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基于线粒体控制区序列的光裸方格星虫群体遗传多样性分析
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摘要：为了解光裸方格星虫的群体遗传结构和种质资源状况，对北部湾海域光裸方格星
虫6个地理野生群体(广西北海、湛江、钦州、防城港、海南儋州，以及越南海防)共93个
个体的线粒体DNA (mtDNA)控制区序列进行分析。共检测到107个变异位点，定义了
85个单倍型，序列对AT有明显的偏倚性，群体总的单倍体多样性(Hd)和核苷酸多样性
(Pi)分别为0.998和0.018 89。单倍型邻接聚类树分析6个群体无明显分支，各单倍型分布
于单倍型网络中介图中亦没有明显的地理分支。各群体间的遗传分化系数Fst值为–0.018 13~
0.028 05，遗传分化极不明显，AMOVA分析显示光裸方格星虫的遗传差异主要来自群体
内(99.74%)。中性检验Tajima’s D和Fu’s Fs值均为负值，核苷酸不配对分布图呈明显的
单峰形，提示光裸方格星虫群体在历史上曾出现群体扩张，推算出扩张时间为距今
171万年前。目前光裸方格星虫仍具有较高的遗传多样性，6个地理群体间无明显遗传分
化，存在频繁的基因交流，推测种群在早更新世曾出现群体扩张。
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光裸方格星虫(Sipunculus nudus)属方格星虫

目(Sipunculiformes)，方格星虫科(Sipunculidae)，
方格星虫属(Sipunculus)，为世界性暖水种 [1]。主

要分布于我国东南沿海及北部湾沿海，尤其以广

西沿海资源最为丰富 [2]，因喜栖于泥沙质或砂质

海滩，俗称“沙虫”。在欧洲，人们通常用其作为

鱼饵；在中国和越南，因其极佳的鲜味和营养价值

而备受青睐 [3]。光裸方格星虫经济价值高，滩涂

人工增养殖市场前景诱人，已然成为北部湾滩涂

养殖新热点。由于多年来的过度滥采挖、填海

造地、新建沿海工业、码头等，光裸方格星虫

的优质种质资源日益衰竭，因此，光裸方格星虫的

遗传多样性研究以及保育等工作迫在眉睫。

线粒体DNA (mtDNA)因分子量小 [4]、高突变

率和严格母性遗传 [5-6]而被广泛应用到分子遗传

学研究中。其控制区是线粒体基因组中重要的

非编码区 [7]，具有较高的核苷酸替换率和核苷酸

插入、缺失等突变率，是整个mtDNA基因组序

列和长度变异最大的区域，进化速率是其他序列的

5~l0倍，在近缘种群或同一群体不同个体间具有

显著的差异，特别适合种群遗传多样性分析[8-11]。

目前，国内外对于光裸方格星虫遗传多样

性的研究 [12-17]已有报道，但对光裸方格星虫资源

丰富的广西沿海取样点少，尚未有基于mtDNA
控制区序列的光裸方格星虫群体遗传结构分析，

本研究基于光裸方格星虫群体mtDNA控制区序

列，探讨北部湾6个不同光裸方格星虫地理群体

的遗传结构，为其资源状况和保育等工作提供

理论依据。
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1    材料与方法

1.1    实验材料

实验所用光裸方格星虫于2010年10月至2015

年5月，分别采自中国湛江(ZJ)、防城港(FC)、钦州

(QZ)、北海大冠沙 (BH)、儋州 (DZ)和越南海防

(YN)的6个自然群体(表1)。样本活体运回实验室，

取体壁肌肉于95%酒精中固定，–20 °C保存备用。

1.2    DNA的提取与PCR的扩增

剪取 30 mg组织，采用TIANamp Marine
Animals DNA Kit(北京天根)海洋动物组织基因组

DNA试剂盒进行基因组DNA提取，1.5%琼脂糖

凝胶电泳检测，4 °C保存备用。

从GenBank数据库下载光裸方格星虫线粒体

基因组全长序列(S. nudus，FJ422961.1；KJ754934.1)，
同源比对这两个序列的控制区及其上下游序列，

设计控制区扩增简并引物：D-Loop142上：5 ′ -
CACGSCTCCCATTTTCYCTCCGATT-3′；D-
Loop1180下：5′-CCTGYKGTGCGKGTTATTAA
RACAAG-3′。引物由南宁市天地杨生物科技有限

