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辽宁海城小孤山披毛犀化石的古DNA分析

双小燕,袁俊霞,侯新东,盛桂莲,伊 剑,赖旭龙

(中国地质大学生物地质与环境地质国家重点实验室,武汉430074)

摘 要:从采自辽宁省海城县小孤山晚更新世披毛犀化石样品中成功地获得了1080bp细胞色素b基因序列,调用Genbank中

已发表的披毛犀序列及5种现生犀牛的同源序列,以马作为外类群,采用邻接法(NJ法)和最大似然法(ME法)构建系统发育树,
结果均显示披毛犀与现生苏门答腊犀亲缘关系最近,且辽宁省海城县小孤山样品处于披毛犀分支的根部;对披毛犀样品进行基因

分异度分析结果表明,小孤山的披毛犀样品具有较高的基因分异度,为探讨披毛犀的起源、迁徙及演化等问题提供了重要的分子

依据。
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  披毛犀(CoelodontaantiquitatisBlumenbach)
是冰缘气候的指示动物[1],在更新世时期,它几乎遍

布欧亚大陆北部,最北界限大约在北纬72°,已知的

南边界限达到北纬33°[2],但披毛犀没能像猛犸象

那样成功地穿越白令海峡而将其足迹延伸到北美洲

的范围[3]。在欧亚大陆北部广大地区内发现的披毛

犀化石,绝大多数属更新世晚期,其早期化石记录只

有来自中国几个地点的少量材料[4]。由于化石记录

的不完整性,特别是早期化石记录的缺乏,关于披毛

犀的起源、迁移、演化等问题,人们的认识还比较模

糊。
近年来随着分子生物学技术的迅猛发展,使人

们可以从一个崭新的视野来了解已绝灭动物的演化

历程。从分子水平上,人们对与披毛犀形影相随的

另一种绝灭的冰缘动物———猛犸象做了大量的研究

工作[5-11],而对于披毛犀,其古DNA研究工作开展

得非常有限,并且所研究样品的采集地点主要集中

在欧洲(比利时)和北亚地区(俄罗斯的西伯利亚和

雅库特)。
Orlando等[12]首次对采自比利时Scandia洞穴

的7个披毛犀牙齿化石(距今13万~4万a)进行了

古DNA研究,并从其中3个样品中获得了古DNA
片段。他们利用所得到的完整12SRNA和(或)部
分细胞色素b(cytb)基因所构建的系统发育树显

示,披毛犀与现生的苏门答腊犀牛亲缘关系最近,这
一研究结果也与形态学的分析结论保持一致[13];同

时利用分子钟推算出披毛犀与苏门答腊犀牛在渐新

世(距今26~21Ma)产生分歧。Binladen等[14]对

采自西伯利亚永久冻土中披毛犀骨骼样品的线粒体

DNA与核DNA基因的错配情况进行了探讨,研究

表明在线粒体DNA和核DNA中都存在着由于受

损而导致遗传密码错配的情况,由胞嘧啶→胸腺嘧

啶、鸟嘌呤→腺嘌呤的转换比胸腺嘧啶→胞嘧啶、腺
嘌呤→鸟嘌呤转换出现的次数多得多。这一研究结

果显示,胞嘧啶的去氨基作用转变为尿嘧啶是古

DNA(无论是线粒体DNA还是核DNA)错配的主

要原因。最近,Willerslev等[15]从采自雅库特永久

冻土披毛犀的毛发中首次获取到完整线粒体组基因

序列。他们利用披毛犀和现生5种犀牛的线粒体基

因,构建的系统发育树显示,非洲的黑犀牛与白犀牛

聚为一个分支,亚洲的爪哇犀牛与印度犀牛聚为一

支,披毛犀与苏门答腊犀牛聚为另一个分支,随构建

系统发育树时所采取的基因序列不同(D-loop,cyt
b,cox1,cox2等),上述3个分支之间的关系就会发

生变化:双角的披毛犀-苏门答腊犀牛分支到底是与

同为双角的黑犀牛-白犀牛关系最近,还是与同处亚

洲但却为单角的爪哇犀牛-印度犀牛的关系最近尚

不明确。另外,构建系统发育树时选择的外类群不同

也会影响到上述3个分支之间的关系。因此,披毛犀

-苏门答腊犀牛、爪哇犀牛-印度犀牛、黑犀牛-白

犀牛之间的系统发育问题还存在一定的争议。
在中国,披毛犀化石主要分布在东北松辽平原,
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此外,在华北平原、内蒙古高原、黄土高原陇东地区

