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泥蚶奉化种群与韩国种群形态特征

和遗传结构的差异分析
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　　摘要：利用形态学标记和微卫星标记技术，研究了泥蚶奉化种群和韩国种群的壳形态和遗传结构的差异，为泥蚶
良种培育提供科学依据。对同批２龄泥蚶奉化种群和韩国种群的壳长（ＳＬ）、壳高（ＳＨ）、壳宽（ＳＷ）、壳顶宽（ＳＲＷ）、
总质量（ＴＷ）、软体部质量（ＩＷ）进行测量，以各性状的相对比值作为形态分析指标，考察了 ＳＨ／ＳＬ、ＳＷ／ＳＬ、ＳＲＷ／ＳＬ、
ＩＷ／ＴＷ４个指标的差异。方差分析和Ｔｕｋｅｙ多重比较结果表明，韩国种群的ＳＷ／ＳＬ、ＳＲＷ／ＳＬ２个形态指标均极显著
高于奉化种群（Ｐ＜０．０１），表明韩国种群的壳型比奉化种群更加鼓胀；ＩＷ／ＴＷ极显著高于奉化种群，表明韩国种群的
软体部含量高，即出肉率高。选用６个高度多态的微卫星标记分析了泥蚶韩国种群和奉化种群的遗传差异，结果６个
微卫星位点在２个种群中共检测出６４个等位基因，其中５个位点的ＰＩＣ值＞０．５，表现出高度多态性；遗传多样性分
析表明，奉化种群和韩国种群在等位基因数、观测杂合度、期望杂合度、ＰＩＣ值等遗传参数上差异很小，遗传分化系数
Ｆｓｔ为００２２；但２个群体的遗传距离为０．１３６７，在ＴＭＰ１８、ＥＴＧ７等位点的等位基因数和期望杂合度等参数上存在显

著差异，表明２个种群的遗传结构已经发生了一定程度的变异。
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　　泥蚶（Ｔｅｇｉｌｌａｒｃａｇｒａｎｏｓａ）属于广温广盐性贝类，广泛分布
于印度洋 －西太平洋，在我国主要分布于山东以南沿海［１］，

是我国四大养殖贝类之一，具有很高的经济价值。然而，目前

人工繁、养殖的泥蚶种质是未经遗传改良的野生型，已出现了

种质退化等制约泥蚶养殖业健康、可持续发展的现象，迫切需

要对泥蚶种质进行改良［２］。杂交育种是遗传改良和良种培

育常用的有效方法，通过不同种群、不同基因型个体杂交，其

杂交后代不仅可综合双亲的优良性状、增加变异性，还有可能

产生超越双亲的杂种优势［３］。关于海洋经济贝类良种培育

方面，已有不少杂交培育成功的先例，特别是不同地理种群间

的“远距离杂交”。不同地理种群间的“远距离杂交”可克服

种间杂交后代生殖和发育障碍，具有比较明显的性状表达等

优点［４］，在海洋经济贝类育种中得到了广泛的应用，如太平

洋牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ）［５］、栉孔扇贝（Ｃｈｌａｍｙｓｆａｒｒｅｒｉ）［６－７］、
皱纹盘鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ）［８］、文蛤（Ｍｅｒｅｔｒｉｘｍｅｒｅ
ｔｒｉｘ）［４，９］、马氏珠母贝（Ｐｉｎｃｔａｄａｍａｒｔｅｎｓｉｉ）［１０］、三角帆蚌（Ｈｙｒｉ
ｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ）［１１］等均开展过不同地理种群的杂交，而关于泥
蚶杂交育种方面的研究国内外还未见报道。然而开展泥蚶不

