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摘　要:对我国浙江近海 4个采样点 (长江口 、嵊泗群岛 、舟山群岛 、洞头群岛 )的 147个三疣梭子蟹个体的线

粒体 DNA16SrRNA部分序列进行了测定和分析,获得其基因片段长度为 991 bp,共发现 14种单倍型, 11个

核苷酸多态性变异位点 。长江口 、嵊泗群岛 、舟山群岛 、洞头群岛 4个地方群体的平均核苷酸多样性和单倍型

多样性分别为 0.000 89和 0.565。其中,嵊泗群岛群体的遗传多样性水平最高 (核苷酸多样性 0.001 27,单倍

型多样性 0.754) ,长江口群体最低 (核苷酸多样性 0.000 34, 单倍型多样性 0.322)。 长江口与嵊泗群岛群体

之间的遗传分化指数最大 ( 0.102 26), 舟山群岛与洞头群岛群体之间遗传分化指数最小 ( 0.025 75);舟山群

岛和洞头群岛群体之间的基因流最大 ( 9.46),长江口与嵊泗群岛群体之间基因流最小 ( 2.19)。
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Abstract:ThepartialsequencesofmtDNA16SrRNAof147Portunustrituberculatusindividualssampledfrom

thecoastalwatersoftheEastChinaSeainZhejiangProvince(Changjiangestuary, Shengsiislands, Zhoushan

islands, Dongtouislands) weresequencedandanalyzed.Afragmentof991 basepairsofP.trituberculatus

mtDNA16SrRNAgenewasamplified, and11 polymorphicsitesand14 distincthaplotypesweredefinedin

ourstudy.Themeansequencedivergencevaluesbetweennucleotideandhaplotypesdiversitywas0.000 89

and0.565, respectively.Shengsiislandspopulationhadthehighestgeneticdiversity( π=0.001 27, h=

0.754), andChangjiangestuarypopulationpossessedthelowest(π=0.000 34, h=0.322).Thecoefficient

ofgeneticdifferentiationbetweenChangjiangestuaryandShengsiislandspopulationswasthehighest



( 0.102 26), andthelowestbetweenZhoushanandDongtouislandspopulations( 0.025 75).Thelargestgene

flowwasdetectedbetweenZhoushanandDongtoupopulations( 9.46) , andthelowestbetweenChangjiang

EstuaryandShengsiislandspopulations( 2.19).
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　　三疣梭子蟹 (Portunustrituberculatus)广泛分布在我国沿海及日本等水域
[ 1 -2]

, 是我国大型海洋经济

蟹类之一,具有肉质好 、食用价值高 、生长快等特点, 1981年已被列为我国海洋水产养殖对象
[ 3]
。 20世

纪 50年代起一些学者陆续对其数量分布
[ 4]
、生殖习性

[ 5]
、生理生态 、胚胎发育

[ 6]
、病理研究 、组织学等

进行了研究 。但其分子遗传特性的研究仅仅在近年才开展
[ 7-12]

,外国学者研究也主要集中于日本海

域,如 Imai等
[ 13]
曾利用 RFLP技术对日本冈山沿岸海域三疣梭子蟹的种群结构进行研究。而有关浙江

近海海域三疣梭子蟹群体遗传结构方面的研究还未见报道。近年来, 我国沿海各地开展了三疣梭子蟹

的大规模人工养殖,这增加了个体间的基因交流,产生了种质资源的保护 、管理等方面的问题 。为了有

效地管理 、利用和保护三疣梭子蟹的种质资源,本文采用 PCR扩增和序列测定技术
[ 14 -18]

