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小管福寿螺 ＳＮＰ 标记开发及其在物种鉴定中的应用
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[摘要] 　 小管福寿螺(Ｐｏｍａｃｅａ ｃａｎａｌｉｃｕｌａｔａ)是全球 １００ 种恶性外来入侵物种之一ꎬ对入侵地的经济和环境造成了

严重危害. 研究发现ꎬ入侵中国的福寿螺除小管福寿螺外ꎬ还包括斑点福寿螺(Ｐ􀆰 ｍａｃｕｌａｔａ). 本研究基于全基因组

重测序数据开发单核苷酸多态性标记(ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬＳＮＰ)用于福寿螺的遗传多样性分析及物种鉴

定. 利用 Ｓａｎｇｅｒ 测序法对开发的 ２２ 个 ＳＮＰ 位点在浙江丽水小管福寿螺群体中进行遗传多样性分析ꎬ结果表明观

测杂合度和期望杂合度范围分别为 ０~０.９３３ 和 ０.０３３~０.５４９ꎬ多态信息含量(ＰＩＣ)范围为 ０.０３２~０.４６６. 通过计算上

述位点在小管福寿螺和斑点福寿螺之间分化指数(Ｆｓｔ)和等位基因频率ꎬ获得在两物种中存在明显差异的 ５ 个

ＳＮＰ 位点用于物种鉴定. 在 ３０ 个小管福寿螺和 １８ 个斑点福寿螺样本中进行分型验证ꎬ结果表明ꎬ５ 个 ＳＮＰ 位点单

独使用时物种鉴定准确率均较高(>８４.２１％)ꎬ当联合使用 ３~５ 个位点时准确率可达到 １００％. 这些 ＳＮＰ 位点将有

助于福寿螺种群遗传学方面的研究以及小管福寿螺和斑点福寿螺高效、准确的物种鉴别.
[关键词] 　 小管福寿螺ꎬ斑点福寿螺ꎬ全基因组重测序ꎬ单核苷酸多态性位点ꎬ分子鉴定
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福寿螺属(Ｐｏｍａｃｅａ)隶属于腹足纲(Ｇａｓｔｒｏｐｏｄａ)新进腹足目(Ｃａｅｏｇａｓｔｒｏｐｏｄａ)瓶螺科(Ａｍｐｕｌｌａｒｉｉｄａｅ)ꎬ
是原产于南美洲亚马逊河流域的一类大型淡水螺[１] . 因人类有意引种或无意传播ꎬ福寿螺属多个物种现

已入侵到亚洲、北美、欧洲及大洋洲的许多国家和地区ꎬ成为严重的入侵性有害生物[２] . 小管福寿螺

(Ｐｏｍａｃｅａ ｃａｎａｌｉｃｕｌａｔａ)和斑点福寿螺(Ｐ􀆰 ｍａｃｕｌａｔａ)是福寿螺属中常见且入侵性最强的两种物种[３] . 其中ꎬ
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小管福寿螺被国际自然保护联盟(ＩＵＣＮ)列为全球 １００ 种恶性外来物种之一[４] . 小管福寿螺自 ２０ 世纪 ８０
年代初作为食物引入到我国以来ꎬ迅速定殖并扩展到很多地区ꎬ成为我国长江以南大部分省区的严重农业

有害生物ꎬ并且呈现由南向北扩散的趋势[５] .
福寿螺属传统的分类方法主要依靠形态学特征[６] . 然而ꎬ福寿螺属物种形态相似ꎬ且具有较高的形态

可塑性ꎬ难以实现物种的准确鉴定和鉴别[７] . 过去认为ꎬ引入中国的福寿螺属生物仅有小管福寿螺ꎬＬｖ
等[８]利用线粒体 ＣＯＩ 基因序列对我国 ５４ 个福寿螺地理种群进行系统发育关系分析ꎬ中国大陆地区的福

寿螺种群结构复杂ꎬ可能有多种来源和扩散模式ꎬ并且发现入侵中国的福寿螺除了有小管福寿螺和斑点福

寿螺这两种之外ꎬ还存在一个中国特有的隐存种团(Ｃｒｙｐｔｉｃ ｇｒｏｕｐｓ). 近期研究基于线粒体 ＣＯＩ 基因序列

的系统发生分析和形态学特征确定其为中国分布的第三种入侵性福寿螺(Ｐ􀆰 ｏｃｃｕｌｔａ ｎｏｖ. ｓｐ.) [９] .
虽然福寿螺种间形态相似ꎬ但其生物学、生态学特征以及原产地的地理分布不同ꎬ入侵能力和扩散趋

