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泥蚶线粒体 COI和 16S rRNA基因片段序列研究 
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摘要：采用 PCR技术扩增了泥蚶线粒体 DNA的 COI和 16S rRNA基因片段，PCR产物经 T载

体连接后进行克隆、测序，用MEGA version 3.0软件计算这 2个基因片段序列碱基组成. 结果显

示：COI和 16S rRNA基因删除引物序列后分别得到 660 bp和 548 bp的核苷酸序列，T，C，A

和 G碱基含量分别为 40.4％，14.7％，20.6％，24.3％和 23.2％，25.9％，30.3％，20.6％. COI

和 16S rRNA基因片段对泥蚶不同地理种群的遗传分化的研究具有一定的应用价值.  
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泥蚶(Tegillarca granosa)俗称血蚶、粒蚶、花

蚶等，属软体动物门(Mollusca)、瓣鳃纲(Lamelli- 

branehia)、蚶目(Arcoida)、蚶科(Arcidae)，是一种

栖息于沿海滩涂的广温性双壳贝类，在我国主要分

布于江苏、浙江、福建、广东等地，是南方沿海地

区的主要经济养殖贝类之一.  

目前，已在形态、氨基酸、同工酶等方面对泥

蚶遗传多样性进行了研究[1-7]，但这些方法容易受

到生物发育阶段及环境条件等诸多因素的影响. 

分子遗传标记本质上是指能反映生物个体或种群

间基因组中某种差异特征的DNA片段，不会受生

物发育阶段及环境等因素限制，所以将其应用于泥

蚶遗传背景的研究显得更为重要，近年来已有学者

应用RAPD标记来研究泥蚶的遗传多样性[8,9].  

线粒体DNA(Mitochondrial DNA，mtDNA)作为

分子遗传标记已成为分子系统学研究的热点[10-12]，

16S rRNA和COI基因具有较强的中间解析和鉴别

能力，因而在脊椎动物和无脊椎动物的系统与进化

学、种类鉴别及种群的遗传多样性的研究中广泛应

用[13]. 但目前国内外应用线粒体DNA作为分子标

记来研究泥蚶的遗传资源状况尚未见报道. 本文

对泥蚶线粒体DNA的COI和 16S rRNA基因片段进

行了PCR扩增和测序，并对其序列进行分析，为以

后泥蚶的遗传资源、物种间的亲缘关系和系统进化

等研究提供一定的分子生物学依据.  

1 材料和方法 

1.1 材料来源 

泥蚶采自浙江乐清的自然样本，样品采集后活
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体运回，立即解剖，取出整个软体部，保存于 95%

的酒精中.  

1.2 实验方法 

1.2.1 基因组 DNA提取 

取 0.1 g保存于 95％酒精中的样品腹足肌肉组

织，基因组DNA提取采用苯酚/氯仿抽提法[12].   

1.2.2 PCR扩增 

用于 COI 基因片段扩增的引物为：COIL1490 

(5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’)和

COIH 2198(5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAA 

ATCA-3’)[14]；用于 16S rRNA基因片段扩增的引物

为：16SAR-L(5’-GCCTGTTTATCAAAAACAT-3’)

和 16SAR-H(5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 

3’)[15]. 反应的模板DNA约为 100 ng，反应体系总体

积为 50 μL，其中 10×Ex Taq Buffer 5 μL，dNTPs 2 

μL(各 2.5 mmol·L-1)，引物各 1 μL(20 μmol·L-1)，Ex 

Taq酶 0.5 μL(2 U). PCR反应条件为：94℃预变性 4 

min；94℃变性 45 s，54℃退火 45 s，72℃延伸

1 min，35 个循环，最后 72℃延伸 10 min. 每次反

应设立不含DNA模板的空白对照，扩增产物经 1%

的琼脂糖凝胶电泳检测.  

 

1.2.3 PCR产物克隆 

PCR 产物电泳割胶回收，用凝胶纯化试剂盒

(上海申能)纯化，与 pUCm-T载体(上海生工)连接，

连接体系总体积为 20 μL，其中 T载体 1 μL，PCR

纯化产物 6 μL，T4 DNA ligase 1 μL，T4 DNA ligase 

buffer 2 μL，灭菌蒸馏水 10 μL. 4℃过夜连接. 转化

感受态细胞 DH5α，筛选阳性克隆子，提取克隆质

粒，插入片段经 PstI酶切检测.  