, 对三疣梭子

蟹 mtDNA16SrRNA基因片段进行初步研究, 以期为浙江沿海三疣梭子蟹的种质资源的管理 、保护和持

续利用及遗传育种研究提供理论上的科学依据 。

1　材料和方法

图 1　三疣梭子蟹样本采集地点分布

Fig.1　SamplingsitesofP.trituberculatuspopulation

1.1　实验材料

本实验所用的 147只三疣梭子蟹从 2005年 12

月 -2007年 3月陆续采集自浙江近海海域的 4个采

样点 (长江口,嵊泗群岛,舟山群岛, 洞头群岛 ) , 4个

地点的样本采集个数分别为 33、41、33和 40。活体

三疣梭子蟹样品运至上海海洋大学大洋渔业资源可

持续开发省部共建教育部重点实验室后,取螯足和

附肢肌肉浸泡于 95%酒精固定,置于 -20℃冰箱中

保存备用。采样的具体地理位置见图 1。

1.2　实验方法

1.2.1　基因组总 DNA提取

取约 100 mg95%酒精保存的三疣梭子蟹肌肉

组织,先用蒸馏水浸泡,再尽量将其剪碎, 分别放入 1.5mL的 Eppendorf离心管中, 加入 370 μLTNE抽

提缓冲液 、20μL二硫苏糖醇 (DTT)溶液 、100 μL10%SDS溶液和 10 μL蛋白酶 K( 200 μg/mL), 56 ℃

热水浴消化 2 ～ 3 h,然后用酚 -氯仿抽提法提取基因组 DNA, 2倍体积的预冷的无水乙醇和 1/10体积

的 NaAc溶液沉淀,经 TE溶液溶解后,于 -20 ℃下保存备用。

1.2.2　PCR扩增

用于 扩 增 mtDNA 16SrRNA基 因 片 段 扩 增所 用 引 物 的 核 苷 酸序 列 为 U:5 ' -

TAATGCTATACTAAAGATGAAATGT-3'和 D:5' -TTAGAAGATAGAAACCGACCTG-3' 。

PCR扩增在 PTC-100型 PCR仪上进行, 25 μL反应体积内含:2.0 μLdNTP(含 MgCL2, 2.5

mmoL/L) , 0.65μL每个引物 ( 10 μM), 3 μL模板 DNA( 100 ～ 200 ng) , 16 μLddH2O, 0.2 μLTaq酶

( 2.5 U/μL)和2.5μL10×bufferr缓冲液 ( 2.5 U/μL,购自上海生工 )。

PCR反应程序如下:95 ℃预变性 5min;然后 95℃变性 1min, 55 ℃退火 1 min, 72℃延伸 1.5 min,

循环 30次;最后 72 ℃ 10 min终延伸, 4℃保存 。PCR扩增产物在 1.0%琼脂糖凝胶 ( 1×TAE)中进行

电泳分离, EB染色,凝胶成像系统观察并照相记录。
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1.2.3　PCR产物纯化和测序

PCR扩增产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测,目的片段用上海天根琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒进

行纯化回收 。使用上海生工的 ABIPRISMTM测序系统进行双向测序,并进行人工核对 、矫正。

1.2.4　数据分析

应用 ClustalW软件进行序列比对
[ 19]

,运用 MEGA软件 2.1版本中 Kimura双参数法分析计算单倍

型间的序列分歧度
[ 20]
。种群遗传多样性的分析采用 DnaSP软件 3.51版本

[ 21]
, 其中包括对单倍型多样

性 (h)和核苷酸多样性 (π)两个遗传参数的计算
[ 22]
。

应用 ARLEQUIN软件程序分子变异分析法 (AnalysisofMolecularVariance, AMOVA)来分析不同分

布种群间遗传结构状况。遗传分化指数 FST值及其相应 P值 ( 10, 000次排列测验 )用于表明种群间的分

化程度 。基因流的计算,按照 Nem=1/ 4FST– 1/4公式而得
[ 23]
。

2　结果

2.1　序列及多态性分析

本研究对浙江近海 4个采样点的 147只三疣梭子蟹样本的 mtDNA16SrRNA基因片段进行 PCR扩

增和序列测定,获得其基因片段长度为 991 bp, 共检测出 14种单倍型, 除长江口群体外,其他 3个采样

点均有自己特有的单倍型,各单倍型所拥有的样本数从 1-93不等 (表 1)。 4个地方种群三疣梭子蟹

16SrRNA基因片段共检测到 11个多态性核苷酸变异位点 (表 1) ,占分析位点总数的 1.11%, 基因序列

变异是由两个碱基之间的转换 /颠换造成,没有发现插入 /缺失突变的核苷酸位点 。在 4个群体中,长江

口群体单倍型数量最少,为 3个,而嵊泗群岛 、舟山群岛 、洞头群岛 3个地方种群出现的单倍型数量分别

为 7、5、6, 其中 4号单倍型为 4个地方种群所共有, 1号单倍型为 3个地方群体共有, 5号 、11号单倍型

为 2个群体所共有 (表 2) 。

表 1　三疣梭子蟹 16SrDNA序列多态性核苷酸位点及各单倍型的分布
Tab.1　Thedistributionofnucleotidespolymorphiclociandhaplotypesin16SrDNAsequencesofP.trituberculatus
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个体数

