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西施舌( Coelomactra antiquata) 属于软体动物

门,瓣鳃纲( Lamillibranchia) ,异齿亚纲( Bivalvia) ,

帘蛤目( Venerioda) ,蛤俐科( Mactridae) ,腔蛤蜊属

( Coelomactra) . 西施舌是一种经济价值较高的名

贵海产品,个体较大,肉质细嫩,滋味鲜美,营养丰

富 ,分布于太平洋西部、印度支那半岛、日本和中

3个地区西施舌的 ITS-1基因片段序列分析

林 昕 1,梁君荣 1*,高亚辉,王 鹏 1,杜 琦 2,李振华 1

( 1.厦门大学 生命科学学院 ,中国福建 厦门 361005; 2.福建省水产研究所 ,中国福建 厦门 361012)

摘 要: 首次检测了西施舌的 ITS-1 基因序列片段. 并利用 ITS-1 序列作为遗传标记分析了来自 3 个不同地区

(江苏、福建长乐、福建深沪湾)的西施舌的遗传变异情况. 地理位置较近的福建长乐和福建深沪湾的西施舌遗

传距离较小 , 江苏和福建 (长乐漳港和深沪 )西施舌的遗传距离较大. 基于 ITS-1 序列分析 , 作为品质突出的福

建长乐西施舌和其他地区的西施舌相比 , 并未形成一个区别于其他地区西施舌的一个独特的种. 还基于 ITS-1

序列分析了西施舌在蛤蜊科和双壳贝类中的分子系统进化地位.
关键词 :西施舌; ITS-1 序列;基因差异;分子系统进化

中图分类号 : Q173 文献标识码 : A 文章编号 : 1007-7847( 2008) 01-0014-06

The Analysis of ITS-1 Sequence of Coelomactra antiquata from
the Three Locations in China

LIN Xin1, LIANG Jun-rong1*, GAO Ya-hui1, WANG Peng1, DU Qi2, LI Zhen-hua1

( 1. Xiamen University School of Life Sciences, Xiamen 361005, Fujian, China;

2. Fujian Fishery Research Institution, Xiamen 361012, Fujian, China)

Abstract: Coelomactra antiquata is an important economic seashell in China and the Coelomactra antiquata

from Changle, Fujian province is especially famous. It is the first time to report the ITS-1 sequence of

Coelomactra antiquata( Lamillibranchia, Bivalvia, Venerioda, Mactridae, Coelomactra) . The genetic diversity

of Coelomactra antiquata from three sea areas which locate at Jiangsu province, Changle, Fujian province,

Shenhu, Fujian province are analyzed based on the ITS-1 sequence as the gene maker. The genetic distance

of Coelomactra antiquata from Shenhu and Changle is relatively near; the genetic distance from Jiangsu and

Shenhu and from Jiangsu and Changle are relatively far. The Coelomactra antiquata from Changle with the

highest quality is different in morphology compared with which from other areas. Based on the Phylogenetic

and sequence analysis, the genetic diversity between the Coelomactra antiquata from Changle and other areas

is not distinct. And phylogenetic analysis of Coelomactra antiquata in Mactridae and Bivalvia are also

conducted.
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国沿海. 在我国的河北、辽宁、山东、江苏、浙江、

福建、广东、海南、台湾等省区沿海均有分布. 福

建、广东等地有较多资源,其中福建省闽江口长乐

梅花穿山行以南至文武沙一带,资源量最大,而且

品质出色,个体较其他地区出产的大,味道更鲜美

为国宴上品 , 扬名海内外. 关于西施舌的研究国

外尚无相关报道, 我国对西施舌的研究主要集中

在西施舌繁殖生物学 [1]、西施舌资源分布 [2]等方

面, 但是对于西施舌分子生物学和遗传学方面的

研究较少 , 仅有利用 RAPD技术对西施舌的群体

遗传多样性进行研究 [3]的报道. 利用分子遗传标

记研究西施舌的种群情况尚无报道. 福建长乐西

施舌优于其他地区西施舌的出色品质一直都是研

究的热门, 弄清楚福建长乐出产的西施舌是否是

不同于其他地区西施舌的种或者亚种, 可以为西

施舌优良养殖奠定良好的基础.

