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摘要: 对我国东南沿海日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)的 4 个地理群体广东群体(GD)、台湾群体
(TW)、福建群体(FJ)和浙江群体(ZJ)的线粒体 16S rRNA 基因片段进行 PCR 扩增，对产物进行测序后

分析。经比对获得 470 bp 的核苷酸分析序列，发现了 16 个变异位点，得到了 10 种单倍型。广东、台湾、

福建和浙江群体的核苷酸多样性依次分别为 0. 000 8、0. 001 0、0. 005 1、0. 001 5，各群体均存在独有的单

倍型和共有单倍型。群体遗传距离分析表明各群体间保持着一定的遗传差异，其中福建群体与其他群

体之间存在着较远的遗传距离并保持了较高的遗传多样性。另外，利用其 423 bp 的 16S rRNA 同源序列

探讨了对虾科 6 个属共 12 种对虾的系统进化关系，囊对虾属与沟对虾属亲缘关系较近聚为一支，其他 4

个属的 10 种对虾聚为一支。
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Genetic Structure and Sequence Analysis of Four Stocks of
Marsupenaeus japonicus Using Mitochondrial 16S rRNA
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and Molecular Engineering，Zhoushan 316000，China )

Abstract:The aim of this study was to investigate mitochondrial 16S rRNA sequence variation to assess genetic

structure and polymorphism of in four stocks of Marsupenaeus japonicus. The samples of M. japonicus were

obtained from the East Sea and South Sea of Guangdong (GD)，Taiwan ( TW)，Fujian ( FJ) and Zhejiang

(ZJ) Province in China. The PCR technique was used to amplify the mtDNA 16S rRNA gene fragment. Four

hundred and seventy bp nucleotide sequence of partial 16S rRNA was obtained，and 16 variable sites and 10

haplotypes were detected among all sequences. Nucleotide diversities in GD stock，TW stock，FJ stock and ZJ

stock were 0. 000 8，0. 001 0，0. 005 1 and 0. 001 5 respectively. Each stock had shared haplotype and unique

haplotype. F st analysis showed that genetic difference existed among four stocks， and significant genetic

differentiations were observed between FJ stock and other three stocks. The Kimura-2-paramter genetic distance

calculated by the MEGA software between the stock of FJ and TW was the highest，up to 0. 003 2，while that

between the stock of ZJ and GD was the lowest to 0. 000 9. NJ phylogenetic tree was constructed using 12

Penaeidae shrimp. These results will be important and useful for making scientific strategy for the family
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selective breeding and molecular marker assisted selective breeding.
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日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)属于
对虾科囊对虾属，自然分布于日本沿海、我国东
南沿海及东南亚沿海等海域。由于具有耐受性
强、经济价值高的优势，在我国的对虾主养品种
中具有重要的地位

