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♦遗传多样性♦

河北省黄骅市旧金山卤虫种群遗传多样性研究*
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摘要:旧金山卤虫(Artemia
 

franciscana)于1991年被引入中国渤海湾地区后广泛传播。为探讨旧金山卤虫引

入至河北省黄骅市后种群遗传多样性及种群遗传结构状况,本研究通过采集33个旧金山卤虫卵样品进行CO
Ⅰ基因扩增与测序,并与美国国立生物技术信息中心(NCBI)储存的两个旧金山卤虫美洲本土种群(大盐湖种

群:29个样本;旧金山湾种群:37个样本)进行遗传多样性及种群遗传结构对比分析。结果表明,黄骅种群的核

苷酸多样性(0.000
 

87)明显低于大盐湖种群(0.002
 

78)和旧金山湾种群(0.003
 

20),黄骅种群的平均核苷酸差

异数(0.523)也明显低于大盐湖种群(1.680)和旧金山湾种群(1.946)。在单倍型分析中共产生9个单倍型类

型,黄骅种群的单倍型多样性为0.324,明显低于大盐湖种群(0.475)和旧金山湾种群(0.480),且3个种群的

主要单倍型类型并不相同。在3个种群的总遗传变异中,有61.04%的遗传变异来源于3个种群间的遗传变

异,而仅有38.96%的遗传变异来源于各种群内个体间的遗传变异。因此本研究认为相对于旧金山卤虫大盐

湖种群和旧金山湾种群,黄骅种群的遗传多样性相对较低,黄骅种群与大盐湖种群、旧金山湾种群存在显著的

遗传分化,黄骅种群并非直接从大盐湖种群和旧金山湾种群引种、繁衍而成。
关键词:旧金山卤虫;COⅠ基因;遗传多样性;种群遗传结构;单倍型分析
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  遗传多样性指的是生物群体内部及不同群体之

间的可遗传变异的总和,是生物多样性的核心内

容[14],可以反映物种或种群的遗传变异水平、生存能

力、进化潜力以及适应能力。物种或种群的遗传多样
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性越丰富,也就意味着其包含的遗传变异越多,生存

能力、进化能力以及适应能力也就越强[5]。此外,遗
传多样性还是研究物种或种群遗传结构的核心,而分

析物种或种群的遗传结构对其开发利用、育种改良以

及保护管理均具有重要的理论意义[610]。

  卤虫(Artemia
 

saline)又称盐水丰年虾、丰年虫,
属于节肢动物门(Arthropoda)甲壳纲(Crustasea)鳃
亚足纲(Branchiopoda)无甲目(Anostraca)卤虫科

