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摘要：突触小泡相关膜蛋白 1基因（VAMP1）的变异是导致鼠类对 D 型肉毒梭毒素灭鼠剂产生抗性的

主要原因。本研究利用转录组测序的方法，分析青藏高原地区 5 种主要害鼠：高原鼠兔（Ochotona 

curzoniae）、高原鼢鼠（Eospalax baileyi）、长尾仓鼠（Cricetulus longicaudatus）、青海松田鼠（Neodon 

fuscus）和喜马拉雅旱獭（Marmota himalayana）的 VAMP1 序列信息。同时，分别采集来自 5 个地理

种群的 58 只高原鼠兔和 59 只高原鼢鼠，对 VAMP1 基因第二外显子区序列进行分析。结果显示，从转

录组组装文件中成功获得 5 种动物的 VAMP1 基因全序列，长度均为 357 bp，共检测到 46 个核苷酸变

异位点和 4 个氨基酸变异位点，但未发现与 D 型肉毒素抗性相关的氨基酸位点。对高原鼠兔群体和高

原鼢鼠群体的 VAMP1 基因第二外显子序列的分析显示，高原鼠兔所有个体的序列高度保守，而在高原

鼢鼠中则存在一个同义突变位点，但两物种在 D 型肉毒素抗性相关位点上都未监测出位点变异。该研

究结果提示，D 型肉毒杀鼠剂在青藏高原地区害鼠防治方面应该可以长期发挥重要作用。 
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Abstract: Variants of the rodent vesicle-associated membrane protein 1 gene (VAMP1) play a key role in 
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resistance to botulinum neurotoxin type D (BoNT/D) rodenticide. In this study, we analyzed the VAMP1 gene 

in five species of rodents, which are endemic to the Qinghai-Tibet Plateau, using transcriptomic methods: 

Plateau Pika (Ochotona curzoniae), Plateau Zokor (Eospalax baileyi), Lesser Long-tailed Hamster 

(Cricetulus longicaudatus), Plateau Vole (Neodon fuscus) and Himalayan Marmot (Marmota himalayana). 

We sequenced the transcriptome of the brain of each species using Illumina HiSeqTM 2000 platform. We then 

assembled the reads using Trinity program, extracted the VAMP1 coding sequence using blastn program, and 

finally analyzed their genetic variations using DNAstar and MEGA programs. We also sequenced the second 

exon of VAMP1 gene of 58 plateau pikas and 59 plateau zokors from five geographical populations using 

Sanger sequencing methods (Table 1) and analyzed the sequence variations among individuals using MEGA 

program. We successfully obtained the complete coding sequences of VAMP1 gene of the five QTP animals 

from transcriptome assemblies. The VAMP1 sequences of all five animal species were 357 bp in length. There 

were 46 variable sites at the DNA sequence level and four variable sites at the amino acid sequence level 

among the five Qinghai-Tibet Plateau animals (Table 2, Fig. 1). None of the amino acid residues was identical 

to that involved in BoNT/D resistance in other animals. We did not detect any variable sites in the second 

exon of VAMP1 gene of the 58 pikas, and only one synonymous mutation among the 59 zokors was found. 

Again, we did not detect any BoNT/D resistance mutants in the pikas and zokors. Our study suggests that 

these rodent species are unlikely to develop resistance to BoNT/D. Based on our results coupled with 

scientific guidance on usage, the BoNT/D rodenticide can be potentially used in rodent control in the 

Qinghai-Tibet Plateau. 

Key words: Botulinum neurotoxins type D; Rodent control; Vesicle-associated membrane protein 1 gene 

(VAMP1); Sequence analysis 

 

