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提要 运用分子标记技术 对厦门现有文昌鱼 Βρανχηιοστοµα βαλχηερι 海域 蟹口海域 !

南线海域 !黄厝海域 文昌鱼种群进行遗传多样性研究 ∀通过 个有效引物的 °⁄反应 共

扩增出 条带 其中多态性条带为 占总扩增条带的 ∀ 指数法分析和 °

统计分析表明 厦门 个海域文昌鱼可分为 个组 平均遗传距离为 ∀南线海域文昌鱼和

黄厝海域文昌鱼的遗传距离为 亲缘关系较近 聚类于同一组 蟹口海域文昌鱼与南线海

域文昌鱼和黄厝海域文昌鱼的遗传距离分别为 和 亲缘关系较远 单独为一组 结论

与 个海域的文昌鱼形态比较结果一致 出现遗传分化 ∀ ≥ 遗传多样性指数统计结果

表明 蟹口海域种群为 南线海域种群为 黄厝海域种群为 ∀厦门文昌鱼种群

遗传多样性是各种群的遗传特性与该海域各种环境生态因子长期作用的结果 三元线性相关

分析发现目前主要生态因素是底质和海水深度 个海域中以蟹口海域的自然环境最为优越

其底质为中粗沙或粗中沙 !水深 ∗ ∀根据以上研究结果 本文提出了厦门海域文昌鱼

资源的保护建议 ∀
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文昌鱼 又称双尖鱼 ¬∏ 是一类低等的

脊索动物 属脊椎动物门的头索动物亚门 !文昌鱼纲

为国家二级保护动物 ∀文昌鱼为世界上最古老的生物

之一 是无脊椎动物演化至脊椎动物过渡典型的活标

本 ∀因此对文昌鱼的研究和保护 无论在动物分类学

和动物进化上都具有重要的意义 ≈ ∀

厦门文昌鱼 Βρανχηιοστοµα βελχηερι 广泛分

布于中国近海 常栖息在海水透明度较高 水质洁净

底质为细小沙砾或粗沙与细沙掺杂 并且要求一定的

酸碱度和盐度环境 ∀厦门地区是其主要产地 一度闻

名世界的刘五店渔场年产量曾达 之多 ∀但自

世纪 年代以来 由于环境破坏 厦门文昌鱼的栖息

地越来越小 导致厦门文昌鱼资源趋于枯竭 ≈ ∀本研

究运用 °⁄ ° ⁄ 分

子标记技术 ≈ 对厦门现有文昌鱼海域文昌鱼种群

进行遗传多样性研究 探讨并提出目前厦门文昌鱼资

源的保护建议 ∀

材料和方法

材料

厦门文昌鱼样品

年 ∗ 月分别到厦门文昌鱼保护区内黄

厝海域 个站点 !南线海域 个站点 !蟹口海域

个站点 !刘五店 鳄鱼屿海域 个站点 运用淘洗

法采文昌鱼 龄期 样品 ≈ 见图 每个站点随机

取 条鱼 ∀同时监测各海区内 值 !水温 !盐度 !底

质 !水质等情况 并且采访厦门文昌鱼保护区有关单
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位 调查生态环境的资料 ∀测定各站文昌鱼的栖息密

