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摘要   以采自四川平武县老河沟自然保护区的一份果子狸 (Paguma larvata)组织样品为实验材料 , 通过

FIASCO 法构建微卫星文库, 对  250 个单克隆进行测序分析, 获得  147 条含微卫星序列的片段, 微卫星单元重

复次数大于  10 的序列共有  42 条。据此设计引物  42 对, 进一步使用  21 份果子狸样品检测这些引物的扩增能

力和扩增序列多态性, 最终得到  5 个多态性微卫星位点。同时, 对已发表的  13 个果子狸微卫星位点进行检

测, 发现其中  5 个位点具有多态性。对这  10 个位点的特性进行分析, 结果显示它们具有较高的多态性(等位

基因数为 2~11, 观测杂合度为  0.286~0.737, 期望杂合度为 0.358~0.906); PID 和 PID-sib 值表明, 在约 109
 个没

有亲缘关系的个体或  104
 个有亲缘关系的个体中, 可能发现一对基因型相同的个体, 由于果子狸野外局域种

群规模远低于这个量级, 这 10 个微卫星位点可用于果子狸的个体识别。 
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Abstract  To provide genetic tools for individual identification of the masked palm civet (Paguma larvata) 

through DNA analysis, we selected a tissue sample from Laohegou Nature Reserve in Sichuan for constructing 

microsatellite library by FIASCO. Altogether 250 clones were sequenced and 147 sequences were found containing 

microsatellite motifs, in which there were 42 sequences with >10 motif repeats. Primer pairs were designed based 

on these 42 sequences. Through tests for amplification and polymorphism using additional 21 samples of masked 

palm civets, 5 polymorphic microsatellite markers were obtained. In the meantime, 13 microsatellite markers 

published previously were tested for the masked palm civet, and found 5 of them polymorphic. Collectively, these 

10 markers showed relatively high polymorphism (number of alleles was 2–11, observed heterozygosity was 

0.286–0.737, and expected heterozygosity was 0.358–0.906). The values of PID and PID-sib indicated that there 

would be individuals with completely identical genotypes in about 109
 unrelated individuals or 104 related 

individuals. As the size of wild populations in a particular region was greatly lower than this number, these 10 

microsatellite markers were sufficient for individual identification for the masked palm civet. 
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果子狸(Paguma larvata), 又名花面狸, 隶属哺

