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摘要：采用微卫星分子标记对我国广东大亚湾、广西北海、海南三亚的合浦珠母贝养殖群体进行了遗传多样性分

析。从４９对引物中筛选出３１对有效扩增引物，种群扩增获得９个多态位点，多态位点比例为２９．０３％。它们在
３个群体共９６个个体中产生了４４个等位基因，平均每个位点产生４．８８９个。３个群体的平均期望杂合度分别为
０．５９０、０．６００、０．６１５；平均观察杂合度分别是０．３９３、０．４２５、０．３２５；平均多态信息含量ＰＩＣ值分别是０．５３０、０．５５１、
０．５５６。表明３个群体的遗传多样性处于较高水平。平均遗传偏离指数分别为 －０．３２４、－０．３３６、－０．３０４；哈代
－温伯格平衡检测发现，３个群体２７个位点中２１个位点偏离平衡状态。遗传分化和遗传距离分析表明，海南群
体与广东群体之间的亲缘关系较近，而与广西群体的亲缘关系较远。
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　　合浦珠母贝（Ｐｉｎｃｔａｄａｆｕｃａｔａ）又称为马氏珠母
贝，是我国生产海水珍珠的主要贝类，所产珍珠即为

历史悠久、闻名遐迩的南珠。自１９６５年我国合浦珠
母贝人工育苗成功以来，海水珍珠养殖业发展迅速。

目前，我国的合浦珠母贝养殖主要集中在广东、广

西、海南等地区，海水珍珠养殖已经成为这些地区的

重要产业。但近年来，由于累代的人工繁殖，出现了

养殖性状退化的现象，主要表现在个体小型化、抗病

力差、珍珠质量下降，因此迫切需要对其种质资源进

行系统的研究。目前，已有学者采用 ＲＡＰＤ（王小玉
等，２００６）、ＡＦＬＰ（喻达辉等，２００７）等显性标记对其
种质资源进行了研究，然而利用共显性标记进行研

究的报道很少。微卫星标记由于其多态性高、重复

性好、信息量大等优点，是最好的共显性标记之一，

目前已广泛用于种质资源和遗传育种等研究（Ｈｏｌ
ｌａｎｄＢＳ，２００１；ＬｉＱｅｔａｌ，２００４）。本研究利用分离
的部分微卫星标记对我国广东大亚湾、广西北海、海

南三亚的养殖合浦珠母贝群体进行遗传多样性分

析，以期为合浦珠母贝的种质资源保护和遗传选育

等提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　样品采集与基因组ＤＮＡ提取
实验用合浦珠母贝于２００１～２００２年分别采集

于广东大亚湾、广西北海和海南三亚的珍珠养殖场，

每个群体３２个个体，取闭壳肌组织保存于９５％的
酒精中。

ＤＮＡ的提取：取５０ｍｇ闭壳肌，用纯水漂洗后
放入１．５ｍＬ离心管内，加入１００μＬＴＥＮ９细胞裂解
缓冲液（ＴｒｉｓＣｌ５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ９．０；ＥＤＴＡ１００
ｍｍｏｌ／Ｌ；ＮａＣｌ２００ｍｍｏｌ／Ｌ），剪碎，再加入 ＴＥＮ９
４００μＬ、ＳＤＳ（１０％）１５０μＬ和蛋白酶 Ｋ（２０ｍｇ／
ｍＬ）５μＬ，于 ５６℃消化至溶液澄清。加入 １５μＬ
ＲＮａｓｅＡ，３７℃反应约１５ｍｉｎ，冷却后用常规的酚、氯
仿、乙醇方法纯化、沉淀 ＤＮＡ，干燥后加入 ２００μＬ
去离子超纯水溶解 ＤＮＡ，４℃保存。提取的基因组
ＤＮＡ样品用１％琼脂糖凝胶电泳、ＥＢ染色检测，并
测定２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处吸光度，检测ＤＮＡ的质量
和计算浓度，然后配成２０ｎｇ／μＬ的ＤＮＡ溶液备用。
１．２　微卫星引物筛选及ＰＣＲ扩增

