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基于 ISSR标记和线粒体 Cyt b 基因分析
高原鼠兔的遗传多样性及其遗传分化
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摘要 :高原鼠兔 ( Ochotona curzoniae)是青藏高原的特有动物和关键种。本实验应用 ISSR 分子标记和细胞

色素 b ( Cytochrome b ,Cyt b)基因序列分析了雅鲁藏布江两岸高原鼠兔 4 个种群的遗传多样性和遗传分

化。结果显示 ,两种标记所得到的 4 个种群的遗传多样性都较高 ,并以 Cyt b 基因为指标的遗传多样性

水平在种群间体现出较大差异。在 ISSR 标记中 ,分子方差分析 (AMOVA) 表明种群间的遗传变异为

13150 % ,种群分化较低且 UPGMA 聚类时江北岸与南岸的种群有交叉 ;而在 Cyt b 基因中遗传变异主要

发生在种群间 ,占 79124 % ,种群间存在着显著的遗传分化 ,且江北岸和南岸的两个种群分别聚为一类。

研究结果表明 ,mtDNA 基因在反映种群遗传多样性和遗传分化上较 ISSR 分子标记相对具有优势。
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Abstract :The Plateau Pika ( Ochotona curzoniae) is endemic to the Qinghai2Tibetan Plateau and is a key species in

the alpine meadow ecosystem. In this paper ,genetic diversity and differentiation of four populations of Plateau Pika

from both banks of the Brahmaputra River were assessed with inter2simple sequence repeat ( ISSR) and Cyt b gene

sequences. Our results showed that the genetic diversity of Plateau Pika was relatively high and there were much larger

deviations among populations based on Cyt b gene than those based on ISSR marker. Analysis of molecular variance

(AMOVA) in ISSR revealed a low level of genetic differentiation among the four populations. Of the total genetic

variance , 13150 % was attributable to among2population variance , and the results of the UPGMA cluster analysis

indicated that populations from north bank and south bank of the Brahmaputra River were intersectant. However ,

AMOVA in Cyt b gene indicated that 79124 % of the total genetic variance was explained by differences among the



four populations ,and the UPGMA cluster of the four populations demonstrated that the populations from north bank and

south bank were clustered into two single groups ,respectively. Therefore ,we suggest that Cyt b gene is a better marker

than ISSR in reflecting the genetic diversity and genetic differentiation of populations.

Key words :Plateau Pika ( Ochotona curzoniae) ; ISSR ; Cytochrome b gene ; Genetic diversity ; Genetic differentiation

