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利用线粒体 ＣＯＩ 和微卫星标记分析文蛤 ７ 个地理群体
的遗传变异

李宏俊１， 张晶晶１，２， 袁秀堂１，∗， 张安国３，柳圭泽１，邵魁双１
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摘要：利用线粒体细胞色素氧化酶亚基 Ｉ（ＣＯＩ）和微卫星标记分析了文蛤 ７ 个地理群体（朝鲜新义州，辽宁丹东、蛤蜊岗和盘山，
山东东营，江苏如东和启东）的遗传多样性和群体分化。 ＰＣＲ 扩增获得 １４２ 条 ６０２ ｂｐ 的 ＣＯＩ 核苷酸片段，比对到 １３ 个变异位

点，包括 １１ 个转换和 ２ 个颠换，定义了 ２２ 个单倍型，共享单倍型 １２ 个，新义州、丹东和启东群体分别拥有特有单倍型。 单倍型

多样性最高的是如东群体（ｈ＝ ０．９００），最低的是东营群体（ｈ＝ ０．６００）；核苷酸多样性最高的是丹东群体（π＝ ０．００３５０），最低的是

蛤蜊岗群体（π＝ ０．００１１５）。 基于 ＣＯＩ 数据的 Ｆｕ′ｓ Ｆｓ 中性检验和核苷酸不配对分析揭示文蛤种群历史上曾经历过群体扩张事

件。 分子变异分析（ＡＭＯＶＡ）表明，群体内遗传变异占 ７１．６４％，群体间遗传变异占 ２８．３６％，群体间发生显著的遗传分化（Ｐ＜
０．０５）。 ７ 个微卫星标记扩增 ２８０ 个个体共获得 ５４ 个等位基因，平均等位基因数为 ７．７ 个，平均观测杂合度和期望杂合度分别

为 ０．３８７８ 和 ０．７９９６。 江苏群体具有较高的遗传多样性，但 ７ 个群体间遗传多样性不存在显著差异（Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验， Ｐ＞
０．０５）。 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检验结果显示 ４９ 个群体⁃位点组合中有 １８ 个偏离平衡（Ｐ＜０．０５），表现为杂合子缺失。 单倍型邻接

（ＮＪ）树显示聚类未展示地域性特色，但某几个同一或者相近地理群体的单倍型具有聚类现象（如东和启东部分单倍型出现地

理聚类）。 依据群体间遗传距离以 Ｋｉｍｕｒａ ２⁃ｐａｒａｍｅｔｅｒ 为模型建立 ＵＰＧＭＡ 系统发育树，显示丹东群体和江苏的如东和启东群

体聚为一支，暗示江苏苗种的异地养殖已经污染丹东文蛤的遗传背景。
关键词：文蛤；群体遗传变异；细胞色素氧化酶亚基 Ｉ；微卫星；增殖放流
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Ｒｕｄｏｎｇ ａｎｄ Ｑｉｄｏｎｇ ｓｈｏｗｉｎｇ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ） ． Ｔｈｅ ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎ （ ＵＰＧＭＡ）
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｄａｎｄｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｇｒｏｕｐｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｊｉａｎｇｓｕ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ Ｊｉａｎｇｓｕ ｃｌａｍ ｓｅｅｄ ｈａｓ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｏｆ ｔｈｅ Ｄａｎｄｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔ
ｔｈｅ ｎｅｅｄ ｔｏ ｍｏｎｉｔｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｊｕｖｅｎｉｌｅｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｍｅｒｅｔｒｉｘ ｍｅｒｅｔｒｉｘ； ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ； ＣＯＩ； ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ； ｓｔｏｃｋ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ

文蛤（Ｍｅｒｅｔｒｉｘ ｍｅｒｅｔｒｉｘ）是我国重要的滩涂经济贝类，在我国辽宁辽河口、山东蓬莱湾、江苏南部和广西北

部湾等地广泛分布［１］。 近年来，我国文蛤养殖业发展迅速，但苗种供应制约产业发展［２］，大规模苗种异地养

殖造成我国文蛤种质遗传背景混杂［３］。 产业发展初期，文蛤养殖苗种依赖于采捕天然苗种，而近年来受围填

海工程和环境污染等因素影响，我国野生文蛤资源严重衰退［２］。 为遏制我国野生文蛤资源衰退趋势，基于文

蛤增殖放流方式的资源恢复势在必行，但由于我国文蛤地理群体的遗传背景模糊，放流群体对当地野生资源

的负面影响无法评估，因此开展文蛤不同地理种群的分子遗传学研究，对我国文蛤种质资源的修复和保护具

有重要意义。
细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基 Ｉ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｏｘｉｄａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｉ， ＣＯＩ）来源于线粒体 ＤＮＡ，基因变异大、进化速率

