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基于!"#$%&’序列初步探讨贻贝属的系统发育

沈玉帮%!李家乐%!牟月军!
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摘要!通过比较贻贝属(个物种包括中国的两种贻贝的线粒体%)*+,-.基因部分序列!来初步确定它们的

系统发育关系和了解中国沿海两种贻贝的遗传多样性情况"以!"#$%&’#’(’)为外群!采用-/法和01法构

建分子系统树"系统发育分析表 明!(种 贻 贝#*+,’-.)/%-’01#$’%$.)!*2/1#/.)/.)!*23%--14#1&’$/’%-’)!

*2"(.-’)!*2,#1)).-.)$在系统树上依次进行分叉!呈放射状"*2/%-’01#$’%$.)最为原始!*2/1#/.)/.)次

之"每一个贻贝物种都形成单系"其中!*2"(.-’)和*2,#1)).-.)是非常相似的!*2/1#/.)/.)和*2/%-’5
01#$’%$.)的亲缘关系近"同时发现!我国沿海分布的紫贻贝#*23%--14#1&’$/’%-’)$和厚壳贻贝#*2/1#/.)5
/.)$的遗传多样性都较高!但厚壳贻贝的遗传多样性要低于紫贻贝!可能是由于厚壳贻贝过度被 渔 民 开 采 等

导致厚壳贻贝群体大小降低的缘故"这里系统发育分析 为 将 来 进 行 物 种 进 化%迁 移 和 育 种 方 面 的 比 较 研 究

提供理论基础"

关键词!贻贝属&%)*+,-.&系统发育&单倍型

中图分类号!234#!!!!!文献标识码!.!!!!!文章编号!%"""5$"#)"!""#%%!5""("5")

!!线粒体基因组序列已经被广泛应用于系统发育

研究&绝大多数线粒体基因组含有相同数目和相同

类型的基因’’’!个+,-.基因(!!个6,-.基因(
%$个蛋白基因和一个非编码区)%#!*&与核基因相比#
线粒体基因具 有 更 多 的 优 点#因 为 线 粒 体 基 因 有 许

多平行 进 化 同 源 基 因"78+89:;:<=;>?>%#它 们 能 够

使分析更加 复 杂 化&另 外#线 粒 体 基 因 组 的 基 因 结

构(遗传密码#以及其他的更高层次的信息在系统发

生重建中已 经 作 为 强 有 力 的 工 具)$*&%)*+,-.基

因编码序列可以分为(@部 分 和$@部 分#而 且 每 一 个

部分包括$个功能区域)’*&对%)*+,-.基因研究

发现它的次级结构提供了非常适合系统发育研究的

信息)(*&
贻贝属是所有海洋无脊椎动物中分布最为广泛

的属之一&不管 是 在 港 湾 还 是 海 洋 环 境#不 管 是 在

潮下带还是潮间带#都有分布#而且贻贝已经成为研

究海洋生物的种群分化和物种形成的一个非常有意

义的模型&在中 国 和 欧 洲 许 多 国 家#贻 贝 已 经 成 为

重要的养殖 经 济 贝 类&该 属 隶 属 于 软 体 动 物 门(瓣

鳃纲(异柱目(贻贝科&*+,’-.)"(.-’)(紫贻贝"*2
3%--14#1&’$/’%-’)%(*2,#1)).-.)这$种 贻 贝 广 泛

分布于欧洲沿 海#并 且 相 互 之 间 发 生 了 一 定 程 度 的

渐 渗#从 而 产 生 了 地 理 变 异";>:;+87ABC89D8+B85
6B:?%))#3*&有人认为地中海的*23%--14#1&’$/’%-’)
是在 更 新 世 的 时 候 从 *2"(.-’)的 祖 先 进 化 而

