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摘要 : 测定了黄海 7 头伪虎鲸 mtDNA 控制区 5’端 533 bp 的序列 , 共发现 54 个变异位点 , 定义了 4 种单元型。最大

似然法和邻接法的系统树均把单元型聚为 2 分支。两支之间没有共享单元型且无姊妹关系。分支间的核苷酸序列差

异显著地超过了其它海豚类种间的序列差异水平 , 提示传统意义上的伪虎鲸可能包括了具有显著遗传差别的不同

物种 , 迫切需要开展进一步的研究。
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Abstract : Five hundred and thirty three base pairs (bp) of the mitochondrial control region of seven false killer whales ( Pseudorca

crassidens) from the Yellow Sea in China were sequenced1 Fifty2four variable sites were determined and four haplotypes were identi2
fied1 Phylogenetic analyses using maximum likelihood and neighbor2joining algorithms divided the haplotypes of false killer whales into

two clades showing no sister relationship with each other1 No shared haplotypes were found between the two clades1 The average nu2
cleotide divergence between the two clades is approximately 7161 % , much higher than those between Turisops species (5158 %) and

between Delphinus species (1109 %) , which suggested that the two clades represent respective species1 Further study is urgently

needed1
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　　伪虎鲸 ( Pseudorca crassidens) 是一种体型较大

的海豚 , 常见于热带至温暖带的近海水域 , 在我国

主要分布于渤海、黄海、东海、南海和台湾以东

(周开亚等 , 2001) 。该物种是最常发生集体搁浅的

鲸类之一 , 同时在其分布区的许多水域 , 均受到渔

业误捕或直接捕捞的影响 (Zhou and Wang , 1994) 。

虽然伪虎鲸在世界范围内广泛分布 , 但迄今关

于该物种种内变异的研究很少。Kitchener 等

(1990) 发现来自澳大利亚、苏格兰和南非的伪虎

鲸在头骨特征方面存在巨大的差异。Deraniyagala

(1945) 认为印太水域的伪虎鲸应属于 P1 c1 merid2
ionalis 亚种 , 但并没有为其宣称的鉴别特征提供证

据。因此 Rice (1998) 认为 , 要接受伪虎鲸的亚种

划分尚为时过早。

线粒体 DNA ( mitochondrial DNA , mtDNA) 呈

母系遗传 , 无重组发生 , 特别是其进化速度是基因

组其它区段的 5～10 倍 ,已成为动物种群遗传结构

和微进化研究中的首选标记 ( Hamilton et al1 ,2001 ;

Hoelzel et al1 ,2002 ;刘海等 ,2003) 。本文首次测定

了采自黄海水域的7头伪虎鲸个体的mtDNA控制
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区 5’端序列 , 初步分析了该物种的遗传变异和分

化。

1 　材料和方法

111 　样品采集和总 DNA 提取

研究所用的 7 头伪虎鲸均来自黄海水域 , 全为

骨骼样品 (表 1) 。

表 1 　本研究使用的伪虎鲸样品

Table 1 　Samples of false killer whale analyzed in the present study

编号 (No1) 采集地 Collection location 组织 Tissue

NJNU0069 江苏吕四Lusi , Jiangsu Province 骨骼 Skeleton

NJNU0070 黄海 Yellow Sea 骨骼 Skeleton

NJNU0071 黄海 Yellow Sea 骨骼 Skeleton

NJNU0072 黄海 Yellow Sea 骨骼 Skeleton

NJNU0073 黄海 Yellow Sea 骨骼 Skeleton

NJNU0074 江苏如皋 Rugao , Jiangsu Province 骨骼 Skeleton

NJNU0075 江苏如皋 Rugao , Jiangsu Province 骨骼 Skeleton

NJNU : 南京师范大学 Nanjing Normal University

取约1 g 骨块 , 用5 % H2O2浸泡015 h , 以去除表

面污物。烘干样品在紫外灯下交联 015 h , 以去除表

面污染的外源 DNA。捣碎样品后转入 115 ml 离心管。

用标准的蛋白酶 K消化和酚Π氯仿的方法 (Sambrock et

al . , 2001) 抽提基因组DNA。为避免污染对实验结果

的影响 , 所有操作都设有阴性对照。

112 　mtDNA 控制区扩增、测序和分析

用于扩增伪虎鲸 mtDNA 控制区 5’端高变异区

序列的引物是 Strobeck ( 5’- TAATATACTGGTCT2
TGTAAACC - 3’) (Murray et al1 , 1995) 和 H00034

