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Zoological Research 

若尔盖湿地青海沙蜥红原亚种线粒体 ND4-tRNAleu 

基因的序列变异和遗传多样性 
刘  莉 1,2，郭宪光 1，王跃招 1,* 

（1. 中国科学院成都生物研究所，四川 成都  610041；2. 中国科学院研究生院，北京  100049） 

摘要：研究了青海沙蜥红原亚种(Phrynocephalus vlangalii hongyuanensis)分布于四川若尔盖辖曼(XM)、红原(HY)
和甘肃玛曲(MQ)这 3 个地理单元 7 个居群的 ND4-tRNAleu基因的序列变异和遗传多样性。72 个序列比对得到 785 
bp 的片断，含变异位点 7 个，定义了 9 种单倍型。结果显示 7 个居群总的核苷酸多样性较低(0.00231±0.00016)，
单倍型多样性较高(0.806±0.024)；就单个居群而言，MQa、MQb、XMb 的遗传多样性低，XMc 相对较高。各居

群间的 Kimura 双参数遗传距离小(0.001—0.005)，最大遗传距离出现在 MQa 和 XMa 之间，XM 单元各居群之间

遗传距离最小。但分子变异分析(AMOVA)显示 3 个单元间出现了显著差异(P<0.01)，遗传变异主要存在于地理单

元间，占 62.61%。除 MQ 单元形成一支，单倍型网络图没有显示出单倍型和地理位置的对应关系，XM 各居群以

及 HY 混杂在一起。XM 单元单倍型的不配对分布（Mismatch distribution）为明显左移的单峰，同时 Fu’s Fs test
得到负值(Fs=－2.21937)，这都暗示 XM 单元可能经历了近期种群扩张，这是其单倍型多样性较高和核苷酸多样

性较低的原因。MQ 单元遗传多样性低而与其他单元显著分化，推测与黄河在若尔盖玛曲之间贯通有关。近期沼

泽的形成对 XMb 的隔离时间短，使得其遗传多样性低但还不足以形成大的遗传差异。 

关键词：青海沙蜥红原亚种；遗传多样性；序列变异；若尔盖湿地 
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Genetic Variation and Diversity of Phrynocephalus vlangalii 
hongyuanensis in Zoige Wetland Inferred from ND4-tRNAleu Gene 

LIU Li1，2，GUO Xian-guang1，WANG Yue-zhao1,* 
（1. Chengdu Institute of Biology，the Chinese Academy of Sciences，Chengdu  610041，China; 

2. Graduate University of the Chinese Academy of Sciences，Beijing  100049，China） 

Abstract： According to the distribution of Phrynocephalus vlangalii hongyuanensis in Zoige Wetland，three 
geographic units: Zoige Xiaman (XM)，Hongyuan (HY)，both in Sichuan Province and Maqu (MQ) in Gansu Province 
were defined. We used molecular methods to reveal these unit’s genetic variation and diversity. A 785bp fragment of the 
mtDNA ND4-tRNAleu was determined from 72 samp1es in seven populations of P. vlangalii hongyuanensis. Seven 
variable nucleotide sites and nine haplotypes were identified in the 785bp fragments. As a whole，the haplotype diversity 
was high (0.806±0.024)，but the nucleotide diversity was low (0.00231±0.00016). In a single population，MQa，MQb and 
XMb had very low genetic diversities，and XMc had a much higher one. The Kimura 2-parameter distances among all the 
populations were small (0.001-0.005)，and the distance between MQa and XMa was the greatest. Analysis of molecular 
variance (AMOVA) showed that the three units were distinctly different (P<0.01)，and 62.61% of the total genetic 
diversity was attributable to variation among units. There were 3 haplotypes shared among XM and HY，and no 
geographic clustering was observed except MQ from the TCS network. The results from the mismatch distribution  
analysis and Fu’s Fs test (Fs=－2.21937) implied that there might be a recent population expansion in the XM unit，and 
this may be the reason why XM had a high haplotype diversity but a low nucleotide diversity. We estimate that the MQ 
and XMb have lower diversities because of some very recent geographic events，such as the formation of the Yellow 
river’s upriver and the Zoige Wetland. Although they are distinctly different，not enough time has passed for them to have 
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diverged a great genetic distance. 

