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摘要    采用 PCR 扩增方法, 测定了虎、豹和雪豹线粒体基因组全序列, 长度分别为 16990, 

16964和 16773 bp. 每个线粒体基因组包括: 13个蛋白编码基因, 22个 tRNA, 2个 rRNA, 一个

非编码的控制区(D-loop)以及一个轻链复制起点(OLR), 其基因组结构与家猫、美洲狮和云豹

具有较高的相似性. 基于两组线粒体合并序列和线粒体全序列, 采用最大简约法、最大似然

法及贝叶斯法(Bayesian)推测豹属的分子系统关系. 结果显示, 豹属(Panthera)由虎、豹、雪豹、

美洲虎、狮和云豹组成, 云豹并归于豹属. 属内物种间的系统关系为: 云豹(虎(美洲虎(豹(狮, 

雪豹)))). 基于 ML 最优树的枝长和 4 个可靠的分歧时间校正点进行了分歧时间的估算, 豹属

约在11.3百万年前(MYA)从猫科动物中分化出来; 云豹、虎、雪豹和豹的分化时间分别为8.66, 

6.55, 4.63 和 4.35 MYA, 比化石时间略早. 尤其是雪豹这一青藏高原的特有物种, 其分歧事

件、演化过程、物种形成和分布模式与发生在 8, 3.6, 2.5 和 1.7 MYA 晚新生代青藏高原的

地质构造事件及气候重大转型期呈现相关性.  
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现存的猫科动物起源于晚新生代, 是世界上进

化最为成功的食肉动物, 除南极洲外, 猫科动物广泛

分布于亚洲、非洲、欧洲、北美洲和南美洲[1]. 化石和

分子证据显示, 猫科动物大约在 10 百万年前(MYA)~ 

15 MYA 从共同的祖先快速演化而来, 与无数现存的

物种一样, 其独特的辐射演化使其在生态、形态和行

为习性上展示出不同的特性[2~5]. 快速和最近的物种

形成, 较少区别的牙齿和骨骼特征, 平行进化事件以

及不完全的化石记录使豹属物种演化历史与分歧时

间的研究变得非常复杂[1].  

早期的研究包括全部形态结构, 比较形态学、比

较细胞学、蛋白免疫距离、DNA 杂交、异型酶电泳、

逆转录病毒的遗传、性染色体基因和化学信号[6~14]. 

最近的研究主要集中在线粒体基因, 利用线粒体基

因序列来探讨猫科动物的系统进化关系[15]. 因为线

粒体基因组在基因结构、基因排列方式和表达模式等

方面均显示了极大的多样性, 这种多样性可能反映

了真核细胞不同的进化路线[16]. 目前, 线粒体基因是

一个能够从基因组水平上来分析动物系统发生的分

子标记, 可以从线粒体基因组序列信息、基因组成及
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基因排列方式等进行多方位的分子进化研究, 因而

线粒体基因组全序列成为研究动物分子系统发生最

有力的证据之一[17].  

豹属作为最近进化而来的一个类群, 其物种的

分类地位及进化关系一直存在争议 [11,18]. 迄今 , 

GenBank 数据库中收录 3 种猫科动物的线粒体全序

列 [17,19,20], 这些数据仍不足以解释猫科动物的系统

发生关系. 本研究中, 测定了虎(Panthera tigris)、豹

(Panthera pardus)和雪豹(Panthera uncia)线粒体基

因组全序列, 并与家猫(Felis catus)、猎豹(Acinonyx 

jubatus)和云豹(Neofelis nebulosa)的线粒体基因组全

序列进行比对, 探讨豹属线粒体基因组全序列的结

构及进化等特点. 本文使用线粒体基因合并序列和

全序列来进行系统分析, 试图更好地理解它们的系

统关系.  

1  材料与方法 

1.1  样品来源与 DNA 提取和扩增 

虎、豹的肌肉样品和雪豹的毛皮样品来自安徽省

宁国标本厂. 样品80℃保存于安徽师范大学生命科

学学院重要生物资源保护与利用安徽省重点实验室.  

用线粒体萃取试剂盒(GENMED Scientifics Inc., 

USA)抽提与萃取线粒体 DNA, 包括两个步骤: 在冰

上操作, 用线粒体分离试剂盒进行粗提线粒体细胞

器; 在 4℃条件下, 用线粒体DNA萃取试剂盒萃取线

粒体DNA. 电泳检测mtDNA样品与总DNA, 排除总

DNA 的干扰. 根据 GenBank 已公布的家猫、猎豹和

云豹线粒体基因组全序列及虎的部分线粒体基因组

序列, 利用 Oligo 6.0 软件设计出 34 对引物(表 1)[21]. 

PCR 反应都在 PTC-200 型 DNA 扩增仪上进行. 反应

总体系为 30 L, 其中含有 10 mmol Tris-HCl(pH 8.3), 

50 mmol KCl, 1.5 mmol MgCl2, 100 μmol dNTPs, 引

物各 0.25 mol, 1 U Taq DNA 聚合酶, 总 DNA 约 25 

ng. 反应程序为: 94℃变性 45 s, 52~60℃复性 50 s, 

72℃延伸 50 s, 共进行 32 个循环. 循环前 95℃预变

性 5 min, 循环后继续延伸 7 min. 扩增得到的 PCR

产物于 1%琼脂糖电泳检测.  

1.2  DNA 序列分析 

扩增产物用胶纯化试剂盒(杭州爱思进生物技术

有限公司)纯化, 纯化产物在全自动遗传分析仪上测

序. 用软件 DNASTA[22]和 ClustalX[23]对序列进行对

比和拼接, 用 SEQUIN(Version 5.35)软件查找确定了

13 个蛋白质编码基因 , 并预测氨基酸序列 ; 2 个

rRNA 基因的位置通过与其他猫科动物的序列比对

来确定; 用 tRNAscan-SE1.21(http://lowelab.ucsc.edu/  

tRNAscan-SE)定位 tRNA 基因, 并用 DNAsis(Version 

2.5, Hitachi Software Engineering)模拟 tRNA 的二 

级结构. 最终获得了豹、虎和雪豹的线粒体全序列

并提交 GenBank(登录号: EF551002, EF551003 和

EF551004).  

1.3  分子系统分析 

为探讨豹属起源和分化以及进一步阐明豹属各

物种间的系统发生关系, 从 GenBank 数据库中分别

下载云豹、猎豹和家猫的线粒体全序列以及狮

(Panthera leo)、美洲豹(Panthera onca)、美洲狮(Puma 

concolor)和猞猁(Lynx lynx)的 7个线粒体基因(表 2). 根

据以下 3 种方式, 以犬作为外群, 分别构建系统树: 

组合Ⅰ: 5 个线粒体蛋白质编码基因合并序列(ND2+ 

ND4+ND5+ATP8+Cytb); 组合Ⅱ: 7 个线粒体基因合并

序 列 (12SrRNA+16SrRNA+ND2+ND4+ND5+ATP8+ 

Cytb); 基因组全序列. 对于合并序列, 采用2 检验序

列间碱基组成的均质性; 核苷酸替代饱和性分析通

过绝对颠换(Tv)和转换(Ti)数与序列分支关系图来检

验; 在使用部分或全部编码区进行数据分析时, 删除

第三密码子转换, 去除饱和效应的影响.  

