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魁魁蚶蚶线线粒粒体体 1166ΣΣ ρρΡΡ ΝΝΑΑ和和 ΧΧΟΟΙΙ基基因因片片段段序序列列测测定定及及其其应应用用前前

景景 ∗∗

孔孔晓晓瑜瑜 tt 姜姜艳艳艳艳 tt 相相建建海海 uu 喻喻子子牛牛 tt 刘刘亚亚军军 tt

kk
tt青青岛岛海海洋洋大大学学教教育育部部海海水水养养殖殖重重点点实实验验室室 uuyyyyssssvvll

kk
uu中中国国科科学学院院海海洋洋研研究究所所 青青岛岛 uuyyyysszzttll

关关键键词词 魁魁蚶蚶kk ΣΣχχααππηηααρρχχαα ββρροουυγγηηττοοννιιιιll oottyy≥≥ µµ⁄⁄���� oo≤≤����oo序序列列测测定定

魁魁蚶蚶kk ΣΣχχααππηηααρρχχαα ββρροουυγγηηττοοννιιιιll是是蚶蚶科科贝贝类类的的一一种种大大

型型经经济济种种类类 oo主主要要分分布布于于我我国国 !!日日本本和和朝朝鲜鲜半半岛岛及及俄俄

罗罗斯斯东东南南部部沿沿海海 ∀∀在在我我国国 oo主主要要分分布布于于辽辽宁宁 !!河河北北和和

山山东东沿沿海海 oo生生活活在在 vv ∗∗ xxss °°kk多多为为 uuss ∗∗ vvss °°ll水水深深的的软软

泥泥或或泥泥沙沙质质海海底底 oo是是我我国国北北方方沿沿海海重重要要的的经经济济贝贝类类

之之一一 ∀∀但但有有关关其其自自然然群群体体的的遗遗传传变变异异及及群群体体间间遗遗传传分分

化化等等方方面面的的研研究究不不多多 ~~同同时时 oo作作者者和和日日本本研研究究者者发发现现 oo

中中国国 !! 韩韩国国和和日日本本魁魁蚶蚶群群体体在在形形态态和和遗遗传传上上差差异异明明

显显 oo差差异异和和分分化化达达到到了了何何种种水水平平 oo这这是是人人们们广广泛泛关关注注

的的问问题题 ~~另另外外 oo中中国国 !!韩韩国国和和日日本本魁魁蚶蚶之之间间存存在在一一定定

程程度度的的引引种种和和相相互互扩扩散散 oo这这会会给给种种质质资资源源的的管管理理与与

养养殖殖生生产产带带来来一一定定不不良良后后果果 ∀∀因因此此 oo本本文文对对魁魁蚶蚶的的线线

粒粒体体 ttyy≥≥µµ�� ����和和 ≤≤����基基因因片片段段进进行行了了 °°≤≤�� 扩扩增增和和测测

序序 oo并并讨讨论论它它们们用用于于研研究究上上述述问问题题的的潜潜在在应应用用价价值值 ∀∀

tt 材材料料与与方方法法

11 qq11 材材料料

魁魁蚶蚶样样品品采采自自青青岛岛即即墨墨 oo鉴鉴定定后后取取肌肌肉肉组组织织提提取取

⁄⁄���� ∀∀

11 qq22 方方法法

ttqquuqqtt 基基因因组组 ⁄⁄����提提取取 取取大大约约 ssqqtt ªª肌肌肉肉组组

织织 oo尽尽量量剪剪碎碎 oo用用 ⁄⁄����提提取取试试剂剂盒盒 kk°°∏∏µµ̈̈��̈̈ ±±̈̈ oo ��̈̈ ±±··µµ¤¤

公公司司ll 提提取取基基因因组组 ⁄⁄���� oo ××∞∞溶溶解解后后 pp uuss εε 保保存存备备

用用 ∀∀

ttqquuqquu °°≤≤�� 扩扩增增 ttyy≥≥ µµ⁄⁄���� 和和 ≤≤����基基因因分分别别

用用引引物物 ttyy¶¶¤¤µµ22��rrttyy¶¶¤¤µµ22��和和 ≤≤������ttww||ssrr≤≤������ uutt||{{oo序序列列

如如下下 }}ttyy¶¶¤¤µµ22��rr ttyy¶¶¤¤µµ22�� }}��≤≤≤≤××�� ×× ×× ××��××≤≤����������≤≤��××rr

