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［摘要］ 为了解增殖放流后山东石岛近海三疣梭子蟹 （Ｐｏｒｔｕｎｕｓ ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ） 遗传特征的变化情况，
对采自石岛近海 ２０１６ 年和 ２０２０ 年两个年份三疣梭子蟹群体的遗传多样性和遗传结构进行分析。 结果显示：
两个群体的单倍型多样性均较高， 表现出较高的遗传多样性； 群体间遗传分化指数 ＦＳＴ 值显示群体内部遗

传差异大于群体间， 且统计检验不显著， 表明两群体间无明显遗传分化； 分子方差分析 （ ＡＭＯＶＡ） 结果

和单倍型邻接系统发育树 （ ＮＪ） 也显示两群体间无明显遗传分化。 由此可得， 经增殖放流， 石岛近海

２０１６—２０２０ 年三疣梭子蟹群体遗传多样性较高并未发生显著的遗传分化， 种质资源较好。
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０　 引言
石岛位于山东省威海市荣成市， 濒临黄海， 素有渔业重镇的美誉［１］ ， 著名的石岛渔场由此而生。

三疣梭子蟹 （Ｐｏｒｔｕｎｕｓ ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ） 是该海域具有较高经济价值的种类之一［２］ ， 同时也是山东半岛

沿海全年的优势种之一［３］ 。 三疣梭子蟹隶属十足目 （ Ｄｅｃａｐｏｄａ） 梭子蟹科 （ Ｐｏｒｔｕｎｉｄａｅ） 梭子蟹属

（Ｐｏｒｔｕｎｕｓ） ， 是北方主要的大型可食用海产经济蟹类， 具有较高的食用价值和经济价值［４ － ５］ 。 ２０ 世

纪 ６０ 年代我国才开始开发利用三疣梭子蟹资源［６］ ， 而 ２０ 世纪 ８０ 年代山东近海就已进入过度捕捞阶

段， 梭子蟹渔业资源遭到严重破坏［７］ 。 近十几年来由于环境污染加剧， 捕捞强度持续加大， 引发了

一系列海洋环境和生态问题， 影响了生态环境的可持续发展， 导致了包括三疣梭子蟹在内的海洋渔业

资源出现不同程度的衰退。
张玉钦［６］对山东近海渔业资源的研究表明， ２０１５—２０１６ 年三疣梭子蟹等渔业资源仍处于过度开

发阶段， 但其作为山东半岛近海优势种和经济种的地位未发生变化。 为缓解三疣梭子蟹资源的衰退状

况， 促进资源恢复， 山东沿海地区开展了大量的增殖放流工作， 主要放流区域为靖海湾、 五垒岛湾、
乳山湾、 丁字湾、 胶州湾、 桑沟湾、 黄家塘湾等， 放流时间自每年的六月初到六月末［８］ 。 由于三疣

梭子蟹具有一定的游泳能力， 会在近岸进行短距离洄游， 在桑沟湾和靖海湾之间的石岛湾， 虽不是放

流区域但同样会受到增殖放流的影响。
大规模的放流活动会对物种的遗传多样性、 遗传结构和种质资源状况产生一定的影响。 郭天慧

等［９］对三疣梭子蟹线粒体 ＤＮＡ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ＣＯＩ 基因片段进行研究， 高保全等［１０］ 检测了三疣梭子

蟹野生群体的同工酶， 冯冰冰等［１１］利用线粒体 ＤＮＡ 控制区进行四大海域野生三疣梭子蟹群体研究，
董志国［１２］利用扩增片段长度多态性 （ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， ＡＦＬＰ） 标记、 线粒体控

制区 Ｄ⁃ｌｏｏｐ 全基因序列标记、 微卫星标记 （ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ， ＳＳＲ） 及荣晔婧［１３］ 利用 ＤＡｒＴ 技

术 （ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｒｒａｙｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ＤＡｒＴ） 对三疣梭子蟹进行遗传学研究， 均表明三疣梭子蟹种质资源水

