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? 个地理群体仿刺参 AI5**6序列的变异及系统发生分析
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摘要! 为研究中国大连&-4'"朝鲜罗津&Y%'和俄罗斯海参崴&$.'/ 个仿刺参群体的遗传结

构!实验采用 6-$扩增和测序技术!对 / 个群体共计 94 头仿刺参的线粒体 470//2 序列进行了

分析# 结果显示!470//2 序列长度为 119 <178 L2!平均 &?E含量&8:12Q'显著高于 8?-

含量$共检测到 44: 个变异位点!多态位点比例为 21121Q!其中简约信息位点为 8/ 个!共有

13 种基因型!群体共享基因型 9 个# 遗传多样性参数分析显示!/ 个群体均显示出较丰富的遗

传多样性$分子方差 &&X".&'分析表明!/ 个群体间遗传分化较弱或只有中度分化!且

:/131Q的变异来自群体内# -4群体与 $.群体之间遗传距离最远!为 31312!Y%群体与 $.

群体之间遗传距离最近!为 313/9 1# 将本研究所得序列结合 8HAO:AP 中青岛&V4'和威海

&R+'仿刺参的 470//2 序列构建系统发育树!V4与 R+仿刺参首先聚为一小支!然后与 -4

群体聚为一大支!Y%群体与 $.群体聚为独立一支!这一聚类方式符合地理隔离模式#

关键词! 仿刺参$ 470//2 序列$ 遗传多样性$ 遗传分化

中图分类号! V908$ *:701:55555555 文献标志码%&

55仿刺参*!/#,$&03#/+,M(/#'&0+,#*H0HAP:$+又

名刺参"广泛分布于太平洋西部的中国&俄罗斯&

韩国与日本沿海"在我国主要分布于辽宁&山东&

河北等北方沿海
*4+

' 由于其具有较高的营养和

药用价值"市场需求量大"自然资源无法满足市场

需求' 尽管人工养殖技术显著提高了仿刺参产

量"但长期近亲繁殖导致养殖个体出现生长缓慢

等问题"影响了仿刺参养殖业的持续健康发

展
*2+

' 为保持仿刺参产业的持续发展"开展仿刺

参种群遗传多样性评价"是进行种质资源管理和

对养殖种类进行遗传改良的基础' 近年来"国内

外一些学者已应用同工酶
*/+

&)**$

*1+

&微卫星
*8+

等技术分析了不同群体仿刺参的遗传多样性'

线粒体 4%&#9;C/@K/AM3;:04%&"9C4%&$

是细胞核外具有自主复制&转录和翻译能力的遗

传因子"与核 4%&相比"具有分子小&结构简单&

演化速度快和母系遗传等优点' 9C4%&中的 47

0//2 区"为非编码区"受到的选择压力小"积累了

较多的突变"如碱基的替换&插入&缺失"以及众多

的串联重复序列等
*7+

' 因此"470//2 序列常被作

为有效的分子遗传标记"在水产动物的群体遗传

学研究中得到了广泛应用
*9 60+

' 本实验利用 47

0//2 序列的多态性对 / 个不同地理群体仿刺参的

遗传结构进行了分析"以期从线粒体水平上了解

仿刺参资源的遗传背景"为仿刺参遗传改良和种

质资源评价与管理提供理论参考'

45材料与方法

!"!#实验材料

野生仿刺参样品分别采自中国大连 #-4$&

朝鲜罗津#Y%$&俄罗斯海参崴#$.$ #图 4$' 基

于 470//2 标记的样本量为每个群体 2/ <21 头个

体 #表 4 $' 此外"从 8HAO:AP 中下载了青岛

#V4"!DM(/#'&0+," (!:3772/ $ 和威海 # R+" !D

M(/#'&0+,",#2:14:1$仿刺参线粒体序列用于聚

类分析'
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图 !#仿刺参样品分布示意图

带有
%

的位点为本研究采样位点

=.9"!#:*;&5.,@ *3234'$#5-"*+8&465./9

*:920;AB >;CH>;A CK;>>CIM= JH3H9:PHM J;CK

%

表 !#仿刺参 ? 个群体 AI5**6序列的遗传多样性参数

%&'"!#(1/1,.;0.<1)8.,@ 6&)&41,1)8*3AI5**6

81U71/;18./? 6*675&,.*/8*3234'$#5-"*+

群体

2/2I0:C;/A>

样本量

I

单倍型

多态性

F

8

平均核苷酸

差异数

?

