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摘要 真猛犸象(Mammuthus primigenius)是中国北方猛犸象-披毛犀动物群的核心动物, 在晚更新世时期广泛分布

于欧亚和北美的中高纬度地区, 在我国则主要分布在东北一带. 针对中国东北地区的真猛犸象材料的基因组层面

的研究极为匮乏, 导致其分类和溯源问题不甚明朗. 本研究获取到中国东北16个真猛犸象样品的完整或部分线粒

体基因组序列, 并对样品进行放射性碳同位素测年或分子定年. 线粒体基因组系统发育树显示, 在晚更新世时期的

中国东北地区分布有猛犸象全部已知3个线粒体遗传支系(Clade I、Clade II和Clade III), 该时期该地区的猛犸象种

群遗传多样性较高. 样品年代信息及各地种群的线粒体遗传结构表明, Clade I与Clade II、III的共同祖先在约163万
年前的分化对应着草原猛犸象从欧亚到北美的第一次迁徙事件; 在Clade I内部, 中国东北种群与晚更新世时期第

二次迁向北美的种群在61万年前已发生分歧. 此外, 本研究在中国东北真猛犸象样品中发现Clade II支系个体, 表明

该支系代表的种群曾广泛分布于东北亚; 在末次盛冰期来临前, 该种群可能发生了栖居地缩减并在中国东北形成

小规模种群. 本研究为探究中国东北真猛犸象的系统发育地位、遗传多样性及真猛犸象对晚更新世气候变化的响

应提供了分子依据.
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真象亚科(Elephantinae)包含现存的最大的陆生动

物, 其演化历史一直是古生物研究的热点. 该亚科包括

猛犸象属(Mammuthus)、古菱齿象属(Palaeoloxodon)
和原始真象属(Primelephas)等灭绝属, 以及真象属(Ele-
phas)和非洲象属(Loxodonta)两个现存属[1,2]. 相较于其

他灭绝象科成员, 猛犸象属分布范围广、灭绝时间晚,
其生存环境的土壤及温度条件有利于古DNA保存, 是

研究第四纪大型哺乳动物分子地理谱系的模式物种[3].
一般认为猛犸象属与亚洲象属的祖先在约670万

年前分化, 随后在非洲产生了该属的早期形态, 即亚平
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额猛犸象(M. subplanifrons)和先非猛犸象(M. africana-
vus), 前者在欧亚大陆经历罗马尼亚象(M. rumanus)这
一过渡形态后, 产生了南方象(M. meridionalis), 后者被

认为是在欧亚大陆与美洲广泛分布的所有猛犸象的祖

先[4]. 在晚上新世, 猛犸象属由非洲扩散到欧洲和中亚,
随后在约170万年前到达亚洲北部并演化产生草原猛

犸象(M. trogontherii); 草原猛犸象曾在距今约130~150
万年向西扩散到欧洲, 向东通过白令陆桥到达北美洲,
随后在当地演化产生了哥伦比亚象(M. columbi)[5,6]. 约
70万年前, 草原猛犸象在亚洲演化产生了真猛犸象. 真
猛犸象在中-晚更新世时期曾广泛分布在欧亚大陆, 尤

其是西伯利亚. 最晚的化石记录显示真猛犸象甚至在

弗兰格尔岛残存至全新世[7]. 在距今约10万年前的更

新世晚期, 真猛犸象与百万年前的草原猛犸象一样, 穿
越白令陆桥到达北美, 在当地与哥伦比亚象广泛杂交.
猛犸象的这两次向北美迁移导致了晚更新世猛犸象线

粒体地理谱系的复杂性[8] .
基于化石形态, 尤其是臼齿形态, 已有研究阐明了

猛犸象属在象科中的系统发育地位并定义了多个猛犸

象物种. 然而, 受限于化石样品的形态特征完整性, 以

及猛犸象种间复杂基因流动产生的过渡形态特征, 形

态学研究对于不同猛犸象物种的界定仍然存在争议[9].
二代测序技术应用于古DNA研究后, 猛犸象属的分子

系统发育研究得到快速发展. 针对猛犸象基因组研究

不仅刷新获取哺乳动物古DNA研究的年代上限至170
万年前, 还显示晚更新世猛犸象不同支系对应的中更

新世起源与迁徙对应的分歧事件[10], 最新的研究成果

甚至从距今约5.2万年的猛犸象皮肤亚化石中还原了其

染色体结构, 将对猛犸象古DNA的研究推入新的维

度[11]. 根据猛犸象线粒体研究的分歧年代和种群动态

变化模拟结果, 已有研究将晚更新世猛犸象属分为3个
线粒体谱系: 分布于西伯利亚北部和北美中部的Clade
I, 分布于西伯利亚东北部的Clade II, 以及主要分布于

