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缢蛏(Sinonovacula constricta，Lamarck)俗称蛏子、泥

蛏 或 蜻，属软体 动物门(Mollusca)双壳 纲 (Bivalve)竹 蛏科
(Solenidae)缢蛏属(Sinonovacula)，为广温广盐性海产双壳类，

是我国四大养殖贝类之一，具有重要的经济价值. 缢蛏养殖

历史悠久，过去主要集中在福建和浙江一带，随着缢蛏养殖

业的不断扩展，山东沿海等地区亦开始从福建一带引进苗种

进行养殖，异地引种给缢蛏种质资源的保护和管理带来一定

的困难，这使得缢蛏群体遗传结构的研究提上日程. 而关于

缢蛏的既往研究主要集中在生理、生态和养殖技术等方面，

对其群体遗传学方面的研究报道却相对较少. 
简单序列重复区间扩增多态性(Inter-simple sequence 

repeat，简称ISSR)是由Zietkiewicz于1994年创建的一种简单

序列重复区间扩增多态性分子标记 [1]. ISSR标记技术具有操

作简单、稳定、可重复性好及多态性高等优点，被广泛应用

于动植物的群体遗传学研究领域 [2~4]. 目前国内对缢蛏群体的

研究主要采用RAPD和同工酶标记 [5, 6]，本文则通过ISSR技术

分析了6个缢蛏群体的遗传结构，在分子水平上探讨了处于不

同地理区域的群体遗传多样性差异和遗传分化水平，为其种

质资源管理和遗传育种工作提供科学的理论依据. 

1  材料与方法
1.1  材料来源

2006年和2007年在我国沿海地区采集缢蛏6个野生群体

(表1)，并于当地活体解剖或者活体带回实验室，将其外套膜

组织用无水乙醇固定备用. 
1.2  实验方法 
1.2.1  基因组DNA提取    每个样本取0.5 g外套膜组织剪碎后，

加入500 μL组织匀浆缓冲液(10 mmol L-1 Tris-HCl，pH=8.0；
50 mmol L-1 EDTA，pH=8.0)，混匀后加入终浓度为1%的SDS
和200 μg mL-1的蛋白酶K，55 ℃消化澄清. 用等体积的酚：氯

仿：异戊醇(25:24:1)提取2 次，然后加入2倍体积预冷的无水
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增，共得到138个清晰的扩增位点，其中多态性位点135个，多态位点百分率为97.83%，在物种水平上的遗传多样性较为

丰富. 群体遗传多样性分析结果表明，6个群体的多态位点百分率在61.59%~72.46%之间，基因多样性指数和Shannon’s
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聚类结构显示，ND群体和TZ群体亲缘关系最近，首先聚为一支，之后依次与CM群体及HG群体和HY群体聚类，最后

与ZH群体聚在一起，表明地理位置较远的群体，遗传距离也较远. 图2 表5 参27
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乙醇沉淀，由70%乙醇洗涤两遍后干燥，用TE溶解. 紫外分

光光度计测定样品DNA的D
260 nm

、D
280 nm

值，确定其浓度和纯

度，母液置于－20 ℃保存. 

1.2.2  ISSR引物和PCR反应    ISSR引物根据加拿大哥伦比亚

大学(UBC)提供序列，由上海生工生物工程生物技术公司合

成. ���PCR反应条件：94 ℃预变性3 min，进行40个循环；94 ℃

变性1 min，52 ℃退火1 min，72 ℃延伸1.5 min，最后72 ℃延

伸10 min����� . ���PCR反应体系为25 µL，含10×Buffer 2.5 µL，Mg2+ 1.5 

mmol L-1，dNTP 0.2 mmol L-1，Taq DNA聚合酶1 U，上、下游引

物各0.2 µmol L-1，模板DNA 50������������  ~�����������  100 ng����� . ���PCR扩增产物经2.0%

琼脂糖凝胶检测，用EB染色，于凝胶成像系统下观察并拍照

记录. 

