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摘要：采用ＩＳＳＲ技术对拟穴青蟹 （Ｓｃｙｌｌａ　ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ）３个地理群体：福建群体（ＦＪ）、广西防城港群体（ＦＣ）

和北海群体（ＢＨ）的遗传多样性进行检测。用１０对ＩＳＳＲ引物对９０个个体进行ＰＣＲ扩增，用ＰＯＰＧＥＮＥ３２计

算遗传参数，并用ＡＲＬＥＱＵＩＮ软件进行ＡＭＯＶＡ分子变异分析。结果共检测到６３个位点，多态位点数为５６。

福建、防城港和北海群体Ｎｅｉ＇ｓ基因多样性指数 （Ｈｅ）分别为０．２６７０、０．１８１９和０．２２５７，Ｓｈａｎｎｏｎ＇ｓ信息指数 （Ｉ）

分别为０．３９４５、０．２７０８和０．３３７１，遗传多样性水平从高到低依次为ＦＪ＞ＦＣ＞ＢＨ。Ｈｅ和Ｉ在群体水平上分别为

０．２２４８和０．３３４１，在物种水平上分别为０．３１８６和０．４３３７。拟穴青触３２．３４％的变异发生在群体间，６７．６６％的

变异发生在群体内，３个群体间的遗传分化系数为０．１５４２，产生了一定的遗传分化。
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拟穴青蟹野生资源呈现衰退迹象。多年来科研工作
者致力于拟穴青蟹的繁育及人工养殖研究［２，３］，而对
我国东南沿海拟穴青蟹的种群遗传学背景的研究较

少。本文利用ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｐｅａｔ）技
术，对福建和广西拟穴青蟹群体的遗传多样性进行分
析，以揭示其遗传结构、遗传多样性水平及其差异，为
拟穴青蟹的种质资源评价和保护策略的制定及其养

殖、育种等提供理论指导。

１　材料与方法

１．１　材料

　　实验用拟穴青蟹采集于福建漳州东山湾、广西防
城港红树林区和北海红树林区，分别命名为福建群体
（ＦＪ）、防城港群体（ＦＣ）和北海群体（ＢＨ）。每群体取
样３０个，取螯足肌肉，－２０℃保存备用。

１．２　基因组ＤＮＡ的提取

　　采用常规的ＳＤＳ／蛋白酶 Ｋ裂解、酚／氯仿法提
取基因组ＤＮＡ，空气晾干，用适量无菌双蒸水溶解。
以１．０％琼脂糖凝胶电泳（缓冲液为０．５×ＴＢＥ）检测
其质量，使用Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司的Ｂｉｏ　Ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ核
酸检测仪检测基因组ＤＮＡ溶液的浓度与纯度，并用
灭菌水将其稀释至５０ｎｇ／μｌ，－２０℃保存备用。

１．３　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增及产物检测

　　于上海生工生物工程技术服务有限公司合成由
加拿大Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｃｏｌｕｍｂｉａ大学公布的１００套ＩＳＳＲ引
物（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｍｉｃｈａｅｌｓｍｉｔｈ．Ｕｂｃ．Ｃａ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／

ＮＡＰＳ／Ｐｒｉｍｅ－Ｓｅｔｓ／Ｐｒｉｍｅｒｓ）。通过改变退火温度、
镁离子浓度和ＤＮＡ模板浓度等优化ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反
应条件，最终选取扩增产物稳定、多态性高且清晰的

１０条引物用于本实验扩增。

　　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增反应体系：１２．５μｌ反应体系中含
有 Ｍｇ２＋ ２．５ ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰ　０．２ ｍｍｏｌ／Ｌ、引物

０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶０．５Ｕ、模板ＤＮＡ　５０ｎｇ。ＰＣＲ
反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，５２℃退
火４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，４０个循环后，７２℃延伸ｌ０ｍｉｎ。
实验所用 ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰ及Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶等试剂
由上海申能博彩生物技术有限公司提供。

