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林麝毛发ＤＮＡ的提取及系统发育分析
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摘　要：针对林麝及麝属动物系统分类存在较大争议的问题，采用分子标记方法，分析林麝的系统发育。利

用非损伤取样方法，从秦岭林麝的毛发样品中提取得到线粒体ＤＮＡＣｙｔｂ基因的部分序列，并对其进行分析。

结果表明，林麝、原麝、马麝、喜马拉雅麝、黑麝是５种独立的种，林麝与原麝的亲缘关系最近。秦岭林麝种群

的遗传多样性较低，单倍型多样度（Ｈｄ）为０．５５８，核苷酸多样度（Ｐｉ）为０．０１５　４２。可弥补现有形态分类研究

的不足，得到更有说服力的分析结果。
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　　林麝是哺乳纲偶蹄目鹿科麝属动物［１－２］，又名
香獐、獐子、山驴、林獐、麝鹿等。因雄麝在脐部和
生殖器之间有香囊，能分泌和贮存麝香，故得名香
獐，是珍贵的野生药用资源动物，也是国家一级保
护动物［３］，现已濒临灭绝。研究生物类群之间的
相互关系并构建系统树，是众多生物学家用来探
索重建生物进化历史的有效手段。动物线粒体

ＤＮＡ（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，

为双链环状ＤＮＡ分子，以母系遗传方式遗传，其
结构简单、稳定，世代间无基因重组且进化速度较
快，能更直观保存群体突变的发生。利用ｍｔＤＮＡ
多态性分析不仅可以在一定层面上了解种群的遗

传多样性，还可以探讨群体的起源进化［４］，是一种
非常有用的遗传标记。
从分子角度研究林麝系统进化的资料较少。

因此，本研究对来自陕西省秦岭地区的林麝毛发
样品进行 ｍｔＤＮＡ 提取及序列测定，调用 Ｇｅｎ－
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Ｂａｎｋ中麝属其他动物的同源序列进行系统发育
分析。

１　材料与方法

１．１　材 料
采集陕西省秦岭凤县地区生病、死亡林麝毛

发以及在林麝活动过的地方捡拾带毛囊的毛发，
带回实验室后于－８０℃保存，备用。
用于 ｍｔＤＮＡ 提取的 Ｃｈｅｌｅｘ－１００购自 Ｂｉｏ－

Ｒａｄ公司，引物由上海生工生物工程技术服务有
限公司合成。

１．２　方 法

１．２．１　毛发ｍｔＤＮＡ的提取　林麝毛发ｍｔＤＮＡ
的提取参照周月琴等［５］的方法进行，每个离心管
内放置３根带毛囊的毛发，提取ＤＮＡ。所用玻璃
器皿和塑料耗材均经过高温高压灭菌处理。另
外，由于所用试验材料有些为在地上拾取的陈旧
毛发，其遗传物质可能已有部分降解，提取过程中
研究者及其他生物极可能对其造成外源污染。因
此，在试验中设定空白提取对照，即设定除不加试
验样品外，其他所有提取步骤都与样品处理完全
一致的平行对照试验。

１．２．２　ＰＣＲ扩增及其产物的测定　引物Ｌ：５′－
ＧＡＴＡＴＧＡＡＡＡＡＣＣＡＴＣＧＴＴＧ－３′；Ｈ：５′－ＣＴ－
ＣＡＣＣＴＧＡＴＡＴＴＴＧＴＣＣＴＣＡ－３′。ＰＣＲ反应总
体积为５０μＬ，其中，１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　５．０μＬ，

ｄＮＴＰ　１．０μＬ，ＤＮＡ 模板２μＬ，上下游引物各

２μＬ，Ｔａｑ酶０．４μＬ，超纯灭菌水３７．６μＬ。ＰＣＲ
反应体系在９５℃预变性１ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，

４９℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３．５ｍｉｎ，３５个循环，
循环结束后，７２℃ 再延伸１０ｍｉｎ，４℃ 保存，备
用。利用未加模板 ＤＮＡ 的反应液作为空白对
照，以检查是否有污染存在。ＰＣＲ扩增产物采用

１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测其片断大小与质量浓
度，于－２０℃保存。产物送至上海英骏生物技术
有限公司进行纯化，在ＡＢＩ３７３０型自动测序仪上
双向测序。