快，在贝类分子系统发生［４⁃６］和种群遗传结构分析［７⁃９］等领域应用广泛。 微卫星（Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ）来源于核基因

组，是由 １—６ 个碱基重复单位首尾相连组成的串联重复序列，微卫星标记具有数量多、分布广、共显性遗传和

多态信息含量高等特点，被广泛应用于群体遗传分析［１０⁃１１］、亲缘关系鉴定［１２］ 和遗传连锁图谱构建［１３⁃１５］ 等研

究中。 考虑到增殖放流文蛤苗种的可操作性，应尽可能选择地理距离近的群体放流，本研究聚焦于我国北方

文蛤群体，以朝鲜群体作为参照，利用线粒体 ＣＯＩ 和微卫星 ２ 种标记分析了我国北方 ６ 个文蛤地理群体和 １
个朝鲜群体的遗传多样性和群体分化，以期为我国文蛤种质资源保护和修复提供理论指导。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集和 ＤＮＡ 提取

本研究所用文蛤来源于 ７ 个地理群体，分别采自朝鲜新义州，辽宁丹东、蛤蜊岗和盘山，山东东营，江苏如

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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东和启东（图 １），每个地点随机采集 ４０ 个样本，活体解剖取闭壳肌，保存于 ８０％酒精中，用于 ＤＮＡ 提取。 采

用常规酚 ／氯仿 ／异戊醇法提取基因组 ＤＮＡ，利用 １％的琼脂糖电泳和紫外分光光度计进行定量，无菌超纯水

稀释至 ５０ ｎｇ ／ μＬ 备用。

图 １　 本研究文蛤地理群体采集点矢量图

　 Ｆｉｇ． １ 　 Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈａｒｄ ｃｌａｍ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

１．２　 线粒体 ＣＯＩ 序列扩增

文蛤线粒体 ＣＯＩ 引物来源于通用引物 ＬＣＯ１４９０ 和

ＨＣＯ２１９８［１６］，为了提高扩增效率，稍加改动，上游序列

为 ＭｍＣＯＩＦ： ＴＴＴＡＧＴＡＣＴＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧ，下游

序列为ＭｍＣＯＩＲ： ＴＡＣＡＣＴＴＣＡＧＧＡＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ。
ＰＣＲ 反应体系为 ２５．０ μＬ，内含 １０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２．５ μＬ
（含 Ｍｇ２＋２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），正、反向引物各 １．０ μＬ（１０ μｍｏｌ ／
Ｌ），ｄＮＴＰ １．５ μＬ（各含 ２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），Ｔａｑ 酶 １ Ｕ，模板

１．０ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序为 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，９４ ℃变

性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ｍｉｎ，反应 ３５ 个循环

后，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳

检测后，切胶，送上海生工进行 ＰＣＲ 产物测序。
１．３　 微卫星标记

查阅已发表文蛤微卫星引物文献［１７⁃１８］，筛选多态

性高、扩增效果好的 ７ 个微卫星标记用于群体遗传分

析，其引物序列、等位基因数、等位基因大小、重复单元

和 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号等信息见表 １。 ＰＣＲ 反应体系为 １５
μＬ，内含 １０×ｂｕｆｆｅｒ １．５ μＬ（含 Ｍｇ２＋ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），正、反
引物各 ０． ５ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），ｄＮＴＰ １． ０ μＬ（各含 ２． ５
ｍｏｌ ／ Ｌ），Ｔａｑ 酶 ０．５ Ｕ，模板 １．０ μＬ。 ＰＣＲ 程序为 ９４ ℃
预变性 ５ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ３０ ｓ，最适退火温度复性 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，反应 ３５ 个循环后，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。
微卫星标记 ＰＣＲ 产物经 １０％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，３００ Ｖ 恒电压 １．５ ｈ，紫外灯拍照。

表 １　 本研究中所用 ７ 个微卫星标记引物序列、等位基因数、有效等位基因数、等位基因大小、近交系数、重复单元和 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ａｌｌｅｌｅ ｎｕｍｂｅｒ， ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅ ｎｕｍｂｅｒ， ａｌｌｅｌｅ ｓｉｚｅ， ＦＩＳ， ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ ａｎｄ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｖｅｎ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

