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广西和云南树鼩群体遗传多样性的比较分析
唐艳萍，曹骥∗，杨香娣，杨春，李瑗，周玲丽，罗旺，邓玲，王谷洋，李科志

（广西医科大学附属肿瘤医院实验研究部，南宁　 ５３００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 比较分析我国广西、云南两个树鼩群体的遗传差异和分化程度，推动树鼩优良品系的培育和

优化实验动物模型。 方法　 提取广西和云南各 ３２ 只树鼩的全血基因组 ＤＮＡ，分别采用 ９ 对荧光标记微卫星引物

进行 ＰＣＲ 扩增，通过毛细管电泳技术检测扩增片段，并利用 ＰＯＰＧＥＮＥ 等软件比较两个树鼩群体的遗传相关指标。
结果　 广西和云南两个树鼩群体平均期望杂合度（Ｈｅ）为 ０􀆰 ７０３，平均多态信息含量（ＰＩＣ）为 ０􀆰 ７２５，Ｆｉｓ 均值 ＞ ０。
ＣＣＢＬ１Ｂ、ＣＣＤＣ６１、ＥＤＡ１ 和 ＯＰＡ３ 四个位点表现为极显著偏离哈迪⁃温伯格平衡。 两群体的遗传距离及无偏遗传距

离分别为 １􀆰 ２７７ 和 １􀆰 ２６８，遗传相似系数约为 ０􀆰 ２８。 遗传结构变异的分布情况显示 ６１􀆰 ５７％的微卫星遗传变异来自

于群体内部，３８􀆰 ４３％存在于群体之间。 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 分析发现广西和云南树鼩为中缅树鼩群体的两个不同的亚

种。 结论　 广西和云南树鼩两个群体的遗传多样性都较丰富，两个群体间具有较大的遗传差异和分化程度，遗传

变异主要来源于群体内部。
【关键词】 　 树鼩；荧光标记；微卫星；遗传多样性
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　 　 树鼩是一种外貌形态与松鼠类似的低等灵长类

动物，目前主要分布于南亚、东南亚、我国西南部和

南部地区。 王应祥等［１］ 根据中缅树鼩的外形和头

骨数据，将我国树鼩分为 ６ 个亚种，即滇西亚种、海
南亚种、越北亚种、瑶山亚种、高黎贡山亚种和滇南

亚种。 刘瑞清等［２］ 在树鼩染色体水平上的研究结

果显示滇西亚种、越北亚种和瑶山亚种都是二倍体，
并且这些亚种间的核型相似，该结果为树鼩的分类

鉴定提供了细胞学依据。 自 ２０ 世纪 ８０ 年代以来，
以树鼩作为动物模型的医学生物学研究受到越来越

多的关注。 相比于其他灵长类动物，树鼩因其具有

形体小、繁殖快、成本低等特点，已被广泛应用于病

毒感染、代谢性疾病、肿瘤等方面的研究［３］。 然而

目前实验中使用的树鼩遗传背景资料匮乏，尤其是

亚种间的遗传差异和分化程度尚不清楚。
微卫星亦称简单重复序列，是以核苷酸为单位的

１ ～６ 个碱基串联重复序列，具有多态性高以及保守

性、共显性、重复性好等特点，被认为是目前研究种群

遗传差异的理想分子标记，已被广泛应用于动植物遗

传多样性、遗传结构、物种进化等方面的研究［４］。 近

年来国内外学者已经开始通过筛选微卫星标记对中

缅树鼩遗传多样性进行研究［５ － ８］，然而这些研究多数

局限于单个中缅树鼩群体的遗传多样性，而比较分析

树鼩亚种群体间的遗传差异和遗传结构鲜有报道。
本研究通过荧光标记微卫星技术，结合测序进

行微卫星基因型判断，对来自广西的野生树鼩群体

和云南昆明的人工饲养群体进行研究，比较分析两

个树鼩群体的遗传多样性差异和遗传结构，为合理

保护和开发利用树鼩种质资源提供科学的理论依

据，同时也为培育优良的树鼩品系和建立实验动物

模型积累遗传基础性数据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物来源

树鼩分别来源于广西融安县野生群和云南昆明

动物研究所人工繁殖群，两个树鼩群体各随机选取

３２ 只，雌雄各半。 饲养环境保持 ２０ ～ ２５℃ 室温和

３０％ ～６０％湿度，每日清洁 ２ 次。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

ＤＮＡ 提取试剂盒（货号：ＤＰ３４８）、Ｔａｑ 酶、微卫

星上游荧光标记引物购自 Ｔａｋａｒａ 公司；内标 ＬＩＺ
５００、Ｈｉ⁃Ｄｉ 甲酰胺购自美国 ＡＢＩ 公司；ＰＴＣ⁃２００ ＰＣＲ
仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；凝胶成像仪购自英国

Ｓｙｎｇｅｎｅ 公司；ＡＢＩ ３７３０ＸＬ 遗传分析仪购自美国

ＡＢＩ 公司；电泳仪购自北京市六一仪器厂。
１􀆰 ３　 全血 ＤＮＡ 提取和检测

分别对树鼩进行股静脉采血 １ ｍＬ，肝素钠抗

凝， － ２０℃保存。 基因组 ＤＮＡ 的提取参考试剂盒的

操作说明书。 将 ＤＮＡ 浓度稀释到 ５０ ～ １００ ｎｇ ／ μＬ，
于 － ２０℃保存备用。 用浓度为 ０􀆰 ８％ ～ １％ 的琼脂

糖电泳检测所提取的 ＤＮＡ 样品，并检测其浓度和纯

度，Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 比值应为 １􀆰 ７ ～ １􀆰 ９。
１􀆰 ４　 选择微卫星位点和设计筛选引物

