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基于线粒体Cytb基因序列的洞庭湖河蚬遗传多样性分析

王剑平,朱鹏飞,王　健,桂雨婷,李德亮

(湖南农业大学动物科学技术学院,水产高效健康生产湖南省协同创新中心,

湖南省特色水产资源利用工程技术研究中心,湖南 长沙　４１０１２８)

摘要:研究洞庭湖不同地理群体河蚬的遗传多样性和遗传结构,为其资源合理开发和有效保护提供参考.在６个

样点共采集河蚬１２６只,以线粒体细胞色素b基因部分序列为分子标记,分析扩增与测序后基因序列的单倍型及

多样性、核苷酸多样性,计算群体间遗传分化指数等.获得长５３１bp的序列片段,共检出５种单倍型,变异位点

１０个;平均单倍型多样性和核苷酸多样性分别为０．５５９和０．００６.６个河蚬群体间的遗传距离为０．００６~０．００７;遗
传分化指数和 AMOVA分析显示,河蚬群体间遗传分化低,遗传变异主要来自群体个体内.最大似然法构建的

系统进化树中,单倍型 DTH１和 DTH５聚为一支,DTH２、DTH３、DTH４聚为另一支.中性检验结果显示洞庭湖

河蚬群体相对稳定,没有经历过瓶颈效应和突然的群体萎缩等历史事件.洞庭湖６个河蚬群体间不存在显著的

遗传差异,可将其作为一个整体进行管理和保护.
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　　河蚬(Corbiculafluminea)属瓣鳃纲(LamelliＧ
branchia)、真瓣鳃目(Eulamellibranchia)、异齿亚目

(Heterodonta)、蚬科(Corbiculidae)、蚬属(CorbicuＧ
la),喜在底质为砂、泥砂或砂泥的江河、湖泊、池沼、
沟渠等中营底栖生活 (刘月英等,１９７９).河蚬具

有丰富的营养价值和药用价值,是禽畜类及鱼类的

天然饵料,亦是人类重要的副食品和中药材(蔡如星

等,１９９１),长期以来深受我国东南沿海、日本和韩

国民众的喜爱(Liaoetal,２０１３).近年来河蚬因其

在国内外市场的需求量逐渐增长,经济价值逐渐上

升,故而被大量的捕捞(周会等,２０１１;Zhuetal,

２０１７).过度捕捞加上栖息环境破坏导致河蚬的天

然资源量逐渐减少(刘燕山等,２０１７),严重制约了

该产业的可持续发展,亟待加强对河蚬资源的有效

保护.
洞庭湖位于湖南省北部,长江荆江河段以南,是

我国第２大淡水湖,湖中蕴藏着丰富的河蚬资源

(舒凤月等,２０１４;王丑明等,２０１６).目前,国内有

关河蚬的研究大多集中在其时空分布、营养价值评

定及重金属富集等方面 (刘敏等,２００８;李德亮等,

２０１３;皮杰等,２０１３),关于其遗传多样性的研究相

对较少,仅见于洪泽湖.已有的研究分别采用微卫

星、细胞色素氧化酶亚基 (CO Ⅰ)和细胞色素 b
(Cytb)分子标记分析了洪泽湖河蚬的遗传多样性

和群体遗传结构 (丁 怀 宇 等,２０１１;李 大 命 等,

２０１５,２０１７;Zhuetal,２０１７),而有关洞庭湖河蚬

的遗传多样性尚未见报道.
线粒体 DNA (MitochondrialDNA,mtDNA)

具有结构简单、遵循母系遗传、不易发生基因重组且

进化速度比核基因快等特点,是研究动物遗传学和

系统发育的理想分子标记,已广泛应用于水生动物

的种群分析研究(Gomesetal,２０１６;Liuetal,

２０１６).其中,线粒体细胞色素b基因进化速度适

中,容易使用通用引物扩增和测序,被认为是研究物

种种质资源状况和遗传结构的理想分子标记之一

(孙鹏等,２０１１;董丽娜等,２０１２).本研究以线粒

体Cytb基因为分子标记,分析比较洞庭湖６个不

同地理群体河蚬的遗传多样性和遗传结构,为其资

源合理开发和有效保护提供参考.

