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帘蛤科 4种养殖蛤群体遗传多样性和种间关系的 f AFL P分析
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摘要 :利用荧光标记扩增片段长度多态性 (fAFL P)技术对文蛤 ( Meret ri x meret ri x ) 、青蛤 ( Cyclina sinensis) 、

菲律宾蛤仔 ( R udita pes p hi l i p pinarum)和硬壳蛤 ( Mercenaria mercenaria) 4种帘蛤科贝类的群体遗传多样

性和种间关系进行了研究。选择 Eco RⅠ/ MseⅠ进行酶切 ,使用 6个 E + 3/ M + 3引物组合进行扩增 ,共获得

1 096个位点 ,多态位点比率 95. 1 % ,片段长度 50～456 bp。其中 ,文蛤、青蛤、菲律宾蛤仔和硬壳蛤分别得到

681 ,715 ,702和 694个位点 ,相应的多态位点比率为 76. 8 % ,81. 7 % ,83. 0 %和 75. 1 % ,得到 17个种特异性

位点 ,可作为 4物种特征标记。分析了群体遗传相似系数和遗传多样性指数以及种间遗传相似系数。结果

表明 ,硬壳蛤群体遗传相似系数最高 (0. 670 9) ,遗传多样性指数最低 (0. 236 0) ;菲律宾蛤仔群体遗传相似系

数最低 (0. 592 5) ,遗传多样性指数最高 (0. 261 8) ;根据遗传相似系数采用 U P GMA法构建了 4物种 32个体

的聚类图 ,表明文蛤与菲律宾蛤仔遗传关系最近 ,青蛤与其他 3物种遗传关系较远。
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　　帘蛤科 (Veneridae)贝类广泛分布于世界各海
域 ,共有 12个亚科 ,500 多种 ,很多种类具有重要的
商业价值[1 ]。文蛤 ( Meret ri x meret ri x ) 、青蛤 ( Cy2
cl i na si nensis )和菲律宾蛤仔 ( R u di t a pes p hi l i p pi2
narum)是中国主要养殖种类 ,硬壳蛤 ( Mercenari a

mercenari a)是 1999 年从美国引进的种类。近十几
年来 ,中国蛤类养殖业发展迅速 ,2004年养殖产量已
达 279. 9万 t。目前 ,中国养殖用蛤的苗种大部分来
源于人工育苗 ,一些种类经过累代养殖 ,出现生活力
下降 ,个体变小和抗逆性差等问题 ,大面积死亡现象
时有发生 ,严重困扰养殖业的健康发展 ,要解决这一
问题 ,必须加快优良品种的选育工作。但目前帘蛤
科贝类遗传基础研究还不多 ,只采用 RA PD和 ISSR

技术对不同地理种群文蛤的遗传多样性进行过研
究[2～5 ] ;采用 RA PD技术对不同地理种群青蛤的遗
传变异进行过研究[ 6 ] ;采用同工酶技术对帘蛤科 4

物种的种质鉴定进行过研究[7 ]。近年来在海洋贝类
育种中 ,世界各国纷纷加大了对分子标记的研究 ,应
用现代分子生物学技术 ,快速确定优良性状的分子
标记 ,结合传统育种方法 ,可缩短育种周期。A FL P

是 20世纪 90年代中期发展起来的一种高效分子标
记技术[8 ] ,广泛应用于动植物及微生物的种质鉴定、
种群遗传结构研究和遗传图谱构建等领域[9～14 ] ,这
一技术应用于海洋贝类相对较晚。王玲玲等[ 15 ,16 ]采
用 A FL P 对 4 种扇贝 ( Chl am ys f arreri , Chl am ys

nobi l is , Pati nopecten yessoensis , A rgopecter i rra2
di ans)群体遗传多样性进行了研究。王志勇等[17 ]用

A FL P技术对 4 种鲍 ( H aliot is diversicolor su per2
tex t a , H. di versicolor di versicolor , H aliot is dis2
cus hannai , H. discus discus)的物种鉴定和种间关