通过 ＮＣＢＩ 中的 Ｔｕｐａｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 基因组数据库

查找 ＳＳＲ 位点，并参考国内外中缅树鼩微卫星位点

的侧翼序列。 首先筛选出 ３５ 对微卫星引物进行

ＰＣＲ 第一轮扩增（重复两次），用 ２％ 的琼脂糖凝胶

电泳检测出有目的条带后，再进行第二轮的荧光标

记 ＰＣＲ 扩增，并予以鉴定。 最后选择扩增比较稳定

且条带比较清晰的 ９ 对微卫星引物用于微卫星遗传

多样性分析。 所有引物全部由深圳华大基因科技有

限公司合成并进行荧光染料标记（ＦＡＭ 蓝）。 各微

卫星位点引物序列相关信息见表 １。
１􀆰 ５　 多重 ＰＣＲ 扩增

ＰＣＲ 反应总体系 １５ μＬ：１０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ １􀆰 ５
μＬ，ｄＮＴＰ （２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ，上、下游引物 （ １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）各为 ０􀆰 ５ μＬ，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ２５ μＬ，
ＭｇＣｌ２（２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）２ μＬ，ＤＮＡ 模板（６０ ｎｇ ／ μＬ）１
μＬ， 加 ｄｄＨ２Ｏ 至反应终体积为 １５ μＬ，再加 １ ～ ２ 滴

矿物油。 ＰＣＲ 扩增条件：９５℃预变性 ５ ｍｉｎ，９５ ℃变

性 ２０ ｓ，５４ ～ ５９℃退火 ２０ ｓ，７２℃延伸 ３０ ｓ，１０ 个循

环，９５℃变性 ２０ ｓ，５４ ～ ５９℃ 退火 ２０ ｓ，７２ ℃ 延伸

３０ ｓ，２５ 个循环， ７２℃延伸 ３０ ｍｉｎ。 取 ２ μＬ ＰＣＲ 扩

增产物，２％琼脂糖凝胶电泳。

３７５
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表 １　 树鼩群体 ９ 个微卫星位点的相关信息及退火温度

Ｔａｂ． １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ９ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ

位点名称
Ｌｏｃｕｓ

片段大小
Ｓｉｚｅ ｒａｎｇｅ

登录号
ＧｅｎＢａｎｋ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

核心序列
Ｒｅｐｅａｔ
ｍｏｔｉｆ

荧光标记
Ｆｌｕｅｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｌａｂｅｌ

引物序列（５’ － ３’）
Ｐｒｉｍｅｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５’ － ３’）

退火温度 ／ ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＣＣＢＬ１Ａ ３２４ － ３３８ ＞ ｇｉ ｜５５８０６４５３４：８７９５８２ － ９２５４２０ （ＡＧ） １２ ＦＡＭ Ｆ：ＴＣＧＣＣＣＣＴＣＡＣＡＡＣＴＡＴＡＣＣ
Ｒ：ＣＣＴＣＴＣＡＧＧＴＧＧＧＣＡＡＡＧＡＡ ５８

