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摘要:测定和比对了隼形目、鸮形目、夜鹰目的 12S rRNA基因片段,长度为 415 bp. 使用 M EGA2. 1软件构建分子系统树

并分析其系统进化关系. 数据显示,该基因片段的 DNA序列变异丰富,转换和颠换数未随着遗传距离的增加而出现饱和

现象, 反映出较高真实水平的鸟类系统发育关系. 重建系统进化树表明:与隼形目隼科相比, 隼形目鹰科与鸮形目、夜鹰

目的亲缘关系更近, 提示了隼形目隼科和鹰科之间可能存在着较大的遗传变异; 与夜鹰目相比, 鸮形目和隼形目鹰科鸟

类的亲缘关系较近, 与传统分类观点相同, 不支持将鸮形目和夜鹰目合并为鸮形目的观点.
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� � 高等动物线粒体 DNA (M itochondrial DNA , m tD�
NA )是共价闭合的环状双链 DNA ,快速进化并呈母系

遗传. 由于其复制方式简单, 结构基因排列紧密, 几乎

没有间隔序列和内含子,因此近年来已应用于分子进

化和系统发育的研究中
[ 1]

. 线粒体 12SrRNA基因由于

同时具有易变区和保守区, 可以广泛应用于系统进化

研究
[ 2]

.

猛禽鸟类是肉食性鸟类,小型种类嗜食害虫,大中

型种类常捕食田间的啮齿动物, 对于农、林、牧业均有

较大的益处.而且猛禽处于食物链的较高营养级,数量

稀少, 具有重要的保护价值和研究价值
[ 3]

. 鸟类系统

分类长期以来主要基于生态学、形态特征和行为等方

面的研究.经典的鸟类分类系统将鸮、隼和鹰、夜鹰分

为鸮形目、隼形目和夜鹰目
[ 4, 5]

.鸮形目与隼形目常被

统称为猛禽 ( Raptors) , 但依据解剖学的研究, 鸮形目

和隼形目二者的差异甚多,亲缘关系也不大密切,二者

的相似习性属于趋同适应 ( C onvergent evolution)
[ 6]

.

近年来,随着分子生物学技术在鸟类分类研究的

应用, 一些学者提出了新的鸟类分类系统, 如, S ib ley

等
[ 7]
根据 DNA�DNA杂交研究的结果, 将夜鹰归并入

鸮形目,鸮形目分为鸮亚目和夜鹰亚目两类;将鹰科和

隼科则归并入鹳形目,鹳形目分为鸻亚目和鹳亚目两

类,鹰科和隼科都属于鹳亚目. 本文测定 3种鹰科鸟

类、1种隼科鸟类、1种夜鹰科鸟类、2种鸱鸮科鸟类和

1种草鸮科鸟类的 12SrRNA基因,并结合 GenBank下

载的相关序列,探讨鸮形目、隼形目和夜鹰目鸟类的系

统进化关系,为鸟类分类系统研究提供部分新数据.

1� 材料与方法

1. 1� 实验动物

采集隼形目鸟类 2科 4种、鸮形目鸟类 2科 3种

和夜鹰目鸟类 1科 1种,共 8个个体的血液样本,并从

GenBank下载了夜鹰目小夜鹰 ( Chord eiles acu tipen�
nis)、隼形目游隼 ( Falco p eregrine)和爬行纲鳄科的美

洲短吻鳄 ( A lligator m ississipp i )的相应 12SrRNA基因

序列.实验动物及其采集地点见表 1.

1. 2� DNA提取及测序

( 1) 样品采集以及 DNA的提取方法

DNA样本通过蛋白酶 K法 (酚 �氯仿抽提法 )

( P roteinase K m ethod)直接从鸟类新鲜血液中提取. 采

用 PCR反应扩增 12SrRNA基因片段,空白对照检测无

条带. PCR反应液直接寄往上海生工 ( Sangon)有限公

司进行 DNA测序.

( 2) 引物设计

根据鸡 ( Gallus gallus) 12SrRNA基因及两端保守

基因序列
[ 8]

, 设计了引物 L1987 ( 5��GCA CAA ACT

GGG ATT AGA TAC CCC ACT AT�3�)和 H 1903 ( 5��
CCT GCG AGG AGG GTG ACG GGC GGT ATG T�3�),

由上海生工 ( Sangon)公司合成. L和 H分别代表线粒体

DNA的重链和轻链,编号与鸡 m tDNA序列位置相对应.

