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摘要 : 采用随机扩增多态 DNA( random amplified polymorphic DNA, RAPD) 技术检测广西沿海及其邻近海区拟穴

青蟹( Scylla paramamosain) 6 个地理群体的遗传变异和遗传结构 , 8 条 10 bp 寡核苷酸随机引物扩增 99 个个体,

分析其中的 44 个位点 , 31 个位点表现出多态性 , 在种水平的多态位点百分率为 70. 45% 。POPGENE 分析结果显

示, 6 个群体的多态位点百分率为 29. 55% ～54. 55% , 平均为 36. 97% ; 群体的遗传多样性自高至低排列为钦州

湾群体 > 党江群体 > 珍珠湾群体 > 闸口群体 > 清化群体 > 流沙湾群体 ; 群体内的遗传变异大于群体间的遗传变

异, 群体间的遗传分化程度较大。AMOVA 分析显示 , 群体内遗传变异占 87. 03% , 群体间遗传变异占 12. 97% ,

群体间发生中等程度遗传分化。Mantel 检测结果表明 , 拟穴青蟹 6 个群体间的遗传距离与地理距离之间的相关

性不显著。聚类分析表明 , 群体间聚类无明显的地域性分布格局。
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RAPD analysis of genetic diversity of Scylla paramamosain
population in Guangxi and neighboring sea areas
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Abstract: Random amplified polymorphic DNA ( RAPD) technology was employed to investigate the genetic diversity and structure of

6 Scylla paramamosain populations in Guangxi and its neighboring sea areas. We amplified a total of 99 individuals by using 8 random

primers with10 bp in length, and analyzed 44 valid loci, among which31 loci are disclosed as polymorphism. The percentage of poly-

morphic locus ( PPL) at species level is 70. 45% . According to POPGENE analysis, the PPL in the 6 populations ranges from

29. 55% to 54. 55% with an average of 36. 97% . The abundance of genetic diversity is QZW > DJ> ZZW > ZK > QH > LSW. Vari-

ance within populations is higher than that among populations, and genetic differentiation among populations reaches higher level. An

analysis of molecular variance ( AMOVA) shows that variance within populations accounts for 87. 03% , and that among populations

accounts for12. 97% . However, genetic differentiation among populations only reaches medium level. Mantel test shows that no signif-

icant correlation between genetic and geographic distance is detected in the 6 S. paramamosain populations. Cluster analysis indicates

that the distribution of these populations displays no apparent geographic pattern.

Key words: Scylla paramamosain; RAPD; genetic diversity; genetic differentiation
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  拟穴青蟹( Scylla paramamosain) 隶属于甲壳纲,

十足 目, 短 尾 亚 目, 梭 子 蟹 科, 青 蟹 属
[ 1 ]

。

KEENAN等
[ 2]

提出青蟹属分 4 种的观点在当下盛

行, 除拟穴青蟹外, 还包括锯缘青蟹 ( S. serrata) 、

紫螯青蟹( S. tranquebarica) 和榄绿青蟹( S. olivacea) 。

在中国大陆东南沿海分布有 4 种青蟹, 其中拟穴青

蟹是优势种
[ 1]

。拟穴青蟹经济价值最高, 是重要

增养殖对象; 2006 年中国沿海拟穴青蟹养殖面积

达 3. 45 ×10
4

km
2
, 产量为 10. 68 ×10

4
t

[ 3 ]
。

随着拟穴青蟹增养殖业的蓬勃发展, 渔业捕捞

和人工养殖对拟穴青蟹种质资源产生了巨大的干

扰, 表现为野生苗种资源量的下降和种质资源的混

杂。因此, 深入了解中国沿海不同海区拟穴青蟹的

遗传特征和种质差异已成为拟穴青蟹增养殖业可持

续发展的当务之急。林琪
[ 4 ]

利用随机扩增多态

DNA( random amplified polymorphic DNA, RAPD) 和

扩增片段长度多态性( amplified fragments length pol-

ymorphism, AFLP) 技术开展了中国大陆沿海拟穴

青蟹群体遗传多样性研究, 其中在广西海区设定了

2 个采样点, 即北海铁山港和东兴北仑河口。路心

平等
[ 5]

利用线粒体 DNA 标记 ( COI 基因片段序列 )

