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中华绒螯蟹“长荡湖1号”连续3个世代的遗传多样性分析
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摘要: 为了解选育对中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)“长荡湖1号”遗传多样性的影响, 研究采用20个微卫星位点

对“长荡湖1号”A系和B系各连续3个世代进行遗传多样性分析。结果如下: 20个微卫星标记在6个群体中共检

测到551个等位基因, 各位点的平均等位基因数(Na)和平均有效等位基因数(Ne)分别为27.55和13.61, 平均观测

杂合度(Ho)和平均期望杂合度(He)分别为0.72和0.90, 平均香农信息指数(I)和多态信息含量(PIC)分别为2.73和
0.89。在选育过程中, A系和B系3个世代的PIC均有下降趋势, 各群体的He和Ho均维持较高水平。A系子一代

(G1)和子二代(G2)的有效群体数量(Ne)分别为72.7和111.8, B系G1和G2的有效群体数量分别为67.7和115.8, 均
维持在较高水平。Hardy-Weinber平衡检验结果显示, 有72.5%的数据偏离Hardy-Weinber平衡, 表明选育群体

的遗传结构处于相对不稳定的状态。A系和B系后代与G0的遗传距离均逐代增大, 其中A系从0.2455增大到

0.2607, B系从0.1736增大到0.1751。各群体之间遗传分化指数(Fst)均小于0.05, 表明各群体间遗传分化程度微

弱。AMOVA分析结果表明, “长荡湖1号”仅0.87%的变异存在于各群体间, 而99.13%的变异发生在群体内个

体间。综上所述, 中华绒螯蟹“长荡湖1号”经过2代选育, 选育群体的遗传多样性和有效群体数量依然保持较

高水平, 但群体遗传结构处于相对不稳定状态, 今后选育过程中应该保持足够的繁殖亲本数量和遗传多样性,
防止近交退化。
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中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)俗称河蟹、毛蟹

和大闸蟹等, 因其饮食文化悠久和风味独特而受到

消费者欢迎, 已经成为我国重要的养殖种类, 全国每

年成蟹养殖产量达80万吨左右
[1]
。目前, 中华绒螯

蟹的主产区集中在长江中下游地区, 经过多年市场

培养, 出现了以产地为特征的地域品牌, 如“阳澄湖

大闸蟹”“太湖大闸蟹”和“长荡湖大闸蟹”等[2]
。经过

多年的人工养殖, 养殖群体的种质退化和种质混杂

已经成为影响中华绒螯蟹养殖产业可持续发展的重

要问题之一, 这严重制约着中华绒螯蟹产业的发展
[3, 4]

。

优良品种选育是提高中华绒螯蟹养殖性能的重要途

径之一。尽管我国已经通过群体选育获得5个经过

国家水产原良种委员会审定的中华绒螯蟹新品种,
在一定程度上促进了河蟹养殖产业的发展, 但这些

新品种主要以生长速度和成蟹规格为选育目标
[5],

但尚不能满足河蟹养殖产业的多样化需求。

常州市金坛区的长荡湖是野生中华绒螯蟹的

重要栖息地, 该湖泊所产中华绒螯蟹品质优良, “长
荡湖大闸蟹”成为一个有影响力的地域公共品牌

[6]
。

经过多年发展, 中华绒螯蟹养殖已经成为金坛区的

农业主导产业, 年产量达2万吨左右, 整体养殖技术

水平和养殖效益引导全国, 有多项技术已经在全国

大面积推广
[7]
。目前长荡湖地区的中华绒螯蟹养殖

尚缺乏适应当地自然条件和养殖模式的专用良种,
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这已然成为该地区中华绒螯蟹产业升级的重要瓶

颈之一
[8]
。因此, 金坛区水产技术推广中心联合上

海海洋大学, 自2017年开始进行“长荡湖1号”的选

育工作, 以培育适合长荡湖地区养殖模式的专用品

种, 目前已经选育到第二代。

群体选育和配套系选育具有操作简单、选择

强度大和育种设施要求低等优点, 已被广泛应用于

水产动物遗传育种中, 但是群体选育和配套系选育

通常会面临近交衰退和遗传多样性下降等风险
[9]
。

因此, 群体选育过程中采用合适的分子标记进行系

谱鉴定和遗传多样性评估, 可以有效避免近亲繁殖

和遗传衰退
[10]

。微卫星分子标记具有可供选择的

标记数量多、多态性高、个体特异性强和共显性

遗传等优点, 已在中华绒螯蟹种质资源评价和遗传

育种中得到了广泛的应用
[11, 12]

。先前研究已经在

中华绒螯蟹基因组中开发出大量多态性高、遗传

稳定和易PCR扩增的SSR分子标记
[13], 并且在其遗

传育种和种质鉴定中得到了初步应用
[10, 14]

。特别

是随着中华绒螯蟹基因组测序数据的积累, 全基因

组分析可筛选出886782个完整型微卫星, 为微卫星

分子标记的应用奠定了坚实基础
[15]

