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Ξ 用线粒体 tRNA基因探讨现存两栖动物
三个目间系统发生关系

刘忠权2 , 王义权1 , 3 , 周开亚2

( 1 . 厦门大学 生命科学学院 , 福建 厦门　361005 ; 2 . 南京师范大学 遗传资源研究所 , 江苏 南京　210097)

　　摘要 : 现存两栖类 3个目的系统发生关系仍然没有统一意见 , 最广泛被接受的假说是单系起源 , 并且无尾
类和有尾类为姐妹群关系而排斥蚓螈类 (蛙类假说)。然而 , 这一假说一直存在争议。我们在测定了泽蛙线粒
体基因组全序列的基础上 , 与已知其他的 6种两栖类进行详细的比较分析 , 同时选择了 11种高等脊椎动物的线
粒体全基因序列 , 以硬骨鱼类作外群 , 用 22个 tRNA基因合并数据进行系统发生重建分析 , 结果表明MP、ML
树都强力地支持现生两栖类动物为单系群 , 并且有尾目和蚓螈目为姐妹群关系。这个结果与蛙类假说是相矛盾
的 , 与Bolt (1991) 在形态学基础上提出的有尾类和蚓螈类为姐妹群关系的假说相一致 , 并得到建立在线粒体
和核 rRNA基因数据基础上的许多分子研究的支持。另外还探讨了本结果与前人的研究不一致的原因 , 以及利
用线粒体全基因序列进行系统发生分析可能存在的偏差。
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Phylogentic Relationships of Living Amphibians Among
Three Orders Based on the Mitochondrial tRNA Genes
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　　Abstract : To date , there still is lack of a general consensus regarding the phylogenetic relationships of three living
orders of amphibian among herpetologists. The most widely accepted hypothesis is the monophyletic origin in the class
Amphibia , which proposed a sister2group relationship between Caudata and Anura (the Batrachia hypothesis) to the exclu2
sion of the Gymnophiona . However , the phylogenetic relationship among living amphibians is still a controversial issue .
The complete nucleotide sequence of the mitochondrial genome of Fejervarya limnocharis was detailedly compared with
those of 6 other amphibians. The nucleotide sequences of 22 tRNA encoded by 7 amphibians mitochondrial genomes were
combined and aligned to the homologous sequences of the 11 veterbrate taxa . Teleosts selected as outgroup , the phyloge2
netic analyses results show that MP and ML trees all strongly support the monophyly of living amphibians with respect to
other living tetrapods and favor a sister group relationship for caecilians and urodeles. Robustness of our results was con2
firmed by high bootstrap support of all nodes in the trees. This result contradicts the Batrachia hypothesis , and is consis2
tent with Boltπs hypothesis (1991) basing on the morphological data . The result was also supported by previous molecular
studies based on the data from mitochondrial and nuclear rRNA genes. In addition , the reason for our result inconsistent
with previous works and the shortcomings of phylogenetic analyses based on the complete mitochondrial genomes were also
discussed.

　　Key words : Amphibian ; tRNA gene ; Phylogenetic relationship

Ξ 收稿日期 : 2003 - 12 - 09 ; 接受日期 : 2004 - 03 - 23

基金项目 : 教育部骨干教师资助计划项目 ( GG - 180 - 21002403 - 1740) ; 教育部留学回国人员启动基金资助

Foundation item : The project supported by foundation for Univ. Key Teacher from State Education Ministry and SRF for ROCS , SEM