ITS-1 序列位于核糖体 RNA 基因 18S 与

5.8S 之间 , 为非转录间隔子 , 所受到的选择压力

较小 , 进化速率较快 , 具有高度的变异性 [ 4] . 因此

许多研究表明 ITS-1 序列是研究无脊椎动物种

间和种内分子进化、系统发育以及种群遗传多

样性分析的最有用的基因之一 [5]. 本文扩增了来

自 3 个地区( 江苏、福建长乐漳港、福建深沪湾)

西施舌的 ITS-1 基因片段 ,基于 ITS-1序列分析 3

个地区西施舌遗传差异性, 阐明了福建长乐出产

的西施舌是否为不同于其他地区的种或亚种 ;分

析了该序列的核苷酸组成及其西施舌的分子进化

地位, 为西施舌的群体遗传多样性研究积累了分

子生物学资料.

1 材料和方法

1.1 西施舌样品的采集

福建长乐漳港、福建深沪湾的 2份西施舌样

品( 代码分别为 : C、S) , 从自然海区直接采集 , 江

苏的西施舌样品从市场购买 ( 代码为: J) . 采集的

西施舌进行活体解剖, 取斧足肌肉组织约 0.1 g,

用无水乙醇固定,置于- 20 ℃冰箱中保存 ,以备基

因组 DNA提取.

1.2 DNA提取和 PCR 扩增

基因组 DNA提取:用解剖刀切碎干燥后的海

蚌肌肉组织 ,在研钵中研至粉末状 , 加 560 μL抽

提 Buffer( 1 mol / L Tris-HCl, 0.5 mol / L EDTA, 0.1

mol / L NaCl) 转移至 2 mL离心管中, 再加入 30

μL 10% SDS 和 10 μL 蛋白酶 K; 65 ℃消化 3 h

至组织块完全消化 , 至透明 ;用酚 :氯仿 : 异戊醇

( 24∶25∶1) 抽提液抽提两次至无蛋白层;取上清液,

用两倍体积的 - 20 ℃无水乙醇沉淀 12 h 以上 ;

75%乙醇洗涤两次;室温干燥; 50 μL TE溶解.

PCR 扩增 : ITS1 PCR 扩增正向引物序列 [4]为

5′-CAC ACC GCC CGT CGC TAC TAT GA-3′; 反

向引物序列为 : 5′-ATT TAG CTG CGG TCT TCA

TC-3′( 参照 K. H. chu, 2001[6] , Invitrogen 公司合

成) . PCR 反应体系 50 μL, 包括 : 36.1 μL dd

H2O, 5 μL 10×buffer ( Mg2+ free) , 2.5 μL Mg2+( 25

mmol / L) , 4 μL dNTPS( 2.5 mmol / L) , 正反向引

物各 0.5 μL,模板 DNA 1 μL, Taq 酶 0.4 μL. PCR

反应条件: 94 ℃预变性 90 s;随后的 35 个循环 94

℃变性 20 s, 56.8 ℃复性 30 s, 72 ℃延伸 30 s;最

后 72 ℃延伸 5 min ( PCR 反应所用试剂购自

TAKARA公司) .反应结束后 , 取 5 μL PCR 产物

通过 1%琼脂凝胶电泳进行检测.

1.3 PCR 产物的分离纯化与克隆测序

PCR 扩增产物用胶回收试剂盒 ( 华舜生物)

回 收 纯 化 . 将 回 收 产 物 与 PMD18-T 载 体

( TaKaRa) 连接,转化感受态细胞 E.coli DH5α,克

隆获得海蚌的 ITS-1 片段 . 用 ABI 测序仪测序

( Invitrogen) .

2 结果

2.1 不同地区西施舌的序列差异分析

通过 PCR 扩增 , 采用 Chromas( version 2.22)

