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摘 要 采用 RAPD技术对两种壳色虾夷扇贝 Patinopecten yessoensis的遗传多样性和遗传结构 

及其分化进行研究。用筛选 出的 22个随机 引物对白色贝和褐色贝各 40个个体进行 RAPD扩增，进 

行群体内及群体 间的遗传学分析。白色贝共检测 出 128个 多态位点，多态位 点的比例 为 79．5 ， 

Shannon遗传多样性指数为 0．424；褐 色贝共检 测 出 127个多态位 点，多态位 点的比例为 78．9 ， 

Shannon遗传多样性指数为 0．423。白色贝和褐 色贝之 间的遗传相似性指数和遗传距 离为 0．961和 

0．039，二者之 间的遗传分化指数 Gst为 0．052，遗传分化 的程度较低 。结果表 明，白色贝和褐 色贝之 

间的等位基因频率、多态位点的比例和遗传多样性等的差别不明显，遗传变异主要来 自于群体内。 

$285—1在褐色贝大部分个体 中都能获得扩增片段 ，但在 白色贝所有个体中均未见这个位点的扩增片 

段，推断 $285—1为白色贝的特异阴性 片段。 
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ABSTRACT The genetic diversity。heredity structure and differentiation of two Patinopecten 

yessoensis populations of different shell colours(white and brown)were compared using RAPD 

method(Random Amplified Polymorphic DNA)．A total of 1 6 1 interpretable bands ranging from 

100—3 000 bp in each population were obtained by 22 arbitrary primers．The numbers of poly— 

morphic loci were 1 28 and 1 27 for white scallops and brown scallops。respectively with the per— 

centages of polymorphism 79．5 9／6 and 78．9 and Shannon information indices 0．424 and 

0．423，respectively．The high similarity rate(0．961)and low genetic differentiation(Gst：0．052) 

indicated that there was no significant difference in genetic differentiation and genetic structure 
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between the two populations．According to the Shannon information index，the genetic diversity 

was mainly due to individual differences in each population．The band at locus$285—1 appeared 

in 30 of 40 individuals of brown scallops。but it disappeared completely with no amplification in 

white scallops；it is suggested that this band is the negative genetic marker in white scallops． 