欧洲、北美北部和中亚的Clade III; 或者分为5个主要

单倍群: 对应Clade II的单倍群A、对应Clade III的单倍

群B(分为北美北部的B1和欧洲及中亚的B2)以及对应

Clade I北美中部的单倍群C和西伯利亚北部的单倍群

D、E[12~14] . 由此可见, 晚更新世猛犸象的线粒体遗传

组成具有谱系地理特征, 能一定程度上反映猛犸象在

更新世的迁移和演化.
中国北方地区晚更新世地层中有丰富的猛犸象化

石材料[15,16], 早期的形态学研究主张将中国东北地区

松花江流域发现的猛犸象依据发掘地点命名为松花江

猛犸象(Mammuthus sungari sp.), 但曾因化石残缺及分

类界定模糊受到质疑; 其他观点则认为中国东北猛犸

象是西伯利亚猛犸象在亚洲迁徙扩散形成的种群, 没

有独立演化成单独的物种, 因此松花江猛犸象也基于

形态特征被修订为草原猛犸象[9]. 此外, 目前已开展猛

犸象古DNA研究的化石材料主要来自有永久冻土的西

伯利亚高纬度地区及德国、美国、加拿大等中纬度地

区[13]. 中国东北同处中纬度地区, 对该地区其他大型哺

乳动物的古DNA研究表明, 该地区具备保存哺乳动物

化石古DNA的环境条件[17,18]. 本文即针对采自中国东

北的猛犸象化石样品开展线粒体古基因组研究, 结合

气候变化资料, 尝试从分子系统发育角度分析中国东

北猛犸象种群所承担的演化角色及其经历的种群迁徙

等演化历史, 为全面探究晚更新世猛犸象灭绝原因提

供分子依据.

1 材料与方法

1.1 化石样品

本文从中国内蒙古自治区牙克石市、黑龙江省青

冈县以及哈尔滨松花江流域等地采集了16件猛犸象骨

骼或牙齿样品, 部分形态保存相对完整的样品如图1所
示, 样品编号、形态类型及年代信息如表1所示. 样品

的放射碳同位素年代由美国BETA实验室测定, 样品

CADG756的年代结果来自文献[19].

1.2 古DNA实验

用4.5%的次氯酸溶液擦拭样品表面后以无水乙醇

擦拭风干, 切取骨骼样品, 并研磨成细密骨粉. 称取

100~150 mg骨粉, 加入0.075%次氯酸钠溶液于50℃浸

泡10 min后离心去除上清液, 加入无核酸水振荡后离

心去除上清液, 并重复一次该过程, 从而降低外源

DNA含量[20]. 参考Rohland和Hofreiter[21,22]的研究采用

二氧化硅吸附提取DNA的方法, 在每个样品中加入

3 mL乙二胺四乙酸(EDTA, 0.465 mol/L)和40 μL蛋白酶

K(20 mg/mL)的混合液孵育16~24 h以对样品进行裂解.
完成后通过离心将残渣与上清液分离, 将上清液移至

超滤管(Millipore, Darmstadt, 德国), 通过离心得到约

100 μL浓缩液. 使用MinElute DNA纯化试剂盒(Qiagen,
Hilden, 德国)包含的纯化试剂与二氧化硅吸附柱对浓

缩液进行纯化以完成各样品的古DNA提取.
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参考Meyer和Kircher[23]的文库构建方法, 按“末端

修复(bluntend repair)、连接接头(adapter ligation)、接

头补齐(adapter fill-in)、文库分子标记(indexing)”4个步

骤构建双链文库. 以上DNA提取与文库构建过程均设

置空白组作为检验外源污染的对照. 将文库送交安诺

优达基因(北京)科技有限公司进行基于Illumina Hi-
Seq×10平台的双向150 bp测序. 根据预测序结果, 为各

样品构建不同数目的双链测序文库. 根据文库合并后

图 1 (网络版彩色)本研究部分化石样品照片
Figure 1 (Color online) Photos of well-preserved samples from this study

表 1 本研究样品信息表
Table 1 Sample information in this study

样品编号 样品类型 序列长度(bp) 14C测定年代(a BP) δ13C校正年代(cal a BP) 发掘地点

CADG743 上颚骨 15657 >43500 NA 黑龙江青冈

CADG756 下颌骨 15530 >40000 NA 内蒙古牙克石

CADG1042 臼齿 2989 NA NA

松花江哈尔滨段
CADG1068 臼齿 2329 NA NA

CADG1071 臼齿 1787 NA NA

CADG1073 臼齿 16343 17890±60 18110±60

CADG1111 腿骨 1619 NA NA 哈尔滨阎家岗遗址

CADG1144 未知 2488 NA NA

松花江哈尔滨段

CADG1148 未知 4370 NA NA

CADG1162 臼齿 16426 NA NA

CADG1163 臼齿 12990 NA NA

CADG1165 臼齿 2597 NA NA

CADG1167 臼齿 1839 NA NA

CADG1169 臼齿 9640 NA NA

CADG1170 臼齿 5037 NA NA

CADG1171 臼齿 16386 39780±530 39850±530
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的覆盖率情况, 采用从Daicel Arbor Biosciences公司购

