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摘要! 比较分析了中国对虾养殖群体与野生群体EO@,-控制区序列" 研究结果显示!在长度

为 =<! PQ的EO@,-控制区片段中!中国对虾养殖群体与野生群体序列间存在一定程度的遗

传差异" 野生群体的基因多样度为 %8><? $!略高于养殖群体#%8>!# %$!两群体间未检测到共

享单倍型%野生群体 EO@,-控制区核苷酸多样度为 %8%&% <!养殖群体核苷酸多样度为

%8%%> "!略低于野生群体的核苷酸多样度" 基于 RD$B模型计算得到中国对虾两群体间的平

均遗传距离为 %8%&% #!野生群体个体间平均遗传距离为 %8%&% ?!养殖群体个体间平均遗传距

离为 %8%%> =%单倍型最小跨度树和,(系统树均未检测到显著的谱系结构" 确切!检验显示

两群体间没有随机交配现象#!S%8%%% >$" 两群体间的"

1T

值为 %8%<> ##!S%8%%$!表明两

群体间存在显著的遗传分化"

关键词! 中国对虾% 线粒体控制区% 遗传多样性% 养殖群体%野生群体

中图分类号! U&?#8&% 1>&?'''''''文献标识码&-

''中国对虾""#$$#%&'#$(#)*+,-$#$*-*#隶属于

十足目"@MLFQ6NF#(对虾总科"BMJFM6GNMF#(对虾

科"BMJFMGNFM#(明对虾属!主要分布于亚热带海

域的边缘区以及我国的黄渤海!属温水性种)&*

+

中国对虾具有较高的经济价值!是中国和朝鲜半

岛重要的水产品之一)$*

+ 近年来!由于受到过度

捕捞(环境污染等影响!其资源量急剧下降+ 随着

&>>$ 年流行性中国对虾疾病的暴发!中国对虾出

现了育苗成活率(养殖成活率降低和苗种规格变

小的现象)!*

+ 因此!研究对虾的种质资源情况及

其遗传多样性现状!对于保护这一重要的经济虾

类具有极其重要的作用+

线粒体 @,-"EGO6LI6JNVGF7@,-!EO@,-#

为严格的母系遗传!具有较快的进化速率!并且突

变固定后形成的多态位点可反映出群体的遗传结

构!已成为一种探讨种群遗传结构(种内遗传分化

的有效分子标记)"*

+ 迄今!运用线粒体 @,-对

中国对虾进行遗传多样性的研究主要为

&<. %/01和 23

!

基因)= ;<*

+ 1PGWX 等)?*认为线

粒体控制区缺乏编码选择压力!比其他线粒体基

因的进化速率更快!更适合于研究种群遗传结构+

国内外学者利用 EO@,-控制区序列作为分子标

记!对许多海洋生物种群遗传结构展开了广泛的

研究)# ;&%*

!但在中国对虾的遗传多样性研究中应

用极少!目前仅有49G等)&&*运用线粒体控制区限

制性片段长度多态性"VMWOVGLOG6J YVF:EMJO7MJ:OI

Q67ZE6VQIGWE!+/.B#以及 &" 个个体的控制区全

序列!研究了黄海和渤海中国对虾野生群体的遗

传结构+ 迄今!尚未见 EO@,-控制区序列在中

国对虾养殖群体研究中的报道+

本研究采用 EO@,-控制区为分子标记!对

中国对虾养殖群体的遗传多样性进行分析!并与

[MJ\FJ]中注册号为 @U#$=!>& ^@U#$="%" 的

中国对虾野生群体序列进行了比较研究!以期为

中国对虾种质资源的保护及其遗传多样性研究提

供基础资料和科学依据+
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&'材料与方法

!"!#样品采集

本研究所用中国对虾养殖群体 $& 个样本!于

$%%> 年 > 月采自威海市乳山第一对虾养殖场"亲

虾为乳山近海海捕的中国对虾#+ 野生群体来自

渤海及黄海水域!且不同地点的野生个体之间没

有明显的遗传分化)&&*

!所用序列从[MJ\FJ]中下

载"[MJ\FJ] 登录号为 @U#$=!>& @̂U#$="%"#+

本研究选用同属的墨吉对虾 ""#$$#%&'#$(#)*

4#%5)-#$*-*#作为外群!样品于 $%%> 年 # 月采自

长江口九段沙+ 所有样品采集后取背部肌肉!于

>=_酒精中固定保存+

!"$#%&'提取及序列扩增

将肌肉组织用蛋白酶 6消化后!按照标准的

酚;氯仿抽提法进行总 @,-的提取+ 序列扩增

引物为 &$1D= -̀-[--44-[4T-[[-T----D

4TTTD!`和 B4+D&+= D̀[-T4---[--4-TT4D

TTT--4T-4D!`

)&$*

+ 反应体系为 $=

"