势等方面存在差异[３] . 利用有效的鉴定方式对福寿螺进行准确的种类鉴别ꎬ对于控制其快速扩散、制定有

效的防治措施具有重要意义. 现有研究大多利用基于线粒体 ＣＯＩ 基因和核基因 ＥＦ１α 的序列分析[１０]或多

重 ＰＣＲ 扩增技术[１１－１２] 来鉴别福寿螺种类. 然而ꎬ长片段扩增对于样本的质量要求较高ꎬ并且鉴定成本

高. 此外ꎬ遗传多样性和种群结构是影响入侵种定殖的重要因素ꎬ利用分子标记进行种群遗传学研究有利

于开展入侵物种的控制与管理[１３] . ＳＮＰ 标记作为第三代分子遗传标记ꎬ具有数量丰富、分布广泛、遗传稳

定性高、二等位性、分析成本较低且 ＤＮＡ 降解耐受性较高等特点[１４－１５]ꎬ近年来在群体遗传分析及动物个

体、品种鉴定方面的研究应用较多. 本研究基于小管福寿螺和斑点福寿螺全基因组重测序数据ꎬ借助

Ｓａｎｇｅｒ 测序法验证开发多态性 ＳＮＰ 位点ꎬ为后续群体遗传学研究的开展提供了工具. 同时ꎬ针对多态性位

点根据其在小管福寿螺和斑点福寿螺间的遗传分化指数(Ｆｓｔ)及基因频率信息ꎬ进一步筛选在两物种中存

在明显区别的 ＳＮＰ 位点ꎬ为两种福寿螺提供高效、便捷、准确的鉴定方法.

Ａ－Ｂ:小管福寿螺ꎻＣ－Ｄ:斑点福寿螺

图 １　 福寿螺的螺壳形态

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｈｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｐｏｍａｃｅａ ｓｐｐ.

１　 材料与方法

１.１　 样品采集及物种鉴定

２０１９ 年 ３ 月至 ７ 月共采集来自重庆(Ｎ＝ １０)、四川成都(Ｎ＝ ５)、浙江丽水(Ｎ＝ ３０)、江苏苏州(Ｎ ＝ ３)
的 ４８ 只野生福寿螺ꎬ螺长范围为 ３０ ｍｍ~４５ ｍｍ.

剪取福寿螺腹足肌提取基因组总 ＤＮＡꎬＤＮＡ 提取使用百奥莱博科技(北京)有限公司柱式软体动物

ＤＮＡ 提取试剂盒(ＢＴＮ１０１１１１)ꎬ方法参照试剂盒的使用说明. 利用 １.５％琼脂糖凝胶电泳检测基因组 ＤＮＡ
的完整性.

由于福寿螺属物种如小管福寿螺和斑点福寿螺外部

形态相似ꎬ难以区分ꎬ在螺壳形态鉴定基础上(图 １)结合

线粒体 ＣＯＩ 基因序列进行物种鉴定[３ꎬ９] . 结果表明ꎬ本研究

样本中包括 ３０ 只小管福寿螺ꎬ均来自浙江丽水和 １８ 只斑

点福寿螺ꎬ来自重庆、四川成都和江苏苏州.
１.２　 ＳＮＰ 位点筛选

本研究基于课题组前期已获得的 ７５ 只小管福寿螺和

２３ 只斑点福寿螺全基因组重测序数据(数据未发表)ꎬ将
原始数据( ｒａｗ ｄａｔａ) 去除接头序列和数据质控后ꎬ利用

ＢＷＡ 软件[１６]ꎬ将有效测序数据(ｃｌｅａｎ ｄａｔａ)比对小管福寿

螺参考基因组 ( ＡＳＭ３０７３０４ｖ１) [１７]ꎬ比对结果经 Ｐｉｃａｒｄ
(ｈｔｔｐ: / / ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ. ｇｉｔｈｕｂ. ｉｏ / ｐｉｃａｒｄ / ) 去除重复. 使用