分析了中国大陆东南沿海拟穴青蟹种群遗传结构,

在广西海区分别设定了北海、山口和防城 3 个采样

点。两份研究报告为认知广西海区、北部湾海域拟

穴青蟹群体遗传结构提供了有价值的信息。由于广

西海区比较高的岸曲比特征 ( 约 8. 6�1) , 为了更

进一步了解广西海区拟穴青蟹群体遗传结构特征,

在此增加了钦州湾采样点。

RAPD 技术在经济海产动物中的应用已相当广

泛, 在青蟹属中的应用除林琪
[ 4]

外, KLINBUNGE

等
[ 6]

使用 3 条 RAPD 引物 ( UBC456、UBC457 和

YN222) 鉴定了泰国东部的 3 种青蟹。此研究筛选

有效的 RAPD 引物开展广西沿海及其邻近海区拟穴

青蟹群体遗传多样性分析, 为该区域拟穴青蟹野生

资源保育和利用, 以及拟穴青蟹种质改良提供科学

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

试验用拟穴青蟹的 6 个野生群体于 2009 年 5

月 ～2010 年 5 月搜集, 当地渔民主要利用网笼在

红树林捕捉。样本鉴定依据林琪等
[ 1 ]

描述的拟穴

青蟹形态学特征。6 个采样点分别为湛江流沙湾

( LSW) 、合浦闸口( ZK) 、合浦党江 ( DJ) 、钦州市

钦州湾( QZW) 、防城港市珍珠湾 ( ZZW) 和越南清

化( QH) 。共计分析拟穴青蟹样本数 99 个个体。所

有样本均活体运回实验室, 速冻处死, 螯足于 - 70

℃保存备用。

1.2 方法

1. 2. 1 基因组 DNA 提取  取约 50 mg 拟穴青蟹

螯足肌肉 组 织, 以 常 规酚 /氯仿 法 抽提 基 因组

DNA, 空气晾干, 灭菌超纯水溶解。采用核酸蛋白

测定仪 ( 德国 Eppendorf 牌) 测定样品的总 DNA 浓

度, 以 1. 0% 琼脂糖凝胶电泳 ( 0. 5 ×TBE) 检测其

质量, 于 - 20 ℃保存备用。

1. 2. 2 引物筛选和 PCR 扩增  基于“带型清晰、

可辨”原则筛选出 8 条 RAPD 有效引物, 引物序

列、退火温度等信息列于表 1。

表 1 RAPD 引物序列及退火温度

Tab.1 Primer sequences for RAPD and annealing temperature

引物编号
primer No.

引物序列( 5→3′)
primer sequence

退火温度 /℃
annealing temperature

S15 GGAGGGTGTT 36. 0

S24 AATCGGGCTG 36. 0

S31 CAATCGCCGT 36. 0

S58 GAGAGCCAAC 36. 0

S68 TGGACCGGTG 36. 0

S83 GAGCCCTCCA 36. 0

S103 AGACGTCCAC 36. 0

S398 ACCACCCACC 36. 0

PCR 反应在 BIO-RAD S1000
TM

Thermal Cycler

上进行。12. 5 μL 的 RAPD 反应体系含 10 ×PCR

buffer 1. 25 μL, 模板 DNA 用量为 10 ～25 ng, Taq

DNA 聚合酶为 0. 75 U, 镁离子 ( Mg2 + ) 浓度为 1. 5

mmol·L - 1 , dNTP浓度为 0. 2 mmol·L - 1 , 引物浓度

为 1. 2 μmol·L - 1
。反应条件为 94 ℃预变性 10 min;

94 ℃变性 60 s, 36 ℃退火 60 s, 72 ℃延伸 60 s,

45 个循环; 72 ℃延伸 10 min。选择 100 bp Ladder

plus( 东盛生物) 作为分子量标准 ( marker) , 1. 5%

琼脂糖凝胶( 含 0. 5 μg·mL
- 1

EB) 电泳检测 PCR 扩

增产物, 自动凝胶成像仪 ( Alpha innotech, 美国

产) 观察拍照。

1. 2. 3 条带记录与数据统计分析  按凝胶同一

位置上 DNA 条带的有无进行统计, 有带的记为
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“1”, 无带的记为“0”, 记录清晰稳定的 DNA 条

带, 构成 RAPD 表型数据矩阵。应用 POPGENE

1. 31 软件
[ 7]

