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摘要! 通过对 #)

#

序列的分析!研究了中国沿海及泰国普吉岛 0 个里氏拟石磺群体的种群遗

传结构!191 个样本中共检测出单倍型 131 个!119 个多态性位点!里氏拟石磺具有高的单倍型

多样性$31:94 C31338%和核苷酸多样性$313/2 2 C31331 /%# 分子方差分析$&N".&%表

明!831::L的变异存在于种群间!4:131L的变异发生在种群内# 群体间遗传分化固定指数

$L

OH

%"基因流$!

<

%及遗传距离分析表明!里氏拟石磺已明显分化为显著的遗传结构# 遗传距

离模式$):4%检测显示!里氏拟石磺群体的遗传距离与地理距离之间不存在明显的线性关系#

历史动态检验推断!湛江$9!%"苍南$-%%"东寨港$+%%"文昌$W-%及普吉岛$K+%种群可能

经历过历史上的种群扩张事件# 中国沿海群体扩张时间推测大约为 31901 =31928 N2:6!泰

国普吉岛群体约为 313/8 N2:6!两者可能伴随更新世冰期的气候变暖"冰川消融和海平面上

升等现象发生#

关键词! 里氏拟石磺& 细胞色素 E氧化酶亚基
#

$#)

#

%& 遗传结构& 中国& 泰国

中图分类号! ;/49& *:/21455555555 文献标志码'&

5 5 石 磺 科 # "3E@=D==D2C$ 属 软 体 动 物 门

#N/00BOE2$) 腹 足 纲 # F2OHI/J/D2$) 有 肺 亚 纲

#6B0</32H2$)缩眼目 #*POHC00/<<2H/J@/I2$

'1(

"为

栖息于滩涂及红树林地区的一群潮间带和潮上带

贝类"广泛分布于除极地外的世界各地"包含 133

多个物种
'2(

& 石磺科贝类被认为是软体动物中

水生到陆生的过渡物种"不仅具有重要的科研价

值"而且具有很高的营养和药用价值
'/ 68(

&

近年来"海洋生物遗传结构的研究引起人们巨

大的兴趣"它不仅为生物进化的研究提供基础数据

支持"还对海洋生物的合理开采及管理措施的实施

提供指导
'7 69(

& 海洋软体动物遗传结构的研究已广

泛受到关注"其中"包括蛤类)扇贝及贻贝等
'0 611(

&

2312年"N2I]3等
'12(

利用线粒体和核基因分析了秘

鲁海岸 / 个地区#城市湾)萨曼库湾及委内瑞拉湾$

的紫扇贝的遗传结构"发现紫扇贝种群整体的遗传

多样性较高"线粒体4%&数据分析未发现显著的遗

传结构"而核基因数据显示出种群间遗传结构的存

在"其主要的变 异 发 生 在 委 内 瑞 拉 湾 群 体&

6I2O23G/G 等
'1/(

在对泰国和马来西亚陆生有肺蜗牛

##3$6%1E1:/ ;9/4-:;9;$的遗传结构分析中"未发现

明显的遗传结构"样本间遗传变异较低"并证明不存

在显著的遗传距离& 最近"关于中国沿海软体动物

遗传结构研究中却发现有明显遗传结构的存

在
'14 617(

"而有关里氏拟石磺#(/3/1:59@9=43--?-;99$

的遗传结构及遗传多样性研究至今未见报道&

线粒体 4%&具有母系遗传"几乎不发生重

组等特征"在反映种群内和种群间遗传变异方面

具有独特的优势"已被广泛地用于探讨种群遗传

结构或有机体变异历史
'19 610(

& 本实验通过对里

氏拟石磺的 #)

#

基因进行测序分析"旨在对其

遗传多样性)遗传结构及其成因进行探讨"同时也

为该物种的资源保护和合理开发利用提供理论

依据&
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15材料与方法

!"!#实验材料

实验样本采自中国沿海及泰国普吉岛 0 个地

区"共计 191 个个体"其中福建宁德 #%4$ 13 个)

广东湛江#9!$ /3 个)广西北海 #:+$ 20 个)广西

东兴#4S$28 个)海南东寨港#+%$12 个)海南文

昌#W-$18 个)泰国普吉岛#K+$23 个)浙江苍南

#-%$/1 个#表 1$& 所有样本经鉴定后均保存于

98L无水乙醇并置于 4 R冰箱中备用&

表 !#不同群体里氏拟石磺的遗传多样性参数及中性检验

$%&"!#<+-4(%2)4J 4+,4,%5.1%(%*+4+(,0/7+5+4)3.)N+(,)4J /(0* ,4(""<"0//101-2%4)05,

群体

J/JB02H=/3

经纬度

E//ID=32HCO

样本数量

O2<J0C

O=AC

单倍

型数

!

