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温州乐清湾三个泥蚓群体遗传多样性的初步研究

徐义平孙开练气杨桂梅3 李琼文鲍宝龙3 ， 4 任大明 4

(1.乐清市海洋与渔业局，浙江乐清 3256∞ 2. 温州市海美鲜集团公司，浙江温州 3256∞; 

3. 上海水产大学生命学院，上海 2删90;4. 复旦大学遗传工程国家重点实验室，上海 2ω433) 

摘 要:采用形态判别分析和 RAPD 分析相结合的方法，对温州乐清湾地区三个泥酣群体:乐清湾泥1时，福建

泥蚓，和韩国泥蚓三个群体的遗传多样性进行了初步的分析。结果表明: (I)在分子水平上，乐清湾泥蚓群体

与韩国群体的亲源关系最为接近，而与地理位置更为接近的福建群体亲缘关系较远。 (2)根据形态判别分析，

乐清湾泥蚓群体与福建泥蚓群体亲缘最近，而与韩国较远。 (3)韩国泥蚓群体的遗传多样性最高，乐清湾泥血tt

群体次之，福建泥州群体最低。三者的平均遗传杂合度和|群体内的遗传距离分别为 0.275 4 和 0.304 8 , 

0.2575和0.240 1 ，以及 0.2473 和 0.2115 ，但总体来说，三者的遗传多样性都保持比较高的水平o (4) 随机寻|

物 S.418 ， S.359 和 S .431 扩增的结果有乐清湾泥蚓群体特有的条带，其可以作为区分乐清湾泥蚓与其它两种

泥州的分子标记。
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Primary research on the genetic diversity of three 
populations of Tegillarca granosa in Yueqing Bay 

XU Yi-ping' , SUN Kai-lian2 , YANG Gui-me户， LI Qiong-wen' , BAO Bao-lon!?4 , REN Da-ming4 

( 1 . Bureau of Marine and F~)heries ， Yueqing 3256∞ ， Chùw; 

2. Gr，υUjJ of Haixianm凹 ， Wenzlwu 3256∞ ， China; 

3. College of Aqua-life 5cience and Techrwlogy , S，阳nghai Fisheries University , 5hanglwi 2αlO90 ， Chùw; 

4. The 51αle Key Laboraωry of Genelic Engineering InstituLe of Geneti口 ， Fudan University , 5hanglwi 200433 , China) 

Abstract: Here we used morphological disclimination analysis and RAPD analysis to study the phylogenetic 

relationship and genetic diversity of three populations of Tegillαrcα grmwsαin Yueqing Bay Wenzhou area. The 

results showed as follows: (1) 叽le phylogenetic relationship of Yueqing population and Korea population is closel 

than that of Yueqing population and Fujian population on molecular level, although the geography relationship of 

Yueqing populalion and Fujian populalion is much closer. A possible explanation is that the gene pool of Yueqing 

population was contaminated by Korea population. (2) However , the phylogenetic relalionships of three 

populations , whi c:h are ba日ed on morpholob'Y data , c:onsisted with the geography relationships. It shows that the 
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degree of contamination of Korea popu1ation is not enough to change evidently the shell out1ine of Yueqing 

popu1ation. (3) From highest to 10west , the genetic diversity of three popu1ations is Korea , Yueqing , and Fujian. 

Their average heterozygosity is 0.275 4 , 0.257 5 and 0.247 3 , and the average genetic distance of each popu1ation 

is 0.304 8 , 0.240 1 and 0.211 5 , respective1y. These a1so show that the genetic diversities of the three popu1ations 

maintained high 1eve1. (4) There 4 specific bands appeared in Yueqing popu1ation using random primers 5. 418 , 

5.359 and 5.431 PCR amp1ification , and they cou1d be used as mo1ecu1ar markers of Yueqing popu1ation. 

Key words: TegiU，αrcα grarwsa ; popu1ation; morpho1ogica1 discrimination ana1ysis; RAPD; phy1ogenesis; genetic 