(5’- TACCAAATGTATGAAACCTCAG- 3’) (Rosel et

al . , 1995) 。扩增产物约 600 bp。

PCR 反应在 PTC - 200 型 DNA 扩增仪 (MJ Re2
search Inc1) 上进行。反应体积 30μl ,其中包括模板

DNA(5～25 ng) ,012 mmolΠL dNTPs ,210 mmolΠL MgCl2 ,

10 mmolΠL Tris - HCl (pH 813) ,50 mmolΠL KCl ,两条引

物各 10 pmol ,1 U Taq 酶 (Promega) 。反应体系在 95 ℃

预变性 5 min ,然后进入如下循环 :95 ℃变性 30 s ,50 ℃

复性 30 s ,72 ℃延伸 30 s ,循环 30 次。循环结束后在

72 ℃补齐7 min。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳检测后

用柱式 PCR 产物纯化试剂盒 (上海华舜生物工程有

限公司) 纯化。纯化产物用作第 2 次 PCR 反应的模

板。为了提高 PCR 反应的特异性 ,第 2 次 PCR 反应

的退火温度在第 1 次 PCR 反应的基础上提高 2 ℃。

第 2 次 PCR 反应的产物用胶回收试剂盒 (上海华舜生

物工程有限公司)纯化。纯化产物送往上海联众基因

科技研究院进行直接测序。为了对所得序列进行验

证 ,所有样品均进行重复提取模板、PCR 扩增和测序 ,

其中 NJNU0069、0073 和 0075 各重复 3 次 ,其余个体各

重复了 2 次。

113 　序列结果分析

序列结果用 Clustal X 软件 (Jeanmougin et al1 ,

1998) 进行对位比对 , 确定变异位点及单元型。用

DnaSP软件 (Rozas and Rozas , 1999) 计算单元型多

样性、核苷酸多样性。用 MINSPENT软件 ( Excoffi2
er and Smouse , 1994) 绘制出单元型的最小跨度网

络图 (minimum spanning network , MSN) 。把本研究

所得伪虎鲸序列与虎鲸 O1 orca ( GenBank 查询号 :

M60409) 、条纹原海豚 S1 coeruleoalba ( GenBank 查

询号 : AY046549) 、短鳍领航鲸 G1 macrorhynchus

(GenBank 查询号 : AY168599) 、瓜头鲸 P1 electra

(GenBank 查询号 : AY046904) 和灰海鲸 G1 griseus

( GenBank 查询号 : AB018584) 的序列合并 , 用最

大似然法 ( Maximum likelihood , ML ) 和邻接法

(Neighbor joining , NJ ) 构建系统发生树。ML 分析

用 PHYLIP 软件 ( Felsenstein , 1995) 进行 , 转换颠

换权重比为 1∶2 , 通过自引导获得系统树分支的置

信度 (重复次数为 1 000 次) 。NJ 分析则用 MEGA

软件 ( Kumar et al1 , 2001) 进行 , 选取基于 gamma

遗传距离的 Jukes2Cantor 模型 (α= 0199) , 自引导

的重复次数为 1 000。构树时选取江豚 ( N1 phoc2
aenoides) 的同源序列 ( Yang et al . , 2002) ( Gen2
Bank 查询号 : AF289335) 为外类群。

2 　结果

共获得 7 头伪虎鲸 mtDNA 控制区 5’端 533 bp

的序列 ( GenBank 登录号 : AF729039～AF729045) 。

共发现 54 个变异位点 , 包括 37 个转换 , 5 个颠换 ,

12 个插入缺失。这些变异位点共定义了 4 种单元

型 (表 2) , 其中单元型 F1 在 4 个个体中检出 , 而

其它 3 种单元型均只在 1 个个体中检出。

ML 法和 NJ 法构建的系统发生树基本一致 , 均

把 4 种单元型聚为 2 个分支 (图 1 , ML 树未给出) 。

单元型 F1 和 DNA2Surveillance 网站 (www1dna2sur2
veillance1auckland1ac1nz) 上的伪虎鲸 mtDNA 序列组

