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提要   采用核糖体 DNA内部转录间隔子 1( ITS 1)序列初步分析了珠母贝属 8个种的亲缘

关系。结果表明, ITS 1长度范围分布在 402) 474bp之间, 大珠母贝的 ITS 1序列最长, 黑珠

母贝的最短。作为外群的企鹅珍珠贝 ITS 1长 385bp。系统发育分析表明,所研究种类聚合成 3

个类群。类群 I包括合浦珠母贝 P inctada fucata和覆瓦珠母贝 P 1imbricata。类群 II包括白珠母

贝 P 1albina、黑珠母贝 P 1nigra、长耳珠母贝 P1chemnitzi和射肋珠母贝 P1rad iata, 其中前 2个种

聚合成 1枝,后两个种聚合成另一枝,分别形成两个亚群:类群 IIA和类群 IIB。类群 III包括珠

母贝 P1margaritif era和大珠母贝 P1max ima。类群 IIA与类群 IIB之间、类群 III的大珠母贝与珠

母贝之间的遗传距离较近 ( 01080) 01100),类群 I与类群 II之间遗传距离较远 ( 01250) 01270) ,
类群 III与类群 I和类群 II之间的遗传距离最大 ( 01400) 01570)。类群 I中我国的 P1fucata和

澳大利亚的 P1imbricata之间遗传距离很小 ( 01000) 01013) , 而两者的种内遗传距离分别为
01002) 01013和 01005,种内与种间遗传距离相重叠,表明 P 1fucata和 P 1imbricata应为同种。

类群 IIA的 P1albina与 P 1nigra之间的遗传距离为 01013, 可能为两个亚种。类群 IIB中的

P1radiata与 P 1chemnitzi之间的遗传距离只有 01005) 01007, 而本研究的 P 1chemnitzi的 ITS 1

序列与 GenBank中的 P1chemnitzi的 ITS 1序列高度一致,表明 P 1rad iata的鉴别可能有误。

关键词   珠母贝属,内部转录间隔子,系统发育分析, 亲缘关系
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  珠母贝属 ( P inctada )的种类分布范围很广,

在太平洋、印度洋和大西洋都有分布 (王祯瑞,

2002)。Ranson( 1961)对报道的种类进行了分类

整理, 记载了 12种。王祯瑞 ( 1978)对我国近海

珍珠贝科进行了比较详细的研究, 共记录了珠母

贝属 7个种, 即 P. martensi、P. margaritif era、P.

chemnitzi、P. max ima、P. nigra、P. anom ioides和 P.

radiata;之后又描述了两种,即 P. albina和 P. mac-

ulata,且将 P. martensi更名为 P. fucata martensii,

并认为 Ranson ( 1961)所描述的 P. shim izuensis是

P. chemnitzi的同物异名 (王祯瑞, 2002)。而徐凤

山 ( 1997)只记载了除射肋珠母贝 (P. rad iata)外的

8个种。P. rad iata是否存在尚有争议。珠母贝属

的一些种类是我国生产海水珍珠的重要母贝。在 8

个种中 P. martensi、P. margaritifera和 P. max ima是

重要的经济种类,其中 P. martensi是生产海水珍珠

的主要贝种,其余种类中 P. anom ioides和 P. macula-

ta在近海已很少见到了。关于 P. martensi的命名也

非常混乱, 除合浦珠母贝 P. fucata martensii (王祯

瑞, 2002)外,国内学者有的用马氏珠母贝 P. marten-
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sii (金启增, 1992),有的用合浦珠母贝P. fucata (蒙

钊美等, 1996), 也有的用 P. albina (蔡英亚等,

1997)。蔡英亚等 ( 2001)认为应该用马氏珠母贝 P.

martensi一名。但实际上 P. martensi已很少用, 国

内大部分学者也不用 P. fucata martensii。现在常

用的是马氏珠母贝 P. martensii ( Dunker, 1872)和

合浦珠母贝 P. fucata ( Gould, 1850)两个名称,根

据命名优先原则,本文作者用合浦珠母贝 P. fuca-

ta表示该种。日本学者则将 P. martensii分为 P.

