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摘要 : 该研究选取具有多态性的 6对微卫星引物对构建的 2 批合浦珠母贝( Pinctada fucata) 完全双列杂交家系的

遗传多样性进行了分析。6个微卫星标记在 9个家系 360 个个体中共检测到 32 个等位基因 , 有效等位基因( Ne )

为 1. 758 7～3. 586 5, 观测杂合度( Ho) 为 0. 144 4～0. 488 9, 期望杂合度( He) 为 0. 432 0～0. 722 2, Shannon指数

( I) 为 0. 691 9～1. 507 4。9 个家系都有单态位点 , 平均 Ho 为 0. 129 2 ～0. 466 7, 平均 He 为 0. 155 0～0. 439 6,

平均 I为 0. 248 5～0. 712 2。有 19个位点( 占 35. 19% ) 极显著地偏离 Hardy-Weinberg平衡。各家系之间的遗传距

离为 0. 109 0～1. 137 2, 遗传相似性系数为 0. 320 7～0. 896 8。家系 L4B46与 L4B48的遗传距离最大 , 与 D3D313

的遗传距离最小。UPGMA法聚类分析显示 , 9 个家系分为 3支, L4 B48 单独成一支 , B4D426、B4 D427 与 D4B445

聚成一支 , 其余家系聚成一支。该研究结果为合浦珠母贝家系选择育种的亲本选择与交配设计提供了科学依据。
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Abstract: We studied the genetic diversity of breeding family of Pinctada fucata. Six microsatellite markers were chosen for genetic a-

nalysis of 360 individuals of nine families. A total of 32 alleles were detected and the number of allele at each locus was 3 ～8. The ef-

fective allele was 1. 758 7～3. 586 5. The observed heterozygosity ( Ho ) was 0. 144 4 ～0. 488 9. The expected heterozygosity ( He )

was 0. 432 0 ～0. 722 2 and the Shannon index was 0. 691 9～1. 507 4. Monomorphism loci were found in each family. The average Ho

( 0. 129 2～0. 466 7) , average He( 0. 155 0 ～0. 439 6) and Shannon index ( 0. 248 5～0. 712 2) were detected in family population.

Nineteen loci ( 35. 19% ) were deviated from Hardy-Weinberg equilibrium test significantly. The genetic distance was 0. 109 0 ～

1. 137 2 and the genetic identify index was 0. 320 7 ～0. 896 8. L4B46 was the furthest with L4 B48 and the nearest with D3D313 in

terms of genetic distance. Nei′s genetic distance was used to construct the dendrogram by using the unweighted pair group method with

arithmetic ( UPGMA) . Nine families were divided into three clusters: family L4B48 clustered alone and layed outside, while three

families ( B4D426, B4D427 and D4B445) clustered together, and the other families clustered into one clade. The study provides refer-

ences for construction of next generation of nuclear populations in P. fucata selective breeding.
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合浦珠母贝( Pinctada fucata)广泛分布于中国广

东、广西和海南等华南沿海地区, 是目前中国用于

培育海水珍珠的主要贝种
[ 1]
。合浦珠母贝所产珍珠

即为历史上闻名遐迩的“南珠”, 是名贵首饰品, 在

国际上久负盛名, 已成为广东、广西、海南沿海地

区经济发展的重要支柱性产业
[ 1 ]
。自 1965 年合浦珠

母贝在中国成功实现人工育苗以来, 海水珍珠养殖

的面积不断扩大, 产量也不断提高。目前, 合浦珠

母贝养殖性状退化, 贝体变小, 生长缓慢, 生产的

珍珠颗粒小, 珠层薄, 导致珍珠质量下降, 养殖效

益降低, 迫切需要对合浦珠母贝进行遗传改良, 改

善种质, 从根本上改善性状和提高珍珠质量 [ 3 -4 ]
。

家系选育是一种常用的选择策略
[ 5]