( 3) PCR反应条件
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表 1� 实验动物的物种名,分类地位和采集地

T ab. 1� Species, c lassification and co llection location of experim enta l an ima ls

经典分类地位* 物种名称 来 � � 源

鸟纲

1. 隼形目 F alco iform es

( 1)鹰科 A cc ip itridae 普通鵟 Buteo buteo 厦门

松雀鹰 Accip iter virgatus 厦门

鹰雕 Sp izaetus nipa lensis 厦门

( 2)隼科 Fa lcon idae 游隼 Falco peregr ine G enBank下载 LOCU S ( NC _000878) * *

红隼 Falco tinnunculus 厦门

2. 鸮形目 S tr ig iform es

( 3)鸱鸮科 Str ig idae 红角鸮 Otus scop s 厦门

黄嘴角鸮 Otus sp ilocephalus 厦门

( 4)草鸮科 T y ton idae 草鸮 Ty to cap ensis 厦门

3. 夜鹰目 Caprim ulg iform es

( 5)夜鹰科 C apr imu lg idae 普通夜鹰 Capr im ulgus indicus 厦门

小灰眉夜鹰 Chordeiles acutip ennis G enBank下载 LOCU S( AF 173590)

爬行纲

4. 鳄目 C rocodilia

( 6)鳄科 C rocody lidae 美洲短吻鳄 A lligator m ississ ipp i G enBank下载 LOCU S( AMM TDNACG )

� � 注: * 分类按照郑光美 ( 2005) [5] ; ** G eneB ank登陆号.

� � PCR引物参考 PCR扩增的 30 �L反应体系包括:

3 �L 10 ! PCR buffer(M g
2+

Free) ; 1. 5 �L( 25 mm o l/

L )M gC l2; 2 �L (各 2. 5 mm ol /L ) dNTP M ixture; 0. 2

�L 5 U /�L的 Taq酶;引物各 0. 5 �L; 1 �L DNA模板、

双蒸水 21. 3 �L.

PCR反应参数为: ( step1) 94 ∀ 预变性 3 m in;

( step2) 94 ∀ 变性 40 s, 53 ∀ ,复性 30 s, 72 ∀ 延伸 40

s; ( step3) 72 ∀ 延伸 7 m in; ( step4 ) 4 ∀ 保存. 其中

step2设置 30个循环. 为了避免污染,每次反应均设立

不含模板的空白对照.

( 4) DNA序列测定

PCR反应原液直接寄往上海生工 ( Sangon)公司,

纯化 DNA样品并测序. 测序结果在 DNAS tar软件

( DNAStar, Inc. 1996)进行编辑,编辑后的序列在 Gen�
Bank中进行 BLAST

[ 9]
搜寻,确认扩增基因是本研究所

需要的目的基因.

1. 3� 数据分析方法

DNA序列采用 C lusta lX
[ 10]
进行比对,并计算物种

间的 DNA序列差异.使用 MEGA2. 0
[ 11 ]
软件处理并分

析数据.构建进化树时使用 UPGMA法, N J法 (N e igh�
bor�jo ining m ethod ), M E法 (M in imum evolution m eth�
od)和 MP法 (M ax imum parsim ony m ethod)法重建系统

进化树, 分别采用 p�d istance、K imm a 2�Param eter dis�
tance和 Tam ura�N ei distance计算遗传距离, DNA序列

中颠换和转换赋予同等加权,删除成对缺失数据.系统

发育树中分支的自举置信水平 ( Boo tstrap confidence

leve,l BCL)采用自引导值 ( Bootstrap value )进行评价,

重复次数为 1 000次. 聚类分析中采用爬行纲鳄科美

洲短吻鳄 (Alligatorm ississipp i )的相应序列作为外群.

2� 结果与分析

2. 1� 12SrRNA序列的比对

测序获得了 7种猛禽鸟类和 1种夜鹰目鸟类的

12SrRNA基因序列, 测序结果从 405 bp到 420 bp不

等.经过 C lusta lx比对后,切齐两端序列, 总长度为 415

bp,可变位点有 181个, 简约信息位点有 122个, 单一

位点有 58个. 10种鸟类的 12SrRNA基因片段变异度

丰富.碱基的变化主要是转换和颠换, 插入和缺失占

3. 86%. 各物种间 A、T、C、G 4种碱基的平均含量分别

为 30. 6%、18. 5%、30. 6%、21. 3% . A + T 的含量

( 49. 1% )约等于 G + C的含量 ( 51. 9% ).