ＧＡＴＫ ４.０ 软件[１８]进行 ＳＮＰ 检测分析ꎬ筛选测序深度不低

于 ７Ｘ、覆盖所有群体 ９５％ 以上个体、次等位基因频率

(ＭＡＦ)不低于 ０.０５ 的 ＳＮＰ 位点用于 ＳＮＰ 标记开发. 使用

ＡＮＮＯＶＡＲ 软件[１９]对 ＳＮＰ 进行注释.
基于上述成功开发的多态性 ＳＮＰ 位点ꎬ利用 ＶＣＦｔｏｏｌｓ

—７９—
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(ｖ０.１.１６ 版本) [２０]软件进行 Ｆｓｔ值的计算ꎬ同时基于重测序基因型数据ꎬ利用 ＧＥＮＥＰＯＰ ４.０.１０ 软件[２１] 分

别统计这些 ＳＮＰ 位点在小管福寿螺和斑点福寿螺中的等位基因频率信息ꎬ挑选 Ｆｓｔ 值和等位基因频率在

两种福寿螺间存在较大差异的 ＳＮＰ 位点用于物种鉴定.
１.３　 基于 Ｓａｎｇｅｒ 测序 ＳＮＰ 验证

基于小管福寿螺基因组测序信息ꎬ将筛选的位点定位在基因组上ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件[２２]提取该 ＳＮＰ 位

点上下游各 ２００ ｂｐ 碱基序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件[２３]进行引物设计. 随机选取 ４ 个小管福寿螺样

本ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ利用 Ｓａｎｇｅｒ 测序验证 ＳＮＰ 位点是否存在双峰ꎬ若扩增产物出现不同峰值ꎬ即认为该位

点在群体内存在多态性. ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬ:１０ μＬ Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑꎬ引物各 １ μＬꎬ１ μＬ ＤＮＡ 和 ７ μＬ
ｄｄＨ２Ｏꎻ反应条件:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ合适的退火温度下 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ２８ 个循环ꎬ
最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ. 针对存在双峰的位点ꎬ用相同的 ＰＣＲ 条件ꎬ对剩下的福寿螺样本进行扩增测序. 引
物合成和测序均由上海迈浦生物科技有限公司完成.
１.４　 数据分析

将测序得到的序列用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件[２４]分析基因序列的 ＳＮＰ 位点ꎬ对比测序后的数据峰图ꎬ找到峰值

图中对应 ＭＥＧＡ Ｘ 序列里观察到的 ＳＮＰ 位点ꎬ二倍体纯合位点记为两个相同的碱基ꎬ显示为单峰图ꎻ而杂

合位点则记为两个不同的碱基ꎬ显示为套峰ꎬ进行基因型统计. 使用 Ｃｅｒｖｕｓ ３.０ 软件[２５]计算 ＳＮＰ 位点的观

测杂合度(ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓꎬＨｏ)ꎬ期望杂合度(ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓꎬＨｅ)和多态信息含量(ｐｏｌｙ￣
ｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔꎬＰＩＣ). 使用 ＧＥＮＥＰＯＰ ４.０.１０ 软件进行位点间的连锁不平衡( ｌｉｎｋａｇｅ ｄｉｓｅｑｕｉ￣
ｌｉｂｒｉｕｍ)检验和哈迪温伯格平衡偏离检验(Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍꎬＨＷＥ).

针对筛选得到的用于小管福寿螺和斑点福寿螺物种鉴定的 ＳＮＰ 位点ꎬ依据这些 ＳＮＰ 位点在重测序数

据中得到的基因频率信息(表 １)ꎬ以及 ４８ 个福寿螺样本进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序得到的基因型信息ꎬ对这 ４８ 个个

体进行物种鉴定ꎬ验证这些 ＳＮＰ 位点用于物种鉴定的准确性. 具体分析方法参考程方圆等[２６] 和 Ｊｉａｎｇ
等[２７]的研究:如果使用一个 ＳＮＰ 位点ꎬ以 ＳＮＰ４ 为例(表 １)ꎬ某样本测序结果为 ＴＴꎬ计算该 ＳＮＰ 位点小管

