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提要    应用 AFLP 标记技术对我国北方近海短蛸的遗传多样性进行分析。采用 6 对 AFLP 引物组
合对 4个群体(大连、烟台、青岛、连云港)120个个体进行扩增, 其中每对引物扩增位点数在 42—66
之间, 共得到 303 个扩增位点。4 个群体内的多态位点比例为 62.03%—67.93%。群体的 Nei’s 基因
多样性指数(H)为 0.2353—0.2617, Shannon 多样性指数(I)为 0.3497—0.3863, 群体间的遗传距离为
0.0497—0.085; 大连群体的多态位点比例、Shannon多样性指数和群体 Nei’s基因多样性指数均高于
其它三个群体。用 UPGMA 方法构建的群体系统进化树显示, 大连群体与烟台群体聚到一起, 青岛
群体与连云港群体聚到一起, 显示群体间具有典型的地理特征, 但群体间存在遗传渗透。分子变异分
析(AMOVA)结果表明, 短蛸群体 88.28%的变异来源于群体内, 群体间的变异占 11.72%, 显示短蛸的
遗传变异主要来源于群体内个体间, 但群体间已经有了一定程度的遗传分化。 
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短蛸(Octopus ocellatus)又称短脚蛸、饭蛸、岩章
等, 我国南北沿海均有分布, 黄、渤海产量较大, 在
山东的青岛、烟台、威海, 辽宁的大连、营口, 河北
的乐亭产量较多 , 是我国北部沿海蛸类中最重要的
经济种之一(董正之, 1988)。近年来, 由于捕捞强度的
加大和消费需求的增加, 其自然资源严重衰减。了解
短蛸的遗传结构和种质资源状况 , 对目前开展的人
工繁育及资源保护有着重要意义。 

当前有关短蛸的研究多限于对其形态学(董正之, 
1988; 郑小东等, 2006)、生活习性(魏臻邦, 1996; 黄
美珍, 2004)、繁殖生物学等(张学舒, 2002; 北岛力等, 
1985)的研究, 而有关群体遗传多样性研究也仅见高
强等(2002)利用同工酶技术的研究报道, 目前尚未见
AFLP标记技术在短蛸遗传多样性、分类及进化等方

面的研究报道。由于同工酶检测的是基因表达后的产

物 , 会受到生物发育阶段及环境条件等诸多因素的
影响, 而且所反映的遗传信息量较少, 容易造成实验
数据的偏离。为得到高信息量的遗传信息数据以更加

准确地了解短蛸的遗传结构状况 , 本研究采用更加
灵敏的扩增片段长度多态性(AFLP)技术, 从 DNA 水
平上对我国北方近海短蛸的遗传变异进行分析 , 为
开展短蛸人工繁育和资源保护提供遗传背景资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
本实验共采集了大连、烟台、青岛和连云港四个

不同地理群体的短蛸(Octopus ocellatus)样本。每个群
体随机抽取了 30 个个体作为研究对象。样品运回实
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验室后首先测量基本生物学性状, 然后解剖取样, 置
−80℃中保存。样品的采集情况见表 1。 

 

表 1  中国北方沿海短蛸居群、采集地点、时间以及样品

数量和体重 
Tab.1  The population, sample location, quantity, date, and 

weight of O. ocellatus collected in northern China coastal waters 

居群 代码 数量(个) 时间(年.月.日) 平均体重±标
准差(g) 

大连 DL 30 2008.04.27 78.03±2.34

烟台 YT 30 2007.12.16 83.34±2.28

青岛 QD 30 2008.01.12 77.41±2.37

连云港 LY 30 2007.11.25 79.04±2.35
 

1.2  基因组 DNA提取及检测 
取冷冻样品约 200mg, 低温下研磨为糊状, 采用

CTAB法(Boulding, 1993)并稍加改进, 提取总 DNA。
1%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA, 凝胶成相系统观
察、照相, 选择纯度较好的 DNA 稀释到 100ng/μl,  
−20℃下保存用于 AFLP实验。 
1.3  AFLP分析 

