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DNA条形码技术在中缅树鼩隆安种群和昆明种群鉴定中的研究 *
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摘要 目的：本研究利用线粒体细胞色素 C氧化酶亚基 I基因（CO1）的一段保守区域作为 DNA条形码技术的研究序列，探讨

DNA条形码技术对中缅树鼩隆安种群和昆明种群进行分类鉴定的可行性。方法：对 22只广西隆安树鼩和 21只昆明树鼩样本的

CO1基因进行 PCR扩增、测序，应用MEGA V5软件对序列进行比对及分析其遗传距离，采用 NJ法构建系统发育树。结果：中缅

树鼩种群中，隆安种群、昆明种群和海南亚种的种内遗传距离为 0.00%-0.79%，种群间遗传距离为 9.71%-13.59%，中缅树鼩与普通

树鼩的种间遗传距离为 20.43%-24.11%，存在条形码间隔。系统发育树显示：隆安种群、昆明种群及海南亚种分别聚为一小支，分

支置信度高达 100%。结论：本研究结果表明 DNA条形码技术有助于树鼩种群和亚种的分类鉴定，经 CO1基因的测序分析证实

广西隆安树鼩和昆明树鼩分属不同的种群。
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DNA Barcode Technology in Identification Study of Longan Population and
Kunming Population from Tupaia Belangeri*

Based on the conservative region of mitochondrial cytochrome C oxidase subunit I gene (CO1) as a DNA

barcode technology sequence, the feasibility of DNA barcode technology in identifying Longan and Kunming Population from Tupaia be-

langeri was explored in this study. CO1 gene were amplified by pcr and sequenced in 22 Guangxi Longan and 21 Kunming tree

shrew samples. Sequences were aligned and genetic distance was measured by MEGA V5. The phylogenetic trees were constructed by

NJ method. The intraspecific genetic distance of Longan population, Kunming population and T.belangeri modesta from Tupaia

belangeri was 0.00%-0.79%, the interspecific genetic distance between Tupaia belangeri subspecies was 9.71%-13.59%, and the interspe-

cific genetic distance between Tupaia belangeri and Tupaia glis was 20.43%-24.11%. There is barcode gap. Phylogenetic tree showed

that Longan population, Kunming population and T.belangeri modesta from Tupaia belangeri were clustered into three small branches,

branches of confidence as high as 100%. The results showed that DNA barcode technology is helpful to the classification

and identification of tree shrew species and subspecies. Through the CO1 gene sequencing analysis, the study confirmes that Longan pop-

ulation and Kunming population from Tupaia belangeri are belong to different species.
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前言

树鼩（tree shrews）在外貌特征上与松鼠酷似，隶属于攀鼩

目（Scandentia），目前攀鼩目包含 2科 5属，其中树鼩属（Tupa-

ia）种类最丰富，分为 15种 40亚种[1]，在中国，中缅树鼩（Tupaia

belangeri）主要分布于广西、云南及海南地区，王应祥[2]根据中

缅树鼩的体形外貌特征将我国中缅树鼩分为滇西亚种（T.be-

langeri chinensis）、滇南亚种（T.belangeri yunalis）、高黎贡山亚

种（T.belangeri gaoligongensis）、越北亚种（T.belangeri tonquini-

a）、瑶山亚种（T.belangeri yaoshanensis）及海南亚种（T.belangeri

modesta）共 6个亚种。树鼩具有体形小、繁殖快及饲养成本低

等优点，被广泛应用于生物医学实验的多个领域[3,4]。目前，根据

树鼩毛色及头骨数据对攀鼩目动物的系统分类地位进行研究

仍存在不少争议[5]，在分子生物学方面，Adkins等[6]通过对线粒

体细胞色素 C氧化酶亚基 II基因（COII）的研究，认为树鼩与

灵长类的亲缘关系较近，它们可能来源于同一祖先。而 Schmitz

等[7]在研究中缅树鼩线粒体基因组的系统进化关系过程中，发

现中缅树鼩与兔形目的亲缘关系比灵长类更近。对于研究树鼩
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系统分类地位的关系，根据其形态学数据与当前的分子证据尚

