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摘要 : 为正确评价刺猬种群间的遗传关系 ,利用随机扩增多态 DNA ( RA PD)技术 ,对河南刺猬种群的遗传多样性

进行研究.共扩增出 89个位点 ,片段大小为 200～1 650 bp ,多态位点百分率 ( P)为 89. 89 % ,Nei’s基因多样度 ( H)

为0. 328 1±0. 172 0 ,Shannon’s多样性信息指数 ( I)为 0. 484 6±0. 229 8 ,种群间遗传相似度平均为 0. 806 0 ,群体

间遗传距离平均为 0. 222 8.结果表明 ,周口种群与信阳种群之间的遗传关系最近 ,信阳种群与濮阳种群之间的遗

传关系最远 ,说明地理隔离可能是造成河南刺猬种群遗传差异的主要原因.
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0　引言

刺猬 ( Eri naceus europ aeus)是一种较原始的哺乳动物 ,属于真兽亚纲食虫目 ,体型小 ,外形似鼠 ,鼻吻部

细长 ,主要以昆虫的成虫或幼虫为食 ,兼食其他小动物和植物性食物.刺猬是传统的药用动物 ,其皮、肉和胆

等均可入药 ,具有一定的开发和利用价值[123 ] .了解刺猬遗传多样性及其种群关系 ,对于探讨其起源与进化、

合理保护以及科学开发利用这一资源具有指导意义.

目前 ,刺猬的分类和人工养殖已有较多报道[225 ] ,但尚未见从分子水平上研究其遗传进化关系的报道.随

着分子标记技术的发展和应用 ,为研究物种种间关系和起源演化提供了新方法和新途径. RA PD 技术因其

无需知道目标基因序列 ,且简便、快捷、实验成本低 ,被广泛用于物种群体遗传学分析、起源进化和分类研究

及构建遗传连锁图谱等研究领域[6212 ] .本研究拟利用 RA PD 技术对河南省不同区域内的刺猬种群进行遗传

多样性分析 ,旨在分析种群间的遗传变异和相互关系 ,为系统分类提供新的参考和分子水平的依据 ,并为刺

猬资源的保护和可持续利用提供基础资料.

1　材料和方法

1 . 1　材料

研究所用刺猬样品分别采自河南省的南阳 (东经 110°58′～113°49′,北纬 32°17′～33°48′) 、信阳 (东经

113°45′～115°55′,北纬 30°23′～32°27′) 、周口 (东经 114°38′,北纬 33°37′) 、濮阳 (东经 114°52′～116°05′,北

纬 35°20′～36°12′) .取上唇部肌肉组织提取基因组 DNA.

实验所用引物由北京博迈德科技发展有限公司合成 , G + C 含量为 60 %～70 % ; Taq 酶和 Marker

DL2000由 Tiangen Biotech (Beijing) Co . L td生产 ,DNA 提取试剂盒由安徽优晶生物公司生产 ,其他试剂

均为国产分析纯.

1 . 2　方法

1. 2. 1　基因组 DNA提取

基因组提取按照试剂盒说明进行 ,提取结果用紫外分光光度计和琼脂糖凝胶电泳进行检测分析 ,按实验
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所需浓度在 - 20 ℃保存备用.

1 . 2 . 2　引物筛选和 PCR扩增

实验所用 10条随机引物是从 35条引物中通过可重复性分析筛选出来的 , 先用刺猬基因组对所有引物

进行扩增 ,选择产物清晰且重复性好的引物用于实验 (表 1) .

表 1　10条 RAPD随机引物及碱基序列

Tab. 1　Ten RA PD primers and their sequences

引物 引物序列 G + C含量/ % 引物 引物序列 G + C含量/ %

S - 6 T GCTCT GCCC 70 S - 1006 GTAA GCCCCT 60

S - 16 AA GGCGGCA G 70 S - 1213 GGGTCGGCTT 70

S - 266 A GGCCCGA T G 70 S - 1217 CCACCACGAC 70

S - 388 A GCA GGT GGA 60 S - 2008 CCACA GCCGA 70

S - 512 ACA GGT GCGT 60 S - 2088 GGGAA GCGTC 70

扩增反应条件参考文献 [ 6218 ] 并进行优化. 反应总体积为 25 μL ,其中含有 10 ×Buffer

2. 5μL、25 mmol/ L MgCl2 2. 0μL、2 mmol/ L dN TPs 2μL、2. 5 g/ L 明胶 1μL、5 U/μL Taq酶 0. 3μL、10

μmol/ L 引物 1μL、10 g/ L 模板 DNA 3μL、双蒸水 13. 2μL .

反应在 P TC2100热循环扩增仪上进行 ,扩增条件如下 :先经 94 ℃预变性 4 min ;然后进行 40个循环 ,每

个循环由 94 ℃变性 30 s ,36 ℃退火 45 s ,72 ℃延伸1 min组成 ;最后一个循环结束后 72 ℃延伸 8 min.空白

对照以等体积的 dd H2 O替代基因组 DNA ,其他组成与上述反应体系相同.

