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华贵栉孔扇贝四种壳色选育系 F1 遗传多样性的 AFLP 分析 

孙宗红1, 2, 刘志刚1, 2, 欧燕燕1, 2, 朱晓闻1, 刘  超1, 2, 刘锦上3 

(1. 广东海洋大学 水产学院, 广东 湛江  524025; 2. 广东高校热带海产无脊椎动物养殖工程研究中心, 广

东 湛江  524025; 3. 湛江银浪海洋生物技术有限公司, 广东 湛江  524025) 

摘要: 用 10 对 AFLP 选择性扩增引物, 对 4 种壳色华贵栉孔扇贝(Chlamys nobilis)选育系的 F1代群体(每种壳

色30个, 共120个个体)进行了遗传多样性分析, 共扩增出414个位点, 多态性位点352个, 比例为85.02%; 紫

顶枣褐、枣褐、紫白、橘黄 4 种壳色群体多态性位点比例分别为 72.83%、86.04%、83.47%、67.35%; Nei’s

基因多样性指数(H)分别为 0.3071、0.3494、0.3358、0.3077; Shannon’s 信息指数(I)分别为 0.4607、0.5139、0.4987、

0.4525。4 个群体间的平均遗传分化系数(Gst)为 0.1739, 遗传杂合度(He)为 0.3954, 遗传距离(D)变化范围在

0.1194~0.1720 之间; 聚类分析表明, 4 种壳色选育系间的亲缘关系由近及远依次为紫白、枣褐、橘黄和紫顶枣

褐壳色。研究表明, 四种壳色选育系均具有较高的遗传多样性, 各壳色群体间存在一定分化, 继续选育潜力大。  
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扩增片段长度多态性(Amplified Fragment Length 

Polymorhism, AFLP)是 1993年由荷兰 Keygene公司

科学家发明的一种 DNA 分子标记技术[1], 该技术既

继承了 RFLP 的稳定性, 又具有 PCR 反应快速、灵

敏的特点, 同时克服了 RFLP和 RAPD的缺点, 且扩

增的带纹多(50~100条)。AFLP的扩增片段与基因组

的单一位置相对应 , 且该标记为孟德尔式遗传 , 可

以作为联系遗传图谱和物理图谱的一个桥梁。 

贝类壳色作为一个可遗传的质量性状, 已经被

相关学者[2]成功应用到实际工作中。华贵栉孔扇贝是

我国南方海域重要经济贝类, 近年来, 一些学者[3-7]

对其生理和育种进行了大量研究。但相对于其他经

济贝类如马氏珠母贝来讲, 采用分子标记来对华贵

栉孔扇贝辅助育种的研究则非常少[8-9], 而对其不同

壳色选育系 AFLP 分析的研究尚未见报道。本文应

用 AFLP 标记技术对华贵栉孔扇贝四种壳色家系进行

了遗传多样性分析, 旨在为该贝壳色的定向选育提供

遗传理论基础, 加快从家系到壳色品系的建立, 并期

望以此为基础, 筛选出与华贵栉孔扇贝颜色性状连锁

的基因, 为华贵栉孔扇贝遗传图谱的构建提供参考。 

1  材料方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品采集 

实验材料为本实验室选育的紫顶枣褐壳色(PBB)、

枣褐壳色(BB)、紫白壳色(PW)和橘黄壳色(O)4 种壳

色选育系 F1代(见图 1)。随机挑选以上 4种壳色华贵

栉孔扇贝选育系 F1代个体各 30 只, 清洗干净, 取少

量闭壳肌(约 50 mg)用于基因组 DNA 的提取, 剩余

部分闭壳肌分装浸泡于无水乙醇中, –80℃保存。 

1.1.2  引物及主要药品  

本试验所用引物(表 1)均由上海生工生物工程有

限公司合成; Taq 酶、T4 DNA连接酶、EcoRⅠ内切

酶、MseⅠ内切酶、DNA Maker DL2000、100 bp等

均购自 Takara公司; DNA提取试剂盒购自北京艾德

莱生物科技有限公司。 

1.2  AFLP 实验步骤 

1.2.1  基因组 DNA的提取、酶切及连接反应 

本实验使用 DNA 提取试剂盒提取基因组 DNA, 

1%的琼脂糖凝胶检测, 用 Eppendorf 核酸蛋白测定

仪测定其纯度, 将 DNA提取物稀释至 300 ng/μL左

右, 4℃保存。采用 EcoRⅠ和 MseⅠ双酶切方法酶切

基因组 DNA, 37℃条件下 EcoR I 酶切 3 h, 65℃ 
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图 1  四种不同壳色华贵栉孔扇贝 

