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　　摘要：采用ＰＣＲ扩增和序列测定等技术，对岩扇贝（Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ）线粒体ＤＮＡ１６ＳｒＲＮＡ和ＣＯⅠ基因片段
进行初步研究，得到１６ＳｒＲＮＡ基因片段的大小在６１３．０～６３４．０ｂｐ之间，Ａ、Ｔ（Ｕ）、Ｇ、Ｃ的平均含量分别为２６．５％、
２９．７％、２４．５％、１９．３％；ＣＯⅠ基因片段的大小为６６０ｂｐ，碱基 Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ的平均含量分别为１７．２％、４０．３％、２７．２％、
１５．３％。１６Ｓ基因在岩扇贝中偏好使用 ＧＵＵ、ＵＵＧ、ＡＵＵ、ＡＣＧ、ＵＡＵ、ＣＡＡ、ＧＡＧ、ＵＵＵ、ＵＣＵ、ＧＡＵ、ＧＧＵ、ＧＡＧ、ＡＧＧ和
ＧＧＡ等２５个密码子。ＣＯⅠ系统进化树表明，与岩扇贝亲缘关系最近的是柿孔扇贝（Ａｚｕｍａｐｅｃｔｅｎｆａｒｒｅｒｉ），其次是冰岛
扇贝（Ｃｈｌａｍｙｓｉｓｌａｎｄｉｃａ）。１６Ｓ系统进化树亲缘关系由近到远依次是北美扇贝（Ｐａｔｉｎｏｐｅｃｔｅｎｃａｕｒｉｎｕｓ）、虾夷扇贝
（Ｍｉｚｕｈｏｐｅｃｔｅｎｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ）、Ｃｈｌａｍｙｓｉｓｌａｎｄｉｃａ。
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　　岩扇贝（Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ）隶属于软体动物门、瓣鳃
纲、珍珠贝目、扇贝科。原产于北美洲太平洋沿岸海域，广泛

分布于美国的阿拉斯加，加利福尼亚半岛以及墨西哥湾附近。

该贝具有闭壳肌大、肉质鲜美、风味独特、生长速度快、对环境

适应能力强等优点，２０１３年大连海洋大学科研人员从加拿大
温哥华岛引进岩扇贝成贝，在辽宁省沿海各地进行人工育苗

和人工养殖，并对其进行了人工育苗技术和幼贝摄食生理等

研究［１－３］。国外学者对岩扇贝的营养成分、口味、冷藏肉质的

稳定性、野生种群的生长速率、排精产卵机制、幼贝的饵料配

比、附着生理、胚胎发育等方面进行了研究［４－９］。日常岩扇贝

通过岩扇贝壳型、颜色等形态特征进行分类，比较而言应用分

子生物学的分析方法对岩扇贝的分类及鉴定较少。Ｂｅｒｎａｒｄ
建立了包含必须以固着而生的岩扇贝的岩扇贝属

（Ｃｒａｓｓａｄｏｍａ）［１０］。Ｗａｌｌｅｒ扩展了岩扇贝属的范围，包含其他
固着和非固着的 Ｈｉｎｎｉｔｅｓ种，并创造了包括 Ｃａｒｉｂａｃｈｌａｍｙｓ属
在内的Ｃｒａｓｓａｄｏｍｉｎｉ［１１］。可见岩扇贝在扇贝科下的亲缘关系
并不明确，Ｓａａｖｅｄｒａ等研究了岩扇贝与太平洋部分扇贝和加
勒比海扇贝的进化关系［１２］。本研究在其基础上增加国内经

济贝类，如栉孔扇贝、虾夷扇贝等，应用ＤＮＡ条形码技术进行
进一步的研究。ＤＮＡ条形码是利用足够变异的标准化短基
因片段构建物种的鉴别体系，具有对物种进行快速、准确鉴定

