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摘 要:泛树蛙属(Polypedates)的物种广泛分布于安徽省皖南山区和皖西大别山地区,此前安徽省所分布的

泛树蛙类一直被记为斑腿泛树蛙P.megacephalus.鉴于近期安徽省内泛树蛙属物种的归属有存疑,笔者在大

别山区和皖南山区广泛采集泛树蛙类的标本,并利用分子系统发育分析的手段,确定上述标本均为布氏泛树

蛙Polypedatesbraueri.研究表明安徽省可能仅分布一种泛树蛙属物种———布氏泛树蛙,此前安徽省所记录

的斑腿泛树蛙可能是对布氏泛树蛙的误判.
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Abstract:ThespeciesofgenusPolypedateswasdistributedintheSouthernAnhuimountains
andDabiemountainswidelyanditwasrecordedasPolypedatesmegacephalusinAnhui
Provinceforalongtime.InordertoclarifythetaxonomicofPolypedatesspeciesdistributed
inAnhuiProvince,theauthorscollected18specimensofthePolypedatesfrom Dabie
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onthebasisoftheresultsandrelativemolecularsystematicsstudies,theauthorsthinkthat
thereareonlyonePolypedatesspecies,P.braueri,isdistributedinAnhuiProvince.
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树蛙科Rhacophoridae属两栖纲、无尾目,包括14个属,440个物种,广泛散布于欧亚大陆[1-2],中国

境内共分布12个属,77个物种[3-4].其中,泛树蛙属Polypedates是Tschudi于1838年以 Hylaleuco-
mystax(即现在的Polypedatesleucomystax)为模式种所定义的[5].泛树蛙属的物种指间一般无蹼,头
部皮肤多与头骨紧贴,体背面一般为褐色型,多数种有纵条纹或“X”型斑纹[5],属中的物种广泛分布于

印度、婆罗洲以及东南亚等地区[2].由于泛树蛙属内各物种间的差异较小,通过外表、形态差异等很难得

到有效的鉴定结果,导致其物种归属以及系统发生关系等问题一直存在争议[6-14].在亚洲地区,部分泛

树蛙属的物种被归类为P.leucomystax 复合体[5-6,12-13,15-16].Pan等[16]在先前研究的基础上[6-7,15-20],利
用系统发育研究重新评估了该复合体,发现它在东南亚地区含有5个物种,其中有4种在中国境内也有

分布[2-3],分别是布氏泛树蛙P.braueri、斑腿泛树蛙P.megacephalus、无声囊泛树蛙P.mutus和凹

顶泛树蛙P.impresus,它们的模式标本产地分别为中国台湾[21]、中国香港[22]、缅甸N’ChangYang地

区[23]和中国云南省普洱市[24].
1974年,四川生物研究所两栖爬行动物研究室在对安徽省两栖爬行动物的调查中,在皖西大别山

和皖南黄山地区共发现树蛙科物种两种:大树蛙R.dennysiBlanford和斑腿树蛙R.leucomystax,其中

斑腿树蛙为安徽省的分布新纪录[25].出版于1991年的《安徽两栖爬行动物志》中记载安徽省存在树蛙

科物种3种,分别为大树蛙、斑腿树蛙和黑点树蛙P.nigropunctatus[26],其中大树蛙、斑腿树蛙分布于

皖西大别山和皖南黄山地区,而黑点树蛙仅记录于皖西丘陵地区分布[26-28].斑腿泛树蛙在皖南分布广

泛,2001年唐鑫生等[29]在安徽、江西和浙江三省交界处的安徽岭南自然保护区也有发现.2002年,

Wikinson等[15]利用线粒体标记证实了泛树蛙属的有效性,因此将树蛙和泛树蛙区分,斑腿树蛙相应地

更名为斑腿泛树蛙Polypedatesmegacephalus[5,26-30].斑腿泛树蛙此后被发现在大别山也是广泛分布

的优势种[30-32].
近年来,随着野外调查以及对上述物种的深入研究,学者们对安徽分布的树蛙类不断有新的认识.

