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摘要　用 PCR (多聚酶链式反应 )扩增方法测定白头叶猴、黑叶猴和菲氏叶猴各 1只的线粒体 DN A ND4整个基

因 ( 1377 bp) 和 D-环 500多 bp序列。黑叶猴与菲氏叶猴的 ND4基因序列碱基差异数高达 123, 基于 ND4基因的

遗传距离值为 8. 9% ;白头叶猴与黑叶猴 ND4基因序列间碱基差异数为 25,遗传距离值为 1. 8%。在 D-环区域 ,白

头叶猴与黑叶猴间的遗传距离为 4. 3% ,而白头叶猴、黑叶猴两者与菲氏叶猴间的遗传距离则分别高达 26. 4%和

26. 0%。分析结果表明 , 白头叶猴恐怕还只是黑叶猴的一个亚种。从保护遗传学角度看 , 白头叶猴应被看作一个

进化显著性单元 ( ev olutiona ry significant units, ESU ) , 在动物的保护行动中应得到充分的重视。

关键词　白头叶猴　 ND4序列　 D-环序列　分类地位

Abstract　 Mitochodrial N D4 ( 1377 bp) and D Loop DN A ( 500 bp) sequences w ere employed

fo r estima ting phylog enetic relationships among whi te head leaf monkey, black leaf monkey,

and phay rei leaf monkey. The va riable si tes and genetic distance of N D4 sequences betw een

black leaf monkey and phayrci leaf monkey w ere 123, and 8. 9% respectiv ely, while those be-

tw een whi te head leaf monkey and black leaf monkey w ere 25, and 1. 8% . Mitochondrial D

Loop DN A was characteristic by evolua ting faster. Ba sed on D Loop DN A analy sis, the genet-

ic distance betw een whi te head leaf monkey and black leaf monkey w as 4. 3% , w hi le those be-

tw een whi te head monkey and black leaf monkey w ere 26. 4% , and 26. 0% respectiv ely. So fa r

the black leaf monkey and phay rei leaf monkey have been valid species. Our studies implied that

whi te head leaf monkey should be a subspecies of black leaf monkey , but i t should be a evolu-

tionary significant uni ts ( ESU) , w hich should be taken seriously in genetic conserva tion.

Key words　 white head lea f monkey , ND4 sequence, D Loop sequence, classi fication

中图法分类号　 Q959. 848. 09

　　白头叶猴首先被谭邦杰 [1 ]于 1955年发现并作为 一个种 , 定名为 Trachypithecus leucocephalus。其分

类地位至今仍有争议。李致祥和马世来 [2 ]于 1980年将

白头叶猴定证为黑叶猴 ( Trachypithecus f rancoisi )
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的一个亚种。许多灵长类学者
[3, 4 ]
也接受这一观点 ,但

Brandon-Jones
[5 ]
于 1984年和卢立仁等

[6 ]
于 1991年仍

然认为白头叶猴是一个有效种。白头叶猴群体数量估

计最低仅为 400只 [7 ] , 最多也不过 1 400只 [ 8] , 且其分

布区仅局限在明江、左江和十万大山围成的狭小三角

地带 [ 9, 10]。由于其分类地位不明 , 因而它在动物保护

中的地位也难确定 ,这给白头叶猴的保护工作带来困

难。从遗传分子 ( DN A) 角度研究白头叶猴 , 将有助

于确定白头叶猴的分类和保护地位。

线粒体 DNA已被证明是研究灵长类系统进化

关系的良好的遗传标记 [11～ 13 ] , 而且 , 动物线粒体

DNA为单倍体 , 无重组 , 并呈母系遗传。此外 , 脊椎

动物线粒体基因组上的基因排列顺序 (图 2) 高度保

守 , 但 DNA序列的取代速度却平均比核基因高 10

倍 [11 ] ,所有这些特点都使线粒体 DNA成为系统学研

究的理想分子标记。由于已观察到脊椎动物线粒体的

ND4基因区在种和属水平的进化速度适中
[14～ 16 ] , 而

且来自限制性位点的分析表明这一区域的甚至在叶

猴的群体水平也有变异
[17 ]

