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缢蛏5个群体遗传多样性和遗传分化的SNP分析
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摘要: 利用多态性SNP标记, 采用SNaPShot方法分析了缢蛏(Sinonovacula constricta)5个群体(山东东营群体

DY、浙江乐清群体YQ、福建云霄群体YX、广东湛江群体ZJ及广西钦州群体QZ)的遗传多样性和遗传结

构。结果表明, DY、YQ、YX、ZJ和QZ的平均有效等位基因数(Ne)分别是1.754、1.555、1.558、1.533和
1.519; 平均香农指数(I)为0.605、0.501、0.502、0.489和0.471; 平均观测杂合度(Ho)为0.317、0.282、0.282、
0.265和0.285; 平均期望杂合度(He)为0.423、0.336、0.338、0.325和0.313; 平均最小等位基因频率(MAF)为
0.336、0.241、0.238、0.234和0.229; 缢蛏5个群体具有较高遗传多样性。STRUCTURE分析显示所有的缢蛏

个体可以划分为5个聚类簇, 5个群体在每个聚类簇中占比为0.075—0.397, 均未聚集到单个聚类簇中;
AMOVA分析结果显示, 群体间遗传分化系数(Fst)值为–0.0061—0.0829; 群体两两之间遗传距离为0.0023—
0.0537, Nei’遗传相似度为0.9477—0.9977; UPGMA聚类分析表明乐清群体和云霄群体聚为一支, 湛江群体和

钦州群体聚为一支, 东营群体与其他4个群体遗传距离最远, 单独为一支。群体遗传结构分析表明, 群体间遗

传变异主要来自群体内部, 群体间具有较高的遗传相似度和较低的遗传分化, 推测缢蛏在养殖过程中频繁的

亲贝引种和苗种移养可能是导致群体遗传分化程度不高的主要原因。
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缢蛏(Sinonovacula constricta Lamarck), 属软体

动物门(Mollusca), 瓣鳃纲(Lamellibranchia), 帘蛤目

(Veneroida), 竹蛏科(Solenidae), 缢蛏属(Sinono-
vacula), 主要分布于日本、韩国、越南和我国的沿

海、河口及中低潮间带区域, 为广温广盐海产双壳

贝类。缢蛏生长快, 养殖周期短, 味道鲜美, 具有较

高的市场价值, 据FAO[1]
统计, 2016年我国缢蛏产量

达82.3×107 kg, 占蛏类总产量的95.4%, 是我国沿海

滩涂贝类主要养殖品种之一。缢蛏养殖过去主要

集中在浙江和福建一带, 近年来, 随着缢蛏消费市

场的扩大及人工育苗技术的成熟, 缢蛏养殖业迅速

发展, 山东沿海地区从浙江、福建引进苗种进行培

育养殖; 浙江沿海为了能提早出苗, 每年9月从福建

和广东等地购买亲贝, 催产育苗, 培育的苗种又销

往山东、福建、广东和广西等地。频繁地异地引

苗、盲目引种和无序养殖等可能使得缢蛏引入群

体和当地群体发生基因交流, 导致缢蛏群体遗传多

样性降低, 缢蛏当地种质资源混杂等问题。

目前, 关于缢蛏群体遗传结构和遗传多样性的

报道主要采用同工酶、线粒体COⅠ、RAPD、

AFLP、ISSR、ITS和SSR等标记来进行研究, 如王

冬群等
[2]
利用同工酶分析野生群体和养殖群体的遗

传多样性; Tran等[3]
基于mtDNA-COⅠ和ITS2技术,

研究了中国、韩国和越南缢蛏种群的遗传结构;
Wang等[4]

运用AFLP标记分析了缢蛏自然群体的遗

传变异; 刘博等
[5]
利用微卫星标记技术研究了4个缢
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蛏群体的遗传多样性和系统发生关系等。单核苷

酸多态性标记(SNP)是指在基因组水平上由单个核

苷酸的变异所引起的DNA序列多态性, 与上述标记

相比, SNP标记具有以下优点: (1)数量多、分布

广、遗传稳定和覆盖密度大; (2)某些SNP与生物特

定性状直接相关; (3)SNP在群体中的分布频率具有

显著差异, 更适合用于与性状的关联分析; (4)SNP
的二态性特征使得其便于自动化检测。SNP标记

已经广泛应用于群体遗传结构分析
[6—10]

、高密度

遗传连锁图谱构建
[11—15]

、性状关联分析
[16—20]

、分

子标记辅助育种
[21,22]

和亲权鉴定
[23]

等方面, 并表现

出良好的应用前景。SNP标记应用于水产动物群

体遗传结构分析已经有若干报道, 如日本鳗鲡
[24]

、

大黄鱼(Larimichthys crocea) [25]
、马氏珠母贝(Pinc-

tada fucata)[26]
和栉孔扇贝(Chlamys farreri) [27]

