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　　摘要：哈氏仿对虾和细巧仿对虾是东海经济虾类资源中主要的仿对虾属种类，为调查研究浙江省舟山市近海这２
种虾类种质资源现状及亲缘关系，通过ＰＣＲ扩增获得２种仿对虾线粒体 ＤＮＡ细胞色素氧化酶亚基Ⅰ，基因长度为
６３２ｂｐ的序列片段，共检测到１０１个变异位点，其中简约信息位点９９个，哈氏仿对虾有４种单倍型，细巧仿对虾有３
种单倍型。统计碱基组成发现，二者在目的片段上的Ａ＋Ｔ含量分别为６２．０％、６２．９％，均显著高于Ｃ＋Ｇ含量。细巧
仿对虾的单倍型多样性与核苷酸多样性均高于哈氏仿对虾，采用邻接法构建分子系统树，并基于木村双参数遗传距离

计算２种仿对虾的分化时间约在５．９３百万年前。初步摸清了哈氏仿对虾和细巧仿对虾遗传多样性现状并比较了两
者间的遗传差异，研究结果以期为仿对虾属经济物种的遗传信息和系统发育提供分子生物学参考依据。
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　　仿对虾属（Ｐａｒａｐｅｎａｅｏｐｓｉｓ）隶属于节肢动物门
（Ａｒｔｈｒｏｐｏｄａ）、甲壳动物亚门（Ｃｒｕｓｔａｃｅａ）、软甲纲
（Ｍａｌａｃｏｓｔｒａｃａ）、十足目 （Ｄｅｃａｐｏｄａ）、枝鳃亚目
（Ｄｅｎｄｒｏｂｒａｎｃｈｉａｔａ）、对虾科（Ｐｅｎａｅｉｄａｅ），是广泛分
布于我国东海海域的一种广温性、广盐性中小型对

虾类［１］。国内关于仿对虾的研究大部分集中在形

态学［２－３］、资源调查［４－６］以及人工繁育技术［７－８］等

方面，且研究对象多针对属或种的分类阶，而对于

亲缘关系较近的种间比较研究则相对较少。哈氏仿

对虾（Ｐ．ｈａｒｄｗｉｃｋｉｉ）和细巧仿对虾（Ｐ．ｔｅｎｅｌｌａ）作为
东海经济虾类资源中占有重要地位的仿对虾属种类，

对二者遗传多样性的比较研究尚未见相关报道。

线粒体ＤＮＡ具有母系遗传、进化速度快、结构
简单等特点［９］，位于其上的 ＣＯⅠ、ＣＯⅡ、Ｃｙｔｂ、１６Ｓ
ｒＲＮＡ等基因被广泛应用于甲壳动物群体遗传学和
系统发育关系分析［１０－１３］。其中，线粒体细胞色素氧

化酶亚基Ⅰ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔⅠ，ＣＯⅠ）
基因作为ＤＮＡ条形码，成为近年来普遍接受和青睐
的物种分类鉴定的分子标记之一［１４］。本研究基于

