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摘要! 为研究山东沿海三疣梭子蟹增殖放流亲蟹群体的遗传多样性状况!实验采用 8/7 DE 的线

粒体 4%&控制区片段作为分子标记!对 4 个亲蟹群体的遗传多样性和遗传结构进行了分析$ 结

果显示!/23 个三疣梭子蟹个体共检测到 388 个单倍型!4 个群体的单倍型多样度为 21:91 / <

21::/ 2!核苷酸多样度为 21213 1 <2121/ 7!表现出丰富的遗传多样性$ &S".&分析和 D

B?

分析

结果均显示!4 个三疣梭子蟹亲蟹群体间遗传分化微弱!未形成明显的遗传结构!%!系统树中未

出现与各群体相对应的的谱系分支$ 研究表明!4 个增殖放流亲蟹群体的遗传多样性丰富!且其

遗传结构与放流海域的野生群体间没有明显分化!种质资源质量较好$ 此外!群体历史动态分析

显示!渤海南部和黄海北部的三疣梭子蟹历史上曾经历过群体扩张事件$

关键词! 三疣梭子蟹% 亲蟹% 线粒体控制区% 增殖放流% 遗传多样性

中图分类号! *:/31855555555555 文献标志码'&

55三疣梭子蟹#%+,32)203,*32=-,>2.(320$隶属于

十足目#4<@9E/J9$'梭子蟹科#6/H?2;:J9<$'梭子

蟹属#%+,32)20$"广泛分布于我国沿海以及日本'

朝鲜'马来西亚群岛等水域
(3)

& 由于其经济价值

高'生长速度快'移动范围小"常被作为沿岸增殖

放流的目标种"在西北太平洋渔业资源增殖放流

中占有重要地位
(1 6/)

&

3:7/ 年"日本在濑户内海开始三疣梭子蟹的

增殖放流
(4)

"至 12 世纪 02 年代"其苗种生产和放

流技术已臻于成熟"放流数量长期维持较高水平"

仅 3::4 年就放流蟹苗 /13 亿只
(/)

& 中国于

3:07*3:00 年首次取得三疣梭子蟹工厂化人工

育苗的成功"并在 / 年内放流 / 期幼蟹 72 万

只
(8)

"此后较长时间内未开展大规模放流& 近十

几年来"由于持续的高强度捕捞和栖息环境的污

染"我国三疣梭子蟹资源出现明显衰退"年产量由

3::7 年 的 8: 222 ?迅 速 下 降 至 1223 年 的

33 222 ?

(7)

& 为保护和修复三疣梭子蟹渔业资源"

山东省于 1228 年正式启动实施+山东省渔业资源

修复行动规划,"将三疣梭子蟹列为增殖放流目

标种之一"并在 1220 年将其纳入省全额投资增殖

项目
(1)

& 截至 123/ 年"全省已累计放流二期幼蟹

30108 亿只"有效缓解了三疣梭子蟹的资源衰退"

并产生了良好的经济和生态效益&

研究表明"人工繁育群体遗传多样性低于野

生群体的现象在海洋鱼类'贝类和甲壳类中较为

常见& *<K:;/ 等
(9)

采用线粒体控制区序列和微

卫星标记对褐牙鲆#%(,(.*>53560+.*F(>-20$/ 个人

工繁育群体和 / 个野生群体的遗传多样性进行分

析"结果发现人工繁育群体的遗传多样性明显低

于野生群体& ':;J 等
(0)

使用 7 对多态性引物对

大珠母贝#%*)>3(8( /(I*/($/ 个野生群体和 7 个

养殖群体进行微卫星分析"发现养殖群体等位基

因减少'遗传多样性降低& 张辉等
(:)

比较分析了

中国明对虾#D-))-,+1-)(-20>5*)-)0*0$养殖群体

和野生群体的线粒体控制区序列"发现养殖群体
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的遗传多样性略低于野生群体& 我国三疣梭子蟹

的增殖放流均使用人工繁育苗种"随着放流规模

的不断扩大"放流群体很可能对野生三疣梭子蟹

种质资源造成影响& 因此"研究三疣梭子蟹增殖

放流亲蟹的遗传多样性水平'监测放流亲蟹的种

质资源状况"对于科学开展三疣梭子蟹增殖放流

具有极其重要的意义&

控制区是线粒体 4%&上惟一的非编码区域"

由于缺乏编码选择压力而比其他线粒体片段具有

更快的进化速率"在检测种下水平的遗传变异中具

有更高的灵敏度
(32)

