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封面图说: 塞罕坝地处内蒙古高原南缘向华北平原的过渡带,地势分为坝上、坝下两部分。 解放初期,这里是“飞鸟无栖树,黄
沙遮天日冶的荒原沙丘,自 1962 年建立了机械化林场之后,塞罕坝人建起了 110 多万亩人工林,造就了中国最大的

人工林林场。 这是让人叹为观止的落叶松人工林海。
彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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菲律宾蛤仔 EST鄄SSRs 标记开发及不同地理
群体遗传多样性

闫喜武1,*, 虞志飞1, 秦艳杰1, 杨摇 霏1, 王金海1, 张跃环1, 杨摇 凤1, 张国范2

(1. 大连海洋大学 生命科学与技术学院, 大连摇 116023; 2. 中国科学院海洋研究所, 青岛摇 266071)

摘要:利用 13 对微卫星引物对大连、莆田、青岛 3 个地理群体蛤仔遗传多样性进行了检测。 结果表明:13 个基因座共检测到

154 个等位基因,每个座位检测到的等位基因数在 2—7 个之间,平均有效等位基因数为 2. 7657;3 个群体平均观测杂合度分别

为 0. 4387、0. 4194、0. 2383,平均期望杂合度分别为 0. 6488、0. 6484、0. 5526;群体间的遗传多样性差异不显著(P>0. 05)。 NJ 聚

类结果显示大连和莆田群体的蛤仔亲缘关系较近,二者与青岛群体关系较远。 3 个群体均有不同程度的偏离 Hardy鄄Weinberg
平衡现象,表明各群体基因频率和基因型频率的稳定性相对较低。 本研究所获得的微卫星标记的多态信息含量(PIC)>0. 5,说
明这些微卫星位点的多样性较高,可为下一步遗传图谱构建研究提供参考。
关键词:菲律宾蛤仔;地理群体;遗传多样性;微卫星

Development of EST鄄SSRs markers and analysis of genetic diversities among
different geographical populations of Manila clam Ruditapes philippinarum
YAN Xiwu1,*, YU Zhifei1, QIN Yanjie1, YANG Fei1, WANG Jinhai1, ZHANG Yuehuan1, YANG Feng1,
ZHANG Guofan2

1 The Institute of Life Science and Technology, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China

2 Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266071, China

Abstract: To ascertain that genetic differences exist among different geographical populations of Manila clam Ruditapes
philippinarum, 13 polymorphic microsatellite loci were isolated and characterized for three wild populations including the
Dalian, Putian, and Qingdao populations. All samples were collected in March 2010. Among the three populations
studied, 154 alleles were detected (there were 54, 51, and 49 alleles for the Dalian, Putian, and Qingdao populations,
respectively) . The number of alleles per locus ranged 2 7 and there were 1. 2331 5. 4568 effective alleles with an
average of 2. 7657. The observed heterozygosites for the Dalian, Putian and Qingdao populations were 0. 4387, 0. 4194,
0郾 2383, and the expected heterozygosities were 0. 6488, 0. 6484, 0. 5526, respectively. The polymorphism information
content (PIC) ranged 0. 1778 0. 7922 with an average of 0. 5475, where the Rp鄄02, Rp鄄03, Rp鄄05, Rp鄄06, Rp鄄07,
Rp鄄09, Rp鄄10, Rp鄄11, Rp鄄12 loci were considered highly polymorphic markers (PIC>0. 5), and the Rp鄄01, Rp鄄04,
Rp鄄08, Rp鄄13 loci were moderate polymorphic markers (PIC>0. 25 and < 0. 5) . Genetic diversities among populations
were not significantly different (P > 0. 05). The genetic distance between the Dalian and Putian populations was only
0郾 1108 and they had the highest genetic similarity, whereas the genetic distance between the Dalian and Qingdao
populations (0. 4323) was farthest indicating that they were least genetically similar. The genetic distance between the
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Putian and Qindao populations was intermediate. The genetic distances within a population were 0. 5178依0. 1328, 0. 6592依
0. 3291, and 0. 5480 依0. 2759 for the Dalian, Putian, and Qingdao populations, respectively. The genetic similarities
within a population were 0. 6930依0. 2708, 0. 5426依0. 1572, and 0. 5986依0. 1496, respectively. The NJ dendrogram also
showed that the Dalian and Putian populations were more closely related to each other than with the Qingdao population.
Most loci among the three populations deviated from the Hardy鄄Weinberg equilibrium; only 33. 4% of the loci did not. The
multi鄄group test showed that among groups of multiple loci detected, only the Rp鄄10 locus maintained in an equilibrium
state, whereas all other 12 loci did not. This indicates that these populations have relatively low gene stabilities and
genotype frequencies. Based on the inbreeding coefficient (F is) of each population, the Qingdao population had only one
locus that exhibited heterozygote excess, whereas two loci in the Dalian population and three loci in the Putian population
showed heterozygote excess. Therefore, heterozygote deficiency is common in all three populations. The inter鄄population
fixation index (Fst) was < 0. 05 for the Rp鄄07 and Rp鄄11 loci, indicating that some degree of differentiation exists among
the three geographical populations. We observed an average PIC of > 0. 5, indicating that the microsatellite loci were highly
diversified. Information obtained from the present study should be useful for analysis of genetic diversities among
geographical populations, future development of genetic linkage maps for different populations, and the culture and breeding
of Manila clam.