。在红壳色品

系的中华绒螯蟹中, 微卫星可以成功用于红壳蟹和

2个绿壳蟹品系间遗传距离与遗传分化系数分析
[16] 。

虽然遗传育种研究中有更多新的分子标记可以选

择, 但是微卫星还是可以作为一种经济、方便的遗

传学研究工具。

本研究筛选了20个多态性较高的微卫星, 较系

统地评估了中华绒螯蟹“长荡湖1号”3个连续选育

世代的群体遗传多样性和遗传分化, 以期为“长荡

湖1号”的进一步选育提供实践参考。

 1    材料与方法

 1.1    选育群体和采样

中华绒螯蟹“长荡湖1号”选育系分为A系(耐高

密度)和B系(高体重), 两个选育系的奠基群亲本

(G0)均于2018年11月中旬选自常州市金坛区的两个

河蟹养殖场, 这些亲本蟹均经过多代人工繁殖, 基本

适应了当地自然环境和养殖模式, 所选亲本在位于

江苏如东县的上海海洋大学河蟹遗传育种中心进行

人工繁殖, 获得选育子一代(G1)大眼幼体, 大眼幼体

被运送到金坛区水产技术推广中心试验基地进行扣

蟹和成蟹养殖; 2020年11月中旬, 分别挑选A系和

B系亲本作为选育第二代(G2)的父母本, 人工繁殖、

扣蟹和成蟹的养殖过程同第一代, 两个选育系各选

育世代的亲本数量见表 1。分别于2018年12月、

2020年12月和2021年12月采集G0、G1和G2选育群

体的样品蟹, 每个选育系均随机采样30只以上个体

(公母近似各50%), 共6个选育群体, 具体采样信息见

图 1。采样个体冰浴麻醉后, 分别取其附肢肌肉固

定于 95%乙醇中, 每只个体的肌肉样品均单独固定

于5 mL离心管中, 于–20℃冰箱中保存备用。

 1.2    基因组DNA提取

每个群体随机选用30个样品(雌雄各半), 用酚-
氯仿法

[17]
提取基因组DNA, 用琼脂糖凝胶电泳和凝

胶成像系统(Bio-rad, USA)检测DNA质量, 并使用

Quawell Q5000(Quawell, USA)检测DNA浓度及纯

度, 用无菌超纯水稀释至50 ng/μL。
 1.3    PCR反应

参考已发表文献[10, 11, 18]和本课题组新开发

的中华绒螯蟹微卫星标记中选择20个多态性较高

的微卫星用于本研究, 具体信息见表 2。PCR反应

总体积为12.5 μL, 其中Mix 6.5 μL, 无菌水4 μL, 上
游引物0.5 μL(10 pmol/μL), 下游引物0.5 μL(10 pmol/
μL), DNA模板1 μL(50 ng/μL)。PCR反应程序:
94℃预变性3min; 94℃变性30s, 退火30s, 72℃延伸

90s, 30个循环; 72℃延伸6min, 12℃保存。

 1.4    微卫星分型

用1%的琼脂糖凝胶对PCR产物进行电泳, 检测

其扩增效果。若PCR产物目的条带清晰 ,  则将

PCR产物送至生工生物工程(上海)股份有限公司进

表 1   中华绒螯蟹“长荡湖1号”选育两世代的亲本数量

Tab. 1   The number of parents for two generations of Eriocheir
sinensis “Changdang Lake 1”

世代Generation
A系 Strain A B系 Strain B
雌体

Female
雄体
Male

雌体
Female

雄体
Male

子一代Generation 1 548 168 262 80
子二代Generation 2 1251 370 789 269

A 系 Strain A

G0样品63个
63 samples of G0

G1样品32个
32 samples of G1

G2样品32个
32 samples of G2

G2样品32个
32 samples of G2

G1样品32个
32 samples of G1

G0样品82个
82 samples of G0

B 系 Strain B

 
图 1   中华绒螯蟹“长荡湖1号”样品信息

Fig. 1   Sample information of Eriocheir sinensis “Changdang
Lake 1”

G0为基础群体; G1为子一代; G2为子二代

G0 is the base population; G1 is generation 1; G2 is generation 2
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行毛细管电泳分型, 记录每个中华绒螯蟹样品各微

卫星位点的基因型。

 1.5    数据分析

使用POPGEN 3.2[19]
软件计算有效等位基因数

(Ne)、观测等位基因数(Na)、期望杂合度(He)、观

测杂合度(Ho)、香农信息指数(I)和群体间遗传距离

(D); 应用PIC-CALC0.6[20]
软件计算位点的多态信息

含量(PIC); 使用Cervus 3.0[21]
软件计算各群体的多

态性信息含量(PIC); 用ARLEQUIN3.1[22]
软件计算

群体间遗传分化指数(Fst)和分子方差分析(AMOVA);
通过Genepop 1.2[23]

软件检验Hardy-Weinberg平衡;
利用NeEstimator V2[24]

