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两种蛤仔线粒体 16S rRNA基因和 COⅠ基因的序列比较 
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摘要: 对菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)和杂色蛤仔(Ruditapes variegata)的线粒体 16S rRNA 基因

和 COⅠ基因序列进行了分析。结果表明, 16S 序列共有 117 个变异位点, COⅠ序列共有 160 个变异位

点, COⅠ基因编码的 219 个氨基酸序列中有 29 个不同。根据 16S 序列和 COⅠ基因编码的氨基酸序列

进行聚类分析, 两种蛤仔与硬壳蛤(Mercenaria mercenaria)之间的聚类结果并不一致, 有必要对缀锦蛤

亚科更多的相近种进行序列分析。 
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线粒体 DNA(mtDNA) 由于具有分子质量小、结
构简单、表现为母系遗传、进化速度快等特点,成为
动物群体遗传学和系统进化研究中的重要对象。对

于选定的基因或基因片段,可通过互补于高度保守区
域的通用引物进行 PCR 扩增,然后进行分子克隆测
序或 PCR 产物直接测序, 对序列数据进行分析。在
海洋贝类方面, 根据 mtDNA区段或基因的序列来构
建分子系统树, 并进而进行分类和进化分析的研究
已有许多报道。 

Canapa等[1-3]根据 16S rRNA 基因序列分别对 8
种、14 种帘蛤科贝类进行聚类分析表明, 缀锦蛤亚
科的 6 个种类尽管可以聚在一起, 但在属的水平上
的分类则不能很好的对应; 对 8 种扇贝科贝类的系
统发生进行了研究, 发现有两种扇贝应为同一种类。
Barucca 等[4]分析了 23 种扇贝科贝类的 16S 和 12S
基因片段, 两个片段反应的扇贝间的亲缘关系基本
一致。Matsumoto 等[5-6]根据 COⅠ的氨基酸序列对
17 种扇贝科贝类的分类进行了研究 , 结果支持
Waller 的形态学分类系统; 对翼形亚纲的分类进行
了研究, 并与 18S rDNA的分类结果进行了比较。Yu
等[7]根据 16S和 COⅠ两个片段的序列分析了中国沿
海 4 种牡蛎的分类情况。杨建敏等[8]研究了 3 种鲍
的 16S rRNA 基因。Therriault等[9]根据 16S和 COⅠ
两个片段的序列对黑海饰贝科的分类进行了研究 , 
分清了同物异名的两个种; 16S 和 COⅠ两个片段对
种内生态型之间的差异则不能很好地区分。 

蛤仔属 (Ruditapes)作为帘蛤科的一个属 , 是
Fischer-Piette等对缀锦蛤亚科订正后提出的。在我国
蛤仔属只有两个种, 即菲律宾蛤仔(R.philippinarum)
和杂色蛤仔(R. variegata)。为了进一步比较这两种在
外形上酷似的帘蛤科贝类, 本文通过对线粒体 DNA
的 16S和 COⅠ两个片段进行扩增、测序, 分析了两
个序列的基本特征, 并引用Genbank中其他 2种贝类
的序列, 进行了系统发生的比较。  

1  材料与方法 

1.1  样品收集和 DNA 提取 
菲律宾蛤仔(R.philippinarum, 简称 RP)取自青

岛, 杂色蛤(R. variegata, 简称 RV)取自湛江硇洲岛。
常规酚氯仿法提取基因组 DNA。 

1.2  PCR 扩增、克隆和测序 
PCR扩增用引物: 16S采用 Palumbi等[10]设计的

通用引物 , 16sar-L (5′-CGCCTGTTTATCAAAAA- 
CAT-3′)和 16sbr-H (5′-CCGGTCTGAACTCAGATCA- 
CGT-3′); COⅠ 采 用 Folmer 等 [11] 设 计 的 引 物

