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洪泽湖野生河蚬(Corbicula fluminea)线粒体 

COⅠ基因序列的遗传多样性分析* 
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(江苏省淡水水产研究所  江苏省内陆水体渔业资源与环境重点实验室  南京  210017) 

摘要    利用线粒体细胞色素氧化酶亚基 (CO )Ⅰ Ⅰ 分子标记对洪泽湖河蚬(Corbicula fluminea)野生种群

的遗传多样性水平进行分析。采集洪泽湖野生河蚬 50 个个体，对 COⅠ基因序列片段进行 PCR 扩增和

序列测定。结果显示，长度为 614 bp 的 COⅠ基因片段中，碱基 A、T、G 和 C 的平均含量分别为 22.6%、

42.4%、21.0%和 14.0%，A+T 的含量(65.0%)显著高于 G+C 的含量(35.0%)。COⅠ基因序列中有 67 个核

苷酸变异位点，总变异率为 10.9%，其中简约信息位点 63 个，单一信息位点 4 个。50 条 COⅠ基因序列

共定义了 15 个单倍型，单倍型多样性指数(h)和核苷酸多样性指数(π)分别为 0.870 和 0.045，平均碱基差

异数(K)为 27.370，单倍型序列间的遗传距离为 0.002−0.095。采用邻接法(NJ)和最大简约法(MP)构建

COⅠ单倍型系统进化树，15 个单倍型聚为两个明显分支，表明洪泽湖河蚬种群出现了遗传分化。中性

检验结果和歧点分布图显示，洪泽湖河蚬种群大小保持相对稳定，未经历种群扩张。本研究结果表明，

洪泽湖河蚬种群具有较高的遗传多样性水平，该结果可为合理开发、利用及保护洪泽湖河蚬野生种质资

源提供科学参考。 
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河蚬(Corbicula fluminea)俗称沙蜊、蜊潦，隶属于

瓣腮纲(Lamellibranchia)、真瓣鳃目(Eulamellibranchia)、

异齿亚目 (Heterodonta)、蚬科 (Corbiculidae)、蚬属

(Corbicula)，是一种栖息于江河湖泊中的常见双壳经

济贝类，原产于我国和东南亚地区，20 世纪 30 年代

引入北美，现已广泛分布于世界各地水域，是淡水水

体中重要的底栖动物和常见的优势种类，对当地水生

生态系统的物质循环有重要影响(Hakenkamp et al, 

1999)。河蚬营养丰富，味道鲜美，具有很高的食用

价值和保健作用，深受我国东南沿海、日本、韩国和

东南亚等国家居民的喜爱。近年来，国内外市场对河

蚬需求量逐渐增大，河蚬养殖业已成为淡水经济贝类

养殖的热点之一。由于过度捕捞、环境污染和富营养

化等多种因素的影响，我国湖泊中河蚬天然资源量渐

趋贫乏(袁永浒等, 1994; 邓道贵等, 2005; 严维辉等, 

2007; 蔡炜等, 2010)。洪泽湖是中国第四大淡水湖泊，

河蚬是其底栖软体动物中的第一优势种(张超文等 , 

2012)，也是洪泽湖出口创汇的重要水产品之一。随

着湖泊污染和富营养化不断加剧，洪泽湖河蚬产量呈

显著下降趋势，较大制约了河蚬产业的发展。 

目前，国内有关河蚬的研究主要集中在其生物

学、营养价值和作为环境指示生物等方面(丁怀宇等, 

2011)，但有关河蚬种质资源遗传多样性的研究鲜有

报道。线粒体 DNA(Mitochondrial DNA, mtDNA)是一

个环形 DNA 分子，因具有母性遗传、进化速度快、

核苷酸替代率高、无组织特异性等特点，mtDNA 已

成为分子系统学特别是群体遗传学及系统发育等研

究的有效遗传标记(刘云国等, 2009)。细胞色素氧化
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酶亚基Ⅰ(COⅠ)是线粒体 DNA 标记中最常用的标记

