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摘 要：利用 AFLP分子标记方法对 4个群体(福建连江野生、连江养殖、长乐养殖、广西野生)的泥东风螺进行
遗传多样性分析。结果：用 11对引物共扩增出 908条有效片段，其中 684条(75.33%)为多态性片段，224条片段
(24.67%)为 4个群体所共有；遗传多样性指数分析显示，4个群体的有效等位基因数、平均等位基因数、Shannon’s
多样性指数和平均杂合度依次为 1.500 6、1.974 0、0.464 7、0.303 4，Nei’s遗传距离为 0.128 4~0.180 6，遗传相
似系数为 0.834 8~0.879 5，表明 4个泥东风螺群体具有较为丰富的遗传多样性，且群体间具有较高的遗传相似性；
分子方差分析(AMOVA)结果显示，4 个群体中 83.49%的变异来源于群体内，14.65%的变异来源于地区间，而群
体间的遗传变异仅为 1.86%，且 4个群体间的遗传分化(GST)为 0.195 4，基因流(NM)为 2.058 6，说明群体间的基
因交流水平较低；UPGMA聚类分析和主坐标(PCA)分析结果表明，长乐养殖群体和广西野生群体遗传距离最近，
而连江野生群体与其他 3个群体的遗传距离最远。 
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Abstract: Genetic diversity of Lianjiang wild population (LJWN), Lianjiang cultured population (LJYN), Changle cultured 
population (CLYN), Guangxi wild population (GXWN) of Babylonia lutosa (Lamer) was analyzed by amplified fragment 
length polymorphisms (AFLP). For the assessment, total 908 bands were generated from four populations using 11 different 
primer combinations, 684 (75.33%) were polymorphic fragments of which 224 (24.67%) are shared by the four populations. 
Genetic diversity index analysis showed, the effective number of alleles, the average number of alleles, Shannon’s diversity 
index and average heterozygosity were 1.500 6, 1.974 0, 0.464 7, 0.303 4, respectively; Nei’s genetic distance and genetic 
similarity coefficient were ranged from 0.128 4 to 0.180 6 and 0.834 8 to 0.879 5, indicating relatively rich genetic diversity 
and high genetic similarity among the four populations of Babylonia lutosa (Lamer).Results of analysis of molecular 
variance (AMOVA) and assignment test revealed 83.49% variation within population, 14.65% variation from region 
difference and 1.86% variation among the four populations. Genetic variance GST and NM were 0.195 4 and 2.058 6 among 
four population groups indicating that the gene exchange level is very low. The analysis results of UPGMA and PCA showed 
that the nearest genetic distance exists between CLYN population and GXWN population. Genetic distance between LJWN 
population and other 3 populations was the farthest.  
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泥东风螺(BabyLonia lutosa (Lamer))[1]，俗称

“黄螺”，属海洋底栖腹足纲(Gastropoda)、新腹足目
(Neogastropoda)、蛾螺科 (Buccinidae)、东风螺属
(BabyLonia)成员，是热带、亚热带贝类品种。泥东
风螺在中国主要分布于福建、海南、广东、广西等

地，是中国沿海重要的经济软体动物[2–3]。泥东风

螺不仅生长速度快、肉质鲜美、营养成分含量高，

还含有人体所必须的氨基酸和稀有元素，易被人体

消化吸收，属于健康食品，具有较高的经济价值。 
扩增片段长度多态性(AFLP)主要是通过分析

限制性内切酶不同的片段长度，进而检测基因组

DNA多态性的一种分子标记技术。目前，AFLP标
记由于具有多态性丰富、信息量多等优点，已被广

泛用于黄姑鱼、棘头梅童、华贵栉孔扇贝、文蛤 [4–7]

等海洋动物群体遗传多样性及各类遗传变异的研

究。近年来，对泥东风螺捕捞强度的增大导致其自

然资源严重降低。本研究首次利用 AFLP技术对中
国东南沿海泥东风螺 4 个群体进行遗传多样性分
析，旨在为泥东风螺种质资源的开发、保护及合理

增殖放流提供参考依据。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

1.1.1 供试螺 

2013 年 3—7 月，从福建的长乐、连江和广西
随机采集的 4个泥东风螺群体，包括 2个野生群体
(连江、广西)和 2个养殖群体(连江、长乐)，泥东风
螺共计 120个。 

