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象山港黄墩支港菲律宾蛤仔种群 COI 和 ITS1 基因
序列特征及遗传多样性分析 

李明云, 王礼闪, 苗  亮, 穆方申, 杜静雅 
（宁波大学 农产品质量安全危害因子与风险防控国家重点实验室, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 为了解象山港黄墩支港菲律宾蛤仔种质资源的遗传多样性现状, 采用 COI 和 ITS1 分子标

记对该种群进行了基因序列特征和遗传多样性分析. 结果表明: 在该种群 30 个个体中扩增得到

的 COI 基因序列长度均为 709 bp, ITS1 序列长度范围在 693~729 bp(共有 746 个位点). COI 基因

序列的位点中有 670 个保守位点(占 94.50%)、39 个变异位点(占 5.50%); ITS1 序列的位点中有保

守位点 671 个(占 89.95%)、变异位点 62 个(占 8.31%)和缺失/插入位点 13 个(占 1.74%). COI 基因

序列的保守性高于 ITS1 序列. 在 COI基因序列中碱基(A+T)的占比(65.84%)高于(C+G), 而 ITS1
序列中则是碱基(A+T)占比(37.59%)低于(C+G). COI 和 ITS1 序列的遗传距离分析均显示群体内

遗传分化不明显. 基于 COI 基因序列和 ITS1 序列构建的遗传进化树显示: 各科贝类分别相聚, 
象山港菲律宾蛤仔位于帘蛤科的分支中, 其 COI 序列与杂色蛤进化关系最近. 遗传进化树中各

种贝类的聚类关系与传统分类学结果相一致, 可作为分类的参考. COI和 ITS1序列的平均核苷酸

差异数分别为 5.497 和 6.549, 核苷酸多样性指数分别为 0.007 75 和 0.009 73, 单倍型数目分别为

21 和 28, 单倍型多样性分别为 0.963 和 0.993, 根据 COI 和 ITS1 两个序列计算得到的菲律宾蛤

仔象山港群体单倍型多样性均大于 0.5, 核苷酸多样性指数均大于 0.005, 表明该种群遗传多样性

丰富, 并处于稳定状态. 本研究结果补充了菲律宾蛤仔遗传多样性方面的研究资料, 并可为象山

港菲律宾蛤仔种质资源保护和遗传育种提供理论基础. 
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菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)象山港种

群主要分布于宁波市宁海县象山港黄墩支港一个

半封闭的港湾中, 历来为沿海渔民的捕捞对象和

主要收入来源之一, 年产量 4 000~5 000 t[1-2]. 象山

港黄墩支港也是一个重要的菲律宾蛤仔附苗场所, 
经调查, 该港中低潮区和港心沙洲地带附苗量达

36 000 个·m-2, 是一个天然的种质资源库和苗种供

应地[3]. 20 世纪 80 年代后期, 由于对虾养殖出口受

阻以及病害频发, 对虾养殖经济效益大幅下降、亏

损的养殖户越来越多. 为了增加对虾塘的经济效

益, 降低养殖风险, 全国沿海各地开展了对虾塘立

体养殖, 很多采用了对虾与菲律宾蛤仔混养模式

的虾塘养殖者纷纷前来象山港黄墩支港采购菲律

宾蛤仔种苗, 也有单位购去用于增殖放流[4]. 为了

保护象山港黄墩支港菲律宾蛤仔资源, 早在 20 世

纪 80 年代就有对菲律宾蛤仔的年龄与生长及种群

动态的研究, 并提出了资源保护的可捕量措施[1,3], 
但迄今尚无对该港菲律宾蛤仔种质资源的遗传多
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样性的研究.  
遗传多样性是生物进化与分化的基础, 是评

