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摘要: DNA 条形码基因已经广泛应用在海洋贝类的分类鉴定、系统发育进化、种群遗传分析等领域的研究。为进

一步研究评估不同 DNA 条形码基因在海洋贝类鉴定中的作用, 本研究利用从 GenBank 数据库随机下载的帘蛤目

COI、16S rRNA、18S rRNA 和 28S rRNA 基因序列, 通过传统距离法和单系聚类法结合分析, 比较了上述 DNA 条

形码基因在鉴定物种及系统发育进化中的鉴定效率, 并以本实验室已获得的部分贝类 DNA 序列进行了验证。结果

表明, 根据“10 倍法则”和“2%”阈值标准, 本研究中 COI 能够鉴定 57.1%物种, 16S rRNA 能够鉴定 60.9%, 18S rRNA

鉴定 16.7%, 而 28S rRNA 无法有效鉴定; 多数种 COI 和 16S rRNA 基因序列的种间遗传距离和种内遗传距离存在

“条形码间隙”, 而 18S rRNA和 28S rRNA序列的种间和种内的遗传距离存在显著重叠, 没有明显“条形码间隙”; 聚

类分析结果表明, 基于 COI 基因序列, 87.9%的个体与同种聚为单系, 以 16S rRNA 序列, 65.6%的个体与同种聚为

单系, 未聚成单系的个体则形成姐妹系, 未出现不同种聚为单系现象, 能够呈现与形态分类基本一致的系统发生

关系; 但 18S rRNA 和 28S rRNA 呈现的聚类关系相对混乱。相对而言, 在鉴定帘蛤目物种时, COI 和 16S rRNA 都

能够作为条形码基因, 且 COI 有效性更高, 18S rRNA 和 28S rRNA 基因由于种内变异较大, 不适于作为条码基因。

研究结果为科学选用 DNA 条形码基因进行帘蛤目贝类的鉴定提供了参考资料。 
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软体动物是动物界中仅次于节肢动物的第二

大门类, 其种类达 10 万余, 在生态系统中具有重

要作用和地位。贝类是重要的软体动物, 根据身

体构造不同, 通常将贝类种类划分为 7 个纲[1]。但

由于贝类种类繁多, 分类标准不同, 导致现有一

些物种的分类存有分歧, 许多近缘种、新发现物

种的鉴定存在困难。进行物种鉴定和分类, 是开

展其他相关生物学科学研究的基本条件[2]。 

传统分类方法仍是目前开展物种鉴定和系统

分类工作的主要手段, 这种方法主要是依靠形态

特征、生态特征、解剖特征作为判定依据。不过, 

贝类具有其特殊性, 且种类较多, 存在很多近缘

种, 其形态特征和生态特征十分相似[2-3]。而且, 

一些特征可能随着环境(或发育阶段)变化而改变, 

如双壳贝类幼虫发育具有一个变态过程, 在变态

前的很长一段时期内, 不同贝类的 D 形幼虫在形

态、生态特征等方面基本无明显差异, 很难以此

辨别物种[4]。在这些情况下, 传统分类方法就存在

明显的局限性, 无法进行准确鉴定和系统进化等

方面的研究。基于 PCR 扩增技术的 DNA 条形码

(DNA barcoding)技术一经提出, 得到了许多学者

的认可, 在物种鉴定、系统分类、遗传分析等研 
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究中发挥了重要作用[5-6]。生物条形码协会将其定