Key Words: Ruditapes philippinarum; geographical populations; genetic diversity; microsatellite

菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)是我国四大养殖贝类之一,广泛分布于我国南北沿海。 生长迅速,
养殖周期短,适应性强(广温、广盐、广布),是一种适合于人工高密度养殖的优良贝类。 作为单产最高的经济

软体动物,其 2009 年产量 300 多万吨,约占海水养殖贝类产量的 30% ,接近海水养殖总产量 20% [1]。 随着蛤

仔遗传改良研究工作的不断深入,对蛤仔分子标记的需求也越来越迫切,建立适宜的分子遗传标记技术,研究

其遗传结构、检测遗传变异水平、建立分子标记辅助选育技术,对于种质遗传改良具有十分重要的意义。
微卫星(microsatellite)是指以少数几个核苷酸为单位多次串联重复的 DNA 序列,亦称简单序列重复

(simple sequence repeats,SSR) [2]。 不同生物其核心序列可能不同,或者相同核心序列在个体中的重复次数不

同,因此造成多态性的产生,这种标记也被叫做简单长度多态性或序列标记的微卫星位点(Sequence鄄tagged
microsatellite sites,STMS ) [3]。 同其他分子标记相比,具有多态信息含量大、重复性好、共显性遗传、突变率高

等优点,目前已广泛应用于皱纹盘鲍 (Haliotis discus hanai) [4]、魁蚶 ( Scapharca broughtonii) [5]、虾夷扇贝

(Mizuhopecten yessoensis) [6]、西施舌(Coelomactra antiquata) [7]及长牡蛎(Crassostrea gigas) [8] 等海洋生物的种

群遗传多样性分析、遗传图谱构建、种质鉴定及辅助育种等方面研究。
近几年来,国内外对微卫星序列研究方面取得了较快进展。 已将其应用于基因定位及克隆、疾病诊断、亲

缘分析或品种鉴定、农作物育种、进化研究等领域[9鄄15]。 目前,尚未见使用微卫星标记分析蛤仔遗传多样性的

报道。 GeneBank 中已有蛤仔 EST 序列相关报道,但几乎未见对其各种类型微卫星及相关报道。 因此,开发蛤

仔微卫星标记对其种质资源保护及合理开发利用具有重要意义。 本研究开发了一批 EST鄄SSR 序列微卫星标

记,分析了大连、莆田和青岛 3 个群体的遗传多样性,为蛤仔种质挖掘、利用和保护以及良种选育工作提供理

论指导和技术支持。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

实验所用蛤仔采自大连(DL)、莆田(PT)、青岛(QD)沿海,每个群体随机取样 36 个。 取活体斧足作为实

验材料,保存在-80 益冰箱中备用。
1. 2摇 实验方法

1. 2. 1摇 基因组 DNA 的提取与检测

摇 摇 用常规的苯酚 /氯仿 /异戊醇法[16]抽提 DNA,挑选质量好的 DNA 用 ddH2O 将浓度稀释至 50ng / 滋L, 置于

1914摇 15 期 摇 摇 摇 闫喜武摇 等:菲律宾蛤仔 EST鄄SSRs 标记开发及不同地理群体遗传多样性 摇
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-20 益保存备用。

