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摘要：利用微卫星 DNA 标记，对来自青海囊谦县、治多县以及甘肃阿克塞县 3 个地区的 36 份雪豹

（Panthera uncia）粪便 DNA 样品进行了遗传多样性研究。结果显示，在 8 个微卫星位点上共检测到

57 个等位基因，有效等位基因数为 2.190 ~ 5.488，平均每个位点的等位基因数为 7.130，基因频率分布

不均匀；期望杂合度为 0.543 ~ 0.847，平均 0.759；多态信息含量为 0.458 ~ 0.829，平均 0.722；表明这

8 个微卫星位点均为高度多态性位点，有较丰富的遗传多样性。3 个样地雪豹居群之间的遗传距离与地

理距离相关，地理距离最近的青海省囊谦县和治多县的雪豹居群遗传距离最小。根据雪豹平均遗传分

化度 Fst（0.053）、平均基因流（4.488）以及 STRUCTURE 聚类分析结果（当 K = 1 时，lnP(D)值最大），

推测 3 个居群间虽然有一定的遗传距离，但均来自同一个种群，暂无分化现象。 
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Abstract: The snow leopard (Panthera uncial) is a globally endangered and threatened species, and study on 

this species has been hampered due to its unique ecological characteristics and remote habitat. In the present 

study, putative snow leopard scats were collected from areas including Nangqian (Qinghai), Zhiduo (Qinghai) 

and Akesai (Gansu). A total of 36 snow leopard individuals, which were identified by mitochondrial DNA 

fragment (Cyt b) and microsatellite DNA markers, were used to analyze the genetic diversity and genetic 

structure by 8 microsatellite DNA loci (Table 1). All the data were analyzed by the softwares including 
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GenAlex, GENEPOP, POPGENE, FSTAT, MIGRATE and STRUCTURE. The index of genetic diversity on 

8 microsatellite loci observed in 3 snow leopards′ groups was showed in Table 2. A total of 57 alleles were 

detected, and the mean number of alleles (A) was 7.130. The effective number of alleles (Ne) ranged from 

2.190 to 5.488, with uneven allelic frequency distribution. The expected heterozygosity (He) ranged from 

0.543 to 0.847, with an average value of 0.759. And the polymorphism information content (PIC) ranged 

from 0.458 to 0.829, with an average value of 0.722. All above data indicate that the selected microsatellite 

DNA markers are highly polymorphic loci with relatively rich genetic diversity in these snow leopard groups. 

Genetic distances are correlated with geographical distances among populations: the genetic distance of two 

snow leopards′ groups in Qinghai is closer than that between Qinghai groups and Akesai (Gansu) group. The 

index of Fst (0.053), the index of Nm (4.488) and the result from the Structure software (Fig. 1) showed that 

such 3 snow leopards’ groups have not been divided and should be viewed as one population. 

Key words: Snow leopard (Panthera uncial); Fecal DNA; Microsatellite DNA marker; Genetic diversity; 

Genetic structure 

 
雪 豹 （ Panthera uncia ） 隶 属 食 肉 目

（Carnivora）猫科（Felidae）豹属，是国际关

注的濒危物种（Jackson et al. 2005）。雪豹仅

分布在中亚高山地区，目前我国雪豹数量大约

有 2 000 ~ 2 500 只，约占全球总数的 1/2
（Riordan et al. 2010），其中青藏高原是我国

雪豹的重要分布区（Schaller et al. 1988，
McCarthy et al. 2003）。由于雪豹活动于人迹罕

至的高海拔地区、行为隐蔽，其种群数量、分

布区域以及生存状态等相关研究还较少，且大

都缺少直接、定量的研究数据（McCarthy 2000，
Sunquist et al. 2002，Ale et al. 2007，McCarthy et 
al. 2008，Xu et al. 2010）。 

基于非损伤性采样的微卫星 DNA 遗传标

记等分子生物学方法已被广泛应用于濒危物种

的保护遗传学相关研究（张于光等 2004，Waits 
et al. 2005，Schwartz et al. 2007，Narum et al. 
2008）。许多研究者已成功通过粪便 DNA 进

