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摘要:鬣狗科动物曾是一个数量十分可观的群体 , 在 5 百万年前曾达到演化的鼎盛时期 , 留下已鉴定化石种 100 余种.现生的

鬣狗科动物仅有 4 种 ,仅分布在亚洲和非洲部分地区.由于该科动物演化至今种类剧减 、分布区退缩 , 部分化石种与现生种的

谱系演化关系尚不明确 ,因此成为古生物学家和进化生物学家关注的生物类群之一.采用现代分子生物学方法 ,提取扩增河

北秦皇岛灵仙洞中鬣狗类化石的线粒体基因组古 DNA 片段 , 通过与基因库中已有鬣狗科动物各属种同源序列的对比分析 ,

从分子水平确定该化石为斑鬣狗化石;基于古 DNA 序列数据构建的系统进化树显示 , 该地的斑鬣狗个体与我国东北地区及

俄罗斯的化石斑鬣狗具有较近的亲缘关系 ,而与西欧洞穴鬣狗及非洲现生斑鬣狗亲缘关系较远 ,显示出斑鬣狗演化的分子地

理谱系.
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Abstract:The ex tant hyena specie s are the remnants of a formerly diver se g roup o f Hyaenidae , w hich reached its peak about 5

MYA and contained more than 100 fo ssil species.Hyenas have been the subject of a numbe r of evolutionary and sy stema tic

studies during the last tw o centuries , due in larg e pa rt to the drama tica l loss o f its dive rsity and geog raphy.The phy log ene tic

studies inco rpor ating bo th mo rpho lo gical and mo lecular analy sis have y ielded different conclusions reg arding the evo lutiona ry re-

lationship between ex tant and extinct hyenas.In this study , par tial ancient DNA sequence of cy tochrome b gene in mitochondri-

al genome w as successfully re triev ed from Pleistocene hyena bones co llected from Hebei P rovince in Nor th China.The BLAS T

result show s that the cracked specimen is the tee th of a spotted hyena(Crocuta crocuta), w hich makes the cla ssifica tion of the

specimen clear a t the mo lecular level.Fur the rmore , both the obtained sequence and the homo logous sequences ex tracted from

GenBank w ere aligned and used as datase ts fo r phy lo genetic analyses.The phylog ene tic tree show s tha t the two indiv iduals

from China and the one from Russia w ere joined to ge ther , appearing as a sister g roup o f the branch combined by the west Euro-

pean fo ssils and the A frican ex tant hyenas , w hich suggests a phy lo geog raphic pattern of the Pleistocene cave hyena s.

Key words:Crocuta crocuta;Pleistocene;Lingxian cave in Qinhuangdao;ancient DNA phylogeog raphy;mo lecular structure.

　　鬣狗科(Hyaenidae)动物约于 2000万年前的中

新世晚期从食肉目猫科动物分离而出开始独立演

化 ,并于晚中新世至上新世初期达到演化的鼎盛时

期 ,遍布欧洲 、亚洲和非洲 ,也曾通过白令海峡入侵

到北美洲(Werdelin and So lounias , 1991),到晚更

新世 ,鬣狗科动物在欧洲及亚洲西部仍有着广泛的
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地理分布 ,已发掘并有详细描述的各时期化石达到