如原 本 分 布 于 大 别 山 的 黑 点 树 蛙 被 证 实 为 树 蛙 科 一 新 种,并 被 命 名 为 安 徽 树 蛙 Rhacophorus
zhoukaiya[33].Pan等[16]在2013年通过分子系统发育分析对凹顶泛树蛙的有效性进行研究时,结果显

示安徽黄山地区可能有布氏泛树蛙存在.鉴于此前在安徽的皖西大别山和皖南地区并无布氏泛树蛙的

报道,其物种的分布及遗传背景现状尚不清楚,因此在安徽分布的泛树蛙属物种有待细致研究,以确定

它们在安徽的分布.笔者通过对安徽省大别山地区和皖南黄山地区泛树蛙属样本的采集,结合分子系统

发育分析等分析手段,以期厘清安徽分布的泛树蛙属物种,并为泛树蛙属物种的保护和管理等提供研究

基础.

1 材料和方法

1.1 样品采集

根据泛树蛙属物种在安徽省内的分布与生境特点,自2013年4月至2016年4月,在皖西地区和皖

南地区共选取5个采样点,采集泛树蛙属物种共18只个体,其中皖西大别山地区11只(鹞落坪国家级

自然保护区7只、天马国家级自然保护区1只、金寨县金刚台1只、太湖县弥陀镇2只),皖南黄山地区7
只,均采集自黄山风景区周边地区.所采集的样品取部分肌肉组织保存于95%的乙醇溶液中用于后续

实验,研究中所有标本都存放于安徽大学生物标本馆内.

1.2 DNA提取、扩增和测序

肌肉组织样品用蛋白酶K消化,并利用酚-氯仿法抽提DNA[34].参考Kuraishi等[6]和Pan等[16]对

泛树蛙属系统发育的研究,选取12SrRNA、16SrRNA基因片段作为遗传标记,并使用了两对扩增引

物:Rha12S-F:5’-AAAAGAGCTAACCCGTCTCTGT-3’;Rha12S-R:5’-CGGTCTGAACTCAGAT-
CACG-3’;Rha16S-F:5’-GATATTAGTCGGCGTTAAGCGTG-3’;Rha16S-R:5’-GCTGCC
TTCAGGCCCAC-3’[33,35].PCR反应体系如下:总体积为50μL,其中DNA模板1μL,上下游引物

(0.2μmol)各1μL,2×EasyTaqPCRSuperMix(+dye)25μL,双蒸水ddH2O22μL.PCR反应设置
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为:94℃预变性5min,94℃变性30s,54℃退火40s,72℃延伸1min,共35循环,最后一循环保温10
min,4℃保存备用.利用未加模板DNA的反应液作为空白对照,以避免实验过程中的污染.

PCR扩增产物采用1.0%琼脂糖凝胶电泳检测,随后送至通用生物系统(安徽)有限公司进行纯化

处理后,使用ABI3730automaticDNA测序仪进行双向测序.

1.3 系统发育分析

使用SeqMan软件对测序结果进行拼接,并辅以人工校对以去除碱基误判等错误,并将整理好的测

序结果上传至GenBank,登录号见附录表1.基于Kuraishi等[6]和Pan等[16]此前对泛树蛙属系统发育

的研究,并结合安徽省泛树蛙属鉴定所面临的情况,从GenBank中共选择并下载了泛树蛙属10个物种

的52条相关序列(12SrRNA,16SrRNA)进行整合分析.其中布氏泛树蛙序列16个;斑腿泛树蛙序列

4个;无声囊泛树蛙序列2个;凹顶泛树蛙序列1个;P.leucomystax 序列5个;P.otilophus,P.colle-
tti,P.maculatus,P.macrotis序列各1个,以及在Kuraishi[6]研究中,来自 Malaysia的一个未知物种

P.sp序列2个.在 MEGA6.0[36]中Clustalx1.81将笔者研究得到的测序结果与来自GenBank的泛树

蛙属各物种的同源序列进行比对,并通过手动调整使同源基因的序列长度保留一致.最终得到基因片段

的序列长度为1972bp,其中12S片段长度为591bp,16S片段长1381bp(附录表1).
构建系统发育树时,以P.otilophus,P.colletti为外群进行系统发育分析.采用贝叶斯推断法

