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摘要: 为系统地了解莱州湾单环刺螠(Urechis unicinctus)遗传多样性, 作者基于线粒体 COI序列利用基

因测序技术研究了莱州湾 3 个单环刺螠不同群体的遗传多样性。实验结果显示, 84 个莱州湾单环刺螠

样本有变异位点数 125 个, 其中包括 43 个单一变异位点, 82 个简约信息位点; 48 个单倍型, 单倍型多

样性 0.977; 核苷酸多样性指数 0.01048; 平均核苷酸差异数量 13.725; 莱州湾单环刺螠遗传多样性水

平较高; 个体聚类并没有体现出和地理位置相关。 
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单环刺螠(Urechis unicinctus)是螠虫动物门的重

要经济海洋动物 , 同时也是无管螠目(Xenopneusta)

在中国海域分布的唯一物种[1]。该螠虫形似海参, 体

壁中蛋白和营养必需氨基酸含量高 , 内脏中也存

在大量多糖、酶等生理活性物质 , 具有巨大的经济

价值。单环刺螠可以存活于硫化物含量较高的海洋

环境中 , 并对其环境中的硫化物具有一定的解毒能

力 [2], 对人类治理海洋硫化物污染给予了新的启

示。基于单环刺螠的独特分类学地位、优于其他海

洋生物对硫化物的耐受解毒能力以及广阔经济前

景 , 针对单环刺螠的研究已经在国内外成为新的热

点之一[3-5]。在中国, 单环刺螠主要分布于渤海三大

海湾之一的莱州湾地区, 近年来该海域不仅遭受时

有发生的海上漏油事件的影响, 而且遭受陆源污染

物的大量排放, 海洋污染问题较为突出。环境污染可

影响地理种群的多样性, 使生物资源衰退[6]。进行莱

州湾单环刺螠遗传多样性研究, 对该种群的进一步

针对性保护和合理开发均有深刻意义。 

近年来, 包括简单重复序列、简单重复序列中间

区域以及单核苷酸多态性分析等在内的多种分子标

记在生物遗传多样性的分析中广泛应用[7-9]。在当前所

有分子标记中, 单核苷酸多态性(SNP)标记是涵盖生

物体全部 DNA 多态的惟一标记方法[10], 基于 COI 基

因序列的 SNP 已用于多种海洋生物的遗传多样性分

析[11-13]。生物体线粒体 DNA 是探究群体遗传学的有

效标记, 而 COI基因是线粒体 DNA的标准目标区域, 

并在所有物种中进行编码 [14], 现已进行的大量工作

已证明 COI 基因序列用于物种鉴定、遗传多样性分析

和进化分析具有可行性、有效性和准确性[15-17]。本研

究对莱州湾单环刺螠多个群体进行 COI 基因分析, 以

期为该地理种群的保护和合理利用提供基础依据。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集 

实验共采集单环刺螠 3 个群体 84 个样本, 其中

群体 1 的 21 个样本(编号 1-1~1-21)采自潍坊莱州湾

单环刺螠保护区, 群体 2的 30 个样本(编号 2-1~2-30)

采自莱州浅滩保护区, 群体 3 的 33 个样本(编号 3-1~ 

3-33)采自昌邑海区。样本来源见表 1。单环刺螠活

体运输至实验室。 

1.2  基因组 DNA 提取 

解剖单环刺螠活体 , 去除其内脏组织 , 取其体

壁, 采用 Omega 公司的动物组织 DNA 提取试剂盒提

取单环刺螠基因组 DNA。 
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表 1  样本来源 
Tab. 1  Sources of samples 

群体 样本编号 采样地 经纬度 

1 1-1~1-21 潍坊莱州湾单环刺螠保护区 N 37°25′; E 119°15′ 

2 2-1~2-30 莱州浅滩保护区 N 37°14′; E 119°38′ 

3 3-1~3-34 昌邑海区 N 37°20′; E 119°48′ 

 

