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摘要 :研究采用 7 个微卫星标记分析在青海省西大滩区域 ,位于青藏公路两侧的 4 个高原鼠兔 (Ochotona curzoniae)种群的遗传变

异情况。分别采用软件 TFPGA 和 GENE POP 314 计算各种群间的 Nei’s 标准遗传距离 ,基因分化系数 ( Fst ) 等参数 ,并对遗传距

离进行 UPGMA 聚类分析。研究结果表明 ,公路同侧种群间平均遗传距离和基因分化系数分别为 010808 和 010541 ;异侧种群间

平均遗传距离和基因分化系数分别为 011037 和 010705 ,公路东侧和西侧的两个种群分别聚为一类。青藏公路对分布于公路两

侧的高原鼠兔种群间的基因交流产生了一定的阻隔效应 ,并导致种群间出现了一定程度的遗传分化。
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Abstract :The plateau pika ( Ochotona curzoniae) , distributed largely coincides with the high alpine grassland of the Qinghai2

Xizang (Tibet) Plateau of People’s Republic of China , is one of the dominant small mammals in the alpine meadow ecosystem. It

has very important function in keeping the balance of the food chain on alpine meadow ecosystem. Four geographical populations of

the plateau pikas ( East21 population , West21 population , East22 population and West22 population) were selected from Xidatan

area in Qinghai province. The populations of West21 and West22 were on the west side of Qinghai2Tibet Highway , while the other

two populations were on the east side. Genetic variation and genetic differentiation among populations were assessed with seven

microsatellite markers of North2American pika ( Ochotona princeps) in order to study the effects of Qinghai2Tibet Highway on the

genetic differentiation among plateau pika populations. TFPGA and GENEPOP 314 software were used to calculate all indices. Our

results showed that the number of alleles detected per locus varied from 2100～241001The polymorphism information content

(PIC) per locus ranged from 013233 to 019189 comprising of highly2polymorphic two loci while the other five were medium2
polymorphic. The observed and expected heterozygosity ( Ho and He ) of the seven loci varied between 013451～019912 and

014021～019236 , respectively , and the mean value of Ho and He were 016068 and 015515 , respectively. The results indicated

that the genetic diversity of the plateau pika had medium2level . The average fixation index ( F) was below zero , this indicated that

heterozygote was excess in natural populations. Mean value of genetic differentiation index ( Fst ) of all loci was 010385 , implied



that 3185 % of the genetic variation were intrapopulation , while 96115 % of the variation were interpopulation. The genetic

distance , genetic differentiation index and gene flow between populations on the same side of the road were 010808 , 010357 and

712170 , respectively. While between populations on the opposite side were 011037 , 010443 and 514235 , respectively. The

results of the UPGMA cluster analysis showed that the two populations of the east side were clustered into one group and the other

two populations of the west side were clustered into another one. These results implied that the road had played some barrier effect

on the genetic interaction between plateau pikas that inhabited the two sides of the highway and therefore led to some genetic

differentiation. However , because the duration of the effect was short , the level of genetic differentiation was still limited. And we

assumed that the level of genetic differentiation between plateau pika that inhabited the two sides of Qinghai2Tibet Highway would

get higher in the future.
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　　栖息地是生物个体或种群为了自身生存和繁衍后代所必需的空间区域[1 ]
,自然条件的变化和人为活动的

干扰都会引起一些物种的栖息地分裂或破碎 ,从而影响动植物的分布、群落结构及生物多样性 ,也可能增加近

亲繁殖和遗传漂变 ,加剧濒危物种的灭绝速率和物种多样性的丧失率[2 ] 。已有许多研究表明 ,河流、山脉、大

坝或道路等障碍物造成了许多生物的栖息地破碎化 ,使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[3～6 ] 。Castella 等[7 ] 对分布于直布罗陀海峡两岸的鼠耳蝙蝠 ( Myotis myotis) 的研究表