［1 － 2］，大规模养殖主要分布

于我国的浙江、福建、广东及台湾等东南沿海省
份，黄渤海海域也进行过苗种的引进和增养殖

实验
［2］。随着日本囊对虾养殖业的迅速增长，

苗种问题日益凸显，主要表现在缺乏丰富的野

生亲本资源，原有亲本的长期留种导致近亲交

配严重，后代抗病、抗逆性能衰退，出现生长速
度减慢等现象。种质是决定水产养殖业健康高
效发展的最关键因素，因此如何利用现有的日

本囊对虾亲本资源进行有效的遗传评估，分析

其遗传结构背景和多样性水平，进而可以有根

据地进行科学的家系选育、群体选育和分子标
记辅助育种，最终获得改良后的优良养殖品种

就显得极为重要。
动物线粒体 DNA(mtDNA)具有绝大多数

母系遗传、进化速度快、结构简单等优点，已经
广泛应用于研究动物的遗传多样性及系统进

化。在水产动物中，16S rRNA 基因序列被应用
于分析其遗传结构和探讨物种间及群体间的系

统发生关系
［3 － 4］。日本囊对虾作为我国的主要

养殖对虾品种之一，对其遗传结构的评估却很

少
［1 － 2，5］，而利用线粒体 DNA 分析其遗传背景，

仅有郑连明等
［6］
扩增了日本囊对虾的 COⅠ部

分序列。本研究拟利用线粒体 16S rRNA 基因
序列的变异来评估我国东海及南海海域日本囊

对虾 4 个主要地理群体的遗传多样性水平，探
讨其遗传进化并对各群体的遗传结构进行分

析。

1 材料与方法

1. 1 实验材料 实验所用的日本囊对虾 4 个
地理群体的样本分别采于我国东南沿海的浙江

(ZJ)、福建(FJ)、广东(GD)及台湾(TW)沿海，

新鲜样品低温冰冻后长期保存。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 基因组 DNA 的提取 采取常规苯酚氯
仿提取法提取总 DNA，每个样本取 100 mg 左
右的尾部肌肉，剪碎后加入 500 μl 组织匀浆缓
冲液(10 mmol /L Tris-HCl，pH 8. 0; 50 mmol /L
EDTA，pH 8. 0)，混匀后加入终浓度为 1% 的
SDS 和 200 μg /ml 的蛋白酶 K，55℃水浴 3 h。
等体积的 Tris-饱和酚、Tris-饱和酚 ∶氯仿 ∶ 异戊
醇(25 ∶ 24 ∶ 1)、氯仿 ∶异戊醇(24 ∶ 1) 各抽提一
次。无水乙醇沉淀，70% 乙醇洗涤两次，TE 溶
解。紫外分光光度计测定样品 DNA 的 OD260、
OD280值，确定其浓度和纯度，4℃保存备用。
1. 2. 2 PCR 扩增和产物鉴定 用于扩增 16S
rRNA 基因片段的引物为 L2510: 5′-CGC CTG
TTT AAC AAA AAC AT-3′和 H3059: 5′-CCG
GTC TGA ACT CAG ATC ATG T-3′，引物由上海
捷瑞生物公司合成。PCR 反应体系为 50 μl，包
括:模板 DNA 50 ～ 100 ng，10 × Buffer 5 μl，
dNTP 各 0. 2 mmol /L，上、下 游 引 物 各 0. 2
μmol /L，Taq plus DNA 聚合酶 2 U，MgCl2 1. 5
mmol /L。反应在 ABI 9700 PCR 仪上进行。反
应条件如下:94℃预变性 4 min;94℃变性 30 s，
50℃退火 45 s，72℃延伸 45 s，35 个循环;72℃
后延伸 7 min。每次反应都设不含模板的空白
对照。PCR 扩增产物经 1. 5%琼脂糖凝胶电泳
检测，EB 染色，Bio-Rad GD2000 型凝胶成像系
统拍照记录。
1. 2. 3 DNA 序列测定 将 PCR 产物送往上海
美季生物公司，纯化后在 ABI 3730 测序仪上进
行测序，测序引物为 L2510。福建、广东、浙江和
台湾每个群体分别测 15、13、15 和 12 个样本。
1. 2. 4 序列的数据处理与遗传结构变异分析
获得的序列经过人工校正后通过 NCBI 中

BLAST 同源检索后确认所得的序列片段，并从
GenBank 数据库中下载其他对虾物种的 16S
rRNA 序列以用于系统发生关系的分析。利用
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MEGA 4. 1软件分析 DNA 序列的变异位点，计
算碱基组成比例和遗传距离并构建系统进化

树;利用 DnaSP 4. 0 软件进行多态性指数、群体
分化指数及基因流的计算。单倍型命名采用如
下方式:例如单倍型 Maja-hap _1，Maja 代表日
本囊对虾拉丁名两个单词前两个字母，hap _1
表示第一个单倍型。