1 . 2 . 3　琼脂糖凝胶电泳分析

扩增产物用质量分数 1. 5 %琼脂糖凝胶 (含 0. 05 mg/ L 溴化乙锭)电泳进行分析.电泳电压 4～5 V/ cm ,

电泳缓冲液 1×TA E ,电泳结果先在紫外灯下观察 ,对效果好者用凝胶成像系统 ( SYN GEN E)拍照分析.根

据 DNA片段在电场中的迁移率与其相对分子质量的对数值成反比 ,以 DNA Marker DL2000 为标准 ,用

GEN ETOOL 软件标记出各扩增片段的大小.

1 . 2 . 4　数据处理

根据分析结果 ,按同源性条带的有无分别记录为 1和 0 ,当扩增条带出现时记为 1 ,无扩增条带出现时记

为 0 ,构成数据矩阵并输入计算机 ,利用 POP GEN E 1. 32 软件进行分析[13 ] .计算出多态位点百分率 ( P) 、

Shannon’s多样性信息指数 ( I) 、Nei’s基因多样度 ( H) 、Nei’s遗传距离 ( D)和遗传相似性 ( F) ,并根据遗传

距离矩阵用 P H YL IP version 3. 5程序 (U P GMA法)聚类 ,分析各群体之间的遗传关系.

表 2　随机引物扩增带数

Tab. 2　The amplified bands of primers

引物 序列
RA PD

标记数
扩增片段大小/ bp

S - 6 T GCTCT GCCC 6 320～1 100

S - 166 AA GGCGGCA G 7 320～1 300

S - 266 A GGCCCGA T G 10 225～1 200

S - 388 A GCA GGT GGA 8 265～950

S - 512 ACA GGT GCGT 9 240～1 400

S - 1006 GTAA GCCCCT 12 250～1 480

S - 1213 GGGTCGGCTT 9 200～870

S - 1217 CCACCACGAC 9 220～1 050

S - 2008 CCACA GCCGA 9 270～1 650

S - 2088 GGGAA GCGTC 10 250～1 120

2　结果

2. 1　RAPD扩增结果

　　用筛选出的 10 条随机引物分别对

28个个体进行扩增 ,扩增结果表现出良

好的多态性.共记录清晰条带 89 个 ,条

带大小为 200～1 650 bp ,每条引物扩增

的条带平均为 8. 9 条 (表 2) .部分扩增

结果见图 1、图 2.

2 . 2　遗传分析结果

利用 POP GEN E 软件对扩增结果

矩阵进行处理 ,得到如下数据 :多态位点

百分率 ( P)为 89. 89 % ,Nei’s基因多样

度 ( H)为0. 328 1 ±0. 172 0 , Shannon’s
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多样性信息指数 ( I)为 0. 484 6±0. 229 8 ,Nei’s遗传距离和遗传相似度分析结果见表 3 ,遗传分化系数值为

0. 359 9 ,产生的基因流平均值为 0. 889 3 ,即总的遗传变异中有64. 01 %的变异存在于种群内部 , 种群间的

遗传变异占总遗传变异的 35. 99 % ,表明不同地区种群间已有一定程度的遗传分化.

表 3　种群间 RA PD片段的遗传相似度和遗传距离

Tab. 3　The proportion of shared RAPD fragments and the genetic distance

种群 周口 信阳 南阳 濮阳

周口 3 3 3 3 0. 911 5 0. 900 3 0. 722 7

信阳 0. 092 6 3 3 3 3 0. 893 5 0. 694 1

南阳 0. 105 0 0. 112 7 3 3 3 3 0. 714 2

濮阳 0. 324 8 0. 365 1 0. 336 6 3 3 3 3

　　　注 : 对角线以下为遗传距离 ,对角线以上为遗传相似度.

　　由表 3 可知 ,种群间遗传相似

度平均为 0. 806 0 ,群体间遗传距离

为 0. 092 6 ～ 0. 365 1 , 平 均 为

0. 222 8.周口与信阳种群之间遗传

相似度最大 ,为0. 911 5 ,信阳与濮

阳种群之间遗传相似度最小 ,为

0. 694 1.从遗传距离来看 ,周口与

信阳 种 群 遗 传 距 离 最 小 , 为

0. 092 6 ,信阳与濮阳种群遗传距离最大 ,为0. 365 1.以上结果表明周口与信阳种群间亲缘关系最近 ,信阳与

濮阳种群间亲缘关系最远.

2 . 3　种群遗传聚类

用 P H YL IP version 3. 5程序对表 3遗传距离矩阵进行分析 ,以 U P GMA法聚类 ,得到遗传聚类图 3.结

果表明 ,4个种群聚成两个分枝 :首先是周口与信阳种群聚在一起 ,然后再与南阳种群聚在一起成为一个分

枝 ;濮阳种群则单独成为一个分枝.表明濮阳种群与其他 3个类群差异显著 ,具有与另 3个类群相对独立的

种群特征.