来)4##*#而*2,#1)).-.)则被认为可能是更为普遍古

老种类的残余体"+>9BC6%)%"#%%*&厚壳贻贝"*2/1#.)5
/.)%的研究 相 对 较 少#*C8+9866: )%!*第 一 次 报 道 了 来

自于亚洲太平洋沿海的厚壳贻贝&加利福尼亚贻贝

"*2/%-’01#$’%$.)%主要分布于北美西部沿海#南美

及其他地方也有分布#它主要生活在潮间带#个体相

对来说 比 较 大)%$*&中 国 沿 海 的 贻 贝 主 要 有 紫 贻 贝

"*23%--14#1&’$/’%-’)%(厚 壳 贻 贝"*2/1#.)/.)%&
紫贻贝主要分 布 于 中 国 北 部 沿 海$厚 壳 贻 贝 分 布 于

黄渤海以及东海)%’*&对贻贝属不同物种之间的进化

关系到目前还没有完全明确&
本研究运用线粒体%)*基因部分序列对不同贻

贝物种进化关 系 进 行 研 究#同 时 初 步 了 解 中 国 紫 贻

贝和厚壳贻贝 两 种 贻 贝 多 样 性 水 平 和 遗 传 差 异#为

贻贝种质资源的利用与保护提供理论依据&

!!材料和方法

!&!!材料采集与E-.抽提

实验所 用 的 厚 壳 贻 贝 为!"")年4月 采 自 浙 江

嵊泗县花鸟镇海域的野生贻贝&野生紫贻贝为!"")

收稿日期+!""45%"5%)$修回日期+!""#5"$5%)
基金项目+国家,4)$-计划项目"!"")..%".’%"%$上海市教委重点学

科资助项目"F%%"%%$上海市优青项目"G54%"%5")5%(%

作者简介+沈玉帮"%#4%5%#男#江 苏 盐 城 人#硕 士 研 究 生#主 要 从 事 水

产种质资源研究$李家乐#通信作者#教授#H5I8B9+J99B!=AK<&>L<&C?
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年3月采自青岛鳌山湾海域#样品采用#(N酒精固

定保存&
基因组E-.的提取参 照O:+:/的 方 法)%(*#在

约%""I;外 套 膜 中 加 入("""P组 织 匀 浆 缓 冲 液

"%"II:9!PO+B=5QR9#7Q4&"$("II:9!PHE5
O.#7Q4&"%#混 匀 后 加 入 终 浓 度 为%N的*E*和

!""I;!P的蛋白酶S#于((T水 浴 下 消 化 至 澄 清&
加等体积的饱和酚U氯仿U异戊醇"体积比为!(U
!’U%%抽提#提取上清液再加入等体积的氯仿+异戊