, 已成功

应用于水产动物遗传育种中, 能显著提高水产动物

生长速度、抗逆性和产卵量等经济性状
[ 6 -7 ]
。但家

系选育也存在缺点, 如易造成基因流失、近交衰退

等
[ 8-9 ]
。因此需要研究不同家系的遗传多样性, 减

少不利因素发生。

微卫星分子标记具有多态性丰富、分布广、共

显性、符合孟德尔遗传、易检测等特点, 可用于水

产动物种质鉴定和遗传结构分析
[ 10 -12 ]
。目前, 应

用高通量测序技术对合浦珠母贝的基因组和转录组

进行了测序和组装, 为合浦珠母贝微卫星标记开发

提供了大量的数据
[ 13-15 ] , 开发出的微卫星标记可

用于群体遗传多样性分析。笔者课题组已构建 4 批

合浦珠母贝家系选育材料, 许成帅等 [ 16 ]
已对第一

和第二批合浦珠母贝选育家系的遗传结构进行报

道, 该研究将继续研究第三和第四批选育家系的遗

传结构, 以期为开展合浦珠母贝选育工作提供理论

指导。

1

 

材料与方法

1.1

 

实验材料

实验样品来自于 2012 年 3 月和 6 月构建的合

浦珠母贝第三和第四批家系。家系构建的方式为完

全双列杂交, 每个家系用 1 雌 1 雄进行交配。第三

批家系的亲本来自海南三亚 ( S3 ) 、广东大亚湾

( D3 ) 和越南( Y3 ) , 第四批家系的亲本来自广东大

亚湾( D4 ) 、广西北海( B4 ) 和广东雷州 ( L4 )。2013

年 8 月随机选取第三批选育家系中的 Y3 Y31、

D3 D313 和 S3 S326 以及第四批选育家系中的 L4 B46、

L4 B47、L4B48、B4 D426、B4 D427、D4 B445 等共 9

个家系( 编码中第一个字母为雌性, 第二个字母为

雄性, 下标数字代表家系批次, 数字代表家系编

号) , 每个家系随机选取 40 个个体, 剪取闭壳肌

组织, 置于 95%乙醇中保存。

用动物基因组 DNA小量提取试剂盒( 普博欣)

提取样品 DNA。用 1% 的琼脂糖凝胶电泳和 Nano-

Drop 2000 检测 DNA 的完整性和浓度。DNA 质量

浓度调至 50 ng·μL-1
。

选取 6 对自行开发的具有多态性位点的微卫星

引物用于家系的遗传多样性分析
[ 1 3, 17 ] ( 表 1) 。

表 1

 

微卫星引物序列及扩增情况

Tab.1

 

Sequence and amplification of microsatellite loci

位点
locus

引物序列( 5′→3′)
primer sequence

重复序列
repeated sequence

退火温度 /℃
annealing temperature

文献
Reference

Pf02
S: GCTTGCCAGTGACTTCCTC
A: GGCCTGAGCTATCACAAGTC

( AT) 8 55 [ 17]

Pf08
S: AACCCTGGTGGACACTCTT
A: GTAGCTTCGGCTTCTTGC

( TAA) 5 53 [ 17]

pf11 S: TGCTGTACCCAAAGGGCTTATT
A: TGGCGATTTTCTTGTATGTGAC

( AT) 6 53 [ 17]

scd1. 1-12
S: TCAGGCAATATCCATATCCACC
A: TGGAGTTCAGTCCCCTTCTTGT

( AT) 9 55 [ 13]

scd2. 1-10
S: GTATCTGAAAGAAACGATCTG
A: CACTAGAATAAATGTGGAAGC

( GAT) 14 49 [ 13]

scd3. 1-3
S: TCTGTACCTCCACATGACTG
A: CAGCCATTTGGAGACATAGA

( ATGA) 8 53 [ 13]
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1.2

 

PCR扩增及电泳检测

PCR反应体系为 20 μL: 10 ×PCR buffer( Mg
2 +

free) 2 μL, Mg2 + ( 25 mmol·L-1 ) 1. 6 μL, dNTP( 10

mmol·L
-1

) 1. 6 μL, 正、反向引物 ( 10 μmol·L
-1

) 各

0. 8 μL, rTaq 酶 ( TaKaRa) 0. 2 μL, 基因组 DNA

0. 8 μL, ddH2 O 12. 2 μL。PCR扩增程序为 94 ℃预

变性 5 min后 30 个循环: 94 ℃变性 30 s, 退火温

度 30 s, 72 ℃延伸 30 s; 最后 72 ℃延伸 7 min。

PCR 产物用 8% 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

( PAGE) 进行检测, 银染, 扫描后保存图像, 用于

基因型分析。

1.3

 