KEY W ORDS Patinopecten yessoensis Shell colors RAPD Genetic diversity 

Genetic distance 

虾夷扇 贝 Patinopecten yessoensis属于冷水性贝类 ，主要分布 于 日本、俄罗斯远东及朝 鲜等海域，我国在 

20世纪 8o年代从 日本引种并展开规模化养殖 ，近年来 已发展成为我 国北方沿海地区养 殖的重要经济 贝类。 

目前 ，除我国以外，日本、韩 国和俄罗斯也已经开展了虾夷扇贝的增养殖 。但是 ，这些国家的苗种 主要采 白天然 

海区，而只有我国是室内全人工育苗。据常亚青等(2007)的报道，我国虾夷扇贝的养殖群体 自引种以来，已经 

繁殖 了近 8代 ，个别养殖群体 出现左壳 白化的个体 ，并且 白化个体与其他个体相比，生长性状优异 ，具有明显的 

壳色特征 ，逐渐成为一个养殖性状优良的核心群体 ，通过对白色贝的壳色定向选育 ，可望培育 出优 良的扇贝品 

种。目前 ，国内外对虾夷扇贝的苗种培育、繁殖生物学等方面的研究报道较多 (李文姬 等 1997；隋锡林等 

1990；王庆成 1984)，也进行了一些有关虾夷扇贝的生化遗传及分子标记方面的研究(高悦勉等 2003、2004； 

陈省平等 2005；Fujio et a1． 1991)，但有关虾夷扇贝壳色变异群体的遗传结构分化、遗传多样性及其与正常 

壳色虾夷扇 贝的遗传关系等方面的研究报道相对较少 。 

RAPD标记具有灵敏度高、多态位点丰富、简单和快速等优点，已广泛应用于生物遗传结构和遗传分化的 

研究 中。在贝类方面，Tyler等(1995)和 Patwary等 (1994)分别通过对 双壳 贝类 Lasaea rubra和扇贝 Plac— 

opecten magellanicus的 RAPD分析揭 示了研究群体 的遗 传结构 和群体 问的遗传 分化等 问题，充分 肯定了 

RAPD标记在贝类群体遗传学研究 中的价值。Liu等(2006)通过 同工酶和 RAPD标记两种技术对栉孔扇贝 

Chlamys farreri的群体遗传学进行比较研究。结果表明，RAPD标记比同工酶技术揭示了更高的遗传变异指 

数。Hirschfeld等(1999)利用 RAPD技术揭示 了美洲牡蛎 Crassostrea virginica的遗传多样性水平 。 

本文利用 RAPD技术 ，在分子水平上分析处于相同的养殖环境下的虾夷扇贝 ，壳色发生变异的群体和正 

常壳色的群体之间在基因频率、多态位点的比例和遗传多样性指数等方面的差异，分析二者的遗传结构和遗传 

分化，以期为虾夷扇贝的养殖生态学、生物进化、种质资源保护和选择育种等方面提供理论依据和基础资料。 

1 材料与方法 

1．1 实验 材料 

白色贝，左右壳均为 白色 ；褐色贝 ，左壳为红褐色 ，右壳为 白色 。两种壳色虾夷扇贝于 2007年 1月 29日取 

自大连长海县小长山养殖海区 ，从 1龄贝 中随机选取 40只 白色 贝和 4O只褐色 贝，解剖取 闭壳肌。引物为 

S100一$300和 S1000一$1040两组 ，购 白上海生物丁程技术服务公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 基 因组 DNA 的提 取 

基凶组的提取方法采用酚一氯仿提取法 ，主要参照《分子克隆实验指南 》(第 3版)的方法 ，略做改动 。 

1．2．2 RAPD扩 增 

RAPD反应总体积为 25 l，其中含 10×PCR反应缓冲液 2．5／,1，MgC12(25 mmol／L)2 l，模板 DNA 2 l 

(100 ng)，Taq酶(5 U／rt1)o．2 F1，dNTP(各 10 mmol／L)2／,1，引物 2／,1(5 ng／F1)。Taq DNA聚合酶、Buffer、 

Mg 、dNTP以及 DI 2 000Marker等购 自天根生化科技有 限公司。PCR反应在德国 Eppendorf公 司生产的 

Mastercycler gradient 5331型上进行 ，先 94℃预变性 10 min，再进行 45个循环 ，每个循环包括 94℃变性 45 
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S，37℃退火 1 min，72℃延伸 2 rain，最后于 72℃再延伸 10 min。反应结束后4℃保存，每次反应设不含模板 