Fig. 1  Four kinds of Chlamys nobilis with different shell colors  

 
表 1  实验所使用的引物 
Tab. 1  All the primers used in the experiment 

引物 EcoRⅠ  MseⅠ 

E-a  5’- CTCGTAGACTGCGTACC -3’ M-a 5’- GACGATGAGTCCTGAG -3’ 
接头 

E-b  3’- CTGACGCATGGTTAA -5’ M-b 3’- TACTCAGGACTCAT -5’ 

预扩增 E   5’- GACTGCGTACCAATTC -3’ M 5’- GATGAGTCCTGAGTAA -3’ 

选择性扩增 E1  5’- GACTGCGTACCAATTCACC -3’ M1 5’- GATGAGTCCTGAGTAACAC -3’ 

 E2  5’- GACTGCGTACCAATTCACT -’3 M2 5’- GATGAGTCCTGAGTAACAG -3’ 

 E3  5’- GACTGCGTACCAATTCACA -3’ M3 5’- GATGAGTCCTGAGTAACAA -3’ 

 E4  5’- GACTGCGTACCAATTCACG -3 M4 5’- GATGAGTCCTGAGTAACAT -3’ 

 E5  5’- GACTGCGTACCAATTCAAC -3’ M5 5’- GATGAGTCCTGAGTAACTA -3’ 

 E6  5’- GACTGCGTACCAATTCAAG -3’ M6 5’- GATGAGTCCTGAGTAACTT -3’ 

 E7  5’- GACTGCGTACCAATTCAGC -3’ M7 5’- GATGAGTCCTGAGTAACTG -3’ 

 E8  5’- GACTGCGTACCAATTCAGG -3’ M8 5’- GATGAGTCCTGAGTAACTC -3’ 

 
30 min终止反应, 将酶切产物 65℃MseⅠ酶切 3 h, 80℃ 

30 min终止反应后马上进行连接反应, 16℃过夜, 65℃

处理 10 min终止反应。 

1.2.2  预扩增及选择性扩增反应 

将连接产物进行预扩增反应, 94℃预变性 2 min; 

94℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 2 min, 共 23个循环; 60℃

延伸 30 min, 产物 4℃保存, 将产物稀释 20倍进行选

择性扩增反应 , 选择扩增反应体系 : 1.5μL10×PCR 

Buffer(含 Mg2+), 1.2 μL dNTPs(2.5 mmol/L), 1.0 μL 

EcoRⅠ引物 E (5 μmol/L), 1.0 μL MseⅠ引物 M 

(5 μmol/L), 0.1 μL Taq酶(5 U/μL), 1.0 μL预扩增稀

释产物, 9.2 μL dd H2O。94℃预变性 2 min; 94℃ 20 s, 

66℃ 30 s, 72℃ 2 min, 然后每个循环降低 1 , ℃ 经 10

个循环后退火温度降低到 56 , ℃ 再进行 20 个循环, 条

件为 94℃ 20 s, 56℃ 30 s, 72℃ 2 min; 60℃延伸 30 min。 

1.2.3  变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 

选择性扩增产物用 5%的聚丙稀烯酰胺凝胶进

行电泳分离、银染, 然后统计扩增位点数。 

1.3  数据分析处理 

将图谱条带按有记为“1”, 无记为“0”, 转换

成 0, 1 矩阵, 本实验按照显隐性将扩增位点上有带

的视为显性基因型, 无带的视为隐性纯合基因型。利

用 Popgene1.31 软件[10]计算多态位点比例、Shannon

多样性指数、群体间遗传分化系数和遗传距离, 用

MEGA4.1 作图 , UPGMA 法进行聚类分析 , 用

SPSS17.0软件, ANOVA法进行方差分析。 

2  结果 

2.1  AFLP 扩增结果 

本实验扩增片段主要集中在 150~1 000 bp之间。

根据引物的筛选条件在 64个引物组合中选出扩增条

带数较多且清晰的 10 对 AFLP 引物组合 , 在 100~ 

1 100 bp范围共扩增出 414个位点, 四种壳色的华贵

栉孔扇贝均在 62 个位点上出现扩增带, 多态位点数

为 352 个, 引物的多态性比例分布为 79.31%~89.47%, 

平均为 85.02%, 多态信息含量较高。平均每个引物

组合得到 41 个扩增位点, 但不同引物组合得到的扩

增位点总数也存在很大差异, 比如 E3M5 组合只得

到 27 个扩增位点(图 2、表 2), 而 E1M8 得到 62 个

扩增位点(表 2)。 
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表 2  实验选用的 10 对 AFLP 引物及扩增结果 
Tab. 2  The amplification results of selected ten pairs AFLP primers  

