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摘　要 :采用聚合酶链式反应克隆暗腹雪鸡 ( Tet raogal l us himalayensis) Cyt b基因 ,首次报道该基因的全长序列

(1143bp A Y678108) ,并与雉科中其他 19个属的 Cyt b基因进行同源性比较 ,分析了碱基组成和变异情况.用邻接

法、最大简约法和最大拟然法构建了系统进化树 ,得到了基本相同的拓扑结构.结果表明雪鸡属与鹌鹑属、石鸡属

的亲缘关系最近 ,形成单系群.雪鸡属与鹌鹑属的分歧时间为 115～210百万年 ,与石鸡属分歧时间为 117～214百

万年.
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Abstract :Up to now , there were few references about Tet raogal l ue , especially in it s phylogenetic relationships with

other genera in Phasianidae. The complete mitochondrial cytochrome b gene of Tet raogal l us himalayensis was am2
plified by PCR. DNA fragment of 1143bp (A Y678108) was reported for the first time. By comparing with the se2
quence of other nineteen genera in Phasianidae , the base compositions and divergences among these sequences were

analyzed by MEGA software , the phylogenetic t rees const ructed by multiple methods (NJ、MP、ML) suggested the

same topology. The molecular result s revealed that Tet raogal l ue has the most closed relationship with Coturni x and

A lectoris. These three genera are monophyletic. The approximate divergence time estimated by base change velocity

between Tet raogal l ue and Coturni x was 1. 5～2. 0 million years. The divergence time between Tet raogal l ue and

A lectoris was 1. 7～2. 4 million years.
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　　雪鸡属 ( Tet raog al l ue)是世界上分布在高海拔

地区的鸟类之一 ,生活在海拔 3000 m以上.全世界

共有 5种雪鸡 :高加索雪鸡 ( caucasicus) 、里海雪鸡

( cas pi us) 、阿尔泰雪鸡 ( al t aicus) 、暗腹雪鸡 ( hi m a2
l ayensis ,又名喜马拉雅雪鸡) 、藏雪鸡 ( t ibet anus) ,

主要分布于欧亚大陆腹地 ,其中暗腹雪鸡、藏雪鸡、

阿尔泰雪鸡 3个种 9个亚种主要分布在我国新疆及

毗邻地区[1 ] .雪鸡是国家二级保护动物 ,国内外有关

雪鸡的文献报道甚少 ,早年只有苏联学者对暗腹雪

鸡进行过研究 ,国内学者沈孝宙等[2 ]、郑作新等[3 ,4 ]对

雪鸡的分类、地理分布和生态学有过综述性的报道 ,

其分子系统演化尚未报道.按照形态学研究 ,雪鸡属

被归于鸡型目 ( Galliformes)、雉科 (Phasianidae) .

目前在动物分类进化和系统分类研究中 ,由于

线粒体 DNA具有快速进化、缺少重组、严格的母系

遗传、基因组小、易于测序和分析等特点 ,作为一种

有效的分子标记得到了广泛的应用[5 ] .在鸟类中 ,常

用细胞色素 b(cytochrome b ,Cyt b)来进行分类地



位和系统进化的研究.用 Cyt b基因的序列 ,特别是

全长序列来研究鸟类的分类、亲缘关系、系统演化 ,

已经成为最可靠的依据之一 ,解决了不少困扰分类

学家多年的问题[ 6～9 ] .本文克隆了暗腹雪鸡的 Cyt b

基因全长序列 ,并且把它作为一种遗传标记 ,分析了

雪鸡属在雉科中分类地位、亲缘关系问题.

1　材料与方法

1 . 1　材料与来源

5只暗腹雪鸡 ( Tet raog al l us hi m al ayensis )肌

肉组织样品 ,采自我国新疆天山地区.其他雉科 19

个属物种的 Cyt b基因全长序列从 GenBank上检索

所得.石鸡 ( A lectoris chukar 序列号 L08378) 、刚果

孔雀 ( A f rop avo congensis A F013760) 、大眼斑稚

( A rg usi anus arg us A F013761) 、灰胸竹鸡 ( B ambu2
sicol a t horacica A F028790) 、日本鹌鹑 ( Cot urni x

j a ponica A P003195 ) 、彩 雉 ( Cat reus w al l ichi

A F028792) 、红腹锦鸡 ( Chrysolop hus pict us obscu2
rus A F534563 ) 、蓝马鸡 ( Crossopti lon auri t um

A F534552 ) 、鹧 鸪 ( Francol i nus f rancol i nus

A F013762) 、原鸡 ( Gal l us gal l us A Y235570) 、血雉

( I t ha gi nis cruent us A F068193 ) 、棕尾虹雉 ( L o2
p hop horus i m pej anus A F028796) 、蓝鹇 ( L op hura

sw i nhoi i A F314644 ) 、蓝 孔 雀 ( Pavo crist at us

L08379) 、环颈雉 ( Phasi anus colchicus A F028798) 、

眼斑孔雀雉 ( Pol y plect ron germ ai ni A F330063) 、勺

鸡 ( Pucrasi a m acrolop ha A F028800) 、黑颈长尾雉

( S y rm aticus humi ae A F534560) 、红腹角雉 ( T rag2
op an tem mi ncki i A F229838) .