核苷酸

多样性指数

7

&

-4 21 31:07 481072 313/9 :8

Y% 2/ 31:82 48114: 313/7 0:

$. 21 31:49 4/10/9 313// 43

总计 C/C:0 94 31:98 481910 313/9 79

!"$#基因组 ARB的提取

取活 体 仿 刺 参 的 管 足 7 <9 根" 采 用

E)&%:92 X:3;AH&A;9:0>4%&Y;C#北京天根$试

剂盒"按试剂盒推荐方法提取仿刺参基因组总

4%&"4Q琼脂糖凝胶电泳检测"稀释至 83 AB5

!

'

后作为 6-$模板'

!"?#AI5**6区 EDF扩增和序列测定

从 8HAO:AP 下 载 仿 刺 参 # !DM(/#'&0+,"

,#2:14:1$线粒体基因全长序列"设计 470//2 区

6-$扩增引物! 470//27(! 8[7-&&8---E&&&7

---&&8E7/[和 470//27$!8[7&EE---E&8&E87

E&&8EE-87/["目的片段大小为 773 L2' 6-$体

系为 83

!

'"含有模板 4%&约 433 AB&4

!

'上&

下游引物 #28

!

9/05'$&8

!

'43 BOI??H3&1

!

'

XB

2 ?

#28 99/05'$&1

!

'M%E6#218 99/05'$&8

#5

!

'的 G(H 酶#E:Y:$:$317

!

'"补充去离子水

至 83

!

'' 6-$反应条件为!:1 F预变性 8 9;A%

:1 F变性 13 >&80 F退火 13 >&92 F延伸 83 >"/8

个循环%最后 92 F彻底延伸 43 9;A' 4Q的琼脂

糖凝胶电泳检测验证条带大小后"6-$产物送上

海英潍捷基生物技术有限公司进行纯化和测序'

!"L#数据处理

利用 4%&*C:3中的 ,M;C*HZ 软件结合测序峰

图进行序列校正和编辑"将拼接好的序列进行

O0:>CA 同源性检测"确定序列的边界及长度"

-0I>C:0T410/ 软件进行多重比对分析' 用 4A:*2

813 软件计算各个群体的单倍型"单倍型多态性"

平均核苷酸差异数"核苷酸多样性指数' 采用

&30HZI;A /18 软 件
*:+

进 行 分 子 方 差 分 析

#&X".&$' 用 X,8& 113 软件
*43+

进行核苷酸

组成分析"统计变异位点数&转换5颠换"采用

Y;C9I3:双参数模型计算各单倍型及群体间遗传

距离"并用邻接法#%H;BKL/I37!/;A;AB"%!$构建系

统树'

25结果

$"!#AI5**6区序列特征分析

对得到的序列进行 O0:>CA 比对分析"去除序

列两端的 C$%&

CK3

和 C$%&

23/

序列"得到的 470//2

区全长为 119 <178 L2"序列平均长度为 18912

L2"序列长度存在多态性' X,8& 113 软件分析

显示"该序列的 &&E&-和 8碱基平均含量分别

为 2112Q&/813Q&2911Q和 4/11Q"&?E含量

#8:12Q$显著高于 8?-#1310Q$含量' 在 1:4

个比对位点中"共检测到 44: 个变异位点"包括

8/ 个简约信息位点"变异位点比例为21121Q"其

中转换5颠换为 1142' 94 条序列中共检测到 13

种单倍型"种群共享单倍型 9 个"单倍型简约信息

位点及在群体中的分布见表 2' 利用 4A:*2 813

计算群体遗传多样性参数#表 4$"-4群体单倍型

多态性&平均核苷酸差异数和核苷酸多样性指数

最高"其次为 Y%群体"$.群体最低'