乳纲 (Mammalia)、食肉目(Carnivora)、灵猫科 (Vi-

verridae), 花面狸属 (Paguma)。该属为单型属 , 属

下仅果子狸一个种。果子狸为全球灵猫科动物中分

布范围最广的物种, 广泛分布于东亚、东南亚以及

喜马拉雅山脉南麓地区 [1–3]。在中国 , 果子狸作为



北京大学学报 (自然科学版 )  第 57 卷   第 3 期   2021 年 5 月  

396 

一种传统的经济动物被广泛养殖 [4]。2003 年  SARS

疫情爆发时, 果子狸被确认为  SARS 冠状病毒的中

间宿主 [5], 受到广泛关注。目前关于果子狸的研究

集中在养殖方面 , 对其野外种群的了解较少 [6–7]。

Zhou 等[8–9]通过对中国中南部地区野生种群的研究, 

揭示果子狸的食性转换、家域范围和活动节律等行

为习性。对于果子狸受威胁状况的评估, 多使用间

接证据。果子狸倾向于选择森林栖身, 由于人类活

动造成森林的减少 , 据此判断果子狸野外种群存

在下降趋势, 种群生存面临威胁 [10]。目前, 果子狸

被列入《国家保护的有益的或者有重要经济、科学

研究价值的陆生野生动物名录》, 在《中国物种红

色名录》中被评估为“近危(NT)”等级 [11–12]。因此 , 

深入了解果子狸野生种群的状况有助于对其进行合

理有效的保护。 

遗传多样性信息对野生动物的管理与保护有十

分重要的意义。种群遗传多样性的水平、分布及地

理差异等信息有助于了解物种的演化历史、种群变

化、基因交流和隔离等情况, 对制定科学的保护策

略和管理方法有指导作用 [13]。本研究组已经测定

了果子狸的线粒体基因组 [14]。Patou 等 [15]对线粒体

Cytb 基因和控制区(control region)的序列分析表明, 

中国果子狸种群的遗传多样性较低。微卫星标记

(microsatellite marker)比线粒体基因具有更丰富的

多态性, 也是野生动物遗传学分析常用的分子标记

之一[16]。Chen 等[17]利用山西和广西的果子狸样品, 

通过筛选得到  6 个微卫星位点。Patou 等 [15]利用这

些位点分析四川和湖北的野外种群的遗传多样性 , 

结 果 表 明 野 外 种 群 的 遗 传 变 异 水 平 较 低 。 Inoue

等[18]利用中国台湾和日本的果子狸样品, 通过筛选

得到  7 个微卫星位点。 

本研究组建立了基于毛发陷阱的针对中小型食

肉动物的非损伤性采样技术[19], 可以在野外环境中

有效地收集果子狸的毛发样品, 用于遗传分析 [19]。

本文基于微卫星位点高多态性的特点, 通过对野外

收集的果子狸毛发样品进行微卫星多位点分析, 实

现个体识别, 从而对果子狸野外种群的数量和密度

进行可靠的评估。实现这一目标需要足够数目的微

卫星位点。测试结果表明, Chen 等[17]设计的  6 对引

物中, 有  4 对可以在本研究的样品中获得稳定的多

态性标记, Inoue 等[18]设计的  7 对引物中只有  1 对可

用。本文拟利用  FIASCO 法, 开发一些新的多态性

微卫星标记 , 从而为果子狸的个体识别提供技术

支撑。 

1 材料与方法 
1.1 样品采集与 DNA 提取 

本研究共采集  22 份果子狸的样品(表  1), 用于

微卫星位点的筛选, 其中  20 份为毛发样品, 包括北

京动物园  3 份、湖北饲养场  10 份、四川宜宾饲养场

3 份和四川平武老河沟自然保护区  4 份 ; 另外两份

为组织样品, 采自老河沟自然保护区的死亡个体。 

使用 TransGen EasyPure Genomic DNA Kit (Trans-

Gen Biotech Co., Ltd) 提取基因组  DNA, DNA 溶液

存于–20℃备用。 

1.2 实验方法 
本研究使用 FIASCO 法(fast isolation by AFLP 

sequences containing repeats)[20]构建果子狸微卫星

文库, 进行多态性位点的引物开发。 

1.2.1 微卫星文库构建 
以取自四川老河沟自然保护区的  1 份果子狸组

织样品作为材料, 利用限制性内切酶  Rsa Ⅰ消化基

因组 DNA, 25 μL 反应体系含  0.5 μg DNA、5U Rsa 

Ⅰ(NEB)和  2.5 μL 10× Cutsmart buffer, 37℃酶切  2 小

时 。 将 酶 切 后 的 基 因 组  DNA 与 接 头  SuperSNX24 

(Glenn and Schable 2005)进行连接, 10 μL 反应体系

含  400U T4 DNA Ligase (TAKARA)、2 μL T4 DNA 

Ligase buffer、2 μL 50 μmol/L 接头和 5 μL 酶切基因

组  DNA, 室温放置过夜。以连有接头的  DNA 片段

为模板 , 用  SuperSNX24 引物进行  PCR 扩增 , 反应

条件如下: 95℃预变性  4 分钟; 94℃变性  30 秒, 60℃

退 火  30 秒 , 72℃ 延 伸  20 秒 , 共  20 个 循 环 ; 最 后

72℃延伸  10 分钟。 

将  PCR 产物与生物素标记的(AC)8 探针混合 , 

95℃预变性  5 分钟 , 使体系从  70℃缓慢降至  50℃ , 

每次降温  0.5℃, 每个温度状态下保持  5 秒, 50℃保

温  10 分钟, 再从  50℃降温至  40℃, 每次降温  0.5℃, 

表 1  用于开发微卫星引物的果子狸样品信息 
Table 1  Sample information of the masked palm civets  

used to screen microsatellite markers 

来源地 类型 数量 

北京动物园 毛发样品 3 

湖北神农架养殖场 毛发样品 10 

四川宜宾养殖场 毛发样品 3 

四川平武县老河沟保护区 毛发样品 4 

四川平武县老河沟保护区 组织样品 2 
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每个温度状态下保持  5 秒 , 最后  15℃保温  10 分钟 , 

