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[摘要 ] � 测定了无蹼壁虎、粗疣壁虎和中国壁虎共 17个样品的 COI基因部分片段, 结合其他已知序列,对我国

9种壁虎的 DNA条码序列进行比较分析, 计算种间及种内平均遗传距离, 并构建系统发生树. 结果显示所有

DNA条码都为各物种所独有, 不存在物种之间的共享. 属内种间差异明显大于种内差异, 且同一物种的不同个

体均聚成高支持率的单系群, 提示该条码在壁虎属物种中有很好的识别能力, 可以用于物种鉴定. DNA条码还

为粗疣壁虎和铅山壁虎的物种有效性提供了有力的分子证据.
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Abstrac t:W e determ ined partial sequence of the cytochrom e c ox idase subun it I gene ( CO I) fo r17 spec im ens from G ek�

ko sw inhonis, G. scabridus and G. chinensis. Comb in ing that from ano ther 6 geckos, DNA ba rcodes for 9 spec ies ofG ek�

ko from Ch inaw ere com pared. Average K imura�2�param eter differences be tw een and w ithin spec ies w ere calculated and

the phy logenetic treesw ere reconstruc ted. Our results showed that a ll DNA barcodes we re species�spec ific, that is no se�

quence w as shared in tw o spec ies. D ivergence betw een spec ies w as g rea ter than that ofw ithin species, and ind iv idua ls o f

the sam e species w ere clustered as high ly supported m onophy le tic g roup, ind ica ting the po tential o f DNA barcoding for

spec ies identification in genus Gekko. DNA barcodes a lso prov ide m o lecular ev idence suppo rting the valid ity o fGekko

scabr idus and G ekko hokouensis.
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� � 壁虎属 (G ekko )动物隶属爬行纲 ( Reptilia)、有鳞目 ( Squam ata)、蜥蜴亚目 ( Lacertilia) , 分布于中国、韩

国、日本、东南亚及南亚
[ 1]
.加上 2008年报道的新种 � � � 文县壁虎 [ 2 ]

,中国记载的壁虎属种类已达到 12

种.可能由于栖息环境上的部分一致性,如食性、聚集在有灯光照射处的墙壁上爬行等,使该属种类存在某

些性状上的趋同进化,造成多种壁虎在形态上差别较小,如粗疣壁虎 (G. scabridus)、多疣壁虎 (G. japon i�
cus )、铅山壁虎 (G. hokouensis)等

[ 3 ]
.而传统用于分类的形态特征描述, 如鳞被 ( lepidosis)的特征、指趾形

状及结构、身体各部的量度等
[ 2]
, 也会受到表型可塑性与遗传可变性的作用,从而影响和混淆物种的正确

区分.

随着分子生物学技术的发展以及分析手段的不断进步,提出了基于分子手段进行物种鉴定的 DNA分

类学 ( DNA taxonomy)
[ 4]
. 此后 Hebert等提出设想, 利用线粒体细胞色素 c氧化酶 I( CO I)基因的部分序列

建立全球动物的 DNA条码 ( DNA barcode)标准数据库,并根据每个物种在该基因上的鉴别位点, 简单、快

捷和有效地进行物种的识别和鉴定
[ 5 ]

.随着更多研究工作的陆续开展, 在越来越多的动物类群中确认了

DNA条码技术的有效性
[ 6, 7]

,加快了记录未知物种的速度
[ 7, 8 ]

,减少了记录物种过程中对形态学的依赖,同

时也改变了物种鉴定的工作流程
[ 9, 10]

.
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本研究对我国壁虎属 9种壁虎的 COI基因部分片段的序列,即标准 DNA条码序列,进行比较分析,计

算 K imura双参数 ( K2P)遗传距离, 构建系统发生树,探讨 DNA条码对壁虎属物种的识别鉴定能力.