$"$#群体遗传变异分析

利用 &30HZI;A /18 软件进行 &X".&分析"估

算 / 个群体间的遗传变异结构及变异来源#表 /$'

&X".&分析结果表明"群体间的分子变异显著

#N

*E

>3137: 7/"7=3138$"种群间的变异占总变

异的 71:7Q"群体内部变异为 :/131Q' / 个仿刺

参群体的遗传分化系数最高为 -4群体与 $.群

体 # 314/1 97 $"其 次 为 Y% 群 体 与 $. 群 体

#313/2 33$"-4群体与 Y%群体之间的遗传分化

系数最低#3132: :4$#表 1$'

$"?#群体间遗传距离与聚类分析

利用 X,8& 113 软件计算单倍型及群体之

:91
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间的遗传距离"13 个单倍型之间的遗传距离为

31332 1 <31423 9"平均遗传距离为 313/: 7%/ 个群

体之间遗传距离为 313/9 1 <31312"Y%群体与

$.群体之间遗传距离最小"-4群体与 $.群体

之间的遗传距离最大#表 1$'

表 $#AI5**6序列简约信息位点及各单倍型在群体中的分布

%&'"$#AI5**681U71/;186&)8.4*/@I./3*)4&,.<18.,18&/0-&65*,@610.8,).'7,.*/./6*675&,.*/

5 5 采用 X,8& 113 软件中的 %!法"结合

8HAO:AP 中青岛与威海仿刺参全线粒体序列中的

470//2 序列构建群体之间的聚类树#图 2$"威海

与青岛仿刺参关系最近"首先聚为一小支"然后与

-4群体聚在一起"Y%群体与 $.群体关系较

近"聚为独立一支'

表 ?#仿刺参群体遗传变异的分子方差分析%BQVWB&

%&'"?#BQVWB&/&5@8.8*391/1,.;<&).&,.*/./6*675&,.*/8*3234'$#5-"*+

变异来源

>/I3@H/?D:3;:C;/A

自由度

ME

平方和

>I9 /?>ZI:3H>

遗传变异元素

D:3;:A@H@/92/AHAC>

占总变异的百分比5Q

2H3@HAC:BH/?D:3;:C;/A

群体间 :9/AB 2/2I0:C;/A 2 9/12/1 31:0: 33 .: 71:7

群体内 J;CK;A 2/2I0:C;/A 70 0:017/: 4/1248 2: .L :/131

总计 C/C:0 93 :94109/ 411231 20

301
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图 $#基于 AI5**6序列遗传距离构建的 RH 树

=.9"$#RH ,)113)*4 91/1,.;0.8,&/;1'&810*/

AI5**681U71/;18

表 L#群体间的相对遗传距离%右上&和

遗传分化系数%左下&

%&'"L#(1/1,.;0.8,&/;1*31&;-6*675&,.*/%7661)).9-,&

&/06

X%

&4*/9 6*675&,.*/8%5*+1)513,&

群体

2/2I0:C;/A>

中国大连

-4

朝鲜罗津

Y%

俄罗斯海参崴

$.

