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摘要! 我国脉红螺自然资源日趋衰减!为制定相应保护措施!需要对脉红螺遗传多样性及遗传

结构进行分析研究% 本实验利用 0 个微卫星标记分析了我国沿海脉红螺 0 个群体的遗传多样

性和遗传分化水平% 遗传多样性分析结果显示!群体平均等位基因丰度"H

$

#为 9=7 <0=4!期

望杂合度"8

,

#为 2=;24 <2=;;;!观测杂合度"8

/

#为 2=809 <2=737% 遗传分化分析结果显示!

群体间遗传分化指数""

*L

#范围为 2=213 3 <2=20/ 7!各群体间没有显著的遗传分化!遗传距

离"<

-

#为 2=313 <2=/80% 本研究结果表明!我国沿海脉红螺群体具有较高的遗传多样性!各

群体间没有显著分化%

关键词! 脉红螺& 微卫星& 遗传多样性& 遗传结构

中图分类号! F/87& *079=/5 文献标志码'&

55脉红螺#I-,-)- A>)0%-$"俗称海螺(红螺"属

软体动物门 #O/00@H2<$(腹足纲 #E<H3J/B/D<$(新

腹足目 #%C/?<H3J/B/D<$(骨螺科 #O@J=2=D<C$(红

螺属#I-,-)-$"广泛分布于朝鲜半岛(日本沿海

以及我国渤海(黄海和东海
%1 63&

) 脉红螺足部肥

大(肉味鲜美"是亚洲地区具有重要经济价值的大

型海产腹足类"也是我国重要的渔业捕捞对

象
%/ 68&

) 近年来"随着我国脉红螺资源生物量的

日益衰减及市场需求的不断扩大"脉红螺已成为

我国重要的养殖开发品种
%4 69&

) 了解物种群体内

#间$的遗传结构及关系"将为物种的种质资源保

护和人工繁育提供重要的科学依据
%0&

) 因此"开

展脉红螺群体遗传多样性和遗传结构的研究对脉

红螺的种质保护及人工繁育具有重要意义)

微卫 星 4%& 标 记" 又 称 简 单 序 列 重 复

#H=;B0CHCY@CA2CJCBC<3"**$$"是一种广泛分布

于真核生物基因组中的串状重复序列) 与其他分

子标记相比"微卫星标记具有多态性高(共显性遗

传(易于扩增等特点"因此被广泛地应用于海洋无

脊椎动物群体遗传研究中
%12 611&

) '=等
%13&

利用 ;

个高多态性微卫星位点分析了中国沿海太平洋牡

蛎#;(-%%0%.(>- &$&-%$4 个养殖群体的遗传结构"

结果表明 4 个群体都呈现出较高的遗传多样性"

并且出现了遗传分化现象) %=等
%1/&

通过对中国

蛤蜊##-4.(- 41$)>)%$%$ 9 个群体的微卫星标记分

析"得出这 9 个群体之间存在显著的遗传分化)

基于微卫星标记"'=等
%18&

分析比较了中国养殖虾

夷扇贝#9-.$)0,>4.>) 2>%%0>)%$%$/ 个群体和日本

野生虾夷扇贝 3 个群体之间的遗传多样性"结果

显示由于地理隔离和遗传漂变导致中国养殖群体

遗传多样性低于日本野生群体) 相对于其他经济

贝类#如牡蛎(扇贝$"脉红螺的微卫星标记开发

相对较晚"&A 等
%14&

首次开发了 3/ 个脉红螺微卫

星标记"随后 9@C等
%17&

和 *@A 等
%1;&

分别相继开

发了 38 和 4; 个脉红螺微卫星标记"为脉红螺群

体遗传多样性和遗传分化研究提供了充足的

标记)

本研究利用 0 个微卫星位点"分析了我国沿

海脉红螺 0 个群体的遗传多样性和遗传结构"揭

示了脉红螺 0 个群体间的遗传关系"以期为我国

脉红螺种质资源保护和人工繁育等工作提供理论

基础)
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15材料与方法

!"!#样品采集和 %&'提取

本研究在中国沿海共采集了脉红螺 0 个自然

群体#表 1$"每个群体 89 个个体) 剪取脉红螺新

鲜个体腹足肌"置于 692 M冰箱保存备用) 基因

组 4%&提取采用常规酚5氯仿法"每个样本取

2=1 ? 冰冻的腹足肌"切成细末"加入裂解缓冲液

822

!

