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摘要: 本研究选择线粒体细胞色素b (cytochrome b, Cyt b)和控制区(control region, CR)片段作为分子标记, 探讨了

青海湖地区狗獾(Meles sp.)的系统发育地位和狗獾属分歧时间。研究结果支持目前将狗獾属分为4个种的结论。Cyt 
b和CR片段序列拼接后总长1,652 bp, 23条序列共定义了21个单倍型。研究结果表明欧亚大陆狗獾分为东西两个支

系, 每个支系进一步分为两个种: 东部支系包括亚洲狗獾(M. leucurus)和日本狗獾(M. anakuma); 西部支系包括欧

洲狗獾(M. meles)和西南亚狗獾(M. canescens)。贝叶斯树和单倍型网络关系图都支持青海湖地区狗獾属于亚洲狗

獾。分歧时间的估算结果与古生物学证据相符, 东部支系和西部支系在2.24 Ma左右产生分歧, 西南亚狗獾在1.27 
Ma左右从欧洲狗獾分出, 而日本狗獾和亚洲狗獾的分化时间为0.99 Ma左右。 
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Abstract: To investigate the phylogenetic status of badgers (Meles sp.) in the Qinghai Lake area and to esti-
mate the divergence time within Eurasian badgers, the cytochrome b gene and the partial control region (CR) 
of mitochondrial DNA were examined as genetic markers. Our results indicated that Meles is divided into four 
species. Twenty one haplotypes were identified in 23 combined sequences (1,652 bp) of Cyt b and CR se-
quences. Results showed that Eurasian badgers were clearly divided into two major lineages: one of Western 
lineage, composed of badgers from Europe and Southwest Asia, and the other of Eastern lineage, composed of 
badgers from North and East Asia (including Japan). Furthermore, the Bayesian tree and the haplotype network 
indicated that the badgers in the Qinghai Lake area are Asian badgers (M. leucurus). The estimated divergence 
time was consistent with palaeontological evidence. The first split between the Western lineage and Eastern 
lineage occurred approximately 2.24 Ma. After the separation, the Southwest Asia clade split from Europe ap-
proximately 1.27 Ma and the Japan clade split from continental Asia approximately 0.99 Ma.  
Key words: badger; Meles; Qinghai Lake area; cytochrome b; control region; phylogenetic relationship 
 
狗獾属(Meles)隶属于食肉目鼬科, 是鼬科动物

中分布最广的类群, 现生的狗獾广泛分布于古北界

的森林和草原(图1), 北至斯堪的纳维亚和西伯利

亚, 南至伊朗、巴勒斯坦和中国南部, 东达日本岛, 

西界延伸到伊比利亚半岛(Wozencraft, 2005)。狗獾

起源于上新世亚洲的温带森林, 在晚上新世至早更

新世向西扩散到欧洲(Neal & Cheeseman, 1996), 在
中更新世地层中发现的狗獾化石的形态与现生狗 
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图1  欧亚大陆狗獾分布示意图。灰色区域表示狗獾分布范围, 黑色粗线表示各种群的分界线, 黑色三角符号为采样点。 
Fig. 1 Geographic distribution of Eurasian badger. The grey area shows the range of Eurasian badger, the black lines represent geo-
graphic boundaries of each phylogenetic group and the black triangle indicates our sampling locality. 
 

獾十分接近(Kurten, 1968; Petter, 1971)。 
由于不同地区狗獾形态差异大, 狗獾的分类一

直是科学家们争论的话题, 早期研究认为现生狗獾

属仅有1个物种M. meles (Corbet, 1978; Wozencraft, 
1993; Nowak & Paradiso, 1999)。Baryshnikov和
Potapova (1990)基于牙齿形态的差异, 将狗獾分为

两个种, 其中欧洲及西南亚地区的狗獾为M. meles, 
而将俄罗斯、中亚和日本的狗獾定为M. anakuma。
Lynch (1994)依据头骨的大小和形态差异, 认为只