１．２．３　序列测定及系统发育分析　将ＰＣＲ纯化
产物送上海生工生物工程技术服务有限公司进行

双向测序，得到的序列分别提交 ＮＣＢＩ数据库进
行Ｂｌａｓｔ查询，再正反向对比得到能双向吻合的
长２７１ｂｐ的序列，经查询后确定为林麝Ｃｙｔ　ｂ基
因序列。系统发育分析共调集 ＧｅｎＢａｎｋ麝属马
麝、原麝、喜马拉雅麝、黑麝４条同源序列，用

Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ、ＤｎａＳＰ　４．０软件进行序列分析。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增结果
利用设计的引物从林麝毛发提取样品中扩增

获得产物并进行电泳（图１）。空白对照未出现扩
增产物，说明测序结果可靠。扩增条带清晰，说明
用Ｃｈｅｌｅｘ－１００方法提取的３根带毛囊的毛发

ＤＮＡ已经足够ＰＣＲ扩增所需。

２．２　同源序列差异
将测得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中另外两条林麝

（ＧＩ：４５８７１９４，ＧＩ：４５８７１９２）和马麝、喜马拉雅麝、
原麝、黑麝的Ｃｙｔ　ｂ序列对比（图２）。图２中１～
２０号为凤县林麝样品，２１、２２号为ＧｅｎＢａｎｋ中林
麝Ｃｙｔ　ｂ碱基序列，２３号为马麝序列，２４号为喜
马拉雅麝序列，２５号为原麝序列，２６号为黑麝序
列。从图２可以看出，１～２０号序列与２１、２２号
样品序列基本一致，与马麝、喜马拉雅麝、原麝、黑
麝的序列差异较大。
利用Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ、ＤｎａＳＰ　４．０软件进行分析，

２０个秦岭凤县林麝样品中共有４种单倍型，单倍
型比例为２０％。单倍型多样度为０．５５８，核苷酸
多样度为１．５４２％（表１）。

图１　林麝毛发ｍｔＤＮＡ　Ｃｙｔ　ｂ扩增结果

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｍｔＤＮＡ　Ｃｙｔ　ｂ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｆｒｏｍ　ｈａｉｒ　ｏｆ　ｔａｓｋ　ｄｅｅｒ
表１　林麝ｍｔＤＮＡ多样性

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｍｔＤＮＡ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　ｍａｓｋ　ｄｅｅｒ

ｍｔＤＮＡ多样性
ｍｔＤＮＡ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

数值
Ｖａｌｕｅ

多态性位点Ｐｏｌｙｍｏｒｈｉｓｍ　ｓｉｔｅｓ　 ２０

单倍型数 Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｈａｐｏｌｔｙｐｅｓ　 ４

单倍型多样度 Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　 ０．５５８

核苷酸多样度 Ｎｕｌｃｅｏｔｉｄｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　 ０．０１５　４２

平均核苷酸差异数
Ａｖｅｒａｇｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ４．１３２
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２．３　系统进化树
将比对后的序列用Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ软件进行系统

发育分析，构建系统发育树。由图３可知，马麝、

黑麝、喜马拉雅麝、原麝、林麝为５个单独的种，原
麝和林麝亲缘关系较近，黑麝的亲缘关系最远。

图２　同源序列比对

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｆｉｇｕｒｅ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ

图３　基于Ｃｙｔ　ｂ基因部分序列构建的麝属系统进化树
Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｙｔ　ｂ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｍａｓｋ　ｄｅｅｒ

３　讨 论

３．１　非损伤性取样与濒危动物保护
对于濒危动物而言，采用传统的伤害性取样

方法一方面会对动物的身体甚至生命造成一定威

胁，另一方面由于动物天生的警觉性及栖息地复
杂等原因给取样工作造成一定的难度。因此，不
触及或伤害动物本身的非损伤取样方法显示出其

独特的优越性。在动物脱落的毛发、排泄的粪便
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尿液、进食时留下的食物残渣等不同形式的样品
中，都或多或少地残留有从该动物不同组织器官
脱落的体细胞，如果能采用适当的提取分析方法，
即可得到其中包含的遗传信息，用于后期的遗传
或系统发育分析［６－１０］。本研究即采用非损伤性取
样的方法收集林麝带毛囊的脱落毛发，选用可作
为偶蹄目动物进化研究最有力证据的Ｃｙｔ　ｂ基因
为目标基因［１１］，不仅未对林麝造成任何损伤，研
究中得到部分遗传信息经过分析后还将为保护该