近 100种(Werdelin and Solounias , 1991).这个盛

极一时的群体 ,现在世界上却仅存于亚洲西南部和

非洲撒哈拉沙漠以南的较开阔地区 ,种类也只包括

斑鬣狗(Crocuta crocuta)、缟鬣狗(Hyaena hyae-

na)、褐鬣狗(Parahyaena brunnea)和土狼(Proteles

cristatus)4 个属种(Wozencraf t , 1993).鬣狗科动

物分布区的退缩 、种类和数量的剧减等现象是引人

关注的问题;现生的鬣狗科动物栖息地多样 、食性各

异 、生态位广泛 ,加上部分成员类似于灵长类动物的

社会生物学特征(Watts and Holekamp , 2007),更

是引发了众多学者对其演化历史的浓厚兴趣

(Diedrich , 2008;Turner et al ., 2008).然而 ,鬣狗

科动物各属种内一些在形态上与现生种存在一定差

异 、分布广泛的化石种与现生种的演化关系尚未明

确.其中发现于欧洲和亚洲洞穴堆积中 、现已绝灭的

洞穴鬣狗(Crocuta crocuta spelaea)与非洲现生斑

鬣狗之间的谱系关系更是一个备受争议的问题.有

人认为洞穴鬣狗是斑鬣狗属中的一个 亚种

(Kurté n , 1957 ;Turner , 1984;Werdelin and So-

lounias , 1991);还有人则认为它们代表着一个独立

的种(Markova et al ., 1995;Rohland et al .,

2005).Rohland et al .(2005)曾以现生鬣狗科动物

及更新世洞穴鬣狗化石线粒体细胞色素 b基因(cy-

tochrome b , Cy t b)片段为研究载体 ,发现洞穴鬣狗

与现生斑鬣狗尽管在头盖骨 、下颌及牙齿等形态特

征上存在一定区别 ,但是它与非洲现生斑鬣狗北部

谱系在分子水平上并没有发生系统分化 ,认为在现

有研究基础上将洞穴鬣狗作为亚种或独立列为一个

种尚缺乏分子水平的支持数据.

在我国 ,鬣狗科动物的化石材料在整个更新世

至全新世初期的地层中比较常见 ,它们在北方地区

与披毛犀-猛犸象动物群(Coelodonta-Mammuthus

Fauna)共存 , 在南方常为大熊猫 -剑齿象动物群

(Ailuropoda-S tegodon Fauna)中的一员(黄万波 ,

1989 ;同号文 ,2007).其中与欧亚洞穴鬣狗同期存在

于我国更新世中晚期地层中的最后斑鬣狗(Crocuta

crocuta ult ima),是我国鬣狗历史上的最后成员之

一.我国北方地区年平均温度较低 、土壤湿度小而且

土壤条件偏碱性 ,既是比较有利于古 DNA 保存的

地区 ,同时也是有丰富的鬣狗科动物化石出土的地

区(Tseng et al ., 2008).本研究以我国河北秦皇岛

灵仙洞出土的鬣狗类动物化石为材料 ,通过提取扩

增该类动物化石的古 DNA ,比较该化石群体 、欧亚

洞穴鬣狗与非洲现生斑鬣狗同源序列之间的差异 ,

进行鬣狗科动物的系统发育分析 ,从分子水平对该

类化石进行种类鉴定 ,并为解决斑鬣狗化石种与现

生种之间的谱系演化关系提供分子水平的依据.

1　材料与方法

1.1　材料

本研究所用鬣狗骨骼及牙齿样品于 2007 年 8

月在河北秦皇岛板厂峪景区灵仙洞的发掘过程中同

步采集 ,采样地点见图 1.同期采集到的还有马鹿

(Cervus sp.)、狼(Canis lupus)、野猪(S us sp.)、熊

(Ursus sp .)、獾(Meles sp .)、披毛犀(Coelodonta

sp.)和狐(Vulpus sp.)等约 30种共生动物 ,这些种

类均属于华北晚更新世“最后斑鬣狗-赤鹿动物群”

的常见和典型动物.

图 1　本研究的采样地点

Fig.1 Location o f the sampling site

古 DNA实验所用 BSA 、EDTA 、GuSCN 、蛋白酶

K 、Silica等购自 Sigma 公司;Taq DNA 聚合酶购自

ABI公司;Topo TA 克隆试剂盒购自 Invit rogen公

司;PCR扩增引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成;用于 PCR产物纯化的 QIA quick Gel Ex-

t raction kit购自德国QIAGEN公司.Bio-Rad电泳仪/

水平电泳槽 、凝胶图像分析系统(Gel-100)均为美国

Bio-Rad公司产品;大型台式冷冻离心机(Centrifuge

5804 R)、微型离心机(Mini-spin)、精巧型恒温混匀仪

(Thermomixer compact)、单道可调量程移液器(Ep-

pendorf Research)产自德国 Eppendorf 公司;8 连管 、

96孔板等为加拿大 BBI公司产品.

