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不同地理区域蛤蚧的 !"#$ 分析
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摘要：应用随机扩增多态性 )*+（,+-)）技术，对 % 个不同地域（河池、南宁、桂林、百色、越南、泰国）的蛤

蚧（1%22( /%32(）进行了遗传多样性和系统发育分析。!& 个 ,+-) 引物共扩增了 !&( 个位点，片段大小在

!"" ’ ! """ ./，其中 &($ 个是多态位点，占 ($0$1。地域之间的遗传距离指数在 "0"&& ! ’ "02%3 &，遗传相

似性系数在 "03(& 4 ’ "02(( ( 之间，根据遗传距离指数和遗传相似性系数，用 *5676/8 !0&" 软件包中的

9-:;+ 法构建了系统聚类图，结果均显示南宁地区、桂林地区、百色地区和河池地区先聚在一起，再和

越南聚在一起，最后和泰国群体聚类。这与形态地理分布特征相一致。
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蛤 蚧（ 1%22( /%32(）属 于 脊 椎 动 物 亚 门

（ VHLIH.LCIC ）、爬 行 纲（ ,H/I@O@C ）、有 鳞 目

（6\FCSCIC）、蜥 蜴 亚 目（ BC8HLI@O@C）、壁 虎 科

（:H^^PA@JCH），主要分布区域是北回归线附近的

亚热带石灰岩地区。据文献报道，国外主要分

布于印度、缅甸、泰国、越南、马来西亚、印度尼

西亚等东南亚诸国。我国仅见于广西、广东、海

南、福建、云南和台湾等省区的石山中，其中，广

西是蛤蚧分布最广的地区，全省 ( 个地区内，全

部都有蛤蚧分布［&］。近年来由于生态环境的破

坏，人为的捕杀，蛤蚧生存和繁殖条件不断恶

化，分布地域逐渐缩小。现已列为我国二级保

护动物，广西省一级保护动物。

对蛤蚧的研究工作已有不少报道，如蛤蚧

的分布、生态习性、生理、食性、繁殖、人工饲养

方法 等［! ’ 2］，但 在 分 子 系 统 学 方 面 的 研 究 尚

少［&" ’ &!］，其 ,+-) 研究亦尚未见报道。近年来

,+-) 技术广泛应用于近缘种、亚种及品种间，

以及种群间的亲缘关系和进化的研究［&3 ’ &%］
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，本



研究采用 !"#$ 技术检测不同区域蛤蚧的遗传

多样性，以期为了解蛤蚧的遗传背景提供资料。

! 材料与方法

!"! 实验材料 实验用蛤蚧分别产自广西的

河池地区（都安）、南宁地区（扶绥）、桂林地区

（平乐）、百色地区（凌云）、越南及泰国（表 %）。

取其尾部肌肉，置 & ’()冰箱保存备用。

表 ! 实验材料及其来源

#$%&’ ! #(’ &)*$&+,+’- ). ’/0’1+2’3, 2$,’1+$&

采集地点

*+,-./+0
采集时间

1/23
数量

4-2563 7/83
广西河池都安县

$9-0 :+90.;，<3,=/，>9-0?@/
A((BC(D E

广西南宁扶绥县

F97=9/ :+90.;，G-00/0?，>9-0?@/
A((BC(D H

广西桂林平乐县

#/0?63 :+90.;，>9/6/0，>9-0?@/
A((BC(D A

广西百色凌云县

*/0?;90 :+90.;，I-/73，>9-0?@/
A((BC(’ J

越南 K/3. G-2 A((BC(J H
泰国 1=-/6-0L A((BC(M J

越南品种购自于自由市场，泰国品种由广西梧州动植物

酒厂提供。

K/3. G-2 753,/37 ,+23 NO+2 NO33 2-OP3.，1=-/6-0L 753,/37 ,+23
NO+2 5O+5-?-./+0 Q/03 N-,.+O; +N R98=+9，>9-0?@/ S

%( 碱基随机引物共 %(( 个，购自上海生物

工程技术服务有限公司。!"# $G" 聚合酶购自

宝生物工程（大连）有限公司。T-OP3O 购自华美

生物工程公司。

!"4 基因组 567 的提取 取 (CA ? 尾部肌肉，

用眼科手术剪剪碎，加入 % (((!6 事先预热的

41GU 缓冲液（%( 22+6V* 1O/7W<:6，5< DC(，%((
22+6V* U$1"，5< DC(，%(( 22+6V* G-:6，%X
4$4）混匀后加入 A(!6 蛋 白 酶 Y（浓 度 为 %(
2?V*），HH)水浴过夜（约 %A =）。取出加入 E((