置的myBaits猛犸象线粒体捕获试剂盒, 对部分预测序

覆盖度较高但未获得完整线粒体序列的样品的多个独

立文库按照使用说明分别进行杂交捕获和PCR扩增,
按文库摩尔浓度制备混合文库后送交相同平台进行深

度测序.

1.3 测序数据处理

使用“fastp-0.22.0”[24]对FASTQ格式原始测序数据

进行接头切除, 再合并双端测序的正向及反向片段. 数
据匹配时与参考基因组相近的测序片段更容易匹配成

功, 可能导致最终的序列文件与参考基因组的亲缘关

系被高估[25]; 为评估参考基因组的选择对系统发育分

析结果的影响, 分别选取了属于分支Clade I的真猛犸

象M1(GenBank登录号: EU153444)和分支Clade II的真

猛犸象M25的线粒体序列(GenBank登录号: EU153453)
作为参考基因组. 使用“Burrows-Wheeler Aligner
v0.7.15”[26]以默认参数将测序片段匹配到参考基因组.
使用“SAMtool v-1.3.1”[27]中的“view”功能过滤掉匹配

质量低于30的序列, 并使用“sort”功能将测序片段按照

参考序列5’至3’的顺序进行重排, 之后使用“rmdup”命
令去除PCR产生的重复片段, 并使用“merge”命令将同

一样品的不同文库bam文件合并, 使用“rmdup”命令去

除重复. 最后运用“ANGSD-0.938”软件[28]“-doFasta 2”
命令时使用“-minInDepth 2”限制每个位点覆盖次数至

少为2次, 获取各样品线粒体序列FASTA格式文件. 将

获得的线粒体序列在NCBI(National Center for Biotech-
nology Information, 美国国家生物技术信息中心)进行

BLAST(Basic Local Alignment Search Tool, 基础序列比

对搜索工具)在线检索,初步确定样品的物种信息.使用

“Qualimap-2.2.1”[29]文库进行覆盖率的计算.

1.4 碱基损伤评估

将线粒体基因组覆盖度超过95%的样品数据文件

使用“mapDamage2”软件包[30,31]默认参数进行处理, 以

片段末端5’端和3’端的碱基替换程度与平均片段长度

分布为指标, 对样品进行古DNA分子的碱基损伤评估.
使用Tablet工具[32]对bam文件进行可视化处理与评估.

