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基于线粒体 Cty b 基因的西藏马鹿

种群遗传多样性研究

刘艳华,张明海*

(东北林业大学野生动物资源学院,哈尔滨摇 150040)

摘要:西藏马鹿(Cervus elaphus wallichi) 为我国特有物种,仅分布在西藏东南部的桑日县,目前关于西藏马鹿的研究报道很少。

因此,深入了解西藏马鹿各地理单元内种群的遗传变异,可以制定保护管理策略提供依据,进而使其种群得到有效的保护和管

理。 对 54 个不同西藏马鹿个体(来自 3 个不同地点)的线粒体 DNA Cty b 基因进行了测定和群体分析,获得了 731bp 的片断,

并检测到 24 个变异位点,占分析长度的 3. 28% ,且这 24 个变异位点皆为碱基置换,并未出现碱基插入或缺失的现象,并定义了

14 种单倍型,核苷酸多样性平均值为 0. 02781,种群总体遗传多样性较高。 从 Tajima忆s D 和 Fu and Li忆s D 值的估算结果来看,

这 3 个马鹿种群相对于中性进化的歧异度并没有明显的偏离(P>0. 1),没有明显的证据显示这 3 个西藏马鹿种群间存在很强

的平衡选择。 分子变异分析表明 3 个群体间基因流(5. 36>Nm>1. 87)均大于 1,说明这 3 个马鹿种群间存在着丰富的基因流,

并建议将 3 个地区的西藏马鹿作为一个管理单元进行保护和管理。
关键词:西藏马鹿;粪便 DNA;Cty b;遗传多样性;西藏

Population genetic diversity in Tibet red deer (Cervus elaphus wallichi) revealed
by mitochondrial Cty b gene analysis
LIU Yanhua,ZHANG Minghai*

College of Wildlife Resources, Northeast Forest University, Harbin 150040, China

Abstract: The Tibet red deer, Cervus elaphus wallichi, is a middling and primitive living member of the Cervidae family.
Tibet red deer were once wildly distributed in Tibet, Sikkim, Nepal and Bhutan. However, in the last century their range
and number was drastically reduced because of overhunting. In 1992, the World Wildlife Fund (WWF) announced that
Tibet red deer in the wild had become extinct. Subsequently, there were very few reports of Tibet red deer in the wild. In
July 2005, we investigated the distribution of Tibet red deer and discovered a population of red deer in southeast Tibet.
From the body size, morphometric traits and hair color, we thought it was likely to be Tibet red deer. We collected 123
fecal samples from the red deer distribution area and analyzed the cytochrome b gene sequences from the mitochondrial DNA
(mtDNA) of the samples. We used BLAST (mega blast) at NCBI to identify sequences with the highest similarities
(>97% ) and the lowest differences ( <3% ) to the published cytB sequence, AY044861, of the Tibet red deer (Cervus
elaphus wallichi). 105 samples were identified as having high sequence similarity to the red deer (Cervus elaphus wallichi)
sequence. We carried out genotype analysis using eleven microsatellites to identify individuals in the 105 fecal samples and
obtained 54 different genotypes. Forensic medicine criteria and the results of data analyses allow the identification of
different individuals according to genotypes. On the basis of forensic medicine criteria, when the genotype is in full accord
with a probability of 10-14, then we may assume that the genotype represents either one individual or identical twins.

Tibet red deer is an endemic species in China. Systematic and detailed ecological research on Tibet red deer is almost
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nonexistent. To further understand its ecological characteristics and to effectively manage its protection, basic research is
urgently required. In this study, we investigated the genetic diversity and gene flow in three Tibet red deer populations by
analyzing 731 base pairs of the mtDNA cytB gene fragment in 54 individuals sampled from Zengqi, Woka and Baidui.
Twenty鄄four variable sites and fourteen haplotypes were identified. The red deer exhibited high mtDNA diversity with both
haplotype diversity (h=0. 897依0. 014) and nucleotide diversity (仔=2. 781依0. 02465). The estimates of Tajima忆s D and
Fu and Li忆s D did not deviate significantly from the neutral selection hypothesis (P > 0. 1) for all three populations of
deer, showing no evidence of strong selective sweeps or balancing selection. An analysis of molecular variance (AMOVA)
showed abundant gene flow ( 5. 36 > Nm > 1. 87 ) among the three populations. Therefore, we suggest that the three
populations can be regarded as one unit for conservation and management.

