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摘 要 : 社鼠和针毛鼠是有着广泛地理分布的山地鼠种
,

它们的一些形态特征及核型明显有别于同属的其它鼠

类
。

社鼠的亚种— 雷琼社鼠局限于分布在广东省西部地区和海南省
,

它的形态特征多似社鼠
,

但也有少数特

征相似于针毛鼠
。

对于社鼠和针毛鼠的分类地位及社鼠亚种的分化一直有着各种讨论
。

本研究进行了社鼠和雷

琼社鼠以及针毛鼠龙门种群和香港种群的细胞色素 b (2已 个核昔酸位点 ) 和 125
l
.B N A (3 87 个核昔酸位点 ) 基因

片段的测序
。

社鼠与雷琼社鼠线粒体的细胞色素 b基因片段间包含有 19 个变异位点
、

12S J 四 A 基因片段间包含

11 个变异位点和 2 个插人 /缺失位点
。

针毛鼠的 2 个种群间的细胞色素 b 和 125
r RN A 基因片段分别包含了 3 个和

11 个变异位点
。

通过邻接法和最大简约法重建的系统进化关系表明
:

雷琼社鼠与社鼠有着紧密的亲缘关系
,

它

的亚种地位得到了线粒体 ND A 序列证据的肯定
。

针毛鼠龙门种群和香港种群细胞色素 b 和 125
r
R N A 基因片段序

列的歧异反映出两个种群由于长期的地理隔离及其所经历自然选择的结果
。
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以

社鼠 aR ttus co 了
功
双〕

~
和针毛鼠 R

.

列浇 s“ ns 是

有着广泛地理分布的山地鼠种
,

这两个种间的主要

区别特征在于其尾 长与体长的比例以及耳长 的差

异
。

霍琼社鼠 R
.

。
.

let 恤 仅分布于广东省的西部

地区和海南省
,

该亚种的大多数形态特征与社鼠一

致
,

但也有少数的特征相似于针毛鼠
。

对于社鼠和

针毛鼠的分类地位以及社 鼠的亚种分化一直是存在

不同的观点和讨论 [’浏
。

我们曾对针 毛 鼠和社 鼠

(雷琼社鼠 ) 进行核型分析
,

它们的二倍体众数均

为 46
,

有别于鼠属的其它种 ( Z n 二
42 )

,

社鼠与雷

琼社鼠的核型相同 s[]
。

动物核型并没有一定的进化

速度
,

而线粒体基因则具有进化的的稳定性
。

因

此
,

目前更多地是应用线粒体 DNA 序列 的分析数

据进行动物的系统进化关系研究
「4〕 ,

这种分析方法

对比于形态学或核型分析更能有效地直接研究动物

进化关系及其过程 5[]
。

1 材料与方法

1
.

1 标本的采集

实验所用的针毛鼠分别来自于广东省龙门县和

香港
,

社鼠来自龙门县
,

雷琼社鼠来自广东省高州

市
,

作为对照的外群褐家鼠采自广州市
。

以上 5 组

鼠类各有 3 只个体被用作线粒体细胞色素 b 和 125

出四 A 基因片段 DNA 序列的测定和分析
。

1
.

2 总 D N A 提取

使用试剂盒 QIA amn
毛 s s u e K i t ( Q认“ N ) 从 乃

mg 肌肉组织中提取总 D NA
,

将各 DNA 样本放置于
一

20 ℃低温冰箱贮存
。

1
.

