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方斑东风螺 3个选育世代遗传多样性和遗传结构的微卫星分析 

梁  园1, 3, 付敬强2, 3, 沈铭辉4, 骆  轩1, 3, 游伟伟1, 3, 柯才焕1, 3 
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门大学 福建省海洋经济生物遗传育种重点实验室, 福建 厦门 361102; 4. 海南省海洋与渔业科学院 海南省
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摘要: 采用 12 个多态性微卫星标记对方斑东风螺(Babylonia areolata)泰国选育系 TF4~TF6 连续 3 代选

育群体的遗传多样性与遗传结构进行了分析。3 个群体的多态信息含量分别为 0.730、0.717 和 0.708, 均

高于 0.5, 表现出较高的多态性。平均等位基因数(A)、有效等位基因数(Ae)、观测杂合度(Ho)、期望杂

合度(He)和 Shannon’s 信息指数(I)的变化范围分别为 11.667~12.583、6.334~6.915、0.658~0.672、0.737~ 

0.787 和 1.837~2.003, 整体呈降低趋势, 但差异并不显著(P>0.05)。分子方差分析结果显示, 群体间的

遗传变异仅占总变异的 0.95%; 群体间的遗传分化系数(Fst)介于 0.00569~0.01324, 处于低等分化水平

(Fst<0.05)。主坐标分析和 STRUCTURE 分析结果显示, 3 个群体呈现出相似的遗传背景和遗传结构。

以上研究结果表明, 经过连续多代的人工选育, 方斑东风螺选育群体保持着较高的遗传多样性水平, 

遗传变异和遗传分化水平较低, 遗传结构趋于稳定, 仍具有较高的遗传选育潜力。 
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方斑东风螺(Babylonia areolata)俗称花螺, 是生

活于热带、亚热带海域的腐肉食性浅海底栖腹足类

动物[1], 在中国主要分布于海南、广东、广西、福建

和台湾等东南沿海地区[2, 3]。方斑东风螺不仅生长速

度快, 肉质鲜美, 氨基酸含量高, 还富含人体所需的

EPA 和 DHA[1], 深受消费者的喜爱。目前, 方斑东风

螺已成为中国重要的经济贝类养殖品种[4, 5]。随着其

养殖业的快速发展 , 养殖过程中个体大小差异大 , 

生长速度减缓, 抗逆性差以及病害频发等问题日益

突出[4, 6], 因此, 培育出生长速度快、抗逆性强的方

斑东风螺优良养殖品种具有十分重要的意义。 

选择育种作为一种传统的育种方法, 能够有效改

善育种目标性状[7]。在人工选育过程中, 部分不利基

因被淘汰, 与目标性状相关的基因逐渐趋向于纯合, 

选育群体的遗传结构逐渐趋向于稳定, 遗传基础会逐

渐得到纯化[8-10]。但与此同时, 选育可能导致群体遗

传多样性水平出现不同程度的下降, 而较低的遗传多

样性则不利于物种的生存和适应[11-13]。为了对方斑东

风螺进行遗传改良, 从 2011 年开始, 本实验室对其开

展了生长性状相关的群体选择育种研究。此前, FU

等[14]对该选育系 TF0-TF3 3 代选育群体进行了遗传多

样性分析, 结果表明, 经过连续 3 代的人工选育, 选

育群体的遗传多样性水平略有下降, 但差异不显著。

但是, 再次经过连续 3 代的选育, 该选育系各世代群

体的遗传多样性水平变化如何, 目前并不清楚。 

微卫星标记具有种类多、分布广、多态信息含

量高、操作简单等优点 [15], 已被广泛应用于大黄鱼

(Pseudosciaena crocea)[8]、刺参 (Apostichopus japo-

nicus)[16]、太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)[17]、文蛤

(Meretrix meretrix)[18]、海湾扇贝(Argopecten irradi-

ans)[19]、马氏珠母贝(Pinctada martensii)[20]等水产动

物的遗传多样性分析。为了解人工选育对方斑东风

螺泰国选育群体 TF4~TF6 分子遗传水平上产生的影
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响, 本研究采用 12 个微卫星标记对这 3 代选育群体