1� 材料和方法

实验使用无蹼壁虎 (G. sw inhonis)、粗疣壁虎 (G. scabridus)和中国壁虎 (G. chinensis)的乙醇浸制样本

共计 17个 (表 1) .分别从尾部或腿部剪取小块肌肉组织,经无菌水浸泡尽可能除去乙醇后,用标准的蛋白

酶 K消化和酚 /氯仿的方法提取出总基因组 DNA. 总基因组 DNA经 A xyPrep PCR C leanup K it( AxyGen)纯

化后用作 PCR扩增反应的模板. rCOI� 1H ( 5��TAGTGGAARTGKGCTACTAC�3�)和 rT rp� 1L( 5��TAAAC�
CARGRGCCTTCAAAG�3�) [ 11 ]

作为引物来扩增和测定 COI基因部分序列, 包括位于该基因 5�端的标准
DNA条码序列.反应体系为 50 �L, 其中包括 5�0 �L 10 � Buffer, 1�5mmo l/L M gC l2, 0�1 �mo l/L引物, 0�2
mmo l /L dNTP, 5~ 10 ng模板 DNA, 以及 1�25U Taq DNA聚合酶 (TaK aRa, 大连宝生物公司 ). 扩增反应在

M JResearch PTC�200 PCR仪上进行,反应条件为: 94� 预变性 1m in,然后先进行 5次循环,参数为 94� 变

性 1m in, 48� 退火 1�5m in, 72� 延伸 1�5m in;再进行 35个循环,参数为 94� 变性 1m in, 58� 退火 1�5
m in, 72� 延伸 1�5m in,最后 72� 延伸补齐 5m in

[ 2]
.所有反应都设置空白对照, 以确保 PCR体系中未发生

污染. 扩增产物经 1�5%琼脂糖凝胶电泳, EB染色, 紫外检测和纯化后, 在 AB I 3100或 3730型全自动遗传

分析仪上进行双向测序.

双向测定的序列用 Lasergene软件包中的 SeqM an程序进行拼接,并辅以人工校对.结合该属其他物种

的 CO I基因序列
[ 2, 12, 13]

, 进行数据分析. 序列的种属来源、GenBank检索号等详细信息见表 1. 疣尾蜥虎

(H em idactylus f renatus)
[ 14]
用作系统发生分析的外群.序列的比对 ( a lignm ent)、特征分析、计算种内和种间

个体两两之间的 K2P遗传距离,以及用邻接法 (N J, N eighbor jo ining)进行系统发生分析等都在软件 MEGA

4
[ 15 ]
中完成.邻接树中分支的置信水平用自举检验 ( Boo tstrap test)估计, 重复 500次.贝叶斯树的构建在软

件 M rBayes 3�1�2[ 16]
中进行,最适进化模型及似然参数经 M rM odeltest 2�3[ 17]

选择和估算.根据所选 HKY

+ I+ G模型,将参数设置为 Lset nst= 2 rates= invgamma, 随机选取起始树, 计算 5 � 106
代,每 100代保存

一棵树 ( samplefreq= 100) ,舍弃老化树 ( burn�in)后, 利用剩余的树获得一致树以及树中各节点的后验概

率 ( posterior probab ilit ies) .

2� 结果

3种壁虎共 17个样品的 CO I部分片段均成功扩增和测序 ( GenBank检索号: HM 802938�

HM802954) ,通过比对找到 DNA条码位置所在, 从而获得 652 bp的条码序列.这些序列中, 没有发现插

入、缺失以及终止密码子, 且碱基组成 ( T: 31�2%, C: 25�7%, A: 25�0% , G: 18�1% )与 GenBank中其他已

知壁虎属 CO I序列 ( T: 31�2% , C: 27�4% , A: 22�8%, G: 18�6% )相当, 表明并非核内假基因拷贝. 对壁虎

属 10种壁虎 53条 CO I条码序列进行比对,发现有变异位点 283个,其中简约信息位点 279个;所有 DNA

条码都是物种独有的,不存在物种之间的共享;对所涉及的 10个物种而言 (表 1) ,每个物种都有各自的鉴

别位点,数目从 3到 32不等.