COIL1490/COIH2198: GGTCAACAAATCATAAAG- 
ATATTGG/TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA。
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PCR 扩增采用 25μL 体系, 包括 30～50 ng 基因组
DNA, 0.2 mmol/L dNTP, 1 μmol/L引物, 缓冲液 (10 
mmol/L Tris-HCl, 1.5 mmol/LMgCl2,50 mmol/L KCl),
以及 0.025 U Taq酶/μL。94℃变性 2 min, 然后 35个
循环(94  40 s, 56  1min, 72  1min)℃ ℃ ℃ 最后 72℃延
伸 5 min。扩增片段在 2％的琼脂糖胶上检测。PCR
产物连接到 PMD18-T, 然后转化到 E.coli DH5α细胞, 
37℃培养, 涂平板, 挑克隆, 载体引物检测, 双向测
序。序列提交到 Genbank。 

1.3  序列分析 
测序结果去掉两端引物序列后, 用 CLUSTALX 

1软件进行比对, 用 MEGA 2软件(Kumar等, 2001)
的距离法对序列进行分析。根据 Kimura(1980)双参
数法计算距离, 产生的矩阵根据 NJ 法(Saitou and 
Nei, 1987)分析系统发生的关系。系统发生关系的置
信度用自展(bootstrap)重复分析验证(重复次数 NJ
为 1 000, MP 为 100)。引用的序列包括硬壳蛤
(Mercenaria mercenaria, 简称 MM。16S: AJ548773, 

COⅠ: U47648)和白斑乌贼(Sepia latimanus, 简称
Sla。16S: AB192322, COⅠ: AB192338)以及菲律宾
蛤仔 16S的序列 AF484296。菲律宾蛤仔 COⅠ和杂
色蛤仔 COⅠ、 16S 的序列号为 JN248565～
JN248567。 

2  结果 
每种蛤仔用 10只个体进行 PCR扩增, 所有扩增

结果均为单一产物。两种蛤仔的序列长度和 4 种碱
基的含量见表 1、表 2。菲律宾蛤仔和杂色蛤仔 16S
序列长度分别为 511 bp和 476 bp, COⅠ序列的长度
都是 658 bp, 结合对软体动物相关片段的分析, 这
两个片段具有明显的长度保守性。两个片段的 GC含
量菲律宾蛤仔都低于杂色蛤仔, 而 GC 含量都低于
AT含量, 符合线粒体 DNA的碱基组成特点。两个片
段的 GC含量比较接近, 但 COⅠ基因片段碱基 T的
含量要明显高于 16S rRNA基因片段核苷酸中 T碱基
的含量。 

 
表 1  两种蛤仔 16S 序列的长度以及碱基组成 
Tab. 1  Size and GC content of the 16S rRNA gene 

物种 总长(bp) T(%) C(%) A(%) G(%) GC(%) 注册号 

菲律宾蛤仔 511 33.3 10.8 33.5 22.5 33.3 AF484296 
杂色蛤仔 476 31.1 12.4 32.6 23.9 36.3 JN248567 

 
表 2  两种蛤仔 COⅠ序列的长度以及碱基组成 
Tab. 2  Size and GC content of the COⅠgene 

物种 总长(bp) T(%) C(%) A(%) G(%) GC(%) 注册号 
菲律宾蛤仔 658 42.2 12.8 23.4 21.6 34.4 JN248566 
杂色蛤仔 658 39.7 13.4 22.9 24.0 37.4 JN248565 

 
两种蛤仔 COⅠ基因片段 658 个核苷酸编码的

20种氨基酸组成的 219个氨基酸序列中, 都是亮氨
酸 (Leu) 含 量 最 高 , 分 别 为 16.44%(RP) 和
14.16%(RV)。排在其后的氨基酸含量两种蛤仔略有

不同 , 菲律宾蛤仔依次是甘氨酸 (Gly), 甲硫氨酸
(Met), 而杂色蛤仔为甲硫氨酸(Met), 甘氨酸(Gly)。
从总体看, 两种蛤仔的氨基酸组成还是具有较高的
相似性(表 3)。 