≤≤≤≤����××≤≤××������≤≤××≤≤ ������××≤≤��≤≤��××~~ ≤≤������ttww||ssrr ≤≤������

uutt||{{}} ����××≤≤����≤≤������××≤≤��××����������××��××××����rr ××������≤≤××××

≤≤��������××����≤≤≤≤���� ��������××≤≤��∀∀用用 °°××≤≤22ttssss °°≤≤�� 仪仪扩扩增增 ~~

uuxx ΛΛ̄̄ 反反应应体体积积内内含含 }}uuqqss °°°°²²̄̄rr����ªª≤≤̄̄ uu ~~uussss °°°°²²̄̄rr��

各各种种 §§��××°° ~~ssqquu ΛΛ°°²²̄̄rr��每每个个引引物物 ~~tt ΛΛ̄̄ 模模板板 ⁄⁄���� ~~tt

单单位位 ××¤¤́́ 聚聚合合酶酶及及 tt ÷÷ 缓缓冲冲液液kk上上海海生生工工ll ∀∀采采用用热热启启

动动 °°≤≤�� oo°°≤≤�� 反反应应程程序序 }}vvxx 循循环环 ||ww εε rr wwxx ¶¶~~ww{{ εε

kk≤≤����ll ooxxss εε kkttyy≥≥ll tt °°¬¬±±oozzuu εε rr°°¬¬±±~~之之后后 zzuu εε 延延伸伸

xx °°¬¬±±∀∀°°≤≤�� 产产物物用用 ttqqwwhh琼琼脂脂糖糖凝凝胶胶电电泳泳 oo∞∞��染染色色 oo凝凝

胶胶成成像像系系统统观观察察 !!照照像像 ∀∀

ttqquuqqvv °°≤≤�� 产产物物克克隆隆 用用 ������±±22xx柱柱式式 °°≤≤�� 产产

物物回回收收试试剂剂盒盒纯纯化化 °°≤≤�� 产产物物 oo将将产产物物与与 ³³��⁄⁄tt{{22×× 载载

体体连连接接 kk大大连连宝宝生生物物ll ~~连连接接反反应应液液 ttss ΛΛ̄̄ oo其其中中载载体体 tt

ΛΛ̄̄ oo��¬¬ªª¤¤··¬¬²²±± ≥≥²²̄̄∏∏··¬¬²²±± ´́ xx ΛΛ̄̄ oo°°≤≤�� 产产物物 ww ΛΛ̄̄ oottyy εε 连连接接

tt ««或或 ww εε 过过夜夜 oo 然然后后连连接接液液转转化化感感受受态态大大肠肠杆杆菌菌

����ttss||oo涂涂平平板板 oo蓝蓝 22白白斑斑筛筛选选阳阳性性克克隆隆 oo液液体体培培养养基基

培培养养 oo °°««¤¤µµ°°¤¤¦¦¬¬¤¤∞∞¤¤¶¶¼¼°°µµ̈̈³³ ��¬¬··提提纯纯质质粒粒 oo插插入入片片段段经经

∞∞¦¦²²�� ´́和和 ��¬¬±±§§¶¶酶酶切切检检测测或或 °°≤≤�� 检检测测 ∀∀

ttqquuqqww 测测序序 使使用用 °°̈̈ µµ®®¬¬±± ∞∞̄̄ °°̈̈ µµ公公司司的的 ������

°°����≥≥�� ��¬¬ªª⁄⁄¼¼̈̈
××��

××̈̈ µµ°°¬¬±±¤¤··²²µµ≤≤¼¼¦¦̄̄¨̈¶¶̈̈´́∏∏̈̈ ±±¦¦¬¬±±ªª ��¨̈¤¤§§¼¼ ��¨̈22

¤¤¦¦··¬¬²²±± ��¬¬··及及 ��°°³³̄̄¬¬××¤¤́́ ⁄⁄���� ³³²²̄̄¼¼°°̈̈ µµ¤¤¶¶̈̈ 在在 °°≤≤�� 仪仪上上进进