(Artemiidae)卤虫属(Artemia)的一种小型甲壳动

物[11]。卤虫含有丰富的营养物质,是水产经济动物

苗种生产中极佳的鲜活饵料,在养殖名贵观赏水族动

物、河 蟹 育 苗、海 水 仔 稚 鱼 培 育 中 均 有 广 泛 的 应

用[1214]。此外,卤虫还具有繁殖速度快、适应性强及

生活周期短等特点,是基础理论研究中良好的实验

动物[15]。

  卤虫在世界各地(南北极地区除外)的很多高盐

水体均有分布,分布地多达55个国家350多个地

区[16]。我国卤虫资源丰富,分布在沿海省份的盐田

以及西藏、新疆、青海、内蒙古、河北、山西等地的盐湖

中。渤海湾地区是中国沿海地区卤虫及其休眠卵的

主要产地,包括河北省的唐山市、沧州市,辽宁省的营

口市,天津市的汉沽区、塘沽区以及山东省的滨州市、
潍坊市、东营市等[17]。其中,河北省沧州市和山东省

滨州市不仅出产卤虫原料,而且已经发展成为卤虫卵

的主要集散地,每年均有来自全国各地的大量卤虫原

料经过这两个地方加工后流入市场。

  为满足我国水产养殖业对卤虫的需求,1991年

旧金山卤虫(Artemia
 

franciscana)被引入中国渤海

湾,随着旧金山卤虫的引入,渤海湾地区的卤虫产量

急剧增加[18]。历经三十多年的引种和定殖,旧金山

卤虫在中国境内已有广泛的分布,但渤海湾地区旧金

山卤虫种群的遗传多样性及种群遗传结构却鲜有报

道[19],仅发现有关河北唐山地区的旧金山卤虫种群

遗传学研究[20]。由于研究样本严重缺乏,在旧金山

卤虫引入渤海湾地区后,我国对其遗传结构的现状及

变化趋势知之甚少,这也对旧金山卤虫资源的保护带

来了威胁。

  基于此,本研究通过采集河北省沧州市黄骅市的

卤虫种群样本,利用COⅠ基因作为分子标记,分析

该种群的遗传多样性,并将其与旧金山卤虫大盐湖种

群和旧金山湾种群进行比较,拟探讨黄骅市旧金山卤

虫种群的遗传结构在新栖息地的适应性变化,为更合

理、有效地保护旧金山卤虫资源提供重要的数据支

持,并为旧金山卤虫引入至我国其他地区的可行性提

供了重要的理论基础。

1 材料与方法

1.1 样品采集与DNA提取

  2020年9月于河北省沧州市黄骅市南排河镇辛

立灶村(38°22'
 

N,117°40'
 

E)采集33个旧金山卤虫

卵样品。采集到的卤虫卵使用 Chelex100
 

(Bio
Rad,USA)试剂盒提取基因组DNA,提取方法参考

试剂盒说明书[21,22]。

1.2 COⅠ基因序列扩增及测序

  使用COⅠ基因通用引物1/2COⅠ_FolF
 

(5'
ATTCTACGAATCACAAGGATATTGG3')和1/

2COⅠ _FolR
 

(5'
 

TACACTTCAGGATGGC-
CAAAAAATCA3')作 为 引 物[23],对 样 本 基 因 组

DNA的COⅠ基因序列进行扩增。PCR扩增采用

20
 

μL体系,包括2×EasyTaqPCR
 

SuperMix
 

10
 

μL,DNA模板1
 

μL,正反向引物各0.5
 

μL,ddH2O
 

8
 

μL。PCR扩增程序:预变性95
 

℃
 

5
 

min;变性94
 

℃
 

45
 

s,退火55
 

℃
 

60
 

s,延伸72
 

℃
 

60
 

s,35个循环;末
延伸72

 

℃
 

10
 

min,4
 

℃保存。扩增产物的大小和纯

度用1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测,得到目的长度片

段的PCR扩增产物送至北京擎科生物科技股份有限

公司进行测序。

1.3 数据分析

  将测序结果与美国国立生物技术信息中心(NC-
BI)BLAST 数据 库(https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi)内储存的卤虫COⅠ基因片段序列数

据进行比对,利用 Mega7[24]进行DNA信息位点分

析,包括碱基组成、多态位点、变异位点、核苷酸多态

性。旧金山卤虫大盐湖种群(以下简称“大盐湖种

群”,GSL)与旧金山卤虫旧金山湾种群(以下简称“旧
金山湾种群”,SFB)的线粒体基因组COⅠ片段序列

数据来源于2013年的NCBI数据库(https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/,表 1)。使 用 Net-
work

 

program
 

v5.0进行单倍型网络分析,估算旧金

山卤虫黄骅种群(以下简称“黄骅种群”,HU)与大盐

湖种群和旧金山湾种群的遗传分化。利用软件Arle-
quin

 

v3.5[25]计算群体的单倍型数(h)、单倍型比

(Hr)、单倍型多样性(Hd)、核苷酸(基因)多样性

(Pi)、平均核苷酸差异数(k)、多态位点数(S)、群体

遗传分化指数(Fst)并进行分子方差分析(AMO-
VA)。
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表1 大盐湖种群与旧金山湾种群COⅠ基因序列 GenBank
储存信息