位点
Ｌｏｃｕｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

等位基因数
Ｎｏ． ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ

有效等位基因数
Ｎｏ． ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅｓ

等位基因大小（ｂｐ）
Ａｌｌｅｌｅ ｓｉｚｅ （ｂｐ）

近交系数
ＦＩＳ

重复单元
Ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ｎｕｍｂｅｒ

Ｍｍ３８ Ｆ：ＣＴＴＣＡＴＣＴＡＴＧＣＴＴＴＣＧＴＡＴＴＣＧ
Ｒ：ＣＴＧＣＴＧＧＣＴＡＴＧＡＡＴＣＡＡＧＴＧ ５ ４．５２８９ １５５—１６８ ０．３５５２ （ＴＣＡ） ｎ ＪＩ２６６０３６

Ｍｍ１４ Ｆ：ＡＧＣＣＡＴＴＡＧＴＴＴＴＴＣＴＴＧＣＣ
Ｒ：ＣＴＴＧＧＴＡＧＡＧＧＴＣＣＡＧＴＡＧＧＴ ６ ５．３２９４ ２００—２３０ ０．６７１９ （ＧＴＣＣ） ｎ ＪＩ２６６２６６

ＭＭ８１０５ Ｆ：ＡＧＴＴＧＣＣＴＴＧＡＡＧＴＡＡＡＧＴＣＣ
Ｒ：ＣＡＴＧＡＴＣＡＡＴＣＡＴＴＧＧＴＴＡＣＡ ８ ６．１ ３６４ １３５—１６４ ０．５９９８ （ＴＧＡＴ） ｎ ＪＩ２６５６６９

ＭＭ５３５８ Ｆ：ＴＴＣＴＡＣＴＧＡＣＣＴＡＡＧＣＴＧＣＴＧ
Ｒ：ＣＣＡＴＡＴＧＴＧＴＣＡＴＴＧＧＡＡＧＴＴ ９ ６．９１７６ ９１—１７０ ０．７１５７ （ＡＡＴＣ） ｎ ＪＩ２６２９３３

ＭＭ１２７３６ Ｆ：ＧＴＣＡＧＣＧＡＡＧＡＴＴＴＴＡＡＣＡＡＡ
Ｒ：ＴＣＡＴＣＡＴＣＴＴＣＡＡＣＴＣＡＣＣＡＴ １０ ７．３６１８ １１４—１７２ ０．４３７３ （ＴＧＡ） ｎ ＪＩ２７０２６７

ＭＭ３９２３ Ｆ：ＴＴＴＴＣＧＴＣＴＴＡＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡ
Ｒ：ＧＴＴＴＧＴＧＡＡＡＴＡＧＴＧＣＴＣＴＧＣ ７ ６．４５９８ ７８—１５７ ０．２９９５ （ＡＡＴＣ） ｎ ＪＩ２６１５１０

ＭＭ２６７１５ Ｆ：ＡＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣＡＡＣＴＣＡＣＣ
Ｒ：ＧＴＣＡＧＣＧＡＡＧＡＴＴＴＴＡＡＣＡＡＡ ９ ６．４７００ １１８—１８８ ０．３３８６ （ＡＴＣ） ｎ ＪＩ２８４１８０

３　 ２ 期 　 　 　 李宏俊　 等：利用线粒体 ＣＯＩ 和微卫星标记分析文蛤 ７ 个地理群体的遗传变异 　
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１．４　 数据统计与分析

利用 Ｍｅｇａ ４．０［１９］对 ＣＯＩ 序列进行对位排列，结合人工核查，利用 ＤＮＡＳＰ ［２０］统计单倍型，计算每个群体的

单倍型多样性（ｈ）和核苷酸多样性（π）。 利用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ ３．５［２１］计算群体分化指数（Ｆｓｔ），分析群体内和群体间

的分子方差（Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｖａｒｉａｎｃｅ， ＡＭＯＶＡ），并进行 Ｆｕ ｓ` Ｆｓ 检验和核苷酸不配对分布分析。 利用

ＴＣＳ １．２１［２２］构建单倍型网络图，以 Ｋｉｍｕｒａ ２⁃ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型分别建立单倍型 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）进化树以及

７ 个群体的 Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｐａｉｒ Ｇｒｏｕｐ Ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ Ａｒｉｔｈｍａｔｉｃ Ｍｅａｎ（ＵＰＧＭＡ）系统进化树，利用 Ｇｅｏｄｉｓ ２．６［２３］检测

单倍型与地理学特征的相关性。
借助 Ｇｅｌ⁃Ｐｒｏ（Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ， ＵＳＡ）统计微卫星标记基因型，利用 ＦＳＴＡＴ［２４］统计微卫星位点的等位基