3　讨论

3 . 1　研究方法

图 3　河南省 4个地区间刺猬种群关系聚类图
Fig. 3　Phylogenetic t ree of the Erinaceus

europaeus f rom four regions of Henan Province

RA PD技术为研究种及种下不同群体乃至个体间的遗

传多样性提供了有效的手段 , 其最重要的步骤是筛选引

物 ,合适的引物是扩增到高产量、高分辨率、高多态性

RA PD指纹的前提[12215 ] .本实验首先对引物进行筛选 ,选出

条带清晰、重复性好的引物用于实验 ,从而提高了实验结果

的可信度.从扩增结果看 ,没有发现扩增结果完全一样的个

体 ,对照组无任何扩增 ,进一步证实了扩增图谱的差异是由

于个体间或群体间的 DNA 组成差异造成的.以 RA PD 谱

带为遗传标记检测刺猬基因组变异情况 ,分析比较这一物

种的遗传多样性 ,能为追踪和评估其可能的变化趋势与生
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存状况提供一个可衡量的具体数量指标.本实验所用刺猬样品均采自野生环境 ,实验结果能比较客观地反映

河南刺猬种群在自然生长条件下的遗传变异情况.

3 . 2　变异因素讨论

研究结果表明 ,不同地区种群间已存在一定程度的遗传差异 ,总遗传变异达 35. 99 % ,这可能是以下因

素共同作用的结果.

1)地理分布差异的影响.周口、信阳和南阳都位于黄河以南 ,南阳位于伏牛山以南 ,属于盆地 ,信阳属于

山丘 ,周口属于平原 ,而濮阳位于黄河以北 ,不同地理隔离导致栖息地不连续 ,可使基因流在一定程度上受

阻 , 造成种群在空间上呈间断分布 ,阻碍种群间基因交流[13 ,15 ] ,从而导致种群间的遗传分化.

2)与其生物学特性有较大关系.刺猬是较原始的一类小兽 ,活动范围较小 ,且喜爱群居生活 ,可能限制了

种内不同群体间的随机交配 ,致使隔离小种群具有较低的遗传多态性 , 并经历更高的近交压力.

3)小种群内遗传漂变的影响也会加剧种群间遗传分化.有研究表明 ,基因流至少大于 1时 ,才能克服遗

传漂变对种群产生的显著影响[16218 ] .从分析结果看 ,刺猬种群平均基因流仅为 0. 889 3 ,表明遗传漂变对刺猬

群体仍具有明显的遗传效应 , 也可能会加大群体间的遗传差异.

4)气候差异也可能会产生一定影响.信阳在河南的最南端 ,属于北亚热带 ,而濮阳在河南的最北边 ,属于

暖温带 ,二者气候存在着差异 ,这在一定程度上也可能影响着刺猬的生活习性和遗传进化水平.

迄今为止 ,对刺猬遗传多样性研究还很少 ,仅根据本研究获得的有限数据尚不足以为该物种的遗传多样

性设定一个正常范围 ,但本文研究结果作为一种相对指标并与其他指标相结合 ,可为系统研究与追踪刺猬的

遗传变异水平和趋势、资源保护与可持续利用、人工饲养繁殖、杂交育种等方面提供参考资料.
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Research on the Population Genetic Diversity of Erinaceus

europaeus in Henan Province

ZHAO Fei1 ,　L U Ji2qi1 ,　WAN G Li2shun2

(1 . Dep artment of B ioen gi neeri ng , Zhen gz hou Uni versi t y , Zhengz hou 450001 , Chi na;

2 . S tat ion of Economic Forest and S eeds and S eedl i ng of Henan , Zhengz hou 450008 , Chi na)

Abstract : The random amplified polymorp hism DNA ( RA PD) markers are used to st udy t he ge2
nomic DNA polymorp hism of four Eri naceus europ aeus pop ulations among four sites of Nanyang ,

Xinyang , Zhoukou and Puyang in Henan Province . Total 89 polymorp hic DNA loci f rom 200 bp

to 1 650 bp are amplified by 10 RA PD primers. Among t ho se local pop ulations , t he percentage of

polymorp hic loci ( P) is 89. 89 % , Nei’s gene diversity ( H) is 0. 328 1±0. 172 0 , Shannon index

( I) is 0. 484 6 ±0. 229 8. The result s show that t he genetic relationship between Xinyang and

Zhoukou pop ulation is t he closest , while t hat between Xinyang and Puyang pop ulation is t he most

distant . The result s f rom t his research indicate that geograp hical isolation can lead to more genet2
ic diversity wit hin pop ulations of animal species.

Key words : RA PD ; Eri naceus europ aeus ; genetic diversity
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