软件从序列峰图中提取核苷酸序列 , ClustalX

( Thompson et al., 1997) 软件进行多序列比对分析

( multiple alignment) . 江苏西施舌的 ITS1的序列长

度为 963 bp( GenBank 登录号为 EU195802) ,福建

深沪湾和福建长乐漳港的西施舌 ( GenBank 登录

号分别为 EU195803、EU195801) 的 ITS1 序列的

长度分别为 959 bp和 955 bp. 不同西施舌之间的

各种碱基比例,即腺嘌呤( A) 、胸腺嘧啶( T) 、鸟嘌

呤( G) 和胞嘧啶( C) 的含量百分比见表 1. 序列分

析结果表明, 这 3个西施舌个体之间没有较大的

遗传差异 , 三者之间共计 37 个变异位点. 其中 ,

长乐漳港西施舌( C) 和深沪湾西施舌( S) 的遗传

差异和遗传距离小,江苏西施舌( J) 和来自其他两

个地区的西施舌遗传差异和遗传距离较大 ( 见表

2) . 两两之间为遗传相似度为 97.05%~99.20%

( 见表 3) .
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表 1 3 个西施舌样品 ITS1-1 序列的各个碱基的百分比
Table 1 Base composition var iation of ITS-1 sequence of Coelomactra antiquata from three different locations

采用 MEGA4.0 软件 , 以 Mactra chinensis( 中

国蛤蜊) 为外类群 ,基于 ITS-1 序列分别构建了来

自 3 个地区西施舌 NJ 分子系统树、ME 分子系统

进化树、MP 分子进化树、UPGMA分子进化树( 见

图 1～4) , 重复 1 000 次计算自引导值( bootstrap

value) . 以上进化树一致表明 : 长乐漳港西施舌

( C) 和深沪湾西施舌( S) 在所做的 4 种进化树中

均形成一支 , 江苏西施舌另外形成独立的一支.

系统进化树一致表明长乐漳港西施舌( C) 和深沪

湾西施舌( S) 遗传距离较近,江苏西施舌与福建长

乐及深沪的西施舌遗传距离较远, 这也和地理位

置的距离远近相一致, 即来自福建省内地理距离

较近的长乐和深沪的西施舌的遗传距离较小 , 来

自福建省( 长乐和深沪) 和来自江苏的西施舌间的

遗传距离较大.

T C A G

C
J
S

27.7
27.3
27.7

19.2
20.4
19.2

31.5
30.6
31.5

表 2 基于 ITS1-1 序列 3 个西施舌样品遗传距离
Table 2 The genetic distance between the Coelomactra antiquata from three locations

C
J
S

Mactrachinensis

C

0.036
0.008
0.550

J

0.038
0.568

S

0.559

Mactra chinensis

表 3 3 个西施舌样品之间的遗传差异度和相似度
Table 3 Percentage of sequence identity and genetic distances between the from three different locations /%

C
J
S

C

2.95
0.80

J
97.05

2.95

S
99.2
97.05

注:对角线上为相似度 ,对角线下为差异度.
Notes: the right matrix shows the percentages of identity; the left matrix shows the genetic differences.

图 1 基于 ITS-1 序列来自 3 个地区西施舌的邻位相连法( NJ )分子系统进化树
Mactra chinensis(中国蛤蜊)为外群 ,各分支的数据为 1 000 次 bootstrap 检验后的置信度值.
Fig.1 The molecular phylogenetic tree of Coelomactra antiquata from three different locations based on ITS-1
sequences using NJ method
Bootstrap support was calculated using 1 000 replicates and Mactra chinensis has been designated as outgroup.
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图 2 基于 ITS-1 序列来自 3 个地区西施舌的最小进化法(ME)分子系统进化树
Mactra chinensis(中国蛤蜊)为外群 ,各分支的数据为 1 000 次 bootstrap 检验后的置信度值.
Fig.2 The molecular phylogenetic tree of Coelomactra antiquata from three different locations based on ITS-1
sequences using ME method
Bootstrap support was calculated using 1 000 replicates and Mactra chinensis has been designated as outgroup.
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图 5 基于 ITS-1 序列西施舌和 7 种双壳贝类 NJ 分子系统进化树
各分支的数据为 1 000 次 bootstrap 检验后的置信度值.
Fig.5 The phylogenetic tree of Coelomactra antiquata and seven seashell base on the ITS-1 sequence using NJ method
Bootstrap support was calculated using 1 000 replicates.
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图 3 基于 ITS序列来自 3 个地区西施舌 MP 分子系统进化树

Mactra chinensis(中国蛤蜊)为外群 ,各分支的数据为 1 000 次 bootstrap 检验后的置信度值.