Key Words: Tibet red deer (Cervus elaphus wallichi); fecal DNA; Cty b; genetic diversity; Tibet

西藏马鹿(Cervus elaphus wallichi),隶属于偶蹄目(Artiodactyla)、鹿科(Cervidae)、鹿属(Cervus),是马鹿

(Cervus elaphus)的一个亚种[1]。 1823 年,生物学家 Cuvier 在中国西藏和尼泊尔等地发现、采集到模式标本并

将其命名为西藏红鹿(Cervus elaphus wallichi);1841 年,生物学家 Hodgson 在西藏南部发现此动物实体并命名

为寿鹿(Cervus affinis);1850 年,有些学者将其取名为西藏马鹿(Cervus tibetanus);现在我国学者正式命名为马

鹿西藏亚种,俗名同称“西藏马鹿冶。
西藏马鹿在历史上曾广泛分布在我国西藏东南部地区和锡金、尼泊尔、不丹等地[2]。 而在 20 世纪 40 年

代,世界自然资源保护协会将西藏马鹿列为“可能灭绝冶的对象,在接下来几十年的调查中,研究者们在锡金、
不丹、尼泊尔等地再没有见到西藏马鹿的足迹。 因此,国外许多学者认为它“很可能已绝种冶或“差不多是个

神秘的动物冶。 1977 年,国际自然与自然资源保护联盟在华盛顿召开的一次世界鹿类专家讨论会中,因西藏

马鹿已有多年不闻消息,认为野生的可能已经灭绝。 1992 年,世界野生生物基金会(WWF)则正式宣布马鹿

野外种群已经绝灭 50a。 2005 年,西藏错勤县在一个湖边挖出了一具完整的西藏马鹿公鹿的骨架,这说明在

不到 100 年前,西藏马鹿仍然分布在冈底斯山脉以南,雅鲁藏布大峡谷以西的广阔区域。 同年,作者参加了关

于西藏马鹿种群现状的专项调查,调查中发现西藏马鹿的主要群体仍分布在西藏山南地区的桑日县一带,活
动的地区不过 1. 0 万 km2,这一鹿群也成为世界上最后已知的极度濒危的西藏马鹿野生种群。 遗传多样性是

评价一个物种进化潜力高低,抵制自然界各种生存压力能力强弱的重要遗传学指标,而一个物种的遗传信息

在其保护管理策略制定中起着重要作用。 因此,为了更好的保护该珍稀物种,对现存的野生西藏马鹿种群的

遗传结构进行研究是十分必要的。
动物 mtDNA 是动物体内唯一发现的核外遗传物质,脊椎动物的 mtDNA 大小在 16. 5kb 左右,以母系遗传

方式遗传。 其结构简单、稳定、世代间没有基因重组且进化速度快,已被公认为十分有效的研究动物遗传进化

的标记物质[3],并且在应用中已得到广泛的支持与证明[4鄄6]。 本文测定了采自桑日县 3 个地区野生西藏马鹿

线粒体细胞色素 b 基因序列,分析该物种的遗传变异,目的在于为其保护、特别是遗传多样性保护提供科学

依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 样品采集和 DNA 提取

本研究于 2005 年 8 月、2007 年 8 月和 2008 年 8 月分别在西藏马鹿分布区桑日县的增期、沃卡和白堆地

区,采用非损伤性取样法采集西藏马鹿粪便样品共 123 份。 采集样品时,先用望远镜观察鹿群,待其离开后沿

着预先设计好的路线进行粪便收集,并将采集到的粪便保存在 95%酒精内。 采自野外的粪便样品来自西藏

马鹿,而非其近源物种,且不属于同一个个体是十分重要的。 因此,在采集过程中通过粪便外观对西藏马鹿与

其他动物进行初步的分辨。 而所采得的粪便是否属于同一西藏马鹿个体,则采用微卫星多态性位点检测进行

鉴别,以排除来源于同一个个体的可能。
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DNA 提取方法参考上海杰美生物公司生产的《粪便 DNA 提取试剂盒》使用说明并略作改进。 具体步骤