不同物种序列间碱基替代情况和基于 p�distance

模型校正后遗传距离的关系见表 2.从表 2可以看出,

在已获得 12SrRNA基因片段的 10种鸟类中, 红隼和

黄嘴角鸮的遗传距离最大,为 0. 245.内群间的遗传距
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表 2� 猛禽和夜鹰类 12SrRNA基因片段的碱基替代数与遗传距离关系

T ab. 2� T ransitions/ transve rsions numbers o f 12S rRNA genes sequences and genetic distance in rapto rs and n ighthawks

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 35 /22 30 /4 39 /25 49 /21 46/23 38 /24 48 /23 50 /38 54 /29 64 /62

2 0. 143 38 /20 42 /35 50 /33 51/35 37 /39 34 /38 41 /46 46 /40 63 /65

3 0. 085 0. 145 39 /21 46 /21 39/21 35 /22 44 /22 46 /34 45 /25 69 /58

4 0. 160 0. 193 0. 150 42 /21 40/30 38 /27 45 /27 50 /38 51 /28 64 /60

5 0. 177 0. 210 0. 169 0. 159 41/11 46 /26 48 /25 55 /42 60 /34 67 /67

6 0. 174 0. 217 0. 151 0. 176 0. 130 44 /26 44 /25 48 /44 50 /38 61 /64

7 0. 158 0. 194 0. 146 0. 165 0. 184 0. 179 32 /4 36 /35 42 /29 65 /60

8 0. 181 0. 184 0. 169 0. 183 0. 187 0. 177 0. 091 46 /34 51 /24 69 /56

9 0. 221 0. 220 0. 202 0. 221 0. 245 0. 232 0. 179 0. 198 20 /10 60 /57

10 0. 209 0. 218 0. 177 0. 199 0. 238 0. 222 0. 179 0. 190 0. 075 62 /51

11 0. 318 0. 326 0. 322 0. 313 0. 340 0. 317 0. 318 0. 319 0. 294 0. 285

注: 上三角的数据为转换 /颠换数, 下三角为遗传距离; 1# 普通鵟, 2# 鹰雕, 3# 松雀鹰, 4# 草鸮, 5# 黄嘴角鸮, 6# 红角鸮,

7# 普通夜鹰, 8# 小灰眉夜鹰, 9# 红隼, 10# 游隼, 11# 美洲短吻鳄.

离在 0. 075~ 0. 245之间.内群间总遗传距离的平均值

是 0. 179. 包括外群在内的总遗传距离的平均值是

0. 204.隼科 2个物种与其它 8种鸟类的平均遗传距离

为 0. 209,超过了 10种鸟类间的平均遗传距离, 也超

过所有物种间的总遗传距离的平均值. 10种研究物种

与外群的遗传距离在 0. 285~ 0. 340之间.其中隼科 2

种鸟类和鹰科 3种鸟类之间的平均遗传距离为0. 208,

超过了隼科与鸮形目之间、隼科与夜鹰目之间的遗传

距离. 红隼与游隼之间、普通鵟和松雀鹰之间的遗传距

离最小,分别只有 0. 075和 0. 085.

分别以序列中的转换和颠换距离为纵坐标, 遗传

距离为横坐标作二维散点图 (图 1) . 从图 1中可以看

p�distance

图 1� 猛禽和夜鹰类 12SrRNA碱基替代情况

注: ∃ % &为碱基转换数, ∃ ∋ &为碱基颠换数,直线分别为碱

基替代数与遗传距离的回归线

F ig. 1� Substitution patte rns o f 12SrRNA genes sequences in rap�

to rs and n ighthawks

出,猛禽和夜鹰类 12SrRNA基因碱基变异是转换多于

颠换, 而且随着差异程度的增加,碱基转换与颠换数均

呈线性增加,未出现饱和现象.

2. 2� 构建系统进化树

本文在构树时选用不同参数模型和不同构树方

法,对进化树结果进行多重比较. 重建的 10种猛禽鸟

类的系统发生树如图 2所示.在 12个分支图中, 都一

致显示游隼和红隼先组成一个单系分化出来, BCL值

为 99~ 100,置信度非常高. 猛禽和夜鹰类各科之间,

各物种与外群之间均形成明显的差异, 置信度值均较

高,数据可靠.在其它 8个物种构树时, 选用不同的方

法构建的系统进化树有所不同.