数据分析

根据聚丙烯酰胺凝胶图谱上扩增条带的位置判

读个体的基因型。用 Popgen 1. 31
[ 18]
计算每一个微

卫星位点的等位基因数 ( Na ) 、有效等位基因数

( Ne ) 、观测杂合度 ( Ho ) 、期望杂合度 ( He ) 、Har-

dy-Weinberg平衡、Shannon多样性指数 ( I) , 家系

间遗传相似系数和遗传距离。用 MEGA 4. 1 构建

UPGMA树
[ 19 ]
。

2

 

结果

2.1

 

微卫星位点遗传多样性分析

各个位点的遗传多样性参数见表 2。6 个微卫

星位点在 9 个家系中共检测到 32 个等位基因, 各

位点的 Na 为 3 ～8 个, 平均 Na 为 5 个; Ne 为

1. 758 7 ～3. 586 5, 平均 Ne 为 2. 662 3。Ho 为

0. 144 4 ～0. 488 9, He 为 0. 432 0 ～0. 722 2, I 为

0. 691 9 ～1. 507 4, 其中 scd3. 1-3 的 I最大。

使用MEGA软件 UPGMA法对合浦珠母贝 9 个家

系进行聚类分析, 结果显示 9 个家系共分为 3支, 其

中 L4 B48单独成一支, B4D426和 B4 D427 聚集在一起,

再与D4B445聚成一支, 其余家系聚成一支( 图 1)。

表 2

 

6个微卫星位点在 9个合浦珠母贝家系的多样性指数

Tab.2

 

Genetic diversity index analysis of six microsatellite loci in nine P. fucata families

位点
locus

等位基因数
Na

有效等位基因数
Ne

观测杂合度
Ho

期望杂合度
He

Shannon指数
I

pf02 3 1. 902 1 0. 144 4 0. 474 9 0. 691 9

pf08 4 2. 279 8 0. 488 9 0. 562 1 0. 920 7

pf11 6 1. 758 7 0. 258 3 0. 432 0 0. 875 1

scd1. 1-12 5 3. 586 5 0. 155 6 0. 722 2 1. 368 6

scd2. 1-10 6 3. 036 7 0. 366 7 0. 671 6 1. 338 7

scd3. 1-3 8 3. 410 2 0. 211 1 0. 707 7 1. 507 4

平均 mean 5. 333 3 2. 662 3 0. 270 8 0. 595 1 1. 117 1

图 1

 

合浦珠母贝 9个家系亲缘关系 UPGMA聚类图

Fig. 1

 

UPGMA dendrogram of nine families of P. fucata

2.2

 

家系间遗传多样性分析

各个家系的遗传信息见表 3。每个家系都有单

态, 共有单态 16 个( 占 29. 63% ) , 其中家系 Y3 Y31

的单态位点最多( 4 个) , 其次为家系 S3S326( 3 个)。

9个家系的平均 Ho 为 0. 129 2 ～0. 466 7, 平均 He 为

0. 155 0 ～0. 439 6, 平均 I为 0. 248 5 ～0. 712 2。Har-

dy-Weinberg平衡检验(卡方检验) 结果表明, 在检测

得到的 54 个数据结果中, 有 19个( 占35. 19% )极显

著地偏离了 Hardy-Weinberg遗传平衡。

2.3

 

遗传距离及聚类分析

9个家系之间的遗传距离和遗传相似系数见表

4。各家系之间的遗传距离为 0. 109 0 ～1. 137 2, 遗

传相似性系数为 0. 320 7 ～0. 896 8。家系 L4 B46 与

L4B48 的遗传距离最大 ( 1. 137 2) , 遗传相似性系数

最低( 0. 320 7) ; 家系 D3 D313 与 L4 B46 的遗传距离

最小( 0. 109 0) , 遗传相似性系数最高( 0. 896 8) 。
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表 3

 

9个合浦珠母贝家系的遗传多样性分析

Tab.3

 

