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摘要 :采用非损伤性 DNA分析技术 ,分析了甘肃白水江保护区、陕西长青保护区、湖北神农架保护区 3

个川金丝猴 (Rhinopithecus roxellana)种群中的 20份粪便样品和 2份肌肉样品 ,成功扩增了 m tDNA D2
loop区部分片段。经过 GenBank数据库的 BLAST比对 ,确定了 22份样品均来自川金丝猴 ,经过 Clustal

W和 DNASP软件分析 ,在 22份川金丝猴 m tDNA D2loop区 393 bp中 ,共检测出 54个多态性位点 ,分为

17个单倍型 ,单倍型多态性 ( h)为 01965,核苷酸多态性 (π)为 3110%。3个种群之间的遗传距离为

01003～01098,核苷酸差异为 0108% ～2180% ,表明所得到的川金丝猴样品中存在着较丰富的遗传多态

性 ,种群间存在一定的遗传差异。
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Abstract: By using noninvasive DNA technology, 20 fecal samp les and 2 muscle samp les of Sichuan Snub2nosed

Monkeys ( Rh inopithecus roxellana ) from Baishuijiang Nature Reserve of Gansu p rovince (BSJ ) , Changqing

Nature Reserve of Shaanxi Province ( SH ) and Shennongjia Nature Reserve of Hubei Province ( SNJ ) were

analyzed and the m itochondrial DNA D2loop fragments were successfully amp lified. Sequences were aligned with

the GenBank by BLAST software and 22 samp les were identified as R. roxellana. According to the analysis by

ClustalW and DNASP software, 17 hap lotypes and 54 diversity sites were found in 22 Sichuan snub2nosed

monkey samp les with 393 bp length of m tDNA D2loop region. The hap lotype diversity was 01965 and nucleotide

diversity was 3110%. The genetic distance and nucleotide divergence of R. roxellana among BSJ, SH, and SNJ

were 01003 - 01098 and 0108% - 2180% , respectively. Therefore, the results show a high variation in the

m itochondrial DNA D2loop region and genetic distance of R. roxellana from the three samp ling sites.

Key words: Sichuan Snub2nosed Monkey ( Rhinopithecus roxellana ) ; M itochondrial DNA D2loop region;
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Hap lotype; Genetic diversity