得到杂交产物。加入已平衡好的链霉亲和素包被的

磁珠(Promega), 混匀 , 室温下水平摇床  150 rpm 振

荡  1 小时 , 用磁力架固定住磁珠 , 弃上清液 , 反复

清洗后, 置于 95℃下, 加入  200 μL 1×TE, 轻摇  5 分

钟 , 用磁力架固定住磁珠 , 取出上清液 , 即为富集

的微卫星片段。以  2 倍体积无水乙醇沉淀  DNA, 晾

干后加入 25 μL ddH2O 溶解。 

以富集后的微卫星片段为模板 , 用  SuperSNX-

24 引物进行  PCR 扩增 , 反应条件同前。PCR 产物

用琼脂糖凝胶电泳检测, 切胶回收  100~800 bp 的条

带。将回收的片段连接至质粒  pEASY-T1 (全式金) 

进行转化, 涂板培养, 即完成构建微卫星文库。挑

取单菌落, 培养后送样至睿博兴科(Ruibiotech Co., 

Ltd), 利用 Sanger 测序技术进行菌液测序。 

1.2.2 微卫星引物的设计与筛选 
对获得的序列进行分析, 删去重复序列, 然后

利用软件  SSR Hunter[21]筛选出包含微卫星的序列; 

选择微卫星单元重复次数大于  10 的序列, 利用软件

Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft International,  

Palo Alto, CA)进行引物设计并合成。另取  3 份样品

(均来自老河沟自然保护区, 2 份毛发样品和  1 份组

织样品), 测试所设计的引物是否能够进行有效扩

增。PCR 反应条件如下: 95℃预变性  4 分钟; 94℃变

性  30 秒 , 根据引物的熔解温度  Tm 确定退火温度 , 

退火 30 秒, 72℃延伸  20 秒, 共  35 个循环; 72℃终延

伸  10 分钟。 

对能够成功扩增的引物, 通过聚丙烯酰胺凝胶

电泳来检验是否能扩增出多态性位点。该步骤使用

12 份样品 , 包括  3 份北京动物园样品、7 份湖北样

品和两份老河沟自然保护区样品。PCR 反应条件同

上一步。不能在所有样品中扩增, 以及只能扩增出

单一位点条带的引物将被淘汰。最后, 在  21 份样品

(全部样品中去掉用于构建微卫星文库的样品)中检

测 引 物 的 可 用 性 。 在 引 物 的  5’ 端 加 上 荧 光 标 记

(FAM 或  HEX)进行  PCR 扩增 , 反应条件同上一步 , 

产物用  ABI 3730XL DNA 分析仪进行毛细管电泳, 

选择  GeneScanTM 500 LIZTM (Applied Biosystem)作

为内标 , 通过软件  GENEMARKER 2.4.2[22]读取目

标微卫星位点的片段长度。 

1.2.3 数据统计 
利用软件  CERVUS ver. 3.0.7[23]对微卫星位点

的等位基因数、观测杂合度(observed heterogeneity, 

Ho)、期望杂合度(expected heterogeneity, He)和多态

性信息容量(polymorphic information content, PIC)