Genetic diversity of nine families of P. fucata

家系
family

参数
parameter

位点 locus

pf02 pf08 pf11 scd1. 1-12 scd2. 1-10 scd3. 1-3

平均值
mean

Y3Y31 Na 1 2 1 3 1 1 1. 500 0

Ne 1 1. 940 6 1 2. 228 4 1 1 1. 361 5

I 0 0. 677 8 0 0. 890 9 0 0 0. 261 4

Ho 0 0. 575 0 0 0. 200 0 0 0 0. 129 2

He 0 0. 490 8 0 0. 558 2 0 0 0. 174 8

P 单态 0. 271 6 单态

 

0* * 单态 单态

D3D313 Na 1 2 3 3 2 3 2. 333 3

Ne 1 1. 600 0 1. 353 6 1. 524 5 1. 956 0 1. 894 6 1. 554 8

I 0 0. 562 3 0. 490 3 0. 594 2 0. 681 9 0. 817 0 0. 524 3

Ho 0 0. 500 0 0. 250 0 0. 125 0 0 0. 250 0 0. 150 0

He 0 0. 379 7 0. 264 6 0. 348 4 0. 494 9 0. 478 2 0. 327 6

P 单态 0. 040 7

 

0* *

 

0* *

 

0* *

 

0 * *

S3 S326 Na 2 2 1 1 3 1 1. 666 7

Ne 1. 249 5 1. 249 5 1 1 2. 079 3 1 1. 263 0

I 0. 351 7 1. 351 7 0 0 0. 787 6 0 0. 248 5

Ho 0. 225 0 0. 225 0 0 0 0. 475 0 0 0. 154 2

He 0. 202 2 0. 202 2 0 0 0. 525 6 0 0. 155 0

P 0. 452 3 0. 452 3 单态 单态

 

0* * 单态

L4B46 Na 1 3 3 3 3 3 2. 666 7

Ne 1 1. 615 3 1. 615 3 2. 034 3 2. 067 2 1. 838 0 1. 695 0

I 0 0. 670 4 0. 670 4 0. 816 6 0. 784 7 0. 758 5 0. 616 8

Ho 0 0. 375 0 0. 375 0 0. 225 0 0. 500 0 0. 375 0 0. 308 3

He 0 0. 385 8 0. 385 8 0. 514 9 0. 522 8 0. 461 7 0. 373 8

P 单态

 

0* *

 

0* *

 

0* *

 

0* *

 

0 * *

L4B47 Na 1 2 2 2 1 2 1. 666 7

Ne 1 1. 567 9 1. 724 1 1. 834 9 1 1. 198 0 1. 517 8

I 0 0. 548 2 0. 610 9 0. 647 4 0 0. 688 1 0. 415 8

Ho 0 0. 475 0 0. 600 0 0. 300 0 0 0. 050 0 0. 237 5

He 0 0. 366 8 0. 425 3 0. 460 8 0 0. 501 3 0. 292 4

P 单态 0. 056 3 0. 008 4 0. 025 0 单态

 

0 * *

L4B48 Na 1 2 1 2 2 3 1. 833 3

Ne 1 1. 342 3 1 1. 663 2 1. 503 1 1. 830 7 1. 389 9

I 0 0. 422 7 0 0. 588 2 0. 517 3 0. 718 1 0. 374 5

Ho 0 0. 300 0 0 0. 550 0 0. 325 0 0. 100 0 0. 212 5

He 0 0. 258 2 0 0. 403 8 0. 338 9 0. 459 5 0. 243 4

P 单态 0. 287 9 单态 0. 019 6 0. 789 8

 

0 * *
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续表 3( to be continued)

家系
family

参数
parameter

位点 locus

pf02 pf08 pf11 scd1. 1-12 scd2. 1-10 scd3. 1-3

平均值
mean

B4D426 Na 3 4 3 1 3 3 2. 833 3

Ne 1. 698 5 2. 318 8 1. 891 3 1 2. 705 0 2. 095 6 1. 951 5

I 0. 671 9 1. 025 6 0. 737 5 0 1. 046 7 0. 791 4 0. 712 2

Ho 0. 500 0 0. 600 0 0. 350 0 0 0. 800 0 0. 475 0 0. 454 2

He 0. 416 5 0. 575 9 0. 477 2 0 0. 638 3 0. 529 4 0. 439 6

P

 

0* *

 

0* *

 

0* * 单态 0. 039 2

 

