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摘 　要 　采用 mtDNA RFL P和 PCR2RFL P 技术研究了东北虎和华南虎的 mtDNA 的多态性。在 mtD2
NA RFL P 研究中 , 分离纯化了东北虎和华南虎肝、肾和心脏组织的 mtDNA , 用 20 种识别 6 碱基对的

限制性内切酶消化 , 结果只有 1 种限制性内切酶 ( Xba Ⅰ) 检测到多态性片段 , 其余 19 种限制性内切

酶消化产生的限制性格局在东北虎和华南虎完全一致。在 PCR2RFL P 研究中 , 用 PCR 技术分别扩增

了东北虎和华南虎 mtDNA 的控制区 (control region) , 用 8 种识别 4 碱基对的限制性内切酶分别对扩

增产物进行消化 , 结果只有 1 种限制性内切酶 ( Rsa Ⅰ) 检测到多态性片段。mtDNA RFL P 及 PCR2
RFL P 的结果均提示东北虎和华南虎之间的遗传距离极小。这可能与下列因素有关 : 两者分布区间无

天然隔离屏障 ; 具有强扩散能力 ; 近几百年才被相互隔离。
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Mitochondrial DNA polymorphism between Siberian tiger and South China tiger revealed by mtDNA RFLP

and PCR2RFLP/ Wu Ping , Zhou Kaiya , Wang Yaming , Huang Gongqing , Xu linmu/ / CHINESE BIODI2
VERSITY. —1997 , 5 ( 3) : 173～178

MtDNA RFL P and PCR2RFL P techniques were used to reveal polymorphism between Siberian tiger ( Pan2
thera tigris altaica) and South China tiger ( Panthera tigris amoyensis) . In mtDNA RFL P study , mitochon2
drial DNA was extracted from liver , kidney and heart tissues of Siberian tiger and South China tiger and puri2
fied. Restriction endonuclease fragment patterns of mtDNA were digested with 20 enzymes recognized 62bp .

Only 1 ( Xba Ⅰ) out of 20 restriction enzymes revealed polymorphic fragments. The restriction pattern gener2
ated by 19 of the enzymes in Siberian tiger were identical with that in South China tiger. In PCR2RFL P

study , D2loop was amplified and 8 endonucleases recognized 42bp were used to digest PCR product , 1 out of 8

endonucleases ( Rsa Ⅰ) revealed polymorphic fragments. Genetic distance between Siberian tiger and South

China tiger calculated based on the two results was very small. This is probably due to the following factors :

there was no natural barrier between the two subspecies ; they have strong dispersal ability and were separated

only within several hundred years.
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1 　　前言

虎 ( Panthera tigris) 仅产于亚洲 , 一般认为有 8 个亚种[1 ] 。由于生境的破坏和人类的捕

杀 , 现仅存 5 个亚种[2 ] 。东北虎 ( Panthera tigris altaica Temminck) 、华南虎 ( Panthera

tigris amoyensis Hilzheimer) 分别分布于我国东北和华南地区 , 后者为我国特有。近年来在形

态学[3 ] 、染色体分带核型[4 ]等方面已积累了一些资料。迄今未见有关其线粒体 DNA 多态性的

报道。

线粒体 DNA (mtDNA) 具有快速进化、缺少重组以及严格的母系遗传等特点 , 是研究种

内变异的有效的遗传标记[5、6 ] 。mtDNA 的控制区 (control region) 又称为 D 环 (D2loop) , 这个

区域的突变速率估计比 mtDNA 的其它部分快 5 倍[7 ] , 因而这个区域在研究种内遗传变异时特

别有用[8 ] 。

本文用识别 6 碱基对和识别 4 碱基对的限制性内切酶分别对 mtDNA 和 PCR 扩增的 mtD2
NA 的控制区进行限制性长度的比较 , 试图通过这两种方法来研究东北虎和华南虎 mt DNA 的

