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摘要  在 4个中国梅花鹿(Cervus nippon)种群 45个样品的 335 bp线粒体 DNA控制区序列中, 共发现
25 个变异位点, 并定义了 8 种单元型. AMOVA 分析表明, 中国梅花鹿种群间出现了显著的遗传分化
(Φst = 0.744, P < 0.05), 但种群的遗传距离与地理距离间没有显著的相关性(P > 0.05). 系统进化关系分
析也显示了中国梅花鹿单倍型的系统地理格局与地理分布区或亚种划分之间不存在明显的相关性. 基
于最大似然法和最大简约法及最小跨度网络图的系统进化分析均表明单倍型聚类对应于中国、日本南

部和日本北部的 3个单系, 其中中国大陆种群和日本南部的梅花鹿之间亲缘关系较近, 与日本北部种群
则较远, 而中国台湾种群与中国东北和四川种群间的亲缘关系较近, 与华南种群较远.  
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梅花鹿(Cervus nippon)曾广泛分布于亚洲东北部, 
从西伯利亚的乌苏里江至越南北部, 包括朝鲜半岛、
中国大陆、台湾和日本, 记录有 13个亚种[1]. 化石记
录显示, 梅花鹿可能起源于晚上新世或早更新世, 它
们的祖先在更新世期间曾广泛分布于我国大部分地

区[2], 但自全新世后分布区急剧缩减. 由于大量的猎
捕和栖息地缩减 , 梅花鹿现仅存在于亚洲大陆和日
本的一些片段化生境中 [2,3]. 目前 , 我国已将梅花鹿
列为国家一级保护动物, 同时也已被CITES列为附录
I物种. 

历史上曾有 6个梅花鹿亚种生活在我国, 即四川
亚种 (C. n. sichuanicus, 主要分布于四川省和甘肃
省)、华南亚种(C. n. kopschi, 分布于安徽、江西、浙
江、河北、湖南、福建、广东与广西等省)、山西亚
种(C. n. grassianus, 分布于山西省)、华北亚种(C. n. 
mandarinus, 分布于河北省 )、台湾亚种 (C. n. 
taiouanus, 分布于台湾省)以及东北亚种(C. n. hortu-
lorum, 分布于东北地区)[2]. 目前其中的 3 个亚种(山
西亚种、华北亚种和台湾亚种)的野生种群已灭绝[4]. 
东北亚种虽有很大的饲养种群 , 但野生种群的数量
十分稀少 , 近几年在吉林省与俄罗斯交界处发现了
一个数量约 300 只的野生种群[5]. 台湾亚种曾经广泛
生活在西南部的海岸平原上 , 但是由于过度狩猎以
及栖息地大量转变与破坏, 种群急速衰退, 在 20 世
纪 60 年代后期野生种群灭绝[6]. 然而自 20 世纪 80

年代后实施野生梅花鹿圈养繁殖计划以来 , 在台湾
垦丁国家公园和绿岛的饲养种群数量分别恢复到约

200 和 200~250 只左右[6]. 而四川亚种和华南亚种目
前也仅仅分布在四川、甘肃、江西、安徽、浙江等省

一些小的隔离种群中[4]. 
近年来 , 关于日本梅花鹿的种群遗传结构已进

行了一些相关分子水平研究. 分子研究表明, 日本梅
花鹿分为两大支系, 分别为日本北部梅花鹿(北海道
和本州北部大部分地区)和日本南部梅花鹿(本州南
部的一部分, 九州及其周围的岛屿), 两大支系在本
州岛中部形成结合区 [7,8]. 研究还表明 , 分布于北海
道的梅花鹿种群至少有 6个母系支系, 显示了经历瓶
颈后重新定居过程 [3]. 另外, Tamate等人 [9]分析了日

本金华山梅花鹿隔离小种群的遗传变异 , 结果显示
虽然种群数量小 , 但具有相当高的遗传变异 . 而
Goodman等人[8]的研究则指出, 由于近期遗传漂变而
导致整个日本梅花鹿种群间存在着非常显著的遗传

多样性差异 , 同时表明有效种群数量与片段化生境
大小之间存在显著的相关性 , 但遗传多样性与片段
化生境大小之间相关性则不显著. 