表 1摇 蛤仔 3 个地理群体样品基础生物学参数

Table 1摇 Basic biological parameters of 3 Manila clam populations

地理群体
Populations

壳长依标准差 / mm
Shell length 依S. D

壳宽依标准差 / mm
Shell width 依S. D

壳高依标准差 / mm
Shell height 依S. D

总重依标准差 / g
Total weight 依S. D

大连 28. 51依2. 44 20. 60依1. 53 13. 29依1. 24 4. 96依1. 33
莆田 38. 26依2. 65 25. 73依1. 67 16. 80依1. 24 10. 11依2. 00
青岛 33. 36依5. 60 23. 15依3. 27 14. 89依2. 17 7. 43依3. 09

1. 2. 2摇 菲律宾蛤仔 EST鄄SSR 序列的查找

菲律宾蛤仔的 EST 序列来源于 NCBI 的 EST 文库 ( http: / / www. ncbi. nlm. nih. gov / nucest / ? term =
Ruditapes+philippinarum),共获得 5658 个 EST 序列。 利用 SSRHunter 软件[17],从目标 EST 中查找简单重复序

列逸5 bp 的微卫星序列。
1. 2. 3摇 PCR 扩增与检测

从 Gene Bank 的 EST 中筛选出 13 个蛤仔的 SSR 序列,在其核心序列的两侧利用 Primer premier 5. 0[18]设计

PCR 引物,其引物序列、微卫星特征、PCR 产物大小见表 2。 引物由上海生工合成。 PCR 扩增总体积为 25 滋L,其
中模板 DNA 1 滋L,10伊PCR Buffer 2. 5 滋L,Taq 酶(5 U / 滋L)0. 2 滋L,上、下游引物(10滋mol / L)各 1 滋L,dNTP 混合

物(10mmol / L)0. 5 滋L,Mg2+(25 mmol / L)1. 5 滋L,用 ddH20 补足至 25 滋L。 PCR 反应程序:94 益预变性 5 min;然
后 94 益变性 1 min;49—58 益退火 1 min;72 益延伸 40 s;30 个循环;72 益延伸 10 min;4 益保存。 得到的 PCR 产

表 2摇 微卫星标记核心序列、引物序列及其退火温度

Table 2摇 Core sequences, primer sequences and annealing temperatures of microsatellite DNA marker

微卫星位点
Loci

GenBank 注册号
Registration No.

引物序列(5忆寅3忆)
Primer Sequence(5忆寅3忆)

核心序列
Core sequence

片段长度 / bp
fragment length

退火温度 Tm
/ 益

Rp鄄01 AM873704

Rp鄄02 AM873695

Rp鄄03 AM873616

Rp鄄04 AM872070

Rp鄄05 AM872674

Rp鄄06 AM877258

Rp鄄07 AM874000

Rp鄄08 AM873997

Rp鄄09 AM875328

Rp鄄10 AM875256

Rp鄄11 AM873203

Rp鄄12 AM875824

Rp鄄13 AM874836

F: 5忆 GTTTATTTACCAACGCTCCT 3忆
R: 5忆 TTCCCATTCACTTTCCAG 3忆
F: 5忆 ACCAGCACCCTTAGCATC 3忆
R: 5忆 ACCAGCACCCTTAGCATC 3忆
F: 5忆 CCGCTGTGAGGAGACCAA 3忆
R: 5忆 CCGCCTATGTGACAAAATGA 3忆
F: 5忆 GATACTGGCTGGACTTCGG 3忆
R: 5忆 GGAGAATCATCGGTGTAGAAA 3忆
F: 5忆 GGATCATAGCGTTGTTTG 3忆
R: 5忆 TAGTATTTCTCCGCCACC 3忆
F: 5忆 TGTCATAGTGGGTTCAGG 3忆
R: 5忆 ATTTCATTTATTGGAGGC 3忆
F: 5忆 TATGGCTGGTTTGGACTG 3忆
R: 5忆 TCCCGTTACACTTACTTTCA 3忆
F: 5忆 AAGGTTTGGCTGTGAGGA 3忆
R: 5忆 TCCCGTTACACTTACTTTCATC 3忆
F: 5忆 TGACAGCACTACAGAAAC 3忆
R: 5忆 AGAGGGCTTATACCTATA 3忆
F: 5忆 TCTCCTGCCTTAACCACA 3忆
R: 5忆 AGTACCGACAGTTTCCAC 3忆
F: 5忆 CAAATGAAGTTGGGAAGT 3忆
R: 5忆 GCCTGGCTAAATAAGTAA 3忆
F: 5忆 TTTATTTACCAACGCTCCT 3忆
R: 5忆 TCCCCTATTTTCCATTCA 3忆
F: 5忆 ACAAGGTGATGTGAGGTG 3忆
R: 5忆 TCTGTCATCAGTGAAGGC 3忆