１　材料与方法

１．１　河蚬

河蚬于２０１６年１２月采自西洞庭湖和南洞庭湖

６个样点,共１２６只,采集地点见图１.



图１　洞庭湖河蚬采集地点

Fig．１　Corbiculaflumineasamplingsites
inDongtingLake

１．２　DNA的提取与检测

采用海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒

(TIANampMarineAnimalsDNA Kit)提取河蚬

外套膜组织基因组 DNA 后,使用核酸蛋白仪(EpＧ
pendorf,德国)测定DNA的 OD值,确定 DNA 浓

度,再用１％琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量,剩余

样品DNA于 ２０℃保存备用.

１．３　PCR扩增与测序

序 列 扩 增 通 用 引 物 为 CBF６ (５′Ｇ
CAAGCTTTTGATTCTGTTGTTCACATTＧ３′)
和 CBR６ (５′ＧTAGGAATCCTACGCAAAATＧ
AGAATAAGCＧ３′)(Yamadaetal,２０１０).PCR
反应体积共５０μL,其中,ddH２O３６．５μL、１０×Taq
Buffer５μL、引物(１０μmoL/L)各１μL、DNA模板

２μL、dNTP４μL、E×TaqDNA 聚合酶０．５μL.

PCR 反 应 条 件 为 ９４℃ 预 变 性２min,９４℃ 变 性

１min,５４℃退火４５s,７２℃延 伸２min,３５个 循 环

后,７２℃延伸５min.目标扩增产物经１％ 琼脂糖

凝胶 电 泳 检 测、琼 脂 糖 凝 胶 DNA 回 收 试 剂 盒

(TIANgelMidiPurificationKit)纯化后,送武汉奥

科鼎盛生物科技有限公司测序.

１．４　数据处理及分析

测序所得线粒体Cytb基因序列经由 Geneious
１１．０软件编辑、排序和手动校对.采用 MEGA６．０
软件计算序列碱基的组成、变异位点数及群体间遗

传距离.利用DnaSP５．０软件计算序列的单倍型、
群体的单倍型多样性(Hd)和核苷酸多样性(π).
应用 Arlequin３．５软件计算群体间遗传分化指数

(Fst),并进行分子方差分析(AMOVA)和中性检

验.以三 角 帆 蚌 Cytb 序 列 (GenBank 登 录 号:

HM３４７６６８)为外类群,采用 MEGA６．０软件构建单

倍型的最大似然树 (ML)(１０００次重复抽样).

２　结果

２．１　河蚬群体遗传多样性

６个群体１２６只河蚬线粒体Cytb基因序列排

序、校对和剪辑后,获得长５３１bp的序列片段.１２６
条序列中共检出 ５ 种单倍型,即 DTH１、DTH２、

DTH３、DTH４、DTH５ (GenBank 登 录 号:

MG５４６２９９、MG５４６３００、MG５４６３０１、MG５４６３０２、

MG５４６３０３),其中 DTH４为黄土站群体独享单倍

型,DTH１、DTH２、DTH３、DTH５均为共享型单倍

型(图２).单倍型 DTH１和 DTH２在６个群体中

均有 分 布,在 所 有 样 本 中 占 比 分 别 为 ５５５０％
(７０/１２６)和３６．５０％(４６/１２６).

６个河蚬群体的遗传多样性见表１.

图２　５种单倍型在６个河蚬群体中分布

Fig．２　DistributionofthefivehaplotypesinsixCorbiculaflumineapopulations
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表１　洞庭湖６个河蚬群体的遗传多样性