　　川金丝猴 ( R h inopithecus roxellana)隶属于

灵长目 ( Primates)猴科 (Cercop ithecidae)疣猴亚

科 (Colobinae)仰鼻猴属 ,由于长期乱捕滥杀、

大面积森林砍伐和毁林开荒等人类活动 ,导致

川金丝猴处于濒危的状态 ,野外统计显示 ,其总

的群体大小为 10 000～20 000只左右 [ 1 ]。川金

丝猴已被濒危野生动植物国际贸易公约和

IUCN定为濒危物种 ,同时也是我国 Ⅰ级保护野

生动物。L i等通过查阅和分析我国古代距今

400多年来的历史文献 ,认为是人类的活动导

致川金丝猴的栖息地持续缩小 ,直到形成现今

的 3个主要区域 [ 2 ] ,即四川和甘肃南部、秦岭以

及湖北神农架地区 [ 3 ]。

近几十年来 ,山区开发、过量采伐森林等人

为活动影响的加剧 ,使川金丝猴的栖息地受到

严重破坏 ,分布区面积不断缩小 ,为了更好地保

护该珍稀物种 ,必须对现存川金丝猴种群的遗

传结构进行研究。遗传多样性的丧失对物种生

存带来直接的不利影响 ,可以使物种更易灭

绝 [ 4 - 5 ]。濒危物种遗传多样性的丧失 ,主要与

物种数量的下降和遗传漂变有关 [ 6 ]。随着保

护遗传学被广泛用于包括濒危物种在内的研究

和保护 [ 7 ]
,分子方法结合野外种群的非损伤性

采样 (粪便和毛发等 )越来越普遍 [ 8 ]
,为川金丝

猴的遗传学研究提供了有效的途径。其中线粒

体 DNA控制区 (D2loop )是线粒体中变异速率

最快的区域 ,已经被广泛应用于检测珍稀濒危

动物的种群遗传结构和系统发育等研究 [ 9 ]。L i

等人测定了来自于 3个川金丝猴主要栖息地的

18个样品的部分细胞色素 b序列 (735 bp ) ,只

检测到了 4个变异位点 [ 10 ]
;类似的结果也出现

在 L i等人利用蛋白质电泳技术对川金丝猴群

体的研究中 ,分析了来自于 3个主要栖息地的

32个样品的 44个核基因座位 ,没有发现任何

变异 [ 11 ]
; Pan等人检测了川金丝猴主要栖息地

的 32个样本的 14个微卫星座位 ,虽然均检测

到了多态性 ,但遗传多样性水平并不高于其他

的濒危动物 ,因此仍然需要采取有效的遗传保

护措施 [ 3 ]。为了建立适合于川金丝猴研究的

非损伤性方法 ,并进行川金丝猴种群遗传变异

的初步研究 ,本研究采用来自甘肃白水江、陕西

长青及湖北神农架的川金丝猴粪便样品和自然

死亡个体组织样品 ,开展了 m tDNA D2loop区部

分序列多态性和遗传变异的研究 ,以期在川金

丝猴种源保存和种群复壮前了解现存种群遗传

多态性 ,为制定有效保护策略和保护计划提供

理论参考。

1　材料与方法

111　样品采集和 D NA提取 　实验采集了 22

份川金丝猴样本 ,其中肌肉样品 2份 ,粪便样品

20份 ,包括采自甘肃白水江国家级自然保护区

粪便 3份、陕西长青国家级自然保护区和陕西

楼观台野生动物救护中心粪便 5份及湖北神农

架国家级自然保护区肌肉 2份、粪便 12份 (图

1)。所有粪便样品保存在含有 12 m l硅胶的 15

m l试管中 ,室温保存。对于粪便样品采用分子

生物学手段进行个体鉴别 ,以排除来源于同一

个个体的可能。组织 DNA 的提取参照饶刚

等 [ 12 ]酚 /氯仿抽提 DNA的方法 ,粪便样品 DNA

的提 取 使 用 Q IAamp DNA Stool M ini Kit

( Germany, Q iagen公司 )提取试剂盒 ,参照厂商

提供的说明书进行。

112　m tD NA扩增与目的片段的测定　参考有

关文献 [ 13 ] ,选取引物对 GH (5′2AACTGGCAT TC2
TATTTAAACTAC23′)和 GL ( 5′2ATTGATTTCACG2
GAGGATGGT23′)对川金丝猴 m tDNA D2loop 区

进行扩增 ,扩增产物大小为 401 bp左右。PCR

扩增反应体系为 50 μl,含有 110 mmol/L 的

dNTP, 115 ×PCR buffer, 0175 U的 HotMaster
TM

Taq ( Eppendorf) , 5μg的 BSA, 112 mmol/L 的

引物和 510 μl模板 DNA。 PCR 反应条件为

94℃预变性 1 m in; 94℃变性 15 s, 52℃退火 30

s, 72℃延伸 1 m in, 50个循环 ;最后 72℃延伸 2

m in。用 112%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产物 ,

用 PrepEaseÒ PCR (USB Corporation,USA)试剂盒纯
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图 1　川金丝猴样品采集地