如下:取一定量的马鹿粪便放入锥形离心管内,加入缓冲液,经涡旋振荡使固态物质充分溶解,再经离心处理

使杂质沉淀,然后吸取管内上部清液;将吸出的上清液放入另一锥形管内,加入一定量的酶解液、盐析液和去

干扰剂,经涡旋振荡后放入培养箱中 60益孵育,使细胞裂解;裂解后的溶液加入萃取液,经振荡、离心后,取上

清液放入另一锥形离心管内,加入一定量的浓缩液和沉淀液后再次离心,去掉上清液,加入清理液后再次离

心,再次去掉上清液,将管内物质在空气中自然晾干后加入保存液,放入冰箱中 4益保存待测。
1. 2摇 物种鉴定

选择引物 A1 (L鄄Pro:5忆鄄GAAAAACCATCGTTGTCATTCA鄄3忆) 和 B2 (H鄄Phe:5忆鄄GGAGGTTGGAGCTCTCC
TTTT鄄3忆) [7]进行粪便样品的鉴定。 PCR 反应体系为宝生物 (大连) 有限公司生产的 Hotstar Taq DNA
polymerase ( 5U / 滋L) 0. 3 滋L, dNTPs ( 2. 5mmol / L) 5滋L, BSA ( lg / L) 5滋L, 10 伊 Buffer5滋L, L鄄Pro、 H鄄Phe
(20mmol / L) 各 0. 5滋L,DNA100ng,加灭菌的超纯水至 50滋L。 反应条件为 95益预变性 10min,95益变性 30s,
50益退火 40s,72益延伸 60s,40 个循环后 72益延伸 10min,4益保存。 扩增产物经过 2%琼脂糖凝胶电泳检测

后,用纯化试剂盒(V鄄Gene 公司)纯化。 所有反应均设空白对照。 纯化产物经过连接、转化和筛选,用通用引

物(M13+)进行单向测序。 将测序后的 DNA 序列在 GenBank 数据中进行 Blast 比较,以确定粪便样品的来源

物种。
1. 3摇 个体识别

经鉴定后确定的马鹿粪便样品,应用 11 对微卫星引物进行马鹿样品的基因分型分析[8鄄12],PCR 反应中所

用的引物合成时上游引物都进行荧光素标记,下游引物不做标记;其他反应条件同 1. 2 所述。 PCR 产物在

ABI3130 测序仪上分型分析,通过 GeneMapper 3. 0 确定等位基因大小(Version 4. 0)。 只得到 1 条 PCR 产物

带的判定为纯合子,有 2 条带的判定为杂合子。
1. 4摇 序列分析

将 1. 2 中所测的序列结果用 Clustal X 软件[13] 进行 DNA 序列排列,并辅以人工校对。 用 DnaSP 4. 0 软

件[14]计算核苷酸多样性(Nucleotide diversity,仔)和单倍型多样性(Haplotype diversity, h)。 用 MEGA 2. 1 软

件[15]进行序列比较和变异检测,确定变异位点和单倍型。 使用 PAUP 4. 0b10[16]和 MrBayes 3. 0[17]软件,应用

最大似然法(Maximum likelihood, ML)、最大简约法(Maximum parsimony,MP)和贝叶斯法(Bayesian,BI)分别

构建了系统发育树。 并通过 MODELTEST 3. 06[18]检验寻找最合适的 DNA 替代模型及相关参数,通过自引导

获得系统树分支的置信值 (重复次数为 1 000)。 在构建系统树时采用狍 ( Capreolus capreolus) 序列

(AY580069) 做外群,以获取系统树的根。 同时应用 Arlequin 3. 1[19] 中的 AMOVA(Analysis of Molecular
Variance)分析方法估算地理指数(椎鄄statistics, 椎st)及种群间基因流程度(Nm),以揭示种群分化程度。
2摇 结果

所有采集的粪便样品中,共有 105 个样品得到了扩增产物并成功测序,可以用于物种鉴定。 将所测得的

DNA 序列通过 BLAST 软件在 Genbank 数据库中进行比对,发现这些 DNA 序列与数据库中的西藏马鹿 Cty b
基因(AY044861)具有很好的相似性,其相似性大于 97% 。 因此,这 105 个粪便样品与已知西藏马鹿基因序

列的差异均小于 3% ,根据 Cty b 基因的高变异特点和已有的研究[20],确定这些序列均来自西藏马鹿,其中增

期为 32 个、沃卡为 35 个、白堆为 38 个(表 1)。 利用所选的 11 对微卫星引物,对确定的西藏马鹿粪便样品进

行基因型分型分析,通过个体识别,确定这些样品中不同西藏马鹿个体的真正数量。 在所检测的样品中,共得

到 54 个不同的基因型,其分布为:增期为 21 个、沃卡为 15 个、白堆为 18 个(表 1)。 由于两个不同个体的基

因型完全一致的概率为 10-14,在法医上把非同卵双生的两个样品的基因型完全一致认定为同一个体或同卵

双生。 CERVU S2. 0 软件的分析显示,微卫星座位的联合区分率很高,即使出现同卵双生的情况,判断错误的

概率 Psib 也只有 0. 12% 。 所以,依据法医标准并结合实验结果的数据分析,把基因型不同的样品判定为不同

个体。
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表 1摇 西藏马鹿各种群粪便样品信息表

Table 1摇 Summary information on the samples of the Red deer used in this study

样品采集地点
Population
location

采样时间
Sampling

year

样品数量
Number of
individuals

鉴定的粪便数
Identification

scat

微卫星分型
成功样品数
Complete

microsatellite
genotypes

单倍型数量
Number of
haplotypes

多态位点数
Number of

polymorphic sites

增期 Zengqi 2005 40 32 18 6 19
沃卡 Woka 2007 40 35 15 5 14
白堆 Baidui 2008 43 38 21 7 5
总计 Total 123 105 54 14 24