　　简单重复序列区间 ( (inter2simple sequence

repeats , ISSR ) 是 在 简 单 重 复 序 列 ( simple

sequence repeats ,SSR)基础上创建的一种分子标

记技术[1 ] 。该技术以加锚 SSR 寡聚核苷酸为引

物 ,对位于反向排列的 SSR 之间的 DNA 序列进

行 PCR 扩增 , ISSR 具有简便、快捷、成本低、多

态水平高等优点 ,是一种可用于分析动物的遗

传多样性及遗传分化的分子标记技术[2 ,3 ] 。动

物线粒体 DNA (mtDNA) 呈母系遗传 ,无重组发

生 ,进化速率快 ,在种群遗传学分析中得到普遍

应用[4 ,5 ] 。细胞色素 b (cytochrome b ,Cyt b) 基

因是线粒体 13 个蛋白质编码基因中结构及功

能被研究得最为清楚的基因之一 ,且进化速度

适中[6 ]
,适合种群水平差异的检测。

高原鼠兔 ( Ochotona curzoniae) 隶属于兔形

目 (Lagomorpha) 鼠兔科 (Ochotonidae) 鼠兔属 ,是

青藏高原的特有动物。目前国内外对高原鼠兔

的研究涉及形态、生理、行为等各方面[7～10 ]
,但

用分子生物学技术来探讨高原鼠兔的遗传多样

性和遗传分化等问题 ,目前仅有少量报道[11 ,12 ] 。

本文拟结合 ISSR 和 Cyt b 基因序列这两种不同

的分子标记对比分析高原鼠兔种群的遗传结

构 ,以丰富高原鼠兔的分子生物学资料 ,并为进

一步开展高原鼠兔的分子生物学研究提供参

考。

1 　材料与方法

111 　样本采集与总 DNA提取 　本研究样本分

别采自雅鲁藏布江北岸的当雄纳木错、尼木续

迈 ,雅鲁藏布江南岸的江孜热龙、浪卡子白地 ,

共采集 4 个种群高原鼠兔 99 个样本 ,进行 ISSR

分析 ,并从这 4 个种群中随机挑出 38 个个体进

行 Cyt b 基因序列分析 (表 1 ,图 1) 。野外采集

后分别取肌肉组织 ,置于 95 %乙醇中固定保

存[13 ] 。参照 Sambrook 等[14 ]用苯酚/ 氯仿法提取

基因组总 DNA , - 20 ℃灭菌双蒸水保存备用。

图 1 　高原鼠兔 4 个采样区域的地理分布示意图

Fig. 1 　Geographical location of four sampling

sites of Ochotona curzoniae
　

表 1 　高原鼠兔样地情况

Table 1 　Sampling localities of Ochotona curzoniae populations

采样地

Locality

采样数 ( ISSRΠCyt b)

Sample size

经度 (°E)

Longitude

纬度 (°N)

Latitude

海拔 (m)

Altitude

纳木错 Namucuo 27Π8 911035 301721 4 807

尼木 Nimu 18Π10 901270 291502 3 908

江孜 Jiangzi 18Π10 901101 281901 4 660

浪卡子Langkazi 36Π10 901417 291110 4 425

112 　ISSR 的 PCR 扩增及数据统计与分析 　

ISSR 引物由大连宝生物公司 ( TaKaRa) 合成 ,实

验中使用了 5 条引物 ,分别为 UBC872 (5′2GAT

AGA TAG ATA GAT A23′) , UBC868 ( 5′2GAA
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GAA GAA GAA GAA GAA23′) ,UBC855 (5′2ACA

CAC ACA CAC ACA CYT23′) , UBC808 ( 5′2AGA

GAG AGA GAG AGA GC23′) , UBC807 ( 5′2AGA

GAG AGA GAG AGA GT23′) 。在 25μl 的反应体

系中模板 40～60 ng、Mg
2 + 浓度 115 mmolΠL、

dNTP 浓度 012 mmolΠL、Taq 酶 1125 U、引物浓度

115μmolΠL。实验的 PCR 扩增程序为 94 ℃预变

性 4 min ; 94 ℃变性 45 s ,47～61 ℃退火 45 s ,

72 ℃延伸 90 s ,37 个循环 ;循环结束后 72 ℃延伸

7 min ,4 ℃保存。扩增产物在 112 %的琼脂糖凝

胶 (含 015 gΠml 溴化乙锭) 中电泳 ,用 200 bp

DNA ladder (200～4 000 bp) 作为相对分子质量

标准 ,电压不超过 5 VΠcm ,电泳缓冲液为 1 ×

TAE ,在自动凝胶成像系统上观察并拍照记录。

对照反应产物在凝胶上的对应位置 ,有带

记为“1”,无带记为“0”,得到 ISSR 分析的原始

数据矩阵。用 POPGENE32 ①计算出总体水平及

种群水平的等位基因数 (Na) ,有效等位基因数

(Ne) ,Nei’s 基因多样性 ( H) ,Shannon 信息指数

( I ) , 多 态 带 比 率 ( PPB ) 。采 用 软 件 包

TFPGA113 ②分 别 计 算 种 群 间 的 遗 传 距 离

( GD) [15 ]
, UPGMA ( unweighted pair group method

with arithmetic mean ) 聚 类 分 析 , 并 利 用

WINAMONA115[16 ] 软件进行分子方差分析

(analysis of molecular variance ,AMOVA) ,计算种

群内、种群间的变异方差分布。

113 　Cyt b 基因的扩增、测序、序列比对及数

据分析 　PCR 扩增引物为L14724 (5′2CGA AGC

TTG ATA TGA AAA ACC ATC GTT G23′) 和

H15915 (5′2CGG AAT TCC ATT TTT GGT TTA

CAA GAC23′) [17 ] 。反应体系为 30μl ,包括 1 ×

PCR buffer ( TaKaRa) , 110 U Taq DNA 聚合酶

( TaKaRa) ,215 mmolΠL MgCl2 ,015 mmolΠL dNTPs ,

两条引物各 014μmolΠL ,40～60 ng 模板 DNA。

反应条件 :95 ℃预变性 8 min ;95 ℃变性 45 s ,55

～57 ℃复性 45 s ,72 ℃延伸 80 s ,35 个循环 ;最

后 72 ℃延伸 7 min。扩增产物用柱式 PCR 产物

纯化试剂盒 (上海生工)进行纯化。测序工作由

北京华大基因公司完成。

利用软件 Clustal X[18 ] 参照北美鼠兔 ( O .