价自然生物资源的重要依据, 因此, 研究生物种群

的遗传多样性对于该物种的可持续开发利用、保护

和维持生态系统的稳定具有重要意义[5]. 对菲律宾

蛤仔遗传多样性的研究已有不少报道, 很多学者

采用 SSR 标记研究了不同种群的遗传多样性[6-10]. 
李旭光等[11]采用同工酶标记对菲律宾蛤仔 4 个不

同地理分布的野生群体进行了生化遗传特征分析, 
刘相全等[12]采用 AFLP 分子标记分析了 4 个菲律宾

蛤仔群体的遗传多样性. COI (cytochrome oxidase 
subunit I)基因位于线粒体 DNA 上, 编码细胞色素

氧化酶亚基 I, COI 作为结构和动力学研究比较清

楚并且测序最多的基因之一, 在物种鉴定、系统发

育关系分析、遗传分化和遗传多样性研究中有着广

泛应用[13]. ITS1 (internal transcribed spacer 1)是核

基因组上 18S rRNA 基因与 5.8S rRNA 基因间的内

转录 1 区, 具有种内变异较大和长度适中等特点, 
是进行遗传多样性研究的常用标记之一[14]. 目前

未见有我国菲律宾蛤仔 ITS1 遗传多样性方面的分

析, COI 基因遗传多样性研究也较少见, 仅胡丽莎

等[15]用 COⅠ基因分析了湛江、荣成、大连、钦州、

霞浦、广州、连云港、阳江、莆田和儋州 10 个群

体的单倍型多样性和核苷酸多样性, 但该研究并

未包括象山港菲律宾蛤仔群体.  
本文通过扩增象山港菲律宾蛤仔的 COI 与

ITS1 基因片段序列, 分析其遗传多样性, 研究结果

对于补充菲律宾蛤仔遗传多样性方面的研究资料

以及保护象山港黄墩支港的菲律宾蛤仔种质资源

和遗传育种都具有重要意义.  

1 材料与方法 

1.1  实验材料 
实验用菲律宾蛤仔为 2016 年 5 月采自宁波象

山港黄墩支港海区的野生个体, 共 30 只(编号为

XS-1 到 XS-30), 平均壳长 2.56 cm, 平均体重 7.0 g, 
为 3 龄以上的成年贝. 解剖取闭壳肌置于-80 ℃冰

箱保存, 用于提取基因组 DNA.  
1.2  方法 

采用 DNA 提取试剂盒(OMEGA E.Z.N.A. Tissue 
DNA Kit)提取基因组 , 用核酸蛋白检测仪检测

DNA 纯度和质量浓度后调整质量浓度至 100  
ng·μL-1. 使用 Folmer 等[16]的 COI 基因扩增引物和

King 等[17]的 ITS1 扩增引物, 引物信息见表1, 由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成.  

表 1  引物信息 

引物名称 序列(5’→3’) 

COI-F GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 

COI-R TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 

ITS1-F AAAAAGCTTCCGTAGGTGAACCTGCG 

ITS1-R AGCTTGCTGCGTTCTTCATCG 

20 μL 的 PCR 扩增体系包括: DNA 模板(100  
ng·μL-1) 1 μL, 10 μmol·L-1 的正、反向引物各 1 μL, 
2×Taq Premix 10 μL. 扩增条件为 : 94 ℃预变性

5 min, (94 ℃变性 30 s、55 ℃退火 30 s、72 ℃延伸

1 min)×35 个循环, 72 ℃延伸 10 min, 4 ℃保存.  
PCR 产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测后切取

目的条带, 用胶回收试剂盒(上海博彩生物科技有

限公司)纯化回收后与 pMD-19 载体(TaKaRa)连接, 
随后转化大肠杆菌 TG1 感受态细胞, 培养后经蓝

白斑筛选挑取阳性克隆送至上海华大基因科技有

限公司进行测序.  
对测序结果进行拼接后获得象山港菲律宾蛤

仔的 COI 和 ITS1 序列. 从 NCBI 网站上通过

BLAST 比对检索并下载其他物种的 COI 与 ITS1
基因序列, 各序列的 GenBank 登录号见图 1 和图

2. 通过 MEGA 5.05 软件进行位点变异性、碱基含

量、转换和颠换的分析, 计算遗传距离, 构建最大

似然(Maximum Likelihood, ML)法遗传进化树(用
Bootstrap 法检验各分支置信度, 重复次数 1 000 次). 
利用 DnaSP 5.1 软件分析该群体的遗传多样性参数, 
包括多态位点数(S)、平均核苷酸差异(K)、核苷酸

多样性指数(Pi)、单倍型个数(H)和单倍型多样性

(Hd)等.  

