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　　三角帆蚌 ( Hyriopsis cum ing ii) ,隶属于瓣鳃纲 (Lamelli2
brachia) ,真瓣鳃目 ( Eulamellibranchia) ,蚌科 (U ionidae) ,帆

蚌属 (Hyriopsis)。三角帆蚌是中国特有的优质淡水育珠母

蚌。随着珍珠养殖产业的发展 ,生产中三角帆蚌种质退化严

重 ,筛选或培育出品质优良的三角帆蚌是当前亟需解决的关

键问题之一。我国五大湖鄱阳湖、洞庭湖、太湖、巢湖和洪泽

湖是三角帆蚌的主要分布区域 ,对五大淡水湖三角帆蚌群体

遗传多样性、群体间遗传变异及亲缘关系的研究将对三角帆

蚌种质资源保护和良种选育产生重要的意义。

m tDNA COⅠ基因由于具有独特的遗传特性 ,被用来分析

生物遗传多样性和亲缘关系 [1 ]。运用 m tDNA COⅠ基因对贝

类进行遗传进化方面的研究国外已经有较多报道 ,例如对淡

水贝类幼虫寄生策略的进化研究 [2 ]、淡水贝类遗传多样性和

亲缘关系研究 [3 ]、牡蛎两个种亲缘关系研究 [ 4 ]、黑鲍种内群体

间的研究 [5 ]。但国内利用 m tDNA COⅠ基因对淡水贝类遗传

多样性和亲缘关系基本上没有研究 ,对三角帆蚌的研究尚未

见报道。本研究通过测定线粒体 DNA细胞色素 C氧化酶Ⅰ

(COⅠ)基因片段序列 ,分析中国五大淡水湖三角帆蚌线粒体

基因序列的多态性 ,以期为进一步开展三角帆蚌 DNA多态性

分析、种质资源的研究及遗传育种提供基础资料。

1　材料与方法

111　实验材料 　五大湖三角帆蚌潘阳湖进贤群体 ( PJ )及洞

庭湖群体 (DT)、太湖群体 ( TH )、洪泽湖群体 ( HZ)、巢湖群

体 (CH)是野生群体繁育的第一代。他们的亲本分别于 2001

年 10月份到 2002年 2月份之间采集 [ 6 ] ,采集后饲养在浙江

诸暨王家井珍珠养殖场 ,并采取了严格的隔离措施。每个群

体随机取 6—10个个体 ,用无水乙醇固定三角帆蚌的外套

膜 ,放置 4℃冰箱保存。

鄱阳湖另外 5个野生群体于 2006年 8月份分别取自余

干大塘湖区 ( PG)、珠湖湖区 ( PZ)、都昌湖区 ( PD )、湖口湖区

( PH)、永修昌邑湖区 ( YX) ,采集地点均为离湖岸较远的深

水处。采集完后每个群体取 5—9个个体现场取外套膜组

织 ,无水乙醇固定 ,带回实验室后放 4℃冰箱保存。

112　基因组 D NA提取 　每个样本取用无水乙醇固定的三

角帆蚌的外套膜组织 150mg左右 ,双蒸水冲洗 ,酚 2氯仿提取

DNA,用核酸蛋白仪检测 DNA OD值 ,确定 DNA的纯度、浓

度。1%琼脂糖凝胶电泳分析 DNA质量。 - 20℃保存备用。

113　PCR扩增及序列测定 　PCR扩增所用引物 : LCO1490:

5′2GGTCAACAAATCATA AAGATATTGG23′和 HCO2198: 5′2
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA23′[ 7, 8 ] ,引物由上海生

工生物公司合成。

PCR 反应体系 : 体系为 50μL,包括 : 模板 DNA 50—

100ng, 10 ×Buffer 5μL, 4种 dNTP各 012mmol/L,上、下游引

物各 012μmol/L, Taq DNA聚合酶 2U,MgCl2 115mmol/L。反

应条件 :反应在 Eppendorf Mastercycler 5333型 PCR仪上进

行。反应条件如下 : 94℃预变性 3m in, 94℃变性 45 s, 48℃退
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火 1m in, 72℃延伸 1m in。经 35 个循环后再在 72℃延伸