　　扩增产物的检测：以用ＥＢ染色的１．５％琼脂糖
凝胶电泳分离，１００Ｖ电压，电泳２ｈ，用自动凝胶成像
仪（Ａｌｐｈａ　ｉｎｎｏｔｅｃｈ，ＵＳＡ）观察、拍照并存储图像。

１．４　数据统计与分析

　　由相同引物扩增的、电泳迁移率一致的条带被认
为具有同源性。将ＩＳＳＲ电泳图谱按照凝胶同一位
置上ＤＮＡ条带的有无进行人工读带，有条带的记为
“１”，无条带以及条带模糊的记为“０”，获得０、１原始

数据矩阵。利用ＰＯＰＧＥＮＥ３２计算拟穴青蟹不同地
理群体间和群体内的遗传参数，包括多态位点百分率
（Ｐ）、有效等位基因数（Ｎｅ）、Ｎｅｉ＇ｓ基因多样性指数
（Ｈｅ）、Ｓｈａｎｎｏｎ＇ｓ信息指数（Ｉ）、居群间的遗传分化
系数（Ｇｓｔ）、基因流（Ｎｍ ）和遗传距离（Ｄ）。 利用

ＡＲＬＥＱＵＩＮ（Ｖ２．０）软件对群体间和群体内的遗传
变异进行 ＡＭＯＶＡ分子变异分析（ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｏ－
ｌｅｃｕｌａｒ　ｖａｒｉａｎｃｅ）。

２　结果与分析

２．１　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增

　　本实验利用筛选出的１０条多态性好、扩增条带
稳定的ＩＳＳＲ引物，对拟穴青蟹３个地理群体共９０
个个体进行ＰＣＲ扩增。结果共得到６３个位点，多态
位点数为５６，平均多态位点百分率达８８．９％（表１）。
由电泳图谱可见，所扩增条带大小为１００～１０００ｂｐ，
主要集中在２５０～７００ｂｐ（图１）。
表１　１０条引物对拟穴青蟹扩增结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　Ｓｃｙｌｌａ　ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ　ｗｉｔｈ　１０

ＩＳＳＲ　ｐｒｉｍｅｒｓ

引物
编号
Ｐｒｉｍｅｒ
ｃｏｄｅ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增位
点数
Ｎｏ．ｏｆ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｌｏｃｉ

多态位
点数
Ｎｏ．ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏ－
ｒｐｈｉｃ　ｌｏｃｉ

Ｐ（％）

８２５ （ＡＣ）８Ｔ　 ８　 ７　 ８７．５
８３５ （ＡＧ）８ＹＡ　 ５　 ４　 ８０．０
８３６ （ＣＴ）８ＲＧ　 ６　 ６　 １００．０
８４５ （ＣＡ）８ＲＣ　 ５　 ４　 ８０．０
８４７ （ＣＡ）８ＲＣ　 ６　 ５　 ８３．３
８５０ （ＧＴ）８ＹＣ　 ６　 ５　 ８３．３
８５４ （ＴＣ）８ＲＧ　 ６　 ４　 ６６．７
８５５ （ＡＣ）８ＹＴ　 ６　 ３　 ５０．０

８７６
（ＧＡＴＡ）２ （ＧＡ－
ＣＡ）２ ６　 ５　 ８３．３

８８１ （ＧＧＧＴＧ）３ ９　 ６　 ６６．７

　　图１　引物８７６对拟穴青蟹北海群体中２０个个体的ＩＳ－
ＳＲ扩增结果

　　Ｆｉｇ．１　ＩＳＳＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒ　８７６ｉｎ　ｔｈｅ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓ．ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎｆｒｏｍ　Ｂｅｉｈａｉ

　　Ｍ：１００ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ　Ｐｌｕｓ　Ｍａｒｋｅｒ；１～２０：个体序号。

　　Ｍ：１００ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ　Ｐｌｕｓ　Ｍａｒｋｅｒ；１～２０：Ｔｈｅ　ｉｎｄｉｖｉｄ－
ｕａｌｓ　ｏｆ　Ｓ．ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ．
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２．２　拟穴青蟹群体的遗传多样性