的新生物身份识别的优势［１３－１５］。本研究采用 ＰＣＲ扩增和序

列测定技术，对岩扇贝线粒体ＤＮＡ１６ＳｒＲＮＡ和ＣＯⅠ基因片
段进行初步研究，进一步证实岩扇贝在扇贝科中的分类地位

及亲缘关系。

１　材料与方法

１．１　试验材料
岩扇贝于２０１６年１１月取自辽宁省旅顺河口养殖基地，

鉴定后活体解剖取扇贝闭壳肌于液氮冷冻后转 －８０℃超低
温冰箱保存备用。

１．２　方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ提取和检测　随机选取岩扇贝２个，取
大约３０ｍｇ闭壳肌组织，尽量剪碎，用 ＤＮＡ提取试剂盒提取
基因组ＤＮＡ，并溶解于１００μＬＴｒｉｓ－ＥＤＴＡ缓冲ｂｕｆｆｅｒ（ＴＥ溶
液）中，用紫外分光光度计测定其浓度和纯度，然后将基因组

ＤＮＡ稀释至５０ｎｇ／μＬ，４℃ 下保存备用。
１．２．２　ＰＣＲ扩增及测序　本试验使用ＣＯⅠ和１６Ｓ引物序列
进行 ＰＣＲ扩增（表１），所有 ＰＣＲ反应均采用预混合酶试剂
（ｐｒｅｍｉｘ），配制１０μＬ体系，在ＰＴＣ－１００型ＰＣＲ仪上进行反
应。ＰＣＲ反应程序为９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，１６Ｓ
变性１ｍｉｎ，ＣＯⅠ 和 １６Ｓ分别 ４８℃退火 １ｍｉｎ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，共运行３５个循环；最后１个循环结束后７２℃再延伸
５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用含有溴化乙锭的１％琼脂糖凝胶电泳检
测，凝胶成像系统观察、照相。用ＵＮＩＱ－１０柱式ＰＣＲ产物纯
化试剂盒［生工生物工程（上海）股份有限公司生产］纯化后，

进行双向测序。

１．２．４　数据处理　本试验选取２个岩扇贝个体进行测序，所
获原始序列首先与其对应峰图对比检查，以确认序列质量；每

个个体测得正反向序列并用 ＢｉｏＥｄｉｔ软件进行拼接，结合人
工校正；在ＮＣＢＩ数据库中进行Ｂｌａｓｔ比对分析，确定序列准确
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表１　本试验引物序列

基因 引物名称 序列（５′→３′）
ｍｔＣＯⅠ ＣＯⅠ －Ｆ ＡＴＹＧＧＮＧＧＮＴＴＹＧＧＮＡＡＹＴＧ

ＣＯⅠ －Ｒ ＡＴＮＧＣＲＡＡＮＡＣＮＧＣＮＣＣＹＡＴ
ｍｔ１６Ｓ １６Ｓａｒ ＣＧＣＣＴＧＴＴＴＡＴＣＡＡＡＡＡＣＡＴ

１６Ｓｂｒ ＣＣＧＧＴＣＴＧＡＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＣＧＴ

性。下载扇贝科下物种序列［１６］，应用ＭＥＧＡ７软件检查平均
一致度估测联配结果的可信度；计算１６Ｓ的种内遗传距离；基
于ＣＯⅠ和１６ＳｒＤＮＡ，应用邻接树（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，简称ＮＪ）
法分别重建系统发生树；运用 ＭＥＧＡ７软件 Ｃｏｄｏｎｕｓａｇｅ功能
计算同义密码子出现的次数及使用度［１７］，１６Ｓ基因密码子偏
好性分析，同义密码子使用度（ＲＳＣＵ）计算公式为

ＲＳＣＵｉｊ＝
ｘｉｊ
ｘ＝

ｘｉｊ
１
ｎｉ
∑
ｎｉ

ｊ＝１
ｘｉｊ
。

式中：ｘｉｊ表示编码第ｉ个氨基酸的第 ｊ个密码子的出现次数；
ｎｉ表示编码第ｉ个氨基酸的同义密码子数量（其值为１～６）。
当密码子的ＲＳＣＵ值等于１时，表示该密码子没有偏好性；当

