
#综述与专论#

生物技术通报
BIOTECHNOLOGY BULLETIN 2009年第 12期

鸟类线粒体 DNA结构特点及在鸟类研究中的应用

刘铸
1, 2  杨春文 1  金建丽1  金志民1  戴鹏 3

( 1牡丹江师范学院生物系,牡丹江 157012; 2东北林业大学野生动物资源学院,哈尔滨 150040; 3辽宁师范大学生命科学院,大连 116029)

  摘  要:  介绍了鸟类 m tDNA的结构和鸟类 m tDNA作为分子标记的特点, 并综述了 m tDNA作为分子标记在鸟类的种间

系统发生关系及分类、鸟类分子钟、地理分布区的推断和种群遗传多样性的研究中应用现状。
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线粒体 ( m itochondria)是细胞中进行能量代谢

的半自主细胞器,存在于真核生物除成熟的红细胞

以外的所有细胞中,在细胞内的分布一般是均匀的,

形状通常为杆状或颗粒状。细胞内线粒体一般有

011万 ~ 1万个拷贝。线粒体内部具有核外遗传信

息系统线粒体 DNA ( m tDNA ),动物的 m tDNA是共

价闭合的双链 DNA, 分子大小约为 16115 kb, 因动

物种类不同而不同。对于鸟类 m tDNA的研究, 最先

研究的是家禽。 1963年 Nass等首次在鸡的胚胎中

发现了 m tDNA。 1990年 Desjard ins和 Morais
[ 1 ]
以家

鸡为材料,将 m tDNA全长 161775 kb个碱基全部测

出,像其它的脊椎动物 m tDNA一样包含 13个蛋白

质基因、2个 rRNA基因和 22个 tRNA基因。目前

已经获得多种鸟类 mtDNA的全序列,并利用m tDNA

基因作为分子标记,在鸟类研究中的得到广泛应用。

1 鸟类 m tDNA的结构特点

鸟类 m tDNA基因组长度为 1613 ~ 2315 kb
[ 2 ]

,

序列编排高度简洁, 无内含子和转座因子, 除 1 ~

2 kb的非编码区外, 整个基因组都有编码功能
[ 3]
。

mtDNA为共价闭合双链环状 DNA分子, 一条为重

链 (H链 ), 一条为轻链 ( L链 ) , H 链含有较多的鸟

嘌呤 ( G ),而 L链则含有较多的胞嘧啶 ( C)。线粒

体 DNA基因组是由 37个基因和一段长度可变的非

编码区 (控制区 )组成。 37个基因分别是: 2个

rRNA基因 ( 12S rRNA和 16S rRNA ), 22个 tRNA基

因和 13个蛋白质基因,主要编码氧化磷酸化反应中

与电子传递和氧化磷酸化有关的酶和蛋白, 分别为

细胞色素氧化酶亚基 Ñ、Ò 、Ó ( Co1、Co2和 Co3 ),

细胞色素 b ( cy-t b) , ATP合成酶 6、8 ( ATPase6和

ATPase8) , NADH 脱氢酶亚基 1-6 ( ND1-6 )和 4L

( ND4L)。mtDNA控制区是一个重要的非编码区,

即含有串联重复序列的控制区 ( contro l reg ion) , 负

责调控重链和轻链的转录。

鸟类 m tDNA与其它脊椎动物相比,还存在着自

身的结构特点。首先,鸟类 Cy tb基因和ND 5是连续
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的,他们之间仅被少数几个核苷酸所分开,而在哺乳