无统一结论，因此，亟需一种新的物种鉴定体系。

近年来随着分子生物学研究的深入，加拿大分类学家 Paul

Hebert等[8]提出 DNA条形码技术，即以线粒体细胞色素 C氧

化酶亚基 I基因（CO1）的序列多样性为基础的条形码鉴别系

统。目前，CO1基因是动物 DNA条形码技术最常用的基因片

段，在动物界，该序列的种间差异可以很好地鉴别除刺细胞动

物门以外的所有物种[9]，此外，CO1序列很少出现插入和缺失，

有足够变异的同时也容易被通用引物扩增，这些优点使 CO1

基因成为公认的动物界中最合适的 DNA条形码标准基因。

本研究选取来源于广西隆安县龙虎山附近和昆明市禄劝

县崇德乡的树鼩，通过DNA条形码技术对它们进行测序鉴别，探

索条形码技术在树鼩种群鉴定上的可行性，以期为树鼩在医药研

究领域的合理利用及保护遗传学方面提供一定的实验依据。

1 材料与方法

1.1 样品采集

本研究共选取中缅树鼩隆安种群 22只，昆明种群 21只，

其中雌性各半，均随机从种群中抽取。使用一次性注射器从树

鼩一侧大腿股静脉采血 0.5 mL，立即进行 EDTA抗凝剂处理，

每抽取一只树鼩静脉血需更换一支注射器。

1.2 DNA提取

使用天根生化科技（北京）有限公司的血液基因组 DNA提

取试剂盒（DP318-02），进行树鼩静脉血总 DNA的提取。

1.3 PCR扩增及测序

采用 CO1基因通用引物序列扩增 DNA Barcoding的目的

片段，上下游引物分别是 LCO1490 (5'-GGTCAACAAAT-

CATAAAGATATTGG-3')和 HCO2198(5'-TAAACTTCAGGGT-

GACCAAAAAAT CA-3') [10]。 PCR 反应采用 Takara Ex Taq

（RR902A）扩增酶，反应体系为 50 滋L。PCR反参数为：94℃预

变性 4 min；然后先处理 5个循环，包括：94℃变性 40 S，45℃

退火 40 S，72℃延伸 1 min；接着为 35个循环，包括：94℃变性

40 S，54℃退火 40 S，72℃延伸 1 min；最后 72℃延伸 5 min。

PCR扩增产物通过 2%琼脂糖凝胶电泳检测后由上海生物工

程有限公司进行纯化并双向测序，测序均在 ABI-3730测序仪

上进行。

1.4 数据处理

双向测序结果返回后，利用 DNAStar V7.1软件包中的 Se-

qMan对每个样品进行正反向拼接，如果拼接过程出现正反向

序列不配对情况则通过查阅荧光图谱进行校正，然后在 NCBI

数据库中进行 Blast比对分析，以确定所扩增的目的基因序列

源自中缅树鼩种群。通过 MEGA V5软件内置的 claustal W程

序进行序列多重比对并去掉正反向引物序列。

在 GeneBank检索获得海南亚种和普通树鼩的 CO1基因

序列，采用 MEGA V5软件对本实验获得的及检索到的树鼩

CO1序列进行比对，使用 Kimura-2-parameter模型（K2P模型）

分析种内不同个体间的遗传距离和属内不同种个体间的遗传

距离，并对核苷酸转换与颠换的饱和性进行分析；使用邻接法

（NJ法）对比对的序列构建系统发育树，为了检验每个分支节

点的可靠程度，通过MEGA V5软件进行 1000次重复的无参

数自检举分析（Non-parametric bootstrap analysis; BS）。

2 结果

2.1 PCR扩增结果

PCR产物经 2%琼脂糖凝胶电泳检测含有 638 bp 特异片

段的 PCR 粗产物（图 1），其中第 1与第 21泳道为 Marker，20

个中缅树鼩样品的 PCR产物条带清晰明显且特异性高。

2.2 序列组成及变异

使用 DNAStar V7.1软件包对 43个中缅树鼩样品的线粒

体细胞色素 C氧化酶亚基 I 基因进行拼接，所得序列通过

Blast比对分析，发现隆安种群和昆明种群拼接后的序列与其

目的片段同源性分别为 100%和 99%。应用MEGA V5软件内

置的 claustal W程序对 CO1基因序列（含 GenBank中下载的

树鼩 CO1基因序列）进行序列多重比对并去掉正反向引物序

列得到长度为 638 bp的 CO1基因片段，分析其碱基组成，结果

显示 CO1基因序列中没有出现碱基插入和缺失现象。在 638

个碱基位点中，保守位点 470 个，比例约为 73.7%，变异位点

168个，比例约为 26.3%，简约信息位点 97个，比例约为15.2%。，

自裔位点 71个，比例为 11.1%。A、T、C、G四种碱基的平均含

量分别为 25.1%、29.3%、27.1%、18.5%，其中，G的含量最少，

A+T的平均含量为 54.4%，明显高于 C+G的平均含量为45.6%，

中缅树鼩 CO1 基因序列核苷酸碱基构成出现了明显的 A+T

含量偏倚现象，符合脊椎动物线粒体 DNA碱基组成的特点。

2.3 遗传距离

物种的鉴别标准是比较种内与种间遗传距离的大小，本研

究使用MEGA V5软件基于 K2P模型计算出 CO1基因序列间

的遗传距离，按照分类阶元进行统计分析，所研究的中缅树鼩

的 3个种群中，隆安种群的种内遗传距离在 0.00%-0.63%之

间，平均种内遗传距离 0.15%；昆明种群的种内遗传距离在

0.00%-0.47%之间，平均种内遗传距离为 0.06%；海南亚种的种

内遗传距离是 0.79%。

中缅树鼩各亚种间遗传距离范围在 9.71%至 13.59%之间，

其中隆安种群与昆明种群间的遗传距离最小，在 9.71%-10.