　　3 通讯作者 (Corresponding author) , E2mail : wangyqnj @jlonline1com

第一作者简介 : 刘忠权 , 男 , 40岁 , 博士 , 副教授。研究方向　动物分子生物学。现工作单位　盐城师范学院生物系 (邮政编码　

224002)。



　　现存两栖类动物分为 3个目 , 它们的体形迥然

不同 , 这与它们的生活习性及活动方式有一定关

系。无尾目 (Anura) 有发达的后肢和简化的骨骼 ,

适应跳跃 ; 有尾目 (Caudata) 身体较长 , 四肢较

短 , 骨骼相对原始 ; 蚓螈目 ( Gymnophiona) 则无

四肢而头骨发达 (Feller & Hedges , 1998) 。建立在

现存和化石种类的形态学特征基础上普遍接受的假

说认为 , 现存两栖类是由古生代后期 (300～250

百万年) 一个单系两栖类分化而来 , 并且认为有尾

类和无尾类是姐妹系 (Duellman , 1988 ; Milner ,

1993) 。然而 , 一些化石证据认为现存两栖类是多

起 源 的 ( Carroll & Holmes , 1980 ; Smithson ,

1985) 。通过几个核基因和线粒体部分基因的研究

认为有尾类的蝾螈与蚓螈类的蚓螈为姐妹系

(Hedges et al , 1990 ; Hay et al , 1995) 。为了进一

步探讨现存两栖类 3个目间的系统发生关系 , 我们

选择了线粒体基因组中 tRNA 基因来研究这个问

题。

在两栖类动物 , 已经获得了 6种动物的线粒体

基因组全序列 , 蚓螈目的泅盲游蚓 Typhlonectes

natans (Zardoya & Meyer , 2000) ; 有尾目的新疆北

鲵 Ranodon sibiricus (Zhang et al , 2003a) 、大鲵 An2
drias davidianus ( Zhang et al , 2003b) 和卢氏小默

螈 Mertensiella luschani ( Zardoya & Meyer , 2001) ;

无尾目的非洲爪蟾 Xenopus laevis ( Roe et al ,

1985) 、黑斑蛙 Rana nigromaculata ( Sumida et al ,

2001) 。

后生动物线粒体 tRNA 常常以缺失保守或半保

守的核苷酸甚至是整个臂为特征 ( Kumazawa &

Nishida , 1993) , 这些结构上的异常可能与简化线

粒体翻译的识别机制相联系 , 从而能使线粒体 tR2
NA积累序列替换 , 可以用来研究高阶元动物的系

统发生关系 ( Kumazawa & Nishida , 1993 , 1995) 。

我们将新测定的泽蛙线粒体基因组与已知的 6

种两栖类动物进行了详细的比较分析 , 并以线粒体

基因组 22个 tRNA基因合并数据为基础 , 重建了两

栖类动物的系统发生 , 探讨现存两栖类 3个目间的

系统发生关系。

1　材料与方法

111　泽蛙线粒体基因组全序列的测定

按照 Arnason et al (1991) 的方法从泽蛙 (标

本采自江苏盐城) 新鲜的肝脏里提取mtDNA。用纯

化后的 mtDNA 作模板 , 用两对通用引物分别扩增

12 S ( Kocher et al , 1989) 和 16 S rRNA (Simon et

al , 1994) 基因片段 , 并测序。在此基础上 , 设计

两对Long2PCR引物扩增两段约 7 000 bp 长的 mtD2
NA片段 , 通过限制性内切酶切成大小不等的片段 ,

并克隆到 E. coli p GEM23zf +载体中 , 直接或采用

引物步行法测序。克隆片段间的空缺或连接部分通

过获得的序列设计引物 , 以 mtDNA 为模板扩增的

PCR产物直接测序来补齐或证实。

112　线粒体 D NA序列数据

共有 18种代表高等脊椎动物谱系的线粒体全

基因用于系统发生分析 : 两栖类的泽蛙 (本研究测

定) 、泅盲游蚓 ( GenBank 登录号为 AF154051 , 下

同) 、新疆北鲵 (AJ 419960) 、大鲵 (NC004926) 、

卢氏小默螈 (AF154053) 、非洲爪蟾 (M10217) 和

黑斑蛙 (AB043889) ; 爬行类的锦龟 Chrysemys pic2
ta ( AF069423 ) 、石 龙 子 Eumeces egregius

(AB016606) 、鬣蜥 Iguana iguana (AJ 404872) 和

密河鳄 Alligator mississipiensis ( Y13113) ; 鸟类的日

本鹌鹑 Coturnix japonica (AP003195) 和普通　

B uteo buteo (AF380305) ; 哺乳类的针鼹 Tachyglos2
sus aculeatus (AJ 303116) 、大袋鼠 Macropus robustus

