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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



第 31 卷第 15 期
2011 年 8 月

生 态 学 报
ACTA ECOLOGICA SINICA

Vol. 31,No. 15
Aug. ,2011

http: / / www. ecologica. cn

基金项目:现代农业产业技术体系建设专项资金资助(CARS鄄48)

收稿日期:2010鄄12鄄01; 摇 摇 修订日期:2011鄄04鄄26

*通讯作者 Corresponding author. E鄄mail: yanxiwu2002@163. com

虞志飞, 闫喜武, 杨霏, 王金海, 张跃环, 杨凤, 张国范. 菲律宾蛤仔大连群体不同世代的遗传多样性. 生态学报,2011,31(15):4199鄄4206.
Yu Z F, Yan X W, Yang F, Wang J H, Zhang Y H, Yang F, Zhang G F. Genetic diversity of different generations of the Dalian population of Manila clam
Ruditapes philippinarum through selective breeding . Acta Ecologica Sinica,2011,31(15):4199鄄4206.

菲律宾蛤仔大连群体不同世代的遗传多样性

虞志飞1, 闫喜武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,辽宁 大连摇 116023; 2. 中国科学院海洋研究所,山东 青岛摇 266071)

摘要:采用 12 对有效微卫星引物对大连群体菲律宾蛤仔连续 4 个选育世代(F1、F2、F3、F4)的 144 个个体进行了遗传多样性分析。
结果表明:共获 121 个等位基因,每个位点的等位基因数在 2—6 个不等,其大小在 101—273 bp 之间;各个世代平均等位基因数在

3. 75—4. 58,平均观测杂合度在 0. 3391—0. 3860 之间。 从 F鄄检验结果上看,所有世代内有 2 个位点遗传分化较弱,8 个位点遗传

分化中等,2 个位点遗传分化较大;配对比较 Fst值(0. 05—0. 15)表明 4 个世代群体间遗传分化程度中等。 Fis值表明有 2 个世代位

点杂合度处于过剩状态;但对连续 4 个世代而言,每个世代均表现出一定程度的杂合子缺失。 随着世代连续选育的进行,Nei 氏遗

传相似性逐渐减小(0. 8203鄄0. 8107鄄0. 8031);遗传距离逐渐增大(0. 1918鄄 0. 2099鄄 0. 2129);不同世代群体间遗传相似性系数为

0郾 7873—0. 8685,遗传距离为 0. 141—0. 2391。 4 个世代平均 PIC 值为 0. 5055,表明选育后代遗传多样性较好,还有较大的选育潜

力,可以继续进行上选。
关键词:菲律宾蛤仔;微卫星;遗传多样性;遗传分化

Genetic diversity of different generations of the Dalian population of Manila clam
Ruditapes philippinarum through selective breeding
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Abstract: The present study examined the genetic structure and variation among different generations of Manila clam
Ruditapes philippinarum obtained through selective breeding by using 12 microsatellite markers. Four consecutive generations
(F1, F2, F3, and F4 ) were selected with 10% selection intensity from a wild population from Shihe, Dalian (Liaoning
Province, China). Thirty six individuals were sampled from each generation. Among the 12 microsatellite loci, 121 alleles
were detected. The number of alleles on each locus varied from 2 to 6 and the allele size ranged from 101 to 273 bp. Each
generation had average effective alleles of 3. 75 4. 58 and average observed heterozygosity of 0. 3391 0. 3860. Based on P
values of genotypes, all four generations deviated from the Hardy鄄Weinberg equilibrium with varying degrees. Of the 48
generation 伊 locus combinations (4 generations 伊 12 loci), 27 of which were not in an equilibrium state. Except the locus
Asari24, all polymorphic loci had positive inbreeding coefficients (Fis), indicating that high degree of inbreeding existed in
all four generations. The inter鄄generation fixation indices (Fst) varied from 0. 0338 to 0. 2136 and there was significant genetic
differentiation among the 12 polymorphic loci. The F鄄statistics showed that among all generations two loci had weak genetic
differentiation, eight loci had moderate, and the remaining two loci had high genetic differentiation. Pairwise Fst values ranged
from 0. 05 to 0. 15, which also indicated that the clam had moderate genetic differentiation among the generations. Based on
the Fis values, two out of four generations exhibited heterozygote excess, but all the generations in sequence showed some
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degree of heterozygote deficiency. The Nei忆s genetic similarity decreased (0. 8203寅0. 8107寅0郾 8031) and genetic distance
increased (0. 1918寅0. 2099寅0. 2129) from one generation to the next through selective breeding. The genetic similarity
coefficients among the different generations ranged from 0. 7873 to 0. 8685, and genetic distance varied from 0. 141 to 0. 2391.
These results demonstrated that there was moderate genetic differentiation among the four generations. In the present study,
overall average polymorphism information content (PIC) of 0. 5055 was observed, indicating that there is great potential for
future selections of Manila clam through selective breeding.