根据本实验室用磁珠富集法筛选出来的微卫星

序列，用在线引物设计软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ３．０（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗｇｅｎｏｍｅ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／ｇｅｎｏｍｅ＿ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｏｔｈ
ｅｒ／ｐｒｉｍｅｒ３．ｈｔｍｌ）共设计引物 ２１９对，随机挑选 ４９
对引物由上海生物工程有限公司合成，通过优化

ＰＣＲ反应条件，初步筛选出能够稳定扩增的引物。
然后进行群体扩增以筛选多态性标记。ＰＣＲ反应
总体积 ２０μＬ，包括 １０×ＰＣＲ缓冲液 ２．０μＬ，１０



ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ０．４μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．２μＬ，１０
μｍｏｌ／Ｌ双向引物各０．５μＬ，１ＵＴａｑ酶，４０ｎｇ模板
ＤＮＡ。ＰＣＲ反应程序为９４℃变性５ｍｉｎ，然后３０个
循环，每个循环包括：９４℃变性３０ｓ，退火３０ｓ，７２℃
延伸１ｍｉｎ，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，退火温度见表１。
１．３　变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

取ＰＣＲ产物２μＬ用５％变性聚丙烯酰胺凝胶
进行电泳，电泳缓冲液为０．５×ＴＢＥ。电泳完毕后，
硝酸银染色，然后Ｎａ２ＣＯ３显色。
１．４　数据统计与分析

统计每个位点的等位基因数量（Ａ），用 Ｐｏｐｇｅｎｅ
１．３２软件（ＹｅｈＦＣ＆ＢｏｙｌｅＴＪＢ，１９９７）计算群体
的有效等位基因数（Ａｅ）、观察杂合度（ＨＯ）、期望杂
合度（Ｈｅ）和ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检测，计算衡量杂
合子缺失或杂合子过剩的遗传偏离指数 Ｄ值，根据
Ｂｏｔｓｔｅｉｎ等（１９８０）计算每个微卫星位点的多态信息
含量（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ），计算
公式如下：

ＰＩＣ＝１－∑
ｍ

ｉ＝１
ｐ２
ｉ－∑

ｍ－１

ｉ＝１
∑
ｍ

ｊ＝ｉ＋１
２ｐ２

ｉｐ２
ｊ

式中，ｐｉ和ｐｊ分别表示第 ｉ和第 ｊ个等位基因
在群体中的频率，ｍ为等位基因数。

用Ａｒｌｅｑｕｉｎ２．０软件（ＳｃｈｎｅｉｄｅｒＳｅｔａｌ，２０００）计
算固定指数 ＦＳＴ；计算群体间的遗传距离（ＮｅｉＭ，
１９７２）；并用ＭＥＧＡ３．０（ＫｕｍａｒＳｅｔａｌ，２００４）软件构
建个体聚类关系图。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增结果
从随机挑选合成的４９对微卫星引物中，筛选出

３１对有效扩增引物。种群筛选发现其中９对引物
具有多态性，多态位点比例为２９．０３％（表１）。
２．２　群体内的遗传多样性

广东、广西、海南合浦珠母贝３个群体的平均等
位基因数、平均有效等位基因数、平均期望杂合度、

平均观察杂合度、平均遗传偏离指数、平均多态信息

量以及 ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数见表２。９个多态位点
共检测出４４个等位基因，平均每个位点４．８８９个。
每个位点的等位基因数２～９，其中位点 Ｍ１１４检测
出的等位基因最多（９个），位点 Ｍ１１３的等位基因
最少（２个）。３个群体的平均等位基因数分别是
４７７８、４．７７８、４．８８９；ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数（Ｉ）分别
是１．１２６、１．１８５和１．１９２；平均期望杂合度（Ｈｅ）分
别为０．５９０、０．６００、０．６１５；平均多态信息含量ＰＩＣ

表１　９对多态微卫星引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｔｈｅｎｉｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｌｏｃｉ

位点

Ｌｏｃｕｓ
引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）

片段长

度／ｂｐ
Ｓｉｚｅｒａｎｇｅ

退火温

度／℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｍ２ Ｆ：ＴＣＴＴＣＣＧＡＣＡＡＡＣＴＡＡＡＣＡ
Ｒ：ＣＴＧＡＡＴＴＴＴＧＡＡＡＴＣＣＡＣＡ １６８ ４７

Ｍ３ Ｆ：ＣＣＡＡＧＡＡＡＧＴＣＧＡＴＣＴＡＣＣＡ
Ｒ：ＡＣＡＡＴＣＣＴＧＡＣＡＡＧＣＡＴＡＡＡ １４７ ５０

Ｍ７ Ｆ：ＧＧＡＣＣＡＧＡＣＧＴＧＴＴＧＴＣＡＴＴ
Ｒ：ＴＧＡＴＴＣＣＴＴＣＴＣＣＣＴＴＴＣＴＣ １６９ ５２

Ｍ１２ Ｆ：ＴＡＡＴＡＡＧＴＡＣＴＧＴＧＧＡＴＡＧＧＣ
Ｒ：ＣＴＣＣＡＴＴＧＴＴＡＴＧＴＣＴＴＴＡＴＣ １４０ ５０

Ｍ１１３ Ｆ：ＴＧＣＡＧＴＣＡＴＴＴＧＴＴＣＧＴＧ
Ｒ：ＴＴＧＣＴＴＴＧＴＣＴＣＣＴＡＴＧＣＴＡＴＴ ２４１ ５２

Ｍ１１４ Ｆ：ＧＡＴＧＣＴＣＡＡＡＴＴＣＴＧＣＴＴＴＡ
Ｒ：ＴＣＴＴＧＧＧＴＴＧＴＴＣＣＴＣＴＴ ２２４ ５０

Ｍ２１３ Ｆ：ＡＧＴＴＧＡＣＡＴＡＡＣＣＡＧＧＧＴＧ
Ｒ：ＣＣＡＴＡＣＡＡＡＣＡＧＡＣＡＧＣＡＴ ２４２ ５２

Ｍ２４７ Ｆ：ＡＴＧＣＴＣＣＣＧＣＧＡＡＣＡＡＡ
Ｒ：ＣＡＧＣＧＴＣＴＧＧＡＣＡＡＧＡＡＧＴＧＡ １０６ ５２

Ｍ２８７ Ｆ：ＴＴＡＧＡＣＣＣＡＡＴＧＡＡＡＡＴＣＴＧ
Ｒ：ＴＴＧＡＡＧＴＴＧＡＡＣＡＴＡＧＣＣＡＣ ２２６ ５０

　　注：Ｆ：正向引物；Ｒ：反向引物。
Ｎｏｔｅｓ：Ｆ：ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ；Ｒ：ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ．

表２　合浦珠母贝３个群体的遗传多样性
Ｔａｂ．２　Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｃｕｌｔｕｒｅｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

ｏｆＣｈｉｎｅｓｅｐｅａｒｌｏｙｓｔｅｒＰｉｎｃｔａｄａｆｕｃａｔａ

参数

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ

广西群体

Ｇｕａｎｇｘｉ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

广东群体

Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

海南群体

Ｈａｉｎａｎ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
Ａ ４．７７８ ４．７７８ ４．８８９
Ａｅ ２．７７０ ３．３３４ ２．５７８
Ｈｏ ０．３９３ ０．４２５ ０．４１５
Ｈｅ ０．５９０ ０．６００ ０．６１５

Ｄ －０．３２４ －０．３３６ －０．３０４
ＰＨＷ ０．０２８ ０．０５５ ０．１１３

ＰＩＣ ０．５３０ ０．５５１ ０．５５６

Ｉ １．１２６ １．１８５ １．１９２

　　注：Ａ：等位基因数；Ａｅ：有效等位基因数；Ｈｏ：观测杂合度；Ｈｅ：
期望杂合度；Ｄ：遗传偏离指数Ｄ＝（Ｈｏ－Ｈｅ）／Ｈｅ；ＰＨＷ：哈代 －温
伯格平衡显著性检验 ０．０５水平的 Ｐ值；ＰＩＣ：多态信息含量；Ｉ：
ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数。

