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摘  要: 对我国五大淡水湖: 鄱阳湖、洞庭湖、太湖、巢湖、洪泽湖, 鄱阳湖内包括进贤、余干、珠湖、都昌、湖口、永修, 合

计 10 个群体三角帆蚌 78 个个体核糖体 DNA 基因转录间隔子 ITS-1 进行 PCR 扩增、序列测定, 获得 78 条长度为 430 bp 的

同源序列. 同源基因序列分析显示, 五大淡水湖 10 个群体三角帆蚌 78 条 ITS-1 序列片段, G+C 的含量都明显高于 A+T 的含

量. 鄱阳湖三角帆蚌的核苷酸多态性指数最高, 而巢湖的核苷酸多样性指数最低. 基于 ITS-1 序列片段的遗传距离表明, 鄱阳

湖内六个点群体间遗传距离很小, 在 0.0071 到 0.0092 之间. 五大湖间三角帆蚌群体遗传距离较远, 在 0.0752 到 0.1381 之间. 

ITS-1 序列片段构建系统树显示, 鄱阳湖 6 个群体聚在了一起为单独一支, 并与巢湖群体亲缘关系相近. 洞庭湖群体和洪泽湖

群体亲缘关系相近, 单独为一支. 太湖群体从鄱阳湖、巢湖群体分离开来, 单独为一支.  
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Abstract: The internal transcribed spacer 1 (ITS-1) was amplified from Hyriopsis cumingii in the five large lakes of China: Lake 

Poyang, Lake Dongting, Lake Taihu, Lake Chaohu and Lake Hongze, and 430bp lengths of homological fragments of the ITS-1 was 

sequenced from 78 individuals of ten stocks. The homological fragment analysis showed that the average contents of G+C were 

obviously higher than that of A+T. The nucleotide diversity of ITS of Lake Poyang was the highest, while that of Lake Chaohu was 

the lowest. The genetic distances among the six stocks from Lake Poyang were very near, which was from 0.0071 to 0.0092. The 

genetic distance among the five stocks from five large lakes were relatively far, which was from 0.0752 to 0.1381. The phylogenetic 

tree of ITS-1 built with MEGA 3.1 showed that the six stocks from Lake Poyang clustered together independently, and had a relative 

closer relationship with Lake Chaohu. The phylogenetic relationship between Lake Dongting and Lake Hongze was relatively close 

and clustered independently. The stocks of Lake Taihu was an independent one, which diverged from those of Lake Pongyang and 

Chaohu. 
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三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)是中国特有的优质淡水育珠母蚌. 随着珍珠养殖产业的发展, 生产中

三角帆蚌种质退化现象日趋严重, 筛选或培育出品质优良的三角帆蚌成为当前亟需解决的关键问题之一.
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我国五大湖鄱阳湖、洞庭湖、太湖、巢湖和洪泽湖是三角帆蚌的主要自然分布区域, 对五大淡水湖三角

帆蚌群体遗传多样性、群体间遗传变异及亲缘关系的研究将对三角帆蚌种质资源保护和良种选育产生重

要的意义. 目前为止, 对我国五大淡水湖三角帆蚌群体在形态[1]、生长[2]、RAPD[3]、SSR[4]、线粒体COI
基因片段等方面已经进行了一些的研究, 初步确定五大湖遗传多样性由高到低的顺序为: 鄱阳湖、洞庭

湖、太湖、洪泽湖、巢湖, 但对湖泊内部不同取样点的情况却未见报道.  
运用ITS-1核苷酸序列对贝类遗传和系统发生方面的研究国内外已有较多报道[5-6], 但主要集中在

海水养殖种类, 运用ITS-1序列对淡水贝类方面尚不多见, 对三角帆蚌的遗传多样性和亲缘关系的研究

还未见报道. 本研究选用鄱阳湖、洞庭湖、太湖、巢湖和洪泽湖五个野生群体及鄱阳湖内不同群体三

角帆蚌为材料, 用ITS-1核苷酸片段分析五大湖间群体和鄱阳湖内群体三角帆蚌的遗传多样性及亲缘

关系, 以及分析五大淡水湖三角帆蚌样本是否具有代表性, 为三角帆蚌天然种质资源的保护与筛选提

供科学依据.  