有日本分布的狗獾为M. anakuma, 而其余种群都归

为M. meles。尔后, Abramov等(Abramov, 2001, 2002; 
Abramov & Puzachenko, 2005, 2006)根据阴茎骨和

头骨形态的不同将狗獾分为欧洲狗獾(M. meles)、亚
洲狗獾(M. leucurus)和日本狗獾(M. anakuma), 并认

为三者之间的差异达到了种的差异水平。近年来, 
Abramov和Puzachenko (2013)将欧亚大陆狗獾分为

东部和西部两个支系, 而每个支系又各分为两个不

同的进化支。Marmi等(2006)基于线粒体DNA控制区

序列的分析也将欧亚大陆的狗獾分成了4个支系: 即
欧洲狗獾、西南亚狗獾、东亚和北亚狗獾以及日本

狗獾。基于核基因(Del Cerro et al, 2010)和SRY基因

(Tashima et al, 2011a, b)的分析亦证实了上述结论。

Del Cerro等(2010)以及Abramov和Puzachenko (2013)
提出将西南亚地区分布的狗獾列为独立的种: 高加

索狗獾(M. canescens Blanford, 1875)。但上述系统发

育研究均不包括中国的狗獾样本。 
历史上, 狗獾在中国境内广泛分布, 除台湾和

海南省外 , 中国其余省份均有分布记录(高耀亭 , 
1987)。但近几十年来由于栖息地破坏和乱捕滥猎, 
狗獾数量锐减, 在部分地区已濒临灭绝(谢志刚 , 
2011; 徐循等, 2012)。尽管狗獾广泛分布于中国, 但
国内对狗獾的研究不多, 且大多集中在食性(叶晓堤

等, 2000; Li et al, 2013)和行为(杨会涛等, 2010; 李峰

和蒋志刚, 2014)。针对狗獾属的系统进化研究中, 关
于中国狗獾的报道只有: Zhou等(2015)测定了1例黑

龙江地区狗獾的线粒体基因组并加入鼬科系统发

育分析, Koh等(2014)将GenBank数据库中中国狗獾

的3条Cyt b序列加入亚洲狗獾系统发育分析中。 
青海湖地区是已知的狗獾分布区的海拔上限,

为确定青海湖地区狗獾的分类地位, 本研究采集了

狗獾样本, 选择线粒体细胞色素b (Cyt b)和控制区

(control region, CR) 序列作为分子标记 , 并从

GenBank数据库中下载其他地区狗獾的序列信息, 
对青海湖地区狗獾的系统发育地位进行探讨, 并结

合分歧时间估算来讨论狗獾属的进化历史。 

1  材料与方法 

1.1.1  样本采集 
本实验从青海湖湖东地区采集了6只狗獾的组

织样本, 所有样本均用无水乙醇浸泡保存。 
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1.1.2  总DNA提取、目的片段扩增 
取采集的组织样本, 按照TIANamp Genomic 

DNA Kit (天根生化科技有限公司)说明书提取总

DNA。 
本研究对细胞色素b (Cyt b)及控制区(CR)序列

片段进行扩增。扩增Cyt b采用Kurose等(2000)设计

的引物Cb-M1 (5'-CTCACATGGAATCTAACCATG- 
AC-3')和Cb-MR1 (5'-TCTTCCTTGAGTCTTAGGG- 
AG-3'); 扩增CR采用Marmi等 (2006)设计的引物

MelCR1 (5'-AGCACCCAAAGCTGATATTCT-3') 和
MelCR6 (5'-CCATTGACTGAATTGCACCT-3')。 

PCR反应总体积为50 μL, 其中DNA模板5–10 
μL, dNTP 1 μL (20 mmol/L), 10 × PCR loading buffer 
5 μL, 正反向引物各2.5 μL (20 mmol/L), Taq DNA
聚合酶1–2 U, 灭菌ddH2O 28–33 μL。PCR反应条件

