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基于线粒体 COI 和 16S rRNA 基因研究 3 个地理群体黑龙江

河蓝蛤的遗传多样性 
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摘要: 采用通用引物对辽宁盘锦、辽宁大连、山东日照的 3 个地理群体黑龙江河蓝蛤(Potamocorbula 

amurensis)COI 和 16S rRNA 序列进行扩增、测序分析, 得到 30 条 658bp 的 COI 基因部分序列和 27 条

450 bp 的 16S rRNA 基因部分序列。其中 COI 和 16S rRNA 基因部分序列 T、C、A、G 和 A+T 的平均

含量分别为 45.4%和 32.0%、13.5%和 13.3%、20.7%和 29.3%、20.4%和 25.3%、66.1%和 61.3%, AT 含

量高于 GC 含量, 这与其他软体动物门动物的 COI 和 16S rRNA 的观测结果相近。COI 和 16S rRNA 分

别检测到了 24 个单倍型、43 个核苷酸多态位点和 9 个单倍型、19 个核苷酸多态性位点。AMOVA 分

析表明, 3 个群体间 COI 和 16S rRNA 部分基因总遗传分化系数分别为 Fst = 0.0090(P<0.001)和 Fst = 

0.0674(P<0.001), 群体内遗传分化远大于群体间、群体内存在较高的遗传分化。用 NJ 法构建分子进

化树, 3 个地理群体的黑龙江河蓝蛤聚为一个族群, 有少数个体和其他群体的个体聚在一起。 
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黑龙江河蓝蛤(Potamocorbula amurensis), 俗称

蓝蛤 , 隶属于软体动物门(Mollusca)瓣鳃纲(Lamell-

ibranchia)、海螂目(Myoida)、抱蛤科(Corbulidae)、

河蓝蛤属(potamocorbula), 系广温性底栖贝类, 是生

活在河流入海口处的一类小型经济贝类, 在我国从

南到北均有分布[1]。虾蟹产业对黑龙江河蓝蛤的巨大

需求导致人们对其大量捕捞, 从而造成了资源量的

大幅下降, 种质质量也受到了一定程度的破坏。目前, 

在我国能够进行规模化采捕黑龙江河蓝蛤的滩涂越

来越少。 

线粒体 DNA 是环状分子, 长度为 14~17 kb[2], 

它具有母系遗传、进化速度快、核苷酸替代率高 [3-4]

等特点 , 已成为种类鉴别、群体遗传学以及系统发

育等研究的有效遗传标记 [5]。线粒体 DNA 基因序

列的差异在遗传多样性系统学关系的研究中使用

较多 [6-7]。  

目前国内有关黑龙江河蓝蛤的相关研究资料较

少, 在分子方面研究尚未见有报道。本文对 3个地理

群体的黑龙江河蓝蛤的线粒体 COI 和 16S rRNA基

因片段进行了测序分析, 以期为黑龙江河蓝蛤的种

质资源保护及其分子系统学与种群遗传学研究提供

基础资料。 

1   材料与方法 

1.1  实验材料   

黑龙江河蓝蛤 3 个群体样本分别采自盘锦(2012

年 4月), 日照(2012年 5月), 大连(2012年 7月), 样

品保存于−80℃冰箱, 测序时随机提取 10 个个体进

行实验。 

1.2  基因组 DNA 提取   

采用酚-氯仿-异戊醇常规方法抽提 DNA。分别

取约 20 mg 黑龙江河蓝蛤肌肉组织,  加入 400 μL 

TEN 细胞裂解缓冲液(50 mmol/L Tris-HCl, pH 9.0; 

100 mmol/L EDTA；200 mmol/LNaCl), 剪碎, 再分别

加入 40 μL SDS(10%)和 8 μL蛋白酶K(10 g/L), 于 56℃

消化至溶液澄清, 用酚-氯仿抽提, 异戊醇沉淀, 然
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后用去离子超纯水溶解。提取的基因组 DNA定量后

