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山东沿海菲律宾蛤仔不同地理群体遗传多样性的 AFLP 分析 
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摘要: 利用 AFLP 技术对山东沿海菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)4 个野生群体(乳山、无棣、牟

平、即墨)进行了遗传多样性分析。采用 6 对引物组合对 4 个群体进行扩增, 共得到 356 个位点, 乳山

群体、无棣群体、牟平群体和即墨群体的多态位点比例依次为 74.40%、70.50%、72.80%、74.70%, 具

有较高的遗传多样性水平。其中, 即墨群体多态性比例最高, 无棣群体多态性比例最低。聚类分析表

明, 各群体间的遗传距离为 0.0263~0.0448, 乳山群体和无棣群体间的遗传距离最近(0.0263), 两群体首

先聚在一起, 随后与牟平群体和即墨群体聚在一起。  
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菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)隶属于软体
动物门 (Mollusca), 瓣鳃纲 (Lamellibranchia), 帘形目
(Veneroida), 蛤仔属(Ruditapes)。是广温、广盐、广分
布的亚热带种, 是蛤仔属中我国仅有的两个种类之一[1]。

我国是世界菲律宾蛤仔的第一养殖大国, 山东省是我
国菲律宾蛤仔主产地。近年来, 随着菲律宾蛤仔人工养
殖规模的急速发展, 异地移养现象频繁出现, 加速了
菲律宾蛤仔自然群体间遗传背景的的混杂, 对我国菲
律宾蛤仔种质资源的保护产生了不利的影响。因此, 深
入研究菲律宾蛤仔群体遗传学, 对保护菲律宾蛤仔种
质资源及其增养殖业的健康发展有着重要的意义。 

国内已有学者利用形态参数 [2]、同工酶 [3-5]、

RAPD 标记[6]、AFLP 标记[7]对不同地理群体的菲律

宾蛤仔进行了遗传学研究, 但山东菲律宾蛤仔主要
产区的蛤仔遗传基础背景依然模糊。作者对山东菲

律宾蛤仔 4 个主要产区的自然群体进行遗传多样性
AFLP分析, 探讨各群体的主要遗传参数和遗传变异
水平, 为了解菲律宾蛤仔的种质状况提供数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验用菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)样

品为 2009 年 10 月采自烟台牟平(Muping, 简称 : 
MP)、威海乳山(Rushan, 简称: RS)、青岛即墨(Jimo, 
简称: JM)和滨州无棣(Wudi, 简称: WD)自然海区的

野生个体, 经活体运输至实验室进行形态性状测量
与解剖。各样品采样地点、采集时间及样品数量详

细信息列于表 1。取样品的闭壳肌放入离心管中, 保
存在−76℃的超低温冰箱中, 用于 DNA提取。  
实验用的 EcoR I、Mse I内切酶和 T4-DNA连接酶买

自 Fermentas公司, PCR扩增体系使用的 Taq酶、Buffer、
MgCl2、dNTP购自青岛碧海生物技术有限公司。 

 
表 1  菲律宾蛤仔实验样品来源 
Tab. 1  The sources of experimental samples of Rudi-

tapes philippenarum 

群体 采样地点 
采集时间

(年-月) 
样本数量

(个) 

RS
乳山徐家海区 

(36°53′N, 121°47′E) 
2009-10 50 

WD
无棣沙头堡海区 

(38°12′N, 118°04′E) 
2009-10 50 

MP
养马岛附近海区 

(37°26′N, 121°36′E) 
2009-10 50 

JM
鳌山湾海区 

(36°21′N, 120°42′E) 
2009-10 50 
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1.2  DNA 提取和 AFLP 分析 
采用 Li 等[8]的方法进行样品 DNA 提取。DNA

样品采用 0.8%的琼脂糖凝胶电泳进行质量检测, 经
紫外分光光度仪(VarianCary 50 型)进行定量, 调整
DNA质量浓度为 100 mg/L, 置于 4℃备用。 

遗传多样性检测使用的六对 AFLP 选扩引物如
下: E-ATG/M-CCT, E-ACA/M-CCT, E-AAG/M-CGA, 
E-ACA/M-CGA, E-ACT/M-CCT, E-ACT/M-CGA, 主
要参照 Vos等 [9]的方法进行检测。 