( Y10524) 和人 Homo sapiens (D38112) ; 选取硬骨

鱼类的鲫鱼 Carassius auratus (AB006953) 和大马

哈鱼 Oncorhynchus mykiss (L129771) 作为外群。因

为分子进化速率相同以及避免长枝的干扰影响

(Zardoya & Meyer , 2001 ; Kumazawa et al , 1998) ,

选取具有代表性的四足类 (Tetrapod) 线粒体基因

进行分析 (因蛇类 mtDNA 具有较快的进化速率 ,

被去除 , Kumazawa et al , 1998) 。

113　系统发生分析

整个线粒体基因组 22个 tRNA基因的序列合并

用来进行系统发生分析。用 CLUSTAL X (118) 进

行比对 , 并且结合人工校对。比对形成的缺失作为

丢失的数据来处理 , 5′和 3′端不对称的部分也从分

析中去除。使用 PAUP 3 (version 410 b10) 中的最

大简约法 (MP) 和最大似然法 (ML) 进行系统发

生分析。MP分析采用至少 100 个随机增加序列重

复和以下设置 : 分类元的 10 个随机逐步增加的启

发式搜索法 (heuristic searches) , TBR (tree bisec2
tion2reconstruction ) 分支交换 ( branch swapping) ,
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以及多重树有效选择 (MULTREE option in effect ) 。

tRNA合并数据分析转换/颠换比 (Ts∶Tv) 用 2∶1。

ML 分析采用 HKY85模型 ( Hasegawa et al , 1985) ,

使用 Rogers2Swofford 近似值方法获得开始分支长

度 , 通过逐步增加获得开始树 , as2is增加序列 , 分

支交换为TBR ,转换/颠换率选择最大可能性 ,Ts∶Tv

为 2∶1。系统发生结果用假定的 100个复制的自引

导值分析来检验。

2　结果与分析

泽蛙 mtDNA全长为 17 717 bp , 包括 13个蛋白

编码基因 , 22 个 tRNA 基因 , 2 个 rRNA 基因和非

编码区 (包括控制区) , 还有一个 tRNAMet假基因。

泽蛙线粒体全基因组序列已呈送 GenBank , 登录号

为AY158705。泽蛙的线粒体基因组基因排列与已

知的两栖类有差异 , 其中除了发现 3 个 tRNA 基因

(tRNAThr , tRNAPro和 tRNALeu (CUN) ) 发生重排外 ,

在脊椎动物中我们首次发现泽蛙有一个独特的 ND5

基因顺序和一个 tRNAMet基因拷贝。

从泽蛙和其他 6种两栖类的线粒体基因组结构

比较可以看出 , 蚓螈目的泅盲游蚓和有尾目的新疆

北鲵、大鲵和卢氏小默螈 , 及非洲爪蟾的 22个 tR2
NA基因的排列顺序与大多数脊椎动物一样 , 没有

发生重排现象 , 而蛙科动物泽蛙和黑斑蛙的 tR2
NAThr、tRNAPro和 tRNALeu (CUN)基因发生了重排 , 并

且都移位到 tRNAPhe基因上游 , 只不过 tRNALeu (CUN)

基因位置不同而已。泽蛙的顺序为 tRNAThr/ tR2
NAPro/ tRNALeu (CUN) / tRNAPhe , 而 黑 斑 蛙 为 tR2
NALeu (CUN) / tRNAThr/ tRNAPro/ tRNAPhe。

使用硬骨鱼鲫鱼和大马哈鱼作为外群 (用线粒

体数据分析脊椎动物的系统发生 , 外群的选择参见

Zardoya et al , 1998) , 22 个 tRNA 基因全序列合并

数据经比对后共有1 682个位点 ,其中变异位点为

1 232个 , 简约信息位点为 970个。当用转换/颠换

比为 2∶1加权值时 (根据泽蛙与其他两栖类的 tR2
NA基因比较结果) , MP树支持现生两栖类为单系

群 , 并且有尾目和蚓螈目为姐妹群关系 (通过

75 %自引导值支持 , 图 1A) , ML ( HKY85 模型)