Key Words: Ruditapes philippinarum; microsatellite; genetic diversity; genetic differentiation

菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)广泛分布在我国南北沿海,是我国四大养殖贝类之一。 其生长迅速,养
殖周期短,适应性强,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%,近海水养殖总产量 20%,世界蛤仔总产量 90%以上[1]。 混合选择是

从原有品种的群体中,按照选育目标选出多数表型性状优良的个体,通过自由交配繁殖后代,并以原有品种和当

地品种作为对照,进行比较鉴定来选择的方法[2]。 由于操作简便,易于推广,广泛的应用在植物和陆生动物的品

种改良上,通过连续的混合选择,可以得到生长快、抗逆性强、出肉率高、产量高的养殖良种。 目前,对水产动物

而言,连续混合选择主要应用在鱼类[3] 育种上,对贝类的研究有一些相关报道,如牡蛎[4鄄5]、海湾扇贝[6鄄7]、珍珠

贝[8]、菲律宾蛤仔[9]等。
从分子水平上看,已有研究报道认为经选育后的子代群体其遗传多样性与亲本群体相比往往要降低[10鄄14]。

因此,选育过程中,在进行表型性状监测工作的同时,应对选育群体遗传结构的变化进行分析。 随着分子生物学

技术的发展,相继开发出 RAPD、AFLP、ISSR、SSR 和 SNP 等多种分子标记技术,这些分子标记技术为生物遗传结

构的评估提供了新的途径。 微卫星(microsatellite)具有多态信息含量大、重复性好、基因座位数目大、共显性遗

传、突变率高等优点,因而被广泛应用于动植物种群的遗传多样性研究。 有关菲律宾蛤仔群体同工酶分析[15]、遗
传多样性 AFLP 分析[16]和 28S rRNA 分析[17]等已有研究,但尚未有菲律宾蛤仔世代选育群体遗传多样性分析的

报道。 本研究利用 SSR 技术分析选育群体 4 个世代遗传多样性的变化,旨在从分子水平上探讨选育对菲律宾蛤

仔养殖群体遗传结构的影响,为蛤仔种质资源的保护和可持续利用,以及为有效地开展遗传育种研究提供理论

依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

菲律宾蛤仔选育基础群为大连石河近海的野生蛤仔,从 2006 年起,开始按照 10%的选择强度,进行上选,每
个世代选择周期为 1 a[1]。 样品从每个世代上选组中随机选取 36 个,分别命名为 F1、F2、F3、F4。 活体运回后保

存在- 80 益下保存备用。
1. 2摇 实验方法

1. 2. 1摇 基因组 DNA 的提取与检测

用常规的苯酚 /氯仿 /异戊醇法[18]抽提 DNA,F1、F2、F3、F4分别提取 36 个 DNA 样品,挑选质量好的 DNA 将

浓度稀释至 50 ng / 滋L, 置于-20 益保存备用。
1. 2. 2摇 PCR 扩增

引物来源:前 6 条引物为本实验室开发获得[19];后 6 条引物为 Yasuda N 等[20]开发所得。
PCR 反应体系: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 0. 2滋L,上、下游引物各

1滋L,dNTP 混合物 0. 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;50—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。

0024 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇
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扩增产物的检测:PCR 产物在 8%非变性聚丙烯凝胶下电泳,160 V 恒压 3 h。 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。

表 1摇 微卫星标记核心序列、引物序列及其退火温度

Table 1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 sequences(5忆寅3忆)