密码子的ＲＳＣＵ值小于１时，表示该密码子使用较少；当密码
子的ＲＳＣＵ值大于１时，表示该密码子使用较多［１８］。

２　结果与分析

２．１　岩扇贝ＣＯⅠ和１６Ｓ的ＤＮＡ序列组成
本研究对岩扇贝的 ＣＯⅠ 和１６Ｓ基因进行 ＰＣＲ扩增，得

到清晰的基因片段扩增产物，纯化后直接进行双向序列测定，

经过比对和校正后提交 ＧｅｎＢａｎｋ数据库。测序结果表明，
ＣＯⅠ 基因片断大小为６６０ｂｐ，序列的Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ平均含量分
别为１７．２％、４０．３％、２７．２％、１５．３％，其中 Ａ＋Ｔ的含量
（５７％）明显高于 Ｇ＋Ｃ的含量（４２％）；１６Ｓ基因片段大小为
６１３．０～６３４．０ｂｐ（不包含引物），序列 Ａ、Ｔ（Ｕ）、Ｇ、Ｃ平均含
量分别为２６．５％、２９７％、２４．５％、１９．３％（表２），其中 Ａ＋Ｔ
（Ｕ）的含量（５６．２％）高于 Ｇ＋Ｃ的含量（４３．８％）。ＣＯⅠ 和
１６Ｓ碱基均出现偏倚性，符合线粒体碱基组成的特点。将研
究中测定及下载的所有１６Ｓ序列进行整理，并裁剪为同一长
度５２９ｂｐ进行分析，其保守位点１５３个，变异位点３６９个，简
约信息位点３１５个，单独位点５４个。

表２　１６Ｓ在岩扇贝１２个个体扩增后的Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ含量

个体编号
含量（％）

Ｔ（Ｕ） Ｃ Ａ Ｇ
片段长度

（ｂｐ）
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－１０ ３１．２ １６．９ ２４．９ ２７．０ ６３４．０
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－９ ２４．９ ２７．０ ３１．１ １７．０ ６３４．０
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－８ ３１．４ １６．６ ２５．０ ２７．０ ６２７．０
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－７ ２５．３ ２７．０ ３１．０ １６．６ ６２５．０
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－６ ３０．９ １７．０ ２４．９ ２７．１ ６３４．０
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－５ ３１．５ １６．５ ２５．０ ２７．１ ６１３．０
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－４ ３０．９ １６．６ ２５．３ ２７．２ ６２５．０
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－３ ３１．１ １７．０ ２４．９ ２７．０ ６３４．０
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－２ ２５．０ ２７．１ ３１．２ １６．７ ６２８．０
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－１ ３１．０ １６．６ ２５．３ ２７．０ ６２５．０
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－１２ ３１．６ １６．５ ２４．８ ２７．１ ６１７．０
Ｃｒａｓｓａｄｏｍａｇｉｇａｎｔｅａ－１１ ３１．７ １６．６ ２４．７ ２７．０ ６１５．０