甚至青藏高原的西南部也都有分布[2]。笔者拟对中

国披毛犀样品开展古DNA研究,分析披毛犀在地

质历史时期的基因分异度,为从分子水平上探讨我

国披毛犀在系统发育树上的位置以及提高其谱系精

度提供依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料

披毛犀化石样品分别采自辽宁省海城县小孤

山、辽宁省昌图县2个地点(图1)。辽宁海城小孤

山的样品所处地层年龄为4万~5万a,都不超过古

DNA的理论保存年限10万a[16-18],样品具体信息

见表1。

N

图1 采样地点图

Fig.1 Locationofsamplingsite

1.2 引物合成

从Genbank中搜索到披毛犀cytb基因全序列

(登录号为 NC_012681),使用PrimerPremier5软

件设计了多对扩增引物,并通过 Oligo软件对引物

二聚、退火温度、GC含量等进行了评估[19-21],引物

由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。
1.3 样品前处理与DNA提取

样品的前处理与 DNA 提取工作具体实验步

骤,参照文献[22]的方法。提取过程以无菌水作为

空白提取对照,并将其作为PCR阴性对照模板,以
检测外源DNA的污染。
1.4PCR扩增与纯化

考虑到古DNA大多呈高度片段化,本实验采

用多重PCR扩增方法[23-24]。PCR反应体系总量为

20μL,包括2μL10×PCRbuffer,2.8μLMgCl2
(25mmol/L),2.0μLBSA(10mg/mL),0.5μL
dNTPs(10mmol/L),0.15μLTaq酶(5U/μL),每
条引物浓度为250nmol/L。PCR反应条件参照文

献[22]等。选取目标条带清晰、空白对照均为阴性

的PCR扩增产物,用2%的琼脂糖凝胶电泳切胶回

收,用QIAGEN纯化试剂盒进行纯化。

1.5PCR产物克隆及测序

将纯化所得片段连接到PMD18-T载体上,4℃
过夜,连接产物转化至感受态细胞DH5-α,再用含

氨苄青霉素、IPTG、X-Gal的LB培养基37℃过夜

培养。显色后从每个平板上挑选8个白色菌斑于

37℃振荡培养,取1μL菌液稀释后,95℃加热10
min,再取5μL的煮沸液为模板用 M13引物扩增,
电泳检测挑选含目标序列的克隆产物,送南京金斯

瑞生物科技有限公司进行测序。

1.6 数据分析

从Genbank数据库中检索已发表的披毛犀及5
种现生犀牛线粒体cytb序列(表1),用BioEdit软

件[25]对现生犀牛cytb序列与披毛犀序列进行对位

排列,并辅以手工校正,根据已有的研究结果和外类

群的选择原则,选取马作为系统发育分析的外类群。
使用ClustalX1.81软件[26]进行比对分析,用 Mo-
lecularEvolutionaryGeneticsAnalysis(MEGA)

Version3.1软件[27]统计序列的碱基组成、转化/颠

换比率R(transition/transversion,简称Ts/Tv);选
择Kimura的双参数模型进行数据处理,分别采用

邻接法(neighbor-joining,简称 NJ)和最大似然法

(maximumlikelihood,简称 ME)构建系统发育树,
系统树各个分支的置信度由“重抽样(boot-strap)”
进行循环检验,重抽样的次数为1000次。

表1 研究中所用到的序列信息

Table1 Datasetsusedinthispaper
样品
名称

采样
地点

样品年
代/ka

样品
部位

序列
长度

Genbank
登录号

资料
来源

C.a.LC 辽宁昌图 下颌骨 183bp 本文

C.a.LH 辽宁海城 40~50 下臼齿根 1080bp 本文

C.a.Orlando 比利时 60~70 牙齿齿根 668bp AY178623
AY178624 文献[13]
AY178625

C.a.Binladen 西伯利亚 >49 肢骨 1140bp DQ318533 文献[15]
C.a.Willerslev 雅库特 毛发 1140bp NC_012681 文献[16]
Dicerorhinussumatrensis 1140bp AJ245723 文献[28]
Rhinocerossondaicus 1140bp AJ245725 文献[28]
Rhinocerosunicornis 1140bp NC_001779 文献[29]
Ceratotheriumsimum 1140bp Y07726 文献[30]
Dicerosbicornis 1140bp X56283 文献[31]
Equusgrevyi 1140bp X56282 文献[31]

2 结果与分析

14
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2.1 碱基组成与基因变异

本研究设计的引物对辽宁省海城县小孤山样品

C.a.LH有较好的扩增,辽宁省昌图县样品C.a.
LC由于保存情况较差,获得的序列较短。辽宁省

海城县小孤山样品所得序列中T(U)、C、A、G4种

碱基含量分别为26.4%、33.1%、28.6%、11.9%,
其中A+T 含量(55.0%)明显高于 G+C含量

(45.0%)。本研究基于共有序列608bp对不同地

区披毛犀的基因分异度和碱基差异情况进行了统

计,结果见表2。

表2 不同地区披毛犀cytb基因的碱基差异情况(转换/颠
换,上对角线)和基因分异度(下对角线)