线粒体ＣＯⅠ基因序列，分析比较东海海域常见的２
种仿对虾———哈氏仿对虾和细巧仿对虾遗传多样

性现状，并结合ＧｅｎＢａｎｋ中下载的近缘种序列比对
分析，探讨两者的亲缘关系，以期从分子生物学角

度为仿对虾属物种种质资源背景提供基础数据

资料。

１　材料与方法

１．１　材料采集和ＤＮＡ提取
本研究用到的哈氏仿对虾（ＨＦ，１３尾）和细巧

仿对虾（ＸＦ，６尾）均于２０１８年１０月采自浙江省舟
山嵊泗列岛近海，参考《东海经济虾蟹类》［１５］和《虾

蟹生物学》［１６］等书籍，利用传统形态学方法分类鉴

定后，剪取适量肌肉组织，采用传统的酚 －三氯甲
烷法［１７］提取基因组ＤＮＡ，溶解于１００μＬ灭菌水中，
置于－２０℃冰箱保存备用。
１．２　ＰＣＲ扩增

本研究用于扩增２种仿对虾 ＣＯⅠ基因序列的
通用引物［１８］由上海桑尼生物科技有限公司合成，具

体序列见表１。ＰＣＲ扩增的反应体系为２５．００μＬ，
包括０．２５μＬ浓度为５Ｕ／μＬ的Ｔａｑ酶，正反向引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １．００μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ缓冲液（含
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Ｍｇ２＋）２．５０μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｍｏｌ／Ｌ）２．００μＬ，模
板ＤＮＡ（５０ｎｇ）１．００μＬ，灭菌双蒸水 １７．２５μＬ。
ＰＣＲ扩增的程序：９４℃预变性 ２ｍｉｎ；９４℃变性
４５ｓ，４８℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；
最后７２℃延伸５ｍｉｎ。

表１　本研究所用引物序列

引物名称 序列（５′→３′）

ＣＯⅠ －ＦＲＬ１４９０ ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧ

ＣＯⅠ －ＲＲＨ２１９８ ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ

　　取 ＰＣＲ扩增产物 ３μＬ与等量的 ６×ＤＮＡ
Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混合均匀，经１．５％琼脂糖凝胶于水
平电泳槽中，电泳分离１５ｍｉｎ左右，取出凝胶用在
紫外光呈像系统中观察并拍照保存，选取条带明

亮、特异性强的扩增产物送上海美吉生物医药科技

有限公司进行双向测序。

１．３　数据处理
使用ＤＮＡＳＴＡＲ软件［１９］对测序结果进行排序、

拼接，经人工检验后截取同源片段；使用 ＤｎａＳＰ
５１０软件［２０］进行序列分析，统计序列碱基及氨基

酸组成、比较密码子不同位点的使用频率，计算保

守位点（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅｓ）、变异位点（ｖａｒｉａｂｌｅｓｉｔｅｓ）及
简约信息位点（ｐａｒｓｉｍｏｎｙ－ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅｓｉｔｅｓ），获取
ＤＮＡ多态位点信息以及多样性参数；采用 ＭＥＧＡ
５０５（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ）软
件［２１］进行聚类分析，以邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，

ＮＪ）构建分子系统进化树并重复抽样分析（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ａｎａｌｙｓｉｓ，重复数 ＝１０００）；用其中的 Ｋｉｍｕｒａ２－
ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄｅｌ模型计算个体间遗传距离和种间平
均遗传距离。

２　结果与分析

２．１　ＣＯⅠ基因序列分析
利用ＤＮＡＳＴＡＲ软件进行排序，得到２种仿对

虾类 ＣＯⅠ 部分基因 ６３２ｂｐ长度的同源片段（图
１）。共检测到１０１个多态位点，无碱基的插入与缺
失，其中单一变异位点２个、简约信息位点 ９９个。
哈氏仿对虾检测到４个单倍型，包含４个多态位点，
均为单变异位点；细巧仿对虾检测到３个单倍型，包
含２个多态位点，其中单变异位点和简约信息位点
各１个。哈氏仿对虾和细巧仿对虾 ＣＯⅠ基因序列
碱基组成信息见图２。哈氏仿对虾 ＣＯⅠ 基因片段
的Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ的含量分别为３５．４％、１９．９％、２６．６％
和１８．１％，Ａ＋Ｔ的含量为 ６２．０％；细巧仿对虾
ＣＯⅠ 基因片段的 Ｔ、Ｃ、Ａ和 Ｇ的含量分别为
３４８％、１９３％、２８．１％和１７．８％，Ａ＋Ｔ的含量为
６２．９％。２种仿对虾Ａ＋Ｔ的含量均明显高于Ｃ＋Ｇ
的含量，符合多数甲壳类动物线粒体 ＣＯⅠ 基因序
列的研究结果［２，１０，１３，１８］。密码子第３位点Ｔ和Ａ碱
基含量明显高于Ｃ和Ｇ，其中Ａ碱基比例最高，分别
为３９５％（哈氏仿对虾）和４４．０％（细巧仿对虾）。