度 分析文昌鱼的形态结构 ∀

试剂

× ⁄ 聚合酶 !单核苷酸 ×° !分子 2

! ≤× 等均为 ° 公司产品 所用引物为 ≥ 2
公司产品 其它试剂均为国产分析纯试剂 ∀

仪器

°≤ 仪 °∞公司 型 紫外分光光度计

型 电泳仪 ⁄公司 ° 型 ∀凝胶成像系

统 ∂°公司 ⁄≥ ∀

实验方法

文昌鱼 ⁄ 的提取及检测

称取 文昌鱼肌肉 加入预热至 ε 的抽提

缓冲液 ≥×∞缓冲液 Λ ≥⁄≥ Λ 蛋白酶

Λ 混匀 ε 恒温 ∀加入 至

终浓度为 置于 ε 恒温水浴 ∀加入

等体积酚 Β氯仿 Β异戊醇 Β Β 抽提 次 于

离心 ∀取上清液 加入 体积

和 倍体积的无水乙醇 置于 ε 冰

箱中 于 离心 弃上清液

沉淀用 的酒精洗 次 ∀待酒精挥发干后 加入

Λ ×∞缓冲液溶解 ∀

⁄ 纯度 !浓度的测定和电泳检测

⁄ 溶液稀释后以 ×∞缓冲液为空白对照检测

其在 及 波长的紫外吸收 计算 ⁄ 的

浓度和得率 并判断其纯度 ∀用 ≅ × ∞配制的

琼脂糖凝胶电泳检测判别 ⁄ 分子的大小及基因组

是否降解 ∀将符合条件的样品稀释至 用于

°⁄分析 ∀

°⁄反应

聚合酶链式反应 °≤ 体系 ≅ ∏ Λ

× ⁄ 聚合酶 引物 Λ ×°

≤ 模板 ⁄ 加超纯水

至 Λ ∀ °≤ 循环设置为 首先 ε 变性

ε 复性 ε 延伸 个循环 然后 ε 变

性 ε 复性 ε 延伸 个循环 ∀

ε 延伸 最后将结果置于 ε 冰箱保存 ∀

电泳及观察

将 °≤ 扩增产物在 的琼脂糖凝胶中电泳

分离 ∀ ∂ 的恒压下电泳 ∀电泳结束后在紫

外检测仪上观察记录扩增产物的条带 并在凝胶成像

系统中保存图象 ∀

数据的统计与分析

°⁄扩增结果的记录 °⁄扩增

的电泳图谱需能重复 次 ∀ 在 °⁄扩增结果的电

泳图谱中 每一条 ⁄ 条带均为一个分子标记 并代

表一个引物结合位点 ∀根据各分子标记的迁移率及其

有无统计所得位点的二源数据 有带计为/ 0 无带计

为/ 0 强带和弱带的赋值均为/ 0 ∀

遗传距离 !遗传一致度及聚类分析

根据 °⁄扩增结果所统计的数据 遗传距离 ∆ 和

遗传一致度 遗传相似性系数 Σ 的计算运用 指

数法 ≈ ∀

Σ Νξψ Νξ Νψ

Νξψ为种间共有的扩增带 , Νξ 为 Ξ种具有的扩增

带 , Νψ为 Ψ种具有的扩增带 ,

∆ = Σ

聚类分析运用无权重配对算术平均数法

∏ ∏ √ °

进行 ∀

≥ 遗传多样性指数 ≈

最早将 ≥ 遗传多样性指数用于人类遗传多样

性的研究 ∀ ≥
≈ 用其检测核糖体 ⁄ 限制

性位点的变异 ∀≤ 等 ≈ 则发展了此方法 并将其

用于处理 °⁄数据的统计和分析工作中

Η Ε Πι Πι

其中 Πι是种群(亚种群)内一条扩增产物存在的

频率 ,或称 °⁄表型频率 Η为遗传多样性指数 ∀

结果与分析

厦门文昌鱼保护区生态环境及其资源

现状

厦门海域生态环境

本次调查 个海域在春季 !夏季 !冬季的水温 !盐

度 ! 值 !溶解氧 ⁄ !化学耗氧量 ≤ ⁄ 等监测项

图 厦门文昌鱼分布

ƒ ∏ Βρανχηιοστοµα βελχηερι
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目 测量值分布具有区域性差异 可分成同安湾海域