(AT)5 165—205 51

(ATC)9 218—256 53

(TTG)6 168—203 58

(TGG)5 213—237 49

(AC)5 100—142 54

(TC)5 114—155 52

(AT)7 113—132 51

(AT)7 153—180 54

(TA)5 118—141 52

(TGTA)5 176—219 55

(TA)5 206—246 50

(AT)5 175—208 50

(AT)5 139—168 55

摇 摇 F:上游引物; R:下游引物

2914 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇
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物在8%非变性聚丙烯凝胶下电泳,160 V 恒压3h。 0. 1%硝酸银染色,用美国UVP 凝胶成像系统(BioSpectrum誖
AC Imaging System,USA)成像。
1. 3摇 统计分析

电泳凝胶经美国 UVP 凝胶成像系统成像,结合凝胶电泳分析软件 Gel鄄Pro Analyzer 4. 0 根据标准 Marker
(DL100)读出扩增片段长度的大小,确定个体的基因型。 利用 POPGENE 1. 31 软件进行数据处理[19]。 计算 3 个

群体每个标记位点的多态信息含量(Polymorphism information content,PIC) [20],以及各个群体样本的等位基因数

(Na)、有效等位基因数(Ne) [21]、观察杂合度(Ho)和预期杂合度(He) [22]等参数,并计算群体间和群体内的遗传

相似性系数[21]、遗传距离和遗传分化系数。 聚类关系图由 NJ 法构建。 具体参数的计算方法如下:

多态信息含量 PIC = 2移
n-1

i = 1
移

n

j = i+1
PiPj(1 - PiPj) (1)

式中, Pi 、 Pj 分别为群体中第 i 、 j 个等位基因频率, n 为等位基因数。

有效等位基因数 Ne = 1 /移
n

i = 1
Pi

2 (2)

式中, Pi 为该位点上第 i 个等位基因的频率。
观察杂合度 Ho = 杂合子观察数 / 观察个体总数 (3)

期望杂合度 He = 1 - 移Pi
2 (4)

式中, Pi 为该位点上第 i 个等位基因的频率。

群体间的相似性指数: I = 移(XiYi) / {移 (Xi)2移 (Yi)2}
1 / 2

, Xi (5)

式中, Yi 分别为 X 和 Y 群体第 i 个等位基因的频率。
群体间遗传距离 D = - lnI (6)

2摇 结果

2. 1摇 EST鄄SSR 标记开发

NCBI 中现共有蛤仔 EST 序列 5658 个,从中筛选微卫星重复序列逸5 bp 的序列 202 个,除了一部分因本身

结构或两端太短不能设计引物外,其余都可以根据微卫星的侧翼序列设计引物。 用 Primer premier5 软件设计引

物 96 对,合成 44 对。 通过优化 PCR 扩增条件,从中筛选出 13 对扩增稳定且条带清晰的引物,筛选结果见表 1。
PCR 产物用 8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳区分不同基因型。
2. 2摇 PCR 扩增结果

13 个微卫星标记在群体中经 PCR 扩增和聚丙烯酰胺凝胶电泳检测后均表现出清晰的片段大小和稳定的多

态性。 部分标记聚丙烯酰胺凝胶电泳结果见图 1。

 Rp-03

 Rp-08

 Rp-11

200

200

300

200

青岛

莆田

大连

图 1摇 微卫星位点 Rp鄄03、Rp鄄08、Rp鄄11 在 3 个地理群体中的扩增结果

Fig. 1摇 Expansion results of Microsatellite loci Rp鄄03, Rp鄄08, Rp鄄11 in 3 geographic Manila clam population
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2. 3摇 地理群体遗传多样性