动物中, Cy tb和 ND 5基因是

由 tRNA
G lu
和 ND6间隔开的。其次, 在鸟类

m tDNA基因组中, 缺少其它脊椎动物在 tRNA
cys
和

tRNA
A sn
基因之间相当于轻链复制起始的结构

[ 4 ]
。

其次, 鸟类的细胞色素 c氧化酶的亚单位 CO I的起

始密码子是 GTG, 而不是 ATG
[ 3]
。最后, 鸟类 mtD-

NA由于发生基因重排,而使得 m tDNA的基因位置

不尽相同,尽管基因重排在其它脊椎动物中也有出

现,但鸟类表现的更加突出
[ 5 ]
。基因重排主要发生

在细胞色素 b( cy-t b)和 12S rRNA基因之间。在多

数的鸟类 cy-t b和 12S rRNA之间的基因顺序: cy-t b

y tRNA-Thry tRNA-Pro y NADH6 y tRNA-G lu y

contro l reg iony tRNA-Phey 12S rRNA。目前已发现

鴷形目啄木鸟科 ( p icidae), 隼形目 ( Falconifo rmes) ,

鹃形目杜鹃科 ( cuculidae), 雀形目亚鸣禽亚目 ( sub-

osc ines)以及鸣禽亚目柳莺属 ( phy lloscopus)中存在

一种新的顺序: cy-t by tRNA-Thry contro l reg iony
tRNA-Proy NADH 6y tRNA-G luy non-cod ing reg ion

y tRNA-Phey 12S rRNA
[ 6 ]
。上述鸟类的 m tDNA除

发生重排外,其中还多了一段非编码区 ( non-cod ing

reg ion, NC ), 而该段非编码区与控制区 ( contro l re-

gion)有较高的同源性,推测其源于控制区
[ 6]

