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基于 CO1 基因的渔山列岛厚壳贻贝遗传资源评估 

袁文斌1, 李长保1, 焦海峰2, 林志华1, 包永波1 

(1. 浙江万里学院, 浙江 宁波 315100; 2. 宁波市海洋与渔业研究院, 浙江 宁波 315012) 

摘要: 基于线粒体 CO1 基因的序列, 对渔山列岛, 大连獐子岛, 南麂列岛, 山东南隍城乡, 舟山嵊泗 5

个野生群体的厚壳贻贝进行遗传多样性和遗传结构的分析。结果表明: 在 mtDNACO1 基因同源片段上

共检测到了 39 个多态位点, 其中 39 个简约信息位点, 无单突变位点, 构成 40 个单倍型, 群体遗传多

样性水平为: 渔山>山东>大连>舟山>南麂; 然而单倍型多样性却是山东>渔山>南麂>大连>舟山。分子

进化树和单倍型网络关系图构建结果显示: 5 个群体之间分为 3 个单倍型类群(A、B、C), 其中 A 类群

含 15 个单倍型, B 类群含 23 个单倍型, C 类群含 2 个单倍型(均为渔山列岛的单倍型), 其中渔山列岛的

单倍型在上述三个类群中都有分布。3 个单倍型类群间的遗传距离为 0.0099~0.0268。渔山列岛群体内

遗传分化较为显著, 其他 4 个群体间未检测到显著的遗传分化。  
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厚壳贻贝(Mytiluscoruscus)属于双壳纲(Bivalvia), 

翼形亚纲(Pteriomorphia), 贻贝目(Mytioida)。也称淡

菜, 海红, 中国古书上还称之为“东海夫人”[1], 主要

分布于黄、渤海和东海沿岸[2], 野生厚壳贻贝多分布

在外侧海岛低潮线下至 20 m 之间的海底礁岩上[3], 

厚壳贻贝(Mytiluscoruscus)是渔山列岛重点保护的贝

类资源之一 , 也是当地重点采捕的种类之一 , 由于

其世代更替速度较慢, 大规模、高强度的采捕势必造

成贻贝资源的减少。本文运用 CO1 基因分析对渔山

列岛代表性潮间带生物厚壳贻贝进行遗传学研究 , 

对五个地理群体(渔山、山东、大连、舟山、南麂)

进行遗传多样性和单倍性分析等, 构建反映群间体

关系的系统进化树 , 观察不同群体的遗传多样性 , 

探讨野生群体遗传多样性之间的差异, 从分子水平

了解渔山列岛厚壳贻贝遗传背景。通过本课题的研

究, 为渔山列岛其他海洋生物的恢复和保护提供了

借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料来源 

贻贝: 5 个地点的野生厚壳贻贝: 渔山列岛、大

连獐子岛、南麂列岛、山东南隍城乡、舟山嵊泗。

以上厚壳贻贝采集后活体运送至实验室, 取闭壳肌

放于无水乙醇中, –20℃保存备用。 

1.2  实验步骤 

1.2.1  基因组 DNA的提取 

用酚-氯仿法抽提各样品 DNA。检测 DNA完整

性后, 放入–20℃保存备用。 

1.2.2  PCR扩增 

采用常规 PCR, 反应体系为 25 μL, 其中 12.5 μL 

taq master mix, 9 μL双蒸水, 1.5 μL模板, 上下引物

各 1 μL。PCR程序为: 94℃预变性 10 min; 循环过程

为: 94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 90 s, 35个循环; 72℃

延伸 10 min, 引物序列为: CO1-F(5′-GGTCAACAAA 

TCATAAAGATATTGG-3′), CO1-R(5′-TAAACTTCA 
GGGTGACCAAAAAATCA-3′)。 

1.2.3  PCR产物鉴定 

PCR产物在 1%琼脂糖中电泳检测, 700 bp处出

现单一亮条带则证明扩增成功。 
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表 1  5 个厚壳贻贝群体样品信息 
Tab. 1  Messages for sample collection 

地点 
贻贝 

(缩写) 
经度 纬度 

采集时间

(年-月) 