44%之间，平均遗传距离为 9.77%，而隆安种群与海南亚种的遗

传距离最大，在 13.16%-13.59%之间，平均遗传距离为 13.30%，

此外，昆明种群与海南亚种的遗传距离范围为 10.51%-11.

64%，平均遗传距离为 10.83%。

中缅树鼩与普通树鼩（T.glis）的种间遗传距离范围为

图 1 中缅树鼩 CO1基因 PCR扩增产物

Fig.1 PCR pruducts of Tupaia belangeri CO1 gene

M，DNA分子质量标记；1-10，昆明种群编号；11-20：隆安种群编号

M, DNAMarker; 1-10, Population number in Kunming; 11-20: Population

number in Longan
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20.43%-24.11%，其中，海南亚种与普通树鼩的遗传距离最小，

平均遗传距离为 20.43%；昆明种群与普通树鼩的遗传距离最

大，在 23.66%-24.11%之间，平均遗传距离为 23.71%；隆安种群

与普通树鼩的遗传距离在 23.44%-23.70%之间，平均遗传距离

为 23.66%。中缅树鼩同一亚种不同个体间的遗传距离均明显

小于亚种群间的遗传距离，且中缅树鼩亚种群间的遗传距离小

于中缅树鼩与普通树鼩种间遗传距离，存在明显条形码间隔

（Barcoding gap）[11]（图 2）。

2.4 碱基替换饱和性分析

碱基替换饱和性分析是指以 CO1基因序列的校正 P距离

（转换 +颠换）为横坐标，分别以序列的转换数（Ts）和颠换数

（Tv）为纵坐标作散点图，根据二者的关系分析树鼩 CO1基因

的替换饱和性（图 3）。从散点图中可知：CO1基因序列的转换

（Ts）和颠换（Tv）有着良好的线性增长关系，二者均未呈现饱

和，说明树鼩 CO1基因序列可靠，可以进行建树分析。

2.5 系统发育树

应用 MEGA V5软件，采用邻接法（NJ法）构建所有树鼩

样本序列（包括 GenBank下载序列）之间的系统发育树（图 4），

结果显示，中缅树鼩各亚种的个体聚集趋势明显，其中隆安种

群, 编号为 G01-G22聚成一支，昆明种群中缅树鼩，编号为

K01-K21聚为一支，海南亚种的 2条序列聚成一小支，它们的

分支置信度均高达 100%；隆安种群、昆明种群及海南亚种聚成

一大支，共同组成中缅树鼩的一部分。普通树鼩单独聚在 NJ树

的外支，与中缅树鼩组成树鼩属不同物种的一部分。

3 讨论

现代商品零售业中使用的条形码技术明显缩短了信息识

别时间、提高了信息识别的效率和精确度。类似地，Hebert[8]首

次提出在生物分类学上可以利用商业条形码的技术原理实现

物种的高效识别，即根据对一个统一的目标基因 DNA序列的

分析来完成物种鉴定的过程。DNA序列包含了 A、T、C、G 4种

碱基，由于蛋白编码基因存在密码子的简并性，因此，一段

DNA序列只需 45个碱基，就可以获得约 10亿种不同的编码

方式。以现代分子生物学技术的发展趋势来看，可以通过分析

一段拥有几百个碱基的基因的序列信息来完成 DNA条形码技

术的编码工作，理论上可以识别地球上现存的所有物种[12]。而

本研究所涉及的树鼩 CO1基因包含了 638个碱基，证实了它

可以作为树鼩 DNA条形码标准基因的可行性。

理想的 DNA条形码标记需要同时满足以下条件[13]：（1）选

择的 DNA条形码标记要求有适当的变异速率，同一物种的不

同个体之间的序列差异要明显小于不同种间的序列差异，即具

图 2 种内与种间 K2P遗传距离的分布情况

Fig.2 The distribution of the K2P genetic distance of intraspecific and

interspecific

图 3 COI基因碱基替换饱和性分析

Fig.3 Saturation analysis of nucleotide substitutions in COI gene

图 4 邻接法（NJ法）系统发育树

Fig.4 Adjacency method (NJ method) phylogenetic tree
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有条形码间隔[11]；（2）不同种群使用统一标准的条形码标记位