1.2　方法

1.2.1　样品前处理　样品去除表层浮土 ,即刻独立

装入密封样品袋后带回实验室 ,清水冲洗后晾干并

置于 UV 灯下照射 24 h ,装入洁净样品袋后在专用

878



　第 6 期 　盛桂莲等:河北秦皇岛灵仙洞斑鬣狗化石的古 DNA 初步分析

古 DNA 样品柜中室温保存.提取前在古 DNA 专用

样品处理通风橱内用洁净刀片或金刚砂轮切割出小

块 ,用次氯酸钠溶液浸泡 30 min 后晾干 ,用砂轮打

磨去除 3 ～ 5 mm 表层 ,更换洁净刀片或钻头取标

本里层 ,放入洁净研钵中研磨成粉末备用.

1.2.2　古 DNA提取　古 DNA提取参考 Rohland et

al.(2007)的方法并进行部分优化.本研究尝试了 6

个鬣狗骨骼样品古 DNA的提取 ,为检测提取过程及

引物扩增效率 ,选用采自黑龙江肇东县同和乡 ,其已

经过前期研究证明确有古 DNA存在的另一鬣狗样品

(编号:HS-29)作为正对照.此外 ,设定不加入样品 、所

有提取步骤与样品提取同步进行的空白提取对照 ,具

体实验体系的设定方法参照盛桂莲等(2009)进行.

1.2.3　PCR 扩增及产物纯化　选择鬣狗线粒体基

因组Cyt b基因片段为目标片段.根据样品保存情况 ,

实验中选用 Rohland et al .(2005)所用的 7对针对较

小目标片段的引物对提取物进行扩增 ,采用 Römpler

et al.(2006)提出的多重 PCR扩增方法:第一步 ,在

PCR反应体系中加入目标序列前后不相邻的多对引

物 ,使之与模板各自结合 ,进行同步扩增;第二步 ,以

此扩增产物的稀释液为模板 ,在 PCR反应体系中分

别加入单对引物进行扩增.在 20μL的扩增反应体系

中 ,包含以下成分:1×PCR buffer , 0.25 U Taq DNA

polymerase , 250 μmol/ L dNTPs , 250 mmol/LMgCl2 ,

1.0 mg/mL BSA ,每条引物浓度为 250 nmol/ L.PCR

反应条件为 94 ℃变性 20 s ,52 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸

30 s;反应前 94 ℃预变性 9 min ,反应后 72 ℃延伸

5 min;第一步反应30个循环 ,第二步反应 40个循环.

扩增结果的电泳检测用 2.5%琼脂糖凝胶.据结果选

目标条带清晰 、提取对照为阴性且无引物二聚体的

PCR扩增产物 ,用 2.0%琼脂糖凝胶电泳后 ,切胶回

收 ,用纯化试剂盒纯化.

1.2.4　分子克隆　将纯化产物连接到 PMD18-T

载体(含 M13引物的扩增位点)上 ,再将连接产物转

化至感受态细胞 DH5α,用含氨苄青霉素 、X-Gal和

IPTG的 LB培养基 37 ℃过夜培养.从每个平板上

挑 6个白色菌斑37 ℃振荡培养 ,取1 μL 菌液1 ∶10

稀释后 ,95 ℃加热 10 min ,取少量煮沸液为模板用

M13引物进行扩增 ,凝胶电泳检测选出含目的序列

的克隆 ,对应的菌液交由上海生工生物工程技术服

务有限公司测序.

1.2.5　系统发育分析　将测序得到的序列分别提

交 NCBI数据库进行 BLAST 查询.系统发育分析

共调集 GenBank 中 C.crocuta , H.hyaena , P.

brunnea和 P .cristatus四属种共 14 条同源序列

(表 1),其中采样地点为比利时 、德国 、俄罗斯的序

列来自于古代样品 ,其他序列来自非洲的现生鬣狗

科动物.序列分析用 BioEdi t软件.