1.3  数据分析
将ISSR电泳图谱记录后，用Gelpro4.5软件进行分析，同

一引物扩增的分 子量一致的条带被认为具 有同源性，属于

同一位点的产物，按有带的记为1，无带的记为0的格式输入

计算机，构成ISSR表型数据矩阵. 采用Popgene1.32软件 [7]进

行遗传参数分析，分别计算了多态位点百分率(Percentage of 

polymorphic bands，PPB)、观测等位基因数(Number of alleles 

per locus，N
a
)、有效等位基因数(Effective number of alleles per 

locus，N
e
)、Shannon’s信息指数(Shannon’s information index，

I)、群体总基因多样性(Total gene diversity，H
t
)、群体内基因

多样性(Gene diversity within populations，H
s
)、Nei的基因多样

性(H) [8]、各群体间的遗传分化指数(Eoefficient of population 

differentiation，G
st
 ) (G

st
 = 1－H

s
 / H

t
) �������������������  (������������������  Slatkin and Barton，1989) [9]、Nei’

s (1978) [10]的遗传距离(Genetic distance，D)��. 根据Nei’s (1978)的

遗传距离，利用Mega3.0[11]构建群体的UPGMA分子系统树. 

2  结 果   
2.1  缢蛏群体内的遗传变异分析  

从100条引物中筛选出10条扩增产物条带清晰、稳定性

和重复性好的引物用于6个群体共216份样品的PCR扩增(表
2)��. 图1为引物835对ZH群体的电泳图谱. 每条引物分别产生

11���~��16条扩增条带，共检测到138个位点，其中多态位点135

个，多态位点百分率 (PPB)达97.83% (表3)��� . 6个群体的多态

位点百分率分别在61.59%�������~������72.46%之间，基因多样性指数和
Shannon’s信息指数分别在0.104 3�������� ~������� 0.176 6和0.178 9�������� ~������� 0.280 8之

间，其中ND群体各个多样性指数最低. 

2.2  缢蛏群体间的遗传变异分析
根据总的基因多样性(H

t
)和群体内基因多样性(H

s
)计算

各个群体间的分化水平(G
st
)��. 所分析的6个缢蛏群体间G

st
 = 

0.122 8，即表明总的遗传变异中有12.28%的变异存在于群体

间，群体内的遗传变异为87.72%��. 

两两群体间遗传距离在0.016 5�������� ~������� 0.035 7间，遗传分化在
0.052 7�������� ~������� 0.090 4间，其中ZH群体与其他群体遗传距离在0.03

以上，遗传分化值在0.08以上. 而遗传分化和遗传距离均较近

的群体是HG群体和HY群体(������� 0.016 5，0.052 7�)以及TZ群体和
ND群体(������� 0.018 6，0.068 3��� ) (表4���). 

表1   缢蛏样品采集时间和地点
Table 1  Sampling time and sites of S. constricta 

群体名称
Population

简称
Abbv.

采集地点(东经 /北纬)
Sampling site (E/N)

采集时间
Sampling time

宁德群体 ND 福建省宁德市霞浦县沙江镇  Shajiang Township of Ningde, Fujian (120.0/26.9) 2006.10

台州群体 TZ 浙江省台州市陆桥区蓬街镇十塘  Pengjie Township of Taizhou, Zhejiang (121.3/28.7) 2007.10

崇明群体 CM 上海市崇明县东滩湿地  Chongming County of Chongming, Shanghai (121.3/31.6) 2007.05

海阳群体 HY 山东省海阳市行村镇丁子咀  Hangcun Township of Haiyang, Shandong (121.2/36.8) 2007.05

汉沽群体 HG 天津市汉沽区蔡家堡  Caijiabao of Hangu, Tianjin (117.9/39.3) 2007.05

庄河群体 ZH 辽宁省庄河市明阳镇大张村  Mingyang Township of Zhuanghe, Liaoning (123.0/39.7) 2007.05

表2  ISSR引物序列
Table 2  Nucleotide sequences of 10 ISSR random primers

引物编号
Primer No.

引物序列
Primer sequence

引物编号
Primer No.