fucata martensii和 P. fucata fucata两个亚种 (Kuro-

da et al, 1971)并被应用 (W ada, 1986; W ada et al,

1995)。这种分类和命名上的歧异不利于科学研

究、学术交流和生产开发。

核糖体 DNA ( rDNA )的内部转录间隔子 1

( ITS 1)在转录后被剪辑掉,不具有通常意义的生

物学功能,受自然选择的作用小,因此变异较大,

尤其种间的变异较大, 已广泛用于亲缘关系分析

和近缘物种的鉴定 (H edgecock et al, 1998; Chu

et al, 2001)。丁小雷等 ( 2004)对包括大珠母贝、

射肋珠母贝、马氏珠母贝和企鹅珍珠贝在内的几

种双壳类的 18S和 ITS 1序列进行了分析, 发现

ITS 1序列变异位点信息量丰富,适合该纲的种类

鉴定和分类, 也适合属内种间、亚种和群体遗传

多样性研究。He等 ( 2005)对我国珠母贝属 5个

种的 ITS 2序列进行了分析, 发现大珠母贝和珠

母贝、黑珠母贝和长耳珠母贝的遗传距离较近,

并认为 ITS 2适合于系统发育研究和种类鉴别。

喻达辉等 ( 2005a, b)对合浦珠母贝的不同群体和

珠母贝属的重要种类的 ITS 2序列特征进行了分

析,发现群体间的遗传多样性很丰富, 种间差异

较大, 认为 ITS 2适合作为种间和亚种的鉴别标

记。何毛贤等 ( 2004)对长耳珠母贝的 ITS 2序列

进行了分析,未发现个体内变异。作者利用 ITS 1

序列分析对我国珠母贝属的 6个种和澳大利亚

的 2个种的遗传差异进行研究, 探讨珠母贝属主

要种类之间的亲缘关系,也为解决该属内一些种

的同物异名问题提供基础数据。

1 材料与方法
111 实验材料

研究的标本为野生种个体, 其种类、数量和

采集地点详列于表 1。

表 1 样品种类和采集地点

Tab1 1 Spec im en lists and co llection lo ca lities

种类 代码 数量 DNA序列来源 样品采集地点

合浦珠母贝 P inctada fucata P fuc 3 AY877512 海南三亚

AY877523 广西北海

AY877525 广东大亚湾

覆瓦珠母贝 P inctada imbr icata P imb 2 AY877571 澳大利亚 Port Stephens

AY877569

白珠母贝 P inctada alb ina Pa lb 2 AY877498 澳大利亚 Port Stephens

AY877499

珠母贝 P inctada m argaritif era Pm ar 2 AY877500 海南三亚

AY877502

长耳珠母贝 P inctada chem nitz i Pche 2 AY877496 广东大亚湾

AY877497 香港吐露港

大珠母贝 P inctada m ax im a Pmax 1 AY172345a 海南三亚

射肋珠母贝 P inctada rad ia ta P rad 1 AY144603a 海南三亚

黑珠母贝 P inctada n igra Pnig 1 AY192147a 海南三亚

企鹅珍珠贝 P ter ia penguin P tpen 2 AY877503 海南三亚

  注: 上角 a表示序列来源于 GenBank
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112 DNA提取、PCR扩增和测序

DNA提取所用组织为贝的闭壳肌, 为 95%乙

醇保存的样品。用 Q IAamp DNA M in iK it ( Q IA-

GEN )试剂盒提取总 DNA, 操作步骤按试剂盒提

供的方法进行。

  1) Kum ar S, Tam ura K, Ne iM, 20041MEGA3: Integ rated so ftw are fo rm o lecu lar evo lutionary genetics analysis and se-