尽管在形态学、行为学、生态学、保护生物学等

领域对中国梅花鹿进行了广泛的研究 , 但有关其种
群遗传结构和遗传多样性的研究报道甚少 . 虽然中
国作为梅花鹿的主要分布区和鹿类的进化中心 [10], 
但上述有关分子水平的研究并没有涉及日本以外的
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梅花鹿种群, 尤其是分布于中国的梅花鹿种群. 为进
一步说明中国梅花鹿的遗传现状 , 阐明梅花鹿的进
化历史 , 本研究利用线粒体面DNA控制区序列 , 分
析和探讨了中国梅花鹿种群的遗传多样性和遗传结

构、以及与日本梅花鹿种群的系统发生关系.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 样品采集和DNA提取.  从中国梅花鹿的 4

个种群中共采集了 45 个样品(图 1), 其中四川种群
(SC)有 10个骨头和 6个皮张样品, 华南种群(SHC)为
5个皮张和 1个血液样品, 东北种群(NEC)为 17个血
液样品, 台湾种群(TW)为 6个毛发样品. 表 1中的单
倍型CN6 引自文献[7], 样品来自华南种群. 本研究
结合了来自日本南部种群(SJ)与北部种群(NJ)的 171
个日本梅花鹿控制区序列(Control region)[3,7], 以期探
讨中国梅花鹿与日本梅花鹿之间的关系.  

 
图 1  中国梅花鹿目前分布及样品采集点 

 
用标准的蛋白酶K消化和酚/氯仿抽提的方法 [11]

提取血液和肌肉样品的DNA. 皮张样品的DNA提取
则参照饶刚等人[12]的方法. 骨骼样品先用 0.5 mol/L
的EDTA (pH 8.0)脱钙 , 余下的处理同皮张样品 [12]. 
为避免污染, 所有操作都设阴性对照.  

(ⅱ) 实验方法.  用于扩增梅花鹿 mtDNA 控制  

区 5′端序列的引物为LD5 (5′-AAGCCATAACCCC- 
ACTATCAA-3′) 和 HD8 (5′-TGGACGTAATGCGCT- 
ATGTA-3′)[3]. 所有扩增都在PTC-200 型DNA扩增仪
(MJ Research Inc)上进行. 反应总体积为 30 μL, 包括
模板DNA, 0.2 mmol/L dNTP, 2.0 mmol/L MgCl2, 10 
mmol/L Tris-HCl (pH 8.3), 50 mmol/L KCl, 两条引物
各 10 pmol, 1 U Taq酶(Promega). 反应程序为: 95℃
预变性 5 min; 95℃变性 30 s, 54℃复性 30 s, 72℃延伸
50 s, 35 次循环; 72℃延伸 7 min. 扩增产物用柱式
PCR产物纯化试剂盒或胶纯化试剂盒(上海华舜生物
工程有限公司)纯化. 纯化产物用引物LD5 进行测序. 
测序用PrismTM BigDye Terminator Ready Reaction试
剂盒(Applied Biosystem Inc), 在PTC-200型DNA扩增
仪 (MJ Research Inc)和 310 型全自动遗传分析仪
(Applied Biosystem Inc)上进行.  

(ⅲ) 数据分析.  序列结果用 Clustal X软件进行
比对, 并进行人工校对, 确定变异位点及单倍型. 所
有单倍型已登录 GenBank, 登录号为 AY465415~ 
AF465419, AY764391和 AY764392.  

用DnaSP软件 [13]计算各种群的核苷酸多样性

(nucleotide diversity, π )、单倍型多样性 (haplotype 
diversity, h). ARLEQUIN 2.0[14]用来分析分子变异

(analysis of molecular variance, AMOVA), 计算遗传
变异在种群内和种群间的分布及Φst值, 并用排列测
验法(permutation test)检验Φst的显著性(重复次数为
1000). 应用Mantel方法检验遗传距离与地理距离的
相关性[15]. 用MEGA 2.0 软件[16]中Kimura 双参数法
计算各种群间的遗传距离.  

为了探讨来自中国和日本梅花鹿间的系统发生

关系, 以梅花鹿的近缘种马鹿(C. elaphus)作为外类
群, 利用PAUP* 4.0b4a[17]中的最大似然法(maximum 
likelihood, ML)和最大简约法 (maximum parsimony, 
MP)重建分子系统发生树 , 并通过MODELTEST 
3.06[18]计算最大似然分析的最适合模型为TrN+G. 系 

 

表 1  本研究中的亚种(种群)、样品类型、样品数量、采样地点及单倍型 
亚种 样品类型 样品数量 采样地点 单倍型 

C. n. hortulorum(东北种群) 血液 17 吉林省 CN1, CN2, CN3, CN4 

C. n. sichuanicus(四川种群) 皮和骨 16 四川省 CN4 
C. n. kopschi(华南种群) 肌肉和骨 6 安徽和江西省 CN5 

  1 安徽省 CN6 
C. n. taiouanus(台湾种群) 毛发 6 台湾省 CN7, CN8 

 

www.scichina.com  293 



 
 