 
 
表 3  两种蛤仔 COⅠ基因的氨基酸组成 
Tab. 3  The amino acid composition(%) of the COⅠgene 

物种 Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu 
菲律宾蛤仔 5.48 0.91 3.65 0.46 7.76 10.96 2.28 7.31 0.91 16.44 
杂色蛤仔 7.31 0.91 3.65 0.46 7.76 9.13 1.83 6.39 0.91 14.16 

物种 Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr 
菲律宾蛤仔 8.68 2.74 4.57 0.46 2.28 7.31 5.48 7.76 2.28 2.28 
杂色蛤仔 9.59 3.20 4.57 0.46 2.28 8.22 5.48 9.13 2.28 2.28 
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两种蛤仔 16S序列比对结果见图 1。516个位点
中共有 117 个变异位点(其中, 插入缺失 44, 多态位
点 73个), COⅠ序列 658个位点中共有 160个变异位

点, 全是多态位点, 没有插入缺失(图 2)。COⅠ基因
编码的 219 个氨基酸序列, 两种蛤仔有 29 个氨基酸
不同(图 3)。 

 

 

图 1  两种蛤仔 16S序列的比对图 
Fig. 1  Alignment of 16S rDNA sequences of two clams 

 
 

以 16S 序列计算两种蛤仔与其他几种贝类的碱
基替换/颠换率以及距离, 以 COⅠ基因编码的氨基
酸序列计算两两之间的遗传距离, 结果见表 4。两两
之间的遗传距离最小值 16S 的结果在菲律宾蛤仔与
杂色蛤仔之间为 0.17, 而 COⅠ氨基酸序列的结果在
杂色蛤仔与硬壳蛤之间为 0.14, 不过与两种蛤仔之
间的遗传距离 0.15非常接近。 

系统关系分析分别用 16S序列和 COⅠ编码的蛋
白序列进行。根据 16S序列构建的系统树见图 4, NJ
树和MP树完全一致, 两种蛤仔都聚为一支, 硬壳蛤
与白斑乌贼单独聚为一支, 这与传统的分类是一致
的。而根据 COⅠ基因编码的蛋白序列构建的系统树
(图 5), 与 16S序列的结果不太一致, NJ树虽将两种
蛤仔聚在一起 , 但这一支的置信度比较低 , 也就是 
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图 2  两种蛤仔 COⅠ序列的比对图 
Fig. 2  Alignment of COⅠgene sequences of two clams 
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图 3  两种蛤仔 COⅠ蛋白序列的比对图 
Fig. 3  Alignment of the amino acid sequences of COⅠgene of two clams 

 
表 4  4 种贝类两两之间的遗传距离(分别对 16S和 COⅠ编码的氨基酸序列) 
Tab. 4  The pair-wise genetic distance matrix of COⅠand 16S rRNA gene 

 菲律宾蛤仔 杂色蛤仔 硬壳蛤 白斑乌贼 

菲律宾蛤仔 — 2.39/— 1.97/— 1.60/— 
杂色蛤仔 0.17/0.15 — 1.54/— 1.75/— 
硬壳蛤 0.22/0.16 0.24/0.14 — 1.21/— 
白斑乌贼 0.41/0.46 0.44/0.44 0.38/0.44 — 

注: 对角线的右上栏为 16S 序列间的碱基替换/颠换率; 左下栏前面为 16S 序列间的距离, 后面为 COⅠ编码的氨基
酸序列间的距离  
 

 

图 4  根据 16S序列构建的系统树 
Fig. 4  Phylogenetic relationships based on 16S rRNA se-

quences 
 
说, 两种蛤仔与硬壳蛤的差异不是很大; 而MP树则
将两种蛤仔与硬壳蛤聚为一支, 说明这三种蛤之间
的差异非常小。 

3  讨论 
帘蛤科贝类在全世界广为分布, 包括 500 多个

种类, 许多种类都具有重要经济价值。帘蛤科贝类生
活习性比较一致 , 形态也比较相似 , 这使得根据形 

 