即鳄鱼屿海域 !厦门东海域 即黄厝海域 和大嶝岛

海域 包括南线至十八线海域与蟹口海域 个区域

描述 ∀ 个海区的自然环境状况调查表明 个海区底

层温度变化不大 ∗ 月为 ∗ ε 月为

∗ ε ∀盐度为 ∗ 其中南线至十八

线的盐度较高 为 ∗ ∀ 为 ∗ ∀

个海区水中溶解氧 月份平均为 ∗

月份为 ∗ ∀化学耗氧量 ≤ ⁄ 为

∀上述文昌鱼分布的 个海域水体中水

温 !盐度 ! 值 !溶解氧 ⁄ !化学耗氧量 ≤ ⁄ 等项

目的测定结果均符合一类海水水质标准 ∀

底质状况

黄厝 个站底质类型是砾砂 ! 中粗砂 ! 粗中砂

∆ Υ值为 ∗ ∀站点 ∆± Υ值为 分选程

度很好 站点 ∆± Υ值为 ∗ 分选程度

好 上述 个站点仍是文昌鱼栖息地 ∀站点 ∆± Υ值为

分选程度中常 粉砂和粘土占 现已没有

文昌鱼分布 说明底质表层沉积粉砂和粘土至

左右就不适应文昌鱼的生存 ∀南线底质类型为中粗

砂 粗砂 砾砂 种 ∆ Υ值为 ∗ 粒度大

∆± Υ值为 ∗ 分选程度较好 适宜厦门文昌

鱼的生长发育 ∀蟹口海域文昌鱼栖息地 个站点底质

类型为中粗沙和粗中沙 ∆ Υ值为 ∗ ∆± Υ

值为 ∗ 分选很好 最适宜文昌鱼的生长发

育 ∀

厦门文昌鱼种群组成及形态比较

厦门文昌鱼的分布 本次实地调查 !

访问渔民和 / 厦门文昌鱼资源调查0 的资料 年

∗ 月 结果表明 厦门文昌鱼仅分布于黄厝海域 !

南线 !蟹口海域 年建立的文昌鱼保护区内的小

嶝海区 !同安刘五店 鳄鱼屿附近 海区已没有文昌鱼

分布 主要原因是底质表层沉积淤泥造成的 ∀ 年

月 日 ∗ 日 ! 月 日的调查结果表明黄厝文

昌鱼分布密度平均为 尾 南线文昌鱼分布密

度平均为 尾 蟹口文昌鱼分布密度平均为

尾 ∀从厦门现有文昌鱼海域的分布看 黄厝

海域距离南线海域 距离蟹口海域

南线海域距离蟹口海域 分布无连续性 ∀

厦门文昌鱼形态比较 厦门文昌鱼长

年累月生活在不同海域 世代繁衍 这些遗传分化也

已在形态特征上反映出来 ∀目前 不同海域内厦门文

昌鱼种群的体色 !个体大小及其种群组成 !体长与体

高及各躯段比例等形态特征已有一定差异 ∀

体长 本调查从黄厝 !南线 !蟹口海域分别获得

文昌鱼 龄 样品 尾 ! 尾 ! 尾 体长测定结

果表明 这些海域位点中的文昌鱼体长组成有一定差

异 ∀黄厝海域文昌鱼体长范围 ∗ 平均值为

南线海域文昌鱼体长范围 ∗ 平均

值为 蟹口海域文昌鱼体长范围 ∗

平均值为 ∀可以看出 黄厝海域与南线海

域文昌鱼体长较短 平均值只相差 而蟹口海域

文昌鱼平均体长达 分别比南线海域与黄厝

海域的文昌鱼长 和 ∀

体长与体宽及各躯段比例 黄厝 !南线和蟹口海

域的文昌鱼的体宽随着体长增长而增大 其平均体长

与平均体宽的比例分别为 和 其中

黄厝与蟹口海域的比值相差较小 而与南线海域的相

差较大 ∀同样 文昌鱼腹孔前段长度与腹孔后段长度

比值分别为 肛门前长度与后段长

度的比值分别为 其中黄厝海域与

南线海域的比值较接近 而与蟹口海域的比值相差较

大 ∀

体色 个海域内文昌鱼均呈乳白色 ! 半透明 !