10个物种的种内 K2P遗传距离见表 2,其中无蹼壁虎的种内遗传距离最大, 平均达到了 7�88%. 考虑

到无蹼壁虎种内在 Cy t b基因序列上存在分歧明显的 A、B两大支系
[ 18 ]

,它们在 CO I基因上的平均遗传距

离 ( 13�33% )明显大于种内遗传距离 (图 1) ,因此在计算种内种间差异时采取 3种处理方法: � 将无蹼壁

虎支系间 (根据 Cyt b结果划分 )差异算作种内差异, 得到的种内个体两两 K2P遗传距离最小为 0�00%
(铅山壁虎, 只有一种单元型 ) , 最大为 14�08% (无蹼壁虎, 表 2), 平均为 4�56%. 种间遗传距离最小为

19�10%, 最大为 34�13% ,平均达到了 25�58%. 种间与种内差异范围不重叠, 种间平均距离仅约为种内距

离的 5�6倍; �将无蹼壁虎支系间差异排除在种内和种间差异之外, 此时种内距离为 0�00% ~ 8�22% (平

均 2�49% ),种间种内距离比为 10�3; � 将无蹼壁虎支系间差异算作种间差异, 得到的种间距离为

12�99% ~ 34�13% (平均为 25�31% ),种间种内距离比为 10�2.
基于 10个物种的 53条 CO I序列间的 K2P遗传距离, 使用邻接法构建的系统发生树如图 2所示.同

物种的不同个体都聚为一个单系,且得到很好的支持 (节点处自举检验值为 99% ~ 100% ).不同物种之间
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的界限十分清晰.贝叶斯树 (图 3)得到同样的结果, 所有的物种均各自聚为单系,后验概率 0�99以上.在

邻接树和贝叶斯树中,除多疣壁虎与文县壁虎的姐妹群关系外,壁虎属内其他种间的系统发生关系没有得

到有效解决,表现在种间关系的不一致以及偏低的支持率. 无蹼壁虎分支内部又分为两支, 分别对应基于

Cyt b序列的 A (XY + LY )、B支系 ( XA ),两者都得到 100%自举检验和 1�00后验概率的支持.支系之间的

遗传距离达到 13�33 � 1�53%,远远超过其他壁虎的种内平均距离 ( 2�57% ,图 1)

