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摘要:应用 AFLP 技术对我国 4种主要养殖扇贝进行了遗传分析. 虾夷扇贝、海湾扇贝、华贵栉孔

扇贝、栉孔扇贝 4种养殖扇贝群体中, 种内遗传相似度依次分别为 0. 841 5, 0. 786 3, 0. 719 0和

0. 673 1, 香侬氏指数分别为 43. 52, 58. 87, 80. 16和 92. 83, 栉孔扇贝和华贵栉孔扇贝的遗传多样性

水平明显高于海湾扇贝和虾夷扇贝; AFLP 标记共享位点分布表明,在 4种扇贝中栉孔扇贝与华贵

栉孔扇贝之间的共享位点最多,同时 4种扇贝的种间遗传相似度也以栉孔扇贝和华贵栉孔扇贝之

间为最高( 0. 769 5) ,海湾扇贝和虾夷扇贝之间为最低( 0. 662 6) ,揭示所研究的几种扇贝中栉孔扇

贝和华贵栉孔扇贝的遗传关系最近(遗传距离为 0. 262 1) ; 找到了 21个种内特异性 AFLP 标记和

种间共享标记, 可用于种质鉴定和分子辅助分类.
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1 � 引言

栉孔扇贝 ( Chlamy s f arr er i )、华贵栉孔扇贝

( Chlamy s nobil i s )、虾夷扇贝 ( Pat inop ecten y es-

soensi s)和海湾扇贝( A rgop ecten i rr adians )是我国

4种主要养殖扇贝种类, 它们分属于扇贝科的 3 个

属.栉孔扇贝主要分布于我国北部沿海、朝鲜和日本

沿海;华贵栉孔扇贝分布于日本的本州、四国、九州,

我国的东部和南部沿海以及印尼;海湾扇贝和虾夷

扇贝是分别从美国和日本引进的
[ 1, 2]

. 近年来随着

扇贝养殖规模不断扩大, 其遗传育种工作日益受到

重视,尤其是扇贝种间杂交技术已成为养殖扇贝遗

传改良的主要手段之一, 如何进行扇贝种质鉴定也

成为有关研究的热点.

扩增片段长度多态性 ( amplified fr ag ment

leng th poly mor phism, AFLP) 技术具有多态性丰

富、共显性表达、无复等位效应、灵敏度高、快速高效

等优点,可在较短的时间内掌握大量遗传信息, 已被

广泛地应用于动植物及微生物的分类、鉴定及种群

区分等工作中[ 3~ 10] . AFLP 技术应用于水生生物遗

传学研究相对落后于陆生生物, 但随着其广泛渗透,

目前也已经有了相当发展
[ 11]

.邱涛等
[ 12]
分别就沼虾

属罗氏沼虾 ( Macrobrachium r osenber gi i )、海南沼

虾( M. hainanense )、日本沼虾( M. nip p onense)和

粗糙沼虾( M. asp erulum )的谱系关系进行了鉴定

和分析. 王志勇等
[ 13, 14]

研究了福建官井大黄鱼

( P seudosciaena crocea) AFLP 指纹多态性, 并利用

AFLP技术研究我国沿海真鲷( Pagrus maj or )群体

的遗传变异和趋异. 本文利用 A FLP 技术筛选了我

国 4种养殖扇贝的特异性标记, 并且进行遗传多样

性分析,以期为促进扇贝养殖业健康发展提供参考.



1) 选择性引物序列: EcoR I( 8种) : GACTGCGT ACCAATT C + AAC+ AAG+ ACA+ ACT + AGA+ AGT + AT C和+ ATG; M s e I( 12种 ) :

GAT GAGT CCT GAGT AA + C AA+ C AC + C AG+ CAT + CCA+ CCT + CGA+ CGT + CTA+ C TC+ CT G和+ CT T .

2 � 材料和方法

2. 1 � 实验材料
实验用栉孔扇贝于 2000和2001年两次采自山东

长岛县海域栉孔扇贝自然原产地深水区;虾夷扇贝和

海湾扇贝采自长岛养殖场;华贵栉孔扇贝 2001年采自

福建东山,暂养于养殖场.对每种群体随机取样 32个

个体,活体解剖取闭壳肌,液氮保存,用于 AFLP分析.

2. 2 � 基因组 DNA的提取和 AFLP指纹图谱的构建

基因组 DNA 的提取参照 Sambroo k 等 [ 15]《分

子克隆试验指南》.获得的 DNA 样品以 H indⅢ 酶

切的 �DNA 为标准, 进行琼脂糖电泳, 估测样品

DNA 浓度,将每个样品 DNA 浓度调整为 200 ng/

mm
3
. 每种或每种群体扇贝取 10个个体 DN A,等量

混合成一个待测样品.