AFLP 操作流程参照 Vos 等(1995)的方法并略加
改动。所用限制酶、接头和引物等均购自上海生工生

物技术服务公司 , 用于本实验的接头和引物序列如
表 2所示。PCR扩增使用 PE9600 PCR仪。内切酶为
EcoR I 和 Mse I, 预扩增引物含 1 个选择碱基, 即
E00+A, M00+C, 预扩增产物稀释 20倍后用 6对含 3
个选择碱基的选择性扩增引物进行扩增。扩增产物在

6%的变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳分离, 银染后统计
条带。 

 

表 2  用于 AFLP 分析的接头和引物序列 
Tab.2  Adaptor and primer sequences used for AFLP analysis 

引物/接头 序列组成 

Mse I adapter 5′-GACGATGAGTCCTGAG-3′ 
3′-TACTCAGGACTCAT-5′ 

EcoR I adapter 5′-CTCGTAGACTGCGTACC-3′ 
3′-CTGACGCATGGTTAA-5′ 

E00(通用引物) 5′-GACTGCGTACCAATTC-3′ 

M00(通用引物) 3′-GATGAGTCCTGAGTAA-5′ 

 
1.4  数据整理与分析 

利用分析软件 Cross Checker version 2.91(Buntjier, 
1999)进行谱带识别和分析, 电泳图谱中有条带记为
“1” ,  无条带记为“0” ,  获得 0、1 矩阵。用
POPGENE1.32 软件计算出等位基因数、Shannon 多
样性指数(I)、Nei’s基因多样性指数(H)、Nei’s遗传距
离(D) (Nei, 1979), 用 Arlequin 3.0 (Excofier et al, 
2005)进行 AMOVA 分析并估算群体间遗传分化系数 

(Fst)。根据个体间遗传距离矩阵, 采用 PHYLIP 3.62 
(Felsenstein, 2002)软件以 UPGMA方法对群体进行聚
类分析。 

2  结果与分析 

2.1  短蛸群体 AFLP扩增谱带统计 
应用 6对选择性引物组合从 4个群体中扩增得到

303 个位点, 结果如表 3 所示。每个引物组合扩增的
位点数在 42—66 之间, 平均扩增位点 50.5 个。其中
引物 E00+ACA/M00+CTG 得到 49 个 , E00+AGT/ 
M00+CGT 得到 51 个, E00+AGA/M00+CCT 得到 48
个, E00+ATC/M00+CCT得到 66个, E00+AAG/M00+ 
CGA得到 47个, E00+AGA/M00+CCT得到 42个, 总
的多态位点 170个, 平均每个引物组合扩增出多态性
位点数目为 28.3 个。4 个群体的多态位点比例达到
86.08%。4 个群体内的多态位点比例为 62.03%—
67.93%。 
2.2  群体遗传多样性及群体遗传分化分析 

四个群体内的 Nei’s 基因多样性指数和 Shannon
多样性指数如表 4 所示, 在这四个群体中, 大连群体
(DL)和连云港群体(LY)的多态位点比例最大, 分别为
67.93%和 64.56%, 其次是烟台群体(YT), 为 62.87%, 
青岛群体(QD)多态位点比例最小, 为 62.03%; 从基
因多样性水平来看, 大连群体(0.2617)最大, 其次是
连云港群体(0.2482), 再次为青岛群体(0.2389), 烟台
群体的最小(0.2353); 群体内的 Shannon 多样性指数
和 Nei’s 基因多样性指数变化趋势相同, 大连群体最
大 (0.3863), 其次是连云港 (0.3675), 再次是青岛
(0.3530), 最小为烟台(0.3497)。大连群体无论在多态
位点比例、Shannon 多样性指数还是 Nei’s 基因多样
性指数等参数上与其它群体相比都较大。 

应用分子方差分析(AMOVA)对 4 个群体的遗传
变异来源进行分析, 如表 5所示。结果表明短蛸 4个 

 

表 3  不同引物的扩增结果 
Tab.3  Number of bands generated by primer combinations 

引物组合 
总扩增位

点数 
总多态位

点数 
多态位点比

例 P(%)