点；（3）选择的标记位点中包含足够的系统发育信息；（4）该

DNA标记具有用于设计通用引物的序列保守区域，可以对生

物样本进行稳定的 PCR扩增；（5）DNA序列具有适宜的长度，

以保证 PCR扩增质量及后续的测序检测。由于核内基因过于

保守，而线粒体 12S和 16S基因存在较多的插入和缺失现象，

Hebert等[8]最终选定了 CO1基因做为 DNA条形码的标准基因，

目前许多研究表明 CO1基因是许多鱼类[14]、昆虫[15]和鸟类[16]等

动物分类与鉴别的理想 DNA条形码标记。本研究中的 22只广

西隆安树鼩和 21只昆明树鼩样本采用 CO1基因通用引物进

行 PCR扩增，获得长度为 638 bp的 CO1基因片段，树鼩 CO1

基因包含了足够的种属遗传信息，理论上完全可以应用于树鼩

的种群鉴定。

DNA条形码技术在哺乳动物分类研究中的应用是近几年

的热点，Yang C[17]使用 DNA条形码技术鉴定陕西麝香鹿物种

是M.berezovskii而非之前形态学方法认为的 M . moschiferus。

此外，在保护濒危野生动物方面，Bitanyi[18]利用 DNA条形码技

术有效鉴别了坦桑尼亚羚羊物种。目前，树鼩做为一类新型且

富有前景的实验动物受到人们的广泛关注，部分学者通过线粒

体基因序列数据来探讨树鼩系统进化分类地位的问题，贾婷等
[19]对昆明禄劝地区 30只中缅树鼩细胞色素 b（Cyt b）基因进行

遗传分析，认为中缅树鼩是一个独立的分类单位而非普通树鼩

的亚种，攀鼩目与皮翼目（Dermoptera）存在很强的亲缘关系，

但未对中缅树鼩的亚种群做进一步的分类。本研究采集云南昆

明和广西隆安两地的中缅树鼩，针对 CO1基因分析其遗传距

离，证明了它们存在较大的遗传差异，二者归属于不同的地理

种群。

本研究对 43只中缅树鼩的 CO1基因序列进行扩增并通

过 2%琼脂糖凝胶电泳检测，PCR产物条带清晰且特异性高，

片段大小与预期相一致，表明可以使用 CO1通用引物在树鼩

种群中扩增出目的片段。同时在 GeneBank检索获得海南亚种

和普通树鼩的 COI基因序列，采用 MEGA V5 软件对树鼩

CO1基因序列进行分析，结果其碱基组成中的 A+T平均含量

（54.4%）明显高于 C+G的平均含量（45.6%），中缅树鼩 CO1序

列核苷酸碱基构成出现了明显的 A+T含量偏倚现象，符合脊

椎动物线粒体 DNA碱基组成的特点。DNA条形码有效鉴别物

种的理论基础是种内、种间遗传距离存在条形码间隔[11,20]。本研

究应用 Kimura-2-parameter模型计算所研究的中缅树鼩 3个种

群间的遗传距离在 9.71%-13.59%之间，而它们与普通树鼩之

间的遗传距离范围为 20.43%-24.11%，结果表明中缅树鼩 3个

种群与普通树鼩间存在条形码间隔[11]，证明基于 CO1基因的

DNA条形码技术可以有效鉴别中缅树鼩与普通树鼩。通过构

建 NJ系统发育树，发现中缅树鼩隆安种群、昆明种群与海南亚

种聚成一大支，与普通树鼩构成树鼩属中的不同物种，进一步

证实了中缅树鼩与普通树鼩分属不同的物种。

此外，本研究中缅树鼩的 3个种群的种内遗传距离范围为

0.00%-0.79%，明显小于中缅树鼩各种群之间的遗传距离，结果

与 Aliabadian等[21]提出的 DNA条形码要求一致，即当种内遗

传距离与种间遗传距离的范围没有交集时才可有效鉴别物种。

从 NJ系统发育树中显示，隆安种群、昆明种群及海南亚种分别

聚成一小支，它们的分支置信度均高达 100%，共同组成中缅树

鼩的一部分，结果表明基于 COI基因的 DNA条形码技术可以

准确鉴别中缅树鼩的 3个种群。

本研究结果表明：通过 CO1基因的测序分析证实了广西

隆安树鼩与昆明树鼩分属中缅树鼩的不同种群，基于 CO1基

因的 DNA条形码技术有助于树鼩种群的分类鉴定，为探讨树

鼩系统进化分类地位的提供了有效的分子证据，同时也为生物

医药研究提供新型实验动物奠定了一定的理论基础。
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