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摘要：东北梅花鹿（!%*1)& $#22($ "(*3),(*)4）的野生种群已濒临灭绝，但其圈养种群遍布全国各地，是我

国圈养梅花鹿的主要品种（亚种）。为了探讨圈养梅花鹿种群作为东北梅花鹿野外放归项目资源种群的

可行性，测定了来自 ) 个圈养种群 $+ 只梅花鹿个体的线粒体 ,-. 控制区的部分序列，以此分析我国圈

养梅花鹿种群的遗传多样性和遗传结构。结果表明，我国圈养梅花鹿种群的遗传多样性并不贫乏，种群

之间并没有发生显著的遗传分化。因此，东北地区的圈养梅花鹿种群可以作为野外放归项目的资源种

群，而野外放归项目的建群者应来源于东北地区的多个圈养种群。
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在更新世地质历史时期，梅花鹿（ !"#$%&
’())*’）曾广泛分布于我国的东北、华北、华中、

华南、西南和青藏区的东部［!］。进入全新世后，

尤其是近半个世纪以来，由于受到不断增强的

人类经济活动的影响，梅花鹿种群数量和栖息

地面积急剧减少，并不断被分割隔离［!，"］。至 "#
世纪 $# 年 代，梅 花 鹿 山 西 亚 种（ ! % ’())*’
+#,&&(,’%&）、华北亚种（! % ’ % -,’.,#(’%&）和台湾