Key words：Phrynocephalus vlangalii hongyuanensis；Genetic diversity；Sequence variation；Zoige Wetland 

若尔盖湿地地跨四川西北部和甘肃南部，分布

在总面积约34 000平方千米的区域内。沙蜥在若尔

盖湿地主要分布于四川红原县瓦切乡，若尔盖县辖

曼乡以及甘肃玛曲。Jiang et al (1980)根据分布在红

原瓦切的沙蜥上唇鳞、颊鳞行数与青海沙蜥

(Phrynocephalus vlangalii)地模标本有差异将其定

名为青海沙蜥红原亚种（P. vlangalii hongyuanen- 
sis）。分布于辖曼的沙蜥根据其形态、染色体及分

子特征应属于青海沙蜥红原亚种(Pang et al，2003；
Wang et al，2002)。近年来，我们在野外考察中发

现，玛曲与红原瓦切的沙蜥居群形态特征一致，视

为青海沙蜥红原亚种。 
沙蜥喜生活在荒漠、半荒漠地区，其种群密度

与植被盖度呈负相关(Wu et al，2004)，更不出现在

湿润的沼泽区域。但是，沙蜥在若尔盖湿地的生境

十分特殊，它属于高寒湿润型气候，具有世界面积

最大的高原沼泽湿地，且沙丘和沼泽都是动态变化

的(Yong et al，2003)，沙丘一般以古河道为中心，

与草地、沼泽呈镶嵌分布的格局(Li et al，2001)，
这和青藏高原隆升引起的河流改道、气候变迁等地

质事件有关(Wang et al，2006；Zhang et al，2003)。 
遗传多样性在一定程度上能体现物种的进化潜

力，是物种适应环境变化的基础，认清物种的遗传

多样性现状，将有利于评价各个群体的进化关系以

及确定需要保护的重点单元(Humphries et al，1995；
Petit et al，1998)。已有研究表明，影响遗传多样性

的因素很多，如种群大小、选择压力、基因交流等

(Madsen et al，2000；Monsen & Blouin，2003；Randi 
& Lucchini，1998；Li et al，2002)。本研究以进化

速率相对较快的线粒体ND4-tRNAleu基因片段为遗

传标记，对若尔盖湿地3个地理单元7个居群的沙蜥

进行了序列变异和遗传多样性分析，旨在了解该地

区不同居群间的分化程度以及在这种特殊的生境

下不同居群之间的基因交流情况，从而为进一步研

究青海沙蜥的种群遗传结构和亲缘地理学积累资

料和提供一定的参考。 

1  材料和方法 

1.1  材  料 
选取青海沙蜥红原亚种在若尔盖湿地的 7 个居

群 68 个样品作为研究材料（表 1）。样品采集点基

本覆盖了该亚种在若尔盖湿地的分布（图 1），为方

便叙述与讨论，按地理距离将 7 个居群划分为 HY、

XM、MQ 三个地理单元。采用的组织样品均为 95%
的酒精固定，标本用福尔马林固定后保存于中国科

学院成都生物研究所两栖爬行动物标本馆。此外，

从 GenBank 下载了四条 ND4-tRNAleu 序列， 
GenBank 登录号为 AY054051－AY054054(Pang et  

表 1  采样点以及样品信息 
Tab. 1  Information of samples and their localities 

居群编号 
Abbreviation 

采集地 Locality 经纬度 Coordinate
样本量 
Sample Size 

标本号 Sample No. 

