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扇贝核糖体ITS1和5S rDNA序列的遗传变异及亲缘关系分析
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摘要: 为探讨引进种岩扇贝(Crassadoma gigantea)及虾夷扇贝(Patinopecten yessoensis)、栉孔扇贝(Chlamys
farreri)和海湾扇贝(Argopecten irradians)的遗传变异及其之间的亲缘关系, 研究对4种扇贝的核糖体ITS1序列

及5S rDNA序列进行了测定, 获得了4种扇贝的ITS1和5S rDNA全序列以及18S rDNA的部分序列, 并进行了序

列特征、遗传多样性、遗传距离及系统发育等相关分析。结果显示, 基于ITS1序列的单倍型数、核苷酸变异

位点、单倍型多样性指数、核苷酸多样性指数及平均核苷酸差异数分别在2—6、1—12、0.425—0.800、
0.00081—0.00486和0.366—2.442;  基于5S  序列的相应参数分别在2—5、1—14、0.533—0.841、
0.00108—0.01058和0.533—5.726。4种扇贝均表现出较低的多样性水平(π<0.01)。此外, 4种扇贝基于2种方法

计算的种间遗传距离分别在0.040—0.121和0.042—0.413, 均表现为岩扇贝与虾夷扇贝的遗传距离最近, 而岩

扇贝与海湾扇贝遗传距离最远。并且系统进化树分析显示岩扇贝与虾夷扇贝独自聚为一支, 说明引进物种岩

扇贝与虾夷扇贝的亲缘关系较近。研究结果将为岩扇贝的种质资源保护以及今后的遗传育种研究工作提供

参考信息。
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真核生物核糖体DNA是由高度串联重复序列

组成的多基因家族, 与其他蛋白编码核基因不同,
核糖体核DNA主要编码核糖体RNA, 具有不同速

度的进化区域, 如保守的编码基因18S rDNA、5.8S
rDNA和28S rDNA等, 以及基因之间进化较快的转

录间隔区域(ITSs), 还包括独立的5S rDNA [1]
。其

中, 核糖体内转录间隔区域(Internal transcribed
spacer, ITSs)属于非编码区, 包括ITS1和ITS2两个片

段, 中间由5.8S rDNA隔开, 因其具有选择压力小、

位点信息丰富、进化速度相对较快等特点
[2], 目前

被广泛应用于动物、植物、真菌等类群的系统发

育与分类研究
[3—7]

。5S rDNA与其他核糖体基因相

对独立, 位于不同的转录单位
[3], 由高度保守的串联

重复序列组成, 每个重复单元包含编码区和非转录

间隔区(Non transcribed spacer, NTS)。编码区具有

高度保守性, 而NTS由于不发生转录, 导致物种在

其进化过程中更容易积累其所发生的变异, 因而在

不同物种间表现出明显差异
[8]
。因此, 5S rDNA NTS

多态性作为可靠的分子标记同样广泛应用于动植

物的分子进化遗传学和系统发育等相关研究
[9, 10]

。

扇贝养殖是我国海水养殖业的主导产业之一,
目前国内主要养殖的品种有北方的栉孔扇贝

(Chlamys farreri)、南方的华贵栉孔扇贝(Mimach-
lamys nobilis)以及从美国引进的海湾扇贝(Argopec-
ten irradians)和从日本引进的虾夷扇贝(Patinopec-
ten yessoensis)。然而, 伴随着扇贝养殖产业的迅猛

发展, 纵观整个产业链条从苗种生产到成贝养殖均

存在诸多问题, 如种质衰退严重、疾病灾害频发、
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死亡率升高、品质下降等
[11]

。因此, 新物种的引进

可作为一种快速且有效的方法来应对目前扇贝养殖

生产中所面临的严峻问题。岩扇贝Rock scallop
(Crassadoma gigantea)隶属于软体动物门(Mol-
lusca)、瓣鳃纲(Lamellibranchia)、珍珠贝目(Pte-
rioida)、扇贝科(Pectinidae), 原产于北美太平洋沿