公司合成。PCR反应体系为25 μL，包含2.5 μL 10×
PCR Buffer、2 μL MgCl2 (25 mmol/L)、1 μL dNTPs
(10 mmol/L)、0.2 μL Taq聚合酶(2.5 U/μL)、上下

游引物(10 μmol/L)各1 μL、DNA模板1.5 μL，补

充无菌水至25 μL。所用试剂均购自天根生化科

技(北京)有限公司。PCR反应程序：94 °C 预变性

5 min；94 °C变性50 s、55 °C退火40 s、72 °C延伸

60 s，共运行32个循环；72 °C终延伸10 min。PCR
产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳检测后，送至上海立

菲生物技术有限公司双向测序和拼接。

1.3    数据分析

对所有拼接所得样品序列用DNASTAR和

MEGA 6.0 (molecular evolutionary genetics analysis)
软件进行比对，并辅以人工校正，确定序列比对

长度；然后用该软件[18]分析各群体以及群体间的核

苷酸组成，基于单倍型构建NJ (Neighbor Joining)
系统聚类树。利用DnaSP 5.0[19]分析各个群体的遗

传多样性水平。使用Network 4.6[20]软件构建单倍

型的简约中介(Reduced-Median, MJ)网络图。运用

Arlequin 3.5[21]软件进行分子差异分析(AMOVA)，
计算分遗传分化系数Fst (F-statistics)，按照Wright
的F s t法计算反映基因流强度的类群每代迁移

数：Nm=1–Fst/4Fst
[22]。

结合中性检验和核苷酸不配对分布(mismatch
distribution analysis)来进行群体动态分析，利用

群体扩增参数τ，由公式τ=2ut估算群体扩张时间[21]，

其中u是整个序列的突变率(%)(u=μk，k为序列大

小、μ为控制区进化速率)， t表示扩张发生至今

的时间。

2    结果

2.1    序列特征及群体遗传多样性

实验所得测序和拼接成功的光裸方格星虫

mtDNA控制区序列共93条，长度1030 bp，包含

控制区上游和下游部分序列。将所得的93条序列

与国内方格星虫线粒体基因组全序列(GenBank:
KJ754934.1)同源比对，并手工校正，最终得到用

于比对分析序列的平均长度为 468  bp。使用

MEGA 6.0 软件分析所有群体的核苷酸组成，结

果显示各群体的碱基含量基本一致，且所有群体

的A+T (73.06%)的含量均显著高于G+C (26.94%)。
分析6个不同地理群体的光裸方格星虫，共

表 1    实验用方格星虫样品采集数量、地点、时间

Tab. 1    Sample information of S. nudus including sample quantity, sampling site, date of collection

群体

population
样品量/只

quantity
样品采集地

sampling site
采集时间

sampling date
经度/E

longitude
纬度/N
latitude

YN 35 越南海防 2015-05 107°18′35.87″ 20°54′23.63″

DG 33 广西北海 2014-06 109°14′13.65″ 21°26′31.34″

DZ 30 海南儋州 2013-07 109°13′26.04″ 19°43′20.44″

FC 32 广西防城港 2010-10 108°20′48.49″ 21°33′33.14″

QZ 32 广西钦州 2011-10 108°40′6.67″ 21°38′43.04″

ZJ 35 广东湛江 2014-09 109°46′38.04″ 21°16′17.19″
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检测到107个变异位点(表2)。共定义了85个单倍