5m in。每次反应都设不含模板的空白对照。PCR产物送往

上海生工生物工程技术有限公司 ,纯化后直接进行测序反

应 ,测序引物为 LCO1490。

114　数据处理 　用 BLAST软件将测序结果与 GenBank中

的相关序列进行同源性比较 ,用 Clustal W 软件对所测得的

序列进行比对 ,并经人工核查。利用 DNASP410软件统计单

倍型及多态位点 (S ) ,平均核苷酸差异数 ( K)和核苷酸多样

性指数 ( P i)。利用 MEGA311软件进行所测序列的编辑、排

序、系统发育和遗传学分析 ,采用 Kimura双参数模型计算遗

传距离 ,用 NJ法构建系统树。

2　结 　果

211　m tD NA CO Ⅰ基因序列的 PCR扩增结果

从提取的基因组 DNA 中 PCR 扩增到 700bp 左右的

m tDNA COⅠ基因序列。扩增结果 (图 1)。

图 1　三角帆蚌 10群体 m tDNA CO Ⅰ部分序列的 PCR产物

Fig11　PCR products for mtDNA COⅠof ten Hyriopsis cum ingii stocks

212　m tD NA CO Ⅰ基因序列测定及碱基组成

对中国五大湖三角帆蚌十个群体共 69个个体的总

DNA 进行扩增 ,均得到了特异性很好的 PCR产物。 PCR

产物直接测序得到大约 680 bp的碱基序列 ,通过 BLA ST

分析比较确认所得片段为 CO Ⅰ基因片段。经 Clustal W

同源排序 ,剪去测序中不准确的序列 ,最终得到了 610 bp

的核苷酸片段。

用 MEG311软件对五大湖 10个群体三角帆蚌的碱基

( T、C、A、G)组成作了计算 ,发现其碱基组成差异不大 , A + T

的含量都明显高于 G + C的含量。

213　m tD NA CO Ⅰ基因序列变异及其遗传多样性参数

使用 DNASP410软件对中国五大湖三角帆蚌 10个群体

的遗传多样性参数进行计算 (表 1)。从表 1可以看出 ,五大

湖各个三角帆蚌群体的核苷酸多态位点数不相同 ,鄱阳湖 6

个群体的核苷酸多态位点在 39到 45之间 ,居五个湖首位。

其次是洞庭湖和太湖群体 ,分别是 39个和 24个 ,而洪泽湖

群体和巢湖群体的多态核苷酸位点数分别为 5个和 14个 ;

在五个湖三角帆蚌群体中 ,鄱阳湖 6个群体的平均核苷酸差

异数和核苷酸多样性指数值分别在 91233 到 111750 和

0103011 ±0102042到 0103955 ±0102943之间 ,明显高于其

他四个湖三角帆蚌群体 ,其次是洞庭湖群体和太湖群体 ,洪

泽湖群体最低 ,其平均核苷酸差异数和核苷酸多样性指数值

分别为 21148和 0100226 ±0100254。在 10个群体中 ,鄱阳

湖 6个群体 41个个体有单倍型 30种 ;太湖 6个个体和洞庭

湖 9个个体 ,分别为 4种和 5种 ;洪泽湖群体的单倍型最少 ,

6个个体只有 1种单倍型。

表 1　三角帆蚌 10群体 m tD NA CO Ⅰ遗传多样性参数

Tab11　Genetic diversity for m tDNA CO Ⅰof ten Hyriopsis cum ingii stocks

群体

Stock

个体数

( n)

单倍型数

(NHap)

多态位点数

(S )

平均核苷酸差异数

( k)

核苷酸多样性指数

( Pi)