同地理种群的“远距离杂交”的前提是找出杂交亲本的优良

性状，判断是否为远距离杂交的良好材料。杂交亲本的优良

性状主要表现在生长速度、形态特征及遗传多样性水平高低

等方面，因此对泥蚶不同地理种群的形态特征和遗传结构差

异分析成为开展泥蚶“远距离杂交”的首要任务。

目前，国内外已用形态学标记［１，１２］、同工酶［１３］、线粒体

ＣＯⅠ ［１４］、ＲＡＰＤ［１５－１６］、ＡＦＬＰ［２，１７］等手段对泥蚶不同群体的遗
传变异进行了研究，但是利用形态学标记和 ＳＳＲ标记相结合
的方法来研究泥蚶不同地理种群的遗传变异还未见报道。本

试验利用形态学标记和 ＳＳＲ分子标记技术研究泥蚶奉化种
群和韩国种群间的表型和遗传差异，可望为下一步开展杂交

育种实践提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
从韩国釜山引进泥蚶种群，从浙江奉化自然海区取本地

泥蚶种群，给予同样的养殖环境，同时进行人工繁、养殖。随

机选取同批２龄泥蚶奉化种群和韩国种群样品，活体带回实
验室，用于形态学分析；每个群体随机各取样３０颗，活体解剖
取闭壳肌，无水乙醇固定，置于－２０℃冰箱中保存，用于基因
组ＤＮＡ提取。

ＳＳＲ分析所选用的引物来自周小龙等［１８］、顾晓英等［１９］

已开发的序列，序列信息见表 １。ＰＣＲ反应所用 Ｔａｑ酶、
ｄＮＴＰ、Ｂｕｆｆｅｒ等购自ＴａＫａＲａ公司，琼脂糖、聚丙烯酰胺胶等均
购自上海生工生物工程有限公司，２０ｂｐｍａｒｋｅｒ购自美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。
１．２　形态学数据测量

随机取泥蚶奉化种群样品１１８颗、韩国种群样品１００颗
用于形态学数据测量。用游标卡尺（精度为０．０１ｍｍ）测量
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表１　６对泥蚶ＳＳＲ引物序列

引物名称 序列（５′→３′）
产物长度

（ｂｐ） 重复序列
退火温度

（℃）
ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

ＥＴＧ２９［１８］ Ｆ：ＡＡＡＧＡＡＡＣＡＣＡＡＡＣＡＣＡＣＣＧ；Ｒ：ＣＧＡＡＴＣＧＴＡＣＣＡＧＧＡＣＴＡＡＴＡ １７８～２１９ （ＡＴＡＣ）９ ５９ ＫＣ３５５３９８
ＥＴＧ７［１８］ Ｆ：ＴＡＧＡＡＧＴＡＴＴＴＴＴＴＧＧＣＴＧＧ；Ｒ：ＡＧＴＴＡＣＡＡＣＣＴＧＡＡＧＡＣＣＧＡ １４８～１８４ （ＴＧＡ）９ ５９ ＫＣ３５５３７７
ＥＴＧ４［１８］ Ｆ：ＧＣＴＴＣＴＧＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴ；Ｒ：ＡＴＴＣＣＴＧＡＴＴＴＡＣＡＣＣＴＧＧ ２６０～２９７ （ＴＧ）８ ５６ ＫＣ３５５３７４
ＧＴＧ２［１８］ Ｆ：ＧＣＡＡＧＴＣＧＴＴＣＴＣＡＴＣＡＡ；Ｒ：ＧＴＡＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＧＣＡＡＴ ２５４～２８９　（ＡＣ）１１…（ＣＴ）４（ＣＡ）８ ５９ ＫＣ３５５４００
ＴＭＰ３［１９］ Ｆ：ＧＡＣＡＡＧＡＣＧＡＡＧＴＴＡＧＣＡＡＧ；Ｒ：ＧＡＡＡＣＧＧＡＴＡＧＡＡＴＡＡＴＣＡＡＡＧＡ １３７～１９７ （ＧＡＡ）１３ ５９ ＥＵ８８１９８７
ＴＭＰ１８［１９］ Ｆ：ＡＧＴＴＡＣＡＧＴＴＧＧＴＧＴＣＴＴＴＴＣＡ １４１～２０１ （ＴＴＴＣ）６（ＡＴＣ）４ ５９ ＥＵ８８１９９０