光滑无鳞 ∀但蟹口海域的文昌鱼体色浅 ∀南线 !黄厝海

域的文昌鱼体色深 呈略带粉红的乳白色 ∀

肌节 厦门文昌鱼躯体细长 两端尖细 左右稍

扁 肌节呈/ 30形排列 尖头向头部 肌节数目相似 为

∗ 节 ∀其中 黄厝海域文昌鱼肌节数范围 ∗

平均值为 南线海域文昌鱼肌节数范围 ∗

平均值为 蟹口文昌鱼肌节数范围 ∗

平均值为 ∀虽然 个海域文昌鱼体长有较大差

别 但是肌节数相差不大 ∀

厦门文昌鱼基因组遗传多样性分析结果

厦门文昌鱼遗传分化情况

文昌鱼基因组 °⁄扩增结果 每个

海域各站点提取的文昌鱼 ⁄ 混合代表该海域文昌

鱼基因组 ∀经 个 随机引物在厦门 个海域文

昌鱼基因组中 °≤ 扩增后 电泳图谱见图 具体扩

增情况见表 ∀

由图 可知各引物在厦门 个海域文昌鱼基因

组中扩增的条带数为 ∗ 条 扩增片段的大小在

∗ 之间 ∀引物扩增的条带重复性好 重复

次以上 条带清晰 易于统计 ∀由表 可知 个引物

在厦门 个海域文昌鱼基因组中扩增出 条带

条为多态性带 多态位点率为 ∀厦门海域

文昌鱼基因组较高的多态位点率 反映其丰富的遗传

多样性 ∀

遗传一致度及遗传距离聚类分析 利

用 指数法得出厦门 个海域文昌鱼的遗传一致
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≥ ∂

表 1  10 个引物在厦门 3 个海域文昌鱼中 ΠΧΡ 扩增情况

Ταβ .1  Αµ πλιφιχατιον οφ 10 εφφεχτιϖε πριµερσ ον Βρανχηιοσ2

τοµ α βαλχηερι Γραψιν τηε 3 σεα αρεασ

引物号 序列
扩增

条带

多态性

条带

多态性条带

占百分比

≥ × ≤≤ ≤ ×

≥ × × ≤≤ ≤≤ ≤ ≤ ×

≥ × ≤≤ ≤ × ≤ ×

≥ × × ×

≥ × × × ≤ ≤≤

≥ ≤

≥ ≤ ≤ ≤ ≤ ×

≥ ≤≤ ≤ × × ≤

≥ × ≤ ≤ × ≤ ×

≥ × ≤ ≤≤

总数

平均值

度和遗传距离 见表 ∀并运用 ° 法对厦门

个海域文昌鱼遗传关系进行聚类分析 见图 ∀

由表 可知 厦门 个海域文昌鱼种群发生了

遗传分化 南线海域文昌鱼和黄厝海域文昌鱼遗传

距离为 亲缘关系较近 蟹口海域文昌鱼与南

线海域文昌鱼和黄厝海域文昌鱼遗传距离分别为

和 亲缘关系较远 ∀由图 可知 厦门 个

海域文昌鱼可分为 个组 南线海域文昌鱼和黄厝

海域文昌鱼聚类于同一组 蟹口海域文昌鱼单独为

一组 结果与遗传距离分析结论一致 ∀

厦门海域文昌鱼种群遗传多样性比较

结果

个 随机引物在厦门 个海域文昌鱼

种群中 °≤ 扩增图谱见图 具体扩增情况见表 ∀

个引物在厦门 个海域文昌鱼种群中扩增条带

重复性好 重复 次以上 条带清晰 易于统计 ∀

蟹口海域多态位点率最高 为 南线海域多

图 厦门 个海域文昌鱼基因组 °≤ 扩增的指纹图谱

ƒ ⁄ Βρανχηιοστοµα βαλχηερι

蟹口海域 黄厝海域 南线海域 Κ⁄ ∞

÷ ∏ ∏ ∏ ¬ Κ⁄ ∞

表 2  厦门 3 个海域文昌鱼的遗传距离(下三角)及遗传一

致度(上三角)

Ταβ .2  Σιµιλαριτψ µατριτ ανδ γενετιχ διστανχε οφ Βρανχηιοσ2

τοµ α βαλχηερι Γραψιν τηε 3 σεα αρεασ βασεδ ον Νειχσ

εστιµατε οφ σιµιλαριτψ ανδ γενετιχ διστανχε

海域 南线海域 黄厝海域 蟹口海域

南线海域

黄厝海域

蟹口海域

态位点率为 黄厝海域多态位点率为

∀较高的多态位点率反映种群丰富的遗传多

样性 ∀进一步运用 ≥ 遗传多样性指数对 °≤

扩增结果统计分析 表 ∀由表 可知 蟹口海域的

遗传多样性指数最高为 表明蟹口海域文昌鱼

种群的遗传多样性最丰富 最适合文昌鱼的栖息 ∀这

是文昌鱼种群的遗传特性和该海域各种环境生态因

子长期作用的结果 ∀
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图 厦门 个海域文昌鱼遗传分化聚类关系