醇"体积比!’U%%抽提#然后加入!倍体积预冷的无

水乙醇沉淀#收集沉淀物#最后将沉淀溶解于%"""P
的OH"%""II:9!PO+B=5QR9$%II:9!PHEO.$

7QV4&"%中&溶 解 后 加 入%"I;!P的 ,-8=>.#

$3T水浴%A#以去除,-.&E-.分别经%N琼脂

糖电泳和H77>?L:+K.W!!$$%分 光 光 度 计 检 测 后#
用OH"7QV4&"%稀 释 到 浓 度 为!"I;!P#最 终 在

X!"T下保存备用&

!&(!1R,扩增和测序

用于扩增%)*+,-.基 因 片 段 的 引 物 序 列 为#
上游引物Y+(@5OW.WRWOWRO..WWO.WR5$@$下

游 引 物 ,+(@5.WRR..R.ORW.WWORWR5$@)%)*&

1R,扩增在H77>?L:+K08=6>+CZC9>($$$型1R,仪

上进 行&1R, 反 应 体 积 为(""P#其 中 包 括 模 板

E-.%""?;#各种L-O1"&!II:9!P#每个引物浓

度为%"I:9!P#6%7E-. 聚合酶!["天根公司%#

%"\缓冲液("P#0;
!]’&"II:9!P#加灭菌双蒸水

至(""P&每 次 反 应 都 设 不 含 模 板 的 对 照 实 验&

1R,反应条件为+#’T预变性!IB?#然后进行$(个

循环#每 个 循 环 包 括#’T %IB?#(!T $"=#3!T
%IB?#最 后3!T延 伸%"IB?&1R, 扩 增 产 物 用

%&(N琼脂糖凝胶电泳分离#HG染色#于凝胶成像系

统下观察并照相记录&
纯化后的1R,产 物 送 往 上 海 生 工 生 物 工 程 有

限公司直接进行测序反应#测序时采用双向测序&

!&)!数据分析

测序所获得的青岛紫贻贝和嵊泗厚壳贻贝序列

先进行手工校正#删除每条序列两端信号比较差的#
然后将序列输入到W>?G8?̂ 中对所获的序列进行验

证#发 现 这 些 序 列 确 实 是 线 粒 体%)*+,-.&在

W>?G8?̂ 数据库中获得了不同贻贝物种的相关序列

有+*2/%-’01#$’%$.".Y$%3(’’#.Y$%3"(3#[)433"%#
*2"(.-’)".Y"!$(’(#.Y"!$(’’#.Y"!$(’!#.Y"!$(’#%$
*23%--14#1&’$/’%-’)"[!!44(#.Y"!$((4#.Y"!$(()#
[!!443% $*2,#1)).-.)"./!#$3$$#./!#$3$’#

./!#$3$3%&获得序 列 后 又 详 细 查 到 这 些 序 列 已 出

现的文章#尽 量 保 证 序 列 是 属 于 同 一 群 体&所 有 序

列运 用R9<=689_软 件)%3*进 行 序 列 比 对&用 0>;8
$&"软件中的 SBI<+8双 参 数"SBI<+85!578+8I>6>+%
模型估算遗传 距 离#还 有 估 计 中 国 沿 海 两 种 贻 贝 的

一些其他的序列特征#如核苷酸碱基组成(转换与颠

换比等&
运用邻接法"?>B;A‘:+5J:B?B?;#-/%和最大简约

法"08aBI<I78+=BI:?Z#01%构建分子系统树&运

用 0>;8$&"软件#自引导法"‘::6=6+878?89Z=B=%用

来估计系统发育树分枝点的支持率)%4*#设置为%"""
次重复"允许每次获得的树最大数目为%""%&

(!结果

(&!!%)*+,-.序列变异

将!#个 个 体 进 行 序 列 比 对 时#得 到!4!‘7的

%)*+,-.基 因 部 分 序 列&总 共 获 得 了%’个 单 倍

型#厚壳贻贝)个#单倍型多态性为"&’!4)#紫贻贝

4个#其单倍型多态性为"&($$$#厚壳贻贝与紫贻贝

之间没有发 现 共 有 的 单 倍 型&作 者 已 经 将%’个 单

倍 型 上 传 到 W>?G8?̂ 中#序 列 号 为 H[!(%’")5
H[!(%’%#&

被扩增的%’条厚壳贻贝序列的O(R(.(W’种

碱基含 量 分 别 为$!&%N(%(&%N($%&(N(!%&$N&
其中W]R的含量为$)&’N&表现出明显的碱基组

成的偏向性&被扩增的%(条紫贻贝序列的O(R(.(

W的含 量 分 别 为$%&4N(%)&$N($"&)N(!%&$N&
其中W]R的含量为$3&)N&跟厚壳贻贝类似#W]
R的含量比较高&在!4!个序列位点中#有%’!个多

态位点#其中%"%个是简约信息位点#’%个单一多态

位点&所有序 列 中 转 换 数 为%"个#颠 换 数 为)个#
平均转换与颠换比"6B!6D%为%&(&

(&(!遗传距离和遗传分化

不同贻贝群体的%)*基因的遗传距离和遗传分

化指数8*O"表%%&不同物种间遗传距离为"&""!#
"&"33&*2,#1)).-.))与*2"(.-’)之间的遗传距离

最小""&""!%#而紫贻贝"*23%--14#1&’$/’%-’)%青岛

群体与*2/%-’01#$’%$.)之间的遗传最大""&"33%&

*2/%-’01#$’%$.)与厚壳贻贝"*2/1#.)/.)%遗传距

离为"&")(#要小于与其他物种的遗传距离&从遗传

分化指数8*O来看#两个*23%--14#1&’$/’%-’)群体

的分化最小#其 他 各 物 种 间 都 有 较 大 的 分 化&厚 壳

贻贝与其他几种贻贝之间分化显著&
%(
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表!!贻贝不同群体间的平均*+(+,遗传距离"左下角#和遗传分化指数!#-"右上角#