亚种（! % ’ % /,(*%,’%&）先后在野外灭绝，东北亚

种（! % ’ % 0*#/%1*#%-）、华南亚种（! % ’ % 2*)&30(）
和四川亚种（! % ’ % &(30%,’(3%&），仅幸存于黑龙

江、吉林、江西、浙江、安徽、四川和甘肃等省狭

窄的区域内，种群数量不足! &##只［!，"］。近年

来，国家主管部门通过实施梅花鹿栖息地的修

复和保护工程，使四川亚种和华南亚种分别在

四川的若尔盖、江西的桃红岭和浙江的清凉峰

及其周边地区得到一定程度的恢复［’ ( )］。然

而，尽管有东北梅花鹿野生种群被发现的报

道［!#］，但在东北梅花鹿的分布区内，已很难发

现其活动痕迹，其野生种群已濒临灭绝的边

缘［"，!!］。

要使一个物种的野生种群得到恢复，主要

有就地保护和迁地保护两种措施［!"］。目前，就

地保护仍然是保护濒危物种最有效的措施。然

而，当物种生境大面积破碎，各隔离小种群无法

自然维持其长期续存时，实施迁地保护和野外

放归是其最终的必然选择［!’］。野外放归的建

群者可以来源于亲缘关系相近的野生种群，也

可以来源于圈养种群［!$，!&］。然而，近来的研究

表明，我国梅花鹿的野生种群已发生显著的遗

传分化［!*，!+］，已不能为东北梅花鹿野生种群的

复壮和在历史分布区重建东北梅花鹿的野生种

群提供个体来源［!,］。值得庆幸的是，我国早在

公元前! *##年就开始饲养东北梅花鹿。现在，

不同养殖规模的东北梅花鹿种群遍布全国各

地，种群数量达到 ’& 万只左右［"］。这为东北梅

花鹿野生种群的复壮和在历史分布区重建东北

梅花鹿野生种群提供了很大的资源种群。由于

资源种群的遗传多样性现状和遗传结构模式是

影响 物 种 野 外 放 归 项 目 成 败 的 关 键 因 素 之

一［!)，"#］，因此，必须搞清楚两个问题：我国的圈

养梅花鹿在经过不断的分群饲养（种群瓶颈）之

后，遗传多样性有没有丧失？圈养种群之间是

否因为人工选择和遗传漂变的作用而发生遗传

分化？动物的线粒体 -./ 呈母系遗传，无重组

发生，且碱基替换速率较快，特别是控制区的进

化速率是其他区段的 & ( !# 倍，在物种的遗传

多样性和遗传结构研究中得到广泛应用［"!，""］。

因此，本研究测定了 ) 个东北梅花鹿圈养种群

$& 只个体的线粒体 -./ 控制区的部分序列，初

步探讨了我国圈养梅花鹿的遗传多样性现状和

遗传结构模式，为国家主管部门制定合理的东

北梅花鹿野外放归计划提供科学依据。

! 材料与方法

!"! 样品采集和 #$% 提取 分别从黑龙江、

吉林、辽宁、四川和浙江采集到东北梅花鹿的血

液、毛发和皮张样品 $& 份（表 !），其中 & 份来自

辽宁西丰鹿场（西丰种群，01），$ 份来自辽宁西

丰林场鹿场（西丰林场种群，012），& 份来自吉

林龙潭山鹿场（龙潭山种群，234），’ 份来自吉

林松花湖鹿场（松花湖种群，455），$ 份来自黑

龙江兴凯湖鹿场（兴凯湖种群，065），!! 份来

自四川中药材公司鹿场（都江堰种群，-78），+
份来自四川成都动物园（成都种群，95-），’ 份

来自浙江嵊州动物园（嵊州种群，45:），’ 份来

自浙江新昌特种经济动物养殖场（新昌种群，

095）。这些采样种群中，西丰种群、西丰林场

种群、龙潭山种群、松花湖种群和兴凯湖种群都

是采用纯种繁育的方法在梅花鹿东北亚种的基

础上先后培育出来的，而都江堰种群、成都种

群、嵊州种群和新昌种群的建群者均来源于这

些种群。用标准的蛋白酶 6 消化和酚;氯仿抽

提的方法［"’］提取血液、毛发和皮张样品。为避

免污染，所有操作都设阴性对照。
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表 ! 东北梅花鹿圈养种群样品的数量与采集地点

"#$%& ! ’()$&* #+, -./& 01 -#)2%&- 01 /3& ,0)&-/.4 ’0*/3&#-/ 5.6# 7&&* 202(%#/.0+-

种群

!"#$%&’(")
样品数

*"+ ", -&.#%/
采样地点

0&.#%/1 -(’/
样品类型

2(--$/ -&.#%/
采样时间（年份）

0&.#%/1 3/&4

吉林龙潭山 520 6 吉林龙潭山鹿场 血液 7887
吉林松花湖 099 : 吉林松花湖鹿场 血液 7887
辽宁西丰 ;< = 辽宁西丰鹿场 血液 7887
辽宁西丰林场 ;<5 6 辽宁西丰林场鹿场 血液 7887
黑龙江兴凯湖 ;>9 = 黑龙江兴凯湖鹿场 血液 7887
四川成都 ?9@ A 四川成都动物园 毛发 788B
四川都江堰 @CD BB 四川中药材公司鹿场 血液 788B
浙江新昌 ;?9 : 浙江新昌特种经济动物养殖场 血液 788B
浙江嵊州 09E : 浙江嵊州动物园 皮张 788:

!89 7’: 扩增和序列测定 用于扩增梅花鹿

线粒体 @*F 控制区 6G端序列的引物为 -(H&?IB
（6GJK?? ??F ?2F 2?F F?F ???J:G）和 -(H&?I=
（6GJK?K KK2 2K? 2KK 222 ?F?J:G）［BA］。所有

!?I 扩 增 都 在 !2?J788 型 @*F 扩 增 仪（LC
I/-/&4MN O)M+）上进行。反应总体积为 68!%，其

中约 B88 )P 模板 @*F，B8 .."%Q5 24(-J9?%，68
.."%Q5 >?%，BR6 .."%Q5 LP?%7，B68!."%Q5 1*2!，