福寿螺 Ｔ 基因频率(０.１３３)的乘积ꎬ以及斑点福寿螺该 ＳＮＰ 位点 Ｔ 基因频率(０.９３５)的乘积ꎬ如果小管福

寿螺的乘积高于斑点福寿螺ꎬ则支持此样本为小管福寿螺ꎬ反之ꎬ则为斑点福寿螺. 如果使用 ２ 个及以上

ＳＮＰ 位点ꎬ先按上述单个 ＳＮＰ 标记方法分别独立计算ꎬ再将每个 ＳＮＰ 位点得到的数值依次相乘获得综合

判定数值ꎬ如果小管福寿螺的综合判定数值高ꎬ则支持此样本为小管福寿螺ꎬ反之ꎬ则为斑点福寿螺.
表 １　 ５ 个用于物种鉴定的 ＳＮＰ 分子标记基因频率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ５ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ＳＮＰ ｍａｒｋｅｒｓ

ＳＮＰ
位点

小管福寿螺(Ｎ＝ ７５)

基因型 ＆ 频率 等位基因 ＆ 频率

斑点福寿螺(Ｎ＝ ２３)

基因型 ＆ 频率 等位基因 ＆ 频率

两种福寿螺相应
等位基因频率差异

ＳＮＰ４ ＣＣ
０.８１３

ＣＴ
０.１０７

ＴＴ
０.０８０

Ｃ
０.８６７

Ｔ
０.１３３

ＣＣ
０

ＣＴ
０.１３０

ＴＴ
０.８７０

Ｃ
０.０６５

Ｔ
０.９３５ ０.８０２

ＳＮＰ７ ＴＴ
０.８００

ＴＧ
０.１３３

ＧＧ
０.０６７

Ｔ
０.８６７

Ｇ
０.１３３

ＴＴ
０.０４３

ＴＧ
０

ＧＧ
０.９５７

Ｔ
０.０４４

Ｇ
０.９５７ ０.８２３

ＳＮＰ８ ＴＴ
０.８１３

ＴＣ
０.１３３

ＣＣ
０.０５３

Ｔ
０.８８０

Ｃ
０.１２０

ＴＴ
０.０４３

ＴＣ
０.０４３

ＣＣ
０.９１３

Ｔ
０.０６５

Ｃ
０.９３５ ０.８１５

ＳＮＰ１１ ＣＣ
０.８２７

ＣＴ
０.１３３

ＴＴ
０.０４０

Ｃ
０.８９３

Ｔ
０.１０７

ＣＣ
０.０８７

ＣＴ
０.０８７

ＴＴ
０.８２６

Ｃ
０.１３０

Ｔ
０.８７０ ０.７６３

ＳＮＰ１３ ＧＧ
０.０２７

ＧＡ
０.２４０

ＡＡ
０.７３３

Ｇ
０.１４７

Ａ
０.８５３

ＧＧ
０.９５７

ＧＡ
０.０４３

ＡＡ
０

Ｇ
０.９７８

Ａ
０.０２２ ０.８３２

　 　 利用单个(或多个)ＳＮＰ 位点得到的某个物种鉴定结果与实际物种鉴定结果一致时ꎬ记录判断正确次

数 １ 次. 基于单个 ＳＮＰ 位点以及多个位点对 ４８ 个个体进行判断ꎬ分别统计判断正确次数ꎬ计算验证准确

率. 计算公式如下:Ｒ＝Ｎｃｏｒｒｅｃｔ / Ｎａｌｌ×１００％ꎬ式中:Ｒ为验证准确率即判断正确次数占总次数的比值ꎻＮｃｏｒｒｅｃｔ为

判断正确的次数ꎻＮａｌｌ为判断总次数[２６] .

２　 结果与讨论

２.１　 ＳＮＰ 标记的鉴定和筛选

通过与小管福寿螺参考基因组序列比较ꎬ在小管福寿螺和斑点福寿螺全基因组范围内共检测到的

—８９—
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ＳＮＰ 数量为 ２７ ９５０ ０００ 个ꎬ通过进一步过滤得到 ４６ ６９３ 个高质量 ＳＮＰ 位点ꎬ其中碱基转换( ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ)占
５５.５６％ꎬ高于碱基颠换(ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ)４４.４４％. 位于 ３′－非编码区、５′－非编码区、基因上游、基因下游、基因