Table
 

1 GenBank
 

store
 

information
 

of
 

COⅠ
 

gene
 

sequence
 

of
 

the
 

Great
 

Salt
 

Lake
 

population
 

and
 

the
 

San
 

Francisco
 

Bay
 

popu-
lation

种群
Population

样本数量分布
Number

 

of
 

samples
 

distribution

GenBank登录号
GenBank

 

accession
 

number

GSL
(29

 

samples)
1 KF662960

2 KF662968

21 KF662970

2 KF662971

2 KF662976

1 KF662977

SFB
(37

 

samples)
26 KF662960

6 KF662968

4 KF662970

1 KF662975

2 结果与分析

2.1 COⅠ基因序列分析

  本研究共获取黄骅种群COⅠ基因序列33条,
长度为709

 

bp,通过与NCBI核苷酸数据库内储存的

卤虫COⅠ基因DNA片段序列进行比对,确定本研

究获取的DNA片段均为旧金山卤虫。黄骅种群样

本的COⅠ基因序列具有7个变异位点,其中简约信

息位点1个,自裔位点6个;而大盐湖种群样本的

COⅠ基因序列具有11个变异位点,其中简约信息位

点7个,自裔位点4个;旧金山湾种群样本的COⅠ
基因序列具有7个变异位点,其中简约信息位点6
个,自裔位点1个。

2.2 遗传多样性分析

  由表2可知,多态位点数和总变异位点数这两个

指标的数值在3个种群中均相同,黄骅种群、大盐湖

种群、旧金山湾种群数值分别为6、11、7,表现为黄骅

种群<旧金山湾种群<大盐湖种群,其中黄骅种群与

旧金山湾种群接近。黄骅种群的单倍型多样性为

0.324,低于大盐湖(0.475)和旧金山湾种群(0.480)。
黄骅种群的核苷酸多样性(0.000

 

87)明显低于大盐

湖种群(0.002
 

78)和旧金山湾种群(0.003
 

20),黄骅

种群的平均核苷酸差异数(0.523)也明显低于大盐湖

种群(1.680)和旧金山湾种群(1.946),这些指标与单

倍型多样性的结果表现的趋势一致。黄骅种群的中

性检验指标Tajima's
 

D 值为-1.802,并不显著。

  与大盐湖种群和旧金山湾种群相比,黄骅种群中

的单倍型多样性和核苷酸多样性数值相对较低,表明

相较于美洲本土的旧金山卤虫种群,引入并定殖于中

国河北省沧州市黄骅市南排河镇辛立灶村的旧金山

卤虫种群的遗传多样性相对较低。

表2 黄骅种群、大盐湖种群和旧金山湾种群的遗传多样性信息

Table
 

2 Genetic
 

diversity
 

information
 

of
 

Huanghua
 

populations,the
 

Great
 

Salt
 

Lake
 

populations
 

and
 

the
 

San
 

Francisco
 

Bay
 

popula-
tions

种群
Population

样本数量
Number

 

of
 

samples

多态位
点数

Number
 

of
 

polymorphic
 

sites

总变异位
点数

Site
 

number
 

of
 

total
 

variation

单倍型数
Number

 

of
 

haplotypes

单倍型多样性
Haplotype

 

diversity

核苷酸
多样性
Nucleotide

 

diversity

平均核苷
酸差异数
Average

 

number
 

of
 

nucleotide
 

differences

Tajima's
 

D 中性
检验值
Tajima's

 

D
 

neutral
 

test
 

value

HU 33 6 6 4 0.324 0.000
 

87 0.523 -1.802

GSL 29 11 11 6 0.475 0.002
 

78 1.680 -1.297

SFB 37 7 7 4 0.480 0.003
 

20 1.946 0.451

2.3 单倍型聚类分析

  基于COⅠ基因序列进行群体遗传结构分析,共
有99个旧金山卤虫样本,3个种群共检测到9种单

倍型(H1-H9),其中H1、H5、H6为主要的单倍型,
分别占总数的35.35%(35个样本)、27.27%(27个

样本)和25.25%(25个样本)(图1,表3)。由表3可

知,H1型分别由77.14%的黄骅种群、5.71%的大盐

湖种群和17.14%的旧金山湾种群组成;H5型分别

由3.70%的大盐湖种群和96.30%的旧金山湾种群

组成;H6型分别由84.00%的大盐湖种群和16.00%
的旧金山湾种群组成。

  黄骅种群分别分布在 H1、H2、H4、H9型中,主
要 单 倍 型 为 H1 型 (81.82%),其 次 为 H4 型

(12.12%),再 次 为 H2 型 (3.03%)和 H9 型
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(3.03%)。大盐湖种群分别分布在 H1、H3、H5、