引物编号 E1M8 E2M1 E2M4 E2M6 E2M 7 E2M8 E3M5 E6M1 E6M2 E6M3 总数

扩增条带数 62 49 31 54 38 29 27 42 34 48 414

多态性条带数 52 40 27 44 34 23 24 36 30 42 352

多态性的频率(%) 83.87 81.63 87.10 81.48 89.47 79.31 88.89 85.71 88.23 87.50 85.02

 

 

图 2  引物 E3M5在 4种壳色华贵栉孔扇贝群体中的选择

性扩增结果 

Fig. 2  The selective amplification results with primer E3M5 in 
4 populations of the Chlamys nobilis 

 

2.2  四种壳色华贵栉孔扇贝群体内遗传多

样性 

表 3 显示枣褐群体的多态性最大为 86.04%, 橘

黄群体的多态性最小为 67.35%; 10 对引物共扩增出

414个位点, 而每个群体的总扩增条带数都小于 414, 

与总条带数相比, 橘黄群体相差最多(71个), 而枣褐

群最少(27个)。四个群体的 Nei’s(H)指数在 0.307 1~ 

0.349 4 之间, 其中, 枣褐群体的遗传变异最大, 其

次是紫白、橘黄, 最小是紫顶枣褐群体。有效等位基

因数(Ne)在 1.519 1~1.616 6。Shannon(I)指数分布在

0.452 5~0.513 9之间。四个群体的平均等位基因数和

Shannon(I)与多态位点比例具有相同的变化趋势, 均

为枣褐群体>紫白群体>紫顶枣褐群体>橘黄群体 ; 

平均有效等位基因和Nei’s基因多样性则是枣褐群体

>紫白群体>橘黄群体>紫顶枣褐群体。遗传参数显示, 

Ht为 0.395 4; Hs为 0.326 6, Gst为 0.173 9, Nm为 2.374 4 

(表 4), 说明群体间有一定分化, 不同群体间存在遗

传差异, 各种群间存在一定的基因流动。 

2.3  四种壳色华贵栉孔扇贝群体间的遗传

多样性分析 

2.3.1  四个群体间的遗传距离   

四个群体间 Nei’s 遗传距离(表 5)。由表可知 , 

华贵栉孔扇贝四个群体间之间遗传距离(D)的变异

范围在 0.119 4~0.172 0 之间。遗传距离最远的是

紫顶枣褐群体和紫白群体 , 最近的是枣褐群体和

紫白群体。  

 
表 3  四种不同壳色华贵栉孔扇贝群体的遗传结构 
Tab. 3  Genetic structures of 4 populations of Chlamys nobilis with different shell colors  

群体 
多态性

条带数 

扩增条

带总数 
多态性

(%) 

平均等位基因数
(Na) 

平均有效基因数
(Ne) 

平均基因多样性
(Ht) 

平均 Shannon指数
(I) 

紫顶枣褐群体 268 368 72.83 1.8750±0.3173 1.5191±0.3302 0.3071±0.1600 0.4607±0.2152

枣褐群体 333 387 86.04 1.9236±0.2665 1.6166±0.3346 0.3494±0.1587 0.5139±0.2086

紫白群体 313 375 83.47 1.9167±0.2774 1.5791±0.3236 0.3358±0.1550 0.4987±0.2056

橘黄群体 231 343 67.35 1.7986±0.4024 1.5381±0.3588 0.3077±0.1846 0.4525±0.2570

全部群体 352 414 85.02 2.0000±0.0000 1.6959±0.2531 0.3954±0.1023 0.5791±0.1180

 
表 4  四个群体内的基因多样性和基因流 
Tab. 4  Gene diversity and gene flow of four populations 

种群名称 个体 
群体内总的遗传变异

(Ht) 