岸, 具有个体大、生长速度快、抗逆性强、肉质鲜

美等优点, 在国际市场倍受青睐。因此, 大连海洋

大学曹善茂教授于2012年开始从加拿大引进岩扇

贝种贝, 并于2015年成功完成了全人工室内育苗试

验
[12], 目前处于养殖阶段。然而, 有关岩扇贝的研

究现主要集中在生理生态、生产养殖等方面
[13—15],

其遗传学背景的研究在国内外却鲜见报道。作为

外来引进新物种, 对其遗传学及种质资源的评估资

料仍处短缺状态, 这将给生产应用和育种以及推广

带来很大困扰。因此, 掌握品种资源的起源及其亲

缘关系, 是进行种质创新的基础。

本研究拟通过对岩扇贝、虾夷扇贝、栉孔扇

贝及海湾扇贝的核糖体ITS1序列和5S rDNA序列

的测定, 分析其遗传变异趋势, 计算种间遗传距离,
并结合GenBank数据库中其他扇贝的相应基因序

列构建系统发育树, 从分子水平上探讨岩山贝的遗

传背景及其系统进化地位, 以期为岩扇贝的种质资

源保护及今后的遗传育种研究工作提供部分基础

信息。

1    材料与方法

1.1    实验材料

本研究所用的岩扇贝、虾夷扇贝、栉孔扇贝

及海湾扇贝样品信息如表 1。所有个体经形态学鉴

定后取闭壳肌保存于无水乙醇中备用。GenBank
数据库中获得的其他贝类的信息如表 2。
1.2    实验方法

基因组DNA的提取　　参考Sambrook等[16]
的

酚/氯仿抽提法并略做修改。取溶解后的2 μL基因

组DNA进行琼脂糖凝胶电泳, 检测基因组DNA的

完整性, 并取1 μL在NanoDrop 2000微量分光光度

计上测定浓度, 最后稀释成50 ng/μL的工作液于4℃
条件下保存备用。

引物　　实验所用引物由上海生物工程技术

服务有限公司合成(武汉)。ITS1区域扩增引物序列

参考丁小雷等
[17]
的引物序列, 正向引物F: 5′-GTTCC

CCATGAACGAGGAATTCC-3′, 反向引物R: 5′-
CGCATTTCGCTGCGTTCTTC-3′; 5S基因扩增引

物序列参考José López-Piñón等[6]
的引物序列, 包括

2对引物, 分别为A (AF: 5′-AACACCGGTTCTCG
TCCGATC-3′和AR: 5′-CAACGTGATATGGTC
GTAGAC-3′)和B (BF: 5′-AGCCCGGTTAGT ACTT

表 1    扇贝样品采集信息

Tab. 1    Sample collection information of four scallops

种名
Species

代表符号
Code

形态学分类
Taxonomy

贝龄
Age

样品数
Sample No.

地点
Site

采集时间
Time

虾夷扇贝Patinopecten yessoensis X Pectinidae/Pecten
珍珠贝目/扇贝科/扇贝属

2—3 10 辽宁 大连 2017.05

栉孔扇贝Chlamys farreri Z Pterioida/Pectinidae/Pecten
珍珠贝目/扇贝科/扇贝属

2—3 10 辽宁 大连 2017.05

岩扇贝Crassadoma gigantea Y Pterioida/Pectinidae/Crassadoma
珍珠贝目/扇贝科/岩石扇贝属

1 10
辽宁 大连 (加拿
大引进种贝F1代) 2017.05

海湾扇贝Argopecten irradians H
Pterioida/Pectinidae/Argopecten
珍珠贝目/扇贝科/海湾扇贝属 1—2 10 山东 莱州 2017.05

表 2    从GenBank中获得的其他物种序列的信息及GenBank登录号

Tab. 2    The information of related species and login numbers downloaded from the GenBank database

种名Species 分类Taxonomy 5S rDNA ITS1
Chlamys distorta Pterioida/Pectinidae珍珠贝目/扇贝科 AM691822 AJ428409