成分支 1 (把此序列单元型定义为 F5 , F5 与 F1 之

间的遗传距离仅为 015 %) , 单元型 F2、F3、F4 聚

为分支 2。分支 1 ( F1) 和分支 2 ( F2 , F3 和 F4)

之间有 12 个位点的插入和缺失 , 其中分支 1 缺失

的位点 10 个 (位点 1、2、102、103、104、105、
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106、107、108 和 109) , 分支 2 缺失的位点 2 个

(位点 15 和 307) 。分支间的核苷酸歧异度为

7161 % , 显著大于分支内的核苷酸多样性 (分支 1

为 015 % , 分支 2 为 0151 %) 。分支间的净核苷酸

歧异度为 7136 %。从单元型的最小跨度网络图

(图 2) 来看 , 分支 2 的单元型 F2、F3 和 F4 之间都

只有 2～3 个颠换 , 没有转换 , 而分支 1 和分支 2

之间则有 2 个颠换和多达 36 个转换。

表 2 　伪虎鲸控制区序列的变异位点及单元型

Table 2 　Variable sites and haplotypes of mtDNA control region of false killer whales

单元型
Haplotype

变异位点 Variable sites
个体数 (N)

Individual number (N)

　1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 4 4 4 5 5 5 5

　 1 3 4 6 6 6 8 9 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2 3 3 4 4 4 5 5 7 4 5 5 7 7 8 9 9 0 0 0 3 9 7 8 9 0 0 0 0

1 2 3 5 3 4 4 5 7 6 0 1 0 2 3 4 5 6 7 8 9 0 5 7 0 3 0 6 1 7 9 0 6 0 8 0 1 2 3 3 0 3 5 7 8 8 4 6 9 2 2 3 5 6

3 3 3 3 3 3 　3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 　3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 　　3 3 3 3 3 3 3
F1 2 2 GT C T TA T G A T T 2 2 2 2 2 2 2 2CA C C C TA C C T GA TA TCAA C GT T GTC T T GA A C T A 4

F2 GAA2 TC GGCA GCC GA CA CA C A T GT T TC GT T C A GGGC T GTT A C C2 C 1 C C 1 G G T C G 1

F3 GAA2 TC GGCA GCC GA CA CA C A T GT T TC GT T CA G1 GC T GT T A C C2 C GC C 1 G G T C G 1

F4 GA A2 TC1 GCA GCC GA CA CA C A T GT T TC GT T CA G1 GC T GT T A C C2 C1 C C C G G T C G 1

　　表左边表示单元型名称 , 上方数字表示单元型 F1 相应碱基的位置 ; N : 单元型的个体数 , 圆点表示与第一种单元型有相同的碱基组成 ,

横线表示缺失 , 星号表示鉴别位点

Haplotype names are shown on the left1 Above numbers correspond to base positions in haplotype F11 N : Individual number of each haplotype1 A dot indi2

cates identity and a dash indicates a deletion relative to the top sequence F11 Asterisks indicate diagnostic sites between F1 and other three haplotypes

图 1 　伪虎鲸 mtDNA 控制区单元型之间的系统发生关系

树枝处的数字为自引导值 , 重复次数为 1 000 ; 单元型的编号

(除 F5 外) 与表 2 一致 ; 单元型 F5 的位置是基于它与 F1 之间明

显较高的序列相似性确定的 ; 虚线框示本研究发现的 2 个分支。

Fig11 　Phylogenetic relationship of false killer whale mtDNA control re2

gion haplotypes. Numbers at branche sindicate the statistical support ob2

tained from 1 000 bootstrap replicates ; Haplotype codes except for F5

correspond to thecodesin Table 2 ; Position of haplotype F5 was tentative2

ly determined based upon its very high sequence similarity with haplotype

F1 ; Two clades of false killer whale revealed in the present study were

indicated by the frames with broken line1

3 　讨论

Rosel 等 (1994) 在研究真海豚 ( Delphinus sp1)