为: 95℃预变性5 min; 95℃变性45 s, 52℃退火30 s, 
72℃延伸45 s, 共35个循环; 72℃延伸7 min, 4℃终

止反应。 
1.1.3  测序和拼接 

PCR产物送北京诺赛基因组研究中心进行测

序 ,  测序引物与扩增引物相同。序列拼接使用

DNASTAR中的SeqMan软件(DNASTAR, Inc.)进行, 
测序结果在NCBI数据库中进行比对, 确定采集样

本为狗獾后, 使用ClustalX 1.8 (Thompson et al, 
2002)进行序列比对。从GenBank数据库中下载17 
个样本的Cyt b和CR序列(表1), 由于线粒体基因为 
连锁遗传, 为增加系统发育树的准确度, 将Cyt b和
CR序列在SequenceMatrix (Vaidya et al, 2011)中进

行拼接。 
1.2  数据分析 
1.2.1  遗传多样性 

使用DnaSP v5.0 (Librado & Rozas, 2009)进行

遗传多样性检测, 计算单倍型数目和核苷酸多样

性。基于Kimura’s two-parameter (K2P)模型使用 
 
 
表1  本研究中的线粒体DNA序列信息 
Table 1 The mitochondrial DNA sequences information in this study 

序列号 Accession no. 单倍型 
Haplotype 

样本代码 
Sample code 

样本编号  
Sample no. 

采样点 
Sampling locality Cyt b Control region

H1 QH1 B1 中国青海 Qinghai, China KU361236 KU361238 
H2 QH2 B2 中国青海 Qinghai, China KU361237 KU361239 
H2 QH3 B3 中国青海 Qinghai, China KU361237 KU361239 
H3 QH4 B4 中国青海 Qinghai, China – KU361239 
H4 QH5 B5 中国青海 Qinghai, China – KU361240 
H4 QH6 B6 中国青海 Qinghai, China – KU361240 
H5 China – 中国黑龙江 Heilongjiang, China KU052604 KU052604 
H6 Sweden – 瑞典 Sweden AM711900 AM711900 
H7 Mongolia 45Mo 蒙古 Mongolia HQ711950 AJ563694 
H8 Greece 80Cr 希腊克里特岛 Crete Island, Greece HQ711947 GU247573 
H9 Israel1 49Is 以色列 Israel HQ711946 AJ563686 
H10 Israel2 48Is 以色列 Israel HQ711945 AJ563685 
H11 Spain 35Sp 西班牙 Spain HQ711943 AJ563676 
H12 Russia1 ZIS33 俄罗斯外贝加尔地区 Transbaikalia, Russia AB049807 AB538995 
H13 Russia2 ZIS36 俄罗斯列宁格勒州 Leningrad Province, Russia AB049808 AB538997 
H14 Russia3 ZIS35 俄罗斯列宁格勒州 Leningrad Province, Russia AB049809 AB538998 
H15 Japan1 K1 日本九州大分县 Oita, Kyushu, Japan AB049806 AB538971 
H16 Japan2 K6 日本九州大分县 Oita, Kyushu, Japan AB049800 AB538971 
H17 Japan3 K7 日本九州大分县 Oita, Kyushu, Japan AB049802 AB538971 
H18 Japan4 K8 日本九州福冈县 Fukuoka, Kyushu, Japan AB049799 AB538971 
H19 Japan5 YMG1 日本本州山口县 Yamaguchi, Honshu, Japan AB049795 AB538983 
H20 Japan6 MR1 日本九州岩手县 Iwate, Kyushu, Japan AB049791 AB538977 
H21 Japan7 KPM-NF1002945 日本本州神奈川县 Kanagawa, Honshu, Japan AB291075 AB291075 
  Arctonyx collaris YP6001   HM106329 HM106329 
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MEGA 6.0软件(Tamura et al, 2013)计算种内和种间

遗传差异。 
1.2.2  系统发育分析 

以 猪 獾 (Arctonyx collaris) 作 为 外 群 , 在

MrBayes v3.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003)中构

建系统发育树。最佳碱基替换模型在Modeltest 
v3.7 软件(Posada & Crandall, 1998)中进行计算, 选
择赤池信息量准则(Akaike Information Criterion)下
的最佳模型为HKY+I+G模型, 程序运行1,000万代, 
每隔1,000代取样1次, 舍弃(burn in)前25%的结果。