1.3  数据分析 
根据菲律宾蛤仔各群体基因组DNA电泳条带的

有、无分别记录为“1”、“0”, 得到数据矩阵, 找出 4
个地理群体的特异性扩增位点, 并计算出现频率。 

采用 AFLPSURV 1.0软件计算多态位点比率(P)
和期望杂合度(He)[10]。群体间遗传距离参照 Nei [11], 
用软件 TFPGA软件进行计算 [12], 并使用 TFPGA软
件的非加权平均聚类法对菲律宾蛤仔的 4 个地理群
体进行聚类分析, 绘制聚类图。群体间 Fst值的显著

性检验采用 TFPGA软件的 Exact Test进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  AFLP 扩增结果 
在 100~330bp 范围内, 用 6 对扩增引物在菲律

宾蛤仔 4个野生地理群体共 200个个体中统计了 356
个位点 ,  平均每对引物扩增 59.3 条产物。其中
E-ACA/M-CGA 得到 56 个, E-AAG/M-CGA 得到 61
个, E-ATG/M-CCT 得到 82 个, E-ACT/M-CCT 得到
54个, E-ACT/M-CGA得到 40个, E-ACA/M-CCT得
到 63个。从表 2可得知, 乳山群体的扩增位点最多, 
无棣群体的扩增位点数最少。4个菲律宾蛤仔地理群
体的多态位点比率为 70.5%~74.7%, 期望杂合度为 

 
表 2   菲律宾蛤仔群体 AFLP 标记扩增结果 
Tab. 2  The amplification results of Ruditapes philippi-

narum populations 
引物组合 总片段 RS MP JM WD

E-ACA/M-CGA 56 51 49 50 49
E-AAG/M-CGA 61 40 29 34 34
E-ATG/M-CCT 82 52 55 53 50
E-ACT/M-CCT 54 44 46 45 48
E-ACT/M-CGA 40 28 34 33 32
E-ACA/M-CCT 63 57 49 53 48

合计 356 272 262 268 261

0.250~0.259。其中即墨群体的期望杂合度值最大, 为
0.259; 无棣群体的期望杂合度值最小, 为 0.250, 见
表 3。 
 
表 3  菲律宾蛤仔群体 AFLP 多态性位点比率和期望杂合度 
Tab.3  The expected heterozygosity (He) and percentage 

of polymorphism loci (P) of four Ruditapes Phi-
lippinarum populations 

群体 蛤仔数(个) 多态性位点比率(%) 期望杂合度

RS 50 74.4 0.257 
WD 50 70.5 0.250 
MP 50 72.8 0.255 
JM 50 74.7 0.259 

 

2.2  遗传分化分析 
4 个菲律宾蛤仔野生地理群体间的遗传分化系

数(Fst)为 0.063 5~0.102 9, 平均大小为 0.088 8。乳山
与无棣两个群体之间的遗传分化系数最小, 为 0.063 5, 
即墨与无棣群体之间的遗传分化系数最高(表 4)。对
4个群体两两 P 值的 Exact Test结果显示, 4个群体
的遗传分化系数两两显著。 

 
表 4  菲律宾蛤仔群体间遗传分化分析  
Tab. 4  Pairwise genetic differentiation between four 

populations of Ruditapes philippinarum  
群体 RS WD MP JM 
RS  < 0.001 < 0.001 < 0.001
WD 0.0635***  < 0.001 < 0.001
MP 0.0927*** 0.0944***  < 0.001
JM 0.0904*** 0.1029*** 0.0891***  

注: ***表示 P < 0.001 

 

2.3  聚类分析 
由表 5 可知, 乳山群体与无棣群体的遗传距离

最近(0.026 3), 而即墨群体和无棣群体之间的遗传
距离最大(0.044 8), 变化趋势与 Fst值一致。 
对菲律宾蛤仔 4个地理群体进行聚类分析(图 1)。 
 

表 5  菲律宾蛤仔 4 个群体间遗传距离  
Tab. 5  Nei's unbiased genetic distance between four 

populations of Ruditapes philippinarum 

 RS WD MP JM 
RS     
WD 0.0263    
MP 0.0398 0.0398   
JM 0.0397 0.0448 0.0385  
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图 1  菲律宾蛤仔群体的 UPGMA聚类图 
Fig. 1  The dendrogram of four Ruditapes philippinarum 

populations by UPGMA cluster analysis 
 
结果显示乳山群体与无棣群体亲缘关系最近, 两个
群体首先聚在一起, 获得 99%支持率。牟平群体和即
墨群体的遗传距离次之 , 两者聚为一类 , 置信度获
得 51%支持率。 

3  讨论 

3.1  AFLP 标记技术的检测效果评价 
本研究对山东沿海菲律宾蛤仔 4 个野生地理群

体进行遗传多样性 AFLP分析。结果表明, 4个群体
的平均多态位点比率为 73.10%, 对比文蛤野生群体
的平均多态位点比率 72.76%[13]和虾夷扇贝野生群体