配成 20 ng/μL的工作溶液备用。 

1.3   PCR 扩增与电泳检测   

所用 COI 基因引物序列为 AR: 5′-GGTCAACA 

AATCATAAAGATATTGG-3′与 BR: 5′-TAAACTTCA 

GGGTGACCAAAAAATCA-3′, 16S rRNA 基因片段

扩增所用引物为 16S AR: 5′-CGCCTGTTTATCAA 

AAACAT-3′, 16S BR: 5′-CCGGTCTGAACTCAGAT 
CACG-3′。由上海生物工程技术服务有限公司合成。

PCR 反应在 Eppendorf 扩增仪上进行, 设置 30μL反

应体系, 反应体系为 3μL PCR 10×buffer (Mg2+plus), 

4μL dNTP (2 mmol/L), 10μmol/L的引物各 2 μL, 0.5 μL 

Taq酶(5 U/μL), 2μL DNA(20 ng/μL), 其余为纯水。

PCR反应条件设置为: COI: 94℃预变性 3 min；94℃

变性 40 s, 55℃退火 40 s, 72℃延伸 1 min, 35个循环；

最后 72℃延伸 10 min。16S: 94℃预变性 3 min；94℃

变性 40 s, 44℃退火 40 s, 72℃延伸 1 min, 35个循环；

最后 72℃延伸 10 min。反应多次重复, PCR结束后

取扩增产物于琼脂糖凝胶电泳检测(1×TAE, 5V/cm

恒压), 利用凝胶成像系统(UVP, Biolmaging Systems)

进行观察和拍照。 

1.4  测序和数据处理   

PCR 产物送由北京华大基因进行测序, 将测序 

得到的序列用 MegAlign 软件分析。用 MegAlign 软

件对所获得基因片段序列进行比较。用 DnaSp5.0软

件计算群体的单倍型数(H)、平均核苷酸差异(K)及核

苷酸多样性指数(Pi)。用 MEGA5.0 软件计算序列的

碱基组成、变异位点及群体间的 Kimura2-paramter

遗传距离, 用 NJ 法构建系统发育进化树, 系统树各

结点的支持率以序列数据集 1000次重复抽样检验的

自引导值(Boot-Strap value)表示。 

2  结果与分析 

2.1  线粒体 COI 和 16S rRNA 基因片段序

列分析 

测序得到的目的片段经过 clustal W 比对后, 去

除引物、及测序起始的部分序列 , 并经过在线

BLAST 分析, 确认得到 658 bp 的 COI 基因序列和

450 bp的 16S基因序列。利用 MEGA软件计算这两

段序列的碱基组成(表 1), 3 个群体碱基组成基本一

致, COI 基因序列 T、C、A、G 和 A+T 的平均含量

分别为 45.4%、13.5%、20.7%、20.4%及 66.1%, 16S

基因序列 T、C、A、G 和 A+T 的平均含量分别为

32.0%、13.3%、29.3%、25.3%及 61.3%, A+T含量显

著高于G+C含量, 这与线粒体DNA碱基组成特点是

相符的。 

 
表 1 黑龙江河蓝蛤 COI 和 16S 基因片段的碱基组成 
Tab. 1 The base compositions of COI and 16S gene fragments among three populations of P. amurensis 