系进行了研究。
作者采用荧光标记扩增片段长度多态性

(fA FL P)分子标记技术 ,研究帘蛤科 4 种蛤的遗传
多样性和种间关系 ,目的是探讨目前养殖文蛤、青蛤
和菲律宾蛤仔大规模死亡现象是否是由于种质退化

引起的 ,同时 ,为帘蛤科贝类种质鉴定和系统分类提
供理论依据。

1　材料与方法

1 . 1　样品收集和基因组 DNA提取
试验用文蛤、青蛤、菲律宾蛤仔和硬壳蛤采集于

江苏省赣榆县海头镇农业技术服务中心育苗场 ,均
为人工养殖群体 ,其中硬壳蛤是 2000年由中国科学
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院海洋研究所引入当地的 ,文蛤、青蛤和菲律宾蛤仔
的亲本均采自于沿海滩涂。每种随机取蛤 32 个 ,剪
取后闭壳肌 50 mg 左右 ,采用 CTAB 法提取总
DNA [18 ] ,DNA溶于 TE中 , - 20℃保存备用。

1 . 2　酶切连接一步进行
用 Eco RⅠ和 Mse Ⅰ双酶切基因组 DNA ,用 T4

DNA连接酶将酶切片段与双链人工接头 (表 1)相
连。在 20μL 的反应体系含有 :10×T4 DNA连接酶
缓冲液 2. 5μL , MseI/ Eco RI 内切酶 2μL (含 1U

MseI和 5U Eco RI) , 50 p mol MseI 人工接头和 5

p mol Eco RI人工接头 1μL ,基因组 DNA 4μL (50

mg/ L) ,10 mmol/ L A TP 2. 5μL , T4 Ligase 1μL ,

A FL P2Water 7μL。混匀离心数秒 ,37℃保温 5 h ,

8℃保温 4 h ,4℃过夜。
表 1　人工接头和 PCR引物
Tab. 1　Adapters and primers sequences for PCR

引物/接头 编号 序列 (5′→3′)

EcoRⅠ接头
5’2CTCGTA GACT GCGTACC23′

3′2CT GACGCA T GGT TAA25′

E co RⅠ

(通用引物)
E GACT GCGTACCAA TTC

EcoRⅠ+ 1

预扩增引物
E 01 E + A

EcoRⅠ+ 3

引物 (5 mg/ L)

E 33

E 34

E + AAC

E + AA G

E 35 E + ACA

E 36 E + ACT

E 37 E + ACC

E 38 E + ACG

E 39 E + A GC

E 40 E + A GG

MseⅠ接头 5′2GACGA T GA GTCCT GA G23′

3′2TACTCA GGACTCA T25′

M seⅠ

(通用引物)
M GA T GA GTCCT GA GTAA

MseⅠ+ 1

预扩增引物
M 01 M + C

MseⅠ+ 3

引物 (30 mg/ L)