核心序列
Core sequences

PCR 片段长度 / bp
fragment length

退火温度
Tm / 益

Rp鄄03 AM873616

Rp鄄05 AM872674

Rp鄄07 AM874000

Rp鄄08 AM873997

Rp鄄11 AM873203

Rp鄄12 AM875824

Asari16 AB257421

Asari24 AB257423

Asari54 AB257426

Asari55 AB257427

Asari62 AB257428

Asari 64 AB257429

F: 5忆 CCGCTGTGAGGAGACCAA 3忆
R: 5忆 CCGCCTATGTGACAAAATGA 3忆
F: 5忆 GGATCATAGCGTTGTTTG 3忆
R: 5忆 TAGTATTTCTCCGCCACC 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 CAAATGAAGTTGGGAAGT 3忆
R: 5忆 GCCTGGCTAAATAAGTAA 3忆
F: 5忆 TTTATTTACCAACGCTCCT 3忆
R: 5忆 TCCCCTATTTTCCATTCA 3忆
F: 5忆 GCTCGAGTCTGATTGGCTACTTGAA 3忆
R: 5忆 GGTATCTAGTCAGCTCTTGCAGTA 3忆
F: 5忆 CCTACGACATGTGGGTTATTT 3忆
R: 5忆 TGTTTTACCTGTCCATCATTCA 3忆
F: 5忆 AACGTCTTTTAATCATGGATGTGAA 3忆
R: 5忆CCATATATCATATCATGATATCATCTCTAGA 3忆
F: 5忆 TGGCTTTGTCAATTGTGTATTGTG 3忆
R: 5忆 GACAAATTGGCTTTATTTGGAGG 3忆
F: 5忆 AGTTGTACAGCAGCTCAGCAT 3忆
R: 5忆 CAAATAACTAAACATTTTCAGACTGC 3忆
F: 5忆 GTATCTGAATGGGTTGTTATTGTGAA 3忆
R: 5忆 GCAAAATCATTTCGTTTGATGC 3忆

(TTG)6 170-213 58

(AC)5 101-138 54

(AT)7 119-151 51

(AT)7 146-181 54

(TA)5 195-273 50

(AT)5 193-238 50

(CT)12 151-174 55

(GT)5
CT(GT)3 147-186 55

(CT)9 212-246 55

A9GCGTT(CTT)8 184-223 55

(CT)7C3(CT)5
(GA)3 196-272 55

(CT)12C2(GA)12 112-149 55

摇 摇 F:上游引物; R:下游引物

1. 3 摇 数据统计与分析

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-Pro Analyzer 4. 0 根据标准 Marker
(大连 100)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。 计算 4
个世代每个标记位点的多态信息含量(Polymorphism information content,PIC) [21],以及各个样本的等位基因数

(Na)、有效等位基因数(Ne) [22]、观察杂合度(Ho)和预期杂合度(He) [23] 等以及 F is、Fst值的 F鄄分析和基于基

因型的 P 值[24]等参数,进行遗传多样性分析。 并计算群体间的遗传相似性系数、遗传距离和遗传分化系数。
具体参数的计算方法如下:

群体多态位点比例摇 P=多态位点总数 /位点总数

多态信息含量摇 PIC = 2移
n-1

i = 1
移

n

j = i+1
P iP j(1 - P iP j) , P i

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

有效等位基因数摇 Ne = 1 /移
n

i = 1
P i

2

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

期望杂合度摇 He = 1 - 移P i
2

式中, P i 为该位点上第 i 个等位基因的频率。

1024摇 15 期 摇 摇 摇 虞志飞摇 等:菲律宾蛤仔大连群体不同世代的遗传多样性 摇
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群体间的相似性指数摇 I = 移(X iYi) / {移 (X i) 2移 (Yi) 2}
1 / 2

式中, X i 、 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
固定指数( F is ) F is = 1 - (Ho / He)
F鄄统计量( Fst ) Fst = 滓2P / P(1 - P)
式中,P 为某等位基因在整个群体中的平均频率; 滓2P 为该等位基因在分群体之间的方差。

2摇 结果

2. 1摇 PCR 扩增结果

从随机挑选的 22 对菲律宾蛤仔微卫星引物中筛选出 12 对有效扩增引物(表 1)。 用 8%非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳检测,得到清晰谱带。 图 1 为位点 Rp鄄11 对 F1—F44 个世代的扩增结果。
200

200

200

200
100

100

F4

F3

F2

F1

100

100

图 1摇 微卫星位点 Rp鄄11 在 4 个世代中的扩增结果

Fig. 1摇 Expansion results of microsatellite loci Rp鄄11 in 4 generations of Manila clam

2. 2摇 各个基因位点的遗传多态性

对菲律宾蛤仔 4 个世代进行了 12 个多态位点的 PCR 扩增,共得到 121 个等位基因。 每个位点得到的等

位基因数从 2—6 个不等,产物片段长度在 101—273 bp 之间。 各个位点的 PIC 值为 0. 1948—0. 7183。 4 个世

代的平均观测杂合度分别为 0. 3786、0. 3391、0. 3860、0. 3574。 通过计算基因型的 P 值检验,4 个世代的

Hardy鄄Weinberg 平衡偏离常数均发生了不同程度的偏离,结果见表 2,偏离极其显著的群体位点用＊表示。 对

4 个世代、12 个多态位点进行 Hardy鄄Weinberg 平衡检测,发现检测的 48 个数据(4 个世代伊12 个位点)中,有
27 个偏离遗传平衡状态。
2. 3摇 世代间遗传变异与分化