行行测测序序反反应应 oo产产物物纯纯化化后后在在 ������°°����≥≥�� vvzzzz÷÷��⁄⁄����测测

序序仪仪上上测测序序 ~~为为保保证证测测序序的的可可靠靠性性和和准准确确性性 oo每每一一样样

品品均均采采用用双双向向测测序序 ∀∀测测序序后后进进行行人人工工核核对对 !!校校正正 ∀∀

uu 结结果果与与讨讨论论

22 qq11 测测序序

经经过过 °°≤≤�� 条条件件的的优优化化 oo两两个个片片段段均均得得到到了了清清晰晰的的

mm 中中国国科科学学院院实实验验海海洋洋生生物物学学开开放放实实验验室室课课题题资资助助 ∀∀

收收稿稿日日期期 }}uusssstt22ss||22tt{{~~修修回回日日期期 }}uusssstt22ss||22uuww

�简简 报报
研究 ΟΤΕ



�¤µ¬±̈ ≥¦¬̈±¦̈¶r∂²̄ quxo�²qturusst wz

°°≤≤�� 扩扩增增产产物物 oo从从电电泳泳凝凝胶胶上上看看 oo ttyy≥≥ µµ�� ����大大小小为为

{{ttss ³³¥¥左左右右 oo≤≤����大大小小为为 zzssss ³³¥¥附附近近 ∀∀同同一一样样品品进进行行

正正反反向向测测序序后后 oo将将正正反反链链进进行行互互补补配配对对后后即即可可得得到到该该

扩扩增增片片段段完完整整的的核核苷苷酸酸序序列列 kk图图 ttll oo其其大大小小分分别别为为

{{uuvv ³³¥¥和和 zzssvv ³³¥¥kk含含引引物物ll oo ww种种碱碱基基含含量量分分别别为为 }}

uuwwqqzz||hh kk��ll oouuuuqqww{{hh kk≤≤ll oouu||qqttyyhh kk��ll和和 uuvvqqxxzzhh kk××ll

kkttyy≥≥µµ�� ����ll ~~uuuuqqssxxhh kk��ll oouussqqzzzzhh kk≤≤ll oouuvvqqvvvvhh kk��ll和和

vvvvqq{{xxhh kk××ll ∀∀

进进行行基基因因kk片片段段ll间间的的比比较较和和遗遗传传多多样样性性研研究究时时 oo

序序列列分分析析和和比比较较是是最最灵灵敏敏的的手手段段 oo它它可可以以检检测测到到基基

因因kk片片段段ll间间碱碱基基的的替替换换 !!缺缺失失及及插插入入 oo但但也也存存在在费费用用

较较高高的的缺缺点点 ~~本本文文扩扩增增的的 ttyy≥≥ µµ⁄⁄����和和 ≤≤����片片段段 oo对对

测测序序来来说说显显得得稍稍长长 oo但但比比较较适适合合做做 �� ƒƒ��°°分分析析 oo通通过过

筛筛选选合合适适的的内内切切酶酶 oo进进行行 °°≤≤�� rr�� ƒƒ��°°研研究究 ∀∀

22 qq22 应应用用前前景景分分析析

线线粒粒体体 ttyy≥≥ µµ�� ����和和 ≤≤����基基因因具具有有较较强强的的中中间间解解

析析和和鉴鉴别别能能力力 oo因因而而在在脊脊椎椎动动物物和和无无脊脊椎椎动动物物的的系系统统

与与进进化化学学及及种种类类鉴鉴别别中中广广泛泛应应用用 ∀∀ ��¤¤µµ¦¦¬¬¤¤22��¤¤¦¦««¤¤§§²²等等

用用 ttyy≥≥ µµ⁄⁄���� 片片段段检检测测出出了了两两个个类类似似种种美美菲菲对对虾虾

kk ΠΠεεννααεευυσσ ννοοττιιααλλιισσll和和南南方方白白对对虾虾kk ΠΠ..σσχχηηµµιιττττιιll之之间间较较明明

显显的的变变异异 ∀∀ ��¤¤±±®®¶¶等等利利用用 ttyy≥≥ µµ�� ����基基因因片片段段的的 °°≤≤�� rr

�� ƒƒ��°° 方方法法也也把把太太平平洋洋牡牡蛎蛎 kk ΧΧρραασσσσοοσσττρρεεαα γγιιγγαασσll 和和

kk ΧΧ..σσιικκααµµεεααll 这这两两个个相相近近种种区区分分开开来来 ∀∀作作者者曾曾比比较较了了

近近缘缘种种中中华华绒绒螯螯蟹蟹 kk ΕΕρριιοοχχηηεειιρρσσιιννεεννσσιισσll 和和日日本本绒绒螯螯蟹蟹

kk ΕΕ .. ϕϕααπποοννιιχχααll 的的 ≤≤����序序列列 oo也也发发现现两两者者差差异异较较明明显显 oo

能能较较容容易易地地区区分分二二者者 ∀∀ƒƒ²²¬¬ªª««¬¬̄̄用用 ≤≤����序序列列比比较较了了葡葡萄萄
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牙牙牡牡蛎蛎 kk ΧΧ.. ααννγγυυλλααττααll 和和太太平平洋洋牡牡蛎蛎等等日日本本牡牡蛎蛎 oo也也