在假定种群处于 Hardy-Weinberg 平衡

状态下, 计算群体间和群体内的遗传参数, 包括多

态位点百分率 ( PPL) 、观测等位基因数 ( Na) 、有

效等位基因数 ( Ne) 、Nei′s 基因多样性指数 ( h) 、

Shannon′s 信息指数 ( I) 、群体间的遗传分化系数

( Gst) 、基因流 ( Nm) 和 Nei′s 遗传距离等, 并用

UPGMA( unweighted pair group method using arithme-

tic averages) 方法对各个群体进行了聚类分析。用

Google-earth 估测地理距离, 用 TFPGA 1. 3
[ 8 ]

Man-

tel 检测群体间遗传距离和地理距离间的相关性。

利用 AMOVA-PREP[ 9 ]
生成 AMOVA155 可分析的输

入文件, 开展群体间和群体内的分子方差分析 ( a-

nalysis of molecular variance, AMOVA) 。

2 结果与分析

2.1 RAPD 扩增结果

筛选出的 8 条 10 bp 寡核苷酸随机引物在所

有群体中均能得到带型清晰的扩增谱带, 扩增片

段的分子量大小主要集中在 100 ～1 200 bp 之间,

引物 S24 对拟穴青蟹闸口群体 19 个个体的扩增结

果见图 1。

2.2 物种和群体水平的遗传多样性

拟穴青蟹 6 个群体累计分析的位点是 44 个,

其中多态位点 31 个, 分析结果见表 2。物种水平

的遗传多样性高于群体水平。在分析的拟穴青蟹 6

图 1 引物 S24 对拟穴青蟹部分个体的扩增结果

M. 分子量标准 ( 100 bp ladder plus) ;

1 ～19 . 闸口群体的 19 个个体

Fig. 1 RAPD amplification in some individuals of

S. paramamosain using primer S24

M. marker ( 100 bp ladder plus) ; 1 ～19 . 19 individuals

representing ZK population

个群体中, 钦州湾群体的遗传多样性最高, 流沙湾

群体的遗传多样性最低, 其余 4 个群体按遗传多样

性自高至低分别为党江群体、珍珠湾群体、闸口群

体和清化群体。

2.3 群体间遗传分化

群体基因多样性的 Nei′s 分析结果见表 3。Gst

显示, 18. 43% 的遗传变异存在于群体间, 81. 57%

的遗传变异存在于群体内, 群体内的遗传分化大于

群体间的分化。

表 2 拟穴青蟹群体的遗传多样性

Tab.2 Genetic diversity parameters of S. paramamosain populations

项目

item

样本数 / 个

number of

spec imen

( NS)

多态位点数 / 个

number of

polymorphic

loc us

( NPL)

多态位点百分率 /%

percentage of

polymorphic

locus ( PPL)

观察等位基因数

observed

number of

alle les

( Na)

有效等位基因数

effective numeber

of alleles

( Ne)

Nei′s 基因多样性

gene diversity

( h)

Shannon′s

信息指数

Shannon′s

information

index( I)

党江 DJ 19 17 38. 64 1. 386 4 ±0. 492 5 1. 276 1 ±0. 382 7 0. 155 8 ±0. 208 1 0. 227 1 ±0. 298 6

闸口 ZK 19 16 36. 36 1. 363 6 ±0. 486 6 1. 258 2 ±0. 363 1 0. 148 5 ±0. 202 5 0. 216 9 ±0. 293 4

珍珠湾 ZZW 14 17 38. 64 1. 386 4 ±0. 492 5 1. 274 1 ±0. 387 5 0. 154 0 ±0. 207 6 0. 224 8 ±0. 297 0

钦州湾 QZW 13 24 54. 55 1. 545 5 ±0. 503 7 1. 375 8 ±0. 397 5 0. 213 2 ±0. 214 2 0. 312 1 ±0. 305 5

清化 QH 19 15 34. 09 1. 340 9 ±0. 479 5 1. 251 3 ±0. 391 6 0. 138 1 ±0. 206 6 0. 200 1 ±0. 293 5

流沙湾 LSW 15 13 29. 55 1. 295 5 ±0. 461 5 1. 177 8 ±0. 308 0 0. 106 6 ±0. 175 3 0. 159 9 ±0. 257 7