H6、H8、H9型中,主要单倍型为 H6型(72.41%);
其次为 H1(6.90%)、H8(6.90%)、H9(6.90%)型;
再次为H3(3.45%)、H5(3.45%)型。旧金山湾种群

分别分布在H1、H5、H6、H7型中,主要单倍型为H5
型(70.27%),其次为 H1型(16.22%),再次为 H6
型(10.81%),最后为H7型(2.70%)(表3)。各种群

  图1 基于COⅠ基因序列构建的黄骅种群、大盐湖种群

和旧金山湾种群的单倍型网络图

  Fig.1 Haplotype
 

networks
 

of
 

Huanghua
 

population,the
 

Great
 

Salt
 

Lake
 

population,and
 

the
 

San
 

Francisco
 

Bay
 

popula-
tion

 

constructed
 

based
 

on
 

COⅠ
 

gene
 

sequences
表3 各种群样本具有的单倍型数量及比例

Table
 

3 Number
 

and
 

proportion
 

of
 

haplotypes
 

in
 

various
 

popu-
lation

 

samples

单倍型
Haplotype

种群
Population

样本数量
Number

 

of
 

samples

比例/%
Proportion/%

H1 HU 27 77.14
GSL 2 5.71
SFB 6 17.14

H2 HU 1 100.00
H3 GSL 1 100.00
H4 HU 4 100.00
H5 GSL 1 3.70

SFB 26 96.30
H6 GSL 21 84.00

SFB 4 16.00
H7 SFB 1 100.00
H8 GSL 2 100.00
H9 HU 1 33.33

GSL 2 66.67
Total 99

的单倍型分布模式表明,3个种群的主要单倍型类型

并不相同,表明3个种群之间有明显的遗传分化。
 

2.4 群体遗传结构分析

  由表4可知,3个种群两两之间均存在显著的遗

传分化(P=0.000
 

1)。黄骅种群与大盐湖种群、旧
金山湾种群间的遗传分化指数均为0.64,大盐湖种

群与旧金山湾种群间的遗传分化指数为0.56。3个

旧金山卤虫种群的分子方差分析结果(表5)表明,在

3个种群的总遗传变异中,有61.04%的遗传变异来

源于3个种群间的遗传变异,而仅有38.96%的遗传

变异来源于各种群内个体间的遗传变异,表明这3个

旧金山卤虫种群间具有明显的遗传分化。
表4 3个旧金山卤虫种群间的遗传分化指数(Fst,对角线下

方)及显著性检验(P,对角线上方)

Table
 

4 Genetic
 

differentiation
 

index
 

(Fst,below
 

diagonals)
 

and
 

significance
 

test
 

(P,above
 

diagonals)
 

between
 

three
 

popula-

tions
 

of
 

A.franciscana

黄骅种群
HU

大盐湖种群
GSL

旧金山湾种群
SFB

HU 0.00 0.000
 

1 0.000
 

1

GSL 0.64 0.00 0.000
 

1

SFB 0.64 0.56 0.00

表5 3个旧金山卤虫种群间的分子方差分析
 

Table
 

5 Analysis
 

of
 

molecular
 

variance
 

among
 

three
 

popula-

tions
 

of
 

A.franciscana

变异来源
Source

 

of
 

variation

自由度
Degree

 

of
 

freedom

平方和
Sum

 

of
 

squares

变异组成
Variance

 

compon
ents

变异百
分比/%

 