证证实实两两者者各各自自一一些些单单倍倍型型有有很很多多相相似似之之处处 oo亲亲缘缘关关系系

比比较较密密切切 oo说说明明前前者者可可能能起起源源于于亚亚洲洲 ∀∀

喻喻子子牛牛等等 ≈≈tt  在在研研究究秦秦皇皇岛岛 !!大大连连 !!青青岛岛和和韩韩国国釜釜

山山魁魁蚶蚶样样本本时时 oo检检测测到到它它们们的的平平均均杂杂合合度度观观察察值值分分别别

为为 ssqqss{{zz ?? ssqqssuuwwoo ssqqttuuvv ?? ssqqssvv{{oo ssqqttssxx ?? ssqqssuuvv和和

ssqqss||tt ?? ssqqssvvtt∀∀ vv个个中中国国群群体体之之间间平平均均遗遗传传距距离离为为

ssqqssuuzz zzoo而而它它们们与与韩韩国国釜釜山山群群体体的的平平均均遗遗传传距距离离为为

ssqqsswwuu {{oo明明显显较较高高 oo而而且且形形态态和和生生长长率率差差异异也也很很明明

显显 oo因因此此 oo作作者者认认为为两两者者处处于于一一个个亚亚种种分分化化过过程程中中 ∀∀

≠≠²²®®²²ªª¤¤ºº¤¤tt||||zz年年研研究究了了中中 !! 日日两两国国魁魁蚶蚶的的形形态态和和遗遗

传传差差异异kk等等位位基基因因酶酶ll oo计计算算得得到到的的遗遗传传距距离离达达 ssqqttss{{~~

形形态态学学上上的的比比较较也也显显示示出出显显著著差差异异 oo认认为为两两国国魁魁蚶蚶在在

形形态态和和遗遗传传上上差差异异非非常常明明显显 oo已已完完全全达达到到亚亚种种甚甚至至种种

的的水水平平 ∀∀ 这这样样看看来来 oo似似乎乎中中22韩韩 22日日间间魁魁蚶蚶存存在在随随着着

地地理理距距离离的的增增大大遗遗传传分分化化也也变变大大的的趋趋势势 ∀∀由由于于等等位位基基

因因酶酶电电泳泳技技术术本本身身的的一一些些局局限限性性 oo进进一一步步的的研研究究有有赖赖

于于更更加加灵灵敏敏的的遗遗传传多多样样性性检检测测技技术术 oo也也是是魁魁蚶蚶种种质质资资

源源管管理理 !!保保护护与与合合理理利利用用的的必必要要前前提提 ∀∀由由于于养养殖殖业业的的

需需求求 oo日日本本曾曾多多次次从从我我国国引引进进苗苗种种和和成成贝贝 ~~近近几几年年来来

我我国国也也从从韩韩国国引引进进过过亲亲贝贝进进行行繁繁殖殖 ∀∀引引种种将将不不可可避避免免

地地引引起起不不同同种种群群的的混混杂杂 oo这这给给种种质质资资源源的的管管理理与与保保护护

及及养养殖殖生生产产带带来来困困难难 ∀∀同同时时 oo中中 !!日日 !!韩韩及及俄俄罗罗斯斯海海参参

崴崴地地区区的的魁魁蚶蚶遗遗传传关关系系如如何何 ��差差异异和和分分化化达达到到了了何何种种

水水平平 ��是是否否存存在在地地理理亚亚种种或或种种的的分分化化 oo也也是是系系统统学学和和

进进化化学学上上令令人人感感兴兴趣趣的的问问题题 ∀∀

由由于于人人们们很很难难对对海海洋洋生生物物的的行行为为 !!繁繁殖殖及及迁迁移移模模

式式等等进进行行直直接接观观察察 oo分分子子标标记记已已成成为为物物种种鉴鉴定定及及野野

生生种种群群分分析析日日益益重重要要的的工工具具之之一一 ∀∀由由以以上上讨讨论论可可以以期期

望望 oottyy≥≥ µµ�� ����和和 ≤≤����会会成成为为研研究究魁魁蚶蚶群群体体遗遗传传变变异异

与与分分化化及及亲亲缘缘关关系系等等相相关关研研究究很很好好的的基基因因片片段段 ∀∀
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