3 引物设计

根据大鼠线粒体 D N A 序列困设计引物对 Hc B/

CL ” 和
NHR

/

NLR
,

分别对具有进化稳定性的细胞
色素 b 和 12 5 R N A 基因片段进行聚合酶链式反应

( olP ” en n 贬吧 C h a i n

~
it on

,

代R ) 的扩增和 D N A序列

的测 定
。

其中引物 H C B ( 5’
~

A A A C飞 CGA C CC C T C A

G A A
矛

几A T A T门I 汗C CT C A
一

3
,

) 和 CL B ( 5
, -

A A A A A G C竹℃C A T C C A人C AT CCT A G C A
r

n ; A T G A A A
一

3
’

)

用 于 扩 增 细 胞 色 素 b 片 段
,

11R N ( 5’
-

TG ACT G C A G A(G 芜T G A C GC ( ;C以 ;卫;卫汀 (; T
一

3
’

) 和

1丑N ( 5’
一

凡勺认涟口〕卫诱A从1 以夏胡朋为
-

3
’

) 则应用于扩增 12 5 出刊A 片段
。

1
.

4 聚合酸链式反应

每 100 井L 的 cP R 混合液中含有 l 一 10 gn 总
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D N A
、

8 ” L dN T p 混合液 ( lo oml / L )
、

10 拜 L 1 0 X

CP R缓冲液
、

2
.

5 拌 L fTl DAN 聚合酶 5( 以 x〕 /u rnL )

和 6 拜 L M邪飞 ( 52 mo ll L )
。

聚合酶链式反应是在

CP R 仪 P T C
一

1 00 por脚 Inn 汕 el
eTh

n n al Co n tor 】le r
(心

R e s e

胡 h In c
.

) 进行
,

每个循环的条件是
: 94 ℃变

性 15 5 、

5 0 ℃退火 15 5
及 7 2 ℃延伸 120

5 ,

共进行

30 次循环
。

、

1
.

5 CP R产物的纯化

以离心柱管 C en itr
c on 一 100 un iis 对 代R 产物进

行纯化
:
加人 Z mL 蒸馏水和 100 拜L CP R 产物混合

物到离心柱管内
,

以 5 s oo lr 而 n
离心 10 而

n ,

重复

1次
,

然后将离心柱管倒置
,

以 1 s oo lr 而
n
离心 2

而 n ,

收集已纯化的 代R产物
,

并将纯化的 CP R 产

物贮存于
一

20 ℃
。

1
.

6 线粒体 D N A 序列测定

应用试剂盒 A BI p m sM 侧 巧
e T e 耳in n a to r C yc le

阮qu e cn i gn eR ady R e朗 it on 儿 t ( PE RK IN EML E R ) 在

CP R 仪 eG en Al l l p CP R 即
s et m Z《 刃 ( PE R K IN E ML E R )

进行序列反应
。

以离心柱管 CE NT R I 一 SE P 纯化序

列反应产物
,

纯化后的序列反应产物在测序仪 A BI

P R IS M 3 10 eG en ti e A n al y z e r
( PE R K IN E

ML E R ) 进行

自动测序
。

1
.

7 线粒体 D N A 序列分析和系统进化树的构建

每个线粒体 D N A 样品均分别进行轻
、

重链的

测序和核对
。

应用软件 A BI se 礴产
, e sr i on 1

.

0
.

护 1

编辑细胞色素 b 和 125
r R N A 基因片段的序列

,

采

用软件 c hi st al w 1
.

6阁进行序列的多重对比
,

运用

软件 M ega 沙〕进行线粒体 DNA 序列间的可变核昔

酸位点的统计
,

根据 苟mu la 双参数模型
,

同时考

虑碱基的转换和颠换
,

确定遗传距离
,

并以邻接法

N( ie g ll lx 〕
-rj ion i gn

,

NJ ) 和 最 大简 约法 ( M

~p o i

~
y

,

MP ) 构建系统进化树
,

自举置信水平

( B
oost

t
arP

c

ionf de cn e

vle el
,

cB )L 应用自引导检验估

计
,

共 1 0以) 次循环
。

2 结 果

2
.