E00+AAG/M00+CGA 47 24 51.06 

E00+ACA/M00+CTG 49 31 63.27 

E00+AGA/M00+CCT 48 26 54.17 

E00+AGT/M00+CGT 51 27 52.94 

E00+ACT/M00+CGA 42 25 59.52 

E00+ATC/M00+CCT 66 37 56.06 
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表 4  短蛸 4 个群体的遗传结构 
Tab.4  Summary of genetic diversity of four O. ocellatus populations 

群体 多态位点比例 P(%) Nei’s基因多样性指数 H Shannon多样性指数 I 

大连群体(DL) 67.93 0.2617 0.3863 

烟台群体(YT) 62.87 0.2353 0.3497 

青岛群体(QD) 62.03 0.2389 0.3530 

连云港群体(LY) 64.56 0.2482 0.3675 

 
群体在 6对 AFLP引物位点的检测下, 其群体间的遗
传分化系数 Fst = 0.1172, 即群体间的遗传变异占
11.72%, 而 88.28%的变异来源于群体内, 说明短蛸
四个群体之间的变异较小 , 变异主要来自于群体内
个体间。作者推测, 虽然群体间有一定的基因交流, 但
是短蛸 4个群体之间已经有了一定程度的遗传分化。 
2.3  遗传距离及聚类分析 

短蛸四个居群间的遗传距离见表 6(对角线之
下)。表 6中数据显示, 中国北部沿海短蛸四个居群间
的遗传距离在 0.0497—0.0851之间, 大连和烟台两个
地理位置最近的居群间的遗传距离最小。而大连和青

岛两个居群间的遗传距离最大, 为 0.0851, 这与地理
位置的远近稍有差异。 

 
表 5  短蛸各自然群体间遗传差异的分子方差分析表

(AMOVA) 
Tab.5  Analysis of molecular variance (AMOVA) among popu-

lations of O. ocellatus 

变异来源 自由度 df 平方和 方差组分 方差比例(%)

群体间 3 427.108 3.7935 11.72 

群体内 116 3313.638 28.5658 88.28 

总变异 119 3740.742 32.3593  

 
表 6  各群体之间遗传相似度(对角线之上)及遗传距离

(对角线之下) 
Tab.6  Nei’s genetic identity (above diagonal) and genetic dis-

tance (below diagonal) 

群体 DL QD YT LY 

DL — 0.9184 0.9515 0.9238 

QD 0.0851 — 0.9358 0.9335 

YT 0.0497 0.0663 — 0.9319 

LY 0.0793 0.0689 0.0705 — 

 
根据 6 对引物的扩增结果和群体间遗传距离矩

阵, 用 PHYLIP 3.62软件以 UPGMA方法对四个群体
进行聚类, 聚类结果(图 1)可以看出, 连云港群体与
青岛群体聚到一起, 大连群体与烟台群体聚到一起, 
显示各群体间具有典型的地理特征。 

 
 

图 1  短蛸 4个群体的 UPGMA聚类图 
Fig.1  Dendrogram of four O. ocellatus populations by UPGMA 

method based on Nei’s genetic distance 

3  讨论 

遗传多样性主要是指物种内的不同种群间以及

种群内不同个体之间的遗传变异 , 是生物进化的内
在源泉, 与物种的繁衍或濒危灭绝有密切的关系。遗
传多样性在一定程度上决定了物种的分布以及数量

多样性(陈灵芝等, 2001)。本研究采用 AFLP方法对短
蛸四个群体的遗传多样性进行了分析, 6 对引物共扩
增出 303个位点, 平均每个引物组合扩增出多态性位
点数目为 28.3 个。四个群体内的多态位点比例为
62.03%—67.93%, 明显高于高强等(2002)采用同工酶
方法对五个短蛸自然群体遗传多样性研究结果 , 表
明 AFLP技术可以产生丰富的多态性条带, 获得的遗
传信息丰度要远远高于同工酶技术, 检测效率更高。 