B88!PQ.% S0F，8R: !."%Q5 引 物，BR76 T 的

!"#"$" %& !"’ @*F 聚合酶（2&>&I&）。反应体

系在 U6V 预变性 6 .()，然后进入如下循环：

U=V变性 B .()，67V 复性 B .()，A7V 延 伸 B
.()，循环次数为 :W。循环结束后 A7V再延伸

B8 .()。!?I 扩增产物用琼脂糖凝胶 @*F 回收

试剂盒（2&>&I&）纯化后，送交上海生工生物工

程有限公司，用引物 -(H&?IB 和 -(H&?I= 进行双

向测序。测序用 !4(-.2L S(P@3/ 2/4.()&’"4 I/&13
I/&M’(") 试 剂 盒（F##%(/1 S("-3-’/. O)M+），在

!2?J788 型 @*F 扩 增 仪（LC I/-/&4MN O)M+）和

FSO !IO0L :AAJUX 型 @*F 全自动测序仪（LC
I/-/&4MN O)M+）上进行。

!8; 数据分析 序列结果用 ?%$-’&% ; 软件［7=］

进行 @*F 序 列 排 列，并 辅 以 人 工 校 对。用

LYKF:RB 软件［76］进行序列比较和变异检测，确

定变异位点和单倍型。用 @)&0!=RB8R= 软件［7X］

计算核苷酸多样性（)$M%/"’(1/ 1(Z/4-(’3，"）、单倍

型多 样 性（N&#%"’3#/ 1(Z/4-(’3，N）。 用 邻 接 法

（)/(PN["$4J\"()()P，*C）构建单倍型的系统发生

树。*C 分析在 LYKF :RB［76］上进行，通过自引

导获 得 系 统 树 分 支 的 置 信 值（重 复 次 数 为

B 888）。构 树 时 用 梅 花 鹿 的 近 缘 种 马 鹿（( +
)*"+,-.）的同源序列［7A］作为外群，以获取系统树

的根。为了描述单倍型的系统进化和地理进化

关系，用软件 */’]"4H =RBRB［7W］绘制了单倍型的最

小跨度网络图（.()(.$. -#&))()P )/’]"4H，L0*）。

9 结 果

98! 遗传多样性 在 =6 只梅花鹿线粒体 @*F
控制区 6G端的 =W= [# 的序列中，共发现 =U 个变

异位点，定义了 B= 种单倍型（N&#%"’3#/）（表 7）。

其中，西丰种群有 7 种单倍型（)7 和 )A），西丰

林场种群有 : 种单倍型（)B、)7 和 )U），龙潭山

种群有 7 种单倍型（)B 和 )7），松花湖种群有 7
种单倍型（)B 和 )7），兴凯湖种群有 : 种单倍型

（)B、)A 和 )W），都江堰种群有 A 种单倍型（):、

)=、)6、)X、)B7、)B: 和 )B=），成都种群有 = 种单

倍型（)6、)W、)B8 和 )BB），嵊州种群有 7 种单倍

型（)B 和 )7），新昌种群有 B 种单倍型（)B）（表

:）。而且，)B、)7、)6 和 )A 是东北梅花鹿种群中

最常见的单倍型，):、)=、)X、)W、)U、)B8、)BB、

)B7、)B: 和 )B= 是东北梅花鹿种群中稀有的单

倍型。单 倍 型 之 间 的 序 列 差 异 在 8R887 和

8R8XW 之间（不计插入和缺失），平均为 8R8:B。

在东北梅花鹿的各圈养种群中，兴凯湖种

群具有最高的单倍型多样性和核苷酸多样性

（, ^ 8RW:: _ 8R777，"^ 8R8:A 7=），其次，都江堰

种群具有较高的单倍型多样性和核苷酸多样性
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（! ! "#$%$ & "#%%’，!! "#"(( ’)），而新昌种群

具有最低的单倍型多样性和核苷酸多样性（ !
! "，!! "）（表 *）。当把所有圈养种群合并为

一个 单 一 种 群 时，单 倍 型 多 样 性 为 "#$$’ &
"#")"，核苷酸多样性为"#"(% +(（表 *）。

表 ! "# 个梅花鹿个体线粒体 $%& 控制区序列的变异位点及其定义的单倍型

’()*+ ! ,(-.(/.01 203./.013 (14 5(2*0/62+3 07 8/$%& 901/-0* -+:.01 .4+1/.7.+4 70- "# .14.;.4<(*3 07 =.>( $++-