Tab．１　GeneticdiversityofthesixCorbiculaflumineapopulationsinDongtingLake

群体
T/

％

C/

％

A/

％

G/

％

变异位点/

个

单倍型

多样性 Hd

核苷酸

多样性π

平均核苷

酸差异数

岩汪湖 ２４．４０ １８．８０ ４６．１０ １０．７０ ８ ０．６０８±０．０７０ ０．００７±０．０００ ３．８８３
高家湾 ２４．４０ １８．８０ ４６．００ １０．８０ ８ ０．５５６±０．０７３ ０．００６±０．０００ ３．７０７
朱雀咀 ２４．３０ １８．８０ ４６．１０ １０．８０ ８ ０．５６８±０．０８６ ０．００７±０．０００ ３．７２６
文星镇 ２４．３０ １８．８０ ４６．１０ １０．８０ ９ ０．５３７±０．１０４ ０．００６±０．００１ ３．２９４
锄头山 ２４．４０ １８．７０ ４６．１０ １０．８０ ８ ０．５４９±０．０３８ ０．００６±０．０００ ３．６８７
黄土站 ２４．４０ １８．７０ ４６．１０ １０．８０ ９ ０．６２７±０．０７３ ０．００７±０．０００ ３．８８２
总　计 ２４．４０ １８．８０ ４６．００ １０．８０ １０ ０．５５９±０．０２７ ０．００６±０．０００ ３．６０９

　　所有序列中,T、C、A 和 G４种碱基平均含量分

别为２４．４０％、１８．８０％、４６．００％和１０．８０％;变异位

点１０个,约占全序列片段的１．８８％,其中文星镇和

黄土站群体变异位点均为９个,其他３个群体均为

８个.所有河蚬的平均单倍型多样性、核苷酸多样

性和核苷酸差异数分别为(０．５５９±０．０２７)、(０．００６±
０．０００)和３．６０９(表１).黄土站群体的单倍型多样性

最高(０．６２７±０．０７３),文星镇群体最低(０５３７±
０１０４);岩汪湖、朱雀咀和黄土站群体的平均核苷酸

多样性均为０．００７,其他３个群体为０．００６;岩汪湖群

体平均核苷酸差异数最高(３．８８３),文星镇群体最低

(３．２９４).

２．２　河蚬群体遗传结构

洞庭湖 ６ 个河蚬群体间的遗传距离和遗传分

化系数分别为 ０．００６~０．００７ 和 ０．０５３~０．０３６
(P＞０．０５)(表２).AMOVA 分析结果显示,６个

河蚬群体内遗传变异为１０２．７４５％,而群体间遗传变

异为 ２．７４５％ (表３).
表２　洞庭湖６个河蚬群体间的遗传距离和遗传分化系数

Tab．２　Estimatesofpairwisegeneticdistanceandthe
fixationindexamongthesixCorbiculafluminea

populationsinDongtingLake

群体 岩汪湖 高家湾 朱雀咀 文星镇 锄头山 黄土站

岩汪湖 ０．０３８ ０．０１０ ０．０４６ ０．０５３ ０．０５０
高家湾 ０．００６ ０．０３６ ０．０２２ ０．０３２ ０．０４２
朱雀咀 ０．００７ ０．００７ ０．０２９ ０．０２１ ０．００９
文星镇 ０．００６ ０．００６ ０．００６ ０．０５２ ０．０４３
锄头山 ０．００７ ０．００７ ０．００６ ０．００６ ０．０４９
黄土站 ０．００６ ０．００７ ０．００６ ０．００６ ０．００６

　　注:显著水平均为P＜０．０５.对角线下为遗传距离,对角线上为

遗传分化系数.

Note:AllthesignificancesareP＜０．０５,databelowthediagoＧ

nalaregeneticdistances,abovefixationindex．

以三角帆蚌 Cytb作为外类群构建的 ML 树

中,５种单倍型聚为２支:单倍型 DTH２、DTH３、

DTH４聚为一支,DTH１和 DTH５聚为另一支 (图

３).

表３　洞庭湖６个河蚬群体的AMOVA分析

Tab．３　ANOVAforthesixCorbiculafluminea

populationsinDongtingLake

变异来源 自由度 平方和 方差组成 变异比/％

种群间 ５ ４．０８９ ０．０４９ ２．７４５
种群内 １２０ ２２１．４８２ １．８４５ １０２．７４５
总体 １２５ ２２５．５７１ １．７９６

图３　洞庭湖河蚬５种单倍型的 ML系统进化树

Fig．３　MLphylogenetictreeforthefiveCorbiculafluminea
haplotypesinDongtingLake

２．３　河蚬群体历史动态

６个河蚬群体中性检验 Tijima′sD 值在１．０２７
~２．５０９,Fu′sFs值在３．５６７~７．２３４,差异均不显

著(P＞０．０５).将６个群体作为一个整体进行中性

检验,其 Tijima′sD 值和 Fu′sFs值分别为２．３５６
(P＞０．０５)和７．７５２(P＞０．０５)(表４).