1 细胞色素 b 和 125
r R N A 基因序列的歧异

根据所检测和分析的细胞色素 b ( 2 64 个核昔

酸位点长度 ) 和 12 5 r RN A ( 3 87 个核昔酸位点长

度 ) 基因片段序列
,

2个基因片段的核昔酸转换率

均高于颠换率
,

核昔酸的转换多发生在密码子的第

3个碱基位点
。

社鼠与雷琼社鼠间分别有 19 和 n

个核昔酸变异位点
,

其中在 125
r RN A 片段中有 2

个插人 /缺失的位点
。

比较针毛鼠龙门种群与香港

种群细胞色素 b 和 125
r R N A 基因片段的序列

,

分

别包含有 3 和 11 个核昔酸变异位点
。

细胞色素 b

和 12 5 r R N A 基因片段测序结果显示
,

在社鼠或针

毛鼠种内
,

各基因的核昔酸组成比例相近 (表 1 )
,

种间的核昔酸取代率高于种内 (表 2)
。

表 1 细胞色素 b 和 125
r R N A 基因片段的核替酸比例

T习〕 .

1 N
u c

l eo t ide fer qU
e
cn es of c yt 以三腼enI b a n ( 1 125
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r
R N A
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雷琼社鼠

针毛鼠 (香港种群 )

针毛鼠 (龙门种群 )

2
.

2 重建系统发生树

应用 兀mu 。 双参数模型计算遗传距离 (表 3

和表 4)
,

并构建 NJ 和 M P 系统发生树 (图 1 )
。

根

据细胞色素 b 片段序列数据所建立起的 NJ 和 M P

系统发生树
,

社鼠和针毛鼠各自形成 2个不同的初

级分支
,

其中
,

社鼠及其亚种雷琼社鼠分别构成 2

个次级分支
,

自举置信水平分别为 72 % 和 82 %
,

针毛鼠的两个种群也各自成为不同的次级分支
,

其

自举置信水平均为 100 %
。

依据 125
r RN A 基因片段

序列数据构建的 NJ 和 M P 树
,

社鼠成为初级的分

支
,

雷琼社鼠和针毛鼠从社鼠中分化为 2 个不同的

次级分支
,

自举置信水平分别为 99 % 和 100 %
。

针

毛鼠的 2 个种群各自成为不同系统发生树的 2 个顶

级分支
,

自举置信水平分别为 82 % 和 % %
。

表 2 各组鼠类间细胞色素 b 和 125 川四A

基因片段的取代率
’ )

T
a b

.

2 R凌t lo of s』笼 t it u t ion in Cyt b an d 12 5 J Nt A

ge en fu 卿 n e

snt 晚卜
胃民 n

het id瓜此 nt 即DU sp %

样 品 1 2 3 4

1社鼠 2
.

8 3
.

9 3
.

6

2 雷琼社鼠 7
.

2 3
.

6 3
.

9

3 针毛鼠 (香港种群 ) 1 1
.

7 12
.

8 2
.

8

4 针毛鼠 (龙门种群 ) 1 1
.

3 12
.

5 1
,

l

l) 下三角数据为细胞色素 b 基因片段的取代率
,

上三角数

据为 125
r
R N A基因片段的取代率
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表 3 基于细胞色素 b 序列的 儿mu m 双参数

距 离和标准误
”

尸

r a
l
〕

.

3 儿

~
2 1犯anr

犯 Ie r
id

s 七u l c e a n d s 妞 n ds 川 e

巾
r

加嗽 d
o n c y l仪 卜m毗 b 淡月 u e

cn
e s

样 品 1 2 3 4

1社鼠 0
.

0 17 0
.

胆 4 0
.

m 4

2雷琼社鼠 0
.

07 6 .0 02 6 0
.

02 5

3针毛鼠 (香港种群 ) 0
.

130 0
.

145 .0 仪巧

4 余十毛鼠 (龙门种群 ) 0
.

125 0
.

1 4 1 0
.

0 1 1

1 ) 下三角数据为遗传距离
,

上三角数据为标准误

表 4 基于 125
r R卜A 序列的 iK mu al 双参数

距离和标准误
”

T司〕
.