Ｒ：ＧＡＣＡＧＣＣＴＣＧＡＴＧＴＡＡＧＴＴＡＡＡ １４１～２０１ ＧＴＣ（ＴＴＣ）１１ ５９ ＥＵ８８１９９０

泥蚶的壳长（ＳＬ）、壳高（ＳＨ）、壳宽（ＳＷ）、壳顶宽（ＳＲＷ）。用
滤纸吸干贝壳表面水分，电子天平（精度为０．０１ｇ）称量总质
量（ＴＷ）。活体解剖后，用滤纸吸除表面水分和血液，电子天
平称量软体部质量（ＩＷ）。为消除个体差异的影响，以各性状
的相对比值作为形态分析的指标，考察ＳＨ／ＳＬ、ＳＷ／ＳＬ、ＳＲＷ／
ＳＬ、ＩＷ／ＴＷ４个形态特征指标。
１．３　ＤＮＡ提取和ＳＳＲ分析
１．３．１　基因组 ＤＮＡ的提取　取泥蚶闭壳肌，采用常规
酚－氯仿法提取基因组ＤＮＡ。利用１％琼脂糖凝胶电泳进行
ＤＮＡ的完整性检测，微量紫外分光光度计（ＧＥＮａｎｏＶａｌｕｅ）
测定ＤＮＡ的浓度和纯度，调整至终浓度１００ｎｇ／μＬ，用于ＳＳＲ
分析。

１．３．２　ＳＳＲ分析　选取６个高度多态性的泥蚶 ＳＳＲ位点用
于２个种群遗传差异分析。ＰＣＲ反应体系为：１×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，
１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，０．５μｍｏｌ／Ｌ上下游引
物，１００ｎｇＤＮＡ模板，０．５ＵＴａＫａＲａｒＴａｑ聚合酶，补足水至
２０μＬ。ＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，
退火（温度根据各个引物而异）４５ｓ，３５个循环；７２℃延伸
４５ｓ；最后７２℃延伸７ｍｉｎ；４℃保存。ＰＣＲ产物在８％非变
性聚丙烯酰胺凝胶中分离，１８０Ｖ恒电压电泳３ｈ，ＥＢ染色，
Ｂｉｏ－ｒａｄＧｅｌＤｏｃＸＲＳ＋紫外光下拍照，根据图谱结果统计各
群体的基因型。

１．４　数据处理与分析
２个种群各形态指标差异用ＳＰＳＳ１６．０软件进行ＡＮＯＶＡ

单因素方差分析，并进行了Ｔｕｋｅｙ多重比较检验，Ｐ＜０．０５为
显著差异，Ｐ＜０．０１为极显著差异。

根据图谱基因型统计结果，用 ＰＯＰＧＥＮＥ１．３１计算６个
微卫星微点在２个种群的等位基因数（Ｎａ）、有效等为基因数
（Ｎｅ）、观测杂合度（Ｈｏ）、期望杂合度（Ｈｅ）、２个群体的遗传距
离（Ｄ）和遗传相似度（Ｉ）；使用Ｃｅｒｖｕｓ３．０计算多肽信息含量
（ＰＩＣ）；使用生物在线软件 ＧＥＮＥＰＯＰ４．０（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｅｐｏｐ．
ｃｕｒｔｉｎ．ｅｄｕ．ａｕ）进行 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验，并用 Ｂｏｎｆｅｒ
ｒｏｎｉｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ对结果进行校正。