系统发育分别采用最大简约法、最大似然法和贝

叶斯法进行分析. MP, ML 分析在 PAUP* 4.0b10[24]中

完成 , 参数设置如下 : 选择启发式搜索 (heuristic 

search)、树二等分再连接选项(tree-bisection reconnec- 

tion, TBR)和 100 次随机加入序列(addition sequence 

replicates)等参数进行搜索最大简约树和最大似然树. 

所有位点均作无序特征处理, 分析前排除所有无信息

位点. 检验MP, ML树中各节点可信度采用非参数自展

法(non-parametric bootstrap)重复检测, 用自展值(1000 

replicates)来检验各节点的支持率, 置信度(bootstrap 

values)>70%为有意义支持, 置信度(bootstrap values)

在 50%~70%为无效支持[25], 参数设定: nreps=1000, 

search=heuristic, conlevel=50, addseq=random, swap= 
TBR.  
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表 1  豹、虎和雪豹线粒体全序列测定所用引物 a) 

引物编号 上游引物序列(5′→3′) 下游引物序列(5′→3′) 退火温度(℃) 

F1-U/D TGAAAATGCCTAGATGAG ATCTTCTGGGTGTAAGCC 54.0 

F2-U/D AATATGTACAYACCGCCCGTC ATTACGCTACCTTYGCACG 54.5 

F3-U/D AACTCGGCAAACACAAGCC TCGTTCAACTAGGGTTAGG 55.0 

F4-U/D TCAGAGGTTCAATTCCTC TAGGATTAGGTTCGATTCC 54.0 

F5-U/D CAAGYATCCCACCTCAAAC CAGCCTATATGGGCGATTG 55.0 

F6-U/D CCTACTCCTAACAATATCC AGCAGTCCCTACTATACC 56.0 

F7-U/D CAGTCTAATGCTTACTCAGC AGTATGCTCGTGTGTCTAC 55.0 

F8-U/D ATCGTCACCTACTACTCC GTGGTCGTGRAAGTGTAG 55.0 

F9-U/D TGGTTTCAAGCCAATGCC GATGTATCTAGTTGTGGC 54.0 

F10-U/D GTTCTTGAATTAGTYCCCC GTTATAAGGAGGGCTGAAAG 53.0 

F11-U/D TGCTGTAGCCCTAATCCAA TGTCTGTTTGTGAGGCTC 56.0 

F12-U/D TATGAGTGCGGATTTGACCC CGTTCCGTTTGATTACCTC 53.0 

F13-U/D TCTAGTAGGCTCACTACC GGTTCCTAAGACCAATGGA 52.0 

F14-U/D GAACTGCTAATTCATGCCTC GTAGAAAYGCGAGGTAAG 53.0 

F15-U/D GCTATCTGTGCTCTCACAC ARTAAGAGTARGCTGAGGG 54.0 

F16-U/D TGAGCCAAAARTCCGCATC GTGCCAAAGTTTCATCAYG 53.5 
F17-U/D CCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA TGAGATCTGAAAAACCATCGTTG 53.0 

F18-U/D GCTCCTACACCTTCTCAG GCACAGTATGGGTATATG 56.0 

F19-U/D TCAAGGAAGAAGCAACAGCC GGTCATAGCTGAGTCATAGC 52.0 

F20-U/D ACTGTGGTGTCATGCATTTGG GACTCATCTAGGCATTTTCAG 55.0 

F21-U/D GTCTCTCATTCTATTTATCGGGTC GGGAATAATGCCTGTTGGT 53.0 

F22-U/D CGAGACATTATCCGAGAAA TTCAGTTCACTCTAGTCCTT 52.0 

F23-U/D CACGAGAAAACGCCTAAT GACCCAGAGCACATCAATAA 53.0 

F24-U/D ACCACCAGCCACAATCAAA TGGATCGGAGGATTGCGTAT 52.0 

F25-U/D TCCAGGTCGGTTTCTATCTA TAGGATGGGTGCTGTGATGAAT 53.1 

F26-U/D CTCTAAGTAAGCCCTATA GCATGGGCAGTAACTACTA 55.0 

F27-U/D ACACCTATTCTGATTCTTCG GAGAATTAAGATGATGGCTGGT 54.0 

F28-U/D TCAAGCCAATACCATAACCACT TCCTATTATTGTTGGGGTA 53.0 

F29-U/D ACATGCCACAGTTAGATAC TTTGAGTGATAGAAGGCCCAGA 53.0 

F30-U/D CCACTGCCATACTCATACCAAT GTCTTTTGGTAGTCACAGGT 54.0 

F31-U/D ATAACACTTCATCTGCTCCCACT TGTTAATGCGAGGCTTCCGATA 52.0 

F32-U/D TCCAGGCCCACCATAAATAG CGTCCTACGTGCATGTATAGA 52.0 

F33-U/D CACGAGAAAACACCCTAA GCGAGACTTCCGATGATGAG 52.0 

F34-U/D TCGCATTCTGATTACCCCAA CTCTTTTGATTAGGTGTGACTG 55.0 

a) Y=C 或 T, R=A 或 G, K=G 或 T, M=A 或 C 

表 2  本研究用于系统发育分析的线粒体基因序列  

物种名 12S rRNA 16S rRNA ND2 ND4 ND5 Cyt b ATP8 

Panthera uncia EF551004 EF551004 EF551004 EF551004 EF551004 EF551004 EF551004 

Panthera pardus EF551002 EF551002 EF551002 EF551002 EF551002 EF551002 EF551002 

Panthera tigris EF551003 EF551003 EF551003 EF551003 EF551003 EF551003 EF551003 

Panthera onca AY012151 AF006441 AY634391 AY634403 AF006442 EF437582 DQ899924 

Panthera leo S9300 AF006457 AY170043 AY634398 AF006458 S79302 DQ899945 

Neofelis nebulosa DQ257669 DQ257669 DQ257669 DQ257669 DQ257669 DQ257669 DQ257669 

Acinonyx jubatus AY463959 AY463959 AY463959 AY463959 AY463959 AY463959 AY463959 

Puma concolor U33495 AF006455 AY634392 AY634404 AF006456 AY598487 AY598483 

Lynx lynx D28891 AF006413 AY634389 AY634401 AF006414 AY773083 AY598471 

Felis catus NC_001700 NC_001700 NC_001700 NC_001700 NC_001700 NC_001700 NC_001700 

Canis familiaris U96639 U96639 U96639 U96639 U96639 U96639 U96639 
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贝叶斯分析采用 Mrbayes 3.0b4 软件 [26]. 用

MODELTEST v. 3.6[27]软件中等级似然率(hLRT)和 AIC 

(Akaike information criterion)检验标准, 模拟出核苷酸

替代的最适模型为 GTR+I+G(a general-time-reversible+ 

gamma+invariant; GTR+I+G, G=1.8671, I=0.5549). 
以随机树起始, 马尔科夫链的蒙特卡洛方法(Markov 

chain Monte Carlo process)设置为 4 条链同时运行

4×106 代(generations), 3 条热链、1 条冷链. 每 100 代

取样并保存树一次, 最终得到 40000 棵系统发育树, 

重复一次以确保 MCMC 的收敛, 将运行过程中所得

的冷链对数似然值(log-likelihood scores)与相应的代

数进行作图, 找到对数似然值达到饱和的位置, 到达

饱和前的数据被作为老化样本(burnin samples)舍弃. 