@

多态

位点数

!

O

单倍型

多样性

7

核苷酸

多样性

$

中性检验 3CBHI20=HP HCOH

K2Z=<2TO

"

(BTO

L

O

福建宁德#%4$ 27\84T%"123\38T, 13 13 84 11333 C31348 3132/ 2 C31330 1 611/:7 7 621784 1

广东湛江#9!$ 21\32T%"113\37T, /3 22 27 31:87 C31329 3133: 3 C31333 8 6317:8 8

6121733 0

""

广西北海#:+$ 21\//T%"13:\24T, 20 21 80 31:80 C31328 313/3 8 C3133/ 7 31977 / 61173: 7

广西东兴#4S$ 21\/2T%"139\80T, 28 1: 7/ 31:93 C31322 313/3 2 C31334 3 312/: 7 611:92 9

海南东寨港#+%$ 1:\8:T%"113\/4T, 12 11 /2 31:08 C31343 31317 8 C31332 8 631/0: 8

621:77 3

"

海南文昌#W-$ 1:\/4T%"113\49T, 18 14 83 31::3 C31320 31319 2 C31334 : 611404 2

641:8: 0

"

泰国普吉岛#K+$ 39\8:T%"3:0\21T, 23 0 13 3180: C311/3 31331 9 C31333 7

621287 /

""

681324 7

"

浙江苍南#-%$ 29\22T%"123\2:T, /1 22 /9 31:88 C31324 31313 9 C31331 3 611199 :

61311/7 4

""

注!

"

表示显著性水平 (B3138"

""

表示显著性水平 (B3131

%/HCO!

"

=3D=E2HCD O=?3=Q=E23EC(B3138"

""

=3D=E2HCD O=?3=Q=E23EC(B3131

!"8#实验方法

基因组 4%&提取55基因组 4%&的提取

采用传统的酚 6氯仿抽提的方法
'1:(

&

6-$扩增与测序55采用通用引物 '#)

#

1 4:3! 8T7FFK-&&-&&&K-&K&&&F&K&KKFF7

/T和 +#)

#

2 1:0! 8T7K&&&-KK-&FFFKF&-7

-&&&&&&K-&7/T扩增 #)

#

基因
'23(

& 引物由生

工生物 #上海$公司合成& 6-$反应体系为 83

"

'"包括上下游引物各 1

"

')模板 4%& 1

"

')

2 A'/I 6-$N2OHCIN=X 28

"

'和去离子水 22

"

'& 反应条件!:4 R 预变性 8 <=3%:4 R /3 O"

84 R /3 O"92 R /3 O"共 /3 个循环%92 R延伸 0

<=3& 6-$产物经 112L琼脂糖凝胶电泳检测后

送美吉生物医药科技#上海$有限公司测序&

数据分析55测序结果在 %-:)上分析比对

后"用 -0BOH20S110/

'21(

软件进行编辑)校对和排

序"并辅以手工校正& N,F& 813

'22(

软件统计序

列的平均碱基组成和基因交流值"并根据 Y=<BI2

双参数模型计算各群体间的遗传距离和基因交流

值& 用 432*68113

'2/(

软件确定所测序列的单倍

型"统计多态位点数)单倍型数以及计算单倍型多

样性和核苷酸多样性& 不 配 对 分 布 分 析 和

K2Z=<2TO")(BTOL

O

两种中性假说检验均采用

&I0CUB=3 /18

'24(

软件进行& 利用软件 &I0CUB=3 /1

8 中的分子方差分析 #&N".&$计算群体间)群

体内的遗传分化及 L

OH

值& *&N".&113

'28(

软件

对群体遗传结构进行检测分析& 用 ):4W*

'27(

软

件中的 N23HC0检测评估里氏拟石磺群体的遗传

距离和地理距离的相关性&

25结果

8"!#遗传多样性分析

对来自 0 个里氏拟石磺群体的 191 个个体的

#)