ƒ ⁄ ∏ Βρανχηιοστοµα

βαλχηερι

表 3  10 个引物在厦门 3 个文昌鱼种群 ΠΧΡ 扩增情况

Ταβ .3  Αµ πλιφιχατιον οφ 10 εφφεχτιϖε πριµερσ ον τηε ποπυλατιον οφ Βρανχηιοστοµ α βαλχηερι Γραψιν τηε 3 σεα αρεασ

引物号

蟹口海域

扩增

条带

多态性

条带

多态性条带

占百分比

南线海域

扩增

条带

多态性

条带

多态性条带

占百分比

黄厝海域

扩增

条带

多态性

条带

多态性条带

占百分比

≥

≥

≥

≥

≥

≥

≥

≥

≥

≥

平均

表 4  10 个引物估测的厦门 3 个文昌鱼种群的遗传多样性

Ταβ .4  Εστιµατεσοφ γενετιχ διϖερσιτψ( Η) ωιτηιν ποπυλατιον

οφ Βρανχηιοστοµ α βαλχηερι Γραψ ιν τηε 3 σεα αρεασ

υσινγ 10 αρβιτραρψ ολιγονυχλετιδε πριµερσ

引物号 序列
Η

蟹口海域 南线海域 黄厝海域

≥ × ≤≤ ≤ ×

≥ × × ≤≤ ≤≤ ≤ ≤ ×

≥ × ≤ ≤ ≤ × ≤ ×

≥ × × ×

≥ × × × ≤≤≤

≥ ≤

≥ ≤≤ ≤ ≤ ×

≥ ≤ ≤≤ × × ≤

≥ × ≤≤ × ≤ ×

≥ × ≤ ≤ ≤

平均

讨论

厦门海域文昌鱼形态差异与遗传分化

的关系

从厦门现有文昌鱼海域的分布看 黄厝海域距

离南线海域 距离蟹口海域 南线海

域距离蟹口海域 ∀由于文昌鱼成鱼生活习性

为钻沙避光生活 游动性很小 ∀鱼的卵和精子虽然随

潮汐有一定的漂流性 但国家海洋局对厦门海域水流

和潮汐监测结果 ≈ 表明 厦门海域海水回流最大距离

为 因此 相距 以上的南线 蟹口 !黄

厝海域文昌鱼的精子和卵也不可能交流 文昌鱼分布

无连续性 个海域文昌鱼形成了地理和生殖隔离 ∀厦

门文昌鱼不同种群由于适应不同海域生态环境 不仅

形态上产生了一定的差异 而且其种群遗传特性也产

生了分化 ∀通过对厦门海域文昌鱼形态的比较发现

不同海域内厦门文昌鱼种群的体色 !个体大小及其种

群组成 !体长与体高及各躯段比例等形态特征已有一

定差异 ∀并且从这一系列形态学比较的结果可知 黄

厝海域与南线海域文昌鱼的形态特征比较相近 而它

们与蟹口海域文昌鱼的形态特征相差较大 ∀同时我们

运用 °⁄分子标记技术对厦门 个海域文昌鱼遗传

分化的研究也发现 厦门海域文昌鱼种群发生了遗传

分化 ∀南线海域文昌鱼和黄厝海域文昌鱼遗传距离为

亲缘关系较近 分子聚类于同一组 蟹口海域文

昌鱼与南线海域文昌鱼和黄厝海域文昌鱼遗传距离

分别为 和 亲缘关系较远单独为一组 ∀由此

可见 形态学比较的结果与遗传分化研究的结果一

致 ∀
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≥ ∂

图 厦门 个海域各站点文昌鱼种群 °≤ 扩增图谱

ƒ ∏ Βρανχηιοστοµα βαλχηερι

蟹口海域 黄厝海域 南线海域 Κ⁄2

∞

÷ ∏ ∏ ∏ ¬

Κ⁄ ∞

厦门文昌鱼种群遗传多样性与栖息海

域环境因子的关系
本次生态调查结果和资料分析表明 厦门文昌

鱼分布的 个海域水体中水温 !盐度 ! 值 !溶解氧

⁄ !化学耗氧量 ≤ ⁄ 等项目的测定结果相近均符

合一类海水水质标准 ∀目前影响厦门 个海域文昌鱼

的环境因素 主要是厦门文昌鱼栖息地的底质粒度 !