义为: 通过 PCR 扩增和测序来获得一段标准同源

序列(约 800 bp), 再将序列进行多重序列比对和

聚类分析, 从而将某一个物种准确地归为某一特

定的类群中。经过十多年的发展, DNA 条形码技

术不仅应用在哺乳类等许多陆生动植物中, 在海

洋生物中的鱼类、甲壳类、贝类、藻类等重要经

济动植物上也得到广泛应用[7-11]。在软体动物中, 

双壳类、腹足类和头足类的 DNA 条形码的相关

报道较多[12]。动物 DNA 条形码基因研究中, 由于

线粒体 DNA 与核基因相比具有母系遗传, 以及

无内含子、重组率低等特点备受关注, 其中 COI

基因应用相对较多。不过除了 COI 基因 , 12S 

rRNA、16S rRNA 以及核糖体 18S rRNA、28S 

rRNA 和 ITS 等其他基因也被许多学者应用, 作为

DNA 条形码在不同物种鉴定和发育进化等方面

发挥了重要作用[5, 13-14]。 

为进一步明确不同 DNA 条形码基因在贝类

物种鉴定和系统进化研究中的作用 , 本研究从

GenBank 数据库中下载一批帘蛤目基因序列, 结

合传统距离法和聚类法, 比较分析了线粒体基因

COI、16S rRNA 和核糖体基因 18S rRNA、28S 

rRNA 4 个 DNA 条形码基因的鉴定和聚类效果, 

并用课题组收集的部分帘蛤目样品序列进行验证, 

以期为进一步筛选帘蛤目贝类 DNA 条形码标准

基因提供参考数据。 

1  材料与方法 

1.1  样品来源及序列来源 

以帘蛤目不同科、属、种的个体序列进行分

析, 序列从 GenBank 数据库中随机下载。验证序

列来源于本实验室已经建立的海洋贝类 DNA 条

形码数据库, 根据构建系统进化树所用物种随机

选用文蛤 (Meretrix meretrix)、短文蛤 (Meretrix 

petechialis)、四角蛤蜊(Mactra veneriformis)和中

国蛤蜊(Mactra chinensis)进行 COI 系统进化树验

证 , 用波纹巴非蛤 (Paphia undulata)、琴文蛤

(Meretrix lyrata)、文蛤和短文蛤进行 16S rRNA 系

统进化树验证。验证样品已经过分类专家通过形

态学特征进行种类鉴定。所用每个物种的个体数

目在 1~11 之间。本研究中共用 72 个物种的 269

条序列, 具体信息见表 1。 

1.2  DNA 提取与序列扩增、测序 

样品 DNA 提取方法参照吴彪等[15]的方法进

行, 具体操作为: 将活体解剖, 取闭壳肌约 100 mg

放入盛有 475 µL抽提缓冲液(Tris-HCl 10 mmol/L, 

pH 8.0; EDTA 10 mmol/L, pH 8.0)的 1.5 mL 离心

管中, 剪碎组织, 加入 25 µL SDS (10%)和 5 µL蛋

白酶 K (20 mg/L), 在 55℃水浴中消化至澄清, 用

酚  : 氯仿  : 异戊醇 (25 : 24 : 1)抽提两次 , 离心

10 min (12000 rpm), 重复一次该步骤; 上清用等

体积抽提 10 min, 离心 10 min (12000 rpm), 取上

清, 加入 1/25 上清体积的 5 mol/L NaCl 溶液和 2

倍体积预冷的无水乙醇, 出现絮状沉淀, 12000 rpm

离心 10 min; 沉淀用 70%的乙醇洗涤 2~3 次后, 

风干; 加入 100 µL TE (Tris-HCl 10 mmol/L, pH 8.0; 

EDTA 0.1 mmol/L, pH 8.0)溶解, –20℃保存备用。 

扩增 COI 和 16S rRNA 基因序列用于验证, 

反应在 Eppendorf PCR 仪上进行 , 反应体系为

25 μL, 包括 ddH2O 16.8 μL, 正反向引物各 1 μL, 

模板DNA 1 μL, Taq酶 0.2 μL, dNTP 2.5 μL, buffer 

2.5 μL。反应程序为: 94℃预变性 5 min; 95℃变性

45 s, 55℃退火 45 s, 72℃延伸 1 min, 35 个循环, 

后 72℃延伸 10 min, 4℃保存。PCR 产物用 1.5%

的琼脂糖凝胶电泳检测。PCR 引物序列分别为: 

COI 基因, F: GGTCAACAAATCATAAAGATAT-

TGG, R: TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAAT-

CA; 16S rRNA 基因 , F: CGCCTGTTTATCAA-

AAACAT, R: CCGGTCTGAACTCAGATCACGT。

目的条带送上海生工测序。 

1.3  数据分析 

实验所得条带经过正反向测序, 用 DNAStar

软件中的 Seqman 进行拼接, 并根据测序图谱人

工手动校正碱基。用 Clustal X 软件对所有序列进

行多重比对 , 校正后去除两端冗余序列。利用

MEGA 6.0 软件基于 K2P (Kimura 2-parameter)双

参数替代模型分别计算 COI、16S rRNA、18S 

rRNA、28S rRNA 基因序列同属内的种内和种间

遗传距离, 结合 10 倍法则和 2%阈值判断能否鉴

定物种, 采用邻接法(neighbor-joining, NJ)构建分
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子进化树, 进行 1000 次自展检验(bootstraps)检测