多态性。

2 　　材料与方法

211 　材料

21111 动物来源 　东北虎成年个体 1 只 , 取自南京玄武湖动物园 ; 死胎 2 只 , 取自苏州动物

园。华南虎死胎 1 只 , 幼年个体 1 只 , 取自苏州动物园。取肝、肾和心脏组织置液氮中备用。

21112 试剂 　 Hpa Ⅰ、S ac Ⅱ、Dde Ⅰ、Hha Ⅰ、M bo Ⅰ、Msp Ⅰ、Rsa Ⅰ等限制性内切酶、琼

脂糖、蛋白酶 K 、dN TPs、Taq DNA 聚合酶及 WizardTM PCR Preps DNA 纯化试剂盒购自

Promega 公司 , 其余限制性内切酶购自上海华美生物工程公司 ; SDS 购自 Serva 公司 ; 其余试

剂均为分析纯。

PCR 扩增所用引物分别为 : 5′- GAA TTCCCCGGTCTTGTAAACC - 3′, 5′- TCTCGA2
GA TTTTCA GTGTCTTGCTTT - 3′[9 ] , 在南京大学生物化学系合成。

212 　方法

21211 mtDNA RFL P

(1) mtDNA 的分离纯化 　用肝、肾和心脏 3 种组织各 5 g , 参照赵邦悌等[10 ] 、秦树臻

等[11 ]的方法进行 , 详见吴平等[12 ] 。
(2) 限制性内切酶消化 　限制性内切酶消化使用生产厂家提供的缓冲液和推荐的方法。消

化反应体积为 30μl , 37 ℃消化 2 h。

(3) 琼脂糖凝胶电泳 　采用 0. 8 %琼脂糖凝胶 , TBE 电极缓冲液 , 电压为 4 V/ cm。电泳

8～12 h。溴化乙锭染色 , 紫外透射仪观察 , 拍照。

(4) 电泳结果分析 　利用电泳距离与分子量的对数成反比的关系 , 根据λDNA/ EcoR Ⅰ/

Hind Ⅲ各片段的电泳距离绘制标准曲线。测量各消化片段的电泳距离 , 根据标准曲线 , 计算

各片段的分子量。

(5) 遗传距离的计算 　根据 Nei 和 Li [13 ]的方法计算两亚种间的遗传距离。公式如下 :

F = 2 N xy/ ( N x + N y) 　　　　　　　　　　(1)

P = 1 - { [ ( F2 + 8 F)
1
2 - F]/ 2}

1
6 　　　　　　(2)

其中 N x 和 N y 分别为两亚种的限制性片段数 , N xy 为两者共享的限制性片段数。根据 (1)
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计算两亚种的限制性片段共享度 ( F) ,代入 (2) 计算它们之间的遗传距离 ( P) 。

21212 PCR2RFL P

(1) PCR 反应 　PCR 反应在 100μl 反应液中进行 , 含 10 mmol/ L Tris2HCl , p H 8. 3 , 50

mmol/ L KCl , 0. 1 % Triton X2100 , 1. 5 mmol/ L MgCl2 , 100μmol/ L 的 4 种 dN TP , 2 条引物

各 5pmol , 2U Taq DNA 聚合酶和约 300 ng 的模板 DNA。扩增在 GeneAmp PCR System 2400

( PE 公司) 上进行 , 循环参数为 95 ℃变性 30 s , 55 ℃退火 60 s , 72 ℃延伸 120 s , 循环次数为

30 次。

(2) PCR 产物的检测 　同 mtDNA RFL P 的检测方法。

(3) 扩增产物的纯化 　扩增产物按照 WizardTM PCR Preps DNA 纯化试剂盒 ( Promega) 说

明书进行纯化。

(4) 限制性内切酶消化 　限制性内切酶消化使用生产厂家提供的缓冲液和推荐的方法。消

化反应体积为 10μl , 含纯化后的扩增产物 5μl , 37 ℃消化 2 h , 其中 Taq Ⅰ用 67 ℃消化 2 h。

(5) 聚丙烯酰胺凝胶电泳 　将消化产物点样于 5 %聚丙烯酰胺凝胶 , 电泳 3～4 h , EB 染

色 , 紫外透射仪观察 , 拍照。

(6) 电泳结果分析 　利用电泳距离与分子量的对数成反比的关系 , 根据 PBR322/ Hae Ⅲ和

图 1 　东北虎、华南
虎 mtDNA经 Xba
Ⅰ消化后的电泳
图

Fig . 1 　Agarose gel
electrophoresis pat2
tern of mtDNA in
Siberian tiger
( Panthera tigris al2
taica ) and South
China tiger ( P. t .
amoyensis) digested
with Xba Ⅰ

