
动物学杂志 !"#$%&% ’()*$+, (- .((,(/0 !""#，$!（%）：&’ ( ))

日本沼虾三群体线粒体 !"# $%&’ 基因片段

序列的差异与系统进化
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摘要：通过对日本沼虾（1+2*(3*+2"#)4 $#55($%$&%）* 个群体线粒体 +,- %). /0,- 基因片段进行扩增和测

定，得到长度为 $’& 12 的片段，其碱基 -、3、4 和 5 的平均含量分别为 !67)8、*)7%8、!!7#8和 %!7&8，

-3 含量明显高于 45 含量。通过对日本沼虾 %). /0,- 基因片段遗传特征的研究发现其种内变异很小，

在 * 个群体中只有 & 个位点发生转换。另外，利用其 $&$ 12 的同源序列，以中国明对虾（6%$$%*(5%$+%)&
2"#$%$&#&）为外群探讨了沼虾属日本沼虾、罗氏沼虾（1 9 *(&%$3%*/##）等 6 种沼虾的系统进化关系。用 :;4-
*7% 软件中的 ,< 法构建的分子进化树，日本沼虾 * 个群体先聚在一起后与海南沼虾聚在一起；另外，罗

氏沼虾与马氏沼虾、短腕沼虾与贪食沼虾亲缘关系较近先聚在一起，然后再与大臂沼虾和等齿沼虾聚在

一起，最后才与外群中国明对虾聚在一起。
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日本沼虾（!#.()*(#."$0, %$44)%&%’&），俗称