图 5  根据 COⅠ基因编码的蛋白序列构建的系统树 
Fig. 5  Phylogenetic relationships based on the amino acid 

sequences of COⅠgenes  

 
态对系统发生关系的分析非常困难。因此, 许多的生
化手段被用来研究帘蛤科的分类问题, 而分子生物
学的研究还刚刚开始。本文得到了两种蛤仔线粒体

DNA 16S rRNA和 COⅠ两个片段的序列, 分析了两
种蛤仔这两个片段的序列特征, 并从进化的角度分
析了它们的变异, 为利用分子生物学的方法研究帘
蛤科的分类提供了一定的依据。 
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蛤仔属在帘蛤科中的分类地位一直存在着争议, 
其属下种的归属问题也曾经比较混乱。因为蛤仔属

Ruditapes 和缀锦蛤属 Tapes、石蛤属 Venerupis 的亲
缘关系很近, 形态结构非常相似。1951 年, Keen 把
Ruditapes 作为 Tapes 的亚属。1971 年, 法国自然史
博物馆 Fischer-Piette 和 Metivier 对缀锦蛤亚科各个
属铰合部主齿板的形态进行了仔细比较研究后, 把
Ruditapes 提升为属, 根据他们的分类系统, 菲律宾
蛤仔与杂色蛤仔都应当是在 Ruditapes的属下[12]。 

本文对 16S 序列的分析结果表明, 两种蛤仔的
亲缘关系比较接近, 而与同为帘蛤科的硬壳蛤有明
显的差异。但对 COⅠ序列的分析结果则表明, 两种
蛤仔之间的关系以及它们与硬壳蛤之间的关系差异

不明显。不同的 DNA片段进行聚类分析会产生不同
的结果[13],这说明蛤仔属与其他相近属种的亲缘关系
非常接近。潘鹤婷等[14]的聚类结果也表明两种蛤仔

不能聚为一支。Canapa 等[3]对帘蛤科贝类根据 16S 
rRNA 基因序列的研究表明, 缀锦蛤亚科的 6个种类
尽管可以聚在一起, 但在属的水平上的分类则不能
很好的对应 , 其中的菲律宾蛤仔与错纹蛤仔
(Ruditapes decussatus)就不能在属的水平上聚类。一
般认为, COⅠ序列比 16S 序列具有更大的变异性, 
因此, 在区分近缘种的分类关系上, COⅠ序列比 16S
序列更灵敏。Boudry等[15]用 9 种内切酶对太平洋牡
蛎 (Crassostrea gigas)和葡萄牙牡蛎 (Crassostrea 
angulata)的 253个个体的 16S序列 PCR产物进行酶
切, 未发现有任何酶切位点变异; 但用 4种内切酶对
同样个体的COⅠ序列 PCR产物进行酶切, 却检测到
了明显的多态性。 

对帘蛤科缀锦蛤亚科各个属及属内包含的种进

行细致明确的分类, 需要对更多相近种分析更多的
DNA序列, 包括核 DNA和线粒体 DNA的序列。在
系统演化研究中, 采用多组分子生物学数据并结合
形态特征、解剖结构等分析, 将有助于正确阐述物种
间真实的进化关系以及某个物种在系统演化中的确

切地位。 
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Abstract: DNA sequence comparisons of two mitochondrial DNA genes were used to infer phylogenetic relation-
ships of the genus Ruditapes. The 16S rRNA gene displayed 117 variable sites and the COⅠ gene displayed 160. 

There were 29 variable amino acid residues among the 219 of the COⅠgene. Phylogenetic analysis using sequences 

of 16S rRNA gene and COⅠgene yielded trees with different topology. More sequences among more species of 
subfamily Tapetinae would contribute to improve existing classification systems. 
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