２　结果与分析

２．１　形态学数据分析
对泥蚶２个地理种群间形态指标差异进行了ＡＮＯＶＡ分

析和Ｔｕｋｅｙ多重比较，结果（表２、表３）显示，ＳＨ／ＳＬ、ＳＷ／ＳＬ、
ＳＲＷ／ＳＬ、ＩＷ／ＴＷ这４个形态学参数在２个种群间均表现出
极显著差异（Ｐ＜０．０１）。韩国种群的ＳＷ／ＳＬ、ＳＲＷ／ＳＬ２个形
态指标均极显著高于奉化种群（Ｐ＜０．０１），表明韩国种群的
壳型比奉化种群更加鼓胀；韩国种群的 ＩＷ／ＴＷ极显著高于
奉化种群，表明韩国种群的可食用的软体部含量高，即出肉率

高，与奉化种群相比表现出一定的生长优势。

表２　泥蚶奉化种群与韩国种群５个形态指标的多重比较（Ｔｕｋｅｙ法）

种群 样本容量
２个种群形态差异

ＳＨ／ＳＬ ＳＷ／ＳＬ ＳＲＷ／ＳＬ ＩＷ／ＴＷ
奉化种群 １１８ ０．８０９２±０．０２５３ ０．７０６０±０．０３３７ ０．０７６９±０．０２０６ ０．２０９４±０．０５４２
韩国种群 １００ ０．７８９３±０．２６２０ ０．７２９８±０．０３３６ ０．１０３１±０．０２８４ ０．２６７８±０．０５２５

表３　泥蚶奉化种群与韩国种群５个形态指标的的方差分析

方差来源 ｄｆ
ＳＨ／ＳＬ ＳＷ／ＳＬ ＳＲＷ／ＳＬ ＩＷ／ＴＷ

ＭＳ Ｆ ＭＳ Ｆ ＭＳ Ｆ ＭＳ Ｆ
种群间 １ ０．０２２ ３２．４９４ ０．０３１ ２６．９６５ ０．０３７ ６１．７９４ ０．１１５ ４９．１４１

种群内 ２１６ ０．００１ ０．００１ ０．００１ ０．００２
总变异 ２１７

　　注：Ｆ０．０５（１，２１６）＝３．８９；Ｆ０．０１（１，２１６）＝６．７６。

２．２　６对ＳＳＲ引物在泥蚶２个种群中的扩增结果
利用６对多态的 ＳＳＲ引物对泥蚶奉化种群和韩国种群

共６０个个体进行了ＰＣＲ扩增和电泳检测，结果见表４。６对
ＳＳＲ引物共检测到６４个等位基因，每个位点产生的等位基因
数在３～１６个之间，平均每个位点产生１０．６７个等位基因。６

个ＳＳＲ位点的 ＰＩＣ值介于 ０．３２８～０．８９０，其中 ５个位点的
ＰＩＣ值 ＞０．５，表现出高度多态性，可用于种群间的遗传差异
分析。

２．３　泥蚶奉化种群和韩国种群的遗传变异分析
泥蚶奉化种群和韩国种群的等位基因数（Ｎａ）、观测杂合
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表４　６对ＳＳＲ引物在泥蚶２个群体中的扩增结果

位点 Ｎａ（个） Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ
ＥＴＧ４ ３ ０．４１７ ０．３７７ ０．３２８
ＥＴＧ７ １２ ０．５６７ ０．８２９ ０．８０２
ＥＴＧ２９ ９ ０．４１７ ０．６８８ ０．６４７
ＧＴＧ２ １３ ０．４３３ ０．８５３ ０．８２８
ＴＭＰ３ １６ ０．９００ ０．９０６ ０．８９０
ＴＭＰ１８ １１ ０．４２１ ０．９０４ ０．８８７
平均值 １０．６７ ０．５２５８ ０．７５９５ ０．７３０４

度（Ｈｏ）、期望杂合度 （Ｈｅ）、多态信息含量 （ＰＩＣ）及
Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验结果见表５。遗传多样性分析表
明，奉化种群和韩国种群在等位基因数、观测杂合度、期望杂