明 ,同岸种群之间的遗传分化很小 ,而海峡两岸种群之间表现出显著的遗传分化 ,尽管直布罗陀海峡对飞行能

力很强的鼠耳蝙蝠来说并不算是难以跨越的障碍 ,但它仍然对两岸种群间的基因交流产生了一定的阻碍作

用。Su 等[6 ]的研究结果也显示 ,居庸关长城内外的 6 种植物在被相互隔离 600 多年后产生了明显的遗传分

化 ,长城对部分植物的基因交流起到了阻碍作用。近年来 ,研究者们更多关注人为活动造成的栖息地分裂或

破碎化对野生动植物种群遗传结构的影响[8 ,9 ] 。道路是人类文明不可缺少的部分 ,在人类的各种活动中发挥

着巨大的作用 ,同时也会对人类赖以生存的环境中的许多生态过程产生直接或间接的负面效应[10 ,11 ] 。道路会

造成不同栖息地之间连续性的缺失 ,限制许多物种的活动及不同种群之间的基因交流 ,产生遗传分化[12～14 ] 。

青藏公路全长约 1900km ,是青海与西藏之间最为重要的交通干线之一。自 1953 年开始动工 ,1985 年改

建为柏油路 ,后来又进行了一期二期的公路改造工程 ,对促进该地区的经济发展起到了举足轻重的作用。但

是 ,位于“世界屋脊”———青藏高原之上的“黑色长廊”对高寒生态环境以及动植物的影响是科学工作者更为关

心的问题[15～18 ] 。尽管如此 ,有关青藏公路的建设及运营对野生动植物遗传多样性的影响尚无报道。本项研

究以青藏高原上分布最广 ,数量最多的土著动物高原鼠兔 ( Ochotona curzoniae)为研究对象 ,选定青藏公路两侧

的高原鼠兔种群 ,采用微卫星 DNA 标记对各种群的遗传多样性进行分析 ,通过计算各位点的多态信息含量

( PIC) 、杂合度 ( H) 、固定系数 ( Fis 、Fst 、Fit ) 、不同种群之间的基因分化系数 ( Fst ) 、基因流值 ( Nm ) 、遗传距离

( GD)和遗传相似度 ( GI) ,探讨青藏公路的建设及运营对高原鼠兔种群间的遗传分化的影响 ,也为公路沿线其

它动植物的研究提供相关资料。

1 　材料和方法

111 　野外取样

2004 年 8 月 3 日～16 日 ,在青藏公路沿线西大滩附近采用目测法[19 ]确定高原鼠兔的种群密度 ,选取高原

鼠兔种群密度基本相似的两个区域 (北纬 35°44′,东经 94°14′;北纬 35°43′,东经 94°06′) 进行样品采集 ,两区域

相距约 1000m ,地理环境和植被情况基本相似。两区域内高原鼠兔的种群密度约为 50 只Πhm2 。在每一区域的

公路两侧 ,分别距离公路路基 50m 的地方设置 1 hm
2样方 ,用绳套法捕捉 4 个样方中的高原鼠兔 ,断颈取其血

液 ,用脱脂棉收集后干燥保存。以 West1 和 East1 分别表示区域 1 中公路西侧和东侧的高原鼠兔种群 ,以

West22 和 East22 分别表示区域 2 中公路西侧和东侧的高原鼠兔种群。在 West21、East21、West22 和 East22 等 4

个种群中分别采集 27、31、24 只和 31 只高原鼠兔的血样用于遗传多样性分析。
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112 　基因组 DNA 的提取

参照萨姆布鲁克等[20 ]所采用的常规酚氯仿法提取高原鼠兔血液样本中的基因组 DNA ,溶于 1 ×TE 后

- 20 ℃保存。

113 　PCR 扩增及电泳检测

选用已有的近缘物种北美鼠兔 ( Ochotona princeps) 的 9 个微卫星位点[21 ] 进行 PCR 扩增。PCR 反应在 ABI

公司 GeneAmp PCR System 2700 PCR 仪上进行 ; TaqDNA 聚合酶、dNTPs 购自上海生物工程公司 ( Sangon) ,

pBR322ΠMsp I Markers 及上样缓冲液购自华美公司 ;引物由上海生物工程公司合成 ;电泳槽 (DYCZ224B 型 ,

DYCP231D 型) 、电泳仪 (DYY28B 型)和紫外分析仪 (WD9403C 型) 为北京六一仪器厂生产。以高原鼠兔基因组

DNA 样品为模板 ,用全部 9 对微卫星引物进行 PCR 扩增 ,产物经 115 %琼脂糖凝胶电泳后进行 EB 染色并紫外

检测。有 8 对引物得到扩增稳定且条带清晰的产物 ,其中 7 对具有多态性 ,将其用于种群样品的微卫星 DNA

多态性分析 (表 1) 。采用 15ul 反应体系 ,其中含有 1 ×PCR buffer115ml ,215mmolΠL MgCl2 ,正反向引物各

012umolΠL ,4 种 dNTP 各 0112mmolΠL ,模板 DNA 100ng , Taq DNA 聚合酶 1U。反应条件为 95 ℃预变性 5 min ;