0 * *

B4D427 Na 2 3 2 1 3 2 2. 166 7

Ne 1. 470 6 2. 320 5 1. 470 6 1 2. 474 9 1. 995 0 1. 788 6

I 0. 500 4 0. 962 0 0. 500 4 0 0. 999 4 0. 691 9 0. 609 0

Ho 0. 400 0 0. 675 0 0. 400 0 0 0. 775 0 0. 550 0 0. 466 7

He 0. 324 1 0. 576 3 0. 324 1 0 0. 603 5 0. 505 1 0. 388 8

P 0. 127 6 0. 144 3 0. 127 6 单态 0. 085 0 0. 568 7

D4B445 Na 3 3 2 1 3 2 2. 333 3

Ne 1. 732 5 2. 061 9 1. 406 0 1 2. 034 3 1. 903 6 1. 689 7

I 0. 684 8 0. 886 5 0. 463 7 0 0. 816 6 0. 667 6 0. 586 5

Ho 0. 175 0 0. 675 0 0. 350 0 0 0. 425 0 0. 325 0 0. 325 0

He 0. 428 2 0. 521 5 0. 292 4 0 0. 514 9 0. 490 7 0. 372 9

P 0 * * 0. 066 9 0. 198 3 单态 0* * 0. 037 8

 

注 : Na. 等位基因数 ; Ne. 有效等位基因数 ; Ho. 观测杂合度 ; He. 期望杂合度 ; I. Shannon 多样性指数 ; P. Hardy-Weinberg平衡的卡方
检验 ; * . P < 0. 05 /6 = 0. 008 3; * * . P <0. 01 /6 = 0. 001 7

 

Note: Na. allele number; Ne. effective allele; Ho. observed heterozygosity; He. expected heterozygosity; I. Shannon diversity index; P. Hardy-
Weinberg equilibrium test

表 4

 

9个家系间的遗传相似系数( 上三角) 和遗传距离( 下三角)

Tab. 4

 

Genetic identity ( above diagonal) and genetic distances ( below diagonal) of nine families of P. fucata

Pop ID Y3Y31 D3 D313 S3 S326 L4B46 L4B47 L4B48 B4D426 B4D427 D4B445

Y3Y31 0. 697 7 0. 568 9 0. 725 2 0. 811 4 0. 363 3 0. 325 2 0. 387 5 0. 444 2

D3D313 0. 360 0 0. 641 0 0. 896 8 0. 669 5 0. 345 7 0. 383 5 0. 493 4 0. 594 1

S3 S326 0. 564 1 0. 444 7 0. 542 8 0. 638 1 0. 431 2 0. 411 9 0. 506 1 0. 456 3

L4B46 0. 321 4 0. 109 0 0. 611 0 0. 753 8 0. 320 7 0. 437 4 0. 552 9 0. 619 4

L4B47 0. 209 0 0. 401 3 0. 449 3 0. 282 7 0. 463 1 0. 391 9 0. 447 8 0. 514 7

L4B48 1. 012 5 1. 062 2 0. 841 3 1. 137 2 0. 769 8 0. 338 5 0. 464 3 0. 443 5

B4D426 1. 123 4 0. 958 5 0. 887 0 0. 826 9 0. 936 8 1. 083 3 0. 880 3 0. 685 7

B4D427 0. 948 0 0. 706 3 0. 681 1 0. 592 5 0. 803 3 0. 767 2 0. 127 5 0. 608 1

D4B445 0. 811 4 0. 520 7 0. 784 6 0. 479 0 0. 664 2 0. 813 0 0. 377 4 0. 497 4

3

 

讨论

遗传多样性是评价种质资源状况的重要指标。

对合浦珠母贝进行遗传选育必须首先了解其遗传多

样性。迄今为止, 合浦珠母贝野生群体和养殖群体

的遗传多样性都有研究报道, 而且所采用的分子标

记 有 微 卫 星、 AFLP、 RAPD、 ISSR 和 SRAP

等
[ 2 0-24] , 但对合浦珠母贝家系遗传结构的研究并
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不多。家系选育是一种重要的选育方式, 其后代的