青虾、河 虾。属 于 甲 壳 纲（;#-$%&+*&），十 足 目

（<*+&20(&），长 臂 虾 科（=&,&*>0’"(&*），沼 虾 属

（!#.()*(#."$0,）。自然分布于中国、日本和东

南亚。在我国，广泛分布于南北各地的江河湖

泊中，是主要淡水养殖虾类，也是主要淡水名特

优养殖品种之一。由于长期的地理隔离形成了

不同的种群，主要有太湖种群、鄱阳湖种群、洞

庭湖种群等。其中，尤以太湖地区日本沼虾产

量最高、品质最优［4］。目前，我国日本沼虾养殖

过程中种质退化现象比较严重，开展我国日本

沼虾的良种选育，培育高品质的日本沼虾品种，

对于保障日本沼虾的种苗生产质量，促进我国

淡水养虾业的健康可持续发展具有重要意义。

而种质资源研究是开展良种选育的基础，因此，

对不同水系日本沼虾的遗传特征和种质差异的

研究对目前养殖业来说是当务之急。

以前从形态学、养殖学、生化遗传学［? @ A］等

方面曾对日本沼虾种质资源做过报道。但分子

遗传学的研究报道较少，而对线粒体的研究则

未见报道。本文以太湖、鄱阳湖和洞庭湖的日

本沼虾为研究对象，对其线粒体 <89 456 #789
基因进行了初步分析，并结合 B*’C&’D 中沼虾

属另外 E 种沼虾的同源序列初步分析了它们的

系统进化关系，以期为日本沼虾种质资源的管

理、保护和利用提供理论上的依据。

) 材料与方法

)*) 实验材料 实验用日本沼虾于 ?FFA 年 4F
月至 ?FF5 年 A 月采集，太湖群体（GH）采自江苏

省吴江市，洞庭湖群体（<GH）采自湖南省岳阳

市，鄱阳湖群体（=IH）采自江西省九江市。每

个群体取 A 个个体，经形态学鉴定后，无水乙醇

固定保存待用。

)*+ 实验方法

)*+*) 基因组 <89 的提取 采取常规苯酚氯

仿提取法，并略有改进，每个样本取 4FF >1 左

右的尾部肌肉，剪碎后，加入 AFF!, 组织匀浆缓

冲液（4F >>0,JK G#"$LH;,，2H MNF；AF >>0,JK
O<G9，2H MNF），混 匀 后 加 入 终 浓 度 为 4P 的

6<6和 ?FF!1J>, 的蛋白酶 Q，AAR水浴过夜。

G#"$L饱和酚、G#"$L饱和酚 S 氯仿 S 异戊醇（?A S ?T S
4）、氯仿 S异戊醇（?T S4）各抽提一次。无水乙醇

沉淀，EFP乙醇洗涤两次，GO 溶解。紫外分光

光度计测定样品 <89 的 U<?5F、U<?MF 值，确定其

浓度和纯度，TR保存备用。

)*+*+ =;7 扩增和产物鉴定 用于扩增的引

物分别为 4569：AV;B; ;GB GGG 99; 999 99;
9G WV；456C：AV ;;B BGG B99 ;G; 9B9 G;9
WV［5］，引物由上海生工生物工程有限公司合成。

反应在 O22*’(0#! :&$%*#+3+,*# AWWW 型 =;7 仪上

进行。反应条件如下：XTR预变性 W >"’；XTR
变性 4 >"’，A?R退火 4 >"’，E?R延伸 4 >"’，WA
个循环；E?R延伸 4F >"’。扩增反应为 ?A!, 的

反应 体 积，其 中 含 4F Y C-!!*# ?NA !,，(9G=、

(;G=、(BG= 和 (GG= 各 FN? >>0,JK，上、下游引

物各 FN?!>0,JK，模板 <89 AF @ 4FF ’1，5#1 2,-$
<89 聚合酶 4 Z（G"&’1*’），:1;,? 4NA >>0,JK。

每次反应都设不含模板的空白实验。=;7 扩增

产物经 4NAP琼脂糖凝胶检测，电泳缓冲液为

FNA Y GCO（2H MNF），电压为 A [J+>，常温电泳，

OC 染色，于凝胶成像系统下观察并拍照记录。

)*+*, <89 序列测定 将 =;7 产物送往上海

生工生物工程有限公司，纯化后直接进行测序

反应，测序引物为 4569J456C。

)*+*- 数据分析 测得的序列通过 <89 6%&#
软件包的 6*\:&’、:*1&,"1’ 软件进行序列拼接、

比对，并经人工核查。利用 :OB9 WN4 软件进

行所测序列的编辑、排序、系统进化和遗传学分

析。采用 Q">-#& 双参数模型计算遗传距离，以
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利用 !"#$% 在 &’(!)(* 中进行同源序列查

找，查得沼虾属另外 + 种沼虾线粒体 ,-# ./$
01-# 基因片段，经序列比对后取其 232 45 的同

源片段与本研究的日本沼虾进行分析，表 . 是

6 种沼虾的 ./$ 01-# 基因片段的碱基组成。

从表中可以看出，#、%、&、7 2 种碱基的含量在

不同 种 群 间 变 化 不 大。& 8 7 含 量 不 高 于

29:，相应的 # 8 % 含量不低于 /9:，6 种沼虾

的 #% 含量大部分在 /2:左右，只有罗氏沼虾

和海南沼虾分别为 /;</: 和 /+<=:，由此可

见，6 种沼虾的 #% 明显高于 &7 含量。这一结

果与在 甲 壳 类、双 壳 贝 类 等 的 ./$ 01-#、.;$
01-# 和 7>? 等线粒体基因片段中的观察结果

相似［+ @ .;］。

表 ! " 种沼虾 !#$ %&’( 基因片段的碱基组成

)*+,- ! .*/- 01231/45416 17 !#$ %&’( 8-6- 7%*82-65/ 17 -4895 /3-04-/ 17 !"#$%&$"#’()* /9%423