1.3  基于 COI 基因序列的遗传多样性分析 

1.3.1  COI 基因的 PCR 扩增 

根据 NCBI 上搜索到的单环刺螠 COI 序列(登录

号: EF656365), 利用 Primer Premier 软件设计扩增该

序列所需的特异引物, 并由华大科技有限公司合成, 

引物序列(CXF、CXR)见表 2; 同时合成后生动物通

用引物, 引物序列(LCO、HCO)见表 2。 
 

表 2  用于 COI 序列 PCR 反应的引物的序列 
Tab. 2  Sequence of primers used in the PCR of COI 

gene sequence 

引物 序列(5′→3′) 

CXF 
GTGCGATGATTATACTCAACAAACCACAA
AGAC 

CXR TTATTGGGTAATTACTCCTGTTTCGTCTGC 

LCO GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 

HCO TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 

 
分别以 CXF、CXR 以及 LCO、HCO 作为上下

游引物, 提取的单环刺螠 DNA 为模板进行 PCR 扩

增。反应总体系 50 μL, 其中上下游引物(10 μmol/L)

各 2 μL, DNA 模板 2 μL。反应程序: 94℃预变性 5 min; 

95℃变性 30 s, 57℃退火 30 s, 72℃延伸 45 s, 30 个循

环; 最后 72℃延伸 10 min。纯化后的 COI 扩增产物

由华大科技有限公司进行双向测序。 

1.3.2  COI 数据分析 

利用 MEGA5 软件中的 ClustalW 对得到的 COI 序

列进行比对[18], 去掉两端有误差的部分 , 最终得到

一个用于分析的碱基序列阵式文件。应用 DnaSP 软

件计算各个核苷酸的多样性 [19], 并分析平均核苷酸

差异。利用 MEGA5 软件进行简约信息位点和突变位

点分析 [18], 计算简约信息位点的比率以及各碱基的

含量; 利用 Kimura 2-parameater 模型构建 NJ 分子系

统树[20, 21]。 

2  结果与分析 

2.1  基因组 DNA 提取结果 

单环刺螠 DNA的提取对于整个实验过程至关重

要, 使用试剂盒提取的单环刺螠 DNA 检测后表明, 

提取结果较好。 

在提取过程中 , 单环刺螠的保鲜和细胞裂解条

件至关重要。活体单环刺螠内的基因组降解酶活性

小, 而机体失活后, 其内的 DNA 酶迅速活跃, 可使

大量 DNA 损失, 导致所提量甚微。在液氮中快速研

磨组织块 , 加入蛋白酶水浴保温裂解细胞 , 裂解时

间一般 3 h 左右, 同时避免剧烈振荡等造成 DNA 的

断裂。提取后的 DNA 应即时贮存于–20℃冰箱中, 以

减缓其降解的速度。 

2.2  莱州湾 3个群体COI序列分析实验结果 

单环刺螠 COI 序列扩增特异引物(CXF、CXR)扩

增效果较好(图 1), 后生动物通用引物(LCO、HCO)扩

增效果较差。扩增后单环刺螠 COI 序列全长 1 533 bp, 

去除去掉两端有误差的序列 , 最终得到用于分析的

1 309 bp 碱基序列, 84 个样本中, 除去测序失败和序

列过短的 14 个样本, 用于最终分析的样本为 70 个。

将单环刺螠 COI 序列 70 个样本的全部序列作为一个

共同数据矩阵, 用 DnaSP 软件进行处理。结果发现: 

单环刺螠 COI 序列有变异位点数 125 个, 其中 43 个

单一变异位点, 82 个简约信息位点; 48 个单倍型, 单

倍型多样性 0.977; 单倍型多样性方差 0.00079, 单倍

型多样性标准差为 0.028;  核苷酸多样性指数为

0.01048; 平均核苷酸差异数量为 13.725。平均碱基 

 