碱基 盘锦 PJ 大连 DL 日照 RZ 均值 

T 45.3/32.0 45.4/32.0 45.4/32.0 45.4/32.0 

C 13.7/13.3 13.4/13.3 13.5/13.3 13.5/13.3 

A 20.7/29.3 20.7/29.3 20.7/29.3 20.7/29.3 

G 20.4/25.3 20.5/25.3 20.4/25.3 20.4/25.3 

A+T 66.0/61.3 66.1/61.3 66.1/61.3 66.1/61.3 

注: 斜线左边为 COI基因序列碱基含量, 右边为 16S基因序列碱基含量 

 
对这 3个不同地理群体的 30个黑龙江河蓝蛤的

COI基因片段进行分析, 检测到 43个多态性位点, 46

个变异位点,  其中检测到 26个单一变异位点, 20个

简约信息位点。转换位点 6 个, 颠换位点 1 个, 3 个

插入/缺失位点。碱基转换与颠换的平均比值 R=5.94。

平均核苷酸差异数为 6.2690, 核苷酸多样性指数为

0.0096, 共检测到 24 种单倍型, 大连群体和日照群

体有 1个共用单倍型, 盘锦群体和日照群体有 2个共

用单倍型 , 其余单倍型均为每个群体独有 , 单倍型

及其在 3个群体中的分布如表 2所示。 

对 3个群体 27条黑龙江河蓝蛤的 16S rRNA基

因部分序列进行分析, 检测到 19 个多态性位点, 19

个变异位点,  其中 17 个单一变异位点, 2 个简约信

息位点。转换位点 1 个, 颠换位点 1 个, 没有插入/

缺失位点。碱基转换与颠换的平均比值 R=1.61。平

均核苷酸差异数为 1.5440, 核苷酸多样性指数为

0.0034。共检测到 4个单倍型, 盘锦群体有 2个独有

的单倍型和 1个共有单倍型, 日照群体有 1个独有单

倍型和 1个共有单倍型, 大连群体只有 1个共有单倍

型, 单倍型及其在 3个群体中的分布如表 3所示。 
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表 2  COI 基因单倍型片段序列及变异位点 
Tab. 2  Variable nucleotide positions in part of the COI region of 24 haplotypes, and number of individuals of each 

haplotype found in each locality 

          1112222333  3344444444  4444555555 566666
单体型 

    11577 4770478012  4512233445  6789033369 912345 
变异位点 

 1234901017 7060531270  7305814032  1354001960919848 大连 DL 盘锦 PJ 日照 RZ 

GENBAN
K注册号

Hap-1 
TTATTCTTAGC GCGATCCGA TTGTGCTGTT 

TTTCATCAGTTTGCAG 
1 0 0 KJ522929

Hap-2 .......... .......T.. .G........ ..C.G..... ...... 1 0 0 KJ522930

Hap-3 .......... ......TT.. .G........ .......... ...... 1 0 0 KJ522931

Hap-4 .......C.. .......T.. .G........ ......TG.. .G.G.. 1 0 0 KJ522932

Hap-5 ..T....... .......T.. .G........ .......... ..A... 1 0 0 KJ522933

Hap-6 .......... .......T.. .G........ A......... ...... 1 0 0 KJ522934

Hap-7 .......... ..T....T.. CG........ .......... ...... 1 0 0 KJ522935

Hap-8 -......C.. ...A...T.. .G......C. ......TG.. ...... 1 0 1 KJ522936

Hap-9 .......... .......T.. .GA....... ........A. ...... 1 0 0 KJ522937

Hap-10 .......... .A.....T.. .G........ .......... ...... 1 0 0 KJ522938

Hap-11 .......C.. ...AG..T.. .G......C. ......TG.. ...... 0 2 1 KJ522939

Hap-12 .......... .....C.T.. .......... .C........ ...... 0 1 0 KJ522940

Hap-13 .......C.. .......T.. .G........ ......TG.. ...... 0 1 0 KJ522941

Hap-14 .......... .......T.G .G........ ........A. ...... 0 2 0 KJ522942

Hap-15 ..T....C.. .......T.. .G........ ......TG.. ...... 0 1 0 KJ522943

Hap-16 .C.C...C.. ...AG..T.. .G......C. ......TG.. ...... 0 1 0 KJ522944

Hap-17 .......C.. ...A...T.. .G..A...C. ......TG.. ...... 0 1 1 KJ522945

Hap-18 --C..TCC.. .......T.. .G........ ......TG.. ...... 0 1 0 KJ522946

Hap-19 A.T.CT.... .......T.. .........C ...T...... .....T 0 0 1 KJ522947

Hap-20 ........CA TA.....TA. .G...T.... .....C.... ...... 0 0 2 KJ522948

Hap-21 .......... .......T.. ...C...... .......... ...... 0 0 1 KJ522949

Hap-22 .......... .......T.. .G.....A.. ....G..... ...... 0 0 1 KJ522950

Hap-23 .......... .......T.. .G....C... .......... ....G. 0 0 1 KJ522951

Hap-24 .......... .A.....T.. .G........ .........C C....- 0 0 1 KJ522952

 
表 3  16S 基因单倍型片段序列及变异位点 
Tab.3  Variable nucleotide positions in part of the 16S rRNA region of 4 haplotypes, and number of individuals of each 

haplotype found in each locality 

 11233 333344444 

单体型 1468956702 236922444 
变异位点 

 4618649880106809389 大连 DL 盘锦 PJ 日照 RZ 

GENBANK
注册号 

Hap-1 GATAAAGGTAGGGAGTCCG 10 5 7 KJ522925

Hap-2 ........C. ......... 0 2 0 KJ522926

Hap-3 .......... ...G..... 0 2 0 KJ522927

Hap-4 TGGGGTAT . T AAT . AAATA 0 0 1 KJ522928

 