#

序列进行测定"经编辑和比对后"获得了 1

个长度为 809 MJ 的同源序列"经 N,F&813 软件

分析"该群体平均 K)-)&)F碱基含量分别为

/013L)181/L)281/L和 211/L"&<K的含量

#7/1/L$明显高于 F<-的含量#/719L$& 191

个个体共检测到 119 个变异位点"其中单变异位

点 42 个"简约信息位点 98 个"这些变异在 191 个

个体中共确定了 131 个单倍型& 群体间共享单倍

型 14 个"仅占单倍型总数的 1/1:L"其余单倍型

均为某个群体所特有& 其中"+2J4 和 +2J7 为 7

个群体所共有"拥有的频次最高& 里氏拟石磺的

平均单倍型多样性指数为 31:94 C31338"平均核

苷酸多样性指数为 313/2 2 C31331 /"各群体的

单倍型多样性指数和核苷酸多样性指数分别达

3180: =11333"31331 9 =313/3 8"东兴#4S$群体

具有较高的核苷酸多样性和单倍型多样性"而泰

国普吉岛#K+$群体核苷酸多样性指数和单倍型

7/
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#

基因的中国沿海和泰国普吉岛里氏拟石磺群体遗传结构分析 55

多样性指数均为最低#表 1$&

8"8#种群遗传结构分析

&N".&分析表明!831::L的遗传变异存在

于种群间"4:131L的变异发生在群体内#表 2$"

平均 L

OH

值是 3183: :#(B3131$& 群体间遗传分

化固定指数#L

OH

$和基因流#!

<

$分析显示#表 /"

表 4$"K+群体与其他群体之间具有最高的固定

指数#31848 1 =310:2 4$和最小的基因流#!

<

B

318$%其次位于广西的北海#:+$和东兴#4S$群

体与其他群体间也存在相对明显的固定指数和较

小的基因流"但两群体之间却存在较明显的基因

流#!

<

?97142$"此外"东寨港#+%$群体与各群

体间也具有相对低的基因流和高的 L

OH

& 群体间

遗传距离显示#表 4$"K+群体与中国沿海里氏拟

石磺群体遗传距离较远#31343 8 =31373 :$"其

次是位于中国沿海的 :+和 4S群体与各群体的

遗传距离也相对较远"均大于 3134& 可见"K+)

:+和 4S群体与其它群体分化明显"进一步的

*&N".&也显示"群体划分为 / 类群时"其 L

EH

最

大"为 31731 /"即 K+群体为一类群"中国沿海的

:+和 4S群体分化为一类群"其余 8 个群体为一

类群& 所有里氏拟石磺群体和中国沿海群体分别

进行 ):4分析显示"每一组均不存在显著的距离

遗传模式#图 1$&

表 8#里氏拟石磺群体差异的 =FHA=分析

$%&"8#=5%2J,),0/*02+3-2%(N%()%53+$=FHA=%%*057 101-2%4)05,0/,4(""<"0//

变异来源

O/BIEC/QV2I=2H=/3

自由度

D<

平方和

OB< /QOUB2ICO

方差组分

V2I=23EC/QE/<J/3C3HO

变异百分比5L

V2I=2H=/3

固定指数

Q=X2H=/3 =3D=ECO

(

群体间 2</3? J/JB02H=/3O 9 0/71924 81483 1.2 831::

群体内 >=H@=3 J/JB02H=/3O 17/ 0/81::/ 812/: 2.M 4:131

L

OH

!3183: :

B3131

表 9#里氏拟石磺两两群体间的遗传分化固定指数$8

,4

%

$%&"9#$6+/)[%4)05)5.+[$8

,4

%&+4Z++5+N+(J 4Z0 101-2%4)05,0/,4(""<"0//

群体 JBJB02H=/3 %4 9! :+ 4S +% W- K+ -%

%4 31333 3

9! 31303 7 31333 3

:+

31/42 :

"

31818 3

""

31333 3

4S 31/80 3

318/2 8

""

6313/2 : 31333 3

+%

311/8 /

"

31188 :

""

31471 0

"

31491 2

"

31333 3

W- 31332 / 631313 2

31/:3 1

"

31432 0

""

31374 2 31333 3

K+

31027 4

""

310:2 4

"

31848 1

""

31874 1

""

31090 7

"

31049 3

""

31333 3

-%

313:3 2

"

31338 8

31837 7

""

31823 0

""

31113 7

"

31337 /

31094 8

"

31333 3

注!

"

表示显著性水平 (B3138"

""

表示显著性水平 (B3131

%/HCO!