DNA的反应体系做为空白对照 。扩增产物于 1．5％的琼脂糖凝胶中电泳 ，在 240V恒压条件下电泳 1 h，EB染 

色，用凝胶成像系统 uVP c一80拍照记录。为保证统计位点的准确性，白色贝或褐色贝扩增图谱的最后一个个 

体为特定的褐色贝或白色贝的对照。 

1．2．3 数 据分析 

每个样品的扩增带按有或无记录，有带计为 1，无带记为 0。列 出 0和 1矩阵用于统计分析。采用 Pop— 

gene Version 1．31对各群体遗传学参数进行计算。RAPD通常有 4种假设 ，分别为：(1)RAPD产物为显性等 

位基因；(2)等位基因频率符合 Hardy-Winberg平衡；(3)纯合隐性个体的等位基因是完全一致的；(4)显性等 

位基因也是完全一致的(Apostol et a1． 1996)。 

1．2．4 多态位点 比例 

多态位点 比例 P—r／n×i00 ，r是某一引物具有多态性的位点数， 是扩增出的总位点数。 

1．2．5 遗传相似性指数和相对遗传距 离 

遗传相似性指数 S一2N ／(N +N )，相对遗传距离 D一1一S，其中 N 是个体 z和Y共有位点数 ， 和 

N 分别是个体 z和个体 Y共扩增 出位点数 。群体 内的相似性指数为该群体内所有个体 间相似性指数 的平均 

值 。S为两群体间的相似性指数，S 和 S 分别表示群体 X 和群体 y的相似性指数(Lynch 1990)。 

1．2．6 群体遗传多样性 

用 Shannon’S遗传多样性指数计算各群体的遗传多样性 H，群体内的平均遗传多样性 H ，以及所研究 

的种类 个群体的遗传多样性总量H。。，计算公式如下： 

H一一∑X，lnX。(X 为位点 i在某一群体 中的出现频率)； 

H 一∑H／n ( 为所研究的群体数)；H 一一∑XlnX(x为 个群体的综合表型频率)； 

以H ／H 和(H 一H )／g 分别计算和比较遗传多样性在群体内和群体间的分布。 

N 为根据遗传分化指数 G 估计的基因流 ，计算公式为 N 一0．5(1一G )／G (McDermott等 1993)。 

另外，根据群体中纯合隐性个体的频率的平方根计算某一隐性等位基因的频率 q，即 g一(N／n) 。，其 中 N 

为出现阴性带的个体数 目，n为样品个体数。则显性等位基因频率为 一1一q。 

2 结果与分析 

2．1 RAPD扩增结果 

从 240个随机引物 中筛选 出扩增 条带清 

晰、重复性好的引物 22个，各引物扩增条带在 

5～12条之间。共产生 161条条带清晰且重复 

性好的 RAPD扩增 带，平 均每个 引物 扩增 出 

7．32条 ，长度在 100～2 000 bp之 间。图 l为 

$254在白色贝和褐色贝两个群体 的扩增 图谱。 

引物 $285在白色贝和褐色贝中的扩增图谱有 

明显差异 ，位点 $285—1在所有 白色贝的个体 中 

均无扩增 ，在褐色贝的 4O个个体中有 3O个 出 

现扩增条带 ，确定为白色贝的特异阴性片段 (图 

2)。各引物序列见表 1，白色贝和褐 色贝各引 

物的扩增条带结果见表 2。 

表 1 各随机引物及其序 列 

Table 1 Sequences of the primers used in this study 
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a 