quence a lignm ent1 http: / /www1m egasoftw are1 net/

用 ITS 1的通用引物 ( Chu et al, 2001)进行

PCR扩增, 正向引物序列为: 5p-AAC AAG GTT

TCC GTA GGT GA-3p, 反向引物序列为: 5p-ATT

TAG CTG CGG TCT TCA TC-3p。PCR反应体积为
20L,l含有 1 @ PCR缓冲液 [ 10mmo l/L T ris-HC l

( pH 910, 25e ), 50mmo l/L KC,l 011% Triton X-

100 ]、215mmol /L M gC l2、0125mmol /L dNTP、

0115Lmo l/L 引物、1U Taq DNA 聚合酶 ( Pro-

mega)、DNA模板 30) 50ng。反应开始为 93e 变

性 4m in,之后 30个循环: 93e 40s, 50e 40s, 72e
1m in,最后为 72e 5m in。扩增产物全部上样到

110%的琼脂糖凝胶进行电泳分离, 用凝胶抽提
试剂盒 ( Ge lExtraction K i,t Q IAGEN )进行 PCR产

物纯化、回收。

纯化产物用于测序分析, 测序反应用 DNA

测序试剂盒 (AB I PR ISMTM dRhodam ine Term ina-

to rC ycle Sequencing Ready React ion K i,t PE B io-

system s) ,反应体积为 20L ,l包括引物 312pm ol、
Term inator Ready R eact ionM ix 810Ll、PCR产物
60) 90ng。反应程序为 96e 2m in, 30个循环:

96e 30s、50e 15s、60e 4m in。反应产物经乙醇-

醋酸钠沉淀纯化后用于测序仪分析 (测序仪为

AB I3100型 )。

113 DNA序列分析与亲缘关系分析

用 Sequence Editor ( 1. 03) ( Applied B iosys-

tems)软件进行序列的校对和编辑。用 C lusta l X

( 1183)软件 ( Thompson et a l, 1997)进行多重比

对分析, 其参数用缺省设置。之后用 MEGA 3

( Kum ar et al, 2004)
1)
进行遗传距离的计算、系统

树重建和亲缘关系分析。

2 结果
211 ITS 1的长度变异

珠母贝属主要种类的 ITS 1长度范围分布在

402) 474碱基对 ( bp )之间。其中: P. fucata

403) 405bp、P. im bricata 402) 405bp、P. chemnitzi

440) 441bp、P 1radiata 438bp、P1albina 412)
416bp、P1nigra 402bp、P 1margaritifera 449) 450bp、

P. max ima 474bp。作为外群 ( outgroup)的企鹅珍

珠贝 (珍珠贝属 )的 ITS 1长 385bp。

212 遗传距离分析

利用 MEGA3软件计算了两种遗传距离, 即

p-distance和 K imura 2-parameter ( k2p) d istance

(表 2)。从表 2可以看出, 两种遗传距离反映的

遗传关系是高度一致的,种内遗传距离远远小于

种间遗传距离。大珠母贝与珠母贝、黑珠母贝及

表 2 珠母贝属种内和种间遗传距离 (% )分析

Tab1 2 Ana lys is o f gene tic distances (% ) w ithin and between spec ies in P inctada

 种类 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 P fucGD - 11 0 01 2 017 012 2216 2216 221 4 221 3 221 4 221 0 311 9 311 6 3218

2 P fucHN 11 0 - 11 2 110 112 2216 2217 221 4 221 1 221 2 211 8 311 9 311 6 3218

3 P fucGX 01 2 11 3 - 015 010 2216 2217 221 4 211 6 211 8 211 3 311 5 311 2 3214

4 P imb1 01 7 11 0 01 5 - 015 2218 2219 221 6 221 3 221 4 221 0 321 1 311 8 3310

5 P imb2 01 2 11 3 01 0 015 - 2212 2213 221 0 211 9 221 1 211 6 311 3 311 0 3212

6 Pche 261 9 2710 2710 2713 2614 - 012 015 818 816 81 3 361 7 361 5 3910

7 PcheHK 271 0 2711 2711 2714 2615 012 - 017 910 818 81 5 361 6 361 3 3818

8 P rad 261 7 2618 2617 2710 2612 015 017 - 818 816 81 3 361 7 361 5 3910

9 Pa lb1 261 4 2612 2515 2615 2610 913 916 913 - 010 11 3 341 6 341 6 3717

10 Pa lb2 261 7 2614 2518 2617 2612 911 914 911 010 - 11 3 341 6 341 6 3718
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续表