ＣＣＢＬ１Ｂ ３４２ － ３５４ ＞ ｇｉ ｜５５８０６４５３４：８７９５８２ － ９２５４２０ （ＡＧ） １２ ＦＡＭ Ｆ：ＣＴＧＣＴＧＣＡＣＣＡＧＧＧＡＡＴＡＧＧ
Ｒ：ＴＧＴＧＴＣＴＧＡＴＧＧＣＣＣＧＴＧＡＡ ５７

ＣＣＤＣ６１ １６７ － １７９ ＞ ｇｉ ｜５５８０６８２０８：３９８５８１２ － ４０１００７９ （ＡＡＴ） ７ ＦＡＭ Ｆ：ＧＴＧＧＣＴＴＴＧＴＴＴＴＴＧＡＡＧＣＡＧＣ
Ｒ：ＣＡＴＴＡＣＧＣＴＡＡＣＴＡＣＴＧＧ ５９

ＥＤＡ１ ４８９ － ５２９ ＞ ｇｉ ｜５５７９６２７９８：ｃ３５１７５９ － ２６６７０４ （ＡＴＴＴ） ７ ＦＡＭ Ｆ：ＴＣＴＣＡＴＧＣＣＡＣＧＴＣＴＴＴＣＣＴ
Ｒ：ＣＴＣＡＣＴＣＴＧＴＣＣＣＴＣＴ ５５

ＯＰＡ３ ４３３ － ４４９ ＞ ｇｉ ｜５５８０６８２０８：ｃ３４６６１９０ － ３４０４８１４ （ＴＴＴＧ） ６ ＦＡＭ Ｆ：ＧＡＡＧＧＣＡＧＴＴＡＣＴＴＴＣＣＣＧＣ
Ｒ：ＧＧＧＴＧＧＡＡＣＣＴＧＡＴＣＣＴＣＡＡＧ ５７

ＲＡＬＧＰＳ１Ａ ４２３ － ４３５ ＞ ｇｉ ｜５５８０６４５３４：ｃ２７５４５４９ － ２４７０３６６ （ＴＴＡ） ６ ＦＡＭ Ｆ：ＣＣＣＣＡＡＧＴＧＡＧＧＧＣＡＴＴＡＣＡ
Ｒ：ＧＣＴＧＧＴＡＧＧＣＡＣＴＧＣＴＡＣＴＧ ５４

ＳＬＣ４５Ａ４ ４２７ － ４８３ ＞ ｇｉ ｜５５８０６５１９５：２０７７５２３ － ２１５００５０ （ＴＣＴＴ） １６ ＦＡＭ Ｆ：ＡＴＣＣＣＡＣＧＴＧＣＧＡＣＴＴＴＧＴＡ
Ｒ：ＣＣＣＴＧＧＧＡＧＧＴＧＴＧＡＡＡＡＣＴ ５８

ＴＰ５３ １７７ － ２０３ ＞ ｇｉ ｜５５８０６５２３９：８４２２９５ － ８６７３９３ （ＡＧ） ９ ＦＡＭ Ｆ：ＡＡＣＡＴＣＣＴＧＴＣＣＴＧＣＴＣＣＣ
Ｒ：ＧＧＴＧＡＡＡＣＡＡＴＧＧＡＧＣ ５６

ＴＲＩＭ２３ １７１ － １８３ ＞ ｇｉ ｜５５７９６１９０７：ｃ４３０８９１ － ３９０１１１ （ＡＴＴＴ） ５ ＦＡＭ Ｆ： ＴＣＣＡＧＣＡＡＣＴＴＣＴＧＡＧＴＣＣＣ
Ｒ：ＡＡＧＴＧＴＡＣＣＣＴＣＣＣＴＡＴ ５９

１􀆰 ６　 毛细管电泳检测扩增片段

取 ＰＣＲ 产物 １ μＬ，Ｌｉｚ ５００ 内标 ０􀆰 ８ μＬ，Ｈｉ⁃Ｄｉ
甲酰胺 ８􀆰 ０ μＬ 充分混匀后，９５℃变性 ５ ｍｉｎ，然后在

ＡＢｌ３７３０ＸＬ 自动测序仪上进行毛细管电泳检测（本
部分由深圳华大基因公司进完成）。 由 Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ
Ｖ２􀆰 ２􀆰 ０ （ＳｏｆｔＧｅｎｅｔｉｃｓ ＬＬＣ，Ｓｔａｔｅ Ｃｏｌｌｅｇｅ，ＰＡ）软件自

动生成各位点在每个样品上的图谱文件，根据峰值

图获取产物片段大小。
１􀆰 ７　 数据统计与分析方法

使用 ＣＯＮＶＥＲＴ（ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３１）软件转化数据格

式，利用 Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ Ｔｏｏｌｋｉｔ （ ｖｅｒｓｉｏｎ ３􀆰 １ ）、 ＰＯＰ⁃
ＧＥＮＥ（ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３２）软件计算各基因座等位基因数

（Ｎａ）、有效等位基因数（Ｎｅ）、观测杂合度（Ｈｏ）、期
望杂合度（Ｈｅ）、Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数（ Ｉ）等指标，并计

算 Ｆ⁃统计量（Ｆｉｓ，Ｆｉｔ，Ｆｓｔ）。 利用 ＦＳＴＡＴ ２􀆰 ９􀆰 ３ 软件

计算各位点的等位基因丰富度 （ ａｌｌｅｌｅ ｒｉｃｈｎｅｓｓ，
ＡＲ）。 多态信息含量（ＰＩＣ）使用 ＰＩＣ⁃ＣＡＬＣ 软件计

算。 运用 ＧＥＮＥＰＯＰ４􀆰 ０ 软件检验各种群等位基因

频率是否偏离哈温平衡（Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉ⁃
ｕｍ，ＨＷＥ）。 种群的瓶颈效应利用 Ｂｏｔｔｌｅｎｅｎｃｋ 软件

提供的 ＩＡＭ、ＴＰＭ、ＳＭＭ 三个模型来检测，设置 １０００
个重复，并通过 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 符号秩次检验（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
ｓｉｇｎｅｄ⁃ｒａｎｋ ｔｅｓｔ）和符合检验（Ｓｉｇｎ ｔｅｓｔ）分析杂合过

度是否显著。 利用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ ３􀆰 ５􀆰 １ 软件包中的分子

变异分析软件（ＡＭＯＶＥ）计算种群间和种群内的分

子遗传变异分布情况，以及各种群间的遗传分化系

数（ＦＳＴ）和基因流（Ｎｍ）。 使用 Ｓｔｒｕｃｔｒｕｅ ２􀆰 ２ 软件对

所有个体的基因型进行贝叶斯聚类分析，检测树鼩

群体潜在的遗传结构。 本研究 Ｋ 值设为 １ ～ ５，使用

混合模型（ａｄｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ），对每个 Ｋ 值重复运行

６ 次，预热 １００，０００ 次并舍弃（ｂｕｒｎ⁃ｉｎ 为 １００，０００），
随后进行 １，０００，０００ 次重复正式计算（ｒｕｎ⁃ｌｅｎｇｔｈ 为

１，０００，０００）。 根据每次运行不同的 Ｋ 值对应得 ＬｎＰ
（Ｄ）值计算△Ｋ 值分析可能的遗传结构。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 毛细管电泳检测结果