间区、剪切位点和内含子的 ＳＮＰ 数量分别为 ２ ５９３、１ ０８８、３ ３９２、３ ００７、１３ ４５４、６ 和 ２４ １４６ 个ꎬ位于外显子

Ａ:ＣＴ 基因型ꎻＢ:ＣＣ 基因型ꎻＣ:ＴＴ 基因型

图 ２　 位点 ＳＮＰ１１ 分型结果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｉｎ ＳＮＰ１１

的 ＳＮＰ 数量为 ２４２３ 个(５％)ꎬ随机选取 ３４ 个 ＳＮＰ
位点设计引物.
２.２　 ＳＮＰ 分型

在 ３４ 对引物中ꎬ有 ３０ 对引物成功扩增出 ＤＮＡ
片段. 以位点 ＳＮＰ１１ 为例ꎬ测序结果如图 ２ 所示ꎬ
峰图清晰规则ꎬ无杂峰ꎬ目标位点在不同样本中单

峰(纯合)或套峰(杂合)明显ꎬ即 ＳＮＰ１１ 为潜在的

ＳＮＰ 位点ꎬ在 ４ 个福寿螺 ＤＮＡ 样品的扩增测序中ꎬ
共筛选到 ２２ 个潜在的 ＳＮＰ 位点(表 ２)ꎬ准确率为

６４.７０％. Ｙａｎｇ 等[２８] 基于广东鲂(Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａ ｔｅｒｍｉ￣
ｎａｌｉｓ)简化基因组测序数据开发并验证了 ３０ 个 ＳＮＰ
位点ꎬ准确率为 ８３％ꎻ有研究对大西洋鳕 (Ｇａｄｕｓ
ｍｏｒｈｕａ)的全基因组进行测序并开发和验证 ＳＮＰꎬ其
准确率为 ７４.６０％[２９] . ＳＮＰ 标记开发的准确率可能与

不同的测序方法、质量及深度有关[３０] .
表 ２　 小管福寿螺 ２２ 个 ＳＮＰ 位点信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ２２ ＳＮＰｓ ｉｎ Ｐｏｍａｃｅａ ｃａｎａｌｉｃｕｌａｔａ

ＳＮＰ 位点 类型 引物序列(５′→３′) 退火温度 Ｔｍ / ℃ 片段大小 / ｂｐ Ｎａ Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ

ＳＮＰ１ Ｃ / Ｇ Ｆ:ＴＧＧＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＴＧＧＴ
Ｒ:ＧＡＡＴＡＴＣＣＧＡＴＣＣＧＡＡＡＧＣＡＧＣ ５８ ２７６ ２ ０.２３３ ０.４１３ ０.３２４