Table2 Numbersoftransitions/transversions(uppertrian-
gle)anddivergenceofgene(lowertriangle)for
cytbgenesequencesinthisstudy

 
C.a.
Binladen

C.a.
Willerslev

C.a.
Orlando

C.a.LH

C.a.Binladen — 3/2 1/2 13/3
C.a.Willerslev 0.822% — 4/0 14/1
C.a.Orlando 0.493% 0.658% — 14/1

C.a.LH 2.632% 2.467% 2.467%

2.2 分子进化树

由于辽宁省昌图县披毛犀样品保存情况较差,
其内含DNA降解较为严重,获得的基因序列较短,
为避免短序列效应,构建系统发育树时仅选用辽宁

省海城县小孤山的样品。以马作为系统发育分析的

外类群,使用Mega3.0软件,选用Kimura的双参数

模型,分别采用邻接法(NJ法)和最大似然法(ME
法)构建系统发育树。2种不同构树法构出的系统

发育树的拓扑结构基本一致,仅在置信度水平上有

些细微差异,表明犀科系统发育关系的稳定性以及

本文的亲缘关系分析是可信的(图2)。
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图2 基于608bpcytb基因片段构建的系统发育树

Fig.2 Phylogenetictreesbasedon608bppartialse-
quencesofcytbgene

3 讨 论

3.1 序列真实性

经历了漫长历史年代,古代生物化石材料由于

受到水、氧化等作用的影响,其DNA含量非常低且

呈高度片段化,这就使得在古DNA研究过程中存

在较高的污染风险,证明所获得的DNA序列的真

实性,就成为古 DNA 研究中一个非常重要的环

节[32]。我们确信本研究所获得的序列为披毛犀的

基因序列,主要基于以下理由:①从样品的采集到样

品的实验室存放,均注意避免样品间的交叉污染;在
整个实验操作过程中注意实验器材、耗材及试剂的

灭菌。②每个样品至少进行2次提取操作,而且在

每次提取过程中都设立提取空白对照组,在进行

PCR操作时,设置PCR空白对照组,空白对照呈阴

性,以避免样品的交叉污染和外源 DNA的污染。
③从样品的处理到PCR反应液的配制,都在专用的

古DNA实验室进行,本实验室从未开展过现生犀

科样品的研究。④每段PCR扩增产物都进行克隆

测序,每次挑选4个克隆菌落测序,至少要有3个克

隆测序结果保持一致,以保证测序结果的准确性。
3.2 遗传多样性分析

种群内基因分异度可以反映种群内个体的数

目、种群的历史、演化及对环境的适应能力等[33-35],
生物群体的遗传多样性是评价生物资源状况的一个

重要依据,它是物种适应多变的环境条件、维持长

期生存和进化的遗传基础。如果遗传多样性越高,
则种群内可提供环境选择的基因愈多,对于环境适

应能力就愈强,愈有利于种群的生存及演化;相反,
如果遗传多样性越低,则种群内可提供环境选择的

基因愈少,对于环境的适应能力愈差,不利于种群的

生存以及演化。
从表2可以看出,西伯利亚披毛犀(C.a.Bin-

laden)与雅库特披毛犀(C.a.Willerslev)的基因分

异度为0.822%;与比利时披毛犀(C.a.Orlando)的
基因分异度为0.493%;雅库特披毛犀(C.a.Willer-
slev)与比利时披毛犀(C.a.Orlando)的基因分异度