2　结果

2.1　PCR扩增结果

在灵仙洞采集的6个鬣狗样品中 , 从5号样

表 1　本研究用到的核酸序列信息

Table 1 Data se ts used in this pape r

属名 种名 本文代码 序列长度(bp) GenBank收录号 采样地点

斑鬣狗属

Crocuta

最后斑鬣狗

Crocuta crocuta u lt ima

洞穴鬣狗

Crocuta crocuta spelaea

斑鬣狗

Crocuta crocuta

C crocuta LXD 5 79 / 中国河北

C crocuta HS 29 225 / 中国黑龙江

C crocuta DQ157554 366 DQ157554 比利时

C crocuta AJ809326 366 AJ809326 德国

C crocuta DQ157555 366 DQ157555 俄罗斯

C crocuta DQ157556 366 DQ157556 塞内加尔

C crocuta DQ157557 366 DQ157557 埃塞俄比亚

C crocuta DQ157560 366 DQ157560 坦桑尼亚

C crocuta DQ157562 366 DQ157562 卢旺达

C crocuta DQ157566 366 DQ157566 津巴布韦

缟鬣狗属

H yaena

缟鬣狗

H yaena h yaena

褐鬣狗属

P arah yaena

褐鬣狗

Parah yaena brunnea

土狼属

P roteles

土狼

P roteles cr is tatus

H h yaena DQ157584 340 DQ157584 索马里

H h yaena DQ157578 340 DQ157578 希腊

P brunnea DQ157591 340 DQ157591 纳米比亚

P brunnea DQ157588 340 DQ157588 南非

P cri status AY928679 1 140 AY928679 南非

P cri status AY048792 1 140 AY048792 南非
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图 2　PCR产物琼脂糖凝胶电泳图

Fig.2 Gel electr opho resis image of PC R products

M :100 bp DNA ladder;1.正对照;2.LXD-5;3.空白提取

对照;4.第一次 PCR H 2O 对照;5.第二次 PCR H2O对照

(LXD-5)中成功扩增得到引物对 Cy t b F3/R3的目

标序列 ,在 2 .0 %琼脂糖凝胶电泳中呈现较明显的

目标条带(124 bp),提取对照和两次 PCR H2O 对

照中无目标条带出现(图 2).

2.2　GenBank检索结果及同源序列比对

将测得序列去除引物序列后(79 bp)提交 Gen-

Bank 作 BLAS T 查询 , 结果与斑鬣狗(C crocuta)

Cy t b基因片段有 93%的相似度.经与同源序列比

对(图 3),发现该序列与作为正对照的 HS-29 的碱

基组成差异为 2 个碱基位点(第 53位:C ※T ;第 72

位:T ※C),为碱基之间的转换;与 GenBank中采自

俄罗斯的斑鬣狗个体也存在 2个碱基位点(第 72和

73位)C ※T 的转换;与 GenBank 中采自比利时 、德

国 、塞内加尔 、埃塞俄比亚及卢旺达的斑鬣狗同源序

列的碱基组成差异则有 5 个碱基位点 ,并涉及到转

换和颠换两种碱基变化类型(第 24位 G ※A ;第 50 、

72 、73及 75位 T ※C);与坦桑尼亚 、津巴布韦的斑

鬣狗个体除前述 5个碱基位点外 ,还在第 15位存在

一个 C ※T 的转换;与缟鬣狗 、褐鬣狗及土狼的碱基

组成差异则更大(图 3).

2.3　系统进化树

比对后的序列用距离矩阵法中的 UPGMA 法

构建系统发育树如图 4所示.

3　讨论

3.1　古 DNA序列的可靠性论证

鉴于古 DNA 的高度片段化和微量特征 ,所得

序列的可靠性一直以来都是古 DNA 研究面临的最

大挑战(Golenberg et al ., 1990 ;DeSalle et al .,

1992;Cano et al ., 1993;Wayne et al ., 1999).在

本研究中 ,所得古 DNA 序列的可靠性可从以下方

面得以论证:首先 ,在野外严格按照古 DNA 研究规

范采集样品 ,样品的前处理 、提取及 PCR反应体系

的配制等 PCR前过程都在古 DNA 专用洁净实验

室的独立空间中进行.其次 ,实验过程中设定了提取

负对照 、PCR水对照 ,并将样品的提取和扩增操作

放在提取正对照和负对照之前.凝胶电泳结果中提

取负对照 、PCR水对照均无目标大小条带出现 ,排

除了来源于试剂 、操作者本人及样品间的交叉污染.