.包括

&8$= *7(8 @,-聚合酶"大连宝生物工程有限

公司#'各种反应组分的终浓度为 $%% JE67A.的

正反向引物'$%%

"

E67A.的每种 N,TB!&% EE67A

.TVGWQ2#8!!=% EE67A.R47和 &8= EE67A.

a:47

$

"大连宝生物工程有限公司#+ 基因组

@,-约为 $% J:+ 每组 B4+均设阴性对照用来

检测是否存在污染+ B4+参数包括 >" b预变性

! EGJ!>" b变性 "% W!"= b退火"% W!?$ b度延

伸 !% W!循环 != 次!?$ b延伸 ! EGJ+ 所有 B4+

均在3QQMJN6VY热循环仪"德国艾本德股份公司#

上完成+ 扩增产物经纯化后送上海桑尼生物科技

有限公司直接测序!为了保证序列的准确性!所有

序列均进行双向测序+

!"(#数据分析

运用 @,-WOFV软件包 " @,-1T-+! 0JL8!

aFNGW6J!*1-#进行序列比对并辅以人工矫正+

运用a3[-"8%

)&!*计算序列的碱基组成(多态

性(序列间的转换颠换比率以及群体间的遗传距

离)运用RGE9VF双参数"RD$B#模型计算*+ 分子

系统树的构建在 a3[-"8% 中完成!采用邻接法

",(#"RD$B模型#构建+ 运用 ,MOc6V] 软件构建

中国对虾野生群体与养殖群体的单倍型最小跨度

树+ 采用-+.3U*0,"5MV8!8%#

)&"*软件进行确

切!检验!并计算两两群体间的 "

1T

值检验两群

体之间的遗传分化程度+ 单倍型间遗传距离采用

RD$B核苷酸进化模型计算+

$'结果

$"!#序列多态性

经扩增测序!得到了中国对虾养殖群体 $&个样

本以及墨吉对虾 " 个样本的控制区序列"[MJ\FJ]

登录号分别为2a!=#"#% ;2a!=#=%%'2a!=#"?< ;

2a!=#"?>#!其序列长度分别为 =<! PQ和 =?& PQ!据

此截取[MJ\FJ]登录号为@U#$=!>& @̂U#$="%"的

&"条中国对虾野生群体EO@,-控制区全序列中的

同源片段序列用于比较分析+

从表 & 可以看出!中国对虾与墨吉对虾在线

粒体控制区序列上存在较大差异+ 中国对虾序列

长度为 =<! PQ!墨吉对虾序列长度为 =?& PQ+ 墨

吉对虾基因多样度 " &8%% # 大于中国对虾

"%8>?! "#!具有更高的种内多态性+ 墨吉对虾核

苷酸多样度"%8%!$ ?#大于中国对虾"%8%&% $#'序

列转换颠换比率墨吉对虾"#8%%#大于中国对虾

"!8==#+ 两种对虾 -dT含量均高于 [d4!但

中国对虾的[d4含量更低+

表 !#本研究所用序列信息

)*+"!#,-./-01-203456*72402085-9-0797/:;

中国对虾

"9+,-$#$*-*

墨吉对虾

"94#%5)-#$*-*

中国对虾养殖群体

L97O9VMN Q6Q97FOG6J 6Y

"9+,-$#$*-*

中国对虾野生群体

cG7N Q6Q97FOG6J 6Y

"9+,-$#$*-*

个体数A序列长度"PQ#J9EPMVAWMe9MJLM7MJ:OI !=A=<! "A=?& $&A=<! &"A=<!

多态位点数 Q67ZE6VQIGLWGOMW =% !< !$ $?

插入A缺失GJNM7W $ % $ &

简约信息位点数 QFVWGE6JZ GJY6VEFOGfMWGOMW &? " &$ #

转换颠换比VFOG6 6YOVFJWGOG6JWAOVFJWfMVWG6JW !8== #8%% "8%% !8=%

单倍型数目 IFQ76OZQMJ9EPMV $< " &" &$

基因多样度 :MJMNGfMVWGOZ %8>?! " &8%%% % %8>!# % %8><? $

核苷酸多样度 J9L7M6OGNMNGfMVWGOZ %8%&% $ %8%!$ ? %8%%> " %8%&% <

-dT含量"_#L6JOMJO6Y-dT #$8= #$8% #$8? #$8$

4d[含量"_#L6JOMJO6Y4d[ &?8< &#8< &?8" &?8#

!"##
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''在长度为 =<! PQ的线粒体控制区序列中!中