合度、ＰＩＣ值等遗传参数上差异很小。奉化种群平均等位基
因数为９００，韩国种群的平均等位基因数为９１７个。泥蚶

奉化种群和韩国种群的平均观测杂合度分别为０．５２７８和
０５２６５，平均期望杂合度均高于平均观测杂合度，分别为
０．７５５５和０．７４２５。６个微卫星位点在奉化种群的平均 ＰＩＣ
值为０．７１８８，稍高于韩国种群（ＰＩＣ＝０．７０１９）。Ｈａｒｄｙ－
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验结果表明，除位点ＥＴＧ４和ＴＭＰ３在２个种
群中未偏离平衡外，其余位点都显著偏离了Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ
平衡。

由ＰＯＰＧＥＮＥ１．３１软件计算出泥蚶２个种群的遗传距离
和遗传分化系数（表６）。结果表明，奉化种群和韩国种群的
遗传分化系数Ｆｓｔ为０．０２２，表明经过长时间的地理隔离，２个
种群的遗传变异不大；但２个种群的遗传距离为０．１３６７，特
别是在ＧＴＧ２、ＴＭＰ１８、ＥＴＧ７等位点中２个种群的等位基因数
和期望杂合度等参数存在显著差异，表明２个种群的遗传结
构已经发生了一定程度的变异。

表５　６对ＳＳＲ引物在泥蚶两群体中的遗传多样性及Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验

位点

（个）

奉化种群 韩国种群

Ｎａ Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ Ｎａ Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ
ＥＴＧ４ ３ ０．３００ ０．３３７ ０．２９４ ３ ０．５３３ ０．４２０ ０．３５９
ＥＴＧ７ １１ ０．７３３ ０．８３４ ０．７９８ ７ ０．４００ ０．７６５ ０．７１３
ＥＴＧ２９ ８ ０．５００ ０．７４５ ０．６９７ ８ ０．３３３ ０．６２１ ０．５７６
ＧＴＧ２ ９ ０．３６７ ０．８１２ ０．７７０ １２ ０．５００ ０．８８１ ０．８５２
ＴＭＰ３ １４ １．０００ ０．９０９ ０．８８５ １４ ０．８００ ０．８６２ ０．８３１
ＴＭＰ１８ ９ ０．２６７ ０．８９５ ０．８６８ １１ ０．５９３ ０．９０７ ０．８８０
平均值 ９ ０．５２７８ ０．７５５５ ０．７１８８ ９．１７ ０．５２６５ ０．７４２５ ０．７０１９

　　注：Ｎａ表示等位基因，Ｈｏ表示观测杂合度，Ｈｅ表示期望杂合度，ＰＩＣ表示多态信息含量，表示显著偏离 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡（Ｐ＜