等。

本研究将采用多态性SNP分子标记对山东、

浙江、福建、广东和广西等地缢蛏群体的遗传结

构进行分析, 以期进一步揭示我国沿海缢蛏理群体

的遗传背景, 探讨缢蛏群体遗传多样性和遗传分化

水平, 分析缢蛏地理群体遗传变异与地理分布的关

系, 为缢蛏地理群体的识别、种质资源保护及良种

选育提供基础资料。

1    材料与方法

1.1    样品采集

2017年9—10月, 缢蛏5个种群分别采自山东东

营(DY)、浙江乐清(YQ)、福建云霄(YX)、广东湛

江(ZJ)和广西钦州(QZ)等地(图 1)。缢蛏山东东营

种群采自东营河口区, 是滩涂上自然繁殖自然生长

群体; 其他4个群体苗种分别来源于当地自然产苗

区, 人工采苗, 池塘养殖。每个群体取40个样品, 解
剖样品, 取足于70%酒精中保存。样品信息见表 1。
1.2    DNA提取、PCR扩增及产物检测

DNA提取　　基因组DNA采用艾德莱组织/细
胞基因组DNA快速提取试剂盒(DN0711)进行抽提,

提取出来的DNA, 用1%琼脂糖电泳检测DNA的完

整性, Nano-400超微量核酸分析仪检测DNA纯度和

浓度, 再配制成10 ng/μL工作液, 4℃备用。

SNP位点序列信息获得　　本研究所采用的

缢蛏SNP位点来源于已发表文献[28], 参考文献中

18个位点的引物序列及PCR反应体系和反应程序,
随机扩增18个个体, 双向测序和拼接, 得到位点所

在的序列信息。采用Primer-blast方法设计SnaP-
shot扩增引物和延伸引物(表 2)。

SNaPShot方法检测样品　　首先, 采用扩增

引物获得PCR产物并纯化。PCR反应体系为20 μL,
包括KAPA 2G Robust HotStart ReadyMix(Roche)
17.0 μL, 10 mmol/L扩增引物各1.0 μL, DNA模板

表 1    缢蛏5个种群的样品信息

Tab. 1    Sample information of S. constricta populations

群体
Population

采样时间
Time

采样地点
Location

数量
Size

壳高
Shell height (mm)

壳长
Shell length (mm)

壳宽
Shell width (mm)

全重
Total weight (g)

山东东营DY 2017.10 37°36′03.76″N,
118°57′35.68″E 40 18.37±1.75 58.32±6.08 12.90±1.41 7.33±2.03

浙江乐清YQ 2017.10 28°16′57.0″N,
121°14′39.3″E 40 20.05±1.47 59.15±4.37 14.60±1.25 10.89±1.97 

福建云霄YX 2017.09 23°55′34.12″N,
117°26′15.68″E 40 16.73±1.84 50.65±6.55 13.01±1.68 7.14±2.43

广东湛江ZJ 2017.09 20°33′05.11″N,
109°49′37.88″E 40 15.71±1.09 47.16±3.03 11.70±1.40 5.35±1.07

广西钦州QZ 2017.09 21°40′03.38″N,
108°43′26.97″E 40 16.04±1.44 46.38±3.59 12.70±1.69 5.98±1.89

126°40′0″E120°0′0″E113°20′0″E106°40′0″E

43
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图 1   缢蛏群体样品采集点

Fig. 1   Sample location sites of S. constricta populations
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1.0 μL。PCR反应程序为: 98℃变性2min, 进入35个
循环, 每一循环包括98℃变性10s, 复性(Tm温度见

表  2)10s,  72℃延伸10s,  最后一步是72℃延伸

5min。最后将产物于4℃下保存。扩增产物用

1.5%琼脂糖凝胶检测, 鉴定有扩增产物后, 以快速

PCR产物磁珠法回收纯化试剂盒(志昂, GO-PCRF-
5000)纯化PCR产物。

其次, 延伸标记和纯化。SnaPshot PCR反应体

系为5 μL, 包括SNaPshot Multiplex Ready Reaction
Mix(ABI)0.8 μL, 模板(上述纯化PCR产物)2.0 μL,
延伸引物(表 2)1.2 μL, 加ddH2O至5 μL。PCR反应

程序为: 96℃变性5min, 进入25个循环, 每一循环包

括96℃变性10s, 复性(Tm温度见表 2)5s, 60℃延伸

30s, 最后一步是60℃延伸5min。在反应结束后, 进
行第2次纯化, 在每个SnaPshot PCR产物中, 加入

SAP(1 U/μL)0.5 μL, 10×SAP Buffer 0.5 μL, 37℃孵

育1h, 75℃ 15min灭活SAP酶, –20℃保存。

最后, 检测SNP位点基因型。反应体系5 μL, 包
括模板(第2次纯化产物)0.8 μL, HiDi+GS120 (ABI)
预混液4.2 μL。95℃变性5min, 待温度降到4℃后拿

