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从 12S r RNA基因序列探讨 8种鳄类的系统学关系3
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摘　要　测得扬子鳄 ( A lligator sinensis) 和暹罗鳄 ( Crocodylus siamensis) 的 mtDNA 12S rRNA基因片段的部分

序列 , 与 GenBank中的 2种鳄及文献中 4种鳄的 12S rRNA基因相应片段 , 经比对后构建系统树。其结果显示 ,

现存鳄类为单系起源 , 可划分为 3个科 , 即 : 鳄科、食鱼鳄科和假食鱼鳄科。食鱼鳄与假食鱼鳄亲缘关系较近 ,

支持将假食鱼鳄作为食鱼鳄科的一个属 , 与以形态学为基础的研究结果不同。在钝吻鳄科中 , 扬子鳄与凯门鳄

亲缘关系较远 , 而与密西西比鳄的亲缘关系虽较近 , 但它们的确存在很多差异 , 两者 12S rRNA基因序列差异达

12112 % , 碱基的颠换数为 9。在基于碱基转换和颠换的 NJ 系统树及仅基于碱基颠换的 NJ 系统树中 , 前者支持

扬子鳄与密河鳄间的亲缘关系较近 , 而后者支持扬子鳄与凯门鳄间的亲缘关系较近 , 说明扬子鳄与密河鳄间亲

缘关系是值得研究的问题。因本文仅根据 12S rRNA基因部分序列来进行分析的 , 尚需进一步研究。
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　　世界鳄类现存仅 23 种 , 但在分类上却较为混

乱。主 要 观 点 有 : ①认 为 它 们 隶 属 鳄 目

(Crocodylia) 鳄科 ( Crocodylidae) 三个不同的亚

科 : 钝 吻 鳄 亚 科 ( Alligatorinae ) 、鳄 亚 科
(Crocodylinae) 和食鱼鳄亚科 ( Gavialinae) , 假食鱼

鳄为鳄亚科中的一个属即假食鱼鳄属 ( Tomistoma ) ,

钝吻鳄科有钝吻鳄属 ( A lligator) (鼍属) 和凯门

鳄属 ( Cai m an ) 等 (Alderton , 1991) ; ②认为它

们应分别都提升为科 , 即钝吻鳄科 (Alligatoridae) 、

鳄科 (Crocodylidae) 和食鱼鳄科 ( Gavialidae) , 假

食鱼鳄作为鳄科中的一个属 ( Wermuth , 1953) ;

③在第二种观点的基础上 , 有人将假食鱼鳄并入食

鱼鳄科 ; ④有的学者将鳄目分成二个科 , 即食鱼鳄

科和鳄科 , 鳄科中分为鳄亚科和钝吻鳄亚科 (鼍亚

科) (张孟闻等 , 1998) ; 以上的分类观点各不一

致。

钝吻鳄属现仅存扬子鳄 ( A lligator sinensis) 和

密河鳄 ( A lligator mississi ppiensis ) 两种。Fauval

(1897) 发现扬子鳄和鳄属有很大差异 , 与钝吻鳄

属接近 , 将其列入钝吻鳄属中 , 并命名而公之于世

( Fauvel , 1879) 。此后 , 尽管很多学者对此提出过

疑问 , 但其分类地位则一直未变。鉴于扬子鳄与同

属的密河鳄在头骨等骨骼特点上存在较大的差异

(Deraniyagala , 1947 ; Mook , 1921) , Deraniyagala

(1947) 年建议成立新属 Caigator , 后来 , 他又撰

文对扬子鳄属的分类作了进一步的肯定 , 但一直未

被学术界接受 ; 组织学研究结果同样也表明 , 扬子

鳄和密河鳄在很多方面存在明显的差异 (陈壁辉

等 , 1989 ; 1991 ; 吴孝兵等 , 1993) ; 有些学者运

用了染色体组型 (Cohen et al . , 1970) 、生化和免

疫学技术等研究手段 (Densmore , 1983) , 对扬子

鳄、密西西比鳄及其它鳄类的系统关系作过比较研

究 , 但意见不一 ; 莫鑫泉等 (1991) 用 DNA2DNA

分子杂交的方法研究了扬子鳄、密河鳄、暹罗鳄
( Crocodyl us siamensis ) 和湾鳄 ( Crocodyl us poro2
sus) 四种鳄的亲缘关系 , 得出了扬子鳄与密河鳄