平较好。
三疣梭子蟹是首个线粒体全序列基因组被测通的蟹类。 物种间线粒体基因组大小的差异主要存在

于线粒体 ＤＮＡ 控制区 （ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｅｇｉｏｎ）， 而控制区是线粒体基因组中唯一的非编码区， 进化速率较

快［１４ － １６］ ， 用其分析群体的遗传多样性水平和遗传分化情况具有独特的优势［１６ － １７］ 。 目前， 关于三疣梭

子蟹线粒体 ＤＮＡ 控制区的应用研究较少， 仅冯冰冰等［１１］ 、 董志国等［１８］ 、 杨爽等［１９］ 少数学者有所研

究， 而单独针对石岛近海增殖放流后三疣梭子蟹的种质资源、 遗传多样性和遗传结构是否发生变化的

研究尚未见报道。
因此， 本研究基于线粒体控制区序列， 对 ２０１６、 ２０２０ 年采自石岛近海的三疣梭子蟹群体的遗传

多样性和遗传结构进行分析， 旨在探究经多年的增殖放流后， 石岛近海三疣梭子蟹遗传特征的变化情

况， 以期为其种质资源的保护和管理、 资源恢复和高效利用， 以及生态保护和修复方面政策的制定等

提供科学依据。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

２０１６ 年 ９ 月和 ２０２０ 年 ９ 月在山东荣成市石岛近岸海域进行渔业资源调查。 根据调查范围内水域

底质和周围环境的具体情况， 设定调查海域范围为 ３６°３０′Ｎ ～ ３８°３０′Ｎ， １２２°１０′Ｅ ～ １２３°１０′Ｅ。 调查网

具为桁杆拖网， 每站拖网时间为 ３０ ｍｉｎ 左右。 所获取的样品先用冰鲜方法暂存， 待当天作业结束后

放入 － ２０ ℃冰柜保存。

·２０４·
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从三疣梭子蟹 ２０１６ 年 （ＲＣ） 和 ２０２０ 年 （ＲＣＮ） 样品中分别随机选取 ３０ 尾用于本研究。 所有三

疣梭子蟹样品的形态学鉴定参照黄宗国等［５］ 的分类标准， 鉴定准确无误后， 取其蟹螯肌肉用 ９５％ 的

酒精固定， 于 － ２０ ℃ 下保存备用。 采用天根海洋动物组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取其基因组

ＤＮＡ， 于 ４ ℃保存备用。
１􀆰 ２　 ＰＣＲ 扩增与序列测定

采用杨爽等［１９］设计的三疣梭子蟹线粒体 ＤＮＡ 控制区引物 （ ＣＲ⁃ＡＲ： ５′⁃ＡＣＴＡＣ ＡＣＧＣＡ ＡＣＡＡＣ
ＴＣＴＣＡ⁃３′； ＣＲ⁃ＢＲ： ５′⁃ＡＡＴＣＴ ＴＴＣＴＧ ＧＡＴＴＣ ＴＣＣＴＡ⁃３′） 对其 ＤＮＡ 控制区片段进行扩增。 ＰＣＲ 反应

体系的总体积为 ２５ μＬ， 包括 １０ × Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μＬ， ｄＮＴＰ ２ μＬ， Ｔａｑ 酶 ０􀆰 １５ μＬ， 上下游引物各 １ μＬ
（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， ＤＮＡ 模板 １ μＬ， 最后加入 １７􀆰 ３５ μＬ 灭菌的超纯水补足至 ２５ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件为： 预

变性 ９４ ℃ 、 ５ ｍｉｎ； 变性 ９４ ℃ 、 ３０ ｓ， 退火 ５２ ℃ 、 ３０ ｓ， 延伸 ７２ ℃ 、 ４０ ｓ， 循环 ３２ 次； 延伸７２ ℃ 、
１０ ｍｉｎ。