图 １、２ 分别为广西、云南两个群体中的某个体

在 ＥＤＡ１ 位点上的检测结果，可看出 ＥＤＡ１ 位点在

广西树鼩和云南树鼩 ２ 个样品中检测到的微卫星

ＤＮＡ 产物片段大小（基因型）分别为 ４８９ ／ ４９３ ｂｐ 和

４９３ ／ ５０２ ｂｐ。 该位点都表现为双峰，即为杂合子；无
其它非特异性扩增产物污染，说明引物扩增特异性

良好。
２􀆰 ２　 两个树鼩群体的遗传多样性

由表 ２ 可知广西树鼩群体的 Ｎｅ、Ｈｅ、ＰＩＣ 和 Ｉ 分
别为 ２􀆰 ７４２２、０􀆰 ５８５６、０􀆰 ５２０１、１􀆰 ０６７６，都略高于云南

树鼩群体（２􀆰 ２９３９、０􀆰 ４８４０、０􀆰 ４１９５、０􀆰 ８６０６）；对这两

个群体进行配对 ｔ 检验，结果提示差异均无显著性

４７５
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（ＰＮｅ ＝ ０􀆰 ２３２、 ＰＨｅ ＝ ０􀆰 １９３、 ＰＰＩＣ ＝ ０􀆰 １９７、 ＰＩ ＝
０􀆰 ２３２）。

对两个树鼩群体 ９ 个微卫星位点进行 ＨＷＥ 平

衡检测，结果显示 ＣＣＢＬ１Ｂ、ＣＣＤＣ６１、ＥＤＡ１ 和 ＯＰＡ３
这 ４ 个位点在两个树鼩群体都表现为极显著偏离

ＨＷＥ 平衡 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）； ＣＣＢＬ１Ａ、 ＲＡＬＧＰＳ１Ａ 和

ＳＬＣ４５Ａ４ 这 ３ 个位点在两个群体都处于平衡状态

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；ＴＰ５３ 和 ＴＲＩＭ２３ 两位点在云南树鼩表

现为显著偏离平衡状态，而在广西树鼩中处于平衡

状态。

图 １　 广西树鼩 ＥＤＡ１ 位点分型结果：４８９ ／ ４９３ ｂｐ
Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＤＡ１ ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｇｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｌｌｅｌｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ：４８９ ／ ４９３ ｂｐ

图 ２　 云南树鼩 ＥＤＡ１（ＦＡＭ）位点分型结果：４９３ ／ ５０２ ｂｐ
Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＥＤＡ１ ｇｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｌｌｅｌｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ ｉｓ ４９３ ／ ５０２ ｂｐ ｉｎ ｔｈｅ Ｙｕｎｎａｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

表 ２　 两个树鼩群体 ９ 个微卫星位点的遗传多态性及 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｌｎｂｅｒｇ 平衡检验

Ｔａｂ． ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ａｎｄ Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ ｔｅｓｔ ｏｆ ９ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

位点
Ｌｏｃｕｓ

广西 （ＧＸ）
Ｇｕａｎｇｘｉ （ＧＸ）

云南（ＹＮ）
Ｙｕｎｎａｎ（ＹＮ）

有效等
位基
因数
Ｎｅ

观测
杂合度

Ｈｏ

期望
杂合度

Ｈｅ

多态
信息含

量
ＰＩＣ

香浓
指数
Ｉ

ＰＨＷ

有效
等位基
因数
Ｎｅ

观测
杂合
度
Ｈｏ

期望
杂合
度
Ｈｅ

多态
信息
含量
ＰＩＣ

香浓
指数
Ｉ

ＰＨＷ

ＣＣＢＬ１Ａ ３􀆰 ２２０ ０􀆰 ８１３ ０􀆰 ７００ ０􀆰 ６３３ １􀆰 ３１９ ０􀆰 ２１０ １􀆰 ５３４ ０􀆰 ４０６ ０􀆰 ３５４ ０􀆰 ２９７ ０􀆰 ５８２ ０􀆰 １２３
ＣＣＢＬ１Ｂ ２􀆰 １４９ ０􀆰 ２１９ ０􀆰 ５４３ ０􀆰 ４７４ ０􀆰 ９１０ ０􀆰 ０００∗ ２􀆰 ５４７ ０􀆰 ９３８ ０􀆰 ６１７ ０􀆰 ５２７ １􀆰 ０７５ ０􀆰 ０００∗