的遗传多样性和遗传结构进行分析, 以期为进一步

的良种选育和遗传改良提供理论指导。 

1 材料与方法 

1.1  实验材料 
从 2011 年开始, 本实验室针对生长性状开展了

连续 6 代的群体选择育种研究。本研究所用到的选

育群体(TF4、TF5、TF6)是 2017—2020 年连续 3 代从

生长快的个体中截留亲本选育而成 , 选择强度为

10%, 具体方法见 FU[14]的报道。从每代选育群体中

随机选取 30 个 6 月龄的样品, 取适量腹足肌于无水

乙醇中脱水保存备用。 

1.2  实验内容与方法 
1.2.1  基因组 DNA 的提取 

使用 AxyPrep 基因组 DNA 小量试剂盒提取方

斑东风螺的基因组 DNA。利用 1%的琼脂糖凝胶电

泳检测 DNA 的完整性 , 使用 NanoDrop 2000 紫外

分光光度计检测 DNA 的浓度与纯度 , 于–20℃保

存备用。  

1.2.2  微卫星引物的筛选 

从已报道的文献[14, 21-23]中筛选出 12 对多态

性较好的微卫星引物用以遗传多样性分析。利用

FAM、HEX 和 ROX 3 种不同颜色的荧光在上游引物

的 5’端进行标记, 荧光引物由上海生工生物工程有

限公司合成。引物的详细信息见表 1。 

1.2.3  PCR 扩增与检测 

PCR 反应体系体积为 25 μL, 包括 : 10×PCR 

Buffer (含 Mg2+)5.0 μL、dNTPs (10 mmol/L) 2.0 μL、

上游引物(10 mmol/L) 1.0 μL、下游引物(10 mmol/L) 

1.0 μL、rTaq DNA Polymerase (5 U/μL) 0.25 μL、模

板 DNA 2.0 μL 和 ddH2O 13.75 μL。 

 
表 1  12 对微卫星引物信息表 
Tab. 1  Information on the twelve polymorphic microsatellite loci 