1.1.2 试 剂 

Mse I酶、EcoRI酶、T4连接酶及 Taq DNA聚
合酶均购自 NEB公司。 

1.1.3 引 物 

AFLP 分析所用引物序列见表 1。引物均由上
海英骏公司合成。 

1.2 方 法 

1.2.1 基因组 DNA 的提取 

采用盐析法[8]分别提取120个泥东风螺的总DNA。
用 DNA检测仪检测 DNA的浓度和纯度。将吸光比
值(A260 nm/A280 nm)在 1.8~2.0的样品 DNA分装，保存
于–20 ℃冰箱，备用。 

表 1 试验所用接头和引物组合 
Table 1 AFLP primers and adapters used in the experiment 

引物类型 引物名称 序列(5′—3′) 

MseⅠ接头 Mad5 GACGATGAGTCCTGAG 

 Mad3 TACTCAGGACTCAT 

EcoRⅠ接头 Ead5 CTCGTAGACTGCGTACC 

 Ead3 AATTGGTACGCAGTCTAC 

预扩增 MC00 GATGAGTCCTGAGTAAC 

 EA00 GACTGCGTACCAATTCA 

选择性扩增 E1 GACTGCGTACCAATTCAAG 

 E2 GACTGCGTACCAATTCAAC 

 E3 GACTGCGTACCAATTCACA 

 E4 GACTGCGTACCAATTCACT 

 E5 GACTGCGTACCAATTCAGG 

 E6 GACTGCGTACCAATTCACC 

 E7 GACTGCGTACCAATTCAGC 

 E8 GACTGCGTACCAATTCACG 

 M1 GATGAGTCCTGAGTAACAA 

 M2 GATGAGTCCTGAGTAACAT 

 M3 GATGAGTCCTGAGTAACAC 

 M4 GATGAGTCCTGAGTAACAG 

 M5 GATGAGTCCTGAGTAACTA 

 M6 GATGAGTCCTGAGTAACTT 

 M7 GATGAGTCCTGAGTAACTC 

 M8 GATGAGTCCTGAGTAACTG 
 

1.2.2 AFLP 分析 

1) 酶切。酶切反应体系(20 μL)：10×(EcoRI) 
Buffer 2.0 μL，100×BSA 0.2 μL，20U/μL EcoR I 0.2 
μL，10 U/μL Mse I 0.2 μL，20 pmol/μL DNA模板 1 
μL，ddH2O补齐至 20 μL。37 ℃酶切 5 h，65 ℃灭
活 20 min，置于室温使 DNA复性。 

2) 连接。反应体系为：10×Buffer 1.0 µL，5 
pmol/μL EcoR I接头引物(Ead5 和 Ead3) 0.25 μL，
50 pmol/μL Mse I引物(Mad5 和 Mad3) 0.5 μL，400 
U/μL T4连接酶 0.1 μL，酶切产物 5 μL，ddH2O补
足至 10 μL，16 ℃连接 16 h后，65 ℃灭活 20 min。 

3) 限制性片段的扩增。预扩增 PCR 反应体系
为：5 U/µL Taq酶 0.2 µL，10×PCR Buffer(含MgCl2) 
2.0 µL，10 mmol/L dNTP 0.4 µL，10 µmol/L 选择
性扩增引物(E1、E2、E3、E4、E5、E6、E7或 E8) 
0.6 µL，10 µmol/L选择性扩增引物(M1、M2、M3、
M4、M5、M6、M7或M8) 0.6 µL，ddH2O补齐至
20 μL。PCR预扩增反应程序为：72 ℃预变性 5 min；
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95 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 2 min，
20个循环；最后 72 ℃延伸 5 min。预扩增 PCR产
物稀释 20倍后，用于选择性扩增。 

4) 选择性扩增 PCR。反应体系为：5 U/µL Taq
酶 0.2 µL，10×PCR Buffer(含 MgCl2)2.0 µL，10 
mmol/L dNTP 0.4 µL，10 µmol/L选择性扩增引物
(E1、E2、E3、E4、E5、E6、E7或 E8)0.4 µL，10 µmol/L
选择性扩增引物(M1、M2、M3、M4、M5、M6、
M7或M8) 0.8 µL，ddH2O补齐至 20 μL。PCR选扩
增反应程序为 95 ℃变性 2 min，95 ℃退火 30 s，65 
℃延伸 30 s；72 ℃变性 1 min，共 13个循环(每个
循环降 0.7 )℃ ；95 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 
℃延伸 1 min，30个循环；最后在 72 ℃延伸 5 min。 