在舍弃老化样本后 , 根据剩余的样本构建一致树

(consensus tree)并计算相关参数. 贝叶斯树(Bayesian 

tree)每个节点的支持率由该节点在这些取样树中出现

的百分率表示 , 是该节点的后验概率 (posterior 

probabilities)的近似值[28], 以近似值(probabilities)>95%

为有效支持[29].  

1.4  系统发育树检测  

采用 PAUP*4.0b10 软件中的 Shimodaira-Hase-     

gawa(SH)对系统发育树进行检测 [30], 以判断不同构

树方法所构建的系统发育树之间是否收敛, 并从一

系列相互竞争的拓扑树或系统发育假设中选择最优

的系统发育树. 所有统计检验都基于同一核苷酸替

代模型, 即GTR+G+I模型(根据等级似然率和AIC选

择标准选择最适合的替代模型).  

1.5  分歧时间 

NADH6 基因是唯一编码在轻链上的基因, 因此

在核苷酸和氨基酸的组成上不同于其他线粒体蛋白

编码基因, 并且具有明显的突变偏倚. 这些因素影响

氨基酸序列水平上的替代模式 [31,32]; 动物线粒体基

因的控制区常常有较快碱基替代和删除, 变异程度

较大[33], 因而在分歧时间的分析中 ND6 基因和控制

区被排除. 另外, 可靠的分歧时间校正点(calibration 

point)是正确和精确估计分歧时间的一个非常重要

的因素, 它提供了重建系统树的时标(time scale)[34]. 

本研究采用鸭科和雉科[35]、负鼠和大袋鼠[36]、马科

和犀科、猫科和犬科[37]4 个可靠分歧时间校正点来推

算分歧时间. 4 个校正点的分歧时间与它们的化石记

录相吻合.  

为了检验分子钟假设, 将有分子钟约束的 ML

树与不受分子钟约束的 ML 树的似然对数值进行比

较[38]. 如果两者差异显著, 则分子钟被拒绝. 对数似

然比检验表明 , 删除 ND6 基因和控制区数据(2= 

1443.035, df=28, P<0.001)序列的分子钟假设被拒绝, 

不宜采用全局分子钟(global clock)来估算分支时间.  

因此, 本研究采用 Janke 和 Arnason[39]的方法, 

基于 21 个去除 ND6 基因和控制区序列的脊椎动物线

粒体序列所构建的 ML 树的枝长来估算分支之间的

分歧时间. 这种方法放宽了对严格分子钟中系统发

育类群间相同的、稳定的替代速率的约束, 而允许数

个分子钟及分化时间校正 , 并且所得结果用

MEGA3.1[40]软件进行了计算和验证. 本研究用于分

歧时间分析的线粒体基因组序列见表 3.  

2  结果 

2.1  线粒体合并序列的特征 

组合Ⅰ和Ⅱ的碱基组成表现出 AT 偏倚分别为

60.1%和 59.5%; 低 G 含量, 分别为 11.7%和 13.8%. 

特别是在密码子的第 2 和 3 位更为明显, 表现为显著 

表 3  本研究用于分歧时间分析的线粒体基因组序列 

物种名 GenBank 登录号 来源 

Panthera uncia EF551004 本研究 
Panthera pardus EF551002 本研究 
Panthera tigris EF551003 本研究 
Neofelis nebulosa  DQ257669 [17] 

Felis catus NC001700 [19] 

Acinonyx jubatus  AY463959 [20] 

Acinonyx jubatus AF344830 [20] 

Macropus robustusm Y10524 [39] 

Equus asinus  X97337 [41] 

Canis familiaris  U96639 [42] 

Ursus maritimus AJ428577 [43] 

Equus caballus  X79547 [44] 

Ceratotherium simum  Y07726 [45] 

Rhinoceros unicornis X97336 [46] 

Didelphis virginiana Z29573 [47] 

Gallus gallus X52392 [48] 

Aythya americana  AF090337 [49] 

Rhea americana AF090339 [50] 

Struthio camelus Y12025 [51] 

Alligator mississippiensis  Y13113 [52] 

Alligator sinensis AF511507 [53] 
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的低 G组成, 而密码子第 1位碱基组成较为均等. 组

合Ⅰ与Ⅱ的比对位点分别为 3300和 4538 bp, 其中可

变位点分别为 1205 和 1360, 平均可变位点分别占比

对位点的 36.52%和 29.97%; 简约信息位点分别为

793 和 857, 平均可变位点分别占比对位点的 24.03%

和 18.88%; 转换/颠换分别为 5.66和 5.08; 内群的配对

距离分别为 6.8%~16.5%(平均 12.04)和 5.8%~13.0% 

(平均 9.06%); 两个合并序列相比 , 蛋白编码基因 

合并序列显示较高的变异速率. 合并序列的特征见

表 4. 

2.2  豹、虎和雪豹 mtDNA 结构 

豹、虎和雪豹的线粒体基因组全长分别为 16964, 

16990和 16773 bp, 每个线粒体基因组包括 13个蛋白

编码基因, 22 个 tRNA 基因, 2 个 rRNA 基因, 1 个控制

区和一个轻链复制起点 (OLR). 其中主链 (majority- 

strand), 即 H-链编码了 28 个基因, 而次链(minority- 

strand), L-链包含了 9 个基因. 与家猫、猎豹和云豹的

基因组成及顺序相同(图 1 和表 5). 3 个物种碱基的组

成表现为 A, T 丰富 , 碱基含量的大小排列为

A>T>C>G, A+T 含量比 G+C 含量高, 而且 AT 偏斜也

较 GC 高. 3 物种线粒体基因碱基组成为虎: A: 31.9%; 

T: 26.9%; C: 26.6%; G: 14.6%; 豹: A: 31.8%; T: 27.4%; 

C: 26.6%; G: 14.5%; 雪豹: A: 31.9%; T: 27.1%; C: 

26.5%; G: 14.5%.  