1. 2　D NA的提取

取肌肉组织 50 mg 标准酚氯法提取[10 ] ,操作过

程中设空白对照.

1. 3　PCR扩增

根据 GenBank中已知的原鸡的 Cyt b序列 ,用

Primer Premier 5. 0 进行引物设计 ,S1 5’2TACCT2
GGGT TCCT TCGCCCT23’,S2 5’2T TCA GT T T T

T GGT T TACAA GAC23’.扩增反应体积为 50 uL ,

其中含有 012 mM dN TPs , 015μM 引物 , 10 mM

Tris2HCl (p H 810) ,115 mM MgCl2 , 115 unit Taq

PUL S酶 ,以及约 100 ng的 DNA模板.反应条件为

95 ℃预变性 5 min ;94 ℃变性 60 s ,50 ℃退火 60 s ,

72 ℃延伸 60 s ,共进行 30 个循环 ; 72 ℃延伸 10

min. PCR反应在 P TC2200 型热循环仪上进行 ,操

作过程中设空白对照.取 5μL 反应液在 110 %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 UN IQ10柱式 PCR产物回收试剂

盒 ( UN IQ210 column PCR Product s Purification

Kit)纯化回收.将 Cyt b基因的 PCR纯化产物克隆

到 PMD182T载体中 (购自宝生生物工程有限公司) ,

鉴定阳性克隆后 ,对重组质粒进行测序.测序在 Phar2
macia公司自动测序仪 Megabase 1000上进行.

1 . 5　序列分析及系统重建

用 DNASTA R 软件包中的 MegAlign 程序排

列 DNA同源序列 (1143bp) ,并经人工仔细核查.在

此基础上 , 序列输入 M EGA211[ 11 ]软件包.计算不

同序列间的碱基组成百分比、变异位点数、简约信息

位点数、转换颠换比值、颠换百分比 ,并用双参数法

( Kimura 22parameter)计算分枝间的遗传距离 ,用

邻接法 (Neighbor2joining)进行系统重建 ,邻接树采

用 Kimura 22parameter 法. 用 P H YL IP316 软件

包[12 ]进行最大拟然法 (Maximum Likelihood )和最

大简约法 (Maximum Parsimony)的系统重建 ,系统

重 建 均 以 灌 丛 塜 雉 ( A lect ura l at hami

A F082058) [13 ]为外群 ,系统树各分枝的置信度由重

抽样法 (Boot st rap) 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.

图 1　暗腹雪鸡线粒体细胞色素 b的 PCR扩增结果

Fig. 1 　The result s of PCR amplification of Te2
t raogal l us himalayensis Cyt b sequences

M :分子量标记 ;0 :对照 ;1～5 :暗腹雪鸡

2　结　果

从肌肉组织中提取的 DNA 经 PCR扩增后 ,获

得了清晰且无非特异性条带的结果 (见图 1) .产物

克隆到 PMD182T载体后测序 ,得到雪鸡细胞色素 b

全长序列 (1143bp) ,序列为首次报道 ,已提交 Gen2
Bank数据库 ,序列号为 A Y678108 ,与 GenBank 雉

科其他 19 个属物种的序列比对中共有变异位点
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481个 ,其中 353个为简约信息位点 ,在密码子的第

三位存在 152个变异 ,占总变异位点的 3116 %. T、

C、A、G 的平均含量为 2511 %、3418 %、2719 %、

1213 % ,碱基组成的百分比中显示出 G的相对缺

乏. 21个物种转换与颠换的平均比值为 211 (见表

1) ,颠换的平均百分比为 4129 % ,经 M EGA 软件包

进行遗传距离的运算后得到表 1矩阵.