渔山列岛 YS 122°15′ 28°53′ 2015-07

大连獐子岛 DL 122°43′ 39°01′ 2016-04

南麂列岛 NJ 121°05′ 27°29′ 2016-05

山东南隍城乡 SD 120°43′ 37°55′ 2016-07

舟山嵊泗 ZS 122°26′ 30°43′ 2016-11

 
1.2.4  扩增产物纯化及序列测定 

本部分工作由上海桑尼公司完成。 

1.2.5  数据分析 

使用 Bioedit, Cexpress等软件进行序列比对, 并

辅以人工校对, 并抹平单碱基差异。使用 DnaSP 软

件分析碱基组成、单倍型状况和遗传多样性指数, 使

用 MEGA7.0 软件分析遗传距离, 使用 MEGA7.0 软

件的 NJ 方法构建分子系统树, 计算系统分支遗传差

异程度。使用 DnaSP转换格式后使用 Network软件辅

以人工绘制单倍型网络关系图, 绘出碱基差异数图。 

2  结果与分析 

测序结果通过 Cexpress 与 MEGA 软件处理后, 

获得用于分析的序列, 渔山列岛群体 30 条, 大连獐

子岛群体 26条, 南麂列岛群体 39条, 山东南隍城乡

群体 16条, 舟山嵊泗群体 45条, 共 156条序列, 统

一截取 576 bp的 CO1序列。 

在 mtDNACO1 基因同源片段上共检测到了 39

个多态位点, 其中 39 个简约信息位点, 无单突变位

点, 构成 40个单倍型, 其中 16个共享单倍型, 24个

特有单倍型(表 2), Network 绘制的碱基不配对分析

图中可以看到每个单倍型间的核苷酸差异数(图 1), 5

个群体总的单倍型多样性为 0.888±0.014, 核苷酸多

样性为 0.00558±0.00049, 两两对比的碱基差异度为

3.216±1.669。基因片段中的 A+T含量(60.5%)明显大

于 C+G的含量(39.5%)。 

基于mtDNACO1基因同源性片段获得的遗传多

样性结果显示, 40个单倍型中, 有 4个单倍型为 5个

群体的共享单倍型, 特有单倍型居多, 单倍型共享率

为 40.0%。就核苷酸多样性指数和两两对比的碱基差

异度而言 , 渔山群体 (π=0.00890±0.00193, k=5.126± 

2.556)> 山 东 群 体 (π=0.00535±0.00062, k=3.083± 

1.691)>大连群体(π=0.00503±0.00051, k=2.895±1.571)>

舟山群体(π=0.00442±0.00038, k=2.547±1.395)>南麂

群体(π=0.00427±0.00028, k=2.459±1.359); 但是单倍

型多样性却是山东群体 (h=0.942±0.048)>渔山群体

(h=0.929±0.023)>南麂群体 (h=0.883±0.031)>大连群

体(h=0.868±0.042)>舟山群体(h=0.855±0.033)。 
 
表 2  厚壳贻贝 5 个群体的单倍型频率分布 
Tab. 2  Distribution of haplotypes in five Mytiluscorus-
cus populations 

单倍型 DL NJ SD YS ZS 

Hap_1 4 8 2 2 12 

Hap_2 1     

Hap_3 2 2 1 4 2 

Hap_4 1     

Hap_5 7 10 4 4 11 

Hap_6 1     

Hap_7 6 4 1 5 7 

Hap_8 1     

Hap_9 1     

Hap_10 1     

Hap_11 1     

Hap_12  2    

Hap_13  2  1 2 

Hap_14  1    

Hap_15  3 1  1 

Hap_16  2 1 1  

Hap_17  1    

Hap_18  2    

Hap_19  1    

Hap_20  1    

Hap_21   1  1 

Hap_22   1   

Hap_23   1   

Hap_24   1   

Hap_25   1   

Hap_26   1  1 

Hap_27    4  

Hap_28    2  

Hap_29    1 1 

Hap_30    1  

Hap_31    2  

Hap_32    1 1 

Hap_33    1  

Hap_34    1  

Hap_35     1 

Hap_36     1 

Hap_37     1 

Hap_38     1 

Hap_39     1 

Hap_40     1 
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图 1 厚壳贻贝单倍型间碱基不配对分析图 

Fig. 1  Mismatch distributions analyses of the nucleotide of 
CO1 gene for Mytiluscoruscus haplotypes 

 