'# 7 ;/05'尿素"12 ;;/05'LJ=H6+-0"

134 ;;/05'%<-0"1I *4*"12 ;;/05',4L&"

B+;=4$"蛋白酶 N12

!

'#32 ;?5;'$"/; M消

化过夜) 用等体积的酚D氯仿D异戊醇#JDJDJA

34D38D1$ 提取 / 次) 等体积的氯仿和异戊醇混

合液氯仿D异戊醇#JDJA38D0$提取 3 次) 然后

加入 3 倍体积预冷的无水乙醇沉淀";2I乙醇洗

涤 3 遍后干燥"L,溶解) 紫外分光光度计测定

4%&的浓度和纯度"母液置于 632 M保存备用"

将工作液浓度稀释至 122 A?5

!

')

!"$#微卫星分析

根据 *@A 等
%1;&

报道的脉红螺 40 个微卫星标

记"从中筛选出 0 个多态性较高的位点用于本研

究!$P242"$P282"$P21/"$P213"$P220"$P228"

$P210"$P230 和 $P214) G-$ 反应体系为 12

!

'"含 2=34 #L<Y 4%&聚合酶"3=2 ;O O?-0

3

"

1 ?G-$:@77CJ"2=3 ;O D%LG混合液"1

!

O引

物和 122 A? 模版 4%&) G-$反应条件!08 M预

变性 / ;=A"/4 个循环'08 M变性 84 H"最适退火

温度 84 H";3 M延伸 84 H"最后 ;3 M延伸 4 ;=A)

G-$产物采用 7I变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测"硝 酸 银 法 染 色) 12 KB 4%& 0<DDCJ作 为

O<JUCJ检测等位基因的大小"为确保读数的准确

性"用同一个参照样品在每一次电泳中作为对照)

!"<#数据分析

用 软 件 O)-$"*&L,'')L, &%&'Q*,$

#O*&$计算各位点的等位基因数#!$"期望杂合

度#8

,

$"观测杂合度#8

"

$和遗传距离#<

-

$

%19&

)

等位基因丰度#H

$

$用软件 (*L&L计算# T33B!55

RRR1@A=012T5=SC<5H/73R<JCH57H3<31T3;0$) 用软

件 E,%,G"G计算哈迪 6温伯格 #+V,$平衡和

位 点 之 间 的 连 锁 不 平 衡 # 0=AU<?C

D=HCY@=0=KJ=<$

%10&

) 用 软 件 O)-$"8-+,-N,$

3=3=/ 检 查 无 效 等 位 基 因
%32&

) 利 用 软 件

&$',F#)%/=2 计算遗传分化指数#"

*L

$

%31&

) 用

群体遗传分析软件 ):4V*分析 ):4#=H/0<3=/A8

K>8D=H3<A2C$ # T33B!55BT<?C1HDH@1CD@5<6CAHCA5$)

用 :/A7CJJ/A=2/JJC23=/A 法对多重比较的显著性

水平进行校正)

表 !#脉红螺群体采集地点

+,-.!#M,B:834C 532?506:0:;8,2304506."/0$1,"#

群体 B/B@0<3=/A 代码 2/DC 采集地点 H<;B0=A? H=3CH

青岛 F=A?D</ F4 /7[29\49]%*132[18\29],

烟台 Q<A3<= QL /;[/7\87]%*131[18\47],

连云港 '=<A>@A?<A? 'QE /8[8/\23]%*110[/3\44],

大连 4<0=<A 4' /0[1/\19]%*133[/7\11],

东营 4/A?>=A? 4Q /9[21\/;]%*119[/;\34],

日照 $=ST</ $X /4[31\4;]%*110[/8\1/],

丹东 4<AD/A? 44 82[22\32]%*138[32\31],

舟山 XT/@HT<A X* /2[12\20]%*133[18\/0],

秦皇岛 F=AT@<A?D</ F+4 /0[43\43]%*110[82\8;],

35结果

$"!#群体的遗传多样性

0 个位点在所有群体中均表现出较高的多态

性"共检测到 1/; 个等位基因#表 3$) 每个位点

的等位基因数为 / <38"等位基因丰度为 3=9 <

32=4) 0 个群体的等位基因丰度之间没有显著性

差异#9A2=040$"平均等位基因丰度依次为 $X

#0=4 $" X*# 0=4 $" F4# 0=/ $" 'Q# 0=3 $" 4Q

#0=1$"F+4# 0=2 $"QL# 9=0 $"44# 9=9 $和 4'

#9=7$)