AFLP实验方法参照 Vos等
[16]
的方法, 引物人

工接头由上海生物工程合成. 引物及接头序列参照

Qi等[ 17] ,选择性扩增使用了8种 EcoR I引物和12种

Mse I引物共 96个引物组合1) . 根据预实验结果, 从

扩增带数目适中、多态性高的引物组合中随机选取了

E32M49, E32M54, E35M61, E44M61四组引物组合.

扩增产物在 4. 5%聚丙烯酰胺凝胶上进行60 W

恒功率高压电泳.电泳结果参照 Sambrook 等的《分

子克隆试验指南》
[ 15]
进行银染检测.

2. 3 � 数据处理和分析
银染之后得到的谱带利用 AFLP 分析软件

Cr oss Checker versio n 2. 8进行分析, 有带记为 1,

无带记为 0, 获得 0, 1矩阵. 各扩增位点以所使用的

引物组合名称及其在该引物组合所有扩增位点中的

序号命名.引物组合名称与序号间用� - �连接.每一

引物组合的扩增位点按照片段从大至小依次编号.

多态位点比率等于( r- s) / r , 其中 s 是群体内

共享位点数, r 为群体扩增出的总位点数.

显性基因型频率: pd = ni / n, 其中 ni 为位点 i

上有带的个体数, n为总个体数;隐性纯和基因型频

率: p r= 1- pd.

根据 Nei等 [ 18]公式 Sxy = 2N xy / ( N x + N y )计算

个体间遗传相似性指数, 其中 N xy是个体 x 和个体

y 共有位点数, N x 和N y 分别是个体 x 和个体 y 总

位点数.遗传距离 D= 1- S. 并由此分别计算 3 种

群体内及群体间的平均遗传相似度 S�.

参考Wachira等 [ 19] 公式计算香侬氏遗传多样

性指数: 在群体内等于 H pop / H sp ; 在群体间等于

( H sp- H pop ) / H sp ; H o = - � x i lnx i ,其中 x i 为位点

i 在某一群体内的显性频率; H pop= ( � H o ) / N , 其

中 N 为群体数; H sp= - � x lnx ,其中 x 为位点 i 在

N 个群体内的总显性频率.

3 � 结果

3. 1 � 4种扇贝的 AFLP扩增带谱及特异性标记

在预实验的基础上, 本研究选取了 E32M 49,

E32M 54, E35M 61, E44M 61 这 4 个引物组合, 共得

到 510个扩增位点.从表 1可见, 在 105个位点上 4

种扇贝均有扩增带出现, 有 197个位点上的扩增带

只在 3种扇贝出现, 其中在华贵栉孔扇贝-栉孔扇

贝-海湾扇贝中有扩增带出现的位点数最高, 在华贵

栉孔扇贝-栉孔扇贝-虾夷扇贝有扩增带出现的位点

数次之,而在海湾扇贝-虾夷扇贝-华贵栉孔扇贝和

海湾扇贝-虾夷扇贝-栉孔扇贝这两组中出现的位点

数远低于前面两组. 只在 2种扇贝出现扩增带的位

点数也表现了相同的趋势, 在华贵栉孔扇贝-栉孔扇

贝中出现扩增带的位点数有 51个,比其他几组高 2

倍以上.揭示在 4种扇贝中,栉孔扇贝与华贵栉孔扇

贝之间的遗传相似性最高.

从表 1还可看出, 所选择的 4 个引物组合的共

享扩增位点数,虽然在不同种的扇贝中或不同种扇

贝组合中的变化较大, 如 E32M 49 组合在华贵-栉

孔-海湾 3种贝的共享位点数为 30 个, 而 E44M61

在海湾-虾夷-栉孔 3种贝的共享位点数仅有 2 个,

E32M 49组合在华贵-栉孔可以扩增出 18 个共享位

点,而在海湾-虾夷扩增不出共享位点, 但各引物组

合的总位点数差别不大,差异不显著( P> 0. 05) ,这

说明研究所选择的 4组引物组合总体上是均匀和平

衡的.

在 510个扩增位点中有 21个位点在 4种扇贝

中的每个个体呈现全部扩增或完全无扩增两种情

况,也就是显性基因型出现频率出现 100%或 0的

情况,因此这 21个位点上的扩增带用于种群鉴定和

区分(见表 2) , 其中栉孔扇贝有 2 个特异性 AFLP

标记,海湾扇贝有 2 个, 虾夷扇贝有 5个, 没有找到

1612 期 � 陈省平等: 4 种养殖扇贝的群体遗传多样性及特异性 A FL P 标记研究



华贵栉孔扇贝特有的 AFLP 标记, 另外还有 12 个 AFLP标记为 2种或 3种扇贝共享. (图 1) .