M 31

M 32

FAM标记 M + CAA

FAM标记 M + CAC

M 33 FAM标记 M + CA G

M 34 FAM标记 M + CA T

M 35 FAM标记 M + CTA

M 36 FAM标记 M + CTC

M 37 FAM标记 M + CT G

M 38 FAM标记 M + CTT

1 . 3　预扩增
预扩增使用带有 1个选择性碱基的引物 (表 1) ,

25μL 总体系中含有 : 10 ×Tag 酶缓冲液 2. 5μL、

dN TPs 1μL , 1 U/μL Tag 酶 0. 5μL , EcoRⅠ/ MseⅠ引

物 1μL ,2μL 酶切连接产物 , AFL P2Water 18μL ,离

心数秒 ,按下列参数进行 PCR扩增 ,首先 72 ℃,2

min ,随后是 30 个循环 ,每个循环包括 94℃变性 30

s ; 56℃退火 30 s ; 72℃延伸 80 s ,30 个循环之后

72℃延伸 5 min。然后用 20倍的 TE0. 1 (20 mmol/ L

Tris2HCl ,0. 1 mmol/ L ED TA , p H = 8. 0)稀释 ,作

为选扩模板。

1 . 4　选择性扩增

选择性扩增使用 3个选择性碱基的引物 (表 1) ,

25μL 体系中含有 : 2μL 稀释的上述预扩增产物 ,

Eco RⅠ引物 1μL , FAM 标记的 Mse Ⅰ引物 1μL ,

dN TPs 0. 5μL , 10 ×PCR buffer2. 5μL , Taq 酶

0. 5μL , A FL P2Water 17. 5μL 混匀离心数秒 ,按下

列参数进行 PCR扩增 :第一轮 94℃变性 30 s ; 65℃

退火 30 s ; 72℃延伸 80 s。以后每轮退火温度递减

0. 7℃,扩增 12 轮。接着按下列参数扩增 23 轮 :

94℃变性 30 s ;55℃退火 30 s ; 72℃延伸 80 s。

1 . 5　扩增产物的检测及数据处理

选择性扩增产物加入内标 (标准分子质量标记 ,

50～700 bp)后在 ABI prism   377 自动测序仪上电

泳分离和记录 ,由自动测序仪收集的 A FL P电泳数

字图像经 GeneScan 3. 1 分析 ,计算出 DNA 片段的

长度并生成样品文件 ,样品文件经 Bint here 汇集后

输出 DNA片段分子量矩阵以 Excell文件保存 ,根据

分子量矩阵统计总位点数 ,各物种位点数 ,多态位点

数 ,计算多态位点比率 P [ P = (总位点数 - 共享位

点数) /总位点数×100 %]。根据引物组合和片段长

度由小到大对各位点进行编号。根据分子量矩阵位

点的有无构建 0/ 1 数据矩阵 ,参照 Nei 等[19 ]的公式

S xy = 2 N xy / ( N x + N y )计算个体间遗传相似系数 ,其

中 , N xy是个体 x 和个体 y 共有位点数 , N x和 N y分

别是个体 x 和 y 总位点数 ,遗传距离 D xy = 1 - S xy。

参考 W achi ra等[20 ]公式 H = -
1
N

ρ X i In X i 计算群

体遗传多样性指数 , 其中 , X i为位点 i 在某一群体内

的显性频率 , N 为此群体检测到的位点总数。根据

个体间的遗传相似系数 ,采用 N TSYS2PC 2. 10软件

用 U P GMA方法构建聚类图。
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2　结果与分析

2 . 1 　扩增位点数、多态位点比率及种特异性

　　　位点

通过对 8对引物 64个组合的筛选 ,从扩增位点

数目适中、多态性高的引物组合中选取了 E33/ M31、

E33/ M33、E33/ M34、E33/ M35、E33/ M37 和 E33/ M38

等 6个引物组合。4物种共扩增出 1 096个位点 ,多

态位点比率高达 95. 1 %。其中 , E33/ M31 有 191 个

位点、E33/ M33 有 179 个位点、E33/ M34 有 180 个

位点、E33/ M35 有 177 个位点、E33/ M37 有 191 个

位点和 E33/ M38有 178 个位点 (表 2) ,扩增片段长

度为 50～456 bp。由于存在大量的缺失位点 ,各物

种扩增位点数不同 ,文蛤、青蛤、菲律宾蛤仔和硬壳

蛤 6组引物分别扩增出了 681 ,715 ,702和 694个位

点 ,各引物组合扩增位点数和多态位点比率见表 3。

菲律宾蛤仔多态位点比率最高 ,达 83. 0 % ,青蛤

(81. 7 %) 、文蛤 (76. 8 %)依次降低 ,硬壳蛤最低 ,为

75. 1 %。

在 1 096 个位点中 ,有 17 个位点是物种特异性

位点 (表 4) ,表现为显性基因型频率在某一物种中为

100 % ,而在其他物种中为 0 % ,根据特异性位点 (特

异性缺失)在 6组引物中的分布 ,可以很容易地将 4

物种区别开。因此 ,这些位点可用于物种鉴定。

表 2　种间扩增位点数及多态位点比率

Tab. 2　The number of loci and percentage of polymorphic loci among species

引物组合 总位点数 共享位点数
多态位点

比率 ( %)