Aequipecten opercularis AM691814 AJ428407

Mimachlamys varia AM691819 AJ534979

Pecten maximus AM691825 AJ428411

Mimachlamys nobilis No DQ873902

Argopecten purpuratus No GU901163
Crassostrea angulata Outgroup AY765358 AB735533

Crassostrea gigas AY765364 AB735506
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GG-3′和BR: 5′-CGACGTTGCTTAACTTCG-3′)。
PCR扩增和测序　　PCR反应总体系为25 μL,

包括1 μL模板DNA(50 ng/μL), 2.5 μL 10×reaction
buffer, 1.0 μL dNTP MIX (2.5 mmol/L), 1.0 μL上下

游混合引物(各10 μmol/L), 0.2 μL 1 U Taq DNA聚

合酶, 18.8 μL超纯水; PCR反应条件是: 94℃预变性

5min; 94℃变性35s, 50℃退火40s, 72℃延伸40s, 循
环数为38; 最后72℃充分延伸10min。PCR产物于

1%琼脂糖凝胶电泳检测, 经BioSpin GelExtraction
Kit纯化回收后, 连接到pMD18-T载体上, 再转化到

大肠杆菌感受态细胞DH5α, 挑选阳性克隆送天一

辉远(武汉)生物科技有限公司进行双向测序。

数据分析　　用BioEdit7.0进行序列拼接, 采
用ClustalX 1.83 软件进行编辑、校对和排序。单

倍型数(h)、单倍型多样性指数(Hd) 、核苷酸多样

性指数(π)、平均核苷酸差异数(k)等遗传多样性参

数使用D N A s p 4 . 1 0软件进行分析计算 ,  使用

MEGA5.1软件计算种间遗传距离, 并应用邻接法

Neighbor-Joining(NJ)构建系统发育树, 系统树中节

点的自举置信水平应用Bootstrap(重复次数1000)。

2    结果

2.1    序列分析

四种扇贝ITS1序列分析　　4种扇贝的ITS1和
部分18S的测序结果及GenBank登入号如表 3。首

先, 通过PCR扩增测序, 4种扇贝均获得长度为246 bp
的部分18S序列和长度不等的ITS1全长序列。ITS1
序列长度在229—277 bp, 其中海湾扇贝的序列最

长, 而岩扇贝最短。其次, 碱基组成结果显示, 4种
扇贝部分18S序列的A+T含量均为48.4%, 低于

G+C含量, 无种间差异; 而ITS1序列的A+T含量在

54.5%—58.1%, 均高于G+C含量。此外, 4种扇贝

ITS1序列的遗传变异参数如表 4, 海湾扇贝、栉孔

扇贝、岩扇贝和虾夷扇贝分别获得2、6、2、5个
单倍型, 4个种无共有单倍型; 核苷酸变异位点数分

别为1、12、1、4, 其中栉孔扇贝和虾夷扇贝均含

有2个插入/缺变异位点, 其余均为转换和颠换变异;
4种扇贝的单倍型多样性指数、核苷酸多样性指数

以及平均核苷酸差异值分别在0.425—0.800、
0.00081—0.00486以及0.366—2.442, 所有参数的最

表 3    四种扇贝18S-ITS1测序结果及GenBank登录号

Tab. 3    The sequencing results of 18S-ITS1 and GenBank accession No. of four scallops

种名
Species

样本数
Sample

No.