的亲缘关系较远的结论 , 这对扬子鳄和密河鳄间的

分类关系又一次提出挑战 ; 陈壁辉 (1993) 亦综合

前人的研究结果和头骨测量数据的分析 , 对扬子鳄

的属名问题提出疑问。

现代分子生物学技术已越来越多地应用于物种

间亲缘关系分析。12S rRNA基因是线粒体基因组



的基因之一 , 在进化上较为保守 , 通常被用于分子

进化和系统发生的研究 ( Knight et al . , 1994 ;

Gastey ,1992 ; Honda ,1999 ; Medina et al . , 2000) 。

在鳄类亲缘关系研究中 , Aggarwal等 (1994) 研究

了 18种鳄 Bkm探针的指纹图谱 , 分析了其属间的

亲缘关系 ; Gastey (1992) 以 12S rRNA 基因序列

为基础分析了 4种鳄亲缘关系 , 但均未对扬子鳄的

分类问题进行过探讨。本文拟通过 12S rRNA基因

的序列分析 , 对扬子鳄与密河鳄等的系统关系进行

研究。

1　材料与方法

111　材料

用于测序的扬子鳄 3个个体 , 2 ♂, 1♀, 均来

自安徽省扬子鳄繁殖研究中心 , 取肌肉或肝脏 , 于

- 20℃冻存待用 ; 暹罗鳄 2个个体 , 均为雄性 , 来

自南京红山动物园 , 取肌肉冻存于 - 20℃中待用。

112　方法

11211　DNA提取和 PCR扩增　根据 Sambrook等

方法 , 从冻存样品中提取总 DNA。扩增 12S rRNA

基因片段的引物为 L1091 : 5′2AAACTGGGA TTA2
GA TACCCCAC TA T23′ (删去原引物 5′端 10 bp)

和 H1478 : 5′2GA GGGTGACGGGCGGTGTGT23′

( Kocher 等 , 1990) 。12S rRNA 基因片段的 PCR

循环参数如下 : 95℃预变性 4 min , 95℃ 40 s ,

57℃40 s , 72℃ 40 s , 循环数为 30 ; 循环结束后

72℃延伸 5 min。

11212 　DNA 序列测定 　用 AB I 310 遗传分析仪

( Perkin Elmer 公司) 测序 , 测序试剂为该公司的

AB I PrismTM BigDyeTM Terminator Cycle Sepuencing

Ready Reaction Kit。对所测的样品进行双向测序。

将测得的序列连同从 GenBank 中查得的密河鳄

(accession No. Y13113) 及美洲鳄 ( Crocodyl us acu2
t us) (accession No. U95670) 的 12S rRNA基因的相

应序列进行比对。用 MEGA软件中基于 Kimura双

参数模型中的邻接法 ( neighbor2joining) , 以乌龟

( Chinem ys reevesii) 作外群 , 构建 8种鳄的分子系

统树。

2　结　果

211　12S r RNA基因片段

本实验共得到扬子鳄和暹罗鳄的 mtDNA 12S

rRNA 基因序列长度分别为 398 bp 和 402 bp ,

DNA序列已送 GenBank (accession No. AF237577 ,

AF237578) 。所测定扬子鳄 3个个体和暹罗鳄 2个

个体的该 DNA序列均为一致 , 没有变异 ; 将序列

与 GenBank 中获得的密河鳄和美洲鳄的相应序列

进行比对位排列后 , 得到 410 bp 的同源序列 , 其

中多态位点 118个 , 占总位点数的 28178 % , 同时

从 Gatesy ( 1992 ) 的文中获得了四种鳄的 12S

rRNA基因相应序列进行分析 , 得到同源序列约

281 bp , 在上述 8 种鳄中 , 共有多态位点 108 个 ,

占总位点数的 38143 %。

经分析 , 钝吻鳄属的扬子鳄与密河鳄的碱基差

异达 12112 % , 碱基的颠换数和转换数分别为 23

和 9 (表 1) ; 而鳄属的暹罗鳄与美洲鳄的碱基差异

仅为 5122 % , 碱基的颠换数和转换数分别为 13和

1 ; 古巴鳄 ( Crocodyl us rhombif er) 与暹罗鳄、美

洲鳄碱基差异仅分别为 4112 %和 1112 % , 碱基的

颠换数分别为 10和 3 , 转换数分别为 1和 0 ; 食鱼

鳄与假食鱼鳄间的碱基差异为 5160 % , 碱基的颠

换数和转换数分别为 12和 3。

表 1　8种鳄间的 12S rRNA 281 bp序列替代 (转换/颠换) (对角线以上) 及碱基差异百分比 (对角线以下)