ＣＣＤＣ６１ ２􀆰 ７７９ ０􀆰 １２５ ０􀆰 ６５０ ０􀆰 ５７６ １􀆰 ２０４ ０􀆰 ０００∗ １􀆰 ４３８ ０􀆰 １２３ ０􀆰 ３１０ ０􀆰 ２５８ ０􀆰 ４８３ ０􀆰 ０００∗

ＥＤＡ１ ３􀆰 ７１０ ０􀆰 ２８１ ０􀆰 ７４２ ０􀆰 ６９０ １􀆰 ５０４ ０􀆰 ０００∗ １􀆰 ９３２ ０􀆰 １４７ ０􀆰 ４９０ ０􀆰 ３６６ ０􀆰 ６７６ ０􀆰 ０００∗

ＯＰＡ３ ２􀆰 ３５９ １􀆰 ０００ ０􀆰 ５８５ ０􀆰 ４８６ ０􀆰 ９３４ ０􀆰 ０００∗ ２􀆰 １８６ １􀆰 ０００ ０􀆰 ５５１ ０􀆰 ４３８ ０􀆰 ８４９ ０􀆰 ０００∗

ＲＡＬＧＰＳ１Ａ ２􀆰 ０９２ ０􀆰 ５３１ ０􀆰 ５３０ ０􀆰 ４６５ ０􀆰 ８９４ ０􀆰 ０６４ １􀆰 ２５５ ０􀆰 １８８ ０􀆰 ２０６ ０􀆰 １９７ ０􀆰 ４８５ ０􀆰 ２２８
ＳＬＣ４５Ａ４ ５􀆰 ０６９ ０􀆰 ８１３ ０􀆰 ８１５ ０􀆰 ７７５ １􀆰 ７０５ ０􀆰 ９８２ ４􀆰 ９３５ ０􀆰 ７１９ ０􀆰 ８１０ ０􀆰 ７６９ １􀆰 ７４７ ０􀆰 ２８６
ＴＰ５３ ２􀆰 ０９６ ０􀆰 ４３８ ０􀆰 ５３１ ０􀆰 ４２７ ０􀆰 ８２８ ０􀆰 ６０５ ３􀆰 ３９６ ０􀆰 ９６９ ０􀆰 ７１７ ０􀆰 ６５１ １􀆰 ２９１ ０􀆰 ０００∗

ＴＲＩＭ２３ １􀆰 ２０５ ０􀆰 １２５ ０􀆰 １７３ ０􀆰 １５５ ０􀆰 ３１１ ０􀆰 ２２８ １􀆰 ４２１ ０􀆰 １５６ ０􀆰 ３０１ ０􀆰 ２７２ ０􀆰 ５６０ ０􀆰 ００４∗

Ｍｅａｎ ２􀆰 ７４２ ０􀆰 ４８３ ０􀆰 ５８６ ０􀆰 ５２０ １􀆰 ０６８ ２􀆰 ２９４ ０􀆰 ５１６ ０􀆰 ４８４ ０􀆰 ４２０ ０􀆰 ８６１
Ｓｔ． Ｄｅｖ １􀆰 １３４ ０􀆰 ３２７ ０􀆰 １８５ ０􀆰 １７９ ０􀆰 ４１５ 　 １􀆰 ２０２ ０􀆰 ４２３ ０􀆰 ２０６ ０􀆰 １９４ ０􀆰 ４３４

注：ＰＨＷ， Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｌｎｂｅｒｇ 平衡检验 Ｐ 值；∗，显著偏离 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
Ｎｏｔｅ． ＰＨＷ，∗Ｐ ｖａｌｕｅ ｆｒｏｍ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔｓ ｏｆ Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ （ＨＷＥ）， ｓｈｏｗｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｐａｒｔｕｒｅ ｆｒｏｍ ＨＷＥ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ．

２􀆰 ３　 各微卫星位点遗传变异

在 ６４ 个广西和云南的树鼩血样品中 ９ 个微卫

星位点共检测到 ６２ 个等位基因，其中位点 ＴＲＩＭ２３
的等位基因数最少（为 ３ 个）；位点 ＳＬＣ４５Ａ４ 的等位

５７５
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基因数最多（为 １４ 个）（见表 ３）。 每个基因座上的

平均等位基因为 ６􀆰 ８８９ 个。 所有位点的 ＰＩＣ 均大于

０􀆰 ５，平均 ＰＩＣ 为 ０􀆰 ７２５。 各位点 Ｈｏ 和 Ｈｅ 分别在

０􀆰 １４１ ～ １􀆰 ０００ 和 ０􀆰 ２４１ ～ ０􀆰 ９０７ 之间，平均观测杂

合度和平均期望杂合度分别为 ０􀆰 ４８４ 和 ０􀆰 ７０３。
Ｆ⁃ｓｔａｓｔｉｃ 统计结果（见表 ３）显示 Ｆｉｓ、Ｆｉｔ、Ｆｓｔ 的

变化范围分别为 － ０􀆰 ７８８ ～ ０􀆰 ８６８、 － ０􀆰 ３０２ ～ ０􀆰 ９１３
和 ０􀆰 ０２５ ～ ０􀆰 ３７３，平均为 ０􀆰 ０８０、０􀆰 ３０６ 和 ０􀆰 ２３５。

表 ３　 ９ 个微卫星位点的遗传特征

Ｔａｂ． ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ９ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

位点
Ｌｏｃｉ

等位
基因数、

Ｎａ

有效
等位基
因数
Ｎｅ

观测
杂合
度
Ｈｏ

期望
杂合
度
Ｈｅ

多态
信息
含量
ＰＩＣ

等位
基因
丰度
ＡＲ

香浓
指数
Ｉ

亚群
内近

交指数
Ｆｉｓ

总群
体内
近交
指数
Ｆｉｔ

种群
间分
化指
数
Ｆｓｔ

ＣＣＢＬ１Ａ ７ ３􀆰 １７０ ０􀆰 ６０９ ０􀆰 ６９０ ０􀆰 ７３１ ５􀆰 ８７８ １􀆰 ３７７ － ０􀆰 １７５ ０􀆰 １１０ ０􀆰 ２４２
ＣＣＢＬ１Ｂ ７ ４􀆰 ５５９ ０􀆰 ５７８ ０􀆰 ７８７ ０􀆰 ７５５ ６􀆰 ４８５ １􀆰 ６４９ － ０􀆰 ０１２ ０􀆰 ２５９ ０􀆰 ２６９
ＣＣＤＣ６１ ５ ３􀆰 ５４２ ０􀆰 ０６３ ０􀆰 ７２３ ０􀆰 ６７４ ４􀆰 ９７１ １􀆰 ３９９ ０􀆰 ８６８ ０􀆰 ９１３ ０􀆰 ３４２
ＥＤＡ１ ９ ５􀆰 ０８２ ０􀆰 １４１ ０􀆰 ８１０ ０􀆰 ７７６ ７􀆰 ８４９ １􀆰 ７８３ ０􀆰 ７６８ ０􀆰 ８２５ ０􀆰 ２４５
ＯＰＡ３ ５ ４􀆰 ３０９ １􀆰 ０００ ０􀆰 ７７４ ０􀆰 ７４３ ４􀆰 ９８６ １􀆰 ５０５ － ０􀆰 ７８８ － ０􀆰 ３０２ ０􀆰 ２７２

