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摘要： 为研究上海选育群体 （ＳＣ）、 浙江养殖群体 （ＺＪ） 和泰国野生群体 （ＴＬ） ３ 个罗氏沼虾

群体的遗传多样性， 实验对 ３ 个不同群体的线粒体 ＣＯⅠ基因序列进行 ＰＣＲ 扩增和测定。 在长

度为 ４５８ ｂｐ 的 ＣＯⅠ基因序列中， 只检测到 ８ 个变异位点和 ４ 个单倍型； 平均 Ａ ＋ Ｔ 含量

（５４ ４％ ） 高于 Ｇ ＋ Ｃ 含量 （４５ ７％ ）。 遗传变异参数分析显示， 单倍型多样性指数最高为 ＴＬ
群体 （Ｈｄ ＝０ ７３３）， 核苷酸多样性指数最高为 ＺＪ 群体 （π ＝０ ００５）。 ＡＭＯＶＡ 分析表明， 来自

群体间的遗传变异 （７４ ５％ ） 高于来自群体内的遗传变异 （２５ ５％ ）。 采用 ＮＪ 法和 ＵＰＭＧＡ 法

构建的系统进化树的趋势一致， 都显示 ＳＣ 群体和 ＺＪ 群体遗传关系最近， 首先聚在一起成为一

小支， 然后再与 ＴＬ 群体聚为另一支。 研究结果可为罗氏沼虾种质资源保护和利用提供参考。
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　 　 罗氏沼虾 （Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）， 俗称

泰国虾或马来西亚大虾等， 原产于东南亚、 南亚

和西太平洋岛屿， 在我国有两大主要产区， 包括

两广地区和江浙沪一带。 因其营养丰富、 体型较

大、 生长速度快， 抗病能力强， 罗氏沼虾已成为

我国主要的淡水养殖虾类［１］。 虽然人工育苗技术

的突破和养殖技术的提升提高了罗氏沼虾的养殖

产量， 但是近年来罗氏沼虾的种质退化现象日益凸

显， 影响了我国罗氏沼虾养殖业的健康可持续发

展。 因此， 需要开展不同地区罗氏沼虾种群的遗传

多样性分析， 以更好地指导罗氏沼虾养殖生产。
近年来， 国内外关于罗氏沼虾在细胞遗传

学、 生化遗传学以及分子遗传学等方面的研究都

已有报道［２ － ５］。 线粒体脱氧核糖核酸 （Ｄｅｏｘｙｒｉ⁃

ｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ， ＤＮＡ） 具有结构简单、 分子量

小、 呈母系遗传、 进化速度快等优点， 在水产动

物群体遗传学和系统进化研究中已得到广泛应

用， 其中ＣＯⅠ基因长度适宜、 进化速率适中且

遗传信息量较大， 也常被用于种群分析［６ － ８］。 本

实验拟通过线粒体 ＣＯⅠ基因序列分析， 对上海

选育群体 （ＳＣ）、 浙江养殖群体 （ＺＪ） 和泰国野

生群体 （ＴＬ） 进行遗传多样性分析， 以期在线

粒体水平上了解罗氏沼虾的遗传背景， 为罗氏沼

虾遗传改良和可持续健康发展提供理论参考。

１　 材料与方法

１ １　 实验材料

上海选育群体 （ＳＣ）： ２０１４ 年 ７ 月采自上海
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申漕特种水产开发公司养殖基地 （上海漕泾

