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高原鼢鼠线粒体谱系地理学和遗传多样性
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摘要 : 高原鼢鼠是一类地下独居啮齿动物 , 为青藏高原特有种之一。为研究该物种的谱系地理学和遗传多样性 ,

本文测定了采自青藏高原东部 3个地理种群 8个小种群共 37个个体的线粒体 D2loop区序列变异。在长度为

627 bp的序列中 , 共发现 50个变异位点 , 定义了 26种单倍型。该物种的单倍型多样性 (Hap lotype diversity, H )

较高和核苷酸多样性 (Nucleotide diversity,πn ) 较低。谱系分析得到 3个稳定的分支 , 分别与采集的地理种群相

吻合 : 同一地理种群内单倍型之间遗传差异小 , 而不同地理来源的单倍型之间存在较大区别。距离隔离分析表

明高原鼢鼠的遗传分化与地理距离呈正相关。AMOVA分析同样表明地理种群之间存在显著差异 : 地理种群间变

异占遗传变异的 80145%。高原鼢鼠的这种遗传结构特点可能主要是由于第四纪气候变迁、该物种稳定的地下生

活环境和有限的迁移能力造成的。
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Abstract: The subterranean p lateau zokor (M yospa lax ba ileyi) is endem ic to the Q inghai2Tibetan Plateau. It remains un2
known how the subterranean living affects its genetic structure and geographical distribution. In this paper, the m itochondri2
al D2loop region was sequenced for 37 individuals of eight small populations from three regions of the eastern Q inghai2Tibet2
an Plateau. Among the aligned sequences of 627 bp, 50 variable nucleotide sites among all individuals recovered 26 hap lo2
types, most of which were locally distributed. Hap lotype diversity (H) was high and nucleotide diversity (πn ) was low.

Phylogenetic analyses suggested that the samp led individuals clustered into three clades: Huangyuan ( HY) 2Datong

(DT) , Hualong (HL ) in eastern Q inghai Province and southern Gansu Province ( GS) , corresponding well their geo2
graphical distributions. Mantel test and regression analyses further confirmed that genetic differentiation is positively corre2
lated with the geographic distance. Analysis of molecular variance (AMOVA) sim ilarly recovered the distinct differentiation

between geographical populations: more than 80% of the total variation occurred between them. The unique genetic struc2
ture of this species was p robably shaped together by the Quaternary climatic oscillation, the lim ited dispersal as well as the

stable habitats of the subterranean living.
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Population structure

　　鼢鼠类动物是啮齿动物中较为特殊的一个类

群 , 属掘土类动物 , 终年营独居地下生活。现存鼢

鼠分别隶属于凸颅鼢鼠亚属 ( subgen1 Eospa lax )

和平颅鼢鼠亚属 ( subgen 1M yospa lax ) ;其中 ,凸
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颅鼢鼠亚属为我国所特有。凸颅鼢鼠亚属内种的划