18S ITS1 总长度Total
length (bp)

GenBank登录号
GenBank accession No.(A+T)% 长度Length (bp) (A+T)% 长度Length (bp)

虾夷扇贝Patinopecten yessoensis 10 48.4 246 56.7 245—247 484—492 MF803049-MF803054
栉孔扇贝Chlamys farreri 10 48.4 246 54.5 257—259 503—505 MF803066-MF803071

岩扇贝Crassadoma gigantea 10 48.4 246 56.8 229 475 MF803081-MF803082
海湾扇贝Argopecten irradians 10 48.4 246 58.1 277 523 MF803064-MF803065

表 4    四种扇贝ITS1序列的遗传变异分析

Tab. 4    Genetic variation analysis of the ITS1 sequences in four scallop

种名
Species

单倍型数
No. of Haplotype

(h)

多态位点数
Polymorphic sites

单倍型多样性指数
Haplotype

diversity (Hd)

核苷酸多样性指数
Nucleotide diversity

(π)

平均核苷酸差异
Average nucletide

differences (k)
海湾扇贝Argopecten irradians 2 1 0.425 0.00081 0.425

栉孔扇贝Chlamys farreri 6 12 0.800 0.00486 2.442
岩扇贝Crassadoma gigantea 2 1 0.366 0.00077 0.366

虾夷扇贝Patinopecten yessoensis 5 4 0.800 0.00252 1.242

表 5    四种扇贝5S rDNA序列测序结果及GenBank登录号

Tab. 5    The sequencing results of 5S rDNA and GenBank accession No. of four scallops

种名
Species

样本数
Sample

No.

编码区Coding region 非转录间隔区NTS
总长度Total
length (bp)

GenBank登录号
GenBank accession No.(A+T)% 长度Length

(bp) (A+T)% 长度Length
(bp)

虾夷扇贝Patinopecten yessoensis 10 46.7 120 63.7 350 470 MF803044-MF803045
栉孔扇贝Chlamys farreri 10 46.7 120 57.5—58.3 372 492 MF803033-MF803037

岩扇贝Crassadoma gigantea 10 46.7 120 61.9 375 495 MF803046-MF803047
海湾扇贝Argopecten irradians 10 46.7 120 58.1 421 541 MF803039-MF803043
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高值和最低值均分别为栉孔扇贝和岩扇贝。