００５）。

表６　泥蚶群体间遗传相似性系数和相对遗传距离

群体 奉化种群 韩国种群

奉化种群  ０．８７２２
韩国种群 ０．１３６７ 

　　注：对角线上方为群体间遗传相似性系数，下方为相对遗传距
离；Ｆｓｔ＝０．０２２。

３　讨论

随着生物技术的发展，评价生物遗传变异的方法也逐步

更新，如形态学标记、生化标记、分子标记等。形态学标记即

肉眼可见的或仪器可测量的特定生物外部形态特征，如生物

体的形态性状、生理性状、杂交特性等表型特征，是最早被使

用的一类遗传标记［２０］。形态特征是生物品种鉴定和分类的

重要依据，具有直观、简便等优点，广泛应用于海洋经济贝类

研究中，如以贝类“壳色”这一重要形态性状为研究对象，培

育出“蓬莱红”栉孔扇贝［２１］、“中科红”海湾扇贝［２２］等。关于

泥蚶形态学标记的研究，国内已有相关报道，如张永普等利用

多变量形态度量学方法对我国山东、浙江、广西和韩国４个地
理种群的泥蚶形态变异进行了比较研究，分别测定了不同群

体的壳长、壳高、壳顶宽等９个形态参数，结果表明泥蚶贝壳
性状（壳宽和壳高）是决定泥蚶不同地理种群的主要性状［１］；

蒋涛涛等定量分析了泥蚶壳形态性状对活体质量和软体部质

量的影响，分别测量了壳长、壳宽、壳高、活体质量和软体部质

量等数据，发现壳宽和壳高是影响泥蚶活体质量、软体部质量

的主要因素，为泥蚶选择育种提供了理论依据和理想的测度

指标［１２］。在前人的研究基础之上，本试验利用形态学标记来

研究泥蚶韩国种群和奉化种群的形态差异，发现韩国种群的

壳型比奉化种群更加鼓胀，且韩国种群的软体部含量相对较

高，即出肉率高，说明韩国种群较奉化种群表现出一定的生长

优势。

然而形态学标记也具有一定的局限性，因为生物的形态

及表型性状是遗传因素和环境因素相互作用的结果，只研究

表型变异不能完全或真实地反映遗传变异［２０］，因此须与其他

手段相结合来更真实地反映种群间的遗传差异。随着分子生

物学的快速发展，分子标记技术已广泛地应用于种群间遗传

多样性分析。分子标记是利用分子生物学方法来区分不同的

种群或个体，是以个体间遗传物质内核苷酸序列变异为基础

的遗传标记，是ＤＮＡ水平遗传多态性的直接反映，与形态学
标记相比，具有不易受环境或其他因素影响、多态性高、分辨

率高等优点［２３］。截至目前，已相继出现了 ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ、
ＡＦＬＰ、ＳＳＲ等分子标记技术。利用分子标记技术研究泥蚶种
群遗传多样性的研究，国内外已有相关报道，如李太武等［１５］、

徐义平等［１６］用ＲＡＰＤ技术研究了泥蚶不同地理种群的遗传
多样性；郑文娟等［１４］利用线粒体 ＣＯⅠ 基因测序技术评价了
我国沿海７个泥蚶地理群体的遗传分化；姚韩韩等［２］、董迎辉

等［１７］利用 ＡＦＬＰ技术对泥蚶不同选育群体进行了遗传变异
分析；而利用ＳＳＲ分子标记技术来研究泥蚶不同种群间的遗
传差异，国内外还未见报道。与前述几种分子标记相比，ＳＳＲ
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标记具有数量丰富、共显性、多态性高等优点［２４］。为了更深

入地研究泥蚶韩国种群和奉化种群间的遗传差异，本研究选

用６对高度多态的ＳＳＲ引物对这２个种群的遗传多样性进行
评价，结果表明韩国种群和奉化种群都具有较高的遗传多样

性（ＰＩＣ＞０．５），种质资源处于良好、稳定状态。从各项遗传
参数来看，奉化种群的遗传多样性要稍高于韩国种群，这有可

能与韩国种群的引种有关，即引进的韩国泥蚶种群有可能对

我国的养殖环境不适应，造成遗传多样性有所降低。这２个
种群的遗传距离为０．１３６７，特别在 ＧＴＧ２、ＴＭＰ１８、ＥＴＧ７等位
点中这２个种群的等位基因数和期望杂合度等参数存在显著
差异，表明这２个种群的遗传结构仍存在一定程度的变异。

利用形态学标记和 ＳＳＲ分子标记技术相结合的方法来
研究泥蚶奉化种群和韩国种群的遗传变异，对下一步泥蚶优

良品种选育具有一定的指导意义。根据韩国种群具有壳型鼓

胀、出肉率高等优点，奉化种群遗传多样性稍高且适应环境能

力强等优势，可充分利用这２个种群的优势，进行泥蚶韩国种
群和奉化种群的杂交选育，以期培育出出肉率高、适应环境能

力强的泥蚶优良品种。
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