对 3 个不同地理群体样本 13 个微卫星位点进行分析,结果见表 3。 3 个群体分别检测到 54、51 和 49 个等位

基因,每个群体检测到的等位基因不完全一致,每个位点观察到的等位基因数 2—7 个不等。 有效等位基因数在

1. 2331—5. 4568 之间,平均值为 2. 7657;观测杂合度在 0—0. 9722 之间,平均值为 0. 3640;无偏期望杂合度在

0郾 1918—0. 9498 之间,平均值为 0. 6166;多态信息含量(PIC)在 0. 1778—0. 7922 之间,平均值为 0. 5475,其中

Rp鄄02、Rp鄄03、Rp鄄05、Rp鄄 06、Rp鄄 07、Rp鄄 09、Rp鄄 10、Rp鄄 11、Rp鄄 12 位点的 PIC> 0. 5,为高度多态标记;Rp鄄 01、
Rp鄄04、Rp鄄08、Rp鄄13 位点 0. 25<PIC<0. 5,为中度多态标记。

表 3摇 蛤仔不同地理群体的遗传多态性及 Hardy鄄Weinberg平衡检验

Table 3摇 Genetic diversity and P鄄values of each Manila clam population

项目 Items Rp鄄01 Rp鄄02 Rp鄄03 Rp鄄04 Rp鄄05 Rp鄄06 Rp鄄07

大连 PIC 0. 5246 0. 6216 0. 5682 0. 5555 0. 4671 0. 6639 0. 5430
Na 3 4 4 3 4 5 4
Ne 2. 3978 3. 1459 2. 7012 2. 7253 2. 2837 3. 4767 2. 4330
Ho 0. 4772 0. 1562 0. 4857 0. 2286 0. 3056 0. 7647 0. 2571
He 0. 5912 0. 6930 0. 6389 0. 6422 0. 5700 0. 7230 0. 5975
P 0. 0026** 0. 0000** 0. 0918 0. 0000** 0. 0216 0. 1241 0. 0000**

莆田 PIC 0. 4486 0. 5792 0. 6667 0. 5585 0. 6212 0. 6883 0. 5432
Na 3 4 4 3 4 5 4
Ne 2. 2249 2. 7735 3. 5354 2. 7042 3. 1695 3. 7617 2. 5547
Ho 0. 1389 0. 1333 0. 5714 0. 3429 0. 4857 0. 6970 0. 3143
He 0. 5583 0. 6503 0. 7275 0. 6393 0. 6944 0. 7455 0. 6174
P 0. 0000** 0. 0000** 0. 4484 0. 0001** 0. 0000** 0. 0018** 0. 0000**

青岛 PIC 0. 1778 0. 4200 0. 7922 0. 3221 0. 5796 0. 5444 0. 6180
Na 3 3 7 3 4 4 4
Ne 1. 2331 2. 0719 5. 4568 1. 5401 2. 8455 2. 6172 3. 0502
Ho 0. 1471 0. 0278 0. 5000 0. 0833 0. 2857 0. 3333 0. 2593
He 0. 1918 0. 5246 0. 8282 0. 3556 0. 6580 0. 6330 0. 6848
P 0. 0000** 0. 0000** 0. 0004** 0. 0000** 0. 0000** 0. 01210 0. 0000**

项目 Items Rp鄄08 Rp鄄09 Rp鄄10 Rp鄄11 Rp鄄12 Rp鄄13 平均值 Mean

大连 PIC 0. 6073 0. 6424 0. 4704 0. 6667 0. 6172 0. 6118 0. 5815
Na 5 4 5 5 4 4 4. 1538
Ne 2. 8555 3. 3149 2. 0109 3. 4839 3. 1380 3. 0566 2. 8479
Ho 0. 2571 0. 1000 0. 6111 0. 5000 0. 9722 0. 5926 0. 4387
He 0. 6592 0. 7102 0. 5098 0. 7230 0. 6906 0. 6855 0. 6488

P 0. 0000** 0. 0000** 0. 5601 0. 0922 0. 0208 0. 1394

莆田 PIC 0. 5885 0. 5326 0. 6860 0. 5271 0. 5806 0. 4351 0. 5737
Na 5 3 5 4 4 3 3. 9231
Ne 2. 7819 2. 5579 3. 7634 2. 5288 2. 7841 2. 0227 2. 8587
Ho 0. 3846 0. 0357 0. 8000 0. 5833 0. 8056 0. 1600 0. 4194
He 0. 6531 0. 6201 0. 7499 0. 6131 0. 9498 0. 5159 0. 6484