位点/登记号 引物序列(5′- 3′) 重复单元 退火温度/℃ 片段大小/bp

DC-100/FJ041057 F: TACATGCATACATACAGC (AC)26 46.1 135~175 

 R: CACCTCATTTAAGTCTTC    

D-97/EU589453 F: ACTGGAACAGACCCGTGAACACTT (GT)3C(GT)8 52.6 274~306 

 R: TGACTGCCATTGGCTGAACATTAT    

D-87/EU589454 F: CCAAGGCACTTCGCCGTTA (ACAA)5 48.6 72~84 

 R: ATAAACTTGAAACAAGACAGCAAACAG    

D-88/EU589455 F: TTACTCTACAAACCATAAGAAATAAACTC (GT)16 50 121~141 

 R: ATGATGCCCTTTCTGTCTTCTC    

DC-50/EU589456 F: AAGCCACGGAACGCATCGC (ATC)5 54.9 100~110 

 R: CGGTCGGTGAATGGAACTGATA    

D22-1/FJ176760 F: ATCGTTTGGTGTTGGACA (GA)4…(AG)3T(GA)6 51.1 105~146 

 R: GGAGGGACGGCACGGTATTT (CT)18   

D38-1/FJ176763 F: GGGCAGCAGTTATCTGTACTCACC (AC)12 55.9 189~209 

 R: GGAGAAAATGTCACTTGGAGCAG    

D-2-13-1/FJ176766 F: CTACCCGCACCCAATCAC (AG)28 52.9 158~226 

 R: CGGAGCTCGTCACCAAGA    

HUBA01/FJ594998 F: TGTGACATGAACAAGGGACTTC (TG)n 62 302~340 

 R: AGGAAACTCAGAGCATTCGTG    

HUBA08/FJ595005 F: AGCAGCCTAACATACGCACAC (GA)n(GACA)N 62 166~236 

 R: ATTGAATTGCAGTTGGGGAAC    

HUBA18/FJ595015 F: TACGACGTGTTTGACGTGTTG (TC)N(TTC)N(GTG)N 60 309~430 

 R: TGACCTCACGCAAGAAAAGAG    

HUBA22/FJ595019 F: GGCAACAAAACTTTCACTTCG (CA)N 62 205~241 

 R: CTTCATTGCTGTCCTTTCCAC    

F. forward primer, 上游引物; R. reverse primer, 下游引物; N. pure, 连续的微卫星序列; n. interrupted, 有间隔的微卫星序列 
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PCR 反应程序为: 94  3 min; 94℃   30 s, ℃ 退火

温度 30 s(引物退火温度见表 1), 72  1 min℃ , 30 个循

环; 72  10 min℃ ; 4 ℃保温。 

PCR 产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳检测后, 将其置

于凝胶成像系统中观察是否扩增出目的片段。将 PCR

扩增产物送往上海生工生物工程有限公司, 使用 ABI 

3500xl 基因分析仪进行毛细管电泳, 检测荧光信号; 使用

软件 GeneMapper ID v3.2 分析微卫星位点的片段长度[14]。 

1.2.4  数据分析 

使用 GenAlEx v6.5[24]计算等位基因数(number of 

alleles, A)、有效等位基因数(effective number of alleles, 

Ae)、观测杂合度(observed heterozygosity, Ho)、期望杂

合度(expected heterozygosity, He)、Shannon’s 信息指数

(Shannon’s information index, I)和固定系数 (fixation 

index, F)。使用 PIC-CALC 0.6 软件计算多态信息含量

(polymorphism information content, PIC)。使用 NeEsti-

mator v2.0.1[25], 采用连锁不平衡方法(linkage disequili-

brium method)[26]和卡方检验估算有效群体大小(effect-

tive population size, Ne), 最低等位基因频率取 0.01。 

使用 Arlequin v3.5[27]进行分子方差分析(analysis of 

molecular variance, AMOVA), 计算群体间遗传分化指数

(Fst)。使用 GenAlEx 6.5 软件[24]进行主坐标分析(principal 

coordinates analysis, PCoA)。使用 STRUCTURE v2.3.4[28]

分析群体遗传结构, 采用混合模型(admixture model), 

设定群体间等位基因频率相关; 设置 K 值为 1 到 3, 每

个 K 值重复估算 10 次; 设定运行参数 MCMC 的不作数

迭代(lenth of Burnin period)为 100 000 次, 迭代后的

MCMC (number of MCMC reps after Burnin)为 500 000

次。使用 CLUMPP 1.1.2[29]进行重复抽样分析, 并使用

Distruct 1.1[30]将其结果转化为图形。 

2  结果 

2.1  遗传多样性 

12 对微卫星引物在连续 3 代选育群体(TF4、TF5和

TF6)中共扩增获得 188 个等位基因, 每个群体检测到的

总等位基因数分别为 146、151 和 140, 每个微卫星位点

的等位基因数介于 4~34。3 个群体的遗传多样性参数如

表 2 所示, 多态信息含量(PIC)分别为 0.730、0.717 和

0.708, 均表现出较高的多态性(PIC>0.5)[31]。另外, 等位

基因数(A)、有效等位基因数(Ae)、观测杂合度(Ho)、期

望杂合度(He)和 Shannon’s 信息指数(I)的范围分别为

11.667±2.061~12.583±1.869、6.334±1.366~6.915±1.274、

0.658±0.072~0.672±0.059、0.737±0.058~0.787±0.039 和

1.837±0.224~2.003±0.187。3 个群体的平均观测杂合度

(Ho)均低于对应的平均期望杂合度(He), 且平均固定系

数(F)均大于 0(表 2), 表明存在杂合子缺失的情况。总的

来说, 经过连续 3 代的选育, 各遗传多样性参数的大小

整体呈降低趋势, 但世代间的差异并不显著(P>0.05)。 

 
表 2  方斑东风螺 3 个群体的遗传多样性参数 
Tab. 2  Genetic diversity parameters of three populations of B. areolata 