H1 A A A C T A A T T T A 10

H2 · · · T · · T · · · · 4

H3 · · · T · G · · · · · 6

H4 · · · T · · · · · · · 93

H5 C · · T · · · · · · · 6

H6 · · · T · · · · · A · 4

H7 · · · T · · · · · G · 1

H8 · · · T · · · G C · · 4

H9 · · · T G · · · · · · 1

H10 · · · T G · · · · · · 4

H11 · · G T · · · · · · · 6

H12 · C · T · · · · · · · 2

H13 · C G T · · · · · · · 2

H14 · · · T · · · · · · T 4

表 2　三疣梭子蟹单倍型数量及分布
Tab.2　NumbersanddistributionofhaplotypesofP.trituberculatus

群体 单倍型 数量

长江口 1, 4, 11 ( 3)

嵊泗群岛 1, 2, 4, 8, 11, 13, 14 ( 7)

舟山群岛 1, 4, 5, 10, 12 ( 5)

洞头群岛 3, 4, 5, 6, 7, 9 ( 6)
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2.2　遗传多样性分析

群体中 mtDNA的核苷酸多样性 (π值 )是衡量群体多态程度的重要指标, π值越大,群体的遗传多

态程度就越高。本研究通过对三疣梭子蟹 mtDNA中的 16SrRNA基因片段的分析,探讨了长江口 、嵊泗

群岛 、舟山群岛 、洞头群岛 4个地方群体的遗传多样性。研究得出:上述 4个群体 mtDNA的核苷酸多样

性指数,即 π值分别为 0.000 34(长江口 ) 、0.001 27(嵊泗群岛 ) 、0.000 68(舟山群岛 ) 、0.000 64(洞头

群岛 ), 平均为 0.000 89(表 3) 。说明在 4个群体中,嵊泗群岛群体的遗传多态性水平最高,舟山群岛和

洞头群岛群体其次,长江口三疣梭子蟹群体的遗传多态性水平最低。单倍型多样性是衡量群体遗传多

样性的另一个指标,群体的单倍型种类越多,其遗传多样性越高 。本研究中, 嵊泗群岛 、洞头群岛 、舟山

群岛和长江口群体中分别检测出 7、6、5、3个单倍型 。长江口 、嵊泗群岛 、舟山群岛 、洞头群岛 4个地方

群体的单倍型多样性 (h)分别为 0.322±0.097, 0.754±0.059, 0.576±0.091, 0.555±0.084,平均为

0.565±0.067。

表 3　三疣梭子蟹 4个群体线粒体 16SrRNA基因的遗传多样性

Tab.3　GeneticdiversitiesofmtDNA 16SrRNAsequencesinfourpopulationsofP.trituberculatus

群体 个体数量 单倍型数量 碱基差异数量 核苷酸多样性 (π ) 单倍型多样性 (h)

长江口 33 3 2 0.000 34 0.322±0.097

嵊泗群岛 41 7 7 0.001 27 0.754±0.059

舟山群岛 33 5 4 0.000 68 0.576±0.091

洞头群岛 40 6 4 0.000 64 0.555±0.084

总计 147 14 11 0.000 89 0.565±0.067

2.3　遗传结构分析

由表 4可以看出,舟山群岛和洞头群岛群体之间的遗传分化指数较小, 为 0.025 75,长江口与嵊泗

群岛群体间的遗传分化指数最大,为 0.102 66(P<0.01)。长江口与嵊泗群岛 、嵊泗群岛与洞头群岛等

群体之间的遗传分化指数都达到了极显著差异;长江口与洞头群岛 、嵊泗群岛与舟山群岛等群体之间的

遗传分化指数达到了显著性差异。

洞头群岛与舟山群岛群体间的基因流最大,为 9.46,其次是嵊泗群岛与舟山群岛之间,长江口与嵊

泗群岛群体间的基因流最小, 为 2.19;舟山群岛群体与其他各个群体之间存在着较大的基因流动, 其

Nem值均在 4.85 ～ 9.46间变动。

表 4　不同群体间的遗传分化指数 (FST值 )和基因流 (Nem值 )