F ig. 1　The sam pling sites of the Rh inop ithecus roxe llana
　

化 PCR产物 ,然后进行测序 ,测序由上海生工

生物工程技术服务有限公司完成。

113　序列分析 　通过 Sequencher进行序列分

析 ,去掉引物和不明确的片段 ,利用 GenBank

中的 BLAST在数据库中找到的参照序列进行

比对 ,根据已有的研究 ,比对的结果与数据库中

的已知序列同源性在 97%以上时 ,确定该粪便

样品与已知序列的物种为相同种。

用 ClustalW进行序列比对 ,并辅以人工校

对。应用 DNASP (Version 411018 )软件 ,确定

单倍型 , 计算单倍型间的核苷酸多态性

( nucleotide diversity,　 π)、单 倍 型 多 态 性

　 （ｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ，ｈ）。用 MEGA ( version

410)软件分析序列的碱基组成、变异位点 ,同

时基于 Kimura双参数法计算各单倍型间的遗

传距离 ,用邻接法 ( neighbor joining, NJ )构建川

金丝猴系统发生树 ,构建系统树时使用滇金丝

猴 ( R h inopithecus bieti) 相应的序列 ( GenBank

号 : DQ661665)作为外群 ,并进行 1 000次的重

抽样 ( bootstrap )。

2　结 　果

211　m tD NA D 2loop区序列遗传变异分析与

单倍型的分布 　从肌肉和粪便样品中 ,成功提

取了基因组 DNA并得到了特异性扩增产物 ,经

过 Sequencher分析处理后 ,所得到的 m tDNA D2
loop序列片段长度为 393 bp。将得到的序列在

GenBank中比对 ,结果发现这 22个样品的 DNA

序列与数据库中已知川金丝猴序列的差异都小

于 3% ,根据 m tDNA D2loop区的高变异特点 ,

这些序列均来自川金丝猴。22个川金丝猴样

品中 ,共检测到 54个多态位点 ,占所研究片段

的 13174% ,包括转换位点 45个 ,颠换位点 9

个 ,缺失位点 1个 ,插入位点 1个 ,其中 48、390

号位点既有颠换又有转换。在所有检出的序列

中平均 TT重复 110次 , AA重复 135次 , CC重

复 87次 , GG重复 47次 ,其他组合重复次数很

少或没有 ,平均 A含量 3512% , T含量 2910% ,

C含量 2313% , G含量 1215% , (A + T) %含量

6412%明显高于 ( G + C) %含量 3518% (图 2)。

多态性核苷酸位点分布均匀 ,证明所分析的区

域属于高变异区。

经过 DNASP分析 ,所有 22个序列定义了

17个不同的单倍型 (单倍型序列在 GenBank数

据库中的登录号为 : EU825928～EU825944 )。

分析结果发现 ,甘肃白水江自然保护区的 3个

样品分别属于不同的单倍型 : BSJ1～BSJ3,共有

32个多态位点 ,占所研究片段的 8114% ;来自
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陕西长青的 5个样品发现了 4个单倍型 : SH1

～SH4,共有 16个多态位点 ,占所研究片段的

411% ;湖北神农架自然保护区的 14个样品中

存在 10个不同的单倍型 : SNJ1～SNJ10,共有

11个多态位点 ,占所研究片段的 218%。

图 2　川金丝猴控制区序列变异位点

F ig. 2　Var iable sites of m tD NA con trol reg ion of Rh inop ithecus roxe llana

BSJ1～BSJ3代表甘肃白水江自然保护区的单倍型 , SNJ1～SNJ10代表湖北神农架自然保护区的单倍型 , SH1～SH4代表陕西

的单倍型 ;上方数字表示单倍型相应碱基位置 ;圆点表示与第一种单倍型有相同的碱基组成 ,横线表示缺失。

BSJ1 - BSJ3 rep resents the hap lotypes in Gansu population, SNJ1 - SNJ10 rep resents the hap lotypes in Hubei population, SH1 - SH4

rep resents the hap lotypes in Shanxi population. Above numbers correspond to base positions in hap lotypes; a dot indicates identity and

a dash indicates a gap relative to the top sequence SNJ1.
　

212　种群遗传多样性与单倍型的系统发生关

系 　DNASP (Version 411018)分析结果表明 ,在

川金丝猴 3个地理单元的 22个样品中 ,单倍型

多态性 ( h ) 为 01965, 核苷酸多态性 (π ) 为

01031。在 3个样地中 ,甘肃白水江种群的 h和

π值均为最高 ,分别是 h为 11000,π为 01055;

其次是陕西长青种群 , h为 01900,π为 01024;

最低是湖北神农架种群 , h 为 01890, π为

01006。3 个样地间核苷酸差异为 0162% ～

5124% , 单 倍 型 间 平 均 核 苷 酸 差 异 数 为

121035,单倍型间遗传距离 01003～01098, 平

均遗传距离为 01033。

采用 NJ法构建了系统发生树 (图 3) ,从图

3中可以看出 3个采样地之间的川金丝猴种群

存在一定的遗传差异 ,除 BSJ3外其他种群单倍

型各自聚集在一起 ,相互独立存在。其中神农

架川金丝猴种群内亲缘关系最接近 ,差异最小 ,

而甘肃白水江样品的遗传距离和核苷酸差异要

高于其他样地。
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图 3　用邻接法构建的川金丝猴 m tD NA D 2loop单倍型系统发生树

F ig. 3　Phylogenetic rela tion sh ip of the Rh inop ithecus roxellana m tD NA

D 2loop haplotypes con structed by the ne ighbor2jo in ing m ethod

以滇金丝猴的同源序列为外群 ,树枝长度代表遗传距离 ,树枝处的数字为 Bootstrap值 ,重复次数为 1 000次 ; BSJ1～BSJ3代表

甘肃白水江自然保护区的单倍型 , SNJ1～SNJ10代表湖北神农架自然保护区的单倍型 , SH1～SH4代表陕西的单倍型。

W ith R. bieti as the outgroup. B ranch length indicated the genetic distances. Numbers at notes indicated the statistical support obtained

from 1 000 bootstrap rep licates. BSJ1、BSJ2 and BSJ3 rep resent the hap lotypes in Gansu population, SNJ1 - SNJ10 rep resent the

hap lotypes in Hubei population, SH1 - SH4 rep resent the hap lotypes in Shaanxi population.
　