95 ℃变性 30s ,55 ℃复性 30s ,72 ℃延伸 45s ,共 30 个循环 ;72 ℃延伸 10 min。PCR 扩增产物用 8 %的非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳 ,银染色。
表 1 　7 个北美鼠兔微卫星标记的引物序列

Table 1 　Primer sequences of seven microsatellite loci of north2American

pika

位点
Locus

重复单元
Repeat sequence

引物序列
Primer sequence (5′23′)

OCP1
[ AG]16 AC [ AG]4AC

[AC]7

F : AGTGACATAAATGACGGGACA
R :TCAGACCCAACTCAACACAG

OCP2 [ GATA]12
F :AGCCACACTTACAGAACCACCAA
R :TCATCACCAATCTGCCAATTACC

OCP3 [ CTAT]8
F :CAGCCATCTGGACAATGAAACTAA
R : GGAACATTTGCCGTTGTAGAAAG

OCP4 [ATAG]10
F :CACTAGGTTATTGCGCCAGGGT
R :CTGCTTCTGGTTTCAGCCTGACT

OCP7 [AC]15
F :ATCCTGAGCTATCTTTGCCATT
R :CCCAAAACTCCTTGAGAGACA

OCP8 [AG]17
F :TTCCTCTGGAGTCCTCTAACCC
R :CCTCGAGCAAGTTTGGTTGTT

OCP9 [ TAGA]14
F :CCTGAATCGCAAACATCATGG
R :TGTGGGCATTTGGAGACTGAA

114 　数据的统计与分析

对干燥后的聚丙烯酰胺凝胶拍照 ,用 Bandscan 软

件对图片进行分析 ,根据 PBR322ΠMsp1 的分子量 (bp)

大小统计不同等位基因的分子量大小 (bp) ,按照从大

到小的顺序对每个个体扩增出的等位基因编号 ,记录

每个个体的基因型。用软件 TFPGA 113
[22 ]计算 Nei

[23 ]

遗传相似度 ( GI) 、遗传距离 ( GD) 、Hardy2Weinberg 平

衡检验 ( p 值) 以及不同种群位点的期望杂合度值

( He ) 和观察杂合度值 ( Ho ) ,并进行聚类分析。用

GENE POP314
[24 ] 计算每个位点的固定系数 ( Fis 、Fst 、

Fit) 和种群之间的 Fst 值 ,并按照 Wright [25 ] 的方法由

Fst值推算基因流 ( Nm ) 。

参照 Botstein 等[26 ] 的方法计算多态信息含量

( PIC ,Polymorphism Information Content) :

PIC = 1 - ∑
n

i = 1
P

2
i - ∑

n - 1

i = 1
∑

n

j = i +1
2 P

2
i P

2
j

　　式中 , n 代表等位基因的数目 , Pi和 Pj 分别表示第 i 和第 j 个等位基因出现的频率。

2 　结果与分析

211 　高原鼠兔种群的遗传多样性

图 1 　OCP8 位点部分扩增结果

Fig. 1 　Part of amplification products of locus OCP8

7 个多态位点中 ,OCP7 位点多态性丰富 ,有 24 个等位基因 ,其余位点等位基因数在 2～4 之间。7 个位点

的多态信息含量为 013233～019189 (表 2) 。7 个位点在高原鼠兔中的期望杂合度 ( He ) 变化范围为 014021～

019236 ,平均为 015515 ;观测杂合度 ( Ho ) 变化范围为 013451～019912 ,平均为 016068。从表 2 中还可看出 ,各

位点的 Fst值有较大差异 ,变化范围为 010014～011524 ,

平均为 010385 ,即有 3185 %的遗传变异存在于种群之

间 ,绝大部分变异 (96115 %) 存在于种群内。位点 OCP8

部分样品的扩增产物银染结果见图 1。

不同种群各位点的期望杂合度 ( He ) 、观测杂合度
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( Ho) 、以及 Hardy2Weinberg 平衡检验 p 值表 3 所示。各种群的平均期望杂合度值变化范围为 014854～015382 ,