鼠类是繁殖能力最强的哺乳动物，许多鼠

类的过度繁殖给人类的健康和经济发展带来灾

害性后果（Buckle et al. 2015）。长期以来，化

学灭鼠剂（如磷化锌、溴敌隆等）是控制鼠害

的主要手段，然而化学毒杀存在环境污染、易

引发抗药性、造成天敌二次中毒等缺点，并非

鼠害防治的最佳选项（李生庆等 2015）。肉毒

素是肉毒梭菌（Clostridium botulinum）产生的

生物毒素，它对鼠类有很高的毒性，并具有不

易污染环境、无二次中毒、不产生耐药性等诸

多优点。自 20世纪 80 年代末开始，以 C 型肉

毒素为代表的生物毒素灭鼠剂已在我国大面积

推广，并收到良好效果（闫高峰等 2001）。为

了防止长期使用单一生物毒素灭鼠剂导致抗药

性，我国又陆续开展使用 D 型肉毒素作为灭鼠

剂的试验。相关结果显示，除了具有 C型肉毒

素具有的优点外，D 型肉毒灭鼠剂还具有产毒

量高、对人畜更安全、稳定性更好等特点，适

合大面积推广使用（周俗等  2006，李生庆 

2007）。 

D 型肉毒素本质上是一种神经毒素，具有

蛋白水解活性，进入动物体内后可以水解突触

小泡相关膜蛋白（vesicle-associated membrane 

protein，VAMP），从而抑制神经递质释放，导

致动物神经、肌肉麻痹而死亡（陈宁庆 2001）。

最新研究显示，VAMP1 蛋白是 D 型肉毒素作

用的关键靶蛋白，在其第二外显子区的第 48

（M48I，数字前和后的字母分别表示野生和突

变型此位点的氨基酸，下同）、60（Q60E）、61

（K61I）号位点发生突变后，动物就会对 D 型

肉毒素产生抗性。值得注意的是，在脊椎动物

中这些位点属于变异率相对较高的位点，突变

可在多个类群中反复发生（Peng et al. 2014）。

尽管 D型肉毒素杀鼠剂已推广使用很多年，然
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而迄今为止人们对害鼠类的 VAMP1 蛋白变异