置信度, 分析依据不同基因而形成的系统进化树。 

2  结果与分析 

2.1  基于传统距离法的分析结果 

运用MEGA软件基于K2P双参数模型计算了

四个条形码基因在种分类阶元的遗传距离, 同属

种间遗传距离、种内遗传距离等信息详见表 1。

结果表明, 对于 COI 基因, 7 属 18 个物种中的 4

个物种序列数为 1 条, 没有种内遗传距离的计算

值, 其他种内遗传距离范围为 0~0.208, 种间遗传

距离范围为 0.02~0.38, 种内遗传距离平均值范围

为 0~0.109, 种间遗传距离平均值范围 0.03~0.20; 

基于 16S rRNA 基因序列的 6 属 23 个物种, 种内

遗传距离范围、种间遗传距离范围、种内遗传距

离平均值范围、种间遗传距离平均值范围分别为

0~0.066、0.009~0.148、0~0.045 和 0.03~0.102; 18S 

rRNA 基因序共有 5 属 16 个物种, 以上四个值范

围分别为 0~1.51、0.02~1.41、0.01~1.27、0.07~1.181; 

28S rRNA 基因序列分析中共有 5 属 15 个物种, 

四个值范围分别为 0.001~1.33、0.24~2.19、0.51~ 

1.33、0.29~1.53。根据 Hebert 等[16]提出的 10 倍

法则, 以及 2%标准阈值为评价标准, COI 序列中, 

有 8 个种内遗传距离小于 2 %阈值, 同时其 10 倍

值也小于种间遗传距离, 占 57.1%; 16S rRNA 中

有 14 个物种满足该标准, 占 60.9%; 18S rRNA 中

有 2 个物种, 占 16.7%; 而 28S rRNA 则没有满足

该标准的物种。从遗传距离范围值还可以看出 , 

16S rRNA 和 COI 的种内种间遗传距离普遍小于

18S rRNA 和 28S rRNA, 且 16S rRNA 的遗传距离

普遍小于 COI, 说明 16S rRNA 相对保守, 且这两

种基因的保守性要高于 18S rRNA 和 28S rRNA。

16S rRNA 和 COI 基因, 除个别属内的物种外, 大

多数物种的种间遗传距离大于种内遗传距离, 即

存在明显的“条形码间隙”, 但 18S rRNA 和 28S 

rRNA 变异性大, 很多属的种内遗传距离超过了

种间遗传距离, 重叠现象明显, 种内与种间之间

没有显著的“条形码间隙”存在。  
2.2  基于单系法的分析结果 

运用 K2P模型中的邻接法, 分别构建了 COI、

16S rRNA、18S rRNA、28S rRNA 系统发育树, 并

分别选取腹足目的相应基因序列为外群, 重复抽

样 1000 次对各分支的置信度进行检验, 结果如图

1~图 4 所示。基于 COI 基因序列的 NJ 进化树表

明, 29 个个体与同物种个体聚成单系, 占 87.9%; 