princeps) Cyt b 序列 ( GenBank 号 :AY292716 ) 进

行序列比对、剪切。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

型分布和单倍型数目 (number of haplotypes ,N) 。

利用 DnaSP 410
[19 ] 计算序列变异位点数、单倍

型多样性 (h)和核苷酸多样性 (π) ,以评价种群

遗传多样性水平。通过Arlequin Ver 310[20 ]统计

多态位点数 (number of polymorphic sites ,S) ,并用

其中的 AMOVA 分析方法估算遗传分化在种群

间及种群内的分布情况。利用 MEGA 411
[21 ] 中

的 Kimura 双参数模型计算遗传距离。根据种

群间的遗传距离 ,采用 UPGMA 进行聚类分析。

2 　结 　果

211 　高原鼠兔的遗传多样性

21111 　ISSR 遗传多样性结果 　5 条引物对 4

个高原鼠兔种群的所有 DNA 样品进行 ISSR 扩

增 ,共获得 60 条清晰稳定的条带 (条带大小 175

～2 500 bp) ,每条引物扩增出的条带为 8～18

条不等 (图 2) 。各种群的遗传多样性分析结果

见表 2 ,在总体水平上 ,Nei’s 基因多样性 ( H) 是

01230 6 ,Shannon 信息指数 ( I)是01353 1 ,多态带

百分比为 75 %。各种群间的遗传多样性差别

不大。

21112 　Cyt b 遗传多样性结果 　通过 PCR 扩

增、测序及比对 ,获得了 38 个高原鼠兔个体的

Cyt b 基因序列 ,全长均为1 140 bp。经软件分

析 ,1 140个位点中 ,共检测到 70 个变异位点 ,

占所测序列长度的 6114 %。AWA 分析共检测

到 15 种单倍型。其中 ,纳木错与尼木间有 1 个

共享单倍型 ,江孜与浪卡子间有 2 个共享单倍

型。高原鼠兔 Cyt b 基因序列分析结果见表 3 ,

在总体水平上这 4 个种群的遗传多样性较高。

212 　高原鼠兔的遗传分化 　ISSR 的 AMOVA

分析 表 明 , 种 群 内 的 变 异 占 主 导 地 位
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(86150 %) ,而种群间的遗传变异为 13150 % ,种

群之间表现出较低水平的遗传分化 ( P <

0101) 。Cyt b 基因序列的 AMOVA 分析表明 ,遗

传变异主要发生在种群之间 ,占 79124 % ,种群

内的变异只占 20176 % ,高原鼠兔各种群间存

在着显著的遗传分化 ( P < 01000 1) 。

图 2 　引物 UBC872 对纳木错种群 24 份鼠兔样品的 ISSR2PCR扩增结果

Fig. 2 　The profile of ISSR2PCR amplification using UBC872 primer in 24 samples

of Ochotona curzoniae from Namucuo population

M. 200 bp DNA 分子量标准。M. 200 bp DNA ladder.
　

表 2 　ISSR中 4 个种群的遗传多样性

Table 2 　Statistical analysis of genetic diversities of four populations in ISSR

种群

Population

等位基因

Observed number

of alleles

有效等位基因数

Effective number

of alleles Nei’s

基因多样性

Nei’s gene

diversity

Shannon

信息指数

Shannon’s

information index

多态带数

Number of

polymorphic

bands

多态带百分比

Percentage of

polymorphic

bands( %)

纳木错 Namucuo 11750 0 ±01436 7 11367 7 ±01362 0 01220 4 ±01188 9 01338 5 ±01262 3 45 75100

尼木 Nimu 11600 0 ±01494 0 11302 9 ±01342 8 01184 6 ±01187 8 01283 5 ±01269 8 36 60100