5) 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳。通过对 AFLP各
条件的优化，筛选出多条带清晰的选择性扩增引物

组合进行 PCR。PCR反应体系及程序同上。扩增产
物用 6%变性聚丙烯酰胺凝胶 100 W恒定功率电泳
2 h，进行银染检测。 

1.3 数据统计与分析 

对银染后得到的指纹图谱进行读取分析，有条

带的记为“1”，无条带的记为“0”。将 AFLP指纹图谱
的统计结果用由“1”和“0”构成的矩阵数列表示。采用
PopGene 1.32 软件计算扩增片段总数、多态性位点
比例、Shannon 指数、期望杂合度、Nei’s 遗传距离
及遗传相似系数、遗传分化与基因流等，并根据群

体间的遗传距离用 UPGMA 方法进行聚类分析，采
用 Winamova1.55 软件进行群体间以及群体内的分
子变异分析，运用 Genalex 6[9]软件进行主坐标分析。  

2 结 果 

2.1 AFLP 扩增谱带统计 

本研究共进行了 64条随机引物的扩增，其中 11
对有效引物可获得扩增片段条带清晰、重复性好的

条带，11对引物组合从 4个群体中共扩增出 908条
有效扩增片段，每对引物组合可扩增出 56~108 条
片段，平均 82.55条片段，其中 224条片段(24.67%)
为 4个群体所共有，684条(75.33%)为多态性片段，
表现出群体多样性。 

E6/M7 扩增片段总数最多(108 条)，E8/M3 扩
增片段总数最少(56 条)；E8/M4 扩增多态性片段比
例最高(78.75%)，E8/M5 扩增多态性片段比例最低
(69.86%)，表现出群体多样性(表 2)。 

表 2 11 对 AFLP 引物组合的扩增结果 
Table 2 Amplification results of 11 different AFLP primer 

combinations 

引物组合 片段总数/条 多态片段数/条 多态片段比例/%

E2/M3 102  74 72.55 

E4/M7  86  67 77.91 

E6/M3  99  74 74.75 

E6/M7 108  84 77.78 

E8/M1  69  52 75.36 

E8/M3  56  41 73.21 

E8/M4  84  66 78.57 

E8/M5  73  51 69.86 

E8/M6  78  59 75.64 

E8/M7   89  68 76.40 

E5/M7  64  48 75.00 
 
引物 E2/M3 对部分泥东风螺样品的 AFLP 扩

增结果见图 1。 

   
LJYN (1-30)                                                     GXWN (1-30) 

图 1 E2/M3 引物组合扩增 LJYN 和 GXWN 群体得到的 AFLP 指纹图谱 
Fig.1 AFLP patterns of LJYN and GXWN populations using primer E2/M3  
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连江野生泥东风螺(LJWN)、广西野生泥东风螺
(GXWN)、连江养殖泥东风螺(LJYN)、长乐养殖泥
东风螺(CLYN)4 个群体的扩增结果见表 3。连江野
生群体和长乐养殖群体的多态性比例高于其他 2个
群体，分别为 72.90%和 72.86%。 

表 3 4 个泥东风螺群体的扩增结果 
Table 3 Amplification results of four populations of Babylonia lutosa 
群体 片段总数/条 多态性片段数/条 多态性片段比例/%

LJWN 893 651 72.90 
LJYN 886 641 72.35 
CLYN 829 604 72.86 
GXWN 836 586 70.10 

 