物种提供更多的科学依据。

３．２　系统发育

ｍｔＤＮＡ 是核外遗传物质，符合母系遗传的
特点，在母系起源与驯化研究中具有重要的意义。
麝科种的分类问题长期存在分歧，高耀亭［１２］确定
麝属分为３个独立种，即原麝、马麝、林麝。蔡桂
全等［１３］发表了喜马拉雅麝，李致祥［１４］发表了黑
麝。章敬旗等［１５］对几种麝头骨的２８项测量指标
进行主成分分析。结果显示，这５种麝都是独立
的种。本研究从分子水平证明该结论是正确的。
从地理分布来看，原麝在国内主要分布于黑

龙江、吉林和辽宁［１２］。马麝见于青藏高原及邻近
各省；林麝数量多，宁夏六盘山以南至各省区均有
分布；喜马拉雅麝只分布在西藏少数地区；黑麝分
布在西藏和云南的少数地区。这４种麝都以喜马
拉雅 横 断 山 脉 为 中 心，分 布 于 相 邻 不 同 地
区［１２－１４，１６］，故可以推定，喜马拉雅横断山脉地区
是麝种的起源中心。另外，由于林麝的分布区范
围最广［１７］，适应多变的生活环境，是进化程度最
高的一种麝［１５］。从５种麝的聚类分析结果（图３）
看，原麝和林麝最先聚到一起，亲缘关系较近，马
麝、黑麝和喜马拉雅麝亲缘关系较远。本研究从
分子水平验证章敬旗等［１５］的分析结果，认为在进
化过程中马麝、黑麝和喜马拉雅麝首先被排挤到
高原高山地带，而原麝和安徽麝则是由于林麝辐
射到特定的地区后长期的地理隔离产生生殖隔

离，逐渐分化为新的物种。
但是对麝属的分类地位依然有很多不同意

见，Ｌｅｉｎｄｅｒｓ等［１８］提出将麝归为鹿科，Ｓｃｏｔｔ等［１９］

提出将麝归为牛科，Ｗｅｂｂ等［２０］提出将麝提升为
单独的科，与牛科、鹿科并列。因此，针对麝分类
地位问题探讨中出现的研究争议，有必要对麝属
动物进行更加细致深入的分子系统学及古生物学

研究，并将二者的研究结果相互结合分析。通过
开展古代材料与现代生物个体遗传信息的同源性

比对，即可检验建立在现代生物材料基础上的系
统发育分析的可靠性［２１］。此外，对古地理古气候
条件、原始人类的生活环境及林麝本身的起源、迁
移和演化过程等研究，都将具有十分重要的意义。

３．３　遗传多样性
遗传多样性是估计种群长期生存可能性重要

指标，也是生物学上制定保护计划所必需的内容
之一。遗传多样性的丧失会引起个体繁殖适合度
的下降。单倍型多样度值（Ｈｄ）和核苷酸多样度
值（Ｐｉ）是衡量一个群体ｍｔＤＮＡ 变异程度的两个
指标。Ｈｄ值是单倍型多样度，指样本中随机抽
取到两个不同单倍型的频率；Ｐｉ值是核苷酸多样
度，指序列间每个位点的平均核苷酸差异数。Ｈｄ
值和Ｐｉ值越大，群体的多态程度越高，遗传多样
性越丰富［２２］。从图２序列比对结果来看，凤县林
麝共有４个单倍型，单倍型比例仅为２０％，Ｈｄ值
和Ｐｉ值都处于中下水平。低于其他某些珍稀野
生动物，如藏羚羊的线粒体核苷酸多样度值为

２．９６％［２３］，太平洋白鳍豚的线粒体核苷酸多样度
值为１．６５％［２４］。

由于人口的不断增加，人们的经济活动范围
不断扩大，使野生动物的生存空间受到不同程度
的破坏。如山区高速公路的修建使野生动物的栖
息地破碎为不连续的小区［２５］，片断化过程不断加
剧，栖息地“岛屿”不断缩小。林麝的栖息地受到
极大影响，小种群间无法进行基因交流，使林麝的
遗传多样性变低。导致林麝遗传多样性低的原因
还有本次采样有１１只来自圈养种群，圈养种群的
数量过低，则不可避免的会发生近亲繁殖，社群间
缺少基因交换，遗传逐渐衰竭，使其生命力和繁殖
力下降，疫病增加，从而危及种群生存。因此，制
定科学有效的保护政策应当以保护物种的遗传多

样性为主要内容。这一研究结果也再次说明保护
林麝的遗传多样性已刻不容缓。
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