-./0!!-12.32$.42*+(+,425267897:6.582"/2;<=97.4<5.;#.59!#-"./<3297.4<5.;#.><5497:67586?<?@;.67<5:<A425@:"#$%&’(

贻贝 % ! $ ’ ( )

*2/%-’01#$’%$.) "&#%$"" "&#$)# "&#$’4 "&)33%" "&3"##"

*23%--14#1&’$/’%-’) "&"3’ "&4$$$" "&43#( "&"’%! "&4(’$""

*2"(.-’) "&"3) "&""3 "&3)’3" "&%()! "&43’’""

*2,#1)).-.) "&"33 "&""4 "&""! "&%4!’ "&4)33""

*23%--14#1&’$/’%-’)2E "&"33 "&"%" "&"%% "&"%! "&3%#!""

*2/1#.)/.) "&")( "&"’! "&"’) "&"’3 "&"’3

注+"#!#"&"($""#!#"&"%

(&)!系统发育分析

图% 是 以 翡 翠 贻 贝 !"#$%&’#’(’)"序 列 号+

.G!)()4"%为外群#采用SBI<+8双参数模型构建的

%)*基因的-/分子系统树&枝长表示分歧度#枝上

的数值是经过%"""次重复抽样检查所获得的支持

率&从图 中 可 以 看 出#*2/%-’01#$’%$.)与 其 他 贻

贝物种最 初 产 生 两 个 分 支 后#厚 壳 贻 贝"*2/1#.)5

/.)%以 及 剩 下 的$种 进 一 步 分 叉#呈 放 射 状&*2

,#1)).-.))是 最 后 一 分 支&*2,#1)).-.)) 与 *2

"(.-’)的亲缘关系最近&贻贝属中每一个贻贝物种

都形成一个单 系&但 是 本 试 验 所 得 的 数 据 对 于 *2

"(.-’)(*23%--14#1&’$/’%-’)(*2,#1)).-.)这$种

贻贝形成的一 个 分 支 提 供 了 非 常 高 的 支 持 率#但 这

个分支内各 个 物 种 间 并 没 有 提 供 非 常 高 的 支 持 率&

最大简约树"图!%的 结 果 支 持 -/树 所 得 到 的 大 部

分关系&每个节点的支持率两者基本一致&

图%!基于线粒体%)*+,-.部分序列构建的贻贝属贝类的邻接树"节点处的数字为%"""次‘::6=6+87检验的支持率%

YB;&%!.?>B;A‘:+5J:B?B?;6+>>:K6A>;>?<=*+,’-.)‘8=>L:?78+6B89=>b<>?C>:K%)*+,-.;>?>"?<I‘>+=86?:L>=8+>

7>+C>?6+>C:D>+ZB?‘::6=6+878?89Z=B="%"""+>79BC86>=%%

注+数字代表不同单倍型

!(
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图!!基于线粒体%)*+,-.部分序列构建的贻贝属贝类的 01树"节点处的数字为%"""次‘::6=6+87检验的支持率%

YB;&!!.08aBI<I78+=BI:?Z6+>>:K6A>;>?<=*+,’-.)‘8=>L:?78+6B89=>b<>?C>:K%)*+,-.;>?>"?<I‘>+86?:L>=B=
7>+C>?6>L+>C:D>+ZB?‘::6=6+878?89Z=B="%"""+>79BC86>=%