表 1　各物种间平均颠换百分比 (对角线以下)和遗传距离 (对角线以上)

Table 1　Numbers of t ransition/ t ransversion (below diagonal) and Genetic distances (up diagonal) between different species

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

1 0. 116 0. 130 0. 124 0. 143 0. 130 0. 150 0. 145 0. 143 0. 152 0. 169 0. 152 0. 167 0. 144 0. 138 0. 166 0. 137 0. 146 0. 143 0. 146 0. 187

2 86/ 35 0. 136 0. 142 0. 171 0. 146 0. 157 0. 158 0. 158 0. 137 0. 162 0. 158 0. 167 0. 149 0. 158 0. 158 0. 138 0. 161 0. 137 0. 143 0. 202

3 91/ 44 88/ 53 0. 133 0. 150 0. 147 0. 169 0. 162 0. 152 0. 141 0. 164 0. 168 0. 178 0. 134 0. 157 0. 154 0. 139 0. 144 0. 143 0. 162 0. 215

4 85/ 44 90/ 57 88/ 50 0. 113 0. 106 0. 136 0. 124 0. 136 0. 129 0. 145 0. 136 0. 140 0. 128 0. 136 0. 151 0. 124 0. 148 0. 123 0. 143 0. 189

5 94/ 53 107/ 66 95/ 59 91/ 27 0. 114 0. 137 0. 140 0. 130 0. 152 0. 151 0. 147 0. 167 0. 141 0. 146 0. 162 0. 143 0. 149 0. 141 0. 158 0. 220

6 89/ 46 91/ 59 93/ 58 85/ 26 90/ 29 0. 150 0. 139 0. 140 0. 148 0. 151 0. 135 0. 145 0. 131 0. 132 0. 144 0. 120 0. 138 0. 130 0. 141 0. 202

7 103/ 51 99/ 61 109/ 62 98/ 42 93/ 49 109/ 44 0. 082 0. 086 0. 091 0. 102 0. 107 0. 174 0. 137 0. 147 0. 155 0. 137 0. 148 0. 137 0. 146 0. 208

8 97/ 52 102/ 59 105/ 60 95/ 34 97/ 47 101/ 42 77/ 10 0. 082 0. 100 0. 111 0. 109 0. 164 0. 141 0. 133 0. 142 0. 136 0. 150 0. 136 0. 141 0. 203

9 98/ 49 101/ 60 99/ 57 101/ 39 85/ 50 99/ 45 84/ 7 78/ 9 0. 094 0. 104 0. 117 0. 154 0. 132 0. 138 0. 143 0. 130 0. 146 0. 127 0. 144 0. 203

10 105/ 50 85/ 57 88/ 58 94/ 40 104/ 51 105/ 46 84/ 12 93/ 12 90/ 9 0. 114 0. 108 0. 158 0. 128 0. 144 0. 138 0. 125 0. 162 0. 131 0. 124 0. 205

11 102/ 46 94/ 59 89/ 50 93/ 40 98/ 47 94/ 42 97/ 44 97/ 48 94/ 43 91/ 42 0. 102 0. 173 0. 151 0. 158 0. 166 0. 139 0. 165 0. 144 0. 159 0. 216

12 99/ 57 101/ 60 103/ 67 95/ 45 95/ 56 91/ 49 93/ 19 96/ 17 103/ 18 94/ 19 108/ 51 0. 171 0. 156 0. 143 0. 155 0. 129 0. 157 0. 139 0. 153 0. 212

13 117/ 51 109/ 60 121/ 57 95/ 49 113/ 56 98/ 51 121/ 53 111/ 55 107/ 50 109/ 51 95/ 13 112/ 60 0. 104 0. 148 0. 178 0. 149 0. 139 0. 150 0. 160 0. 210

14 115/ 55 105/ 60 102/ 65 102/ 47 99/ 56 105/ 49 94/ 13 100/ 15 95/ 14 101/ 17 103/ 51 85/ 22 114/ 60 0. 137 0. 149 0. 128 0. 138 0. 147 0. 150 0. 198

15 91/ 52 104/ 57 104/ 56 98/ 42 97/ 53 91/ 46 110/ 40 99/ 38 105/ 37 111/ 36 97/ 44 109/ 37 101/ 51 117/ 43 0. 166 0. 137 0. 143 0. 133 0. 129 0. 194

16 109/ 59 92/ 70 104/ 53 109/ 45 108/ 56 93/ 55 114/ 43 103/ 43 106/ 40 99/ 43 100/ 53 104/ 54 120/ 58 119/ 48 116/ 51 0. 132 0. 141 0. 154 0. 158 0. 225

17 95/ 46 92/ 51 88/ 56 93/ 36 96/ 51 78/ 48 108/ 32 107/ 32 105/ 29 99/ 30 95/ 38 95/ 39 109/ 43 109/ 33 99/ 42 94/ 43 0. 130 0. 117 0. 115 0. 192