遗传多样性与遗传结构值得关注。

杂合度是衡量群体遗传变异大小的指标, 杂合

度值越大, 群体的遗传变异就越大, 遗传多样性就

越高, 群体的稳定性也就越大。I 越大, 群体的离

散性越高, 即多样性越丰富。汤健等
[ 22]
研究了 9

个合浦珠母贝家系的遗传结构, Ne 为 2. 03 ～

2. 632, Ho 为 0. 430 6 ～0. 635 4, He 为 0. 438 0 ～

0. 596 2; 赵晓霞等 [ 23]
研究了 4 个合浦珠母贝家

系, 得到 Ho 为 0. 531 ～0. 597, He 为 0. 474 ～

0. 507。该研究用 6 对微卫星引物研究了合浦珠母

贝选育家系的遗传多样性。其中, 平均 Na 为 1. 5

～2. 833 3, 平均 Ne 为 1. 263 0 ～1. 951 5, 平均 Ho

为 0. 129 2 ～0. 466 7, 平 均 He 为 0. 155 0 ～

0. 439 6, 平均 I 为 0. 248 5 ～0. 712 2, 相应数值上

低于汤健等
[ 2 2]
和赵晓霞等

[ 23 ]
的研究。这可能与该

研究构建家系材料的亲本及配对方式有关。该研究

所用亲本来自不同的地区, 同一地区亲本构建的自

交家系的遗传多样性普遍偏低。如 Y3 Y31 的 Na 和

He 分别为 1. 500 和 0. 129 2, S3 S326的 Ho、He 和 I

分别为 0. 154 2、0. 155 0 和 0. 248 5, 均为最低值,

单态的微卫星位点也在这 2 个家系中分布较多, 分

别为 4 个和 3 个。大亚湾群体自交家系 D3D313 的

遗传多样性也仅仅处于中等水平。这表明应该尽量

避免使用同一地区的群体自交构建家系。杂交家系

B4 D426 的 遗 传 多 样 性 最 高, 其 次 为 L4B46、

B4 D427、D4 B445, 这些家系具有一定的选育潜力。

在一个随机交配的、足够大的群体中, 等位基

因频率和基因型频率在不同世代保持不变, 即处于

Hardy-Weinberg 平衡。在该研究中检测到有 19 个

位点( 占 35. 19% ) 极显著地偏离了 Hardy-Weinberg

平衡, 说明在合浦珠母贝家系中的基因型频率发生

了改变。在其他贝类中也存在类似现象
[ 2 5-30] , 如

在太平洋牡蛎( Crassostrea gigas) 中分离出的 113 个

EST-SSR位点, 其中有 39. 82% 的 SSR 位点偏离

Hardy-Weinberg平衡 [ 25 ] ; 在红鲍( Haliotis rufescens)

51 个 SSR中, 有 24 个 SSR 位点 ( 占 41% ) 偏离平

衡
[ 27]
。此外在该研究中, 发现第四批选育家系的

L4 B46 与 L4 B48 的遗传距离最大( 1. 137 2) , 而第三

批选育家系 D3 D313 与第四批选育 L4 B46 的遗传距

离反而最小( 0. 109 0) , 表明即使不同时间不同地

点收集亲本, 仍有可能取到遗传关系很近的个体,

因此有必要增加采样批次。

家系选育成功的关键在于选择合适的亲本
[ 22]
。

遗传距离在育种中能有效地指导亲本配组, 避免出

现近交繁育。有研究表明, 亲本的遗传距离与子代

的杂合度有关。通过分析亲本的遗传距离, 预测生

物的杂种优势, 从而改良下一代的性状
[ 33]
。研究

表明, 马尾松 ( Pinus massoniana) 亲本遗传距离位

于 0. 357 ～0. 529 时, 亲本遗传距离与子代生长性

状的相关性较高
[ 34 ]
。此外, 水稻 ( Oryza sativa) 亲

本的遗传距离与其子代产量的杂种优势也存在显著

的相关性
[ 3 5]
。在水产动物中, 镜鲤( Cyprinus carpio

L. ) 雌雄亲本的遗传距离与子一代家系的体长、体

质量呈正相关关系
[ 3 6]
。但牙鲆 ( Paralichthys oliva-

ceus) 亲本间不同的遗传距离与后代生长速度之间

呈现不同的相关性, 或正相关或负相关
[ 37]
。笔者

课题组的前期研究也发现合浦珠母贝雌雄亲本的遗

传距离与子代生长速度存在相关性
[ 38 ]
。因此, 可

根据雌雄亲本间的遗传距离指导亲本的配对。
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