表４　洞庭湖６个河蚬群体的中性检验结果

Tab．４　NeutraltestsofthesixCorbiculafluminea

populationsinDongtingLake

群体
Tijima′sD Fu′sFs

D P D P
岩汪湖 ２．３８２ ０．９９５ ６．０２７ ０．９８９
高家湾 ２．１１９ ０．９８５ ５．７８１ ０．９８５
朱雀咀 ２．１９９ ０．９９４ ５．９７３ ０．９８０
文星镇 １．０２７ ０．８２９ ３．５６７ ０．９４８
锄头山 ２．５０９ ０．９９３ ７．２３４ ０．９９１
黄土站 １．７１４ ０．９６３ ３．９７６ ０．９５８
总　计 ２．３５６ ０．９８８ ７．７５２ ０．９７６

３　讨论

本研究综合分析了洞庭湖６个不同地理群体河

蚬Cytb基因部分序列(５３１bp),其中 T、C、A和 G
４种碱基平均含量分别为２４．４０％、１８．８０％、４６．００％
和１０．８０％,A＋T的含量(７０．４０％)高于C＋G的含
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量(２９．６０％).洪泽湖河蚬线粒体 CO Ⅰ序列中 A
＋T含量(６５．００％)也高于 C＋G 含量 (３５００％)
(李大命等,２０１５).因此,本研究结果再次证明河

蚬线粒体DNA 序列碱基组成不均一,具有很强的

偏倚性(Aviseetal,２０００;李大命等,２０１５).
物种的遗传多样性是生物长期进化的产物,是

其生存适应和发展进化的前提,遗传多样性的高低

与物种的生存能力和进化潜力密切相关.遗传多样

性越高或遗传变异越丰富,物种对环境变化的适应

能力就越强,越容易扩展其分布范围和开拓新的环

境,反之则会引发物种适应能力降低、有害隐性基因

表达增加等现象,最终导致该物种退化(Grantet
al,１９９８;宋娜等,２０１１).单倍型多样性和核苷酸

多样性是衡量物种遗传多样性的两个重要指标

(Houkietal,２０１１).本研究在１２６只洞庭湖河蚬

的Cytb基因序列中共发现５个单倍型和１０个变

异位点,平均单倍型多样性和核苷酸多样性分别为

０．５５９和０．００６,呈现较低的群体遗传多样性水平.
此外,本研究结果与以 Cytb为分子标记所计算的

洪泽湖河蚬种群(Zhuetal,２０１７)的平均单倍型多

样性(０５６９)相似,高于其核苷酸多样性(０．００２);
但均低于以COⅠ为分子标记所计算的洪泽湖河蚬

(李大命等,２０１５)的单倍型多样性(０．８８９)和核苷

酸多样性(０．０４４).这种差异或许是由于分子标记

和/或环境条件不同所造成的.
遗传距离是衡量种群多态程度的一个重要指

标,值越大多态性程度就越高 (陈大庆等,２００６).
本研究洞庭湖６个河蚬群体间遗传距离为０．００６~
０．００７,处于 Kartavtsev等(２０１１)提出的Cytb基因