物种 $5’ABC’C %（:） 7（:） #（:） &（:） # 8 %（:） & 8 7（:） 总片段 %DE)F（45）

! G "#$$%"&"’&（%H） =/<9 .;<3 ;6<+ ;;<6 /2<+ =3<= 2I3
! G "#$$%"&"’&（JKH） =/<; .;<+ ;6<3 ;;</ /2<+ =3<= 2I3
! G "#$$%"&"’&（,%H） =/<; .;<= ;6<+ ;;<6 /2<I =3<. 2I3
! G ()*#+)",’ =3<6 .9<6 =9<9 ;=<2 /3<6 =2<; 23/
! G -).-#",’ =3<6 .;<; ;+<9 ;3<9 /;<6 =+<; 23/
! G &/,#0&"’ =2<6 ..<; ;I<+ ;2<= /2<3 =3<3 2+/
! G 1)#")"&"’& =/<+ .9<9 =9</ ;;<+ /+<= =;<+ 232
! G (). =2<+ .;<2 ;+<I ;3<9 /2</ =3<2 2+/
! G .%’&"2&.3## =2<+ ..<I ;+<+ ;3<+ /;</ =+<2 2+/
! G +)(-%(+’%"## =2<I ..<I ;6<6 ;3<9 /=<+ =/<= 2+/
平均值 #LMG =3</ ..<2 ;I<+ ;2<. /3<= =2<+

%H：日本沼虾太湖群体；JKH：日本沼虾鄱阳湖群体；,%H：日本沼虾洞庭湖群体。

%H：! G "#$$%"&"’& DN %)B ")*’；JKH：! G "#$$%"&"’& DN JDOP)(M ")*’；,%H：! G "#$$%"&"’& DN ,D(MOEB(M ")*’G

6 种沼虾的 ./$ 01-# 基因序列变异位点

见图 =。从图 = 可以看出在分析的日本沼虾 =
群体 ./$ 01-# 232 45 的基因片段序列中没有

出现碱基插入、缺失、颠换或重排等遗传变异信

息，只有 = 个位点发生转换（#Q&，7Q%）。6 种沼

虾一共有 ..9 个变异位点，其中单突变子位点

26 个，信息位点 / 个，插入和缺失位点 . 个。从

变异位点可以看出这些差异主要集中在所分析

序列的中间。

:;< 基于 !#$ %&’( 序列计算出的 " 种沼虾的

相对 遗 传 距 离 基 于 所 测 得 的 序 列，利 用

RS&# =<. 软件中的 TBUV0) 双参数模型（转换

加颠换、转换比颠换），分别计算 6 种沼虾间的

相对遗传距离（表 ;）。从表 ; 中可以看到，6 种

沼虾间的遗传距离在 9<933 / @ 9<.== I 之间，

其中罗氏沼虾与马氏沼虾的遗传距离最小，为

9<933 /，等齿沼虾与贪食沼虾的遗传距离最

大，为 9<.== I，6 种 沼 虾 的 平 均 遗 传 距 离 为

9<9I6 6。此外，6 种沼虾之间序列碱基转换与颠

换比平均为 .<+29，一般认为转换颠换比值小

于 ;<9 时，则此基因序列突变已经达到饱和状

态，受进化噪音的影响可能性较大，由此可见，

本研究 6 种沼虾的 ./$ 01-# 基因片段是相对

比较保守的序列。

:;= 基于 !#$ %&’( 基因序列的 " 种沼虾的系

统进化关系 以中国明对虾为外群，用 RS&#
=<. 软件中的 -W 法构建分子进化树（图 2），进

化树各分支的置信度由 !DDECE0)5 . 999 循环检

验。从图中可以看出进化树主要分为两大支：

日本沼虾 = 个群体先聚在一起后与海南沼虾聚

成一支；另外，罗氏沼虾与马氏沼虾先聚为一小

支再与大臂沼虾聚在一起，然后短腕沼虾与贪

食沼虾与以上分支聚在一起后再与等齿沼虾构

成一大支，最后中国明对虾作为外群出现在进

化树的最外层。从进化树中可以直观地看出罗

氏沼虾与马氏沼虾、短腕沼虾与贪食沼虾、日本

沼虾与海南沼虾之间的亲缘关系较近，而日本

沼虾、海南沼虾与罗氏沼虾的亲缘关系较远。
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沼虾的 !"# $%&’ 基因序列的分析，笔者认为尽