P 0. 0009** 0. 0000** 0. 4247 0. 5599 0. 4632 0. 0000**

青岛 PIC 0. 2037 0. 4436 0. 6948 0. 5956 0. 5711 0. 3701 0. 4872
Na 3 3 6 4 3 2 3. 7692
Ne 1. 2731 2. 0317 3. 7674 2. 9965 2. 8299 1. 9621 2. 5904
Ho 0. 1176 0. 0000 0. 8611 0. 1111 0. 1765 0. 1944 0. 2383
He 0. 2177 0. 5161 0. 7449 0. 6757 0. 6563 0. 4973 0. 5526

P 0. 0002** 0. 0000** 0. 8011 0. 0000** 0. 0000** 0. 0002**

摇 摇 Na: 等位基因数 Number of alleles; Ne:有效等位基因数 Number of effective alleles;Ho:观察杂合度 Observed heterozygosity; He:期望杂合度

Expected heterozygosity; P:哈德鄄温格平衡 字2检验,**:P < 0. 01
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2. 4摇 Hardy鄄Weinberg 平衡的c
2检验

应用 POPGEN1. 31 数据分析软件,基于马可夫链模型对各群体每个位点 Hardy鄄Weinberg 偏离情况估计,结
果 3 个地理群体均表现出不同程度的平衡偏离,仅有 33. 4%的位点未偏离 Hardy鄄Weinberg 平衡(表 3)。 对各位

点进行多群体检测发现,3 个地理群体在位点 Rp鄄10 处处于平衡状态,其他 12 个位点均表现处不同程度的偏离。
2. 5摇 群体间遗传变异与分化

计算 3 个群体样本之间和群体内的遗传距离和遗传相似性(表 4 和表 5)。 莆田群体和大连群体的遗传距离

最近(0. 1108),遗传相似性最高;和青岛群体的遗传距离次之,大连群体和青岛群体的遗传距离最远(0. 4323),
遗传相似性指数最低。 大连、莆田、青岛群体内的遗传距离和遗传相似性分别为 0. 5178 依0. 1328、0. 6930 依
0郾 2708;0. 6592依0. 3291、0. 5426依0. 1572;0. 5480依0. 2759、0. 5986依0. 1496。 通过比较群体间和群体内遗传距离和

遗传相似性可知,遗传距离群体内均大于群体间,遗传相似性群体间小于群体内。

表 4摇 3 个地理群体间的遗传距离(下三角)及相似性系数(上三角)

Table 4摇 Genetic distance (below diagonal) and genetic identity (above diagonal) between 3 geographical Manila clam population

地理群体 Population 大连 莆田 青岛

大连 **** 0. 8952 0. 6490

莆田 0. 1108 **** 0. 6998

青岛 0. 4323 0. 3569 ****

表 5摇 3 个地理群体内的遗传距离及相似性系数

Table 5摇 Genetic distance and genetic identity within 3 geographical Manila clam population

项目 Item
地理群体 Population

大连 莆田 青岛

遗传距离 Genetic distance 0. 5178依0. 1328 0. 6592依0. 3291 0. 5480依0. 2759

遗传相似性 Genetic identity 0. 6930依0. 2708 0. 5426依0. 1572 0. 5986依0. 1496

根据表 4 中的遗传距离数值用 NJ 法构建聚类图,青岛群体单独成一支,大连群体和莆田群体先聚合后,再
与青岛群体聚在一起,直观的显示出各群体之间的遗传相似性(图 2)。 这在一定程度上反应了群体间亲缘关系

的远近,该结果与群体之间遗传距离远近相一致。
大连
莆田
青岛

0.15                    0.10                    0.05                       0

图 2摇 菲律宾蛤仔 3 个群体的 NJ聚类图

Fig. 2摇 NJ dendrogram among 3 Manila clam populations

应用 POPGENE1. 31 对 3 个群体蛤仔各位点进行

F鄄检验(表 6)。 由 Fis值可知,青岛群体有 1 个位点处于

杂合子过剩状态,莆田群体有 2 个位点处于杂合子过剩

状态,而大连群体有 3 个位点处于杂合子过剩状,由此可

见各群体大部分位点均表现出一定程度的杂合子缺失。
位点 Rp鄄09 所有群体的 Fis值最高为 0. 9252,而 Rp鄄10 最

低为-0. 1525;Rp鄄09 位点的所有群体 Fit值最高,Rp鄄10
的最低。 如所有群体间 Fst值所示(表 6),13 个位点中只有 Rp鄄07 和 Rp鄄11 低于 0. 05,表明 3 个地理群体间存在