"

=3D=E2HCD O=?3=Q=E23EC(B31381

""

=3D=E2HCD O=?3=Q=E23EC(B3131

表 :#里氏拟石磺各群体间的 *

*

$右上角%和基于 W)*-(% 双参数模型的各群体之间遗传距离$左下角%

$%&":#$6+7+5+/20Z$*

*

%%*057 ,4(""<"0//101-2%4)05,$%&0N+46+.)%705%2%%5.

7+5+4)3.),4%53+0/+%36101-2%4)053%23-2%4+.&%,+.05W)*-(% 8M1%(%*+4+(*0.+2$&+20Z46+.)%705%2%

群体 J/JB02H=/3 %4 9! :+ 4S +% W- K+ -%

%4 41303 3 11383 3 31:/3 3 11073 3 81813 3 31113 3 /10:3 3

9!

31319 / C

31332 0

31483 3 31423 3 21423 3 1/1/33 3 31373 3 121793 3

:+

31344 1 C

31337 2

31342 3 C

31337 /

971423 3 317/3 3 31903 3 31/:3 3 31493 3

4S

31344 9 C

31337 2

31342 / C

31337 /

313/3 : C

31334 4

31803 3 31913 3 31/73 3 31483 3

+%

3132/ 7 C

3133/ 9

31314 0 C

31332 :

31340 4 C

31337 7

31340 8 C

31337 9

/12:3 3 31393 3 /1203 3

W-

31323 : C

3133/ 1

3131/ 1 C

31332 7

31342 4 C

31337 2

31342 9 C

31337 /

31310 4 C

3133/ 1

313:3 3 :1913 3

K+

31384 : C

31330 :

31387 8 C

3133: 7

31343 8 C

31337 8

31343 9 C

31337 9

31373 : C

3133: 9

31387 4 C

3133: /

31303 3

-%

31310 4 C

3133/ 3

31313 3 C

31332 4

31342 0 C

31337 /

3134/ 3 C

31337 /

31318 2 C

31332 :

31314 2 C

31332 7

31387 : C

3133: 7

9/
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图 !#两组里氏拟石磺群体的 EYD分析

#左$所有群体%#右$中国沿海群体#除去 K+$

P)7"!#EYD1204,/0(4Z0 7(0-1)57,0/,4(""<"0//101-2%4)05,

#'CQH$K@C>@/0CJ/JB02H=/3O%#$=?@H$-@=3COCJ/JB02H=/3O#CXECJHK+$

8"9#种群历史动态和中性检验

采 用 核 苷 酸 不 配 对 分 布 # <=O<2HE@

D=OHI=MBH=/3$分析里氏拟石磺群体的历史动态"结

果表明"8 个种群 #9!)+%)W-)K+)-%$的核苷

酸不配对分布呈单峰状"与种群扩张模式下的期

望分布吻合较好#图 2$"表明该类群可能经历过

历史上种群扩张& 这些群体的 (BTOL

O

的中性检

验均为显著负值"其中 K+群体 K2Z=<2TO"和

(BTOL

O

两检验均具有显著负性
'29 62:(

"故 K2Z=<2TO

"和 (BTOL

O

的中性检验也支持不配对分析结果&

根据公式 K?HA世代时间"H?

%

52N

"

"#)

#

基因

的进化速率设为 1L每百万年
'/3(

& 各群体
%

值由

&N".&分析得出"经调查显示"里氏拟石磺的性

成熟约为 1 年"由此推断"中国沿海里氏拟石磺群

体扩张时间大约在 31901 =31928 N2:6"泰国群

体扩张时间大约为 313/8 N2:6&

/5讨论

9"!#种群遗传多样性

遗传多样性是生物多样性形成的基础"一般

而言"物种遗传多样性的高低与其适应环境的能

力以及进化潜力密切相关& 遗传多样性的降低或

丧失"对于生活在多变环境中的野生群体是一个

极大的威胁& 本实验测定的 191 个个体共获得了

131 个单倍型"除 89 个个体有共享单倍型外"其

余 114 个样本均一一对应惟一的单倍型"单倍型

多样性达 31:94 C31338" 核苷酸多 样 性 为

313/2 2 C31331 /"表现出非常丰富的遗传多样

性& 遗传多样性较高的原因"作者推测可能为里

氏拟石磺分布范围较广"广阔的生境使其自然选

择压力较小"从而比一些狭布种积累较多的遗传

变异获得更高的遗传多样性
'/1(

%该物种性成熟

早"世代时间短"资源更新及恢复力强"从而也有

利于其保持较高的遗传变异
'/2(

&

9"8#种群遗传结构及历史动态

:200/BX 等
'//(

指出 L

OH

在 3 =3138 时"群体间

无遗传分化%在 3138 =3118 时"群体间存在中等

程度的遗传分化%在 3118 =3128 时"存在较大的

遗传分化%L

OH

@3128 时"表示群体间遗传分化极

大"Y2IH2VHOCV 等
'/4(

提出 #)