采用 １􀆰 ５％ （质量分数） 的琼脂糖凝胶对 ＰＣＲ 产物进行电泳， 选取浓度合格的产物送至青岛派

森诺基因科技有限公司进行测序， 并将三疣梭子蟹线粒体 ＤＮＡ 控制区序列单倍型上传 Ｇｅｎｂａｎｋ
（ＭＺ９２６９４３ ～ ＭＺ９２６９９２）。
１􀆰 ３　 数据分析

使用 ＤＮＡＳｔａｒ （Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ Ｖ７􀆰 １􀆰 ０） 软件包［２０］编辑、 校正和对比分析三疣梭子蟹线粒体 ＤＮＡ 控制

区序列。
使用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ ３􀆰 ５ 软件［２１］计算两个三疣梭子蟹群体的遗传多样性参数， 主要包括： 单倍型数量

（ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｎｕｍｂｅｒ）、 单倍型多样性 （ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）、 核苷酸多样性 （ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）、 平均

核苷酸差异数 （ｍｅａｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐａｉｒｗｉｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ）、 群体间的遗传分化指数 ＦＳＴ和分子变异方差分析

（ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｖａｒｉａｎｃｅ， ＡＭＯＶＡ）。
以远海梭子蟹 （Ｐ． ｐｅｌａｇｉｃｕｓ） （ＫＭ９７７８８２、 ＮＣ＿ ０２６２０９） 为外群， 使用 ＭＥＧＡ ５􀆰 １０ 软件［２２］ 构建

三疣梭子蟹单倍型邻接系统发育树 （ＮＪ）， 并对各分支的置信度进行 １０００ 次检验。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 遗传多样性

两个三疣梭子蟹群体共获得 ６０ 条序列， 经人工比对后获得目的片段 ５１２ ｂｐ。 共检测到变异位点

８７ 个， 简约信息位点 ５４ 个， 单一信息位点 ３３ 个， ４ 处插入 ／ 缺失。 Ａ ＋ Ｔ 含量 （７３􀆰 ０７％ ） 明显高于

Ｇ ＋ Ｃ 含量 （２６􀆰 ９３％ ）， 表现出一定的 ＡＴ 偏好性。 ６０ 条 ＣＲ 序列共检测出 ５０ 个单倍型， 两个群体的

单倍型数分别为 ３０ 个和 ２７ 个， 两个群体间共享单倍型 ７ 个 （１４％ ）， 特有单倍型 （ｕｎｉｑｕｅ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ）
４３ 个 （８６％ ） （见图 １）。 三疣梭子蟹整体的单倍型多样性为 （０． ９９４ ±０． ００４）， 表现出高的遗传多样性

水平。 其中， ２０１６ 年采集的三疣梭子蟹群体单倍型多样性最高， 为 （１． ０００ ± ０􀆰 ００９） （见表 １）。

表 １　 三疣梭子蟹两个群体的样品信息和遗传多样性参数

Ｔａｂ． １　 Ｓａｍｐｌｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｔｗｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｐ． ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ

群体
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

采样时间
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ

样品数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｓａｍｐｌｅｓ

单倍型数量
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

ｎｕｍｂｅｒ

单倍型多样性
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

核苷酸多样性
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

平均核苷酸差异数
Ｍｅａｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐａｉｒｗｉｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＲＣ ２０１６ － ０９ ３０ ３０ １． ０００ ± ０． ００９ ０． ０２４ ± ０． ０１３ １２． ４２５ ± ５． ７７０

ＲＣＮ ２０２０ － ０９ ３０ ２７ ０． ９９３ ± ０． ０１１ ０． ０２２ ± ０． ０１１ １１． ２３２ ± ５． ２４５

合计 Ｔｏｔａｌ ６０ ５０ ０． ９９４ ± ０． ００４ ０． ０２３ ± ０． ０１２ １１． ７６９ ± ５． ４０３

·３０４·
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RC—荣成石岛 2016 年 9 月三疣梭子蟹群体 P. trituberculatus population collected from 2016