CM M 

b 

CM  M  

注 ：a和 b图中 M 指 DL2000 marker；a图中 CM指褐 色贝的 

对照个体；b图中CM指白色贝的对照个体 

M in picture a and picture b represents Marker DL 2000： 

CM in picture a represents the control individual of brown 

scallop populations；CM in picture b represents the control 

individual of white scallop populations 

图 1 $254在 白色贝和褐色贝 的扩增 图谱 

Fig．1 Electrophoretogram of Patinopecten yessoensis 

DNA amplification using primer$254 in 

white and brown scallop populations 

a 

S285．1 

b 

bp 

2 000 

l 000 
750 
500 

250 
1O0 

2000 

1 000 

750 

500 

250 

100 

注 ：a和 b图中 M 指 DL2000 marker；a图中 CM 指褐色贝 的 

对照个体 ；b图中 CM 指 白色贝的对照个体 ； 

a图和 b图中黑色箭头所示 即为位点 $285—1 

M in picture a and picture b represents Marer DL 2000： 

CM in picture a represents the control individual of brown 

scallop pupulations；CM in picture b represents the control 

ndividual of white scallop populations；the black arrows in both 

picture a and b point to$285～1 locus 

图 2 $285在 白色 贝和褐 色贝中的扩增 图谱 

Fig．2 Electrophoretogram of Patinopecten yessoensis 

DNA amplification using primer$285 in 

white and brown scallop populations 

表 2 白色贝fw)和褐色贝 fw)各引物的扩增 条带结果 

Table 2 Results of amplification using different primers in the two populations 

S298 

$285 

$286 

$287 

$281 

S271 

S254 

S257 

S1012 

S282 

S232 

$224 

S204 

S1034 

S1036 

S276 

S101 

S243 

S261 

S106 

S238 

合计 

Total 

1O0．O0 1O0．O0 

71．43 75．O0 

66．67 83．33 

1O0．O0 1O0．O0 

70．O0 60．O0 

1O0．O0 1O0．O0 

83．33 66．67 

100．00 66．67 

1O0．O0 85．71 

37．5O 37．50 

72．73 81．82 

85．71 85．71 

1O0．O0 80．O0 

8O．O0 60．O0 

83．33 83．33 

80．O0 80．O0 

85．71 85．71 

42．86 71．43 

1O0．O0 1O0．O0 

80．O0 8O．O0 

57．14 1O0．O0 

X 一 80．O0 X 一 79．38 

9  6  5  8  6  7  8  4  6  3  9  6  4  3  5  4  6  5  5  4  7  

5  4  8  7  7  6  7  3  8  6  5  4  5  4  6  3  5  4  4  

O 2 1 0 4 0 4 2 1 5 2 1 1 2 1 1 1 2 O 1 O 粥 

O 2  2  O  3  O  2  O  O  5  3  1  O  1  1 1  l  4 0  1  3  

7 8 6 7 K 7 K 6 7 8 ¨ 7 5 5 6 5 6 7 5 5 7 ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～． ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ 2 5 2 3 1 2 1 5 3 2 2 2 3 1 3 1 1 1 

9 6 6 8 ¨ 6 9 6 7 8 n 7 5 4 6 5 5 7 5 5 7 ～ ～ ～ ～ ～一 ～ ～ ～ ～ ～ 一～一 ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ ～ 2 3 2 3 2 4 1 1 5 2 2 l 3 3 2 3 1 1 4 

9 8 6 8 7 6 7 8 n 7 5 5 6 5 7 7 5 5 7 ∞ 

7 6 8 如 7 6 7 8 n 7 5 5 6 5 7 7 5 5 7 ∞ 
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2．2 遗传 结构分析 

利用 shannon遗传多样性指数分析群体内和群体问的遗传多样性 ，揭示多样性在群体内和群体问的分布 

情况。两个群体的遗传多样性总量 H 为 0．450，群体内的平均遗传多样性 H 为 0．424，遗传多样性在群体 

内的分布(H ． ／H )为 94．15 ，在群体间的分布(H 一H )／H 为 5．85 ，说明虾夷扇贝的遗传变异主要 

分布在各群体内部(表 3)。 

白色贝群体扩增m的多态性片段为 128条 ，褐色贝扩增出的多态性片段为 127条，多态位点的比例分别为 

80．0 和 79．4 ，白色贝群体的多态位点比例稍高于褐色贝。白色贝的 Shannon多样性指数比褐色贝略高， 

但差别不明显。另外 ，白色贝和褐色贝的遗传相似性指数为 0．961，遗传距离为 0．040，白色贝和褐色贝的遗传 

分析结果 见表 4。 

表 3 白色 贝(w)和褐色贝(B)在群体 内和群体间遗传 多样性指数的分布 

Table 3 Distrihution of the Shannon’s index within and between the two populations 