之一，其进化速率中等，被广泛用于鱼类和双壳类等

水生生物的种群遗传学研究(史兼华等, 2006; 董丽娜

等, 2011; 刘连为等, 2013)。目前，该标记在河蚬地理

系统进化关系研究上已有较多应用 (Giribet et al, 

2002; Lee et al, 2005)，但迄今，将 mtDNA 用于河蚬

种群遗传多样性的研究尚未见报道。 

为了保护河蚬资源，2007 年 12 月在洪泽湖建立

了首个国家级河蚬种质资源保护区。已有研究调查了

洪泽湖河蚬资源的时空分布(袁永浒等, 1994; 严维辉

等, 2007; 张超文等, 2012)，但尚无利用 mtDNA 序列

分析洪泽湖河蚬遗传多样性的研究报道。本研究采用

COⅠ基因片段作为分子标记，分析洪泽湖河蚬遗传

多样性水平和遗传结构，以期为河蚬种质资源保护及

合理开发利用提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料采集 

本研究所用的河蚬于 2013 年 5 月采自洪泽湖野

生种群。从河蚬样品中随机挑选 50 个个体，用无水

乙醇固定，带回实验室，−20℃保存备用。 

1.2  基因组 DNA 提取 

采用苯酚 -氯仿法提取外套膜肌肉组织基因组

DNA(Sambrook et al, 2001)，TE(pH=8.0)溶解，置于

−20℃冰箱保存。用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA

的完整性，Eppendorf Biophotometer 核酸蛋白测定仪

测定 DNA 的浓度和纯度。 

1.3  PCR 扩增和测序 

COⅠ基因序列扩增引物为 LCO1490(5′-GGTCA-

ACAAATCATAAAGATATTGG-3′) 和 HCO2198(5′-TA-

AACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3′) (Folmer et al, 
1994)，引物由上海生工生物技术有限公司合成。PCR

反应体系总体积为 50 µl，包括 50−100 ng 模板 DNA、

上下游引物(10 µmol/L)各 2 µl、2×PCR mix 25 µl (包

含 Taq 酶 2.5 U、dNTPs 10 µmol/L、MgCl2 0.1 mmol/L)，

其余体积用超纯水补足。PCR 反应程序：94℃预变性

5 min；94℃变性 40 s，50℃退火 40 s，72℃延伸 1 min，

共 30 个循环；72℃延伸 10 min。PCR 产物经 1.5%琼脂

糖凝胶电泳检测，电泳缓冲液为 0.5×TBE (pH=8.0)，

常温电泳，Goldview 染色，凝胶成像系统下观察和

拍照。将 PCR 产物纯化后送至上海生工生物技术有

限公司进行双向测序。 

1.4  数据处理 

用 ClustalX 1.81 软件对 DNA 序列进行编辑和比

对，并辅以人工校对。多态位点数(Polymorphic sites, 

S)、单倍型数(Number of haplotype, N)、单倍型多样

性指数(Haplotype diversity, h)、核苷酸多样性指数

(Nucleotide diversity, π)、平均核苷酸差异数(Average 

number of nucleotide difference, k)等遗传多样性参数

由 DNASP 4.0 软件计算。采用 MEGA 4.0 软件统计

DNA 序列的碱基组成和变异位点。利用 Kimura 双参

数模型计算单倍型间的遗传距离，采用 NJ 法和 MP

法构建 COⅠ单倍型系统进化树，并对所得系统树进

行自检法检验(1000 次重复)。采用 Tajima's D 中性检

验和核苷酸不配对分布图检测河蚬种群的历史动态。 

2  结果 

2.1  河蚬 COⅠ基因片段序列分析 

经 PCR 扩增、测序、比对得到 614 bp 的 COⅠ

基因序列，其碱基 A、T、G 和 C 的平均含量分别为

22.6%、42.4%、21.0%和 14.0%，A+T 的含量(65.0%)