未能聚在一起的 2 个短文蛤和 1 个日本镜蛤

(Dosinia japonica)也都与同物种聚为姐妹系, 所

有帘蛤目个体聚为一个单系与作为外群的腹足目

朝鲜花冠小月螺(Lunella coronata coreensis) 终

聚类, 聚类结果与形态学分类基本一致; 4 个验证

个体中 3 个聚到了同物种单系内, 1 个与同属物种

聚类。以 16S rRNA 构建的 NJ 树表明, 除验证用

的琴文蛤(M. lyrata)和外群东方白舟螺(Crepidula 

plana)聚成一个单系外, 其他所有同属的物种均

各自聚为一支, 有 21 个个体聚为单系, 占 65.6%。

4 个验证个体中 2 个聚到了同物种单系内, 1 个聚

到同属物种, 1 个则未聚类到同属物种。不过, 聚

类树形还表明文蛤属 (除琴文蛤 )显示出与鸟蛤

属、剑蛏属等其他几个属相对远的距离, 在外群

东方白舟螺存在时文蛤属未能与帘蛤目内的其他

系群先聚类。相对而言, 18S rRNA 和 28S rRNA

的 NJ 树形图显示的聚类关系与形态分类关系相

差较大, 尤其是 28S rRNA 聚类关系比较混乱, 出

现了同物种不形成单系、不同种类却聚成单系的

情况, 形态种被分割, 而且外群个体未形成帘蛤

目以外的单独系群, 这说明一些物种 18S rRNA

和 28S rRNA 序列的种内遗传距离可能大于种间

遗传距离, 运用 18S rRNA 和 28S rRNA 不能很好

地对帘蛤目进行系统进化研究, 其结果可能与形

态分类相差较远。 

3  讨论 

相对规范的 DNA 条形码概念由 Hebert 等[17]

提出, 其核心内容是利用生物体的一段短的基因

序列将未知个体鉴定。作为一种公共数据资源 , 

DNA 条形码基因需要具备几个特点: 首先, 片段

长度要适中, 且有相对保守的区域用来设计通用

性强的引物, 以便于 PCR 扩增; 而且需要丰富的

遗传变异, 具有一定的分化度, 但种内差异又要

小, 能够有效区分不同物种; 除此之外, 片段还 
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图 1  帘蛤目基于 COI 基因序列的 NJ 分子系统树 

Fig. 1  NJ tree resulting from analysis of COI gene data of species in Veneroida 

 
需能够尽可能地兼顾不同的分类群。这些看似矛

盾又有统一性的标准, 在不同的分类阶元层次上

需要一个平衡。本研究中的 COI、16S rRNA 两个

线粒体基因是在动物的物种鉴定、系统分类工作

中常被选用的基因[10, 18-19], 18S rRNA、28S rRNA

两个核糖体基因也有一些报道[20-21], 但常作为辅

助工具, 使用相对较少。而植物中常用的有 matK、

rbcL 和 ITS 等, 这些不同的基因片段在不同分类

阶元系统进化研究中各有优缺点。目前, 针对同

一分类阶元内不同基因片段的比较研究较少。 

目前已有的报道中, DNA 条形码数据的计算

分析方法有多种, 学者提出的分析模型也有很多, 

但总体上可分为基于树形和基于序列特征两种方

法。于贞贞[22]利用樱蛤总科的 COI 和 16S rRNA

评估了传统距离法、条形码间隙自动检索法

(ABGD)、单系法、混合耶鲁模型法(GMYC)和特

征分析法(CAOS)在鉴定科、属、种不同分类水平

上的有效性, 认为 CAOS 可能是鉴定物种效率

好、适应性 广的方法, 不过 ABGD 法和单系法

在初期鉴定物种时具有优势。本研究所用的传统

距离法和聚类法均属于树形 DNA 条形码方法, 

这也是目前研究使用频率 高的常用方法。 

在传统距离法中, DNA 条形码能够区分鉴定

物种的准确性有赖于种间差异与种内差异的间隔, 
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图 2  帘蛤目基于 16S rRNA 基因序列的 NJ 分子系统树 

Fig. 2  NJ tree resulting from analysis of 16S rRNA gene data of species in Veneroida 

 

 
 

图 3  帘蛤目基于 18S rRNA 基因序列的 NJ 分子系统树 

Fig. 3  NJ tree resulting from analysis of 18S rRNA gene data of species in Veneroida 
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图 4  帘蛤目 28S rRNA 基因序列的 NJ 分子系统树 

Fig. 4  NJ tree resulting from analysis of 28S rRNA gene data of species in Veneroida 