2.3  蛋白编码基因 

豹、虎和雪豹线粒体基因组中共包含 13 个蛋白

质编码基因, 全长 11406, 11417 和 11409 bp, 分别占

线粒体全序列的 67.72%, 67.23%和 68.02%. 在 13 

表 4  线粒体基因合并序列特征 a) 

 组合序列Ⅰ 组合序列Ⅱ 

比对位点(bp) 3300 4538 

A% 33.0 33.6 

C% 28.2 26.8 

G% 11.7 13.8 

T% 27.1 25.9 

保守位点 2095(63.48%) 3178(81.93%) 

可变位点 1205(36.52%) 1360(29.97%) 

简约信息位点 793(24.03%) 857(18.88%) 

转换/颠换 5.66 5.08 

内群配对距离(%) 12.04(6.8~16.5) 9.06 (5.8~13.0) 

a) 组合序列Ⅰ: ND2+ATP8+ND4+ND5+Cyt b; 组合序列Ⅱ: 
12S rRNA+16S rRNA+ND2+ATP8+ND4+ND5+Cyt b 

 
图 1  虎、豹和雪豹线粒体基因组基因构成 

外环示重链编码的基因, 内环示轻链编码的基因. 12S: 12S rRNA; 

16S: 16S rRNA; NADH1~NADH6: NADH 脱氢酶亚基; COⅠ~COⅢ: 

细胞色素氧化酶亚基Ⅰ~细胞色素氧化酶亚基Ⅲ; ATP6 和 ATP8: 腺

苷三磷酸酶亚基 6 和腺苷三磷酸酶亚基 8; Cyt b: 细胞色素 b. 单个 

字母示 tRNA基因所转运的氨基酸. OH和OL分别表示重链和轻链复

制的起始区 

 
个蛋白质编码基因中 , 最长的为 ND5, 最短的为

ATP8, 除 ND6 基因由 L 链编码外, 其余均由 H 链编

码, 没有发现内含子, 有些基因与其他基因存在少许

重叠. 在起始密码子的使用上, 虎、豹、雪豹 3 物种

间线粒体基因组的 13 个蛋白质编码基因中, ND2 基

因以ATC为起始密码子, ND3, ND5以ATA为起始密

码子, 唯一变化是雪豹 COⅢ 基因也是以 ATA 为起

始密码子, 其余蛋白质编码基因都是以ATG为起始密

码子; 在终止密码子的使用上, 3 物种的 COⅠ, COⅡ, 

ATP8, ATP6, ND4L, ND5 和 ND6 以 TAA 为终止密码

子, Cyt b 基因以 AGA 为终止密码子, ND3 基因以 TA

为终止密码子, COⅢ, ND2 和 ND4 基因以 T为终止密

码子 . 而其他的基因却出现如下变化: 虎和雪豹的

ND1 基因以 TAA 为终止密码子, 而豹的 ND1 是以

AGA 为终止密码子; 虎和豹的 COⅢ, ND4 基因以单

碱基 T 为终止密码子, 而雪豹的 COⅢ, ND4 基因却是

以 TAA 为终止密码子(表 5).  

豹、虎和雪豹线粒体基因组 13 个蛋白编码基因

的密码子使用情况见表 6 和 7. 在蛋白编码基因中, 

碱基 A 出现的频率最高, 其次是 T 或 C. 碱基 G 在其

他密码子第 3位上都是最少的, 这种低G偏倚现象在

脊椎动物中很普遍. 在豹、虎和雪豹线粒体蛋白编码 
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基因中 , A 的含量最高 , 平均分别为虎 30.9%, 豹

31.5%, 雪豹 28.7%, G 的含量最低, 平均分别为虎

13.3%, 豹 11.4%, 雪豹 14.0%; 蛋白质编码基因密码

子的第一、二和三位点的 A+T 平均百分含量均高于

G+C 含量, 其中第二位点所占比例最高. 这一点与线

粒体基因组有高 AT 偏向性的特征相吻合.  

表 5  虎、豹和雪豹线粒体基因组结构 

基因/区域 
位置 

起始密码子 终止密码子 轻/重链 
P. tigris P. pardus P. uncia 

D-loop 1~927 1~954 1~743   H 

tRNAPhe 928~998 955~1025 744~813   H 

12S rRNA 999~1958 1026~1984 814~1773   H 

tRNAVal 1959~2026 1985~2052 1774~1841   H 

16S rRNA 2027~3601 2053~3624 1842~3421   H 

tRNALeu(UUR) 3602~3676 3625~3701 3422~3496   H 

ND1 3679~4635 3704~4660 3499~4455 ATG AGA/TAA H 

tRNAIle 4635~4703 4660~4728 4455~4523   H 

tRNAGln 4701~4774 4726~4799 4521~4594   L 

tRNAMet 4775~4843 4801~4869 4596~4664   H 

ND2 4844~5885 4870~5911 4665~5706 ATC/ATT T/TAG H 

tRNATrp 5886~5954 5912~5980 5707~5775   H 

tRNAAla 5970~6038 5997~6065 5792~5860   L 

tRNAAsn 6040~6112 6067~6139 5862~5934   L 

OLR 6113~6145 6140~6178 5935~5966   L 

tRNACys 6146~6210 6179~6244 5967~6032   L 

tRNATyr 6211~6278 6238~6303 6033~6097   L 

COI 6280~7824 6305~7849 6099~7643 ATG TAA H 

tRNASer(UCN) 7822~7890 7847~7915 7641~7709   L 

tRNAAsp 7897~7965 7922~7990 7716~7784   H 

COII 7966~8649 7922~8674 7785~8468 ATG TAA H 

tRNALys 8653~8720 8678~8745 8472~8539   H 

ATP8 8722~8925 8747~8950 8541~8744 ATG TAA H 

ATP6 8883~9563 8908~9588 8702~9382 ATG TAA H 

COIII 9563~10346 9588~10371 9361~10140 ATG T/TAA H 

tRNAGly 10347~10415 10372~10440 10166~10234   H 

ND3 10416~10762 10441~10787 10235~10581 ATA TA H 

tRNAArg 10763~10831 10788~10856 10582~10650   H 

ND4L 10832~11128 10857~11153 10651~10947 ATG TAA H 

ND4 11122~12499 11147~12523 10941~12318 ATG T H 

tRNAHis 12500~12568 12525~12593 12319~12387   H 

tRNASer(AGY) 12570~12628 12600~12657 12388~12446   H 

tRNALeu(CUN) 12629~12698 12653~12722 12447~12516   H 

ND5 12690~14519 12723~14543 12508~14337 ATA TAA H 

ND6 14503~15030 14527~15054 14321~14848 ATG TAA L 

tRNAGlu 15031~15099 15055~15123 14849~14917   L 

Cyt b 15103~16242 15127~16266 14921~16060 ATG AGA H 

tRNAThr 16243~16312 16271~16340 16061~16130   L 

tRNAPro 16313~16379 16337~16403 16131~16197   H 

D-loop 16380~16990 16404~16964 16198~16773   H 
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2.4  控制区 