单倍型

,-./012.3
变异位点

4-56-1607 .0861607

%%%%%%% %%%%)))))) )))))))))( (((((((((( (********
99+%)(*99: +$’’""%%)) )))(**9$’% **999+++’’ ’%))(9:+$
)$)*%"%)+* :*9$"$:’"* :$’""%+)%% *’)9:"+’%) +$%+9%"$*

7% ;<;;;<=;>; >;<;>><;=> <=;<><=<=< <<<=;;=<=; >;<<;>>;;
7) ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? = ? ? > ? ? ? > ? > ? ? ? ? ? = ?
7( ? ? ? ? ? = ? >;? ;? ? >;;=><; = ? ? ? ? ? <=<= == ? < ? ><=<> ;? ? ? = ? ? ? <
7* ? ? ? ? ? ? ? >; ? ;? ? >;;=><; = ? ? ? ? ? <=< ? == ? < ? ><=<> ;? ? ? = ? ? ? <
79 ? =>? ? ? ? >;? ? ? ? >;;=><; = ? ? ? ? ? <=< ? == ? < ? ><=<> ; ? ? == ? ; ? <
7: ? ? ? ? ? ? ? >; ? ? ? ? >;;=><; = ? ? ? ? ? <=< ? ? = ? < ? ><=<> ;? ? ? = ? ? ? ?
7+ ? ? ? ? ? ? ? >;> ;? =>?;=? <; = ? ? ? ? ? <=< ? ? ? = ? ? ? <=<> ;>? ? =; ? ? ?
7$ ? ? ? ? ? ? ? >; ? ? ? ? >;;=><; = ? ? ? ? ? <=< ? == ? < ? ><=<> ;? ? ? = ? ? ? ?
7’ ? ? ? >? ? ? >;? ? ? ? >;;=><; =< ? ? ? ? <=< ? == ? < ? ><=<> ;? ? ? = ? ? ? <
7%" ? ? ? ? > ? ? >;? ? ? ? >;;=><; =? > ? ? =<=< ? == ? <>><=<> ;? ? ? = ? ? ? <
7%% ? ? ? ? ? ? ? ? ; ? ? ? ? >;;=><; ? ? > ? ? =<=< ? ? = ? <>><=<> ;? ? ? = ? ? ? <
7%) ? ? ? ? ? ? <>;> ? ? ? >? ;= ? <; ? ? ? =; ? <=< ? ? = ? ? ? ><=<> ;? ? ? = ? ? ? <
7%( >? ? ? ? ? <>; ? ? ? ? > ? ;= ? <; ? ? ? =; ? <=< ? ? = ? ? ? ><=<> ;? = ? = ? ? ? <
7%* ? ? ? ? ? ? <>; ? ? >? >? ;=? <; ? ? ? =; ? <=< ? ? = ? ? ? ><=<> ;? ? ? = ? ? ? <

7% @ 7%* 表示单倍型的编号，数字表示单倍型的变异位点，圆点表示与第一个单倍型（7%）有相同的碱基组成。

A-B3/8 7% C 7%* 53.5383718 1D3 7EFB35 0G D-./012.38? HEFB358（I3516J-/）8D0K 1D3 I-56-1607 .08616078 -F07L M6N- O335 D-./012.38? O018 67P6J-13

1D-1 7EJ/3016P3 0G 1D3 D-./012.3 68 1D3 8-F3 -8 1D-1 0G 1D3 G6581 D-./012.3（7%）?