江孜 Jiangzi 11600 0 ±01494 0 11305 7 ±01344 7 01185 4 ±01189 6 01284 1 ±01271 7 36 60100

浪卡子Langkazi 11716 7 ±01454 4 11322 0 ±01341 0 01198 0 ±01182 3 01308 3 ±01257 2 43 71167

总体水平 Total 11800 0 ±01403 4 11387 7 ±01364 9 01230 6 ±01190 6 01353 1 ±01261 9 45 75100

表 3 　Cyt b 中 4 个种群的遗传多样性

Table 3 　Statistical analysis of genetic diversities of four populations in Cyt b

种群 Population

纳木错
Namucuo

尼木
Nimu

江孜
Jiangzi

浪卡子
Langkazi

总体水平
Total

单倍型数目
Number of haplotypes

4 5 2 7 15

单倍型
Haplotype

H8 H9 H10 H15 H11 H12 H13 H14 H15 H3 H6 H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7

多态位点数
Number of polymorphic loci

3 22 2 64 91

单倍型多样性
Haplotype diversity

01750 0 ±01139 1 01666 7 ±01163 3 01355 6 ±01159 1 01911 1 ±01077 3 01865 ±01037

核苷酸多样性
Nucleotide diversity

01000 82 ±01000 71 01003 86 ±01002 35 01000 62 ±01000 58 01018 71 ±01010 22 01024 8 ±01000 91

　　表 4 为 ISSR 标记和 Cyt b 基因序列分析中 4 个种群间的遗传距离。在 ISSR 中 ,两两种群
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间的遗传距离为 01036 2～01060 4。在 Cyt b

中 ,两两种群间的遗传距离为 01003～01048。

根据遗传距离得到的聚类情况见图 3。

表 4 　4 个种群间的遗传距离

Table 4 　Genetic distances among four populations

种群

Population

纳木错

Namucuo

尼木

Nimu

浪卡子

Langkazi

江孜

Jiangzi

纳木错 Namucuo 01053 4 01036 2 01052 4

尼木 Nimu 01003 01038 2 01060 4

浪卡子Langkazi 01040 01040 01039 5

江孜 Jiangzi 01048 01047 01011

　　上三角为 ISSR 遗传距离 ;下三角为 Cyt b 遗传距离。

Genetic distance of ISSR (above diagonal) ; Genetic distance of

Cyt b (below diagonal) .

3 　讨 　论

311 　高原鼠兔的遗传多样性 　分子标记作为

生态学研究的工具 ,在种群遗传多样性和遗传

分化分析中发挥着越来越重要的作用[22 ] 。在

ISSR标记中 ,遗传多样性常以 Nei’s 基因多样

性 (H) 和 Shannon 信息指数 ( I) 为指标[23 ] 。在

Cyt b 基因中 ,遗传多样性常用单倍型多样性

(h) 、核苷酸多样性 (π) 来度量[24 ] 。本文结合

ISSR 标记和 Cyt b 基因序列对高原鼠兔 4 个种

群的分析显示 ,高原鼠兔种群的遗传多样性水

平较高。在 ISSR 标记中 ,4 个种群的遗传多样

性大小顺序为纳木错 > 浪卡子 > 江孜 > 尼木 ,

但多样性水平差别不大 ( H 和 I 的最高值都分

别只是最小值的 112 倍) 。在 Cyt b 基因序列

中 ,4 个种群的 h 值大小顺序为浪卡子 > 纳木

错 > 尼木 > 江孜 ,π值大小顺序为浪卡子 > 尼

木 > 纳木错 > 江孜 ,其中纳木错的遗传多样性

地位在 h 与π两种指标上不一致。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 ,核苷酸多样性的提高需要更

长时间的积累① ,因此 ,π对衡量种群多样性更

具代表性。以π值作为衡量群体多态程度的重

要指标不难看出 ,这 4 个种群的遗传多样性高

低的差别很大 ,最高的π值是最小的π值的 30

倍。这样看来 ,Cyt b 基因在分析种群遗传多样

性上可能比 ISSR 标记更敏感。

图 3 　4 个种群的 UPGMA聚类图

Fig. 3 　UPGMA clustering graph of four populations

左边为 ISSR 结果 ,右边为 Cyt b 基因结果。Left : Result of ISSR ; Right : Result of Cyt b gene.
　