引物序列
Primer sequence

UBC808         AGA GAG AGA GAG AGA GC UBC824         TCT CTC TCT CTC TCT CG
UBC809         AGA GAG AGA GAG AGA GG UBC835         AGA GAG AGA GAG AGA GYC
UBC810         GAG AGA GAG AGA GAG AT UBC836         AGA GAG AGA GAG AGA GYA
UBC811         GAG AGA GAG AGA GAG AC UBC841         GAG AGA GAG AGA GAG AYC
UBC812         GAG AGA GAG AGA GAG AA UBC850         GTG TGT GTG TGT GTG TYC

B=C, G, T; D=A, G, T; H=A, C, T; Y=C, T; V=A, C, G

表3  缢蛏群体遗传多样性参数
Table 3   Genetic diversity of S. constricta populations

群体
Population

个体数
Individual No.

等位基因数
N

a

有效等位基因
N

e

Nei’s基因多样性
H

Shannon’s信息指数
I

多态位点百分率
PPB/%

ND 36 1.6159 1.1492 0.1043 0.1789 61.59
TZ 36 1.6522 1.2108 0.1423 0.2339 65.22
CM 36 1.7029 1.2115 0.1453 0.2416 70.29
HY 36 1.7246 1.2700 0.1734 0.2780 72.46
HG 36 1.6594 1.1713 0.1219 0.2079 65.94
ZH 36 1.6884 1.2726 0.1766 0.2808 68.84

Total 216 1.9783 1.2241 0.1641 0.2845 97.83
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2.3  缢蛏群体的聚类分析
根据ISSR分 子标记得到的遗传距离指数，用非加权的

组平均法(UPGMA)分别进行聚类分析(图2)���� . TZ群体与ND群

体首先聚为一支，之后与CM群体、HG群体和HY群体聚类，

最后与ZH群体聚在一起. 

3  讨 论
3.1  缢蛏群体的遗传多样性分析 

物种的遗传多样性水平在一定程度上体现着这个物种

适应环境的能力，制约着物种适应性进化的水平，同时为其

现状和保护价值的评估提供非常重要的信息[12����� , ���13]. 

缢蛏群体遗传多样性参数如Nei’s基因多样性、Shannon’s

信息指数和多态位点百分率显示，福建宁德群体的多样性指

标分别为0.104 3、0.178 9和61.59%，为6个群体的最低水平. 福

建是我国缢蛏养殖最早的地方，据考证，始于公元1180年的

宋代，距今已有800多年历史，而且目前仍然是我国缢蛏的主

要养殖区和苗种产地. 由于福建的缢蛏受人类干预较多，形

成了一定的遗传瓶颈，因此福建缢蛏的遗传多样性较低. 另

一方面，在上海崇明岛刚刚开始缢蛏的人工养殖，在山东一

带则是近几年开始兴起养殖缢蛏，其野生资源的遗传多样性

处于较高水平. 上述情况在泥蚶中也有存在，在比较研究中

国和韩国泥蚶(Tegillarca granosa)群体遗传差异后发现，与无

泥蚶养殖业的韩国野生群体相比较，中国各地理群体泥蚶的

多态位点比例、平均遗传杂合度都有不同程度的降低，表明

人为因素对群体的遗传多样性水平产生了影响 [14]. 由于群体

遗传变异的丧失，有可能导致该群体对未来环境适应性降低
[15]，因此要加强现有资源的保护和管理，以适应人类的需求

和物种的进化. 

此外，本文研究发现，在黄渤海区域的3个缢蛏群体中，

天津汉沽群体的多样性指数较低，这可能与当地的地理位置

和环境条件有一定关系. 渤海是我国唯一的内海，自身水动

力条件较差决定了它自净能力有限，而且渤海污染主要来自

陆源，污染较为严重，造成该区域群体在长期的环境胁迫下

遗传多样性有所下降. 这表明环境在物种的进化过程中具有

较强的选择压力，尤其在污染环境下，种群的敏感性个体消

失，或者污染引起种群数量减小，以致于达到了种群的遗传

学瓶颈 [16]，从而降低整个种群的遗传多样性水平，引起长期

的生物学效应，有效利用资源减少[17]. 