2 结 果

2. 1 日本囊对虾 16S rRNA 序列特征及变异
分析 经 PCR 反应条件优化后，扩增出单一清
晰的条带，见图 1。比对所测日本囊对虾 4 群

体的 16S rRNA 序列后，共得到了470 bp用于分
析的基因序列，与 GenBank 数据库中的序列比
对后发现与对虾科的其他虾类具有很高的同源

性，说明序列正确并可进行下一步的分析。序
列组成见表 1，从中可以看出 T、C、A、G 碱基在
日本囊对虾所有样本中的平均含量分别为

33. 4%、13. 0%、32. 6%、21. 0%，碱基分布在不
同种群间没有明显的差异，A + T 平均含量为
66. 0%，明显高于 G + C 的含量 34. 0%。其他
11 种对虾也具有类似的碱基分布，所有对虾的
A + T 碱基平均含量为 67. 7%，G + C 含量为
32. 3%。

图 1 线粒体 DNA16S rRNA 基因片段 PCR 扩增结果
Fig. 1 mtDNA 16S rRNA gene fragment of Marsupenaeus japonicus

M: DL2000 DNA 分子量标准; 1 ～ 17:部分样本的扩增产物。

M: DL2000 DNA ladder marker; 1 － 17:Partial product of PCR amplification.

表 1 12 种对虾 mtDNA-16S rRNA 基因序列的碱基组成
Table 1 Base composition in 16S rRNA gene sequences of 12 species of Penaeidae

物种 Species
T
(% )

C
(% )

A
(% )

G
(% )

A + T
(% )

G + C
(% )

片段长度

Length ( bp)
数据来源

Data resource

日本囊对虾 Marsupenaeus japonicus 33. 4 13. 0 32. 6 21. 0 66. 0 34. 0 470 本文

长毛对虾 Fenneropenaeus penicillatus 33. 6 11. 6 35. 0 19. 9 68. 6 31. 5 423 FJ435647

中国对虾 F. chinensis 33. 6 11. 8 34. 3 20. 3 67. 9 32. 1 423 FJ435643

墨吉对虾 F. merguiensis 33. 3 11. 6 35. 2 19. 9 68. 5 31. 5 423 FJ435646

食用对虾 Penaeus esculentus 33. 3 11. 4 33. 7 21. 6 67. 0 33. 0 421 AF279828

短沟对虾 P. semisulcatus 35. 3 10. 0 34. 4 20. 4 69. 7 30. 4 422 EU024682

斑节对虾 P. monodon 35. 0 10. 9 35. 2 18. 9 70. 2 29. 8 423 EU105473

桃红对虾 Farfantepenaeus duorarum 32. 9 11. 6 34. 3 21. 3 67. 2 32. 9 423 AF279812

加州对虾 F. californiensis 33. 1 11. 3 34. 8 20. 8 67. 9 32. 1 423 EU497054

细角对虾 Litopenaeus stylirostris 34. 0 12. 1 33. 6 20. 3 67. 6 32. 4 423 EU517503

凡那滨对虾 L. vannamei 32. 6 12. 5 34. 0 20. 8 66. 6 33. 3 423 EF584003

缘沟对虾 Melicertus marginatus 32. 5 13. 0 33. 6 20. 9 66. 1 33. 9 422 AY264907

平均值 Average 33. 6 11. 7 34. 2 20. 5 67. 7 32. 3
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图 2 日本囊对虾 16S rRNA 序列核苷酸变异位点及其各单倍型
Fig. 2 Nucleotide polymorphic sites and haplotypes in 16S rRNA gene sequences of Marsupenaeus japonicus

第一行序列表示单倍型 Maja-hap_1 的碱基序列; “.”表示与单倍型 Maja-hap_1 碱基相同。

Top sequences indicate nucleotide sequences of the haplotype Maja-hap_1; Dots indicate identity with the top sequence.