RCN—荣成石岛 2020 年 9 月三疣梭子蟹群体 P. trituberculatus population collected from 2020

图 1 三疣梭子蟹单倍型分布及以远海梭子蟹为外群构建的 NJ 系统发育树

Fig.1 Distribution of haplotypes among two P. trituberculatus populations and its NJ tree constructed with P. pelagicus

·４０４·
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２􀆰 ２　 遗传结构

以远海梭子蟹 （Ｐ． ｐｅｌａｇｉｃｕｓ） 为外群， 用 ５０ 个三疣梭子蟹线粒体 ＣＲ 单倍型构建 ＮＪ 系统发育树。
结果显示， 所有三疣梭子蟹单倍型聚类为一支， 与远海梭子蟹序列明显区分开， 系统发育树的拓扑结

构较简单， 无明显谱系结构 （见图 １）。
两群体间遗传分化指数 ＦＳＴ值为 － ０􀆰 ０１０， 且统计检验不显著 （见表 ２）。 负值表明三疣梭子蟹群

体内遗传差异大于群体间， 群体间遗传分化较小。 利用 ＡＭＯＶＡ 来检测三疣梭子蟹的群体遗传结构，
将两个群体作为一个基因池进行分析， 发现三疣梭子蟹群体间分化极其微弱， 遗传差异主要来自群体

内， 且不显著。

表 ２　 基于线粒体 ＤＮＡ 控制区对三疣梭子蟹群体的分子方差分析（ＡＭＯＶＡ）
Ｔａｂ． ２　 ＡＭＯＶＡ ｏｆ Ｐ． ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｔＤＮＡ ＣＲ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

方差和
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ

变异百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ Ｆ⁃ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ Ｐ

群体间 Ａｍｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ４． １６７ － ０． ９９０
群体内 Ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ３４３． ０３３ １００． ９９０

－ ０． ０１０ ０． ８３５ ± ０． ０１２

３　 讨论
３􀆰 １　 遗传多样性

遗传多样性是物种长期生存进化的产物， 是其持续生存、 适应环境、 发展和进化的前提条件。 某

一物种能否在生物圈中持续地生存和繁衍， 取决于该物种的遗传多样性高低。 遗传多样性越高， 越容

易适应环境， 分布的范围也越广， 进化潜能越高［２３ － ２４］ 。 单倍型多样性指数和核苷酸多样性指数是用

于判断物种遗传多样性的两个重要指数［２５］ 。 本研究结果中， 三疣梭子蟹 ２０１６ 年群体和 ２０２０ 年群体

单倍型多样度均较高 （２０１６ 年 １􀆰 ０００； ２０２０ 年 ０􀆰 ９９３）， 核苷酸多样度均较低 （２０１６ 年 ０􀆰 ０２４； ２０２０
年 ０􀆰 ０２２）， 表明两群体均具有高遗传多样性水平。 冯冰冰等［１１］ 研究发现我国四大海域三疣梭子蟹群