表 4 白色贝和 褐色贝的遗传分析 

Table 4 Genelic analysis of the whi re and brown scallop populations 

群体 

Populations 

白色贝 White scallop 

褐色贝 Brown scallop 

Nci，s遗传多样性指数 Shannon多样性指数 
Nei’s genetic diversity Shannon’s Information index 

群体问的遗传分化 基因流 遗传相似度 
G N Genetic similarity 

0．285±0．186 

0．286±0．192 

0．424±0．258 
0．052 

0．423±0．265 
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3 讨论 

3．1 虾夷扇贝养殖群体的遗传多样性 

多态位点的比例是评价物种遗传多样性 的一个重要指标 。本实验通过对 白色贝和褐色贝群体 的 RAPD 

分析，结果表明 ，白色贝和褐色贝的多态位点 比例为 8O．0 Voo和 79．4 ，高于缢蛏 Sinonovaeula constrict(于 

颖等 2007)、方斑东风螺 Babylonia areolata Lamarck(尹绍武等 2007)、合浦珠母贝 Pinctada martensii(苏 

天凤等 2002)、九孔鲍 Haliotis diversicolor supertexta(杜 博等 2007)和青蛤 Cyclina sineusis(么宗利等 

2005)等其他贝类 ，但低于文蛤 Meretrix meretrix(沈怀舜等 2003)的多态位点 比例 ，说 明虾夷扇贝的养殖群 

体 目前还处于较高的遗传多样性水平，种质资源状况较好 ，这与常亚青等 (2007)的研究结果相一致。刘亚军等 

(2006)的研究结果表明，栉孑L扇贝的 4个 自然群体的多态位点 比例为 88．62 ，高于本实验中的虾夷扇 贝，但 

是，这 4个群体的 Shannon’S遗传多样性指数分别为 0．256、0．256、0．234和 0．225，远低于白色贝和褐色贝的 

0．424和 0．423。而宋林生等(2002)对栉孔扇贝的野生群体和养殖群体的遗传结构和遗传分化的结果表明，野 

生群体和养殖群体的多态位点比例分别为 75．82 和 73．47 ，略低于本实验中虾夷扇贝的多态位点比例。综 

上所述，我国 目前的虾夷扇贝养殖群体种质资源状况较好 ，并没有} 现明显的种质退化现象。RAPD技术在分 

析群体问的遗传多样性方面，虽然具有快速、灵敏度高和多态性高等优点，但是分析的结果还与样品的数量、扩 

增的条带数 目等有关 。刘 丽等(2005)的研究结果证明 ，在 RAPD分析 巾，样本数应达到 2O且位点数应达到 

70才能保证结果的可靠性。本文 中自色贝和褐色贝各采用 4O个个体共 扩增出 161个位点 ，完全满足 RAPD 

进行遗传多样性分析的要求，准确性较高 。 

3．2 与同工酶的结果 比较 

在 RAPD之前 ，作者还进行了白色贝和褐色贝的同工酶分析 ，其 中 色贝有 7个多态位点 ，褐色贝有 6个 

多态位点，多态位点的比例分别为 41．18 和 35．29 (待发表)，远低于本文中 RAPD多态位点的比例 80．0％ 

和 79．4 。这与 RAPD和同工酶技术所揭示的多态性有关系 。同T酶技术反映了酶基因的表现型，是 由酶蛋 

白质的四级结构(亚基数 目)、在亚细胞分室中的分布(位点数 目)以及样品的基因型所决定的(王 中仁 1998)， 

也就是说，由于同工酶是蛋白质表达的产物而并不是基因本身，加上同_T酶所分析的位点有限，它只能检测出 

导致组成氨基酸发生变化的核苷酸突变。而 RAPD与同工酶技术相比能够揭示更多 的核酸变异和多态性位 

点 ，较全面的反应物种的遗传多样性水平。 

3．3 白色贝和褐色贝种群之间的遗传变异 