经过 :/A7CJJ/A=校正"各位点之间不存在连

锁不平衡) 0 个群体的平均观测杂合度值均小于

平均期望杂合度值) 观测杂合度#8

/

$和期望杂

合度 # 8

,

$ 在 不 同 群 体 间 没 有 显 著 差 异

#9C2=24$"平均观测杂合度为 2=809 <2=737"平

均期望杂合度为 2=;24 <2=;;;"青岛群体平均 8

,

最低#2=;24$"日照群体平均 8

,

最高 #2=;;; $)

经 :/A7CJJ/A=校正的 +V,平衡检验结果显示"0

个群体在 0 个位点上有 /3 个群体*位点组合显

著偏离 +V,平衡#9B2=2150$)

$"$#遗传分化

不同 群 体 间 的 遗 传 分 化 指 数 "

*L

值 为

2=213 3 <2=20/ 7"各群体间 "

*L

值差异不显著

#9C2=21$#表 /$) 0 个群体间的遗传距离<

-

为

2=313 <2=/80) ):4分析结果显示脉红螺群体之

间遗传距离和地理距离不存在显著相关性

#9C2=24$"不符合距离隔离模式#图 1$)

8881
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表 $#R 个脉红螺群体的遗传多样性

+,-.$#+9?C?4?231@3D?>532A 06434?:0:;8,2304506."/0$1,#

位点 0/2@H F4#89$ QL#89$ 'Q#89$ 4'#89$ 4Q#89$ $X#89$ 44#89$ X*#89$ F+4#89$

$P228

! 1; 14 10 14 1; 17 14 10 19

8

"

2=;47 2=;/0 2=401 2=77; 2=;34 2=830 2=791 2=742 2=422

8

,

2=011 2=024 2=021 2=027 2=012 2=02/ 2=903 2=992 2=010

9 2=229 S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS

H

$

14=/ 1/=7 14=8 1/=9 14=4 18=1 1/=; 17=; 17=9

$P220

! 4 4 4 4 7 4 4 4 7

8

"

2=489 2=;84 2=;29 2=;23 2=928 2=734 2=49; 2=;73 2=;3;

8

,

2=;24 2=;3; 2=793 2=;21 2=;24 2=;2; 2=;29 2=703 2=;28

9 2=22/ 2=09; 2=74; 2=331 2=833 2=337 2=14; 2=148 2=191

H

$

8=9 8=0 8=7 8=9 4=8 8=0 8=0 8=9 4=3

$P213

! 32 19 1; 19 10 19 19 38 19

8

"

2=;04 2=77; 2=7;4 2=924 2=7;8 2=;92 2=020 2=024 2=;/2

8

,

2=088 2=940 2=990 2=909 2=974 2=031 2=014 2=088 2=902

9 2=22/ S"SSS 2=22/ 2=188 S"SSS S"SSS 2=827 2=370 2=223

H

$

10=2 14=; 14=9 14=1 14=7 17=9 17=1 32=4 17=8

$P21/

! / / 8 8 8 4 / 8 8

8

"

2=271 2=391 2=182 2=/89 2=3/1 2=/78 2=8;9 2=33; 2=8/4

8

,

2=11; 2=829 2=489 2=823 2=347 2=44/ 2=838 2=/07 2=728

9 2=203 2=2/7 S"SSS 2=1;; 2=440 2=224 2=2;2 S"SS! 2=23/

H

$

3=9 /=2 /=7 8=2 /=; 8=4 /=2 /=9 /=7

$P214

! 9 9 0 7 7 9 ; 7 0

8

"

2=374 2=30/ 2=383 2=830 2=/93 2=330 2=322 2=/3/ 2=327

8

,

2=98/ 2=;98 2=;2; 2=;88 2=;74 2=939 2=;;1 2=;0; 2=;7/

9 S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS

&

$

9=2 ;=4 9=7 7=2 7=2 ;=0 7=0 7=2 9=;

$P210

! 1; 19 19 19 10 10 19 1; 19

8

"

2=780 2=4;4 2=712 2=722 2=922 2=;33 2=491 2=404 2=8/3

8

,

2=0/; 2=0/0 2=081 2=010 2=081 2=087 2=0// 2=0/7 2=081

9 S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS S"SSS

H

$

17=/ 17=4 1;=3 17=/ 1;=0 19=2 17=8 17=/ 1;=3

$P230

! ; 9 ; ; ; ; ; 7 7

8

"