平均观测杂合度值变化范围为 015536～016498。公路东西两侧种群的平均期望杂合度值为 015003 和 015322 ,

平均观测杂合度值为 015784 和 016291。在选用的 7 个位点中 ,OCP4、OCP7 在 3 个高原鼠兔种群发生平衡偏

离 ,OCP8、OCP9 在 1 个种群发生平衡偏离 ,其余 3 个位点在所有种群都没有发生偏离。

表 2 　7 个多态位点的扩增结果、Ho 、He 、多态信息含量、固定系数 ( Fis 、Fst 、Fit)

Table 2 　Product size , number of alleles , observed heterozygosity , expected heterozygosity , PIC and fixation indices ( Fis , Fst , Fit ) of seven

polymorphic loci

位点
Locus

扩增片段长度 (bp)

Product size
等位基因数
No. of alleles

He Ho PIC Fis Fst Fit

OCP1 308～310 2 014098 013451 013258 011229 010585 011742
OCP2 365～395 2 014021 014159 013233 - 010361 010079 - 010279
OCP3 309～319 4 014494 014248 013785 010019 010747 010765
OCP4 244～249 2 014968 017788 013734 - 015978 010275 - 015539
OCP7 263～358 24 019236 019912 019189 - 012136 011524 - 010286
OCP8 236～250 3 016484 016814 015754 - 010475 010014 - 010460
OCP9 185～203 4 015306 016106 014230 - 012041 010625 - 011288

表 3 　4 个高原鼠兔种群 7 个位点的杂合度值、p 检验值

Table 3 　Heterozygosity and p2values of seven loci of four plateau pika populations

种群
Population

OCP1 OCP2 OCP3 OCP4 OCP7 OCP8 OCP9
平均值
Mean

East21 He 014314 014012 014973 015000 017209 016619 013930 015151
Ho 014815 012593 015556 110000 110000 015556 013704 016032
p 014855 019918 014506 01000 3 3 010008 3 3 019071 017924 015183

West21 He 013314 013668 014469 014979 018215 016561 015624 015261
Ho 014194 014194 013871 018710 019677 018387 016452 016498
p 012034 014327 018749 01000 3 3 016796 010143 3 012342 013484

East22 He 014991 013299 012188 014297 018082 016120 015000 014854
Ho 012917 014167 012500 016250 110000 016250 016667 015536
p 019958 013070 017020 010392 3 010094 3 3 014855 011287 013811

West22 He 013122 014667 014745 014979 018606 016249 015307 015382
Ho 011935 015484 014839 016129 110000 016774 017419 016083
p 019958 013105 018796 012006 010105 3 013299 010160 3 013918

　　3 p < 0105 , 3 3 p < 0101

213 　种群间的遗传分化

各种群间的基因分化系数 ( Fst )和基因流 ( Nm ) 表 4 所示。公路同侧种群间平均 Fst值 ( Fst = 010541) 小于

公路异侧 ( Fst = 010705) ,而同侧种群间平均 Nm 值 ( Nm = 417395)高于异侧 ( Nm = 313325) 。

表 4 　各种群间的基因分化系数 ( Fst)和基因流 ( Nm)

Table 4 　Genetic differentiation index ( Fx) and gene flow ( Nm) among

populations

种群 Population East21 West21 East22 West22

East21 33333 219842 313837 310967
West21 010773 33333 311983 610952
East22 010688 010725 33333 316808
West22 010747 010394 010636 33333

　　3 上三角为 Nm 值 ,下三角为 Fst 值 　 Nm (above diagonal) , Fst

(below diagonal)

214 　遗传距离、遗传相似度和聚类分析

4 个种群的遗传距离和遗传相似度表 5 所示。两

两种群间的遗传距离为 010648～011144 ,遗传相似度

为 018922～019372。公路同侧种群间平均遗传距离

( GDmean = 010808) 低于异侧种群间的平均遗传距离

( GDmean = 011037) 。公路同侧种群间平均遗传相似度

( GImean = 019225) 高于异侧种群间的平均遗传相似度

( GImean = 019016) 。对各种群间遗传距离进行 UPGMA

聚类分析的结果也显示出公路东、西两侧的种群各聚为一类 (图 2) 。

3 　讨论

微卫星标记是种群遗传学研究中应用最广泛的工具之一 ,它具有多态性好、变异率高及操作简便等优势 ,

但它的获得需耗费大量时间 ,因此许多研究者选择筛选近缘物种的微卫星标记用于研究[27 ,28 ]
,这样既节省了

时间和精力 ,又能获得可靠的研究结论。根据 Botstein 等[26 ] 提出的衡量基因变异程度高低的多态信息含量
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West21 种群 West21 population ; West22 种群 West22 population ; East21 种