,因此 ,我们选择 ND4基因

作为我们研究的一个遗传标记。此外 , D-环作为非编

码区是动物线粒体基因组中进化速度最快的一段

DNA序列 [ 18～ 20] ,因而特别适合于种内群体水平的研

究。Morin等
[21 ]
对黑猩猩社会行为、 保护和进化的研

究已充分显示了线粒体 DNA D-环区在保护遗传学

中的应用价值。因此 , 我们也希望利用这一分辨率极

高的遗传标记解析白头叶猴与黑叶猴这两种关系极

近的分类群间的关系。

1　材料和方法

1. 1　材料

白头叶猴与黑叶猴各 1只 , 其血样采自广西扶绥

野生动物保护管理站。血样送至中国科学院昆明动物

研究所细胞与分子进化开放研究实验室进行 DNA

提取和 DNA序列分析工作。此外 ,我们还采用 1只来

自云南的菲氏叶猴 ( Trach ypithecus pha yrei )作为

参考外群。该菲氏叶猴的材料由中国科学院典型培养

物保存委员会昆明细胞库提供。

1. 2　方法

1. 2. 1　 DNA提取 : 总 DNA的提取依照王文

等 [22 ]的方法进行。具体操作如下: 取 100μL全血 ,

加入 500μL STE缓冲液 ( 30 mM Tris-HCl, 200 mM

EDTA, 50 mM NaCl , pH值 8. 0)及终浓度分别为 1%

的 SDS和 200μg /mL的蛋白酶 K, 充分混合后置 56°

作用。消化至透明后加入等体积的水饱和酚 , 于自制

转轮上缓慢转动抽提 24 h。5000× g离心 10 min。取上

清液用苯酚: 氯仿混合液 ( 1 1)抽提 5 h。5000× g离

心后取上清液用等体积的氯仿: 异戊醇 ( 24 1)抽提

1 h。5000× g离心后取上清液加入 2倍体积的无水乙

醇沉淀 DNA。DNA干燥后加入适量体积的 TE缓冲

液 ( 10 mM Tris-HCl , 1 mM EDT A, pH值 8. 0)溶

解 , 保存于- 20℃备用。

1. 2. 2　 PCR (多聚酶链式反应 ) 扩增: ND4基因的

PCR 特 异 性 扩 增 使 用 以 下 一 对 引 物:

N D4NewN D4M-5A ATA CCC CT A T AT GGY

CT A CAC CTA TG3和 M leu-5 T ACT T T-

T ATT TGGAGT TGCACCA 3。D-环的扩增使用以

下 一 对 引 物: H15926: 5-TCAAAGCT TA-

CACCAGTCTTGT AAACC-3
[ 23]