缺失位点数

文蛤 青蛤 菲律宾蛤仔 硬壳蛤

E33/ M31 191 3 98. 4 85 44 73 54

E33/ M33 179 8 95. 5 76 56 50 55

E33/ M34 180 14 92. 2 58 52 58 55

E33/ M35 177 13 92. 7 60 69 74 82

E33/ M37 191 10 94. 8 69 87 48 82

E33/ M38 178 6 96. 6 67 73 91 74

合计 1 096 54 95. 1 415 381 394 402

表 3　种内扩增位点数及多态位点比率

Tab. 3　The number of loci and percentage of polymorphic loci within species

引物组合
种内位点数 (共享位点数)

文蛤 青蛤 菲律宾蛤仔 硬壳蛤

种内多态位点比率 ( %)

文蛤 青蛤 菲律宾蛤仔 硬壳蛤

E33/ M31 106 (21) 147 (25) 118 (11) 137 (24) 80. 2 83. 0 83. 0 82. 5

E33/ M33 103 (24) 123 (11) 129 (18) 124 (40) 76. 6 91. 1 90. 7 67. 7

E33/ M34 122 (23) 128 (29) 122 (26) 125 (36) 81. 1 77. 3 86. 0 71. 2

E33/ M35 117 (31) 108 (34) 103 (26) 95 (22) 73. 5 68. 5 78. 7 76. 8

E33/ M37 122 (36) 104 (16) 143 (23) 109 (29) 70. 5 84. 6 74. 8 73. 4

E33/ M38 111 (23) 105 (16) 87 (15) 104 (22) 79. 3 84. 8 83. 9 78. 8

合计 681 (158) 715 (131) 702 (119) 694 (173) 76. 8 81. 7 83. 0 75. 1

　　注 :括号内数字为种内共享位点数
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表 4　种间特异性位点及其在各引物组合中的分布

Tab. 4　Specif ic loci and their distribution in six primer combinations

位点编号 所在引物组合 片段大小 (bp)
基因型频率 ( %)

文蛤 青蛤 菲律宾蛤仔 硬壳蛤

R1256 E33/ M31 160～161 100 0 0 0

R1267 E33/ M31 182 0 100 0 0

R12122 E33/ M31 294～295 0 100 0 0

R12131 E33/ M31 315 0 0 0 100

R12158 E33/ M31 372～373 0 100 0 0

R12176 E33/ M31 416～417 0 100 0 0

R22136 E33/ M33 330 100 0 0 0

R22160 E33/ M33 401 0 0 0 100

R32167 E33/ M34 408 0 100 0 0

R4290 E33/ M35 228～229 0 100 0 0

R42130 E33/ M35 311 100 0 0 0

R42135 E33/ M35 326～327 0 100 0 0

R42144 E33/ M35 352～353 0 100 0 0

R42172 E33/ M35 434～435 0 0 100 0

R52149 E33/ M37 352～353 100 0 0 0

R52183 E33/ M35 434～435 100 0 0 0

R6235 E33/ M38 118～119 100 0 0 100

2 . 2　种内遗传多样性分析
根据 fA FL P数据计算 4种蛤 32个体间的遗传
相似系数和遗传多样性指数 , 进而求出种内遗传相
似系数和遗传多样性指数 (表 5) 。硬壳蛤遗传相似
系数最高 (0. 670 9) ,遗传多样性指数最低 (0. 236 0) ,

说明其遗传多样性水平较低 ,菲律宾蛤仔种群遗传
相似系数最低 (0. 592 5) ,而遗传多样性指数最高
(0. 261 8) ,说明其遗传多样性水平较高。青蛤和文
蛤遗传多样性水平居于二者之间。
表 5　种内遗传相似系数及遗传多样性指数