　　①　缑敬轩. 川金丝猴 ( Rhinopithecus roxellanae) 种群遗传

结构和分子系统地理学初步研究. 西安 :西北大学硕士学位论

文 ,2004.

　　②　宋江平. 我国两种石鸡杂交带种群的 ISSR 分析. 兰

州 :兰州大学硕士学位论文 ,2007.

312 　高原鼠兔种群的遗传分化 　种群的遗传

结构受一系列因素的影响 ,包括物种自身的繁

殖方式、自然选择、物种分布范围、基因流等②。

在用 ISSR 和 Cyt b 基因分析种群的遗传分化

时 ,这两种标记同样存在着巨大差异。ISSR 的

AMOVA 分析表明 ,高原鼠兔的遗传变异主要发

生在种群内 ,种群间分化小 ;雅鲁藏布江同侧种

群间平均遗传距离 (01046 5) 略低于异侧种群

间的平均遗传距离 (01046 8) ,江南北两岸的种

群分化不明显。根据各种群间遗传距离进行

UPGMA 聚类分析的结果 ,江南岸的浪卡子和江

北岸的纳木错首先聚为一类 ,然后再与北岸的
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尼木聚为一类 ,南岸的另一个种群江孜则相对

独立。这进一步表明在 ISSR 标记上雅鲁藏布

江对这 4 个高原鼠兔种群的基因交流没有明显

的隔离作用。然而已有许多研究表明 ,由于河

流的阻隔作用使许多生物的种群之间的基因交

流受到限制 ,从而导致种群之间产生一定程度

的遗传分化。Castella
[25 ] 等对分布于直布罗陀

海峡两岸的鼠耳蝠 ( Myotis myotis) 的研究表明 ,

同岸种群之间的遗传分化很小 ,异岸种群之间

则遗传分化很显著。Eriksson[26 ] 等的研究也表

明 ,对于大型的活动能力强的倭黑猩猩 ( Pan

paniscus)而言 ,非洲刚果河对其遗传结构也产

生了很大影响 ,被河流隔开的不同种群间的分

化很显著。本研究中从 Cyt b 基因分析的结果

也发现了与之相符的结论。Cyt b 基因标记的

AMOVA 分析表明 ,高原鼠兔的遗传变异主要发

生在种群间 ,且雅鲁藏布江同侧种群间平均遗

传距离 (01007) 远远低于异侧种群间的平均遗

传距离 (01044) ,江两岸种群间的遗传分化较

大 ,而 UPGMA 聚类分析也明确地将江两岸的

种群各聚为一类 ,这表明在 Cyt b 基因水平上

雅鲁藏布江对高原鼠兔种群产生了明显的隔离

作用。

本文在对高原鼠兔的遗传结构进行的初步

分析中 , ISSR 标记和线粒体 Cyt b 基因得出的

结果存在着差异 ,尤其是 Cyt b 基因中雅鲁藏

布江两岸的种群存在着明显的遗传分化 ,而

ISSR 标记中却没有体现出来。这可能与这两

种分子标记本身具有的特点相关。ISSR 标记

是核基因标记 ,核基因是双性遗传基因 ,任何一

种性别的个体发生迁移都会产生基因流 ,且核

基因在遗传过程中不断进行重组 ,放大基因间

交流的强度 ,从而减弱种群之间的分化水平。

而线粒体基因是母系遗传 ,只有在雌性个体迁

移的情况下才会产生种群间的基因流 , 且

mtDNA 不发生重组 ,通常能够全面地反映种群

内和种群间的遗传变异 [27 ] 。因此本文认为

mtDNA 基因在反映种群遗传多样性和遗传分化

上较 ISSR 分子标记相对具有优势。另外 ,本研

究中采集的高原鼠兔的种群数和样本量偏少 ,

这可能对 Cyt b 基因反映种群间的遗传差异产

生影响 ,且对更适合大样本检测的 ISSR 标记而

言 ,5 条引物的 60 个位点所提供的信息量也是

不太充足 ,这可能会降低 ISSR 数据分析时的准

确性。在今后的研究中 ,还应扩大采样量并进

一步筛选更多的 ISSR 标记 ,对高原鼠兔种群的

遗传结构进行更充分的分析。
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