分别使用 M P法和 UPGMA法构树 (图 2的 A1、

A4、B1、B4、C1、C4) , 其中 UPGMA法分别选择 K imu�
ra2�Param eter distance、Tamura�N ei d istance 或 p�dis�
tance参数模型,从图中可以看到, 游隼和红隼最先聚

成一个分支,然后夜鹰目夜鹰科的 2种夜鹰聚成一个

小分支,然后是鹰科 3种鸟类聚成一支,鸮形目 3种鸟

类聚成一支.

分别使用 M P法和 UPGMA法构树 (图 2的 A1、

A4、B1、B4、C1、C4) ,选择 K im ura 2�Param eter distance、

Tam urak�Ne i d istance或 p�distance作为参数模型, MP

法计算 3次,红隼和游隼同样是先聚成一个分支,但是

这两种方法构建的系统进化树与 N J法或 ME法存在

部分差异:草鸮科草鸮单独分成一个单系,与鹰科 3种

鸟类、夜鹰科 2种鸟类和仓鸮科 2种鸟类成平行关系,

很难判断出它们之间的系统进化关系.其中,鹰科 3种

鸟类中,松雀鹰和普通鵟的亲缘关系较近;鸮形目 3种

鸟类中,仓鸮科 2种鸟类红角鸮和黄嘴角鸮的关系较近.
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� � � � 图 2� 猛禽和夜鹰类的 12SrRNA基因聚类关系

注: 图中 A1( C4为选用不同的方法构建的系统进化树,其中:

A 1 K im ura 2�P aram eter distance� � � U PGM A� � � � A 2 K imura 2�P aram eter d istance� � � N J

A 3 K im ura 2�P aram eter distance M E A 4� � � � � � � � M P

B1 T am ura�N e i distance U PGM A B2 T amura�N ei distance N J

B3 T am ura�N e i distance M E B4� � � � � � � � M P

C1 p�d istance U PGM A C2 p�d istance N J

C3 p�d istance M E C4� � � � � � � � M P

� � � � F ig. 2� Phy logene tic trees of raptors and nigh thawks based on 12SrRNA genes sequences

3� 讨 � 论

在本研究中,隼形目隼科最早形成一个单系分化

出来, 与隼形目鹰科存在较远的亲缘关系.隼形目鹰科

与隼科之间具有较大的遗传变异性, 但隼科的种间遗

传距离很小,只有 0. 075; 鹰科的种间遗传距离也非常

小,普通鵟和松雀鹰之间的遗传距离也是 0. 085.该结

果提示,红隼与游隼、松雀鹰与普通鵟是本研究物种中

亲缘关系最近的两对物种. 王翔等
[ 12]
在对 15种猛禽

鸟类线粒体 tRNA基因研究中发现,猛禽鸟类 tRNA线

粒体的个体间差异一般在 0. 019~ 0. 171之间, 平均值

为 0. 081. 在本研究中, 隼形目鹰科与隼科之间

12SrRNA基因的平均遗传距离为 0. 208, 远超过猛禽

鸟类 tRNA基因的平均遗传距离. 也超过了其它鸟类

线粒体基因的平均值
[ 13, 14 ]

.根据该数据所得出的隼科

与鹰科的分类关系与前人的研究存在显著分

歧
[ 4, 5, 15 ]

.隼科鸟类和鹰科鸟类之间表现出较高的遗

传变异性, 有关隼形目的进化关系以及隼形目在

12SrRNA基因上的快速突变现象有待于进一步研究.

另外,卞小庄等对鸟类核型的研究显示,隼形目隼科和

鹰科鸟类的核型各有自己的特点
[ 16]

. 这也从一个方面

反映了隼形目鸟类在基因上存在着较大的差异.