表 1� 样品及序列信息

Table 1� Inform ation of the samples and sequences used in the present study

种名 数量 采集地 G enB ank检索号 参考文献

耳疣壁虎 G. auriv errucosus 4 山西运城 ( YC ) EU417716� EU417719 Zhou& Wang, 2008

中国壁虎 G. chinensis 1 广西南宁 ( NN) HM802954 Th is study

3 福建福清 ( FQ ) HM 802951� HM 802953 Th is study

大壁虎 G. gecko 1 广西南宁 AY282753 Zhou et a.l 2006

1 不详 HM370130 Q in et a.l , unpub lished

铅山壁虎 G. hokouensis 3 安徽金寨 ( JZ) EU417720� EU417722 Zhou& Wang, 2008

多疣壁虎 G. japon icu s 4 浙江舟山 ( ZS) EU417723� EU417726 Zhou& Wang, 2008

2 江苏如皋 ( RG) EU417727� EU417728 Zhou& Wang, 2008

粗疣壁虎 G. scabridu s 2 云南大理 ( DL) HM 802949� HM 802950 Th is study

2 云南巧家 ( QJ) HM 802947� HM 802948 Th is study

2 云南永仁 ( YR) HM 802945� HM 802946 Th is study

蹼趾壁虎 G. su bpa lm atus 3 四川成都 ( CD) EU417713� EU417715 Zhou& Wang, 2008

无蹼壁虎 G. sw inhon is 4 陕西西安 ( XA ) EU417709� EU417712 Zhou& Wang, 2008

5 陕西旬阳 ( XY) HM 802938� HM 802942 Th is study

2 山东临沂 ( LY ) HM 802943� HM 802944 Th is study

文县壁虎 G. w enxianensis 6 甘肃文县 (WX) EU417703� EU417708 Zhou& Wang, 2008

白脊壁虎 G. vi tta tu s 8 哈马黑拉岛,印尼 FJ952240� FJ952247 Setiad i et a.l , 2009

疣尾蜥虎 H em idactylu s f rena tu s 1 海南岛尖峰岭 GQ245970 Y an et a.l , 2009

表 2� DNA条码序列在壁虎属各个物种内的遗传岐异

Table 2� G enetic divergence w ith in each species ofGekko

种名 最大值 最小值 平均值 标准差

G. au riverrucosus 0�0046 0�000 0 0�002 8 0�001 6

G. ch inen si s 0�0464 0�000 0 0�030 8 0�005 5

G. g ecko - - 0�012 4 0�004 2

G. hokouensis 0�0000 0�000 0 0�000 0 0�000 0

G. japon icus 0�0031 0�000 0 0�001 0 0�000 7

G. scabridus 0�0631 0�000 0 0�038 3 0�005 5

G. subpalma tu s 0�0124 0�000 0 0�008 3 0�002 8

G. sw inhon is 0�1408 0�000 0 0�078 8 0�008 2

G. w enxianen sis 0�0140 0�000 0 0�008 4 0�002 6

G. vi tta tus 0�0822 0�000 0 0�050 3 0�006 4
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3� 讨论

对 DNA条码鉴别物种的最简便的检验,是看是否有在两个物种都发现的序列
[ 19, 20 ]

.本研究中所有种

类的壁虎均具有独特的 DNA条码,没有发现物种之间存在共享序列,符合这一检验. DNA条码有效性的

第二个检验是种间差异是否显著大于种内差异, 且同一物种的不同个体是否均形成高支持率的单

系
[ 19, 20 ]

. Cyt b基因全长序列的研究显示,无蹼壁虎种内可分为 A、B两大支系.其中 B支系仅分布于秦岭

北部的 8个采样点 (包括陕西西安 ), 而 A支系分布于其他绝大部分采样点 (包括陕西旬阳和山东临沂 ) .

考虑到两大支系之间存在显著的遗传分歧、长期的地理隔离和独立的生态适应以及形态差异等,无蹼壁虎
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支系间的分歧可能接近或达到物种级的分歧
[ 18]

. 本研究的结果表明,这种分歧在 CO I基因上同样存在,且

遗传距离达到 13�33 � 1�53% ,远远超过其他 9种壁虎的种内平均遗传距离 ( 2�57% ). 在对无蹼壁虎支系

间遗传距离做了 3种不同处理后,发现将其作为种内距离处理时, 得到的属内种间平均距离仅为种内距离

的 5�6倍,不符合识别鉴定物种的所谓 10 �法则, 即种间差异超过平均种内差异 10倍以上
[ 19 ]

;若计算时

不考虑无蹼壁虎的支系间距离,或将此距离算作种间差异时,所得到种间种内差异比均达到 10以上, 符合

10 �法则.由于用 3种方法计算得到的属内种间距离与种内距离均不重叠, 即各自具有不同的范围, 且每

个物种在 CO I序列上都具有各自的鉴别位点, 因此即便第一种算法得到的种间种内差异比小于 10, 并不

影响 CO I序列对各物种的鉴别能力.另外系统发生分析的结果显示,同一物种的不同个体均形成高支持

率的单系,不同物种间的界限清晰.以上结果均提示, CO I条码序列在壁虎属的这些物种中有很好的识别

能力, 可以用于物种鉴定.

