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摘要! 以文蛤如东群体"*>#和北海群体"B1#为对照群!利用线粒体;C

#

基因序列分析技术

对苍南文蛤"3+#和北海白壳文蛤"Bi#进行了分子鉴定$ 结果表明!苍南文蛤和斧文蛤的碱

基组成非常相似!通过文蛤属贝类基因序列同源性比对和分子系统聚类分析发现!苍南文蛤

3+#&3+% 与斧文蛤的同源性分别达到 #$$7$U&==7%U!在依据遗传距离构建的系统进化树

上!% 个苍南文蛤也与斧文蛤单独聚为一支!据此将苍南文蛤确定为斧文蛤!此结果将斧文蛤

的分布区域向北扩展到了浙江南部沿海!修正了现有文献中记载的仅在我国南海诸省分布的

说法%而白壳文蛤与其它 ; 种文蛤的基因序列同源性都不高"?=7;U VN"7!U#!在系统进化

树上单独分出一支!明显是独立于这些文蛤之外的新种$ 斧文蛤&白壳文蛤与文蛤群体 ;C

#

基因的遗传多样性分析显示!文蛤B1群体的变异位点数&单倍型数和核苷酸多样性指数均最

大!斧文蛤其次!而白壳文蛤 #$ 条基因序列完全相同!未发生任何核苷酸位点变异!说明其遗

传多样性很低$ 应用方差分析和OHTY[多重比较!分析了斧文蛤&白壳文蛤与文蛤群体的形态

差异!发现斧文蛤的壳长明显大于壳高!且 0̂ i@Oi&/i@Oi % 个参数与文蛤&白壳文蛤群体

差异显著"1h$7$"#%而白壳文蛤的壳宽指数大&壳型相对膨胀!0i@0-和0i@01值均最大!

与文蛤和斧文蛤群体差异显著"1h$7$"#$ 本研究结果可为文蛤属贝类种间鉴别&种质资源

保护及系统进化研究提供基础资料$

关键词! 文蛤属% 斧文蛤% ;C

#

基因% 分子鉴定% 形态特征

中图分类号! W#?N7#% 0=#?7<&&&&&&&文献标志码',

&&文蛤属#<)&)6&">$贝类是我国沿海常见的经

济种类"也是我国滩涂养殖的重要对象( 然而"由

于该属物种的贝壳形态)壳色花纹变异很大"长期

以来国内外学者在其系统分类问题上一直存在很

大争议"%$ 世纪虽经多位分类学家修订&# :<'

"但

仍无统一的说法和确切的分类依据( 我国学者对

文蛤属种类的认定也存在较大分歧"如王如

才&"'

)庄启谦&;'将我国分布的文蛤属分为文蛤

#<A-)&)6&">$)丽文蛤#<A*'(%&",$)斧文蛤#<A

*,-,&5E""$和琴文蛤#<A*=&,6,$< 种%张素萍&?'又

从文蛤中划分出了短文蛤#<A#)6$)5$",*"($%徐凤

山等&N'认为我国还存在小文蛤#<A#*,0"('*5,6,$

和紫文蛤#<A5,(6,$%而潘宝平等&='

)312+等&#$'

基于线粒体基因片段及核糖体 /O0序列分析认

为"文蛤和丽文蛤的亲缘关系很近"应划归为同一

物种%林志华等&##'通过 _,.-A和 /O0分析发现"

广西白壳文蛤与其它现有记载文蛤的表型和遗传

结构均存在较大差异"推测可能是文蛤属又一新

种( 总之"文蛤属内种间划分比较混乱"制约了其

种质资源保护)遗传育种及相关基础研究工作的

开展(

;C

#

#8[958J\5DY5cFZEIYIHQHLF9

#

$基因是

位于线粒体基因组中重要的蛋白编码基因"因其

变异较大且易于扩增"而适用于种内)种间甚至属
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以上分类阶元的遗传结构解析&#%'

( 目前";C

#

基因序列分析已成为新的系统分类法->+,条

形编码#>+,BE\85ZFLP$技术的主流分析手段"

倍受贝类分类和进化遗传学研究者的推崇( f)