diversity; Yueqing Bay 

乐清湾是我国重要的泥蚓栖息地，自 1993 年泥蜡生产性人工育苗成功以后，泥蚓人工养殖在乐清

湾地区迅速发展，乐清湾人工泥蚓的养殖产量占全国的 60% 以上。由于人工苗种培育所采用的亲蚓均

来自人工养殖的泥附，乐清湾泥蜡养殖群体的遗传多样性可能会有一定的影响。此外，来自福建和韩国

的外来泥蜡群体，由于人为因素纷纷被引入乐清湾地区进行暂养和养殖，可能对当地的泥酣群体的遗传

性状造成比较大的影响。为了乐清湾泥蚓人工养殖业的可持续发展，目前急需对人工养殖群体的遗传

多样性状况进行调查。利用 RAPD 技术分析种群的遗传多样性有许多报道，在目前泥酣基因组背景不

清楚的情况下，利用 RAPD 技术分析遗传多样性往往成为首选的技术。李太武等川对中国几个地区的

泥蜡群体应用 RAPD 进行了分析，但没有包括乐清湾的泥蚓群体。本实验中，我们采用形态框架数据和

RAPD 分子数据相结合的方法，对目前温州乐清湾存在的三个主要泥酣群体的遗传多样性和外来群体

对乐清湾泥蜡群体的影响进行初步的调查，为今后温州乐清湾泥蚓种质资源的保护和人工养殖业的可

持续发展提供决策依据。

1 材料与方法

1. 1 采样和形态数据采集

实验所需样品分别取自温州乐清市场的来自韩

国，福建的泥虫甘，以及乐清西门岛非养殖场的乐清湾

泥蚓。分别对三个群体各 20 个个体进行了泥蚓壳

的最大直径长和 8 个形态框架数据的测量，具体参

见图 10

1. 2 基因组 DNA 的提取

每个群体取 20 个个体，分别剪取斧足组织

100 吨，剪碎，加入 1 mL 裂解液( 10 mmollL Tris-C1 

pH 8.0 , 0.1 mollL EDTA pH8.0 , 0.5% 5D5) , 37 oC 

温育 1 h;加入蛋白酶 K 至终溶度 100 I~g/ mL , 50 "c过

夜消化;加入等体积的饱和盼，温和颠倒使两相混

合，6500 r/min 离心 15 日1111 ;将水相移至另一离心

管，力n人等体积的酣:氯仿:异戊醇 (25:24: 1)，轻缓
区11 泥1i1t外部形态的杠架结构示意图

Fig.I TlUSS neLwork of disLance measures 

?昆均， 6500 r/min 离心 15 min; 取上层水相，加入等 in Tegillarca gr(Uwsa 

体积的氯仿:异戊醇(24: 1)轻缓泪均， 6500 r/min 离 8 个定位}，JJ，之Iì IJ n/~ lIl;1均为 B 个柏:架数据。例如 I DI-2 扣J、ii' N:}，'、L

心20 mino将水扛|移至另一离心管，加入 0.2 倍体积 1 'j定位点 2 的i\ltUF肉。 1. ~-'-é 以 2 龄 "1二轮左侧边缘 ;3. /, 
似IJ棱角顶点 ;4. 1王侧第 4 条放刷刷'JT1D!11 封此，川、1、 ;S 左侧!(":; 8 条放射

的 10 mollL 乙酸馁， 2 倍体积的无水乙醇，混均
WJ f 如!IJ油Jlu6 右侧'Iírl S ;-氏放射!山下侧』jii点 ;7 右倾Ijj交 f(J f.!iU,\; 

20"C沉淀 30 min 以上， 8 ∞o r/min 离心 5 min 收集沉 8.-龄"F t2:{ I1D!'j边缘 ω
淀， 70%乙醇洗涤 DNA 沉淀 2 次，室温 f ，乙醇自然
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挥发，凉干。沉淀溶解于适量的回(1∞ mmol/L Tris-Cl pH 8.0 , 10 mmol/L EDTA pH 8.0) 中。

1. 3 RAPD 

在 RAPD 反应中采用的随机引物是由上海生工生物公司合成的。 RAPD 的反应体系为 25 件，包括

随机引物(6.25μmol/L) 1 阵， dNTPs(2. 5 t-tmol/L) 1 此， 10 x PCR Buffer 2.5μL ， Tt.叫酶 2.5 U ，泥虫甘基因

组 DNA 0.5μL。反应过程为 94 "C, 5 rnin; 40 循环中 :94 "c 45 s ,37 "c 45 s ,72 "c 2 rnin;72 "C, 10 mino 

PCR 产物用 1.2 %琼脂糖凝胶电泳分离， EB 染色，上海复日凝胶成像系统下观察，拍照。

1. 4 数据分析

为了去除不同大小的泥蚓对数据的影响，对 8 项形态框架数据分别除去泥蜡壳的最大直径长。然

后采用 SPSS 统计软件[2]进行聚类分析。

RAPD 的电泳条带按照软件包 TFPGA[3]格式记分，在同一基因座位上， 1 表示有条带， 2 表示没有条

带。根据 Nei[4] 的元偏差杂合率计算公式估算各个基因座位的平均遗传杂合度O 基因座位多态率是根

据 Lynch 和 Milligan[S] 的泰勒展开式估计的 o F 统计量( Fst)估算的置信区间是通过 999毛置信水平和

l ∞0个重复的自举法( bootstrapping)产生的。各个种群及种群内部各个体之间的遗传距离通过Nei's[4.6]

计算出来的，然后利用 UPGMA[7]构建群体之间的系统树。

2 结果与讨论

2.1 RAPD 多态性和遗传差异 Kl K2 K3 K4 K5 Wl W2 W3 阴阳 Fl F2 F3 F4 F5 阴

在本研究所使用的 20 个随机引物中，我们采用
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了 18 个随机引物所产生的总共 152 个条带。其中

