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摘要! 利用 &%对微卫星引物对我国大连黑石礁&?.)$莱州湾&.g)$青岛鳌山湾&W?)$海州湾

&2g)@个日本鑚野生群体的遗传多样性进行了分析" 结果表明!不同引物获得的等位基因数从

&& V&#不等!&%个位点其平均等位基因数为 &!8<%% %!平均有效等位基因数为 >8"=$ %#各位点的

平均观测杂合度&6

6

)为 %8!&> $ V%8>"> @!平均期望杂合度&6

J

)为 %8>@< < V%8=$! =#平均多态

信息含量&&;<)为 %8>$> % V%8=&@ %!说明各位点在 @个日本鑚野生群体内均表现出很高的遗传

多样性水平" 各群体间遗传分化较大!基因分化指数&=

1Z

)为 %8%!$ #@ V%8%>> %!" 群体间遗传

相似性系数$遗传距离及*BQ]-聚类分析表明!鳌山湾与海州湾群体亲缘关系最近!而海州湾

和莱州湾群体亲缘关系最远"

关键词! 日本鑚# 野生群体# 微卫星# 遗传多样性

中图分类号! W=">8&# 1=&#'''''''文献标志码%-

''日本鑚 #<+#',:E)"C#>-3)*#$ 属梭子蟹科

#B6OX9KGRFJ$)梭子蟹亚科)鑚属#<+#'B:E)"$"俗

称赤甲红)石鲟仔)海红和石蟹等"是一种大型海

产食用蟹类( 它属于沿岸定居性种类"广泛分布

于我国沿海及日本)朝鲜)东南亚等沿海岛礁区及

浅海水域"肉质细嫩"味道鲜美"很受消费者青睐(

目前"沿海地区已经开展了日本鑚的苗种生产和

小规模化养殖等工作"但过度捕捞和环境污染等

造成野生资源衰竭的趋势仍日益严重( 因此"充

分了解日本鑚的不同地理群体遗传多样性"对于

野生日本鑚种质资源的保护和合理挖掘利用具有

重要的意义(

微卫星#EGHO6LFXJ77GXJ$是广泛分布于真核生

物基因组中的一种中度重复序列"具有多态性

高*&+

)共显性遗传)重复性高和易检测等优点"已

广泛应用于动植物遗传多样性鉴定*$ ;@+

)遗传图

谱构建*" ;<+

)遗传育种计划*#+等研究领域"近年来

也越来越多地应用到甲壳类的群体遗传分析)育

种计划等研究中*> ;=+

( 本研究采用微卫星分子标

记技术对大连黑石礁)莱州湾)青岛鳌山湾和海州

湾 @ 个日本鑚野生群体的遗传结构进行分析"为

人工养殖及品种培育提供相关的遗传背景资料"

同时也为日本鑚人工养殖种质资源持续利用提供

相关的依据(

&'材料与方法

!"!#样品来源与组织DAE提取

实验所采用的日本鑚野生个体来源于大连黑

石礁)青岛鳌山湾)莱州湾和海州湾"取其大螯放

入;>% `保存(

每个群体随机挑选 !& 个个体采用常规的苯

酚,氯仿法*&%+提取大螯肌肉组织 ?,-"Z3# Y2

>8%$溶解后测定浓度和纯度"并用琼脂糖凝胶电

泳检测基因组?,-质量( ;$% `保存备用(

!"$#微卫星扩增

实验所用微卫星引物见表 &( B4+扩增体系

为模板?,-!

"

."&% EE67A.引物各 &

"

."$8"

EE67A.R,ZB&8<

"

." &% ^B4+ C9NNJO#含

]U

$ a

$$

"

."ZF\F+F4#5#" *A

"

.$ %8$

"

."加

RR2

$

)至 $%
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.( 反应程序为 =" `预变性 "
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EGK'=" `变性 @" L"退火 @" L"#$ `延伸 @" L"!%

个循环'最后 #$ `再延伸 &% EGK( 扩增产物先用

$P的琼脂糖凝胶电泳检测"然后再用 >P变性聚

丙烯酰胺凝胶检测"硝酸银染色"拍照保存(

表 !#!W 对微卫星引物的特征

2'0"!#G8'('97-(.:7.9:54!W ='.(:546.9(5:'7-;;.7-=(.6-(:

位点

76H9L

QJKCFKb

登录号

FHHJLLG6K K68

引物序列#"dD!d$

YOGEJOLJ[9JKHJ

核心序列

OJYJFXE6XGN

产物ATY

LGeJOFKUJ

退火温度À

FKKJF7GKU

XJEYJOFX9OJ
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注!/8正向引物'+8反向引物(

,6XJL!/8N6OcFOR YOGEJO'+8OJ_JOLJYOGEJO8

!"%#数据统计与分析

根据条带的不同位置确定基因型"利用

B)BQ3,3!8$ 计算 @ 个群体在 &% 个微卫星位点

上的平均等位基因数#8

F

$)平均有效等位基因数

#8

J

$)平均观测杂合度#6

6

$)平均期望杂合度

#6

J

$)平均2FOR:DSJGKTJOU平衡指数#K$和平均

多态信息含量#&;<$(

多态性信息含量*&&+

!

JA(K/ L

'

C

#K/

J

0

#

L

'

CL/

#K/

'

C

MK#N/

J

0

#

J

0

M

式中"&

)

)&

C

分别为群体中第 )个和第 C个等位基

因频率"2为等位基因数(

同时采用 ,30

*&$+的方法计算群体间的遗传

距离和遗传分化指数 =

1Z

( 使用 ]3Q-!8% 软

件"采取*BQ]-方法根据 @ 个群体的遗传距离

进行聚类(

$'结果

$"!#遗传多样性分析

&% 对微卫星引物在 @ 个日本鑚野生群体中

均得到较好的扩增"扩增条带如图 &( &% 个位点

在 @ 个日本鑚野生群体中的平均等位基因数

#8

F

$)平均有效等位基因数#8

J

$)平均观测杂合

度#6

6

$)平均期望杂合度#6

J

$和平均多态信息

含量#&;<$等见表 $( 由表 $ 可知"&% 个位点的

等位基因数为 && V&#"平均有效等位基因数为

>8"=$ %"其中位点 +CfD$# 获得 &# 个等位基因"

等位基因数最多"位点 +CfD>= 和 +CfD>" 获得

&& 个等位基因"数量最少( 平均观测杂合度#6

6

$

分别为 +CfD>= n+CfD$# n+CfD>" n+CfD%"0n

+CfD&= n+CfD#= n+CfD%&- n+CfD"> n

+CfD%= n+CfD&#"各位点的平均期望杂合度

#6

J

$为 %8>@< < V%8=$! ="平均多态信息含量

#&;<$介于 %8>$> % V%8=&@ %"多态性很高"可有

效进行后续分析(

$"$#&'()*+,-./0-(1平衡分析

各个位点在 @ 个野生群体中的平均遗传偏离

指数K值均为负"说明 @ 个野生群体均存在不同

程度的杂合子缺失( 利用 2FOR:DSJGKTJOU 定律

对每个群体中每个位点的基因平衡状态进行检验

"(#
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# 期 宋春妮"等!日本鑚 @ 个野生群体遗传多样性的微卫星分析 ''

#表 ! $"各群体至少有 @ 个位点极显著偏离

2FOR:DSJGKTJOU 平衡"其中莱州湾群体有 " 个位

点"青岛鳌山湾群体有 # 个位点"海州湾群体有 @

个位点"大连黑石礁湾群体有 < 个位点(

图 !#微卫星HXQ+WC3在 O 个野生日本鑚群体中的扩增图谱

I.1"!#E6=;.4.-)';;-;-546.9(5:'7-;;.7-HXQ+WC3./O B.;):759<:54607"3+1%&"

表 $#O个群体在各位点的等位基因数"有效等位基因数"观测杂合度"期望杂合度"多态信息含量和N8'//5/多样性指数

2'0"$#A?60-(54';;-;-:%8

'

&#/?60-(54-44-97.K-';;-;-:%8

-

&#50:-(K-)8-7-(5@*15:.7*%9

5

&#-Y=-97-)

8-7-(5@*15:.7*%9

-

&#!:6'/)N8'//5/':./45(6'7.5/./)-Y '778-6.9(5:'7-;;.7-;59../O B.;):759<:54607"3+1%&"

位点

76H9L

等位基因数

8

F

有效等位基因数

8

J

期望杂合度

6

J

观测杂合度

6

6

多态信息含量

&;<

1IFKK6K多样性指数

;

+CfD%&- &< =8%=@ ! %8>=@ & %8<<! < %8>>& % $8@$< @

+CfD%"0 &@ #8$@! " %8><" < %8">> $ %8>@= % $8$$" %

+CfD"> &! =8@!& > %8>== & %8<<< # %8>>" % $8!<" $

+CfD>= && #8%&$ " %8><& ! %8!&> $ %8>@& % $8%=< >

+CfD&# &! &%8="" > %8=&$ > %8>"> @ %8=%$ % $8@#< >

+CfD#= &! >8!&= " %8>>! = %8<$% @ %8><> % $8$>% !