对 54 个西藏马鹿不同个体的 mtDNA Cyt b 基因进行测定,获得其长度为 731bp,并检测到 24 个变异位点

(均为碱基置换,未见插入或缺失现象)。 共获得 14 个单倍型,其中单倍型 2 和单倍型 6 为增期和沃卡共享、
单倍型 1 为增期和白堆共享、单倍型 8 为沃卡和白堆共享(表 2)。 序列分析结果表明,西藏马鹿白堆种群具

有较低的单倍型多样性(h=0. 592依0. 129)和核苷酸多样性(仔 = 0. 546依0. 00273);增期种群具有较高的单倍

型多样性(h=0. 807依0. 024)和核苷酸多样性(仔= 2. 490依0. 02014);研究地区西藏马鹿整体的单倍型多样性

(h)为 0. 897依0. 014,核苷酸多样性(仔)为 2. 781依0. 02465(表 2),Tajima忆s D 和 Fu and Li忆s D 值检测结果表

明这 3 个西藏马鹿种群相对于中性进化的歧异度并没有明显的偏离( P>0. 1)。

表 2摇 西藏马鹿 3 个取样点 54 个粪便样本 mtDNA Ctyb 遗传多样性分析

Table 2摇 Analysis of the genetic diversity of mitochondrial DNA Ctyb for 54 individuals in three populations of Red deer

种群
Population

单倍型多样性
Haplotype

Diversity(h)

核苷酸多样性%
Nucleotide

diversity (仔)

核苷酸差异多样性
Average number
of nucleotide
differences

Tajima 检验
Tajima忆s D

Fu and Li 检验
Fu and Li忆s D

单倍型分布
Location of
Haplotype

增期 Zengqi 0. 807依0. 024 2. 490依0. 02014 8. 81905 0. 19626* 1. 43761* HT1、HT2、HT3、
HT4、HT5、HT6

沃卡 Woka 0. 742依0. 034 2. 067依0. 02391 4. 33333 -1. 19130* -1. 46075* HT2、HT6、HT7、
HT8、HT9

白堆 Baidui 0. 592依0. 129 0. 546依0. 00273 3. 02614 -1. 06058* -1. 04443* HT1、HT8、HT10、HT11、
HT12、HT13、HT14

整体(TOTAL) 0. 897依0. 014 2. 781依0. 02465 11. 59143 -0. 59276* 0. 14348* HT1—HT14

摇 摇 *P>0. 1 无显著差异

基于构建的 ML、MP 和 BI 树,发现 3 种树的结构相似并且来自不同地区的样品均未表现出按地理分布形

成明显的簇(图 1)。 同时对 3 个群体间的遗传参数进行了测定,结果表明:分布于增期地区的西藏马鹿种群

与分布于白堆地区的西藏马鹿种群群体间 Fst 值为 0. 21939,两个群体间的基因流(Nm = (1 / Fst-1) / 2)为

2郾 41(椎st=0. 274,P>0. 05);分布于增期地区的西藏马鹿种群与分布于沃卡地区的西藏马鹿种群群体间 Fst
值为 0. 13645,两个群体间的基因流(Nm)为 1. 87(椎st=0. 385,P>0. 05);分布于沃卡地区的西藏马鹿种群与

分布于白堆地区的西藏马鹿种群群体间 Fst 值为 0. 29570,两个群体间的基因流(Nm)为 5. 36(椎st = 0. 404,
P>0. 05)(表 3)。

表 3摇 西藏马鹿的遗传结构参数

Table 3摇 Populations parameters for Red deer

种群 Population 增期 Zengqi 沃卡 Woka 白堆 Baidui

增期 Zengqi 1. 87 2. 41

沃卡 Woka 0. 13645* 5. 36

白堆 Baidui 0. 21939* 0. 29570*

摇 摇 对角线上方为个体迁移率(Nm),对角线下方为 Fst,*P>0. 1 无显著差异
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摇 图 1摇 基于 ML、MP 和 BI法构建的西藏马鹿 mtDNA Cty b 序列

的系统发生树以欧洲狍(Capreolus capreolus)的同源序列为外群,

树枝处的数字为自引导值(Bootstrap),节点上>50%的自引导值标

出,重复次数为 1000;