第三 ,序列经 BLAST 查询 ,结果显示该序列不仅为

斑鬣狗的 Cy t b基因片段 ,而且与 GenBank及正对

照的同源序列存在数目不一的碱基差异 ,说明该序

列确为灵仙洞斑鬣狗样品的原生序列.最后 ,尤为重

要的是该序列结果得到了重复性实验的验证.本研

究的重复性实验包括:同样的样品不仅在德国马普

进化人类学研究所采用相同方法进行了重复 ,还在

生物地质与环境地质教育部重点实验室由不同研究

人员进行了重复性操作 ,均得到了相同的实验结果.

3.2　灵仙洞斑鬣狗样品古 DNA的保存状况分析

本研究所用的 7对引物中 ,有 4对在正对照中

得到了有效扩增 , 1 对在样品中扩增得到了目标条

带 ,引物与 DNA 模板的结合成功率在正对照中达

57 .1%,在研究样品中仅为 16.7%.从灵仙洞采集

的 6个样品中 ,只从 5号样(LXD-5)中得到了 1对

引物的目标扩增片段 ,其他 5个样品经过 2次重复

提取和 3次 PCR重复扩增均未显示阳性结果.说明

这些样品的古 DNA 保存情况较差 ,DNA 已高度降

解 ,不存在可作为扩增模板的古 DNA分子.

灵仙洞中发掘的斑鬣狗样品 ,根据地层年代推

算其保存年限为 10 ka左右 ,符合古 DNA 的理论保

存年限范围.为探讨该地样品保存状况较差的原因 ,

研究后期曾对该洞穴中的土壤样品进行了 pH 值测

定 ,并将土壤样品送交中国地质大学地质过程与矿

产资源国家重点实验室用原子吸收光谱仪(日立

18070)进行 Ca
2+
/Mg

2+
/K

+
等离子含量分析.其中

土壤 pH 值测定结果为 6.09 , 呈弱酸性;土壤中
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图 3　鬣狗科动物各属种 79 bp 同源序列碱基组成比对

F ig.3 A ligned DNA sequence of the 79 bp f ragment of Cy t b f rom Hyaenidae

图 4　基于 Cyt b基因部分序列构建的鬣狗科 UPGMA 系统

进化树(图中数字代表重复次数为 1 000时的自展支持率)

Fig.4 Distance mat rix phy lo genetic t ree ba sed on the par tial

sequence s o f Cy t b gene in Hyaenidae

CaO 、MgO 、K 2O 含量分别为 3 .64%、1.76%、

2.98 %,显示出该洞穴的土壤环境不利于古 DNA

的保存(杨周岐等 ,2006),成为本研究中古 DNA 扩

增效率较低的原因.

然而 ,该洞穴中斑鬣狗样品古 DNA 小片段的

成功提取和扩增 ,显示了分子古生物学方法应用于

灵仙洞穴鬣狗样品从分子水平进行分类鉴定 、谱系

演化乃至群体遗传学研究的可行性.后期研究采样

时应收集破损程度低 、质地更为致密 、更有利于古

DNA 保存的牙齿作为研究样品 ,可弥补样品保存环

境的不足而得到相对完整的序列数据.

3.3　鬣狗科动物系统发育分析

从图 4可以看出 ,在系统进化树中缟鬣狗(H.

hyaena)与棕鬣狗(P.brunnea)形成关系较近的姊

妹群 ,显示缟鬣狗与棕鬣狗亲缘关系较近.在此问题

上 , Jenks and Werdelin(1998)基于 4种现生鬣狗的

线粒体基因组 Cy t b基因序列构建的系统进化树曾

得到与本文一致的结论;Koepf li et al .(2006)对现

生鬣狗的核基因和线粒体基因同时进行研究 ,也得

到上述系统进化结果.因此 ,本研究所得序列片段能
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图 5　本研究中用于系统发育分析的鬣狗科动物化石种

和现生种地理分布

Fig.5 Geog raphical distribution of the ex tinct and ex-

tant Hyaenidae w hich have been used in phy lo ge-

ne tic analyze in this study

够作为鬣狗分类演化的分子标记 ,初步指示鬣狗科

各属种的系统演化关系.