等&#!'根据 #;0\*+,和 ;C

#

基因序列变异探讨

了我国沿海 < 种牡蛎的归属类别%O12**/,)-O

等&#<'用 #;0\*+,基因和 ;C

#

基因序列对黑海

饰贝科#>\YFIIYLFZEY$贝类进行了分子鉴定"分清

了同物异名的两个物种%苏天凤等&#"'

)31(等&#;'

利用;C

#

基因序列评价了东风螺#R,.=*%0",$)

魁蚶#K5,#$,&5, .&%'2$6%0""$的遗传多样性及遗

传变异情况(

本研究以文蛤如东群体和北海群体为对照

群"首先利用 ;C

#

基因序列分析技术对浙江苍

南文蛤和广西北海白壳文蛤进行分子鉴定"通过

序列相似性比较和聚类分析确定其归属问题及其

在属中的系统进化关系"然后通过遗传多样性分

析和表型变异分析"科学评价其形态特征和种质

资源状况( 不仅为解决文蛤系统分类中的一些争

议提供分子依据"而且对其种质资源保护)遗传育

种研究等具有重要意义(

#&材料与方法

()(*样品来源与采集

实验用文蛤于 %$$= 年 ? 月至 %$#$ 年 ; 月采

自江苏如东)浙江苍南)广西北海自然海区"样品

采集地)采样时间)样本量等信息列于表 #( 所有

样品均活体运回实验室"先测量形态性状数据"再

解剖取闭壳肌"闭壳肌保存于:N$ ]超低温冰箱

中"用于>+,提取(

表 (*不同文蛤群体的名称及来源

-./)(*-C6#:359<$ 4.;6<3D<$&$.&'= .487C62:<35:$6<

群体名称

R5RH6E9F5LILEDY

代码

P\5HR 85ZY

样本量

IEDR6YIFeY

采集地#经纬度$

8566Y89F5L 658E6F9[#65LPF9HZYELZ 6E9F9HZY$

采集时间

8566Y89F5L 9FDY

如东群体 *HZ5LP P\5HR *> "$ 江苏如东海区 #!%x!$S+"#%#x##S2$ %$$= 年 #$ 月

苍南群体 3ELPLEL P\5HR 3+ "$ 浙江苍南海区 #%?x!!S+"#%$x!;S2$ %$$= 年 ? 月

北海群体 BYFJEFP\5HR B1 "$ 广西北海营盘海区 #%#x%?S+"#$=x%;S2$ %$#$ 年 ; 月

白壳群体 iJF9YIJY66P\5HR Bi "$ 广西北海营盘海区 #%#x%?S+"#$=x%;S2$ %$#$ 年 ; 月

(),*形态数据测量

用数显电子游标卡尺#精度为 $7$# DD$常

规测量文蛤的壳长#0-"壳前端至后端的最大长

度$)壳高#01"壳顶至腹缘的最大长度$)壳宽

#0i"贝壳左右两侧的最大厚度$)前缘长#),"

壳顶至前缘水平处的间距$)后缘长#)A"壳顶至

后缘水平处的间距$)外韧带长#2--$( 用电子

天平#精度为 $7$# P$称总重#Oi$"打开贝壳"吸

干贝壳和软体部表面水分"称量壳湿重#0̂ i$)

软体部重#/i$(

为消除文蛤个体大小的影响"以各体尺性状的

相对比值作为形态分析的指标"考查了 01@0-)

0i@0-)2--@0-)0i@01)),@)A)0̂ i@Oi)/i

@Oi ?个形态特征指标( 采用0A00#;7$ 统计软

件对各群体间形态特征指标的差异进行单因子方

差分析#,+(4,$和OHTY[多重比较测验(

()>*%&'提取和线粒体,>

!

基因分析

基因组>+,的提取&&自*>)3+)B1)Bi

< 个文蛤群体中各随机取样 #$ 个"采用酚@氯仿@

异戊醇法从闭壳肌中提取基因组 >+,"并用 #U

的琼脂糖电泳和紫外分光光度仪#4E\FEL 3E\[ "$

型$检测质量"无菌超纯水稀释至 "$ LP@

$

-"

:%$ ]保存备用(

A3*扩增和序列测定&&选用引物 1?=";

# "SCaaaO33a,aO,O3aO3aC!S$ 和 -;; # "SC

33O3O,O,,,,,aaO3O,3,a33C!S$"引物由

上海生工合成( A3*扩增反应体系#"$

$

-$包

括!#$ gBH__Y\"