ＳＮＰ２ Ａ / Ｃ Ｆ:ＧＴＴＴＧＴＣＴＡＣＡＴＴＴＴＡＣＴＣＣＣＧＡＡＡＧ
Ｒ:ＧＡＧＡＧＴＧＡＡＣＴＧＡＣＣＴＡＣＣＴＧＧＣ ５５ ２２１ ２ ０.２００ ０.５４９ ０.４６６

ＳＮＰ３ Ｃ / Ａ Ｆ:ＣＡＧＡＴＧＡＴＡＧＴＴＣＣＴＡＴＣＡＣＴＧＣＡＣ
Ｒ:ＣＡＧＣＣＴＧＴＴＧＣＴＡＴＴＡＴＣＴＴＣＣＴ ５５ １４７ ２ ０.１００ ０.０９７ ０.０９０

ＳＮＰ４ Ｃ / Ｔ Ｆ:ＣＣＣＡＡＡＴＧＣＡＡＡＴＴＣＴＣＴＣＣＣＡ
Ｒ:ＣＴＧＴＧＡＴＡＡＧＣＣＡＣＣＴＴＣＡＡＧＴＡＡＡＧ ５５ １９４ ２ ０.１００ ０.０９７ ０.０９０

ＳＮＰ５ Ｔ / Ｇ Ｆ:ＡＧＡＡＡＴＧＣＣＣＡＧＡＣＣＴＡＣＡＡＴＧ
Ｒ:ＡＡＴＡＣＴＣＡＡＣＣＣＧＡＡＡＡＴＣＣＡＧＴＴ ５５ １７５ ２ ０.０３３ ０.０３３ ０.０３２

ＳＮＰ６ Ａ / Ｇ Ｆ:ＴＧＴＴＡＴＧＴＣＡＧＴＡＴＧＣＴＴＴＴＣＡＧＴＴＣＣ
Ｒ:ＧＣＴＧＣＴＣＴＧＧＣＴＧＴＴＴＣＴＧＴＣＴ ５５ ２９５ ２ ０.０３３ ０.０３３ ０.０３２

ＳＮＰ７ Ｔ / Ｇ Ｆ:ＡＡＴＧＴＴＧＡＴＧＡＴＧＡＣＡＡＧＡＣＴＧＧＴＴＣ
Ｒ:ＡＴＡＧＴＧＧＡＧＧＴＧＧＣＡＡＧＧＴＧＴＧ ５５ １７８ ２ ０.１００ ０.０９７ ０.０９０

ＳＮＰ８ Ｔ / Ｃ Ｆ:ＧＧＴＣＣＡＧＴＡＧＴＡＣＡＡＣＧＧＴＴＡＧＴＧＣ
Ｒ:ＣＣＡＣＴＴＴＡＣＡＧＴＡＧＧＣＴＣＡＡＴＧＴＧＴＴ ５５ ２８４ ２ ０.１００ ０.０９７ ０.０９０

ＳＮＰ９ Ｃ / Ｇ Ｆ:ＣＡＧＴＧＴＡＡＡＴＣＣＡＧＴＴＧＣＣＧＡＡＴＡ
Ｒ:ＴＧＡＴＡＡＡＡＴＧＣＣＣＡＧＴＴＧＡＴＡＧＡＡ ５５ １４２ ２ ０.１６７ ０.１５５ ０.１４１

ＳＮＰ１０ Ｇ / Ｔ Ｆ:ＣＧＴＣＡＴＣＧＴＧＡＡＣＡＴＣＡＴＡＧＴＡＣＡＧＡ
Ｒ:ＡＣＡＧＧＡＴＧＧＡＧＴＡＣＴＧＣＧＧＧＴＴ ５５ １８０ ２ ０.３６７ ０.３４５ ０.２８２

ＳＮＰ１１ Ｃ / Ｔ Ｆ:ＡＣＡＡＧＡＴＣＡＣＧＴＧＴＴＴＡＣＧＧＡＴＡＧＧ
Ｒ:ＡＡＧＡＣＧＡＧＡＡＣＣＡＴＡＣＣＧＣＡＣ ５５ １８４ ２ ０.１６７ ０.３０５ ０.２５５

ＳＮＰ１２ Ｃ / Ｇ Ｆ:ＣＡＡＡＡＣＣＣＴＴＡＧＡＴＴＣＴＴＴＣＴＣＡＧＡＣＴ
Ｒ:ＡＴＧＣＴＧＣＴＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＴＣＴＣ ５５ ２１０ ２ ０.２６７ ０.４５２ ０.３４６

ＳＮＰ１３ Ｇ / Ａ Ｆ:ＡＣＧＣＴＣＴＧＡＴＡＡＣＡＣＡＡＴＧＧＴＡＧＡＴＡＧ
Ｒ:ＡＣＣＴＴＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＡＧＣＣＴＣＴ ５５ ２８３ ２ ０.３００ ０.３８１ ０.３０５

ＳＮＰ１４ Ａ / Ｇ Ｆ:ＴＧＧＴＣＡＴＣＴＡＡＧＧＧＴＡＡＣＡＧＧＴＣＴ
Ｒ:ＴＴＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＡＧＡＣＡＣＧＣＡＧ ５５ １２８ ２ ０.２６７ ０.５０８ ０.３７５

ＳＮＰ１５ Ｇ / Ａ Ｆ:ＣＡＡＡＣＡＡＡＧＡＴＧＡＡＡＴＧＡＡＣＡＧＴＡＣＡ
Ｒ:ＣＡＧＡＴＧＧＡＣＡＧＧＣＡＧＡＡＧＡＡＧＧ ５５ ３０３ ２ ０.３００ ０.４４０ ０.３３９

ＳＮＰ１６ Ａ / Ｇ Ｆ:ＣＴＴＴＴＧＧＴＣＧＴＣＴＴＡＧＴＧＧＣＡＴＡＧ
Ｒ:ＧＡＴＴＣＧＣＴＴＧＴＴＴＣＣＣＴＧＴＧＴＴ ５５ ２３９ ２ ０.９３３ ０.５０６ ０.３７４

ＳＮＰ１７∗ Ａ / Ｔ Ｆ:ＣＴＣＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＴＣＣＡＴ
Ｒ:ＴＣＴＴＡＣＡＡＴＡＴＣＣＴＣＧＧＣＴＣ ５８ ２７７ ２ ０.０３３ ０.３０５ ０.２５５