3.2  与相关贝类群体遗传多样性的比较分析
缢蛏群体的多态位点百分率 在61.59%�������~������72.46%之间，

Nei’s多样性指数平均为0.164 1，高于海洋贝类的平均水平

(�����45.0%，0.147��) [18]. 进一步将相关海洋贝类ISSR和RAPD标记

的分析结果比较(表5)发现，在研究过的海洋贝类群体多态

位点百分率和Nei’s多样性指数结果中，缢蛏处于中等水平，这

些遗传变异是今后良种选育的物质基础. 

由于不同物种生活习性不同，其 群体间多样性 水平的

图1　引物835号对ZH群体36个个体的ISSR电泳图
Fig. 1　ISSR profile of ZH population of S. constricta with primer 835

表4  缢蛏群体间遗传距离和遗传分化
Table 4  Genetic distance and genetic differentiation of S. constricta populations

群体
Population

ZH HG HY CM TZ ND

ND 0.0298 0.0178 0.0258 0.0224 0.0186

TZ 0.0342 0.0184 0.0334 0.0241 0.0683

CM 0.0331 0.0178 0.0324 0.0722 0.0788

HY 0.0357 0.0165 0.0837 0.0866 0.0813

HG 0.0319 0.0527 0.0604 0.0629 0.0708

ZH 0.0891 0.0821 0.0843 0.0876 0.0904

对角线以上为遗传距离，对角线以下为遗传分化  Nei's genetic distance (above diagonal) and genetic differentiation (below diagonal)

图2  缢蛏6个群体的UPGMA分子系统树
Fig. 2   UPGMA phylogenetic tree of the six populations of S. constricta
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差异也有所不同(表5). 翡翠贻贝(Penera viridis) [19]、大珠母贝
(Pinctada maxima) [20]和马氏珠母贝(Pinctada martensi) [21]属于

暖水性种类，分布范围较小，在我国仅限于南方地区，其各

个群体间遗传多样性差异相差甚微. 而广布种贝类如四角蛤

蜊(Mactra veneriformis) [3]、菲律宾蛤(Ruditapes philippinarum) [22]、

文蛤(Meretrix meretrix) [23, 24]和青蛤(Cyclina sinensis) [25]群体

间遗传差异就相对较大 . 由此可见，广布种比狭域分布的物

种具有更多的遗传差异[12]. 缢蛏属于广温、广盐性滩涂贝类，

广泛分布于我国沿海，其群体间遗传多样性水平存在一定差

异，为物种水平上的遗传变异提供了遗传基础. 

3.3  缢蛏群体间的遗传分化和亲缘关系分析
本研究中，6个 缢蛏群体间G

st
=0.122 8，表明总的遗传

变异中群体内的遗传变异为87.72%，12.28%的变异来自于群

体间，不同群体间存在着一定的遗传分化. �����Thorp研究认为，

遗传相似度I<0.85 (遗传距离D>0.15)的两个群体，不可能是

同一物种；同科属间I = 0.1~0.5 (D = 0.5~0. 9)；不同物种间
I = 0.2~0.8 ( D = 0.2~0.8)；而同种不同群体I = 0.8~0.97 (D = 

0.03~0.2) [27]. 6个缢蛏群体的遗传距离大致在0.02~0.03范围之

内，属于同种不同地理群体. 缢蛏的浮游幼虫期只有一两个

星期，自然水流的作用只能在较近范围内形成基因交流，而

且不同地理群体具有不同的生活温度和繁殖季节，因此容易

形成不同的遗传结构. 

聚类关系反映了群体间亲缘关系的远近. 利用ISSR标记

分析了广泛分布于我国沿海的四角蛤蜊(M. veneriformis)地理

群体的遗传分化情况，同样表明了遗传距离和地理距离呈正

相关关系 [3]. 本研究的聚类结果显示，位于东海沿海的福建

宁德群体(ND)和浙江台州群体(TZ)首先聚为一支，之后依次

与上海崇明群体(CM)、汉沽群体(HG)和海阳群体(HY)聚类，

最后与庄河群体(ZH)聚在一起，这一亲缘关系同样大致反应

了各个群体的地理位置关系. 
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