$

-"%" DD56@- P̂36

%

"

$

-"%

DD56@-Z+OA"

$

-"%7" )9,: 酶 $7"

$

-"#$

$

DD56@-引物 %

$

-">+,模板约 "$ LP( A3*反

应条件!=< ]预变性 " DFL%=< ]变性 # DFL""%

]退火 # DFL"?% ]延伸 % DFL"进行 !; 个循环"

最后 ?% ]延伸 N DFL"在BF5C*EZ 公司的A3*扩

增仪中进行( A3*产物经 #7"U琼脂糖凝胶电泳

检测"挑选扩增效果好的产物送北京华大基因公

司进行纯化回收"纯化后的产物用,B/!?!$ 测序

仪进行正反双向测序(

数据分析&&将所测个体的正反向序列用的

BF52ZF9软件进行拼接"结合人工校正( 使用

BELTF9在aYLBELT中注册基因序列"获得注册号(

&*%#
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用^2a,<7$软件对 <个文蛤群体及aYLBELT 中

文蛤属的丽文蛤)斧文蛤)帘文蛤)短文蛤)<7IR7

OHZHDE\F的;C

#

基因序列#注册号见表 %$进行

36HI9E6多重比对"并分析各序列的碱基组成( 用

>+,I9E\AE8TEPY"7$# 中的 ^YPE6FPL 计算文蛤属

各种文蛤;C

#

基因序列相似性与遗传距离( 根据

序列间遗传距离"用 ^2a,<7$ 软件的 +'和

)Aâ ,作图法构建了文蛤属贝类的系统树"并用

B559I9\ER#重复次数为 # $$$$检验系统树各分支置

信度( 用>+,IR <7#$ 软件计算变异位点数)单倍

型数)单倍型多样性指数#G$和核苷酸多样性指数

#1

"

$等遗传变异参数(

%&结果

,)(*文蛤属,>

!

基因序列特征与碱基组成比较

对 < 个文蛤群体的;C

#

基因进行了A3*扩

增和双向测序"经软件拼接共获得 <$ 条序列"各

序列长度在 ;$% V;"% QR"不存在任何插入@缺失

位点( 用^2a,<7$ 软件分析了;C

#

基因序列

长度和碱基组成"并与 aYLBELT 中 B-,0O所得

的丽文蛤)斧文蛤)帘文蛤) 短文蛤) <AIR7

OHZHDE\F" 种文蛤属贝类的 ;C

#

基因序列进行

比较( 从碱基组成偏向性来看"文蛤属贝类 ,o

O含量 #;%7=U V;?7$U$都明显高于 ao3

# !!7$U V!?7#U$ 含 量" 且 O 碱 基 含 量

#<!7"U V<"7;U$明显高于其他 ! 种碱基"3碱

基含量##!7%U V#"7!U$最低( 从各序列间的

碱基组成差异来看"文蛤 *>)B1群体和丽文蛤

的碱基组成比较相似"3+和斧文蛤的碱基组成

非常相似"而 Bi 与其他文蛤的碱基组成各不

相同(

表 ,*不同文蛤,>

!

基因片段的碱基组成

-./),*-C6/.<6$3;93<272343D,>

!

#646D:.#;6473D<$&$.&'= b

群体代号

P\5HR 85ZY

O 3 , a ,oO

总长@QR

959E66YLP9J

注册号

E88YIIF5L L57

*> <"7; #!7% %#7$ %$7% ;;7; ;"% '.N$=?==

3+ <<7; #<7# #N7! %!7$ ;%7= ;#< '.N$=N$%

B1 <"7$ #!7! %#7# %$7; ;;7# ;%; '.N$=N$?

Bi <!7? #<7; #=7; %%7# ;!7! ;#< '.N$=?=?