虎、豹和雪豹线粒体控制区位于氨基酸 tRNAPro

和 tRNAPhe 之间, 包含启动子、复制和转录调控序列, 

无结构基因. Jae-Heup 等人[54]将豹属物种的线粒体基

因控制区划分为左域、中间保守区及右域, 且高变区

Ⅰ(HVS-1)、高变区Ⅱ(HVS-2)、重复序列Ⅱ(RS-2)、

重复序列Ⅲ(RS-3)、保守域Ⅰ(CSB-1)和保守域Ⅱ

(CSB-2)分别分布在各域中. 本实验通过与家猫、猎

豹和云豹控制区比较, 确定了虎、豹和雪豹线粒体控

制区各区域的位置. 比较发现, 雪豹的 RS-3 区在长

度上明显小于虎和豹, 而且也比家猫、云豹和猎豹短, 

这是雪豹的控制区较短的原因. 但雪豹的控制区与 

云豹相当, 原因是云豹的 HVS-1 区的长度明显比雪

豹小. 重复序列在控制区内是一种常见的现象, 如

5′-ACAC-ACGTACACACGT-3′序列在豹、虎和雪豹

控制区内分别重复 14, 11 和 2 次.  

2.5  tRNA 与 rRNA 基因 

虎、豹、雪豹的线粒体基因组的 12S rRNA 位

于 tRNAPhe 和 tRNAVal 之间, 全长分别为 950, 959 和

960 bp, 与猫和猎豹相比, 有 80, 78 和 75 个位点出

现变异, 分别占总位点数的 8.4%, 8.2%和 8.3%, 保

守性较高, 16S rRNA 位于 tRNAVal 和 tRNALeu(UUR)之

间, 全长分别为 1576, 1572 和 1580 bp, 有 113, 114 

表 6  虎、豹、雪豹线粒体蛋白质编码基因的碱基使用 

基因 
虎(P. tigris) 

 
豹(P. pardus) 

 
雪豹(P. uncia) 

T(%) C(%) A(%) G(%) T(%) C(%) A(%) G(%) T(%) C(%) A(%) G(%) 
ND1 27.0 30.2 30.9 11.8  26.3 31.0 30.1 12.5  25.9 31.8 29.9 12.4 

ND2 25.0 29.2 35.7 9.9  24.6 29.6 35.9 9.9  25.2 29.1 36.4 9.3 

ND3 25.9 31.2 30.5 12.4  28.8 28.2 30.3 12.7  27.2 29.8 31.2 11.8 

ND4L 30.9 25.9 28.6 14.5  31.4 25.2 30.9 12.5  31.1 24.5 29.3 14.1 

ND4 27.5 28.9 31.5 12.1  27.2 29.2 31.3 12.3  27.5 28.7 31.3 12.5 

ND5 27.8 28.7 31.0 12.5  28.5 28.4 31.2 11.9  28.0 28.5 31.4 12.1 

ND6 20.6 29.5 38.1 11.7  21.8 28.4 39.0 10.8  20.3 29.7 40.0 10.0 

COI 31.0 23.9 26.0 19.1  31.7 23.2 26.7 18.4  32.1 22.9 26.0 19.0 

COII 27.5 25.9 30.6 16.0  26.9 26.8 31.1 15.2  27.2 26.3 31.9 14.6 

COIII 28.2 28.4 26.8 16.6  28.9 28.2 26.7 16.2  28.1 28.0 28.5 15.4 

ATP8 26.5 25.5 38.7 9.3  27.5 25.0 41.2 5.9  27.5 25.5 38.7 8.3 

ATP 6 30.4 28.0 29.0 12.6  30.2 28.0 28.0 13.8  29.2 28.8 29.5 12.5 

Cyt b 27.4 30.3 27.9 14.5  27.8 30.0 27.4 14.8  26.7 23.5 27.8 14.5 

平均 27.4 28.1 30.9 13.3  27.8 26.0 31.5 11.4  27.4 27.5 28.7 14.0 

表 7  虎、豹、雪豹的线粒体 13 个蛋白编码基因密码子的碱基使用 

基因 
虎(P. tigris) 

 
豹(P. pardus) 

 
雪豹(P. uncia) 

第一密码子 
(A+T)(%) 

第二密码子 
(A+T)(%) 

第三密码子 
(A+T)(%) 

第一密码子 
 (A+T)(%) 

第二密码子 
 (A+T)(%) 

第三密码子 
 (A+T)(%) 

第一密码子 
 (A+T)(%) 

第二密码子 
 (A+T)(%) 

第三密码子 
 (A+T)(%) 

ND1 50.78 57.99 61.75  50.67 57.96 61.77  50.74 57.94 61.77 

ND 2 63.68 61.67 59.36  63.35 61.68 59.38  63.67 61.68 59.38 

ND 3 47.82 60.00 60.00  47.65 60.01 60.08  47.84 60.06 60.02 

NDL 54.54 69.69 54.54  54.54 69.68 54.52  54.56 69.69 54.52 

ND 4 53.14 60.00 61.44  53.21 60.02 61.44  53.17 60.10 61.42 

ND 5 57.86 62.45 54.91  57.84 62.46 54.90  57.88 62.47 54.94 

ND 6 61.36 57.38 53.41  61.42 57.36 53.40  61.32 57.39 53.42 

COI 49.71 58.44 61.75  49.82 58.45 61.73  49.73 58.42 61.77 

CO II 50.43 64.04 58.33  50.54 60.06 58.34  50.44 64.08 58.35 

COIII 51.72 57.09 54.79  51.68 57.10 54.72  51.76 57.07 54.78 

ATP8 63.24 60.29 72.06  63.21 60.30 72.06  63.23 60.28 72.08 

ATP6 50.66 62.11 64.32  50.61 62.13 64.36  50.68 62.16 64.34 

Cyt b 52.37 60.53 52.37  52.32 60.52 52.37  52.38 60.56 52.38 

平均 54.41 60.89 59.17  54.52 60.59 59.16  54.42 60.92 59.16 
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和 115 个位点出现变异, 分别占总位点数的 7.1%, 

7.2%和 7.2%, 保守性比 12S rRNA 更高. 虎、豹、雪

豹的线粒体基因组中分别有 22 个 tRNA 基因, 其中

包括 2 个 tRNALeu: tRNALeu(UUR), tRNALeu(CUN)和 2 个

tRNASer: tRNASer(UCN), tRNASer(AGY).  

2.6  系统发育关系 

(1) 基于 5 个蛋白编码基因组合的系统分析 .  