Variation
 

percen
tage/%

Among
 

populations 2 73.112 1.091
 

99
 

61.04

Within
 

populations 96 66.908 0.696
 

96 38.96

Total 98 140.020 1.788
 

95 100.00

3 讨论

3.1 黄骅种群群体遗传多样性

  遗传多样性是生物种群进化的动力,也是种群适

应环境能力的直接体现,因此被认为是影响种群生存

和发展的前提[26,27]。外来物种的遗传多样性和遗传

结构受到奠基者效应、瓶颈效应、有性生殖比例等多

种因素的影响,物种或种群的遗传多样性可以反映其

在入侵和定殖过程中的一些特殊的历史事件[26]。因
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此,对物种或种群的遗传多样性及遗传结构进行研

究,不仅可以分析物种或种群的生存能力、进化潜力

以及适应能力,还可以用于分析外来物种的入侵机理

和路径[26]。

  本研究基于COⅠ基因序列对比探究了黄骅种

群、大盐湖种群和旧金山湾种群的遗传多样性,在多

态位点数、总变异位点数这两个指标上,黄骅种群与

旧金山湾种群接近,均低于大盐湖种群;在核苷酸多

样性、平均核苷酸差异数以及单倍型多样性等遗传变

异指标中,黄骅种群均低于大盐湖种群和旧金山湾种

群;在单倍型聚类分析中,3个类群的主要单倍型类

型并不相同,表明3个种群之间有明显的遗传分化。
本研究认为,相比于美洲本土的旧金山卤虫大盐湖种

群和旧金山湾种群,引种并定殖于河北省沧州市黄骅

市的旧金山卤虫的遗传多样性相对较低,这一结果与

越南Vinh
 

Chau地区定殖的旧金山卤虫的遗传多样

性情况类似[28]。这可能是由于奠基者效应造成的,
即黄骅种群仅由引入种群的少量个体繁衍而成;也可

能是该种群在定殖后经历了瓶颈效应,导致种群大小

在短时间内迅速下降,从而导致后代遗传多样性

降低[2931]。

3.2 黄骅种群种源

  现如今亚洲旧金山卤虫种群的种源不仅包括人

类从旧金山卤虫的两个主要种源地大盐湖种群和旧

金山湾种群的多次引入,还包括人类从中美洲以及欧

洲种群的引入[31]。本研究发现,黄骅种群的主要单

倍型是H1型,而大盐湖种群和旧金山湾种群的主要

单倍型分别为H6型和H5型,即黄骅种群的主要单

倍型与大盐湖种群、旧金山湾种群均存在差异,具有

显著的遗传分化;并且这3个旧金山卤虫种群具有的

总遗传变异主要来源于3个种群间的遗传变异,表明

黄骅种群并非是从大盐湖种群和旧金山湾种群这两

个旧金山卤虫主要种源地引种、繁衍而成,而可能是

由旧金山卤虫的其他次生种源地(本土种源地引入定

殖后再向外引种的地区)如中美洲或欧洲引种、繁衍

而成。

4 结论

  本研究通过对河北省沧州市黄骅市南排河镇辛

立灶村旧金山卤虫种群的COⅠ基因进行测序,并将

测序结果与大盐湖种群、旧金山湾种群的COⅠ基因

序列数据进行比对,从而分析比较这3个旧金山卤虫

种群的遗传多样性与遗传结构的差异。本研究发现,

相比于大盐湖种群和旧金山湾种群,黄骅种群的遗传

多样性相对较低,推测可能是旧金山卤虫在黄骅引

种、定殖过程中经历过奠基者效应和瓶颈效应;此外,
黄骅种群与大盐湖种群、旧金山湾种群存在显著的遗

传分化,表明黄骅种群并非直接从大盐湖种群和旧金

山湾种群引种、繁衍而成。

  由于旧金山卤虫的商品化由来已久,很多地区包

括越南Vinh
 

Chau地区、澳大利亚Port
 

Hedland地

区、伊朗Urmia湖以及渤海湾部分地区等都已大量

生产卤虫及卤虫卵,这也使旧金山卤虫的栖息地的分

布极易受到养殖生产等人为因素的干扰。因此推测

黄骅种群可能是经过美洲本土种源地扩张之后形成

的次生种源地的再次引种。因此,为进一步丰富黄骅

种群的遗传多样性,可从大盐湖种群或旧金山湾种群

再次引种,从而提高该种群的生存能力、进化潜力和

适应能力,进而保证该种群的延续与发展。
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Abstract:Artemia
 