 
 
 
 
 

  第 51卷 第 3期  2006年 2月  论 文 

294   www.scichina.com 

统发生分析中 , 所有的插入或缺失作为缺失位点 , 
ML与MP分析的自引导值分别为 100 和 1000 次. 用
MINSPNET软件 [19]绘制单倍型的最小跨度网络图

(minimum spanning network, MSN), 因为在亲缘关系
比较近的种群中单倍型网络分析能更好的反映出它

们之间的系统发生关系[20]. 

2   结果 

2.1  控制区序列变异和遗传多样性 

在中国梅花鹿 4个种群的 45个样品mtDNA控制
区 5′端 335 bp的序列中, 共发现 25个变异位点, 包括
20 个转换和 5 个插入/缺失, 没有发现颠换, 并定义
了 7 种单倍型. 加上Nagata等人[7]报道的华南种群的

1 种单倍型(CN6), 中国梅花鹿 4 个种群中共发现 8
种单倍型(CN1-CN8)(表 1). 所有单倍型中频率最高
的为CN4, 分布在四川种群和东北种群. 东北种群的
17 个样品中有 4 种单倍型(CN1, CN2, CN3 和CN4), 
且CN4也是四川种群中惟一的单倍型. CN5和CN6仅
出现在华南种群中, 而CN7 和CN8 也只为台湾种群
所特有.  

结合 171个日本梅花鹿mtDNA控制区序列[7], 由
于串联重复单位的存在, 在 216 个序列比对后的 470 
bp中有 189个变异位点. 在 470 bp的序列中包括 7个
长度为 37~40 bp的串联重复单位 [7] , 其中重复单位
1∼4 为中国和日本梅花鹿种群共有, 在中国梅花鹿种
群中没有发现重复单位 5∼7, 在日本南部梅花鹿种群
中则缺失重复单位 5∼7或 6∼7, 而重复单位 7仅在日
本北部的一些种群中出现 . 为了避免重复单位对结
果产生偏差, 在随后的分析中排除重复单位 5∼7的序
列. 结果在 216 个序列中共定义了 25 种单倍型, 包 

括中国大陆种群 6种(CN1-CN6)、台湾种群 2种(CN7
和 CN8)、日本北部种群 11种(N1-N11)及日本南部种
群 8种(S1-S8).  

所有中国梅花鹿种群的单倍型多样性(h)范围为
0(四川种群)∼0684(东北种群)(表 2). 中国 8个单倍型
间的序列差异为 0.28%~4.85%(去除插入和缺失). 中
国大陆所有种群的核苷酸多样性(π)平均为 2.136%, 
但种群间的变异范围较大, 如四川种群为 0, 而东北
种群则达到 1.95%. 当把中国大陆的不同梅花鹿种群
合并作为一个单一种群, 与台湾种群、日本南部种群
以及北部种群比较 , 则发现日本南部种群具有最高
的单倍型多样性 , 而台湾种群的单倍型多样性最低
(表 2).  

2.2  中国梅花鹿的种群结构以及与日本梅花鹿的系
统进化关系 

分子变异分析(AMOVA)结果显示, 中国梅花鹿
种群内遗传变异占总变异的 25.6%, 而种群间遗传变
异占总变异的 74.4%, 且种群间具有较高的Φst
值[Φst = 0.744(0.694~1), P<0.05](表 3). 因此, 上述
数据表明中国梅花鹿种群间在线粒体水平上存在显

著的遗传分化 , 但遗传距离与地理距离间没有显著
的相关性(g = −0.4875, P>0.05). 

基于 MP 和 ML 的系统发生分析(图 2)与遗传变
异分析以及最小跨度网络分析(MSN)(图 3)的结果一
致. 来自中国、日本南部和日本北部的梅花鹿分别组
成单系, 并具有较高的自引导值, 表明在中国种群和
日本种群间存在明显的系统地理分布格局. 图 2 和 3
显示中国种群、日本南部种群和北部种群形成了 3个
不同的支系. 然而, 在中国种群这一支系中, 所有单
倍型的系统地理格局与地理分布区或亚种划分之间 

 
表 2  中国、日本南部和北部梅花鹿种群单倍型分布、频率和多态性(h±SD)以及核苷酸多态性(π) 