1 材料和方法 

1.1 实验材料   

五大湖三角帆蚌鄱阳湖群体(PY)以进贤群体(PJX)为代表, 另外还有洞庭湖群体(DT)、太湖群体(TH)、
洪泽湖群体(HZ)、巢湖群体(CH), 都是野生群体繁育的第一代. 他们的亲本分别于 2001 年 10 月-2002 年

02 月之间采集, 采集后饲养在浙江诸暨王家井珍珠养殖场, 并采取了严格的隔离措施. 每个群体随机取

7-10 个个体, 用无水乙醇固定三角帆蚌的外套膜, 放置 4℃冰箱保存.  
鄱阳湖另外 5 个野生群体于 2006 年 8 月份分别取自余干大塘湖区(PYG)、珠湖湖区(PZH)、都昌湖

区(PDC)、湖口湖区(PHK)、永修昌邑湖区(PYX), 采集地点均为离湖岸较远的深水处. 采集完后每个群体

取 6-9 个个体现场取外套膜组织, 无水乙醇固定, 带回实验室后于 4℃冰箱保存.  
1.2 基因组DNA提取   

取外套膜组织150mg左右, 双蒸水冲洗, 酚-氯仿提取DNA, 1%琼脂糖凝胶电泳检测.  
1.3  PCR扩增及序列测定   

PCR扩增所用引物: ITS-1A: 5’-GGTTTCTGTAGGTGAACCTGC-3’; ITS-1B: 5’-CTGCGTTCTTCATC- 
GACCC-3’[7], 引物由上海生工生物工程技术有限公司合成.  

PCR 反 应 体 系 为 30µl: 模 板 DNA 50-100ng; 3.0µl 的 10×Buffer( 含 Mg2+, 上 海 生 物 工 程 公 司 ); 
dNTPs(2.5 mmol/L)2.4µl; 上、下游引物(5µmol/L)各1.2µl; Taq DNA聚合酶(5 U/µl)0.2µl, 其余体积用水补

足. 反应条件为: 94℃预变性2min, 94℃变性45s, 50℃退火1 min, 72℃延伸1min. 经35个循环后在72℃延

伸5min. 扩增产物4℃保存. PCR产物送往上海生工生物工程技术有限公司, 纯化后直接进行测序反应, 
测序引物为ITS-1A.  
1.4 数据处理 

用BlastN进行 核酸序列同源 性比较 , ClustalW软件对所 测得的序列进 行比对 , 并经人工核查 ; 
DNASP4.0软件统计多态位点(S), 平均核苷酸差异数(K)和核苷酸多样性指数(Pi); MEGA3.1软件进行所

测序列的编辑、排序、系统发育和遗传学分析, 采用Kimura双参数模型计算遗传距离, 用NJ法构建系统树.  

2 结果 

2.1 ITS-1 核苷酸序列的 PCR 扩增结果 

从提取的基因组 DNA 中 PCR 扩增到 500bp 左右的 ITS-1 序列(图 1).  
2.2 ITS-1 核苷酸序列的测定及碱基组成 

三角帆蚌 10 个群体共 78 个个体的 ITS-1 核苷酸片段经多序列比对, 删去首尾两侧部分模糊序列, 共

获得长度为 430bp 的同源序列.  
用 MEG3.1 软件对五大湖三角帆蚌群体的碱基(T、C、A、G)组成作了计算(表 1), 发现其碱基组成差

异不大, 鄱阳湖三角帆蚌 6 个群体的 T、C、A 和 G 的平均含量分别为 21.2％、29.4％、23.2％和 26.1％. 除
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鄱阳湖外其他四个湖三角帆蚌群体 T、C、A 和 G 的平均含量分别是 21.3％、29.3％、23.2％和 26.2％. G+C
的含量都明显高于 A+T 的含量. 

 

 
 
 
 
 

图 1 三角帆蚌 10 群体 ITS-1 序列部分序列的 PCR 产物 
Fig.1 PCR products for ITS-1 of ten stocks of Hyriopsis cumingii 

 

表1 三角帆蚌各群体ITS-1核苷酸序列的碱基组成 
Tab.1 Base compositions of ITS-1 fragments of different Hyriopsis cumingii stocks 