Tab. 5　The genetic similarity coeff icient and genetic diversity

index within species

遗传相似系数 文蛤 青蛤 菲律宾蛤仔 硬壳蛤

平均 0. 652 1 0. 609 9 0. 592 5 0. 670 9

最大值 0. 730 6 0. 695 9 0. 652 5 0. 735 6

最小值 0. 564 9 0. 535 3 0. 543 0 0. 617 0

标准差 0. 035 8 0. 042 9 0. 025 4 0. 028 9

遗传多样性指数 0. 245 4 0. 260 3 0. 261 8 0. 236 0

2 . 3　种间遗传关系及聚类分析
根据 32个体间遗传相似系数 ,求出种间遗传相

似系数 (表 6) 。文蛤与菲律宾蛤仔的遗传相似系数

最高 (0. 425 2) ,而文蛤与青蛤的遗传相似系数最低

(0. 398 2) 。根据 32 个体间的遗传相似系数用 U P2
GMA方法 ( Unweighted Pair2Group Met hod using

Arithmetic Average)构建了聚类图 (图 1) 。

由图 1可见 ,每个物种 8个体首先聚在一起 ,种

间文蛤与菲律宾蛤仔先聚为一类 ,然后是硬壳蛤 ,最

后与青蛤聚在一起。物种间的遗传相似系数和聚类

图都表明 ,文蛤与菲律宾蛤仔遗传关系最近 ,青蛤与

其他 3物种的遗传关系较远。图 1 也清楚地显示 ,

菲律宾蛤仔遗传多样性水平最高 ,青蛤、文蛤和硬壳

蛤遗传多样性水平依次降低。4种蛤种间遗传相似

系数明显低于各自群体内个体间的相似系数 ,表明 4

物种遗传趋异比较明显。
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表 6　种间遗传相似系数

Tab. 6　The genetic similarity coeff icient among species

物种 文蛤 青蛤 菲律宾蛤仔 硬壳蛤

文蛤

青蛤 0. 398 2±0. 020 6

菲律宾蛤仔 0. 425 2±0. 028 4 0. 402 5±0. 030 8

硬壳蛤 0. 418 4±0. 027 7 0. 401 9±0. 029 1 0. 415 9±0. 028 6

　　注 :表内数字表示平均值±标准差

图 1　基于 6对引物 fA FL P数据计算遗传相似系数 ,用 U P GMA法构建的帘蛤科 4种蛤 32个体聚类图

Fig. 1　Dendrogram of U P GMA based on genetic similarity coefficient of 32 individuals f rom four kinds of clams in Veneridae

c1～c8.文蛤 ( Meret ri x meret ri x ) ; c9～c16.青蛤 ( Cyclina sinensis) ;

c17～c24. 菲律宾蛤仔 ( R uditapes phi li p pinarum) ; c25～c32. 硬壳蛤 ( Mercenaria mercenaria)

3　讨论

A FL P分子标记技术利用 RFL P 的可靠性和

PCR的高效性 ,对基因组 DNA 双酶切片段进行选

择性扩增 ,生物在进化过程中 ,如果 DNA 遗传特性

发生了改变 ,酶切片段数目、长短亦会发生变化 ,则

谱带显示多态性 ,典型的 A FL P分析 ,每次检测到的

谱带数在 50～100 条之间。对 4 种主要 DNA 标记

技术比较研究表明 ,综合效应大小依次为 A FL P >

SSR > RA PD > RFL P ,其中 RFL P操作复杂但可靠

性高 ,RA PD重复性差但具有高效性 ,而 A FL P兼具

RFL P和 RA PD 的优点[9 , 11 , 12 ]。因此 , A FL P 被认

为是迄今为止最有效的分子标记。fA FL P基本原理

与常规 A FL P相同但在选择性扩增引物的 5′端标记

上了荧光物质 ,在测序仪上电泳时由于激光的激发

产生不同波长的荧光能被测序仪自动收集生成图

像 ,具有数据收集自动化、定量化 ,灵敏性更好、速度

更快、效率更高等特点 ,能节省大量的时间和物资。

A FL P指纹已广泛应用于动植物分子遗传图谱的构

建、遗传多样性分析、分子标记辅助选择育种与种质

鉴定等方面 ,并取得了巨大的成绩 ,具有广阔的应用

前景。
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A FL P标记应用于海洋贝类遗传变异分析 ,已