单倍型 
种群 

CN1 CN2 CN3 CN4 CN5 CN6 CN7 CN8
单倍型多态性(%) 核苷酸多态性(%) 

东北 3 3 9 2     0.684±0.096 0.0195 

四川    16     0 0 
华南     6 1   0.286±0.196 0.00173 

台湾       2 4 0.533±0.172 0.0016 
总计 3 3 9 18 6 1 2 4   

中国大陆         0.731±0.051 0.02136 
台湾         0.533±0.172 0.0016 

日本南部         0.916±0.06 0.0146 
日本北部         0.623±0.03 0.0035 
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表 3  中国梅花鹿各种群间的分化程度(ΦST)及遗传变异 
在各种群间/内的分布a)

 东北种群 四川种群 华南种群 台湾种群

东北种群     
四川种群 0.694*    
华南种群 0.718* 0.875*   
台湾种群 0.711* 1.000* 0.971*  
种群间 74.4 
种群内 25.6 

总体平均ΦST 0.744 
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a) * 示P< 0.05 

不存在明显的相关性(图 2). 结果还表明, 中国梅花
鹿单倍型的系统地理格局由 3部分组成, 即由四川、
东北和华南种群的 4 种单倍型(CN1, CN4, CN5 和
CN6)组成 Clade1, 来自台湾的单倍型(CN7 和 CN8)
形成 Clade2, 而 Clade3 则为东北种群的 2 种单倍型
(CN2和 CN3). 中国大陆和日本南部之间以及中国大
陆和日本北部的单倍型之间的最小突变连接数分别

为 19和 25, 均高于各个地理种群内部单倍型之间的  

 

 
图 2  以马鹿(C. elaphus)为外群的梅花鹿系统进化树 

(a) 基于 TrN+G 模式构建的 ML树(–ln L = 1215.33966), 树枝处的数字为自引导值, 重复次数为 100; (b) MP树 (tree length = 98,  
CI = 0.6735), 树枝处的数字为自引导值, 重复次数为 1000 
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图 3  单倍型的最小跨度网络图 

单倍型编号与表 1中相对应. 小划线和小点分别代表单倍型间的碱基转换和颠换 

 
突变连接数 . 在中国种群内部 Clade3 与其他两个
Clade (Clade1和Clade2)之间的最小突变连接数为 14, 
均高于 Clade1与 Clade2 之间以及各 Clade 内部之间
的突变连接数(Clade1内部突变连接数为 2, Clade2为
0, Clade3为 2)(图 3). 上述结果进一步显示中国大陆
种群和日本南部的梅花鹿种群之间的亲缘关系较近, 
而台湾种群与中国东北和四川种群间的亲缘关系较

近(图 2). 

3  讨论 

3.1  中国梅花鹿的串联重复序列和遗传多样性 

以前的研究表明在日本梅花鹿[3,7,21]、马鹿[22]等

偶蹄类动物以及其他哺乳类动物[23]的线粒体控制区

中均存在串联重复区. Nagata等人[3,7]研究发现, 在日
本梅花鹿控制区存在多达 7 个长度为 37~40 bp的重
复单位. Cook等人[21]则认为日本梅花鹿中仅存在 3个
重复单位, 但Randi等人[24]认为日本梅花鹿中最多有

6 个重复单位. 本研究结果表明, 在日本梅花鹿和中
国梅花鹿的控制区最大重复单位数分别达到 7和 4个, 
重复单位 1∼4为中国和日本梅花鹿种群共有, 而在中
国梅花鹿种群中缺失重复单位 5∼7. 由于重复单位 1

为中国和日本梅花鹿共有 , 且在马鹿中也仅存在该
重复单位, 因此推测重复单位 1可能是一种祖先形式, 
其他重复单位都可能是通过滑链错配从它演化而来. 
本研究与上述报道不一致的原因可能是由于在上述

研究中 , 中国梅花鹿样品很少、只是部分序列的比
对、或部分序列是来自一些编号错误的样品或杂交种
[25].  