2.2  黑龙江河蓝蛤群体多样性分析 

利用DNAsp5.0计算群体内遗传多样性参数, 结

果如表 4 所示。3 个群体的 COI 和 16S 基因片段核

苷酸多样性指数(Pi)分别为 0.0096和 0.0034, 单倍体 

多态性(Hd)为 0.9840 和 0.3360。基于 COI 基因片段

可以看出 ,  日照群体核苷酸多样性指数最高为

0.0121, 大连群体单倍体多态性最高为 1.0000, 大连

群体核苷酸多样性指数最低为 0.0070, 盘锦群体和

日照群体的单倍体多态性一致为 0.9780。基于 16S  
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表 4  黑龙江河蓝蛤 COI 和 16S 遗传多样性参数比较 
Tab. 4  Summary of genetic diversity of different P. amurensis populations 

遗传多样性参数 大连 DL 盘锦 PJ 日照 RZ 总计 

单倍体型 H 10/1 8/3 9/2 24/4 

单倍体多态性 Hd 1.0000/0.0000 0.9780/0.6670 0.9780/0.6430 0.9840/0.3360 

多态位点 S 21/0 17/2 26/37 43/19 

平均核苷酸差异数 K 4.6670/0.0000 6.0440/0.7780 7.8890/1.0143 6.2690/1.5440 

核苷酸多样性指数 Pi 0.0070/0.0000 0.0093/0.0017 0.0121/0.0208 0.0096/0.0034 

注: 斜线左边为 COI基因参数, 右边为 16S基因参数 

 
基因片段可以看出, 日照群体核苷酸多样性指数最

高为 0.0208, 盘锦群体的单倍体多态性最高为

0.6670, 两者最低的均出现在大连群体均为 0.0000。 

对群体间的遗传多样性指数进行分析, 群体间

COI的平均核苷酸差异数(K)为 5.7100~7.1900, 最低

的 5.7100 出现在大连与盘锦群体之间, 而最高则出

现在盘锦与日照群体之间(表 5)。群体间 16S的平均

核苷酸差异数(K)最低出现在大连与盘锦之间, 最高

出现在盘锦和日照群体之间, 根据两个基因片段得

出的结果相同。通过群体间的平均遗传距离(D)来看, 

盘锦群体和日照群体之间的平均遗传距离最大, 大

连和盘锦之间的平均遗传距离最小, 这和地理位置

相吻合(表 6)。在 3 个群体中, 日照群体的核苷酸差

异数最高。作者认为大连群体是 3 个群体中遗传最

稳定的群体, 日照群体具有最为丰富的遗传学背景。 

黑龙江河蓝蛤群体变异及遗传结构分析。基因

流(Nm)及遗传分化系数(Fst, 表 7), 遗传分化系数最

高出现在大连与盘锦群体之间。基因流最大出现在

大连与日照群体之间, 说明两个群体之间有非常高 

 
表 5  黑龙江河蓝蛤群体间平均核苷酸差异数(K) 
Tab. 5  Average nucleotide differences between populat-

ions of P. amurensis (K)  

群体 大连 DL 盘锦 PJ 日照 RZ 

大连 DL **** 0.4440 2.1250 

盘锦 PJ 5.7100 **** 2.5690 

日照 RZ 6.2800 7.2900 **** 

注: 对角线左下方为 COI, 右上方为 16S 

表 6  黑龙江河蓝蛤群体间平均遗传距离(D) 
Tab. 6  Average pairwise distances matrix between pop-

ulations of P. amurensis (D) 

群体 大连 DL 盘锦 PJ 日照 RZ 

大连 DL **** 0.0010 0.0040 

盘锦 PJ 0.0080 **** 0.0060 

日照 RZ 0.0100 0.0110 **** 

注: 对角线左下方为 COI, 右上方为 16S 

 