18 107/ 42 105/ 59 100/ 48 116/ 34 109/ 43 102/ 40 109/ 42 111/ 42 108/ 41 121/ 42 104/ 38 110/ 49 102/ 41 119/ 47 103/ 44 102/ 43 96/ 38 0. 137 0. 156 0. 187

19 94/ 53 80/ 62 89/ 59 93/ 35 93/ 52 84/ 51 104/ 37 105/ 35 99/ 32 100/ 35 105/ 45 101/ 42 101/ 52 109/ 38 89/ 49 105/ 52 89/ 33 104/ 37 0. 122 0. 195

20 97/ 53 90/ 58 109/ 55 107/ 39 107/ 54 96/ 49 112/ 37 109/ 35 111/ 36 94/ 35 106/ 47 115/ 40 108/ 54 120/ 40 95/ 39 114/ 46 95/ 25 115/ 43 93/ 34 0. 195

21 95/ 93 109/ 92 102/ 111 103/ 87 120/ 96 108/ 93 117/ 89 111/ 91 112/ 90 114/ 89 101/ 97 121/ 88 112/ 96 119/ 94 101/ 93 120/ 100 109/ 83 95/ 93 105/ 90 107/ 88

　　表 1中 :1.暗腹雪鸡 ( Tet raogal l us hi m al ayen2
sis) ; 2 . 日本鹌鹑 ( Cot urni x j a ponica ) ; 3 . 石鸡

( A lectoris chukar) ; 4 . 黑鹧鸪 ( Francol i nus f ran2
col i nus) ; 5 . 灰胸竹鸡 ( B ambusicol a t horacica) ; 6 .

红原鸡 ( Gal l us g al l us) ;7 .彩雉 ( Cat reus w al l ichi) ;

8 .红腹锦鸡 ( Chrysolop hus pict us obscurus ) ; 9 . 蓝

马鸡 ( Crossopti lon aurit um ) ; 10 . 蓝鹇 ( L op hura

sw i nhoi i) ; 11 . 环颈雉 ( Phasi anus colchicus ) ; 12 .

黑颈长尾雉 ( S y rm aticus humi ae) ; 13 . 刚果孔雀

( A f rop avo congensis ) ; 14 . 蓝孔雀 ( Pavo crist a2
t us) ; 15 . 大眼斑稚 ( A rg usi anus arg us ) ; 16 . 血雉

( I t hagi nis cruent us) ; 17 . 棕尾虹雉 ( L op hop horus

i m pej anus) ;18 . 眼斑孔雀雉 ( Pol y p lect ron germ a2
i ni) ;19 . 勺鸡 ( Pucrasi a m acrolop ha) ; 20 . 红腹角

雉 ( T ragop an tem mi ncki i) ;21 . 灌丛塜雉 ( A lect ura

l at hami)

3　讨　论

3. 1　暗腹雪鸡线粒体 Cyt b基因序列分析

暗腹雪鸡的 Cyt b序列的 A、T、G、C含量在密

码子第一位没有较大偏差 ,而第二位富含 T ,第三位

G的含量很少.这和哺乳动物细胞色素 b基因序列

的特点非常相似[ 14 ] .第三位 C的含量特别高 ,接近

50 %.核苷酸碱基的变异也存在着很大的差异 ,其中

T ∴C的转换大于 A ∴G ,A ∴C和 A ∴T的颠换明

显高于 T ∴G和 C ∴G.本文研究的雉科中不同物种

间 ,转换颠换比的平均值为 211 ,接近转换颠换比的

临界值 210 [15 ] .说明雉科中这些物种的线粒体 Cyt b

基因序列的突变已经接近饱和状态.

本文研究的所有序列中 ,颠换几乎都发生在密

码子的第三位上 ( 8918 %) ,而转换分布在第一

(1918 %) 、第三位密码子上 (7512 %) ,第二位上很少

(510 %) .说明密码子第二位在雉科的进化中十分保

守 ,很少发生突变.

3 . 2　雪鸡属在雉科中亲缘关系的讨论

目前 ,雪鸡属被归于雉科只是基于其形态特征、

地理分布、生活习性的研究 ,本文把雪鸡的 Cyt b全

长序列与雉科中的其他 19 个属的物种和塜雉科的

灌丛塜雉 ( A lect ura l at hami)做了比较 ,计算了各物

种间的遗传距离 ,如表 1所示.雪鸡与雉科的各物种

的距离为 1116 %～1619 % ,雉科中属和属之间的遗

传距离一般大于 9 %[16 ,17 ] ,遗传距离说明雪鸡属与

雉科中其他物种的差异已经达到属的水平 ,符合目

前的分类系统 ,是雉科中的一个有效属 ,支持了形态

学分类结果.