CH 7 2 14 51210 0100711 ±0100182

DT 9 5 39 91543 0102839 ±0102609

TH 6 4 24 71251 0101861 ±0101008

HZ 6 1 5 21148 0100226 ±0100254

PJ 10 8 43 101851 0103955 ±0102943

PH 6 5 45 111750 0103880 ±0102850

YX 5 3 39 91233 0103011 ±0102042

PY 5 3 40 91567 0103043 ±0102938

PZ 9 7 43 101661 0103730 ±0103960

PD 6 4 41 91741 0103136 ±0104054

214　m tD NA CO Ⅰ基因序列的遗传距离

基于所测得的序列 ,利用 MEGA311软件中的 Kumara双

参数模型 (转换加颠换 ,转换比颠换 )计算五大湖三角帆蚌

10个群体间的相对遗传距离 (表 2)。从表 3中可以看到 ,五

大湖三角帆蚌 10个群体间的遗传距离在 010021到 010422

之间 ,鄱阳湖六个点群体间遗传距离相对较近 ,遗传距离在

010021到 010073之间 ,余干群体和都昌群体之间的遗传距

离最近为 010021。五大湖群体间遗传距离相对较远 ,遗传

距离在 010111到 010422之间 ,太湖群体与洪泽湖群体之间

的遗传距离最远为 010422。
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表 2　三角帆蚌 10群体 m tD NA CO Ⅰ核苷酸序列遗传距离