Ｎｏｔｅｓ：Ａ：ｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ；Ａｅ：ｎｕｍｂｅｒｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｌｌｅｌｅｓ；Ｈｏ：ｏｂ
ｓｅｒｖｅｄｈｅｔｅｒｏｚｉｇｏｓｉｔｙ；Ｈｅ：ｅｘｐｅｃｔｅｄｈｅｔｅｒｏｚｉｇｏｓｉｔｙ；Ｄ：ｄｅｆｉｃｉｔｏｒｅｘｃｅｓｓｏｆ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ，Ｄ＝（Ｈｏ－Ｈｅ）／Ｈｅ；ＰＩＣ：ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎ
ｔｅｎｔ；ＰＨＷ：ＰｖａｌｕｅｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｔｅｓｔｏｎＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍａｔ
０．０５ｌｅｖｅｌ；Ｉ：ｓｈａｎｎｏｎ′ｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ．

值分别是０．５３０、０．５５１、０．５５６。３个群体的平均遗
传偏离指数Ｄ值均为负，表明３个群体均存在不同
程度杂合子的缺失。

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡的卡方检验发现，９个多态
位点中，广西群体有６个位点偏离平衡状态；广东和
海南群体分别有８个和７个位点偏离遗传平衡状
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态。群体的平均近交系数ＦＩＳ为０．３２３，表明群体间
存在一定程度的近交。

２．３　群体间的遗传分化、遗传距离和聚类分析
３个群体间总的遗传分化指数ＦＳＴ为０．０６２，两

两比较发现，广西群体与海南群体之间的遗传分化

指数最高，为０．０９３，而广东群体与海南群体之间的
遗传分化指数最低，为０．００３（表３）。广西群体与
广东群体之间、广西群体与海南群体之间差异极显

著（Ｐ＜０．０１）；而广东群体与海南群体之间的差异
不显著（Ｐ＞０．０５）（表３，下三角）。遗传距离分析
表明，广西群体与海南群体之间的遗传距离最大，为

０．１９３，广西群体与广东群体次之（０．１９２），广东群
体与海南群体之间的遗传距离最小，为 ０．０３７（表
３）。采用软件ＭＥＧＡ３．０的ＵＰＧＭＡ程序进行群体
间亲缘关系聚类分析，３个群体分为２支，广东群体
和海南群体聚为一支，而广西群体则单独为一支

（图１）。
表３　３个合浦珠母贝养殖群体间的
遗传距离及遗传分化指数ＦＳＴ

Ｔａｂ．３　ＧｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓａｎｄｐａｉｒｗｉｓｅＦＳＴａｍｏｎｇ
ｔｈｒｅｅｃｕｌｔｕｒｅｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＣｈｉｎｅｓｅ

ｐｅａｒｌｏｙｓｔｅｒＰｉｎｃｔａｄａｆｕｃａｔａ

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

广西群体

Ｇｕａｎｇｘｉ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

广东群体

Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

海南群体

Ｈａｉｎａｎ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
广西群体Ｇｕａｎｇｘｉｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ － ０．１９２ ０．１９３
广东群体Ｇｕａｎｇｄｏｎｇｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ０．０８３ － ０．０３７
海南群体Ｈａｉｎａｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ０．０９３ ０．００３ｎｓ －

　　注：Ｐ＜０．０１；ｎｓ：Ｐ＞０．０５；对角线上方为遗传距离，对角线下

方为遗传分化指数ＦＳＴ．

Ｎｏｔｅｓ：Ｐ＜０．０１；ｎｓ：Ｐ＞０．０５；ｔｈｅｄａｔａａｂｏｖｅｄｉａｇｏｎａｌｗａｓＧｅ

ｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓ，ｂｅｌｏｗｄｉａｇｏｎａｌｗａｓｐａｉｒｗｉｓｅＦＳＴ．