特征及其与D型肉毒素抗性之间的关系却很少

探讨，未能从这一角度对此类杀鼠剂的应用进

行科学指导。 

青藏高原是世界屋脊和中华水塔，同时也

是鼠害发生的重灾区，因此青藏高原地区的害

鼠防治对我国生态系统安全具有重要意义（张

兴禄等 2015）。本研究利用转录组测序的方法，

分析青藏高原地区 5 种主要的害鼠——高原鼠

兔（Ochotona curzoniae）、高原鼢鼠（Eospalax 

baileyi）、长尾仓鼠（Cricetulus longicaudatus）、

青海松田鼠（Neodon fuscus）和喜马拉雅旱獭

（Marmota himalayana）的 VAMP1基因序列差

异。同时，对高原鼠兔和高原鼢鼠种群各来自

5 个地理种群的个体进行研究，对第二外显子

区序列进行种内变异分析，并结合种间和种内

水平的序列变异情况，评估了上述 5 种害鼠对

D 型肉毒素产生抗性的潜在能力，藉此来预测

和评估 D 型肉毒素杀鼠剂能否长期有效使用，

为青藏高原地区生物毒素依赖的鼠害防治工作

提供关键基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

高原鼠兔和高原鼢鼠采自湟中县拉鸡山

（36°21′58″N，101°29′46″E），长尾仓鼠采自大

通县向化乡（37°5′31″N，101°47′13″E），青海

松田鼠采自甘德县青珍乡（ 34°14′7″N，

100°12′58″E），喜马拉雅旱獭采自格尔木市西

大滩（35°47′13″N，94°16′38″E）。所有上述动

物活体带回实验室，每种动物随机选取一个个

体，处死后迅速切取脑组织，置于液氮中固定

和临时保存，继而转移至﹣80℃冰箱中长期保

存。在青海省境内用弓形夹抓捕 5 个地理种群

高原鼠兔样本，用弓箭死捕法采集 5 个地理种

群高原鼢鼠样本（表 1），每个种群采集 11 ~ 12

只鼢鼠，现场解剖后采集腿部肌肉，置于无水

乙醇中固定保存。 

1.2  转录组测序分析 

将 5 种害鼠各 1只个体的的脑组织用干冰

保存运输至百迈客生物科技有限公司，按照

Illumina 公司提供的标准流程进行样本制备和

上机文库构建，最后用 Illumina HiSeqTM 2000

进行高通量测序，指标为 100 bp（双向）。对测

序得到的原始 reads 用 FASTX-Toolkit 软件

（Pearson et al. 1997）进行数据评估、去除接头和

低质量区域，得到用于生物信息学分析的 clean 

reads，并统计序列基本信息。用 Trinity 软件

（Grabherr et al. 2011）对每个物种的 clean reads

进行从头组装， 组装后的序列用 CD-HIT-EST 
 

表 1  高原鼠兔和高原鼢鼠种群采样信息 

Table 1  Sampling information of Plateau Pika and Plateau Zokor 

物种 

Species 

地理种群 

Geographical population 

经度（E） 

Longitude 

纬度（N） 

Latitude 

样本量（只） 

Sample size (ind) 

高原鼠兔 

Ochotona curzoniae 

祁连县默勒镇Mole, Qilian 100°15′16″ 37°57′32″ 12 

刚察县哈尔盖乡 Haergai, Gangcha 100°28′53″ 37°30′11″ 12 

天峻县新源镇 Xinyuan, Tianjun  99°16′58″ 37°10′24″ 12 

贵南县森多乡 Senduo, Guinan 101°00′00″ 35°26′24″ 11 

称多县称文镇 Chengwen, Chengduo  97°14′11″ 33°21′23″ 11 

高原鼢鼠 

Eospalax baileyi 

祁连县八宝镇 Babao, Qilian 100°11′35″  38°6′14″ 12 

祁连县默勒镇Mole, Qilian 100°31′31″ 37°39′34″ 12 

天峻县新源镇 Xinyuan, Tianjun  98°52′15″ 37°10′46″ 11 

泽库县巴滩牧场 Batan, Zeku 100°57′42″ 35°14′15″ 12 

称多县称文镇 Chengwen, Chengduo  97°14′07″ 33°21′12″ 12 
               



1 期 黄岩淦等：青藏高原 5 种害鼠 D 型肉毒素抗性相关基因 VAMP1 的序列分析 ·45· 

 

（Li et al. 2006）进一步去重，最终得到可用的

unigene 序列。使用 BLAST + 软件包中的

makeblastdb 程序对每个物种的 unigene 序列文

件构建本地 blast 库，从 GenBank 中下载小鼠

（Mus musculus，NM_009496.3）和豚鼠（Cavia 

porcellus，XM_003463283.2）的 VAMP1 基因

的编码区序列，再用 BLAST+ 软件包中的

blastn 程序调取各物种包含 VAMP1 基因的

unigene序列。将这些 unigene序列及上述小鼠、

豚鼠 VAMP1 基因的编码区序列合并至一个文

本文档，用MEGA 软件进行序列比对，同时翻

译成氨基酸序列，最终得到所有物种的 VAMP1

基因编码区DNA序列及氨基酸序列。用DNasp

软件（Librado et al. 2009）分析 DNA 序列的变

异位点，而氨基酸水平的变异位点直接在

MEGA（Tamura et al. 2011）中统计。用 DNAstar

软件包（http://www.dnastar.com/）中的Megalign

软件分析 DNA 序列和氨基酸序列的相似性

（%）。 

1.3  高原鼠兔和高原鼢鼠 VAMP1基因测序分

析 

 采用 DNeasy Blood & Tissue Kit 试剂盒

（Qiagen）提取高原鼠兔和高原鼢鼠基因组

DNA。根据高原鼠兔和高原鼢鼠基因组序列

（中国科学院昆明动物研究所施鹏研究员提供）

分别设计扩增两物种 VAMP1 基因第二外显子

区的引物。在高原鼠兔中为 PVA-F 5′-CTG CAT 

CCC TTG TAC GTG TCC-3′/ PVA-R 5′-TCC 

TTC TGA CAG TTC CGA T-3′；在高原鼢鼠中

为 ZVA-F 5′-CTT TGT TTC TGC ACC CCG 

TC-3′/ ZVA-R 5′-TCC TAG AAA CAG CAC 

AAG ACC-3′。PCR 扩增使用 40 µl反应体系，

包括 40 ~ 60 ng 的基因组 DNA，0.6 mmol/L 

dNTPs，0.2 µmol/L的正/反向引物，1 U Taq酶，

以及 1 × buffer，去离子水加至 40 µl。PCR 反

应程序：95℃预变性 5 min；94℃变性 45 s，55℃

退火 45 s，72℃延伸 75 s，共进行 35个循环；

最后 72℃延伸 7 min。PCR 产物用 CASpure 

PCR Purification Kit（Casarray，中国上海）纯

化，用扩增引物进行四色荧光末端终止法测序。

用MEGA 5中内嵌的Clustal W（Thompson et al. 