有一些成功的报道[16 ,17 ,21 ]。本研究首次把 fA FL P

技术应用于帘蛤科贝类群体遗传多样性分析和种间

关系研究 ,并证明这一技术十分可靠。4种贝类多态

位点比率 (表 3) 、遗传相似系数和遗传多样性指数

(表 5)等几项指标都一致表明菲律宾蛤仔遗传多样

性水平最高 ,青蛤、文蛤和硬壳蛤依次降低。究其原

因 ,可能是硬壳蛤引进种群数量较小 ,文蛤养殖历史

较长 ,长期有意识或无意识地人工选择或近亲繁殖 ,

造成遗传多样性水平降低。尽管 4种帘蛤遗传多样

性水平有一定的差异 ,总体上仍居较高水平 ,这与采

用 RA PD和 ISSR技术对中国文蛤[2～5 ]和青蛤[6 ]遗

传多样性水平研究的结论相一致。从保护的角度

看 ,文蛤、青蛤和菲律宾蛤仔具有较高的遗传多样

性 ,应保护这种多样性不丢失 ;从育种角度看 ,4种蛤

具有较大的遗传改良潜力。同时也说明中国目前养

殖文蛤、青蛤和菲律宾蛤仔大规模死亡现象可能不

是由于种质退化引起的 ,而是另有其他原因。

AFL P标记也是进行种质鉴定和种间遗传关系分

析的有效工具。陈省平等[16 ]对 4 种养殖扇贝 AFL P

分析表明 ,种间遗传相似系数 0. 262 1～0. 769 5 ;王志

勇[17 ]应用 A FL P技术研究了中国养殖的 4种鲍的亲

缘关系 ,种间遗传相似系数 0. 240 4～0. 834 8 ,表明

A FL P是进行扇贝和鲍物种鉴定和种间关系研究的

有效手段。上述研究中种间遗传相似系数高于本研

究 0. 398 2～0. 425 2 的水平 ,说明 4 种蛤种间遗传

趋异比较明显 ,亲缘关系较远。

对帘蛤科 4种贝类 fA FL P分析表明 ,这一技术

所揭示的群体遗传多样性水平与 RA PD 结果相一

致 ,所揭示的种间关系与 ITS序列所揭示的 4 种蛤

的遗传关系完全相同[22 ]。表明 A FL P 技术适用于

帘蛤科贝类遗传多样性分析和种间关系探讨。
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Abstract : Fluorescent amplified f ragment lengt h polymorp hism (fA FL P) method was used to study t he

pop ulation genetic diversity and species relationship s of four species of cultured clams in family Veneridae.

Digestion with enzymes Eco R Ⅰ/ Mse Ⅰ and amplification wit h six E + 3/ M + 3 primer combinations are

made . A total of 1096 A FL P loci ranging f rom 50 to 456 bp were detected , 95. 1 % of them was ploymorp hic

loci . For each clam , Meret ri x meret ri x , Cycli na si nensis , R u di t a pes p hi l i p pi narum , Mercenari a mercena2
ri a , t he numbers of loci were 681 , 715 ,702 and 694 , and t he percentages of polymorp hic loci were 76. 8 % ,

81. 7 % , 83. 0 % and 75. 1 % , respectively , 17 specific loci were found , which can be used to distinguish four

species of clams. Base on t he fA FL P data , t he genetic similarity coefficient and genetic diversity index a2
mong t hese species were comp uted. As a result , t he largest genetic similarity coefficient (0. 670 9) and low2
est genetic diversity index (0. 236 0) occurred in M. mercenari a , while t he smallest genetic similarity coeffi2
cient (0. 592 5) and highest genetic diversity index (0. 261 8) occurred in R. p hi l i p pi narum. The cluster a2
nalysis of 32 individuals f rom four species was performed wit h U P GMA met hod based on genetic similarity

coefficient , and t he dendrogram of t hese species was const ructed. It was indicated that M. meret ri x has a

close relationship with R. p hi l i p pi narum , and C. si nensis has a distant relationship wit h other species.

(本文编辑 :张培新)
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