软件的连锁不平衡法(Linka-
ge Disequilibrium)估计各群体的有效群体数量 (Ne)。

 2    结果

 2.1    微卫星位点多态性

本实验选用的20个微卫星位点在“长荡湖1号”

6个群体中均能成功扩增, 且具有多态性(表 3)。共

检测到551个等位基因, 各位点的等位基因数(Na)在
10—52, 平均值为27.55。有效等位基因数(Ne)最小

为3.7780(Esin67), 最大为26.4274(Esin36), 平均值

为13.6080。观测杂合度(Ho)介于0.4091—0.9556,
平均值为0.7151。期望杂合度(He)在0.7374—0.9648,
平均值为0.9023香农信息指数(I)为1.8047—3.5411,
平均值为2.7276。多态信息含量(PIC)介于0.7141—
0.9609, 平均值为0.8918。
 2.2    中华绒螯蟹“长荡湖1号”的遗传多样性

从平均等位基因数(Na)、平均有效等位基因数

(N e)、平均观测杂合度(Ho)、平均期望杂合度

(He)、平均香农信息指数(I)和平均多态信息含量

(PIC)均可看出, 中华绒螯蟹“长荡湖1号”A系和B系
群体遗传多样性均呈下降趋势(图 2)。就A系而言,
3代群体的平均等位基因数为15.8000—18.9500, 平
均有效等位基因数为10.1091—12.7130; 平均观测

表 2    20个微卫星位点引物信息

Tab. 2    Information of 20 microsatellite markers

位点
Locus

片段大小
Size range

(bp)

退火温度
Annealing

temperature
(℃)

引物序列
Primer sequences (5′— 3′)

位点
Locus

片段大小
Size range

(bp)

退火温度
Annealing

temperature
(℃)

引物序列
Primer sequences (5′— 3′)

A9 200—282 60 GCAATGAGACTCAACAGGAG
A

JPX10 187—275 58 TGGAAGGGTTGAGGATGA

AATGTGGCTCACCTGACGT TGTGAGACAGGACCCCATAT

B3 198—233 60 GAGAAACGAGCAGCATTTCC LCX256 358—463 55 ATGGCTCTCTCTGGTGGCT

CACAACAACACGGAGTATCG
G

TGCTGAAATCGGAAGGTT

ES17 392—500 56 ACTATGCCTTTGCCTATGTAT
GAA

LCX401 385—436 55 TCACACAGCACTTTTCTTTC

GCGGTTGTTAAAGCCAGAAT GTCATCCCCCTCCTTATC

Esin36 212—336 55 GAGCGAGTATGCAAATGAGT
AAT

CJ1 461—491 55 CTCGTTTGCCTTAATCGTGTC
TC

TTCATTCACGAACAAAACAC
TAA

TGTTCCTCTACTTCCTCCACT
TTCT

Esin42 215—281 55 GCACCGCAGTGATAATGTAG
TGG

LH1 445—475 55 GAAGCCAGTCTGGTAAT

GATCCTCGTGTGGGCGTGCT
TAC

TGCCCTGAAGAGCGATACAG

Esin67 222—348 55 TTTGGGATTCACCTTGTCAAC
TT

LH2 483—524 55 GCCATCAGGGCTCGTAAGTT

CGACGCACGACAGAGGAGA
GG

AGGTGAAAAGAGGCGGGAG
G

HLJE25 202—292 55 AAGGACAACACGATGACA LH4 494—541 55 TTACACGCACCCTCAGTCTCT
T

AAGAGGAGGAAGAGGCAG CATACCGAAGGCTTTCATTG
C

HLJE34 113— 191 55 AACAACTACCCAGCACCT HH1 470—510 55 CGTGTGTTTGCTCATTAGTTC
G

CTCATCACGCTACCACCT AGGATGAGGACGAGAGGTG
G

HLJE42 320—386 55 ACCCTCAGCAGTTATCGTG Q822 87—147 55 GGGTTTTGAAATAAGGAAGA
ACATGA

CGCTACAACAAAGGCAAG CTTGGTTTTGGGTGTTGTTTT
GTT

HLJE88 208—306 55 TACGGCAAATCCATCCTC Q840 112—235 55 TGTTCCTCTTGTTCTGTTTTG
TTCC

ACGCCAATAAACTGACCAA GGTTGCTTAATGGTGGCTTAT
GAA
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杂合度为0.6605—0.7139, 平均期望杂合度为0.8838—
0.9155; 平均香农信息指数为2.3969—2.6158, 平均

多态信息含量为0.8574—0.8911。就B系而言, 3代

群体的平均等位基因数为16.1000—17.4500, 平均

有效等位基因数为9.5155—10.8750; 平均观测杂合度

为0.7256—0.7510, 平均期望杂合度为0.8838—0.9023;

表 3    中华绒螯蟹“长荡湖1号”选育群体20个微卫星位点的多态性

Tab. 3    Genetic polymorphism of 20 microsatellite markers of “Changdang Lake 1”