(BI)和最大似然法(ML)进行系统发生关系的构建,以确定各个新采集样本的物种归属.构建贝叶斯系

统发生树(BI)时,首先在PartitionFinder2[37]中依据赤池信息准则(AIC)选择最适模型(GTR+I+G)
后在MrBayes3.2[38]中进行建树.运算的代数设置为10,000,000,直至最小的误差值小于0.01,运算中

每经历1000代的运算进行1次采样并保存树图,其中25%的老化结果被舍弃,将剩下的树构建成

50%严格一致树,并计算每个节点的后验概率.最大似然树(ML)则通过RaxML软件进行构建,选取

GTRCAT作为模型,运算代数为1000代,以此估计树图各节点的支持率.研究中生成的树文件采用

Figtreev1.4.2[39]软件打开,并进行相应的编辑.
此外,研究中还运用 MEGA6.0基于Kimura2-parameter(K-2-p)对研究中所涉及的各物种之间

进行了遗传距离的计算与分析.

2 结果与分析

贝叶斯系统发生树(图1)结果表明,除外群外,树图主要分为了8个支系(CladeA~H),分别对应

于布氏泛树蛙P.braueri、无声囊泛树蛙P.mutus、凹顶泛树蛙P.impresus、斑腿泛树蛙P.mega-
cephalus、P.leucomystax、P.sp.Malaysia、P.macrotis、P.maculatus,并且每一支都得到了较高

后验概率的支持.CladeA支系包含了研究中所有来自GenBank的布氏泛树蛙序列(台湾、云南、广西、
四川、安徽、福建、浙江、江西),其中Pan等[16]2013年采集自黄山地区的布氏泛树蛙样品(序列登录号

AB564282)也归为该支.不仅如此,研究中所采集的泛树蛙属所有个体(DB1-11、HS12-18)都聚在这一

支系之中.代表布氏泛树蛙的这一支与无声囊泛树蛙P.mutus(CladeB,样品来自广西)互为姐妹群.
斑腿泛树蛙P.megacephalus(CladeD)在系统树中和P.leucomystax(CladeE,分布于马来西亚等东

南亚国家)相聚后再和凹顶泛树蛙P.impresus(CladeC,来自老挝)相聚合,这三者构成一个较大的支

系,和上述的“布氏泛树蛙-无声囊泛树蛙”(CladeA+CladeB)支系形成姐妹群关系.上述物种在系统树

中,再依次与P.sp.Malaysia(CladeF),P.macrotis(CladeG),P.maculatus(CladeH)相聚,构成完

整的系统发育树.整体来看,系统发生分析的结果也与Pan等[16]的结果有非常相似的树形拓扑结构.另
外,基于最大似然法构建的系统发育树和BI建树结果有着相同的拓扑结构(文中未予展示).

根据系统发生分析结果(图1),笔者采集自大别山区与皖南山区的泛树蛙样品可归为两个大的支

系,整体来看,和来自华东地区(浙江、福建、江西、安徽)的布氏泛树蛙样品(图1中No.12~16)系统关

系较为密切.上述样品相聚形成一个大的支系后,再与来自台湾个体相聚(图1中No.10~11).相比之

下,他们和采集自云南、广西和四川等地的样品(图1中No.1~9)系统关系相对较远.笔者所采集的所

有样品都与斑腿泛树蛙(序列登录号AB564283,AB728034,A8728091,EU215550)的系统位置相去甚
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远.从遗传距离看,笔者所采集到的18个泛树蛙样品之间的遗传距离为0~0.011,而在CladeA 中,遗
传距离的变化为0.028~0.035.另外,这18个样本与研究中的4个斑腿泛树蛙的遗传距离为0.042~
0.149(附录表2).上述结果均表明,笔者在皖西大别山区和皖南黄山地区所采集的18只样本均应为布

氏泛树蛙,而不是之前认为的斑腿泛树蛙.

研究中所使用的布氏泛树蛙样品分布点用绿色三角形标识(1/2/5/6-云南,3/4-广西,7/8/9-四川,10/11-台湾,12-安

徽,13-江西;14-福建;15/16-浙江);紫色圆点为斑腿泛树蛙分布点(1-泰国、2-香港、3-海南、4-广东);星号则代表该研

究中所采集的样品来源,其中红色为大别山区,黄色为皖南山区.