1.5 系统发育分析与分子年龄推算

下载GenBank中包含167个真猛犸象、17个哥伦比

亚象、44个猛犸象属未知种在内的猛犸象属228条完

整或部分线粒体基因组序列, 以及1个亚洲象完整线粒

体基因组序列(所采用序列GenBank登录号等信息见表

S1). 在CIPRES(CyberInfrastructure for Phylogenetic
Research, 系统发育学等研究高性能计算资源的在线平

台)网站使用MAFFT v7.471软件[33,34]将同源序列数据

集对齐, 使用“BioEdit 7.0.9.0”[35]软件对序列进行人工

校对, 将实验获取的16个真猛犸象线粒体基因组序列

与上述229条序列合并输出得到FASTA文件 . 使用

“Gblock”工具进行gap位点删除处理, 构成IQ-tree分析

所用数据集, 使用“MEGA X”软件构建邻接树预估样

品的系统发育地位. 为避免使用不同参考基因组导致

的映射结果差别, 分别使用两个参考基因组获得的序

列分别构建数据集, 在排除参考基因组对各样品序列

在系统发育树中位置的影响后, 选取其中之一用于后

续分析.
在5个获取到完整线粒体基因组序列且测序覆盖

度较高的样品中, CADG1073和CADG1171的测年结果

分别为22230~21905(95% HPD)、42172~40588(95%
HPD), 样品CADG743、CADG756的测年结果超出放

射碳同位素测年上限, 样品CADG1162没有进行放射

碳同位素测年, 因此需要对后3个样品进行分子年龄估

算. 分别使用样品CADG1073和CADG1171的线粒体基

因组序列和上文数据集中的31条具有年代信息的序列

(序列年代等信息如补充表S2所示)构成数据集, 假定这

2个样品未进行测年, 分别模拟它们的分子年龄. 在进

行该项模拟时, 使用“DNASP6”软件[36]修改数据集格式

为NEXUS, 并导入BEAUti v1.10.4[37]软件包进行

BEAST文件配置: 参考HKY(Hasegawa-Kishino-Yano)
模型在猛犸象线粒体分区模型应用[25,38]显示出的统一

模型不会受到编码区与非编码区影响, 同时为避免数

据过度复杂化, 因而不进行编码区与非编码区的区分,
参考Chang等人[13]的研究, 使用“PartitionFinder 2” 软

件[36]为BEAST分析选择HKY+I+G作为碱基替换模型;
在采用亚洲象与猛犸象在670(±50)万年前的分歧节点

作为参考的同时, 将31条序列的准确测年信息作为tip-
date进行先验年代矫正; 由于数据集中所选猛犸象样品

年代较为接近, 其分子替换速率较为稳定, 选择严格分

子钟模型[10,25,38,39]. 通过在CIPRES网站运行BEAST
1.10.4[37]获得分子年龄估算结果, 用Tracer v1.6软件[40]

对结果进行检查, 当结果与实际放射性同位素测年结

果吻合时, 使用相同软件及参数分别用于需要分子年

龄推算的3个样品.
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在完成样品分子年龄估算后, 运用本研究的5条完

整线粒体基因组序列与31条具有年代信息的同源序列

切齐后构建数据集, 使用与分子年龄估算时相同的软

件包和参数构建系统发育树. 使用Tracer v1.6软件[40]

检查各模拟log文件的有效样品数大小(effective sample
sizes, ESS值). 对于BEAST构树结果, 使用TreeAnnota-
tor v1.8.0舍弃10%拟合样本量, 保留最大可信度分支

树, 生成的树文件使用FigTree V1.4.3[41]进行结果可

视化.

1.6 母系种群规模模拟

使用上述研究中对分子钟速率的模拟结果以及进

行分子年龄估算数据集中全部欧亚大陆样品进行贝叶

斯天际线分析. 使用BEAUti v1.10.4[37]软件包选定贝叶

斯天际线分析产生XML文件, 在CIPRES网站(www.
phylo.org)运行BEAST 1.10.4[37], 使用Tracer v1.6软
件[40]软件analysis功能中的Bayesian Skyline功能输入

构建的系统发育树与log文件, 完成贝叶斯天际线的

绘制.

1.7 种群线粒体遗传多样性计算

本研究使用核酸多样性π值来表征种群遗传多样

性. 将具有地理信息的242个猛犸象样品通过所属地理

范围划分为四个组: 北美、欧洲、西伯利亚、中国东

北. 过滤覆盖度较低(序列长度小于12000 bp, 以此降低

短序列效应)的序列后分别进行MAFFT在线对齐后生

成FASTA文件. 导入并使用DnaSP 6软件[42]进行计算,
依据数据类型“DNA、单倍体、线粒体序列”选择

“DNA/Haploid/Mitochondrial”选项, 打开“Analysis-
DNA Polymorphism”选项卡, 设置生成数据集的π值以

表征该区域种群核酸多样性.

2 结果

2.1 真猛犸象古DNA片段特征

运用mapDamage 2.2.1软件对合并后序列长度超过

15000 bp的样品文库进行分析, 本研究样品末端碱基替

换率范围为5%~20%, 片段长度集中分布在35~75 bp.
图2示样品CADG743其DNA片段末端碱基替换率及片

段长度分布结果,其他覆盖度超过95%的样品同类结果

如补充图S1所示, 其线粒体末端碱基替换频率如表S3
所示; 覆盖度低于95%的样品末端碱基替换率及片段

长度分布结果补充图S2所示, 本研究的低质量序列的

碱基损伤分析仅用于确认其古代序列性质, 并未进行

高精度分析.

2.2 测序数据与序列比对结果

分别使用分支Clade I的样品M1和分支Clade II的
样品M25的线粒体基因组序列(序列长度均为16458 bp)
作为参考基因组, 得到的真猛犸象线粒体基因组序列

结果显示不同参考基因组对序列长度的影响较小(小
于5%, 表S4). 通过合并文库, 5个样品获得了长度超

过16000 bp的线粒体基因组数据(覆盖度超过95%); 其

余11个样品获得了长度在1500~12000 bp的部分线粒体

基因组数据, 具体测序数据的比对结果与最终分析长

度包含在补充表S4内(同时包含为提高样品CADG743
与CADG756的测序深度而进行的杂交捕获实验获

图 2 (网络版彩色)样品CADG743以M1为参考基因组时的线粒体

序列的片段特征. (a) DNA片段碱基末端碱基替换率(1代表5′端第一

个碱基, –1代表3′端第一个碱基); (b) 片段长度分布图
Figure 2 (Color online) Reads characteristics of a representative
sample CADG743 (ref: M1). (a) The misincorporation rates of read
ends (1 means from the 5′, –1 means from the of 3′); (b) single-end read
length distribution
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取的文库数据信息). 对各序列进行BLAST查询, 相

似度最高的匹配结果均为真猛犸象的线粒体基因组

序列.