—９９—
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续表 ２　 Ｔａｂｌｅ ２ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

ＳＮＰ 位点 类型 引物序列(５′→３′) 退火温度 Ｔｍ / ℃ 片段大小 / ｂｐ Ｎａ Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ

ＳＮＰ１８∗ Ａ / Ｔ Ｆ:ＴＧＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＣＣＴＡＴＴＴ
Ｒ:ＣＡＣＧＣＴＣＡＴＴＣＧＡＣＡＡＣＧ ５８ ２９７ ２ ０.２００ ０.４９９ ０.３７１

ＳＮＰ１９ Ｃ / Ｇ Ｆ:ＡＡＧＧＣＡＴＧＡＡＧＡＴＡＡＧＴＧＧＧ
Ｒ:ＣＴＧＣＧＡＴＧＧＡＧＴＴＴＧＴＧＡＡＧＡＴ ５８ ４７８ ２ ０.０６７ ０.０６６ ０.０６２

ＳＮＰ２０∗ Ｇ / Ａ Ｆ:ＣＣＣＡＴＣＡＧＡＡＣＴＧＧＣＡＣＡ
Ｒ:ＧＣＴＴＣＡＧＡＴＡＣＣＴＧＧＡＣＧＡ ５８ ４３３ ２ ０.０００ ０.３６４ ０.２９４

ＳＮＰ２１ Ｔ / Ａ Ｆ:ＧＣＡＧＧＧＡＡＡＧＡＣＡＡＴＣＡＡＧＴＡＡＡＧＡ
Ｒ:ＴＴＡＧＧＡＴＡＡＣＧＡＧＣＡＡＧＣＡＡＡＧＡ ５５ ２４６ ２ ０.３６７ ０.４４０ ０.３３９

ＳＮＰ２２∗ Ａ / Ｇ Ｆ:ＴＧＧＡＴＴＴＡＧＧＧＡＣＡＡＣＧＡＣＴＧＣ
Ｒ:ＡＡＡＡＧＴＡＡＧＡＣＡＡＧＧＡＧＡＣＧＡＴＧＴＴＣ ５５ ２６０ ２ ０.１３３ ０.３６４ ０.２９４

　 　 注:Ｎａ:等位基因数ꎻＨｏ:观测杂合度ꎻＨｅ:期望杂合度ꎻＰＩＣ:多态信息含量ꎻ“∗”表示偏离哈迪温伯格平衡.

通过计算上述 ２２ 个 ＳＮＰ 位点在小管福寿螺和斑点福寿螺间的 Ｆｓｔ值ꎬ发现有 ５ 个 ＳＮＰ 位点 Ｆｓｔ值位

于前 １％ꎬ且等位基因频率信息在两种福寿螺间有明显差异(表 １). 小管福寿螺各位点等位基因频率差值

在 ０.７０６~０.７８６ꎬ平均值为 ０.７４４ꎬ而该差值在斑点福寿螺数据中较大ꎬ为 ０.７４０~０.９５６ꎬ平均值为 ０.８７０. 两

种福寿螺各位点等位基因频率差值在 ０.７６３ ~ ０.８３２ꎬ平均值为 ０.８０７ꎬ说明这些标记具有较高的鉴别能力

(表 １). Ｊｉａｎｇ 等[２７]基于前人研究的二代测序数据利用 Ｓｎａｐｓｈｏｔ 分型方法开发了 １２ 个 ＳＮＰ 位点用于鉴别

蒙古狼(Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ)和家犬(Ｃ. ｌ. ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ)ꎬ各位点在两物种中等位基因频率差值在 ０.６４０ ~ ０.８８９ꎬ平均

值为 ０.７９７ꎬ具有良好的鉴别能力.
２.３　 ＳＮＰ 位点多态性分析

对上述 ２２ 个 ＳＮＰ 位点在 ３０ 个小管福寿螺样本中进行多态性分析ꎬ结果如表 ２ 所示ꎬ２２ 个 ＳＮＰ 位点

的平均等位基因数为 ２ꎬ观测杂合度(Ｈｏ)和期望杂合度(Ｈｅ)范围分别为 ０~０.９３３ 和 ０.０３３~０.５４９ꎬ多态信

息含量(ＰＩＣ)范围为 ０.０３２ ~ ０.４６６. ＰＩＣ 值是衡量 ＤＮＡ 座位变异程度高低的重要指标[３１] . 根据 Ｂｏｔｓｔｅｉｎ
等[３２]划分的原则ꎬＰＩＣ<０.２５ 为低度多态性ꎬ０.２５<ＰＩＣ<０.５０ 为中度多态性ꎬＰＩＣ>０.５０ 为高度多态性. 本研