由于斑鬣狗化石种和现生种的种级分类存在不

同观点 ,为与非洲现生斑鬣狗(Crocuta crocuta)相

区别 ,国外研究学者将采自欧亚大陆更新世及全新

世初期的化石斑鬣狗称为洞穴鬣狗(Crocuta crocu-

ta spelaea).而我国学者将我国与洞穴鬣狗同期的

化石种称为最后斑鬣狗(Crocuta crocuta ult ima).

在图 4中 ,采自中国的两个最后斑鬣狗样品(C cro-

cuta LXD 5和 C crocuta HS 29)在系统进化树上

与采自俄罗斯的洞穴鬣狗(C crocuta DQ157555)

聚类形成独立的分支.采自德国(C crocuta  

AJ809326)和比利时(C crocuta DQ157554)的两个

洞穴鬣狗与多个非洲现生斑鬣狗个体共同聚类.上

述结果既不支持最后斑鬣狗与欧亚洞穴鬣狗存在分

子水平的显著差异 ,也说明欧亚洞穴鬣狗与非洲现

生斑鬣狗不存在分子水平的系统分化 ,从地域角度

加强了 Rohland等的结论.图 5 显示了本研究中用

于系统发育分析的来自亚洲和欧洲的鬣狗化石地点

以及来自非洲的现生种的地理分布.从空间角度来

衡量 ,与西欧两个洞穴鬣狗聚类的非洲现生斑鬣狗 ,

除一个(C crocuta DQ157562)来自赤道线附近的

卢旺达外 ,其他个体分别来自塞内加尔(C crocuta 

DQ157556)和埃塞俄比亚(C crocuta DQ157557),

属于赤道线以北的非洲北部地区;彼此聚类的坦桑

尼亚(C crocuta DQ157560)和津巴布韦(C crocuta

 DQ157566)斑鬣狗个体 ,则属于赤道线以南的非洲

南部地区;我国的最后斑鬣狗个体与地理位置相距

较近的俄罗斯洞穴鬣狗个体处于相同的进化支 ,而

且位于前述两个进化支的根部.上述结果不仅为

Kurté n(1956)提出亚洲是斑鬣狗起源地的观点初

步提供了分子水平的证据 ,更为重要的是我国斑鬣

狗化石样品的序列数据进一步反映了斑鬣狗分子演

化上的谱系地理格局.鉴于我国最后斑鬣狗化石在

研究斑鬣狗化石种和现生种系统演化关系中的重要

作用 ,我们在后续研究中将增加我国北方地区化石

斑鬣狗样品的采样地点 ,得到最后斑鬣狗更多的同

源序列数据 ,进一步明确我国最后斑鬣狗 、欧亚洞穴

鬣狗及非洲现生斑鬣狗的系统演化关系.

此外 ,图 4 中部分结点的自展支持率较低(<

80 %),且土狼(P.cristatus)所在的系统演化位置

与已有研究有较大差别.根据现有的关于现生鬣狗

科动物 4个属种间的演化关系研究 ,多数学者认为

土狼是鬣狗科成员中高度特化 、最先分化出来的类

群(Wurster and Benir schke , 1968;Werdelin and

Solounias , 1991;Jenks and Werdelin , 1998;Wer-

delin , 1999;Koepf li et al ., 2006).结合本研究小

组的猛犸象系统发育分析研究实例(杨淑娟和赖旭

龙 ,2003;Yang et al ., 2006;Sheng et al ., 2009),

分析矛盾结果的产生及较低自展支持率的出现是由

序列的短片段效应所致.若能结合灵仙洞的发掘工

作 ,在该地采集保存情况相对理想的斑鬣狗牙齿材

料 ,用于古 DNA 的提取和扩增 ,有望得到所研究目

标基因更长的序列片段 ,并将之用于系统发育分析 ,

解决上述问题.
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