mtDNA控制区序列变异时发现 ,传统意义上的真海

图 2 　伪虎鲸 4 种 mtDNA 控制区单元型的最小跨度网络图

圆圈附近单元型编号 F1 - F4 与表 2 中单元型编号对应。圈的

直径代表此单元型的频率 ; 划线代表转换 ; 黑点代表颠换 ; F4

和 F3 之间的虚线表示两者之间可能的连接。

Fig12 　Minimum spanning network for four mtDNA control region haplo2

types of false killer whale. Haplotype codes F1 - F4 correspond to the

codes in Table 21 The diameter of the circle is proportional to the number

of individuals bearing that haplotype1 Nucleotide transitions and transver2

sions are indicated by dashes and dark dots respectively1 The broken line

between F3 and F4 indicate the alternative links between these two hap2

lotypes1

豚 ( D1 delphis) 实际上至少包括了两个种 : 长喙

真海豚 ( D1 capensis) 和短喙真海豚 ( D1 delphis) 。

两者之间在 mtDNA 控制区存在 1 个鉴别位点并具

有 1109 %的核苷酸序列歧异度。两个物种之间显

著的遗传差别还得到了形态学研究结果的支持
(Heyning and Perrin , 1994) 。Wang 等 (1999) 和季

国庆等 (2002) 在对中国水域瓶鼻海豚 ( Tursiops

sp1) 的两个形态型进行 mtDNA 控制区序列测定和
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分析时也发现 , truncatus 型和 aduncus 型之间存在

显著的核苷酸序列差异 , 其歧异度为 5158 % , 远

大于真海豚种间的歧异水平 , 从而提出把两个形态

型划分为两个独立的种 , 即瓶鼻海豚 T1 truncatus

和南瓶鼻海豚 T1 aduncus。通过 mtDNA 标记进行的

真海豚和瓶鼻海豚物种分化的研究得到鲸类生物学

界的广泛认可 , 并验证了 mtDNA 标记在解决鲸类

种内和种间分化中的有效性。

本研究在 7 个伪虎鲸个体中发现了 4 种 mtDNA

控制区单元型。基于 ML 法和 NJ 法的系统发生分

析均把单元型区分为没有直接亲缘关系 (姊妹关

系) 的两个分支。两个分支之间无共享单元型并且

分支间的核苷酸歧异度 (7161 %) 显著高于分支内

的核苷酸多样性 (约 015 %) 。伪虎鲸两个分支间

的核苷酸歧异度是真海豚两个种间核苷酸歧异度

(1109 %) (Rosel et al1 , 1994) 的 7 倍 , 也高于瓶

鼻海豚两个种间的核苷酸歧异度 (414 % ; 5158 %)

(Wang et al1 , 1999 ; 季国庆等 , 2002) 。依据鲸类

中mtDNA 控制区每百万年 015 % ( Hoelzel et al . ,

1991) 至 1 % (Baker et al . , 1993) 的进化速度及

两个分支间的净核苷酸歧异度 (7136 %) , 推测出

两个分支大约在 700～1 400 万年以前出现了分化。

两个分支之间如此显著的遗传差别和较早的分化时

间 , 提示它们可能代表了不同的物种。也就是说 ,

传统上认为单一物种的伪虎鲸实际上可能包括了分

化显著的不同物种。特别需要指出的是 , 本研究的

样本全部来自黄海水域 , 但却存在两个遗传差异明

显的分支 , 对两个分支的形成和隔离机制还有待于

进一步研究。

本研究是首次报道有关伪虎鲸 mtDNA 控制区

序列的测定和分析。由于样本较少 , 关于伪虎鲸物

种分化的结论迫切需要今后增加标本后进行进一步

的验证。此外 , 还需要通过骨骼和外部形态特征的

比较研究 , 为不同物种的分化提供形态学方面的可

靠证据。
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