基于 5 个蛋白编码基因组合所获得的 MP, ML及贝叶

斯树见图 2(A). 3 种系统分析方法构建的系统树拓扑

结构基本相同, 10 种猫科动物分为两群, 第一群由

虎、豹、狮、美洲豹、雪豹和云豹 6 个物种组成, 云

豹位于分支的最基部; 第二群由豹属中的 3 个物种和

家猫组成. 由构建的拓扑树可见, 单一的豹属系群由

虎、豹、狮、美洲豹、雪豹和云豹组成; 狮和雪豹以

较高的自展值和贝叶斯近似值聚为(狮、雪豹)姊妹物

种; 豹以较低的自展值和贝叶斯近似值聚为(狮、雪豹)

姊妹群, 在 MP, ML 和贝叶斯树节点处的自展值分别

为 42%, 65%和 0.78, 它们一起构成美洲豹的姊妹群, 

但只有中等置信度支持, 在 MP, ML 和贝叶斯树节点

处的自展值分别为 87%, 72%和 1.00; 虎在系统发生

树中位置较为明确, 靠近分支的基部, 在云豹之后发

生分化; 云豹在 3 个系统发生树中始终位于分支的最

基部, 云豹被并归于豹属有很高的置信度支持, 但暗

示相比其他 5 个物种, 其发生分化较早.  

(2) 基于 7 个线粒体基因组合的系统分析.  基

于 7 个线粒体基因组合所获得的 MP, ML 及贝叶斯

树(图 2(B)). 比较各系统树的拓扑结构可见 , MP, 

ML 和贝叶斯树在各物种的聚类关系上一致. 虎、豹、

狮、美洲豹、雪豹和云豹 6 个物种聚为一支; 家猫、

猎豹、猞猁和美洲狮聚为一支. 云豹仍处在各系统树

分支的最基部, 在 MP, ML 节点处的自检举值和贝叶

斯树节点处的近似值分别为 95%, 88%和 0.89, 具有

较高的支持; 狮和雪豹仍以较高的自展值和贝叶斯

近似值聚为姊妹物种, 在 MP, ML 和贝叶斯树节点处

的自展值和近似值分别为 98%, 92%和 0.98; 豹构成

(狮、雪豹)这一分支的姊妹群, 在 MP, ML 和贝叶斯

树节点处的自展值分别为 55%, 58%和 0.57, 在节点

处没有得到高自展值的支持. 美洲豹作为豹(狮、雪)

这一分支的姊妹群, 在 MP, ML 树节点处的自展值分

别为 71%和 78%和 0.94, 在节点处得到中度的自展值

支持; 虎与美洲豹(豹(狮、雪豹))4 个物种构成姊妹群

关系, 在 MP, ML 节点处的自检举值和贝叶斯树节点

处的近似值分别为 98%, 95%和 0.91, 得到高自展值

的支持.  

(3) 基于线粒体全序列的系统分析.  基于所能

得到的 7 种猫科动物的线粒体基因组全序列以及另

外 14 种脊椎动物的线粒体全基因组序列, 分别采用

最大似然法及贝叶斯分析法构建了系统发生关系树, 

结果产生了统一的拓扑树(图 2(C)). 6 个猫科物种分

为 2 支, 一支包括云豹、豹、虎和雪豹; 另一支由家

猫和猎豹组成. 在前一分支中, 云豹处于分支的基部; 

虎与豹和雪豹构成姊妹群关系; 豹与雪豹构成姊妹

物种; 各分支节点处的自展值和贝叶斯近似值都为

100%和 1.00. 但是, 在整个分析过程中, 由于没有狮

和美洲豹的线粒体基因组全序列数据, 因而豹属物

种的系统关系在此分析中不能得到精确地确定.  

2.7  分歧时间的估计 

豹属及属内物种的分歧时间主要依据枝长估

算(表 8). 因为在不同类群中 DNA 序列的进化速率

异质性, 对于分歧时间只是粗略地估计. 化石证据

和分子证据已确定, 猫科与犬科分歧时间大约在 55 

MYA, 马科和犀科分歧时间大约在(55±1.5) MYA, 

这一时间与化石记录允许的时间误差一致, 这里利

用这两个时间作为估算分歧时间的校正点 , 根据

Janke 和 Arnason[39]的估算方法对豹属及属内物种的

分歧时间进行粗略估算. 同时, 在基于前述 4 个分

歧时间校正点 , 利用 MEGA 3.1[40]软件进行验证 . 

豹属及属内物种的分歧时间估算公式: 豹属物种的

支长×分歧校正点 (MYA)/(豹属物种的支长+内支

长). 结果可见, 豹属在大约 11.3 MYA 从猫科中分

出, 形成独立的一支; 约在 8.66 MYA 属内的物种

开始发生分歧, 首先是云豹与其他物种分离, 粗略

的时间范围 9.3 MYA~5.2 MYA; 随后, 虎约在 6.55 

MYA, 粗略的时间范围 6.8 MYA~2.6 MYA; 雪豹约

在 4.63 MYA, 粗略的时间范围 4.8 MYA~1.2 MYA; 

豹约在 4.35 MYA, 粗略的时间范围 4.6 MYA~1.82 

MYA 相继分歧出去. 值得注意的是, 青藏高原的独

特物种雪豹, 其分歧事件、辐射演化和物种种化过

程在时间上与发生在青藏高原的地质事件呈现一

定的相关性, 即与晚新生代青藏高原在 8, 3.6, 2.5

和 1.7 MYA 发生的地质构造事件及气候重大转型

时期基本吻合.  
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图 2  基于合并序列和全序列构建的分子系统树 
(A) 基于5个线粒体蛋白质编码基因合并序列构建的MP, ML和贝叶斯树. 分支上方数字代表置信度, 分支下方数字为贝叶斯近似值; (B) 基

于 7 个线粒体基因合并序列构建的 MP, ML 和贝叶斯树. 分支上方数字代表置信度, 分支下方数字为贝叶斯近似值; (C) 基于 21 种脊椎动物

线粒体去除 ND6 和控制区序列构建的 ML 和贝叶斯统一拓扑树. ML 树的外枝长和内枝长(A~Q)见表 8; 分歧时间根据 ML 树枝长和 4 个分

歧时间校正点估计: a: 鸭科和雉科(Anatidae 和 Phasianidae, 68 MYA)[35]; b: 负鼠(D. virginiana)和大袋鼠(M. robustusm)(70 MYA~60 MYA)[36]; 

c: 马科和犀科(Equidae and Rhinocerotidae (55±1.5) MYA)[37]; d: 猫科和犬科(Felidae 和 Canids, 55 MYA)[37]. 分支上方数字分别代表 ML 树的 

置信度和贝叶斯近似值, 下方数字代表分歧时间 
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表 8  基于线粒体全序列的最大似然树(ML 树)枝长 a) 