从所有的核苷酸变异序列中定义了 10 种
单倍型，命名为 Maja-hap_1 ～ Maja-hap _10，单
倍型及其变异位点见图 2。群体间共享单倍型
只有 1 个(Maja-hap_2)，其余为某个群体所特
有。福建、浙江、广东和台湾群体分别有 5、3、2
和 3 个单倍型。Maja-hap_1 为广东群体独有的
单倍型，Maja-hap_3 和 Maja-hap_4 为台湾群体
独有的单倍型，Maja-hap_5 和 Maja-hap_6 为浙
江群体独有的单倍型，Maja-hap_7、Maja-hap_8
和 Maja-hap_9 是福建群体独有的单倍型。日

本囊对虾 4 个群体的遗传多样性参数见表 2，
福建群体具有最高的遗传多样性水平，其单倍

型多样性及核苷酸多样性分别为 0. 667 和
0. 005 1，遗传多样性水平最低的广东群体其单
倍型多样性及核苷酸多样性分别为 0. 389 和
0. 000 8，综合各项参数可知，日本囊对虾 4 个
地理群体遗传多样性水平从高到低分别是福建

群体、台湾群体、浙江群体和广东群体。所测序
列经过人工校正后共发现 16 个变异位点，占分
析位点总数的 3. 4%，这些变异位点中包括 10
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表 2 日本囊对虾 4 个群体的遗传多样性参数
Table 2 Parameter summary of genetic diversity of Marsupenaeus japonicus from the four stocks

群体

Stocks
单倍型数(N)

Number of haplotypes
单倍型多样性(H)
Haplotype diversity

核苷酸多样性(Pi)
Nucleotide diversity

核苷酸变异数(K)
number of nucleotide difference

广东 Guangdong 2 0. 389 0. 000 8 0. 389
台湾 Taiwan 3 0. 439 0. 001 0 0. 470
浙江 Zhejiang 3 0. 378 0. 001 5 0. 400
福建 Fujian 5 0. 667 0. 005 1 2. 378
平均值 Average 0. 467 0. 002 0 0. 921

个转换位点和 7 个颠换位点，没有插入及缺失
位点，其中多样性水平最高的福建群体所分析

序列的转换和颠换数也分别达到了 10 个和 7
个。
2. 2 群体遗传分化及遗传结构分析 利用
MEGA 软件计算了日本囊对虾群体间的遗传距
离并统计了群体间的变异位点数(表 3)，4 个
群体间的遗传距离在 0. 000 9 ～ 0. 003 2 之间，
其中福建群体与台湾群体遗传距离最大，为

0. 003 2，广东群体与浙江群体的遗传距离最
小，为 0. 000 9，所有个体间的平均遗传距离为
0. 002 0。计算了各群体内个体间的遗传距离，
广东、台湾、浙江和福建群体内个体间的平均遗
传距离分别为 0. 000 8、0. 001 0、0. 000 9 和
0. 005 1，这与表 2 中各群体的遗传多样性水平
类似。表 3 中列出的群体间变异位点数显示福
建群体与其他群体间存在较多的变异位点，存

在较大的遗传变异。

表 3 日本囊对虾 4 群体间的相对遗传距离

(对角线下)和变异位点数(对角线上)

Table 3 Genetic distance ( below the diagonal) and

variation sites (above the diagonal) among four stocks

of Marsupenaeus japonicus

群体

Stocks
广东

Guangdong
台湾

Taiwan
浙江

Zhejiang
福建

Fujian

广东 Guangdong 3 3 13
台湾 Taiwan 0. 001 0 4 14
浙江 Zhejiang 0. 000 9 0. 001 0 14
福建 Fujian 0. 003 1 0. 003 2 0. 003 1

利用 16S rRNA 序列计算得到的 4 个群体
间的遗传分化系数及基因流数据(表 4)，广东
群体与台湾群体间、广东群体与浙江群体之间
存在中度的遗传分化(0. 05 < F st < 0. 15)，其他

群体之间均存在轻度遗传分化( F st < 0. 05)。
平均遗传分化系数为 0. 04，表明约 4% 的遗传
分化来自于群体之间，约 96%的遗传分化来自
于群体内。基因流(Nm )越大表明遗传分化程

度越低，同样可以说明各群体之间的遗传分化

水平。

表 4 日本囊对虾 4 群体间的群体遗传分化系数

F st(对角线下)和基因流 Nm (对角线上)