随机引物 S.418 能扩增 2 条乐清湾群体特有的条

带，随机引物 S.359 能扩增出. 1 条乐清湾群体的特

有条带， S .431 能分别扩增出 1 条乐清湾群体的特有

条带，这些特有条带可以用作鉴定乐清湾泥蚓的分

子标记。图 2显示的是其中的一张 RAPD 扩增的电

泳图。所有 45 个条带都有多态性，平均遗传杂合度

。 2601 0 各个群体的平均遗传杂合度和多态位点比

例见表 1 ，以平均遗传杂合度和多态位点比例作为

遗传多样性的指标，可见三个群体均具有较丰富的遗传多样性。本研究中得出的韩国和福建泥蚓群体

的平均杂合度与李太武等川的非常接近，但多态位点比例要低一些。所有 45 个多态位点的 Fst 值为

0.4192(99% CI , 0.3002 - 0.5432) ，表明总的遗传变异有 4l. 920毛出现在群体之间，而 58.08% 出现在

群体内。较高的群体内的遗传多样性说明有较稳定的群体结构。

图 2 3 个泥蚓群体基因组 DNA 的 RAPD

扩增结果的电泳图

Fig.2 A represent RAPD gel of three populations 

of Tegillarcα grmwsa 

K 韩国群体 ;W. 乐清湾群体 F 福建群体。

表 1 3 个泥蚓群体的多态位点百分率及平均遗传杂合度
Tab. 1 A verage heterozygosi句， and percentage 阴阳no叩hic loci for 由r悦 populations

o,f TegilÚJrca graJWsa across 4S RAPD loci 

群体 个体数 平均边传杂合度 多态位点比例(%)

福建群体

韩国肝体

乐活Î~Jjt'(体

nununu 
匀
，
"
叫J
缸
句
/
但

0.2473 
0.2754 
0.2575 

62.2222 
66.6667 
55.5556 

进一步用遗传相似值及遗传距离分析各群体之间以及各群体内的遗传分化程度，结果见表 20 3 个

群体两两之间的遗传距离在 O. 183 0 - O. 481 9 之间，遗传相似度在 0.617 6 - 0.832 8 之间，乐清湾群体

与韩国群体之间的遗传距离最小，遗传相似度最大，表明两者最为接近，而与福建群体相对较远。此结

果表明乐清湾泥1!叶群体的遗传性状可能受到韩国泥州的污染，温州早在 1996 年就开始引进 ~jl; Itlt)t\ 1咐，
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引进的泥蚓先在滩涂或围塘暂养一段时间，然后送到市场去销售。暂养的泥蚓部分会遗留在蜡塘中，与

当地的乐清湾泥蚓杂交，可能造成目前的这种情况。由于本研究中所采集的是泥蚓小样本数据，今后需

要扩大样本数，进行更为细致的调查。

徐义平等:温州乐清湾三个泥蚓群体遗传多样性的初步研究2 期

遗传相似度

。 7684

0.8328 
0.617 6 
0.810 3 
0.7369 
0.7904 

表 2 3 个泥耐群体的遗传距离及遗传相似度

Tab.2 Genetic dislance and genetic sin温arity value among three populations of 

T'egillarca granosa based on Nei' S (1972 , 1978) unbiased identity me凶ures

遗传距离

0.2634 
0.1830 
0.4819 
0.2115 
0.304 8 
0.240 1 

福建群体/持国群体

韩国群体/乐清湾群体

乐清湾群体/福建群体

福建群体的个体之间

韩国群体的个体之间

乐清湾群体的个体之间

对三个群体内部的比较，福建群体内个体之间的遗传距离最小，遗传相似值最大，标明福建群体内

的遗传多样性最低，乐清湾群体次之，韩国最高。通过对三个群体所有个体的聚类分析，各个群体的个

体都聚集在各自的群体内(图 3) ，表明群体内的遗传差异并没有超过群体间的遗传差异程度。乐清湾

泥虫甘群体目前仍保留如此高的遗传多样性，这与泥蚓人工育苗每年采用不同的亲蚓有密切关系。当前

的乐清湾泥蝴的养殖过程中，也没有出现近年来其它养殖品种经常出现的抗病力或其他养殖性能下降

的报道[8J
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Individual-wise dendro t,'Tam revealed by UPGMA (unweighted pair-group meLhod with ariLhmetic average) 

c1 usLer analysis using Nei' s (1972 , 1978) genetie disLance 
K. í![i! 叫 mf卒 ;w. 乐 ÝiJj问m休; F. fliUím休。

Fig.3 
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2.2 形态距离 25 20 15 10 5 。

为了从表形性状水平观察韩国泥蚓群体对乐清

湾泥1t甘群体的影响，我们采用了 8 个能反映泥蚓外

形差别的框架形态数据(见图1)，并剔除了不同大

小的泥1tH在形态差别上的影响 O 利用聚类分析方 图 4 三个泥1!甘群体的形态聚类分析图
法，发现乐清湾泥蚓的外形特征与福建泥蚓最为相 Fig.4 Clustering clendrogram 01' three 

近，而与韩国泥虫jJ相对较远(见图的。这表明在分 populations in mO\phology 

子水平上初步表现出来的乐清湾泥酣受韩国泥蚓种 K 韩国m体 :W 乐洁i弯群体 F 福建jf'f f.札

质污染的现象，还不足于改变目前乐清湾泥蚓群体的外形特征。

WUUWWTr 
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