+CfD>" && #8#># $ %8>#" ! %8""@ < %8>"> % $8&#& $

+CfD%= &! #8$=< @ %8><< " %8<== $ %8>@> % $8&>< <

+CfD$# &# &$8@%# = %8=$! = %8"%= > %8=&@ % $8<@# $

+CfD&= &" <8!#& & %8>@< < %8"=! $ %8>$> % $8&>= %

表 %#O 个日本鑚野生群体各位点的平均遗传偏离指数%;&"!值检验及基因流%8

6

&

2'0"%#&'()*+,-./0-(1 )-='(7?(-K';?-%;&#!K';?-./:=-97.5/'/)

1-/-4;5B8

6

'65/1 O B.;):759<:./607"3+1%&"

种群

LX6Hb

指数

GKRJh

位点 76H9L

+CfD%&- +CfD%"0 +CfD"> +CfD>= +CfD&# +CfD#= +CfD>" +CfD%= +CfD$# +CfD&=

?. %8%%% < %8%%& ! %8%"! % %8%%% % %8>"$ $ %8$&% " %8%%% % %8@$$ ! %8%%% % %8%%& &

.g

&值 &_F79J

%8%%% ! %8%%# > %8%$> > %8%%% % %8@=@ & %8%@> > %8>$& < %8@>< & %8%%% % %8%%% =

W? %8%%@ @ %8%%$ " %8%<@ > %8%%% % %8%%" $ %8%#$ " %8%%% % %8%!$ $ %8%%# % %8%%% %

2g %8%=& & %8%#" = %8%&< ! %8%%% % %8!"! # %8%%% % %8%%% % %8%%= # %8%$& < %8&%$ "

K值 K_F79J ;%8$"# > ;%8!$% " ;%8$"> " ;%8<!% < ;%8%"= < ;%8$=> & ;%8!<< @ ;%8&=! & ;%8@@> $ ;%8$== !

基因流 8

E

=8!$& @ !8%>$ ! <8%@> = &8!== > =8%&< @ @8=<= > @8$>% < !8&&& @ "8%== & !8>$= !

注!&n%8%" 为显著"&n%8%& 为极显著(

,6XJL!&n%8%" GLLGUKGNGHFKX"&n%8%& GLJhXOJEJ7: LGUKGNGHFKX8

$"%#遗传分化"遗传距离和聚类分析

@ 个群体各个位点的基因分化指数和基因流

见表 ! 和表 @( 两两群体比较发现"海州湾群体

和莱州湾群体之间的基因分化指数最高"为

%8%>> %'而海州湾群体和青岛鳌山湾群体之间的

基因分化指数最低"为 %8%!$ #( 根据基因流的大

小"在群体间遗传分化较小#8

E

m@$的位点有

+CfD%&-) +CfD">) +CfD&#) +CfD#=) +CfD>")

+CfD$#'其余 @ 个位点在各群体之间存在一定程

度的分化(

'(#
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表 O#日本鑚各野生群体的基因分化指数

2'0"O #G5-44.9.-/7541-/-).44-(-/7.'7.5/5

N2

./

-K-(* B.;):759<./607"3+1%&"

群体 LX6Hb ?. .g W? 2g

?.

.g %8%@= @

W? %8%@$ < %8%#< !