表 ? 东北梅花鹿圈养种群线粒体 $%& 单倍型在种群中的分布频率

’()*+ ? $.3/-.)</.01 07 8/$%& 5(2*0/62+3 07 /5+ 408+3/.9 %0-/5+(3/ =.>( $++- 202<*(/.013

单倍型

,-./012.3
QR

（" ! *）

QRA
（" ! 9）

A<M
（" ! 9）

M,,
（" ! (）

QS,
（" ! *）

OTU
（" ! %%）

=,O
（" ! +）

M,V
（" ! (）

Q=,
（" ! (）

单系

=/E8135

7% ( ( ) ) % ( "
7) % % ) % ) "
7( % #
7* % #
79 9 * #
7: % #
7+ ( % $
7$ % % #
7’ % #
7%" % #
7%% % #
7%) % $
7%( % $
7%* % $
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表 ! 东北梅花鹿的遗传多样性参数

"#$%& ! ’&#()*&( +, -./+01+23*.#% 456 3.7&*(./8 +$(&*7&3 .2 /1& 3+-&(/.0 9+9)%#/.+2( +, 5+*/1&#(/ :.;# 4&&*

种群

!"#$%&’(")
样品数

*"+ ", -&.#%/
单倍型数量

*"+ ", 0&#%"’1#/
单倍型多样性（!）

2&#%"’1#/ 3(4/5-(’1
核苷酸多样性（!）

*$6%/"’(3/ 3(4/5-(’1

总数 7"’&% 89 :8 ;<==> ? ;<;@; ;<;A: BA
CD 8 @ ;<9;; ? ;<@E9 ;<;@8 A8
CDF 9 A ;<B;; ? ;<@:= ;<;@A ;:
F7G 9 @ ;<E;; ? ;<:B9 ;<;;9 A:
G22 A @ ;<EEB ? ;<A:8 ;<;;9 >;
CHD 8 A ;<=AA ? ;<@@@ ;<;AB @8
IJK :: B ;<=:= ? ;<::> ;<;AA >@
L2I B 8 ;<B:8 ? ;<:=: ;<;;= @@
G2M A @ ;<EEB ? ;<A:8 ;<;;9 >;
CL2 A : ;<;;; ? ;<;;; ;<;;; ;;

<=< 遗传结构 依据所获得的线粒体 I*N 控

制区单倍型序列，进行系统进化分析表明，单倍

型 ): O )@、)B、):@ O ):8 和单倍型 )A O )E、)= O
):: 分别组成 A 个不同的单系（图 :）。单系"、

单系#和单系$内部单倍型之间的序列差异分

别是 ;<;::、;<;:B 和 ;<;::，这 A 个单系之间的

平均序列 差 异 分 别 为 ;<;9>、;<;9A 和 ;<;@B。

这表明 A 个单系内部、单系#和单系$之间没

有发生显著的遗传分化，而单系"和单系#、单

系$ 之间已发生显著的遗传分化。这种单倍

型之间的系统进化关系从它们的最小跨度网络

图得到了进一步的证明（图 @），即单倍型 ): O
)@ 与单倍型 )A O ):8 之间具有较远的亲缘关

系。从图 : 和图 @ 还可以看出，): 和 )@ 这 @ 种

单倍型是最原始的单倍型，)E、)B 和 )= 这 A 种

单倍型是较原始的单倍型，其他单倍型都是由

这 9 种单倍型进化而来的。而且，:8 种单倍型

的最小跨度网络图还表明，东北梅花鹿在进化

过程中，还出现过 E 种中间过渡类型的单倍型。

> 讨 论

从整体上看，相对于梅花鹿的其他亚种，东

北梅花鹿圈养种群的遗传多样性并不贫乏（东北

梅花鹿：! P ;<==>，! P ;<;A: BA；日本梅花鹿：

! P ;<>=;，! P ;<;:8 Q ;<;@@；四川梅花鹿：! P
;<B9=，! P ;<;;: =E；江西梅花鹿：! P ;<=:=，!
P ;<;;@ B:；浙 江 梅 花 鹿：! P ;<=8=，! P
;<;;8 A@）［:B，@>，A;］，甚至在 R2L "类基因位点，