 
其间隔越大、无重叠, 可行性越高。学者认为很

少种内差异超过 2%, 而多数小于 1%[17, 23]。Hebert

等[16]提出一个 10 倍法则作为评价标准, 即种间

遗传距离要大于种内遗传距离, 且达到 10 倍的阈

值。根据此规则以及 2%标准, 本研究中, 57.1%物

种的 COI 和 60.9%物种的 16S rRNA 符合条件, 而

18S rRNA 和 28S rRNA 则少有物种满足, 18S 

rRNA 仅有 11.%的比例, 而 14 个物种的 28S rRNA

全部不满足此标准。于贞贞[22]以 COI 基因序列利

用距离法评估了异齿亚纲近缘种遗传距离 , 以

3%为阈值标准, 无法鉴定 42.58%的物种, 10 倍法

则无法鉴定 55.59%的物种, 验证的有效性与本研

究中的 COI 基本一致。不过本研究是以两个标准

同时使用, 比例应该比使用一个标准时低, 这提

高了本研究的筛选条件。本研究中, 五个物种的

COI 基因序列为 1 条, 无法计算种内遗传距离, 

计算有效性时将其排除, 在一定程度上也可能影

响 57.1%这一数据。由于受到样品来源背景不清, 

样品量少等原因还可能导致一些数据过高或者过

低估计, 利用传统距离法分析鉴定物种需要建立

足够多群体的数据库, 才能建立有效的标准阈值。 

结合 NJ 树的聚类结果, 以 COI 序列所构建的

进化树, 87.9%的个体能够与同种类聚成单系; 以

16S rRNA 基因序列构建的进化树, 能够聚成单

系的个体占 65.6%, 虽然一些个体未能与同种聚

成单系, 但是基本都能形成姐妹系, 未与其他物

种聚类, 表现出较近的亲缘关系。利用 COI 序列

所构建的进化树表现出的系统进化关系优于 16S 

rRNA, 与传统形态分类更为相近。相对而言, 18S 

rRNA 和 28S rRNA 在分类有效性方面较差, 从距

离法方面讲, 少有符合 10 倍法则的种类, 而且进

化树显示的进化关系与形态分类相差较远。总体

而言, 在研究帘蛤目物种分类鉴定和系统进化方

面, COI 基因相比相对保守的 16S rRNA 基因表现

出一定的优势, 更适合于 DNA 条形码标记, 而

18S rRNA 和 28S rRNA 基因则基本不推荐使用。

冯艳徽[12]研究了珍珠贝亚目和蚶目 DNA 条形码, 

也发现 COI 和 16S rRNA 基因能够有效鉴定扇贝

科物种, 而且认为 COI 基因更适合作为珍珠贝亚

目的标准基因。 

传统距离法和单系法的计算依据是将个体间

的序列差异转化为单一距离向量来揭示物种进化, 
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单靠这一指标判定也具有一定的局限性。由于利

用分子数据展现的系统发生关系常出现与传统分

类系统不一致的现象等原因, 分子系统学常受到

质疑, 但同时也有传统分类系统所无法比拟的优

势, 结合两者优势, 互补其短, 将更有助于物种

鉴定和系统进化研究。 
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Comparative analysis of different DNA barcoding methods for Vener-
oida classification and identification 
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Abstract: DNA barcoding has been widely used in the fields of taxonomy, identification, phylogenetic evolution, 
and population genetic analysis of marine shellfish. To further evaluate the identification validity of different 
DNA barcoding genes in marine shellfish, sequences of COI, 16S rRNA, 18S rRNA, and 28S rRNA from Vener-
oida were randomly downloaded from the GenBank database, analyzed by the distance- and tree-based methods, 
and taxonomic relation established by the tree-based method, and compared the results with some sequences from 
our laboratory. According to the “10 × rule” and “2%” standard criterion, 57.1% of species could be distinguished 
using the COI gene, whereas 16S rRNA identified 60.9%, 18S rRNA identified 16.7%, and 28S rRNA did not 
identify any species. We also found that there were significant barcode gaps between the genetic distances of 
pairwise- and within-species in most genera based on COI and 16S rRNA genes; however, there were significant 
overlaps, instead of barcode gaps, based on 18S rRNA and 28S rRNA. The cluster analysis showed that 87.9% of 
individuals clustered to a monophyletic group, with other within-species individuals clustered on the COI; and 
65.6% 16S rRNA individuals clustered in monophyletic groups. Furthermore individuals without monophyletic 
groups clustered into sister groups, which revealed that the evolutionary relationships showed by the NJ tree con-
structed via COI and 16S rRNA mainly agreed with that from the morphological classification, especially that of 
the COI gene. In contrast, the NJ tree constructed via 18S rRNA and 28S rRNA genes showed disordered cluster-
ing relationships, including some individuals from different species cluster to monophyletic groups. In the present 
study, the results clearly suggested that both COI and 16S rRNA can be used as DNA barcodes in identifying spe-
cies in Veneroida, particular COI, but 18S rRNA and 28S rRNA are not suitable because of the large intraspecific 
variation. This study provides new data for DNA barcode selection in Veneroida. 
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