, S ingh

等
[ 7]
甚至发现芦莺 (Acrocephalus scirpaceus )和黑头

莺 ( Sy lvia atricap illa )的 mtDNA中有 2个完全相同

的控制区序列,为 NC源于控制区提供一定证据。

2 鸟类 m tDNA作为分子标记的特点

211 母性遗传

哺乳动物合子的细胞质几乎全部来自雌性配

子, m tDNA通过卵子的细胞质传到下一代,所以,一

个母系祖先的后代具有相同的 m tDNA类型。当然,

并不排除极低机率有精子 m tDNA进入卵子而发生

父系渗入,可能引起个体内 m tDNA异质性和双亲遗

传现象,但这种几率很低。H echt
[ 8]
认为卵母细胞或

早期胚胎中可能存在抑制精子 m tDNA复制的特殊

机制。鉴于此,动物 m tDNA的母系遗传方式似乎是

必然的。母系遗传便于遗传分析, 一个个体就能代

表一个母系群体的遗传结构,可以减少鸟类研究采

样数量。母系遗传方式还决定 m tDNA通常不发生

重组,这样便于对遗传问题的分析。最近也有鸟类

mtDNA发生重组的报道, 但研究发现, m tDNA发生

重组不影响对群体遗传多样性的评估
[ 9 ]
。

212 独特的密码特性

mtDNA的遗传密码、反密码子及密码识别机制

与通常核编码规律有所不同。在密码识别上, 编码

同一种氨基酸的密码组由同一 tRNA识别。线粒体

自身的 22个 tRNA就足以识别 m tDNA的所有基因。

因此, m tDNA的复制和转录具有很大的独立性, 它

可以编码合成一些自身结构和组织的蛋白质, 以及

细胞内分子进行呼吸的许多蛋白质, 同时其调控又

受细胞核支配。

213 进化速度快,无组织特异性

mtDNA进化速率比典型的单拷贝核 DNA序列

要快 5~ 10倍
[ 10]
。其主要进化方式为碱基代换, 包

括转换和颠换, 少发生基因重排。这是因为动物

mtDNA复制酶 C-多聚酶不具备校对能力, 碱基误配

率高,并且缺乏修复机制; m tDNA代增时间短, 快速

增殖为突变提供了更多的机会; m tDNA无核蛋白保

护, 易受代谢中产物诱变而发生突变; m tDNA的选

择压力小,因而突变容易固定下来。鸟类中,不同组

织细胞的 m tDNA具有高度的均一性, 无组织特异

性。因此,对任何组织取样进行 m tDNA研究, 研究

结果完全代表此个体的遗传特征。这一特点便于对

不同个体间的遗传差异进行研究, 并且可以根据研

究的对象不同选择不同的部位 m tDNA作为标记。

这些特性使得 mtDNA成为进行鸟类研究的最适遗

传标记之一
[ 11]
。

214 便于非损伤性取样

细胞内线粒体有 1 000~ 10 000个拷贝, m tDNA

易从组织中分离提纯,试验技术简单、方便。随着分

子生物学技术的发展, 正在不断拓宽 m tDNA的来

源。非损伤性取样既能满足研究的要求,又可以达

到保护的目的,因此目前受到国内外的青睐
[ 12]
。目

前, 人们可以利用毛发、博物馆皮张标本、乙醇或福

尔马林浸泡的标本、石蜡包埋的组织、骨骼、木乃伊、

化石、甚至动物粪便和尿液等材料提取 m tDNA, 并

扩增出特定的 m tDNA片段用于序列分析
[ 13]
。这种

特性为一些种类的历史分化、系统发生问题进行研

究提供了有效途径。英国牛津大学的科学家最近绘

制出了两种恐鸟的线粒体基因组图谱,这是人类首
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次绘出一种已经灭绝的动物的线粒体全基因组图