行野生动物物种鉴定、性别确定、种群数量调

查和保护管理单元的确定等研究（Waits et al. 
2005，Saito et al. 2008，何丽等 2010，Chang et 
al. 2012，杨帆等 2012）。目前，国内外已有

研究者用粪便 DNA 对雪豹进行了物种鉴定和

个体识别等初步探索，并证明了其可行性

（Waits et al. 2007，Janečka et al. 2008，张于光

等 2009，Janečka et al. 2011，Koiralaab et al. 
2012，Rodgers et al. 2013，周芸芸等，2014）。 

本研究将对来自青藏高原的青海囊谦县、

治多县和甘肃党河南山地区3个地区的雪豹粪

便DNA，利用筛选的微卫星DNA多态性位点进

行雪豹种群遗传多样性研究，试图了解研究区

域雪豹的遗传多样性现状，为雪豹种群研究和

制定保护政策提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
研究材料来自于青海三江源国家级自然保

护区的囊谦县、治多县和甘肃省阿克塞县的 3
个区域，36 份样品是已经鉴定为不同雪豹个体

的 DNA 样本，其中囊谦县样品 7 份、治多县

样品 15 份、甘肃省阿克塞县样品 14 份（周芸

芸等 2014）。 
1.2  微卫星 PCR 扩增及分型 

参照 Waits 等（2007）和 Janečka 等（2008）
扩增筛选的微卫星引物，本研究筛选出 8 对具

有高度多态性的微卫星引物（表 1）进行雪豹

样品的微卫星 DNA 基因分型分析，分别选用

FAM和HEX对单侧引物 5′ 端进行荧光标记。

PCR扩增体系和反应条件见周芸芸等（2014）。
所有粪便 DNA 设置 3 次 PCR 扩增重复，PCR 
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表 1  8 个微卫星位点信息 

Table 1  The information of the 8 microsatellite loci 

位点 
Loci 

引物序列（5′﹣3′） 
Primer sequences 

片段长度（bp）
Size 

位点的染色体位置 
Locus chromosome position 

退火温度（℃） 
Annealing 

temperature 

FCA077 
F: GGCACCTATAACTACCAGTGTGA 
R: ATCTCTGGGGAAATAAATTTTGG 141﹣147 C2 53 

FCA100 F: TAGATTTGAACCCAAAGAAAAAGA 
R: ATTTTCAGCTCCTTCTGTCCC 112﹣120 A1a 52 

FCA126 
F:GCCCCTGATACCCTGAATG 
R:CTATCCTTGCTGGCTGAAGG 143﹣163 B1d 54 

FCA132 
F: ATCAAGGCCAACTGTCCG 
R: GATGCCTCATTAGAAAAATGGC 164﹣172 D3 50 

FCA171 F: CGGCACCTACAGACGGAC 
R: AGTAGCTTAGCAGCCAAGCG 101﹣109 A3C 52 

FCA187 
F: CCAACTGAACCACCCAGG 
R: TGGATGGTTGTATTCTTCCTCA 162﹣170 B4 52 

FCA229 
F: CAAACTGACAAGCTTAGAGGGC 
R: GCAGAAGTCCAATCTCAAAGTC 158﹣168 A1 52 

FCA275 F: TTGGCTGCCCAGTTTTAGTT 
R: ACGAAGGGGCAGGACTATCT 121﹣133 B2 52 

位点染色体位置指微卫星位点在猫科动物的染色体位置，染色体具体描述见 Waits 等（2007）。 

Locus chromosome position is the specific Feline chromosome the SSR belonged to, and chromosome names were delineated via Waits et al. 

(2007). 
 