平均

average
16. 5 17 36. 97 1. 369 7 1. 268 8 0. 152 7 0. 223 5

物种水平

at species level
99 31 70. 45 1. 704 5 ±0. 461 5 1. 296 3 ±0. 335 9 0. 184 3 ±0. 177 7 0. 290 9 ±0. 250 2
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  AMOVA 分析结果显示, 拟穴青蟹遗传变异主

要发生在群体内, 占总的遗传变异的 87. 03% , 群

体间遗传变异占 12. 97% ( 表 4) 。PHI 统计结果是

PHIst =0. 130。变异组分显著性检验 ( 1 000 次重

复) 表明, 拟穴青蟹 6 个群体的群体间已发生极显

著遗传分化( P < 0. 001) 。

2.4 遗传距离和地理距离的相关性分析

Mantel 检测结果显示, 所分析的 6 个群体间的

遗传距离与地理距离之间的相关性不显著 ( R = -

0. 118 8, P =0. 426 0 ～0. 577 0) ( 表 5) 。

表 3 拟穴青蟹 6个群体基因多样性的 Nei′s分析

Tab.3 Nei′s analysis of gene diversity in6 S. paramamosain populations

项目
item

总基因多样性
total gene diversity

( Ht)

群体内基因多样性
gene diversity within

population ( Hs)

基因分化系数
coefficient of gene

differentiation( Gst)

基因流
gene flow

( Nm)

平均 average 0. 187 2 0. 152 7 0. 184 3 2. 212 9

标准差 standard deviation 0. 031 6 0. 023 9 — —

表 4 拟穴青蟹 6 个群体的 AMOVA 分析

Tab.4 AMOVA analysis of 6 S. paramamosain populations

谱系结构
source of variation

自由度
degree of

freedom ( df)

方差总和
sum of squared

deviation ( SSD)

平均方差
mean of squared
deviation ( MSD)

变异组分
variance

component

变异百分率 /%
percentage of
total variance

群体间 among populations 5 43. 407 8. 681 0. 375 12. 97

群体内 within populations 93 234. 290 2. 519 2. 519 87. 03

表 5 拟穴青蟹 6个群体间的地理距离( 对角线上方) 和遗传距离( 对角线下方)

Tab.5 Geographic ( above diagonal ) and genetic distance ( below diagonal) among 6 S. paramamosain populations km

项目 item 党江 DJ 闸口 ZK 珍珠湾 ZZW 钦州湾 QZW 清化 QH 流沙湾 LSW

党江 DJ — 53. 53 88. 63 53. 28 383. 77 165. 20

闸口 ZK 0. 023 4 — 140. 79 101. 60 434. 87 156. 80

珍珠湾 ZZW 0. 037 3 0. 065 1 — 38. 83 306. 54 220. 77

钦州湾 QZW 0. 060 2 0. 093 8 0. 023 6 — 344. 13 204. 32

清化 QH 0. 038 3 0. 042 1 0. 040 0 0. 062 1 — 422. 49

流沙湾 LSW 0. 023 7 0. 033 1 0. 030 7 0. 068 8 0. 021 2 —

2.5 聚类分析

基于 Nei′s 无偏遗传距离的 UPGMA 聚类分析

结果显示, 拟穴青蟹的 6 个群体聚成 3 支, 钦州湾

群体与珍珠湾群体聚在一起且最先从群体中分离,

清化群体与流沙湾群体聚在一起, 闸口群体与党江

群体聚在一起( 图 2) 。聚类分析表明, 拟穴青蟹群

体聚类与地理距离无相关性。

3 讨论

3.1 遗传多样性

PPL是衡量物种遗传多样性的重要指标之一。

对应用 RAPD 技术报道的海产虾蟹类动物群体的

PPL概括有斑节对虾( Penaeus monodon, 66. 19% 和

67. 14% )
[ 10 ]

、短沟对虾 ( P. semisulcatus, 87. 69%

和 89. 23% ) [ 11 ]
、 凡 纳 滨 对 虾 ( Litopenaeus

vannamei, 39. 00% ～77. 00% , 平均为 58. 75% ) [ 12 ]
、

中 国 对 虾 ( Fenneropenaeus chinensis, 25. 00% ～

34. 38% ) [ 13 ]
、 口 虾 蛄 ( Oratosqilla oratoria,

67. 80% )
[ 14 ]