因数、有效等位基因数、近交系数（ＦＩＳ）、观测杂合度（Ｈｏ）和期望杂合度（Ｈｅ），利用非参数分析（Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ

ｔｅｓｔ）检验群体间差异显著性。 利用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ 计算群体分化指数（ＦＳＴ），用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ［２５］法对多重比较的显著水

平进行校正。 利用 ＭＩＣＲＯ⁃ＣＨＥＣＫＥＲ［２６］检测无效等位基因概率。 采用马尔科夫链（Ｍａｒｋｏｖ Ｃｈａｉｎ）方法进行

Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检验。

２　 结果

２．１　 群体内遗传变异

对 ７ 个文蛤地理群体的总 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增，获得特异性的 ＣＯＩ 基因片段，经 Ｍｅｇａ 同源排序，去除部

分端部序列，获得 １４２ 条 ６０２ｂｐ 的 ＣＯＩ 基因片段，经 ＢＬＡＳＴ 比对分析，确认所得片段为 ＣＯＩ 序列。 序列组成

显示平均 Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ 碱基含量分别为 ２１．２％、４５．３％、１９．４％、１４．１％，Ａ＋Ｔ 含量大于 Ｇ＋Ｃ 的含量，具有明显的碱

基组成偏倚性。 ６０２ｂｐ 的片段共鉴定出 １３ 个变异位点（占位点总数的 ２．１６％），包括 １１ 个转换和 ２ 个颠换，
没有插入和缺失突变，共检测出 ２２ 个单倍型（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：ＫＪ６５７７４６⁃ＫＪ６５７７４９，ＫＪ６５７７５２⁃ＫＪ６５７７６９），共
享单倍型 １２ 个，占总数的 ５４．５％，Ｈａｐ０１ 被 ３ 个群体共享（朝鲜蛤蜊岗、和盘山），Ｈａｐ０２ 被 ６ 个群体共享（朝
鲜、丹东、蛤蜊岗、盘山、如东和启东），Ｈａｐ０３ 被 ５ 个群体共享（蛤蜊岗、盘山、东营、如东和启东），Ｈａｐ０４ 被 ５
个群体共享（朝鲜、东营、盘山、蛤蜊岗和如东），Ｈａｐ０５ 被 ２ 个群体共享（朝鲜和盘山），Ｈａｐ０６ 被 ３ 个群体共享

（丹东、如东和启东），Ｈａｐ０８ 被 ４ 个群体共享（朝鲜、丹东、如东和启东），Ｈａｐ１３ 被 ３ 个群体共享（朝鲜、盘山

和东营），Ｈａｐ１４、Ｈａｐ１５、Ｈａｐ１６ 和 Ｈａｐ１７ 分别都被 ２ 个群体共享（启东和如东）。 Ｈａｐ０７ 和 Ｈａｐ１２ 是新义州特

有单倍型，Ｈａｐ０９、Ｈａｐ１０ 和 Ｈａｐ１１ 是丹东特有单倍型，Ｈａｐ１８、Ｈａｐ１９、Ｈａｐ２０、Ｈａｐ２１ 和 Ｈａｐ２２ 是启东特有单倍

表 ２　 基于 ＣＯＩ和微卫星标记的文蛤 ７ 个群体的遗传学参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｆｏｒ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｏｘｉｄａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ （ＣＯＩ） ｇｅｎｅ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｓｅｖｅｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈａｒｄ

ｃｌａｍ， Ｍｅｒｅｔｒｉｘ ｍｅｒｅｔｒｉｘ

种群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

细胞色素氧化酶亚基 Ｉ
ＣＯＩ

微卫星
Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ

ｎｐ ｎｈ ｈ π Ｎａ Ｈｏ Ｈｅ

新义州 ７ ７ ０．８１０±０．０７０ ０．００２４９±０．０００６０ ７．７ ０．４４２９ ０．８１０８

丹东 ８ ６ ０．８０３±０．０９６ ０．００３５０±０．０００９５ ７．６ ０．４７５ ０．８２２８

蛤蜊岗 ３ ４ ０．６０３±０．１３１ ０．００１１５±０．０００３２ ７．３ ０．３０３６ ０．７９３６

盘山 ４ ８ ０．７４８±０．０５３ ０．００１８０±０．０００２３ ７．１ ０．２９６４ ０．７４１３

东营 ３ ４ ０．６００±０．１５４ ０．００１６９±０．０００５５ ７．３ ０．３８５７ ０．７９８９

如东 ７ ９ ０．９００±０．０３９ ０．００３０８±０．０００４２ ７．７ ０．３７５ ０．８１０７

启东 ９ １３ ０．８７５±０．０４６ ０．００２９９±０．０００３９ ７．７ ０．４３５７ ０．８１８８

总体 ／ 平均
Ｔｏｔａｌ ／ Ａｖｅｒａｇｅ １４ ２４ ０．７６３ ０．００２３９ ７．４ ０．３８７８ ０．７９９６

　 　 ｎｐ：多态位点数 ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｉｔｅｓ；ｎｈ：单倍型数 ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ；ｈ：单倍型多样性 ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ；π：核苷酸多样性 ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ；Ｎａ：等位基因数 ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ；Ｈｏ：观测杂合度 ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；Ｈｅ：期望杂合度 ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ
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型。 文蛤 ７ 个地理群体的遗传学参数见表 ２，平均单倍型及核苷酸多样性处于中等水平（ ｈ＝ ０．８８６，π ＝
０．００３１４）。 单倍型多样性最高的是如东群体（ｈ ＝ ０．９００），最低的是东营群体（ｈ ＝ ０．６００）；核苷酸多样性最高

的是丹东群体（π＝ ０．００３５０），最低的是蛤蜊岗群体（π ＝ ０．００１１５）。 总体来说，来自江苏的两个群体显示出较

高的遗传多样性。

　 表 ３　 基于 ＣＯＩ序列的文蛤 ７ 个群体的选择中性检验和核苷酸不配

对分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｍｉｓｍａｔｃｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ ７ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈａｒｄ ｃｌａｍ （ Ｍｅｒｅｔｒｉｘ ｍｅｒｅｔｒｉｘ ） ｂａｓｅｄ ｏｎ

ＣＯＩ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

群体
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

Ｆｕ ｓ`Ｆｓ 检验（Ｐ）
Ｆｕ ｓ`Ｆｓ ｔｅｓｔ （Ｐ）

平方离差之和（Ｐ）
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ（Ｐ）

新义州 －２．３５６４９（０．０４１∗） １．３９２５８（０．０１４∗）

丹东 －１．１９５２７（０．１９５） ０．２４９９７（０．０２０∗）

蛤蜊岗 －１．３０７３３（０．０６７） ０．０２７１７（０．１００）

盘山 －１．４５３５５（０．１６２） ０．０１５７８（０．１００）

东营 －０．７００５６（０．１８８） ０．００２２２（０．９５０）

如东 －３．６４４８３（０．０１１∗） ０．００７９６（０．４４０）

启东 －７．４８７４５（０．０００∗） ０．００４１７（０．３６０）

平均
Ａｖｅｒａｇｅ

－１１．９７０６３（０．０００∗） ０．００３１４（０．０８２９）

　 　 　 ∗表示差异显著 Ｐ＜０．０５

中性检验结果显示，平均 Ｆｕ ｓ` Ｆｓ 值为－１１．９７０６３（Ｐ
＜０．０５）（表 ３），Ｆｕ ｓ` Ｆｓ 值达到显著水平，表明文蛤偏离

中性选择，曾经历群体扩张事件。 核苷酸不配对分布分

析的结果表明，文蛤观测到的核苷酸不配对分布呈单峰

类型，符合群体扩张模型下的预期分布（图 ２）。 基于观

测值和模拟值间的拟合优度检验结果显示，平方离差之

和（Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ，ＳＳＤ）较小，且统计检验不

显著（Ｐ＞０．０５），表明观测值与模拟值拟合程度较好，符
合群体扩张模型，与中性检验结果一致。

文蛤线粒体 ＣＯＩ 单倍型网络图（图 ３Ａ）显示绝大

部分单倍型之间只保留 １ 步变异， 仅少数单倍型之间

（Ｈａｐ０６ → Ｈａｐ１２、 Ｈａｐ０６ → Ｈａｐ１６、 Ｈａｐ１２ → Ｈａｐ１０ 和

Ｈａｐ２１→Ｈａｐ１１）保留 ２ 步变异。 启东拥有 １３ 种单倍

型，如东拥有 ９ 种单倍型，新义州拥有 ８ 种单倍型，盘山

拥有 ６ 种单倍型，丹东拥有 ６ 种单倍型，蛤蜊岗拥有 ４

　 图 ２　 文蛤线粒体细胞色素氧化酶亚基 Ｉ（ＣＯＩ）单倍型的核苷酸

不配对分布

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｍｉｓｍａｔｃｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｍｅｒｅｔｒｉｘ ｍｅｒｅｔｒｉｘ
ＣＯＩ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