国对虾养殖群体与野生群体序列存在一定程度的

差异+ 野生群体 &" 个个体的序列共定义了 &$ 个

单倍型!基因多样度为 %8><? $!共检测到 $? 个多

态位点!& 处插入A缺失!# 个简约信息位点!转换

$& 个!颠换 < 个!转换颠换比率为 !8='养殖群体

$& 条序列定义了 &" 个单倍型!基因多样度为

%8>!# %!共检测到 !$ 个多态位点!$ 处插入A缺

失!&$ 个简约信息位点!转换 $" 个!颠换 < 个!转

换颠换比率为 "8%+ 两群体没有共享单倍型!单

倍型最小跨度树显示两群体没有形成明显的谱系

结构"图 &#+ 野生群体序列核苷酸多样度为

%8%&% <!养殖群体核苷酸多样度为 %8%%> "+ 野

生群体与养殖群体碱基含量基本相同!没有明显

差异+

运用RD$B模型计算得到!野生群体与养殖

群体的平均遗传距离为 %8%&% #!其中野生群体内

个体间平均遗传距离为 %8%&% ?!养殖群体内个体

间平均遗传距离为 %8%%> =+

图 !#基于中国对虾养殖群体与野生群体控制区序列单倍型最小跨度树

2表示单倍型+

<2="!#>,)+*9-:407?-?*8@47;8-9431/@7/5-:*0:A2@:848/@*7240943!"#$%&'&(%(

2GJNGLFOMN OIMIFQ76OZQM8

$"$#遗传结构

运用确切 !检验检测养殖群体与野生群体

中个体的随机分布情况!以揭示两群体是否存

在随机交配+ 在 %8%= 置信水平下!!值为

%8%%% >!该结果表明两群体之间没有随机交配

现象!两群体间存在较大的遗传分化+ 两群体

的"

1T

值为 %8%<> # "!S%8%%#!该结果表明两

群体间存在较大的遗传分化!形成了显著的群

体遗传结构+

$"(#系统发育关系

研究基于中国对虾养殖群体与野生群体线粒

体控制区序列!以墨吉对虾为外群!运用 RD$B模

型构建了两群体的,(系统发育树"图 $#+

从,(系统树可以看出!中国对虾养殖群体

与野生群体各单倍型混杂在一起!两群体之间没

有形成显著的谱系结构+ 中国对虾两群体均与墨

吉对虾亲缘关系较远+

!'讨论

遗传多样性是生物多样性的重要组成部分!是

生命进化和物种分化的重要基础+ 通常!一个物种

的遗传多样性水平越高!其对环境的适应能力也就

越强)&=*

+ 遗传多样性的降低可导致物种适应能力

降低(有害隐性基因表达增加以及经济性状衰退等

现象的发生!并最终导致物种退化+ 不科学的人工

繁育会降低养殖群体遗传多样性水平!这通常是由

于有效亲本数量不够(定向选择增强等原因导致+

因此!探讨养殖群体遗传多样性的变化情况(不同

群体之间的遗传结构并比较群体遗传变异水平!可

以为选育优良品种提供依据+

#"##
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图 $#基于中国对虾线粒体控制区

序列单倍型构建的&B系统树

2g& 2̂g&$ 为中国对虾野生群体'2g&! 2̂g$< 为中国对虾

养殖群体'2g$? 2̂g!% 为墨吉对虾+

<2="$#&-2=?+45CD42020= 75--43!"#$%&'&(%(5-9/@7-:

3546?*8@47;8-94367%&'140754@5-=240

2g& ;2g&$ GJNGLFOMN cG7N Q6Q97FOG6J 6Y"9+,-$#$*-*' 2g&! ;