管 !"# $%&’ 这一相对保守片段不能很好地分

析种内个体的变异，但是该片段能较好地分析

沼虾属内种类间的遗传差异及进化关系。

有关沼虾属种类的分子遗传学研究起步较

晚，而且研究对象也仅限于罗氏沼虾、日本沼

虾、海南沼虾等有较高经济价值的物种。()**+$
等［!,］测得了罗氏沼虾线粒体 -&’ 全序列的长

度为 !. //0 12，其 基 因 的 排 列 顺 序 除 基 因

3%&’4+5（66%）外，与假定古节肢动物模式生物

鲎相符。彭巧玲等［!7］采用 89% 技术扩增了罗

氏沼虾 : 个 -;$3 基因的序列，获得了 -;$3 基

因家族的 : 个成员，与其他动物相关的 -;$3 基

因进行分析的结果表明，序列存在高度的同源

性。9<=>?［0@］用微卫星标记技术分析罗氏沼虾

表明，等位基因数从 !0 A !, 不等，杂合度在

@B"" A @B7@ 之间，显示了罗氏沼虾较高的遗传

多样性。

本研究计算的遗传距离和系统进化树表

明，在沼虾属 , 种沼虾中海南沼虾和罗氏沼虾

亲缘关系最远，而罗氏沼虾和马氏沼虾、日本沼

虾和海南沼虾亲缘关系较近，而其他沼虾相互

之间的遗传距离大部分维持在 @B! 左右属内种

间分化的水平，而这样的结果与邱涛等［0!］通过

#%C’D-&’ 指纹技术构建了罗氏沼虾、日本沼

虾、海南沼虾和粗糙沼虾（! E "#$%&’(’)）F 种沼

虾之间的谱系关系图，发现日本沼虾和海南沼

虾在遗传上比较接近，属于同一“支序”的这一

结果有同义之处。本研究利用 !"# $%&’ 序列

对 , 种沼虾系统进化关系进行了初步分析得出

了以上结论，但目前沼虾属的系统进化关系的

研究较少，尚未检索到对沼虾属较大范围系统

进化的研究报道，因此沼虾属种间确切的系统

位置还有待于利用更多的数据和更多的统计方

法来证明。

!"! 利用分子标记对沼虾属进行辅助育种的

探讨 遗传距离的大小在一定程度上反映了物

种间的亲缘关系，有利于进行系统进化的分析，

同时在实际应用上有利于为杂交育种等提供一

些理论依据。沼虾类大部分不能进行种间自然

杂交，但在少数非常近缘的种之间可以自行交

配。沼虾属中已报道的能进行自然杂交的组合

有：罗 氏 沼 虾 与 马 氏 沼 虾、粗 糙 沼 虾 与 ! E
#*+,-."- 及台湾沼虾（ ! E /+&)+#%0#%）与 日 本 沼

虾［00］。傅洪拓等［0:］曾报道了日本沼虾和海南

沼虾人工种间杂交成功的例子，得到了 C! 代，

并表现出一定的杂种优势。从本研究得到的系

统进化树可以看到，日本沼虾与海南沼虾处于

一个分支中，遗传距离较近；罗氏沼虾与马氏沼

虾聚在一起，遗传距离也较近。王鹭骁等［0F］曾

提出遗传距离越近则杂交受精率越高，遗传距

离越远则杂交的受精率越低，可以认为遗传距

离越近杂交成功的可能性更大一些。因此对沼

虾属系统进化和遗传距离的研究不仅具有学术

价值，而且对以后沼虾属物种的遗传育种和品

质改良也具有应用价值。

线粒体 -&’ 不同区域变异率存在差异，遗

传变异的解析能力也有差别。本研究中，虽然

发现这 : 个群体日本沼虾存在一定的差异，但

是由于变异位点较少，不足以区分这 : 个群体

的 日本沼虾的遗传特性，有待于从线粒体其他

变异较大的基因（如 9GH、9I3 1、-D*JJ2）上进一

步分析，以得到更多的信息。另外，还可以把线

