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栉孔扇贝 Χηλαµψσ φαρρερι 在我国主要分布于北

方沿海海域 是我国北方沿海主要的养殖贝类之一 ∀

近些年来 广泛的半人工采苗 人工育苗及苗种转移

等养殖活动增加了各种群间的交流 从而给各种群种

质资源的管理 !利用和保护带来一定困难 同时 近几

年来扇贝的养殖业出现了病害流行 !养殖环境恶化等

严重问题 使人们迫切要求进行优质良种的培育 而

这两方面的工作都要求对各种群的遗传特征有充分

的认识和研究 ∀

近些年来 运用等位基因酶电泳方法开展了栉孔

扇贝的遗传变异研究≈ 提供了一些非常有用的信

息 但由于等位基因酶电泳技术本身的不足 限制了

该物种种群遗传特征研究的进一步深入 ∀ ⁄ 多态

分析技术是各类群生物的遗传 !生态和进化等研究领

域的重要工具 其应用包括从物种鉴定 !遗传结构 变

异 分析 !自然种群和养殖群体的遗传结构的变化等
≠ ∀其中 ⁄ 序列分析是最有效的方法 因为不论个

体还是群体 任何遗传变异或多态最终体现为 ⁄ 序

列的差异或多态 ∀

对于选定的基因或基因片段可以利用互补于高

度保守区域的通用引物进行 °≤ 扩增 然后进行克

隆 !序列测定 ∀由于核糖体 转录间区域 ×≥2 和

×≥2 具有较大的变异性和易于扩增的特点而成为核

基因组中较好的序列分析对象 ∀本文扩增了栉孔扇贝

的 ×≥2 区域 并进行了序列测定 为进一步开展种群

⁄ 多态分析 ! 近缘种类的系统学研究及寻找 ⁄

分子标记奠定良好的开端 ∀

材料和方法

1 1 实验材料

栉孔扇贝样品 购自农贸市场 取健康个体

外套膜和闭壳肌组织 ε 保存 ∀

1 2 实验方法

基因组 ⁄ 提取 取大约 外套膜

组织 尽量剪碎 用 ⁄ 提取试剂盒 °∏

公司 提取基因组 ⁄ ×∞溶解后 ε 保存备用∀

°≤ 扩增 引物 ×≥2 美国 √

⁄ 的 博士设计 序列为

×≥2 . ×≤ × ≤ ≤ . ×≥2 .

≤×≤××≤≤≠ ≤××≤ ≤×≤ . ∀

°≤ 扩增在 °×≤2 型 °≤ 仪 ≥

上进行 Λ 反应体积内含 ≤

每种 ×° Λ 每种引物 Λ ⁄ 模
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图 栉孔扇贝核糖体 转录间区域 ×≥2 的核苷酸序列
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近几年来 栉孔扇贝养殖业连续遭受病害侵袭 损失

严重 ∀从栉孔扇贝的其他分布区 如韩国和朝鲜 引进 !