除位点 Asari24 外,其余 11 个多态位点近交系数 F is值均为正值,表明 4 个世代的近交程度比较严重。 世

代间各位点遗传分化(Fst)值在 0. 0338—0. 2136 之间,显著性检验表明,4 个世代在 12 个多态位点表现出显

著的遗传分化。 从 F鄄检验的数据来看,4 个世代内有 2 个位点遗传分化较弱,8 个位点遗传分化中等,2 个位

点遗传分化较大(表 3);配对比较 Fst值(0. 05<Fst<0. 15)表明 4 个世代间遗传分化程度中等(表 4)。 另外,对
F is值的计算表明,有 7 个群体位点杂合子处于过剩状态,对整个世代而言,除位点 Asari24 外,其余各位点均

表现为一定程度的杂合子缺失。
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表 3摇 菲律宾蛤仔 4 个世代 12 个微卫星位点的 F鄄检验

Table 3摇 F鄄statistics for 4 generations of Manila clam at 12 microsatellite loci

位点
Loci

近交系数 Fis

世代 1
F1

世代 2
F2

世代 3
F3

世代 4
F4

近交系数 Fis

4 个世代
4 generations

F鄄统计量 Fst

4 个世代
4 generations

Rp鄄03 0. 6461 0. 5444 0. 5135 0. 1589 0. 4516 0. 0581
Rp鄄05 0. 7649 1. 0000 0. 7143 0. 9471 0. 8668 0. 1406
Rp鄄07 0. 0109 -0. 0834 0. 1388 0. 5386 0. 1694 0. 0481
Rp鄄08 0. 5546 0. 2862 0. 2482 0. 8043 0. 5194 0. 2136
Rp鄄11 0. 6580 0. 4154 0. 2536 0. 5339 0. 4792 0. 0580
Rp鄄12 0. 1800 0. 7641 0. 4965 0. 5101 0. 4871 0. 1425
Asari16 0. 0423 -0. 1189 0. 1688 0. 3096 0. 1049 0. 0669
Asari24 0. 0357 -0. 1803 -0. 2095 -0. 1447 -0. 1254 0. 0338
Asari54 0. 5780 1. 0000 0. 5716 0. 2141 0. 4713 0. 0661
Asari55 0. 6303 0. 5445 0. 4127 0. 8494 0. 5933 0. 1273
Asari64 0. 1860 0. 1404 -0. 1636 -0. 1208 0. 0193 0. 1785

采用 Nei[23]的方法计算世代间的相似性系数和遗传距离(表 5)。 随着选育的进行,F1与后续世代的遗传

相似性逐渐减小(0. 8203—0. 8107—0. 8031),遗传距离逐渐增大(0. 1918—0. 2099—0. 2129)。 不同世代间

的遗传相似性系数为 0. 7873—0. 8685,遗传距离为 0. 141—0. 2391。 结果都表明 4 个世代间的遗传分化程度

不高。
摇 表 4摇 菲律宾蛤仔不同世代间 12 个微卫星位点

配对比较的 Fst值

Table 4摇 Comparison on Pairwise Fst values of Manila clam among

different generations at 12 microsatellite loci
世代 Generations F1 F2 F3 F4

F1 —
F2 0. 0718 —
F3 0. 0725 0. 0971 —
F4 0. 0624 0. 0565 0. 0654 —

摇 表 5 摇 F1—F4群体的 Nei 氏遗传距离(下三角)及遗传相似性系数

(上三角)

Table 5 摇 Nei忆 s genetic distance ( below ) and genetic identity

(above) between the F1—F4

世代 Pop ID F1 F2 F3 F4

F1 **** 0. 8203 0. 8107 0. 8031
F2 0. 1918 **** 0. 7873 0. 8685
F3 0. 2099 0. 2391 **** 0. 8371
F4 0. 2129 0. 1410 0. 1778 ****