参数  
世代 

A Ae Ho He I PIC F 

TF4 12.167±1.946a 6.731±1.544a 0.660±0.061a 0.759±0.043a 1.902±0.208a 0.730a 0.121±0.075 

TF5 12.583±1.869a 6.915±1.274a 0.672±0.059a 0.787±0.039a 2.003±0.187a 0.717a 0.141±0.076 

TF6 11.667±2.061a 6.334±1.366a 0.658±0.072a 0.737±0.058a 1.837±0.224a 0.708a 0.121±0.066 

注: a.同一字母表示群体间差异不显著(P>0.05) 

 
此外, 获得 3 个群体的有效群体大小(Ne)如表 3

所示, TF4~TF6 依次为无穷大、223.0 和 628.9。 

2.2  遗传分化与变异 
利用分子方差分析 (AMOVA)和遗传分化系数

(Fst)对 3 个群体间的遗传变异与遗传分化进行分

析。AMOVA 结果见表 4, 绝大部分变异来源于各

群体内部 (99.05%), 群体间的变异仅占总变异的

0.95%。群体间的遗传分化系数(Fst)介于 0.005 69~ 

0.013 24(表 5), 其中 TF4 与 TF5 的遗传分化水平最

高(Fst=0.013 24), TF5 与 TF6 的遗传分化水平最低

(Fst=0.005 69)且差异不显著。根据 White 对遗传分

化系数的界定 [32], 3 个群体的遗传分化均处于低等

水平(Fst<0.05)。  

2.3  遗传结构变化 
利用主坐标分析(PCoA)比较 3 个群体的遗传聚

类(图 1)。所有个体重叠交错分布, 群体间未表现出

明显的分离现象。STRUCTURE 分析结果(图 2)显示, 

K=2 或 K=3 时, 3 个群体均表现出相似的遗传背景。

遗传分化和遗传结构的分析结果保持一致, 即 3 个

群体间的遗传差异较小, 遗传结构趋于稳定。 
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表 3  方斑东风螺 3 个群体的有效群体大小(Ne) 
Tab. 3  Effective population size (Ne) of three popula-

tions of B. areolata 

95%置信区间 
世代 有效群体大小 Ne 

下限 上限 

TF4 无穷大 无穷大 无穷大 

TF5 223.0 116.6 1 598.6 

TF6 628.9 175.0 无穷大 

 

表 4  方斑东风螺 3 个群体的分子方差分析(AMOVA) 
Tab. 4  Analysis of molecular variance (AMOVA) of 

three populations of B. areolata  

变异来源 平方和 方差组分 变异百分比/% FST 

群体间 14.594 0.044 68 0.95 0.009 53

群体内 811.471 4.642 63 99.05  

总和 826.064 4.687 31   

FST = 0.00953; P<0.01 
 

表 5  方斑东风螺 3 个群体的遗传分化系数(Fst) 
Tab. 5  Pairwise genetic differentiation (Fst) among three 

populations of B. areolata 

 TF4 TF5 TF6 

TF4 0.000 00   

TF5 0.013 24** 0.000 00  

TF6 0.008 73** 0.005 69ns 0.000 00 

**. P<0.01; ns. P>0.05 

 

图 1  方斑东风螺 3 个群体的主坐标分析(PCoA) 

Fig. 1  Principal coordinates analysis (PCoA) of three popu-
lations of B. areolata 