种单倍型，东营拥有 ３ 种单倍型。 如东群体的单倍型大

部分和启东相同，仅 Ｈａｐ０４ 是如东特有单倍型，推测如

东和启东的遗传背景相似。 基于 Ｋｉｍｕｒａ 双参数模型建

立的 ＮＪ（图 ３ Ｂ）聚类图显示单倍型聚类并未完全展示

地域性特色，但是对于某几个同一或者相近地理群体的

单倍型具有聚类现象（如 Ｈａｐ０９、Ｈａｐ１０、Ｈａｐ１４）。
７ 个微卫星标记共检测到 ５４ 个等位基因，每个位

点的等位基因数从 ５—１０ 个不等，平均等位基因数为

７．７个。 在所有微卫星位点中，ＭＭ１２７３６ 的等位基因数

最多（１０ 个），Ｍｍ３８ 的等位基因数最少（５ 个） （表 １）；
朝鲜新义州和江苏如东、启东群体的平均等位基因数最

多（Ｎａ ＝ ７．７），盘山群体的平均等位基因数最少（Ｎａ ＝ ７．１）；丹东群体的平均观测杂合度最高（Ｈｏ ＝ ０．４７５０），盘
山群体的平均观测杂合度最低（Ｈｏ ＝ ０．２９６４）。 总体上，７ 个群体均具有较高的微卫星遗传多样性，７ 个群体平

均等位基因数（Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ ｔｅｓｔ， Ｐ ＝ ０．９５１）和观测杂合度（Ｐ ＝ ０．５９２）不存在显著差异。 在 ４９ 组群体位点

组合中（７ 群体×７ 位点），有 １８ 个组合由于杂合子缺失偏离 ＨＷＥ 平衡（Ｐ＜０．０５）。 利用 ＭＩＣＲＯ⁃ＣＨＥＣＫＥＲ 检

验微卫星位点的无效等位基因概率，结果表明偏离 ＨＷＥ 平衡的位点在不同群体中均存在无效等位基因，表
现为杂合子缺失，但未检测到微卫星 ＰＣＲ 扩增过程中易出现的“影子带”和大片段等位基因丢失现象。
２．２　 群体间遗传变异

文蛤 ７ 个群体 ＣＯＩ 序列的分子变异分析（ＡＭＯＶＡ）结果见表 ４，群体间的遗传分化系数 ＦＳＴ为 ０．２８３６０（Ｐ＜

０．０５），表明在整个遗传变异中群体间遗传变异占 ２８．３６％，群体内遗传变异占 ７１．６４％，群体内的遗传变异大

于群体间，群体间发生显著的遗传分化（Ｐ＜０．０５）。 文蛤 ＣＯＩ 群体间 ＦＳＴ的显著性检验结果见表 ５，两两群体间

ＦＳＴ介于 ０．００７１４—０．４５３９０ 之间， 只有丹东和如东（ＦＳＴ ＝ －０．００７１４）、新义州和盘山（ＦＳＴ ＝ ０．０１０１８）、启东和如

５　 ２ 期 　 　 　 李宏俊　 等：利用线粒体 ＣＯＩ 和微卫星标记分析文蛤 ７ 个地理群体的遗传变异 　
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图 ３　 文蛤 ＣＯＩ基因单倍型网络图（Ａ）和 ＮＪ 系统树（Ｂ），外群毛蚶（Ｓｃａｐｈａｒｃａ ｓｕｂｃｒｅｎａｔａ）Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号 ＡＢ７２９１１３
Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ＣＯＩ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎｄ ＮＪ ｔｒｅｅ ｆｏｒ Ｍｅｒｅｔｒｉｘ ｍｅｒｅｔｒｉｘ， ｔｈｅ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｕｔｇｒｏｕｐ Ｓｃａｐｈａｒｃａ ｓｕｂｃｒｅｎａｔａ
ｉｓ ＡＢ７２９１１３
单倍型网络图反映的是单倍型之间的关系，每个圆圈代表一个单倍型，中间缺失的单倍型用黑圈表示，圆圈大小代表单倍型的出现频率，圆
圈里的不同颜色代表不同的地理群体。

东（ＦＳＴ ＝ ０．０２５２９）、如东和丹东（ＦＳＴ ＝ ０．０３７１３）的 Ｐ 值大于 ０．０５，说明启东、丹东和如东之间，新义州、蛤蜊岗

和盘山之间，东营和盘山之间未发生显著遗传分化。 微卫星标记各群体间 ＦＳＴ范围为 ０．０１１３９—０．０３９３５（表
５），经 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正，各群体间均处于显著分化（Ｐ＜０．００８３）。