粒体 -&’ 序列数据与 %C48、’C48、##% 等核

-&’ 标记结合起来，在方法上相互补充，则能

更客观、全面地反映遗传变异的水平。

参 考 文 献

［ ! ］ 李家乐，聂式忠，冯建彬等 E 长江中下游五个青虾群体

网箱生长和养殖性能比较 E上海水产大学学报，0@@.，#
（!F）：0., A 0"0B

［ 0 ］ 洪一江，张立明，胡成钰 E 鄱阳湖日本沼虾幼体发育及

其同工酶研究 E中国水产科学，0@@0，#（:）：0@: A 0@"B
［ : ］ 赵晓勤，倪娟，陈立侨等 E日本沼虾 F 种群的形态差异

分析 E中国水产科学，0@@"，$!（0）：00F A 007B
［ F ］ K=>L K &，4)=>L M，K=>L ’ 4，%. "( E NOO+P3 JO 2M =>? Q>0 R

J> S51P5*35$+? ;5SP*+ P+**S O$J; !"1&+2&"1*-’) 0-$$+0%0#% E

!%.*+3# -0 4%(( 51-%01%，0@@!，%%：0// A 0,FB
［ . ］ 杨严鸥，向华云，姚峰 E 长湖青虾形态参数关系的初步

研究 E湖北农学院学报，!77,，$&（0）：!:7 A !F!B
［ " ］ 6) K M，9<=> T 8，U=) # #，%. "( E G>+DS3+2 89% =;2*)O)P=3)J>

JO PJ;2*+3+ =$3<$J2J? ;)3JP<J>?$)=* L+>J;+SE !+(%1’("&

·."·! 期 孙悦娜等：日本沼虾三群体线粒体 !"# $%&’ 基因片段序列的差异与系统进化



!"#$%&’(’)*+, -(. /0%$1)*%(，!""#，!"（$）：$%& ’ $&!(
［ ) ］ 郭天慧，孔晓瑜，陈四清等 *三疣梭子蟹线粒体 +,- #./

01,- 和 234 基因片段序列的比较研究 *中国海洋大学

学报，!""%，#$（#）：!! ’ !5(
［ 5 ］ 王玉江，高天翔，韩志强等 *中国和越南青蟹线粒体 #./

01,- 基因序列分析 * 中国海洋大学学报，!""&，#%（%）：

&&% ’ &&5(
［ 6 ］ 张凤英，马凌 * 长江、辽河、瓯江三水系中华绒螯蟹 78

+,- #!/ 01,- 片段序列的比较 *海洋渔业，!""%，&’（!）：

#%) ’ #&#(
［#"］ 高天翔，李健，王清印等 *中国对虾线粒体 #./ 01,- 基

因序列分析 *中国水产科学，!""$，!(（&）：$&6 ’ $.%(
［##］ 庆宁，林岳光 * 墨吉对虾 !’(-’1, 2’3&1*’(,*, 线粒体 #./

01,-基因 序 列 分 析 * 华 南 师 范 大 学 学 报（自 然 科 学

版），!""!，（$）：.$ ’ .)(
［#!］ 高 天 翔，王 溪 宏，张 秀 梅 * 日 本 绒 螯 蟹 放 流 群 体 #!/

01,- 序列研究 *海洋湖沼通报，!"""，（#）：%) ’ &#(
［#$］ 邱高峰，常林瑞 *中国对虾 #./ 01,- 基因序列多态性的

研究 *动物学研究，!"""，&!（#）：$& ’ %"(
［#%］ 孔晓瑜，姜艳艳，相建海等 *魁蚶线粒体 #./ 01,- 和 234

基因片段序列测定及其应用前景 * 海洋科学，!""#，&%
（#!）：%. ’ %5(

［#&］ 9:;<=>?@ A B，9::7 C，9DDED?FGDH - I* BD?D8>J KG0>G8>:? >?