Table 1　Numbers of transition/ transversion ( above diagonal) and percentage of difference ( below

diagonal) for 12S rRNA gene fragment sequences

OTUS 1 2 3 4 5 6 7 8

1. 凯门鳄 Cai man crocodil us 38/ 26 32/ 28 43/ 26 39/ 15 38/ 10 45/ 27 40/ 26

2. 古巴鳄 C. rhombif er 24171 17/ 15 14/ 16 30/ 25 30/ 22 10/ 1 3/ 0

3. 食鱼鳄 G. gangeticus 23144 12131 12/ 3 26/ 24 25/ 23 22/ 16 19/ 15

4. 假食鱼鳄 T . schlegelii 26195 11154 5160 31/ 22 35/ 21 15/ 17 16/ 16

5. 密河鳄 A . mississippiensis 20161 20191 18159 20146 23/ 9 34/ 26 32/ 25

6. 杨子鳄 A . si nensis 18132 19185 18160 21171 12112 35/ 23 32/ 22

7. 暹罗鳄 C. siamensis 27180 4112 14156 12126 22181 22114 13/ 1

8. 美洲鳄 C. acut us 25148 1112 13103 12126 21167 20161 5122
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图 1　基于碱基转换和颠换的 Kimura双参数模型 , 用 NJ法构建的鳄类 12S rRNA基因的分子系统树

Fig. 1 　Phylogenetic tree ( by transition and transivertion) inferred from partial mitochondrial

12S rRNA gene sequences of 8 crocodiles and 1 outgroups using NJ method

with Kimura 22parameter distance

分支上方的数字为自引导值来自 1 000个复制品 (Bootstrap values derived from 1 000

replication were indicated above branches)

图 2　基于碱基颠换的 Kimura双参数模型 , 用 NJ法构建的鳄类 12S rRNA基因的分子系统树

Fig. 2 　Phylogenetic tree inferred ( only by transvertion) from partial mitochondrial 12S rRNA gene sequences

of 8 crocodiles and 1 outgroups using NJ method with Kimura 22parameter distance

分支上方的数字为自引导值来自 1 000个复制品 (Bootstrap values derived from 1 000

replication were indicated above branches)

212 系统树的构建

在对以上物种的 DNA序列构建系统树时 , 考

虑到龟类与鳄类的亲缘关系较近 ( Hedges et al . ,

1999) , 故选取乌龟 ( Chinem ys reevesii ) 作外群 ,

序列来自 GenBank (accession No. AF04338) , 在考

虑所有碱基替代 (转换 +颠换) 条件下 , 利用 NJ

法构建系统树结果见图 1 ; 如果在仅考虑颠换的条

件下 , 用 NJ 法构建的系统树结果见图 2。

从 12S rRNA 基因序列构建系统树的结果来

看 , 8种鳄可分为二大支 , 食鱼鳄科的食鱼鳄和鳄

科的假食鱼鳄与鳄科的其它鳄类组成为一支 , 自引

导值为 51 % , 而支持食鱼鳄和假食鱼鳄聚为一起

的自举检验值为 97 % ; 其中鳄属中的古巴鳄与美

洲鳄亲缘关系较近 ; 钝吻鳄科的密河鳄和扬子鳄及

凯门鳄聚为一支 , 但在仅考虑颠换的条件下 , 扬子

鳄与凯门鳄聚类后 , 再与密河鳄相聚 ; 但食鱼鳄和

假食鱼鳄仍聚在一起 , 且自引导值达 99 %。

3　讨　论

长颚鳄类的食鱼鳄和假食鱼鳄的系统关系存在

较大的争议。以前的研究主要有两种观点 , 一种是

基于形态学性状的研究 , 认为食鱼鳄是现存所有鳄

类的姐妹群 , 而假食鱼鳄是作为鳄科形成单系群的

一部分 ( Tarsitano et al . , 1989) ; 另一种是基于生

化证据如同功酶、免疫扩散实验、蛋白质指纹比较

及分子生物学证据如 RFL P、微卫星 DNA 指纹

(Densmore , 1983 ; Aggarwal et al . , 1994 ; Dens2
more et al . , 1989) , 认为食鱼鳄和假食鱼鳄与现

存鳄形成一姐妹群。在本文研究的 12S rRNA基因

序列的系统树中 , 现存鳄类为单系进化 , 假食鱼鳄

为代表鳄科的一个属 , 但它与食鱼鳄的分子系统关

系很近 , 支持它们聚为一支的自引导值达 97 % ,

而在仅考虑颠换条件下 , 支持它们聚为一支的引导

值达 99 % , 支持第二种观点 ; 但在本文中 , 两种

条件下的聚类都表明 , 食鱼鳄和假食鱼鳄并不是与
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其它的鳄类形成姐妹群 , 而仅与鳄科形成姐妹群 ,