在系统进化树的研究中 ,很难用一种系统进化

树正确得出系统关系[18 ] ,为此 ,本文构建了 3 种进
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化树 :NJ、MP、ML 树.在任何分析中 ,自举置信水平

(BCL)值小于 50 %的进化枝可信度不高 ,而当 BCL

值大于等于 70 %时 ,形成的进化枝正确的可信度高

达 95 %[ 19 ] .从构建的系统树图 2 中 (图中数字为自

举置信水平 Boot st rap 值 , 1000 次重复检测. 若

Boot st rap 值小于 50 ,结点不显示)可以明显地看到

暗腹雪鸡首先和日本鹌鹑类聚在一起 ,两者互为单

系 ,然后再和石鸡聚在一起形成单系群 ,这个结果在

3种树中都非常一致 ,而且暗腹雪鸡和日本鹌鹑形

成的进化枝自举置信水平 (BCL ) 值较高 ,在 NJ、

MP、ML 树中分别为了 80 %、66 %、75 % ,表 1 中显

示的数据中 ,暗腹雪鸡和日本鹌鹑的遗传距离最小

为 1116 %.这两者与石鸡形成的进化枝虽然自举

置信水平 (BCL )值不是很高 ,在 NJ、MP、ML 树中

分别为 77 %、50 %、55 % ,但均大于 50 %.陈爱葵等

图 2　Cyt b序列构建雉科不同物种的系统进化树

Fig. 2　Molecular phylogenetic t rees of different species in Phasianidae based on Cyt b sequences
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人[20 ]对鹌鹑和石鸡的核型及 C带进行过研究 ,表明

这两种鸟类亲缘关系相近. Kimball 等人[21 ]通过

Cyt b和 D2Loop 的研究也证明了鹌鹑属与石鸡属这

一进化枝的存在.本文在增加了雪鸡这一物种后研究

的结果也基本相同.所以本文得出的结论是在雉科

中 ,雪鸡属与鹌鹑属的亲缘关系最近 ,其次是和石鸡

属 ,这 3者形成一个单系群 ,再和雉科中的其他属相

类聚.

3 . 3　雉科中其他属亲缘关系的讨论

作者发现在 NJ、MP、ML 树中都形成了由黑鹧

鸪、灰胸竹鸡和原鸡构成的进化枝 (见图 2) ,置信水

平很高 ,分别为 93 %、86 %、90 %. Johnsgard (1986)

认为原鸡进化枝只包括 Gal l us 一个物种[22 ] . 而

Kimball (1999)等人认为鹧鸪属2竹鸡属2原鸡属属
于同一进化枝[23 ] .本文的研究表明鹧鸪属2竹鸡属2
原鸡属进化枝的存在 ,同 Kimball的结果一致.

另外 , 在 3种进化树中还形成了一个置信度较

高的分支 ,即彩雉、红腹锦鸡、蓝马鸡、蓝鹇、雉鸡、黑

颈长尾雉六者形成的置信度分别为 100 %、98 %和

99 %的分支.这个进化枝明显与雉科雉族其他物种

分离 ,结果提示这些雉族可能存在特定关系 ,有待进

一步研究分析.

刚果孔雀和蓝孔雀类聚的置信度在 3种进化树

中分别为 100 %、97 %和 99 % ,证实了雉科中孔雀族

确实在进化关系上一致.

3 . 4　分歧年代的估计

鸟类的 mtDNA进化速度很慢. Cyt b的核苷酸

大约每百万年变化 5 %～7 %[18 ] .在 1143bp 中 ,雪鸡

与日本鹌鹑的差异位点为 121 个 ,雪鸡与石鸡有

135个 ,日本鹌鹑与石鸡有 141个.根据核苷酸变化

速率可以计算出雪鸡属与鹌鹑属的分歧时间大致在

115～210 ×106 年 ,与石鸡属的分歧时间为 117～

214×106 年.

雉科共有 38 个属 ,159 种[ 24 ] ,有些种的 Cyt b

序列还未曾报道.本文选取了 20个报道了 Cyt b序

列的属 ,所以得出的结论未必很全 ,重点讨论了雪鸡

属在雉科中的分类地位、亲缘关系等问题 ,得出雪鸡

属与鹌鹑属、石鸡属的亲缘关系较为相近 ,希望能为

以后雪鸡属在雉科中的系统进化方面的研究提供一

点依据 ,此问题还有待进一步研究.
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