2.3 分子年龄估算结果

根据BEAST分析的分子年龄估算结果 , 样品

CADG1073和CADG1171的分子年龄估算结果分别为

距今22067(±158)年和49420(±32063)年, 该估算结果与

放射性同位素测年结果18110(±60)年和39850(±530)年
较为接近, 由此认为在分子年龄估算中采用的参数设

置合理. 运用相同参数估算另外3个样品的年龄, 结果

显示样品CADG743、CADG756和CADG1162的分子

年龄分别为距今59706(±15518)、105490(±42841)和
59204(±31733)年.

2.4 系统发育树

以M1作为参考基因组获取的16条样品序列与

GenBank中下载的229条同源序列为数据集, 以亚洲象

作为外类群, 采用IQ-tree软件构建的系统发育树结果

如图3(a)所示, 所用样品与本研究样品的地理位置信息

如图3(b)所示; 采用M25作为参考基因组构建的系统发

育树如图S3所示, 结果显示不同参考基因组对本研究

的样品在系统发育树上的位置没有影响(因此后续分

析仅选择M1作为参考基因组时所得序列).
图3(a)中, 所有猛犸象个体形成3个线粒体遗传支

系Clades I~III. 本研究的16个样品中: 9个样品分布在

支系Clade I的DE单倍群, 该单倍群中大部分个体来自

亚洲, 该支系中的另一单倍群C中的个体全部来自北

美; 6个样品聚类构成亚支, 集中分布在支系Clade II,
该支系的其他样品来自西伯利亚; 1个样品落在支系

Clade III的B2单倍群, 该单倍群中其他个体主要为欧

洲来源, 同属该分支的B1单倍群个体全部来自北美.
在包含样品数量较少的BEAST分析结果中(图4),

具有年代信息的样品构成Clade I和Clade II 2个遗传支

系, 二者之间发生分歧的时间在距今约163万年前(95%
HPD 1.97~1.31 Ma).来自中国东北的5个样品所在支系

与IQ-tree结果一致: 2个样品CADG1162和CADG1171
位于Clade I , 其所在DE单倍群与北美个体所在的C单
倍群于约距今61万年前(95% HPD 0.76~0.47 Ma)开始

独立演化 ; 另3个样品CADG743、CADG756和
CADG1073位于Clade II, 这3个猛犸象个体虽然年代跨

越超6万年, 但在该支系下共同构成独立亚支, 与来自

西伯利亚东北部的个体M20代表的种群在距今约44万
年前发生分歧.

2.5 母系种群规模

使用分子年龄估算中的碱基替换率结果(4.2574×
10–9 site/year)进行贝叶斯天际线分析, 以反映欧亚大陆

猛犸象种群的母系种群相对规模. 结果显示, 在距今约

10万年前, 真猛犸象母系种群规模相对稳定, 此后开始

逐步增大, 在距今约7万年前达到最大种群规模, 随后

种群规模缩减并在距今约2万年前发生骤降, 最终在约

4000年前灭绝(图5).

3 分析与讨论

3.1 序列真实性鉴定

本研究的古DNA序列真实性可从四方面进行验

证: 首先, 本研究在样品采集、DNA提取、文库构建等

过程中严格遵守古DNA实验规范, PCR前处理和PCR
后实验在相互隔离的不同实验空间分别进行; 其次, 实
验过程中设置的空白对照组经检验未受污染, 因此排

除来自试剂等外源污染的干扰与样品间交叉污染的可

能; 第三, 通过对样品序列的在线BLAST比对, 所得线

粒体序列均与已有真猛犸象序列相似度最高; 最后, 经
碱基损伤分析, 所得DNA片段末端的碱基替换率在5%
~20%之间, DNA 平均片段长度为35~75 bp(如图S1所
示), 这些特征符合古DNA末端碱基替换特征[45,46]和片

段长度特征[47].
此外, 本研究从以下方面避免了古DNA片段末端

碱基损伤导致的错配碱基可能对分歧时间计算和BSP
分析结果产生的影响: 首先, 在进行片段的映射形成序

列的过程中, 使用“minDepth”命令将每个位点的最小

重复次数限制为2次; 其次, 在进行贝叶斯天际线与分

歧时间、样品年代估算等需要高精度分析时仅使用了

覆盖度较高的序列, 低质量序列仅在系统发育分析中

确定其大致位置; 同时, 在可视化bam文件的手动检测

中(图S4), 确认发生改变的位点不仅仅聚集于片段末

端; 最后, 在系统发育分析中高质量序列的枝长并未发

生长枝效应, 可验证其真实性.