表 7  基因流 Nm 和遗传分化系数(Fst) 

Tab.7  Gene flow (Nm) and genetic fixations index (Fst) 
between and within three populations of P. 
amurensis 

群体 大连 DL 盘锦 PJ 日照 RZ 

大连 DL **** 0.0003/0.0000 0.1345/0.1246

盘锦 PJ 0.1341/0.1250 **** 0.0609/0.0222

日照 RZ 0.0004/0.0000 0.0604/0.0216 **** 

注: 对角线左下方为 Fst, 右上方为Nm, 斜线左边为COI基因参

数, 右边为 16S基因参数        

 
的基因交流频率。对 3个群体进行 AMOVA分析, 如

表 8 所示: 两个基因的遗传分化系数(Fst)为 0.0090

和 0.0674(P<0.0010, P=0.0000)表明在整个变异中群

体间的变异占 0.90%和 6.74%, 可见在群体间遗传分

化低于群体内遗传分化程度, 群体内存在较为显著

的遗传分化。 

分别构建的基于 16S r RNA和 COI基因片段的

系统发生NJ树(图 1和图 2), 拓扑结构图显示少数不

同群体间的个体聚合在一起, 绝大部分同一群体内

个体首先聚在一起。 

 
表 8  黑龙江河蓝蛤群体间遗传差异的分子方差分析 
Tab.8  Analysis of molecular variance (AMOVA) among populations of P. amurensis 

变异来源 自由度 df 平方和 方差 百分比 

群体间 2/3 1.0670/0.7040 0.0044Va/0.0115Va 0.9000/6.7400

群体内 27/23 13.2000/3.6670 0.4889Vb0.1594Vb 
99.1000/93.260

0 
总计 29/26 14.2670/4.3700 0.493330  
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图 1  3个群体黑龙江河蓝蛤线粒体 COI基因片段的 NJ树 

Fig.1 NJ phylogenelic tree based on COI of three popu-
lations of P. amurensis 

 

图 2  3个群体黑龙江河蓝蛤线粒体 16S基因片段的 NJ树 

Fig.2 NJ phylogenelic tree based on 16S of three popul-
ations of P. amurensis 

 

3  讨论 

线粒体 DNA 上的不同基因具有不同的遗传分

析能力, 动物线粒体 DNA的相应基因序列的比较显

示, Cyt B、COI、12S rRNA、16S rRNA基因最保守, 

常被用于分析群体系统关系。资料显示, 16S rRNA

和 COI 基因在同一种群变异程度较低, 但不同种群

之间 16S rRNA基因较 COI基因明显保守[8-10], 本研

究也证实了这点。3 个群体黑龙江河蓝蛤的 COI 基

因片段有 43 个多态性位点, 核苷酸多样性指数为

0.0096, 16S rRNA基因片段检测到 19个多态性位点, 

核苷酸多样性指数为 0.0034, 印证了在黑龙江河蓝

蛤不同地理群体间 16S rRNA 基因较 COI 基因明显

保守。 

利用16S rRNA和COI基因在鱼类[11]、虾蟹类[12-14]、

头足类[15]、刻肋海胆属[16]等水产动物中分析遗传多样

性较为普遍, 有关 COI 基因和 16S rRNA 基因在黑

龙江河蓝蛤群体遗传多样性方面的研究尚无报道。 

本研究对黑龙江河蓝蛤 COI 和 16S rRNA 基因

进行扩增、测序, 分别得到 658 bp和 450 bp的目的

片段, A+T含量为 66.1%和 61.3%, 均高于 G+C含量, 

这与缢蛏[17]、栉孔扇贝[18]研究中的 AT含量高于 GC

含量的结果是相一致的。COI基因的 30条序列中共

检测到变异位点 46个, 构成 24种单倍体型, 单倍体

型多态性 0.9840, 略低于牛东红[17]的研究结果。16S 

rRNA 基因 27 条序列中共检测到 19 个变异位点, 4

个单倍型, 单倍型多态性为 0.3360, 低于周发林 [19]