　　结果显示，３个地理群体遗传多样性差异较显
著，其中福建群体遗传多样性最高，防城港群体次之，
北海群体最低；Ｈｅ和Ｉ在群体水平上分别为０．２２４８
和０．３３４１，在物种水平上分别为０．３１８６和０．４３３７
（表２）。说明拟穴青蟹群体具有较高的遗传多样性
水平，物种水平的遗传多样性高于群体水平。
表２　拟穴青蟹３个地理群体的遗传多样性

Ｔａｂｌｅ　２Ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｔｈｒｅｅ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ｐａｒａ－
ｍａｍｏｓａｉｎ

群体
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

Ｐ（％） Ｎｅ　 Ｈｅ　 Ｉ

ＦＪ　 ６９．８４ １．４６０５±
０．３７０５

０．２６７０±
０．１９６４

０．３９４５±
０．２７９３

ＦＣ　 ６３．４９ １．３９０２±
０．３６４６

０．２２５７±
０．１９９８

０．３３７１±
０．２８４９

ＢＨ　 ４９．２１ １．３８５１±
０．３７０４

０．１８１９±
０．２００６

０．２７０８±
０．２９０４

平均
Ｍｅａｎ ６０．８５　 １．４１１９　 ０．２２４８　 ０．３３４１

物种水平
Ａｔ　ｓｐｅｃｉｅｓ
ｌｅｖｅｌ

８８．８９ １．５５６５±
０．３６１６

０．３１８６±
０．１７３０

０．４７３７±
０．２２９０

２．３　拟穴青蟹群体间的遗传结构

　　由ＰＯＰＧＥＮＥ３２计算出３个群体间总的遗传分
化系数为０．１５４２，说明３个群体间产生了一定程度
的遗传分化。利用 ＡＭＯＶＡ 分析得出，拟穴青蟹

３２．３４％的变异发生在群体间，６７．６６％的变异发生在
群体内（表３），群体内遗传变异大于群体间。３个群
体间的遗传距离与遗传相似系数见表４，由遗传分化
系数估算的基因流［Ｎｍ ＝０．５（１－Ｇｓｔ）／Ｇｓｔ］为

２．７４２５。
表３　拟穴青蟹群体的分子方差分析

Ｔａｂｌｅ　３　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｆｏｒ　Ｓ．ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ　ｏｆ
ｖａｒａｉａｔｉｏｎ

自由度
ｄ．ｆ．

离差
平方和
ＳＳＤ

变异成分
Ｖａｒｉａｎｃｅ
ｃｏｍｐｏ－
ｎｅｎｔｓ

变异百分率
Ｔｈｅ　ｐｅｒｃｅｎｔ－
ａｇｅ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ
（％）

群体间
Ａｍｏｎｇ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

２　 １９１．８６６７　 ２．９８９２　 ３２．３４

群体内
Ｗｉｔｈｉｎ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

８７　 ５４４．１６６７　 ６．５４７８　 ６７．６６

表４　拟穴青蟹３个地理群体间遗传距离和遗传相似系数

Ｔａｂｌｅ　４　Ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ａｎｄ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｍａ－
ｔｒｉｘ　ａｍｏｎｇ　３ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ

群体
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ＢＨ　 ＦＣ　 ＦＪ

ＢＨ　 ０．９１２０　 ０．８５２２
ＦＣ　 ０．０９２１　 ０．８７００
ＦＪ　 ０．１５０４　 ０．１３４４

　　根据３个群体间的遗传距离和遗传相似系数，用

ＵＰＧＭＡ法构建聚类图（图２），发现北海群体与防城

港群体首先聚在一起，然后与福建群体聚在一起。

图２　拟穴青蟹３个地理群体的ＵＰＧＭＡ聚类图
　　Ｆｉｇ．２　ＵＰＧＭＡ　ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ａｍｏｎｇ　ｔｈｅ　ｔｈｒｅｅ　ｇｅｏｇｒｐｈｉｃ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ

３　讨论

３．１　ＩＳＳＲ检测拟穴青蟹遗传多样性的可行性

　　ＩＳＳＲ是近年来在微卫星技术上发展起来的一种
新型标记技术。它具有模板ＤＮＡ用量少、多态性丰
富、稳定性好等特点，可以快速、高效和灵敏地检测出
大样本基因组ＤＮＡ的多态性，在种群遗传学、种质
资源、分类学与种系发生学等方面已经得到广泛的应
用［４～６］。ＩＳＳＲ技术已经被用于研究虾蟹等海洋经济
动物［７，８］。本研究的结果显示，用ＩＳＳＲ标记的拟穴
青蟹群体遗传结构呈现的多态性较高，可以将ＩＳＳＲ
标记用于拟穴青蟹种群遗传学研究。

３．２　拟穴青蟹的遗传多样性

　　本研究发现拟穴青蟹在物种水平上的多态位点
百分率达８８．８９％，高于用ＲＡＰＤ标记的青蟹属的其
它３个种（Ｓ．ｔｒａｎｑｕｅｂａｒｉｃａ，Ｓ．ｏｌｉｖａｃｅａ，Ｓ．ｓｅｒｒａｔａ）
的多态位点百分率（４７．９２％～７７．５９％）［９］。原因是

ＩＳＳＲ标记比ＲＡＰＤ呈现更高的多态性，而且拟穴青
蟹的遗传多样性水平高于其它３种青蟹，可能与拟穴
青蟹是青蟹属中的最优势种有关［１］。本研究得出的
拟穴青蟹多态位点百分率也高于中国大陆７水系绒
鳌蟹种群的多态位点百分率（６６．３％）［８］和三疣梭子
蟹的多态位点百分率（８２．２％）［１０］。Ｈｅ和Ｉ在拟穴青
蟹群体水平上分别为０．２２４８和０．３３４１，显示拟穴青
蟹的遗传多样性水平较高。路心平等［１１］利用ＣＯⅠ
标记分析了中国东南沿海拟穴青蟹种群遗传结构，也
发现其遗传多样性水平属于中等偏高。

　　拟穴青蟹自然群体的遗传多样性比较高，这为其
遗传选育提供了丰富的物质基础。而遗传多样性降
低会导致其适应能力降低、有害隐性基因表达增加以
及经济性状衰退，最终导致物种退化。Ｌｉｎｇ等［１２］采
用ＲＡＰＤ和ＡＦＬＰ标记显示，养殖的拟穴青蟹群体
的遗传多样性低于野生群体，且当前野生拟穴青蟹资
源越来越少，在这种情况下实施保护和选育是非常必
要的。

３．３　拟穴青蟹地理群体间的遗传分化

　　遗传分化系数是群体间遗传分化程度的一个重

８７３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．１８Ｎｏ．４，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２０１１



要参数［１３］。本研究得出拟穴青蟹３个群体的总的遗
传分化系数为０．１５４２，变异主要来自群体内（占

６７．６６％）。Ｖ　Ｃ利用ＳＳＲ标记印度—西太平洋拟穴
青蟹，也发现其群体分化较低，主要的变异来自群体
内［１４］。本研究中北海、防城港与福建群体间的遗传
距离分别为０．１５０４、０．１３４４，表明福建群体与广西两
个群体的产生了一定的分化。路心平等［１１］研究也发
现广西北海种群与其它地理种群的遗传分化显著。
可能是因为广西群体地处北部湾海域，与福建海域相
比较，处于一个较封闭的环境，北部湾的拟穴青蟹与
其它海域的种群个体基因交流较少，出现一定程度的
群体遗传分化。

　　分子标记可以直接反映某物种基因组中广泛发
生的遗传变异，是研究种群遗传多样性的有力手段。
本研究的样本取样地点较少，应多采集沿海各地理群
体的拟穴青蟹，结合其它分子标记技术和形态学特征
等进行分析，以便更全面、客观的反映我国东南沿海
拟穴青蟹的遗传结构。同时应加强对拟穴青蟹遗传
多样性的监测和评估，通过选择育种防止种质退化和
优良性状的丧失，保证其优良种质得以可持续利用和
健康发展。
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