位点Locus 等位基因数 Na 有效等位基因数 Ne 观测杂合度 Ho 期望杂合度 He 香农信息指数 I 多态信息含量PIC
A9 35.00 19.9446 0.8212 0.9525 3.2049 0.9476
B3 27.00 13.8287 0.8588 0.9303 2.8550 0.9231

CJ1 10.00 5.2738 0.4971 0.8127 1.9254 0.7910

ES17 28.00 13.9178 0.4091 0.9312 2.8858 0.9237

Esin36 52.00 26.4274 0.8389 0.9648 3.5411 0.9609

Esin42 19.00 10.3614 0.6611 0.9060 2.5284 0.8957

Esin67 14.00 3.7780 0.6780 0.7374 1.8047 0.7141

HH1 41.00 18.2587 0.8944 0.9479 3.1754 0.9426

HLJE25 33.00 18.4781 0.7374 0.9485 3.1020 0.9432

HLJE34 32.00 18.5263 0.8580 0.9487 3.1196 0.9434

HLJEsa42 20.00 8.9251 0.7135 0.8905 2.4321 0.8781

HLJEsB88 37.00 22.4709 0.8483 0.9582 3.3071 0.9537

JPX10 32.00 14.4524 0.6592 0.9334 2.9602 0.9269

LCX256 40.00 23.3345 0.9556 0.9598 3.3632 0.9555

LCX401 23.00 8.7767 0.7753 0.8886 2.4301 0.8754

LH1 17.00 4.8624 0.6089 0.7966 2.0175 0.7773

LH2 17.00 7.2605 0.5819 0.8647 2.3033 0.8500

LH4 16.00 6.1073 0.4277 0.8387 2.0909 0.8178

Q822 18.00 8.6550 0.6444 0.8869 2.3362 0.8733

Q840 40.00 18.5196 0.8333 0.9486 3.1685 0.9434
Mean 27.55 13.6080 0.7151 0.9023 2.7276 0.8918

G0 G1 G2

5

10

15

20

5

10

15

20

世代 Generation

平
均
等
位
基
因
数

T
h
e 

av
er

ag
e 

n
u
m

b
er

o
f 

al
le

le
s 

(N
a
)

平
均
有
效
等
位
基
因
数

T
h
e 

av
er

ag
e 

ef
fe

ct
iv

e

n
u
m

b
er

 o
f 

al
le

le
s 

(N
e
)

A系Na

A系Ne

B系Na

B系Ne
A系Ho
A系He

B系Ho
B系He

a

G0 G1 G2
0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

世代 Generation

平
均
观
测
杂
合
度

T
h
e 

av
er

ag
e 

o
b
se

rv
ed

h
et

er
o
zy

g
o
si

ty
 (
H
o

)

平
均
期
望
杂
合
度

T
h
e 

av
er

ag
e 

ex
p
ec

te
d

h
et

er
o
zy

g
o
si

ty
 (
H
e
)

b

G0 G1 G2

2.0

2.2

2.4

2.6

2.8

世代 Generation

平
均
香
农
信
息
指
数

T
h
e 

av
er

ag
e 

S
h
an

n
o
n

in
fo

rm
at

io
n
 i

n
d
ex

 (
I)

A系Strain A

B系StrainB

A系Strain A

B系StrainB

c

G0 G1 G2

0.7

0.8

0.9

世代 Generation

平
均
多
态
信
息
含
量

T
h
e 

av
er

ag
e 

 p
o
ly

m
o
rp

h
is

m

in
fo

rm
at

io
n
 c

o
n
te

n
t 

(P
IC

) d

图 2    “长荡湖1号”连续三代遗传多样性参数

Fig. 2    Genetic diversity parameters of 3 generations of “Changdang Lake 1”
a. 平均等位基因数和平均有效等位基因数; b. 平均观测杂合度和平均期望杂合度; c. 平均香农信息指数; d. 平均多态信息含量

a. the average number of alleles and the average effective number of alleles; b. the average observed heterozygosity and the average expected
heterozygosity; c. the average Shannon information index; d. the average polymorphic information content
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平均香农信息指数为2.3865—2.5033, 平均多态信

息含量为0.8565—0.8775。
中华绒螯蟹“长荡湖1号”子代的有效群体数量

(Ne)相对基础群体有所下降, 但各群体的Ne均保持

在较高水平 (图  3)。A系G0的有效群体数量为

395.9, G1和G2的有效群体数量分别为72.7和111.8;
B系G0的有效群体数量为122.2, G0、G1和G2的有

效群体数量分别为67.7和115.8。
 2.3    中华绒螯蟹“长荡湖1号”的遗传分化

Hardy-Weinberg平衡的检测结果显示, 在检测

的240个数据中, 有83个处于Hardy-Weinberg平衡,
157个显著偏离Hardy-Weinberg平衡(P<0.05), 其中

74个极显著偏离Hardy-Weinberg平衡(P<0.01; 表 4)。
A系有78.33%的数据显著偏离Hardy-Weinberg平
衡, 而B系中显著偏离Hardy-Weinberg平衡的数据