ＲＡＬＧＰＳ１Ａ ５ ２􀆰 ３６８ ０􀆰 ３５９ ０􀆰 ５８２ ０􀆰 ６３０ ４􀆰 ６２９ １􀆰 ０４５ ０􀆰 ００９ ０􀆰 ３７８ ０􀆰 ３７３
ＳＬＣ４５Ａ４ １４ １０􀆰 ００２ ０􀆰 ７６６ ０􀆰 ９０７ ０􀆰 ８９５ １２􀆰 ８２４ ２􀆰 ４１９ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 １４９ ０􀆰 １１１
ＴＰ５３ ７ ５􀆰 １８５ ０􀆰 ７０３ ０􀆰 ８１４ ０􀆰 ７８０ ６􀆰 ８７１ １􀆰 ７５３ － ０􀆰 １４５ ０􀆰 １２９ ０􀆰 ２３９

ＴＲＩＭ２３ ３ １􀆰 ３１４ ０􀆰 １４１ ０􀆰 ２４１ ０􀆰 ５４１ ２􀆰 ９９５ ０􀆰 ４８４ ０􀆰 ３９７ ０􀆰 ４１２ ０􀆰 ０２５
Ｍｅａｎ ６􀆰 ８８９ ４􀆰 ３９２ ０􀆰 ４８４ ０􀆰 ７０３ ０􀆰 ７２５ ６􀆰 ３８８ １􀆰 ４９０ ０􀆰 ０８０ ０􀆰 ３０６ ０􀆰 ２３５

２􀆰 ４　 遗传距离和遗传分化

通过 Ｐｏｐｇｅｎｅ １􀆰 ３２ 软件计算出广西和云南树鼩

Ｎｅｉ（１９７２） 遗传距离和遗传同一性分别为 １􀆰 ２７７０
和 ０􀆰 ２７８９，Ｎｅｉ （１９７８）无偏遗传距离和遗传同一性

分别为 １􀆰 ２６８０ 和 ０􀆰 ２８１４。
利用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ 软件包中的 ＡＭＯＶＥ 分析检测两

个树鼩群体遗传结构变异分布情况，结果显示

６１􀆰 ５７％ 的 微 卫 星 遗 传 变 异 来 自 于 群 体 内 部，
３８􀆰 ４３％存在于群体之间，群体间已经产生了极显著

的遗传分化（Ｆｓｔ ＝ ０􀆰 ３８４３，Ｐ ＝ ０􀆰 ００００）。
２􀆰 ５　 遗传结构

通过 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 软件对两个树鼩群体的 ６４ 个样

本进行聚类分析，结果显示，当 Ｋ ＝ ２ 时，△Ｋ 出现

明显拐点且取得最大值，提示本研究的两个树鼩群

体的 ６４ 个样品可划分为 ２ 个理论群，而且两个树鼩

群体的个体遗传结构都相对独立的。
２􀆰 ６　 瓶颈效应分析结果

瓶颈效应分析结果（见表 ４）显示，广西树鼩在

ＩＡＭ 和 ＴＰＭ 这两种模型下均偏离了突变 － 漂移平

衡，表现出极其显著的杂合度过剩（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但在

ＳＭＭ 模型下未偏离突变⁃漂移平衡（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；而云

南树鼩群体在 ３ 种突变模型下，虽然表现出杂合度

过剩，但均未达到显著性的水平（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 这些

结果表明广西树鼩群体突变⁃漂变未达到平衡状态，
该群体近期可能经历了瓶颈效应。

表 ４　 两个群体瓶颈效应检测

Ｔａｂ． ４　 Ｂｏｔｔｌｅｎｅｃｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

种群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

个体大小
Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ

Ｓｉｇｎ ｔｅｓｔ Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｔｅｓｔ （ｏｎｅ ｔａｉｌ ｆｏｒ Ｈ ｅｘｃｅｓｓ）
ＩＡＭ ＴＰＭ ＳＭＭ ＩＡＭ ＴＰＭ ＳＭＭ

Ｈｅ ／ Ｈｄ Ｐｒｏｂ． Ｈｅ ／ Ｈｄ Ｐｒｏｂ． Ｈｅ ／ Ｈｄ Ｐｒｏｂ． Ｐｒｏｂ． Ｐｒｏｂ． Ｐｒｏｂ．
广西（ＧＸ） ３２ ８ ／ １ ０􀆰 ０３２０∗ ８ ／ １ ０􀆰 ０４７０∗ ５ ／ ４ ０􀆰 ５６２２ ０􀆰 ００２０∗ ０􀆰 ００６８∗ ０􀆰 ３２６２
云南（ＹＮ） ３２ ６ ／ ３ ０􀆰 ３０３７ ５ ／ ４ ０􀆰 ６３１７ ４ ／ ５ ０􀆰 ３３６８ ０􀆰 １２５０ ０􀆰 ２８５２ ０􀆰 ６７３８