图1 基于线粒体12SrRNA、16SrRNA基因以贝叶斯法构建的泛树蛙属10个物种系统发育树

3 讨 论

据记载,安徽省树蛙科物种共有4种,分别是树蛙属的大树蛙、安徽树蛙,泛树蛙属的斑腿泛树蛙、
布氏泛树蛙[5,16,26].其中大树蛙被记载分布于霍山、金寨、泾县、祁门、青阳、东至[26];安徽树蛙目前在大

别山安徽境内高海拔地区皆有分布[33].据记载,斑腿泛树蛙分布于黄山、九华山以及大别山地区[26-32],

而布氏泛树蛙近年才在黄山有记录[16].从目前的相关资料[5,12-14,25-31]来看,斑腿泛树蛙和布氏泛树蛙在

形态、繁殖方式、生活方式上都很接近,仅依靠形态学很难获得准确的鉴别结果.笔者通过在皖南山区和

大别山区的系统调查取样,利用分子系统学的研究手段,通过与泛树蛙属的相关近缘物种进行比较分
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析,发现研究中采自皖南山区和大别山区所有泛树蛙样品都应是布氏泛树蛙.
通过对文献的总结,发现布氏泛树蛙的分布范围较广,目前在广西、广东、云南、四川、贵州以及与安

徽相邻的浙江、江西、福建等省均有分布[4-6,16,19,41].此外,Pan等[16]在2013年的研究表明布氏泛树蛙在

安徽皖南山区有分布.而斑腿泛树蛙则分布于西南地区的云南、广西、海南、四川、贵州等省份[4-6,16,40-41],
空间分布与安徽省距离甚远.因此笔者认为,安徽省范围内可能并无斑腿泛树蛙分布,此前所记载的斑

腿泛树蛙[25-32]应该是对布氏泛树蛙的误判.研究的结果还提示布氏泛树蛙在安徽省范围内的分布广

泛,它在大别山区以及皖南山区均为常见物种[5,25-32].
根据文中对布氏泛树蛙的谱系地理关系分析,我国的布氏泛树蛙很可能起源于云南、广西、四川一

带,并逐渐向我国东南部(浙江、江西、安徽、福建)扩散,并在此南下到达台湾、北向越过长江到达大别山

地区.作为广泛分布的泛树蛙类物种,布氏泛树蛙的种群遗传特征和谱系地理发生过程值得进一步

研究.
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附录
表1 该研究中使用的泛树蛙属样本和序列的GenBank登录号

分类

单元
样品 标本号 序列登录号 样品采集信息 资料来源

1 DB1 DB_P201101 MF541662 安徽鹞落坪国家级自然保护区 该研究

2 DB2 DB_P201102 MF541660 安徽鹞落坪国家级自然保护区 该研究

3 DB3 DB_P201103 MF541659 安徽省太湖县弥陀镇 该研究

4 DB4 DB_P201301 MF541658 安徽省金寨县金刚台 该研究

5 DB5 DB_P201302 MF541665 安徽天马国家级自然保护区 该研究

6 DB6 DB_P201303 MF541651 安徽省太湖县弥陀镇 该研究

7 DB7 DB_P201304 MF541664 安徽鹞落坪国家级自然保护区 该研究

8 DB8 DB_P201501 MF541655 安徽鹞落坪国家级自然保护区 该研究

9 DB9 DB_P201502 MF541661 安徽鹞落坪国家级自然保护区 该研究

10 DB10 DB_P201601 MF541666 安徽鹞落坪国家级自然保护区 该研究

11 DB11 DB_P201602 MF541663 安徽鹞落坪国家级自然保护区 该研究

12 HS12 HS_P201501 MF541657 安徽黄山风景区 该研究

13 HS13 HS_P201601 MF541656 安徽黄山风景区 该研究

14 HS14 HS_P201602 MF541653 安徽黄山风景区 该研究

15 HS15 HS_P201603 MF541650 安徽黄山风景区 该研究

16 HS16 HS_P201604 MF541654 安徽黄山风景区 该研究

17 HS17 HS_P201605 MF541649 安徽黄山风景区 该研究

18 HS18 HS_P201606 MF541652 安徽黄山风景区 该研究

19Polypedatesbraueri(1) KUHE37040 AB728016 Longchuan,Yunnan,China 文献[6]