群体 个体数 T% C% A% G% G+C% 

PY 
CH 
DT 
HZ 
TH 
Avg 

10 
8 
8 
7 

10 
8 

21.2 
21.1 
21.2 
21.3 
21.2 
21.3 

29.5 
29.6 
29.3 
29.2 
29.4 
29.4 

23.2 
23.1 
23.4 
23.2 
23.2 
23.2 

26.2 
26.2 
26.1 
26.3 
26.2 
26.2 

55.7 
55.8 
55.4 
55.5 
55.5 
55.5 

PJX 
PDC 
PHK 
PYG 
PYX 
PZH 
Avg 

10 
7 
9 
6 
7 
6 
7 

21.2 
21.2 
21.3 
21.2 
21.1 
21.3 
21.2 

29.5 
29.5 
29.4 
29.5 
29.3 
29.3 
29.4 

23.2 
23.1 
23.2 
23.1 
23.3 
23.1 
23.2 

26.2 
26.1 
26.1 
26.2 
26.1 
26.2 
26.1 

55.7 
55.6 
55.5 
55.7 
55.4 
55.5 
55.6 

 2.3 ITS-1 核苷酸序列变异及其遗传多样性参数 

使用 DNASP4.0 软件对中国五大湖三角帆蚌群体的遗传多样性参数进行计算. 鄱阳湖内 6 个群体的

核苷酸多态位点在 54 到 60 之间, 居五个湖首位. 其次是洞庭湖和太湖群体, 分别是 51 个和 48 个, 而洪

泽湖群体和巢湖群体的多态核苷酸位点数分别为 35 个和 33 个(表 2).  
在五个湖三角帆蚌群体中, 鄱阳湖 6 个群体的平均核苷酸差异数和核苷酸多样性指数值分别在 14.054

到 16.267 和 0.11841±0.14651 到 0.16186±0.12651 之间, 明显高于其它四个湖三角帆蚌群体, 其次是洞庭

湖群体和太湖群体 , 巢湖群体最低 , 其平均核苷酸差异数和核苷酸多样性指数值分别为 7.333 和

0.03346±0.05754.  
2.4 ITS-1 核苷酸序列的遗传距离 

基于所测得的核苷酸序列, 利用 MEGA3.1 软件中的 Kumara 双参数模型(转换加颠换, 转换比颠换)
计算鄱阳湖内六个点群体间相对遗传距离和遗传分化指数 Fst(表 3). 以进贤群体(PJX)为鄱阳湖群体代表, 
计算五大湖间群体的相对遗传距离和遗传分化指数 Fst(表 4).  

鄱阳湖内六个点群体间遗传距离相对很小, 遗传距离在 0.0071 到 0.0092 之间, 遗传分化指数 Fst 在

-0.11963 到 0.08998 之间(表 3). 五大湖间群体遗传距离相对较远, 遗传距离在 0.0752 到 0.1381 之间, 是

鄱阳湖内群体间遗传距离的 7 倍以上. 遗传分化指数 Fst 在 0.08832 到 0.53913 之间(表 4). 

750bp 

500bp 

250bp 

100bp 
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表 2 三角帆蚌各群体 ITS-1 遗传多样性参数比较 
Tab.2 Summary of genetic diversity of different Hyriopsis cumingii stocks  

群体 个体数(n) 多态位点(S) 平均核苷酸差异数(K) 核苷酸多样性指数(Pi)
PY 
CH 
DT 
HZ 
TH 

10 
8 
8 
7 

10 

55 
33 
51 
35 
48

14.067 
7.333 

12.133 
7.467 

11.689

0.12868 ± 0.13750 
0.03346 ± 0.05754 
0.10636 ± 0.14435 
0.04271 ± 0.03361 
0.08085 ± 0.07537 

PJX 
PDC 
PHK 
PYG 
PYX 
PZH 

10 
7 
9 
6 
7 
6

55 
60 
57 
54 
59 
55

14.067 
16.267 
15.089 
14.054 
16.112 
14.223

0.12868 ± 0.13750 
0.16186± 0.12651 
0.14953 ± 0.14341 
0.11841± 0.14651 
0.15736 ± 0.16047 
0.12085± 0.14047 

                     表 3 鄱阳湖内 6 群体间的相对遗传距离和遗传分化指数 Fst* 
Tab.3 Comparative genetic distance and fixation indices among six stocks of 

Hyriopsis cumingii from Lake Poyang 

 PJX PDC PYX PYG PZH PHK 

PJX *** 0.06362 0.05772 0.07665 0.05583 0.08998 

PDC 0.0082 *** 0.05296 -0.07952 0.02989 -0.08073 

PYX 0.0072 0.0091 *** -0.0008 -0.11963 0.05596 

PYG 0.0081 0.0083 0.0091 *** -0.02913 -0.09252 

PZH 0.0071 0.0081 0.0072 0.0083 *** 0.02971 

PHK 0.0090 0.0081 0.0072 0.0082 0.0092 *** 

* 对角线下为遗传距离; 对角线上为遗传分化指数 Fst.  