、三疣梭子蟹 ( Portunus trituberculatus,

61. 29% 和 62. 44% )
[ 1 5]

和拟 穴 青蟹 ( 26. 79% ～

38. 39% ) [ 4 ]
。根据上述研究结果, 拟穴青蟹的遗

传多样性在海产虾蟹类动物中相对较低。
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图 2 拟穴青蟹 6 个群体基于 Nei′s 无偏遗传

距离的 UPGMA 系统树图

Fig. 2 UPGMA dendrogram of 6 S. paramamosain

populations based on Nei′s unbiased genetic distance

与林琪
[ 4]

的研究结果比较, 此研究的广西海

区( 不含钦州湾 ) 拟穴青蟹群体 PPL( 36. 36% ～

38. 64% ) 略高于前者 ( 35. 27% 和 34. 82% ) , 但流

沙湾群 体 PPL ( 29. 55% ) 要 低 于湛 江徐 闻 群体

( 35. 71% ) ; 基于 I 的比较表明, 除流沙湾群体

( 0. 159 9) 低于湛江徐闻群体( 0. 176 8) 外, 对应广

西海区的拟穴青蟹群体 I( 0. 216 9 ～0. 227 1) 均高

于前者( 0. 161 7 和 0. 136 9) 。此研究揭示拟穴青

蟹在物种水平上的 PPL为 70. 45% , 高于林琪
[ 4 ]

的

42. 88% 。拟穴青蟹钦州湾群体和清化群体在以往

的研究 均 未 见 报 道, 其 中 钦 州 湾 群 体 的 PPL

( 54. 55% ) 在所有已报道的群体中为最高。

刘萍等
[ 16]

认为中国对虾低水平的遗传多样性

与大强度的渔业捕捞、人工养殖个体逃逸以及大规

模不安全的人工放流等有关。NELSON和 HEDGE-

COCK[ 17 ]
认为海洋甲壳类低水平遗传变异与随机遗

传漂变、营养结构和环境稳定性等因素相关。拟穴

青蟹相对较低的遗传多样性是否与上述因素相关值

得探讨。笔者认为, 拟穴青蟹低的遗传多样性可能

与拟穴青蟹在最近经历了一个快速的种群爆发及扩

张事件
[ 5]

有关。

3.2 遗传结构

群体遗传结构是指遗传变异在物种或群体中的

一种非随机分布, 即遗传变异在群体内、群体间的

分布样式以及在时间上的变化
[ 18 ]

。群体遗传结构

是通过物种群体间和群体内的遗传分化来体现
[ 19 ]

。

利用 POPGENE 计算出的群体间遗传分化系数表

明, 拟穴青蟹遗传变异主要存在于群体内, 佐证了

异交物种的遗传变异主要存在于居群内的推论。

AMOVA 分析结果支持了 POPGENE 的分析结果。

依据 BUSO 等
[ 20 ]

提出的评价遗传分化程度的方法,

Gst( 介于 0. 15 ～0. 25) 表明群体间遗传分化程度较

大, 而 Phist( Φst) ( 介于 0. 05 ～0. 15) 表明群体间

遗传分化程度中等。

基于群体间的遗传距离评价遗传分化, 钦州湾

群体和闸口群体之间的遗传距离最大 ( 0. 093 8) ,

在同一物种居群间的遗传距离范围内( <0. 16)
[ 21]

,

说明拟穴青蟹群体间遗传分化未超过种的范畴。拟

穴青蟹群体间 Nm = 2. 2129 > 1 表明群体间存在有

效基因流, 群体间遗传分化不是因为遗传漂变事件

导致
[ 2 2]

。Mantel 检测结果表明, 拟穴青蟹 6 个地

理群体间的遗传距离与地理距离不相关。此结果说

明了地理距离并不影响拟穴青蟹群体间遗传分化,

与路心平等
[ 5 ]

的研究结论吻合, 但与林琪
[ 4 ]

的研

究结果矛盾。拟穴青蟹群体间遗传分化具体与哪些

因素相关还有待进一步研究。

综上所述, 拟穴青蟹群体的遗传多样性水平

低, 但群体间遗传分化显著, 佐证了路心平等
[ 5 ]

利用线粒体 DNA 标记研究中国东南沿海拟穴青蟹

群体遗传结构所获得的结论。
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