所做的南海斑节对虾 0.6335±0.0500。基于 COI 基

因部分片段分析, 3个群体中除大连群体和日照群体

有一个共有单倍型、盘锦群体与日照群体共有两个

单倍型以外, 其他单倍型均为每个群体所独有。说明

每个群体都有各自的遗传优势。基于 16S rRNA基因

部分片段分析, 3 个群体共用一个单倍型, 盘锦群体

有 2个独有单倍型, 日照群体有 1个独有单倍型。与

其他两个群体相比, 盘锦群体遗传优势更明显。COI

基因核苷酸多样性指数日照群体为 0.0120, 高于缢

蛏 0.0087[17], 长蛸 0.0057[20], 盘锦群体 0.0017 和日

照群体 0均低于上述两种。16S rRNA基因核苷酸多

样性指数同样也是日照群体最高为 0.0208, 盘锦群

体为 0.0017, 大连群体为 0, 低于缢蛏 0.0188[17]、脉

红螺 0.0027[21]及栉孔扇贝 0.0034[18], 综上结合表 7, 

本研究认为大连群体极有可能在与盘锦群体基因交

流过程中失去了遗传优势, 而盘锦群体多样性水平

低有可能因为地处封闭的内海, 基因交流过于简单

并且在当地被采捕为食物和饲养虾蟹的饵料有关 , 

可能由此大量捕捞黑龙江河蓝蛤, 导致野生资源相

对匮乏、遗传多样性水平降低。 

群体遗传学认为 Fst值可以表示群体间的遗传分

化程度, Fst 值为 0.0000~0.0500, 表示分化较弱, 在

0.25以上表示遗传分化极大。从表 5可见, 本研究中
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3个群体之间的遗传分化较弱或只有中度分化。从地

理位置上来看, 大连距离日照较远, 距离盘锦较近, 

而大连群体却和盘锦群体之间的基因流最小, 遗传

分化最大 , 和日照群体之间的基因流最大 , 遗传分

化最小 , 分析其原因 , 可能是盘锦群体生活在封闭

性较强的渤海, 导致盘锦群体和大连群体很难产生

基因交流, 从而跟大连群体之间产生了较大的遗传

分化。日照地区虾蟹养殖比较多, 作为虾蟹可口饵料

的黑龙江河蓝蛤在渤海被大量捕捞后运到日照地区, 

造成了一定程度上小范围的基因交流, 所以盘锦群

体和日照群体之间的遗传分化与大连群体相比要小

些。孟学平等[21]在研究西施舌 5 个地理群体间遗传

分化也遇到了类似问题, 广西北海群体与黄海的 3

个群体遗传分化很弱, 这也说明地理位置不是决定

遗传分化程度的决定性因素。 

虽然本研究中发现 3个群体的黑龙江河蓝蛤存在一

定的遗传差异, 但群体变异较少、多样性水平丰富度不

够。因此要提高检测的遗传多样性的水平, 应再选择线粒

体DNA其他不同的基因区域得到多组序列数据, 以更全

面翔实、客观的分析黑龙江河蓝蛤群体遗传水平。 
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Abstract: Mitochondrial COI and 16S rRNA gene fragments of three wild populations Potamocorbula amurensis 

were amplified with universal primers;  the PCR products were sequenced, and 658 bp and 450 bp nucleotide se-

quences were obtained. The T, C, A, G and A+T contents in the fragment (COI/16S rRNA) were 45.4%/32.0%, 

13.5%/13.3%, 20.7%/29.3%, 20.4%/25.3%, and 66.1%/61.3%, respectively. The AT content was higher than the GC 

content. The phenomenon was similar to the results of other mollusca. 24 haplotypes and 43 polymorphisms were 

defined among COI from three populations. Nine (9) haplotypes and 19 polymorphisms were defined among 16S 

rRNA from three populations. The fixation indices (Fst) analyzed by AMOVA were totaled to Fst=0.0.0090 (P<0.001) and 

Fst=0.0674 (P<0.001), showing that the genetic fixation intra-populations was larger than inter-populations. It 

indicated that significant genetic fixation existed among the three populations. The Neighbor-joining (NJ) phy-

logenetic trees were made from the three populations of P. amurensis, showing that the three populations might have 

originated from one clade, while a small number of individuals may be mixed in otherclades. 
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