产物利用 ABI 3730 测序仪进行分型分析，并

用 GeneMarker（Version1.71）软件读取等位基

因大小，采用 Bellemain 等（2005）微卫星基

因分型的标准确定杂合位点与纯合位点。 
1.3  数据统计与分析 

利用Micro-checker V2.2.3软件（Oosterhout 
et al. 2004）检验每个位点的无效等位基因频率

（null allele frequency）。利用软件 GenAlex
（ Version 6.5 ）（ Peakall et al. 2012 ）和

GENEPOP（Version4.0）（Rousset 2008）计算

微卫星的等位基因数（number of allele）、等位

基因频率（allelic frequency）、有效等位基因

数（number of effective allele）、观察杂合度

（ observed heterozygosity ）、期望杂合度

（expected heterozygosity）、多态信息含量

（polymorphic information content），并检验各

个 位 点 是 否 符 合 Hardy-Weinberg 平 衡

（Hardy-Weinberg equilibrium）。Nei′s 遗传距

离用 POPGENE3.2 软件（Yeh et al. 2000）计算。

所有群体内各个亚群体的固定系数（fixation 
index resulting from comparing subpopulations to 
the total population，Fst）由 FSTAT（Version 
2.9.3.2）（Goudet 2002）计算。用 MIGRATE 2.1.3
软件包（Beerli et al. 2001）来计算基因流 Nm。 

利用 Structure 2.3.3（Pritchard et al. 2000）
分析种群遗传结构，采用常用的贝叶斯聚类分

析法。本研究假定 1 ~ 5 个组，即遗传独特的种

群数（population clusters，K）设置为 1 ~ 5，
每个 K 值重复运算 10 次，马尔科夫链长度和

舍弃值分别为 1 000 000 和 100 000，取概率对

数值（lnP(D)）最高时对应的 K 值。 

2  结果 

2.1  遗传多样性分析 
8 对微卫星引物在 3 个雪豹居群中共检测

到 57 个等位基因，平均每个位点的等位基因数

为 7.13，各位点在不同居群中的等位基因范围

为 4 ~ 8（表 2）。其中 FCA77 和 FCA275 位点 
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表 2  3 个雪豹居群 8 个位点的遗传信息 

Table 2  The genetic information of 8 microsatellite loci observed in 3 Panthera uncia′s groups 

位点 
Locus 

等位基因数 
Number of allele 

 
 

期望杂合度 
Expected 

heterozygosity 

观察杂合度 
Observed heterozygosity 

 
 
 

多态信息含量 
Polymorphic information 

content 
ZD NQ AKS  ZD NQ AKS ZD NQ AKS  ZD NQ AKS

FCA275 8 8 7    0.784 0.847 0.781  0.615 1.000 1.000 0.754 0.829 0.751
FCA229 6 4 6    0.818 0.700 0.772  0.800 1.000 0.615 0.783 0.645 0.743
FCA126 4 6 6    0.660 0.776 0.788  1.000 1.000 0.857 0.597 0.744 0.756
FCA100 5 6 6    0.756 0.806 0.799  1.000 0.714 0.769 0.718 0.778 0.768
FCA77 5 6 7    0.699 0.806 0.740  0.857 1.000 0.636 0.657 0.777 0.715

FCA132 7 6 6    0.793 0.755 0.801  1.000 1.000 0.857 0.763 0.717 0.773
FCA187 4 4 6    0.543 0.684 0.796  0.714 0.714 0.714 0.458 0.626 0.765
FCA171 6 5 6    0.811 0.722 0.769  1.000 0.667 0.692 0.783 0.680 0.739

各群体平均值 
Average in a 

group 
5.625 5.625 6.250    0.733 0.762 0.781  0.873 0.887 0.768 0.689 0.725 0.751

全部位点 
平均值 

Average in all 
5.830 0.759 0.843 0.722 

ZD. 青海省治多县；NQ. 青海省囊谦县；AKS. 甘肃省阿克塞县。 

ZD. Zhiduo Country, Qinghai Province; NQ. Nangqian Country, Qinghai Province; AKS. Akesai Country, Gansu Province. 
 