它们形成的单系再与钝吻鳄科形成姐妹群。钝吻鳄

科中扬子鳄与密河鳄关系较近 , 支持传统的分类观

点。同时从支序图来看 , 食鱼鳄和假食鱼鳄聚为一

支后 , 再与鳄科的鳄属构成一姐妹群 , 而鳄科与食

鱼鳄科再与钝吻鳄科构成一姐妹群 , 所以 , 将钝吻

鳄科划为鳄科的一个亚科的观点 (张孟闻等 ,

1989) 本文不予支持 ; 食鱼鳄虽与假食鱼鳄聚为一

支 , 但两者碱基差异仅 5160 % , 从表 1 来分析 ,

这种差异仅在属间变异范围内 , 因此 , 从 12S

rRNA基因片段序列分析的角度 , 本文支持假食鱼

鳄是食鱼鳄科的一个属的观点 , 不支持将其提升为

假食鱼亚科 (张孟闻等 , 1989) 。在钝吻鳄科中 ,

扬子鳄与密河鳄聚在一起 , 两者间的亲缘关系较

近 , 而与凯门鳄的关系较远 ; 对扬子鳄头骨测量的

数据与密河鳄、眼镜鳄、骨喉鳄及湾鳄进行了比

较 , 发现扬子鳄与眼镜鳄的距离最近 , 而与密河鳄

距离较远 (陈壁辉 , 1993) , 与本文的结果有差距 ;

同时 DNA2DNA杂交重聚动力学表明 : 在扬子鳄、

密河鳄、湾鳄和暹罗鳄中 , 前两者亲缘关系最远 ,

而与暹罗鳄关系最近 (莫鑫泉等 , 1991) ; 本文得

出的结果与 DNA2DNA 杂交重聚动力学方法所得

到的结果截然不同 , 可能与不同的研究方法有关。

关于扬子鳄与密河鳄是否归于一属 , 在约一个

世 纪 前 就 已 提 出 疑 问 ( Mook , 1921 ) 。继

Bouglenger观察到扬子鳄与眼镜鳄相似的特征后 ,

Deraniyagala认为扬子鳄与眼镜鳄之间在头骨等特

征上存在 10个相似特征 , 而与密河鳄仅有 2 个相

似特征 , 并在 1947年和 1951年先后两次提出将扬

子鳄独立成为一属 : Caigator 属 ( Deraniyagala ,

1947) , 这种观点一直未引起足够重视 , 但是扬子

鳄和密河鳄之间的差异的确存在。从背腺和舌腺的

功能来看 , 扬子鳄成体中背腺退化 , 而密河鳄成体

具有背腺 , 扬子鳄舌腺具有泌盐功能 , 而密河鳄虽

生活于淡咸水交界处 , 但并无泌盐功能 (陈壁辉

等 , 1991 ; 陈壁辉 , 1989) , 这表明扬子鳄与密河

鳄在起源上可能存在一定的差异 ; 同时 , 在视觉器

官组织结构上 , 扬子鳄与密河鳄亦存在一定的差异

(吴孝兵等 , 1993) 。此外 , 扬子鳄与密河鳄染色体

的臂间倒位和互相易位造成染色体间显著的统计学

差异 (Cohen et al . , 1970) 。现代分子生物学的研

究亦显示了扬子鳄与密河鳄之间的差异性 , DNA2
DNA杂交的重聚动力学研究表明 , 扬子鳄与密河

鳄的关系 , 比隶属不同科的暹罗鳄和湾鳄距离还远

(莫鑫泉等 , 1991) 。尽管 Densmore (1983) 利用生

物化学和免疫学技术研究现存鳄亲缘关系时认为扬

子鳄与密河鳄关系较近 , 但他同时指出这两种鳄间

的蛋白质的相似性较同属其它种间的同源性要小 ;