占66.67%。位点CJ1、ES17、Esin42、JPX10、
LH2、LH4和Q822在所有群体中均显著偏离Hardy-
Weinberg平衡(P<0.05), 占所有位点的35%。显著

偏离Hardy-Weinberg平衡位点个数最多的群体是

A系奇年G1群体, 为17个。

中华绒螯蟹“长荡湖1号”A系和B系后代与

表 4    20个微卫星位点在“长荡湖1号”中的Hardy-Weinberg平衡P值
Tab. 4    Hardy-Weinberg equilibrium P value of 20 microsatellite loci of “Changdang Lake 1”

位点Locus
群体Population

A0 A1 A2 B0 B1 B2

A9 0.0217* 0.0044** 0.0627 0.0147* 0.0030** 0.0084**
B3 0.0047** 0.0963 0** 0.3599 0.2612 0.7926

CJ1 0.0004** 0.0002** 0.0028** 0.0034** 0** 0**

ES17 0** 0** 0** 0** 0** 0**

Esin36 0** 0** 0** 0.0097** 0.4078 0.0094**

Esin42 0** 0** 0** 0** 0.0068** 0.0069**

Esin67 0.5829 0.0956 0.0252* 0.1920 0.1429 0.2142

HH1 0** 0** 0.0301* 0.3213 0.1039 0.2528

HLJE25 0** 0** 0** 0.4187 0** 0.0015**

HLJE34 0.3162 0** 0.0047** 0** 0.1022 0.1541

HLJEsa42 0.2696 0.0014** 0.0091** 0.0141* 0.0052** 0**

HLJEsB88 0** 0.0296* 0.3790 0.0147* 0.0069** 0.0475*

JPX10 0** 0** 0** 0** 0.0060** 0**

LCX256 0.5622 0.0385** 1 1 0.3705 0.3429

LCX401 0.0771 0** 0.6867 0.0052** 0.5852 0.0936

LH1 0** 0** 0.2023 0.1165 0.0154* 0.0022**

LH2 0** 0** 0.0102* 0** 0** 0**

LH4 0** 0** 0** 0** 0** 0**

Q822 0** 0** 0** 0.0182* 0** 0.0082**
Q840 0** 0.0662 0** 0.0395* 0.0340* 0.3305

注: *表示显著偏离Hardy-Weinberg平衡(P<0.05), **表示极显著偏离Hardy-Weinberg平衡(P<0.01); A0为A系G0; A1为A系G1;
A2为A系G2; B0为A系B0; B1为B系G1; B2为B系G2

Note: *indicates a significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (P<0.05), **indicates very significant deviation from Hardy-
Weinberg equilibrium (P<0.01); A0 is the base population of strain A; A1 is generation 1 of strain A; A2 is generation 2 of strain A; B0 is
the base population of strain B; B1 is generation 1 of strain B; B2 is generation 2 of strain B
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图 3   “长荡湖1号”连续三代有效群体数量

Fig. 3   Effective population size (Ne) of 3 consecutive generations
of “Changdang Lake 1”
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G0的遗传距离均逐代增大(表 5)。A0与A1的遗传

距离为0.2455, A0与A2的遗传距离为0.2607; B0与
B1的遗传距离为0.1736, B0与B2的遗传距离为

0.1751。“长荡湖1号”A系和B系后代与G0的遗传分

化指数Fst均逐渐增大。A0与A1群体间Fst为0.0100,
A0与A2群体间Fst为0.0125; B0与B1群体间Fst为

0.0026, B0与B2群体间Fst为0.0047。
中华绒螯蟹“长荡湖1号”6个群体基于20个微

卫星位点的分子方差分析结果显示, 群体间变异仅

占0.87%, 群体内个体间变异占99.13%, 说明“长荡

湖1号”各群体间遗传分化较弱(表 6)。其中A系3代
群体间变异占1.04%, 群体内个体间变异占98.96%;
B系3代群体间变异占0.59%, 群体内个体间变异占

99.41%。

 3    讨论

 3.1    微卫星位点多态性

位点多态性是最受关注的微卫星位点指标。

本研究选用的20个微卫星位点的平均等位基因数

为27.55, 平均多态信息含量为0.8918, 均高于先前

河蟹微卫星遗传多样性研究报道
[10, 11, 25]

。根据Bot-
stein等[26]

的判断标准, 当PIC>0.50时, 为高度多态性;
当0.25<PIC<0.50时, 为中度多态性; 当PIC<0.25时,
为低度多态性。本研究中所有位点PIC均高于0.5,
表明本研究选用的20个微卫星位点具有高度多态