2g %8%"& " %8%>> % %8%!$ #

''为了进一步分析各群体间的遗传分化程度"计

算了遗传相似度与遗传距离#表 "$( 从表中可知"

群体间遗传距离变化范围为 %8!"! " V%8#>= #"遗

传相似度的变化范围为 %8@"@ % V%8#%$ $( 其中

青岛鳌山湾与海州湾群体间的遗传相似系数最

大"而遗传距离却最小( 根据群体间的遗传距离"

用*BQ]-分析方法得到聚类分析图"能够更直

观地体现出群体间#图 $$(

表 C#O个日本鑚野生群体间的遗传距离及遗传相似性系数

2'0"C#A-.':1-/-7.9.)-/7.7*%:&'/)1-/-7.9

).:7'/9-%;&./O B.;):759<:54607"3+1%&"

群体 LX6Hb ?. .g W? 2g

?. %8<"! @ %8<"@ # %8<$% %

.g %8@$" < %8@=< @ %8@"@ %

W? %8@$! < %8#%% @ %8#%$ $

2g %8@#> % %8#>= # %8!"! "

注!对角线以上是遗传相似性系数"对角线以下是遗传距离(

,6XJL!,JG-LUJKJXGHGRJKXGX:#FT6_JRGFU6KF7$FKR UJKJXGHRGLXFKHJ

#TJ76cRGFU6KF7$

图 $#O 个野生日本鑚群体的VFJSE聚类图

I.1"$#G;?:7-()-/1(51('654

O B.;):759<:54607"3+1%&"

!'讨论

遗传多样性#UJKJXGHRG_JOLGX:$是指生物所携

带遗传信息的总和"它不仅指遗传变异高低"也包

括遗传变异分布格局"即群体的遗传结构( 它是

物种适应多变的环境条件)维持长期生存和进化

的基础"一个物种的遗传变异愈丰富"该物种对生

存环境的适应能力便愈强"它的进化潜力也

愈大*&! ;&@+

(

由于微卫星标记其较高的多态性"在检测种

群异质性方面有明显优势"能更多地揭示群体的

遗传变异水平( 微卫星的多态性来源于核心序列

重复数的变异"一般重复数越多"其变异就越大"

该位点的等位基因数就越多"其多态性就越丰

富*&"+

( 但等位基因多样性用某个位点的实际等

位基因数来衡量"该指标比平均杂合度更为敏感"

更易受到外部环境因素的影响*&<+

"因此更适合评

价群体近期的遗传变异水平( 本实验所获得的平

均等位基因数为 && V&#"这说明 @ 个日本鑚野生

群体遗传变异程度很高"具有丰富的微卫星遗传

多样性( )-+30..i等*&#+认为对于具有较少等

位位点的微卫星标记"比较适合用于群体遗传学

研究"而对于多态性较高的微卫星标记"则可以用

于构建遗传图谱和家系分析等( 因此本研究所采

用的 &% 对微卫星引物均可用来构建遗传连锁图

谱( 有效等位基因数是基因一致度的倒数"反映

了等位基因间的相互影响( 本研究中的有效等位

基因数为 <8!#& & V&$8@%# ="说明 @ 个日本鑚野

生群体在这 &% 个微卫星位点上具有较高的有效

等位基因数"在发生选择)突变或遗传漂变时"群

体保持其等位基因的能力较强(

本研究所采用的 &% 个微卫星位点平均多态

信息含量 #&;<$介于 %8>$> % V%8=&@ %"根据

C)Z1Z30,等*&>+提出的标准"属于高度多态性

#&;<m%8"$"因此这些标记用于遗传多样性分析

效果更好( 梁利群等*&=+推算了乌苏里江哲罗鱼

的&;<值范围为 %8$> %& V%8<!" &'谭杰等*$%+应

用 = 对引物对 ! 个地理群体的仿刺参进行 B4+

扩增"计算出各个位点的 &;<值从 %8"&$ =到

%8>#= @"均低于本研究结果( 群体平均基因杂合

度的高低反映了群体遗传一致性的程度( 群体平

均基因杂合度越低"反映该群体的遗传一致性越

高"也就是说群体的遗传变异越少"群体的遗传多

样性越差*$&+

( 孟宪红等*$$+报道了黄)渤海海域 #

个不同地理群体的中国对虾平均观测杂合度为

%8<!> V%8#&!"平均期望杂合度为 %8>&% V%8><@'