"已被广泛应用于海洋生物种

群遗传多样性的研究& 目前"已有学者运用线粒体

4%&控制区序列作为分子标记"对三疣梭子蟹野

生群体的遗传多样性和遗传结构展开了研

究
(33 634)

"但尚未见线粒体 4%&在三疣梭子蟹增殖

放流亲蟹研究中的报道& 本研究利用线粒体控制

区序列"对 4 个三疣梭子蟹增殖放流亲蟹群体的遗

传多样性进行分析"以期为三疣梭子蟹增殖放流的

科学开展及其种质资源的合理保护提供科学依据&

35材料与方法

!"!#样品采集

本研究所用的4个三疣梭子蟹增殖放流亲蟹

群体分别于 123/ 年 8 月采自山东沿海的 4 家三

疣梭子蟹放流单位#图 3$!东营垦利县惠鲁水产

养殖有限公司#M'$'潍坊寿光市林海水产育苗场

#*L$'潍坊昌邑市海丰水产养殖有限责任公司

#-Q$和烟台海阳市海洋水产资源增殖站#+Q$"

各单位繁育的苗种仅用于当地三疣梭子蟹增殖放

流& 所有亲蟹均为当年 4 月海捕的野生抱卵个

体"除 -Q群体捕自日照和丹东海域外"其他群体

均捕自当地周边海域& 待亲蟹产卵后"进行体质

量'头胸甲宽和头胸甲高等形态学测量"并取步足

冷冻带回实验室"于 612 T低温保存& 具体样品

信息见表 3&

图 !#三疣梭子蟹采样地点

@.G"!#;*/CB.4G 1.501AE%8(/3(;B)/C;4.(;<

表 !#三疣梭子蟹 9 个亲蟹群体的样品信息和遗传多样性参数

)*+"!#;*/CB0.4EA-/*5.A4*43G0405.%3.Q0-1.57 C*-*/050-1.4EA2-+-AA315A%PCAC2B*5.A41AE%8(/3(;B)/C;4.(;<

群体

E/E209?:/;

样品数

;28D<H/P

B98E0<B

样品来源

B98E0<

B/2H@<

体质量53

D/JI

V<:3>?

头胸甲宽588

@9H9E9@<

V:J?>

单倍型数

;28D<H/P

>9E0/?IE<B

单倍型多样度

>9E0/?IE<

J:N<HB:?I

核苷酸多样度

;2@0</?:J<

J:N<HB:?I

平均核苷酸差异数

8<9; ;28D<H/P

E9:HV:B<J:PP<H<;@<B

M' :0 垦利外海 18/1/ >0017 3921: >3814 41 21:90 / >21224 / 21213 1 >21232 9 331/:2 / >81132 8

*L 8: 寿光外海 30311 >1418 38714 >3117 4: 21::/ 2 >21224 9 2121/ 3 >21233 9 311481 4 >81922 4

-Q 04 丹东'日照外海 12812 >4818 38712 >3214 78 21:0: 3 >21228 3 2121/ 7 >21233 : 311927 0 >81908 :

+Q 72 海阳外海 6 6 10 21:91 / >21229 2 2121/ / >21233 0 311808 : >81987 0

!"$#&'(提取及序列扩增

取新鲜肌肉组织"经蛋白酶 M消化后"采用传

统的酚 6氯仿抽提法提取基因组 4%&& 序列扩增

引 物 为 -$7&$! 8U7&-O&- &-L-& &-&&-

O-O-&7/U和 -$7A$! 8U7&&O-OOO-OL L&OO-

O--O&7/U

(33)

& 反应总体积为 18

"

'"其中包括

32 A6-$A2PP<H118

"

'"J%O61

"

'"双向引物各

3

"

'"9(M 4%&聚合酶 2138

"

'"去离子水 3918

"

'& 6-$反应条件为 :4 T预变性 8 8:;%:4 T变

性 82 B"48 T退火 82 B"91 T延伸 3 8:;"循环 /8

次%91 T延伸 32 8:;& 扩增产物用 318C琼脂糖凝

胶电泳检测"纯化回收后进行双向测序&

!"8#数据分析

测得序列使用 4%&*?9H软件包#4%&*O&$"

);@1"S9J:B/;"#*&$进行比对分析"并辅以人工校

正& 运用 &H0<R2:; /133

(38)

软件统计碱基组成'多

态位点数'转换'颠换和插入5缺失等分子多态性指

数"并计算单倍型多样度#5$'核苷酸多样度#

#

$和

平均核苷酸差异数#@$& 利用 &H0<R2:; /133计算两

两群体间的遗传分化指数 D

B?