型，其中共享单倍型有6个(Hap9、Hap20、Hap33、
Hap36、Hap48、Hap66)，每个群体都有各自独享

的单倍型。表2为6个光裸方格星虫群体的遗传多

样性参数，结果显示，总体的单倍体多样性

(Hd)、核苷酸多样性 (P i)和平均核苷酸差异数

(K)分别为0.998、0.018 89和8.4836。其中越南、

北海、防城港、湛江群体Hd最高，均为1.000，
最低为钦州群体(0.9820)；从Pi和K来看，其最高

值 均 出 现 在 儋 州 群 体 ( P i ： 0 . 0 2 5  0 2 、 K ：

11.5088)，最低值均出现在钦州群体(Pi：0.015 07、
K：6.9636)。

2.2    群体遗传距离和单倍型NJ聚类分析

基于Kimura双参数模型(Kimura 2-parameter)
计算6个群体内与群体间的平均遗传距离(表3)，
各群体内的平均遗传距离最大值为儋州群体

(0.024)，最小值为钦州群体(0.015)，6个群体的

群体内平均遗传距离大小为DZ>ZJ>FC>YN>
BH>QZ。6个光裸方格星虫群体间的遗传距离

(0.016~0.022)差异不大，其中以儋州与防城港和

湛江的值最大(0.022)，钦州与越南、北海的值最

小(0.016)。
基于85个单倍型来构建系统NJ树，6个光裸

方格星虫群体无明显分支(图1)。

2.3    群体遗传结构

对6个光裸方格星虫群体两两之间的Fst值分

析结果如表4所示，各群体之间的Fst值为–0.018 13~
0.028 05，统计检验均不显著(P>0.05)，显示群体

间分化较小。基因流结果表明群体间存在明显

的基因交流，防城港与钦州群体基因交流最大

(162.09)，与湛江群体基因交流最小(8.66)。
根据AMOVA分析(表5)可知6个群体间的遗

传分化指数Fst为0.002 60(P>0.05)。光裸方格星虫

的遗传差异主要来自群体内(99.74%)，群体间的

表 2    光裸方格星虫群体的遗传多样性参数

Tab. 2    Parameters of genetic diversity for 6 populations of S. nudus

群体

population
样品量/只
sample size

多态位点(S)
number of polymorphic site

单倍型数(H)
haplotypes

单倍型多样性(Hd)
haplotype diversity

核苷酸多样性(Pi)
nucleotide diversity

平均核苷酸差异数(K)
average number of

nucleotide differences

YN 15 35 15 1.0000 0.018 06 8.3619

DG 13 35 13 1.0000 0.017 95 8.3462

DZ 19 63 18 0.9940 0.025 02 11.5088

FC 16 42 16 1.0000 0.018 46 8.5667

QZ 11 23 10 0.9820 0.015 07 6.9636

ZJ 19 50 19 1.0000 0.020 66 9.5439

合计　

total 93 107 85 0.9980 0.018 89 8.4836

表 3    6个光裸方格星虫群体内和群体间的遗传距离

Tab. 3    Genetic distance within and between six S. nudus populations

群体　population YN BH DZ FC QZ ZJ

YN 0.018*

BH 0.018 0.017*

DZ 0.021 0.020 0.024*

FC 0.019 0.018 0.022 0.019*

QZ 0.016 0.016 0.020 0.017 0.015*

ZJ 0.018 0.019 0.022 0.020 0.017 0.020*

注：*表示群体内的遗传距离(对角线)，下三角数据表示群体间的遗传距离

Notes：* indicates the genetic distance within a population (diagonal), the numbers below diagonal express the genetic distance between six populations
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差异则比较小(0.26%)。由单倍型中介网络图可

知，各地理群体的单倍型并没有明显的分支(图2，

圆圈大小表示单倍型的频率，圆圈面积与单倍

型频率成正比)。

表 4    光裸方格星虫两两群体间的分化指数Fst/P值(下三角)和基因流Nm(上三角)

Tab. 4    Pairwise Fst (below diagonal) and P values (above diagonal) among populations of S. nudus