                      表 4 五大湖间 5 群体的相对遗传距离和遗传分化指数 Fst* 
Tab.4 Comparative genetic distance and fixation indices among five stocks of Hyriopsis cumingii 

from the five freshwater lakes of China 

 PY CH DT HZ TH 

PY *** 0.10850 0.40660 0.21374 0.13980 

CH 0.0752 *** 0.53913 0.34195 0.20698 

DT 0.1352 0.1202 *** 0.08832 0.50906 

HZ 0.1271 0.1273 0.1021 *** 0.31292 

TH 0.1121 0.1201 0.1263 0.1381 *** 

* 对角线下为遗传距离; 对角线上为遗传分化指数 Fst.  

2.5 基于 ITS-1 核苷酸序列的分子系统树 

用 MEGA3.1 软件中的 NJ 法, 构建 10 个群体之间的系统聚类图(图 2). 以太平洋牡蛎(OUT)为外群, 
对 78 个样本进行系统树的构建, 系统树各分支的置信度由 1000 次自检法(Bootstrap)检验(图 3). 

鄱阳湖内 6 个群体聚在一起单独为一支, 并与巢湖群体亲缘关系相近. 洞庭湖群体和洪泽湖群体亲
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缘关系相近, 单独为一支. 太湖群体从鄱阳湖和巢湖群

体分离开来, 单独为一支(图 2). 鄱阳湖、巢湖和太湖个

体分别聚在一起, 并且和图 1 群体间聚类关系基本相吻

合. 洞庭湖和洪泽湖两群体的个体间有较多的交叉, 未

能单独成群(图 3).  

3 讨论 

五大淡水湖三角帆蚌样本是否具有代表性是本文重

点研究内容之一. 为此, 笔者采集了鄱阳湖内 6 个点的

三角帆蚌群体, 并对它们的 ITS-1 核苷酸序列分别进行

了分析, 结果发现鄱阳湖内部各采样点之间碱基组成、

核苷酸多态位点数、平均核苷酸差异数、核苷酸多样性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 五大湖三角帆蚌 ITS-1 的 NJ 聚类图 

Fig.3 NJ tree based on the internal transcribed spacer 1 of Hyriopsis cumingii from  
the Five Freshwater Lakes of China 

图 2 三角帆蚌 10 群体 ITS-1 序列的 NJ 系统树

Fig.2 ITS-1 Neighbor-joining phylogenetic tree
of ten Hyriopsis cumingii stocks 
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指数等指标差异很小. 五大湖三角帆蚌群体间的遗传距离是鄱阳湖内群体间的遗传距离的 7 倍以上. 五

大湖群体间的遗传距离在 0.0752 到 0.1381 之间, 最大差异不到 1 倍. 鄱阳湖内群体间的遗传距离在

0.0071 到 0.0092 之间, 最大差异不到 30%, 与湖泊间和湖泊内至少 7 倍的差异相比, 非常小. NJ 法构建的

分子系统树结果显示鄱阳湖 6 个群体紧密的聚在了一起, 明显为单独的一支. 上述结果均表明, 湖泊内

部的一个取样点基本可以代表整个湖泊的情况. 另外, 从鄱阳湖内 6 个点的分析结果来看, 1 个子一代群

体与 5 个野生群体差异很小, 因此繁育子一代能代表野生群体的情况. 这与笔者用 mtDNA COI 基因片段

分析的结果一致.  
核糖体DNA转录间隔区(ITS)为核基因组序列, 由于该序列属于非编码的间隔区, 没有自然选择的压

力而具有较大的变异性, 使得该片段成为较好的分子系统学分析片段[8-10]. ITS序列的进化速率要比线粒

体COI基因的速率要快[11]. 对番红砗磲的研究和分析发现ITS序列具有非常高的多态性[12], ITS-1序列可

用作贝类群体间的遗传分析. 而对于本实验中五大湖三角帆蚌群体, ITS-1序列的多态性也很高, ITS-1序

列的进化速率也比线粒体COI基因的进化速率快, 在群体间的变异程度也较大, 这表明ITS-1序列适合用

于三角帆蚌群体间遗传分析.  
对10个群体三角帆蚌的ITS-1核苷酸序列碱基组成分析发现, G+C的含量大约在55%, 明显大于A+T

的含量. 双壳贝类ITS-1的G+C含量一般在45%-66%之间[13], 几种欧洲扇贝的ITS-1序列中G+C含量都低

于50%[9], 文蛤属4种贝类ITS-1序列中G+C含量都大约在60%[14], 太平洋牡蛎ITS-1序列中G+C的含量是

56.36%[15]. 而本研究10个群体三角帆蚌ITS-1序列的G+C含量处于中间水平, 与太平洋牡蛎基本相当.  
鄱阳湖内 6 个群体三角帆蚌的平均核苷酸差异数在 14.054 到 16.267 之间, 核苷酸多样性指数值在