平均值 ２９．７ １９．３ ２６．５ ２４．５ ６２５．９

２．２　系统发育树的物种鉴定
本试验选取珍珠贝科马氏珠母贝、牡蛎科长牡蛎、莺蛤科

白斑珍珠蛤作为外群，在 ＣＯⅠ 和１６Ｓ进化树中 Ｃ．ｇｉｇａｎｔｅａ
单独聚为１支，马氏珠母贝（Ｐｉｎｃｔａｄａｍａｒｔｅｎｓｉ），白斑珍珠蛤
（Ｐｉｎｃｔａｄａｍａｃｕｌａｔａ）聚为１支。ＣＯⅠ进化树的 ｐ－ｄｉｓｔａｎｃｅ＜
０８，１６Ｓ序列的Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ分析值为０．２４６，这２个值分别
说明ＣＯⅠ和１６Ｓ所选序列适合构建ＮＪ树。ＣＯⅠ的ＮＪ树表
明，Ｃ．ｇｉｇａｎｔｅａ进化依次接近于栉孔扇贝（Ａｚｕｍａｐｅｃｔｅｎ
ｆａｒｒｅｒｉ），冰岛扇贝（Ｃｈｌａｍｙｓｉｓｌａｎｄｉｃａ），北美扇贝（Ｐａｔｉｎｏｐｅｃｔｅｎ
ｃａｕｒｉｎｕｓ），虾夷扇贝（Ｍｉｚｕｈｏｐｅｃｔｅｎｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ），其中后三者聚
为１支（图１）。１６Ｓ的ＮＪ树表明，岩扇贝５个序列形成具有
较高支持度的单分支且依次接近于北美扇贝（Ｐａｔｉｎｏｐｅｃｔｅｎ
ｃａｕｒｉｎｕｓ）、虾 夷 扇 贝 （Ｍｉｚｕｈｏｐｅｃｔｅｎ ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ）、Ｃｈｌａｍｙｓ
ｉｓｌａｎｄｉｃａ（图２）。扇贝科的５个属，其中类栉孔扇贝属的华贵
栉孔扇贝（Ｍｉｍａｃｈｌａｍｙｓｎｏｂｉｌｉｓ）单独聚为１支；海湾扇贝属的
海湾扇贝（Ａｒｇｏｐｅｃｔｅｎｉｒｒａｄｉａｎｓ）、紫扇贝（Ａ．ｐｕｒｐｕｒａｔｕｓ）、Ａ．
ｖｅｎｔｒｉｃｏｓｕｓ聚为１支；栉孔扇贝属的 Ｃ．ｆａｒｒｅｒｉ、Ａ．ｆａｒｒｅｒｉ和 Ｓ．
ｌｉｖｉｄａ为１支；掌扇贝属的平濑掌扇贝（Ｖｏｌａｃｈｌａｍｙｓｈｉｒａｓｅｉ）、
新加坡掌扇贝（Ｖ．ｓｉｎｇａｐｏｒｉｎａ）聚为 １支；盘扇贝属的 Ｍ．

ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ、Ｐ．ｃａｕｒｉｎｕｓ聚为１支，聚类结果基本与传统的分类
结果一致。

２．３　岩扇贝中１６Ｓ基因的密码子偏好性
１６Ｓ在岩扇贝中扩增偏向使用以 Ｕ或 Ｇ结尾的密码子，

总使用度分别为１２．７６、８．０２。其中 ＧＵＵ、ＵＵＧ、ＡＵＵ、ＡＣＧ、
ＵＡＵ、ＣＡＡ、ＧＡＧ、ＵＵＵ、ＵＣＵ、ＧＡＵ、ＧＧＵ、ＧＡＧ、ＡＧＧ和 ＧＧＡ
等２５个密码子的ＲＳＣＵ值均大于１，其中ＧＵＵ的ＲＳＣＵ值大
于２，为１６Ｓ在岩扇贝中偏好性使用次数最多的（表３）。

３　讨论

孔晓瑜等做了栉孔扇贝和海湾扇贝线粒体１６ＳｒＲＮＡ基
因片段的比较研究，Ａ＋Ｔ的含量分别为 ５４．７３％、
５５．１７％［１８］。胡丽萍等在紫扇贝和海湾扇贝中扩增１６Ｓ，获得
基因片段长度均为 ５４２ｂｐ，紫扇贝和海湾扇贝的碱基组成
Ａ＋Ｔ所占比例分别为５４．２％、５５．１％［１９］。朱立静等对四角

蛤蜊ＣＯⅠ基因的研究表明，四角蛤蜊的Ｇ＋Ｃ含量明显低于
Ａ＋Ｔ含量［２０］；程汉良等对帘蛤目中６种贝类进行ＣＯⅠ序列
的扩增结果也表明，Ａ＋Ｔ含量明显高于 Ｇ＋Ｃ含量［２１］。这