基于mtDNACO1基因片段的群体间遗传距离构

建了 5个群体之间的NJ系统树(图 2), 看到渔山列岛

群体与其他 4 个群体的遗传差异较大, 山东群体与

大连群体间的关系较近 , 渔山群体与南麂群体 , 舟

山群体的关系较近。表 4 中可以看出群体内遗传距

离为 : 渔山(0.0089)>山东(0.0054)>大连(0.0050)>舟

山(0.0044)>南麂(0.0043)(表 4)结果显示渔山与其他

四个群体间的遗传距离较大。 

基于 mtDNACO1 基因同源性片段用 MEGA7.0

软件构建了单倍型NJ系统树, 系统发育结果显示, 5个

群体内存在三个显著分化的单倍型类群 A、B、C, 其

中 A类群含 15个单倍型, B类群含 23个单倍型, C类

群含 2个单倍型(均为渔山列岛的样品), 其中渔山列岛

在上述三个类群中都有分布。使用 Network软件绘制

的单倍型中介连接网络关系图与 MEGA7.0 构建的

NJ树结果一致(图 3-4)。类群间的遗传距离为 0.0099~ 

0.0268(A/B=0.0099, A/C=0.0268, B/C=0.0208)(图 3)。 
 

表 3  厚壳贻贝 5 个群体的遗传多样性指数 
Tab. 3  Molecular diversity indices of five Mytiluscoruscus populations 

样品 样本量 单倍型数目 单倍型多样性(h) 多态位点 核苷酸多样性指数(π) 两两比对的碱基差异数(k)

大连 26 11 0.868±0.042 12 0.00503±0.00051 2.895±1.571 

南麂 39 13 0.883±0.031 12 0.00427±0.00028 2.459±1.359 

山东 16 12 0.942±0.048 11 0.00535±0.00062 3.083±1.691 

渔山 30 14 0.929±0.023 29 0.00890±0.00193 5.126±2.556 

舟山 45 16 0.855±0.033 17 0.00442±0.00038 2.547±1.395 
 

表 4  基于 CO1 基因片段序列的 5 个厚壳贻贝群体间遗传距离(对角线下)、群体内遗传距离(粗体显示)和群体间平均净

遗传距离(对角线上) 
Tab. 4  Genetic distances between populations (below diagonal), genetic distances within populations (in bold values), and genetic 

net distance between populations (above the diagonal) of the five Mytiluscoruscus populations based on CO1 gene 

贻贝 DL NJ SD YS ZS 

DL 0.0050 0.0000 0.0000 0.0005 –0.0001 

NJ 0.0046 0.0043 0.0001 0.0004 –0.0001 

SD 0.0052 0.0049 0.0054 0.0010 0.0001 

YS 0.0074 0.0070 0.0081 0.0089 0.0003 

ZS 0.0047 0.0043 0.0050 0.0070 0.0044 
 

 

图 2  基于 5个群体间遗传距离的 NJ系统树 

Fig. 2  Neighbor-joining tree of five Mytiluscoruscus popu-
lations based on genetic distance 

基于厚壳贻贝 CO1 基因的分歧速率为(0.7%~ 

2.4%/MY)[4]。计算所有单倍型类群的分化时间: A/B

的净遗传距离为 0.0052, A/C的净遗传距离为 0.0149, 

B/C的净遗传距离为 0.0088; 类群A/B的分化事件发

生于 21~74万年前, 类群 A/C的分化事件发生于 62~ 

212 万年前 , 类群 B/C 的分化事件发生于 36.67~ 

125.7万年前。上述分化事件的发生主要集中在更新

世晚中期。 

3  讨论 
线粒体 DNA是一种共价闭合的, 环状的双链分

子由于具有高拷贝数, 高置换率和母系遗传等特点, 

在近十年间已经成为研究动物遗传多样性的重要工 
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图 3  基于 CO1基因的各个单倍型 NJ系统树 

Fig. 3  Neighbor-joining tree of haplotypes for Mytiluscoru-
scus from CO1 gene 

 