3　讨 　论

川金丝猴栖息在高山森林中 ,非常警觉 ,普

通的非损伤性取样如采集血液、少量的活体组

织等均十分困难。因此 ,寻找简便安全的 DNA

提取途径对川金丝猴的遗传结构进行分析显得

极为重要。与其他材料相比 ,粪便样品更易收

集。近年来国内外许多学者采用了从粪便中提

取 DNA的方法 ,通过对粪便中多种遗传标记的

识别 ,进行了动物分子遗传学、种群生态学和行

为生态学等多方面的研究 [ 8, 14 - 15 ]。本研究基

于这种粪便 DNA分析技术的发展 ,通过野外收

集的 20份川金丝猴粪便样品 ,以 2份肌肉组织

样品作为对照 ,应用 m tDNA D2loop区的特异性

引物 ,成功鉴定并检测了 20个粪便样品和 2个

肌肉样品的 m tDNA D2loop区部分片段多态性 ,

共检测到 54个多态性位点 ,得到 17个不同的

单倍型 ,表明所分析的川金丝猴 m tDNA D2loop

区存在丰富的遗传多态性。

衡量一个种群 m tDNA的遗传变异有两个

重要指标 :单倍型间的平均遗传距离 ( P)及核

苷酸多态性 (π) ,由于平均核苷酸多态性考虑

了各种 m tDNA单倍型在群体中所占的比例 ,因

此在反映一个群体的 m tDNA多态性程度时比

单纯的遗传距离平均值要精确 [ 9 ]。从本研究 3

个不同地理种群总体来看 , 22份样本检出 17

个 m tDNA单倍型 ,单倍型多态 ( h)为 01965,可

见川金丝猴作为珍稀物种 , 存在着丰富的

m tDNA多态性 ,与其他濒危灵长类线粒体高变

区的多态性水平相比 ,明显高于滇金丝猴 ( h =

01644) [ 16 ]和黄山短尾猴 (M acaca arctoides, h =

01559) [ 17 ]。但衡量群体间遗传多态性的平均

核苷酸多态性值却不高 (　 π = 01031) ,据 Neigel

　 统计 [ 18 ] ,哺乳动物个体间平均核苷酸歧异值应
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在 013% ～4%之间。这种较高的 h值、低π值

说明川金丝猴现存种群可能是由一个较小的有

效种群迅速增长形成 [ 19 ]
,虽然通过变异积累了

单倍型的多态性 ,但却未能积累核苷酸序列的

多态性 [ 20 ] ,其次这种低核苷酸多态性也可能是

由于生境破碎化以及样本量少等多种原因的综

合结果。

通过分析 3个种群之间的遗传距离及核苷

酸差异可以看出 , 3个样地之间存在不同程度

的遗传差异 , 3个种群之间的遗传距离为 01003

～01098,平均遗传距离为 01033,核苷酸差异

为 0108% ～2180%。其中甘肃白水江和湖北

神农架之间存在相对最大的遗传距离及核苷酸

差异 ,这可能是由于甘肃白水江种群在分布上

属于岷山山系 ,与陕西秦岭和湖北神农架 2个

样地间地理距离相对较远 ,存在较少或者根本

不存在个体间基因交流 ,从而造成一定的遗传

分化。同时 ,由于甘肃白水江所取样品相对少 ,

可能在一定程度上影响了数据结果 ,这需要今

后增加样品进一步验证。湖北神农架种群的遗

传距离和核苷酸差异均较甘肃和陕西的低 ,这

可能与湖北神农架地理分布有关 ,神农架地区

种群与甘肃岷山、陕西秦岭种群在数量上相比

是小种群 [ 21 ]
,这种小种群容易发生遗传漂变 ,

使得基因频度一代代发生随机性变化 ,导致基

因结构趋向同质化 ,影响种群的进化动力。此

外 ,小范围繁殖所产生的基因丢失和遗传改变

可能在某种程度上导致该样地遗传多样性的降

低 [ 22 ]。遗传多样性的缺失会威胁到种群的生

存 ,因此我们建议加强川金丝猴栖息地保护和

修复工作的同时 ,对遗传多样性高的甘肃白水

江种群和陕西秦岭种群应重点加以保护 ,人为

建立廊道 ,供种群间个体迁移所用 ,有计划地恢

复一些对基因流有重大影响的栖息地。对于无

法恢复或者建立廊道的片断化栖息地 ,可以根

据等位基因的差异程度 ,采用人工引种 ,人为地

增加种群间的基因交流 ,增大物种的遗传多样

性。另一方面将神农架种群作为独立的管理单

元加以保护 ,从不同地理分布不同年龄对神农

架群体进行个体补充。

应该指出的是 ,本研究中所采集和分析的

样品数量有限 ,且所分析的 m tDNA D2loop区片

段较短。因此 ,所代表的种群数量和得到的信

息量是有限的 ,不能完全代表研究区域实际存

在的川金丝猴种群数量和遗传结构 ,需要进一

步收集更大范围的样品 ,同时选用其他 DNA标

记 (如 SSR等 )对其进一步分析。
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