谱。恐鸟是已知鸟类中体型最大的平胸鸟, 与恐鸟

血缘相近的平胸鸟还有同样已经灭绝的马达加斯加

象鸟。牛津大学的科学家从两种恐鸟的化石骨骼中

提取出 m tDNA进行测序, 绘出了线粒体基因组图

谱。此外,他们还对马达加斯加象鸟的部分线粒体

进行了测序。

3 m tDNA作为分子标记的研究现状

m tDNA的不同序列进化速率不同, 各种基因广

泛应用于鸟类的不同研究领域,另外,非损伤性取样

技术的应用极大拓宽了其研究范围,目前主要有 4

个方面。

311 种间系统发生关系及分类上的研究

m tDNA在系统发生学及分类学上发挥着巨大

作用。根据种间的 mtDNA的多态性分析,可以推算

出系统发生学上的亲缘关系,从而为经典的形态学

上难以确定的分类关系提供有价值的线索。一般认

为,群体内 m tDNA歧异程度越大, 则群体年龄越大,

群体中最大的 m tDNA歧异发生的时间就代表了群

体所属种的形成。种间 m tDNA歧异程度越小说明

亲缘关系越近; 种间 m tDNA歧异程度越大,说明亲

缘关系越远。利用 mtDNA对系统发生学及分类学

进行研究的体系已经较成熟,可根据研究的对象与

目的, 选择适当的基因或其他 DNA区域, 测定目标

DNA片段的序列。对于近缘物种的研究, 应选用进

化速度比较快的区域;对于远缘物种,则应选用相对

保守的区域。目前,可选择用来研究的 m tDNA片段

很多, 如 tRNA、12S rRNA、Cytb和控制区等。

tRNA基因作为新型分类标记在爬行动物中研

究得比较深入,近些年才被应用于鸟类系统发生学

及分类学。绝大多数鸟类线粒体基因组均包含 22

个 tRNA基因, 作为古老而具有多功能的分子, tRNA

含有生命早期的痕迹, 不但 tRNA基因的一级序列

含有多态性,而且 tRNA基因的二级结构带有剪切

信号, 可标记某些多顺反子,为在分子水平上研究种

群遗传学和进化遗传学提供了理想的分子标记
[ 14 ]
。

2004年,王翔等
[ 15]
利用 PCR方法扩增 13个猛禽类

物种线粒体基因组中 3个主要的 tRNA基因簇: IQM

( tRNA Ile- tRNAG ln- tRNAM et )、WANCY ( tRNAT rp-

tRNAA la- tRNAAsn-tRNACys- tRNATyr) 和 HSL [ tR-

NAH is-tRNASer( AGY)- tRNALeu( CUN) ], 测序后并

且结合 GenBank已登录的游隼和普通鵟相应序列,

探讨猛禽类共 15种鸟类的分子系统分化。同年, 王

翔等
[ 16]
利用相同的方法对雀科 9种鸟类进行了研

究, 构建了雀科 9种鸟类的系统发育树, 结果表明,

黄雀与其它物种关系较远; 亚科中灰头鹀与雀亚科

关系最近,而小鹀与三道眉草鹀比较特化,这与根据

二级结构特征得出的结论相吻合。

鸟类 12S rRNA是一个高度保守的基因片段,通

常被用于分子进化和系统发生的研究。 12S rRNA是

鸟类线粒体两种 rRNA中较小的一种,约 1 kb,为非

蛋白质编码基因。 1997年, Houde
[ 17]
通过对鹤形目

17种鸟类 12S rRNA的研究,阐述了鹤形目 17种鸟

类的系统发生及进化情况, 从而解决了鹤形目鸟类

中一些一直有争议的问题。 2000年, 姜海英等
[ 18]

首次对鹟科 ( M usc icap idae )画眉亚科 3种鸟: 画眉

( Garrulax canorus)、红嘴相思鸟 (L eiothrix lutea )、棕

头雅雀 ( P aradoxorn is w ebbiana )和鸫亚科的乌鸫

(Turd inae m erula )m tDNA 的 12S rRNA基因片段的

DNA序列进行了测定, 与北美画眉亚科弯嘴鹛属

(P omatostomus)的灰冠弯嘴鹛 ( P1temporalis )同源序

列进行分析比较并构建分子进化树, 试验结果与传

统形态学论述存在一定的差异, 与同工酶研究结果

相同。

鸟类 m tDNA细胞色素 b基因在系统进化和分

类研究上有较强的适用性, 一段较小的基因片段可

能就包含着从种内到种间乃至科间的进化遗传信

息, 且进化速度适中,已在不少鸟类类群的系统进化

和分类研究中得到了有效应用。 2003年, 李明

等
[ 19]
利用 N J法和最大简约法分析了鹳形目鸟类

977 bp的 mtDNA细胞色素 b基因的部分序列,以期

从 DNA水平上阐明朱鹮的系统地位。结果两种方

法得到了不同的结果, N J法分析得出的结果与 DNA

杂交分析结果一致, 即 (鹮科, 鹭科 ), 鹳科; 而最大

简约法分析的结果则与形态学结果一致,即 (鹭科,

鹳科 ) ,鹮 )。She ldon等
[ 20]
通过对燕科 17种鸟类的

Cytb序列分析, 并与 DNA分子杂交的结果相比较,

得到了一致的燕科鸟类的系统发育关系。 2004年,

张保卫等
[ 21]
通过分析 m tDNA细胞色素 b基因的序

列, 并重建鳽亚科的系统发生,鉴于黑鳽的分类归属
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一直未能有定论,因此,在研究结果基础上探讨黑鳽