Tab.4　Geneticdifferentiationindexandgeneflowamongdifferentpopulations

种群 长江口 嵊泗群岛 舟山群岛 洞头群岛

长江口 — 2.19 4.85 3.88

嵊泗群岛 0.102 26＊＊ — 4.97 3.70

舟山群岛 0.049 00 0.047 91＊ — 9.46

洞头群岛 0.060 55＊ 0.063 32＊＊ 0.025 75 —

　　注:横线下方是 FST值,上方为 Nem估计值。种群间的基因流以 Nem来估算, Nem为每一世代种群间的个体迁移数。 ＊表示有显著

性差异 (P<0.05), ＊＊表示有极显著差异 (P<0.01)。

3　讨论

3.1　浙江近海三疣梭子蟹群体内的遗传多样性

遗传多样性主要是指物种内的不同群体之间以及同一群体内不同个体之间的遗传变异的总和。它

不仅是生物进化内在的源泉,同时也是生物多样性的重要组成部分,与物种的繁衍或濒危灭绝有着密切

1392期　　　　　　　　　　　刘　勇, 等:浙江近海三疣梭子蟹群体遗传结构的初步分析



的关系 。遗传多样性在一定程度上决定了物种的分布以及数量多样性
[ 24]
。从遗传学角度来看, 一个

物种遗传多样性水平的高低与其生存 、适应及进化能力是紧密关联的, 遗传多样性的降低可能导致物种

适应性和生活力的降低,并最终导致物种种质的衰退
[ 25]
。

从本实验结果看,浙江近海三疣梭子蟹 147个个体 mtDNA的 16SrRNA基因片段长度为 991bp,多

态性位点为 11个,在所研究的 4个群体中,嵊泗群岛群体的核苷酸多样性和单倍型多样性最高, 舟山群

岛群体其次,长江口群体的核苷酸多样性和单倍型多样性均最低, 表明三疣梭子蟹嵊泗群岛群体的遗传

多样性水平最高,舟山群岛群体其次,长江口群体的遗传多样性水平则相对较低 。除长江口群体之外的

其他 3个群体均有各自的单倍型,说明这些群体依然拥有各自的遗传多样性优势 。由于东海三疣梭子

蟹在 20世纪 60年代被大规模开发利用,捕捞压力过大, 造成野生资源的严重衰退, 可能导致长江口群

体的遗传多样性较低,也可能是附近地区盲目的人工养殖和引种造成的,而嵊泗群岛群体的遗传多样性

水平较高,可能是因为地理位置的得天独厚,距离其他群体较远, 养殖的群体多用野生蟹来做亲本的缘

故 。

3.2　浙江近海三疣梭子蟹群体间的遗传多样性

群体间的遗传分化指数 (FST)是用来判断群体间的遗传分化情况 。根据各群体间的遗传分化指数,

可以看出舟山群岛和洞头群岛群体之间的遗传分化指数较小,长江口与嵊泗群岛群体间的遗传分化指

数最大 。嵊泗群岛群体与其他群体都达到显著的遗传分化 (表 4) ,而嵊泗群岛群体离岸较远, 与其他群

体间的地理位置相对较远,出现显著分化,很可能是地理隔离造成的。

物种的群体结构是进化遗传学的重要部分,而产生进化的一个重要因素就是基因流
[ 26]
。基因流就

是基因在群体中的运动
[ 27]
。一些个体从一个群体迁移到另一个群体会把某些基因带到新的群体,从而

产生基因流动,基因流是影响群体内部和群体之间遗传分化的重要因素
[ 28]
。基因流会影响群体间的相

似性或特征,基因流越大, 群体间的相似性越大,它同时也增加了群体内部的遗传变化。从本研究结果

来看, 洞头群岛与舟山群岛群体间的基因流为最大,其次是舟山群岛与嵊泗群岛群体之间, 长江口与嵊

泗群岛群体间的基因流最小。舟山群岛与其他群体之间的基因流均大于 4,表明舟山群岛三疣梭子蟹

群体与其他群体之间基因流动较为频繁。

3.3　浙江近海三疣梭子蟹的保护

目前,三疣梭子蟹人工育苗和养殖的蓬勃发展以及苗种的南北大交流, 扰乱了原有的生态及遗传特

性,造成了三疣梭子蟹种质资源的混杂。因此,有计划地开发利用东海三疣梭子蟹资源是保持其进化潜

力和可持续利用的前提。

人工养殖三疣梭子蟹已在浙江近海广泛开展起来 。在选育过程中, 应选用遗传多样性水平比较高

的嵊泗群岛三疣梭子蟹群体作为养殖亲本, 提高三疣梭子蟹的环境适应性 、生长性能及繁殖性能。同

时,浙江近海每年都进行大量的三疣梭子蟹人工增殖放流,这必将对三疣梭子蟹资源的遗传结构产生影

响 。因此,在人工增殖放流前应对其遗传背景进行一定的调查, 避免盲目地增殖放流造成种质资源混

杂 。与此同时,我们还应该加大对野生三疣梭子蟹资源的保护力度, 监测和保护种质资源, 建立三疣梭

子蟹的保护区和原种场,降低三疣梭子蟹野生遗传资源的衰退速度, 防止种质退化和优良性状的丧失,

加强蟹苗规范化管理,真正实现对三疣梭子蟹资源的合理开发利用 。
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