与本研究中ＣＯⅠ 在岩扇贝中的扩增结果相似。一般认为，
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在线粒体基因组中，１６ＳｒＲＮＡ基因进化速率低，比较保守，而
ＣＯⅠ基因为变异性较大的区域，在不少无脊椎动物中检测到
了较大的变异［２２－２３］。从本试验结果可以看出，在剪裁为

５２９ｂｐ的 １６ＳｒＲＮＡ片段中，其保守位点 １５３个，变异位点
３６９个，变异位点比例达到６９．８％，即岩扇贝种内变异率较
高，原因可能是１６Ｓ存在较高的碱基转换和颠换，这部分有待
后续进行进一步讨论。

Ｔｈｏｍｐｓｏｎ等认为成对联配的氨基酸序列的平均一致性
百分比太低时，多序列联配的结果准确性会下降，一致性百分

比等于１减去ｐ－ｄｉｓｔａｎｃｅ［２４］。当 ｐ－ｄｉｓｔａｎｃｅ
!

０．８，联配结
果是可接受的；当 ｐ－ｄｉｓｔａｎｃｅ≥０．８则是不可靠的。本试验
ＣＯⅠ的ｐ－ｄｉｓｔａｎｃｅ为０．７４６，对应的一致性为２５．４％，介于
２０％和３０％之间的临界区域，氨基酸残基的联配正确率在
８０％左右，另一项研究表明，氨基酸联配的精确性大于５０％
时，它对系统进化树准确性的影响就微乎其微了，即该 ＣＯⅠ
系统进化树是可信且可用的［２５］。同理，１６Ｓ序列的 Ｊｕｋｅｓ－
Ｃａｎｔｏｒ分析值为０．２４６，说明１６Ｓ的ＮＪ树可信且可用。
　　 Ｓａａｖｅｄｒ等分析表明，Ｃ．ｇｉｇａｎｔｅａ进化上接近 Ｃ．

ｉｓｌａｎｄｉｃａ，其 次 是 岩 扇 贝 属 的 其 他 成 员 如 Ｃｒａｓｓａｄｏｍａ
ｍｕｌｔｉｓｔｒｉａｔａ、Ｍｉｍａｃｈｌａｍｙｓｖａｒｉａ［１２］。在本试验１６Ｓ的ＮＪ树中，
Ｃ．ｇｉｇａｎｔｅａ更接近 Ｐ．ｃａｕｒｉｎｕｓ和 Ｍ．ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ，其次是 Ｃ．
ｉｓｌａｎｄｉｃａ，在ＣＯⅠ的ＮＪ树中更接近于Ａ．ｆａｒｒｅｒｉ，２个ＮＪ树不
一致的原因可能是２个基因片段剪裁序列的长度不同导致联
配一致度不同。Ｆｅｎｇ等研究表明，在 ＣＯⅠ 进化树中芬香海
扇蛤（Ｄ．ｐｌｉｃａ）、大海扇蛤（Ｐ．ｍａｘｉｍｕｓ）、Ａ．ｐｌｅｕｒｏｎｅｃｔｅｓ、Ａ．
ｉｒｒａｄｉａｎｓ聚为１支，在１６Ｓ进化树中 Ｐｅｃｔｅｎｍａｘｉｍｕｓ、Ａｍｕｓｉｕｍ
ｐｌｅｕｒｏｎｅｃｔｅｓ、Ａｒｇｏｐｅｃｔｅｎｉｒｒａｄｉａｎｓ和其他扇贝聚为 １支而
Ｄｅｃａｔｏｐｅｃｔｅｎｐｌｉｃａ单独聚为１支［１６］。
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表３　岩扇贝１６Ｓ同义密码子使用度（ＲＳＣＵ）