图 1  单环刺螠 COI 序列特异引物(CXF、CXR)扩增图 

Fig. 1  Diagram of amplification of COI sequence of Urechis 
unicinctus using specific primers (CXF, CXR) 
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组成: A, 26.3%; G, 17.6%; C, 24.2%; T, 31.8%; A+ 

T(58.1%)含量高于 G+C(41.9%)含量。不同群体的遗

传变异参数见表 3。莱州湾单环刺螠 70 个体的聚类

图见图 2, 其中样品 1-1~1-21为潍坊莱州湾单环刺螠

保护区地理种群(群体 1); 样品 2-1~2-30 为莱州浅滩

保护区地理种群(群体 2); 样品 3-1~3-34 为昌邑海区

地理种群(群体 3)。从图 2 中可见, 70 个个体聚类并

没有体现出和地理位置相关。 

 

图 2  莱州湾 3 个群体单环刺螠系统发育树 

Fig. 2  Phylogenetic tree of Urechis unicinctus of three populations in Laizhou Bay 
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表 3  单环刺螠不同群体的遗传变异参数 
Tab. 3  Genetic variation parameters of three populations of Urechis unicinctus 

群体 变异位点数 单倍型 单倍型多样性 核苷酸多样度 平均核苷酸差异 

1 79 18 0.984±0.024 0.01273 16.705 

2 32 19 0.945±0.027 0.01010 8.8182 

3 14 22 0.978±0.021 0.01326 13.422 

 

3  讨论 

作为生物多样性的重要层次 , 遗传多样性是评

价生物资源的重要依据, 种群遗传多样性的度量和保

护已成为对其生物资源进行评价的核心问题[22, 23]。不

了解重要种群的遗传多样性, 就无法实现有针对性

的科学保护和合理开发。 

物种的遗传多样性是否丰富与单倍型多样性和核

苷酸多样性指数高低密切相关[24], 数值越高, 多样性

越丰富, 该物种的遗传多样性越高。莱州湾单环刺螠

COI 序列的单倍型多样性和核苷酸多样性明显高于中

国海文昌鱼(Branchiostoma sp.)、前鳞鮻(Liza affinis)、

丽文蛤(Meretrix lusoria)等其他海洋生物[12, 25, 26], 这

可能由于在这些海洋动物中大多数种类已进行了多

年人工增养殖, 近亲交配或遗传渐渗使其遗传多样

性水平降低。未来在开展单环刺螠大规模人工增养

殖活动时, 避免近亲交配, 减少遗传渐渗的出现, 将

会对维持该地理种群的较高遗传多样性有重要作

用。增殖放流时, 可增加放流单环刺螠的遗传多样性

检测, 以保持该种群的较高遗传多样性。本研究结果

还显示, 莱州湾 3 个单环刺螠群体的个体聚类并无

地理位置相关性, 1 个群体退化时可从其他群体引种, 

以维系该地理种群较高的遗传多样性。 

作者开展了莱州湾单环刺螠遗传多样性研究 , 

分析了其变异的大小 , 并根据遗传多样性指数 , 确

定其遗传状况, 从而为该地理种群的长期保护和可

持续性利用提供重要基础依据。 
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Abstract: Urechis unicinctus has a unique taxonomic status and a broad economic prospect. The mitochondrial COI 

gene sequences of U. unicinctus from three populations in Laizhou Bay of Shandong province were evaluated to 

analyze the genetic diversity of this species. A total of 70 pieces of fragments with a length of 1 309 bp were ob-

tained in this analysis. There were 115 mutation sites in U. unicinctus, including 43 single mutation loci, 82 mini-

malism information loci, 77 double mutation minimalism information loci, and 5 triple mutation loci. The diversity 

index of the haplotypes was 0.977, and the nucleotide diversity index was 0.01048. The mean difference in the 

number of nucleotides was 13.725. These results indicate that U. unicinctus in Laizhou Bay has a high genetic di-

versity. The findings of this study provide basic information that could be useful for the conservation and develop-

ment of U. unicinctus in Laizhou Bay of Shandong province. 
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