Tab12　Genetic distance for m tDNA CO Ⅰof ten Hyriopsis cum ingii stocks

PY PZ PD PH YX PJ CH DT TH HZ

PY

PZ 010041

PD 010021 010032

PH 010043 010051 010030

YX 010032 010042 010021 010043

PJ 010064 010073 010051 010060 010061

CH 010120 010131 010120 010131 010122 010111

DT 010351 010352 010362 010352 010360 010372 010372

TH 010302 010301 010301 010303 010301 010313 010331 010413

HZ 010383 010383 010382 010380 010382 010401 010403 010381 010422

215　基于 m tD NA CO Ⅰ基因序列的分子系统树

用 MEGA311软件中的 NJ法对所测序的 69个样本进行

系统树的构建 ,得到 10个群体之间的系统聚类图 (图 2)。

从图中可以看出 ,鄱阳湖 6个群体聚在一起 ,并与巢湖群体

亲缘关系相近 ,然后鄱阳湖、巢湖这二个群体再和太湖群体

聚在一起。洞庭湖群体和洪泽湖群体亲缘关系相近 ,单独为

一支。

图 2　三角帆蚌 10群体 m tDNA CO Ⅰ基因的 NJ系统树

Fig12　m tDNA CO ⅠNeighbor2joining phylogenetic tree of ten

Hyriopsis cum ingii stocks

3　讨 　论

采集的五大淡水湖三角帆蚌样本是否有代表性是本研

究考虑的重要内容之一。为此 ,笔者采集了鄱阳湖内 6个点

的三角帆蚌群体 ,并对它们的 CO Ⅰ基因片段序列分别进行

了分析 ,结果发现鄱阳湖内部各采样点之间碱基组成、核苷

酸多态位点数、平均核苷酸差异数、核苷酸多样性指数等指

标差异很小 ,从系统进化上完全聚集在一起 ,这表明对于三

角帆蚌而言 ,湖泊内部的一个取样点基本可以代表整个湖泊

的情况。另外 ,采集的三角帆蚌野生群体在池塘养殖并繁育

一代后 ,遗传多样性是否有变异也是本研究需考虑的问题。

从鄱阳湖 6个点的结果来看 , 1个子一代群体与 5个野生群

体几乎没有差异 ,因此繁育一代也能代表野生群体的情况。

基于 m tDNA CO Ⅰ基因水平上的遗传距离表明 ,鄱阳湖

内 6个群体三角帆蚌间的遗传距离在 010021到 010073之

间 , Thorp [ 9 ]认为种群间的遗传距离应在 01030—01200,可以

推断鄱阳湖内的 6个三角帆蚌群体同属一个种群。三角帆

蚌是底栖贝类 ,活动范围很少 ,鄱阳湖是我国第一大淡水湖

泊 ,按理说会形成几个种群 ,但却没有形成 ,这与三角帆蚌拥

有钩介幼虫这一特殊发育阶段有关。从三角帆蚌繁殖习性

来看 ,它是体内受精 ,受精卵成熟排出体外为钩介幼虫 ,钩介

幼虫主要寄生在鱼鳃和体表部分 ,变态后从鱼体脱落沉入湖

底。目前了解的寄主鱼主要有黄颡鱼和鳙鱼 ,前者活动范围

不广 ,主要在鄱阳湖区域内活动 ,后者活动范围较大 ,可以从

湖泊到长江流域。它们把钩介幼虫带到各个水域 ,与湖泊内

甚至湖泊外的三角帆蚌进行基因交流 ,使得湖内各个点的三

角帆蚌群体间的遗传差异很小 ,各个点的三角帆蚌群体间的

遗传多样性基本相同。

从五大湖三角帆蚌群体间的遗传距离看 ,巢湖与其他 4

个湖泊的遗传距离都在 010111到 010131之间 ,其他 4个湖

泊之间的遗传距离均超过 01030,根据 Thorp种群间的分别

方法 ,鄱阳湖、洞庭湖、太湖和洪泽湖三角帆蚌应该为独立的

种群 ,而巢湖三角帆蚌不是独立的种群。从 NJ法构建的

m tDNA CO Ⅰ分子系统树及形态学 [ 10 ]、SSR [ 11 ]和 RAPD [ 12 ]

研究结果均显示 ,巢湖与鄱阳湖三角帆蚌亲缘关系最近 ,从

地理位置上看 ,鄱阳湖与巢湖也较近 ,这表明巢湖的三角帆

蚌有可能从鄱阳湖来的。巢湖是一个相对封闭的水体 ,鄱阳

湖的三角帆蚌如何进入巢湖 ? 通过鳙鱼携带钩介幼虫 ,还是

通过人为的移植 ,还需要进一步证实。

鄱阳湖群体的核苷酸多态位点在 39到 45之间 ,核苷酸

多样性指数在 0103011 ±0102042到 0103955 ±0102943之

间 ,显著高于其他湖泊三角帆蚌群体 ,洪泽湖群体和巢湖群

体的多态核苷酸位点数和核苷酸多样性指数最低 ,遗传多样

性较低。初步判断五大湖遗传多样性由高到低的顺序为 :鄱

阳湖、洞庭湖、太湖、巢湖、洪泽湖。过去利用 RAPD和 SSR
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技术 ,对我国五大湖三角帆蚌的遗传多样性进行了分析 ,结

果也认为鄱阳湖群体三角帆蚌遗传多样性最高 ,洞庭湖群体

和太湖群体其次 ,洪泽湖群体最低 [ 11, 12 ] ,本研究结果和过去

的研究结果相同。对五大湖三角帆蚌群体和诸暨养殖群体

生长性能比较研究显示 ,鄱阳湖三角帆蚌群体生长性能和成

活率最高 [ 13 ] ,育珠性能也较好 ,结合本次研究鄱阳湖群体三

角帆蚌遗传多样性丰富的结果 ,因此可以将鄱阳湖群体三角

帆蚌在生产上直接加以利用 ,同时还可以将鄱阳湖群体三角

帆蚌用做选择育种的基础群体 ,进一步进行良种选育。

三角帆蚌是我国现有最主要的淡水育珠蚌 ,是我国特有

种。本次研究表明 ,除鄱阳湖群体三角帆蚌外 ,洞庭湖和太

湖群体三角帆蚌也拥有较高的遗传多样性 ,而较高的遗传多

样性是良种选育的基础。因此建议加强对鄱阳湖、洞庭湖和

太湖的三角帆蚌种质资源的保护 ,以维持我国特有的具有重

要经济价值的三角帆蚌优良种质的遗传多样性。
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