Fig.3 The molecular phylogenetic tree of Coelomactra antiquata from three different locations based on ITS-1

sequences using MP method

Bootstrap support was calculated using 1 000 replicates and Mactra chinensis has been designated as outgroup.
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图 4 基于 ITS-1 来自 3 个地区西施舌 UPGMA 分子进化树

Mactra chinensis(中国蛤蜊)为外群 ,各分支的数据为 1 000 次 bootstrap 检验后的置信度值.

Fig.4 The molecular phylogenetic tree of Coelomactra antiquata from three different locations based on ITS-1

sequences using UPGMA method

Bootstrap support was calculated using 1 000 replicates and Mactra chinensis has been designated as outgroup.

Mactra veneriformis DQ885591 四角蛤蜊 帘蛤目 蛤蜊科

Mactra chinensis DQ885593 中国蛤蜊 帘蛤目 蛤蜊科

Coelomactra antiquata EU195801 西施舌 帘蛤目 蛤蜊科

Calyptogena kawamurai AB208748 帘蛤目

Calyptogena solidissima AB252631 帘蛤目

Calyptogena nankaiensis AB208750 帘蛤目

Fusconaia cerina DQ383441 蚌目

Fusconaia flava DQ383442 蚌目

7 6 4 3 2 015

2.2 西施舌的 ITS-1序列与其他双壳贝类的比较

从 GenBank 上下载了 7 种软体动物门的

ITS-1 序列 , 包括双壳纲帘蛤目的贝类 5 种

( Mactra veneriformis、Mactra chinensis、Calyptogena

kawamurai、 Calyptogena solidissima、Calyptogena

nankaiensis) , 双壳纲蚌目的贝类 2 种( Fusconaia

cerina、Fusconaia flava) . 采用 MEGA4.0 软件 , 获

得基于 ITS-1 序列西施舌( C) 和 7 种双壳贝类的

邻位相连法( NJ) 分子系统进化树 , 并分析了这西

施舌和这 7种双壳贝类的遗传距离.

在系统进化树上中 , 同为帘蛤目蛤蜊科的

Mactra veneriformis ( 四角蛤蜊) 、Mactra chinensis

( 中国蛤蜊)和 Coelomactra antiquata( 西施舌)聚为一

支,然后再和同为帘蛤目的 Calyptogena kawamurai、

Calyptogena solidissima、Calyptogena nankaiensis

聚为一支 . 另外 2 种蚌目贝类 Fusconaia cerina

和 Fusconaia flava 单独聚成一支 , 和西施舌距离

较远.

西施舌和同为蛤蜊科的 Mactra veneriformis

( 四角蛤蜊) 、Mactra chinensis( 中国蛤蜊) 的遗传

距 离 最 近 ; 与 蚌 目 的 Fusconaia cerina 和

Fusconaia flava 的遗传距离最远 ; 与帘蛤目的

Calyptogena kawamurai、Calyptogena solidissima、

Calyptogena nankaiensis 的遗传距离介于两者之

间( 见表 4) .

76
69

98

99
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表 4 基于 ITS-1 序列西施舌和 7 种双壳贝类的遗传距离
Table 4 The genetic distance between the Coelomactra antiquata and seven seashell speices

1 2 3 4 5 6 7 8

1.DQ885591 Mactra veneriformis
2.DQ885593 Mactra chinensis
3.Coelomactra antiquata
4.Fusconaia cerina DQ383441
5.Fusconaia flava DQ383442
6.Calyptogena kawamurai AB298748
7.Calyptogena solidissima AB252631
8.Calyptogena nankaiensis AB208750

0.154
3.147
10.273
10.273
12.095
12.115
12.125

3.429
10.522
10.522
11.918
11.937
11.946

11.945
11.945
11.852
11.871
11.767

0.000
17.427
17.427
17.901

17.427
17.427
17.901 0.011 0.009

3 讨论

3.1 福建长乐西施舌与其他地区西施舌的差异

ITS-1序列为非转录间隔子,受到的选择压力

较小 , 进化速率较快 , 信息含量丰富 . 同时 ITS-1

序列具有种内变异小而种间变异大的特性 , 是种

类鉴定和系统发育分析的重要分子标记 [7]. 目前

利用 ITS-1 序列分析技术进行分子鉴定和种群遗

传多样性的研究已有不少报道 , 如 King等用 ITS

序列对淡水贝类 Lasmigona subviridis进行了地理

系统学研究 [8].