Table 4 Pairwise genetic fixations index ( below the

diagonal) and gene flow ( above the diagonal) among

four stocks of Marsupenaeus japonicus

群体

Stocks
广东

Guangdong
台湾

Taiwan
浙江

Zhejiang
福建

Fujian

广东 Guangdong 2. 50 3. 55 8. 89
台湾 Taiwan 0. 091 7. 18 13. 55
浙江 Zhejiang 0. 066 0. 034 31. 25
福建 Fujian 0. 027 0. 018 0. 008

2. 3 分子系统进化分析 为了探讨日本囊对
虾 4 个群体之间及对虾科内其他对虾的系统发
生关系，选择 423 bp 的 16S rRNA 同源序列利
用 DAMBE 软件评测了遗传距离与对应的转换
和颠换数的关系，根据对核苷酸变异的预测，所

分析序列的核苷酸转换和颠换数随着遗传距离

的增加而呈线性增加关系(图 3)，核苷酸变异
没有达到替换饱和，适宜进行系统发生关系的

分析。利用 NJ 法构建了日本囊对虾 4 个群体
及其他 11 种对虾同源序列的分子系统树，从图
4 中可以看出，福建群体与其他群体之间由于
遗传距离最大而保持较远的遗传进化关系。从
对虾科 6 个属 12 种对虾的系统进化可以看出，
每个属的几个物种会首先聚在一起，形成进化

树中的一个分支。对虾属与明对虾属亲缘关系
较近，对虾属的食用对虾与明对虾属的 3 种对
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图 3 16S rRNA 基因序列变异位点的核苷酸转换(S)

和颠换(V)与遗传距离的相关性
Fig. 3 Transition (S) and transversion (V) versus

genetic distance among 16S rRNA gene sequences

虾首先聚在一起，显示了遗传上较强的同源性。
美对虾属与滨对虾属在系统树中显示了较近的

亲缘关系，而囊对虾属与沟对虾属单独聚为一

支与其他 4 个属的对虾保持了一定的遗传距
离。

3 讨 论

线粒体 16S rRNA 基因序列是目前广泛应
用于水生动物群体遗传多样性和系统进化分析

研究的分子标记。周发林等［7］利用 16S rRNA
基因序列对中国南海海域斑节对虾 5 个地理群
体进行了遗传结构的分析，发现 5 个野生群体
可以为选择育种提供 2 个基础群体;孙悦娜
等
［8］
通过 16S rRNA序列的比较对日本沼虾

图 4 NJ 法构建的 12 种对虾的分子系统树
Fig. 4 Molecular phylogenetic tree of 12 species of Penaeidae shrimp

M. japonicus (FJ) :日本囊对虾福建群体; M. japonicus (ZJ) :日本囊对虾浙江群体;M. japonicus (GD) :日本囊对虾广

东群体;M. japonicus (TW) :日本囊对虾台湾群体;Fenneropenaeus penicillatus:长毛对虾(FJ435647) ; F. chinensis:中国对

虾(FJ435643) ;F. merguiensis:墨吉对虾(FJ435646) ;Penaeus esculentus:食用对虾(AF279828) ;P. semisulcatus:短沟对虾

(EU024682) ;P. monodon:斑节对虾(EU105473) ;Farfantepenaeus duorarum:桃红对虾(AF279812) ;F. californiensis:加州

对虾( EU497054 ) ; Litopenaeus stylirostris: 细 角对虾 ( EU517503 ) ; L. vannamei: 凡 那滨对虾 ( EF584003 ) ; Melicertus

marginatus:缘沟对虾(AY264907)。

(M. nipponense)3 个群体的遗传结构进行了分
析，并通过同源序列的比较探讨了 8 种沼虾的
系统发生关系;高天翔等

［9］
对中国对虾野生群

体和 4 代选育群体的 16S rRNA 序列进行分析，
没有发现碱基变异，并分析了 5 个属 12 种虾类

的系统发生关系。郑文娟等［10］基于 16S rRNA
部分序列探讨了 12 种鲹科鱼类系统进化关系，
发现基因序列没有达到突变饱和。吉鹏宇
等
［11］
利用线粒体的 COⅠ和 16S rRNA 对青蟹

