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海蜇养殖群体及自然捕获群体 ITS序列遗传分析 

孙国华1,2, 刘相全1, 杨建敏1, 张锡佳1, 刘爱英1, 谭福奕2 
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摘要: 为调查海蜇( Rhopilema esculentum)自然海区群体和养殖群体遗传多样性, 对烟台莱州湾和江苏

海州湾自然海区捕获群体及威海养殖群体 24 个个体的 ITS 序列进行了 PCR 扩增和序列分析, 获得

DNA 片段长度在 1 080~1 096 bp 之间, 包括完整的 ITS1, 5.8S 和完整 ITS2 序列。结果表明, 在所测碱

基序列中共发现 26 个变异位点, 4 处多碱基插入位置, 29 个插入缺失位点。群体内平均核苷酸差异数 K

和平均核苷酸多样性指数 Pi 为 2.179~2.750 和 0.002 02~0.002 54, 群体间平均核苷酸差异数 K 值波动

在 2.797~3.031 之间, 遗传距离在 0.002 30~0.002 81 之间, 遗传分化指数(Fst)值在 0.032 50~0.730 8 之

间, 群体内及群体间遗传多样性指标数值比较相近, 群体间的遗传距离比较小, 群体遗传结构相似 , 

群体间没有明显的遗传分化。 
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海蜇(Rhopilema esculentum)是腔肠动物门、钵水