HY 红原（HY） 
N33.17649  
E102.62830 

9 DLW200607001-2，DL050002-5，2LDW001，0714，0541 

XMa 
N33.70605  
E102.48526 

17 
DLW200607007-9，DLW200607011-15， 
DLW200607017-23，Xm276，Xm277 

XMb 
N33.77507  
E102.54921 

9 DLW200607024-26，DLW200607029-34 

XMc 
N33.72512  
E102.46995 

13 
DLW200607035-40，DLW200607042-46， 
DLW200607048，DLW200607050 

XMd 

辖曼（XM） 

N33.74796  
E102.50430 

8 
DL050011-15，DL050017-18， 
DL050020 

MQa 
N33.95074  
E102.08892 

8 
DLW200607052，DLW200607054-55， 
DLW200607057-58，DLW200607060-62 

MQb 

玛曲（MQ） 
N33.89865  
E102.12673 

8 DLW200607064-70，DLW200607072 
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图 1  若尔盖湿地沙蜥的采样点 

Fig. 1  The sampling localities of Sand Lizards in Zoige  
Wetland in this study 

al，2003)，对应标本号依次为 Xm276、Xm277、0714、
0541，根据标本采集时记录的经纬度，将 0714、0541
归入 HY 居群，Xm276、Xm277 归入 XMa 居群。 
1.2  基因组 DNA 提取、PCR 扩增及测序 

取适量肝脏或肌肉用于总DNA提取，采用常规

蛋白酶K裂解细胞，然后苯酚-氯仿/异戊醇抽提，最

后用乙醇沉淀总DNA。PCR扩增和测序均使用通用

引物对ND4和Leu(Arévalo et al，1994)。PCR反应体

积为25 µL，包括模板1 µL（含DNA10－100 ng），
10×buffer（含MgCl215 mmol/L）2.5 µL，12.5 mmol/L
的dNTP 0.5 µL，10 pmol/µL的引物各1 µL，5 U/µL
的Taq酶0.2 µL，最后加ddH2O补齐25 µL。PCR反应

在PTC-200型基因扩增仪上进行。扩增条件如下：

94℃预变性4 min；然后进行35个循环，包括94℃变

性40 s，52℃退火40 s，72℃延伸60 s；最后72℃延伸

7 min。PCR产物送上海基康生物公司纯化测序。 
1.3  数据分析 

DNA序列用Bioedit(Hall,1999)进行比对和编

辑，并辅以手工校正。采用MEGA3.1软件(Kumar et 
al，2004)计算核苷酸的组成，变异位点数等序列特

征，基于Kimura双参数（Kimura 2-parameter）模型，

计算不同居群间的遗传距离。用DNAsp4.0 (Rozas et 
al，2003)计算核苷酸多样度和单倍型多样度，并用

该软件做单倍型的不配对分布图以及计算Fu’s Fs
值。遗传多样性与样品量的相关性分析选用Pearson
相关系数。采用Arlequin3.1(Excoffier et al，2005)
的AMOVA分析计算遗传变异在群体间和群体内的

分布情况。基于简约法原理用TCS (Clement et al，
2000)构建单倍型网络图。 

2  结  果 

2.1  序列特征 
实 验 获 得 68 个 序 列 （ GenBank 登 录 号 ：

EU294028-EU294095），所有序列比对后得到785个
位点，其中1－636为ND4基因的3＇端，637－700
为tRNA-His，701－758为tRNA-Ser，759－785为
tRNA-Leu的5＇端。ND4基因终止密码子为TAA，

该基因内部未发现终止密码子。A、T、C、G平均

含量分别为36.9%、25.1%、26.6%、11.4%，表现出

明显的反G偏倚，同时A+T的含量（62.0%）明显高

于G+C的含量（38.0%），这些都是脊椎动物线粒体

DNA的特点。785 bp的序列含变异位点7个，均为简

约信息位点，未发现插入缺失，发生在密码子第3
位的变异占57.1%，第l位的占42.9%，第2位未检测

到变异。 
2.2  单倍型分布 

72个序列共定义了9种单倍型，所有单倍型在居

群中的分布见表2。单倍型1为XMa、XMb、XMc、 

表 2  ND4-tRNAleu 基因单倍型在各居群中的分布 
Tab. 2  The distribution of the ND4-tRNAleu gene haplotypes in different populations 

单倍型代码 Haplotype code 
采样点 Locality(n1/n2/n3) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

HY（9/2/0） 2 7        
XMa（17/3/1） 3  11 3      
XMb（9/1/0） 9         
XMc（13/5/3） 4  6  1 1 1   
XMd（8/3/0） 4 2 2       
MQa（8/1/1）        8  
MQb（8/1/1）         8 
Total（72/9/6） 22 9 19 3 1 1 1 8 8 

圆括号中的数字（n1/n2/n3）依次表示采样数/单倍型数/特有单倍型数。 
The numbers in parentheses (n1/n2/n3) show numbers of individuals sampled/haplotypes observed/private haplotypes. 
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XMd、HY五个居群的共享单倍型，出现次数最多，