具[5-9]。最近有关人类线粒体 DNA 的研究文献也屡

见不鲜[10]。目前对贻贝的研究方向主要在人工养殖

或者遗传学分析 [11]上, 也有少许分析形态 [12], 研究

药理病理[13-14]的方向。研究表明, 海洋贝类的遗传多

样性水平的高低受多种因素的影响 , 比如洋流 , 温

度等等。此外, 海洋贝类的自身生活史特征也会印象

其遗传多样性。因此, 加大对海洋贝类种群遗传多样

性的监测及遗传多样性分布格局的分析, 对于海洋

贝类遗传多样性的保护和合理的资源利用有意义。 

在多态位点的研究中, 渔山群体拥有较多的多

态位点, 有较为丰富的遗传变异。单倍型多样性(h), 

核苷酸多样性(π), 两两比较的碱基差异度(k)是衡量

种群遗传多样性水平的重要参数[15]。本研究中, 渔山

群体的核苷酸多样性与两两比较的碱基差异度值要

显著大于大连、山东、舟山和南麂群体。而单倍型

多样性却是山东群体更高, 可能因为山东群体的个

体数较少导致。大连獐子岛与山东南隍城乡地同处

渤海黄海交界处附近 , 地理位置相隔不远 , 南麂列

岛、渔山列岛、舟山嵊泗同处浙江沿海, 渔山列岛距

大陆最远, 群体 NJ 系统树的结果也发现: 渔山列岛

群体与其他四个群体之间的遗传距离较远, 相对来

说渔山列岛群体与舟山群体以及南麂群体的遗传距

离较近; 山东群体与大连群体之间遗传距离较近。推

测群体间遗传距离的远近可能与各群体间的相对地

理位置的远近有关。综上所述, 虽然渔山列岛不仅与

大陆的距离较远, 而且与其他群体之间的遗传距离

也较远 , 但是却具有较为丰富的遗传多样性水平 , 

可能与渔山列岛厚壳资源丰富 , 群体数量较大 , 种

子资源状况较好有关。 

Zuckerkandl 和 Pauling[16]提出分子钟假说认为

对于任意给定的大分子(蛋白质或 DNA 分子)在其所

有的进化谱系中核苷酸替代速率是近似恒定的。对

于 5 个群体的各个单倍型做系统发育分析后显示, 

厚壳贻贝被分为 3 个较为明显的类群 A、B、C。4

个类群间的净遗传距离为 0.0052~0.0149。采用

0.7%~2.4%的分歧速率计算获得 4 个类群的分化时

间在大概一百万年之前。而那时候的海平面下降的

非常剧烈, 海平面下降了 120~140 m[17], 边缘海的面

积和结构发生了巨大的变化, 从而导致了许多海洋

生物的分布范围经历了收缩和扩张, 并在遗传信息

上留下明显的印迹[18]。厚壳贻贝是群体附着生长的

双壳类 , 而且生长于近海 , 受此次海洋的大变动的

影响应该很大。从而导致了 A、B 群体和 C 群体的

分化。C群体的两个单倍型是渔山群体的样本, 而其

他渔山的单倍型在 A、B两个类群里都有渗透, 推测

可能是渔山列岛群体在一百万年前隔离后又与其他

群体重新扩张混合。 



 

 Marine Sciences / Vol. 41, No. 11 / 2017 111 

 

图 4  厚壳贻贝单倍型中介连接网络关系图 

Fig. 4  The median joining network of Mytiluscoruscus haplotypes 
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Abstract: Partial nucleotide sequences of mitochondrial DNA CO1gene were sequenced and analyzed to estimate 

the genetic diversity and genetic structure of Mytiluscoruscus populations in Yushan island, Zhangzi island of Da-

lian, Nanji island, Nanhuangcheng islands of Shandong, and Shengsi island of Zhoushan populations. In the mtDNA, 

homologous fragments of CO1 gene were detected in 39 polymorphic sites, including 39 parsimony informative 

sites, no single mutation, 40 haplotypes were identified. The results of the genetic diversity level ranging from high 

to low were as follows: Yushan, Shandong, Dalian, Zhoushan, and Nanji populations. The haplotype diversity 

ranging from high to low was as follows: Shandong, Yushan, Nanji, Dalian, and Zhoushan populations. Three ge-

nealogical clades (A, B, C) were checked in the Mytiluscoruscus populations in NJ and MST analyses. Genealogical 

clade-A was found to have 15 haplotypes, 13 in genealogical clade-B, and 2 in genealogical-C (all of them are hap-

lotypes of the Yushan Island). The Yushan island’s haplotypes were disturbed in three genealogical clades, the ge-

netic distances among the clades ranged from 0.0099 to 0.0268. The genetic differentiation of Yushan population 

was higher than that of the other four populations. 
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