无蹼壁虎种内存在基于 Cyt b序列划分的 A、B两大支系, 它们在 Cyt b基因上的平均遗传差异为

14%
[ 18]

,在 COI基因上的遗传差异也达到了 13�33 � 1�53% ,远远超过其他 9种壁虎的种内平均遗传距离

( 2�57% ).从差异分布范围来看 (图 1) , A、B支系之间的距离 ( b)与除其以外的种内遗传距离 ( a)及壁虎

属 10物种的种间遗传距离 ( c)之间不存在重叠,且分布范围处于后两者之间.若将此距离算作种间距离,

那么这两大支系间的距离与壁虎属平均种内距离之比为 5�2,根据 10 �法则, 不能将两大支系判定为不同

的物种.但将 A、B支系之间的距离算作种内差异时, 得到的壁虎属 10个物种的平均种间种内差异比

( 5�6)也同样不符合 10 �法则. 因此,无蹼壁虎种内确实存在显著的遗传分歧, 这两大支系是处在新物种

的形成过程中,还是已经分化成为新的物种? 这是有待于进一步解决的课题.

中国记载的壁虎属种类已达到 12种
[ 2 ]

,不过这些物种之间的系统发生关系并不是很明确,粗疣壁虎

和铅山壁虎的有效性曾存在争议
[ 3, 21]

.本研究基于 COI序列对壁虎属 10个物种 (中国产 9种 )的分析,仍

不能有效解决它们之间的系统发生关系.壁虎属已知的物种数超过 30个,本研究基于 10种壁虎的 CO I条

码序列,未能为壁虎属的系统发生关系提供足够的信息.但在物种的有效性检验方面, DNA条码技术可以

提供有力的佐证.

粗疣壁虎 G ekko scabridus是 1982年由刘月珍和周开亚根据云南永仁县的标本描述的物种
[ 22]

.到目前

为止, 几乎没有对这一物种在细胞学、生理生态学和分子生物学等方面的研究报道.对其物种有效性的质

疑来自 Zhao和 Ad ler, 他们认为粗疣壁虎是中国壁虎 G ekko chinensis的同物异名
[ 21 ]

.而杨大同和饶定齐在

记述云南两栖爬行类物种时,认定粗疣壁虎是有效种
[ 23]

.本文的结果显示,粗疣壁虎与中国壁虎在 CO I序

列上有 82个鉴别位点;种间遗传距离达 22�45%;且来自云南 3个样地的 6只粗疣壁虎聚为一支,并没有

表现出与中国壁虎较近的亲缘关系 (图 2). BI树显示粗疣壁虎与除中国壁虎、大壁虎外的另外 6种壁虎

聚为姐妹群,且得到 0�97的后验概率支持 (图 3). 因此, 本文的 DNA条码从分子水平进一步证明粗疣壁

虎确为有效种.

多疣壁虎 G ekko japonicus和铅山壁虎 G ekko hokouensis是 2个在形态学上相似的物种. 前者是 1836年

命名的.后者是 1928年命名的,当时 Pope把它作为多疣壁虎的 1个亚种, G ekko japonicus hokouensis Pope.

1982年,周开亚等根据对 1000多号多疣壁虎标本的观察,发现铅山亚种壁虎的尾基部每侧 1个肛疣,多

疣壁虎每侧 3个肛疣,将 �铅山亚种�重新描述为一个独立的物种铅山壁虎 [ 22]
. Ota

[ 24]
和 O ta等

[ 25 ]
先后对

琉球群岛和台湾省的大量壁虎标本进行研究, 发现所查看的标本全都属于铅山壁虎, 强有力地支持铅山壁

虎为独立物种.染色体
[ 26]
、同工酶

[ 27 ]
和分子系统学研究

[ 28 ]
也支持铅山壁虎为有效种. 然而杜世章等认为

上述证据并不充分,且彼此之间在种间关系上存在矛盾,因而对铅山壁虎的种级地位存有疑问
[ 3]
. 本文的

结果显示,铅山壁虎与多疣壁虎种间遗传距离达 26�91% ;在系统发生分析中没有聚为单系. 故 DNA条码

可以为铅山壁虎是有效种的说法提供又一有力的证据.
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