母纲、根口水母目、根口水母科、海蜇属的大型食

用水母 , 为暖水性河口种类 , 分布于北自辽宁南至

海南岛近岸海域, 资源丰富, 经济价值大, 是我国重

要渔业种类之一[1]。海蜇营养价值高, 含有丰富的蛋

白质和脂肪酸 [2,3], 是深受人民喜爱的水产品; 并且

海蜇头、皮、腹面黑膜等部位均可入药, 具有清热解

毒、化痰软坚、降压消肿等药用价值[4,5]。海蜇以浮

游动物为食, 食物链短, 种群生命周期短, 资源数量

年间波动大 , 加之近几年来海蜇价格逐年增高 , 捕

捞过度, 资源受到严重破坏[6,7]。海蜇池塘养殖业及

增殖放流工作近几年得到重视和发展, 但是海蜇分

子生物学方面的基础研究甚少, 有关群体遗传多样

性研究尚比较欠缺。 

核糖体基因转录间隔区 (internal transcribed 

spacer ITS), 是位于核糖体DNA(rDNA)上 18S和 28S

基因之间的区域片段 , 主要包括内转录间隔区 1 

(ITS1)、5.8S rDNA、内转录间隔区 2(ITS2) , 其两侧

分别是 18 S RNA基因和 28 S RNA基因。与核糖体 

DNA 中的 18S、5.8S 和 28S 的基因组序列相比较, 

ITS1和 ITS2作为非编码区, 承受的进化选择压力较

小, 相对变化较大[8], ITS 区段的扩增已普遍用来作

为分类鉴定及分析近缘种和种群的系统发育关系的

方法[9,10], 在水产动物中也有广泛的应用[11~13]。 

本研究利用 ITS 序列多态性对两个自然海区捕

获海蜇群体和一个人工养殖海蜇群体进行了遗传结

构分析, 以期从分子水平上了解海蜇资源的遗传背

景, 为海蜇种质资源保护及海蜇遗传育种提供依据。  

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

海蜇养殖群体于 2008年 7月取自山东好当家集

团有限公司 , 平均伞径 420 mm; 江苏野生群体于

2008年 8月取自海洲湾海域, 平均伞径 330 mm; 烟

台野生群体于 2008 年 8 月取自莱州湾海域, 平均伞

径 360 mm。所有样品取伞缘部组织冻存于20℃。 

1.2  DNA 提取 

样品 100 mg机械剪碎, 加入 700 mL CTAB提取

缓冲液 (100 mmol/L Tris-HCl pH8.0, 20 mmol/L 

EDTA-Na2, 1.4 mol/LNaCl, 2% CTAB, 0.1%β-巯基乙

醇)和终浓度为 100 μg/mL蛋白酶 K, 55℃消化 3 h或

37℃过夜, 等体积酚氯仿、氯仿抽提, 2 倍体积乙醇

沉淀, TE溶解, 4℃保存。 

1.3  ITS 区片段扩增、纯化与克隆测序 

ITS 序列扩增使用 Heath 等[14]设计的通用引物, 

引物序列为 : ITSF1(5′-GGTTTCCGTAGGTGAAC- 
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CTGCGGAAGGATC-3′)和 ITSR1(5′-GCTTTGGGCT 

GCAGT CCCAA GCAA CCCACTC-3′)。一次扩增整个

ITS区, 包括 ITS1、5.8S rRNA和 ITS2。PCR反应条

件如下: 25 μL PCR反应体系: 包含约 80 ng的基因组

DNA, 10 pmol的引物, 2.5 μmolMgCl2, 0.2 μmol dNTP, 

Taq DNA 聚合酶 1 U。PCR 反应条件为: 94 4 min; ℃

94 40 s, ℃ 退火温度 55 40 s, 72℃ ℃延长 40 s, 30个循环; 

72  10 min; 4℃ ℃保温, 每次均设空白对照。PCR产物

1%琼脂糖凝胶电泳检测, 凝胶回收, PCR 产物连接到

pMD18T, 然后转化到 E.coli DH5α细胞, 37℃培养, 涂

平板, 挑克隆, 载体引物检测, 双向测序。 

1.4  序列分析 

用MEGA 4.0进行同源排序比对, 确定序列长度; 

计算不同序列间的碱基组成、变异位点、简约信息

位点和不同地理种群的 Kimura 2-paramter 遗传距

离。采用 Kimura 2-paramter距离矩阵采用邻接法(NJ)