四种扇贝5S序列分析　　4种扇贝5S序列的测

序结果及GenBank登录号如表  5。首先 ,  通过

PCR扩增测序, 4种扇贝均获得长度为120 bp的编码

区序列和长度不等的NTS全长序列。NTS序列总

长度在350—421, 序列最长和最短的分别为海湾扇

贝和虾夷扇贝。其次, 碱基组成结果显示, 4种扇贝

的5S rDNA编码区序列的A+T含量均为46.7%, 低
于G + C含量 ;  而在N T S序列中的A + T含量在

57.5%—63.7%, 均高于G+C含量。此外, 4种扇贝5S
rDNA NTS序列的遗传变异参数如表 6, 海湾扇

贝、栉孔扇贝、岩扇贝和虾夷扇贝分别获得5、
5、2、3个单倍型, 4个种无共有单倍型; 核苷酸变

异位点数分别为12、14、1、4, 所有变异位点均为

转换和颠换变异; 4种扇贝的单倍型多样性指数、

核苷酸多样性指数以及平均核苷酸差异值分别在

0.533—0.842、0.00108—0.01058、0.533—5.726,
所有参数的最高值和最低值均分别为海湾扇贝和

岩扇贝。

2.2    种间遗传距离

利用获得的所有ITS1以及5Sr DNA序列分别对

4种扇贝进行种间遗传距离计算, 结果如表 7。首

先, 对角线上方的数值为基于5Sr DNA序列计算所

得, 4种扇贝相互之间的遗传距离在0.043—0.457,
其中最大值为海湾扇贝与栉孔扇贝之间的遗传距

离, 最小值为岩扇贝与虾夷扇贝之间的遗传距离,
而岩扇贝与栉孔扇贝和海湾扇贝的遗传距离分别

为0.096和0.413。其次, 对角线下方数值为基于

ITS1序列计算所得, 4种扇贝相互之间的遗传距离

在0.040—0.131, 其中最大值为海湾扇贝与栉孔扇

贝之间的遗传距离, 最小值为岩扇贝与虾夷扇贝之

间的遗传距离, 而岩扇贝与栉孔扇贝和海湾扇贝的

遗传距离分别为0.062和0.121。总体上看, 基于2种
方法所得结果的趋势较为一致。但也存在一定的

差异, 如基于ITS1序列的结果显示海湾扇贝与虾夷

扇贝间的遗传距离(0.124)略微大于海湾扇贝与岩

扇贝间的遗传距离(0.121), 而基于5S rDNA序列的

计算结果却与之相反, 但数值上同样相差0.003。
2.3    系统发育树

本研究利用获得的所有ITS1以及5S rDNA的单

倍型序列, 并结合GenBank数据库中其他扇贝的相

应序列, 利用邻接法Neighbor-Joining (NJ) 构建系

统发育树, 选取牡蛎科的两个种作为外源群。目前

GenBank数据库中能够获得的扇贝科物种的相关

数据较少, 本研究仅对获得的部分数据进行分析。

如图 1和图 2所示, 首先, 基于ITS1序列构建的系统

进化树结果显示(图 1), 除外源群牡蛎科的两个物

种外, 扇贝科的10个物种明显分为2个单系群, 置信

度在90%以上, 其中1个单系群包括Patinopecten、
Crassadoma、Chlamys以及Mimachlamys四个扇贝

属, 该单系群又分为2个分支, 其中本研究所得虾夷

扇贝的5个单倍型、岩扇贝的2个单倍型以及海湾

扇贝的6个单倍型分别聚为一支, 虾夷扇贝与岩扇

贝聚类之后再与栉孔扇贝聚类, 但Chlamys中的一

个种却与Mimachlamys中的2个聚为了另一支; 另一

个单系群包括Argopecten、Pecten以及Aequipec-
ten三个扇贝属, 其中本研究所得海湾扇贝的2个单

倍型与紫扇贝聚为一支, 再与女王扇贝聚类, 最后

表 6    四种扇贝5S rDNA序列的遗传变异分析

Tab. 6    Genetic variation analysis based on the sequences of 5S rDNA in four scallops

种名
Species

单倍型数
Haplotype
number (h)

多态位点数
No. of polymorphic

sites

单倍型多样性指数
Haplotype diversity

(Hd)

核苷酸多样性指数
Nucleotide diversity

(π)

平均核苷酸差异
Average nucletide

differences (k)
海湾扇贝Argopecten irradians 5 12 0.842 0.01040 5.116

栉孔扇贝Chlamys farreri 5 14 0.716 0.01058 5.726
岩扇贝Crassadoma gigantea 2 1 0.533 0.00108 0.533

虾夷扇贝Patinopecten yessoensis 3 4 0.667 0.00370 1.733

表 7    四种扇贝的种间遗传距离(对角线下方为ITS1; 对角线上方为5S rDNA)
Tab. 7    Genetic distance among four scallops(below diagonal is for ITS1; above diagonal is for 5S rDNA)

种
Species

岩扇贝
Crassadoma gigantea

栉孔扇贝
Chlamys farreri

虾夷扇贝
Patinopecten yessoensis

海湾扇贝
Argopecten irradians

岩扇贝Crassadoma gigantea *** 0.096 0.043 0.413
栉孔扇贝Chlamys farreri 0.062 *** 0.110 0.457

虾夷扇贝Patinopecten yessoensis 0.040 0.054 *** 0.410
海湾扇贝Argopecten irradians 0.121 0.131 0.124 ***
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与欧洲扇贝聚为一个单系群。此外, 基于5S序列构

建的系统进化树结果显示(图 4), 其不同扇贝属间

的聚类结果与基于ITS1序列构建的系统进化树结

果完全一致, 但置信度值存在一定差异。

3    讨论

3.1    四种扇贝ITS1序列特征

核糖体DNA转录间隔区ITS1, 具有变异较大、

多态性较高等特点, 适合亲缘关系较近的物种遗传
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图 1    应用邻接法(NJ)构建基于ITS1序列的扇贝科系统进化树

Fig. 1    The Neighbor-joining (NJ) phylogenetic tree in Pectinidae constructed with the ITS1 sequences
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Fig. 2    The Neighbor-joining (NJ) phylogenetic tree in Pectinidae constructed with the 5S rDNA sequences
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多样性研究
[18], 同时已广泛应用于物种鉴定和系统