出, 短离心1000 r/min后, 使用ABI 3730进行毛细管

电泳, GeneMapper 4.1 进行分型统计。

1.3    数据分析

根据缢蛏5个群体15个SNP位点基因型统计结

果, 应用Popgene 1.32 软件计算每个SNP位点的有

效等位基因数(Ne)、shannon指数(I)、期望杂合度

表 2    缢蛏SNaPshot扩增引物信息

Tab. 2    Sequences of SNaPshot amplification primers of S. constricta

引物
Primer ID

扩增引物序列
Primer sequences (5′—3′)

退火温度
Tm (℃)

延伸引物序列
5′ tail length-Primer sequence

退火温度
Tm (℃)

ScSNP-1 TTCTTATGTGCGCTTGATGC 60.0 　(T)5-ATATATTATTTAACAAAATTTCT 44.6
AAAACGCCGTCGAGTACCTT 61.0

ScSNP-2 CTCCAGAGCGCAAATACTCC 60.0 　(T)3-AGTAGTGTGTCTCTCTTTAATAAATAATTTG 56.9
ACAAGCAACCAACCCAAGAC 60.0

ScSNP-3 TATTTGCACCAGCTCCCTTC 60.2 　(T)20-GAGGCAATGGTTTTCCTGTA 57.7
GCCTTCAAGGACCAGATCAA 60.2

ScSNP-4 CTTCCACTGGGCATACTGCT 60.3 　(T)25-GCACTTTATCCGGATCTCAAC 58.7
GCGGAGTTCGGAACATTTTA 60.1

ScSNP-6 GCGAAGGGACTTCTCAACTG 60.0 　(T)34-CAGCACACAGGCCAGCAT 62.1
CCACTTGGGTGGTGAAGACT 60.0

ScSNP-7 TCGCACACTTCACATGTCTG 59.4 　(T)24-CTCATGCATTCTTACACTGTAAGAAT 58.1
TCCTGTGCGTGTAAAAATCG 59.7

ScSNP-8 CATTTTGGGCATTTTTGCTT 59.9 　(T)36-GAACACTGCAGAGCACCCAA 62.4
TCATTGAACAGTGGCTGCAT 60.3

ScSNP-9 CATTTTGGGCATTTTTGCTT 59.9 　(T)10-GAACACTGCAGAGCACCCAA 62.4
TCATTGAACAGTGGCTGCAT 60.3

ScSNP-10 CGTCTTTCGTCAGCTGTGTA 57.95 　(T)19-GTGTAGCCCCGATCGCC 62.6
CGGCATAAAATCAAGCAAGA 58.9

ScSNP-12 TTCACGCTACCAGTCAGTCG 60.0 　(T)9-CTTAATCTACATGTAAA
　AATTGCATATAATAAT 57.7

TTTCCGGATCAAAGAGTTCG 60.2

ScSNP-13 ATAGGCCGGTACAACCCTTC 60.2 　(T)33-GCGGACAACGAGGCC 59.8
ACACCAACGGCCAATAAAAA 60.2

ScSNP-14 CACGCAACCATTATGTCCTG 60.0 　(T)31-GCCTGTATTGACAGTTGAATTAA 56.1
TATGGGGTCGTGGTTGATTT 60.1

ScSNP-15 CGTGCCTTTTCCTTCCTAGA 59.4 　(T)8-ATCCATATTGCTTTCTTCATCTCC 59.8
CAAGAGGTGAAACCCATCGT 60.0

ScSNP-17 CAAGCAACTGTCTTGCGTGT 60.1 　(T)15-GATACGTGACCTTTTCATAAATA 53
ACCCCGAAAAGCCTTTACTC 59.6

ScSNP-18 TTTCCCACCTCACTTTCGTC 60.1 　(T)20-CCTCATCATCACCTTTATCACTTG 59.9
TTTGCCCAAGAAATGGAA

GAAC 62.5
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(He)、观察杂合度(Ho)、最小等位基因频率(MAF)、
哈代-温伯格平衡值(Hardy-Weinberg equilibrium,
HWE)、Nei’s遗传相似度和遗传距离。通过STRU-
CTURE V2.3.3[29]