分析也以较高的自引导值 (86 %) 支持这个结论

(图 1B) 。这个结果与蛙类假说 (见下述) 是相矛

盾的 , 与Bolt (1991) 在形态学基础上提出的有尾

类和蚓螈类为姐妹群关系的假说相一致 , 并得到建

立在线粒体和核 rRNA 基因数据基础上的许多分子

系统学研究的支持 (Hedges et al , 1990 ; Hay et al ,

1995 ; Feller & Hedges , 1998) 。另外 , 有尾目的新

疆北鲵和卢氏小默螈先聚在一起 (MP 和 ML 分别

为 68 %和 56 %) , 再与大鲵形成姐妹群关系 (图

1) , 这一结果在一定程度上反映了有尾目中小鲵

科、蝾螈科和隐鳃鲵科三者间的关系。

3　讨　论

现存两栖类的 3个目系统发生关系仍然没有统

一意见 (Carroll et al , 1999) 。最广泛被接受的假

说是建立在形态学证据基础上 , 支持现生的两栖类

3个目在古生代后期 (300 百万年) 单系起源 , 并

且无尾目和有尾目为姐妹群关系 , 而排斥蚓螈目

(蛙类假说) (Laurin & Reisz , 1997) 。然而 , 现生

的两栖类是否为单系起源和无尾目与有尾目紧密的

系统发生关系一直存在争议。如仅根据头部前面的

形态学分析 , Jarvik (1980) 主张四足动物为多系

起源 , 认为有尾目由孔鳞鱼类 (Porolepiform , 一种

灭绝的突鳍鱼类) 演化而来 , 而无尾目推测为骨鳞

鱼类 (Osteolepiform , 另一种灭绝的突鳍鱼类) 的

后代。但 Jarvik (1980) 并没确定蚓螈目的起源 ,

也没有指明蚓螈目与两栖类另外 2目间的系统发生

关系。Reig (1964) 也认为无甲亚纲 (Lissamphibi2
a) 不是一个自然类群并假设蚓螈目独立起源于现

生两栖类的其他类群 , 蚓螈目与鳞鲵目 ( Mi2
crosauria , 一种灭绝的壳椎两栖类) 有亲缘关系。

另一种假说是 Carroll 和他的同事提出的 , 认为蚓螈

目和有尾目有紧密的系统发生关系 , 而排斥无尾目

(Carroll & Holmes , 1980 ; Carroll , 1988) 。根据这

个假说 , 无尾类可能从离椎 ( Temnospondyl ) 两栖

类演化而来 (Carroll , 1988) 。两栖类来自于单系和

有尾目与蚓螈目有紧密的系统发生关系 , 还得到许

多形态学 (Bolt , 1991) 和分子 ( Feller & Hedges ,

1998) 系统发生研究的支持。无尾目与蚓螈目是否

为姐妹群关系并没有形态学的资料提及。

Feller & Hedges ( 1998 ) 运用 12 S 和 16 S

rRNA基因全序列研究了两栖类 3个目 (共 9个科 ,

9个种) 之间的系统发生关系 , 结果支持有尾目与

蚓螈目为姐妹群关系。Zardoya & Meyer (2000) 利

用非洲爪蟾和泅盲游蚓线粒体全基因组的蛋白编码

基因和 tRNA基因 , 结合其他脊椎动物的数据 , 分

析结果强力 ( MP : 66 %和 82 % ; NJ : 72 %和

8 6 % ;ML : 95 %和88 %)支持无尾目与蚓螈目聚
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图 1　基于 22个 tRNA基因全序列合并数据的两栖类系统发生关系树
Fig11　Phylogenetic position of the amphibian based on a tRNA data set

that combines all 22 mitochondrial tRNA genes
A、B分别为MP和ML 树 , 硬骨鱼为外群。MP 树为自引导值大于 50 %的一致树 (100 假定的复制) ;