发育研究
[19—21]

。本研究通过测序, 获得了4种扇贝

部分18S rDNA序列和ITS1全序列。首先, 所得的

18S rDNA序列经Clustal X比对分析发现, 4种扇贝

具有高度同源性, 且A+T含量均为48.37%, 低于

G+C含量, 无物种间差异, 该研究结果与丁小雷等
[17]

对双壳类的相关研究结论一致, 因此学者们普遍认

为18S rDNA比较适合于动植物高级阶元类的遗传

差异及系统发育等相关研究
[4, 22]

。而4种扇贝ITS1
序列的种间同源性较低, 有包括转换、颠换以及插

入/缺失在内的核苷酸变异, 且存在明显的种间长

度多态。有报道, ITS1序列最短的仅有70 bp(鹿茸

珊瑚 Acropora longicyathus)[23], 而最长的达760 bp
(克氏原螯虾 Procambarus clarkii)[24], 因此许多学者

认为ITS1可作为物种鉴定的有效分子标记
[1, 5]

。此

外, 本研究所得4种扇贝ITS1序列的碱基组成具有

一定差异, 其A+T含量在54.48%—58.1%, 均高于

G+C含量, 该趋势与Insua等[6]
在其他扇贝中的研究

结果一致。Freire等[25]
曾报道, 在双壳类动物中,

ITS1序列的A+T含量一般在34%—55%, 但在随后

相关研究却表明双壳类的A+T含量普遍接近该范

围的最高值, 甚至更高
[6]
。

3.2    四种扇贝5S rDNA序列特征

5S rDNA因拷贝数多且具有高度保守性, 以及

在核基因组不同拷贝间趋于相近等特点 ,  通过

FISH定位可水生生物类的染色体鉴别、倍性鉴

定、遗传标记开发等提供新的有效途径, 目前在双

壳类中已有许多相关研究报道, 如Insua等[26]
利用5S

rDNA对欧洲土著的2种扇贝(Pecten maximus和
Mimachlamys varia)进行了核型及染色体定位研究,
Huang等[27—29]

利用5S rDNA分别对栉孔扇贝、虾夷

扇贝以及海湾扇贝进行了染色体定位等相关研

究。此外, 5S rDNA NTS由于具有高度变异的特点,
已作为可靠的分子标记被广泛应用于动植物的遗

传进化及系统发育相关研究, 尤其在植物方面有大

量的研究报道
[10, 30]

。本研究通过测序, 获得了4种
扇贝的5S rDNA全序列, 其编码区序列均为120 bp,
序列经Clustal X比对发现具有高度的种间同源性,
同时与José López-Piñón等[9]

获得的4种欧洲扇贝5S
rDNA编码区序列也具有高度同源性。然而4种扇

贝NTS序列的种间同源性较低, 同时具有转换、颠

换和插入/缺失变异, 且存在明显的种间长度多态,
该结果与José López-Piñón等[9]

对其他扇贝的相关

研究结果一致。碱基组成结果显示 ,  4种扇贝

NTS序列的A+T含量 (57 .5%—63%)明显高于

G+C含量, 该趋势与其他扇贝的结果一致
[9], 但与谢

明树等
[31]

对鱼类研究所得的结果却相反, 在哺乳类

中也存在类似的现象(G+C>60%)[32, 33], 对于该现象

的解释, 至今尚未有学者进行详细报道, 但笔者猜

测这可能是不同物种通过对环境长期适应适应的

机制而造成的差异。

3.3    四种扇贝ITS1和5S rDNA序列的遗传变异分

析

目前, 核苷酸多样性指数(π)和单倍型多样性指

数(Hd)通常是评估种群遗传多样性的两个重要指

标, 它们反映了物种遗传多样性水平的高低
[34]