2 结果 

2.1  COI 和 ITS1 基因的碱基组成和遗传距离 
扩增得到的象山港菲律宾蛤仔 COI 基因序列

长度均为 709 bp, 4 种碱基的占比见表 2, A/T/C/G
的平均占比分别为 41.70%、24.10%、21.30%和

12.80%, 其中(A+T)占比(65.84%)要远高于(C+G)
占比(34.16%). 该种群 COI 基因序列中共有变异位
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点 39 个(占 5.50%), 保守位点 670 个(占 94.50%); 
变异位点中有简约信息位点 11 个, 单突变位点 28
个; 这些变异位点中包括转换位点(Si) 4 个, 颠换

位点(Sv) 1 个, R 值(R=Si/Sv)为 4.0, 表明碱基替换还

未达到饱和[18].  
扩增得到的象山港菲律宾蛤仔 30 个个体 ITS1

序列长度在 693~729 bp 之间, 4 种碱基的占比见表

2, A/T/C/G 的平均占比分别为 17.99%、19.60%、

30.35%和 32.08%, 其中(A+T)占比(37.59%)小于

(C+G)占比(62.41%). 将所有个体的 ITS1 序列两端

对齐后, 包括缺失和插入的碱基在内共有 746 个碱

基位点, 其中保守位点 671 个(占 89.95%), 突变位

点 62 个(占 8.31%), 缺失/插入位点 13 个(1.74%); 
在 62 个突变位点中有简约信息位点 29 个, 单突变

位点 33 个; 这些突变位点中包含转换位点 5 个, 颠

换位点 3 个, R 值为 1.67.  
表 2  COI 和 ITS1 基因的 4 种碱基占比     % 

基因 A T C G 

COI 41.30~42.00 23.70~24.30 21.20~21.70 12.60~13.10 

ITS1 17.40~18.30 19.30~19.90 29.80~30.90 31.60~32.50 

30 个象山港菲律宾蛤仔 COI 基因序列和 ITS1
序列的个体间遗传距离分别为 0~0.017 和 0.002~ 
0.026, 种群内的平均遗传距离分别为 0.008 和

0.011.  
2.2  遗传进化分析 

基于 COI 基因序列构建的遗传进化树(图 1)显
示: 包括象山港菲律宾蛤仔在内的 10 种帘蛤科双

壳贝类聚为一个大支, 扇贝科贝类则聚为另外一

支; 象山港菲律宾蛤仔与杂色蛤优先相聚, 表明二

者进化关系最近.  
基于 ITS1 序列构建的遗传进化树(图 2)显示: 

象山港菲律宾蛤仔与其他 8 种帘蛤科贝类聚为一

支, 然后再与蚶科的分支相聚, 牡蛎科种类则单独

聚为一支; 在帘蛤科的大支中象山港菲律宾蛤仔

单独成为一支, 表明该种群与本科其他种类有较

大遗传分歧.  
2.3  遗传多样性 

基于 COI 基因序列的遗传多样性分析显示, 
象山港菲律宾蛤仔种群的多态位点数为 39, 单倍

型数目为 21, 单倍型多样性为 0.963, 平均核苷酸

 
图 1  基于 COI 基因序列构建的遗传进化树(ML 法) 

 
图 2  基于 ITS1 序列构建的遗传进化树(ML 法) 
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差异数为 5.497, 核苷酸多样性指数为 0.007 75.  
基于 ITS1 序列的遗传多样性分析显示, 象山

港菲律宾蛤仔种群的多态位点数、单倍型数目、单

倍型多样性、平均核苷酸差异数、核苷酸多样性指

数分别为 49、28、0.993、6.549 和 0.009 73.  