为0.658%;显示了这3种披毛犀具有较小的基因

分异度。而辽宁省海城县小孤山披毛犀(C.a.LH)
与西伯利亚披毛犀(C.a.Binladen)的基因分异度为

2.632%;与雅库特披毛犀(C.a.Willerslev)的基因

分异度为2.467%;与比利时披毛犀(C.a.Orlando)
的基因分异度也为2.467%。通过对比得出,辽宁

省海城县小孤山披毛犀样品的基因分异度远远高于

其他披毛犀样品的基因分异度(均<0.9%)。在晚

更新世时期,披毛犀曾在我国东北和北方地区很繁

盛,酷冷的环境为耐寒的披毛犀的迁入和生活提供

24
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了有利条件,这也与该地区大量晚更新世披毛犀化

石材料的发现相吻合。全新世时期,随着气候转暖,
再没有披毛犀的化石材料被发现。Lister等[35]指

出许多大型哺乳动物在其绝灭过程中都伴随着基因

变化的缺失。前人曾对披毛犀的绝灭提出过多种假

说[36-37],从我们获得的披毛犀古DNA数据及Gen-
bank中其同源序列来看,遗传多样性的缺失也许是

造成披毛犀绝灭的原因之一。
3.3 披毛犀的系统发育位置

中国披毛犀在披毛犀的演化发展历史中占有非

常重要的地位。20世纪20年代到40年代,不少古

生物学者推测披毛犀这个物种起源于亚洲南部。从

我国的最新资料来看,这个种属很可能起源于亚洲

北部而不是南部,披毛犀最早的化石记录是发现于

临夏盆地古老黄土中距今约有2.55MaBP的完整

头骨化石材料[4],它属于泥河湾腔齿犀(C.nihow-
anensis)。另外,在中国的其他几个地点也相继发现

了 属 于 早 更 新 世 时 期 泥 河 湾 腔 齿 犀 的 化 石 材

料[2,4,38],这些都为披毛犀的中国北部起源说提供了

化石证据。披毛犀的另一种演化学说是起源于

Tologoj腔齿犀(C.tologoijensis),其化石材料发现

于贝加尔湖地区Tologoj的早中更新世地层中[1]。
Deng[39]对甘肃临夏盆地的泥河湾腔齿犀与Tologoj
腔齿犀的化石材料进行了比较,研究结果显示泥河

湾腔齿犀和Tologoj腔齿犀属于不同的种:从颅骨

和牙齿来看泥河湾腔齿犀比Tologoj腔齿犀具有更

原始的性状,泥河湾腔齿犀具有更小的体态、纤细的

四肢,奔跑速度更快,而Tologoj腔齿犀具有发育更

完善的鼻骨。据此,Deng[39]、Kahlke等[1]认为分布

于早中新世贝加尔湖地区的Tologoj腔齿犀是由泥

河湾腔齿犀演化而来。由亚洲起源的这种腔齿犀在

中更新世首次到达欧洲的东部和中部,随着气候条

件的转冷,披毛犀逐渐发展成为非常适应寒冷气候

的典型披毛犀[1-2,4],并且在欧洲由于它对寒冷气候

的适应能力更强而取代了当地的草原犀[1]。周本

雄[2]比较我国与欧洲披毛犀化石标本的形态特征后

指出,在更新世晚期欧亚大陆的典型披毛犀没有种

一级的差别,所以,目前所发现的化石材料支持披毛

犀的中国起源学说[2]。为了从分子水平上探讨披毛

犀的起源问题,我们分别采用1个欧洲样品、2个北

亚样品与1个中国披毛犀样品构建了系统发育树,
从图2-A可以看出:北亚的披毛犀样品与比利时披

毛犀聚为一个分支,构成披毛犀的北亚及欧洲谱系;
其中,西伯利亚披毛犀(C.a.Binladen)与比利时披

毛犀(C.a.Orlando)聚为一个小分支,从地理位置

来看,西伯利亚与比利时同属于中高纬度,说明在此

纬度上,披毛犀在这两地有一定的基因交流;而中国

辽宁省海城县小孤山的披毛犀样品处于整个披毛犀

分支的根部,这从分子水平上说明披毛犀可能起源

于中国。由于构建系统发育树时,样品数量相对比较

缺乏,特别是欧洲的样品只有1个,且与其他样品的

共有序列较短,要构建更为清晰的披毛犀地理谱系

图,还需要从更多地点采集样品来进行研究。

沈阳师范大学傅仁义为本研究项目提供了样品并在野外样品采

集过程中给予了大力帮助,在此深表谢意。
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AncientDNAAnalysisofWoollyRhinocerosinXiaoguMountain,
HaichengCity,LiaoningProvince

SHUANGXiao-yan,YUANJun-xia,HOUXin-dong,SHENGGui-lian,YINJian,LAIXu-long

(StateKeyLaboratoryofBiogeologyandEnvironmentalGeology,
ChinaUniversityofGeosciences,Wuhan430074,China)

Abstract:Inthisstudy,1080bpsequenceofmitochondrialcytochromebgenewassuccessfullyretrieved
fromaLatePleistocenewoolyrhinocerosfossilexcavatedfromXiaoguMountain,HaichengCity,Liaoning
Province.Analysisofphylogenetictreewithhorseasoutgroupshowedthesametopologicalofphyloge-
netictreesusingNeighbor-JoiningandMaximumlikelihoodmethods.Ourresultssuggestedthatwoolly
rhinoceroshasrelativelycloserelationshipwithextantsumatranrhinoceros.Furthermore,thephylogenet-
icpositionofXiaoguMountainsamplewasalwaysattherootofthisbranch.Finally,ourdatarevealed
thatthewoollyrhinocerosfromChinashowedhighergenedivergencythanEuropeanandNorthernAsian
counterparts.Ourstudyprovidesmolecularevidencefortheoriginandextinctofwoollyrhinoceros.
Keywords:woollyrhinoceros;ancientDNA;phylogeneticanalysis;LatePleistocene;genedivergency
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