更新亲贝是解决问题的途径之一 ∀但是 为了今后栉孔

扇贝养殖业的健康发展 有必要对它们进行一些分子遗

传学分析和遗传多样性的监测 以便于种质管理 !区分

和遗传改良 就目前来看 核基因或线粒体基因序列分

析是合适的方法之一 ∀

核糖体 转录间区域位于核糖体 基因 ≥

与 ≥及 ≥与 ≥之间 在基因组中进化速度高于

基因编码区 因而在许多物种中 其在群体和亚种水平

变异较大 ≈ 报道 在日本沿岸两个地点采集的

紫菜 Πορπηψραψεζοενσισ中 大小的 ×≥2 碱基序列

板 单位 × 酶 ≥ ≤ 及 ≅ 缓冲液 ∀°≤

反应程序为 ε 预变性 然后 ε ε

ε 循环 次 后 ε 延伸

°≤ 产物 琼脂糖凝胶电泳 ∞ 染色 凝胶

成像系统观察 !照像 ∀

°≤ 产物克隆 °≤ 产物用 ±2 柱式

纯化试剂盒纯化后 连接到 ° ⁄ 2×载体上 ∀连接反应

液 Λ 其中载体 Λ ≥ ∏ Λ °≤ 产

物 Λ ε 连接 或 ε 过夜 然后连接液转化感受

态大肠杆菌 涂平板 蓝2白斑筛选阳性克隆 液体

培养基培养 ° ∞ ° 提纯质粒 插入片段

经 ∞ 和 酶切检测 ∀

测序 使用 ° ∞ 公司的 ° ≥

⁄ × × ≤ ∏

及 × ⁄ 在 ° ≥ ÷ ⁄

测序仪上测序 ∀

结果与讨论

°≤ 扩增得到了清晰的 °≤ 产物 图 ∀产物大

小为 图 ∀碱基序列 × ≤含量比较均匀 分

别为 和 ∀作者曾扩增

过太平洋牡蛎 Χρασσοστρεα γιγασ) !海湾扇贝 ( Αργοπεχτεν

ιρραδιανσ) !深海扇贝(Πλαχοπεχτεν µαγελλανιχυσ) !虾夷扇贝

(Πατινοπεχτεν ψεσσοενσισ)及贻贝( ∆ρεισσενα πολψµορπηα)等

贝类的 ×≥2 区域 得到相应大小的片段 这表明该对引

物结合的序列高度保守 引物通用性好 可以用于近缘

种类的系统学研究 ∀在藻类 ° 等≈ 已利用它进行

了这方面工作 ∀

图 栉孔扇贝核糖体 转录间区域 ×≥2 °≤ 扩增产物

等位基因酶电泳方面的工作使我们对栉孔扇贝遗

传变异情况有了一个基本的了解和认识 但在另一方

面 由于只有约 的真核生物基因组 ⁄ 编码蛋白

质 !酶和存在约 的同义密码及转录 !转译水平的调

节作用等 等位基因酶电泳所检测的遗传变异程度受到

一定限制≈ ∀而 ⁄ 序列分析不仅可以研究基因组 ⁄

编码区和非编码区 更可以检测到许多在蛋白质水平难

以检测的 ⁄ 水平的遗传变异或多态 如碱基替换 !插

入和缺失等变异信息 从而从 ⁄ 水平更灵敏地分析

个体 !群体及种间的遗传差异及多态性 ∀
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在个体间 叶状体 存在相当大的差异 而用其他方法没

有检测到这么大的差异 ∀这表明该紫菜 ×≥2 碱基序列

存在较大的种内变异 ∀ ∏ ∞

≥ ≤ ∏ ⁄√ ≥ 待发表

资料 用 ×≥序列对淡水贝类 Λασµιγονα συβϖιριδισ进行

了地理系统学研究 表明 ×≥是适用于这一研究的一个

有效区域 年和 ƒ∏ 年等在啮齿类

和爪蟾的同类研究中也证明 ×≥序列是适用于从种类鉴

别到系统学分析等研究中的合适的片段 测

定了大西洋沿岸数种扇贝的 ×≥2 序列 意在建立其分

子系统学关系 待发表资料 ∀因此 作者认为 ×≥2 序列

分析将不仅适用于栉孔扇贝的遗传变异及扇贝的系统

学研究 而且会使这些工作进入到更深的层次 ∀

该序列已录入 登录号 ƒ ∀
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关键词 亚硝酸细菌 硝酸细菌 驯化

亚硝酸细菌 Νιτροσοµονασ)靠氧化氨生活 ,硝酸细

菌 ( Νιτροβαχτερ)则依赖于氧化亚硝酸盐生活 ∀这是两

类完全不相同的 却几乎是永远共生的细菌 ∀它们都

不能氧化其他基质 然而正是它们的联动完成了硝化

作用 ∀将海洋中硝化过程移到养殖系统中 尤其是封

闭的养殖系统 人们需要高效地实现这一过程 ∀至今

所有的有机物生物降解装置的本质内容是依靠水中

固型物表面的一层由微生物和小型动植物构成的生

物膜的生物活动将有机物 终分解成无机物 2

的去除是其中的一部分 ∀生物膜工作效率的内在因素

主要有两点 一 生物膜的表面积 二 硝化菌潜在的

硝化能力 ∀对前者的研究集中于寻求多孔的天然材料

或对具有更大比表面积和更好的附着效果的生物膜

载体的造型设计及加工工艺的研究 ∀而对后者的研究

主要集中于硝化菌菌种的筛选和驯化 ∀硝化细菌的纯

培养非常困难 培养时生长速度极慢 ∀即使获得了纯

硝化菌菌株 能否在各种类型的污水中都有稳定的高

效硝化率 是一个重要的问题 ∀这个问题的另一方面

是野生的菌群通过驯化是否在特定的水体中也能达

到 高的硝化率 ∀本实验即针对这一问题而设计 ∀

材料和方法

实验材料

硝化细菌

实验所采用的 纯亚硝酸菌和 纯硝酸菌菌株

是根据工业微生物纯培养技术≈ 从城市污水入海处

底层表面分离得到 接种时密度为 个细胞 ∀另

外用死杂色蛤的体表液和海鲜市场的地表污水作为

中国科学院重大项目/ 典型湖泊 !海湾渔业资源调控及

优质高效模式研究0资助 ∀
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