Fig. 1摇 Phylogenetic relationships between red deer mtDNA Cty b

haplotypes constructed by the maximum likelihood maximum

parsimony and Bayesian methods with Capreolus capreolus as

reference group. The numbers in the notes indicate the statistical

results obtained from 1000 bootstrap replicates; only reliability

percentages greater than 50% are indicated

3摇 讨论

在所有获得遗传信息的方法中,粪便 DNA 分析技

术对保护和管理一些隐蔽性较强或濒危的物种具有较

高的潜在应用价值。 粪便的量很大,收集时不会对动物

造成任何损伤,由于粪便中含有大量肠道脱落的粘膜细

胞,并且这些细胞大部分是活的,这样可以得到足够的

遗传物质进行生态学研究。 本研究应用 Cty b 基因引物

从 123 份样品中鉴定出 105 份西藏马鹿粪便样品,没有

完全鉴别出来的原因可能是:粪便中含有的遗传物质已

有部分降解、有些存在外源 DNA 的污染或粪便中有些

物质会抑制酶的活性,从而影响了 PCR 扩增效果。 那

么,在后续的研究中,将进一步优化实验方案,从有限的

实验样品中提取更多的生物学信息。
物种遗传多样性的高低是评判物种能否长期生存

的依据,而衡量一个种群 mtDNA 的遗传多样性有两个

重要指标:单倍型之间的平均遗传距离和核苷酸多态

性。 由于核苷酸多态性的值考虑了各种 mtDNA 单倍型

在群体中所占的比例,因此在反映一个群体的 mtDNA 的多态程度时核苷酸多态性比单纯的遗传距离平均值

要精确,核苷酸多态性的值越高则说明群体的遗传多样性越高[21]。 本研究对西藏马鹿 3 个地区的 54 个个体

样品进行研究,共发现 14 个线粒体 DNA 单倍型,24 个变异位点,占分析序列长度的 3. 28% (24 / 731),没有

发现碱基插入和缺失现象,说明序列的突变都是发生在近期[22]。 遗传多样性是评价一个物种进化潜力高低,
抵制自然界各种生存压力能力强弱的重要遗传学指标[23],是针对珍稀濒危物种制定有效保护策略和保护计

划的最为重要的科学依据之一。 遗传多样性的丧失对物种生存带来直接的不利影响[24],可以使物种更加容

易灭绝[25]。 种群内遗传相似性增加而遗传变异变小,造成种群内遗传多样性下降,在许多珍稀濒危物种中已

很常见[26]。 本研究经遗传多样性检测,发现西藏马鹿平均核苷酸多态性为 2郾 78% ,这与其它有蹄类动物相比

是较高的,如非洲花毛羚(Hippotragus equinus),其线粒体核苷酸多态性为 1. 9% [27],英国马鹿(Cervus elaphus)
的线粒体核苷酸多态性为 0. 56% [28],中国大陆梅花鹿 (Cervus nippon) 种群的线粒体核苷酸多态性为

2郾 11% [29],从而说明西藏马鹿群体线粒体 Cty b 存在着丰富的多态性。 结合地貌分析,研究地区所在的冈底

斯山脉是印度板块与亚洲板块中晚始新世相撞、挤压、断裂与褶皱上升所形成的,两地块的缝合线在冈底斯山

脉南麓、印度河—雅鲁藏布江谷地一带,在海拔 4000m 以下的雅鲁藏布江河谷地区为灌丛草原,较高地区为

亚高山草原。 多样化的地理环境、丰富而复杂的植被结构在山系间的融汇连接,使这一地区成为西藏马鹿喜

栖生境。 仍然存在适合于西藏马鹿生存的环境,不同种群间存在个体迁移的现象。
从构建的系统树中,可以看出西藏马鹿种群并没有按照地理分布分别聚为 3 个支系,而是相互交错相聚,

说明群体间没有出现显著的分化,表明 3 个地理群体间的遗传基础比较一致,存在基因流。 这一结果与我们

用单倍型及其频率、Fst 值和基因流所提示的结果一致(表 3)。 其中分布于增期地区的西藏马鹿种群与分布

于沃卡地区的西藏马鹿种群群体间存在较小的基因流(Nm = 1. 87),原因是,近几十年来人类活动的增加,特
别是这两个地区之间道路的修建,影响了这两个地区西藏马鹿的迁移和交流,但从遗传角度来说,其种群隔离

的时间并不长,还没造成明显的遗传差异(椎st = 0. 385,P>0. 05)。 建议将增期、沃卡和白堆地区的西藏马鹿

种群作为同一个管理单元加以保护。
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