的分类归属。He lm-Bychow ski等
[ 22 ]
对鸣禽类 3科

鸟类 Cy-t b序列的比较结果显示, 风鸟科与园丁鸟

科相比更接近鸦科。 2001年, 李庆伟等
[ 23]
研究了

隼形目鹰科 4种鸟类线粒体 DNA细胞色素 b基因

的序列差异,构建了这 4种鸟类的分子系统树, 结果

与化石资料和形态学研究结果相吻合。 Salzburger

等
[ 24]
应用 cy-t b序列研究了青山雀 (Parus caeru le-

us)的系统关系,认为现存的青山雀应分为两个独立

的种, 即亚欧青山雀 (P arus caeruleus)和非洲青山雀

(Parus teneriffae )。以上这些都说明鸟类线粒体

DNA细胞色素 b基因在解决近缘分类单元的系统

关系方面是最可信的分子标记之一。

m tDNA控制区在系统发生学及分类学上尽管

没有细胞色素 b基因应用广泛,但是也发挥着重要

的作用。 2002年, P itra等
[ 25]
通过对鸨科物种的控

制区、Cy tb和核基因 CHD的研究, 研究了鸨科的起

源及进化的问题, 并对鸨科 11个属的 27个种的系

统发育问题进行了分析。尚玥
[ 26]
采用测序的方法

分析了 4种雉科 ( phasianidae)鸟类的 m tDNA的控

制区 415 bp基因序列, 研究了 4种鸟类的遗传距

离,估算了产生分歧的时间,建立了系统树。研究结

果显示,在雉科系统发生中, 雉属与山鹑属是近缘

属;或者环颈雉与斑翅山鹑的分化较晚, 关系密切,

这个结论与前人得出的斑翅山鹑称为小雉的结论

吻合。

312 鸟类分子钟上的应用

m tDNA在鸟类分子钟上的应用是目前其他分

子标记不可替代的。所谓进化的分子钟是指将分子

系统学研究与古生物学资料相结合而建立起来的,

用于推论生命史上进化事件发生的时间表。分子进

化速率是相对恒定的, 分子进化改变量 (替换数或

替换百分率 )与分子进化时间成正比。因此可以通

过 m tDNA的分子改变量估测进化的时间。通常用

分子钟来推知两个物种在进化历史中发生分歧的时

间。1965年 Zuckerkand l和 Pauling
[ 27]
首次提出了

氨基酸序列和基因序列内积累着类似于钟表的变异

模式, 可以通过这个模式来推算历史生物事件发生

的时间。1979年, Brow n等
[ 28]
研究发现动物具有普

遍一致的分子钟,并且推算出线粒体分子钟的进化

速度是 100万年产生 2%的序列变异。此后, 很多

科学家利用线粒体分子钟对鸟类历史生物事件进行

了研究,如评估鸟类某一进化分枝产生变异的频率

和进化的时间
[ 29, 30 ]

;计算生物群体历史上被自然选

择的时间
[ 31]

; 研究冰河时期对物种形成的影

响等
[ 32]
。

随着 m tDNA在鸟类分子钟上的深入研究,近些

年, 很多科学家对线粒体分子钟的准确率产生了怀

疑。因为通过研究发现很多种鸟类的线粒体分子钟

偏离了 100万年产生 2%的序列变异
[ 33~ 36]

;不同基

因片段的演化速率有快有慢, 有的用细胞色素 b作

为分子标记,有的用控制区等,这就影响了分子钟的

准确度
[ 37]
。有的研究还显示鸟类近 100万年的进

化速度快于近 100万年前的进化速度
[ 38]

; 还有人认

为, 由于回复突变等影响,分子钟对于研究古老历史

不如用近代的分析方法更为有效等
[ 39 ]

,这都给分子

钟的应用带来问题。一些科学家用化石记载年代明

确的物种来校正基因片段分子钟, 然后用于计算进

化时间来提高分子钟的准确性
[ 40]

, 但不是所有鸟类

物种都能找到化石记载对线粒体分子钟进行校正。

尽管目前存在很多问题,但是,仅粗略估算鸟类历史

进化时间, m tDNA也是目前其它分子标记不可替

代的。

313 地理分布区的推断研究

由于历史原因、地理变化和人为作用,很可能对

现有种群产生很大影响。从目前的种群现状只能看

出这些影响的结果,并不能分析具体历史事件以及

其发生的时间。要对历史进化过程中的进化事件进

行研究,就必须通过两个阶段取样,比较结果。通常

一方面对现在的研究对象进行取样, 另一方面对历

史的样本进行取样,通常的方式为取博物馆或化石

样本。对种群现状产生影响的因素很多,如选择、突

变、近亲交配、瓶颈作用等等, 但是影响最大的是瓶

颈作用。分子生物学已经证实瓶颈作用对群体影响

大, 不但严重影响哈德伯格平衡, 而且将会降低整个

群体的遗传多样性。因此目前对种群历史瓶颈研究

得较多。 1999年, G lenn等
[ 41]
对美洲鹤的历史瓶颈

作用进行了研究。这是一个曾经经历过严重的瓶颈

作用的群体, 1938年这个群体只有 14个成体存活

下来。对历史瓶颈作用前、中和现存群体 m tDNA的
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控制区 415 bp基因序列进行分析显示, 153个历史