采 用 Network 4.6 (Bandelt et al, 1999) 中 的

Median-joining法构建单倍型网络图。 
1.2.3  分歧时间估算 

采用BEAST v1.8软件(Drummond & Rambaut, 
2007; Drummond et al, 2012)估算狗獾属分歧时间, 
模型设置与贝叶斯分析一致 , 分子钟选择 strict 
clock, 碱基替换速率参照伶鼬(Mustela nivalis)和白

鼬(M. erminea)的CR碱基替换速率1.92%/(Ma·site) 

(Marmi et al, 2006), 采用Song等(2009)中的方法, 
计算出联合片段的替换速率为2.02%/(Ma·site), 程
序运行1,000万代, 每1,000代取样1次。在TRACER 
1.6中检验有效性, ESS大于200则结果可信。结果采

用TreeAnnotator程序进行总结, 并舍弃前10%的运

行结果。 

2  结果 

通过PCR扩增获得青海湖地区狗獾的3个Cyt b
全序列和6个CR序列片段, 并从GenBank数据库中

下载17个样本的Cyt b和CR片段, 共计23个样本。拼

接后线粒体基因全长1,652 bp, 其中Cyt b序列为

1,140 bp, CR序列为512 bp, 包括1,373个保守位点

(conserved sites)、275个可变位点(variable sites)、175
个简约信息位点(parsim-informative sites), 核苷酸

多样性为0.026 ± 0.003, 共定义21个单倍型。 
基于线粒体基因构建的贝叶斯系统发育树(图

2)分东部和西部两个大的支系, 其中东部支系又包 
 

 
图2  根据线粒体DNA构建的贝叶斯系统发育树。样本代码见表1, 其中QH1–6为青海湖地区狗獾, 枝上数字为主要分支的贝

叶斯后验概率和分歧时间(95%置信区间)。 
Fig. 2  Phylogenetic tree of mitochondrial DNA obtained from Bayesian analysis. The sample codes correspond with those in Table 
1, in which QH1–6 represent badgers of Qinghai Lake area. The numbers on the branch indicate Bayesian posterior probability and 
estimated divergence time (with 95% HPD).  
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表2  欧亚狗獾不同类群间遗传距离     
Table 2  Genetic distances among different Eurasian badger groups 
  西南亚狗獾    

M. canescens 
欧洲狗獾         
M. meles 

日本狗獾          
M. anakuma 

亚洲狗獾          
M. leucurus 

欧洲狗獾 M. meles 0.034 ± 0.007    

日本狗獾 M. anakuma 0.042 ± 0.009 0.043 ± 0.008   

亚洲狗獾 M. leucurus 0.040 ± 0.008 0.041 ± 0.008 0.021 ± 0.005  

青海湖地区狗獾  
Badger in the Qinghai Lake area 

0.038 ± 0.008 0.041 ± 0.008 0.020 ± 0.006 0.017 ± 0.004 

 
 

 
 
图3  欧亚狗獾线粒体基因21个单倍型的网络关系图。单倍

型H1–4为青海湖地区狗獾(灰色), 各单倍型信息见表1, 黑
色圆点表示缺失单倍型, 圆点大小与单倍型频率成正比。对

应的4个分支用虚线圈出。 
Fig. 3 The network based on 21 haplotypes of Eurasian badgers 
mitochondrial DNA. H1–4 represent Qinghai badgers (in grey). 
All haplotypes are displayed in Table 1. The black circles rep-
resent missing haplotypes. The sizes of the white circles in the 
network represent the frequencies of each haplotype. Four 
badger’s groups are circled by dotted line. 
 