3 讨论 

象山港菲律宾蛤仔群体的 COI 基因序列长度

均为 709 bp, 分析显示这些序列 A/T/C/G 4 种碱基

的平均占比分别为 41.7%、24.1%、21.3%和 12.8%, 
(A+T)为 65.8%, (C+G)为 34.2%, (A+T)占比远大于

(C+G). 这是由于动物线粒体基因组具有 A、T、C、

G 碱基分布不均一的特性, 例如对三疣梭子蟹[19]、

泥蚶[20]、中华绒螯蟹和日本绒螯蟹[21]、中华假磷

虾[22]以及金龟子[23]的 COI 基因序列分析结果均为

(A+T)的占比大于(C+G).  
COI 基因序列分析显示象山港菲律宾蛤仔群

体内遗传距离在 0~0.017 之间, 平均遗传距离为

0.008, 表明该种群内没有明显的遗传分化. 究其

原因, 可能与分布区为一个半封闭内港有关, 且周

围养殖区混养的苗种全部是本地产. 毕晓欣[24]对

中国沿海 9 个不同菲律宾蛤仔种群的遗传分析也

显示各种群未见明显的种群分化.  
象山港菲律宾蛤仔种群的 ITS1 序列长度在

693~729 bp 之间, 将 30 个个体的 ITS1 序列进行比

对发现每条序列都存在插入和缺失的位点; 而扩

增得到的该种群 COI 基因序列长度都为 709 bp, 不

存在碱基的插入和缺失. 从遗传距离上看, 由 ITS1
序列计算出的平均遗传距离为 0.011, 略大于由

COI 基因序列计算的平均遗传距离 0.008. 这是由

于 ITS1 不编码蛋白, 所受的自然选择压力小, 因

此遗传变异速率大于编码蛋白的 COI 基因序列. 
有研究表明在有些物种中 ITS 序列的进化速率是

COI 基因序列进化速率的 2.5 倍[25]. ITS1 的碱基占

比在不同的物种中表现不同, 如西施舌 ITS1 序列

的(C+G)碱基占比大于(A+T)[14], 魁蚶 ITS1 序列中

则是(A+T)占比大于(C+G)的占比[26]. 象山港菲律

宾蛤仔的 ITS1 序列(C+G)占比高于(A+T), 这一点

与西施舌相同.  
采用最大似然法构建的基于 COI 基因序列遗

传进化树显示, 菲律宾蛤仔与杂色蛤聚在一起, 遗

传关系较近, 这与传统分类学结果相一致; 基于象

山港菲律宾蛤仔和其他贝类 ITS1 序列构建的遗传

进化树中各物种聚类分支情况也与传统分类相符

合. 说明对菲律宾蛤仔等贝类而言, 最大似然法构

建的遗传进化树拓扑结构比较好, 可供分类时参

考.  
在衡量一个群体遗传多样性的时候, 单倍型

多样性(Hd)和核苷酸多样性指数(Pi)是重要的指标. 
基于 COI 序列计算出的象山港菲律宾蛤仔种群 Hd

和 Pi 分别为 0.963 和 0.007 75, 由 ITS1 序列计算出

的 Hd 和 Pi 分别为 0.993 和 0.009 73. Grant 等[27]在

对鱼类线粒体 DNA 进行序列研究时, 将这 2 个指

数的组合分为了 4 类: (1) Hd0.5、Pi0.005; (2) 
Hd0.5、Pi0.005; (3) Hd0.5、Pi0.005; (4) Hd0.5、