!6 饱和 G-:6，D ((( OV2/0 离心 %( 2/0。吸取上

清液加等体积的酚 Z 氯仿 Z 异戊醇（AH Z AB Z %），

%A ((( OV2/0 离 心 %( 2/0。吸 取 上 清 液 加 入

!G-73 至终浓度为 A(!?V26，E’)水浴 % =。加

入 等 体 积 酚 Z 氯 仿 Z 异 戊 醇（AH Z AB Z %），

%A ((( OV2/0离心 %( 2/0。取上清液加入 A 倍体

积的预冷无水乙醇和 %V%( 体积的醋酸钠沉淀

$G"，冰浴 A( 2/0，%A ((( OV2/0 离心 %( 2/0。再

用 ’(X酒精洗涤 A 次，无水乙醇洗 % 次，干燥，

加入 H(!6 1U 溶解。置 & A()冰箱备用。

!"8 引物筛选 用 4D%W4%B(、4%J%W4%D(、4EB%W
4EJ( 共 %(( 个引物（上海生工产品）对 A 个样品

进行扩增，每个引物均重复扩增一次，筛选出扩

增产物电泳谱带稳定且重复性良好的 A% 个引

物（表 A）。用这 A% 个引物对上述 J 个不同地域

的蛤蚧分别做 !"#$ 扩增。

表 4 随机引物序列及扩增结果

#$%&’ 4 9’:;’3*’- ). ,(’ -,$%&< $20&+.+’=
$1%+,1$1< 01+2’1-

引物号

#O/23O

序列 H[ & E[

43\930,3

标记数

G+S +N 6+,/

多态数

G+S +N 5+6;2+O5=/, 6+,/

4DM :1>":>1:": %E D
4M% 1>:::>1:>1 %B %E
4MA :">:1:":>" ’ ’
4M’ ":>"::>":" %H %H
4%(% >>1:>>">"" %B %%
4%(B >>"">1:>:: %% %(
4%(D >""":":::: %% M
4%%% :11::>:">1 %( J
4%%A ":>:>:"1>1 %% D
4%A’ ::>"1"1:>> %% %%
4%AD >>>"1"1:>> D D
4%JH 1>11::":>> M D
4%J’ :"1:>":""> %( D
4%’( ":"":>:>"> M M
4%’% ":"1>::>1: M ’
4%’B 1>":>>:>>1 %( ’
4EBB ::>"":":>> %B %E
4EH% ":1::1>:>" M J
4EHA >1:::>:>>1 %% M
4EHE ::":":1":: H B
4EHB :":::>>"1> ’ ’

总数 1+.-6 A%D %DB

!"> ?@A 扩增 #:! 反应总体积为 AH!6。混

合物中含 ACH!6 %( ] ^9NN3O（%(( 22+6V* 1O/7W<:6
5< DCE，H(( 22+6V* Y:6）；(CH !6 ACH 22+6V*
LG1#；A!6 AH 22+6V* T?:6A；(CAH!6 H( 22+6V*
引物；(CH!6 基因组 $G"（约 B( _ A(( 0?）；% ‘
!"# $G" 聚合酶，加双蒸水 %JCB!6。反应程序

为：MH)预变性 % 2/0；MB)变性 % 2/0，EJ)复性

% 2/0，’A)延伸 A 2/0，共进行 B( 个循环，完成
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最后一次循环后，!"#延伸 $% &’(。扩增产物