具有最多的等位基因数量，均检测到 8 个等位

基因。各等位基因分布频率不平衡，频率高的

等位基因相对比较集中，少数等位基因频率低，

如 FCA132 位点中的两个低频率等位基因 
170 bp、172 bp，频率分别仅为 0.067、0.077，
且这两个低频率等位基因未在青海囊谦县居群

中出现。3 个雪豹居群在这 8 个微卫星位点上

的有效等位基因数为2.190 ~ 6.545，平均4.376；
期望杂合度为 0.543 ~ 0.847，观察杂合度为

0.615 ~ 1.000，平均值分别为 0.759 和 0.843；
多态信息含量都达到了高度多态，在 0.597 ~ 
0.829 之间。具体遗传信息见表 2。 

在 Hardy-Weinberg 平衡检测中，甘肃阿克

塞群体在位点 FCA229、FCA100、FCA187 和

FCA77 的平衡检测中具有显著的偏离（P < 
0.05）；青海治多县群体的位点 FCA126 具有

显著的偏离（P < 0.05）；青海囊谦县群体的位

点 FCA100 具有显著的偏离（P < 0.05）；将所

有雪豹个体作为一个整体，在位点 FCA126、
FCA100、FCA77、FCA187 的检测中存在显著

的偏离（表 3）。 
2.2  遗传结构分析 

3 个雪豹居群，甘肃阿克塞居群与位于青

海囊谦县居群和治多县居群的遗传距离分别为

0.315 和 0.306，遗传相似性分别是 0.730 和

0.737，青海省囊谦县居群与治多县居群间遗传

距离和遗传相似性分别为 0.306 和 0.755。雪豹

的平均遗传分化度 Fst 为 0.053，平均基因流为

4.488。Structure 软件对 3 个雪豹居群 8 个微卫

星位点的遗传结构进行分析，当 K = 1 时，lnP(D)
（后验概率的自然对数）值最大（图 1）。 

3  讨论 

微卫星位点大多位于核基因的非编码区，

属于中性遗传标记，呈双亲遗传，近年来的研

究表明，使用微卫星 DNA 分子标记能真实反

映濒危物种遗传多样性的现状和地理分布格局

（Zhang et al. 2003，Wan et al. 2004）。应用粪

便 DNA 进行微卫星的个体识别与遗传多样性

分析，缺陷是会出现微卫星位点上等位基因的

缺失和错误等位基因。在个体同一性认定时会

因为一个或几个等位基因而被错误地排除，有

研究已表明基因型的错误可使种群大小的估计

比实际种群数量高出 2 倍（Waits et al. 2000）。 
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表 3  8 个微卫星位点的 Hardy-Weinberg 平衡检测 

Table 3  The test of Hardy-Weinberg equilibrium of 8 microsatellites loci 

位点 
Loci 

甘肃阿克塞县 
Akesai in Gansu 

青海治多县 
Zhiduo in Qinghai 

青海囊谦县 
Nangqian in Qinghai 

整体 
Total 

FCA275 0.833 0.734 0.781 0.114 

FCA229 0.038* 0.437 0.710 0.579 

FCA126 0.171 0.035* 0.423 0.017* 

FCA100 0.028* 0.147 0.035* 0.040* 

FCA77 0.023* 0.123 0.246 0.025* 

FCA132 0.801 0.428 0.098 0.107 

FCA187 0.019* 0.780 0.358 0.016* 

FCA171 0.169 0.098 0.393 0.470 

*表示 P < 0.05，差异显著。* Stands for P < 0.05, indicates significant differences. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图1  后验概率自然对数（lnP(D)）与遗传独特种群数（K）的散点图（平均值 ± 标准差） 

Fig. 1  Scatter plot of ㏑ probability data (lnP(D)) and population clusters (K) (Mean ± SD) 
 
本研究参照 Bellemain 等（2005）微卫星基因

分型的标准：粪便样品重复扩增 3 次后，仅出

现 1 个等位基因的，认为是纯合位点，出现 2
个不同的等位基因时判定为杂合位点。实验中

所有样品的每一引物都有 3 次 PCR 扩增重复，

只有在 2 次或 2 次以上都有相同结果才会得以

确定，尽可能减少实验误差。无效等位基因检

测显示，8 个微卫星位点在样本中未发现无效

等位基因。 
根据微卫星选择标准，每个微卫星标记至

少应有 4 个等位基因才能更好的用于遗传多样

性评估（Barker 1994），本研究所选用的 8 个微

卫星位点获得 57 个等位基因位点，每个位点检

测到 6 ~ 8 个等位基因，符合以上要求。有效等

位基因数是群体在随机交配时基因在后代能够

固定的等位基因数，有效等位基因数与实际等

位基因数之间的差距可以粗略地显示等位基因

的丢失风险（田新民等 2010）。本研究中雪豹

的有效等位基因数为 2.190 ~ 5.488，较实际等

位基因数小。低频率的等位基因可能随着遗传
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漂变和近亲交配，在未来种群发展中存在较大