进行分析。利用软件 GENEPOP V4.2[24–25], 进行

Hardy-Weinberg 平衡(HWE)检测和连锁不平衡现象

检测。利用软件  MICROCHECKER v2.2.3[26], 进行

无效等位基因检测。为避免多次检验过程中产生的

统计偏差, 我们通过顺序  Bonferroni 修正(sequential 

Bonferroni correction), 对统计检验结果进行显著性

判别。为确保现有引物能够满足个体识别的需要 , 

根 据  21 份 样 品 的 基 因 分 型 信 息 , 利 用 软 件  Gen-

ALEx v6.5 
[27], 计 算 两 个 个 体 基 因 型 一 致 的 概 率

(probability of identity, PID)和一对同胞具有相同基

因型的概率(probability of identity for sibling, PID-

sib)。 

2 结果 

经过酶切、连接、预扩增、磁珠富集和质粒转

化等过程, 我们构建了果子狸微卫星文库。共检测

250 个单克隆, 成功测序  203 条, 去除重复后剩余序

列  170 条 , 其中含微卫星序列的片段有  147 条 , 微

卫星单元重复次数大于  10 的序列共有  42 条 , 据此

设计引物  42 对。 

利用这  42 对引物, 对  3 份果子狸样品进行  PCR

扩增, 结果表明均能扩增出目的片段。用这  42 对引

物对  12 份样品进行扩增, 聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

显示, 有  21 对引物可以扩增得到多态性条带, 其他

引物或者无法在全部  12 份样品中扩增, 或者只能得

到单一位点的条带。进一步地, 在  21 份果子狸样品

中检验这  21 对引物的可用性 , 毛细管电泳结果显

示, 一些引物扩增获得的多态性片段的长度差不是

微卫星单元的整数倍, 可能不是标准的微卫星位点, 

因此淘汰这些引物, 最终得到  5 对具有多态性的微

卫星引物(PL008、PL010、PL022、PL036 和  PL057), 

如表  2 所示。同时, 我们对已发表的果子狸微卫星

引物[17–18]进行检测, 结果表明其中  5 对可在本研究

的  21 份果子狸样品中稳定扩增, 从而得到多态性条

带(表 2)。 

对  21 份果子狸样品的检测结果(表  2)显示, 10

个微卫星位点的等位基因数目为  2~11, Ho 为 0.286~ 

0.737, He 为  0.358~0.906。PL022, PL057, PC14, 

PC55, PC58 和  PLAMST-26 位点具有高度多态性

(PIC>0.5), 其余位点具有中度多态性(0.25<PIC< 

0.5)。通过  HWE 检测发现, 10 个微卫星位点均没有
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显著偏离  HWE (p<0.01)。10 个微卫星位点的无效

等位基因频率都小于  0.2[28]。此外 , 连锁分析也表

明两两位点间不存在连锁不平衡现象。PID 计算结

果表明, PID 和  PID-sib 的值分别为  6.1×10–9
 和  5.6× 

10–4。 

3 讨论 

本研究利用  FIASCO 方法构建了果子狸的微卫

星文库 , 并从中筛选得到  5 个多态性微卫星位点。

有研究表明, 以二碱基为重复单元的微卫星序列普

遍存在于生物体中, 其中(AC)是哺乳动物中频率最

高的微卫星重复单元 [29]。本研究选择重复单元为

(AC)的微卫星位点为目标, 从  147 条微卫星序列中

筛选得到  5 个微卫星位点, 比例达到  3.4%。 

通过对已发表的果子狸微卫星引物的试验, 得

到  5 对可用微卫星引物 , 加上本研究新开发的  5 对

引物, 这  10 对引物所能扩增的微卫星位点的  PID 和

PID-sib 值可以分别达到  6.1×10–9
 和  5.6×10–4, 即在

约  109
 个无亲缘关系个体中可能发现一对基因型相

同的个体 , 或在约  104
 个有亲缘关系的个体中可能

发现一对基因型相同的个体。一般来说, 在一定区

域内(如一个保护区)果子狸野外种群的规模(种群内

的个体数量)远小于此量级 [2,6], 因此这些引物足够

用于野外种群的个体识别。 

目前, 越来越多的研究依靠非损伤性取样的方

式获得动物的遗传样品, 例如通过毛发和粪便来获

取  DNA 样品[30–31]。这类取样方法获得的  DNA 样品

质量普遍较差, 在微卫星引物开发过程中应考虑这

个问题。本研究新开发的引物以及从原有引物中选

出的引物所能扩增的目的片段都低于  400 bp, 多数

在  100~200 bp 之间 , 可以保证在  DNA 模板较差的

情况下, 也能对微卫星位点进行有效的扩增。 

通过对果子狸野外和圈养种群的遗传分析, 可

以更深入地了解其种群来源、数量动态和遗传交流

等情况, 有助于建立科学的保护和管理策略, 同时

为认识以野生动物为宿主的病原传播模式和防疫监

管提供有用的信息。 
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