注+数字代表不同单倍型

)!讨论

本研究讨论了贻贝属不同物种的进化关系&对

于贻贝的分类研究国外做了大量的报道)%##!!*#特别

是*23%--14#1&’$/’%-’)#*2"(.-’)#*2,#1)).-.)一

直难以区分#由 于 形 态 很 相 似&后 来 分 子 生 物 学 的

迅速发展#很 多 分 类 专 家 运 用 分 子 标 记 对 其 进 行 了

进一步研究&S:>A?等)!$*通过(个同工酶基因座对

北美东部 地 区 的 贻 贝 进 行 了 研 究#认 为 *23%--15
4#1&’$/’%-’)#*2"(.-’)#*2,#1)).-.)是 不 同 的 物

种#因为发现 其 中 任 何 一 种 都 有 自 己 的 不 同 的 等 位

基因#而且来 自 不 同 地 理 范 围 的 群 体 有 类 似 的 等 位

基因 频 率&0CE:?89L等)!’*根 据 同 工 酶 和 形 态 特

征#运用一系列多元统计方法对贻贝属进行了分析#
认为这$种贻 贝 构 成 了 一 个 大 的 类 群#但 每 种 贻 贝

都有自己独立的遗传和形态表型&本研究中分子数

据的系统发育 分 析 同 意 形 态 上 的 推 断#这$个 物 种

在-/树和 01树中形成姐妹分类#并且都各自形成

了一个单 系#但 是 在 每 个 物 种 枝 节 的 支 持 率 不 高&
从遗传距离来 看#这$个 物 种 之 间 的 遗 传 距 离 没 有

远大于*23%--14#1&’$/’%-’)种内遗传距离$从遗传

分化指数8*O来看#它们之间的8*O都在"&3以上"表

%%&对 于$种 贻 贝 的 进 化 关 系#发 现 *2"(.-’)和

*2,#1)).-.)是最相似的#因为它们之间的遗传距离

最小"表%%#而且在-/树和 01树中先聚为一个分

支"图%#!%#与 c>??>等)!(*运用线粒体E-.对这$
种贻贝的进化关系研究结果是一致的&除了在非常

小的时候#*2"(.-’)与*2/%-’01#$’%$.)(厚壳贻贝

在形态上 是 很 好 区 分 的)!)*&W:=9B?;)3*研 究 发 现 厚

壳贻贝与*2/%-’01#$’%$.)的亲缘关系近&本研究

发现*2/%-’01#$’%$.)最为古老#而厚壳贻贝次之&

*2/%-’01#$’%$.)跟 其 他 几 种 贻 贝 相 比#与 厚 壳 贻

贝的遗传距离最小""&")(%#而且在进化树中的位置

也是相邻的&这(种贻贝在进化树上并没有形成集

群#而 是 按 照 *2/%-’01#$’%$.)#厚 壳 贻 贝#紫 贻

贝#*2"(.-’)#*2,#1)).-.)顺序依次进行分叉#呈

放射状&
一个物种遗 传 多 样 性 水 平 的 高 低 与 其 生 存(适

应及进化能力 是 紧 密 关 联 的#遗 传 多 样 性 的 降 低 将

可能导致物种 适 应 性 和 生 活 力 的 降 低#并 最 终 导 致

物种种质的 衰 退&本 研 究 所 测 定 的!#个 贻 贝 样 本

个体#共发现%’个 单 倍 型#而 且 两 者 之 间 没 有 发 现

共享的单倍型$在!3)个序列位点中#有%’!个多态

位点#其中%"%个是简约信息位点#’%个单一多态位

点&发现这两个 物 种 遗 传 多 样 性 水 平 都 较 高#两 者

之间多样性水平差异不大#紫贻贝略高#可能是紫贻

贝群体大小要 比 厚 壳 贻 贝 大#但 是 不 并 代 表 厚 壳 贻

贝降低了#因为早期的资料很少或者没有#无参考资

料可比较&也存在厚壳贻贝由于过度采捕等原因已

经导致了群体大小出现了降低的这种可能&在线粒

体中#%)*进化速度相对来说比较慢#为了更准确地

对厚壳贻贝(紫贻贝的遗传多样性进行估计#需要对

国内贻贝线 粒 体E-.的 其 他 区 域"如Rde(E59::7
等%测序进 行 进 一 步 研 究&因 为 目 前 中 国 海 域 贻 贝

$(
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遗传背景研究还很少#需要运用细胞生物学(分子生

物学等方法对中国海域的贻贝的遗传结构和遗传变

异水平进行进一步研究#为有效地管理(利用和保护

贻贝 种 质 资 源 和 进 行 优 良 种 质 培 育 提 供 遗 传 学

基础&
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