群体　population YN BH DZ FC QZ ZJ

YN 12.28 26.6 8.9 –20.2 –13.54

BH 0.019 95/0.153 15 0 –22.33 –20.9 21.7 9.89

DZ 0.009 31/0.180 18 –0.011 07/0.639 64 0 15.93 15.61 11.33

FC 0.027 31/0.153 15 –0.011 82/0.684 68 0.015 45/0.216 22 0 162.09 8.66

QZ –0.012 22/0.6036 0.011 39/0.270 27 0.015 76/0.198 20 0.001 54/0.387 39 0 –37.34

ZJ –0.018 13/0.864 86 0.024 65/0.144 14 0.021 59/0.108 11 0.028 05/0.099 10 –0.006 65/0.639 64 0

注：P检验的差异显著水平为0.05 (P<0.05)
Notes: means significant difference at 0.05 level (P<0.05)
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图 1    基于光裸方格星虫单倍型构建的邻接关系树

Fig. 1    NJ tree based on haplotype of populations of S. nudus
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2.4    群体动态分析

因各地理群体间的遗传分化程度较低，所

以将6个地理群体作为一个整体进行群体动态分

析。由中性检验可知Tajima’s D和Fu’s Fs值均为

负值且差异显著(表6)。群体核苷酸不配对分布

图呈明显的单峰分布(图3)。综合中性检验与核

苷酸不配对分布可推测出光裸方格星虫群体在

历史上曾出现群体扩张。

参考Kawauchi等 [ 2 3 ]研究显示星虫动物门

(Sipuncula)的COI序列进化率为0.3%/百万年，

COI是线粒体基因中进化速率最慢的 [24]，而控制

区却是最快的，且其进化速率约为线粒体其他

表 5    光裸方格星虫群体间遗传差异的分子方差分析(AMOVA)

Tab. 5    Analysis of molecular variance (AMOVA) among population of S. nudus populations

变异来源

source of variation
自由度

df
平方和

sum of squares
遗传变异元素

variance components
占总变异的百分比/%
percentage of variation

群体间　among population 5 2.589 0.001 30Va 0.26

群体内　within population 87 43.304 0.497 75Vb 99.74

总计　total 92 45.892 0.499 04

注：Va. 群体内变异；Vb. 群体间变异

Notes: Va. variation within population; Vb. variation between populations

表 6    光裸方格星虫群体中性检验和错配分布参数

Tab. 6    Neutral test and mismatch distribution of nucleotide of populations of S. nudus

中性检验　neutral test  错配分布　mismatch distribution of nucleotide

D Fs  τ (95%置信区间) θ0 θ1

–1.978 32** –24.692 49**  12.072 32 3.600 00 3574.984 61

注：**表示差异极显著(P<0.01)；θ0=2uN0，θ1=2uN1；N0.0代群体大小，N1.1代群体大小

Notes: ** means extremely significant difference (P<0.01); θ0=2uN0, θ1=2uN1; N0. population size of generation 0, N1. population size of generation 1
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图 2    光裸方格星虫群体mtDNA控制区基因单倍型中介网络图

Fig. 2    Median-joining network of populations of S. nudus based on control region sequences
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区段序列的2~5倍 [25]，由此可估算出本研究中控