注：Ｈｅ ／ Ｈｄ：杂合过剩位点数与杂合不足位点数之比；∗显著偏离平衡水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
Ｎｏｔｅ． Ｈｅ ／ Ｈｄ： ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｏｃｉ ｗｉｔｈ ａ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ ｅｘｃｅｓｓ ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｗｉｔｈ ａ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ． ∗ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ
ａｔ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｆｒｏｍ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ （ｂｏｔｔｌｅｎｅｃｋ） ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎｓ．

３　 讨论

在微卫星位点检测方法中，利用荧光标记微卫

星⁃全自动分析技术较传统的银染法检测效率和灵

敏度更高，不仅可得到清晰的图谱文件，而且可提高

分析结果的精确性。 传统的聚丙烯酰胺凝胶电泳易

受凝胶电压、时间、质量，尤其个人肉眼分辨能力等

多方面的影响，使实验结果的准确度受到极大的限

制。 而采用荧光标记微卫星⁃毛细管电泳法，利用测

序仪自动收集和分析数据，具有简便快捷、实用、高

６７５
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通量等优点，可明显提高工作效率并降低系统误差。
杂合度和 ＰＩＣ 是反映群体内个体遗传变异程度

的重要参数，其值越大说明遗传变异越高，反之越

低。 本研究两个群体平均 Ｈｅ 为 ０􀆰 ７０３，高于 Ｌｉｕ
等［５］利用微卫星 ＤＮＡ 对中缅树鼩遗传多态性的研

究（０􀆰 ６１６），而低于 Ｍｕｎｓｈｉ⁃Ｓｏｕｔｈ 等［６］ 对平原树鼩

群体的研究（０􀆰 ７４），推测出现这种差异的原因可能

与各自所采用的树鼩亚种、选择的微卫星标记以及

检测手段不同有关。 Ｂｏｔｓｔｅｉｎ 等［９］ 认为：当 ＰＩＣ ＞
０􀆰 ５ 时，为高度多态性位点；当 ＰＩＣ 为 ０􀆰 ２５ ～ ０􀆰 ５
时，为中度多态位点；当 ＰＩＣ ＜ ０􀆰 ２５ 时，则为低度多