从遗传多样性的分布来看, 通过对群体的 Shannon
多样性指数和群体间遗传差异的分子方差分析 , 表
明短蛸四个群体的遗传变异主要来自于群体内个体

间。根井正利(1975)利用遗传距离 D值对物种的不同
分类单位间的遗传变异水平作过定量性估计 , 并指
出种群间遗传距离 D 值的范围是 0—0.05, 亚种间是
0.02—0.2; Wright(1951)对遗传分化系数的大小与分
化程度的关系的规定, 分化系数在 0.05—0.15 之间, 
表示群体之间出现中等分化。本研究所得四个地理群

体的遗传距离为 0.0497—0.0851 之间, AMOVA 分析
结果表明, 遗传分化指数 Fst = 0.1172, 因此, 可以推 
测短蛸四个群体间已经有了一定程度的遗传分化。作
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者认为这主要与短蛸生活习性有关 , 短蛸属于浅海
底栖种类, 栖息场所多为岩礁、珊瑚礁、藻场等, 活
动范围相比洄游种类的水产动物要小, 因此, 在长期
的进化中逐渐形成了遗传信息的地理隔离 , 导致群
体间出现了一定程度的遗传分化。 

从遗传距离和群体聚类上来看 , 中国北方近海
短蛸 4个地理群体间的遗传距离在 0.0497—0.0851之
间, 四个群体明显聚为两支, 一支是大连和烟台群体, 
另一支是青岛和连云港群体 , 群体间表现出典型的
地理特征。作者推测这可能是由于山东半岛地理特征

的影响, 烟台和大连位于黄海北部, 距离较近, 而与
南部的青岛和连云港之间被山东半岛所阻隔 , 所以
在聚类图上表现出明显的两个分支。 

遗传多样性是进化和适应的基础 , 种内遗传多
样性或变异性愈丰富 , 物种对环境变化的适应能力
愈大, 其进化的潜力也就愈大, 有助于保持物种和整
个生态系统的多样性 , 或可以减慢由于适应和进化
所导致的灭绝过程(施立明, 1990)。从本研究结果来
看, 四个短蛸群体均具有中等的遗传多样性, 群体间
存在较弱的遗传变异 , 变异主要来源于群体内个体
间。短蛸寿命较短, 一般 12—18个月, 繁殖高峰一般
在 4—5 月份, 据此, 人们应保护其栖息地及继续实
行休渔期制度 , 有计划地实施捕捞以保持其进化潜
力和可持续利用。 
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THE GENETIC DIVERSITY OF OCTOPUS OCELLATUS BY AFLP MARKERS 

ZHANG Long-Gang1, 2,  YANG Jian-Min1,  LIU Xiang-Quan1,  WANG Wei-Jun1,  
 SUN Guo-Hua1,  LIU Li-Juan1,  ZHENG Xiao-Dong3 

(1. Shandong Marine Fisheries Research Institute, Yantai, 264006; 2. Shanghai Ocean University, Shanghai, 201306;  
3. Ocean University of China, Qingdao, 266003) 

Abstract    Amplified fragment length polymorphism (AFLP) was applied to assess the genetic variation among four 
populations of Octopus ocellatus, the four populations included Dalian (DL), Qingdao (QD), Yantai (YT), and Lianyun-
gang (LY). A total of 303 reproducible bands amplified with 6 AFLP primer combinations were obtained from 120 indi-
viduals. The percentage of polymorphic loci ranges from 62.03% to 67.93% within the four populations. The Nei’s gene  
diversity (H) of the four populations are 0.2353—0.2617. The Shannon diversity indices (I) are 0.3497—0.3863, and the  
genetic distances (D) are 0.0497—0.085 among populations. The percentage of polymorphic, loci (P), Shannon diversity  
index, genetic distance for the population DL is the highest among the four populations. The four populations are clustered  
into two major clades by UPGMA method based on genetic distance. Populations of DL and YT are clustered into one  
clade, QD and LY are clustered into the second clade, showing typical geographical features among the four groups. Al-
though the four populations are grouped into two clusters by whole population, all the 120 individuals from four popula-
tions are not clustered with each other. AMOVA analysis indicates that 11.72% of variance is inter-populations and 88. 28% 
of variance is intra-populations, showing the genetic variation occurred mainly within groups; however, certain degree of 
genetic differentiation took place among groups. 
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