在种群间的基因遗传距离水平范围(０．００５~０．０１５)
内.AMOVA分析结果显示,洞庭湖河蚬群体间遗

传分化系数较小,为 ０．０５３~０．０３６,且差异均不显

著 (P＞０．０５),群体内遗传变异较高(１０２．７４５)％,
而群体间遗传变异较低(２．７４５％).该研究结果说

明洞庭湖６个河蚬群体间的多态性较低,遗传变异

主要来自群体个体内,群体间的遗传分化较小,可将

其作为一个整体进行管理和保护.地理隔离或同一

水域中存在限制基因交流的栖息环境是造成物种种

群分化的重要原因.洞庭湖是典型的过水性吞吐湖

泊,南蓄湘、资、沅、澧四水,北纳长江松滋、太平和藕

池三口入水,经岳阳城陵矶流入长江,湖水更新、交
换十分频繁,而河蚬幼体又具备被动地随水流长距

离迁徙的能力(Sousaetal,２００８),因此,推测开放

的水域特征是造成湖区河蚬群体间基因交流频繁、

群体遗传分化较低的重要原因之一.
单倍型 ML系统进化树中,５种单倍型聚为２

支,表明本研究所分析的河蚬可能存在２个种.尽

管如此,将具有单倍型 DTH２、DTH３、DTH４(进化

树上支)的河蚬(n＝５４)和具有单倍型 DTH１和

DTH５(进化树下支)的河蚬 (n＝７２)作为２个群体

进行群体间形态参数的一元方差分析,显示壳长、壳
高、壳宽、壳高/壳长、壳宽/壳长和壳宽/壳高之间均

无显著性差异(P＞０．０５),这与 Wang等(２０１４)在

大通湖河蚬中的研究结果一致,同样也说明即使分

析所用河蚬存在２个种,两者之间也无法仅仅依据

形态特征容易地进行区分.此外,大量研究也证实,
蚬属贝类形态的高度可塑性(Parketal,２００３)导致

基于传统形态特征的蚬属分类体系存在问题,而生

殖特征的复杂多样性(Pignueretal,２０１４)尤其专

性雄性生殖易造成的子代细胞质与细胞核基因组错

配 (Houkietal,２０１１),使得联合采用基于线粒体

和细胞核基因条形码的系统分类方法、结合形态特

征 分 析 被 认 为 是 厘 定 蚬 属 分 类 的 最 有 效 方 法

(Gomesetal,２０１６;Penarrubiaetal,２０１７).因

此,洞庭湖蚬属贝类的系统分类问题还有待于进一

步研究.
洞庭湖６个河蚬群体的 Tijima′sD 和Fu′sFs

中性检验结果均为非显著性正值 (２．３５６和７．７５２)
(P＞０．０５),说明洞庭湖河蚬群体可能相对稳定,没
有经历过瓶颈效应和突然的群体萎缩等历史事件.

志谢:感谢湖南农业大学曾聪博士在数据分析

方面提供的指导和帮助.
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GeneticDiversityAnalysisofCorbiculaflumineainDongtingLake
BasedontheMitochondrialCytbGene

WANGJianＧping,ZHUPengＧfei,WANGJian,GUIYuＧting,LIDeＧliang

(CollaborativeInnovationCenterforEfficientandHealthProductionofFisheriesin
HunanProvince,HunanEngineeringTechnologyResearchCenterofFeatured
AquaticResourcesUtilization,CollegeofAnimalScienceandTechnology,

HunanAgriculturalUniversity,Changsha　４１０１２８,P．R．China)

Abstract:InordertobetterutilizeandpreservetheCorbiculaflumineareservesinDongtingLake,thegeＧ
neticdiversityandstructureofC．flumineafromsixgeographicallocationswereexaminedusingtheparＧ
tialmitochondrialcytochromeb(Cytb)sequence(５３１bp)asthegeneticmarker．Tenmutationsand５２１
conservativelociweredetectedintheCytbgenefragmentsfrom１２６C．flumineaandfivehaplotypeswere
identified(DTH１Ｇ５)．Themeanhaplotypediversityandnucleotidediversitywere０．５５９and０．００６,respecＧ
tively．ThegeneticdistanceamongthesixC．flumineapopulationsrangedfrom０．００６to０．００７．Analysis
ofthefixationindexandmolecularvariance(AMOVA)showedthatthegeneticvariancewasprimarily
fromvariationamongindividualswithinpopulationsandtherewasnosignificantgeneticdifferenceamong
populations．IntheMLphylogenetictree,thefivehaplotypeswereclassifiedintotwoclades;thecombinaＧ
tionofDTH１andDTH５formonecladeandDTH２Ｇ４theother．TheneutraltestindicatesthattheC．fluＧ
mineapopulationintheDongtingLakeisrelativelystableandhasnotexperiencedeventssuchasthebotＧ
tleneckeffectorsuddengroupatrophy．Theresults,takentogether,showthatgeneticdifferencesamong
thesixpopulationsareinsignificantandC．flumineaintheDongtingLakeshouldbemanagedandprotecＧ
tedasawhole．
Keywords:Corbiculafluminea;Cytb;geneticdiversity;geneticstructure;DongtingLake
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