判断5个群体200个个体的遗传结

构, 根据Delta K值确定最佳类群数, 对于确定的

K值 ,  重复运行St ruc tu re程序1000次 ,  每次在

10000burn-in基础上运行10000步, 获得群体的遗传

结构图由Distruct程序构建。采用Arlequin3.5软件

对群体进行AMOVA(Analysis of molecular varian-
ce)分析, 并计算群体间遗传分化(Fst)。根据群体间

遗传距离数据, 利用MEGA4.0对5个群体进行聚类

分析, 构建UPGMA聚类树, 以此来确定各个群体的

亲缘关系远近。

2    结果

2.1    SNaPshot扩增引物信息获得

位点ScSNP-5、ScSNP-11和ScSNP-16测序结

果存在信号衰减和双峰现象, 因此在后续实验中去

掉这3个位点。其余15个位点各扩增18个个体, 经
双向测序和拼接后获得序列信息。根据SNaP-
shot引物设计原则, 参考SNP位点来源文献[28]中各

位点的突变碱基, 15个位点均各获得2条扩增引物

序列和1条延伸引物序列(表 2)。
2.2    缢蛏群体遗传多样性分析

对15个SNP位点在5个群体的分型结果进行遗

传结构统计分析, 结果显示, DY、YQ、YX、ZJ和
QZ的平均有效等位基因数 (N e )分别是1 .754、
1.555、1.558、1.533和1.519; 平均香农指数(I)为
0.605、0.501、0.502、0.489和0.471; 平均观测杂

合度(Ho)为0.317、0.282、0.282、0.265和0.285; 平
均期望杂合度(He)为0.423、0.336、0.338、0.325和
0.313; 平均最小等位基因频率(MAF)为0.336、0.241、
0.238、0.234和0.229(表 3); 高多态性SNP(MAF≥
0.30)位点数为9、5、5、4和4(图 2)。
2.3    缢蛏群体结构分析

采用STRUCTURE软件分析群体结构, 假设类

群值K在3—10, 进行聚类。根据Delta K值最大来确

定最佳分类群数是5(图 3), 表明200个缢蛏个体可

以划分为5个类群。基于15个SNP标记分析各个样

品的遗传组分在各个聚类簇中的百分比, 以75%类

群属性比作为划分依据, 200个个体类群归属结果

如图 4。在5个聚类簇中, 聚类簇1、聚类簇2、聚类

簇3、聚类簇4和聚类簇5分别包含45、38、46、
38和33个个体。表 4显示了5个群体在每个聚类簇

中所占比例, 东营群体中有39.7%的个体归属到聚

类簇5, 归属到聚类簇1—4的个体在11.9%—17.4%,

乐清群体和云霄群体分别有34.9%和34.6%的个体

归属到聚类簇3, 湛江群体中有31.3%的个体归属到

聚类簇1, 钦州群体中有30.8%的个体归属到聚类簇2。
2.4    缢蛏群体AMOVA分析及遗传分化

应用AMOVA对缢蛏5个群体的遗传变异进行

分析(表 5), 根据养成方式, 5个地理群体分为2组,
即野生群体组和养殖群体组, 来自组间、群体间和

群体内个体间的遗传变异分别为4.67%, 3.31%和

92.02%(P<0.05)。按照地理分布, 分为3组, 93.38%
的变异来自群体内个体间(P<0.05)。缢蛏群体两两

之间的遗传分化(Fst)值在–0.0061—0.0829, 其中乐

清群体和云霄群体, 湛江群体和钦州群体Fst无显著

差异(P≥0.05), 其余群体两两之间Fst差异显著。

Reynolds’遗传距离在0.000(湛江群体和钦州群体)
–0.0865(东营群体和湛江群体)之间(表 6)。
2.5    缢蛏群体遗传距离及聚类分析

基于15个SNP位点分析缢蛏5个地理群体的

Nei’s遗传相似度和遗传距离, 结果如表 7。群体两

两之间遗传距离在0.0023—0.0537, 遗传相似度在

0.9477—0.9977, 群体间较高的遗传相似度说明5个
地理群体具有相似的遗传结构。其中, 湛江群体和

钦州体遗传距离最小(0.0023), 乐清群体和云霄群

体遗传距离次之(0.0026), 东营群体与湛江群体遗

传距离最远(0.0537)。Nei’s遗传聚类结果显示, 乐
清群体在云霄群体聚在一起, 湛江群体和钦州群体

聚在一起, 东营群体与其他4个群体遗传距离最远,
单独为一支(图 5)。

3    讨论

3.1    缢蛏群体遗传多样性分析

群体遗传学分析指标中, 遗传参数(有效等位

基因数(Ne)、香农指数(I)、观测杂合度(Ho)、期望

杂合度(He)和最小等位基因频率(MAF)等的大小反

映了群体遗传多样性水平, 其数值越大, 说明基因

丰富度越高。本研究的结果表明, 5个群体的Ne为

1.519—1.754, I为0.471—0.605, Ho为0.265—0.317,
He为0.313—0.423, MAF为0.229—0.336。Jiang等[25]