1 : 东北虎 ; 2 : 华南
虎 ; M : DNA 分子量标
记 (λDNA/ EcoR Ⅰ/
Hi nd Ⅲ)

1 : Siberian tiger ;
2 : South China tiger ;
M : DNA Marker
( EcoR Ⅰ、Hi nd Ⅲ di2
gestedλ2

DNA)

λDNA/ EcoR Ⅰ / Hind Ⅲ各片段的电泳距离绘制

标准曲线 , 测量各消化片段的电泳距离 , 根据标

准曲线 , 计算各片段的分子量。

(7) 遗传距离的计算 　与 mtDNA RFL P 结果

的遗传距离计算相同 , 但公式 (2) 修改如下 :

P = 1 - { [ ( F2 + 8 F)
1
2 - F]/ 2}

1
4

3 　　结果

311 　mtDNA RFL P

S al Ⅰ和 Pv u Ⅰ不能消化东北虎和华南虎的

mtDNA , EcoR Ⅰ、 Pst Ⅰ、 M l u Ⅰ、 EcoR Ⅴ、

Kpn Ⅰ、 Hind Ⅲ、 Pv u Ⅱ、 Xba Ⅰ、 Hpa Ⅰ、

B am H Ⅰ、S ac Ⅰ、B gl Ⅰ、Nsi Ⅰ、Cla Ⅰ、S ph

Ⅰ、Sca Ⅰ、S t u Ⅰ和 S ac Ⅱ等 18 种限制性内切酶

将东北虎和华南虎 mtDNA 消化成 1～9 片段。其

中 Xba Ⅰ将东北虎 mtDNA 消化为 3 个片段 　

(13. 2、1. 8、1. 6) , 而将华南虎的 mtDNA 消化

为 4 个片段 　 (11. 3、1. 9、1. 8、1. 6) (图

1) , 其余 17 种限制性内切酶在东北虎和华南虎之

间未检测出多态性。共检出东北虎 mtDNA 限制性片段 62 个 , 华南虎 mtDNA 限制性片段 63

个 , 其中 61 个为两者共享。东北虎的 3 个体间和华南虎的 2 个体间未检出个体差异 , 在肝、

肾、心脏等不同组织间也未检出差异。经计算两亚种 mtDNA 的分子量均为 16. 6kb , 检出位

点的核苷酸总长度占 mtDNA 整个分子的 2. 27 %。各片段的大小见表 1。

根据 Nei 和 Li 的公式计算 , 东北虎和华南虎间的片段共享度为 0. 976 , 其遗传距离为
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0. 00135。
表 1 　东北虎和华南虎 mtDNA限制性片段大小
Table 1 　Restriction fragment sizes of mtDNA in Siberian tiger and South China tiger

酶
Enzyme

片 段 大 小 (kb)
Fragment sizes

东北虎 ( P. t . altaica) 华南虎 ( P. t . amoyensis)

Bam H Ⅰ 5. 4 , 5. 3 , 5. 1 , 0. 5 , 0. 3 5 . 4 , 5 . 3 , 5 . 1 , 0 . 5 , 0 . 3
B gl Ⅰ 13 . 0 , 3 . 1 , 0 . 5 13 . 0 , 3 . 1 , 0 . 5
Cla Ⅰ 12 . 1 , 4 . 5 12 . 1 , 4 . 5
EcoR Ⅰ 11. 4 , 3. 8 , 1. 4 11 . 4 , 3 . 8 , 1 . 4
EcoR Ⅴ 16. 6 16. 6
Hi nd Ⅲ 7 . 3 , 5 . 0 , 3 . 1 , 1 . 2 7 . 3 , 5 . 0 , 3 . 1 , 1 . 2
Hpa Ⅰ 5 . 4 , 3 . 2 , 2 . 7 , 2 . 3 , 1 . 8 , 1 . 2 5. 4 , 3. 2 , 2. 7 , 2. 3 , 1. 8 , 1. 2
Kpn Ⅰ 16 . 6 16 . 6
Ml u Ⅰ 9 . 3 , 7 . 3 9 . 3 , 7 . 3
Nsi Ⅰ 6 . 5 , 4 . 6 , 3 . 7 , 1 . 8 , 6 . 5 , 4 . 6 , 3 . 7 , 1 . 8 ,
Pst Ⅰ 16 . 2 , 0 . 4 16 . 2 , 0 . 4
Pv u Ⅱ 11 . 5 , 4 . 6 , 0 . 5 11 . 5 , 4 . 6 , 0 . 5
S ac Ⅰ 10 . 1 , 4 . 5 , 2 . 0 10 . 1 , 4 . 5 , 2 . 0
S ac Ⅱ 15 . 0 , 1 . 6 15 . 0 , 1 . 6
Sca Ⅰ 6 . 2 , 5 . 2 , 3 . 2 , 2 . 0 6. 2 , 5. 2 , 3. 2 , 2. 0
S ph Ⅰ 8 . 2 , 2 . 7 , 2 . 5 , 2 . 2 , 1 . 0 8 . 2 , 2 . 7 , 2 . 5 , 2 . 2 , 1 . 0
S t u Ⅰ