外枝 长度 标准误 内枝 长度 标准误 

A. americana 0.11411 0.00339 A 0.03384 0.00293 

G. gallus 0.11442 0.00341 B 0.03521 0.00239 

S. camelus 0.10153 0.00318 C 0.11582 0.00428 

R. americana 0.09381 0.00307 D 0.09237 0.00344 

D. virginiana 0.14865 0.00413 E 0.22038 0.00565 

M. robustus 0.11490 0.00374 F 0.09510 0.00378 

E. caballu 0.03373 0.00178 G 0.12144 0.00441 

E. asinus 0.03821 0.00187 H 0.03688 0.00229 

R. unicornis 0.06028 0.00238 I 0.06418 0.00257 

C. simum 0.05701 0.00231 J 0.04222 0.00218 

C. familiaris 0.11648 0.00344 K 0.08233 0.00356 

U. maritimus 0.12463 0.00353 L 0.03632 0.00228 

A. jubatus 0.05731 0.00223 M 0.06636 0.00229 

F. cats 0.04916 0.00208 N 0.01944 0.00156 

P. pardus 0.03525 0.00174 O 0.01781 0.00149 

P. uncia 0.04312 0.00189 P 0.01731 0.00146 

P. tigris 0.04907 0.00206 Q 0.01611 0.00129 

N. nebulosa 0.06168 0.00229    

A. mississippiensis 0.10641 0.00358    

A. sinensis 0.09238 0.00346    

a) ML 树枝长和标准误根据图 2(C)计算得出, ML 树基于 21 种脊椎动物线粒体去除 ND6 和控制区序列构建 

3  讨论 

3.1   豹属线粒体基因组特征 

同其他哺乳动物一样, 在虎、豹和雪豹的线粒体

基因组的 4 种碱基, G 的含量最低, A 的含量最高, 3 个

物种碱基的组成表现为 A, T 丰富. 实际上, 脊椎动物

线粒体碱基都呈现明显的 AT 偏斜, 尤其是控制区[54]. 

家猫、猎豹和云豹也是如此.  

除 ND2 基因以 ATC 为起始密码子, ND3 和 ND5

以 ATA 为起始密码子外, 其余蛋白质编码基因都是以

ATG(Met)为起始密码子, 这与大部分脊椎动物线粒体

蛋白编码基因的初始密码子一致.  

另外, 3 物种 Cyt b 基因的终止密码子都为 AGA, 

与其他蛋白质编码基因通常使用的终止密码子明显

不同. 这一现象也出现在大多数哺乳动物的线粒体

基因组中, 如犬[42]、兔[55]等. 但在其他类群的线粒体

基因组中, 如两栖类[56]、爬行类[57]及鸟类[58], Cyt b 基

因往往缺失终止密码子或以 T/TA/TAA终止. 由此看

来, 哺乳动物线粒体 Cyt b 基因的终止密码子倾向使

用 AGA, 明显有别于其他类群, 而其他蛋白质编码

基因的起始或终止密码子在不同类群间往往没有明

显差异.  

脊椎动物 tRNA 基因的长度大约在 59~75 bp 之 

间[19,20]. 在 3 物种线粒体基因组中, tRNA 长度最小者

为豹的 tRNASer(AGY)(58 bp), 最长者为豹的 tRNAAsn(77 

bp). 构建的 tRNA 二级结构显示, 除 tRNASer(AGY)与

其他脊椎动物一样为二叶草结构, 缺失了“DHU”臂

以外, 其余均为典型的三叶草结构[59], 这与大多数哺

乳动物的 tRNA 结构相类似.  

3.2  云豹的分类地位 

传统上认为, 豹属由虎、豹、狮、美洲豹和雪豹

组成, 不包含云豹. Johnson 和 O′Brien[15]用线粒体

16S rRNA 和 ND5基因部分序列构建的分子系统树显

示, 云豹与传统的 5 个豹属物种聚为单系, 结果支持

云豹并归于豹属. Bininda-Emonds 等人[60]基于形态和

分子数据获得相同的结果. Janczewski 等人[18]基于线

粒体 12S rRNA 和 Cyt b 基因部分序列分析认为, 云

豹与虎构成姊妹群关系. 基于两个核基因分析, Yu 等

人[61]却认为云豹应并归于豹属, 它与狮(豹, 雪豹)构

成姊妹群关系. 以犬作为外群, 本文采用 MP, ML 和

贝叶斯方法对两组线粒体整合序列和全序列进行分

析, 并得到较为统一的系统发生关系树. 结果显示, 

云豹始终与虎、豹、美洲豹、狮和雪豹 5 个物种聚为
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一支, 且处在聚类分支的最基部, 有很强的置信度支

持(图 2). 因此, 本文结果支持将云豹并归于豹属的

观点.  

3.3  豹属系统发生关系 

豹属的系统进化关系一直是研究的热点. 豹属作

为最近进化而来的一个类群[62,63], 属内一些物种间的

进化关系一直存有争议 [64~66]. 例如, 化石证据显示, 

来自东非的最早的豹属化石, 地质年代属于更新世

(2MYA), 形态上类似于虎和狮, 暗示这两个物种具

有较近的亲缘关系. 但是, Neff[67]和 Hemmer[68]认为, 

美洲狮(Panthera atrox)的化石(30000 年前)以及欧洲

更新世豹属物种的一个化石(2 MYA)具有狮和美洲

豹的特征, 说明狮与美洲豹具有较近的亲缘关系. 基

于形态证据的研究, 其结论也不相同. Pocock[69]基于

现存物种的形态特征认为, 美洲豹和豹具有较近的

亲缘关系; 雪豹是否并归于豹属仍没有统一意见, 雪

豹因其舌骨基本骨化而无弹性, 此特征与猎豹极其

相似,因而被认为与猎豹的关系较近.  

基于两组线粒体基因合并序列, MP, ML 和贝叶

斯 3 种系统分析方法构建的系统树拓扑结构相同(图

2(A)和(B)), 10 种猫科动物分为两群, 第一群由虎、豹、

狮、美洲豹、雪豹和云豹 6 个物种组成, 系统发育关

系为: 云豹(虎(美洲豹(豹(狮、雪豹)))), 云豹位于分

支的最基部; 第二群由猞猁、美洲狮、猎豹和家猫组

成. 本研究显示, 云豹应并归豹属, 成为其第 6 个成

员; 虎靠近聚类分支的基部, 与美洲豹、豹、狮和雪

豹为姊妹群关系; 在虎和美洲豹的系统发生关系上, 

本研究得出了与 Yu 和 Zhang[70], Pecon 等人[71]基于分

子证据所取得的相一致的结论; 豹与(狮、雪豹)构成

姊妹群关系, 此结论与以前的研究结果不同, 但基于

两组线粒体基因合并序列分析, 豹在系统关系中的

位置没有得到确切的解决, 在支点处的支持较弱; 在

对两组线粒体合并序列分析中, 得出一个新的结果, 

即狮和雪豹的姊妹物种关系, 位于聚类分支的最内

部, 且有较高置信度的支持. 在雪豹的系统关系上, 

以前的研究得出许多假设 . Johnson 和 O’Brien[15], 

Mattern 和 McLennan[72]基于形态学、细胞学以及许多

分子数据分析得出, 雪豹位于豹属系统关系分支的

基部; 最近基于化学信号[14]、线粒体控制区序列[54]