究开发的 ２２ 个 ＳＮＰ 位点中有 １４ 个位点表现为中度多态性ꎬ说明这些 ＳＮＰ 位点在小管福寿螺遗传多样性

研究中能提供较为有效的遗传信息. 经 Ｂｏｆｅｒｒｏｎｉ 校正后ꎬ２２ 个位点中仅有 ４ 个位点( ＳＮＰ１７、ＳＮＰ１８、
ＳＮＰ２０、ＳＮＰ２２)偏离哈迪温伯格平衡ꎬ部分位点之间(ＳＮＰ１１ 和 ＳＮＰ２２、ＳＮＰ１５ 和 ＳＮＰ１８、ＳＮＰ１７ 和 ＳＮＰ２０、
ＳＮＰ２ 和 ＳＮＰ１５ 以及 ＳＮＰ２ 和 ＳＮＰ１８)存在连锁不平衡现象. 本研究中筛选的这些 ＳＮＰ 位点能应用于福寿

螺的种群遗传学研究.

　 　 横坐标:分子标记个数ꎬ括号内为依次增加的 ＳＮＰ 标记ꎻ
纵坐标:分子标记累计验证准确率.

图 ３　 分子标记和累计验证准确率

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＳＮＰ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ｒａｔｅ

２.４　 物种鉴定 ＳＮＰ 位点验证

尽管基因组中拥有数以百万计的 ＳＮＰ 位点ꎬ但使用更多的 ＳＮＰ 位点并不代表会达到更高的分辨

率. ＳＮＰ 是基于等位基因频率的标记ꎬ它们在物种水平上的分辨率取决于物种之间等位基因频率的差

异[２７] . 基于 ５ 个物种鉴定 ＳＮＰ 位点在小管福寿螺和斑点福寿螺中的等位基因频率信息ꎬ对 ４８ 个福寿螺样

本进行物种鉴别验证ꎬ结果表明当 ５ 个 ＳＮＰ 位

点分别单独使用时ꎬ判别准确率为 ９４. ７４％
(ＳＮＰ４)、 ９７. ３７％ ( ＳＮＰ７)、 ９４. ７４％ ( ＳＮＰ８)、
８４.２１％(ＳＮＰ１１)和 ９２.１０％(ＳＮＰ１３). 当同时使

用多个 ＳＮＰ 位点时ꎬ判别准确率结果如图 ３ 所

示ꎬ同时使用前 ３ 个位点 ＳＮＰ１１、 ＳＮＰ１３ 和

ＳＮＰ４ 时准确率即可达到 １００％. Ｌａｐèｇｕｅ 等[３３]

利用高通量测序数据ꎬ在入侵物种长牡蛎

(Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｇｉｇａｓ)和葡萄牙牡蛎(Ｃ􀆰 ａｎｇｕｌａｔａ)
中成功筛选出具有较大 Ｆｓｔ 值和等位基因频率

差异的 １５ 个 ＳＮＰ 位点用于两个物种的准确鉴

定. 本研究中使用较少的 ＳＮＰ 位点可以达到

１００％的分辨率.

—００１—
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３　 结论

本研究首次基于福寿螺重测序数据ꎬ成功开发 ２２ 个多态性 ＳＮＰ 标记ꎬ可用于小管福寿螺群体遗传多样

性、遗传结构等相关研究ꎬ且进一步筛选 ５ 个 ＳＮＰ 位点用于入侵中国的小管福寿螺和斑点福寿螺物种鉴定ꎬ
通过 Ｓａｎｇｅｒ 测序法在 ４８ 个福寿螺样本中进行分型验证ꎬ结果表明ꎬ物种鉴定准确率较高(>８４.２１％)ꎬ当同时

使用 ３~５ 个 ＳＮＰ 位点时准确率可达到 １００％. 为小管福寿螺和斑点福寿螺准确的种类鉴别提供了有效的工

具ꎬ对于控制其快速扩散、制定有效的防控措施具有重要意义.
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