4 . 3 , 2 . 3 , 2 . 1 , 2 . 0 , 1 . 9 , 1 . 4 , 1 . 1 ,
1 . 0 , 0 . 5

4. 3 , 2. 3 , 2. 1 , 2. 0 , 1. 9 , 1. 4 , 1. 1 ,
1. 0 , 0. 5

Xba Ⅰ 13 . 2 , 1 . 8 , 1 . 6 11 . 3 , 1 . 9 , 1 . 8 , 1 . 6

图 2 　东北虎和华南虎
PCR扩增产物经
Rsa Ⅰ消化后的
电泳图

Fig. 2 　Electrophoresis
pattern of PCR
products in
Siberian tiger
( Panthera
tigris altaica)

and South Chi2
na tiger ( P.
t . amoyen2

sis) digested
with Rsa Ⅰ

1 : 东北虎 ; 2 : 华南
虎 ; M : DNA 分子量
标 记 ( PBR322/ Hae
Ⅲ)

1 : Siberian tiger ;
2 : South China tiger
DNA ;
M : DNA marker ( Hae
Ⅲdigested PBR322)

312 　 PCR2RFL P

从所有个体的 DNA 提取液均能扩增到 1. 5

kb 的产物。用 Dde Ⅰ、Hae Ⅲ、Hha Ⅰ、M bo Ⅰ、

Msp Ⅰ、Rsa Ⅰ、 Taq Ⅰ和 Hinf Ⅰ等 8 种识别 4 碱

基对的限制性内切酶分别消化扩增产物 , 只有 Rsa

Ⅰ1 种限制性内切酶检测到多态性片段 (图 2) 。

Rsa Ⅰ分别将东北虎和华南虎 PCR 的扩增产物消

化为 9 个和 7 个片段。在东北虎 3 个体间和华南

虎 2 个体间未检出多态性。经过 3 次重复扩增与

消化实验 , 结果稳定 (表 2) 。

共检测到限制性片段 30 个 , 其中 28 个为东

北虎和华南虎共有。根据 Nei 和 Li 的公式计算片

段共享度为 0. 9655 , 遗传距离为 0. 00293。

4 　　讨论

东北虎和华南虎在体形大小、毛色深浅、条

纹疏密等外形特征上有明显差异[3 ] 。张锡然等[4 ]

比较了东北虎和华南虎的分带核型 , 两者的二倍

体数相同 , G2带特征、C2带特征、Ag2NORs 均无

明显差异。本文首次报道在 DNA 水平上检测到的

这两个亚种之间的差异。
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　　Nei[14 ] 　认为地理种群之间的遗传距离在 0. 00～0. 05 , 亚种间的遗传距离约为 0. 05 或更

表 2 　东北虎和华南虎 PCR2RFLP限制性片段大小
Table 2 　Restriction fragment sizes of PCR products in Siberian tiger and South China tiger

酶　 Enzyme 片 段 大 小 (kb) 　Fragment sizes

东北虎 　 ( P. t . altaica) 　　　　　　　 华南虎　 ( P. t . amoyensis)