4 凡m

~
2`

~
I l e l e r 山 s

atn ce a
dn

s t a n d a n 」e

哪
1
叉】
洲 1 on 12 5

1
,

R入A eS qt le
cn

e 、

样 品 1 2 3 4

1
.

社鼠 0
.

仪刃 0
.

0 10 0
.

0 10

2
.

雷琼社鼠 0
.

03 0 0
.

0 10 0
.

0 10

3
.

针毛鼠 (香港种群 ) 0
.

(峨 ) 0
.

03 8 .0 X() 8

4
.

针毛鼠 (龙门种群 ) .0 03 8 .0 (网) .0 0 2 9

l) 下三角数据为遗传距离
,

上三角数据为标准误

3 讨 论

动物系统进化关系是依据现存种类及其祖先的

形态学特征及其基因组信息进行推论的结果图
。

动

物由于其分布区域的改变可使基因漂移
,

而分布区

的地理隔离使同种动物经历不同的自然选择
。

在不

同环境中
,

由于 自然选择作用及其基因 (尤其是核

基因 ) 中突变核昔酸位点的差异
,

可使同种动物在

形态学特征上发生程度不同的改变
。

线粒体各基因均具有相对稳定的进化速率
,

因

而
,

线粒体 D N A 的编码序列被广泛应用于哺乳类

动物的各级分类等级的系统进化关系的研究
,

线粒

体系统进化学使动物系统发生历史的研究以及解决

它们间系统进化关系的疑难问题有所突破川
。

在本项研究中
,

2 种 鼠类的细胞色素 b 和 125
r R N A 基因片段的核昔酸转换率均高于颠换率

,

而

且
,

核昔酸的转换多发生在密码子的第 3 个碱基位

点
,

这种转换的结果使动物可以经受更小的自然选

择压力
,

从而能够维持线粒体 D N A 的正常功能
,

使突变的核昔酸位点能够保存下来
,

这是线粒体

DNA 颠换的积累较转换更慢的根本原因
。

在社鼠及其亚种雷琼社鼠间
,

线粒体细胞色

素 b 基因的进化方式是核昔酸取代
,

而它们的 12 5

r R N A 基因则以核昔酸取代和插人 /缺失 的方式进

化
。

针毛鼠种群间细胞色素 b 和 125
r R N A 基因的

进化方式均为核背酸取代
。

基于细胞色素 b 和 125

社
_

鼠

雷琼社鼠

钊毛 鼠 f香港种群 )

针毛鼠 ( 龙门种群 )

褐家鼠

社鼠
雷琼社 鼠

针毛鼠 (香港种群 )

针毛鼠 `龙门种群 )

褐家鼠

泣习

二困口
图 1 儿

~ 双参数距离重建的系统发生和自举置信水平

iF g
.

1 1叹l y loge elnt
c

,
o sn呱

it on 场 凡

~
、 2

一

洋仙
刀 e

etr
击 s扭a l l c e a n d l切匕 tm p c o n if由~ le vel

A
:
基于细胞色 b数据的 NJ 树 (左 ) 和 MP 树 (右 ) ;

B
:
基于 125

r R五 A数据的 NJ 树 (左 ) 和 MP 树 `右 ) ;

横线上 下的数据均为自举置信水平数值

r RN A基因片段序列所得到的 幻 mu 。 双参数遗传距

离数据及其重建的系统进化树表明
,

雷琼社 鼠与社

鼠有着更近的亲缘关系
,

在分子生物学的水平上认

证了形态学 卜对 于雷琼社鼠大多数特征相似于社

鼠
、

少数特征相似于针毛鼠的讨论及其分类地位
。

与此同时
,

针毛鼠细胞色素 b 和 12 5 r R入A 基因片

段序列的数据也证明了香港种群和龙门种群由于地

理隔离所致的歧异
,

这两个种群在重建的 NJ 和 M P

系统进化树中成为不同的分支
,

并分别为极高的自

举置信水平所支持
。
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