表 1� 不同引物组合及不同种扇贝得到扩增带的位点数

位点数 E32M 49 E32M 54 E44M 61 E35M 61 合计

在 4种扇贝中均有扩增带 31 18 25 31 105

在 3种扇贝中出

现扩增带

华贵-栉孔-海湾 30 19 18 19 86

华贵-栉孔-虾夷 22 12 15 15 64

海湾-虾夷-华贵 5 7 6 4 22

海湾-虾夷-栉孔 5 11 2 7 25

合计 62 49 41 45 197

只在 2种扇贝中

出现扩增带

华贵-海湾 6 7 10 1 24

华贵-栉孔 18 9 15 9 51

华贵-虾夷 6 4 3 1 14

海湾-栉孔 1 10 3 10 24

海湾-虾夷 0 9 4 5 18

栉孔-虾夷 1 7 5 7 20

合计 32 46 40 33 151

只在 1种扇贝中

出现扩增带

华贵栉孔扇贝 3 2 5 0 10

海湾扇贝 4 1 3 5 13

栉孔扇贝 3 12 3 2 20

虾夷扇贝 3 6 4 1 14

合计 13 21 15 8 57

总位点数 138 134 121 117 510

图 1 � 应用 E32M 49 引物组合在 4 种扇贝中

得到的扩增谱带

M : DNA mark er; ZK:栉孔扇贝; H G:华贵栉孔扇贝;

H :海湾扇贝; X :虾夷扇贝

a:虾夷扇贝特异带; b:栉孔扇贝特异带; c:栉孔和华贵栉

孔扇贝共享带; d:海湾扇贝特异带; e:华贵栉孔扇贝和虾夷扇

贝共享带; f:虾夷扇贝和海湾扇贝共享带; g:栉孔、华贵和虾

夷扇贝共享带; h:华贵栉孔扇贝特异带

3. 2 � 4种扇贝群体遗传相似度、遗传距离和遗传多

样性

根据表 3, 4种扇贝群体遗传相似度为虾夷扇贝

( 0. 841 5)、海湾扇贝 ( 0. 786 3)、华贵栉孔扇贝

( 0. 719 0)、栉孔扇贝( 0. 673 1) , 这说明取样群体

中,虾夷扇贝遗传多样性最低,栉孔扇贝遗传多样性

最高;由香侬氏遗传多样性指数也可以看出这一点:

栉孔扇贝和华贵栉孔扇贝的香侬氏指数分别为92. 83

和 80. 16,远高于海湾扇贝和虾夷扇贝的 58. 87和

43. 52.

表 2� 不同群体的特异性 AFLP 标记

标记种类 标记数 标记位点

栉孔扇贝特异性标记 2 E32M 49-129, E44M 61-74

海湾扇贝特异性标记 2 E32M 49-70, E35M 61- 115

虾夷扇贝特异性标记 5 E32M 54-62, E32M 54- 111,

E32M 54-132,

E44M 61-9, E44M 61-73

栉孔- 虾夷- 共享标记 2 E44M 61-90, E44M 61- 91

栉孔- 华贵- 虾夷共享标记 1 E35M 61-116

华贵- 海湾共享标记 3 E32M 49-105, E32M 49- 127,

E44M 61-121
海湾- 虾夷共享标记 6 E32M 54-116, E32M 54- 118,

E32M 54-134,

E35M 61-114, E44M 61- 24,

E44M 61-117

4种扇贝的种间遗传相似度以栉孔扇贝和华贵

栉孔扇贝之间为最高( 0. 769 5) ,海湾扇贝和虾夷扇

贝之间为最低( 0. 662 6) , 也就是栉孔扇贝和华贵栉

孔扇贝的遗传距离最近( 0. 262 1) ,海湾扇贝和虾夷

扇贝的遗传距离最远( 0. 4116) (见表 4) . 这一结果
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也证实了前面从共享扩增位点得出的直观结论.

表 3 � 种内遗传相似度及香侬氏指数

遗传相似度 华贵栉孔扇贝 海湾扇贝 栉孔扇贝 虾夷扇贝

平均值 � � 0. 719 0 0. 786 3 0. 673 1 0. 841 5

最大值 � � 0. 862 5 0. 860 5 0. 788 3 0. 892

最小值 � � 0. 509 8 0. 666 7 0. 558 6 0. 792 6

标准差 � � 0. 087 7 0. 039 2 0. 047 5 0. 022

香侬氏指数 80. 16 58. 87 92. 83 43. 52

表 4 � 种间遗传相似度及遗传距离*

华贵栉孔扇贝 海湾扇贝 栉孔扇贝 虾夷扇贝

华贵栉孔扇贝 * * * * 0. 719 8 0. 769 5 0. 697 5

海湾扇贝 � � 0. 328 7 * * * * 0. 749 4 0. 662 6

栉孔扇贝 � � 0. 262 1 0. 288 5 * * * * 0. 703 5

虾夷扇贝 � � 0. 360 3 0. 411 6 0. 351 6

* 对角线以上是遗传相似度,对角线以下为遗传距离.