ML 树建立在 1 000 puzzling steps基础上。结果支持蚓螈类和有尾类为姐妹群关系以及现生两栖类为单
系。
The data set was subjected to MP (A) and ML (B) analyses. Teleosts were used as outgroup taxa . MP topologies

represent 50 % majority rule bootstrap consensus trees based on 100 pseudoreplications. Support shown for the ML

tree is based on 1 000 puzzling steps. This data set strongly favors a caecilian + urodeles , i1e1 , monophyly of

living amphibians.

成一支 (但没有有尾目参与分析) , 两栖类为单系

群 , 同时用两个 rRNA基因的合并数据分析两栖类

的系统关系 , MP 树结果支持现存两栖类为单系

(70 %) , 无尾目与有尾目为姐妹群关系 , 但是自引

导值中等支持 ( 54 %) 。Zardoya & Meyer ( 2001)

在测定卢氏小默螈和泅盲游蚓的线粒体全基因的基

础上 , 结合其他脊椎动物 (羊膜动物) , 以肺鱼和

腔棘鱼作外群 , 结果表明蛋白编码基因、tRNA 和

rRNA基因的分别合并数据一致支持无尾目和有尾

目为姐妹群 , 而排斥蚓螈目 , 两栖类为单系群。但

是以上结果存在一定的片面性 : 首先 , 无尾目只有

非洲爪蟾唯一代表 , 而非洲爪蟾的全序列被怀疑存
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在错误 (Feller & Hedges , 1998) , 没有蛙科动物 ;

其次 , 选择的外群不统一 (Feller & Hedges , 1998 ,

为羊膜动物 ; Zardoya & Meyer , 2000 , 为 9种硬骨

鱼 ; Zardoya & Meyer , 2001 , 仅肺鱼和腔棘鱼) ;

第三 , 参与分析的羊膜动物数量不同 ( Feller &

Hedges , 1998 , 每个谱系单个代表 ; Zardoya &

Meyer , 2000 , 每个谱系有多个代表) ; 第四 , 碱基

的转换/颠换比的加权值也不一致 (Zardoya & Mey2
er , 2001 , 为 1∶1 ; Zardoya & Meyer , 2000 , tRNA