构建单倍型分子系统树, 系统树中节点的自举置信

水平应用自引导(bootstrap)估计, 共 1 000 次循环。

用 DNASP 4.50软件计算各个群体的单倍型, 单倍型

多态性, 多态位点数, 平均核苷酸差异数, 核苷酸多

样性指数, 基因流 Nm等。用 ARLEQUIN 3.11中的

分子变异分析(AMOVA)分析方法估算遗传变异在群

体内和群体间的分布及遗传分化系数 (F-statistics, 

Fst), 计算并用排列测验法(permutation test)检验 Fst

的显著性(重复次数为 1000)。 

2  结果 

2.1  扩增序列长度、结构及碱基组成 

PCR扩增 3个群体各 8个个体共 24条序列, 所

得测序序列去载体及引物序列, 经 Clustal对位排序, 

ITS 序列长度在 1 080~1 096 bp 之间, 包括完整的

ITS1, 5.8S和完整 ITS2序列, 图 1表示单倍型 1碱基

序列, 碱基 A、G、T、C 和(A+T)含量分别 23.97%, 

25.56%, 25.98%, 24.42%和 49.95%。同源片段序列对

位排序和分析后, 在所测碱基序列中共发现 26 个变

异位点, 这些变异位点包括 19个转换位点(其中 T/C 

12处, A/G 7处)和 7个颠换位点(其中 A/T 4处, G/T 2

处, A/C1处, G/C1处), 其中简约信息位点 2个, 4处

多碱基插入位置 29 个插入缺失位点, 插入序列分别

为 GTCGTTCG, AACAA, GAG, TGTC/TGTCTGTC。 

 
001 ATTACTGATA CACTGATTGA CGTACTGACA ATCTGATTGT CTGTCGTCTG TCGCTTGCTT GTGCAGCAGC

071 TTATGCAGCA GCTGACACAA CACGACCACT GTGAACTTGT ACCATCCGTG TGAGGTGGAC AGAGCTGCGT

141 GTGTCTGTCC TTGCATGAAG AGCACCTCCC TCGTGTGTCT ATCTCTTCGG CCTCACATTG GAGCTATTTT

211 GTTGGTTGTT TTTGCTGCCA TTTTTAACAC GTTATTATAT TATACAAATT GTTGCTGCAC ACGCACCAGA

281 AGAGACGTTC GCTCGTTCGA TCGTTCGTTT GTCTCTTGCT GTATACGTGT GGCTAGCGAT AAAACAAAAC

351 AAACCAAGAA ACAACTTCCA ACGGTGGATC TCTTGGCTCG TGCATCGATG AAGAACGCAG CCAGCTGCGA

421 TATGTAGTGT GAATTGCAGA ACCCAGCGAA TCATCGAATC TTTGAACGCA AATGGCGCTC CTTGGTTCTC

491 CATGGAGCAC GTCTGTCTGA GCGTCATGGC CAATCAATCC CAATAGCACA CGCTCTTCTG CAAAGAGAGC

561 ATGTGGCGTT GAGGCAACAC GGCGTTGATG ACGGACATCG GCCATCAACT GATGTCTGTC AGCCGCGTGC

631 TTCGAAGTTC AATTGAGTCA TGTCACGGTA GTAGAGTACG GTAACCTTGC AGAACAGCTG TCTGTGCGCA

701 TGCACGCACA CTCGGCGCAA CTCGCACGCA GTAGCAGCGA TATGCCATCA GTCTGCTACA CTCGTTGTGT

771 GCTTGGGTCG CCGCAGTGTG TCCACAGTGT GTCCTGCTTG TTGTTTTGAC CTCAGATCAG ACGAGACTAC

841 CCGCTGAATT TAAGCATATT AATAAGCGGA GGAAAAGAAA CTAACAAGGA TTCCCCCAGT AACGGCGAGT

911 GAAGCGGGAA TTGCTCAAGC TGGAAATCTC TGTTGCTTGC AACAGCGAAT TGTAGTCTCG AGAAGCGTCT

981 TCAAAACGGA TCTACCCTGC CAAAGTTGCT TGGAAGAGCG CATCGGAGAG GGTGACAATC CCGTGCGAGG

1051 CAGGGCAGAC CGTTCGTGAT GCGCTTTCGA T    

 
图 1  海蜇转录间隔区(ITS)核苷酸序列 

Fig. 1  ITS nucleotide sequences of Rhopilema esculentum 
 

2.2  三群体 ITS 序列的多态性分析 

不计入插入缺失位点, 26 个变异位点定义了 17

个单倍型, 在 17 种单倍型中, 群体间共享单倍型有

2个, 占单倍型总数的 11.8%。单倍型 2分别为烟台, 

江苏和养殖群体共有, 单倍型 12 分别为烟台, 江苏

群体所共有, 其他单倍型仅为某一个体独有(表 1)。

仅以 29个插入缺失位点计算, 24条序列归为 9个单
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倍型, 共享单倍型 5个, 其中单倍型Ⅱ和单倍型Ⅳ为 烟台、江苏和养殖 3个群体所共有(表 2)。 
 
表 1  海蜇 3 个群体 ITS 序列变异位点及定义单倍型 
Tab. 1  Variable nucleotide positions in ITS region of 17 haplotypes and number of individuals of each haplotype found 

in each locality 

单倍型数量 

单倍型 

1 1 2 2 2 2 2 2 3 3 3 4 4 5 6 6 6 7 7 8 8 1 1  
3 7 8 0 6 0 1 2 7 9 9 0 3 4 1 5 7 1 1 6 1 7 5 8 0 0  
4 2 5 8 4 2 9 5 5 2 9 8 9 9 6 4 1 6 8 6 3 8 8 2 1 9  