性, 可作为有效的河蟹遗传多样性研究标记。

本研究中20个微卫星位点均在某些群体中出

现显著偏离Hardy-Weinberg平衡, 这与期望杂合度

略高于观测杂合度的结果相一致。在马氏珠母贝

(Pinctada martensi)[27]
、华南鲤(Cyprinus carpio rubro-

fuscus)[28]
、凡纳滨对虾(Litopenaeus Vannamei)[29]

、

三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)[30]
和中华绒螯

蟹等物种的微卫星遗传多样性研究中均出现了位

点显著偏离Hardy-Weinberg平衡的现象, 这是微卫

星分析群体遗传多样性时出现的普遍现象。因此

本研究选用的微卫星位点可用于河蟹群体的遗传

多样性分析研究。

 3.2    中华绒螯蟹“长荡湖1号”的遗传多样性

品种选育成功的关键在于维持遗传改良和遗

传变异之间的平衡。选育的目的是培育具有优良

性状的品种, 但长期的人工选择可能导致种群的遗

传多样性下降, 引起目标种群的种质衰退
[31]

。微卫

星标记是评估种群遗传多样性的重要手段, 在刺参

(Stichopus japonicus)[32]
、大黄鱼(Larimichthys cro-

cea)[33]
、中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)[34]

、

罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)[35]
和中华绒

螯蟹
[36]
等水产物种上都有相关研究。

由图 2a可知平均有效等位基因数(Ne)小于平

均等位基因数(Na)。Ne表示等位基因频率均匀分布

的位点上产生相同的期望杂合度时所需的等位基

因数, 根据公式Ne=1/∑pi
2(式中pi为第i个等位基因

的频率)可知, Ne是基因纯合度的倒数, 等位基因在

群体中分布越均匀, Ne就越接近实际观察到的等位

基因数(Na)
5
。综上, Na与Ne绝对值相差大的原因可

能是: 河蟹选育群体是受强烈人工干预的群体, 某
些等位基因的频率在高强度累代选育过程中可能

迅速升高或降低, 而另外一些等位基因频率则可能

发生随机波动, 因此, 文中抽样的微卫星位点上的

等位基因在群体中的分布很不均匀, 导致Na与Ne差

异较大。

表 5   “长荡湖1号”连续三代遗传距离D(对角线以下)和遗传分

化指数Fst(对角线以上)
Tab. 5   Matrix of pair-wise genetic distance (below diagonal) and
Fst values (above diagonal) between 3 generations of “Changdang
Lake 1”

群体
Population A0 A1 A2 B0 B1 B2

A0 ***** 0.0100 0.0125 0.0076 0.0077 0.0118
A1 0.2455 ***** 0.0086 0.0049 0.0087 0.0067

A2 0.2607 0.1970 ***** 0.0116 0.0105 0.0118

B0 0.2410 0.1815 0.2336 ***** 0.0026 0.0047

B1 0.2382 0.2102 0.2179 0.1736 ***** 0.0114
B2 0.2592 0.1809 0.2203 0.1751 0.2391 *****

表 6   基于20个微卫星位点的分子方差分析

Tab. 6   AMOVA based on 20 microsaltellite markers

变异来源
Source of
variation

自由度
Degree of
freedom

平方和
Sum of
squares

方差组分
Variance

components

方差比例
Percentage of
variation (%)

所有群体All
populations
群体间Among
populations

5     63.686 0.07347 0.87

群体内个体间
Within populations

354 2948.433 8.32891 99.13

总变异Total
variation

359 3012.119 8.40238 100

A系群体Strain A

群体间Among
populations

2     27.122 0.08727 1.04

群体内个体间
Within populations

177 1473.517 8.32495 98.96

总变异Total
variation

179 1500.639 8.41222 100

B系群体Strain B

群体间Among
populations

2     21.567 0.04694 0.59

群体内个体间
Within populations

177 1410.100 7.96667 99.41

总变异Total
variation

179 1431.667 8.01361 100
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杂合度是衡量一个种群遗传多样性的重要标

准, 代表微卫星位点上杂合子基因型所占比例, 反
映了群体的遗传变异程度

[37]
。观测杂合度Ho受样

本数量影响较大, 而期望杂合度He更能够稳定反映

群体的遗传多样性
[38]

。本研究中“长荡湖1号”各群

体的He为0.8832—0.9155, 显示出了很高的遗传多

样性水平, 这与以往对中华绒螯蟹的研究一致
[39, 40]

。

A系和B系三代群体的He均逐代下降, 但不同选育

世代之间He差异不大, 且下降的速度逐代变慢, 说
明“长荡湖1号”的遗传多样性在选育过程中并无明

显变化, 这在鲤
[41]

和中国对虾
[34]

的选育过程中He也

有类似结果。He高于Ho, 表明中华绒螯蟹“长荡湖

1号”选育群体存在杂合子缺失现象, 与南美白对虾
[42]

的相关研究结果一致。导致群体中杂合子缺失的

原因很多, 如非随机交配、奠基者效应、瓶颈效

应、随机遗传漂变等
[43]