２．２　遗传多样性分析
使用ＤｎａＳＰ软件计算 ２种仿对虾遗传多样性

参数。由表２可知，２种仿对虾共检测到７种单倍
型，平均单倍型多样度（Ｈｄ）为０．７１３５，平均核苷酸
多样度（π）为０．０７２０７，平均核苷酸差异数（ｋ）为
４５．４７４。尽管细巧仿对虾数量低于哈氏仿对虾，但
遗传多样性指标均明显高于后者。

使用ＭＥＧＡ软件将ＣＯⅠ基因序列翻译成对应
的氨基酸序列，获得编码肽链长度为２１０的氨基酸
序列。由图３可知，２种仿对虾间尽管存在４处氨

基酸变异位点，但由于同义替换不改变编码氨基

酸，因此哈氏仿对虾３种单倍型仅编码１种氨基酸
多肽链。细巧仿对虾４种单倍型共编码了２种氨基
酸多肽链，其中 ＸＦ－ｈａｐ２、ＸＦ－ｈａｐ３和 ＸＦ－ｈａｐ４
编码的氨基酸种类一致。

２．３　遗传距离和聚类分析
对２种仿对虾分别计算种内个体间与种间遗传

距离，结果（表３）显示，２种仿对虾种间的遗传距离
为０１７８，个体间遗传距离分别为０．０００～０．００５（哈
氏仿对虾）和０．０００～０．００３（细巧仿对虾）。其中，
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表２　哈氏仿对虾和细巧仿对虾ＣＯⅠ基因片段的遗传多样性参数

物种
样本数

（尾）

多态位点数

（个）

单倍型数

（种）
单倍型多样度 核苷酸多样度 平均核苷酸差异数

哈氏仿对虾 １３ ４ ４ ０．４２３１ ０．０００９８ ０．６１５

细巧仿对虾 ６ ２ ３ ０．７３３３ ０．００１３７ ０．８６７

总计　　　 １９ １０１ ７ ０．７１３５ ０．０７２０７ ４５．４７４

哈氏仿对虾的最大遗传距离出现在３号和１３号个
体间，细巧仿对虾的最大遗传距离出现在３号和４
号、３号和５号之间。为进一步比较２种仿对虾间
的遗传差异并探究其亲缘关系，以凡纳滨对虾

（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）为外群（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：
ＨＱ１２７４５５），采用邻接法构建分子系统发生树。由
图４可知，２种仿对虾同种不同个体间以较高的置
信值分别聚类，二者相聚之后再与外群聚类。

表３　基于ＣＯⅠ基因片段不同单倍型的Ｋｕｍａｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ遗传距离

单倍型
遗传距离

ＨＦ－ｈａｐ１ ＨＦ－ｈａｐ２ ＨＦ－ｈａｐ３ ＨＦ－ｈａｐ４ ＸＦ－ｈａｐ１ ＸＦ－ｈａｐ２ ＸＦ－ｈａｐ３

ＨＦ－ｈａｐ１ ０．０００

ＨＦ－ｈａｐ２ ０．０００ ０．０００

ＨＦ－ｈａｐ３ ０．００２ ０．００２ ０．０００

ＨＦ－ｈａｐ４ ０．００３ ０．００３ ０．００５ ０．０００

ＸＦ－ｈａｐ１ ０．１７８ ０．１７８ ０．１７６ ０．１８０ ０．０００

ＸＦ－ｈａｐ２ ０．１７６ ０．１７６ ０．１７４ ０．１７８ ０．００２ ０．０００

ＸＦ－ｈａｐ３ ０．１７８ ０．１７８ ０．１７６ ０．１８０ ０．００２ ０．００３ ０．０００
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３　结论与讨论