2g$< GJNGLFOMN L97O9VMN Q6Q97FOG6J 6Y"9+,-$#$*-*' 2g$? ;2g

!% GJNGLFOMN "94#%5)-#$*-*8

''研究表明!中国对虾养殖群体与野生群体控制

区序列的碱基组成基本相同!与其他物种线粒体控

制区序列碱基组成研究相似!如三疣梭子蟹

"!&%:)$)*:%-:);#%+)<(:)*#

)>*

(斑节对虾"!#$#($)*

4&$&=&$#

)&%*

(墨吉对虾等+ 养殖群体和野生群体

的基因多样度水平都比较高!养殖群体的基因多

样度虽略低于野生群体基因多样度!但两者没有

明显的差异"!h%8%=#+ 核苷酸多样度是衡量线

粒体@,-遗传多样性的重要指标+ 本研究计算

了两个群体的核苷酸多样度!结果显示!养殖群体

核苷酸多样度"%8%%> "#略低于野生群体的核苷

酸多样度"%8%&% <#!均维持在较低水平+ 从以上

结果可以看出!中国对虾养殖群体与野生群体遗

传多样性相似!没有显著差异!可能是因为所用样

本为海捕中国对虾子一代!在人工繁育过程中没

有对遗传多样性产生较大影响!也可能与选用了

遗传多样性较高的亲本有关+ 研究表明!人工繁

育和养殖对于不同物种遗传多样性的影响不同+

罗氏沼虾">(+%&;%(+,-)4%&*#$;#%5--#

)&<*

(日本

对 虾 " !#$(#)* ?('&$-+)*#

)&?* 和 秀 丽 白 虾

"@A&'(<(#4&$ 4&=#*4*#

)&#*等!受养殖影响较大

导 致 其 遗 传 多 样 性 下 降' 鲮 " 2-%%,-$(

4&<-:&%#<<#

)&>*

(斜带髭鲷"B('(<&5#$C*$-:#$*#

)$%*

等则因为养殖群体亲本的繁殖基数大!具有一定

的群体稳定性以及养殖与野生群体之间存在基因

交流等原因!养殖群体的遗传多样性并没有显著

降低+ 因此!为了防止连续多代养殖对中国对虾

遗传多样性的影响!在进行中国对虾人工繁育时!

选择尽可能多的亲本或遗传多样性较高的亲本进

行繁殖!对于中国对虾的种质资源保护具有重要

意义+

关于中国对虾群体的遗传多样性的研究报道

较多!但运用不同方法得到的结果有所差异+ 运

用同工酶(+-B@(-/.B等方法的研究!表明中国

对虾的遗传多样性维持在较低水平)$& ;$?*

+ 如利

用同工酶得到的中国对虾平均观测杂合度"B

6

#

在 %8%& %̂8%!

)$&*

'+-B@结果显示!B

6

最高值仅

为 %8$"

)$$ ;$<*

'-/.B结果显示野生与养殖群体的

遗传多态位点比例均低于 =%_

)$?*

+ 而运用微卫

星研究结果表明中国对虾的遗传多样性水平较

高+ 孟宪红等)$#*

(刘萍等)$> ;!%*运用微卫星技术

研究发现!中国对虾各等位基因位点杂合度均较

高"B

6

h%8<#!具有较高的遗传多样性+ 本研究

结果支持中国对虾遗传多样性水平较低的结论!

虽然养殖群体和野生群体的基因多样度水平较

高!但是核苷酸多样度处在较低水平!这种现象表

明中国对虾可能是由一个较小的有效种群迅速增

长的!虽然通过变异积累了较高的基因多样度!但

却还未能积累形成较高的核苷酸多样度)!&*

+

49G等)&&*利用线粒体控制区研究了采自黄

海(渤海 < 个地点中国对虾野生群体的遗传结构!

其结果显示各野生群体间没有明显的遗传分化+

本研究基于RD$B模型计算得到的中国对虾养殖

群体与野生群体的平均遗传距离(确切 !检验以

及"

1T

值均显示!两群体间存在显著的遗传分化!

具有明显的遗传结构+ 近年中国对虾每年的放流

量已达 <% 亿尾左右)!$*

!造成养殖群体与野生群

体显著分化的原因可能是由于人工放流不够科

学!虽然采取野捕家养的方式!但没有充分考虑有

效亲本数量并利用杂交优势进行人工繁育!使某

些稀有等位基因在大规模人工繁育过程中丢

失)$#*

+ 本研究所用的中国对虾养殖群体与野生

$"##
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群体存在显著的遗传分化!原因可能是由于在人

工选育过程中!选用的亲虾数量不够多(只注重了

特定性状的稳定遗传!而使某些稀有基因在选育

过程中丢失导致的+ 单倍型最小跨度树显示两群

体间没有共享单倍型!提示运用线粒体控制区序

列区分中国对虾养殖群体与野生群体可能是有效

的+ 由于中国对虾能做长距离洄游)&*

!不同地点

的个体会在越冬场形成混合种群!因此明确混合

种群中中国对虾的来源!对于渔业资源的管理与

保护十分重要+ 根据本研究结果!线粒体控制区

序列可能成为中国对虾种群判定的一个有效标

记!为其种群判定提供遗传学依据+ 但由于单倍

型最小跨度树中不少单倍型之间存在 & 个或多个

中间节点!暗示有较多的过渡单倍型没有被检测

到!因此!要得到更为准确的研究结果!应进一步

增加样品数量进行研究+

综上所述!为了维持中国对虾的遗传多样性

水平!保护其种质资源!在进行人工繁殖时应当选

择尽可能多的亲本或者遗传多样性相对较高的亲

本+ 同时!运用线粒体控制区序列对于区分中国

对虾的不同群体可能是有效的!这为混合种群中

中国对虾样品来源的判定提供了基础依据+
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