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　　摘要：为探讨山东海域口虾蛄种群的遗传多样性，本研究对山东东营、烟台、长山岛、青岛、日照５个样地７２个样
本，通过线粒体ＣＯⅠ基因进行遗传多样性评价，共获得了７２条５８０ｂｐ的 ＤＮＡ序列，定义了３０个单元型，３１个变异
位点，分析得出单元型多样性为０．８７００，核苷酸多样性为０．００４０２４；种群间遗传距离在０．０００９～０．００３８之间。种
群内单元型间遗传距离分别为烟台（０．００４１）、青岛（０．００４２）、东营（０．００２７）和日照（０．００２９）。同时揭示烟台、青岛
的遗传多样性较高，而东营、日照遗传多样性则相对较低。系统发生树体现了山东海域种群单元型交错分布特性。歧

点分布和中性检验值揭示口虾蛄在历史上存在快速扩张的事实。
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　　山东海岸线跨越渤海与黄海，具有丰富的海洋生物资源，
海产品口虾蛄（Ｏｒａｔｏｓｑｕｉｌｌａｏｒａｔｏｒｉａ）别称皮皮虾、虾耙子等，
是口足目的优势种，属于节肢动物门（Ａｒｔｈｒｏｐｏｄａ）甲壳纲
（Ｃｒｕｓｔａｃｅａ）口足目（Ｓｔｏｍａｔｏｐｏｔａ）虾蛄科（Ｓｑｕｉｌｌｉｄａｅ）口虾蛄
属［１］。口虾蛄生活在水深不足６０ｍ的浅海海域［２］，因其味道

鲜美、营养丰富且具有较大的经济价值，是沿海重要的养殖渔

业种之一。近年来，随着沿海经济的快速增长，对口虾蛄的大

量捕捞而导致其野生资源迅速减少，这势必导致野生口虾蛄

群体遗传多样性的降低。加之工业污水、养殖废水的任意排

放导致生态环境日益破坏，严重影响了近海生态环境，破坏了

口虾蛄等海洋生物的生境［３］，目前亟需对海洋生物资源的遗

传状况进行科学评价。

线粒体ＤＮＡ具有结构简单、母系遗传、变异大、无组织特
异性特点，尤其编码线粒体细胞色素 Ｃ氧化酶基Ⅰ（ｃｙｔｏ
ｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ１，ＣＯⅠ）的基因被作为物种鉴别和遗
传水平评价的遗传标记，在海洋动物的分类、遗传多样性分析

和资源评价等领域应用广泛［４－６］，本研究通过线粒体 ＣＯⅠ
基因对山东海域的东营、烟台、青岛、长山岛及日照等５个样
地７２只口虾蛄的遗传多样性水平进行评价，为口虾蛄野生资
源的遗传状况和资源保护提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
本研究中所用的口虾蛄样本采集于山东海域的东营、烟

台、青岛、长山岛及日照５个地方（表１）。样本肌肉组织保存
于体积分数９５％的乙醇中备用。

表１　本研究用口虾蛄的样本情况

样地 代号 数量 时间

东营 ＤＹ １６ ２００９
烟台 ＹＴ ８ ２００９
青岛 ＱＤ ２０ ２００９
长山岛 ＣＳＤ ２０ ２０１０
日照 ＲＺ ８ ２０１１
合计 ７２

１．２　方法
１．２．１　材料预处理及基因组提取　用灭菌的剪刀取口虾蛄
背部肌肉置于１．５ｍＬ离心管内，加入１ｍＬ双蒸水脱乙醇，每
隔２ｈ换水１次，直到乙醇被彻底洗脱，然后用常规的酚－氯
仿法提取总基因组ＤＮＡ。
１．２．２　ＰＣＲ扩增及测序　ＰＣＲ反应在ＡＢＩ９７００ＰＣＲ扩增仪
上进行，用于ＣＯⅠ基因扩增的特异性引物为ＫＬＣＯＩ－１４９０：
５′－ＧＧＴＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ－３′和 ＫＬＣＯＩ－２１９８：
５′－ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ－３′。ＰＣＲ总体积
为３０μＬ，反应体系中含有３μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，２μＬｄＮＴＰｓ，１μＬ
ＤＮＡ模板，３μＬＭｇＣｌ２，上下游引物（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ及
０２μＬＴａｑ酶。加１８．８μＬｄｄＨ２Ｏ补足反应体系。ＰＣＲ反
应：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃
延伸６０ｓ，运行３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物
经０．５％琼脂糖凝胶电泳检测。经 ＰＣＲ产物胶回收试剂盒
（上海华舜）纯化后，用 ＡＢＩＰＲＩＳＭＢｉｇＤｙｅ测序反应试剂盒
（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）在ＡＢＩ３７３０全自动ＤＮＡ测序仪上完成序列
测定。