表 ４　 文蛤 ７ 个群体的 ＣＯＩ序列遗传差异的分子方差分析（ＡＭＯＶＡ）

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｖａｒｉａｎｃｅ （ＡＭＯＶＡ） ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｏｘｉｄａｓｅ ｃ ｓｕｂｕｎｉｔ （ＣＯＩ） ｇｅｎｅ ａｍｏｎｇ ｓｅｖｅｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ

ｈａｒｄ ｃｌａｍ （Ｍｅｒｅｔｒｉｘ ｍｅｒｅｔｒｉｘ）

变异起源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度
ｄｆ

平方和
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ

方差组分
Ｖａｒｉａｎｃｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

方差比例 ／ ％
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

群体间 Ａｍｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ６ ３７．２２９ ０．２８０７７ ２８．３６

群体内 Ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ １３５ ９５．７５ ０．７０９２６ ７１．６４

总变异 Ｔｏｔａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ １４１ １３２．９７９ ０．９９００３ —

利用 Ｍｅｇａ 构建 ７ 个群体遗传距离 ＵＰＧＭＡ 树（图 ４），７ 个群体聚类为两大分支，其中蛤蜊岗、盘山、新义

州和东营聚为一大支，启东和如东相聚再与丹东群体聚为另一支。 利用 Ｇｅｏｄｉｓ 检测，未发现 ７ 个群体遗传距

离与地理距离间的显著相关（ｒ ＝ ０．４０３５，Ｐ＝ ０．０６００），但去掉丹东群体后，检测到遗传距离与地理群体间的显

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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著相关（ｒ ＝ ０．７１２９，Ｐ＝ ０．０２８０）。

表 ５　 基于线粒体 ＣＯＩ序列（成对 ＦＳＴ，对角线下）和微卫星标记（成对 ＦＳＴ，对角线上）的文蛤群体遗传分化

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅ ｓｔｉｍａｔｅｓ ｏｆ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ （ｐａｉｒｗｉｓｅ ＦＳＴ， ａｂｏｖｅ ｄｉａｇｏｎａｌ） ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｏｘｉｄａｓｅ ｃ ｓｕｂｕｎｉｔ （ＣＯＩ） ｇｅｎｅ （ｐａｉｒｗｉｓｅ ＦＳＴ， ｂｅｌｏｗ ｄｉａｇｏｎａｌ） ｆｏｒ ｔｈｅ ｈａｒｄ ｃｌａｍ （Ｍｅｒｅｔｒｉｘ ｍｅｒｅｔｒｉｘ）

种群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ 新义州 丹东 蛤蜊岗 盘山 如东 东营 启东

新义州 — ０．０１１３９∗ ０．０２６７８∗ ０．０２８３５∗ ０．０１２７１∗ ０．０１８６８∗ ０．０２４９０∗

丹东 ０．２４６６７∗ — ０．０３００６∗ ０．０２５５７∗ ０．０１８３９∗ ０．０１９３７∗ ０．０２６６０∗

蛤蜊岗 ０．０１０１８ ０．３８１１２∗ — ０．０３４７６∗ ０．０２９７２∗ ０．０３０２４∗ ０．０３９０７∗

盘山 ０．０８７１０ ０．４０６４９∗ ０．０３８２３ — ０．０２６７７∗ ０．０２８１８∗ ０．０３９３５∗

如东 ０．２８７５４∗ ０．０３７１３ ０．４１１３２∗ ０．４０９０４∗ — ０．０１８７４∗ ０．０２７８０∗

东营 ０．３２５８６∗ ０．４５３９０∗ ０．４０８６２∗ ０．１９２７７ ０．４３９８４∗ — ０．０２６５７∗

启东 ０．２４１５２∗ －０．００７１４ ０．３５６２１∗ ０．３７８３０∗ ０．０２５２９ ０．４４３２８∗ —

　 　 ∗经 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正差异显著

图 ４　 文蛤 ７ 个地理群体的 ＵＭＰＧＡ 系统树

　 Ｆｉｇ． ４　 ＵＭＰＧＡ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｍｏｎｇ ７
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈａｒｄ ｃｌａｍ， Ｍｅｒｅｔｒｉｘ ｍｅｒｅｔｒｉｘ