#

基因遗传距离在同

种群间为 3188L C311:L"而在有生殖隔离的近

似种间为 41:1L C310/L"K+群体以及位于广

西的 :+)4S群体与其他群体间 L

OH

值均大于

3128"遗传距离均大于 3134& WI=?@H

'/8(

认为

!

<

B1 时"基因流不足以抵制群体间的遗传漂变"

导致群体间差异产生"同样对于 K+)4S):+群

体与其余群体而言"基因流受到严格限制"均小于

1"由此可见"K+群体与中国沿海各群体间差异

较为显著"甚至达到了生殖隔离的水平%其次":+

和 4S群体与中国其他地区群体之间也存在明显

的分化现象& *&N".&分析进一步证实"里氏拟

石磺群体可分为 / 大支系结构!K+群体为一大支

系%中 国 沿 海 :+ 和 4S 群 体 为 一 支 系% 其

余8大群体#-%)W-)%4)+%)9!$为一支系&形

0/
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图 8#里氏拟石磺各群体的失配分析

P)7"8#F),*%436.),4()&-4)050/,4(""<"0//101-2%4)05

成这种地理格局的原因"N23HC0检验表明群体间

分化与地理距离没有显著的相关性"不符合距离

隔离模型"为此推断"位于印度洋安达曼海东北部

的 K+群体与位于中国沿海地区的群体属于异域

分布类群"由于受到长时间的地理隔离"有效基因

交流受到限制"从而导致群体间存在高度的遗传

分化"同样位于东南亚的许多脊椎动物"无脊椎动

物中也检测到存在印度洋与太平洋之间的系统地

理学隔离
'19"/7 6/9(

& 而对于同域分布的中国沿海

的广西群体与其他群体间分化的产生"其主要原

因很可能是由于北部湾海域与中国其它海域相比

处于一个较封闭的环境"且里氏拟石磺浮游幼虫

期只有 13 D 左右"自然水流的作用导致基因交流

的机会甚微"更促使群体间分化的产生"这与路心

平等
'/0(

采用 #)

#

基因对中国东南沿海拟穴青蟹

种群遗传结构研究中"位于北部湾的群体与其它

海域的种群个体基因交流较少的结果一致&

大量研究表明"现存海洋生物的种群结构很大

:/
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程度上受到以往地理历史事件的影响"特别是更新

世以来"地球经历了冰期与间冰期的气候变化"由

此引起的全球性海域面积胀缩是现今许多海洋物

种遗传变异和种群结构形成的原因
'/: 643(

& 在西北

太平洋"冰期引起的海平面变化剧烈"在冰盛期"海

平面大约下降 123 =143 <"台湾海峡形成陆桥"台

湾岛与亚洲大陆相连致使南海与东海完全隔

离
'41(

& 本实验研究发现"中国沿海里氏拟石磺群

体种群扩张时间在 31901 =31928 N2:6"而 K+群

体扩张时间晚于中国群体"约 313/8 N2:6"均在

更新世#2 800 333 =11 933 2$& 因此"本实验推断

大范围的周期性的海陆变迁对海水温度"海岸栖息

地等产生了很大的影响"极可能会波及到南海区

域"里氏拟石磺群体极可能受其影响"例如海水温

度的影响& 沈和定等
'42(

研究发现当水温低于 2/

R时石磺胚胎便停止发育"伴随着间冰期的冰川消

融"气候变换"发生种群扩张"这在中国南海大陆架

的鲻##7-01: 7/-4/%157-90=;$群体中也检测到更新

世群体扩张事件
'4/(

& #)

#

序列标记分析反映了里

氏拟石磺存在着较丰富的遗传多样性"已形成了明

显的遗传结构"预示着里氏拟石磺具有相对高的生

态适应性和进化潜能& 同时"中国沿海里氏拟石磺

群体也存在遗传分化"特别是广西与其他群体分化

尤其显著"因此在今后的保护和管理中需区别

对待&
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