分存在一定争议 (A llen, 1940; Ellerman and Morri2
son2Scott, 1951; 樊乃昌和施银柱 , 1982; 李保国和

陈服官 , 1989; 李华 , 1995; 李晓晨和王廷正 ,

1996; 李瑛 , 1997) , 主要是高原鼢鼠 (M yospa lax

ba iley i)、甘肃鼢鼠 (M yospa lax cansus) 和秦岭鼢

鼠 (M yospa lax rufescens) 应为独立种、还是作为中

华鼢鼠 (M yospa lax fon tan ieri ) 的亚种。最近 ,

Zhou等 (2004) 和 Norris等 ( 2004) 对鼢鼠属动

物线粒体 12S rRNA和 Cyt b基因的研究支持上述 3

种鼢鼠的独立种一级分类地位。

高原鼢鼠仅分布于青藏高原地区 , 是青藏高原

的特有种之一。该物种独特的地下生活方式可能造

成一些独特的种群遗传结构。一方面 , 地下环境稳

定 , 受到的选择压力小 , 因而可能造成进化速率

慢 , 但又能最大限度地保存突变。另一方面 , 地下

生活方式又使自由扩散受到限制。已有的研究表

明 , 地下鼠的扩散需要耗费高昂的能量代价 (W il2
liam s and Cameron, 1984) , 扩散率低于地上鼠类 ,

平均扩散距离也明显小于地上活动动物 (魏万红

等 , 1997)。因此 , 可以预测即使在没有地理屏障

( Geographical barriers) 的情况下 , 由于鼢鼠实际

的迁移距离小 , 不能在分布范围内形成一个单一的

随机交配单位 ( Single panm ictic unit) , 而产生距

离隔离、降低种群之间的基因交流 , 最终导致种群

分化并呈现较高水平的地理遗传结构。此外 , 青藏

高原第四纪气候变迁也可能造成高原鼢鼠种群的缩

小和增长 , 从而影响它的种群遗传结构。本文采用

DNA序列分析的方法 , 基于线粒体部分序列对高

原鼢鼠的遗传多样性特征和遗传结构进行分析 , 验

证高原鼢鼠种群可能存在的上述遗传地理分布假

设。

1　材料与方法

111　样品来源

我们根据地理距离采集了 3个地理区域的研究

材料 (图 1)。其中第一个地理种群采自青海东部

(A) , 包括 3个小种群 : 大通县西掌村 (DT)、湟

源县石涯湾村 (HY1) 和刘家台村 (HY2) 种群 ;

第二个地理种群 (B ) 包括化隆县马厂村 (HL1)

和诗尔沟村 (HL2) 2个小种群 ; 第三个地理种群

(C) 采自甘肃南部 , 包括卓尼县大族村 ( GS1)、

甘布塔村 ( GS2) 和木耳村 ( GS3 ) 3个小种群。

利用弓箭法分别采集高原鼢鼠 4只、8只、5只、2

只、4只、6只、5只、3只 , 共计 37只 (图 1,

表 1)。野外采集后立即分别取肝脏组织 2 g左右 ,

置于 95%乙醇中固定保存 (蔡振媛等 , 2006)。

图 1　高原鼢鼠采样地点 (三个地理单元分别为 A, B和 C)

Fig11　The geographical distribution of samp led small populations

and geographical populations (A, B and C) of M 1 baileyi in the

p resent study

112　总 DNA的提取、PCR扩增与序列测定

参照 Sambrook等用蛋白酶 K - 苯酚 /氯仿法

(Joe and David, 2001) 提取基因组总 DNA , 部分

步骤加以改进 (蔡振媛等 , 2006)。

参照地下鼹鼠超种 (Reyes et a l1, 2003) 控制

区的扩增引物、反应体系及条件进行扩增。引物序

列 为 : FR ( TACCATCCTCCGTGAAACCA ) , RV

(CTAATAATAAGGCCAGGACC ) , 在上海生工合

成。扩增片断的长度为 650 bp左右。所有扩增在

B iometra T2Gradient Thermoblock PCR仪上进行。反

应体系为 30μl, 包括 40～60 ng模板 DNA, 10 mM

Tris2HCl ( pH 813 ) , 215 mM MgCl2 , 50 mM KCl,

015 mM dNTPs, 正反引物各 015μM , 1 U Taq聚合

酶。反应体系在 95℃预变性 10 m in, 然后进入如下

循环 : 95 ℃变性 45 s, 52 ℃复性 45 s, 72 ℃延伸

90 s, 循环次数为 30。循环结束后 72 ℃延伸

7 m in。扩增产物用 115%的琼脂糖凝胶电泳检测。

经检测扩增良好的产物用柱式 PCR产物纯化

试剂盒 (上海生工 ) 进行纯化。纯化后用 115%的

琼脂糖凝胶电泳检测 , 经检测纯化良好的产物用作

进一步测序反应。

测序反应体系为 10μl, 包括 40 ng左右模板 ,

2μl ET, 015μM引物。反应条件为 : 95 ℃预变性

8 s, 然后进入如下循环 , 95 ℃变性 15 s, 50 ℃复
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性 15 s, 60 ℃延伸 90 s, 循环次数为 31, 循环结束

后 60 ℃续延伸 90 s。测序反应产物利用醋酸铵、

乙醇纯化去除未参加反应的单核苷酸。纯化后产物

利用 Megabase 1000 Automated sequencer, 进行序列

分析。

113　序列比对与数据分析

利用软件 ClustalΧ ( Thompaon et a l1, 1997)