３　 讨论

近年来，过度捕捞和环境恶化使我国近岸海域渔业

资源量锐减，单纯依靠渔业资源自身补给已经不能修复

受损的资源，增殖放流作为一种有效的资源修复手段，
已经在世界各地得到推广和应用。 放流苗种往往来源

于养殖群体，随着放流数量的增加，人们越来越关注放

流苗种的遗传多样性，以降低养殖群体污染野生种质资

源的风险，对亲本和放流群体的遗传监测与管理已经成

为评价增殖放流效果的指标之一［２７］。 已有研究表明，

群体内遗传多样性降低会导致适应能力和生存能力降低［２８］，对于经济物种，遗传多样性的降低会导致隐形有

害基因表达增加和经济性状衰退，导致品种退化［２９］。 因此，利用 ＤＮＡ 分子标记对放流群体进行遗传监测，研
究放流群体与野生群体的遗传差异，对评估增值放流效果具有重要意义。 本研究利用线粒体 ＣＯＩ 和微卫星

标记检测了文蛤 ７ 个地理群体的遗传多样性，两种分子标记的结果均显示江苏的如东和启东群体存在高的遗

传多样性，这与文蛤地理种群的 ＩＳＳＲ 研究结果吻合，江苏文蛤 ＩＳＳＲ 的位点多态性（８０．７％）高于辽宁文蛤的

位点多态性（６８．４％） ［３０］，说明江苏文蛤具有较强的遗传适应能力和选择育种潜力。
线粒体 ＣＯＩ 来源于通用引物扩增，可以用于物种间遗传多样性的横向比较。 本研究检测到文蛤线粒体

ＣＯＩ 序列的单倍型多样性为 ０．７６３，核苷酸多样性为 ０．００２３９，与我国其他海水贝类同源序列［７，３１⁃３２］ 相比，具有

较低的遗传多样性。 本研究样品来源于我国主要的文蛤养殖海域，各群体的养殖规模大，但大群体不代表高

遗传多样性，可能是由于贝类 ＣＯＩ 序列多样性具有种属特异性决定的。 此外，对各群体 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 检验

结果表明，各群体均表现一定的杂合子缺失，可能是有效群体小、近交和群体亲本性别比例失衡等因素［３３］ 造

成，从而导致文蛤群体 ＣＯＩ 遗传多样性偏低。 由于早期的文蛤养殖缺乏科学性指导，采取“野捕家养”供苗系

统，没有充分考虑有效群体数量和利用杂种优势进行人工育种，稀有等位基因很可能在大规模人工育苗情况

下丢失而导致 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 失衡。
微卫星的杂合度和等位基因数是反映群体遗传多样性的重要参数。 本研究中文蛤群体平均观测和期望

杂合度分别为 ０．２９６４—０．４７５０ 和 ０．７４１３—０．８２２８，但 ７ 个群体之间的差异不显著。 各群体不同位点的杂合度

也没有明显差异，说明各群体遗传多样性的差别不大。 从等位基因数来看，每个位点的等位基因数为 ５—１０
个，而各群体平均等位基因数从 ７．１ 到 ７．７ 个不等，差异亦不显著，这与杂合度的检测结果基本一致。 而从

７　 ２ 期 　 　 　 李宏俊　 等：利用线粒体 ＣＯＩ 和微卫星标记分析文蛤 ７ 个地理群体的遗传变异 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

ＣＯＩ 单倍型网络图来看，各群体单倍型数量从 ３ 到 １３ 个不等，群体间差异明显，与等位基因数和杂合度结果

不一致，这可能是因为线粒体 ＤＮＡ 属于母系遗传和单倍体的特性，与核遗传 ＤＮＡ 相比拥有更小的有效群体，
更容易受瓶颈效应影响［９］。

群体遗传分化指数 ＦＳＴ是反映群体间遗传分化程度的重要指数。 赫崇波等［３］ 研究辽宁和山东沿海 ５ 个

文蛤群体遗传多样性，ＡＦＬＰ 的分析得到的 ＦＳＴ值为 ０．０５９６，结果表明群体间相似性较大，本研究中 ７ 个文蛤群

体的 ＦＳＴ值为 ０．２８３６０，群体间发生显著的遗传分化，与本研究中文蛤取样地理范围广有关，这正好和 Ｇｅｏｄｉｓ
的结果遗传距离和地理距离显著相关（丹东群体除外）相符。 从系统进化树来看，丹东群体与江苏的 ２ 个群

体聚为一类，暗示江苏苗种的异地养殖已经污染丹东文蛤的遗传背景。 从分子遗传学角度来看，文蛤远距离

异地养殖或者增殖放流可能对当地野生群体的遗传结构造成影响，因此，文蛤增殖放流应尽量“就地取材，避
免异地文蛤种质资源污染当地文蛤。 在选用优良苗种的同时，应适当提高放流亲本数量，提高有效群体数量，
避免放流群体遗传多样性降低和遗传结构改变，并制定科学合理的遗传多样性监测方案，以确保增殖放流科

学合理开展。
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