明显高于 G+C 的含量(35.0%)，符合无脊椎动物线粒

体 DNA 序列特征。在该编码序列片段使用的密码子

中，A、T、G、C 在第 1、2、3 位点的平均含量差异

很大，其中 C 的平均含量变化最大，在第 1、2、3

位分别为 15.0%、25.5%、1.6%，表明密码子的碱基

使用频率存在明显的偏向性。 

2.2  河蚬 COⅠ基因的遗传多样性分析 

在 COⅠ基因序列中，共检出 67 个核苷酸变异位

点，占核苷酸总数的 10.9%，其中包括 63 个简约信

息位点和 4 个单一信息位点，变异位点分布如图 1 所

示，没有插入或缺失位点，转换/颠换比值为 2.83。50

条 COⅠ基因序列中定义了 15 个单倍型，其中，单倍

型 H9 和 H7 出现的频率较高，分别为 26.0%和 22.0%。

河蚬种群的单倍型多样性为 0.870±0.028，核苷酸多

样性为 0.045±0.002，平均核苷酸差异数为 27.370(表 1)，

表明洪泽湖河蚬野生群体具有较高的遗传多样性。 

2.3  单倍型聚类分析 

对河蚬的 15 个 COⅠ基因单倍型的核苷酸序列

进行比对，根据 Kimura 双参数模型计算单倍型间的

遗传距离(表 2)。可以得出，15 个单倍型之间的遗传

距离在 0.002−0.095 之间，表明单倍型之间的遗传距

离差异较大。采用 NJ 法和 MP 法构建的洪泽湖河蚬

15 个单倍型分子系统树(图 2 和图 3)。两种方法构建 



第 5 期 李大命等: 洪泽湖野生河蚬(Corbicula fluminea)线粒体 COⅠ基因序列的遗传多样性分析 83 

 

 
 

图 1  COⅠ基因序列核苷酸变异位点分布 

Fig.1  The distribution of variable sites in COⅠ gene sequence 
 

表 1  河蚬 COⅠ基因多态性指数 

Tab.1  The haplotype and nucleotide diversity of COⅠgene of C. fluminea 

种群 Population 单倍型数 N 多态位点数 S 单倍型多样性 h 核苷酸多样性 π 平均核苷酸差异数 k 

河蚬 C. fluminea 15 67 0.870±0.028 0.045±0.002 27.370 
 

表 2  河蚬不同单倍型序列间的遗传距离 
Tab.2  The genetic distance of different haplotypes in C. fluminea 

单倍型 Haplotype H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15

H1 1.000               

H2 0.003 1.000              

H3 0.003 0.007 1.000             

H4 0.002 0.005 0.002 1.000            

H5 0.002 0.005 0.005 0.003 1.000           

H6 0.005 0.008 0.008 0.007 0.007 1.000          

H7 0.003 0.007 0.007 0.005 0.005 0.002 1.000         

H8 0.007 0.010 0.010 0.008 0.008 0.005 0.003 1.000        

H9 0.087 0.091 0.091 0.089 0.087 0.093 0.091 0.087 1.000       

H10 0.089 0.093 0.093 0.091 0.089 0.095 0.093 0.089 0.002 1.000      

H11 0.085 0.089 0.089 0.087 0.085 0.091 0.089 0.085 0.002 0.003 1.000     

H12 0.085 0.089 0.089 0.087 0.085 0.091 0.089 0.085 0.005 0.007 0.007 1.000    

H13 0.087 0.091 0.091 0.089 0.087 0.093 0.091 0.087 0.003 0.005 0.005 0.002 1.000   

H14 0.083 0.087 0.087 0.085 0.083 0.089 0.087 0.084 0.003 0.005 0.005 0.008 0.007 1.000  

H15 0.089 0.093 0.093 0.091 0.089 0.095 0.093 0.089 0.027 0.028 0.028 0.032 0.030 0.030 1.000

 

的系统树的单倍型的分布基本一致，15 个 COⅠ单倍

型被分成两个分支，其中分支 I 包括单倍型 H1−H8，

分支 II 包括单倍型 H9−H15。分支内单倍型间遗传距

离较小，而分支间单倍型遗传距离较大。 

2.4  群体动态分析 

采用 Tajima’s D中性检测和歧点分布分析洪泽湖

河蚬是否经历种群扩张。结果显示，洪泽湖河蚬种群 

的检测中，歧点分布(Mismatch-distribution)分析图谱

呈现多峰型(图 4)，在中性检验中 Tajima’s D (D=2.724, 

P<0.01)值为正值，且统计结果为显著，表明洪泽湖河

蚬种群大小保持相对稳定，未发生明显的种群扩张。 

3  讨论 

A、T、C 和 G 碱基在线粒体基因组中的分布呈

不均一性，是动物线粒体基因组的共性(Thompson et al, 
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图 2  河蚬 COⅠ基因序列单倍型的 NJ 系统进化树 

Fig.2  The neighbor-joining tree of COⅠhaplotypes  
in C. fluminea 

 

 
 

图 3  河蚬 COⅠ基因序列单倍型的 MP 系统进化树 

Fig.3  The maximum-parsimony tree of COⅠhaplotypes  
in C. fluminea 

 