占22/72；单倍型3为XMa、XMc、XMd的共享单倍

型，占19/72；单倍型2被HY和XMd共享；其余均为

特有单倍型。 
2.3  遗传多样性分析 

选择核苷酸多样性（Pi）和单倍型多样性（Hd）
作为体现遗传多样性的指数（表3），其中，MQa、
MQb、XMb的两项指数均为0，XMc、XMd的遗传

多样性相对较高，XMa和HY居中，就整个若尔盖

湿地而言，核苷酸多样性较低，单倍型多样性较高。

同时，就各地理单元来看，XM单元遗传多样性最

高。为了排除各居群样品量差异对分析结果的影

响，计算了Pi和Hd分别与样本量的相关性，结果显

示没有显著相关性（P值分别为0.540和0.245），也

就是说，本研究中遗传多样性差异不是由样品量差

异引起的。 
2.4  居群间的遗传变异 

采用Kimura双参数模型统计得出七个居群

ND4-tRNAleu基因序列的遗传距离（表4）。七个居

群之间的遗传距离都较小（0.001—0.005），最大距

离0.005出现在MQa和XMa之间，MQa和其他几个居

群（除MQb）的遗传距离也相对较大。XM各居群

之间的遗传距离最小（0.001—0.002）。XM单元与

HY，MQ单元的平均遗传距离分别为0.003，0.004，
HY和MQ单元的平均遗传距离为0.003。当分为三个

地理单元时，AMOVA分析显示，变异主要存在于

单元间，占62.61％，P<0.01，说明各单元间有显著

差异。 
2.5  单倍型网络图和不配对分布图 

从网络图可以看出，9个单倍型相邻两个之间均

只有一步突变，没有未观察到的中间单倍型（图2）。
单倍型5位于网络图的中心，推测这个单倍型可能

是较为原始的，其他单倍型由其衍生而来。MQ单

元的两个单倍型单独形成一支。除MQ单元外，XM
几个居群和HY之间有广泛的共享单倍型，各居群

混杂在一起，没有显示出地理位置和单倍型的对应

关系。 
所有单元的不配对分布（mismatch distribution）

为单峰型（图 3），Fu’s Fs 值为－0.96982（P＝
0.38300）。就 XM 单元而言，由于单倍型两两差异 

表 3  各居群以及各单元的遗传多样性 
Tab. 3  The genetic diversity in different populations and geographic units 

居群  
Population 

核苷酸多样性 
Nucleotide diversity 

单倍型多样度 
Haplotype diversity 

地理单元 
Geographic unit 

核苷酸多样性 
Nucleotide diversity 

单倍型多样度 
Haplotype diversity 

HY 0.00099±0.00042 0.389±0.164 HY 0.00099±0.00042 0.389±0.164 

XMa 0.00079±0.00020 0.551±0.114 

XMb 0.00000 0.00000 

XMc 0.00140±0.00030 0.731±0.096 

XMd 0.00164±0.00043 0.714±0.123 

XM 0.00122±0.00018 0.662±0.043 

MQa 0.00000 0.00000 

MQb 0.00000 0.00000 
MQ 0.00068±0.00006 0.533±0.046 

总计 Total 0.00231±0.00016 0.806±0.024    

表 4  若尔盖湿地青海沙蜥各居群间的遗传距离 
Tab. 4  The genetic distance for Phrynocephalus vlangalii hongyuanensis populations in Zoige Wetland 

 HY XMa XMb XMc XMd MQa 

XMa 0.003      

XMb 0.002 0.001     

XMc 0.003 0.001 0.001    

XMd 0.002 0.002 0.001 0.002   

MQa 0.004 0.005 0.004 0.004 0.004  

MQb 0.003 0.004 0.003 0.003 0.003 0.001 
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图 2  基于统计简约法构建的单倍型网络图 
Fig. 2  The Statistical parsimony network of haplotypes 

圆圈内包括单倍型代码（同于表 2）以及出现该单倍型的居群名缩写，

XMabcdHY 表示 XMa、XMb、XMc、XMd、HY；XMacd 表示 XMa、
XMc、XMd；XMdHY 表示 XMd 和 HY。连接单倍型的线表示一步变

异。圆圈大小大约表示该单倍型出现的次数。 
Numbers of haplotypes correspond to Tab. 2. XMabcdHY is short for 
XMa、XMb、XMc、XMd、HY；XMacd is short for XMa、XMc、XMd；
XMdHY is short for XMd and HY. Each mutational step is shown as a 
line. The sizes of circles roughly represent the numbers of individuals. 