分选系数 !海水深度等 ∀为了研究环境因素与遗传多

样性指数 Η 关系 应用三元线性回归方程进行计

算 获得厦门文昌鱼种群遗传多样性指数与水深 !底

质粒度 !分选系数的回归方程

Η= η ∆ Υ

∆± Υ

其中 Η表示文昌鱼多样性指数 , η 表示水深

∗ ∆ Υ 表示底质中值粒度 ∗

∆± Υ 表示分选系数 ∗ ∀

从回归方程中可以看出 在有文昌鱼分布的范围

内水深 ! 底质粒度与厦门文昌鱼多样性指数呈正相

关 ∀分选系数与文昌鱼多样性指数呈负相关 且相关

性最大 ∀分选系数低 遗传多样性指数就高 而分选系

数高低 则决定于海水洄流的动力 ∀

探索厦门文昌鱼资源的保护措施

年代厦门文昌鱼自然保护区设立以来 在各

级政府职能部门有效的管理下厦门文昌鱼资源的保

护取得一定的成效 ∀主要表现在厦门文昌鱼分布的

个海域水体中水温 !盐度 ! 值 !溶解氧 ⁄ !化学

耗氧量 ≤ ⁄ 等项目的测定结果均符合一类海水水

质标准 适合厦门文昌鱼栖息 同时厦门文昌鱼自然

种群数量在栖息海域生态环境的改善及严禁滥捕文

昌鱼等政策法规的保障下出现了恢复增长态势 ∀通过

近年来对厦门文昌鱼种群及其栖息海域生态环境的

跟踪监测 和本文对其遗传多样性的研究结果 作者

对目前厦门文昌鱼资源保护的提出以下建议 ∀

加强保护厦门文昌鱼法规的实施与落

实

在前阶段工作的基础上 进一步加强保护文昌鱼

法规的实施与落实 维护厦门文昌鱼栖息海域良好的

生态环境 严禁滥捕文昌鱼 ∀

建立不同保护功能的海域

本实验探明厦门 个海域的文昌鱼种群已发生

了遗传分化 可分为 个组 蟹口海域文昌鱼组与南

线海域 !黄厝海域文昌鱼组 其中蟹口海域文昌鱼种

群的遗传多样性最丰富 其海域最适合文昌鱼的栖

息 ∀ 蟹口和南线两海域水深达 ∗ 自然环境优

越 可分别作为厦门文昌鱼两组种群保护的重点海

域 大力发展文昌鱼种群数量 ∀ 黄厝海域位于厦门

岛东部与小金门岛 !大担岛之间 受风浪袭击较弱 水

深 ∗ 可作为厦门文昌鱼理想的研究基地 开展

文昌鱼人工养殖 ∀

保护厦门文昌鱼栖息地的底质环境

厦门文昌鱼的敌害为鱼 !虾等掠食性动物 为躲

避敌害 文昌鱼平时半埋于砂中 幼鱼比较喜欢栖于

较细砂中 成鱼则在较粗砂中 ∀渔民常根据此特性 都

在粗砂中捕捞成鱼 ∀文昌鱼无法钻入泥地 砂太细会

妨碍其呼吸 砂粒直径以 ∗ 为宜 太粗或

搀杂有碎贝壳的底质也不适于文昌鱼生存 ∀栖息地自

然环境生态因子直接影响文昌鱼的分布 !生长发育及
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其遗传多样性 ∀因此 保护文昌鱼栖息地是发展文昌

鱼种群数量的首要条件 ∀

三元线性相关分析发现目前影响厦门文昌鱼自

然种群发展的主要生态因素是底质粒度 ! 分选程度 !

海水深度 ∀其中底质分选程度的影响因素最大 分选

系数低遗传多样性指数就高 而分选系数的高低 则

决定于海水洄流的动力 ∀ 世纪 年代后筑海堤 !围

海造田 !过度网箱养殖 造成厦门海域海水洄流动力

减弱 分选程度差 导致淤泥沉积 刘五店砂质的文昌

鱼栖息地泥化 不仅文昌鱼渔场消失 目前已没有厦

门文昌鱼分布 ∀所以应该以历史为教训 采取有效措

施 如严禁违法围垦造田 合理开发海域养殖业 限制

过度吊养牡蛎等 以维护海域水流正常洄流 保护厦

门文昌鱼栖息地的自然环境 ∀
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