2=404 2=7;4 2=739 2=;/0 2=;3; 2=710 2=;3/ 2=7/8 2=722

8

,

2=707 2=;27 2=744 2=;81 2=;39 2=;73 2=;72 2=7;8 2=7;4

9 2=292 2=;;1 2=380 2=377 2=311 2=298 2=1;7 2=;00 2=298

H

$

7=0 ;=; 7=0 7=9 ;=2 7=0 7=0 4=7 4=;

$P282

! 8 8 4 / 8 8 4 4 /

8

"

2=883 2=/81 2=831 2=/81 2=87/ 2=838 2=888 2=422 2=827

8

,

2=712 2=47/ 2=474 2=439 2=798 2=770 2=428 2=403 2=4/8

9 2=2/8 2=224 2=2;; 2=212 S"SSS 2=228 2=192 2=2/9 2=34/

H

$

8=2 /=0 8=; /=2 8=2 8=2 4=2 8=9 /=2

$P242

! ; 9 7 9 9 0 ; ; 4

8

"

2=413 2=433 2=422 2=411 2=937 2=;99 2=8;9 2=442 2=881

8

,

2=494 2=;13 2=474 2=71; 2=743 2=;24 2=430 2=413 2=808

9 2=/08 2=223 2=874 2=102 2=212 2=;72 2=349 2=042 2=/9;

H

$

7=9 ;=2 4=9 ;=/ 7=7 9=4 7=2 7=7 8=9

<PCJ<?C

! 0=9 0=; 12=2 0=/ 12=2 12=1 0=8 12=/ 0=;

8

"

2=41/ 2=4/9 2=423 2=4;1 2=737 2=44/ 2=474 2=4;3 2=809

8

,

2=;24 2=;/8 2=;1; 2=;1; 2=;3/ 2=;;; 2=;14 2=;18 2=;34

H

$

0=/ 9=0 0=3 9=7 0=1 0=4 9=9 0=4 0=2

注!加粗表示显著偏离 +V,平衡#9B2=2150":/A7CJJ/A=方法校正值$

%/3CH!K/0D 3>BC=AD=2<3CHH=?A=7=2<A3DCP=<3=/AH7J/;+<JD>8VC=AKCJ? CY@=0=KJ=@; #9B2=2150":/A7CJJ/A=82/JJC23CD P<0@C$

4881
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表 <#脉红螺群体间的遗传分化指数和群体间的遗传距离#对角线上!遗传距离%对角线下&遗传分化指数$

+,-.<#(,3>Q35?2

M+

,D?>,C?@0D?>434?801360>29?434?."/0$1,# :0:;8,23045,4@C?4?31

@352,41?5-?2Q??429?434?:0:;8,23045#,-0D?@3,C04,8&3

)

% -?80Q@3,C04,8&2

M+

$

F4 QL 'Q 4' 4Q $X 44 X* +:

F4 2 2=344 2=3/0 2=383 2=330 2=3;3 2=313 2=3;7 2=349

QL 2=2309 2 2=3;7 2=333 2=3;; 2=3/8 2=382 2=/38 2=/18

'Q 2=2412 2=27/2 2 2=3;9 2=3;/ 2=391 2=3/7 2=303 2=308

4' 2=2/3/ 2=2230 2=2;/4 2 2=3;2 2=384 2=3/4 2=/14 2=39;

4Q 2=282; 2=2893 2=2;0/ 2=2719 2 2=/1/ 2=342 2=33; 2=/18

$X 2=2;3; 2=2/87 2=2747 2=2832 2=29/8 2 2=341 2=/80 2=394

44 2=2249 2=2303 2=2820 2=2391 2=2848 2=28;2 2 2=390 2=3;8

X* 2=248/ 2=2;44 2=2;28 2=294/ 2=2133 2=20/7 2=2712 2 2=//3

+: 2=230; 2=2439 2=2897 2=2412 2=27;2 2=2814 2=219/ 2=2984 2

图 !#脉红螺遗传距离和地理距离的相关性

分析#4T!"$!<UVF5 WS"$!< E&

.

$

TS"SX7 N&6TS"!F< X$

G3C.!#)0>>?8,2304-?2Q??4C?0C>,:931,8@352,41?