20 P.braueri(2) SCUM060602L EU215553 Tengchong,Yunnan,China 文献[19]

21 P.braueri(3) CIBGX200807039 AB728007 Jinxiu,Guangxi,China 文献[6]

22 P.braueri(4) CIBUN AB728010 Tianlin,Guangxi,China 文献[6]

23 P.braueri(5) LJT010 KF053205* Puer,Yunnan,China 文献[16]

24 P.braueri(6) LC0805096 KF053210* Fenshuiling,Lüchun,Yunnan,China 文献[16]

25 P.braueri(7) KUHE43184 AB728011 Hejiang,Sichuan,China 文献[6]

26 P.braueri(8) LJT201105119 KF053213* Xuanhan,Sichuan,China 文献[16]

27 P.braueri(9) LJT73 KF053220* Ya’an,Sichuan,China 文献[16]

28 P.braueri(10) KUHE12971 AB564278 RiyueTan,Nantou,China 文献[6]

29 P.braueri(11) KUHE32842 AB564281 Taipei,China 文献[6]

30 P.braueri(12) KUHE32931 AB564282 Huangshan,Anhui,China 文献[16]

31 P.braueri(13) CIBJX200806182 AB728001 Zixi,Jiangxi,China 文献[6]

32 P.braueri(14) SCUM050508C EU215552 Mt.Daiyun,Fujian,China 文献[19]

33 P.braueri(15) CIBZJ200806267 AB727999 Jiande,Zhejiang,China 文献[6]

34 P.braueri(16) CIBZJ200806091 AB728000 Tiantai,Zhejiang,China 文献[6]
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续表1

分类

单元
样品 标本号 序列登录号 样品采集信息 资料来源

35 P.impresus KUHE32448 AB728169 BanSaleui,HouaPhan,Laos 文献[6]

36 P.megacephalus(1) KUHE20219 AB728091 KoChang,Trat,Thailand 文献[6]

37 P.megacephalus(2) KUHE32929 AB564283 HongKong,China 文献[6]

38 P.megacephalus(3) CIB07033 AB728034 Diaoluoshan,Hainan,China 文献[6]

39 P.megacephalus(4) SCUM0607116L EU215550 Huidong,Guangdong,China 文献[19]

40 P.leucomystax KUHE33880 AB728167 Chatthin,Myanmar 文献[6]

41 P.leucomystax MZBUN AB728135 Temanggung,Java,Indonesia 文献[6]

42 P.leucomystax KUHE34396 AB728164 Iloilo,Panay,Philippines 文献[6]

43 P.leucomystax KUHE19546 AB728096 KoSamui,SuratThani,Thailand 文献[6]

44 P.leucomystax KUHE53147 AB728148 Kapit,Sarawak,Malaysia 文献[6]

45 P.mutus CIB2851K AB728018 Jingxi,Guangxi,China 文献[6]

46 P.mutus CIBGX20071159 AB728017 Jinxiu,Guangxi,China 文献[6]

47 P.sp.* KUHE52552 AB728185 Temerloh,Pahang,Malaysia 文献[6]

48 P.sp.* KUHE53317 AB728178 Kenaboi,N.Sembilan,Malaysia 文献[6]

49 P.maculatus KUHE42336 AB728188 Rajgir,Bihar,India 文献[6]

50 P.macrotis KUHE42556 AB728187 Kanowit,Sarawak,Malaysia 文献[6]

51 P.otilophus KUHE42555 AB728190 Kanowit,Sarawak,Malaysia 文献[6]

52 P.colletti MZBUN AB728189 Lampung,Sumatra,Indonesia 文献[6]

  注:(1)序号1~18的基因为该研究中实验测得的序列;(2)“*”指的是该序列是来自 Kuraishi研究中一个来自 Malaysia的未知

物种[6].
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