值"并进行分子变异

分析#&S".&$'中性检验和核苷酸不配对分布分

析& 采用 S&L&413

(37)

软件基于 M:82H9双参数

模型构建单倍型 %!系统树"并对系统树中各分支

的支持率进行 3 222 次重抽样检验&

2:23
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15结果

$"!#序列变异及遗传多样性

本研究 4 个增殖放流亲蟹群体共 /23 个个

体"扩增得到的目的片段长度约为 722 DE%除去引

物和序列前端的 BH$%&

(39)

部分序列后"得到长度

为 8/7 DE 的控制区部分序列& 其中"-'O'&'L4

种碱基的平均含量分别为 38197C' /71/9C'

/911:C和 32180C"&CO含量#9/177C$明显高

于 -CL含量#171/4C$& 在 /23 条序列中"共检

测到 342 个 多 态 位 点" 约 占 总 序 列 长 度 的

17131C& 这些多态位点共定义了 311 个转换'13

个颠换和 3/ 个插入缺失& /23 个个体中共检测

到 388 个单倍型"其中有 12 个单倍型为共享单倍

型"其他 3/8 个单倍型均为群体特有单倍型&

4 个亲蟹群体的单倍型多样度为 21:91 / <

21::/ 2"平均为 21::2 3 >21223 7%核苷酸多样度为

21213 1 <2121/ 7"平均为 21211 9 >21233 4#表 3$&

两者均处于较高水平"且各群体间没有显著差异&

$"$#群体遗传结构与遗传分化

将所有群体视作一个组群进行&S".&分

析"结果显示":0192C的遗传差异发生于群体内

部#

"

*O

B2123/2"%B21223$& 两两群体间的遗

传分化指数 D

B?

值为 621221 8 <2121/ 2 #表 1$"

表明 4 个增殖放流亲蟹群体间的分化程度很低&

其中"-Q群体与 M'群体间的 D

B?

值最大"与 +Q

群体间的 D

B?

值次之"且经 A/;P<HH/;:校正之后"

仅这两组统计检验显著#%=2128$& -Q群体与

*L群体间的 D

B?

值最小且为负值"说明两群体间

的遗传分化小于群体内的遗传差异& 单倍型 %!

系统树显示"虽然 4 个亲蟹群体形成了多个分支"

但每个群体的单倍型都广泛分布在%!系统树中"

未形成与各群体相对应的谱系分支#图 1$&

表 $#三疣梭子蟹两两群体间的遗传分化指数"6

15

#

)*+"$#,*.-K.106

15

+05K004CAC2B*5.A41AE

%8(/3(;B)/C;4.(;<

M' *L -Q +Q

M'

*L 21231 :

-Q

2121/ 2

"

621221 8

+Q 21220 / 2123/ 0

21237 :

"

注!

"

表示差异显著#%=2128$

%/?<B!O><9B?<H:BKB:;J:@9?<9B:3;:P:@9;?J:PP<H<;@<#%=2128$

图 $#基于三疣梭子蟹线粒体控制区单倍型构建的 '̂ 系统树

@.G"$#'0.G6+A-?̂A.4.4G 5-00%A415-2%503+7 &?BAAC6*CBA57C01AE%8(/3(;B)/C;4.(;<

3:23
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$"8#群体历史动态

本研究所用亲蟹均为海捕野生个体"可用作

渤海南部和黄海北部三疣梭子蟹的群体历史动态

分析& 核苷酸不配对分布分析的结果表明"三疣

梭子蟹观测到的核苷酸不配对分布呈双峰类型"

其中一个峰对应各群体内的序列差异"另一个峰

对应群体间的序列差异%但观测值的分布情况并

未明显偏离群体扩张模型下的预期分布#图 /$&

采用广义非线性最小方差法估算得到的群体扩张

参数
$

值为 3312:0 #:8C -)!013:: <391492$&

基于观测值和模拟值间的拟合优度检验结果显

示"**4值和 +9HE<;J:;3-B$933<J;<BB指数均较

小"且统计检验不显著#%?2128$"表明观测值与

模拟值间拟合程度较好"没有显著偏离群体扩张

模型&

中性检验结果显示"O9\:89-B'为 631340"

(2-BD

B

值为 61/10/8"两者均统计检验显著

#%=2128$"表明三疣梭子蟹显著偏离中性选择"

