于陕西、四川，新疆北鲵

仅分布于新疆温泉县（陈晓虹，崔文元，2000；王秀玲，1998）。本试验依据最大简约（MP）树和邻

近树（NJ）系统构建，认为黄斑拟小鲵与巴鲵、秦巴北鲵关系较近，而与新疆北鲵相对远，与地理

分布特征相符。 

3.4 小鲵科系统进化关系 

小鲵科与大鲵的遗传距离25.6％～29.5％，迄今在欧洲发现的最早的小鲵化石约在500万年前,

也就是中新世(Miocene)（Venczel, M. 1997）。UPMGA、NJ、MP进化树均显示山溪鲵属为较进化的类

型。NJ、MP进化树显示新疆北鲵为较原始的类型。从形态特征上看，山溪鲵属的趾只有 4，而巴鲵、

秦巴北鲵、黄斑拟小鲵、新疆北鲵都是 5；新疆北鲵的犁骨和犁骨齿形态是小鲵科中较原始者（赵

尔宓,1994，1995）。推测山溪鲵属为小鲵科中较进化属，新疆北鲵较原始。因本试验只涉及小鲵科

10个种，因此完全了解小鲵科的系统进化还待研究。 
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