丽文蛤<A*'(%&", <"7$ #!7N %%7$ #=7% ;?7$ "?< .'<!<;N#

斧文蛤<A*,-,&5E"" <<7N #"7$ #N7< %#7N ;!7% ;;" 2)##N$$#

帘文蛤<A*=&,6, <<7< #<7# %#7< %$7# ;"7N ;<" 2)##N$$%

短文蛤<A#)6)5$",*"( <<7; #!7? %%7! #=7< ;;7= "N! ,fN?<"!$

<AIR7OHZHDE\F <!7" #"7! %$7N %$7< ;<7! "$< ,B"$!!N<

,),*苍南文蛤和白壳文蛤的分子鉴定和亲缘关

系分析

利用^YPE6FPL软件计算了 < 个文蛤群体#各

% 个$及文蛤属 " 种文蛤的同源性"并以青蛤为外

群用 )Aâ ,和 +'作图法构建了系统进化树(

结果发现"文蛤 *>#)*>%)B1# 之间的同源性很

高#==7;U V#$$7$U$"在系统进化树首先聚在

一起%丽文蛤)短文蛤与文蛤的同源性也很高

#=!7?U V#$$7$U$"可见三者的亲缘关系非常

近"而且丽文蛤与短文蛤的序列同源性可以达到

#$$7$U( 苍南文蛤 3+#)3+% 与斧文蛤的同源

性分别为 #$$7$U和 ==7%U"在系统进化树上单

独聚为一支"因此可以将苍南文蛤确定为斧文蛤(

白壳文蛤 Bi#)Bi% 与其它文蛤的同源性都不

高#?=7;U VN"7!U$"在系统树上单独分出一

支"明显是独立于这 " 种文蛤之外的新种(

,)>*斧文蛤%白壳文蛤与文蛤群体 ,>

!

基因的

遗传变异

用 >+,IR <7#$ 软件计算了斧文蛤)白壳文

蛤及文蛤 *>)B1群体 ;C

#

基因的遗传变异参

数"结果见表 !( 通过比较发现"文蛤 B1群体

的变异位点数高达 <$ 个"而 *>群体的变异位

点数仅有 % 个"单倍型多样性指数和核苷酸多样

性指数也明显较 *>群体高"说明 B1群体的遗

传多样性比 *>群体丰富得多( 斧文蛤的变异

位点数也较多#? 个$"单倍型多样性指数和核苷

酸多样性指数也较高( 而白壳文蛤 #$ 个个体的

;C

#

基因序列完全相同"没有发生任何核苷酸

位点变异(

'*%#
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图 (*各种文蛤,>

!

基因序列相似性"右上部#与遗传距离"左下部#

B2#)(*S6=564$6<2;21.:27F"5996::2#C7#.48#64672$82<7.4$6"/3773;16D7#3D,>

!

#6463D<$&$.&'=

图 ,*用&Q法和PAVZ'法构建的文蛤属贝类的系统树

B2#),*ACF13#64672$7:663D<$&$.&'= /F 5<24# &Q ;67C38.48PAVZ';67C38

表 >*斧文蛤%白壳文蛤与文蛤群体,>

!

基因的遗传变异参数

-./)>*V64672$I.:2.72349.:.;676:<3D,>

!

#646<6=564$63D<"%-4-&:?''&RY .48<"4$&$.&'=

变异参数 *> 斧文蛤 <A*,-,&5E"" B1 Bi

分析个体数 LHDQY\5_IYKHYL8YI #$ #$ #$ #$

变异位点数 LHDQY\5_R56[D5\RJF8IF9YI % ? <$ $

简约信息位点数 RE\IFD5L[ FL_5\DE9FXYIF9YI $ ! <$ $

单倍型数 LHDQY\5_JER659[RYI ! ; ; #

单倍型多样性指数#G$ JER659[RYZFXY\IF9[ $7!?? N m$7$!% = $7??N $ m$7$#N = $7N;? $ m$7$$? % $

核苷酸多样性指数#1

"

$ LH86Y59FZYZFXY\IF9[

$7$$$ N m$7$$$ $ $7$$! = m$7$$# % $7$!" # m$7$%! " $

平均核苷酸差异数#S$ EXY\EPYLH86Y59FZYZF__Y\YL8YI $7<$$ #7=?N %#7#!! $

,)?*斧文蛤%白壳文蛤与文蛤群体的形态差异

斧文蛤)白壳文蛤及文蛤 *>)B1群体间形

态参数变异的方差分析结果列于表 <"结果显

示"在考察的 ? 个形态变量中 01@0-)0i@0-)

0i@01)0̂ i@Oi)/i@Oi " 个形态参数在 <

个群体间的差异达到了极显著水平#1h$7$#$"