经 $)*+琼脂糖凝胶电泳，电泳缓冲液为 $ ,
-./，恒电压 $%% 0，电泳 $)* 1，/2 染色后检测

多态性。用上海复日 34567% 型紫外与可见光

分析系统进行图像扫描与分析。

!"# 数据处理与统计分析 4.89 是显性标

记，同一引物扩增产物中电泳迁移率一致的条

带被认为具有同源性，选择 "%% : " %%% ;< 之间

的可重复扩增条带作为有效带，按照相同迁移

位置上有无扩增条带分别记为“$”和“%”。

根据得到的原始数据，计算多态位点百分

率：! = " ># , $%%。其中：" 为多态位点的数

目；# 为位点总数。运用 ?-@A@<B ")$%!软件包

对扩增结果进行系统分析。采用 ?C’5D’［$!］的公

式：$ = "%&’ >（%& E %’ ），计算任意两个群体间

的遗传相似性系数（$），式中 %& 和 %’ 分别为 &
和’ 群 体 的 随 机 扩 增9?.片 段 数 。遗 传 距 离

指数（(）按 ?C’ 的方法（( = F G( $），采用非加

权的 组 平 均 法（H8IJ.，K(LC’M1NCO <P’Q MQRK<
&CN1RO L’N1 PQ’N1&CN’B &CP(）对遗传相似性系数

（$）矩阵进行聚类分析，构建聚类关系图。

$ 结 果

$"! %&’( 扩增结果 本研究使用 "$ 个重复

性好、扩增产物清晰的 $% ;< 引物，对 S 个不同

地域的蛤蚧进行了 4.89 分析。共检测到 "$7
条扩增片段，其中有 $7T 条是多态片段，占总片

段数的 7T)T+。单个引物获得的标记数在 * :
$* 之间，平均每个引物获得的标记数为 $%)U7。

如果只算中国和越南 * 个群体，共获 $S" 条扩

增条带，多态片段只有 S$ 条，仅占总片段数的

U!)S+。图 $ 为引物 @$$$、@UTT 的扩增条带。

从图中可以看出，泰国与其他地区相比有明显

的多态性。

图 ! 引物 )!!!（*）和 )+,,（-）扩增条带

./01! %&’( -*234 5-6*/273 8/69 :;/<7; )!!!（*）*23 )+,,（-）

J：DP&;OP 9?.>)*+4! E ,-# O" JPQVCQ；WX：河池地区；??：南宁地区；ID：桂林地区；2@：百色地区；A?：越南；-I：泰国。

J：DP&;OP 9?.>)*+4! E ,-# O" JPQVCQ；WX：WCB1’ PQCP；??：?P((’(M PQCP；

ID：IK’G’( PQCP；2@：2P’YC PQCP；A?：0’CN ?P&；-I：-1P’GP(OZ

$"$ 遗传多样性分析 通过计算遗传相似性

系数（$）和遗传距离指数（(）（表 U）可以看出，

S 个不同地域间蛤蚧的遗传相似性系数（ $）的

变化范围在 %)U7$ ! : %)677 7，遗传距离指数

（(）的变化范围为 %)%$$ " : %)6SU $。南宁地

区与桂林地区间的遗传距离最小，为 %)%$$ "；

桂林与百色间的遗传距离为 %)%$* "，说明它们

之间的亲缘关系较近。泰国与另 * 个区域间的

遗传距离都很远，且相似性系数仅在 %)U7$ ! :

·S$· 动物学杂志 ./-#010 2+34#56 +7 8++6+9’ T% 卷
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!"#!$ % 之间，相似性较低，亲缘关系较远。

表 ! " 个区域蛤蚧遗传距离指数（上方）和

遗传相似性系数（下方）矩阵

#$%&’ ! (’)’*+, -+.*$),’ +)-’/ $)- (’)’*+, .+0+&$1+*2
0$*1+/ %’*3’’) -+44’1’)* 5657&$*+6). 64 !"##$ %"&#$

&’ (( )* +, -( .)