利用飞行质谱阵列SNP基因分型技术(Sequenom
MassARRAY)分析了大黄鱼野生群体的遗传多样

性, Ne为1.328—1.341, Ho为0.190—0.253, He为

0.273—0.320; Dong等[30]
的利用高分辨率溶解曲线

法(High-resolution melting, HRM)分析了海参野生

群体的遗传多样性, Ho为0.2664—0.2760, He为

0.3188—0.3280。缢蛏群体的杂合度值高于大黄鱼

和海参, 因此, 我们推测5个缢蛏群体的遗传多样性
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处于较高水平, 具有较高的遗传变异潜力。与乐清

群体、云霄群体、湛江群体和钦州群体等4个群体

相比, 东营群体的遗传参数值更大, 表明其遗传多

样性更高。遗传多样性降低, 对经济性状, 如存活

率、生长率和疾病耐受性等可能产生不利的影响,
而更高水平的遗传多样性, 更加广泛的变异, 有利

于生物群体适应环境的变化, 维持长期的生存, 因
此, 有必要使用分子标记评估和监控缢蛏群体的遗

传多样性。

Niu等[31]
利用SSR标记分析缢蛏群体遗传结构,

Ho为0.737—0.909, He为0.836—0.882; 刘达博等
[32]

同样采用SSR分析了乐清湾和三沙湾缢蛏群体遗

传多样性 ,  其He分别为0.872—0.909和0.846—
0.894, 均高于本研究的缢蛏群体的Ho和He值。在

变异度丰富的群体中, 每个微卫星位点可以有更多

表 3    基于15个多态性SNP位点的缢蛏群体遗传多样性分析

Tab. 3    Genetic diversity summary in five populations of S. constricta from different SNPs

群体
Population

参数
Parameter

位点Locus
ScSNP

-1
ScSNP

-2
ScSNP

-3
ScSNP

-4
ScSNP

-6
ScSNP-

-7
ScSNP

-8
ScSNP

-9
ScSNP

-10
ScSNP

-12
ScSNP

-13
ScSNP

-14
ScSNP

-15
ScSNP

-17
ScSNP

-18
山东东营 Ne 1.8408 1.4839 1.9988 1.9036 1.4060 1.4060 1.6988 1.3846 1.9792 1.8938 1.9792 1.9781 1.9984 1.4506 1.9107

DY I 0.6492 0.5074 0.6928 0.6676 0.4637 0.4637 0.6017 0.4506 0.6879 0.6648 0.6879 0.6876 0.6927 0.4896 0.6696
Ho 0.4706 0.0513 0.3750 0.4750 0.3500 0.3000 0.2105 0.2821 0.3333 0.7105 0.3846 0.0000 0.2857 0.2308 0.2973
He 0.4636 0.3303 0.506  0.4807 0.2924 0.2924 0.4168 0.2814 0.5012 0.4782 0.5012 0.5011 0.5068 0.3147 0.4832

MAF 0.3529 0.2051 0.4875 0.3875 0.1750 0.1750 0.2895 0.1667 0.4487 0.3816 0.4487 0.4474 0.4857 0.1923 0.3919

HWE 0.9282 0.0000 0.0957 0.9394 0.0954 0.8632 0.0025 0.9878 0.0858 0.0126 0.1402 0.0000 0.0079 0.1121 0.0530

浙江乐清 Ne 1.9836 1.1900 1.9036 1.6000 1.6000 1.1655 1.5662 1.2800 1.5031 1.7817 1.9882 1.0512 1.6514 1.2639 1.8000
YQ I 0.6890 0.2967 0.6676 0.5623 0.5623 0.2712 0.5474 0.3768 0.5173 0.6306 0.6902 0.1169 0.5835 0.3638 0.6365

Ho 0.7879 0.1250 0.5250 0.3000 0.4000 0.1538 0.0526 0.2000 0.2750 0.6500 0.5128 0.0000 0.0000 0.1316 0.1111
He 0.5035 0.1617 0.4807 0.3797 0.3797 0.1439 0.3663 0.2215 0.3389 0.4443 0.5035 0.0494 0.3999 0.2116 0.4507

MAF 0.4545 0.0875 0.3875 0.2500 0.2500 0.0769 0.2368 0.125 0.2125 0.3250 0.4615 0.0250 0.2703 0.1184 0.3333

HWE 0.0006 0.2117 0.5524 0.1906 0.7266 0.5183 0.0000 0.5500 0.2442 0.0004 0.9067 0.001  0.0000 0.0435 0.0000

福建云霄 Ne 1.9627 1.2495 1.8594 1.7241 1.4382 1.0778 1.6000 1.406  1.6000 1.9036 1.8766 1.0512 1.6000 1.2800 1.7373
YX I 0.6836 0.3517 0.6548 0.6109 0.4826 0.1599 0.5623 0.4637 0.5623 0.6676 0.6599 0.1169 0.5623 0.3768 0.6155