9 2  
烟台群体 江苏群体 养殖群体 

1 TTATAATCACGAGAGAAGCGTTAACG 0  0  1  

2 ...................T...... 2  2  3  

3 ......C....C.....A........ 0  0  1  

4 ...........C.....A.....G.. 0  0  1  

5 ...C.......C.G...A........ 0  0  1  

6 ..G.G......C.....A...G.... 0  0  1  

7 ...........C..A..A........ 0  1  0  

8 ..........A......A........ 0  1  0  

9 .......T.T.T.....A........ 0  1  0  

10 GA.........T.....A.......A 0  1  0  

11 ...........C....GAT.....T. 0  1  0  

12 ...........C.G...A........ 1  1  0  

13 ........T..C.G...A.C...... 1  0  0  

14 .......................... 1  0  0  

15 ...........C...G.A........ 1  0  0  

16 ...........CC....A........ 1  0  0  

17 ...........T.....A....T... 1  0  0  

    
表 2  海蜇 3 个群体 ITS 插入缺失位点及定义单倍型 
Tab. 2  Insertion-Deletion polymorphysm and the number of each haplotype in Rhopilema esculentum populations  

单倍型数量 
单倍型 

33333333 33333 555 66666666 
00000000 66666 777 33344444 
01234567 12345 345 78901234 烟台群体 江苏群体 养殖群体 

I  ------------------------------------------- 1 0 1 

II ------------ ----- GAG TGTC--------- 2 2 2 

III ------------- ----- GAG TGTCTGTC 0 1 1 

IV ----------- ----- GAG ----------------- 2 2 4 

V    CTCGTTCG ----- GAG -------- 0 1 0 

VI -------------------- ----- GAG -------- 0 1 0 

VII CTCGTTCG ----- GAG TGTC---- 1 1 0 

VIII --------------- AACAA GAG -------- 1 0 0 

IX -------------------- ----- GAG -------- 1 0 0 

 

2.3  海蜇各群体内及群体间遗传多样性分析 
用 DnaSP4.0软件对海蜇各群体的遗传多样性参

数进行计算, 结果列入表 3。数据显示, 在 3 个群体

中 , 烟台和江苏自然捕获群体的单倍型(Nhap)要多

于养殖群体, 3个群体中江苏自然捕获群体的碱基多

态位点(S)比例是最高的。在平均核苷酸差异数 K 和

平均核苷酸多样性指数 Pi这两个指标上由 ITS 基因

片段核苷酸序列反映出来的群体遗传多样性指数的

绝对值水平不高, 3 个群体数值比较相近, 江苏自然

捕获群体遗传多样性相对而言比较高, 平均核苷酸

差异数 K 和平均核苷酸多样性指数 Pi分别为 3.214

和 0.004 29。 

各群体之间的相关遗传参数进行计算结果列入

表 4。群体间平均核苷酸差异数 K 值波动在
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2.797~3.031 之间, 群体间平均每位点核苷酸替代数

(Dxy)与居群间每位点净核苷酸替代数(Da)的值相应

也不是很高。K值、Dxy值和 Da值的数据显示海蜇 3

个群体间遗传多样性指标的差异不大。 

 
表 3  海蜇各群体内的遗传多样性参数 
Tab. 3  Summary of genetic diversity of different Rhopilema esculentum populations 

群体内遗传多样性参数 烟台群体 江苏群体 养殖群体 总体 

个体数 n 8 8 8 24 

单倍型数 Nhap 7 7 6 17 

单倍型多态性 Hd 0.964 0.964 0.893 0.920 

多态位点 S 8 12 11 26 

平均核苷酸差异数 K 2.179 3.214 2.750 2.790 

核苷酸多样性指数 Pi 0.002 02 0.004 29 0.002 54 0.002 59 

 
表 4  海蜇各群体间遗传多样性参数及遗传分化系数 
Tab. 4  Summary of genetic diversity between different Rhopilema esculentum populations and Fst 