密码子 总数
同义密码子

使用度
密码子 总数

同义密码子

使用度
密码子 总数

同义密码子

使用度
密码子 总数

同义密码子

使用度

ＵＵＵ（Ｆ） ６．５ １．３０ ＵＣＵ（Ｓ） ４．３ １．３９ ＵＡＵ（Ｙ） ２．３ １．６５ ＵＧＵ（Ｃ） １．８ ０．５４
ＵＵＣ（Ｆ） ３．５ ０．７０ ＵＣＣ（Ｓ） ２．４ ０．７８ ＵＡＣ（Ｙ） ０．５ ０．３５ ＵＧＣ（Ｃ） ４．８ １．４６
ＵＵＡ（Ｌ） ２．８ ０．７８ ＵＣＡ（Ｓ） ２．４ ０．７８ ＵＡＡ（） ７．９ １．１６ ＵＧＡ（） ７．５ １．１０
ＵＵＧ（Ｌ） ７．３ １．９９ ＵＣＧ（Ｓ） ３．０ ０．９６ ＵＡＧ（） ５．０ ０．７３ ＵＧＧ（Ｗ） ０．８ １．００
ＣＵＵ（Ｌ） ２．８ ０．７６ ＣＣＵ（Ｐ） １．５ ０．８８ ＣＡＵ（Ｈ） ４．０ １．３３ ＣＧＵ（Ｒ） １．８ １．００
ＣＵＣ（Ｌ） ４．８ １．３１ ＣＣＣ（Ｐ） ２．３ １．３２ ＣＡＣ（Ｈ） ２．０ ０．６７ ＣＧＣ（Ｒ） ２．５ １．４３
ＣＵＡ（Ｌ） ２．５ ０．６９ ＣＣＡ（Ｐ） １．６ ０．９３ ＣＡＡ（Ｑ） ３．８ １．６４ ＣＧＡ（Ｒ） １．５ ０．８６
ＣＵＧ（Ｌ） １．８ ０．４８ ＣＣＧ（Ｐ） １．５ ０．８８ ＣＡＧ（Ｑ） ０．８ ０．３６ ＣＧＧ（Ｒ） １．３ ０．７１
ＡＵＵ（Ｉ） ４．５ １．５７ ＡＣＵ（Ｔ） １．６ ０．６８ ＡＡＵ（Ｎ） ３．６ ０．８９ ＡＧＵ（Ｓ） ３．０ ０．９６
ＡＵＣ（Ｉ） ０．５ ０．１７ ＡＣＣ（Ｔ） ２．３ ０．９６ ＡＡＣ（Ｎ） ４．５ １．１１ ＡＧＣ（Ｓ） ３．５ １．１３
ＡＵＡ（Ｉ） ３．６ １．２５ ＡＣＡ（Ｔ） １．６ ０．６８ ＡＡＡ（Ｋ） ７．５ １．２８ ＡＧＡ（Ｒ） １．５ ０．８６
ＡＵＧ（Ｍ） ２．８ １．００ ＡＣＧ（Ｔ） ３．９ １．６８ ＡＡＧ（Ｋ） ４．３ ０．７２ ＡＧＧ（Ｒ） ２．０ １．１４
ＧＵＵ（Ｖ） ８．７ ２．０４ ＧＣＵ（Ａ） ２．３ １．１５ ＧＡＵ（Ｄ） ５．４ １．２９ ＧＧＵ（Ｇ） ３．８ １．０４
ＧＵＣ（Ｖ） ３．５ ０．８２ ＧＣＣ（Ａ） １．８ ０．８９ ＧＡＣ（Ｄ） ３．０ ０．７１ ＧＧＣ（Ｇ） ２．０ ０．５５
ＧＵＡ（Ｖ） ２．６ ０．６１ ＧＣＡ（Ａ） ２．３ １．１５ ＧＡＡ（Ｅ） ０．７ ０．２７ ＧＧＡ（Ｇ） ３．３ ０．９２
ＧＵＧ（Ｖ） ２．３ ０．５３ ＧＣＧ（Ａ） １．６ ０．８１ ＧＡＧ（Ｅ） ４．３ １．７３ ＧＧＧ（Ｇ） ５．３ １．４８

　　注：括号内字母表示氨基酸；表示终子密码子。
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