和线粒体与核基因整合数据[1]分析又认为, 它与虎具

有最近的亲缘关系. 然而, Yu 和 Zhang[70]分析了 6 个

线粒体基因(ND2, ND4, ND5, Cyt b, 12S 和 16S rRNA)

和 3 个核基因(-fibrinogen, IRBP 和 TTR)的合并序列

得出, 雪豹与豹构成姊妹物种关系; Buckley-Beason

等人[73]基于线粒体(ATP8, Cyt b, ND5 和控制区)与核

基因(ATP-7A, BGN, HK1, IDS 和 PLP)数据分析得出, 

雪豹与(豹、美洲虎、虎)构成姊妹群关系. 因此, 本

文得出的狮和雪豹构成姊妹物种关系与以前的研究

结论不同. 总之, 尽管本研究没有完全解决豹属各物

种在系统关系中的确切位置, 但基于线粒体全序列和

线粒体基因合并序列的分析, 将有助于豹属进化关系

的探讨并提供新的数据.  

3.4  分歧时间 

此前, 有一些关于豹属物种辐射性演化的分歧

时间探讨的报道, 但基于不同的分子数据和不同的

分析方法, 其结果存在一定的差异. 最近研究显示, 

在豹属物种间的分歧时间估算上, 基于分子数据和

采用古生物学方法所得出的结果不统一[1,15]. 根据目

前古生物学证据显示, 最早的豹属物种的化石来自于

更新世时期的东非和欧洲, 距今大约 2 百万年[67,68]. 

根据分子和生化数据分析认为, 豹属分歧时间大约

在 1 MYA~2 MYA[14,15]; 而 Janczewski 等人[18]采用

Cyt b基因的部分序列为分子钟进行分析, 推测豹属约

在 3 MYA 从豹亚系中分离出来, 豹属内各物种间的

相互分离大约在 1 MYA~3 MYA; Bininda-Emonds

等人[60]基于合并的系统发生信息提出, 豹属各物种

间约在 4.2 MYA~2.1 MYA 发生分歧. 一些科学家认

为, 豹属大约是在至少 5 MYA 从猫科中分化出来[63]. 

Johnson 等人[1]基于化石和分子数据分析认为, 在豹

属内各物种间的分歧事件发生的时间估计上, 化石

证据时间比基于常染色体、X, Y 性染色体、线粒体

基因分析结果平均低估了 76%和 73%或 79%.  

根据 21 种脊椎动物线粒体基因组全序列构建的

ML 树的支长, 并结合 4 个可靠分歧事件校正点, 本

文获得了豹属物种粗略的分歧时间 : 豹属大约在

11.3 MYA 从其他猫科物种分化出来, 分歧事件发生

在地质年代的晚中新世和早上新世; 物种间的分化

发生在 10 MYA~1 MYA. 首先是云豹在 8.66 MYA, 

粗略的时间范围 9.3 MYA~5.2 MYA, 与豹属的其他

物种发生分歧; 虎在 6.55 MYA, 粗略的时间范围 6.8 

MYA~2.6 MYA, 发生分歧; 雪豹在 4.63 MYA, 粗略

的时间范围 4.8 MYA~1.2 MYA, 发生分歧 ; 豹在
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4.35 MYA, 粗略的时间范围 4.6 MYA~1.82 MYA, 

发生分歧. 本文估计的豹属物种的分歧时间与一些

分子数据基本一致, 比化石证据略早. 而依据化石证

据, 虎大约在 1.8 MYA~1.6 MYA[63,68]发生分歧, 豹

大约在 1.3 MYA[74]. 对豹属物种分歧时间的估算与

先前的研究结果较一致[1,18,60].  

3.5  雪豹分歧事件和种化过程与青藏高原隆起 

雪豹作为青藏高原的特有物种, 其分歧事件的

发生、辐射演化和种形成过程(时间范围 4.6 MYA~ 

1.82 MYA)与青藏高原的构造事件和气候的转型相

一致. 地质学研究表明, 在中国西南, 青藏高原的隆

起是多阶段、非均匀、不等速的过程, 但发生在晚新

生代 8, 3.6, 2.5 和 1.7 MYA 的构造事件和强烈隆起对

高原的隆起有重要意义[75]. 分子估计的雪豹的主要

分支事件、种群扩张和种化过程也发生在这几个时期, 

证明了雪豹的起源和演化与青藏高原阶段性隆起导

致的环境变化密切相关. 8 MYA, 是北半球多数地区

气候和环境发生重大转型的时期, 如阿拉伯海上的涌

流增强 , 显示印度洋季风出现或增强 [76]; 拉萨西北

羊八井地堑断裂活动也发生在 8 MYA[77], 临夏盆地

在 7.78 MYA~6.25 MYA 开始地层颜色永久性改变

和干旱气候急剧发展[78], 亚洲内陆气候干旱增加, 印

度和东亚季风开始形成 [79]. 这些都表明, 青藏高原

的自然环境在 8 MYA 有过剧烈的变化, 这时起源于

亚洲的豹属在 11.3 MYA 从猫科中分化出来并进入

其演化历程.  

4.5 MYA 以后, 西北高原开始隆起[80], 3.5 MYA

以后, 柴达木盆地进入成盐期, 现代亚洲季风开始出

现[75,79], 该阶段被称为青藏高原运动 A 幕[80]. 这一时

期雪豹与豹属的其他物种发生分化(4.63 MYA), 原

始的雪豹可能由于某种特殊或偶然的机会进入尚在

隆起中的青藏高原, 揭开了高原环境中生存竞争的

前幕, 这是雪豹演化过程的第一阶段.  

在 2.6 MYA, 亚洲季风系统稳定建立, 高原向更

高的海拔发展, 这一时期是青藏高原隆起的第二阶

段, 被称为青藏高原运动 B幕[75]. 随着气候等生态条

件的逐步稳定, 雪豹在长期的生存竞争中从形态、行

为以及生理等方面对高原环境产生了重要的适应 , 

此时期可能是雪豹演化为高原特有种的重要时期 , 

为雪豹演化过程的第二阶段.  

1.7 MYA 后是雪豹种化的主要时期, 1.7 MYA

后也是气候发生重大转型的时期, 青藏高原已接近

于现今的高度, 该时期是青藏高原隆起的第三阶段, 

被称为青藏高原运动 C 幕[75]. 这一时期, 分布于高

原上的雪豹开始向周边地区辐射扩散, 并最终演化

成高原特有物种. 雪豹分歧事件与辐射演化过程与

青藏高原地质事件和气候转型在时间上基本吻合 , 

暗示雪豹种的起源和扩散可能与青藏高原阶段性

隆起所导致的环境变化密切相关, 雪豹种群的分布

格局可能是高原阶段性隆起和气候重大转型的直

接结果.  
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