１．２．３　数据的统计分析　序列经 Ｄｎａｓｔａｒ软件进行拼接后，
结合人工校对，再使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对该序列进行 ＤＮＡ序
列对位排列［７］。获得的比对序列用 Ｍｅｇａ３．０软件分析序列
核苷酸的碱基组成和单元型，计算基于Ｋｉｍｕｒａ双参数的单元
型及种群遗传距离［８］。用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．０１软件计算种群内以
及种群间的核苷酸多样性水平、单元型多样性水平等［９］。

ＤｎａＳＰ４．１０和Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．０１软件分析不同种群间的遗传分

—４５２— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１期



化指数（Ｆｓｔ）、基因交流大小（Ｎｍ）及中性检验等
［１０］；Ｍｅｇａ和

ＭｒＢａｙｅｓ软件构建单元型的遗传进化系统树［８，１１］。

２　结果

２．１　ＣＯⅠ基因片段碱基组成及序列变异分析
通过基因组提取、ＰＣＲ扩增、纯化和测序，本研究分别测

得山东的东营、烟台、长山岛、青岛、日照５个区域共７２个样
本的ＣＯⅠ基因序列片段，经过对位排列和序列剪接后共存
在５８０位点（表２），在这些位点中，统计得到４种核苷酸碱基
含量的平均值分别为 Ａ＝２７．６％，Ｔ＝３７．１％，Ｇ＝１７．７％，

Ｃ＝１７．６％，其中 Ｔ的含量最高，Ｃ的含量最低，Ａ＋Ｔ
（６４．７％）明显高于Ｇ＋Ｃ（３５．３％）。在５８０位点中共定义了
３１个变异位点，且变异位点中转换与颠换的比值为３．１１３，可
见转换高于颠换。

２．２　种群的单元型分析
根据获得的山东海域口虾蛄７２条序列，统计分析共定义

了３０个单元型，分别命名为Ｈ１～Ｈ３０。在３０个单元型中，被
共享个体数最多的是 Ｈ４，被来自东营、烟台、青岛、长山岛及
日照种群共计２４个体共享，占据了个体总数的１／３。此外，
被共享单元型还有Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ５、Ｈ１５、Ｈ２０、Ｈ２６（表２）。

表２　口虾蛄单元型间的变异位点和样本数量

单元型

变异位点

００１１１１１１１１２２２２３３３３３４４４４４４４５５５５５
２９０１３４４７７８２６７９１３４６９０１３３４５８２４５６７
９５１３７０６６９８１０２６１２７０２７０１７９５２４８４３２

样本数量

（个）
样本编号

Ｈ１ ＡＴＴＣＴＡＣＡＴＡＧＧＡＴＴＴＧＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＣＣＴＣ ８ ＤＹ５－１、ＤＹ５－２、ＤＹ７－１、ＤＹ７－２、ＣＳＤ１３、ＱＤ１３、
ＱＤ１６、ＲＺ３

Ｈ２ ．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．．．．ＣＧ．Ａ．．．．．． ２ ＤＹ６－１、ＤＹ６－２
Ｈ３ ．．．．．．．．Ｃ．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．．．． ２ ＤＹ８－１、ＤＹ８－２