进行序列比对。通过 AWA程序 (中国科学院高原

生物适应与进化重点实验室 ) , 统计单倍型。序列

变异位点用 MAGA 211 ( Kumar et a l1, 2001 ) 统

计。根据地理位置将 8个小种群分成 A、B和 C 3

个地理种群进行遗传多样性分析。通过 A rlequin

Ver 3101 (Laurent et a l1, 2006) 统计多态位点数

(Number of polymorphic sites, S ) , 并以 Pairwise

difference分子距离计算单倍型多样性 ( Hap lotype

diversity, H )、核苷酸成对差异平均数 (Mean num2
ber of pairwise differences, π ) 及核苷酸多样性

(Nucleotide diversity, πn ) ; 基于 Kimura 2P模型 ,

分别计算种群间成对的 FS T值 , 由于 HL1与 HL2相

距很近 , 作为一个小种群 HL进行遗传分化分析。

通过 SPSS 1410分析遗传距离与地理距离间的相关

性 , 利用 IBD1152 (Bohonak, 2002 ) 对地理隔离

假设进行验证 , 种群间的河流 (见图 1) 作为地理

屏障 ( Indicator, I) , 通过孟特尔检测 (Mantel

test) 验证 FS T与地理距离的对数 ( logD ) 间是否

相关 , 同时通过 RMA (Reduced Major Axis) 回归

分析获得方程的斜率 ( slope) 与截距 ( intercep t)。

用 MAGA 211 ( Kumar et a l1, 2001) 软件构建系统

进化树 , 应用自举检验 ( bootstrap test) 估计系统

树中节点的置信度。种群分化和种群结构的地理格

局通过 A rlequin Ver 3101分子变异分析 AMOVA

( Excoffier, 1992) 模块来估测。通过 A rlequin Ver

3101软件中的 Tajima (D test, Tajiam , 1983) 和

Fu检验 ( Fs neutrality test, Fu, 1997) 分析历史种

群动态。

2　结果

211　序列比对与变异信息

本研究测定了 3个地理种群 8个小种群共 37

只高原鼢鼠的线粒体序列 , 序列长 624～626 bp,

包括控制区 3’端序列 ( 530 bp )、 tRNAphe ( 67

bp)、部分 12S rRNA 5’端序列 ( 29 bp )。其中 ,

T、C、A、G 4种核苷酸的平均比例分别为 3217%

( 3213% ～3313% )、2312% ( 2219% ～2316% )、

2815% ( 2810% ～ 2910% )、 1516% ( 1511% ～

1519% ) , A + T含量为 6112% , G + C含量为

3818%。

AWA移序分析结果表明 , 在 37个样本中存在

26种单倍型 (表 1 )。以单倍型 1 ( Hap lotype 1 )

为标准进行多态位点分析 , 有 50个突变位点

(Mutations) (图 2) , 突变位点百分率为 7199%。

该 50个突变位点包括 9个单突变位点 ( Singleton

variable sites)、38个简约信息位点 ( Parsimony In2
formative Sites) 和 4个插缺位点 ( Indel)。

表 1　每个地理种群和小种群中的单倍型分布

Table 1　The distribution of hap lotypes in the samp led small and geographical populations

地理种群
Geographical
population

采集地点
Location of samp les

样本数
Samp les size

单倍型数目 : 单倍型 ( n)
Number of hap lotypes : hap lotypes

A DT 36°56′44″N, 101°40′41″E 4 4: H1、H2、H3、H4

HY1 36°38′7″N, 101°6′51″E 8 8: H15、H16、H17、H18、H19、H20、H21、H22

HY2 36°38′22″N, 101°18′55″E 5 4: H23 (2)、H24、H25、H26

B HL1 36°11′22″N, 102°18′17″E 2 1: H11 (2)

HL2 36°11′59″, 102°18′50″E 4 4: H11、H12、H13、H14

C GS1 34°44′21″N, 102°18′50″E 6 3: H5、H6 (4)、H7

GS2 34°44′59″N, 103°14′50″E 5 5: H6、H7、H8、H9、H10

GS3 34°33′51″N, 103°33′11″E 3 2: H5、H7 (2)