Ho 0.5172 0.2250 0.3750 0.4500 0.2750 0.075  0.0294 0.2500 0.3000 0.7750 0.4872 0.0500 0.0625 0.2500 0.1111
He 0.4991 0.2022 0.468  0.4253 0.3085 0.0731 0.3806 0.2924 0.3797 0.4807 0.4732 0.0494 0.3810 0.2218 0.4304

MAF 0.4310 0.1125 0.3625 0.3000 0.1875 0.0375 0.25    0.175  0.25    0.3875 0.3718 0.0250 0.2500 0.1250 0.3056

HWE 0.8418 0.3132 0.2051 0.7062 0.4971 0.7801 0.0000 0.3724 0.1906 0.0000 0.8511 0.8728 0.0000 0.2842 0.0000

广东湛江 Ne 1.5806 1.1484 1.9854 1.6164 1.3389 1.0778 1.8883 1.4706 1.6335 1.9792 1.9792 1.1327 1.2565 1.4098 1.4979
ZJ I 0.5539 0.2522 0.6895 0.5693 0.4204 0.1599 0.6633 0.5004 0.5763 0.6879 0.6879 0.2338 0.3576 0.4660 0.5147

Ho 0.3636 0.1389 0.4000 0.4615 0.2432 0.075  0.0000 0.3000 0.4211 0.8462 0.3333 0.0250 0.0256 0.1765 0.1579
He 0.373  0.1311 0.5035 0.3863 0.2566 0.0731 0.4769 0.3241 0.393 0.5012 0.5012 0.1187 0.2068 0.2950 0.3368

MAF 0.2424 0.0694 0.4571 0.2564 0.1486 0.0375 0.3784 0.2000 0.2632 0.4487 0.4487 0.0625 0.1154 0.1765 0.2105

HWE 0.8835 0.5846 0.2163 0.1835 0.7501 0.7801 0.0000 0.6386 0.6471 0.0000 0.0329 0.0006 0.0000 0.0299 0.0020

广西钦州 Ne 1.6353 1.1577 1.9854 1.8938 1.3197 1.0526 1.5321 1.3197 1.6318 1.9882 1.9792 1.0526 1.3109 1.2389 1.6807
QZ I 0.5771 0.2627 0.6895 0.6648 0.4068 0.1192 0.5315 0.4068 0.5757 0.6902 0.6879 0.1192 0.4004 0.3425 0.5949

Ho 0.2500 0.1471 0.4000 0.7632 0.0769 0.0513 0.0263 0.2308 0.4250 0.8718 0.5385 0.0000 0.0750 0.1622 0.2564
He 0.3940 0.1383 0.5035 0.4782 0.2454 0.0506 0.3519 0.2454 0.3921 0.5035 0.5012 0.0506 0.2402 0.1955 0.4103

MAF 0.2639 0.0735 0.4571 0.3816 0.1410 0.0256 0.2237 0.1410 0.2625 0.4615 0.4487 0.0256 0.1375 0.1081 0.2821
HWE 0.0314 0.5729 0.2163 0.0000 0.0002 0.8711 0.0000 0.7091 0.5800 0.0000 0.6372 0.0011 0.0002 0.3376 0.0208
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图 2   缢蛏群体15个SNP位点最小等位基因分布

Fig. 2   Minor allele distribution across five S. constricta popula-
tions using 15 single nucleotige polymorphisms
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数量的基因型, 而每个SNP位点最多只有3种基因

型, 因此, 在群体遗传学研究中需要使用更多数量

的SNP位点。但是, 对于SNP标记来说, 由于其等位

基因数量少 ,  使得分型快速 ,  错误率更低 ,  并且

SNP作为基因组中最丰富的变异的特征增加了其

多态性
[33]
。

3.2    缢蛏群体遗传分化

Wright[34]
建议群体间遗传分化Fst值在0—0.05,

表明群体间遗传分化很小, 可以不考虑; Fst值在

0.05—0.15, 为中等程度分化; Fst值在0.15—0.25, 为
较大程度分化; Fst值在0.25以上, 则群体间有很大

的遗传分化。乐清群体和云霄群体、乐清群体和

钦州群体、云霄群体和钦州群体、湛江群体和钦

州群体之间Fst值为–0.0061—0.0446, 遗传分化很

小, 其余两两群体之间为中等程度分化。AMOVA
分析结果显示90%以上的遗传变异来自群体内, 也
说明了群体间没有明显的遗传分化。Thorp[35]

认为

独立群体间的Nei’s遗传距离在0.030—0.200。乐清

群体和云霄群体、乐清群体和钦州群体, 云霄群体

和钦州群体, 湛江群体和钦州群体之间的Nei’s遗传

距离都小于0.030, 说明这几个群体两两之间不是完

全独立的群体。利用STRUCTURE软件对缢蛏

200个个体进行群体结构分析, K值变化曲线结果表

明缢蛏200个个体可以划分为5个聚类簇。每个群

体的40个个体在5个聚类簇中都有分布, 分布数量

在3至16个, 分布比例均没有超过0.75, 即每个群体

没有显著的聚集到某一个聚类簇中, 说明每个群体

不同个体之间存在较大的遗传差异。5个群体在同

一聚类簇中的分布比例都相似。这两点与AMOVA
分析得出的结果一致, 即遗传变异主要存在与群体内。

配子和幼虫扩散是海洋底栖无脊椎动物在自

然条件下发生基因流的主要原因
[36]