这实际上同样说明了扬子鳄与密河鳄虽被聚为一

支 , 但它们之间较大的差异是客观存在的。

从本文研究的 12S rRNA 基因序列结果来看 ,

扬子鳄与密河鳄之所以聚为一支 , 是因为它们之间

没有过渡的近缘物种的存在。从它们 mtDNA 的

12S rRNA 序列差异来看 , 两者碱基差异为

12112 % , 而鳄科鳄属的种间差异 , 古巴鳄和暹罗

鳄间差异为 4112 % , 与美洲鳄间差异为 1112 % ,

暹罗鳄与美洲鳄间差异为 5122 % , 远低于 12112 %

的差异率 ; 而鳄科属间的差异 , 如鳄属和假食鱼鳄

属间的碱基差异也仅为 12126 % , 与扬子鳄和密河

鳄的碱基差异率相当 ; 再从碱基的颠换数来看 , 属

内的颠换数为 : 古巴鳄与暹罗鳄的颠换数为 1 , 古

巴鳄与美洲鳄的颠换数为 0 , 暹罗鳄与美洲鳄的颠

换数为 1 , 而属间的颠换数为 : 眼镜鳄与扬子鳄的

颠换数为 10 , 而扬子鳄与密河鳄的颠换数为 9 , 所

以在仅基于颠换条件下 , 用 NJ 法聚类的结果中 ,

可看到扬子鳄和凯门鳄关系较扬子鳄和密河鳄的关

系更近 , 而且这一观点也得到了形态学证据的支

持。陈壁辉 (1993) 对扬子鳄头骨的测量数据与密

河鳄、眼镜鳄、骨喉鳄及湾鳄进行了比较 , 发现扬

子鳄与眼镜鳄的距离最近 , 而与密河鳄距离较远。

从以上 2种不同的结果来看 , 同为一属的扬子鳄与

密河鳄的系统学位置是值得进一步研究的。但我们

考虑到单纯从线粒体 DNA基因的序列来解决这一

问题尚存在不足之处 , 因此 , 还需更多的研究来进

一步证实和定论。

致谢　承蒙安徽师范大学生物系陈壁辉教授审阅文

稿、徐信荣先生帮助收集样品 , 特此一并致以衷心

的感谢 !
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外　文　摘　要 ( Abstract)

SYSTEMATIC RELATIONSHIPS OF 8 CROCODIL IAN SPECIES

SUGGESTED BY 12S r RNA GENE SEQUENCE3

WU Xiao2Bing①②　WAN G Yi2Quan①33　ZHOU Kai2Ya①　TON G Zong2Zhong①

N IE Ji2Shan③　WAN G Chao2Lin③　XIE Wan2Shu③

( ①Instit ute of Genetic Resources , N anji ng Normal U niversity , N anji ng　210097 , Chi na)

( ②College of L if e Sciences , A nhui Normal U niversity , W uhu　241000 , A nhui , Chi na)

( ③A nhui B reedi ng and Research Center of Chi nese A lligator , X uancheng　242034 , A nhui , Chi na)

The systematic relationship among crocodiles was the focus of study and debate during the past century ,

but a general consensus has not been reached yet . Two main issues were concerned : one was that false gharial

should be placed in Crocodilidae or Gavialidae , and the other , a t raditional explanation on the status of Chinese

alligator ( A lligator sinensis) is to place it in genus A lligator together with American alligator ( A lligator mis2
sissi ppinesis) . The controversy on this issue has arosed after it named , though it has not been under intensive

debate . In order to address these , the 12S ribosomal RNA gene fragment of Crocodiles (2 individuals) and 1 al2
ligator (2 individuals) were sequenced using AB I310 Genetic Analyzer , and aligned with published sequences of

6 crocodile species in this paper. The sequences were submitted to GenBank ( Accession No. AF237577 ,

AF237578) . When the turtle was used as an outgroup , crocodile were found to be a significant monophyletic

groups , Tomistom a schlegelii and Gavialis gangeticus was found as the extant sister taxa to all other living

Crocodylidae in NJ phylogenetic t ree , which is different f rom the hypothesis based on the morphological analy2
sis. Although , the NJ trees by transition and transivertion revealed closer relationship between A lligator sinen2
sis and A . mississi ppinesis (71 % confidence value) , the divergency between them also existed in morphology ,

biochemistry and molecular data. In this paper , the difference of 12S rRNA gene sequences reaches 12112 %

and 9 transvertions in Chinese alligator and American alligator. However , the phylogenetic t ree contributed on2
ly by transvertion from partial mitochondrial 12S rRNA gene sequences using NJ method showed the closer rela2
tionship between A . sinensis and C. crocodil us with a higher confidence value (85 %) , which the result is al2
so supported by some morphological characters. This preliminary research shows that the traditional view may

be challenged by molecular data. The authors hypothesize that the classification relationship between Chinese al2
ligator and American alligator should be studied with more molecular markers.

Key words　Crocodiles , 12S rRNA gene , DNA sequence , Molecular evolution
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