 
图 3  若尔盖湿地青海沙蜥红原亚种单倍型的不配对分布 

Fig. 3  The mismatch distributions of the haplotypes of  
Phrynocephalus vlangalii hongyuanensis in the  
Zoige Wetland 

较小且这种情况出现频率较高，其不配对分布为显

著左移的单峰， Fu’s Fs 值为－ 2.21937 （ P＝

0.11400）。单倍型不配对分布和负的Fu’s Fs值都显

示XM单元可能经历了近期的种群扩张。 

3  讨  论 

3.1  瓶颈效应与近期扩张 
本研究中，XM单元共检测到7个单倍型，且其

中4个为特有单倍型，表现出了较高的单倍型多样

性和较低的核苷酸多样性，Li et al (2003)对羚羊四

川地理单元的研究也有类似结果，他们推测可能是

由于种群处于近期种群扩张，有足够的时间积累单

倍型的多态性，还不足以大幅提高核苷酸多样性。

根据单倍型的不配对分布以及Fu’s Fs test的负值结

果，推测XM单元也出现过类似的近期扩张事件。

单倍型5虽然位于单倍型网络图中心，但仅在XMc

中出现一次，说明若尔盖湿地居群可能曾经经历过

一次瓶颈效应，导致该单倍型大量丢失，之后种群

又恢复扩张，在这个过程中单倍型1、3逐渐占主导

地位。 
3.2  遗传多样性与隔离作用 

MQ单元的2个单倍型均为特有单倍型，且2个单

倍型之间仅一个碱基变异，这在一定程度上反映了

它的遗传多样性低，同时，从AMOVA分析结果来

看，它与XM单元，HY之间出现了明显差异。根据

文献资料，地质学家在玛曲以西以及唐克以南发现

有黄河古河道，中更新世时期，黄河并不从玛曲和

若尔盖之间穿过，之后由于青藏高原加速隆升导致

黄河改道，大约3万年前黄河才在若尔盖与玛曲之

间贯通(Sun & Zhang，1987；Zhang et al，2003)。
黄河的贯通使得被随机隔离在MQ的居群不能同

XM居群交流，同时又没有大量自身有效种群的调

节，从而容易受到奠基者作用和遗传漂变的影响，

导致现生居群遗传多样性低。 
孢粉记录表明，10.0kaBP开始，冰期结束，若

尔盖地区进入了全新世温暖湿润期，气候变化使得

临近高山上的冰雪融化注入谷地和洼地，发育为沼

泽草甸、沼泽植被及泥炭(Wang et al，2006)。沼泽

的形成使得沙蜥喜好的干旱生境减少，同时沙丘与

沙丘之间隔离开来。XMb居群遗传多样性很低，其

单倍型1与XM其他居群以及HY共享，这可能就与

近期的沼泽分割有关，沼泽的形成将一部分小种群

隔离在XMb，而在这个较小的居群中单倍型1中占

优势（单倍型1在整个XM单元也占优势），这种较

短时间的隔离虽然阻碍了基因交流，但还不足以形

成新的单倍型。同时这种隔离作用也使得XM单元

其他居群之间虽然存在共享单倍型，但也有特有单

倍型存在。 
就整个若尔盖湿地居群而言，存在共享单倍型，

遗传变异小，说明它们之间存在或者曾经存在基因

交流。但分子变异分析表明，三个单元之间出现了

显著差异，这与Liu et al (2003)对中国大陆梅花鹿的

研究结果相似。这是由于无论黄河的贯通还是沼泽

的形成其隔离形成的时间都不长，其作用改变了单

倍型出现的频率，也出现了一些特有单倍型，但共

享单倍型还广泛存在，还不足以使得不同居群之间

形成较大的遗传距离。 
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