图１　３个合浦珠母贝群体的ＵＰＧＭＡ系统树

Ｆｉｇ．１　ＵＰＧＭＡｔｒｅｅｏｆｔｈｒｅｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆ

ＣｈｉｎｅｓｅｐｅａｒｌｏｙｓｔｅｒＰｉｎｃｔａｄａｆｕｃａｔａ

３　讨论

很多研究表明，贝类养殖群体的遗传多样性比

野生群体降低（ＨｅｄｇｅｃｏｃｋＤ＆ＳｌｙＦ，１９９０；Ｈｅｄｇｅ
ｃｏｃｋＤｅｔａｌ，１９９２；ＧａｆｆｎｅｙＰＭｅｔａｌ，１９９２），但本研
究发现，我国合浦珠母贝养殖群体尽管经历了４０余
年的人工养殖，其遗传多样性仍然较高。广东、广西

和海南３个群体的平均多态信息含量ＰＩＣ值分别为

０．５３０、０．５５１、０．５５６，属于高度多态范围（ＢｏｔｓｔｅｉｎＤ
ｅｔａｌ，１９８０）。３个群体的平均等位基因数（４．７７８、
４．７７８、４．８８９）、Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数（１．１２６、１．１８５、
１．１９２）和平均期望杂合度（０．５９０、０．６００、０．６１５）也
较高，与Ｙｕ和Ｃｈｕ（２００６ａ）、Ｙｕ和Ｌｉ（２００７）的研究
结果相似。其中，海南群体无论是平均等位基因数、

多样性指数还是平均期望杂合度均高于其它２个群
体，表明海南群体的遗传多样性高于广西群体和广

东群体，广东群体的遗传多样性次之，广西群体最

低，与ＡＦＬＰ的研究结果（广西群体遗传多样性最
高）有所不同（ＹｕＤＨ＆ＣｈｕＫＨ，２００６ａ）。但与野
生群体相比，遗传多样性是否下降，有待进一步比较

研究。

ＦＳＴ是群体衡量群体间遗传分化程度的重要参
数。本研究中，群体之间总的ＦＳＴ值为０．０６２，两两
之间的ＦＳＴ值分别是０．０９３（广西群体与海南群体
之间）、０．０８３（广西群体与广东群体之间）、０．００３
（广东群体与海南群体之间），表明群体之间的遗传

分化处于中等水平（ＷｒｉｇｈｔＳ，１９７８），比 ＡＦＬＰ标记
揭示的分化程度（０．００９～０．０１１）高（ＹｕＤＨ＆Ｃｈｕ
ＫＨ，２００６ａ）。刘必谦等（１９９８）在对４个不同地区
的大连湾牡蛎进行研究时发现，相邻群体的遗传差

异不明显，且遗传差异与地理位置有关，地理位置相

距越远，遗传差异越明显。本研究遗传距离和聚类

分析表明，广东群体和海南群体的亲缘关系最近，广

西群体和广东群体次之，广西群体和海南群体的亲

缘关系最远，与 Ｙｕ和 Ｃｈｕ（２００６ｂ）的研究结果一
致。推测可能是雷州半岛以及海南岛对于广西群体

和其它２个群体之间的基因交流产生了阻碍作用，
又经过多年的人工养殖，因此，广西群体与其它２个
群体之间的亲缘关系较远是正常的。

３个群体的平均遗传偏离指数 Ｄ值均为负，表
明３个群体均存在不同程度的杂合子缺失。同时，３
个群体的平均近交系数ＦＩＳ为０．３２３，表明群体之间
存在一定程度的近交。说明在人工繁殖中，近交程

度比较严重，导致杂合子缺失（张国范和张福绥，

１９９３）。因此在人工繁殖和养殖的过程中，要尽量
采用较多的亲本以避免近交。
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