群体间遗传多样性参数 烟台群体与江苏群体 烟台群体与养殖群体 江苏群体与养殖群体 

平均核苷酸差异数 K 2.797 2.484 3.031 

平均每位点核苷酸替代数 Dxy 0.002 60 0.002 30 0.002 81 

净核苷酸替代数 Da 0.000 07 0.000 08 0.000 02 

遗传距离 D 0.002 60 0.002 30 0.002 81 

遗传分化系数 Fst 0.06895 0.03250 0.07308 

 

2.4  海蜇 3 个群体间遗传距离及群体遗传

分化 
海蜇 3个群体间遗传距离在 0.002 30~0.002 81之

间, 遗传差异 AMOVA分析结果显示, 3个群体间两两

比较的遗传分化指数(Fst)值在 0.032 50~0.730 8 之间

(表 4), 三群体间遗传分化系数 Fst=0.058 02, 表明在整

个遗传变异中群体间占 5.802%, 其余的遗传变异来源

于群体内, 群体内具有程度较高的遗传分化(表 5)。 

 
表 5  海蜇各群体间遗传差异的分子方差分析表(AMOVA) 
Tab. 5  Analysis of molecular variance (AMOVA) among populations of Rhopilema esculentum 

变异来源 自由度 平方和 方差组分 方差比例(%) 

群体间 3 4.250 0.207 59 Va 5.80 

群体内 21 79.500 3.785 71 Vb 94.20 

总变异 24 83.750 3.993 30 100 

遗传分化系数 Fst 0.058 02 

 

2.5  分子系统树的构建 

根据所得 ITS 序列, 以 Nemopilema nomurai 作

为外群, 利用 MEGA4.0用 NJ法构建 17个单倍型个

体间的分子系统树 , 自展一致树显示作为外群的

Nemopilema nomurai 独立于海蜇 17 个单倍型之外, 

但是一个群体的不同个体并没有先聚为一起, 分属

于 3 个不同群体的 17 个单倍型没有明显的聚类, 不

同群体之个体间的亲缘关系没有明显分群(图 2)。 

3  讨论 

作者对两个自然捕获群体和一个养殖群体 24个

海蜇个体的核糖体转录间隔区进行了扩增、测序, 得

到长度为 1 080~1 096 bp 的序列, 其中包括完整的

ITS1, 5.8S 和 ITS2 序列。在所获得序列结构中值得

注意的一点是 , 序列中简单重复单元较多 , 序列中

存在的插入缺失位点均由简单重复单元数目改变引

起, 如在第一个位点(C/TTCG)重复数目为 5~7 个。

简单重复单元数目改变的原因推测是在复制时发生

滑动突变 , 使其拷贝数发生改变 , 进而引起序列的

变异。在海蜇的 ITS序列中, 共发现 4处简单重复序

列的插入和缺失, 至于什么原因促成这种简单重复

序列的插入和缺失, 以及这种插入和缺失的调控机

理, 目前尚未见相关研究报道。其形成是否与适应生
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长环境及表型性状相关, 此方面还需更深入的研究

探讨。 

 

图 2  海蜇 ITS序列 17个单倍型 NJ聚类图 

Fig. 2  Phylogenic tree of 17 haplotypes based on ITS se-
quences of Rhopilema esculentum 

YT. 烟台自然捕获群体; JS. 江苏自然捕获群体; YZ. 威海养殖

群体 

YT. wild population of Yantai; JS. wild population of Jiangsu; YZ. 
cultured population 

 

许多海洋经济种类养殖基本是依靠采捕野生亲

本进行大量繁殖 , 采用这种方式繁育 , 由于从自然

群体中选用亲本数目有限,  势必造成一定程度的随

机漂变,  引起养殖群体的遗传结构发生改变, 总体

遗传多样性下降 [15,16], 多年的累代养殖将造成不同

程度的近交繁殖, 引起种质退化。同时因过度捕捞使

野生资源逐渐减少, 而养殖个体不断逃逸到自然水

体, 也将对野生群体的遗传本质、种质资源和遗传多

样性产生不可低估的影响[17]。海蜇发展养殖开始的

比较晚, 发展十几年来也是依靠从自然海域捕获亲

本进行育苗, 因此, 随着养殖规模的不断扩大, 研究

海蜇野生种群和养殖种群的遗传结构以及遗传多样

性对开展海蜇自然资源调查与保护使之可持续利用; 