2.2 遗传多样性分析 

对 4个群体的遗传多样性指数进行分析，发现

4 个群体平均的等位基因数、有效等位基因数、

Shannon’s多样性指数和平均杂合度依次为1.974 0、

1.500 6、0.464 7和 0.303 4(表 4)。从等位基因数和

有效等位基因数的分析结果来看，长乐养殖群体和

广西野生群体的等位基因数及有效等位基因数高

于连江野生群体和连江养殖群体，且长乐养殖群体

的有效等位基因数最多，连江养殖群体的最少。

Shannon’s多样性指数分析结果表明，长乐养殖群体

和广西野生群体的遗传变异大于连江野生群体和

连江养殖群体，且长乐养殖群体的遗传变异最大，

连江养殖群体的最小。平均杂合度分析结果也显示

出相同趋势，长乐养殖群体和广西野生群体高于连

江野生群体和连江养殖群体，且长乐养殖群体杂合

度最高，连江养殖群体杂合度最低。4 种遗传多样

性指数均表明，长乐养殖群体和广西养殖群体的遗

传多样性高于连江野生群体和连江养殖群体，其中

长乐养殖群体的遗传多样性最高，连江养殖群体的

遗传多样性最低；4 个群体的遗传多样性大小依次

为长乐养殖群体、广西野生群体、连江野生群体、

连江养殖群体。 

表 4 4 个群体的遗传多样性指数 
Table 4 Parameters of genetic diversity of four populations 

of Babylonia lutosa 

群体 
等位 
基因数 

有效等位 
基因数 

Shannon’s 
多样性指数 期望杂合度

LJWN 1.958 4 1.497 1 0.462 0 0.301 9 
LJYN 1.965 4 1.470 5 0.446 0 0.288 8 
CLYN 1.990 8 1.521 1 0.478 6 0.313 5 
GXWN 1.981 5 1.513 8 0.472 2 0.309 2 

 

2.3 遗传距离及遗传相似系数分析 

依据 AFLP指纹图谱，用 Nei’s(1979)[10]公式，

计算 4个群体的遗传距离和遗传相似系数(表 5)。4
个群体间遗传距离为 0.128 4~0.180 6，平均遗传距
离为 0.152 0；遗传相似系数为 0.834 8~0.879 5，平
均遗传相似系数为 0.859 2，其中，长乐养殖群体和
广西野生群体的遗传距离最小，遗传相似系数最

高；连江野生群体和连江养殖群体的遗传距离最

大，遗传相似系数最低。分析表明，长乐养殖群体

和广西野生群体可能是由一个群体遗传变异而得，

而同一地区不同养殖模式的群体间存在着较为明

显的遗传变异。 

表 5 4 个群体的遗传距离和遗传相似系数 
Table 5 Genetic distance and genetic similarity of four populations 

of Babylonia lutosa 

遗传距离或遗传相似系数 
群体 

LJWN LJYN CLYN GXWN 

LJWN  0.834 8 0.865 2 0.854 1 

LJYN 0.180 6  0.870 8 0.850 5 

CLYN 0.144 8 0.138 4  0.879 5 

GXWN 0.157 7 0.161 9 0.128 4  

对角线左下方为Nei’s(1979)遗传距离；右上方为遗传相似系数。  

2.4 4 个群体间遗传多样性来源的分子方差分析

(AMOVA) 

利用分子方差分析方法得出群体间、群体内和

地区间 3 种变异来源对总的遗传变异的贡献率(表
6)，表明泥东风螺的遗传变异主要来源于群体内
(83.49%)，其次来源于群体间(14.65%)，而发生在
地区间的遗传变异最少，为 1.86%。群体间的 PhiPT
遗传分化系数为 0.201，表明 4 个群体间处于中等
偏低的遗传分化水平，且群体内的遗传变异为最主

要的变异源。 

表 6 泥东风螺 4 个群体的 AMOVA 分析 
Table 6 Data derived from AMOVA of four populations of 

Babylonia lutosa 

变异来源 自由度 方差总和 变异组分 所占比例/%

地区间   2 286.758 6  0.952 6 1.86 

群体间   1  845.782 3  7.503 0 14.65 

群体内 906 9 845.214 9 42.759 2 83.49 
 

2.5 群体间的遗传分化与基因流 

用 PopGene软件分析得出 4个群体的总遗传多
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样性值(HT)为 0.377 0，群体内遗传多样性(Hs)高达
0.303 3，遗传分化值(GST)=19.54%，即 19.54%的遗
传变异存在于群体间，而高达 80.46%的遗传变异存
在于群体内。4个群体间的基因流(NM)仅为 2.058 6，
说明由于 4个群体间的地理隔离，造成了群体间的
基因交流水平较低。 

2.6 群体间的遗传距离和聚类分析 

根据 Nei’s 遗传距离对 4 个泥东风螺群体的
AFLP指纹图谱进行聚类分析，采用 UPGMA法构
建系统进化树(图 3)。从 UPGMA 聚类分析结果来
看，4 个泥东风螺群体中长乐养殖群体和广西野生
群体遗传距离最近，其次是连江养殖群体，与广西