&’ !"!/! 0 !"!/# ! !"!/# # !"1#2 % !"%%3 /
(( !"$4! # !"!00 1 !"!13 3 !"113 % !"$14 0
)* !"$33 2 !"$%% % !"!02 1 !"11/ 0 !"$!1 %
+, !"$33 ! !"$4/ 3 !"$%# % !"1#3 # !"$1$ /
-( !"4%1 ! !"4$4 ! !"%!! ! !"4%0 3 !"$3/ 0
.) !"#!$ % !"/$/ # !"#!/ / !"/$/ / !"/%0 4

&’：河池地区；((：南宁地区；)*：桂林地区；+,：百色地

区；-(：越南；.)：泰国。

&’：&5678 9:59；((：(9;;8;< 9:59；)*：)=8>8; 9:59；+,：

+98?5 9:59；-(：@85A (9B；.)：.798>9;CD

89! 聚类分析 根据遗传相似性系数（ !）矩

阵，运用 (.,-,E6 1"0! 软件包进行 FGH)I 聚

类分析，得到亲缘关系系统树（图 1）。从 3 个

不同地域蛤蚧 JIGK 扩增标记相似性系数（ !）

的聚类关系图看，南宁地区、桂林地区、百色地

区和河池地区可视为亲缘关系较近的类群。它

们汇聚一起后再与越南群体聚类，最后与泰国

群体聚类。

图 8 基于相似性系数构建的 :;(<= 聚类图

>+?@8 :;(<= -’)-16?1$0 %$.’- 6)
A’+ B C+ .+0+&$1+*2 ,6’44+,+’)*

&’：河池地区；((：南宁地区；)*：桂林地区；

+,：百色地区；-(：越南；.)：泰国。

&’：&5678 9:59；((：(9;;8;< 9:59；)*：)=8>8; 9:59；

+,：+98?5 9:59；-(：@85A (9B；.)：.798>9;CD

! 讨 论

!9D 蛤蚧的遗传变异与形态变异的关系 对

于 3 个不同区域蛤蚧的核 K(I，从总的多态位

点百分率来看，蛤蚧的遗传变异比较丰富，达

%#"#L，但如果不计泰国群体，其遗传变异就非

常的低，仅 为 /4"3L。由 系 统 树 可 以 看 出 南

宁、桂林、百色和河池地区这 # 个群体的遗传相

似性很高，并先聚在一起，而泰国群体的遗传距

离很远。从地理分布上说，南宁、桂林、百色和

河池地区这 # 个地区相隔较近，环境条件相差

不大。而越南又与南宁、百色接壤。泰国在地

理位置上则相对相隔较远，环境条件相差较大，

从而造成较大差异。从形态上说，传统分类认

为蛤蚧可分为黑蛤蚧和红蛤蚧，且这两种蛤蚧

地理分布的区域性很明显［0%］。黑蛤蚧主要分

布在中国的广西和云南的南部及越南与中国接

壤的北部地区。红蛤蚧分布在泰国，越南的河

内、海防及其以南的地区等地，又称泰国蛤蚧。

从聚类图可以看到泰国群体与其他 2 个地域群

体的亲缘性较远，这与上述地理分布基本一致，

至于他们之间的变异是否达到了亚种或种一级

的水平，笔者认为还有待更进一步的研究和探

讨。

!98 蛤蚧的保护 广西是蛤蚧的主产区，从

研究结果看，如果只算中国广西和越南 2 个群

体，其遗传多态位点百分率仅有 /4"3L，遗传

变异非常小。由于蛤蚧对生活环境的要求很

高，且人类活动对其生活环境的不断破坏，使得

蛤蚧越来越隔离于较小的范围，导致近交繁殖。

而人类的滥捕滥杀使其数量急剧下降，从而导

致了瓶颈效应。

蛤蚧为我国二级保护动物，由于具有很高

的药用价值，生产上需求量大，长期以来大量的

人为捕捉及人为造成的自然环境的急剧恶化，

给蛤蚧的生存带来了巨大的威胁。为保护好蛤

蚧资源，保持自然生态系统的多样性，应采取积

极有效的方法，如在蛤蚧活动频繁区域，制定相

关的保护条例，减少人为破坏程度；大力发展人

工养殖，保护野生蛤蚧资源。从而使蛤蚧资源

既能得到很好的保护，又能确保其资源能合理

地得到利用。
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