,4@C?4?231@352,41?34."/0$1,# -A YZ%,4,8A535

/5讨论

有学者利用同工酶和线粒体 4%&17*J$%&

分别对中国沿海脉红螺自然群体遗传结构进行了

研究
%3"33&

"同工酶分析结果显示"; 个脉红螺自然

群体之间存在显著的遗传分化"然而线粒体 4%&

17*J$%&研究结果显示"中国沿海脉红螺 ; 个自

然群体之间不存在显著的遗传分化) 由于同工酶

和 ;34%&标记在群体遗传结构分析中均存在着

一定的局限性"如同工酶的多态性低"而 ;34%&

遗传模式为母系遗传"仅能代表雌性个体的历史

演化过程"不能全面地反映群体的遗传水平) 因

此有必要使用新的分子标记技术对我国脉红螺群

体结构及多样性进行研究) 微卫星 4%&标记由

于其高多态性(共显性(易于扩增等特点被广泛应

用于动植物群体遗传学研究
%3/ 638&

) 本研究中"0

个微卫星位点在脉红螺 0 个群体中均表现出了较

高的多态性"平均等位基因丰度为 9=7 <0=4"平

均期望杂合度为 2=;24 <2=;;;"明显高于同工酶

标记#平均等位基因丰度 1=74 <3=1/"平均期望

杂合度 2=297 <2=180$

%33&

)

本研究中"0 个微卫星位点在各群体中都表

现出了较高的多态性"说明中国沿海野生脉红螺

群体还保持着较高的遗传多样性) 杨建敏等
%3&

用线粒体4%&17*J$%&对中国沿海脉红螺 ; 个

自然群体的遗传特性进行了研究"结果表明 ; 个

群体都存在丰富的种群内变异"与本研究结果类

似) 高水平的遗传多样性在许多其他贝类群体中

也有发现"例如"Q@ 等
%34&

利用 ; 个微卫星位点分

析了中国沿海魁蚶 # F4-,1-(4- +(0'&1.0)$$$ ; 个

野生群体的遗传多样性水平"得出位点的平均等

位基因丰度为 # 11=/ <13=4 $"期望杂合度为

2=9/4 <2=97;'牛东红等
%37&

对我国浙闽沿海缢蛏

#F$)0)0A-4'3- 40)%.($4.-$9 个群体遗传结构进行

了微卫星位点分析"结果显示平均有效等位基因

数为 7=3 <0=2"期望杂合度为 2=927 <2=9;4) 较

高的遗传多样性可能与贝类高繁殖力和较强的幼

虫扩散能力有关
%34"3;&

) 脉红螺繁殖力较强"每个

雌螺平均产卵量约 ;4=8 万粒"前期幼虫被卵袋保

护"卵袋经卵裂期(囊胚期(原肠胚期(膜内担轮幼

虫期(膜内面盘幼虫期"经过 32 <37 D 面盘幼虫

从卵袋中孵出"开始浮游幼虫阶段
%4 6;&

) 卵袋可

以使脉红螺幼虫度过前期一些不可预测的环境变
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化"从而保障了较高幼虫存活率)

本研究发现"0 个脉红螺群体间遗传分化水

平为 2=213 3 <2=20/ 7"群体之间没有显著的遗

传分化"):4分析结果显示脉红螺群体不符合距

离隔离模式"说明群体之间可能存在较强的基因

流) 杨建敏等
%3&

用线粒体 4%& 17*J$%&对中

国沿海脉红螺 ; 个自然群体的遗传特性进行了研

究也得到类似的结果!群体之间的遗传相似度和

遗传渗透极高"无法构建出群体聚类图谱) 类似

的结果在其他海洋无脊椎动物中也有报道"如

9@C等
%39&

利用微卫星标记和 -")序列对中国和

韩国栉江珧#H.($)- ,>4.$)-.-$9 个群体的遗传结

构进行研究"结果显示由于基因流的影响导致群

体间没有显著的遗传分化) 目前"研究者普遍认

为海洋无脊椎动物不同地理群体之间遗传分化的

原因主要有两方面!浮游幼虫扩散能力的强弱和

海洋环境
%39 6/3&

) 对于有浮游幼虫期的海洋无脊

椎动物"浮游幼虫期的长短被认为可以影响基因

流的大小"幼虫浮游时间越长"基因流将会越

大
%//&

) 脉红螺浮游幼虫可分为 1 螺层期(3 螺层

期(/ 螺层初期(/ 螺层中后期和 8 螺层期 4 个时

期"浮游幼虫期持续 /2 <// D

%7&

"这增加了群体间

基因流的机会和可能性) 其次"与双壳类相比"成

体脉红螺具有发达的腹足"有很强的迁移能力"也

增加了与其他地理群体间基因流的机会)
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