群体内的遗传变异

(Hs) 

群体间的遗传分化系数

(Gst) 

群体间的基因流动系数

(Nm) 

全部群体 120 0.395 4±0.010 5 0.326 6±0.011 6 0.173 9 2.374 4 
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利用 UPGMA 法构建 4 个群体间的遗传关系聚

类图(图 3)。聚类系统发生树均分为两个大支, 其中

紫顶枣褐群体聚为一支 , 其他三个群体聚为一支 , 

以枣褐和紫白群体遗传关系最近, 紫顶枣褐群体与

其他三个群体遗传关系最远。亲缘关系由近及远顺

次为紫白壳色(PW)、枣褐壳色(BB)、橘黄壳色(O)和

紫顶枣褐壳色(PBB)。 

2.3.2  群体遗传多样性来源的分子方差(AMOVA)

分析 

应用分子方差分析(AMOVA)方法对 4个群体的

遗传多样性来源进行分析(表 6)。由表可知群体内的

变异占 80.16%, 群体间的变异占 19.84%。Nei’s遗传

多样性分析方法与分子方差分析(AMOVA)得出的结

论一致, 群体内遗传变异大于群体间。 

 
表 5  华贵栉孔扇贝群体间的遗传距离及两两种群的遗传分化指数 
Tab. 5  Nei’s genetic distance and pairwise Fst among the stocks of Chlamys nobilis 

群体 紫顶枣褐群体(PBB) 枣褐群体(BB) 紫白群体(BW) 橘黄群体(O) 

紫顶枣褐群体(PBB) **** 0.8598 0.8420 0.8458 

枣褐群体(BB) 0.1511 **** 0.8874 0.8490 

紫白群体(PW) 0.1720 0.1194 **** 0.8820 

橘黄群体(O) 0.1675 0.1637 0.1255 **** 

注: 群体间的遗传距离(对角线下), 两两种群的遗传分化指数(对角线上) 

 

图 3  四种不同壳色华贵栉孔扇贝群体间的聚类关系 

Fig. 3  Phylogenesis of four kinds of Chlamys nobilis with different shell colors  
 

表 6  四个群体的 AMOVA 分析 
Tab. 6  AMOVA analysis of four populations 

变异来源 自由度(df) 平方和(SS) 方差(MS) 变异组分 变异百分比(%) P 

群体间 3 658.9333 219.644 6.4523 19.84 <0.001 

群体内 116 3024.6667 26.075 26.0747 80.16 <0.001 

 

3  讨论 

3.1  四种壳色华贵栉孔扇贝种群内遗传多

样性分析 

薛钦昭等[11]的研究表明海洋贝类具有较高的遗

传变异, 多态位点比例平均为 46%, 脊椎动物多态

性平均值为 24.7%, 且 AFLP分子标记很适用于对亲

缘关系及遗传上区别不大的种类的检测。本实验就

是通过 AFLP 检测分析出华贵栉孔扇贝物种水平上

的多态位点比例达 85.02%(表 2、表 3), 群体内总体

的遗传分化 Ht为 0.3954(表 4), 说明了群体多态性较

高, 群体间存在一定的遗传分化。从欧燕燕等[12]的研

究可知 , 橘黄壳色群体本身较多 , 同时因市场需求

及其经济价值较高, 人们普遍留选橘黄色个体做繁

殖亲本, 这可能是导致其遗传多样性低于其他群体

的原因。而大量研究[13-15]也证实, 选育群体的遗传多

样性会低于自然群体或野生群体。同时也有研究[15-16]

证实 , 只要保证亲本数量 , 选育群体仍可保持较高

的遗传多样性。本实验的样本是来自实验室培育的 4

种壳色的华贵栉孔扇贝选育系 F1 代, 通过遗传多样

性分析表明了群体内的遗传多样性是较为丰富的 , 

均具有较高的遗传多样性。 

华贵栉孔扇贝的遗传多样性应该是怎样的水平

才算合理 , 迄今没有系统的研究 , 也没有参考的标

准, 本研究的数据可以作为衡量华贵栉孔扇贝各群

体遗传变异的一个相对指标。 

3.2  四种壳色华贵栉孔扇贝种群间遗传多

样性分析 

在分子生物学研究方面, 张涛[17]用 5 个 SSR 多

态性位点对 3 种壳色华贵栉孔扇贝分析发现各壳色
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间具有较高的遗传多态性, 存在一定分化。Yuan 等[18] 