Ｈ４ ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．．．． ２４ ＤＹ９－１、ＤＹ９－２、ＤＹ１－１、ＤＹ１－２、ＤＹ１０－１、ＤＹ１０－
２、ＣＳＤ１７、ＣＳＤ９、ＣＳＤ６、ＣＳＤ３、ＣＳＤ１８、ＣＳＤ１５、ＣＳＤ１４、
ＣＳＤ１１、ＹＴ１、ＹＴ１８、ＱＤ２、ＱＤ７、ＱＤ８、ＱＤ１１、ＲＺ１、ＲＺ２、
ＲＺ６、ＲＺ７

Ｈ５ ．．．Ｔ．．．．．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．．．． ６ ＤＹ３－１、ＤＹ３－２、ＣＳＤ１、ＹＴ１０、ＱＤ１７、１０
Ｈ６ ．．．．．．．．．．．．．．．．．Ｔ．．．Ｃ．．．．．．．．． １ ＣＳＤ２０
Ｈ７ ．．．．．．．．．．．Ａ．Ｃ．．．．．．．Ｃ．．．．．．．．． １ ＣＳＤ１９
Ｈ８ ．．．．．．Ｔ．．．．Ｃ．．．．．．．．．ＣＧ．Ａ．．．．．． １ ＣＳＤ１６
Ｈ９ ．．．．．．．．．．Ａ．．．．．．．．．．Ｃ．．Ａ．．．．．． １ ＣＳＤ１０
Ｈ１０ Ｇ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．Ａ．．．．．． １ ＣＳＤ８
Ｈ１１ ．．．．．．．．．．．．ＧＣ．．．．．．ＡＣ．．．．．．．．． １ ＣＳＤ７
Ｈ１２ ．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．．．．．．．．．．．．．． １ ＣＳＤ５
Ｈ１３ ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．Ｔ．． １ ＣＳＤ１２
Ｈ１４ ．Ｃ．．．．．．．Ｇ．．．．．．．．．．．Ｃ．．Ａ．．．．．． １ ＣＳＤ４
Ｈ１５ ．．Ｃ．．．．．．．．．．．ＧＣ．．．．．Ｃ．．．．．．．Ｃ． ２ ＣＳＤ２、ＱＤ１
Ｈ１６ ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．Ａ．．．．．． １ ＹＴ２
Ｈ１７ ．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．．Ｃ．．Ａ．．．．．． １ ＹＴ４
Ｈ１８ ．Ｃ．．．．．．ＣＧ．．．．．．．．．．．Ｃ．．Ａ．．．．．． １ ＹＴ８
Ｈ１９ ．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．ＡＣ．．Ａ．．．．．． １ ＹＴ９
Ｈ２０ ．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．．Ｃ．．．．．．．．． ４ ＹＴ２０、ＱＤ１２、ＱＤ１９、ＲＺ８
Ｈ２１ ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．．．Ｔ １ ＱＤ６
Ｈ２２ ．．．．Ｃ．．．．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．．．． １ ＱＤ３
Ｈ２３ ．．．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．Ｃ．．．．．．Ｔ．． １ ＱＤ４
Ｈ２４ ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．Ｃ．．．．． １ ＱＤ５
Ｈ２５ ．Ｃ．．．．．．Ｃ．．．．．．．Ａ．．Ｃ．Ｃ．．．．．．．．． １ ＱＤ９
Ｈ２６ ．．．．．．．．．．．．．．．．．．Ｇ．．Ｃ．．．．．．．．． ２ ＱＤ１５、ＱＤ１４
Ｈ２７ ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．Ｃ．Ｔ．．．ＴＴ．． １ ＱＤ１８
Ｈ２８ ．．．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．Ｃ．．．．．．．．． １ ＱＤ２０
Ｈ２９ ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．Ａ．Ｇ．．．． １ ＲＺ４
Ｈ３０ ．．．．．Ｇ．Ｇ．．．．．．．．．．．．．Ｃ．．．．．．．．． １ ＲＺ５

　　在遗传多样性分析中，５个种群中单元型多样性（表３）
最高的是烟台种群（０．９６４２９），远超平均单元型多样性水平，
其次青岛的单元型多样性水平（０．９４７３７）也远高于平均水
平，但是长山岛（０．８５２６３）、东营（０．８００００）、日照（０．７８５７１）却
远远低于平均单元型多样性水平，且日照的单元型多样性水