和 rRNA分别为 3∶1和 2∶1) , 通过我们对泽蛙与其

他两栖类的比较发现 tRNA和 rRNA的转换/颠换比

大约分别为 2∶1和 1∶1。

线粒体基因组的基因排列顺序可以提供评估脊

椎动物系统发生关系的重要信息 (Macey et al ,

1997) , 脊椎动物线粒体基因重排相对较少发生 ,

但是当重排出现时 , 将能够鉴别单系群 , 因为大量

可能的基因排列使得同样的基因顺序分别独立地产

生是相当不可能的 , 因此具有共同的基因排列顺序

很可能表明有共同的祖先 (Boore &Brown , 1994) 。

我们根据线粒体 22 个 tRNA 基因全序列合并数据

研究现生两栖类的系统发生关系 , 结果表明有尾目

和蚓螈目为姐妹群关系 , 而排斥无尾目。已知的蚓

螈目的泅盲游蚓和有尾目的新疆北鲵、大鲵及卢氏

小默螈的线粒体基因组结构都没有发现基因重排 ,

表明有尾目与蚓螈目间有较近的亲缘关系 ; 而蛙类

泽蛙、黑斑蛙线粒体 tRNA 基因有重排现象 , 并且

涉及重排的 tRNA基因都为 tRNAThr、tRNAPro和 tR2
NALeu (CUN)。此外 , 现存无尾目内物种间的分化程

度较大 , 提示现存无尾目在两栖类进化历史中有过

较繁盛的时期 , 在地球上分布较广 , 由于适应不同

的生态环境 , 加速了这一类群的遗传分化 (重排) ,

这也是现存两栖类中以无尾目种类居多 , 分布较广

的原因 ,只是非洲爪蟾是一个例外 (没有基因重排) 。

　　虽然利用整个线粒体 tRNA 基因合并数据分析

现存两栖类的系统关系 , 支持蚓螈目和有尾目为姐

妹群关系 , 但是它们与无尾目形成单系群的自引导

值相对要低 , MP 和 ML 树仅为 54 %和 56 %。另

外 , 新疆北鲵、大鲵和卢氏小默螈分别代表了有尾

目的小鲵科、隐鳃鲵科和蝾螈科 , 从图 1中可以看

出 , 小鲵科与蝾螈科有更近的系统关系 , 但是在

ML 树中自引导值中等支持。由于仅有 7 个代表物

种的全序列 , 并且蚓螈类也只有一种 , 因此 , 还需

要进一步增加两栖类各个目间的物种数 , 以便进一

步探讨各科间的系统发生关系。

我们并没有选取蛋白编码基因和 rRNA 基因合

并数据来分析两栖类的系统发生关系 , 因为从泽蛙

与其他两栖类 13 种蛋白编码基因的比较发现 , 不

同的蛋白编码基因进化速率有很大的不同 ,如

COⅠ、COⅢ基因相对保守 , 而 ATP8 及 ND4 等变

异较大 , 同时变异较大的基因颠换大于转换

(Sumida et al , 2001) 。另外核苷酸的三位密码子的

变异速率也不同 , 特别是很多第三位密码子摆动并

不影响氨基酸的变化。而在运用系统发生软件分析

时往往用同一个转换/颠换速率 , 以及同样的加权

值 , 因此很可能得出不正确的结果。线粒体 rRNA

序列数据在 12 S 和 16 S rRNA的不同区域位点之间

表现出不同的变异速率 (Zardoya & Meyer , 2000) ,

将两个不同的 rRNA数据合并分析同样也可能会出

现偏差。

而线粒体 tRNA基因由于有大致相同的核苷酸

数 , 以及三叶草型的二级结构 , 相对于核 tRNA 基

因 , 线粒体 tRNA 基因具有较高的进化速率 (Sac2
cone et al , 1999) , 碱基的转换/颠换速率也大致相

当 , 因此合并后并不影响分析结果。线粒体 DNA

序列经常用来推测具有紧密亲缘关系动物的系统发

生 , 但是其中蛋白编码基因很少用在那些分歧时间

超过 300百万年的动物上 , 这或许是由于蛋白编码

基因比 tRNA 基因的茎部更易受自然选择的影响 ,

对于研究高阶元动物的系统发生 , 线粒体 tRNA 基

因序列是非常有用的工具 ( Kumazawa & Nishida ,

1993) 。一些线粒体 tRNA 基因结构在爬行类、两

栖类和鱼类中有变化 , 而这些谱系的分化时间都远

远超过 100百万年 , 通过研究 tRNA 基因结构的共

源性及运用 tRNA基因序列构建分子系统树 , 可以

研究这些高阶元动物的系统发生关系 ( Kumazawa

& Nishida , 1995) 。

许多研究指出 , 当只有短的序列数据来分析亲

缘关系较远的类群的系统发生关系时 , 容易产生错

误的结论 ( Russo et al , 1996 ; Zardoya & Meyer ,

1996) 。较长的或相对异质性的 ( Heterogenous) 数

据 , 如线粒体全序列 , 具有许多系统发生信息位

点 , 能够较可靠地解决系统发生中的许多问题

(Russo et al , 1996 ; Zardoya & Meyer , 1996) 。虽

然利用线粒体全基因序列分析比单个基因可以提供

更可靠的进化关系评估 , 但即使线粒体全基因序列

也不能确保发现那些有快速起源的古代谱系间的正
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确的拓扑关系 , 利用线粒体全序列分析系统关系存

在缺陷的详细讨论 , 诸如位点间的变异速率 , 不同

谱系间进化速率差异 , 碱基偏斜和饱和等的影响 ,

参见如 Zardoya et al (1998) 。
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