3.2 中国东北猛犸象系统发育地位

猛犸象属在晚更新世形成了分布于欧洲、亚洲以

及北美的真猛犸象, 以及分布于北美的哥伦比亚象等
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主要类群[4,48,49], 此外还在欧亚大陆与北美周边海岛产

生了部分种群规模较小的亚种[50]. 在早期相关研究中,
部分猛犸象种间过渡形态曾被单独定名, 例如杰斐逊

猛犸象(Mammuthus jeffersonii). 早期周明镇等曾根据

图 3 (网络版彩色)猛犸象属分子地理谱系图. (a) 猛犸象属线粒体系统发育树(IQ-tree); (b) 猛犸象属各遗传支系样品地理分布图[5,12~14,43,44], 所
用数据集包括16条本研究序列与229条其他研究序列; 图中位点仅代表取样位置
Figure 3 (Color online) Phylogenetic relationships and geographical distribution of Mammuthus. (a) Mitochondrial phylogenetic tree of Mammuthus
(IQ-tree). (b) Clade locations of the Northern Hemisphere Mammuthus. The dots in the figure only represent the sampling location
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臼齿形态将松花江流域发现的晚更新世猛犸象以发掘

地命名为松花江猛犸象(Mammuthus sungari sp.), 该命

名随后因化石证据残缺、特征不明、缺乏代表性化石

而遭到质疑[9]. 本研究中, 中国东北的16个样品和欧亚

大陆及北美的228个猛犸象属个体在系统发育树中形

成3个已知的线粒体遗传支系, 16个样品分别与欧亚大

陆及北美的不同真猛犸象个体聚类(图3(a)). 其中来自

松花江流域的15个猛犸象个体, 在系统树上并未形成

独立的分支, 本研究暂不能为松花江猛犸象种一级的

命名提供分子层面支持. 然而, 线粒体DNA属于单一

遗传标记, 仅能反映生物种群的母系遗传方式, 并非总

能与物种分类完全对应. 在前人研究中, 有些生物类群

在线粒体基因组系统发育树上彼此交错混杂, 但在核

基因组树上却早已发生分歧(如欧亚已绝灭的洞鬣狗

和非洲现生斑鬣狗[51]), 甚至已确定属于不同物种(如已

绝灭的古菱齿象和非洲森林象[52]). 因此, 松花江流域

的猛犸象是否已单独成种, 尚需要对该地猛犸象进行

核基因组研究.

图 4 (网络版彩色)猛犸象属完整线粒体基因组贝叶斯进化树. 数据集包含本研究的5条高质量线粒体序列及前人研究中具有年代信息的31条
序列
Figure 4 (Color online) Bayesian phylogenetic tree using the complete mitogenomes of Mammuthus. The dataset includes 5 high-quality
mitochondrial sequences from this study and 31 sequences with age information from previous studies

图 5 (网络版彩色)欧亚大陆猛犸象母系有效种群动态变化图(浅红

色区域代表有效母系种群规模95%置信区间, 浅蓝色区域代表末次

冰盛期时间区间); 使用序列为贝叶斯进化树相同数据集, 片段长度

分布为15530~16442 bp
Figure 5 (Color online) Maternal effective population size of
Mammuthus in Eurasia (red shadow represents 95% HPD of the relative
maternal population size, blue shadow represents LGM). Using the same
data set as the Bayesian phylogenetic tree, in which the sequence length
is 15530–16442 bp
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3.3 中国东北真猛犸象的遗传结构

在已知三个猛犸象线粒体遗传支系中, Clade III和
Clade I已由Chang等人[13]分别在中国东北和邻近地区

发现, 本研究首次发现在中国东北分布有Clade II支系,
显示该支系不仅局限分布于西伯利亚东北部.