franciscana
 

was
 

widely
 

spread
 

after
 

it
 

was
 

introduced
 

into
 

the
 

Bohai
 

Bay
 

area
 

of
 

China
 

in
 

1991.In
 

order
 

to
 

explore
 

the
 

population
 

genetic
 

diversity
 

and
 

population
 

genetic
 

structure
 

after
 

the
 

introduc-
tion

 

of
 

A.franciscana
 

into
 

Huanghua
 

City,Hebei
 

Province,33
 

samples
 

of
 

A.franciscana
 

eggs
 

were
 

collect-
ed,and

 

the
 

COⅠ
 

gene
  

was
 

amplified
 

and
 

sequenced.The
 

analysis
 

of
 

genetic
 

diversity
 

and
 

population
 

genetic
 

structure
 

was
 

conducted
 

combined
 

with
 

two
 

local
 

American
 

populations
 

of
 

A.franciscana
 

(29
 

samples
 

from
 

the
 

Great
 

Salt
 

Lake
 

population
 

and
 

37
 

samples
 

from
 

the
 

San
 

Francisco
 

Bay
 

population)
 

stored
 

in
 

the
 

National
 

Center
 

for
 

Biotechnology
 

Information
 

(NCBI)
 

in
 

the
 

United
 

States.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

nucleotide
 

diversity
 

of
 

the
 

Huanghua
 

population
 

(0.000
 

87)
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

Great
 

Salt
 

Lake
 

population
 

(0.002
 

78)
 

and
 

the
 

San
 

Francisco
 

Bay
 

population
 

(0.003
 

20).The
 

average
 

number
 

of
 

nucleotide
 

differences
 

(0.523)
 

of
 

the
 

Huanghua
 

population
 

was
 

also
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

Great
 

Salt
 

Lake
 

population
 

(1.680)
 

and
 

the
 

San
 

Francisco
 

Bay
 

population
 

(1.946).In
 

haplotype
 

analysis,a
 

total
 

of
 

9
 

haplo-
type

 

types
 

were
 

generated.The
 

haplotype
 

diversity
 

of
 

the
 

Huanghua
 

population
 

was
 

0.324,which
 

was
 

signifi-
cantly

 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

Great
 

Salt
 

Lake
 

population
 

(0.475)
 

and
 

the
 

San
 

Francisco
 

Bay
 

population
 

(0.480),and
 

the
 

main
 

haplotype
 

types
 

of
 

the
 

three
 

populations
 

were
 

not
 

the
 

same.Among
 

the
 

total
 

genetic
 

variation
 

of
 

the
 

three
 

populations,61.04%
 

of
 

the
 

genetic
 

variation
 

was
 

derived
 

from
 

the
 

genetic
 

variation
 

a-
mong

 

the
 

three
 

populations,while
 

only
 

38.96%
 

of
 

the
 

genetic
 

variation
 

was
 

derived
 

from
 

the
 

genetic
 

varia-
tion

 

among
 

individuals
 

within
 

each
 

group.Therefore,this
 

study
 

suggests
 

that
 

the
 

genetic
 

diversity
 

of
 

Huang-
hua

 

population
 

is
 

relatively
 

low
 

compared
 

with
 

A.franciscana
 

of
 

the
 

Great
 

Salt
 

Lake
 

population
 

and
 

the
 

San
 

Francisco
 

Bay
 

population.There
 

is
 

significant
 

genetic
 

differentiation
 

between
 

the
 

Huanghua
 

population
 

and
 

the
 

Great
 

Salt
 

Lake
 

population
 

and
 

the
 

San
 

Francisco
 

Bay
 

population,and
 

the
 

Huanghua
 

population
 

is
 

not
 

di-
rectly

 

introduced
 

and
 

reproduced
 

from
 

the
 

Great
 

Salt
 

Lake
 

population
 

and
 

the
 

San
 

Francisco
 

Bay
 

population.
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