 

图 2  方斑东风螺 3 个群体的 STRUCTURE 分析 

Fig. 2  STRUCTURE analysis of three populations of B. 
areolata 

 

3  讨论 

遗传多样性是生物多样性的核心[33], 一般来说, 

种群的遗传多样性越高, 其适应环境的能力越强, 相

应的选育潜力也越大[34]。在针对生长性状的人工选育

过程中, 目的性状相关基因会不断趋于纯合[35-37], 同

时部分与适应性和抗逆性相关的等位基因很容易丢

失, 选育群体的遗传多样性可能会有所下降, 甚至发

生近交衰退而失去继续选育的价值[38]。选育群体的遗

传多样性水平随着选育世代的推进而不断下降的现

象在太平洋牡蛎 [39]、马氏珠母贝 [40]、中国对虾

(Fenneropenaeus chinensis)[41] 、 罗 氏 沼 虾

(Macrobrachium rosenbergii)[42] 、 尼 罗 罗 非 鱼

(Oreochromis niloticus)[43-44]等水产动物中均有报道。

此前 FU 等[14]对方斑东风螺海南和泰国两个选育系

(HT0~HT3, TH0~TH3)的遗传多样性水平进行了比较

分析, 结果显示选育群体存在微弱但不显著的下降趋

势。因此, 有必要继续对方斑东风螺人工选育过程中

各世代群体遗传多样性的变化进行监测。 

有效等位基因数和期望杂合度等参数是衡量选

育群体遗传多样性水平的重要指标[45]。本研究中, 由

遗传多样性参数所揭示的 3 个群体的遗传多样性水

平接近, 相比于 TF4 和 TF5, TF6 的遗传多样性水平略

有下降, 但群体间的差异并不显著(P>0.05), 3 个群

体均保持着较高的遗传多样性水平。此前, FU 等[14]

利用 10 对微卫星标记获得了 TF0~TF3 4 个群体的遗

传多样性参数, 其中等位基因数、有效等位基因数和

Shannon’s 信息指数的变化范围分别为 8.10±0.89~ 

10.30±1.32、4.26±0.48~5.22±0.90 和 1.62±0.13~1.78±0.17; 

而本研究中 TF4~TF6 对应参数的变化范围分别为

11.667±2.06~12.583±1.869、6.334±1.366~6.915±1.274

和 1.837±0.224~2.003±0.187, 高于 TF0~TF3。本研究

使用了 12 对微卫星标记, 与 TF0~TF3 相比有所增加, 

微卫星标记数量和多态性的不同有可能是 TF4~TF6

部分遗传多样性参数升高的原因[46-48]。此外, 在养殖

或选育群体中, 相比于等位基因数和有效等位基因数, 

短时间内外界环境因素对杂合度的影响更小[39, 49]。

NEI[50]认为, 在小群体中, 期望杂合度是度量群体遗

传变异的最适参数。本研究中, TF4~TF6 的期望杂合

度(0.737±0.058~0.787±0.039)未表现出明显的下降趋

势 , 并且与 TF0~TF3 的水平较一致 (0.726±0.040~ 

0.759±0.028)。由此可见, 再次经过连续 3 代的人工

选育, 方斑东风螺泰国选育群体仍保持着较高的遗
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传多样性水平, 具有一定的遗传选育潜力。 

有效群体大小往往是影响群体近交率和遗传漂

变率的重要参数[12]。在连续多代的人工选育过程中, 

不合理的育种操作常常会引起选育群体有效群体数

量下降而近交几率上升[51]。为了解有效群体大小对遗

传多样性变化的影响, LIND 等[52]在珠母贝(P. maxima)