从本研究包含的样品所在地理范围对应的遗传支

系角度, 欧洲真猛犸象种群、北美哥伦比亚象和真猛

犸象种群都包含Clade I和Clade III 2个支系, 西伯利亚

北部种群主要为真猛犸象Clade I和Clade II 2个支系,
而中国东北晚更新世真猛犸象种群同时包括了Clade
I、Clade II和Clade III全部3个已知遗传支系. 此外, 不
同地区真猛犸象种群核酸多样性(Nucleotide diversity,
P i值 )的计算结果显示 , 中国东北的猛犸象种群

(Pi=0.00808)高于欧洲(Pi=0.00289)、北美(Pi=0.00694)
以及西伯利亚(Pi=0.00246)等地种群, 说明中国东北晚

更新世真猛犸象种群的核酸多样性相对较高[53]. 晚更

新世中国东北整体寒冷偏干的环境适宜猛犸象生存,
为其在该地的多样性提供客观条件[15]; 另一方面, 东北

地区处于猛犸象从欧亚大陆向北美扩散的方向上, 跨

越大洲迁徙的分歧事件可能是该地区形成较高线粒体

遗传多样性的原因之一.

3.4 晚更新世真猛犸象种群之间的遗传联系

Valk等人[10]对中更新世猛犸象核基因组的研究显

示, 晚更新世猛犸象种群间具有相同的中更新世祖先

并曾发生单向的基因流动, 这表明晚更新世线粒体支

系形成后存在着因迁移事件发生的遗传联系. 在亚洲

东北部, 主要分布有猛犸象线粒体遗传支系Clade I和
Clade II. 其中, Clade I分布在高纬度的西伯利亚北部

广泛地区及部分中纬度地区如中国东北[54]. 目前已有

的化石记录显示Clade I在西伯利亚存留的时间较晚,
其中弗兰格尔岛种群甚至延续到了全新世[55,56]; 本研

究的中国东北真猛犸象个体中, 属于该支系的样品年

代范围约为距今5.9~4.3万年前(图4), 图3中同属该支系

的其他中国东北样品暂时缺乏年代信息, 因此本研究

暂不能确定Clade I在晚于4.3万年期间在中国东北地区

是否有分布. Lister等人[5,6,57]的形态学研究提出包含中

国东北地区在内的东北亚猛犸象种群在原地演化后曾

迁向北美, Gilber与Enk等人[5,44]的研究也曾指出猛犸象

分别在中更新世早期和晚更新世早期两次从欧亚大陆

迁入北美, 由此导致了猛犸象支系Clade I包含西伯利

亚北部的单倍群DE, 以及北美地区的真猛犸象和哥伦

比亚象单倍群C. 本研究估算出Clade I支系内不同单倍

群的分歧发生在距今约61万年前, 该分歧时间早于猛

犸象向北美的第二次迁徙事件发生的时间, 且目前的

结果显示这次迁徙仅涉及单倍群C, 而中国东北猛犸象

种群所属的单倍群DE并未迁徙到北美.
Clade II在西伯利亚的分布仅限于中部与东北部高

纬度地区[54], 本研究显示该支系在中国东北也有分布.
本研究还显示Clade I与Clade II分歧时间为距今约163
万年前, 该时间对应猛犸象属第一次迁向北美的时间,
由此认为中国东北地区猛犸象与迁入北美的猛犸象具

有相同的直接祖先但属于不同支系. 本研究中包含

Clade I与II的支系的贝叶斯天际线结果显示它们代表

的种群曾经具有较大的规模; 在末次冰期早期寒冷阶

段(距今约7.6万年前)之后, 种群规模开始逐渐减小; 至

末次冰盛期(距今约2.1万年前), 该种群规模缩小趋势

加剧(图5). 西伯利亚地区动物考古化石记录年代分布

显示在末次冰盛期期间, 多种动物化石的数量锐减, 这
可能意味着该时期各动物种群规模的普遍减小[58]. 结

合本研究Clade II支系中西伯利亚东北部的样品的年

代范围(均为距今约6万年前)及中国东北样品的年代范

围(距今10~2.2万年前)(图4), 本研究推测Clade II支系

代表着一个曾在东北亚广泛分布真猛犸象种群, 该种

群受冰期影响, 分布范围发生缩减, 在末次盛冰期来临

前仅分布于中国东北. 这一结果显示虽然真猛犸象受

到气候影响, 但是其在亚洲东北部地区的遗传多样性

在末次冰期期间并未因此急剧下降, 直到小规模种群

被围困在弗兰格尔岛上后发生严重的瓶颈效应, 线粒

体遗传多样性迅速下降, 这符合Dehasque等人最新的

研究结论[59].
Clade III支系除包含中国东北地区个体外, 还包括

欧洲和北美北部个体. 本研究尚未从中国东北的Clade
III支系个体中获取较为完整的线粒体基因组, 且欧

洲、中国东北及北美同属该支系的样品均缺乏年代信

息, 因此Clade III支系内部的种群迁移及时间框架尚有

待深入研究.
综上所述, 本研究对中国东北真猛犸象的系统发

育地位、遗传多样性及其与其他地区真猛犸象种群的

遗传联系进行了探究. 研究获取了中国东北的16个真

猛犸象样品的线粒体基因组序列, 发现中国东北的真

猛犸象个体在线粒体系统发育树上并未形成独立分支,
暂不能为中国东北的真猛犸象种群单独成种提供分子
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依据. 种群的遗传结构研究显示, 中国东北分布有全部