和 C JDRev -

5G TCCGTCTAGACATT T TCAGTG-3。经过 优

化后的通用 PCR反应条件是: 94℃变性 1 min, 50℃

退火 1 min, 72℃延伸 3 min 30 s,共 35个循环后 , 72℃

再延伸 10 min。该过程在 Stra tagene公司的 Robocy-

cler Gradient 40温度循环仪上进行。PCR产物用常

规的低熔点胶法 [ 24]进行纯化。

1. 2. 3　 DNA序列的测定: 纯化的 PCR产物直接用

作双链热循环测序反应的模板。热循环测序反应使用

Applied Biosystems Inc. 的 DyeDeoy
TM

Terminato r

Cysle Sequencing试剂盒 (# 401434)进行。操作过程

主要根据厂家推荐的方法进行。

使用 Applied Biosy stems Inc. 的 377 PRISM全

自动 DNA序列仪电泳并记录序列数据。控制软件为

PRIM 377 Collection 1. 1。

1. 2. 4　数据分析得到序列后 , 以人线粒体 DNA同

源区域 [25 ]为参照 ,在 PAUP3. 0
[26 ]软件的编辑状态下

将得到的每一个序列排定。并利用 PAUP3. 0软件计

算两两 DNA序列间差异的百分数 (即遗传距离 )。

2　结果与讨论

白头叶猴、黑叶猴以及作为参考的菲氏叶猴和人

的 ND4基因序列见图 1, D环区的部分序列见图 2。

从表 1和表 2可以看出 ,黑叶猴与菲氏叶猴这两个

公认物种的 ND4基因序列碱基差异数高达 123, 基于

ND4基因的遗传距离值也达 8. 9% ; 但白头叶猴与黑

叶猴 ND4基因序列间碱基差异数仅为 25, 遗传距离

也仅为 1. 8% 。即便在 D-环这一进化速度最快的区

域 ,白头叶猴与黑叶猴间的遗传距离也仅为 4. 3% ,而

白头叶猴、黑叶猴两者与菲氏叶猴间的遗传距离则分

别高达 26. 4%和 26. 0% 。从以上分析看来 , 白头叶猴

恐怕还只是黑叶猴的一个亚种。

　　表 1为白头叶猴、 黑叶猴、 菲氏叶猴和人 ND4基
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因之间序列差异的碱基数和遗传距离值。表 2则列示

了 D-环的序列差异数和遗传距离值。
表 1　基于 ND4基因的碱基差异数 (对角线下 )和遗传距离值

(对角线上 )

Table 1　 The variable sites ( below the line) and the genet ic

distance ( above the line) of ND4 sequence

人

Men

白头叶猴

T . f .

leucocepha lus

黑叶猴

Trach ypi thicus

f rancoisi

菲氏叶猴

T . pha yrei

人 Men - 0. 234 0. 232 0. 235

白头叶猴

T . f .

l eucocephalus

322 - 0. 018 0. 085

黑叶猴

Tra ch y pi thicus

f rancoisi

320 25 - 0. 089

菲氏叶猴

T . pha yrei
323 117 123 -

表 2　基于 D-环区约 500 bp长的序列得到的碱基差异数 (对

角线下 ) 和遗传距离值 (对角线上 )

Table 2　 The variable sites ( below the line ) and the genet ic

distance ( above the line ) of D Loop ( 500bp) DNA sequence

白头叶猴
T . f .

leucocephalus

黑叶猴
Trach ypithicus

f rancoisi

菲氏叶猴
T . pha yrei

白头叶猴

T . f .
leucocephalus

- 0. 043 0. 264

黑叶猴
Trachypithicus

f rancoisi
22 - 0. 260

菲氏叶猴
T . pha yrei

136 134 -

　　在生物保护中 , 有一个称作进化显著性单元

( ev olutionary significant uni ts, ESU )的概念 [ 27～ 30]。

目前它被认为是物种保护的基本单位。它主要是指一

些有着特殊遗传背景的群体 , 如已被确认的亚种。因

此从这一意义来说 ,白头叶猴应被看作一个 ESU,而

且由于其小的种群数量和狭窄的地理分布 ,在动物的

保护行动中应得到充分的重视。

当然 , 我们这一工作还只是初步性的。目前涉及

更多个体的工作仍在深入进行中。
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男性肝癌发病率均高于女性 , 而且愈是肝癌高发区 ,

男女性比值愈大。在肝癌低发区 , 男女性比值一般均

小于 2 1, 而在肝癌高发区 , 则在 3 1左右。如我国是

2. 47 1,上海为 2. 88 1,江苏启东为 3. 61 1
[5 ]
。而扶绥

21年来的资料显示 , 男、女肝癌发病率的平均性比值

为 4. 48 1 ( 3. 02 1～ 7. 81 1) , 性比值明显高于国内

外其他地区 , 同时 , 性比值有逐渐增大趋势。这或许

与近年来扶绥女性肝癌发病率有显著下降 ,而男性下

降不明显有关 ,深入剖析这一现象 , 将是肝癌病因学

和肝癌防制战略研究面临的新课题。
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