0.11841±0.14651 到 0.16186±0.12651 之间, 明显高于其它四个湖泊三角帆蚌群体. 五大湖遗传多样性由高

到低的顺序为: 鄱阳湖、洞庭湖、太湖、洪泽湖、巢湖. 洪泽湖群体和巢湖群体的多态核苷酸位点数和

核苷酸多样性指数最低, 遗传多样性也最低. 过去利用 RAPD 和 SSR 技术, 对我国五大湖三角帆蚌的遗

传多样性进行了分析, 结果也认为鄱阳湖群体三角帆蚌遗传多样性最高, 洞庭湖群体和太湖群体其次, 
洪泽湖和巢湖群体最低[3-4]. 本研究结果和过去的研究结果相同. 群体遗传多样较高的群体, 其种质资源

较好. 通过对中国五大湖三角帆蚌群体和诸暨养殖群体生长性能比较研究显示, 鄱阳湖三角帆蚌群体生

长性能和成活率最高[2].  
基于 ITS-1 核苷酸序列的 10 个群体的遗传距离和 NJ 法构建的系统树表明, 鄱阳湖与巢湖三角帆蚌

群体间亲缘关系较近, 可能是因为鄱阳湖与巢湖地理位置相隔较近的缘故. 洪泽湖群体与除洞庭湖群体

以外的其它群体亲缘关系相对较远, 可能因为洪泽湖属于淮河水系, 其它群体均属于长江水系, 其地理

位置相隔较远有关, 这与五大湖三角帆蚌形态学、RAPD、SSR、mtDNA COI 基因片段等的研究结果相

似[1,3-4], 五大湖三角帆蚌群体之间的亲缘关系可能与地理分布有一定的关系.  
从五大湖的形成和地质演变历史来看, 鄱阳湖、洞庭湖、太湖、洪泽湖、巢湖的形成都有上千年的

历史. 经过漫长的演变, 鄱阳湖和太湖的湖口直接和长江相通, 水文状况复杂, 生物多样性丰富, 使得三

角帆蚌的遗传多样性很高. 太湖大约在 5000 年前, 由一个大海湾逐渐转变成了内陆湖泊[16]. 伴随着地质

演变过程, 太湖与长江有大量的水体交换, 同时黄浦江逐渐成为太湖的主要排水通道, 使得太湖也具有

非常高的生物多样性, 三角帆蚌的遗传多样性保持很高. 而洪泽湖历史以来, 就是一个浅水湖, 湖泊水

也主要来源于一些河道, 而且历史上也曾出现过干涸, 可能导致了三角帆蚌的遗传多样性不高. 巢湖主

要位于安徽省腹心部位, 经过漫长的演变, 沿岸主要为一些城市所包围, 缺乏与外界大量的水体交换, 
可能也使得三角帆蚌的遗传多样性不高.  

而以 78 个个体构建的分子亲缘关系树和遗传分化指数的计算中发现洞庭湖和洪泽湖个体间遗传分

化指数较小, 个体间有较大的基因交流. 从珍珠产业发展的现状来看, 五大湖周遍地区是我国淡水珍珠

的主要产区, 洞庭湖的三角帆蚌资源较好, 由于洪泽湖历史上曾出现过多次干涸造成三角帆蚌资源匮乏, 
可能将采集的洞庭湖三角帆蚌亲本移至洪泽湖来培育珍珠. 从三角帆蚌繁殖习性来看, 它是体内受精, 
受精卵成熟排出体外为钩介幼虫, 钩介幼虫主要寄生在鱼鳃和体表部分, 变态后从鱼体脱落沉入湖底. 
由于鱼的活动把钩介幼虫带到湖内各个水域, 洞庭湖与洪泽湖内的三角帆蚌进行了基因交流. 洪泽群体
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与洞庭群体的亲缘关系较近, 可能与洪泽湖干枯后湖边的洞庭湖养殖群体进入后造成的遗传污染有关.  
三角帆蚌是我国现有最主要的淡水育珠蚌, 是我国特有种. 研究表明, 鄱阳湖、洞庭湖和太湖具有相

对较高的遗传多样性, 生长性能也较好, 表明它们具有作为育种材料的基本条件. 因此建议加强对现有

鄱阳湖、洞庭湖和太湖三角帆蚌种质资源的保护, 以维持我国特有的具有重要经济价值的三角帆蚌优良

种质的遗传多样性, 为三角帆蚌良种选育提供必要的基础条件.  
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