),@)A在各群体间差异达到显著水平 #1h

$7$"$"而 2--@0-在各群体间差异不显著( 对

这些形态学参数进行 OHTY[ 法多重比较显示

#表 "$"斧文蛤群体的 01@0-相对较小"即壳长

明显大于壳高"且与文蛤)白壳文蛤群体差异显

著#1h$7$"$%斧文蛤的贝壳和软体部均较坚

实"表现在 0̂ i@Oi)/i@Oi都显著大于文蛤

和白壳文蛤群体#1h$7$"$( 白壳文蛤的壳宽

指数最大"壳型相对较膨胀"0i@0-和 0i@01

值均最大"与文蛤和斧文蛤群体差异显著#1h

$7$"$%白壳文蛤的壳重指数小于斧文蛤而大于

文蛤群体(

(*%#
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>)(*文蛤属贝类的种间划分问题

双壳贝类传统的分类与鉴别主要依据壳型)

壳色)贝壳铰合齿的形态及数目)韧带特征)闭壳

肌的发育程度等形态特征"然而由于贝类进化水

平较低"受环境影响种内变异广泛存在"造成有些

种类的形态分类结果在学术界争议很大( 已有的

研究业已证明"文蛤可能是双壳贝类中变异最大

的物种&#?'

"其贝壳形态和壳色花纹的复杂变化已

经导致了严重的同种异名和异种同名现象( 近年

来"以>+,序列如核糖体 /O0序列)线粒体 #;0

\*+,);C

#

);=6Q 基因序列为依据的分子分类

方法在鱼类)贝类)甲壳类分类中被广泛应用和普

遍认可&#N :%$'

"基于这些 >+,序列的文蛤属系统

学分析认为&= :##'

"文蛤)丽文蛤)短文蛤的亲缘关

系很近"应划归为同一物种%琴文蛤与文蛤)丽文

蛤)斧文蛤三者的分歧较早"遗传距离较大%广西

白壳文蛤在不同壳色群体间变异很小"而与文蛤

的遗传差异很大"应属于文蛤属又一新种&##'

(

%$#$ 年陈爱华等&%#'对丽文蛤和文蛤 < 个地理群

体可量性状的多元分析认为"丽文蛤和文蛤的形

态差异显著( 因此"文蛤)丽文蛤和短文蛤的系统

关系究竟应是不同的种)亚种"抑或是同种异名"

还值得商榷"亟需大量的实验数据支持(

本研究测定了苍南文蛤和白壳文蛤的 ;C

#

基因序列"并与aYLBELT 中 " 种文蛤属贝类的相

应序列进行比对"将苍南文蛤鉴定为斧文蛤"而把

白壳文蛤认定为独立于其它 ; 种文蛤之外的新

种%通过系统进化树的构建"确定了 ? 种文蛤的系

统进化地位和相互间亲缘关系(

>),*苍南文蛤的分子鉴定与斧文蛤的分布区系

文蛤为广盐性贝类"能在较广泛的海水密度

范围内正常生活"但主要分布于受淡水影响的河

口近海及内湾&%%'

( 温州瓯海)苍南有瓯江)鳌江

入海口"滩涂面积广阔"水温)盐度合适"饵料生物

丰富"适合文蛤的生存和养殖"早在 %$ 世纪 ?$ 年

代就曾多次从江苏省调运文蛤苗种进行滩涂底播

养殖"以至在瓯海)苍南一带海区形成了一定的种

群数量( 近年来的贝类资源调查发现"在苍南海

)*%#
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区存在一种与江苏文蛤壳形)壳色差异较大的文

蛤"研究采用线粒体 ;C

#

基因序列分析技术通

过文蛤属种类基因序列同源性比较和分子系统聚

类分析"发现苍南文蛤 3+#)3+% 与斧文蛤的同

源性分别达到了 #$$7$U和 ==7%U"而与其他文

蛤的相似性只有 ?"7;U VN<7!U%在依据遗传距

离构建的系统进化树上"% 个苍南文蛤与斧文蛤

单独聚为一支"据此可以将苍南文蛤确定为斧

文蛤(

据文献资料记载"斧文蛤为暖水性贝类"主要

分布于日本和中国南海"在我国的广东)海南)广

西等省份沿海均有分布"埋栖于潮下带至水深

%$ D浅海的沙质海底&;"N"%%'

( 依据*中国海软体

动物区系区划的初步研究+

&%!'