 
 

图 4  洪泽湖河蚬种群的歧点分布 
Fig.4  The mismatch-distribution analysis of  

C. fluminea population 

1997)。洪泽湖河蚬的 COⅠ序列中 A、T、G、C 碱基

含量分别为 22.6%、42.4%、21.0%和 14.0%，A+T 的

含量(65.0%)明显高于 G+C 的含量(35.0%)，表现出较

为明显的碱基偏倚性。这与三角帆蚌(Hyriopsiscum ingii) 

(李家乐等, 2008)、褶纹冠蚌(Cristaria plicata) (贾名静

等 , 2009)、厚壳贻贝(Mytilus coruscus) (毛阳丽等 , 

2014)、紫贻贝(Mytilus edulis) (沈玉帮等, 2011)、牡蛎

(李咏梅等, 2009)等贝类线粒体 COⅠ基因序列结果相

似，也符合无脊椎动物线粒体 DNA 的序列特征。同

时，4 种碱基在密码子的第 1、2 和 3 位的使用频率

不同，特别是碱基 C，其在密码子第 1、2 位含量较

高，而在第 3 位使用较少，表明河蚬 COⅠ基因密码

子的碱基使用频率存在很强的偏向性。 

遗传多样性(Genetic diversity)是生物多样性的核

心，又称为基因多样性(Gene diversity)。单倍型多样

性指数和核苷酸多样性指数是评价种群遗传多样性

的两个重要指标。本研究中洪泽湖 50 个河蚬个体共

定义了 15 个单倍型，占个体总数的 30.0%，单倍型

多样性指数和核苷酸多样指数分别为 0.870 和 0.045，

平均核苷酸差异数为 27.370，表现出较高的遗传多样

性。Grant 等(1998)根据鱼类线粒体 DNA 序列的遗传

变异分析，将不同的单倍型多样性(h)和核苷酸多样性

(π)间的组合分成 4 种类型(低 h，低 π；高 h，低 π；

低 h，高 π；高 h，高 π)。从本研究结果可以得出，

洪泽湖河蚬种群具有较高 h 和 π，说明洪泽湖河蚬种

质资源遗传多样性比较丰富。从进化角度来看，洪泽

湖河蚬种群遗传多样性的状况被认为可能是由一个

大而稳定的种群经过长时间演化所形成的。另外，较

大的种群数量、环境的多样性或具有适应种群快速增

长的生活特征也有利于种群具备较高的遗传多样性

(Nei, 1987)。河蚬是洪泽湖底栖动物中的常见和优势

土著种类，资源量较大，在洪泽湖分布广泛，湖区间

河蚬种群交流频繁，从而有利于形成和维持河蚬种群

遗传多样性。 

本研究共定义了 15 个单倍型(H1−H15)，单倍型

间的遗传距离在 0.002−0.095 之间。根据 Hebert 等

(2003)对动物界物种的线粒体 COI 基因序列比较分析

后发现，大部分的种内遗传距离小于 0.010，最小种

间遗传距离为 0.02，可见部分单倍型间的遗传距离已

超过种间差异。基于遗传距离构建的 NJ 系统树和

MP 系统树均明显分为两支，其中单倍型 H1−H8 聚为

一支(I)，H9−H15 聚为另一支(II)，分支内单倍型间的

遗传距离非常低，而分支间的单倍型之间的遗传距离

较高。根据遗传距离和系统树，推断洪泽湖河蚬 COⅠ

单倍型出现了较为明显的遗传分化，可以将河蚬种群
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分化为两个亚种。一般认为，具有浮游幼虫期的双壳