一定程度的分化。
3摇 讨论

3. 1摇 EST鄄SSR 标记的开发

我国已先后对水产动物进行了大量的种质资源评估和研究工作,但是对蛤仔所做的工作不多,从分子水平

进行的研究较少。 挑选出一种合适的分子标记对蛤仔进行种质资源评估对其种质的鉴定和保护都有重要意义。
本实验结果表明:EST鄄SSRs 标记可用来评价菲律宾蛤仔的遗传多样性。 Weber[23]认为,只有在双碱基重复序列

重复次数大于 12 次时,微卫星标记才有可能表现出较高的多态性信息含量。 当 n逸16 时,可提供的 PIC 在 0. 5
以上[24]才可以进行相应的多态性分析。 本研究筛选的微卫星标记碱基重复次数在 5—9 次之间,多态信息含量
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(PIC)在 0. 1778—0. 7922 之间,平均值为 0. 5475。 实验结果检测到了丰富的多态位点,这不同于 Weber 的观点,
造成这种结果的原因可能是由于物种种间遗传结构不同,基因组成差异较大导致的。

表 6摇 菲律宾蛤仔 3 个地理群体 13 个微卫星位点的 F鄄检验

Table 6摇 F鄄statistics for 3 Manila clam populations on 13 microsatellite loci

微卫星位点
Loci

近交系数 Fis

大连群体 莆田群体 青岛群体

近交系数 Fis

所有群体
All populations

总近交系数 Fit

所有群体
All populations

F鄄统计量 Fst

所有群体
All populations

Rp鄄01 0. 1899 0. 7477 0. 4688 0. 4267 0. 5033 0. 1336
Rp鄄02 0. 7709 0. 7915 0. 9463 0. 8274 0. 8511 0. 1086
Rp鄄03 0. 2288 0. 2032 0. 3878 0. 2803 0. 3395 0. 0803
Rp鄄04 0. 6389 0. 456 0. 7624 0. 5943 0. 6312 0. 0877
Rp鄄05 0. 4564 0. 2904 0. 5595 0. 4317 0. 4779 0. 0806
Rp鄄06 -0. 0735 0. 0507 0. 4606 0. 1305 0. 1678 0. 1029
Rp鄄07 0. 5634 0. 4836 0. 6143 0. 5557 0. 5564 0. 0135
Rp鄄08 0. 6043 0. 3995 0. 4516 0. 4954 0. 6284 0. 2339
Rp鄄09 0. 8568 0. 9414 1. 0000 0. 9252 0. 9308 0. 0692
Rp鄄10 -0. 2157 -0. 0895 -0. 1723 -0. 1525 -0. 0386 0. 0989
Rp鄄11 0. 2987 0. 0351 0. 8332 0. 3979 0. 408 0. 0168
Rp鄄12 -0. 4270 -0. 2571 0. 7271 0. 0074 0. 0469 0. 0533
Rp鄄13 0. 1193 0. 6835 0. 6035 0. 4325 0. 5781 0. 2341

平均值 Mean 0. 3086 0. 3643 0. 5879 0. 3979 0. 4589 0. 1022

3. 2摇 群体的遗传多样性

遗传多样性可衡量生物所携带遗传信息的变异程度,而 DNA 是遗传信息的载体,所以 DNA 的变化直接反

映了物种遗传变异的程度。 群体的遗传多样性每丧失 10%,就会对其繁育能力、存活率、生长等重要性状产生很

大的负面影响[25]。 群体的遗传多样性主要表现在杂合度和等位基因数两个方面[26]。 杂合度是群体在随机交配

情况下,一个个体的两个等位基因处于杂合状态的概率。 杂合度期望越高,群体的遗传结构越复杂[27]。 本实验

中所得到的各群体平均观测和期望杂合度分别为 0. 2383—0. 4387 和 0. 5526—0. 6488,虽然大连群体的平均杂合

度最高,青岛群体最低,但 3 个群体之间的差异并不显著(P<0. 05)。 各群体每个位点的杂合度期望值也无明显

差异,说明各群体内遗传结构的复杂程度差别不大。 从等位基因数来看,每个位点的等位基因数位 3—17 个,而
各群体每个位点的等位基因数从 2—7 不等,各群体间的差异也不明显;每个位点的有效等位基因数反映了在群

体中起作用的等位基因数目,大连群体较其他群体略高些,差异亦不显著,这与期杂合度的检测结果基本一致。
最大限度地维持种内遗传多样性水平,是持续利用种质资源的前提和基础。 Na、Ho和 He等都是反映群体遗