已知猛犸象线粒体遗传支系, 该地区的真猛犸象种群

具有较高的遗传多样性. 对包含欧洲中部、西伯利亚

以及北美等地的真猛犸象种群进行的遗传联系及分歧

时间分析结果显示, 中国东北地区的Clade I个体与迁

入北美地区的个体属于同一分支的不同单倍群; 而本

研究首次发现其在中国东北的分布的Clade II个体的

谱系属性及年代特征, 说明曾广泛分布在欧亚大陆的

真猛犸象种群在末次盛冰期来临前可能发生过栖居地

缩减, 仅在中国东北残留小规模种群.

致谢 感谢丹麦哥本哈根大学Michael Vincent Westbury博士对英文摘要的润色工作, 感谢中国地质大学(武汉)生物与环境国

家重点实验室提供的实验平台.
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Summary for “中国东北晚更新世真猛犸象的线粒体遗传多样性及其演化历史”

Mitochondrial genetic diversity and evolutionary history of Late
Pleistocene woolly mammoths in Northeast China
Zhicheng Du1,2, Guilian Sheng1,2*, Jiaming Hu2,3, Fancheng Xing4, Siren Wang5, Fuqiang Li6,
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7 Faculty of Material Science and Chemistry, China University of Geosciences (Wuhan), Wuhan 430078, China
* Corresponding author, E-mail: glsheng@cug.edu.cn

As one of the representatives of extinct mammals in Late Quaternary, Mammuthus primigenius was widely distributed
across middle-to-high latitude regions of Eurasia and North America. In China, it was mainly distributed in the northeast
and represented not only the core member of the Mammuthus-Coelodonta fauna in Northern China during the Late
Pleistocene, but also a key component of this hot spot species from mid-latitude region in Asia. Compared to the
comprehensive paleogenomic exploration of its counterparts from Europe, Siberia, and North America, M. primigenius
remains in Northeastern China have only been molecularly investigated using short mitochondrial fragments and thus the
genomic level is inadequate. Therefore, the phylogenetic relationship of the woolly mammoth in China to Eurasian and
North American individuals remains an open question. Moreover, paleontologists have suggested classifying the woolly
mammoth from Northeastern China as a separate species based on its morphological characters. Here, we performed
ancient DNA extraction, sequencing library construction and next-generation sequencing (NGS) on woolly mammoth
fossils collected in Northern and Northeastern China. By data filtering and mapping to reference genome, we obtained
high-quality complete mitochondrial genomes or partial mitochondrial sequences from 16 individuals. We carried out
radiocarbon isotope dating for three out of these 16 samples and obtained dates for the rest either from the literature or by
molecular dating. We ran mapDamage to authenticate our data as ancient and confirm substitution characteristics typical of
ancient DNA sequences. Phylogenetic analyses based on our newly obtained mitochondrial sequences and published
mitogenomic data showed that all three known mitochondrial clades ofM. primigenius are present in the analyzed Chinese
woolly mammoths. Specifically, among the 16 individuals, there are nine individuals clustered with M. primigenius from
Northern Siberia and central Asia in Clade I; six individuals clustered with samples from Northeastern Asia to form Clade
II; one individual belonged to Clade III. The placement in multiple clades suggests that M. primigenius in Northeastern
China had relatively high mitochondrial diversity. In a Bayesian phylogenetic using complete mitochondrial genomes of
five of our Northeastern Chinese individuals and other published individuals from Asia and North America, the available
age information of all individuals and their mitochondrial genetic structure show that Clade I and Clade II+III diverged
from each other approximately 1.63 Ma, corresponding to the first migration event of the woolly mammoth from Eurasia to
North America. A second migration was detected within Clade I, in which a population in Northeastern China split from the
ancestral woolly mammoth population that headed into North America around 0.61 Ma.In addition, it is the first time that
individuals belonged to Clade II have been identified from Northeastern China, which indicates that the population
represented by Clade II was once widely distributed in Northeast Asia in the Late Pleistocene. Prior to the Last Glacial
Maximum (LGM), this population probably experienced habitat contraction and remained as a small population in
Northeastern China, since the only individual that dated close to LGM has only be found in this region. Overall, we provide
mitogenomic insights into both the phylogenetic positions and genetic diversity ofM. primigenius in China, as well as the
response of woolly mammoths to the Late Pleistocene climate change.

Pleistocene, Mammuthus primigenius, ancient mitochondrial genome, Northeast China, genetic diversity
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