。对于人工选育群体而言,
导致群体内杂合子缺失的主要原因是非随机交配

引起等位基因在群体中的不均匀分布, 一些等位基

因在选育过程中被固定下来, 频率逐代升高, 另一

些等位基因则被逐渐稀释, 频率下降, 甚至丢失。

为防范因杂合子缺失导致的近交程度上升等问题,
有必要对每个选育世代建立系谱档案, 监测每代群

体等位基因频率的变化, 根据杂合子缺失具体情况,
适当调整选育计划, 降低近交风险。

多态信息含量(PIC)是评价群体遗传多样性的

重要参数。本研究中各群体PIC为0.8565—0.8911,
均大于0.5, 为高度多态性, 说明“长荡湖1号”各群体

均具有丰富的遗传变异。A系和B系三个世代的

PIC从G0到G2稍有降低, 与华南鲤
[28]

、带石斑鱼

(Epinephelus coioides)和凡纳滨对虾
[44]

等选育品种

PIC变化趋势相一致。因此, 连续多代的人工选择

对中华绒螯蟹“长荡湖1号”的遗传多样性造成了影

响, 其中A系和B系的PIC都有所降低, 但各群体的

遗传多态性依然很高。

本研究中“长荡湖1号”子代的有效群体数量

(Ne)相对基础群体有所下降, 但各群体的Ne均保持

在较高水平, 与中华绒螯蟹
[10]

、哲罗鱼(Hucho tai-
men)[45]

和半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)[46]
等研

究结果相似。对于人工选育群体(中华绒螯蟹长荡

湖1号)而言, 考虑到育种工作的工作量、成本投入

等因素, 保持每代近交增量(∆F)控制在0.1%以内是

比较理想的, 鉴于此, 根据公式∆F=1/2Ne, 则每代

Ne应不少于500。
 3.3    中华绒螯蟹“长荡湖1号”的遗传分化

Hardy-Weinber平衡检验是评估群体遗传结构

稳定性的重要工具
[47]

。“长荡湖1号”各群体在20个

微卫星位点中的Hardy-Weinberg平衡检测到的

240个数据中, 有87个显著偏离Hardy-Weinberg平
衡(P<0.05), 占72.50%, 表明“长荡湖1号”的遗传结

构处于相对不稳定的状态。在红壳色文蛤(Mere-
trix meretrix)[48]

、细鳞鲑(Brachymystax lenok)[49]
和

中国对虾
[50]

等水产物种的选育过程中, 亦发现了各

代选育群体显著偏离Hardy-Weinberg平衡的现

象。样本数量少、侧翼序列出现变异和近亲繁殖

引起杂合子缺失都会导致群体基因型偏离Hardy-
Weinberg平衡

[51]
。而本实验每个群体有30个样本,

已达到进行微卫星遗传多样性分析所需的样本

量
[52, 53]

。因此, 导致“长荡湖1号”中华绒螯蟹各位

点偏离Hardy-Weinberg平衡的原因可能是近亲交

配。相比较而言, A系有78.33%的数据显著偏离

Hardy-Weinberg平衡, 而B系中显著偏离Hardy-
Weinberg平衡的数据占66.67%, 因此“长荡湖1号”
A系的遗传结构更不稳定。

遗传分化指数Fst是评价群体间遗传分化程度

的指标。根据Wright[54]
的划分, Fst为0—0.05, 群体

间遗传分化很小, 可以不考虑; Fst为0.05—0.15, 群
体间存在中等程度的遗传分化; Fst为0.15—0.25, 群
体间遗传分化较大; Fst为0.25以上, 群体间遗传分

化极大。本实验结果各群体之间Fst为0.0026—0.0125,
均小于0.05, 表明“长荡湖1号”各群体间遗传分化程

度微弱, 这与以往中华绒螯蟹微卫星遗传多样性研

究结果一致。

AMOVA分析结果表明, “长荡湖1号”仅0.87%
的变异存在于各群体间, 而99.13%的变异发生在群

体内个体间, 表明“长荡湖1号”各群体间遗传分化

较弱, 这与以往研究一致
[11, 18]

。其中, A系3个世代

各群体间的变异所占比例高于B系, 表明B系各世

代群体间遗传结构较稳定。

总的来说, 采用微卫星标记估算河蟹群体遗传

多样性参数的精度受到两个因素的影响, 一是采样

河蟹样本大小, 二是微卫星标记的数量多少, 一般

情况下, 样本容量越大, 微卫星标记数量越多, 则遗

传多样性参数(Ho和He)的估计值越精确。但考虑

到微卫星标记的局限性, 后续的检测拟采用单核苷

酸多态性(SNPs)来进行评估分析。SNPs具有多态

性丰富, 分布广泛和易于检测等优点在遗传多样性

研究、品种鉴定和动植物育种等领域受到广泛使

用
[55—57]