　　注 : H代表 hap lotype, n为该单倍型的样本数。

Note: H indicates hap lotype and n is the number specimen1

212　种群遗传多样性

高原鼢鼠地理种群遗传多样性信息见表 2, 多

态位点数、单倍型多样性与核苷酸多样性都是 A

种群最高 , 分别为 24、01992 6和 01011 18, B与 C
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种群差别不大 , 分别在 7、01800 0与 01003 500左

右。A种群可能经历了种群扩张 , 因为 Tajima和

Fu’s值均为负值 , 且检验显著 (表 3) ; B和 C种

群的两个值趋向于负值 , 但显著性检验并不显著。

表 2　高原鼢鼠遗传多样性

Table 2　Genetic diversity of M 1baileyi

地理种群 Geographical popolation

A (DT、HY1、HY2) B (HL1、HL2) C ( GS1、GS2、GS3)
Total

样本数 Samp le size, n 17 6 14 37

多态位点数 Number of polymorphic sites, S 24 6 8 50

单倍型多样性 Hap lotype diversity, H 019926 ±010230 018000 ±011721 018132 ±010737 019658 ±010160

核苷酸成对差异平均数 Mean number of pairwise
differences, π

710000 ±314615 212000 ±114071 211429 ±112656 1713393 ±718843

核苷酸多样性 Nucleotide diversity, πn 0101118 ±0100619 0100352 ±0100260 0100342 ±0100227 0102765 ±0101398

图 2　高原鼢鼠样本测定序列变异位点及其定义的单倍型。图中上方数字表示相应碱基在比对后序列中的位置 , 圆点 (1) 表示

与第一种单倍型相同的碱基组成 , 横线 ( - ) 表示缺失.

Fig12　Variable sites of 26 hap lotypes in 37 M 1 baileyi individuals1 Hap lotype names are shown on the left1 Site numbers correspond to posi2

tion in the aligned sequences1 A dot indicates identity and a dash indicates a deletion relative to the sequence ( hap lotype 1)

213　种群遗传分化

种群间的遗传距离 ( FS T ) 见表 4。小种群间

FS T最大值为 01961 64, 最小为 01136 94, 多数大于

01800 00。可见 , 小种群间遗传距离大 , 分化明

显。3个地理种群间的 FS T值分别为 01732 51、

01832 70、01912 06, 地理种群间分化也很明显。

214　地理隔离假设的检验

对 7个小种群的遗传距离 FS T与地理距离做回

归分析 (见图 3) , 结果显示随种群间地理距离的

增加 , 遗传距离增大。通过 SPSS1410对回归曲线
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作显著性分析 , 分析结果均为极显著 ( P <

01000 1)。 IBD1152分析结果如下 : 孟特尔检测结

果 (见表 5) 显示遗传距离与地理距离正相关系数

为 01892 0 ( P≤01002 0) , 其中地理距离与遗传距

离的偏相关系数为 01869 4 ( P≤01008 0) , 地理屏

障与遗传距离的偏相关系数为 - 01039 1 ( P≤

01580 0) , RMA回归分析结果斜率为 01675 7 > 0

(R
2

= 01796) , 截距为 - 01719 2。

215　种群系统分析

以甘肃鼢鼠为外群 , 构建最小进化树 (ME

树 ) 和邻接树 (NJ树 ) (图 4) 显示 , 26单倍型

的分布呈现出一定的地理分布格局 , 分成代表 3个

不同地理种群 : 由 HY1、HY2和 DT构成的 A地理

种群 ; HL1和 HL2聚成 B地理种群 ; GS1、GS2和

GS3组成 C地理种群。

216　种群遗传结构 AMOVA分析

根据地理分布及系统分析结果 , 将 3个地理种群

和 7个小种群进行遗传变异的分子变异等级分析

(AMOVA) , 结果见表 6。从表中可以看出地理种群之

间遗传变异组分为 91351 44, 小群体间的变异组分为

01716 62, 小群体内的变异组分为 11555 78, 分别占遗

传变异比率的 80145%、6117%和 13138% ,检验均为

极显著 (P < 01000 1)。显而易见 , 地理种群间的遗

传变异要远远大于地理种群内小种群之间的遗传变

异 , 高原鼢鼠具有很高的遗传结构。

表 3　高原鼢鼠 3个地理种群的 Fs值及其 P值

Table 3　The values of Fs and P values in three geographical populations

ofM 1baileyi

种群
Populations

D test

D P

Fu’s neutrality test

Fs P

A - 0120286 0143881 - 8192988 0100200

B - 0182582 0125854 - 0132582 0130500

C - 0153986 0132039 - 0178685 0131500

图 3　7个小种群地理距离 D与遗传距离 FST的关系

Fig13　Correlations between genetic distance and geographic dis2

tance among seven small populations

表 4　地理种群和小种群间的地理距离与遗传距离 ( FST )