群 East21 population ; East22 种群 East22 population

图 2 　高原鼠兔 4 个种群的 UPGMA 聚类分析图

Fig. 2 　UPGMA clustering analysis of four populations of plateau pika

表 5 　各种群间的遗传相似度和遗传距离

Table 5 　Nei’s (1972) measures of genetic identity and genetic distance

among populations

种群 Population East21 West21 East22 West22

East21 33333 018922 019078 018919
West21 011140 33333 019033 019372
East22 010968 011017 33333 019109
West22 011144 010648 010933 33333

　　3 上三角为遗传相似度 ,下三角为遗传距离 　Genetic identity

(above diagonal) ,genetic distance (below diagonal)

指标 ,有两个位点为高度多态位点 ,其余均为中度多

态位点 ,说明本项研究中所筛选的 7 个位点可以用于

高原鼠兔种群遗传学的研究。

Wright 的距离隔离 ( Isolation by Distance) 理论[29 ]

认为 ,自然界存在着距离隔离现象 ,即物种遗传分化

的程度会随着地理距离的增加而增加 ,许多研究也证

实了这一理论[30～32 ] 。但距离隔离对遗传分化的效应

强弱也受其它条件的影响 ,例如动物的活动能力和活

动范围[33～38 ]
,植物的授粉媒介[39～41 ] 等。此外 ,对基因

流的阻碍物也会使地理距离与遗传分化之间的相关

性不明显[32 ,42 ] 。研究表明 ,公路会阻碍体型较小、活

动能力相对较弱的物种 ,如两栖类[43 ] 的基因流 ,而对

那些寿命较长、体型较大物种并未产生显著影

响[44 ,45 ] 。Keller 等对一块被 3 条道路割裂的栖息地中

几个不同种群的甲虫 ( Abax parallelepipedus) 进行研究 ,

结果表明道路造成了不同栖息地种群之间的隔离并

进而导致某些种群之间出现显著的遗传分化[46 ] 。研

究结果显示 ,青藏公路同侧高原鼠兔种群间基因分化

系数的平均值小于公路异侧 ,而公路同侧种群间基因

流平均值高于异侧。公路同侧样地间相距约 1000m ,异侧样地间相距仅 100m ,但公路异侧种群间的遗传分化

大于同侧 ,这显然与距离隔离理论不相符。产生这一结果的原因可能就是青藏公路对公路两侧高原鼠兔种群

之间基因流的阻隔效应。公路建成后 ,原先连续的高原鼠兔栖息地被公路隔开 ,由于路面宽度达数十米 ,路基

也较高 ,所以对体型较小、活动能力较弱、活动范围较窄的高原鼠兔来说产生了阻碍作用 ,从路面上穿越又会

遇到被频繁过往的车辆压死的风险。因此 ,公路两侧的高原鼠兔种群可能由于缺乏遗传交流而产生了一定程

度的遗传分化。

本研究中公路西侧两种群之间的遗传距离最小 ,公路同侧种群间平均遗传距离低于异侧种群间的平均遗

传距离。遗传相似度以公路西侧两种群之间最大 ,同侧种群间平均遗传相似度高于异侧种群间的平均遗传相

似度 ,聚类分析的结果也是公路东侧和西侧的种群各聚为一类 ,进一步说明道路对高原鼠兔种群基因交流的

阻碍作用。同时 ,高原鼠兔种内各种群间的平均遗传距离 (010975)比于宁等[47 ]用限制性片段长度多态性标记

和线粒体DNA 方法得到的高原鼠兔和藏鼠兔 ( Ochotona thibetana)种间的平均遗传距离 ( GDmean = 010455)高 ,这

可能与采用的研究方法不同有关 ,但也在一定程度上反映了青藏公路对分布于公路两侧的高原鼠兔种群之间

的基因流产生了阻隔效应并进而导致种群间出现了遗传分化。此外 ,在本研究的结果中 ,有几个位点在某些

种群中发生了 Hardy2Weinberg 平衡偏离 ,这可能也反映了道路对高原鼠兔种群的干扰作用。有关该方面的工

作有待于更进一步的深入研究。
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