平最低。核苷酸多样性水平方面，东营和日照较低，分别为

０．００２７０和０．００２８９，而烟台（０．００４０６）、青岛（０．００４１７）、
长山岛（０．００４３０）的核苷酸多样性都远超平均值。
２．３　种群间的遗传距离及系统树

本研究通过双参数模式计算了种群间的遗传距离（表

４），根据所获得的结果可以看出，种群间的遗传距离在
０．０００９～０．００３８之间，而遗传距离最小的种群则是青岛和
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表３　口虾蛄５个种群的遗传多样性指数

种群
样本数量

（个）

单元型数

（个）

单元型多

样性指数

核苷酸多

样性指数

变异位点数

（个）

东营 １６ ５ ０．８００００ ０．００２７０ ６
烟台 ８ ７ ０．９６４２９ ０．００４０６ ７
青岛 ２０ １３ ０．９４７３７ ０．００４１７ １８
长山岛 ２０ １３ ０．８５２６３ ０．００４３０ １９
日照 ８ ５ ０．７８５７１ ０．００２８９ ６

长山岛之间（０．０００９），遗传距离最大的是东营和烟台种群之
间（０．００３８）。５个种群内部单元型之间的遗传距离从大到
小依次为长山岛（０．００４３）、青岛（０．００４２）、烟台（０．００４１）、
日照（０．００２９）、东营（０．００２７）（表４）。基于３０个单元型构
建的系统发生数将所有单元型分为３个大支，而５个种群没
有明显以地理分布而聚集成５个簇，而是互相交错分布，未形
成显著的种群遗传结构（图１）。

表４　口虾蛄５个种群间的遗传距离

种群
遗传距离

东营 烟台 青岛 长山岛 日照

东营 ０．００２７
烟台 ０．００３８ ０．００４１
青岛 ０．００３５ ０．００１３ ０．００４２
长山岛 ０．００３５ ０．００１３ ０．０００９ ０．００４３
日照 ０．００２７ ０．００１３ ０．００３６ ０．００３６ ０．００２９

　　根据 Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．０１软件对山东海域口虾蛄的歧点分布
和中性检验进行分析，结果显示，５个种群歧点分布均呈单峰
结构，中性检验 ＦｕｓＦｓ值和 ＴａｊｉｍａｓＤ值为，日照 ＦｕｓＦｓ：
－１．５４３，ＴａｊｉｍａｓＤ：－１．２８０１１；青岛 ＦｕｓＦｓ：－８．２５５，
ＴａｊｉｍａＤ：－１．９７０８５；长山岛 ＦｕｓＦｓ：－８．０２２，ＴａｊｉｍａｓＤ：
－２．０２０１６；东营ＦｕｓＦｓ：－０．３０４，ＴａｊｉｍａｓＤ：－０．４５７２１；烟

台ＦｕｓＦｓ：－３．９９０，ＴａｊｉｍａｓＤ：－０．６０３８６。

３　结论

在本研究测得口虾蛄线粒体ＣＯⅠ基因片段中，Ａ＋Ｔ的
百分含量远大于Ｇ＋Ｃ的平均含量，变异位点中含有转换与
颠换的比值为３．１１３，转换明显大于颠换，所有数据与甲壳动
物的线粒体组成特征吻合［１２］。种群遗传多样性对其环境适

应力有很大的影响，遗传多样性的降低直接导致了其对环境

适应力的降低，通过对山东海域口虾蛄遗传多样性进行初步

研究，分析得出单元型多样性为 ０．８７００，核苷酸多样性为
０．００４０２４；种群间遗传距离在 ０．０００９～０．００３８之间。烟
台、青岛的遗传多样性较高，而东营、日照遗传多样性则相对

较低。种群内单元型间遗传距离分别为烟台（０．００４１）、青岛
（０．００４２）、东营（０．００２７）和日照（０．００２９）。构建的系统发
生数中５个种群没有明显以地理分布而单独聚集，未形成显
著的种群遗传结构，歧点分布和中性检验值揭示口虾蛄在历

史上存在快速扩张的事实。
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