Table 4　The measure of genetic distances ( FST ) and geographical distances between populations

DT HL HY1 HY2 GS1 GS2 GS3 A B

DT 102 63 49 299 283 315

HL 01904593 118 102 198 182 215

HY1 01507013 01800583 20 304 284 320

HY2 0131704 01789013 0114907 293 273 307

GS1 01961643 01942503 01877293 01869633 28 21

GS2 01891563 01874603 01831473 01801003 0115299 35

GS3 01959373 01938603 01848033 01826633 0147839 0113694

B 01732513

C 01832703 01912063

下三角为 FST , 上三角为地理距离 ; 3 P < 0105。

Below diagonal, populations pairwise FST ; Above diagonal, geographical distances in km13 FST reached significant level ( P < 0105) 1 The FST values

and geographical distances were used in isolation2by2distance tests ( see Fig13) .

表 5　遗传距离与地理距离的对数间相关性分析

Table 5　Correlations between genetic distance ( FST ) and log ( geographical distance) ( logD ) among small populations

相关性分析 Mantel test

Z RP

RMA回归分析 RMA regression analysis

截距 Intercep t 斜率 Slope R2 n

Correlation of FST and logD 3315569 018920 010020 Estimate - 017192 016757 01796 21

Correlation of FST and I 1219663 014053 010700 St1error 011508 010701

Partial corr1 of FST and logD 018694 010080 95% C I - 110348, - 014035 015291, 018224

Partial corr1 of FST and I - 010391 015800 99% C I - 111506, - 012877 014752, 018762
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图 4　高原鼢鼠线粒体控制区系统发生树 (左边为最小进化树 , 右边为邻接树 )

Fig14　Phylogenetic trees of the mitochondrial control region in M1 bailey ( left: the minimum evolution tree; right: the neighbor2joining tree)

表 6　高原鼢鼠 7个小种群遗传变异的分子变异等级分析 (AMOVA)

Table 6　AMOVA analysis of genetic variation in M 1 baileyi populations

遗传差异来源
Source of variation

自由度
Degree of freedom

遗传变异组分
Variance components

遗传变异比率
Percentage of variation

固定指数
Fixation index

显著性检验
Significance test P

地理种群之间　　　　　　　
Among geographical populations

2 9135144 80145 FST = 0186616 P < 010001

群体间 Among small populations 4 0171662 6117 FSC = 0131536 P < 010001
群体内 W ithin small populations 30 1155578 13138 FCT = 0180451 P = 010127

合计 Total 36 11162383

3　讨论

311　高原鼢鼠遗传多样性特征分析

遗传多样性常用单倍型多样性 (H )、核苷酸

多样性 (πn ) 来度量 ( Tajima, 1983)。H、πn值

越大 , 群体的遗传多样性越高 , 一般情况二者具有

一致性 , 即单倍型多样性高的种群 , 核苷酸多样性

也较高 , 反之亦然。本研究中 A地理种群的单倍

型多样性较 B、C高 , 核苷酸多样性也比 B、C高 ,

符合上述规律。

同其他已有啮齿动物的核苷酸多样性相比较

(B romham et a l1, 1996; L i et a l1, 1996) , 高原鼢

鼠相对较低 , 如 : H irota等 (2004) 发现大林姬鼠

(A podem us speciosus ) 隔离种群的 πn为 01013～

01029; 为高原鼢鼠的 3倍 ( 01003 4～01011 2 ) ;