。本课题组也在进行“长荡湖1号”分子育种

芯片的开发, 初步完成30K位点的筛选, 后续完成开

发的芯片将被用于检测与性状相关的位点, 以此来

提高选育效率, 并且能够做到大规模遗传多样性和

有效种群的分析监控。
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“长荡湖1号 ”群体选育过程中 ,  留种率是

4.5%。选择压力越高时, 每代留种的个体越少, 有
效群体数量下降越快, 群体内杂合度下降越快, 群
体内遗传一致度(遗传纯度)升高越快。为防止遗传

纯度上升过快而引起近交衰退加速, 有必要根据河

蟹自身的生物学特性(繁殖力、世代间隔等)和科

研、生产单位的预先制定的育种计划, 设定合理的

选择压力, 一方面保证每代足够的遗传进展, 另一

方面, 防止遗传一致度过快上升和近交衰退的发生,
保护选育群体的遗传性能。

由于人为对优良性状的长期选育, 导致“长荡

湖1号”遗传多样性下降。为避免遗传多样性的进

一步下降导致种质退化, 同时也要保持优良性状,
控制群体内平均近交系数, 笔者认为应该采用以下

技术措施: 建立河蟹育种核心群体的谱系档案, 采
用现代可靠的分子遗传标记对每只亲蟹进行基因

分型, 并计算个体间的亲缘系数(Relatedness), 根据

计算结果对其编号, 在人工繁殖时, 尽可能挑选亲

缘系数较小的亲本进行随机配组, 从而最低限度降

低子代的近交风险。与此同时, 保证每代参加繁育

的亲本有效群体大小在500只以上, 从而最大程度

保留亲本群体的杂合度。为增加A系和B系群体的

遗传一致度, 可以适时采用建立全同胞或半同胞家

系的方法, 逐代提高选育群体的遗传纯度。

 4    结论

中华绒螯蟹“长荡湖1号”经过2代选育, 出现杂

合子缺失和多态信息含量降低现象, 遗传结构处于

相对不稳定的状态, 但各群体的遗传多样性依然较

高, 遗传分化程度微弱, 表明该品系仍具备继续选

育的条件和潜力。在今后的研究中, 应保持足够的

繁殖亲本数量和遗传多样性, 防止近交退化; 同时

结合分子标记辅助育种和全基因组关联育种技术,
加快选育进程, 使得A系和B系选育品系的优良性

状不断纯化和聚合, 培育出优质中华绒螯蟹新品种。
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CHENG Yong-Xu1, WU Xu-Gan1, 3, 4 and CHEN Xiao-Wu1, 3
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3. Shanghai Collaborative Innovation Center for Cultivating Elite Breeds and Green-culture of Aquaculture
Animals, Shanghai 201306, China; 4. Shanghai Ocean University, National Demonstration Centre for

Experimental Fisheries Science Education, Shanghai 201306, China)

Abstract: In order to explore the genetic diversity of the selective breeding population of Chinese mitten crab Eriocheir
sinensis, 20 microsatellite markers were used to analyze the genetic diversity of 3 consecutive generations of strain A
and strain B of “Changdang Lake 1” Chinese mitten crab. The results are presented in the following, a total of 551 al-
leles were detected from 20 microsatellite markers for 6 populations. The average number of alleles (Na) were 27.55,
the average number of effective alleles (Ne) was 13.61, the average observed heterozygosity (Ho) was 0.72, the average
expected heterozygosity (He) was 0.90, the average Shannon information index (I) was 2.73, and the average poly-
morphic information content (PIC) was 0.89. In the process of breeding, PIC of strain A and strain B had a downward
trend, and He and Ho of each population maintained a high level. The effective population size (Ne) in G1 and G2 of
strain A were 72.7 and 111.8, and the Ne in G1 and G2 of strain B were 67.7 and 115.8, maintaining a high level. The
Hardy-Weinber balance test showed that 72.5% of the data deviated from Hardy-Weinber balance, indicating that the
genetic structure of the breeding population was relatively unstable. The genetic distance between G0 and G1 of strain
A was 0.2455, and it increased to 0.2607 between G1 and G2. The genetic distance between G0 and G1 of strain B was
0.1736, and it increased to 0.1751 between G1 and G2. The genetic differentiation coefficients (Fst) ranged from 0.0026
to 0.0125, indicating that the genetic differentiations among populations was light. The results of molecular variance
analysis (AMOVA) analysis showed that only 0.87% of the variation originated from different populations of “Chang-
dang Lake 1”, while 99.13% variation occurred among individuals within the population. In conclusion, the genetic di-
versity and the effective population size were maintained high in each population of “Changdang Lake 1” Chinese mit-
ten crab, but the genetic structure was unstable, so enough breeding parents and genetic diversity should be maintained
to prevent inbreeding depression in the future breeding of “Changdang Lake 1”. This study may provide practical refe-
rence for the breeding of new strain of Chinese mitten crab, and accumulate data onto the continuous breeding and pro-
motion of “Changdang Lake 1”.

Key words: New strain selection; Microsatellite markers; Genetic diversity; Effective population size; Eriocheir
sinensis
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