"台湾南部和海南

岛南端一线以南的南海诸岛属于热带动物区系"

年平均水温在 %!7" ]以上"该区系是印度尼西亚

:马来西亚热带区的一部分"区系内许多暖水性

物种仅能向北分布到台湾海峡南部的澎湖和高雄

一带"而不能进入东海"由于闽浙沿岸冬季的低温

#最低 N ]$是一些暖水种向北扩散不可逾越的

天然屏障&N'

( 斧文蛤在台湾海峡以北的闽浙沿

海分布情况在现有的 /浙江动物志 软体动物

门0

&%<'及浙江沿海的贝类资源调查&%" :%?'中均未

见报道( 本研究利用 ;C

#

基因序列分析技术将

苍南文蛤确定为斧文蛤"这将斧文蛤的分布区域

向北扩展到了浙江南部沿海"对于斧文蛤的动物

区系分析)资源保护及开发利用具有非常重要的

现实意义(

>)>*斧文蛤%白壳文蛤与文蛤群体的遗传多样性

和形态差异比较

遗传多样性是生物种内不同种群或同一种群

不同个体之间遗传变异的总和"是生物生存适应

和发展进化的基础( 换言之"一个物种或种群的

遗传多样性越高"它对环境变化的适应能力就越

强( 有关我国文蛤不同地理群体遗传多样性的研

究报道已有不少&## :#%"%N :%='

"结果都发现广西群体

的遗传多样性要比辽宁)江苏)山东等群体丰富得

多"存在大量稀有基因位点"在育种中的遗传改良

潜力更大( 这与本研究考察文蛤广西北海群体和

江苏如东群体 ;C

#

基因遗传多样性的结果一

致"在 ;%; QR 的基因序列中"北海群体的变异位

点数高达 <$ 个"而如东群体的变异位点数仅有 %

个"单倍型多样性指数和核苷酸多样性指数也同

样证明北海群体的遗传多样性比如东群体丰富得

多( 有关斧文蛤和白壳文蛤群体遗传多样性的报

道很少"仅见312+等&#%'对斧文蛤 ;C

#

基因序

列进行了比对"定义了 % 个单倍型%林志华等&##'

通过_,.-A指纹图谱分析发现"白壳文蛤的多态

率和遗传多样性都明显低于文蛤广西群体和山东

群体( 本研究结果发现"浙江苍南斧文蛤还保持

较高的遗传多样性"#$ 个个体中有 ; 个单倍型"

;#< QR的基因序列中有 ? 个变异位点( 而白壳文

蛤群体 #$ 个个体的 ;C

#

基因序列完全相同"在

"NN QR序列中未发现任何核苷酸位点变异"这说

明其遗传多样性很低或遗传同质性较高"究其成

因可能由于白壳文蛤地理分布范围狭小)种群数

量不大导致了随机遗传漂变和近交衰退"而偏低

的遗传多样性容易引起群体的适应性下降)生长

速率降低等不利影响"因此今后应加强对白壳文

蛤的种质资源保护和遗传多样性恢复工作(

有关文蛤属贝类之间形态差异的研究"仅在

分类学书籍中见文字描述&" :N'

"而未见用形态度

量方法进行详细量化分析的报道( 本研究对斧文

蛤)白壳文蛤及文蛤如东和北海群体间 ? 个形态

变量进行了方差分析"结果有 " 个形态参数在 <

个群体间的差异达到了极显著水平#1h$7$#$%

OHTY[多重比较发现"斧文蛤的主要形态特征是

壳长明显大于壳高"贝壳和软体部均较坚实"壳

高@壳长)壳湿重@总重)软体部重@总重 ! 个参数

与文蛤)白壳文蛤群体存在显著差异%而白壳文蛤

的形态特征是壳宽指数大)壳型膨胀"壳宽@壳长

和壳宽@壳高 % 个参数与文蛤和斧文蛤群体差异

显著( 通过这些形态差异分析"可建立文蛤)斧文

蛤)白壳文蛤的形态鉴别方法"为文蛤属贝类种间

鉴别)种质资源保护及系统进化研究提供理论

依据(
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