并曾经历过群体扩张事件"与核苷酸不配对分布

分析的结果相一致&

图 8#三疣梭子蟹控制区单倍型的

核苷酸不配对分布

@.G"8#)60A+10-Q03C*.-K.103.EE0-04%0"+*-1#$

*435600DC0%503/.1/*5%63.15-.+25.A412430-560

1233040DC*41.A4/A30B"1AB.3B.40#AE%A45-AB

-0G.A46*CBA57C01.4%8(/3(;B)/C;4.(;<

/5讨论

8"!#三疣梭子蟹增殖放流亲蟹遗传多样性分析

遗传多样性是物种生存适应和发展进化的基

础"种内遗传多样性越高"则物种对环境适应的能

力就越强"进化的潜力也越大
(30)

& 随着增殖放流

项目的开展"大量人工繁育的苗种进入自然海域"

若放流群体的遗传多样性显著低于野生群体"则

大规模增殖放流很可能会降低放流物种的整体遗

传多样性水平"进而影响到该物种的可持续发展&

在增殖放流过程中"放流群体的遗传多样性主要

由其亲本决定& 若亲本的数量过少'或亲本的遗

传多样性状况与野生群体差异显著'或不同亲本

的配子对子代的贡献率失衡"则放流群体与野生

群体间的遗传差异会增大
(3:)

"而这种差异一般表

现为放流群体的遗传多样性低于野生群体& 此

外"由于适合度与遗传多样性密切相关"放流群体

的适合度受其亲本遗传多样性的影响很大
(3:)

&

遗传多样性降低可导致有害隐性基因表达增加'

某些优良性状衰退等"进而使群体的适合度发生

变化"出现存活率低'繁殖力差'生长缓慢'适应能

力弱等问题
(12 613)

& 如果将适合度低的苗种放入

自然海域"放流群体与野生群体间的杂交繁殖会

大大提高有害隐性基因在野生群体中出现的频率

和表达的可能"在长期作用下甚至会导致物种的

退化& 因此"为避免产生遗传多样性低'适合度差

的放流群体"应尽量选择遗传多样性不低于野生

群体的亲本进行苗种繁育"并尽可能增加参与繁

殖的亲本数量&

A09;K<;B>:E 等
(11)

认为"对亲本和放流群体的

遗传监测与管理应当成为增殖放流效果评估的内

容之一& 本研究利用线粒体控制区部分序列"首

次对三疣梭子蟹增殖放流亲蟹的遗传多样性进行

了研究& 结果显示"4 个增殖放流亲蟹群体的单

倍型多样度 # 5$和核苷酸多样度 #

#

$均较高"且

与三疣梭子蟹野生群体间没有明显差异
(33"34)

"表

现出丰富的遗传多样性& 此外"M''*L和 +Q群

体随机采自当地外海"保证了亲蟹群体与放流海

域野生群体在遗传多样性上的一致性& -Q群体

虽为异地亲蟹"但其单倍型多样度和核苷酸多样

度与采自莱州湾的 M'和 *L群体间差异不大&

由此可见"4 个增殖放流亲蟹群体均具有较高的

遗传多样性"且与放流海域野生群体间没有明显

差异"有利于三疣梭子蟹遗传资源的保护&

此外"通过与其他学者研究结果的比较"发现

本研究中 M'群体的遗传多样性# 5!21:90 /"

#

!

21213 1$略高于 1228 年东营群体# 5!21091 9"

#

!

21213 4$

(34)

"而 *L群体#5!21::/ 2"

#

!2121/ 3$

和 -Q群体 # 5!21:0: 3"

#

!2121/ 7 $则略低于

1227 年潍坊群体# 5!31222 2"

#

!21218 :$

(33)

"但

同一地区各群体的年间差异并不大& 三疣梭子蟹

的大规模增殖放流始于 1228 年
(1)

"由此可见"
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M''*L和 -Q亲蟹的遗传多样性比较贴近放流

海域野生群体的原有水平"这对于保护和维持野

生群体的遗传多样性具有重要意义& 同时"M'

和 *L群体作为当地海捕亲蟹"表明长期增殖放

流并未明显改变莱州湾三疣梭子蟹的遗传多样性

状况%这一方面得益于三疣梭子蟹丰富的遗传多

样性背景"另一方面也与坚持使用野生抱卵个体

作为增殖放流亲蟹有关&

8"$#三疣梭子蟹增殖放流亲蟹群体遗传结构与

历史动态分析

国内关于三疣梭子蟹群体遗传分化的研究较

多"但其结果却一直存在较大分歧& 同样是使用

线粒体控制区序列研究三疣梭子蟹的遗传结构"