受到转录、翻译及碱基突变压力等因素的影

响，不同基因在遗传密码子的使用上通常呈现出一

定的偏好性［２２］。２种仿对虾 ＣＯⅠ基因片段的碱基
组成呈现出明显的高 Ａ＋Ｔ含量特征，这与虾蟹类
线粒体ＤＮＡＣＯⅠ序列中普遍存在的现象一致［２３］，

且密码子３个位点碱基组成基本也符合这一规律。
从Ａ＋Ｔ含量具体大小来看，密码子第３位点＞第２
位点＞第１位点，且密码子第３位点 Ａ＋Ｔ含量明
显高于第１、第２位点。进一步比较二者在ＣＯⅠ基
因片段编码的肽链氨基酸序列组成发现，除亮氨酸

和丝氨酸组成比例有细微差异外，其余各氨基酸组

成大致相同，推测这与密码子兼并性有关，发生在

密码子第３位点碱基的同义突变没有改变其编码的
氨基酸［２４］。此外，２种仿对虾同源蛋白质的氨基酸
序列具有明显的相似性，氨基酸序列较高的同源性

也表明二者较近的亲缘关系［２５］。

遗传多样性又称为遗传变异，是生物多样性的

基础，其水平高低揭示了物种进化的潜力及抵御不

良环境能力的强弱［２６］。本研究对２种仿对虾遗传
多样性参数进行统计发现，尽管细巧仿对虾样本数

和单倍型数较少，但其遗传多样性均高于哈氏仿对

虾。毛智超等比较了哈氏仿对虾线粒体 ＣＯⅠ 与
１６ＳｒＲＮＡ基因片段的遗传多样性，发现前者变异程
度更高，通过计算得出的 ＣＯⅠ 基因片段核苷酸多
样性（０．０００８７）略低于本研究结论（０．０００９８）［１８］，
推测可能与本研究分析的片段长度较短和样本数

偏少有关。合理的取样数量是开展群体遗传学研

究的前提和基础［２７］，由于样本数量和采样海域的限

制，获得的信息量有限，在后续的研究中还将进一

步扩大采样规模和数量，以更加全面准确地反映该

物种的遗传多样性现状［２８］。

早在２０世纪６０年代，Ｚｕｃｋｅｒｋａｎｄｌ等就提出生
物在进化水平存在“分子时钟”这一假说［２９］，结合

现代基因库和古化石证据能够大致估算出不同生

物门类的起源和进化时间［３０］。本研究参考 Ｂａｌｄｗｉｎ
等基于ＣＯⅠ基因估算对虾科３％／百万年的核苷酸
分歧速率，根据种间遗传距离推算出细巧仿对虾分

化时间较哈氏仿对虾早５．９３百万年［３１］，与同类研

究中５．５５百万年的结果相当［１８］。研究表明，仿对

虾属分化时间为中新世末期至２０新世早期，更新世
冰期－间冰期的气候周期性波动引起海平面高度
的改变，导致物种栖息地范围经历了不同程度的收

缩和扩张，推测西北太平洋边缘海之间的隔离是造

成包括仿对虾在内的多种海洋生物发生遗传分化
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的主要原因。

本研究随机采集了浙江省舟山海域嵊泗列岛

附近分布的哈氏仿对虾和细巧仿对虾，由于二者亲

缘关系较近，仅凭形态学特征难以准确区分，在采

样过程中容易出现混淆。而基于线粒体 ＣＯⅠ基因
序列构建的系统发育树可清晰地将哈氏仿对虾和

细巧仿对虾分为２支，使之得到有效区分，显示出分
子测序技术在区分形态相似种中的优越性，能够较

好地验证基于形态学鉴定的物种或分类［３２－３３］，同时

也为今后深入开展该海区虾蟹类种质资源、亲缘关

系和遗传多样性研究提供基础资料。
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