-4 31314 3 31312 3

Y% 3132: :4 313/9 1

$. 314/1 97 313/2 33

/5讨论

?"!#AI5**6序列特征分析

遗传多样性为物种的适应能力&生存能力和

进化潜力提供潜在的遗传基础和储备
*44+

' 47

0//2 序列属于线粒体上非编码区"没有自然选择

压力"具较大的变异"有研究表明"线粒体 470//2

区的进化速率是其他区段的 8 倍"是研究种群遗

传多样性的有效分子标记
*42+

'

本实验分析了 / 个仿刺参群体的线粒体 47

0//2 序列"共检出 44: 个变异位点"占比对位点的

21121Q"变异程度远比仿刺参 -1

"

基因检测到

的 20 个变异位点#812Q$的结果高
*4/+

"因此认为

470//2 序列更适合作为仿刺参种内遗传分析的

标记' 碱基组成分析表明"平均 & ?E含量

#8:12Q$明显高于 8?-含量#1310Q$"表现出

&E偏好性' 这与在仿刺参
*41 648+

&海胆
*47+

等线粒

体基因中观察到的结果一致'

?"$#遗传多样性分析

采用 9C4%&研究物种遗传多样性时"核苷

酸多样性指数 #7

&

$和单倍型间的平均遗传距离

#7$是衡量群体遗传多样性的 2 个重要指标' 7

&

值比平均遗传距离更可靠"主要是因为 7

&

值考虑

了各种单倍型在群体中的比例
*49+

' 本研究中"仿

刺参 470//2 序列核苷酸多样指数 #313/9 79$比

小黄鱼#L()&4&03$3./#%.(0$&,$ #31342 //$

*40+

&波

纹唇鱼#-32&%&'+,+'8+%($+,$ #31337 37$

*4:+

核苷

酸多样性指数都高%另外"本研究中的仿刺参单倍

型多态性#31:98$也处于较高水平"说明仿刺参 /

个群体有较高的遗传多样性"种质资源较丰富'

?"?#群体遗传分化和系统发育分析

群体遗传学研究认为"N

*E

值可以表示群体间

的分化程度"一般 N

*E

值在 3133 <3138 之间表示分

化较弱"在 3128 以上表示遗传分化极大
*23+

' 从表

1 可见"Y%群体与 $.群体#N

*E

>313/2 33$&-4

群体与 Y%群体之间分化较弱#N

*E

>3132: :4$"

-4群 体 与 $. 群 体 之 间 中 度 分 化 # N

*E

>

314/1 97$' 有研究者提出鱼类在属&种和种群三

级水平上的遗传距离分别是 31:&31/ 及 3138 的

分类依据
*24+

' 本结果表明"/ 个群体间的遗传距

离为 313/9 1 <31312 3"说明 / 个群体间的遗传

分化还未达到种群的分化标准'

某些鱼类的群体行为及固定产卵地点是鱼类

形成固定种群的主要原因"而在藤壶&海胆以及扇

贝的研究中没有发现固定种群形成的现象
*22+

"形

成这一现象的主要原因是海洋无脊椎动物在幼虫

时期长时间处于浮游状态"种群之间形成显著的

基因流"造成地理距离较远的不同地理种群之间

遗传分化较弱
*2/+

' Y;9等
*22+

利用微卫星技术对

韩国沿海 8 个不同刺参地理群体进行遗传分析

#N

*E

>31338 <31374$"群体间遗传分化较弱或只

有中度分化' 本研究得到的序列结合 8HAO:AP

中威海与青岛仿刺参 470//2 序列构建 %!分子进

化树发现"青岛与威海仿刺参聚为一小支后再与

-4群体聚在一起"$.与 Y%群体聚为独立一

支"这一聚类方式与仿刺参地理分布一致' 233:

年 -K:AB 等
*21+

采用微卫星技术研究的 8 个地理

群体仿刺参中包括 -4群体和 $.群体"#68X&

树显示"-4群体与 $.群体分别位于两大支"与

本实验结果一致'

综上所述"本实验中的 / 个仿刺参群体均具

有较高的遗传多样性"群体间遗传分化较弱或只

有中度遗传分化"其中 $.群体与 -4群体之间

亲缘关系较远' 杂种优势理论认为"杂交亲本间

遗传距离越远"杂交优势就越明显'
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