的平均多态位点比率 66.29%[14], 可知山东省菲律宾
蛤仔的遗传多样性相对较高。 

葛京盈等[4]对锦州、大连、丹东和青岛 4个地方
的野生菲律宾蛤仔群体的同工酶进行了检测, 结果
表明 4 个群体的多态位点百分数为 33.33, 平均杂合
度期望值为 0.082 5; 李旭光等[5]采用同工酶技术对

福建平潭岛、浙江象山港、江苏海州湾和辽宁辽东

湾 4 个海区菲律宾蛤仔野生群体的生化遗传特征进
行了分析, 结果表明 4 个群体的平均多态位点比率
为 68.75%, 平均杂合度期望值为 0.306 1。由此可见
与同工酶标记相比, 在菲律宾蛤仔的检测中, AFLP
位点具有更丰富的多态性。 

3.2  菲律宾蛤仔群体的遗传多样性分析 
菲律宾蛤仔分布较广, 其分布海域间的生态环

境的客观差异, 必然在各地理群体之间形成相对的
地理隔离, 进而造成某些差异。本研究中两两比较 4
个地理群体间的 Fst值均显示差异显著, 说明 4 个群
体间存在显著遗传分化。各群体间的 Fst值为 0.063 5~ 
0.102 9, 其中无棣群体与乳山群体之间的遗传分化

系数最小, 即墨群体和牟平群体的遗传分化系数最
高。Wright[15]认为 Fst值为 0~0.05, 群体间无显著分
化; Fst值为 0.05~0.15, 群体间的分化程度中等。本研
究的 4 个地理群体间 Fst值均大于 0.05, 显示了较高
的分化程度。 

4  结论 
本文的研究结果表明, 4个菲律宾蛤仔野生群体

间已出现一定的遗传分化。其中无棣群体和乳山群

体的遗传距离最近, 即墨群体与无棣群体遗传距离
最远。UPGMA树结果也显示无棣群体与乳山群体遗
传距离最近, 而即墨群体与牟平群体则另聚在一起。
4个野生群体并没有遵循地理距离越近, 遗传结构越
为相似的规律, 这可能与近年来菲律宾蛤仔异地移
养所导致的种质混杂、遗传渐渗有关。 

随着菲律宾蛤仔人工养殖规模的不断扩大, 累
代人工繁育导致的种质问题越来越严重, 菲律宾蛤
仔异地移养现象也随之广泛出现。异地异养虽然可

以在短时间内提高养殖户的经济效益, 但其底播增
殖行为也在一定程度上造成了不同地区菲律宾蛤仔

野生品种的交叉污染。山东是菲律宾蛤仔养殖大省, 
同样存在这样的问题。近些年, 福建菲律宾蛤仔苗种
因为价格便宜, 冲击了山东的菲律宾蛤仔苗种市场, 
许多育苗场大量采购福建蛤仔苗种, 进行人工养殖、
底播增殖, 必然对当地的菲律宾蛤仔的遗传基础产
生影响。Liu 等[7]对我国大连、青岛、杭州和厦门 4
个菲律宾蛤仔自然群体遗传多样性进行的 AFLP 分
析结果表明, 青岛群体与福建厦门群体遗传相似程
度较高, 进而得出异地购苗增养殖已经对青岛菲律
宾蛤仔野生群体的遗传结构产生了一定影响的结

论。本研究中青岛即墨群体与烟台牟平群体遗传距

离较近, 表明牟平菲律宾蛤仔野生群体可能也受到
了福建菲律宾蛤仔遗传杂交的污染。 
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Analysis of genetic diversity of different geographical popula-
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Abstract: The AFLP technique was applied to investigate genetic diversity of 4 geographical populations of Rudi-

tapes philippinarum in coastal sea of Shandong. Six primer pairs were used to generate 356 loci among individuals 

in 4 populations. The proportion of polymorphic loci for the Rushan, Wudi, Muping and Jimo populaton was 

74.40%, 70.50%, 72.80% and 74.70% respectively, suggesting high levels of genetic diversity. The Jimo population 

exhibited the highest genetic diversity, and the Wudi population exhibted the lowest one. The cluster analysis 

showed that the genetic distance among the 4 populations was 0.0263~0.0448 and the genetic distance between the 

Rushan and Wudi population was the smallest one (0.0263). The Rushan and Wudi populations were clustered to-

gether and subsequently grouped with Muping–Jimo clade. 
 

                                                                       (本文编辑: 梁德海) 
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