1.2.4 测序 

用M13引物在自动测序仪(Applied biosystems 

3730，上海英俊)正反双向测序，以保证所测序列

的准确性.  

1.2.5 序列分析 

测序后的序列，用 Vector NTI Suite 8软件对正

反双向序列进行序列比对拼接，把所得到的目的序

列提交到 GenBank，得到其序列号，用MEGA ver- 

sion 3.0软件分析泥蚶 COI和 16S rRNA基因片段

的碱基组成.  

2 结果与讨论 

2.1 泥蚶 COI和 16S rRNA基因片段大小 

COI和 16S rRNA基因片段经特异性引物 PCR

扩增，2个片段均得到了清晰的条带，如图 1所示，

然后 PCR 扩增产物经过回收、克隆、测序、序列

比对拼接，删除引物序列. 本实验的泥蚶样本分别

得到 660 bp和 548 bp，这 2个序列被录入GneBank，

登录号为 EF583539，EF583543如图 2所示.  
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图 1  泥蚶 COI和 16S rRNA基因片段的 PCR扩增产物 

2.2 泥蚶 COI和 16S rRNA基因片段序列特征 

COI和 16S rRNA基因所得到的目的序列用

MEGA version 3.0软件计算泥蚶这 2个基因片段序

列碱基组成见表 1. 在所得到的COI基因片段序列

中T，C，A和G碱基含量中显示，碱基出现了偏倚，

T的含量达到 40.4%，而C的含量只有 14.7%，A+T

的含量显著高于G+C含量，这一模式与其他无脊椎

动物的COI基因相似 [16]. 相对于COI基因，16S 

rRNA基因片段序列的各碱基含量较为平均.  
表 1  泥蚶 COI和 16S rRNA基因片段序列碱基组成 % 

 T C A G A+T 

COI 40.4 14.7 20.6 24.3 61.0 

16S rRNA 23.2 25.9 30.3 20.6 53.5 

2.3 泥蚶 COI和 16S rRNA基因片段的应用价值 

DNA分子标记是指由于DNA分子发生缺失、



 
第 1期 郑文娟，等：泥蚶线粒体 COI和 16S rRNA基因片段序列研究 41  

 
图 2  泥蚶 COI和 16S rRNA基因片段的核苷酸序列 

插入、易位、倒位、重排或由于存在长短与排列不

一的重复序列等机制而产生的多态性标记，从而可

以在分子水平检测个体、群体及种间的多态性及遗

传差异[17]. 而mtDNA具有分子结构简单，严格的母

系遗传，进化速度快，不同的区域进化速度存在差

异等特征，使其成为分子群体遗传学和分子系统学

研究的重要标记[18].  

由于目前泥蚶尚无任何线粒体基因片段的序

列报道，而线粒体DNA的COI和 16S rRNA基因在

脊椎动物和无脊椎动物的系统发生和遗传进化研

究领域及疑难种类或地理种群鉴别中常作为分子

标记而得以广泛应用[19-21]. COI和 16S rRNA这 2个

基因在进化速度上存在差异，16S rRNA基因则比

COI基因要明显保守些[17]. 故本文对泥蚶线粒体

DNA中COI和 16S rRNA基因片段序列进行PCR特

异性扩增，分别得到 660 bp的COI和 548 bp的 16S 

rRNA基因 2 个基因片段的碱基序列，而且这 2 个

片段长度对测序来说显得比较合适，所以期望可以

将COI和 16S rRNA这 2 个基因作为研究泥蚶不同

地理群体的遗传变异、多样性评估、亲缘关系等方

面的很好的分子标记，也可应用于品种的鉴定、资

源保护和利用、遗传育种等方面.  
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Probing Sequence of Mitochondrial 16S rRNA and COI Gene 

Fragment in Tegillarca granosa 
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Abstract: Mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I gene(COI) and 16S rRNA gene fragments of 

Tegillarca granosa are amplified using PCR, then the PCR products are ligated into T-vectors, cloned and 

sequenced. 660 bp and 548 bp nucleotide sequences of partial COI gene and partial 16S rRNA gene are obtained 

respectively. Nucleotide composition frequencies are analyzed with the MEGA 3.0 software. The contents of T, 

C, A and G are found to be 40.4%, 14.7%, 20.6%, 24.3% in COI; 23.2%, 25.9%, 30.3%, 20.6% in 16S rRNA. 

Key words: Tegillarca granosa; mitochondrial DNA; COI; 16S rRNA 

CLC number: Q786 Document code: A 

（责任编辑  史小丽） 