白色贝是近年来养殖过程中出现的壳色变异群体或白化群体，据常亚青等(2007)的报道，微卫星分析结果 

显示，白化群体在遗传多态性水平方面与其他群体没有显著差异，本实验的 RAPD分析也表明，白色贝和褐色 

贝的遗传多样性水平基本相同。这表明，白色贝和褐色贝在分子水平上的差别不明显 ，遗传分化也很小 ，只是 

在个别基因频率上产生了变化。常亚青等(2007)同时指出白化的个体(本文中的白色贝)的生长性状明显优于 

相同养殖条件的其他个体，并推测控制壳呈白色的基因与控制生长性状的基因有连锁现象。 

笔者经过筛选 240个 10碱基的随机引物发现 ，白色贝和褐色贝的绝大部分 引物 的扩增条带基本相似 ，也 

有一部分位点在基因频率方面存在一定的差异。例如位点 $285 8在褐色贝个体中是纯合位点，显性基因频率 

为 1．000，而在 白色贝中此位点为多态位点 ，显性基因频率为 0．684。另外，在实验 中发现，位点 $285—1在褐色 

贝 75 的个体 中都能获得扩增片段 ，但在 白色贝所有个体 中都没有这个位点的扩增片段，笔者选取 5个 白色 

贝和 5个褐色 贝进行重复实验，与前期结果一致 ，重复性较好 ，所以推断位点 $285—1为 白色贝的特异 阴性片 

段 。另外，对此片段进行胶 回收测序的工作继续进行 ，以期开发共显性的 SCAR标记 。综上所述 ，白色贝和褐 

色贝之间的差别主要体现在少数基因型频率的变异。关于白色贝的来源，文献报道较少，常亚青等(2007)认为 

白色贝可能是养殖群体在 自然条件下繁殖产生的后代 。由此推断，当 自然海区环境达 到虾夷扇 贝产卵或排精 
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的条件时 ，缺失壳色相关基因例如编码位点 $285—1或 Est一3的基 因的个体产生的卵子或精子与其他的精子或 

卵子结合而形成的苗种，在自然条件下形成的壳色变异群体，导致了白化个体少数基因型频率的突变，但这些 

基因的突变是否与壳色直接相关联 ，编码 $285—1的基因和编码 Est一3的基 因是否连锁以及二者在染色体上的 

遗传距离，须进一步从基因和染色体水平证明。 

本实验的结果证明，白色贝和褐色贝群体间的遗传分化指数 G 为 0．052，说明白色贝和褐色贝之间的遗 

传分化很少 ，处于较低的水平，而常亚青等(2007)的研究表明，壳 白化群体与黄海北部采集的野生群体 HQ之 

间的遗传分化程度最高 ，达到 0．326，另外与其他群体 的分化指数也较大 ，说明 白色贝与大连獐子岛底播增殖 

放流群体 CC、黄海北部 的野生群体 HQ、日本青森养殖群体 JX以及俄罗斯养殖群体 RX之 间的亲缘关系较 

远，但白化群体与其他地理种群之间的遗传分化并没有达到很高的水平，遗传变异主要群体内的个体间，这与 

本实验结果相一致 ，RAPD遗传分析证明，94．15 的变异来 自白色贝和褐色贝群体内的个体问。另外 ，根据遗 

传分化指数 G 估计的基因流 N 值为 9．079，一般来说 ，当 N >1时，两个群体之间的遗传分化很小 ，这证明 

白色贝和褐色贝之间存在很弱的遗传分化关系。作者之前所进行 的白色贝和褐色贝形态特征 的比较证明，二 

者之间的各形态特征指数均不存在显著差异 ，但白色贝的出柱率较褐色贝有着极显著的优势(P<O．01)(孙秀 

俊等 2008)。综 E所述 ，与褐色贝相比，白色贝群体在表型特征和遗传结构方面均未表现出明显的变化 ，二者 

的不同主要体现在少数基因型频率的差异方面。 

据报道，贝壳颜色较浅的海洋贝类有着更大的生长潜力或代谢活性 (Newkirk et a1． 1980；郑怀平等 

2003)，与褐色贝相比，白色贝个体更容易适应高温和强光 的环境 ，白色贝群体是一个养殖性状优 良的种群 ，壳 

色特征明显，出柱率高 ，生长性状优异 ，可进一步培育出稳定遗传的扇贝新品种。 
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