瓶颈作用前的样本仅 10个样本有扩增产物,产生了

10个单元型, 而现存群体只表现出 1个单元型, 并

且认为这个单元型是历史瓶颈作用前的低频率单元

型,结合其他数据估计,现存群体保留的单元型低于

历史瓶颈作用前的三分之一。 2004年, T iesemann

等
[ 42]
对欧绒鸭 ( Somateriamollissima )历史上受到冰

河作用的选择进行了研究。通过对欧洲 11个繁殖

种群的 175只欧绒鸭 m tDNA的控制区及 5个微卫

星的研究,发现波罗的海种群最接近祖先种群;冰河

作用后,欧绒鸭由经北海和法罗群岛向冰岛逐步发

展,近期长距离扩散受到了限制。

314 种群遗传多样性的研究

通常所说的遗传多样性是种内不同种群之间或

一个种群内不同的个体的遗传变异。动物的遗传多

样性是保护生物学保护的实质,因此,对濒危鸟类的

遗传多样性的研究一直受到关注。通过 m tDNA对

鸟类进行遗传多样性研究主要有两种方式: 一种是

对 m tDNA用限制性内切酶进行酶切 ( RFLP) ,对酶

切结果的多样性进行研究;另一种是对 m tDNA的某

一基因或某一片段进行测序分析。利用 RFLP对鸟

类 m tDNA的遗传多样性研究在测序技术没有出现

以及没有成熟阶段发挥着巨大作用
[ 43, 44]

。目前随

着测序技术的不断成熟和成本的降低,对 mtDNA进

行测序分析正在逐步代替 RFLP分析。种群遗传多

样性的研究主要包括两大类:种内不同种群之间的

遗传多样性比较;一个种群内不同的个体的多样性

研究。

不同种群之间的遗传多样性研究得较多, 因为

这样的研究能在很大程度上了解物种的现状, 有利

于建立科学的保护措施。 2000年, P itra等
[ 45]
运用了

多个 mtDNA片段,对欧洲大鸨的 6个繁殖地的系统

分化及多样性进行了研究。 2004年, Idaghdour等
[ 46]

研究了分布于北非大西洋海岸的波斑鸨 ( Ch lamydo-

tis undulata)的遗传多样性。通过对波斑鸨 3个亚

种 ( C. u. fuertaventurae, C. u. undulata和 C. u. mac-

queenii) 73个个体 m tDNA的控制区 854 bp的序列分

析显示, C. u. undulata的遗传多样性最高, C. u. fuer-

taventurae遗传多样性最低; C. u. macqu-een ii介于两

者之间。估计 C. u. fuertaventurae和 C. u. undulata

是亚种 C. u. macqueenii分化而来的, 并估算了分化

的时间。笔者于 2007年对大鸨两个亚种及大鸨两

个亚种下多个种群的遗传多样性进行比较, 研究发

现东方亚种的遗传多样性都明显低于指名亚种, 甚

至低于 M adrid种群
[ 47]
。 1993 年, Quinn和 W i-l

son
[ 48 ]
对雪雁控制区 178 bp片段进行研究, 发现了

雪雁的两个分支在历史上的基因流关系,与基因组

RFLP的分析结果是一致的。

一个种群内不同个体的遗传变异标志着这个种

群的进化潜力。单独对一个种群内的个体进行研究

一般是为了研究种群内细微的遗传现象,或者是研

究被隔离的种群。例如, 2001年 Martin等
[ 49 ]
研究

了西班牙中部大鸨 11个求偶场的微地理尺度上的

种群遗传结构与迁移方式。 B roderick等
[ 50]
通过

mtDNA片段对摩洛哥大鸨种群遗传多样性进行了

研究,发现这个种群与其他种群基因流较低。

4 结语
mtDNA分子标记因其众多优点而在鸟类研究

中得到越来越多的应用, 使人们对鸟类进化和保护

的认识更具客观性。因所含基因有各自特点, 在应

用时根据研究对象选取不同基因, 如鸟类种以上研

究多选取 tRNA、12S rRNA等基因, 种群研究多选取

控制区。随着 m tDNA标记研究的不断深入、方法不

断拓展、技术日趋完善和统计分析的飞速发展,必将

在鸟类各领域的研究中得到更广泛的应用。
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