野生群体遗传距离最远的是连江野生群体。主坐标

分析(PCA)得出第一主坐标(coord.1，横坐标)占全部
变异的 30.22%，而第二主坐标(coord.2，纵坐标)占
25.82%，第一主坐标和第二主坐标总共占全部变异
的 56.04%。表明长乐养殖群体明显与广西野生群体
在主坐标上分布距离最近，而连江野生群体与其他

3个群体的分布距离最远(图 4)，说明主坐标分析结
果与上述 Upgma法聚类分析结果一致。 

 
图 3 4 个泥东风螺群体构建的 UPGMA 系统进化树 

Fig.3 The phylogenetic tree of four populations of Babylonia lutosa 

with UPGMA  
    Principal Coordinates 

 
      Coord.1 (30.22%) 

图 4 4 个泥东风螺群体的主坐标分析(PCA) 
Fig.4 PCA for four populations of Babylonia lutosa  

3 讨 论 

a. 泥东风螺 4个群体的遗传多样性。AFLP在
螺类上的运用较少。潘英等[11]首次利用 AFLP技术

对 5个管角螺群体的遗传多样性进行分析研究。本
试验用 11 对不同的选择性扩增引物对 4 个泥东风
螺群体进行 AFLP分析，多态性片段比例、等位基
因数和有效等位基因数 Shannon’s 多样性指数、期
望杂合度等指标均表明 4个泥东风螺群体具有较为
丰富的遗传多样性。遗传多样性高低依次为长乐养

殖群体、广西野生群体、连江野生群体、连江养殖

群体，且长乐养殖群体和广西野生群体的遗传多样

性高于连江野生群体和连江养殖群体。其原因可能

是长乐养殖的群体引种于广西野生泥东风螺，经过

福建长乐地区长期养殖后，使其遗传多样性在原有

的基础上更为丰富。影响遗传多样性的自然因素主

要来自区域差异，而人为因素如环境污染、捕捞过

度或者人工放流等则都有可能造成遗传多样性的丢

失[12–13]。尽管本研究中的泥东风螺群体目前均有较

高的遗传多样性，但捕捞方式的不合理及环境污染

都有可能致使遗传多样性降低。 
b. 泥东风螺 4个群体间的遗传相似性分析。有

研究[14–18]表明，同一区域的人工养殖群体经过长期

的人工选育，由于种间杂交、近亲繁殖、遗传漂变

等原因，其遗传多样性低于野生群体，在一定程度

上显示出种质资源退化的现象。笔者对 4个泥东风
螺群体的 Nei’s 遗传距离和遗传相似系数分析的结
果表明，长乐养殖群体和广西野生群体的遗传距离

最小，遗传相似系数最高，连江野生群体和连江养

殖群体的遗传距离最大，遗传相似系数最低，这说

明长乐养殖群体和广西野生群体可能具有一定的

遗传同源性，而同一区域内不同的养殖模式会使群

体的遗传多样性发生变化，且人工养殖群体的遗传

多样性低于野生群体。分子方差分析(AMOVA)结果
显示，4 个泥东风螺群体的遗传变异主要来源于群
体内(83.49%)，其次来源于地区间(14.65%)，而发
生在群体间的遗传变异最少(1.86%)，这与群体间遗
传分化及基因流结果相一致。基因流是指生物个体

由于交配或迁移而导致的基因从一个居群向另一

个居群扩散，使得繁殖群体中等位基因频率发生变

化的现象。本试验中的基因流(NM)仅为 2.058 6，说
明本试验中的 4个群体间由于地理隔离而引起的群
体间基因交流的水平较低，因此导致群体间的遗传

变异主要来源于群体内的遗传变异。从 UPGMA聚
类分析结果来看，4 个泥东风螺群体中长乐养殖群
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体与广西野生群体遗传距离最近，其次是连江养殖

群体，与广西野生群体遗传距离最远的是连江野生

群体，这与 4个泥东风螺群体在主坐标轴上的分布
结果一致，进一步证明长乐养殖群体和广西野生群

体在遗传上存在亲缘性，且与连江养殖群体和野生

群体存在着一定的遗传分化。 
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