1997）程序比对测序得到的序列，并辅以人工

校对。第二外显子区的序列范围参考小鼠的同

源区序列（GenBank No. GQ905710）确定。对

第二外显子区的序列变异情况在 MEGA 中统

计。 

2  结果 

2.1  种间 VAMP1基因变异情况 

转录组测序得到海量 reads，每个物种都在

40亿碱基以上。经组装拼接后，每个物种得到

94 536 ~ 112 587 条 unigene 序列，其中 N50

（unigene 序列从大到小排列，当其累计长度刚

刚超过所有 unigene 序列总长度 50%时，最后

一个 unigene的大小即为 N50）的长度为 1 586 

~ 2 673 bp，说明测序结果比较理想。经 blast

搜索和MEGA比对，得到 5个物种 VAMP1基

因编码区的完整序列，长度均为 357 bp，与小

鼠、豚鼠此基因序列等长。在 DNA 序列水平

上，5种动物 VAMP1基因编码区序列比对后存

在 46 个变异位点；与小鼠的序列相似性为

91.6% ~ 93.6%，而与豚鼠的序列相似性为

93.3% ~ 95.0%（表 2）。 

在 VAMP1 基因编码区序列所推导的

VAMP1 氨基酸序列水平上，5种动物存在 4个

变异位点，与小鼠和豚鼠的序列相似性都为

97.5% ~ 100%，具体位点变异分布情况见图 1。

高原鼠兔、高原鼢鼠及长尾仓鼠 VAMP1 氨基

酸序列完全相同，且与小鼠和豚鼠也相同（图

1）；与上述 5 种动物相比，青海松田鼠发生

M28L 变异，而喜马拉雅旱獭存在 3 个氨基酸

变异（A9T、A15T、A103V）（图 1）。以上所

有 7种动物的 VAMP1 氨基酸序列在 48、60、

61 号氨基酸位点（分别为 M、Q、K）都属 D

型肉毒素敏感型氨基酸（图 1）。 

2.2  高原鼠兔和高原鼢鼠 VAMP1基因 

 对 58 只高原鼠兔和 59 只高原鼢鼠的样品

进行测序，两对引物都成功获得扩增结果，经        
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表 2  本研究中 5 种害鼠及豚鼠、小鼠 VAMP1 基因编码区 DNA 序列（上三角） 

和氨基酸序列（下三角）相似度(%) 

Table 2  Similarity (%) among DNA sequences (upper triangular) and amino acid sequences (lower triangular) 

of VAMP1 coding sequence of five rodents from the Qinghai-Tibet Plateau as well as Mouse and Guinea Pig 

物种 Species 1 2 3 4 5 6 7 

1 小鼠Mus musculus  93.6 92.2 93.6 93.0 92.7 91.6 

2 豚鼠 Cavia porcellus 100  93.8 95.0 94.1 93.3 93.8 

3 高原鼠兔 Ochotona curzoniae 100 100  100 100 99.2 97.5 

4 高原鼢鼠 Eospalax baileyi 100 100 93.8  100 99.2 94.7 

5 长尾仓鼠 Cricetulus longicaudatus 100 100 92.7 95.5  99.2 93.6 

6 青海松田鼠 Neodon fuscus 99.2 99.2 92.4 94.7 96.6  92.7 

7 喜马拉雅旱獭 Marmota himalayana 97.5 97.5 92.7 97.5 97.5 96.6  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 1  青藏高原 5 种害鼠及小鼠、豚鼠 VAMP1 氨基酸序列变异位点分布 

Fig. 1  Variable sites distribution of VAMP1 amino acid sequences of five species of rodents endemic to the 

Qinghai-Tibet Plateau as well as Mouse and Guinea Pig  

序列中的点表示与小鼠序列相同。The dots show identities to mouse. 
 