DdeI 0 . 80 , 0 . 55 , 0 . 20 0. 80 , 0. 55 , 0. 20
Hae Ⅰ 0 . 82 , 0 . 53 , 0 . 20 0. 82 , 0. 53 , 0. 20
Hha Ⅰ 0 . 95 , 0 . 60 0. 95 , 0. 60
Hi nf Ⅰ 0 . 85 , 0 . 70 0. 85 , 0. 70
Mbo Ⅰ 0 . 70 , 0 . 55 , 0 . 20 , 0 . 10 0. 70 , 0. 55 , 0. 20 , 0. 10
Msp Ⅲ 0 . 95 , 0 . 32 , 0 . 28 0. 95 , 0. 32 , 0. 28
Rsa Ⅰ 0 . 37 , 0 . 29 , 0 . 21 , 0 . 16 , 0 . 14 , 0 . 12 , 0 . 10 ,

0 . 09 , 0 . 085
0 . 37 , 0 . 29 , 0 . 21 , 0 . 16 , 0 . 14 ,
0 . 10 , 0 . 085

Taq Ⅰ 0 . 75 , 0 . 58 , 0 . 14 , 0 . 08 0. 75 , 0. 58 , 0. 14 , 0. 08

大。然而有许多例外 , 在有些情况下 , 亚种间的遗传距离可能与地理种群间的遗传距离一样的

小。由于亚种分类可能受到人为因素的影响 , 在分类学实践中亚种形态分化的标准以约 75 %

的个体呈现不同为界限 ; 另一方面 , 形态学变化和分子歧异之间既存在相关性 , 又存在独立

性[15、16 ] , 在分子水平研究亚种的亲缘关系时 , 得到的遗传距离可能会大于或小于 Nei 估算的

亚种间的遗传距离。例如 : Sage[17 ]应用同工酶技术研究了小家鼠 ( M us m uscul us) 的几个亚

种 , 发现它们之间的遗传距离为 0. 2 , 因此他认为应把那些亚种提升为种 ; Ferris 等[18 ]用

mtDNA RFL P 技术对它们进行研究的结果支持这一观点。

过去对于 mtDNA 多态性的研究多集中于小型脊椎动物和无脊椎动物 , 这些动物大多数扩

散能力较弱。80 年代中期以来 , 对于一些具有较强扩散能力的动物如红尾黑鹂 ( A gelaius

phoenieus) [19 ]和维基尼亚鹿 ( O docoileus vi rginianus) [20 ]的研究表明它们种群间 mtDNA 差异程

度较小 , 最大的分别为 0. 008 和 0. 016。Ashley 等[21 ]对黑犀牛 ( Diceros bicornis) 两亚种的

研究也证实了这一点 , 两亚种之间的遗传距离仅为 0. 0029。

根据我们的 mtDNA RFL P 的结果 , 东北虎和华南虎的遗传距离只有 0. 00135 , 这在已研

究的哺乳动物亚种中是非常小的 , 甚至比其它一些脊椎动物地方种群间的还小。即使是用进化

速率较快的 D 环计算 , 两者间的遗传距离也仅为 0. 00293。这一结果提示 , 虽然形态学研究

把它们归为不同的亚种 , 但它们在遗传上的差异极小。如果哺乳动物 mtDNA 的碱基突变率如

Brown[22 ]建议的为每百万年 2 % , 东北虎和华南虎的分歧大约发生在 7 万年前。

东北虎和华南虎之间的遗传距离近可能与下列因素有关 : 第一 , 两者的分布区间无天然隔

离屏障 ; 第二 , 虎具有强扩散能力 ; 第三 , 人类活动将它们相互隔离只是近数百年的事 , 根据

上面引述的碱基突变率 , 在数百年内发生的 mtDNA 变异是微不足道的。

华南虎和中国东北虎的野生种群已濒临灭绝。本文研究的华南虎都是 1974 年上海动物园

饲养的华南虎的后代[23 ] , 20 余年中各代均为近亲繁殖 , 未与其它亚种发生过基因交流 ; 而东

北虎也是动物园繁殖的后代。虽然本文研究的样本较小 , 不能完全代表两亚种的遗传性状 , 但

仍可在一定程度上反映两亚种的遗传差异。

本文 PCR2RFL P 的结果对华南虎保护工作也将有一定的帮助。在华南虎的保护工作中 ,

绝对不允许华南虎和东北虎的杂交后代进入繁殖计划 , 所以对不能确定谱系来源的个体可以用

本文的结果检出其母系来源是否是东北虎。由于 PCR 技术具有所需样品量小及快速简便的特

点 , 检测只需几微升血液甚至取一根毛发即可 , 不需要损伤动物就可以快速、准确地完成鉴定

工作。
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