4 � 讨论

栉孔扇贝、华贵栉孔扇贝、虾夷扇贝和海湾扇贝

分属于扇贝科的 3个属, 4 种扇贝间在生态学和生

物学方面存在着一定的差异, 在扩增出的 510 个位

点中仅出现了 105个位点共有扩增带. 找出的栉孔

扇贝、虾夷扇贝和海湾扇贝特异性 A FLP 标记可用

于种质的分子辅助鉴定. 实验中未获得华贵栉孔扇

贝特有的 AFLP 标记, 但可以将其他 3种扇贝的特

异性标记与华贵栉孔扇贝和海湾扇贝共享的 3 个

AFLP 标记相结合, 进行区分. 除了上述 4种扇贝的

特异性标记和共享标记外, 还有 129个位点上的扩

增带可以用于显性基因型频率为极端值的种群鉴定

和区分.另外, 上述获得的 AFLP 标记还可用于杂

交子代的遗传组成研究和遗传结构分析.

宋林生等
[ 20]
报道了栉孔扇贝的野生种群与养

殖群体的 RAPD遗传多态性分析, 两者的多态性位

点比例分别为 75. 82%和 73. 47%,遗传多样性水平

较高.根据本实验分析结果,我国原产的华贵栉孔扇

贝遗传相似度为 0. 719 0, 栉孔扇贝遗传相似度为

0. 673 1,其遗传多样性比较丰富.可能是长期以来

较多使用野生苗种进行养殖生产, 种内遗传多样性

仍维持在较高水平.

我国养殖的海湾扇贝原产于美国及加拿大的大

西洋沿海,虾夷扇贝产于日本的北海道及本州北部.

经过多年养殖,已形成了较大的养殖群体,但由于受

到引进原种个体数量少而形成的瓶颈效应影响, 其

遗传多样性均低于栉孔扇贝和华贵栉孔扇贝 2个本

地种;另外, 养殖中的近交繁殖也进一步降低了种群

的遗传多样性. Blake
[ 21]
分析了在我国养殖了 10 a

的海湾扇贝与引种地经过相同时间养殖的群体在

m tDNA上的差异, 发现我国引种群体的杂合度低

于引种地群体. 张喜昌等
[ 22]
研究发现, 海湾扇贝在

大连湾沿岸 4个不同生态环境条件下的养殖群体的

遗传多样性均处于较低水平,其多态性位点比例为

18. 18% ~ 22. 73%, 同时在人工养殖中也出现了生

长速度减缓、贝柱产率下降以及病害严重等近交衰

退现象,通过几次引种扩大了养殖种群的遗传来源,

起到了引种复壮的作用 [ 2] ,但从长期来看,如何保持

种群的遗传多样性、减少遗传瓶颈效应以及防止养

殖群体近交衰退仍是保障扇贝养殖业持续发展的根

本所在.
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Analyses of the population genetic diversity and species specific

markers in four scallop species, Patinopecten yessoensis,

Argopecten irradians, Chlamys nobilis and C. f arreri

CH EN Sheng-ping
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, BAO Zhen-min
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, PAN Jie

1
, H U Jing- jie
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( 1. Ocean Univer sity of China, Qingdao 266003, China; 2. Sun Yat-sen Univers ity , Guangzhou 510275, China)

Abstract: The AFLP technolog y w as used to analy se the genet ic diver sity o f four scallops, Pat inop ecten

y essoensi s, A r gop ecten ir r adians, Chlamy s nobi l is and C. f arr er i. The genet ic sim ilar ity index of the four

species is 0. 841 5, 0. 786 3, 0. 719 0 and 0. 673 1, w hile Shannon index is 43. 52, 58. 87, 80. 16 and 92. 83,

respectively. The results show that the tw o nativ e species, C. f ar reri and C. nobil is, have higher level of

the g enet ic diversity than the tw o int ro duced species, A. i rr ad ians and P. y essoensis. The results also

show that C. nobi l is and C. f ar rer i shared the most co mmo n loci. T he genet ic distance indicates that C.

nobil is and C. f arr er i are closely related. M or eov er, o ut of 510 AFLP marker s, 21 specif ic bands are

fo und to dist ing uish the four species scal lop and these markers may be applied fo r germplasm characteriza-

t ion and molecular assistant classif icat io n in scal lops.

Key words: scal lop; AFLP; markers; genet ic diversity
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