(Scylla serrata)6 个群体进行了遗传背景的简
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单分析。
在本研究中，日本囊对虾 16S rRNA 序列

AT 含量(66. 0% )显著高于 CG 含量(34. 0% )，
这样的结果符合其他学者利用 mtDNA 部分基
因序列研究虾类得到的结论

［8 － 9，12 － 13］。而在鲹
科鱼类中 16S rRNA 基因序列的 AT 含量
(52. 0% ) 与 GC 含量 ( 48. 0% ) 差别不是太
大
［10］，说明不同物种间 mtDNA 序列的碱基分
布存在明显的差异性。全部序列经过人工校正
后共得到了 10 种单倍型，一方面说明日本囊对
虾的遗传资源还比较丰富，同时也说明 16S
rRNA 是存在一定进化速度的区域，适宜进行
遗传进化分析的研究。
从表 2 中看出，福建群体的各种遗传多样

性指数都是最高的，说明在采集的 4 个群体中
福建群体是具有良好遗传选育基础的，具有进

行遗传选育的潜力，在以后的日本囊对虾育种

中可以考虑利用福建群体进行优良亲本的选择

和群体的选育，因为只有具有遗传差异的基础

群体才可以获得明显的选育效果。在 4 个群体
中浙江群体、台湾群体和广东群体相对于福建
群体来说均具有较低的遗传多样性指数，很可

能与这些海域的日本囊对虾养殖业非常发达，

亲本已经过高强度的选择并且不断近亲交配导

致近交衰退有关，同时也可能是由于样本采集

的局限性所导致。
群体遗传分化系数 F st是利用遗传信息反

映群体之间遗传分化的指标，数值越大表明两

群体间的遗传分化水平越高。在本研究中，4
个群体之间大部分存在轻度或中度的遗传分

化，说明群体之间都存在一定的遗传差异，福建

群体与浙江群体间存在轻度遗传分化，基因流

最高也说明这两个群体经过了广泛的遗传交

换。但是值得注意的是利用不同的基因序列分
析群体结构可能会得到数值不同的遗传差异指

数，这主要是由于不同基因的进化速度不同所

造成。
DNA 序列在核苷酸替换饱和后系统发生

的信息可能丧失，不适合进行系统发生关系的

分析，一般认为随着遗传距离的增加，转换和颠

换数达到一个平衡，则这样的序列不适合进行

进化分析
［14］。以前的学者没有对 16S rRNA 序

列应用于对虾类系统进化关系研究的合理性进

行分析，本研究利用对虾科所有 6 个属的 12 种
对虾的 16S rRNA 序列进行了遗传距离与转换
和颠换数相关性的预测，结果显示，所分析的

16S rRNA 基因片段的转换和颠换数随着遗传
距离的增加而呈线性增加关系，没有达到核苷

酸突变饱和，因此日本囊对虾的 16S rRNA 基
因序列可以应用于群体间或物种间的系统发生

关系分析。利用 NJ 法构建的系统数显示，日本
囊对虾的 4 个群体聚在一起，显示了各群体的
物种同源性。12 种对虾聚为两大枝，囊对虾属
与沟对虾属的物种首先聚在一起，其他 4 个属
的 10 种对虾聚为一支，利用 16S rRNA 同源序
列可以较好的进行对虾科的系统发生关系分

析。尽管目前日本囊对虾养殖业非常发达，群
体间仍然存在一定程度遗传分化，尤其是福建

群体与其他群体之间仍然保持了较远的遗传距

离，有利于进行日本囊对虾的选择育种。本研
究探讨了 4 群体的遗传分化和遗传多样性水
平，发现存在一定程度的群体间遗传分化，福建

群体保持了较高的遗传多样性水平和遗传差

异，并利用同源序列初步探讨了对虾科 6 个属
的系统进化关系。本论文为日本囊对虾的家系
选育、亲本选择及分子辅助育种工作的开展提
供了基础。
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