贝类，可以在广泛的区域内自由扩散，从而具有较低

的遗传分化水平(Arnaud et al, 2000)。另外，频繁的

捕捞活动有利于洪泽湖不同湖区河蚬群体间的基因

交流，河蚬群体间也不存在地理隔离，这些因素导致

河蚬群体间遗传分化微弱。丁怀宇等(2011)通过微卫

星技术分析了洪泽湖河蚬群体的遗传结构，结果也表

明不同湖区河蚬群体没有形成显著的遗传结构。因

此，分支内的单倍型遗传距离较小，遗传变异较低。 

群体遗传学研究认为，引起群体分化的主要原因

是遗传漂变和自然选择(郑向忠等, 1997)，同时也受

到种群历史动态的影响(孙鹏等, 2011)。种群历史演

化通常通过两种方法来检测，其一是通过中性选择分

析，如 Tajima’s D 检验(Tajima, 1989)，D 呈负值并且

有显著性意义时，即显示种群经历过扩张事件；其二

是碱基不配对分析，这种方法是基于无限位点模式

(Infinite-site model)，对样本中两两序列进行差异分

析，个体间碱基不配对分布曲线呈明显的单峰型被认

为种群历史有扩张现象，反之，如果种群呈稳定状态，

在歧点分布分析图谱上呈现多峰型。本研究结果显

示，洪泽湖河蚬种群的 Tajima’s D 中性检验结果

(D=2.724)为正值，且歧点分布图谱呈现多峰型，这

表明历史上洪泽湖河蚬种群较为稳定，没有经历过种

群扩张。但中性检验结果差异为极显著(P<0.01)，说

明河蚬种群进化过程偏离了中性选择，部分种群发生

了基因突变，从而导致种群内部出现遗传分化，进而

不同种群间遗传距离上有较大差异。 

物种的遗传多样性高低与其适应能力、生存能力

和进化潜力密切相关。丰富的遗传多样性意味着较高

的适应生存潜力，蕴藏着较大的进化潜能，遗传多样

性的减少将会使一个物种降低对环境改变的适应能

力，降低群体中变异的丰富度，导致渔业资源的匮乏，

甚至导致物种的灭绝。本研究结果表明，洪泽湖河蚬

种群具有较高的遗传多样性水平，种质资源较为丰

富。但人类活动(环境污染、过度捕捞)亦会导致洪泽

湖野生河蚬资源量衰竭和遗传多样性下降，因此有必

要采取科学的保护和管理措施来维持河蚬野生资源

的可持续开发和利用。 
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Genetic Diversity of Wild Corbicula fluminea Population in the Hongze Lake 
Analyzed by Mitochondrial DNA CO I Gene Sequence 

LI Daming, ZHANG Tongqing①
, TANG Shengkai, ZHONG Liqiang, LIU Xiaowei 

(Freshwater Fisheries Research Institute of Jiangsu Province, Key Laboratory of Fisheries  
Resources in Inland Water, Nanjing  210017) 

Abstract    Corbicula fluminea is a common macrozoobenthos in the freshwater of the Hongze Lake, 

which plays an important role in the cycle of mass and energy fluxes of fresh water ecosystem. However, 

the wild source of C. fluminea has sharply decreased recently due to over-fishing and water pollution. The 

genetic diversity of C. fluminea in the Hongze Lake has not been widely investigated. The present study 

analyzed the genetic diversity of C. fluminea population in the Hongze Lake using mitochondrial DNA 

cytochrome coxidase subunit Ⅰ (COⅠ) gene molecular marker. The mitochondrial DNA COⅠgene 

fragments were amplified and sequenced from 50 individuals of wild C. fluminea in the Hongze Lake. 

The contents of A, T, G and C in the 614-base pair fragments of COⅠgene were 22.6%, 42.4%, 21.0% 

and 14.0%, respectively, and the content of A+T was significantly higher than that of G+C. Sixty-seven 

polymorphic sites were detected, accounting for 10.9% of the total sequences, and of which sixty-three 

were parsimony- informative sites and four were singleton sites. Fifteen haplotypes were defined in 50 

individuals of C. fluminea. The mean haplotype diversity, nucleotide diversity, and the average number of 

nucleotide difference in the C. fluminea population were 0.870, 0.045 and 27.370, respectively. The 

genetic distance among fifteen haplotypes ranged from 0.002 to 0.095. Neighbor-joining (NJ) and 

maximum-parsimony (MP) trees divided fifteen haplotypes into two clades, suggesting that C. fluminea 

populations had significant genetic difference. Mismatch distribution analysis showed a multiple type, and 

Tajima’s D value (2.724) of neutrality test is positive but significantly different, demonstrating that C. 

fluminea in the Hongze Lake hadn’t experience a recent population expansion. These results suggest that 

the genetic diversity of C. fluminea population in the Hongze Lake is high, which provides scientific 

information for the conservation and sustainable exploitation of C. fluminea. 

Key words    Corbicula fluminea; Cytochrome coxidase subunit Ⅰ; Genetic diversity; Hongze Lake 
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