开发种质资源 , 进行优良品种培育 , 最大限度地保

持养殖群体的遗传多样性具有重要意义。 

本研究中两个自然捕获群体和一个养殖群体由

分析 ITS 序列相关参数所反映出来的三群体群体内

遗传多样性参数差异不大 , 江苏群体略高; 两两群

体间遗传多样性指标数值也比较相近, 群体间遗传

距离在 0.002 30~0.002 81之间, 遗传分化指数( Fst )

值在 0.032 50~0.730 8之间。根据 Wright[18]关于遗传

分化指数的大小和分化程度的解释, 当 Fst接近于 0

时 , 说明群体间的没有发生遗传分化 , Fst 值在     

0.05～0.15之间, 遗传分化达到中等水平。而本研究

中 3 个群体间遗传分化指数均比较小, 说明大群体

之间几乎没有遗传分化。相应的, 分属 3 个群体的

17单倍型在分子系统树中也没有明显的聚类。目前, 

山东沿海地区海蜇的育苗捕获亲本基本是来自于江

苏附近海域 , 而同时 , 由于海蜇自然野生资源的衰

退, 山东省近几年一直在开展海蜇的增殖放流工作, 

这种情况, 从海蜇苗种溯源上解释了本研究的结果。 

作者分析得到海蜇 ITS 片段序列多态数据, 群

体遗传结构分析表明 , 群体遗传多样性比较低 , 群

体间的遗传距离比较小 , 群体遗传结构相似 , 群体

间没有明显的遗传分化, 说明养殖群体和两个自然

捕获群体尚没有形成自己独立的遗传结构。从海蜇

遗传育种种质资源角度来看, 再捕获不同烟台和江

苏自然群体作为亲本对繁育后代影响不大; 养殖群

体由于并不是累代繁育, 其遗传结构与自然捕获群

体也无很大区别。在未来养殖过程中, 为了防止人工

选育中的近交衰退的问题, 除了注意保持选育亲本

的数量外, 还应注意利用分子生物学手段对选育群

体的遗传多样性的检测分析, 在保持选育性状稳定

性的同时 , 最大限度地保留群体的遗传多样性 , 使

养殖产业健康、高效地持续发展。本研究结果同时

也说明 , 自然捕获群体遗传结构相似 , 黄渤海海蜇

种质资源遗传多样性比较低, 应加大对海蜇自然资

源的保护力度, 再继续开展海蜇的增殖放流工作的

同时, 更重要的是控制自然海区海蜇资源的捕捞量, 

保护海蜇自然种质资源 , 维护黄渤海生态平衡 , 保

证其自然资源可持续利用。 
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Abstract: For the purpose of investigating genetic diverstiy in wild and cultured populitions of Rhopilema escu-
lentum, ITS regions of 24 individuals within Yantai and Jiangsu wild populitions and Weihai cultured population 
were amplified and analyzed. The whole sequences were between 1 080~1 096 bp, including ITS1-5.8S-ITS2. The 
result showed that 26 variable nucleotide positions were detected and four nucleotide sites had 29 insertion-deletion 
positions. Indexes of Pi and K among three populations were 2.179~2.750 and 0.002 02~0.002 54, respectively. In-
dexes of K, genetic distance and fixation indices (Fst) between populations were 2.797~3.031, 0.002 30~0.002 81 
and 0.032 50~0.730 8, respectively. The indexs of genetic diversity among and between populations were closed 
and genetic distances between populations were small, which indicated that the genetic structure of populations 
were smilar and there were no distinct genetic differentiation between populations. 
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