S ib ley等根据 DNA �DNA杂交资料
[ 7, 17]

,将鸮形目

分为鸮亚目和夜鹰亚目两大类群. 本研究所检测的 3

种鸮形目鸟类和 2种夜鹰目鸟类中, 两者并无明显的

亲缘关系,各自聚成一个分支. 与夜鹰目相比, 鸮形目

和隼形目鹰科鸟类的亲缘关系较近. 因此,本结果不支

持将鸮形目和夜鹰目合并为鸮形目, 与 S ib ley
[ 17]
等的

DNA�DNA杂交结果存在分歧; 与王翔等
[ 12]
对猛禽类

线粒体 tRNA基因的研究结果基本相同. 本文通过对

草鸮科草鸮的 12SrRNA基因研究表明: 与隼形目鹰科

相比,同为鸮形目的草鸮科与鸱鸮科之间的亲缘关系

更近,符合传统分类学观点
[ 4, 5 ]

.但王翔等
[ 12]
根据 tR�

NA基因使用不同参数设置构建系统进化树, 认为草
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鸮科仓鸮应归入隼形目鹰科, 与传统分类学的研究结

果不一致;在鸱鸮科的系统分类问题方面,王翔等利用

tRNA基因全序列构建的系统进化树认为鸮形目鸱鸮

科的红角鸮与隼形目鹰科鸟类间的关系较近, 与鸮形

目其它科鸟类关系较远,同传统分类学的观点存在显

著差异
[ 4, 5, 15, 18, 19]

; 但在利用 tRNA茎区序列分析红

角鸮与隼形目鹰科和鸮形目鸱鸮科的亲缘关系时, 则

同传统分类观点一致;根据该现象提示,鸮形目鸟类在

DNA分子进化上的问题可能要通过选择更长的线粒

体基因片断或是选择其它核内基因来作为解决系统进

化问题的依据.

本文在构树时选用不同的参数模型: p�distance、

K imm a 2�Param eter d istance和 Tam ura�N ei d istance, 对

构树结果没有明显影响;但在构树时选用不同的构树

方法: UPGMA、ME、NJ和 M P, 对构树结果引起局部差

异. M E法和 NJ法相似, 都是基于寻找树枝总长最短

的树形,但是 NJ法不对所有可能的树形进行分析, 而

是利用启发性 (H eur istic m ethods)推算出符合的树形,

将最接近的序列依次连接, 所获得的结果通常与 ME

树形相差不远. UPGMA法具有广泛的应用,在描述近

缘物种间常使用此法. M P法以各种假设的进化数学

模型对数据进行检验,选出具有最大似然函数的模型

构树, 以解释进化过程.本研究采用了 3种参数结合 4

种构树方法分别构建了 12种系统进化树,结果基本趋

于一致,较客观真实地反应了猛禽与夜鹰类的系统进

化关系;但是部分系统分枝存在差异,需要采用更丰富

的 DNA信息来进一步分析.

转换和颠换的替代比率是鉴别分歧水平的重要性

特征之一
[ 20~ 22]

.转换和颠换比率随着遗传距离的增加

未出现饱和情况, 而是呈稳定的线性增长, 证明

12SrRNA基因能够提供可靠的遗传变异信息, 适合作

为鸟类分子进化的研究材料. 本研究在检测物种的数

量上和目的基因的长度上还存在一定的局限性, 通过

更长的线粒体基因序列或是结合核内基因序列, 将更

有利于猛禽鸟类系统进化关系的研究.
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SequenceComparison ofM itochondrialDNA and Phylogenetic

Evolution in Raptors and N ighthawks

LE I T ing, CHEN X iao�lin*

( Scho o l o f L ife Sc ience s, X iam en U n iv ersity, X iam en 361005, C hina)

Abstract: T he 415 basepa ir fragm ents o f the m ito chondrial 12SrRNA genes from raptor s and n ighthaw k s w e re de te rm ined and com�

pared in th is pape r. T heir phy lo gene tic re la tionsh ips w e re a ssessed by M EGA 2. 1 so ftw are to reconstruct phy log ene tic tree s. The re sults

show ed tha t the g ene tic var iation o f rapto rs and nighthaw ks w as abundan.t T he Substitution pa tterns o f 12SrRN A g enes indicated tha t the

phy log enetic re lation sh ip w as truth fully re flec ted. Phy log ene tic analy sis show ed tha tA ccipitr idae w ere c lo ser to S trig ifo rm es and C apr im u l�

g ifo rm e s than to F a lcon idae, w hich sug gesting that they m igh t hav e g rea t gene tic var ia tion; and that there w as a farther re la tionship be�

tw een S tr ig iform es and C apr im ulg ifo rm es, T he re sult o bta ined d id no t suppo r t the v iew m erg ing the S tr ig iform es and C aprim ulg ifo rm e s in�

to one S trig ifo rm es.

Key words: rapto r; m o lecu lar evo lution; m ito chondrial DN A