制区的突变率u约为7.02/百万年。结合表6的 τ
(95%Cl) 值，代时取2(光裸方格星虫通常在2龄达

到性成熟)，根据公式τ=2ut可推算群体扩张时间

约为距今171万年前(1.7197百万年)。

3    讨论

3.1    单倍体多样性和核苷酸多样性

基于线粒体控制区的分析是研究种群遗传

多样性和遗传变异的有效手段之一。本研究对

光裸方格星虫线粒体控制区碱基组成进行分

析，发现其富含AT。Mwinyi等 [13]在对光裸方格

星虫线粒体基因的研究中提出，光裸方格星虫

的mtDNA与大多数后生动物一样，为共价闭合

环状双分子双链DNA(约155 502 bp)，非编码区高

度富集AT，本研究结果与其相符，这一结果也

与其他无脊椎动物控制区序列的研究一致[26-27]。

单倍型多样性(Hd)和核苷酸多样性(Pi)是衡

量遗传多样性的重要指标。本实验所得总群体

的单倍型多样性(Hd)和核苷酸多样性(Pi)分别为

0.998和0.018 89。Du等 [17]利用COI研究北海、厦

门和三亚等地方格星虫遗传多样性，得出其平

均Hd和Pi分别为0.9754和0.0035。本研究结论较

其他海水动物线粒体基因同区段的研究而言，

高于乌鳢 [10](Ophiocephalus argus) (Hd：0.875；
Pi：0.003 27)和鰖(Therapon theraps) (Hd：0.986；
P i：0.009) [ 2 8 ]，稍高于中华绒螯蟹 (Eriocheir
sinensis) (Hd：0.958；Pi：0.017)[29]，低于仿刺参

(Apostichopus japonicus) (Hd：0.975；Pi：0.037
67)[29]。物种具有适应种群快速增长的生活史且

个体数目较多，可能是其具有较高的单倍型多

样性和核苷酸多样性的原因 [30-32]。群体内的遗传

距离表示了群体内个体间的遗传差异，亦可作

为评价该群体遗传多样性的指标[33]。根据遗传多

样性参数(核苷酸多样性和平均核苷酸差异数)和
群体内遗传距离，各群体遗传多样性大小为DZ>
ZJ>FC>YN>BH>QZ。

本研究显示，目前光裸方格星虫群体的遗

传多样性仍处于较高水平，这与许多学者研究

结果相类似。以往学者对光裸方格星虫遗传多

样性的研究一致认为光裸方格星虫群体有着较

高水平的遗传多样性 [14-17]。而郭昱嵩等 [12]的研究

则认为光裸方格星虫群体的遗传多样性水平处

于中等程度。上述研究结果表明，目前北部湾

沿海光裸方格星虫种质资源仍处于良好状况。

3.2    群体变异和动态分析

本研究中，各群体间的遗传距离差异不

大，且群体间的遗传分化程度较小。本研究中

各群体之间的遗传分化系数Fst值为–0.018 13~
0.028 05 (P>0.05)，遗传分化不明显。各群体间存

在较频繁的基因交流 ( N m 为 8 . 6 6 ~ 1 6 2 . 0 9 )。
AMOVA分析佐证，遗传差异主要来自群体内

(99.74%)，群体间的差异则比较小(0.26%)。单倍

型NJ聚类可知，6个光裸方格星虫地理群体无明

显地理聚类分支。综合单倍型中介网络图显示

无明显的谱系分支、群体间变异和遗传分化极

小等结果，本研究支持将北部湾光裸方格星虫

归为一个管理单元。

物种的生物学特性[34]和进化史[35]对其种群的

遗传结构也有一定的影响。海洋动物浮游幼体

的扩散为群体间基因交流提供了时机，种群扩

散和基因交流还受海洋物理因素如海流、温度

和季风等影响 [37-38]。光裸方格星虫浮游幼体时期

长(水温21.5~34.0 °C以下为7.5~27 d)[39]，其海球幼

体时期有长期漂浮于海水中的生存能力，可以

令其广泛分布[17]。其他无脊椎动物中，也存在由

于其浮游幼虫阶段的生活史引起群体间频繁基

因交流的现象，如美洲巨牡蛎 ( C r a s s o s t r e a
virginica)[39]、栉孔扇贝(Chlamys farrei)[40]等。本研

究中，群体遗传分化的结论与其他学者对光裸

方格星虫遗传分化的研究结果 [14-17]迥异，这可能

因采集地、采集时间点和检测所用分子标记方

法等因素的不同所导致。如Du等 [17]利用线粒体

基因CO I分析北海、三亚和厦门3地光裸方格星

虫遗传结构得出群体间分化明显，与本研究结
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图 3    光裸方格星虫群体核苷酸不配对分布图

Fig. 3    Nucleotide mismatch distribution of populations
of S. nudus
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果有差别。而郭昱嵩等 [12]利用SSR标记研究广东