:?D F:88<D?DJED= G?= 8L: L><= M:M;<G8>:?N :O NJG<<:MN：

MG0G7D8D0 DN8>7G8DN O0:7 J:=>?@ 0D@>:?N :O 78+,-* 4-(-.*-(

5%13(-$ %6 7*,"’3*’, -(. 891-)*+ :+*’(+’,，#66$，%(：# #%) ’

# #&)(

［#.］ 刘亚军，喻子牛，姜艳艳等 *栉孔扇贝 #./ 01,- 基因片

段序列的多态性研究 * 海洋与湖沼，!""!，##（&）：%)) ’

%5$(
［#)］ 杨建敏，郑小东，王如才等 *$ 种鲍 #./ 01,- 基因片段序

列的初步研究 * 青岛海洋大学学报，!""$，##（#）：$. ’

%"(
［#5］ P><<D0 - +，P;0MHQ , R，9;00>=@D 2 R，’) -$ * 2:7M<D8D

7>8:JH:?=0>G< +,- NDS;D?JDN :O 8HD =DJGM:= J0;N8GJDG?N

!,’1.%+-3+*(1, &*&-, （ PD?>MM>=GD ） G?= ;-+3%<3-+"*12

3%,’(<’3&**（RG<GD7:?>=GD）* ;-3*(’ =*%)"+"(%>$%&#，!""&，)：

$$6 ’ $%6(
［#6］ 彭巧玲，蒲友光，程子华等 *罗氏沼虾 $ 个 +708 基因的

序列分析 *中国水产科学，!""&，!&（#）：& ’ 6(
［!"］ 2HG?= T，/F0;Q;? P +，PG8HD0 R，’) -$ * P>J0:NG8D<<>8D <:J> >?

8HD DGN8D0? O:07 :O 8HD @>G?8 O0DNHLG8D0 M0GL?（;-+3%<3-+"*12

3%,’(<’3&**）* ;%$’+1$-3 /+%$%&# ?%)’,，!""&，%：$"5 ’ $#"(
［!#］ 邱涛，陆仁后，项超美等 *% 种沼虾的 /1U- 指纹研究 *中

国水产科学，#666，’（#）：# ’ %(
［!!］ 邱高峰 * 虾蟹类遗传育种学研究 * 水产学报，#665，&&

（$）：!.& ’ !)%(
［!$］ 傅洪拓，龚永生，吴滟等 *日本沼虾与海南沼虾的人工

种间杂交及其同工酶分析 *水生生物学报，!""%，&*（$）：

$!) ’ $!6(
［!%］ 王鹭骁，柯才焕，王志勇等 *中国沿海几种鲍线粒体 #./

01,- 基因片段比较及鲍属系统发育 * 中国水产科学，

!"".，!#（!）：

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

#.) ’ #)$(

《动物学杂志》第十届编辑委员会

主 编：马 勇

副主编：宋延龄 赵 勇 彭景1 徐延恭 顾亦农（常务）

编 委：（以姓氏笔画为序）

马 勇 马建章 王祖望 王跃招 王德华 方盛国 计 翔 孙青原 孙悦华

刘乃发 许木启 李 宁 李 明 李进华 李枢强 李新正 张正旺 张春光

张树义 张瑾峰 吴孝兵 陈佩惠 宋大祥 宋延龄 宋林生 杨 光 杨增明

孟安明 宛新荣 郑光美 赵 勇 费 梁 钟文勤 桂建芳 夏国良 顾亦农

徐存拴 徐宏发 徐延恭 曹 焯 彭贤锦 彭景1 蒋志刚 魏辅文

责任编辑：顾亦农 梁 冰

·..· 动物学杂志 4"*(’,’ 5%13(-$ %6 @%%$%&# %! 卷