冯建彬等*$!+检测出洪泽湖日本沼虾 = 个野生群

体平均期望杂合度介于 %8=>$ V%8>%@ @( 本研究

中 @ 个日本鑚野生群体的平均期望杂合度#6

J

$

为 %8>@< < V%8=$! ="平均观测杂合度#6

6

$为

%8!&> $ V%8>"> @"与以上两个报道的结果相近(

因此"可以判断 @ 个日本鑚野生群体的杂合度相

((#
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对较高"群体内遗传变异较大"具有丰富的遗传多

样性(

2FOR:DSJGKTJOU平衡遗传偏离指数#K$亦称

/固定指数#=$"反映了 6

6

和 6

J

两者间的平衡

关系"=越接近 %"基因型的分布越接近于平衡状

态"=为正时反映杂合子过剩"=为负时则处于杂

合子缺失状态( 杂合子过剩现象一般出现在研究

对象为相对小的群体或者封闭群体"如一个养殖

群体里面的子代群体是由有限的亲本所产生"创

造者效应和瓶颈效应会导致连锁不平衡现象*$@+

(

而杂合子缺失除了与无效基因和研究样本范围大

小有关外"还可能由种群退化)性别比例不均衡)

亲缘近交和人为干扰程度大等导致稀有碱基的丢

失所致*$"+

( 本研究各位点在 @ 个群体中均表现

为杂合子缺失#Kn%$"且每个群体中至少有 @ 个

位点偏离平衡"这与张庭等*$<+报道的 @ 个奥利亚

罗非鱼群体的杂合子缺失结果一致( 这也反映了

在这些位点上发生了一定程度的遗传信息的丢

失( 结合多态信息含量等信息"表明我国这 @ 个

日本鑚野生地理群体的遗传多样性虽然较高"但

已表现出一定程度的丧失"造成这种现象的主要

原因可能是由于海区环境变化和人为捕捞过度等

导致日本鑚野生群体数量大量减少"致使遗传结

构改变( 另外许多其它原因也可能导致 2FOR:D

SJGKTJOU平衡指数的偏离"比如人工选择#育$)

零等位基因)迁移)突变与近交等*$#+

(

=

1Z

是群体衡量群体间遗传分化程度的重要

参数( 当该参数在 % V%8%" 时"群体间遗传分化

较弱'%8%" V%8&" 时"遗传分化中等'%8&" V%8$"

时"遗传分化较大'当大于 %8$" 时"表示群体间分

化极大*$>+

( 本研究中"群体之间的 =

1Z

值介于

%8%!$ # V%8%>> %"属于中等程度以下的分化( 除

了青岛鳌山湾与海州湾)大连黑石礁与莱州湾)大

连黑石礁与青岛鳌山湾群体间的遗传分化较弱

外"其余两两群体之间的=

1Z

值均大于 %8%""呈中

等分化水平( 这与胡雪松等*$=+报道的 ! 个德国

镜鲤养殖群体间的遗传分化微弱相似(

4+-S/)+?等*!%+指出由微卫星得出的遗

传距离更能反映分化时间的长短"可客观反映群

体间的遗传变异和分化( 本研究用微卫星标记分

析 @ 个群体间的遗传距离"结果表明莱州湾和海

州湾群体间的遗传距离最大"莱州湾和青岛鳌山

湾群体间的遗传距离次之"青岛鳌山湾与海州湾

群体间的遗传距离最小( 刘必谦等*!&+在对 @ 个

不同地区的大连湾牡蛎进行研究时发现"相邻群

体的遗传差异不明显"且遗传差异与地理位置有

关"地理位置相距越远"遗传差异越明显( 据测可

能是山东半岛阻碍了莱州湾)大连黑石礁与其它

两个群体之间的基因交流"因此聚类分析后莱州

湾和海州湾群体间的亲缘关系较远是正常的( 这

个结果提示人们在人工繁育时"可进行杂交优势

利用来培育出新优良品种( 现代杂交优势理论认

为杂交优势的大小在一定程度取决于亲本间遗传

差异的大小"遗传距离愈大所产生的杂交优势愈

大( 所以"可选择遗传距离较大而又具有良好性

状的日本鑚进行杂交实验"并评估最优杂交组合"

培养优良新品种*!$+

(

本文研究揭示了这 @ 个日本鑚野生群体内遗

传变异较大"具有丰富的遗传多样性"群体间存在

中等程度以下的分化( 最大限度地维持日本鑚种

内遗传多样性水平"是持续利用其种质资源的前

提( 本文对日本鑚不同地理群体遗传多样性的研

究有助于人们更清楚地认识其多样性的起源和进

化"为日本鑚的选择育种和遗传改良提供遗传背

景信息(
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