 种类 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

11 Pn ig 261 0 2517 2511 2610 2515 818 910 818 113 113 - 341 0 341 0 3712

12 Pm ar2 421 1 4211 4113 4214 4019 5115 5112 511 7 471 1 471 3 461 1 - 01 7 71 6

13 Pm ar3 411 6 4116 4018 4119 4014 5110 5017 511 2 471 1 471 3 461 1 01 7 - 71 6

14 Pm ax 431 8 4318 4219 4411 4216 5615 5612 561 7 531 7 531 9 521 8 81 1 81 0 -

  注: 对角线以上为 p-distances,对角线以下为 K imura 2-param eter distances

白珠母贝与长耳珠母贝之间的遗传距离较近

( k2p: 01088) 01096, p-distance: 01083) 01090),
合浦珠母贝及覆瓦珠母贝与其余小型珠母贝之

间的遗传距离较远, 而大型珠母贝与小型珠母贝

之间的遗传距离最大。但合浦珠母贝与覆瓦珠

母贝、长耳珠母贝与射肋珠母贝以及白珠母贝与

黑珠母贝之间的遗传距离非常小, 对它们的亲缘

关系将在讨论部分进行着重分析。

213 系统树的构建
将 P teria p enguin作为外群, 用 MEGA3软件

进行了最大简约法 (M ax imum parsimony, MP)、邻

结法 ( Ne ighbor- jo in ing, N J)和 UPGMA法的系统

树重建分析, 3种方法所得结果一致, Bootstrap检

测值也非常高。基于 k2p的 N J树枝长 ( Summary

of B ranch Length, SBL)为 1141,而基于 p-distance

的 N J树枝长为 0191。两种距离的 UPGMA树的

SBL分别为 1145和 0192。MP分析结果为: C I =
0192, R I = 0195, RC I = 0187 (所有位点 ), iC I

= 0188, iR I = 0195, iRC I = 0184 (简约信息位
点 ) ,树长 ( T ree leng th) = 439。基于 k2p遗传距

离的 NJ法系统树的拓扑结构见图 1,两个大型珠

母贝 P. margaritif era与 P. maxima聚合成一枝

(类群 III) ,距离小型珠母贝最远; 小型珠母贝之

间又形成两个大的分支, 其中 P. fucata和 P. im-

bricata形成独立一支 (类群 I) , 其余种类组成另

一支 (类群 II)。后者再分成两支, P. albina与 P.

nigra聚合成一支 (类群 IIA ), P. chemnitzi与 P.

radiata聚合成另一支 (类群 IIB)。

类群 I内部的平均遗传距离为 01007 ( 01000)

01013),其中 P. fucata种内平均为 01008 ( 01002)
01013) ( n= 3) , P. imbricata种内为 01005 ( n = 2),
P. fucata与 P. imbrica ta之间为 01006 ( 01000)

01013) ( n= 6)。
类群 IIA内部, P. albina种内距离为 01000,

P. a lbina和 P. nigra之间为 01013 ( n = 2)。类群

IIB内部遗传距离平均为 01005 ( 01002) 01007)
( n = 3) , 类群 IIA 内部的遗传距离为 01009
( 01000) 01013) ( n = 3),都小于 01010。类群 IIB

内部, P. chemnitzi种内遗传距离为 01002, P.

chemnitzi与 P. radiata 之间为 01006 ( 01005)
01007) ( n= 2)。但类群 IIA与类群 IIB之间的遗

传距离平均为 01009( 01088) 01096) ( n= 9)。
在类群 III内部, P. margaritif era和 P. max ima

之间相距 01080, P. margaritif era 种内距离为

01007。因此, P. margaritif era和 P. max ima之间

也相当于 2个亚类群: IIIA和 IIIB。

在各类群之间, 类群 I与类群 II之间平均相

距 01265 ( 01251) 01274) ( n = 30), 类群 I与类

群 III之间平均相距 01422 ( 01404) 01441) ( n =
15) , 类群 II与类群 III之间平均相距 01510
( 01461) 01567) ( n= 18)。