序列校对和拼接，得到完整的 VAMP1 基因第

二外显子序列，比对后的全长为 159 bp。序列

分析显示，高原鼠兔第二外显子 DNA 序列在

所有个体之间都无变异，而高原鼢鼠在第二外

显子的 30号位点（对应于基因编码区全序列的

159 号位点）上出现 C/T 单核苷酸多态性，经

翻译确认为同义突变。在所采集的个体中，来

自祁连县八宝镇所有个体都为胸腺嘧啶（T），

而来自泽库县巴滩牧场和称多县称文镇所有个

体都为胞嘧啶（C），其余在两个种群中，3 种
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类型（T、C、T/C）都有出现。但是，这两个

物种在 48、60、61 号氨基酸位点对应的 DNA

序列都未发现变异。有趣的是，本研究中涉及

的其他 6个物种（包括小鼠和豚鼠），此位点都

为保守的 C。 

3  讨论 

 鉴于 VAMP1 基因在 D 型肉毒素杀鼠剂抗

性方面起关键作用（Peng et al. 2014），因此对

VAMP1基因遗传变异分析，有助于杀鼠剂的科

学合理使用、延长杀鼠剂更新换代年限，以降

低灭鼠成本。然而遗憾的是，迄今为止尚未见

关于害鼠 VAMP1 基因变异与 D 肉毒素敏感性

方面的研究。本研究中的目标动物是青藏高原

及周边地区重要的害鼠，其中高原鼢鼠和高原

鼠兔是青藏高原高寒草甸生态系统的主要地下

害鼠和地上害鼠，长尾仓鼠则是农田区的优势

害鼠。比较之下，另外两种动物——喜马拉雅

旱獭和青海松田鼠对草地的危害相对较轻，然

而，它们却是青藏高原“喜马拉雅旱獭鼠疫自

然疫源地”和“青海松田鼠鼠疫自然疫源地”

的关键疫源动物（贺雄等 2010），其种群增长

对本地区的鼠疫疫情有关键性影响。本研究的

结果显示，尽管这 5 种动物的 VAMP1 基因序

列差异较大，但在氨基酸水平却相对比较保守。

尤为重要的是，在这 5 种害鼠中都未检测到已

知抗性位点（M48I、Q60E、K61I）的突变，

因此我们认为这 5种害鼠可能都不存在对D型

肉毒杀鼠剂的抗药性。 

为了进一步了解该基因在害鼠群体内的变

异情况，研究中还选取青藏高原最重要的鼠害

防治对象——高原鼠兔和高原鼢鼠，对其第二

外显子序列进行变异分析。结果显示，VAMP1

基因在这两种动物中也极为保守，仅高原鼢鼠

中存在一个同义突变位点。此外，对于已知的

3个导致D型肉毒素抗性的变异位点（Peng et al. 

2014），本研究并未在任何一种研究对象中检测

到。考虑到自然存在的抗性基因型是物种对杀

鼠剂产生抗药性的遗传学基础，因此对高原鼠

兔和高原鼢鼠群体的研究结果表明，它们对 D

型肉毒杀鼠剂短期内不太可能存在抗药性。综

合上述的研究，我们认为 D 型肉毒素杀鼠剂在

青藏高原地区害鼠防治方面应该可以在较长的

时间内发挥重要作用。需要指出的是，肉毒素

是复杂的蛋白质大分子，具有一定的免疫原性，

动物可能对进入体内的毒素产生免疫应答

（Fabbri et al. 2016）。因此，对于 D型肉毒素杀

鼠剂而言，除了 VAMP1 靶位点突变因素外，

抗体蛋白的产生也可能会导致害鼠产生抗药

性。另一方面，尽管高原鼠兔、高原鼢鼠、长

尾仓鼠、小鼠和豚鼠 VAMP1 氨基酸序列完全

相同，但是 D 型肉毒杀鼠剂口服半致死剂量

（LD50）在小鼠、高原鼠兔、豚鼠三者之间可达

十几或几百倍的差异（闫高峰等 2001）。因此，

在遗传学研究的基础上，从多个角度来思考生

物毒素灭鼠的问题，应该是未来的重要研究方

向。 
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