 
括亚洲狗獾和日本狗獾两个分支, 而西部支系则包

括欧洲狗獾和西南亚狗獾两个分支, 每个分支的后

验概率均达到100%。单倍型网络图(图3)的结构和

系统发育树基本一致, 即欧亚大陆狗獾分为4个相

对独立的进化支系, 分别对应欧洲狗獾、亚洲狗獾、

西南亚狗獾和日本狗獾。系统发育树和单倍型网络

关系图中, 青海湖地区狗獾样本与亚洲狗獾聚到 

一起。 
计算类群间遗传距离时, 我们将青海湖地区的

狗獾作为一个单独的类群处理(表2), 结果显示青海

湖地区狗獾与亚洲狗獾的遗传距离最近, 为0.017, 
与日本狗獾的遗传距离次之, 而与欧洲狗獾和西南

亚狗獾的遗传距离均较远, 说明青海湖地区狗獾应

该归属于亚洲狗獾。 
分歧时间的估算结果在图2的进化树节点处显

示, 狗獾和猪獾在3.01 Ma (95%置信区间: 2.43– 
3.62 Ma)发生分歧, 而东部支系和西部支系的分歧

时间是2.24 Ma (95%置信区间: 1.85–2.70 Ma)。欧洲

狗獾与西南亚狗獾的分化时间在1.27 Ma (95%置信

区间: 0.99–1.58 Ma), 亚洲狗獾和日本狗獾的分化

时间在0.99 Ma (95%置信区间: 0.77–1.25 Ma)。青海

湖地区狗獾QH2–6的分化时间显示为0.24 Ma (95%
置信区间: 0.15–0.34 Ma)。 

3  讨论 

在系统发育树和单倍型网络关系图中, 青海湖

地区的狗獾样本都与亚洲狗獾聚在一起, 并且两者

间的遗传距离最近, 说明青海湖地区的狗獾属于亚

洲狗獾, 通过分子遗传学方法确定了青海湖地区狗

獾的分类地位。此外, 在数据分析中, 我们发现青

海湖地区的QH1与其他几个样本具有较大的遗传

差异, 在系统进化树中并不聚在一起, 从单倍型网

络关系图中可以更清晰地看出QH1与其他单倍型

相距较远, 提示青海湖地区狗獾可能起源于多个最

近祖先, 或者是由多次扩散而来, 也可能是与其他

地区种群有基因交流。 
古生物学研究表明狗獾可能起源于上新世时

期中国的Melodon (Viret, 1950), 在晚上新世至早更

新世向西扩散至欧洲(Neal & Cheeseman, 1996)。本

文对狗獾属分歧时间的估算结果与狗獾的起源和

进化历史基本一致。基于线粒体DNA序列的分析表
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明, 狗獾和猪獾在3.01 Ma (2.43–3.62 Ma)发生分歧, 
这与Koepfli等(2008)和Marmi等(2004)的估算结果

基本一致。狗獾的化石种在上新世末期就广泛分布

于古北界(Madurell-Malapeira et al, 2011), 化石证据

表明欧洲狗獾和亚洲狗獾的共同祖先在1.8 Ma前已

发生分歧, 这与本文估算的东西部支系的分歧时间

(2.24 Ma)接近。西南亚狗獾和日本狗獾均受地理隔

离影响而分别与欧洲狗獾、亚洲狗獾发生分歧

(Marmi et al, 2006), 分化时间分别为1.27 Ma (0.99– 
1.58 Ma)和0.99 Ma (0.77–1.25 Ma), 西南亚狗獾受

到黑海、里海及高加索山脉的阻隔, 而日本狗獾和

亚洲狗獾被日本海峡分隔开来。谱系地理研究认为

欧洲狗獾具有较明显的遗传结构, 推测与末次冰期

狗獾由伊比利亚和欧洲东南部避难所向北扩散有

关(Frantz et al, 2014)。但日本狗獾可能受到末次冰

期后种群扩张的影响, 各种群间并没有明显的分化

(Marmi et al, 2006; Tashima et al, 2011a), 本研究在

青海湖地区采集的6个样本没有形成单独的分支, 
由于本研究样本有限, 无法对青海湖地区狗獾的系

统分化做出更多解释, 未来需基于更多的中国狗獾

样本对其种群遗传结构进行深入分析。 
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