图 1 基于 ITS 1序列的邻结系统树

F ig1 1 The neighbo r- jo ining tree based on ITS 1 sequences

注:图中数字为 1000个重复的 bootstrap检测值,

小于 50%的为给出。

HK: 香港, GD:广东, GX:广西, HN:海南,下同

3 讨论
系统发育 ( Phy logenetics)分析表明, 两种大

型珠母贝 P. margaritifera和 P. max ima最早分支
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出来,与小型珠母贝之间亲缘关系最远。所用小型

珠母贝组成一个大组, 其中, P. fucata和 P. imbri-

cata之间、P. chemnitz i与 P. rad iata之间、P. albina

与 P. nigra之间的遗传距离都在 110%左右。P.

fucata和 P. imbricata之间的遗传距离更小于 P.

fucata种内遗传距离,表明它们可能是同种,人们

一般也认为它们是同种,但缺乏形态学的比较和

分子生物学证据。作者利用 AFLP标记技术对

P. fucata和 P. imbricata的种群遗传学分析发现,

它们之间的带型特征 ( Banding pattern)相同, 而

没有各自的独有条带 ( D iagnostic band ) (未发表

资料 ), 支持它们是同种。Co lgan等 ( 2002)用等

位酶 ( a llozym e)分析了澳大利亚的 P. imbricata和

日本的 P. fucata martensii,表明它们是相同的一

个种, 而 A tsum i等 ( 2004)的等位酶分析和繁殖交

配实验表明,日本的珍珠贝 P. fucata martensii与

中国、泰国、越南的珍珠贝 P. fucata遗传距离很

近,并可以繁殖, 认为它们可能是同种,间接支持

作者的观点。虽然生殖隔离在低等动物不像高

等动物那么严格, 但在贝类当中, 种间遗传不亲

和的报道较多 ( Banks et al, 1994; H edgecock et

al, 1998; Raw son et al, 2003; 姜卫国等, 1983),

尤其是珠母贝属的合浦珠母贝、大珠母贝、长耳

珠母贝的人工种间杂交的生化遗传证据表明, 它

们没有真正的杂交 (李刚等, 1983) ,因此日本和

中国等东南亚地区的珍珠贝能够正常地杂交、受

精和孵化发育, 表明它们没有产生生殖隔离。上

述 DNA、同工酶和繁殖试验的证据充分表明中国

的 P. fucata、日本的 P. fucata martensii和澳大利

亚的 P. imbricata应为同种。由于澳大利亚的 P.

imbricata与大西洋的 P. imbricata在细胞核核糖

体 DNA的 intergen ic spacer ( IGS)和线粒体 16S

基因片段的酶切图谱不同 (M asaoka et al, 2005),

因此根据命名优先原则,其学名应用 P. fucata。

在系统发育分析中, P. chemnitzi与 P. rad iata

组成一个组,且它们之间的遗传距离只有 01005)
01007,表明它们可能亦为同种, 或者说 GenBank

中的 P. rad iata的鉴定可能有误。作者所获得 P.

chemnitzi的序列与 GenBank的 P. chemn itz i的序

列 ( AY144600)极为相似, 表明本研究的 P. chem-

nitzi样本的鉴定没有问题。实际上 P. radiata是否

存在是值得怀疑的。H ynd( 1955)在对澳大利亚的

珠母贝属种类的分类整理中认为 P. rad iata是 P.

fucata的同物异名, 而 R anson ( 1961)则认为 P.

fucata是 P. radiata的次异名 ( jun ior synonym )。

Beaumont等 ( 1991)认为日本和澳大利亚的相应

种与 P. radiata是同一个种。王祯瑞 ( 2002)对 P.