。但

由于单个碱基的变异就能生成一种新的单倍型, 因
此Hd值可在短时间内积累变异而快速提高, 但对

π的影响却很小, π值的提高需要长时间的积累, 因
而π值在衡量种群遗传多样性时比Hd值更具有代表

性
[35]

。首先, 本研究中基于ITS1序列的分析结果表

明, 栉孔扇贝和虾夷扇贝的Hd最高(均为0.800), 岩
扇贝最低, 并与海湾扇贝相差不大, 但虾夷扇贝的

π值明显低于栉孔扇贝。因此, 鉴于郝桂英等
[35]

的

结论, 笔者认为本研究采样区的4种扇贝中, 栉孔扇

贝的遗传多样性最高(0.00486), 其次是虾夷扇贝

(0.00252), 而岩扇贝的遗传多样性最低。而基于

5S序列的分析结果显示, 栉孔扇贝的遗传多样最高

(π=0.01058), 其次海湾扇贝是(π=0.01040), 但两者

的遗传多样性水平较接近, 而岩扇贝的遗传多样性

依然最低(π=0.00108)。通常来说, 种群遗传多样性

是种群活力的基础, 是物种适应环境变化、维持生

存和进化的重要保证
[36]

。综合本研究中ITS1序列

和5S rDNA序列的分析结果看, 尽管2种基因的分

析结果存在一定的差异, 但笔者认为采样区的海湾

扇贝、虾夷扇贝和栉孔扇贝均表现出较低的遗传

多样性(π<0.01)[36], 将不利物种适应环境变化而维

持生存, 这可能与实验样本均为养殖群体有关。至

于造成2种基因的结果差异, 一方面原因可能是实

验样本量不够大以及采样地区的限制, 另一方面则

是不同基因的进化速度本身存在差异。而引进种

岩扇贝则表现出更低的遗传多样性, 这可能是由于

实验样本为F1代个体, 仅由少数几个引进亲本近交

繁育而来, 其遗传背景相对单一, 胡丽萍等
[37]

曾在

其他扇贝中也报道了类似现象。

3.4    四种扇贝的遗传距离及系统发育分析

本研究通过获得的所有ITS1序列和5S rDNA序

列, 计算了4种扇贝相互之间的遗传距离。首先, 基
于ITS1序列的遗传距离分析结果表明, 引进种岩扇

贝与虾夷扇贝间的遗传距离最近(0.040), 紧接着是

栉孔扇贝(0.062), 与海湾扇贝之间的遗传距离最远

(0.121); 而其余3种扇贝则是虾夷扇贝与栉孔扇贝
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之间的遗传距离最近(0.054), 此部分结果与秦艳杰

等
[38]

应用AFLP技术的研究结果一致。同时, 在本

研究中基于5S序列的遗传距离分析结果与基于

ITS1序列的分析结果一致, 这进一步证实了4种扇

贝间亲缘关系的远近。

此外 ,  本研究还利用获得的所有 ITS1和5S
rDNA单倍型序列以及GenBank数据库中其他扇贝

的相应序列, 构建系统发育树, 以探讨不同扇贝间

的亲缘关系。结果显示, 基于ITS1序列和5S rDNA
序列的系统发育树聚类结果完全一致, 引进种岩扇

贝先与虾夷扇贝聚为一支, 再与栉孔扇贝进行聚类,
而海湾扇贝则与其他扇贝聚为另一个单系群。目

前基于ITS1和5S rDNA序列在扇贝系统进化方面的

研究鲜有报道, 仅有Insua等[6]
和José López-Piñón

等
[9]
对欧洲的4种扇贝进行了相关研究。大量文献

资料却显示, 扇贝系统发育及进化等相关的研究主

要是基于线粒体基因序列进行开展(COI、16S、
12S等), 如Canapa 等[39]

通过对6种扇贝16S序列的比

较分析 ,  探讨了这些扇贝物种的系统发生关系 ;
Barucca等[40]