的等位基因丢失风险，进而导致基因减少、杂

合性降低，使种群的生存力不断下降。这些频

率低的稀有等位基因是进化过程中所积累的遗

传变异，能增加对生活环境的适应能力，但是

又会因为各种原因存在丢失的风险，这也是保

持物种遗传多样性的重要方面。 
杂合度能反应各群体在多个座位上的遗传

变异，是度量群体遗传多样性的最适参数之一。

本研究中，期望杂合度为0.543 ~ 0.847，平均期

望杂合度为0.759。与Waits等（2007）在雪豹微

卫星位点研究中的结果相当；与尼泊尔（0.579）
（Karmacharya et al. 2011）、蒙古国（0.51）
（Janečka et al. 2011）分布的雪豹相比，期望

杂合度略高；较一些珍稀濒危的肉食类动物，

如墨西哥灰狼（Canis lupus）（0.13）（Hedrick et 
al. 1997）、亚洲狮（Panthera leo）（0.15）
（Menotti-Raymond et al. 1995）、阿拉斯加棕熊

（Ursus arctos）（0.27）（Paetkau et al. 1998）、
印度豹（P. pardus）（0.39）（Menotti-Raymond et 
al. 1995）等比较，期望杂合度指数高。本研究

中雪豹的平均多态信息含量（PIC）为0.722，
表现为高度多态（Botstein et al. 1980），高于

圈养的猎豹（Acinonyx jubatus）（0.699）（孙

强等 2010）、东北虎（P. tigris altaica）（0.558，
张于光等 2009；0.714，吴云良等 2011）。 

Hardy-Weinberg 平衡是建立在没有个体迁

入、迁出和自然种群的随机交配假设基础之上，

但是由于雪豹的活动范围较大，其日活动距离

为 3 ~ 10 km（马鸣等 2006），本研究中出现

的偏离 Hardy-Weinberg 平衡现象，可能是因为

采样点范围内存在一定的迁入和迁出，不符合

理想种群的前提导致的。 
本研究的 3 个雪豹居群间虽然有一定的遗

传分化，但是从理论值上来说，若 Nm > 1，基

因流就可以防止种群分化的发生（Keller et al. 
2004），因此，目前 3 个雪豹居群能抵挡种群

分化的发生。Structure 软件计算的结果也支持

这一结论，群体类别值 K 为 1 时，lnP(D)值最

大，且当 K 为 2、3、4、5 时，3 个雪豹居群等

位基因分布比例显示，没有明显的分群现象，

推断该 3 个地区的雪豹可能来自同一个种群。

在雪豹 mtDNA 分析结果中，3 个雪豹群体有共

享单倍型，且两两地区间也有共享单倍型（周

芸芸等 2014），与 3 个雪豹居群可能来自于同

一个雪豹种群的结论一致。雪豹居群间的遗传

距离与地理位置相关，甘肃省阿克塞雪豹居群

与青海省治多县和囊谦县的 2 个居群之间具有

较大的种群遗传距离，地理距离最近的位于青

海省的两个居群遗传距离最小。一般来说，种

群遗传学认为空间距离、地理障碍等通常是阻

碍基因交流、导致分化的重要因素（Hewitt et al. 
2004）。因此，推测 3 个区域间的地理距离和

空间上的人为及自然障碍可能影响了雪豹的基

因交流。目前由于人类活动干扰不断加大，导

致雪豹生境片断化，将可能会加重阻碍雪豹居

群之间基因交流。因此需要加强对雪豹分布区

间生境廊道的建设和保护。 
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