对华贵栉孔扇贝的养殖和野生群体的线粒体 16S 

rRNA和 COI基因片段序列进行了研究, 表明了野生

群体的基因差异水平高于养殖群体; Yuan等[9]用 373

个 AFLP和 9个微卫星标记, 通过拟测交策略分别构

建了华贵栉孔扇贝雌性和雄性的遗传连锁图谱。 

刘广绪[19]对栉孔扇贝、华贵栉孔扇贝及其二者

的种间杂交子代、种内近交子代进行了遗传关系的

分析 , 发现杂交子代群体具有较高的遗传多样性 , 

且两种杂交子代间也具有巨大的差异。邓岳文等[20]

研究发现华贵栉孔扇贝桔黄壳色群体的各经济性状

均值均显著大于紫顶枣褐壳色群体。 

本研究在 4 种壳色华贵栉孔扇贝群体中, 用 10

对选择性扩增引物共扩增得到 414 个位点, 其中多

态性位点 352 个, 多态性比例为 85.02%, 通过计算

分析, 其群体间遗传分化系数(Gst)为 0.173 9, 基因

流动系数(Nm)2.374 4 亲缘关系依次为紫白壳色>枣

褐壳色>橘黄壳色>紫顶枣褐壳色, 具有较高的遗传

多样性, 表明了 AFLP 技术适合用于华贵栉孔扇贝

种群的遗传多样性研究。卢建峰等 [21]对大口黑鲈选

育群体遗传多样性进行了 AFLP 分析 , 92.48%的遗

传变异来自于群体内 , 表明了大口黑鲈在遗传上

的稳定性 , 其群体具有一定选育潜力。而本实验应

用分子方差分析方法对 4 个群体的遗传多样性来

源进行分析 , 结果显示群体内遗传变异占 80.16%, 

说明各壳色群体具有一定选育潜力 , 可继续进行

人工选育。  

3.3  壳色可作为贝类育种标记 

在海洋贝类壳色的分子研究方面 , 陈静 , 朱晓

闻, 代悦等[22-24]各自对马氏珠母贝 4 种壳色的不同

选育系进行了研究, 为其定向选育奠定了理论基础。

程鹏[25]研究表明了华贵栉孔扇贝群体内遗传结构的

差异, 造成了不同壳色家系在幼虫阶段生长性状上

的不同。上述研究证实了在海洋贝类的选育中, 利用壳

色作为依据可行, 且在实际应用中也得到了验证[2]。陈

金涛[26]研究表明了华贵栉孔扇贝不同壳色子代在生

长、存活率、出柱率(AP)及性状参数间的相关性方

面存在显著差异。本实验也是以华贵栉孔扇贝的 4

种壳色作为育种标记, 从分子水平上阐明了这 4 种

壳色选育系 F1 代间存在遗传差异, 群体内的遗传多

样性较高, 群体间存在一定分化, 可继续进行选育, 

为其定向选育提供了理论基础。 
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Abstract: We analyzed the genetic diversity of the four shell color F1 populations of Chlamys nobilis in the selected strains 

(30 individuals for each shell color, a total of 120 individuals), with 10 pairs of AFLP selective amplified primers. Four 

hundred and fourteen locus were amplified, of which there were 352 polymorphic locus, accounting for 85.02%. The pro-

portions of Purple-Bordeaux-Brown, Bordeaux-Brown, Purple-White to Orange and polymorphic loci are 72.83%, 86.04%, 

83.47% and 67.35%, respectively. The Nei′s gene diversities (H) are 0.3071, 0.3494, 0.3358 and 0.3077, respectively, and 

the Shannons information indexes (I) are 0.4607, 0.5139, 0.4987 and 0.4525, respectively. The average coefficient genetic 

differentiation (Gst) between four groups is 0.1739, the genetic heterozygosity (He) is 0.3954, and the variation range of ge-

netic distance (D) is between 0.1194 and 0.1720. The cluster analysis showed that the genetic relationship between four shell 

color selection strains from near to distant is Purple-White, Bordeaux-Brown, Orange and Purple-Bordeaux-Brown. This 

research showed that the four shell color selection strains have high genetic diversity, and there exists a genetic differentia-

tion between them, indicating that there is a large potential for continuing selection breeding. 
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