利用16S和12S序列的比较分析, 构建

了系统进化树; Puslednik等[41]
同时采用线粒体基因

(16S和12S )以及核基因(H3 组蛋白)的部分序列构

建了46种扇贝的系统进化树, 包括引进种岩扇贝在

内, 其结果表明虾夷扇贝先与冰岛扇贝(Chlamys is-
landica)聚为一个分支, 再与岩扇贝进行聚类, 而与

海湾扇贝相距较远, 但文中未对栉孔扇贝(C. far-
reri)的亲缘关系进行报道。

4    结论

综上所述, 本研究通过测序获得了岩扇贝、海

湾扇贝、虾夷扇贝、栉孔扇贝的核糖体内转录间

隔区ITS1及5S rDNA的序列, 首先对其序列的碱基

组成及遗传多样性进行了分析, 相比4种扇贝的分

析结果看栉孔扇贝的遗传多样性最高, 岩扇贝的遗

传多样性最低, 但总体来看, 4种扇贝均表现出较低

的多样性水平; 其次, 利用获得的所有ITS1序列和

5S rDNA序列分别对4种扇贝之间的遗传距离进行

了计算, 2种方法的结果均表明岩扇贝与虾夷扇贝

的遗传距离最近, 而与海湾扇贝的遗传距离最远;
最后, 利用获得的4种扇贝的单倍型序列以及Ge-
Bank中其他扇贝的相应序列, 基于NJ法构建了系统

进化树, 基于ITS1序列和5S rDNA序列分别构建的

系统发育树聚类结果完全一致, 引进种岩扇贝先与

虾夷扇贝聚为一支, 再与栉孔扇贝进行聚类, 而海

湾扇贝则与别的扇贝聚为另一个单系群。该研究

结果将为岩扇贝的引种与养殖以及今后的遗传育

种研究工作提供一些基础数据。
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GENETIC VARIATION AND RELATIONSHIP ANALYSIS OF SCALLOPS
BASED ON THE SEQUENCES OF ITS1 AND 5S rDNA

LIAO De-Jie1, CAO Shan-Mao1, TONG Jin-Gou2, ZHOU Ying2, 3, YU Xiao-Mu2, LIU Yang1 and WANG Xiao1

(1. Liaoning Shellfish Fine Breed Breeding Engineering Technology Research Center, Dalian Ocean University, Dalian 116023,
China; 2. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Aquatic Biology, Chinese Academy of

Sciences, Wuhan 430072, China; 3. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)

Abstract: Rock scallop Crassadoma gigantea was introduced to China in 2012, and was successfully bred in 2015. It is
in the stage of popularizing culture now. To understand the genetic relationships and the genetic variations among C.
gigantea, Argopecten irradians, Chlamys farreri, and Patinopecten yessoensis, the whole sequences of ITS1 and 5S
rDNA were sequenced after the amplification by PCR. The sequence characterization, genetic diversity, genetic dis-
tance, and phylogeny were determined by using a suite of biology softwares. Based on the sequences of ITS1, the num-
bers of haplotype and polymorphic sites, haplotype diversities, nucleotide diversities, and average nucleotide diffe-
rences were varied from 2 to 6, 1 to 12, 0.425 to 0.800, 0.00081 to 0.00486 and 0.366 to 2.44, respectively. In addition,
based on the sequences of 5S rDNA, their same genetic variation parameters varied from 2 to 5, 1 to 14, 0.533 to 0.841,
0.00108 to 0.1058 and 0.533 to 5.726, respectively. The result showed that all these four species had a low diversity
level (π<0.01). Based on the sequences of ITS1 and 5S rDNA, the genetic distance were varied from 0.040 to 0.124, and
0.043 to 0.457, respectively, which demonstrated that C. gigantea appeared to be closely-related to P. yessoensis.
Meanwhile, phylogeny trees of the genetic distances confirmed the genetic relatedness between C. gigantea and P. yes-
soensis. This work would provide basic information for future studies on germplasm resources management, as well as
on the genetics and breeding strategies of C. gigantea.

Key words: ITS1; 5S rDNA; Rock scallop (Crassadoma gigantea); Genetic variation; Genetic relationship
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