传多样性的度量,其数值越大,说明基因丰富度越高。 本研究中蛤仔地理群体表现出较高的遗传多样性水平,Na

= 3. 8—4. 2,Ho = 0. 3640,He = 0. 6266。 这与 Yasuda 等[28] 报道的蛤仔群体中 Ho = 0. 136—0. 909,He = 0. 553—
0郾 954 的结果相差不大。 与常亚青等[29]报道的几个虾夷扇贝群体 Ho =0. 2708—0. 3292,He =0. 3620—0. 4595 的

结果相比,遗传多样性水平较高。 与 Sato 等[30] 报道的几个日本虾夷扇贝群体 Ho = 0. 6471—0. 7604,He =
0郾 7011— 0. 7531 相比,多态性水平略低。 究其原因,一方面可能是蛤仔与扇贝虽同为贝类,但属于不同种,种质

资源必然存在一定的差异,生存环境的不同,导致不同海区的群体遗传结构的差异;另一方面可能检测方法不

同,实验中所取样本数量有限等也导致实验结果的差异。
3. 3摇 种群间的遗传与分化

本实验的 3 个地理群体都保持了一定的多态性水平,群体内和群体间均产生了遗传分化。 3 个群体内均表

现出一定水平的近交,造成不同程度的杂合子缺失,显著的杂合子缺失情况在很多海洋生物中都有报道[30鄄32]。
通过 Hardy鄄Weinberg 平衡检验,66. 6%的位点发生显著偏离(P<0. 01),而且在繁殖过程中发生了某些基因位点

的丢失,说明种质资源受到一定程度的破坏。 微卫星 DNA 本身的进化是中性的,在一个理想群体中,各等位基

因在群体中的分布频率相对稳定。 由于本研究所用所有 EST 序列微卫星位点都来自核基因组中的编码区序列
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而非非编码序列,因此这些位点不能肯定是否选择中性,这也可能是造成大部分位点存在偏离的原因之一。 不

管怎样,都应及时采取有效措施保护种质资源,建立种质资源库。
通过构建 3 个地理群体的 NJ 聚类图可知,青岛群体单独成一支,大连群体和莆田群体先聚合后,再与青岛

群体聚在一起。 莆田群体和大连群体的遗传相似性最大,遗传距离最小(0. 1108),说明两群体间遗传分化较小;
莆田和青岛群体的遗传距离次之;大连群体和青岛群体的遗传相似性指数最小,遗传距离最大(0. 4323),反映出

两群体间遗传分化较大,但二者地理位置却相对较近,未显现出群体间遗传差异大小与其地理分布距离远近呈

正相关。 一方面,对于菲律宾蛤仔而言,由于其生活史要经历幼虫浮游期,在浮游幼虫阶段,基因交流是很广泛

的,存在着一定程度的遗传漂变及基因渐渗[14, 33鄄35]。 另一方面,南方每年土池培育蛤仔苗种高达数千亿粒,几乎

全部运往北方,在北方海区养成。 根据作者的调查,在北方几乎不存在野生种群,即使是野生种群也已经遭到了

不同程度南方苗种的杂交污染,对北方野生群体菲律宾蛤仔的遗传结构产生了一定影响[1]。
3. 4摇 种质资源开发与保护

不同技术方法对蛤仔的种质资源进行分析[36鄄38],其结果都一致表明:到目前为止,我国的菲律宾蛤仔种质资

源现状还保持良好;但是在蛤仔人工增养殖过程中,若不注意亲本选择、累代人工繁殖,可能会导致群体内部基

因杂合度下降、遗传多样性降低等一系列种质退化后遗症的发生。 因此,平时应该注意避免养殖群体的蛤仔对

天然群体的污染,及早建立蛤仔的保护区与原种场,加强对蛤仔的遗传资源的保护与合理的可持续利用。
当前对蛤仔资源分析评估工作还未见报道,只有零星报道其形态、人工育苗和核型等,因此无法将本研究结

果予以对比,以确认蛤仔种质资源现状。 因此采用其他分子标记手段进一步分析其种质资源十分必要。 到目前

为止,随着滩涂养殖规模的不断扩大,野生蛤仔的资源面积不断减少,可能导致资源量以及遗传丰富度下降,所
以从长期效益考虑建议对其加强保护,以保证蛤仔种质资源的可持续利用。
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