福建长乐漳港西施舌与深沪湾海蚌、江苏西

施舌在外形上差别不大, 但是长乐漳港西施舌的

生长速度快、肉质脆、味道鲜美 , 在市场上长乐漳

港西施舌的价格是江苏西施舌的 5 倍以上. 本研

究的结果表明, 3个地区西施舌的 ITS-1 序列之间

的遗传差异性不大, 特别是来自深沪和长乐的西

施舌 , 它们之间的遗传差异更小. 江苏西施舌较

来自福建长乐和福建深沪的西施舌遗传差异性较

大, 表明地理距离的远近和遗传差异的大小相一

致. 福建长乐西施舌具有独特的品质 , 但是本研

究的结果表明, 福建长乐西施舌并未形成一个区

别于其他地区西施舌的一个独特的种, 其独特的

品质可能与其栖息地生态环境等相关, 关于长乐

海蚌的优良品质还需要进一步的研究.

3.2 ITS-1序列在双壳贝类系统发育中的应用

利用 ITS-1 序列分析技术进行亲缘关系较近

的物种的分类和系统进化分析已有不少研究报

道. 程汉良 [9]等利用 ITS序列对帘蛤科贝类进行

系统进化研究, 表明 ITS序列可作为良好的遗传

标记 ;喻达辉 [7]等利用 ITS序列对珠母贝属的物

种进行了系统进化分析, 证明 ITS序列是珠母贝

属的良好标记.

本研究首次用 PCR 扩增、克隆、测序及生物

信息学技术对西施舌的 ITS1 序列进行了研究,并

结合 Genbank 数据库中其他双壳贝类的 ITS1 序

列数据分析了西施舌的分子进化地位. 本研究中

基于 ITS-1 序列的系统发育分析表明 , 四角蛤蜊

和中国蛤蜊首先聚为一支, 而后与西施舌聚为一

支 , 再与蛤蜊科的浪蛤聚为一支. 这说明蛤蜊科

内中国蛤蜊和四角蛤蜊的亲缘关系较近, 西施舌

与上述贝类的亲缘关系较远, 此结果和孟学平 [10]

等利用 16S和 ITS2 序列对蛤蜊科中国蛤蜊、四角

蛤蜊和西施舌的遗传进化关系研究所得的结果一

致. 这也证明了 ITS-1 序列可作为蛤蜊科的良好

分子标记.

在孟学平 [10]等人的研究中 , 根据 16S序列所

作的系统进化树,同属帘蛤目的 Corbicula sp1( 蚬

科) 与 Astarteborealis( 北方爱神蛤科) 首先聚为一

支, 而后与蚬科的 Corbiculaluminea聚合在一起,

这与传统的形态分类出现了一定偏差. 根据 ITS-

1 序列所作的系统进化树中, 帘蛤目和蚌目的双

壳类贝类能很好的区分, 这和传统形态学的分类

中确定的亲缘关系一致. 这说明 ITS-1 序列在双

壳纲的分子系统进化研究中能起着重要的参考作

用, 以 ITS-1 序列作为分子标记可能比以 16S序

列更为可靠. 进一步的研究仍需结合 16S和 COI

序列分析做更深的研究.

3.3 西施舌分子生物学研究展望

西施舌作为一种名贵的贝类, 其研究主要集

中在西施舌养殖和繁殖生物学上. 但是要保持西

施舌良好的种质资源, 特别是要保持象福建长乐

西施舌这样有着明显种质优势的物种, 分子生物

学对其遗传结构和遗传多样性的研究将会起着非

常重要的作用.

目前, 国外关于西施舌分子遗传标记的研究

尚未见报道, 国内的报道中西施舌遗传多样性研

究中 ,只见利用 RAPD对西施舌进行种群遗传多
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样性研究, 但是未见利用分子标记对不同地区西

施舌遗传差异的研究 . 分子标记技术相对于

RAPD技术有明显优势, 登录 GenBank 的分子标

记序列数据便于后续序列数据的比较, 有利于研

究的延续性.

在以后的研究中 , 利用更多的分子标记对

我国西施舌的种群遗传情况进行调查是十分必

要的 . 这将有利于西施舌优良品种的繁殖 , 西

施舌自然资源的保护和避免西施舌养殖中的盲

目引种.
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