Pi0.005. 他们认为当 Hd0.5、Pi0.005 时说明群

体的遗传多样性较丰富, 并且这种丰富的遗传多

样性来自于一个大且稳定的群体, 是长期进化的

结果. 由此可看出象山港群体的遗传多样性较丰

富, 并且该群体处于稳定的状态. 胡丽莎等[15]用

COI 基因序列分析的湛江、荣成、大连、钦州、霞

浦、广州、连云港、阳江、莆田和儋州 10 个种群

的单倍型多样性和核苷酸多样性指数都分别大于

0.5 和大于 0.005, 表明在我国沿海分布的各菲律宾

蛤仔种群均有高度遗传多样性. 这种高度遗传多

样性可能与菲律宾蛤仔种群的数量大、生活环境多

样或该物种具有优于其他物种的适应能力等原因

有关[28]. 董建宇等[29]、梁健等[30]的研究均表明我国

菲律宾蛤仔不同地理群体之间存在较明显的表型

差异, 但双壳贝类普遍具有较强的表型可塑性[31], 
栖息地环境、营养等条件都会显著影响菲律宾蛤仔

的表型特征, 因此在人工养殖、选育中更要注意对

当地群体的遗传资源保护, 避免种质混杂. 本研究

表明象山港黄墩支港菲律宾蛤仔群体具有较高的

遗传多样性水平, 今后可深入比较分析该群体与

国内其他地理群体的遗传差异, 以便能够更好地

保护、开发和利用象山港的菲律宾蛤仔资源. 
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Sequence characteristics and analysis of genetic diversity based on 
COI and ITS1 of Ruditapes philippinarum population at  

Huangdun area in Xiangshan Port 

LI Mingyun, WANG Lishan, MIAO Liang, MU Fangshen, DU Jingya 
( State Key Laboratory for Managing Biotic and Chemical Threats to the Quality and Safety of Agro-products,  

Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: The present study was designed to understand the status of genetic diversity of Ruditapes 
philippinarum at Huangdun area in Xiangshan Port. A total number of 30 R. philippinarum samples were 
collected. The sequence characteristics and genetic diversity of COI and ITS1 molecular markers were analyzed. 
The results showed that the sequence lengths of COⅠ gene of the samples were all 709 bp and the ITS1 sequence 
had total 746 loci. In addition, the sequence lengths were in the range of 693-729 bp. In COⅠ gene sequence, 
there were 670 conserved sites (94.50%) and 39 variable sites (5.50%). There were 671 conserved sites (89.95%), 
62 variable sites (8.31%) and 13 deletion/insertion sites (1.74%) in the total 746 loci of ITS1 sequence. The 
sequence conservation of COⅠ gene was significantly higher than that of ITS1 sequence. In COI gene sequence, 
the base content of (A+T) was 65.84% and was higher than (C+G). In the ITS1 sequence, the content of (A+T) 
was only 37.59% and was less than (C+G). The genetic distance analysis based on COI and ITS1 showed that 
there was no significant genetic difference between groups. The phylogenetic tree based on COⅠ and ITS1 
showed that the shellfish of the same family grouped together. The R. philippiarum of Xiangshan Port was in the 
cluster of Veneridae and had the closest relationship of evolution to Venerupis variegata. The results of 
molecular phylogenetic tree were consistent with traditional classification. For R. philippiarum of Xiangshan 
Port, the average numbers of nucleotide differences were 5.497 for COI and 6.549 for ITS1. The nucleotide 
diversity indices were 0.007 75 for COI and 0.009 73 for ITS1. Haplotype numbers were 21 for COI and 28 for 
ITS1. Furthermore, haplotype diversity were 0.963 for COI and 0.993 for ITS1. The haplotype diversity of COⅠ 
and ITS1 were both greater than 0.5. The nucleotide diversity indices of these two sequences were both greater 
than 0.005. The results indicated that the R. philippinarum population at Xiangshan Port had rich genetic 
diversity and the genetic state was stable. The results provided theoretical basis for germplasm conservation and 
genetic breeding of the R. philippinarum population in Xiangshan Port. 
Key words: Ruditapes philippinarum; Huangdun area in Xiangshan Port; sequence characteristics; genetic 
diversity; cytochrome oxidase subunit I (COⅠ); internal transcribed spacer 1 (ITS1) 
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