吴惠仙等
(3/)

认为"中国沿海各海区三疣梭子蟹群

体间基因交流广泛"不存在明显的遗传分化"且亲

缘关系的远近不以海区划分和地理位置的远近为

依据%董志国等
(34)

和 L2/ 等
(1/)

则认为"四大海域

三疣梭子蟹不同群体间已发生一定程度的分化"

但前者认为遗传距离与地理距离间不存在显著的

相关性"后者却认为遗传距离与地理距离间呈显

著的正相关关系& 考虑到以上研究中各群体的数

量仅为 32 只左右"样品数量有限可能是实验结果

存在分歧的原因之一&

本研究中"两两群体间的 D

B?

和 &S".&分析

结果均显示"4 个亲蟹群体间的遗传分化很微弱"

%!系统树中也未出现与各群体对应的谱系结构&

由此可见"8 个亲蟹采集地点#丹东'垦利'昌邑'

海阳和日照$的野生群体间未发生明显遗传分

化"彼此之间存在广泛基因交流"与吴惠仙等
(3/)

结果一致& 由于三疣梭子蟹具有洄游习性"不同

地理群体在越冬场的混合可能是各群体基因交流

的途径之一
(14)

& 但有学者认为"渤海三疣梭子蟹

是一个地方性种群"自然条件下与黄海三疣梭子

蟹间的交流有限
(18)

& 虽然这一说法尚未得到实

验验证"但考虑到三疣梭子蟹有限的移动能力"垦

利和昌邑群体通过洄游离开渤海并绕过山东半岛

进入海阳和日照海域的可能性较小& 因此"相较

于洄游行为"不同地区商品蟹的流通'增殖放流和

人工养殖中亲蟹及苗种的异地使用可能是各地理

群体间发生基因交流的主要途径
(3/"17)

&

目前"为使放流群体与野生群体的遗传信息

尽量一致"许多学者提倡从放流海域的野生群体

中直接采集增殖放流亲本
(19 610)

& 本研究中"虽然

-Q群体为异地亲蟹"但它与莱州湾野生群体

#M'和 *L$的遗传分化很小"这在一定程度上降

低了使用异地亲蟹进行增殖放流的遗传风险& 值

得注意的是"子代通常携带与亲本生存环境相适

应的基因型
(1:)

& 由于日照和丹东海域的生存条

件与昌邑地区差异较大"-Q子代某些与环境适

应能力密切相关的基因型很可能与放流海域野生

群体间存在差异"当其大量进入放流海域后"可能

对当地野生群体的遗传组成造成影响& 因此"从

负责任放流的角度出发"在繁育放流苗种的过程

中应尽量避免使用异地亲蟹%同时"有必要在放流

海域开展相关的跟踪调查和遗传监测"以进一步

研究使用异地亲蟹对野生群体的遗传影响&

群体历史动态分析结果显示"三疣梭子蟹的

核苷酸不配对分布与群体扩张模型下的预期分布

吻合良好"而 O9\:89-B'和 (2-BD

B

值均呈现负

值且统计检验显著#%=2128$"表明渤海南部和

黄海北部的三疣梭子蟹历史上曾发生过群体扩张

事件"与 L2/ 等
(1/)

研究结果基本一致&

总体来说"本研究所分析的 4 个增殖放流亲

蟹群体均具有丰富的遗传多样性"且其遗传结构

与放流海域的野生群体间没有明显分化"说明种

质资源质量较好& 但选用种质优良的亲本繁育苗

种仅是保证放流群体遗传品质的第一步"苗种繁

育过程的某些事件"如亲本产卵量小或孵化率低'

高密度养殖条件下苗种互残严重'某些亲本的子

代缺乏资源竞争力等"都有可能减少有效亲本的

数量"造成放流群体的遗传多样性降低和遗传结

构改变
(3:)

& 因此"在选用优质亲本的同时"应结

合生产实践适当增加放流亲本的数量'制定合理

的繁殖策略并开展放流群体的遗传多样性监测"

以确保增殖放流的科学开展"促进资源的保护和

可持续发展&

感谢王伟泽 !垦利县惠鲁水产养殖有限公

司"#李正平 !寿光市林海水产育苗场"#王学忠

!昌邑市海丰水产养殖有限责任公司"#王忠山

!烟台海阳市海洋水产资源增殖站"以及李渊#闫

龙等在样品采集中提供的帮助$
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