fucata和 P. rad iata的描述也是很难区分的。由

此来看, P. rad iata与 P. fucata可能是同一个种,

而与 P. chemnitz i相差甚远。因此 GenBank中的

P. radiata应为 P. chemnitzi, 而 P. radiata是否存

在有待进一步研究。

P. albina与 P. nigra的聚类分析和遗传距离

表明它们可能是亚种, 它们的形态差别主要是颜

色方面的差异 (王祯瑞, 2002)。珠母贝也存在

类似的情况, 即壳内有红色和黑色两种类型, 分

别为两个亚种 ( Pouvreau et al, 2000)。为了进一

步弄清 P. albina与 P. nigra的遗传关系, 有必要

结合形态特征开展更多的分子标记分析。

从系统发育和遗传距离分析来看,珠母贝属

内亲缘关系较近的种, 其种间遗传距离在 01090
左右, 如 P. albina与 P. chemnitz i之间 ( 01091)
01096) 和 P. margaritif era 与 P. max ima 之间

( 01080) ,稍远一点则达 01260左右 ( k2p) ,如 P.

fucata和 P. imbricata与 P. albina和 P. chemnitzi

之间 ( 01255) 01274) ,最远的是大型种与小型种
之间 ( 01440) 01510) ,它们在形态上的差别也最
大。此外, 亲缘关系相近的种类其 ITS 1的长度

也基本一致。这些结果表明, ITS 1的序列分析能

够很灵敏地区分形态相似的近缘种及亚种。
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PRELIM INARY ANALYSIS ON GENETIC RELATIONSH IP OF COMMON

PEARL OYSTERS OF PINCTADA IN CH INA

YU Da-Hu,i  CHU Ka-H ou,  JIA X iao-P ing


(The South Ch ina Sea F isheriesR esearch Institu te, Ch inese A cad emy of F ishery Sciences, Guangzhou, 510300;

Department of B iology, The Chinese University of H ong K ong, Shatin, H ong K ong )


(D epar tm ent of B iology, The Chinese University of H ong K ong, Sha tin, H ong K ong )
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Abstract  Genetic relationsh ip among common pearl oysters ofP incata was addressed using the first inter-

nal transcribed spacer ( ITS 1) of rDNA sequence. The sizes of ITS 1 range from 402 to 405bp w ith that o fP.

max ima be ing the longest and that o fP. nigra being the shortes.t The ITS 1 of outg roup P teria penguin is

385bp long. U sing P teria p enguin as outgroup phy logenetic analysis indicated that the pearl oyster species are

clustered into three groups. G roup I inc ludes P. fucata and P. imbricata. Group II includes P. albina, P.

nigra, P. chemn itz i andP. radiata, among which the former two and latter tw o species fo rm 2 d istinct sub-

groups, G roup IIA and IIB. G roup III inc ludesP. margaritifera andP. max ima. Among them, the genet ic dis-

tances betw een Group IIA andG roup IIB, and betw eenP. max ima andP. margaritif era w ith in Group III are

shorter ( 01080) 01100) as compared w ith that betw een Group I and Group II ( 01250) 01270) whereas the
genet ic d istance betw eenG roup III and the o ther two groups is the longest ( 01400) 01570) , suggesting that
species w ithin g roups are more closely re lated than species among g roups or subgroups. The interspec ific

( 01000) 01013) and intraspecific genet ic distances for ChineseP. fuca ta ( 01002) 01013) and Australian
P. imbricata ( 01005) w ithin Group I are overlapped and very sma l,l suggest ing that they are likely to be con-
specif ic. In add ition, the sma ll genetic d istance betw een P. albina and P. nigra ( 01013) suggests that they
appear to be subspecies w ith them ain difference in shell co lor. A s forP. chemnitzi and P. radiata, they a lso

appear to be conspecif ic w ith sma ll genetic distance o f 01005) 01007 betw een them. The sequence of P.

chemnitzi revea led in this study is consisten tw ith that ofP. chemnitz i in GenBank (AY144600), imply ing that

ourP. chemnitzi samp le is correctly identif ied. Therefore, th is suggests that the P. rad ia ta samp le w ith ITS 1

sequence reg istered in GenBank (AY144603) may be m isidentif ied.

Key words  P inctada, ITS 1, Phy logenetic analysis, Genetic relationsh ips