。乐清群体和

云霄群体这2个采样地之间直线相距约为588 km,
缢蛏幼虫在变态附着前, 平均浮游期为4—7d, 不足

以达到有效的扩散。缢蛏钦州群体与湛江群体在

地理位置上比较近(直线距离约220 km), 而雷州半

岛却将两个地区分隔开, 且雷州半岛对海流有阻隔

作用, 因此自然水流不大可能是浮游幼虫扩散的原

因。另一方面不同的气候导致了不同的繁殖时间,
广东和广西缢蛏的性腺成熟时间较早, 主要集中在

8月初; 越往北, 性成熟时间越晚, 浙江通常在10月
初。这也使得不同地区的缢蛏群体之间存在生殖

隔离和有限的基因流。

乐清群体和云霄群体、钦州群体和其余4个群

体间的Fst值和Nei’s遗传距离揭示出这几个群体之

间违反距离隔离模型, 存在非典型模式。缢蛏养殖

过去主要集中在浙江和福建一带, 浙江育苗企业从

福建采购亲贝进行人工育苗, 在苗种繁育过程中,
有限的亲本数量降低了有效群体大小, 培育的苗种

又销往福建; 同时, 浙江也从福建采购苗种进行中

培和养殖。自2012年以来, 浙江和福建等地育苗企

业为了提早出苗, 每年8—9月从广西等地采购亲贝

进行人工繁殖, 培育出的苗种一部分在本地进行中

培和养殖, 其余大部分销往辽宁、天津、山东、福

建、广东和广西等地。因此, 本研究中缢蛏群体的

苗种来源虽为当地自然苗种, 但是由于频繁的引种,
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图 3   LnP(D)值随K值的变化曲线

Fig. 3   The LnP (D) statistic for each given K
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苗种的迁移, 人工培育苗种与当地自然苗种存在基

因交流, 可能对缢蛏基因型的产生了影响, 干扰和

混杂了缢蛏当地种质资源, 这可能是导致缢蛏乐清

群体和云霄群体, 钦州群体和其他群体基因交流频

繁的, 群体内遗传变异大, 群体间遗传分化不高的

主要原因。在缢蛏群体遗传结构和遗传分化研究

中, 我们发现了类似的结果, 刘博等
[27]

对缢蛏4个养

殖群体进行聚类分析, 发现遗传距离和地理距离并

未表现出正相关, 认为这可能与缢蛏无序移养有

关。Niu等[30]
对沿海10个群体SSR分析中, 发现缢

蛏北方群体(青岛和海阳)和南方群体(宁波、台

州、宁德和漳州)聚为一支, 推测原因是由于北方

引入浙江和福建的苗种, 导致南北群体间存在基

因流。

3.3    缢蛏种质资源的保护与开发

本研究采用15个多态性SNP标记研究缢蛏群

体遗传结构, 发现缢蛏5个群体遗传多样性丰富, 而
群体间遗传分化程度不高, 地理群体之间违反距离

隔离模型。在缢蛏群体遗传学已有的研究中, 我们

发现在2012年之前的研究中, 如Wang等 [10]
采用

AFLP标记研究辽宁至广西6个缢蛏群体的遗传结

构, 发现群体遗传多样性高, UPGMA聚类分析结果

显示群体间遗传距离与地理距离符合。而在

2012年之后的研究中, 如Niu等[30]
采用8个微卫星标

记分析中国南北沿海10个缢蛏群体的遗传分化, 刘
博等

[27]
采用12个微卫星标记分析缢蛏4个养殖群体

的系统发生关系, 都发现南北方群体之间存在基因

交流, 主要的遗传变异来自群体内, 这与2012年之

后, 浙江和福建等地出现亲贝引种和苗种移养现象

有极大关系, 人为干扰可能是导致这种情况出现的

主要原因。缢蛏是我国主要养殖滩涂贝类之一, 加
强当地缢蛏种质资源保护, 一方面, 可以建立原、

表 4   缢蛏群体在5个聚类簇占比分析

Tab. 4   Proportion of analyzed S. constricta populations in each of
the five clusters

群体Population
推测聚类Inference cluster

1 2 3 4 5

山东东营DY 0.156 0.174 0.119 0.154 0.397
浙江乐清YQ 0.177 0.119 0.349 0.238 0.118
福建云霄YX 0.227 0.127 0.346 0.202 0.098
广东湛江ZJ 0.313 0.251 0.162 0.200 0.075
广西钦州QZ 0.208 0.308 0.150 0.214 0.120