3摇 讨论

3. 1摇 微卫星位点的高度多态性

菲律宾蛤仔选育基础群体 F1为大连石河近海的野生蛤仔,从 2006 年起,开始按照 10%的选择强度,进行

上选,每个世代选择周期为 1,连续上选的 3 个世代依次为 F2、F3、F4,因此对其各个世代进行遗传结构分析,
了解各世代间的遗传变化,对下一步制定育种策略具有很重要的意义。 目前,已有不少利用微卫星标记对世

代群体进行研究的报道[25鄄30]。 本研究中,选用的微卫星位点在 F1世代的多态性含量在 0. 2859—0. 7135,平均

为 0. 566。 每个位点的等位基因在 2—6 之间,平均等位基因数为 4. 5833。 具有较高的多态性水平。 根据

Barker[31]观点,带有 4 个或 4 个以上等位基因的微卫星位点才能很好的进行物种遗传多样性评估。 这说明这

12 对微卫星标记能很好的用于本研究。
在本研究中,每个位点的有效等位基因数从 1. 0571 到 4. 1013,与李旭光等[15]利用同工酶方法检测得到

的有效等位基因数为 1. 4891—1. 6325 相比是比较多的。 4 个世代的平均杂合度分别为 0. 3786、0. 3391、
0郾 3860、0. 3574。 也比同工酶所报道的高。 与同工酶等技术相比,微卫星位点的高度多态性,以及遗传标记以

孟德尔方式共显性遗传等优点,决定了 SSR 标记被广泛应用于生物学研究的各个领域,尤其在亲缘关系相近

或地理位置相近群体的分子标记辅助育种中进行家系确定等起到非常重要的作用[32鄄34]。
3. 2摇 世代内的遗传多样性

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[35鄄37]。 本研究的 4 个世代的平均观测杂合

度和期望杂合度分别为 0. 3391—0. 3860、0. 5042—0. 6274;从等位基因数来看,位点的基因型数为 2—15,而
各世代每个位点的等位基因数从 2—6 个不等,与闫喜武等[19]研究 3 个地理群体蛤仔的平均观测和期望杂合
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度(0. 2383—0. 4387 和 0. 5526—0. 6488)、位点的基因型数(3—17 个)相比,结果相差不大。 与 Yasuda N
等[20]的蛤仔群体中 Ho =0. 136—0. 909,He =0. 553—0. 954 的结果亦相差不大。 表明 4 个世代的遗传多样性

较高且群体内差异不显著。
世代内 85%近交系数 F is值为正值,说明世代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被报道[35鄄37]。 4 个世代均有不同程度的杂合子缺失,通过 Hardy鄄
Weinberg 平衡检验,发现在世代内杂合子过剩的微卫星位点偏离 Hardy鄄Weinberg 平衡。 Ball 等[38] 发现哑等

位基因的存在可能是杂合子缺失现象不可缺少的因素之一。
3. 3摇 世代间的遗传与分化

从本研究的结果看,人工选育对选育群体的遗传结构产生显著的影响,世代总遗传分化指数为 0. 103,根
据 Wright[34]对遗传分化指数的界定,Fst值在 0—0. 05 之间,群体遗传分化较弱;0. 05—0. 15 之间,群体遗传分

化中等;0. 15—0. 25 之间,表示群体遗传分化较大;当 Fst值大于 0. 25 时,表示分化极大。 表明所有世代遗传

分属于中等分化水平。 F4相对于 F1世代而言,等位基因数,平均观测杂合度等均有所下降,表明随着选育的

进行,世代的遗传基础趋向纯化。 本研究结果表明,世代间处于中等分化水平(0. 05<Fst<0. 15);对 4 个世代

间遗传距离和遗传相似性的计算结果显示,随着选育的进行,F1与 F2、F3、F4的遗传距离逐渐增大(0. 1918—
0郾 2129),遗传相似性逐渐缩小(0. 8203—0. 8031)。 表明随着选育的进行,选择压力在一定程度上改变了选

育群体的遗传结构,群体的遗传结构逐步趋向稳定。
本研究中所用样品均为野生型蛤仔后代,具有较高的遗传多样性,是开展品种培育的优良材料。 每代都

是从上一代中按照 10%选择强度繁育而来,故选育后代在生长性状方面有着优良的表现。 经连续上选的 F4

世代遗传多样性仍然较高,说明还具有一定得选育潜力。 以往的部分研究表明,选择是有极限的;但还有一部

分研究认为选择是无极限的,因为上选群体的个体在生长过程中,存在着遗传变异,本文研究结果支持后者。
因此,还可在此基础之上,进一步上选其生长性能,为蛤仔快速生长核心品系的开发提供理论基础。
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