东北梅花鹿的遗传多样性显著的高于其他梅花

图 ? 东北梅花鹿圈养种群 ?! 种单倍型的

分子系统发生关系

@.AB? C18%+A&2&/.0 *&%#/.+2(1.9 #-+2A
?! )2.D)& -/ 456 0+2/*+% *&A.+2 (&D)&20&( +, /1&

3+-&(/.0 5+*/1&#(/ :.;# 4&&* 9+9)%#/.+2(
): O ):8 表示单倍型的编号，5: 表示外群。

F&S/%- ): Q :8 5/#5/-/)’- ’0/ )$.S/5 ", 0&#%"’1#/-+

F&S/% 5: 5/#5/-/)’- "$’T5"$#+

鹿亚种（吴华等，待发表的数据）。但是，在东

北梅花鹿圈养种群内部，各个种群的遗传多样

性分布极不平衡（表 8）。兴凯湖、西丰、西丰林

场和都江堰种群的核苷酸多态性要明显的高于

其他种群。而且，原始单倍型 ):、)@、)E、)B 和

)= 也以不同频率分布在不同的种群中。另外，

梅花鹿在不断的分群饲养的过程中，一些中间
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过渡类型的单倍型可能由于人工选择和遗传漂

变的原因导致丢失（图 !）。

"# 种单倍型的分子系统进化树和最小跨

度网络图都表明，单倍型 $" 和 $! 与其他单倍

型发生了显著的遗传分化（图 "，!）。但是，除

都江堰和成都种群外，$" 和 $! 分布于其他所

有圈养种群中（表 %）。而且，来自西丰、西丰林

场和兴凯湖种群的 % 个单倍型（$&、$’ 和 $(），

以及来自于都江堰和成都种群的 ") 个单倍型

（$%、$#、$*、$+、$’、$")、$""、$"!、$"% 和 $"#）均

分散在单系!和单系"中，并没有形成对应于

不同种群的单系。另外，单倍型 $*、$& 和 $’ 还

分别为都江堰与成都、西丰与兴凯湖、兴凯湖与

成都种群共享（表 %）。因此，我们初步认为，我

国东北梅花鹿圈养种群之间还存在遗传重叠，

并没有发生明显的遗传分化。

一个物种的遗传多样性水平和种群遗传结

构是其进化历史、分布格局、迁移方式和繁育方

式等各种不同因素综合作用的结果，与其适应

性和进化潜力密切相关，直接关系到物种保护

和复壮项目的成败［"!，"’］。因此制定濒危物种野

外放归计划的一个主要目标，就是要维持该物

种的遗传多样性［"(，!)］。对野外放归成功物种的

长期跟踪检测也表明，遗传多样性和遗传结构

在这些物种的放归实验中起着非常重要的作

用，它们决定着放归物种能否在野外建立具有

自我维持能力的野生种群［%"，%!］。相对于梅花鹿

的其他亚种，东北梅花鹿圈养种群的遗传多样

性并不贫乏，而且考虑到东北梅花鹿引到南方

以后（四川和浙江），经长期饲养，其特性会逐渐

改变，随之遗传特点也会有所改变，以适应南方

温热潮湿的环境。因此，我们认为，东北地区的

东北梅花鹿圈养种群可以作为野外放归的资源

种群。而且在东北梅花鹿的每个圈养种群内部

都具有特有的线粒体 ,-. 单倍型，这就要求在

设施野外放归项目之前，应从东北地区不同圈

养种群中选择不同单倍型的个体进行混和饲

养，并以这个混和种群作为以后野外放归的资

源种群［%%，%#］。

图 ! 东北梅花鹿圈养种群 "# 种单倍型的最小跨度网络图

$%&’! ( )%*%)+),-./**%*& *012345 634 "# 7/.8319.0- 36
170 :3)0-1%; <34170/-1 =%5/ >004 .3.+8/1%3*-

$" / $"# 表示单倍型的编号，01" / 01+ 表示中间过渡类型单倍型的编号，2" 表示外群。

3455426 7$8 $90:426 ;956<84 =<2=>46 6?;@ 8<AA424$5 ?7B>;5CB46，37:4> 2" 24B2464$56 ;95D2;9BE
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