但二者之间的 H差别不大 : 大林姬鼠 H介于 0170

与 0186之间 , 高原鼢鼠的 H在 0180和 0199之间。

高原鼢鼠这种高 H、低πn的特点可能主要是由于

如下两个原因造成的。首先 , 由于单个碱基的变异

可以生成新的单倍型 , 但对核苷酸多样性影响却较

小 , 与单倍型多样性相比 , 核苷酸多样性的提高需

要更长时间的积累。因此 , 环境反复变化造成的种

群缩小和快速增长被认为是造成这种遗传多样性特

征的主要原因之一 (缑敬轩 , 2004; 曹华猛 ,

2005)。高原鼢鼠 3个种群 Tajima和 Fu’s的检验

表明在 A地理种群中确实发生过快速增长 ; 而 B

和 C种群中的两个检验值也趋于负值 , 同样说明

这种可能性的存在 ; 检验不显著则可能是由于研究

的个体数太少造成的。第四纪冰期中气候的反复变

化被认为对种群的遗传结构及现代地理分布格局产
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生了重大影响 , 其结果之一就是造成种群在冰期中

的快速缩小和间冰期或者冰后期的快速增长 (He2
witt, 1996)。第四纪以来青藏高原曾经发生几次由

于冰期全球变化引起的环境变迁 (施雅风等 ,

1998)。青藏高原环境变迁可能导致了高原鼢鼠冰

期的种群缩小和间冰期或者冰后期的快速增长 , 这

种瓶颈效应 (Bottleneck effects) 能消除过去时间

积累的核苷酸多样化变异 , 但又能快速导致少数碱

基位点的快速进化。其次 , 由于地下生活环境相对

稳定以及有限的基因流 , 任何短时间尺度内的变异

都能积累起来 , 从而使单倍型的多态性高 , 但提高

核苷酸多样性却需要长时间的积累。

312　距离隔离对高原鼢鼠种群遗传结构的影响

距离隔离模型 ( Isolation2by2distance model) 由

W right (1943) 首次提出。一个迁移距离远小于分

布范围的广布种 , 即使没有地理屏障 , 也不能在分

布范围内形成单一的随即交配单位而产生距离隔

离。高原鼢鼠广泛分布在青藏高原东部 , 营地下挖

掘生活方式 , 迁移距离小 (魏万红等 , 1997) , 种

群的自由扩散受到限制。夏秋季节 , 幼鼠离巢分居

时可见鼢鼠地面活动 , 但多数个体的迁移距离也十

分有限 , 多在 200 m以内 , 一般雌性迁移距离相对

要短 (周文扬和窦丰满 , 1990)。我们的研究结果

表明与这些野外观察和模型预测是相吻合的 : 小种

群间遗传距离 FS T多数大于 01800 00, 种群间遗传

距离越大 , 分化越明显。FS T与地理距离的 SPSS回

归分析与 IBD1152检验结果都表明遗传分化与地

理距离具有极显著正相关性。

此外 , 从图 3中可以看出 , 当地理距离超过

100 km, 遗传距离 FS T趋于稳定 , 这说明在不排除

地理屏障的情况下 , 高原鼢鼠种群间地理隔离距离

为 100 km左右。 IBD1152验证中 , 河流被假定为地

理屏障 , 然而由于对河流的形成历史及高原鼢鼠在

研究地区的分布历史现在并不十分清楚 , 通过孟特

尔检测得知研究地区地理屏障与高原鼢鼠种群间遗

传距离没有显著相关性。因此 , 可以认为 100 km为

高原鼢鼠种群的隔离距离。

种群聚类分析结果显示 26种单倍型的分布呈

现出一定的地理分布格局 , 分成代表不同地理种群

的聚合群 , 支持上述结论。DT、HY1和 HY2三者

相距较近分别为 63 km、49 km和 20 km, 三者聚成

一个分布群 (A地理种群 ) , HL1和 HL2与其它 6

个种群相距较远 (大于 100 km ) , 独自聚成一枝 ,

形成 B 地理种群 ; GS1、 GS2和 GS3相距不足

40 km, 三者聚成了 C地理种群。根据聚类分析结

果分组进行 AMOVA分析的结果显示 , 地理种群间

的变异占 80145% , 远远超过了种群间和种群内小

群体内的变异。总之 , 这些分析共同表明高原鼢鼠

由于挖掘生活方式 , 有效迁移距离小 , 产生了距离

隔离 , 而这种隔离作用促进了种群间的遗传分化 ,

从而随地理距离的增加遗传分化增大 , 使得高原鼢

鼠的遗传结构有着极显著的地理分布格局。
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