湛江、广西北海及越南锦普3个光裸方格星虫地

理群体遗传多样性，发现其杂合度均偏低，群

体间存在较大的基因流，群体间已产生遗传分

化，但分化水平还较低，与本研究结果相类

似。本研究中，单倍型中介网络图显示无明显

的谱系分支，其原因可能是北部湾湾内不存在

明显阻碍种群扩散的地理屏障。此外，近年来

北部湾区域光裸方格星虫的苗种相互售卖至各

地，进行滩涂底播养殖现象日渐增加，这也很

可能引起该区域群体间频繁的基因交流[12，41]。

群体动态分析推测，光裸方格星虫经历过

群体扩张事件[42]，估算光裸方格星虫种群扩张时

间约为171万年前，处于早更新世 [43]。早更新世

距今约为0.73~2.43百万年，伴随着强烈的全球气

候变化，早更新世是全球气候和环境变化的一

个重要时期，当时气候周期转型，全球冰量增

加，海平面下降，剧烈的环境变化对物种形成、

地理分布和遗传变化有着深远的意义[44-45]。

3.3    多样性保护与可持续利用

本研究基于mtDNA控制区序列分析，研究

结果显示光裸方格星虫目前仍具有较高水平的

遗传多样性，具有进一步进行保育选育的潜

能。但由于当前人工非法采挖过度，尤其是无

序、大范围的使用高压水枪采挖贝类和光裸方

格星虫，对光裸方格星虫滩涂资源造成巨大破

坏，同时导致光裸方格星虫幼体和成体的死

亡。因此需要加大光裸方格星虫资源保护力

度，科学规范地划分天然保育区加以保护，实

时监测种质资源状况。本研究中显示6个群体间

遗传分化很小，可能因其浮游幼体期的分散能

力，或是近几年人工增养殖进行的各地苗种侵

入等因素造成种质混杂，加剧了群体间的基因

交流。种质混杂容易造成对其遗传背景的模糊

和不确定性，因此需要对外来苗种圈定养殖区

域并进行科学评估，防止光裸方格星虫优质资

源退化和优良性状的丢失，使其种质得到保

护，使资源得以可持续利用。
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Population genetic diversity analysis of Sipunculus nudus based on
mtDNA control region sequences

PENG Yinhui 1,     ZHOU Yuna 2,     LIU Xujia 1,     HUANG Guoqiang 1,3,    
CAI Xiaohui 3*,     PAN Ying 2*

(1. Guangxi Key Laboratory of Marine Biotechnology, Guangxi Institute of Oceanology, Beihai    536000, China;
2. College of Animal Science and Technology of Guangxi University, Nanning    530004, China;

3. Centre for Marine Life Science and Technology, Ocean College, Qinzhou University, Qinzhou    535011, China)

Abstract: In order to study the population genetic structure and germplasm resources of the Sipunculus nudus.
mtDNA control region sequences of S. nudus of six geographic populations along the coast of Beibu Gulf (Beihai,
Zhanjiang, Qinzhou, Fangchenggang, Danzhou of China and Haiphong of Vietnam) were analyzed. Results
showed that a total of 93 control region sequences with 107 variable sites and 85 haplotypes were obtained, and an
evident AT-skew was found in mtDNA control region sequences of S. nudus; the haplotype diversity (Hd) and
nucleotide diversity (Pi) were 0.998 and 0.018 89 respectively. The NJ (Neighbor Joining) tree base on haplotype
showed that the six populations presented no obvious branches, and all haplotypes were randomly distributed in
the haplotype network. The range of fixation index (Fst) of different populations was –0.018 13–0.028 05, and the
genetic differentiation among populations was not obvious. The results of AMOVA revealed that the genetic
variance mainly occurred within populations (99.74%). In terms of the negatively selective neutrality test and
mismatch distribution of pairwise, we could suggest that a population expansion occurred in S. nudus, and the
estimated time was about 1 710 000 years ago. The results indicated that there was high genetic diversity in S.
nudus and existed gene exchange among populations, and the estimated population expansion could occur during
the Early Pleistocene.
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