体的遗传多样性各有优势， 黄海采样群体表现出高单倍型多样性和低核苷酸多样性。 杨爽等［１９］ 研究

表明山东沿海三疣梭子蟹群体同样具有较高的遗传多样性水平。 吕海波［２６］ 对辽东湾群体的研究结果

也支持这一结论。 上述研究均表明增殖放流工作开展后， 三疣梭子蟹仍保持着较高的遗传多样性水

平， 与本研究结果一致。
如此之高的遗传多样性水平可能与三疣梭子蟹的繁殖习性有关。 三疣梭子蟹为广温性种类， 适宜

水温为 １７ ～ ３０ ℃ ， 随着水温的变化做季节性短距离洄游。 黄海三疣梭子蟹的交配繁殖时间为 ４ 月到

１０ 月， 而山东省自 ２０１７ 年将伏季休渔时间提前一个月， 即从 ５ 月开始休渔［４ － ５，２７］ ， 三疣梭子蟹得以

更好地休养、 繁殖， 因而能保证三疣梭子蟹在自然海域有大量的补充群体。 另外， 三疣梭子蟹养殖苗

种主要以海捕为主， 人工苗种所占比例较少［２８］ 。 因此， 三疣梭子蟹放流群体有充分的亲本保证， 避

免少亲本多子代导致遗传多样性降低的现象发生， 使得三疣梭子蟹在渔业资源衰退的今天仍保持着较

高的遗传多样性水平。
３􀆰 ２　 遗传结构

在群体遗传学中， 遗传分化指数 ＦＳＴ是最常用于衡量群体间遗传分化程度的一个参数， ＦＳＴ值高则

等位基因在不同群体中越固定， 说明群体间遗传分化大。 Ｗｒｉｇｈｔ［２９］在群体间遗传分化标准中提出： 当

ＦＳＴ ＜ ０􀆰 ０５， 说明群体间遗传分化很小， 基本忽略不计， 认为无遗传分化； 当 ０􀆰 ０５≤ＦＳＴ ＜ ０􀆰 １５， 说明

群体间中度遗传分化； 当 ０􀆰 １５≤ＦＳＴ ＜ ０􀆰 ２５， 说明遗传分化程度高； 当 ＦＳＴ≥０􀆰 ２５， 认为群体间已有很

大的遗传分化。 在本研究中， 三疣梭子蟹 ２０１６ 年群体和 ２０２０ 年群体间遗传分化指数 ＦＳＴ为 － ０􀆰 ０１０，
群体间遗传分化很小， 可能与其遗传特性有关。 三疣梭子蟹群体具有连续的世代及稳定传递的遗传物

质， 因而其群体遗传变异在时间尺度上较为稳定， 两群体间遗传分化较小， 群体间遗传结构未发生明

·５０４·
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显变化。 目前， 不少学者［３０ － ３１］已证明增殖放流会对自然海域中的群体产生一定的遗传学影响， 并从

遗传多样性保护的角度出发， 探讨了渔业资源增殖放流的利与弊。 ２０１６ 年， 吕海波［２６］ 利用分子标记

对辽东湾增殖放流的三疣梭子蟹群体进行了研究， 发现放流群体与野生群体间形成了中度遗传分化，
但未形成对应的谱系结构， 主要的遗传变异还是发生在群体内， 这与杨爽等［１９］ 的研究结论相似， 与

本研究结果也相一致。 本研究的三疣梭子蟹群体的 ＦＳＴ值和 ＡＭＯＶＡ 分析都表明， ２０１６ 年群体与 ２０２０
年群体间无明显遗传分化， 虽然很多历史单倍型缺失， 且采样策略、 样品数量也可能对结果有一定的

影响， 但本结果足以表明到目前为止石岛近海三疣梭子蟹群体种质资源良好。

４　 结论
对石岛附近海域三疣梭子蟹群体进行增殖放流后， 三疣梭子蟹 ２０１６ 年、 ２０２０ 年群体均呈现出较

高的遗传多样性水平， 同时两个三疣梭子蟹群体之间无显著遗传分化， 遗传分化主要发生在群体内，
这可能是与放流群体的遗传信息和石岛海域野生群体遗传信息差别不大有关。 本研究认为， 到目前为

止， 石岛近岸海域三疣梭子蟹的种质资源良好， 近几年的增殖放流工作未对其产生不良影响， 但后续

依旧需要加强对增殖放流工作的监测及放流效果的管理。
同时， 本研究进一步推测， 若三疣梭子蟹放流群体与野生群体的遗传信息差异大时， 可能会引起

群体间遗传多样性、 遗传结构和种质资源的变化。 未来的研究仍需探讨如何选取适宜的三疣梭子蟹群

体用于增殖放流， 确保增殖放流工作合理开展， 减缓三疣梭子蟹资源衰退状况， 保障三疣梭子蟹资源

的可持续开发与利用。
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