表 5    缢蛏5个群体的AMOVA分析

Tab. 5    Analysis of molecular variance among S. constricta populations

分组依据Data set 变异来源
Source of variation

自由度Degree
of freedom

方差总和Sum
of squares

方差分量Variance
components

变异比例Percentage
of variation (%)

显著性检测
Significance test P

野生和养殖
Wild and hatchery

组间Among groups 1 15.589 0.07631Va 4.67 0.199
组内群体间
Among populations within
groups

3 17.466 0.05399Vb 3.31 0.000

群体内Within populations 395 593.712 1.50307Vc 92.02 0.000
总计Total 399 626.768 1.63336 100

地理分布
Ecological
distribution

组间Among groups 2 30.599 0.10993Va 6.83 0.063
组内群体间
Among populations within
groups

2 2.456 –0.00344Vb –0.21 0.494

群体内Within populations 395 593.712 1.50307Vc 93.38 0.000
总计Total 399 626.768 1.60956 100

表 6    遗传分化和Reynolds’遗传距离

Tab. 6    Pairwise genetic differentiation (Fst) and Reynolds’ genetic distance among five S. constricta populations

群体Population 山东东营DY 浙江乐清YQ 福建云霄YX 广东湛江ZJ 广西钦州QZ
山东东营DY 0.0749 0.0681 0.0865 0.075
浙江乐清YQ 0.0722* 0.0024 0.0795 0.046
福建云霄YX 0.0658* 0.0024 0.0665 0.037
广东湛江ZJ 0.0829* 0.0765* 0.0644* 0.000
广西钦州QZ 0.0722* 0.0446* 0.0360* –0.0061
注: 对角线以下为遗传分化, 对角线以上为Reynolds’遗传距离; *表示群体两两之间遗传分化差异显著, P<0.05
Note:  Pairwise genetic  differentiation (above diagonal)  and Reynolds’  genetic  distance (below diagonal).  * Significant  differences of

the pairwise Fst value, P<0.05
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良种场和自然保护区; 另一方面, 在育苗和养殖方

面 ,  要合理有序的引种 ,  减少或防止与当地群体

混杂。
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GENETIC DIVERSITY AND GENETIC DIFFERENTIATION ANALYSIS
OF SINONOVACULA CONSTRICTA POPULATIONS

REVEALED BY SNP MARKERS

TENG Shuang-Shuang1, HU Gao-Yu1, FAN Jian-Xun2, CHAI Xue-Liang1 and XIAO Guo-Qiang1

(1. Zhejiang Mariculture Research Institute, Zhejiang Key Laboratory of Exploitation and Preservation of Coastal Bio-Resource,
Wenzhou Key Laboratory of Marine Biological Genetics and Breeding, Wenzhou 325005, China;

2. Sanmen Agricultural and Rural Bureau, Taizhou 317100, China)

Abstract: In this study, fifteen single nucleotide polymorphisms (SNPs) were used to estimate the genetic diversity and
differentiation among the five populations of Sinonovacula constricta (DY: Shandong Dongying population, YQ:
Zhejiang Yueqing population, YX: Fujian Yunxiao population, ZJ: Guangdong Zhanjiang population, QZ: Guangxi
Qinzhou population) based on SNaPShot method. The average values of effective alleles (Ne) varied from 1.519 to
1.754, average observed heterozygosity (Ho) varied from 0.265 to 0.317, average expected heterozygosity (He) varied
from 0.313 to 0.423, average Shannon index varied from 0.471 to 0.605, and average Minor allele frequency (MAF)
varied from 0.229 to 0.336, which showed high genetic diversities of the five populations. The optimum K value ob-
served by STRUCTURE program was five. The proportion of the five populations in each of the five clusters ranged
from 0.075 to 0.397, and none of the five populations gathered into a single cluster. The pairwise Fst, the genetic iden-
tity and the genetic distance ranged from 0.0061 to 0.0829, 0.9477 to 0.9977, and 0.0023 to 0.0537, respectively. The
UPGMA tree generated from the genetic distance showed the five populations were divided into 2 groups. One group
included DY population only, indicating DY population was the farthest away from the other populations in genetic dis-
tance. The other group consisted of two clusters, one of which was YQ and YX populations, whereas the other one in-
cluded ZJ and QZ populations. Our findings revealed the genetic structure of five populations that most of the variation
comes from within populations, which is further confirmed by the high genetic identity and the low genetic differentia-
tion of these populations. As a result, frequent introduction of adult clams and juveniles during the culture of S. con-
stricta may be responsible for low genetic differentiation.

Key words: Sinonovacula constricta; Single nucleotide polymorphism; Genetic diversity; Genetic differentiation
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