态位点。 本研究结果显示广西和云南树鼩群体平均

ＰＩＣ 分别为 ０􀆰 ５２ 和 ０􀆰 ４２，提示这两个树鼩群体的遗

传多态性均较高。
Ｃｈｅｎ 等［１０］通过分析昆明周边野生树鼩 ｍｔＤＮＡ

控制区序列片段之间的核苷酸差异，发现树鼩群体

内存在个体遗传差异，表明中缅树鼩具有较高的遗

传多样性。 本研究的遗传多态性比较发现广西树鼩

群体的平均 Ｎｅ、Ｈｅ、ＰＩＣ、Ｉ 值都略高于云南树鼩群

体，但差异不显著，表明两个树鼩群体都呈现出较丰

富的遗传多样性，表现出比较好的资源种质状况，具
有进一步选育的价值和潜力。 而其差异的原因有可

能是动物本源不一致：广西树鼩是野生的，云南树鼩

是实验驯化的；导致差异的原因应当还与地理隔离

有关。
总群体的遗传变异可以看成是群体内和群体间

遗传变异的总和。 一般用 Ｆｉｓ、Ｆｓｔ 来衡量群体内近

交和群体间的遗传分化程度。 Ｆｉｓ，即亚群内的近交

系数，可用作衡量亚群体内偏离哈迪⁃温伯格平衡的

程度。 本研究发现 Ｆｉｓ 均值大于 ０，说明树鼩群体总

体上存在近亲交配，但群体内部分个体 Ｆｉｓ 小于 ０，
说明处于轻微的杂交状态。 Ｆｓｔ 反映的是亚群体间

遗传分化程度。 本研究发现两个种群的 Ｆｓｔ 均值为

０􀆰 ２３５２，说明总体上群体间存在高度分化，而部分位

点处于极度分化。
在没有突变、迁移、和人工选择的理想情况下，

各群体应该处于一种遗传平衡状态，但由于干扰

ＨＷＥ 平衡的因素太多，如非随机化交配、人工选择、
基因突变、迁移和遗传漂变等，导致在自然界中符合

ＨＷＥ 平衡定律的群体甚少。 本实验两个树鼩群体

的 ＨＷＥ 平衡检测结果发现所筛选的大部分位点处

于非平衡状态，说明两个树鼩群体遗传结构欠稳定，
容易受到随机漂变、选择、突变等因素的影响。 推测

本研究树鼩群体处于不平衡状态的主要原因是：第
一，目前本课题组养殖树鼩规模较小，饲养繁育的雌

雄树鼩数量不等，繁殖期间可能存在一雌多雄或一

雄多雌交配；第二，群体内存在近亲交配，从而使部

分稀有基因丢失；第三，在某种程度上存在人工选择

的可能，而且本实验所选样品数量少，可能造成群体

结构不完整，导致统计误差的可能。
遗传距离是衡量群体间、系统间遗传分化程度

和遗传差异大小的主要指标。 群体遗传距离与分化

时间成正比，如果群体间的分化时间越长，遗传距离

也就越大，反之亦然。 黎家敏等［１１］ 报道采用随机扩

增多态性 ＤＮＡ 标记法研究云南滇西亚种树鼩的个

体间遗传多样性，对 ４８ 只树鼩进行 ＲＡＰＤ 扩增得到

的遗传相似系数介于 ０􀆰 ７３ ～ ０􀆰 ９１ 之间，平均为

０􀆰 ８３０７，个体间遗传距离在 ０􀆰 ０９ ～ ０􀆰 ２７ 之间，平均

遗传距离为 ０􀆰 １６９３，表明滇西亚种树鼩的个体之间

差异很大。 本研究发现广西和云南树鼩群体的 Ｎｅｉ
（１９７２）遗传距离及 Ｎｅｉ（１９７８）无偏遗传距离分别为

１􀆰 ２７７ 和 １􀆰 ２６８，而两个群体的遗传相似系数约为

０􀆰 ２８，表明了这两个群体间具有较大的遗传差异和

分化程度。
本研究进一步分析两个树鼩群体遗传结构变异

的分布情况发现 ６１􀆰 ５７％的微卫星遗传变异来自于

群体内部，３８􀆰 ４３％存在于群体之间，说明树鼩群体

大部分遗传变异是由群体内的遗传变异引起的，但
不可忽略群体间的遗传变异。

ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 软件是基于个体遗传组成而进行

的群体模拟分析，它不受各群体的样本大小的影响，
常被认为是一种群体遗传结构分析的理想工

具［１２， １３］。 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 分析结果发现本研究观察的

树鼩可划分为 ２ 个理论群，并且两群体之间不存在

明显的杂交。 说明广西和云南树鼩可能为中缅树鼩

群体的两个不同的亚种，这可能与地理隔离使自然

条件下的基因交流减少密切相关。 此研究结果与分

布于我国云南地区的树鼩亚种分类基本上是一致

的［１］。
瓶颈效应的发生可能主要与生态环境的破坏、

种群繁衍缓慢、数量有限等有关［１４］。 ＩＡＭ 模型与

ＳＭＭ 模型是基于不同突变⁃漂移假设条件下的两种

极端模型，而 ＴＰＭ 模型则是对前两者的综合模型。
本研究结果显示在 ＩＡＭ 和 ＴＰＭ 假设模型下广西树

鼩群体微卫星位点杂合度过剩显著，而云南树鼩群

体在 ３ 种突变模型下均未达到显著性水平，表明广

７７５
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西树鼩群体在近期很可能经历过瓶颈效应，从而推

断其有效群体数量近几十年可能存在不同程度的下

降。 此结果表明十分有必要对广西树鼩群体进行合

理管理和保护。
综上所述，本研究运用 ９ 个荧光标记微卫星对

来源于广西和云南的树鼩群体进行遗传多样性检

测，结果表明这两个群体的遗传多样性都较丰富，两
个群体间具有较大的遗传差异和分化程度。 这些数

据为推动树鼩优良品系的培育和实验动物模型的创

建奠定了基础。
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［１２］ 　 Ｐｏｐｏｖｉｃ Ｍ， Ｚａｊａ Ｒ， Ｓｍｉｔａｌ Ｔ． Ｏｒｇａｎｉｃ ａｎｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ ｐｏｌｙ⁃

ｐｅｐｔｉｄｅｓ （ＯＡＴＰ） ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）： Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌ⁃
ｙｓｉｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｏｍｐ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｐａｒｔ Ａ，
Ｍｏｌ Ｉｎｔｅｇｒ Ｐｈｙｓｉｏｌ． ２０１０， １５５（３）： ３２７ － ３３５．

［１３］ 　 Ｍａｒｔｉｎｅｚ⁃Ｂｅｃｅｒｒａ Ｐ， Ｂｒｉｚ Ｏ， Ｒｏｍｅｒｏ ＭＲ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｒｔｈｅｒ ｃｈａｒａｃ⁃
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｐＨ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ
ｏｒｇａｎｉｃ ａｎｉｏｎ⁃ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ＯＡＴＰ１Ｂ１ ａｎｄ ＯＡＴＰ１Ｂ３
［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ． ２０１１ ， ７９（３）： ５９６ － ６０７．

［１４］ 　 Ａｃｈａｒｙａ ＭＲ， Ｋａｒｐ ＪＥ， ｅｔ ａｌ． Ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉ⁃
ｎｅｔｉｃ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＭＳ⁃２７５， ａ ｎｏｖｅｌ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ｉｎ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ｉｎｖｅｓｔ Ｎｅｗ Ｄｒｕｇｓ． ２００６， ２４（５）： ３６７
－ ３７５．

［１５］ 　 Ｓｈｉ Ｃ， Ｗｕ ＪＢ， Ｐａｎ Ｄ． Ｒｅｖｉｅｗ ｏｎ ｎｅａｒ⁃ｉｎｆｒａｒｅｄ ｈｅｐｔａｍｅｔｈｉｎｅ ｃｙ⁃
ａｎｉｎｅ ｄｙｅｓ ａｓ ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃ ａｇｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ｉｍａｇｉｎｇ， ｔａｒｇｅｔｉｎｇ，
ａｎｄ ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃ ｔｈｅｒａｐｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｍｅｄ Ｏｐｔ． ２０１６， ２１（５）：
５０９０１．

［收稿日期］ 　 ２０１６ － ０５ － １０

８７５