虽然与许多有蹄类如非洲水羚(Kobus kob)(4.6%)
相比 [26], 中国梅花鹿的遗传多样性较低(表 2), 但与
一些鹿类的遗传多样性水平相近 ,  如北美马鹿 (C. 
elaphus)(1.07%)[27]、日本梅花鹿南部种群(1.46%)和北
部种群(0.35%)[3,7]以及坡鹿(C. eldi)[28] . 如把中国大
陆的 3个梅花鹿种群作为一个大种群, 并与台湾种群
和日本南北两大种群进行比较分析 , 则发现中国大
陆种群和日本南部种群具有最高的遗传多样性和单

倍型多样性, 而日本北部种群的变异水平最低. 这种
有限的遗传变异可能是由于种群历史上经历了严重

的瓶颈 [3,8,29]或是较小的有效种群所致 [30] . 尽管中国
作为鹿类动物的起源进化中心 , 并在许多地方发现
了梅花鹿的化石[10], 然而自 19 世纪以来梅花鹿的分
布区和数量已急剧减少, 由此造成的种群瓶颈效应、 
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小种群(有效种群数小)或遗传漂变导致了遗传多样
性丢失. 鉴于目前中国梅花鹿的种群现状, 何为造成
遗传多样性水平低的主要原因呢? 本研究中四川种
群的 17个个体中仅发现 1种单倍型(h = 0和π = 0). 
郭延蜀[31]报道四川亚种曾经分布于四川省大部分地

区, 但目前仅分布于 3个种群数量较小的隔离的区域
中. 因此, 我们认为四川种群低的遗传多样性可能是
生境片段化后较小的有效种群导致的结果 [30]. 至于
华南种群, 目前也分布在一些小的片段区域中[32], 然
而由于本研究中华南种群仅有 6个样品, 因而不足以
来探讨该种群的遗传多样性状况 , 需今后增加样品
来进一步验证. 关于台湾种群的研究结果与Cook等
人[21]一致. 大约 10000~15000年前, 由于海面上升而
淹没大陆与台湾之间的陆桥 , 从而阻断了台湾梅花
鹿与大陆其他种群间的交流, 其野生种群也于 20 世
纪 60 年代后期灭绝[6]. 目前台湾的野生种群主要是
来自当年野生梅花鹿圈养繁殖的后代[34]. 因此, 种群
奠基者数量小、瓶颈效应以及地理隔离很可能导致了

低的遗传多样性水平[21]. 在东北种群中, 由于饲养的
梅花鹿种群大多来自许多不同的野生种群(马逸清 , 
个人交流), 因此很明显具有比其他种群较高的核苷
酸多样性水平和单倍型多样性水平.  

3.2  中国梅花鹿的种群结构 

AMOVA分析表明, 中国梅花鹿种群间存在显著
的种群分化(Φst = 0.744, P < 0.01), 且 74.4%的遗传
变异发生在种群间(表 3). 然而, 系统发生分析显示
单倍型系统地理格局与地理分布区或亚种划分之间

不存在明显的相关性(图 2). 尽管 4 个种群之间的地
理距离都超过 1000 km, 但遗传距离与地理距离间也
没有显著的相关性(P > 0.05). 因此中国梅花鹿现今
这种遗传结构可能不是由距离隔离而造成的结果 . 
在 8 种单倍型中, CN4 为东北种群和四川种群共有, 
东北种群所有的单元型都分布在Clade1 和Clade3(图
2), 由此推测在东北种群和四川种群之间可能发生过
杂交与二次再接触 , 或者由于两种群近期分化而导
致了不完全的谱系分选(lineage sorting). 化石记录表
明, 现代梅花鹿的祖先主要分布在东北地区, 在青藏
高原急剧隆升后逐渐向西、向南以及向北扩张[2]. 系
统进化树(图 2)中东北种群单倍型位于中国梅花鹿支
系的基部就很好地支持这一推断.  

3.3  中国与日本梅花鹿的关系 

一般认为梅花鹿起源于东北亚 , 于晚上新世或
早更新世从与马鹿的最近共同祖先中分化出来而形

成 , 日本梅花鹿种群则至少通过两个大陆桥在晚更
新世从亚洲大陆迁移至日本而形成 [21]. 本研究结果
表明, 在中国和日本的梅花鹿存在 3 个明显支系, 即
中国种群、日本南部种群和日本北部种群(图 2和 3), 
这也进一步支持了日本种群至少来源于两个谱系的

观点[7,21]. 如图 2 和 3 所示, 其中中国种群和日本南
部种群之间亲缘关系较近, 而与北部种群较远. 结合
重复单位进化过程与重复单位数差异的分析也进一

步支持了上述观点[7,21]. 虽然中国作为是鹿类动物的
起源进化中心和最早的梅花鹿化石记录 [10,21], 且有
研究也表明日本梅花鹿很可能来自亚洲大陆[7,21], 但
是否来自中国大陆还有待进一步研究 . 今后需进一
步增加西伯利亚、朝鲜半岛和越南等分布区的样品进

行更深入的研究.  
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