的 3 个野生群体与 5 个人工培育群体中进行了比较分

析 , 发现两种群体的有效群体大小变化范围分别为

109.6~432.4 和 3.5~9.2, 而等位基因丰富度的变化范

围分别为 12.6±1.4~14.0±1.2 和 7.5±1.1~9.4±1.4, 人工

培育群体的等位基因丰富度与野生群体相对比减少

了 29%~44%。另外, 在南非鲍(Haliotis midae)的选择

育种中, 当有效群体大小从 F1 的 471.6 减少到 F2 的

52.5 时, F2 的等位基因大约减少了 30%[53]。在 FU 等[14]

的前期研究中, TF0~TF3 的有效群体大小 Ne 从最初的

436.0 逐渐降至 151.8, 且选育群体遗传多样性的降低

并不显著。而本研究中 TF4~TF6 的有效群体大小的变

化为无穷大、223.0 和 628.9, 相对于 TF3 有所增加, 这

可能是 3 个群体保持较高遗传多样性的原因之一。维

持一定的有效群体数量能够在一定程度上降低近交

和遗传多样性损失所带来的负面影响[49], 因此, 在后

续的选育过程中仍需重视有效群体数量的管理。 

众多研究表明 , 在选择压力的驱动下 , 选育群

体相邻世代间的遗传分化会逐渐减弱, 遗传相似性

逐渐升高, 遗传结构与选育性状会逐渐稳定[8, 37, 38]。

本研究中 3 个群体整体的遗传变异(0.95%)和遗传分

化水平(FST = 0.00953)很低, TF5 与 TF6 的遗传分化水

平(Fst: 0.00569, P>0.05)与 TF0~TF3 中相邻世代(Fst: 

0.0103~0.0308)相比明显下降[14]。此外, PCoA 分析和

STRUCTURE 分析的结果均显示出 3 个群体在遗传

结构上的相似性。由此可知, 经过连续多代的人工选

育, 方斑东风螺选育群体的遗传分化和遗传变异水

平逐渐降低 , 遗传结构逐渐趋于稳定 , 经进一步选

育可望获得较稳定的品系。 

4  结论 

本研究利用 12 对微卫星标记对方斑东风螺 3 代

选育群体(TF4~TF6)的遗传多样性与遗传结构进行了

分析比较。结果显示, 方斑东风螺选育群体的遗传多

样性水平较高且未表现出明显的下降趋势, 遗传变

异与遗传分化水平较低, 遗传结构趋于稳定。连续多

代的人工选育并未对其遗传多样性和遗传结构造成

不利影响, 该选育群体仍具有较高的遗传选育潜力。

在后续的选育进程中, 可继续保持一定的选择强度, 

同时应注意增加有效亲本的数量, 减少近交发生的

几率, 从而确保方斑东风螺优良性状的稳定遗传。 
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Abstract: We analyzed the genetic diversity and genetic structure among three successive selected generations 

(TF4–TF6) of Babylonia areolata using 12 polymorphic microsatellite markers. Polymorphism information content 

(PIC) was 0.730, 0.717, and 0.708, showing relatively high polymorphisms (PIC>0.5). Additionally, number of 

alleles (A), effective number of alleles (Ae), observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), and Shan-

non’s information index (I) ranged from 11.667 to 12.583, 6.334 to 6.915, 0.658 to 0.672, 0.737 to 0.787, and 1.837 

to 2.003, respectively, suggesting an overall decreasing but not significant trend (P>0.05). Furthermore, analysis of 

molecular variance (AMOVA) showed that genetic variation among generations only accounted for 0.95% of the 

total variation, while Fst ranged from 0.00569 to 0.01324, belonging to the low differentiation level (Fst<0.05). 

Moreover, principal coordinates analysis (PCoA) and STRUCTURE analysis illustrated a similar genetic back-

ground and genetic structure among the three generations. These results suggested that the three generations main-

tained a high level of genetic diversity after consecutive generations of artificial breeding, with a low level of ge-

netic variation and differentiation and a stable genetic structure. The results also indicated that a highly selective 

potential still existed in the breeding populations of B. areolata. 
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