镇）。 浙江养殖群体 （ＺＪ） 来源于 ２０１４ 年 ７ 月

浙江南太湖种业有限公司。 泰国野生群体 （ＴＬ）
采自 ２０１４ 年 ７ 月泰国天然水域中。

上海选育群体 （ＳＣ） 和浙江养殖群体 （ＺＪ）
各随机采样 ９０ 尾， 泰国野生群体 （ＴＬ） 随机采

样雌、 雄各 １５ 尾， 所有样本浸泡于无水乙醇中，
带回实验室， － ８０℃保存备用。
１ ２　 基因组ＤＮＡ 提取并检测

从 ３ 个罗氏沼虾群体中分别随机选取 １０ 个

样本， 共计 ３０ 个样本， 罗氏沼虾基因组 ＤＮＡ 的

提取主要参考 Ｍｏｏｒｅ Ｄ Ｄ 等［９］ 的方法并稍作改

进。 采用蛋白酶 Ｋ 裂解液消化、 酚 － 氯仿法抽

提并纯化 ＤＮＡ、 － ２０℃无水乙醇沉淀的方法提

取肌肉组织中的 ＤＮＡ， ＴＥ 缓冲液稀释后用 １％
琼脂糖凝胶电泳检测。
１ ３　 ＰＣＲ 扩增和序列测定

ＣＯⅠ基因片段扩增引物为 ＣＯⅠ － Ｆ （５′ －
ＡＴＴＧＴＣＡＣＴＧＣＣＣＡＣＧＣＡＴＴ － ３′ ）、 ＣＯ Ⅰ － Ｒ
（５′ － ＴＧＴＴＧＧＴＡＧＡＧＧＡＴＣＧＧＧＴＣ － ３′ ）。 所用

引物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合

成。 ＰＣＲ 扩增产物经 １ ０％ ＥＢ － 琼脂糖凝胶电

泳检测验证， 结果符合测序要求， 由生工生物工

程 （上海） 股份有限公司进行纯化和测序。
１ ４　 数据处理与分析

将测得的序列用 ＢｉｏＥｄｉｔ ７ ０ ５ ２ 进行序列

比对， 并辅以人工校对， 去除两端冗余序列； 用

ＤＮＳＰ ５ １ 软件计算群体遗传变异参数： 单倍型

数量 （Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ）、 单倍型多样性指

数 （Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ， Ｈｄ）、 核苷酸多样

性指数 （Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ， π） 和平均

核苷 酸 差 异 数 （ Ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ， Ｋ）； 用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ ３ １ 软件统计分子

多态性指数， 并对群体遗传变异进行分子方差分

析 （Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｖａｒｉａｎｃｅ， ＡＭＯＶＡ） 和

遗传分化系数 （Ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ， Ｆｓｔ） 检

验。 用 ＭＥＧＡ ５ ０ 软件中的 Ｋｉｍｕｒａ 双参数模型

计算各群体内和群体间遗传距离， 并基于遗传距

离构建群体间的分子系统进化树。

２　 结果与分析

２ １　 罗氏沼虾线粒体ＣＯⅠ序列特征

对测得的序列采用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件进行比对分

析， 去除两端多余序列， 得到 ４５８ ｂｐ 有效长度

的序列， 并对其进一步分析。 在 ４５８ ｂｐ ＣＯⅠ基

因序列中， 共检测到 ８ 个变异位点， 并且全部单

碱基突变， 无碱基颠换， 群体间的碱基差异较

小。 ＭＥＧＡ ５ ０ 软件分析显示， 所有样本序列的

Ａ、 Ｔ、 Ｃ 和 Ｇ 碱基含量的平均值分别为 ２６ ３％ 、
２８ １％ 、 ２６ １％ 和 １９ ６％ ， Ａ ＋ Ｔ 的 含 量 为

５４ ４％ ， 高于 Ｇ ＋ Ｃ 的含量 ４５ ７％ 。 ３ 个罗氏沼

虾群体中共有 ４ 种单倍型， ＳＣ 群体、 ＺＪ 群体和

ＴＬ 群体的基因型种类分别为 １、 ２ 和 ３ 种。
２ ２　 罗氏沼虾遗传多样性

对 ３ 个罗氏沼虾群体的遗传多样性进行分析

（表 １）， 结果显示群体 ＳＣ、 ＺＪ 和 ＴＬ 的单倍型多

样性指数 （Ｈｄ） 依次为 ０、 ０ ３５６ 和 ０ ７３３； 核

苷酸多样性指数最高的是 ＺＪ 群体 （π ＝ ０ ００５），
其次是 ＴＬ 群体 （ π ＝ ０ ００２ ）， ＳＣ 群体最低

（π ＝ ０）。 对 ３ 个群体的遗传多样性进行 Ｔａｊｉｍａ′ｓ
Ｄ 中性检验， 结果范围为 ０ ～ １ ３３７， ３ 个群体

Ｔａｊｉｍａ′ｓ Ｄ 的 Ｐ 值均大于 ０ ０５， 差异不显著， 说

明 ＣＯⅠ基因序列核苷酸的变化符合中性突变

假说。

表 １　 ３ 个罗氏沼虾群体遗传变异参数统计

Ｔａｂ １　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｒｉｃ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ３ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｍ ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ

群体
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

单倍型多样性指数
（Ｈｄ） Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

核苷酸多样性指数
（π） Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

平均核苷酸差异数（Ｋ）
Ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｔａｊｉｍａ′ｓ Ｄ 检验统计量
Ｔａｊｉｍａ′ｓ Ｄ ｔｅｓｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

上海 ＳＣ ０ ０ ０ ０ １． ０００

浙江 ＺＪ ０． ３５６ ０． ００５ ２． ４８９ ０． ０２５ ０． ５３１

泰国 ＴＬ ０． ７３３ ０． ００２ １． ０００ １． ３３７ ０． ９４３

均值 Ｍｅａｎ ０． ３６３ ０． ００３ １． １６３ ０． ４５４ ０． ８２５

９



渔 业 研 究 第 ４５ 卷

２ ３　 罗氏沼虾群体遗传分化与遗传距离

用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ ３ １ 软件进行 ＡＭＯＶＡ 分析， ３
个罗氏沼虾群体的遗传变异结构和变异来源见

表 ２。 ＡＭＯＶＡ 的分析结果表明， 在罗氏沼虾 ３

个群体的遗传结构差异中， 有 ７４ ５％ 遗传差异

来源于群体间， ２５ ５％ 遗传差异来源于群体

内。 群体间的遗传变异明显高于群体内的遗传

变异。

表 ２　 ３ 个罗氏沼虾群体间和群体内的分子方差分析 （ＡＭＯＶＡ）
Ｔａｂ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｍｏｎｇ ａｎｄ ｗｉｔｈｉｎ ３ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｍ ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度
ｄｆ

平方和
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ

遗传变异元素
Ｖａｒｉａｎｃｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

占总变异的百分比 ／ ％
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

群体间 Ａｍｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ２ ３５． １３３ １． ６９９ Ｖａ ７４． ５

群体内 Ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ２７ １５． ７００ ０． ５８１９ Ｖｂ ２５． ５

总计 Ｔｏｔａｌ ２９ ５０． ８３３ ２． ２８０

　 　 ３ 个群体间的遗传分化指数 （Ｆｓｔ） 和遗传

距离结果如表 ３ 所示， ＳＣ 群体与 ＴＬ 群体遗传分

化指数最高 （Ｆｓｔ ＝ ０ ９２５）， 其次是 ＺＪ 群体与

ＴＬ 群体 （Ｆｓｔ ＝ ０ ６８７）， ＳＣ 群体与 ＺＪ 群体的遗

传分化指数最低 （Ｆｓｔ ＝ ０ １１１）； ＳＣ 群体与 ＺＪ
群体的遗传距离较近， 约为 ０ ００３， 而与 ＴＬ 群

体的遗传距离较远， 约为 ０ ０１３。

表３　 ３个罗氏沼虾群体间遗传分化指数和群体遗传距离

Ｔａｂ ３　 Ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｍｏｎｇ ３
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｍ ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ

群体 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ 上海 ＳＣ 浙江 ＺＪ 泰国 ＴＬ

上海 ＳＣ － ０． ００３ ０． ０１３

浙江 ＺＪ ０． １１１ － ０． ０１１

泰国 ＴＬ ０． ９２５ ０． ６８７ －

　 　 注：对角线以下为遗传分化指数（Ｆｓｔ），对角线以上为

遗传距离。
Ｎｏｔｅｓ：Ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｄｉａｇｏｎａｌ ｗａｓ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ（Ｆｓｔ），ａｂｏｖｅ

ｔｈｅ ｄｉａｇｏｎａｌ ｗａｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ．

２ ４　 基于ＣＯⅠ基因序列的罗氏沼虾分子系统树

根据 ＣＯⅠ基因序列， 从 ＧｅｎＢａｎｋ 中下载与

罗氏沼虾同属不同种的日本沼虾 （Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉ⁃
ｕｍ ｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ， Ｍｎ） （登录号： ＦＭ９５８０７７） 作为

外群， 采用 ＮＪ 法和 ＵＰＭＧＡ 法构建系统进化树。
由图 １ 可知， ２ 种方法构建的系统进化树趋于一

致， 沼虾属的 ２ 个种聚为两大支： 日本沼虾的遗

传距离与罗氏沼虾 ３ 个群体均明显偏远， 单独聚

为一支； ＳＣ 群体与 ＺＪ 群体遗传距离最近， 首先

聚在一起成为一小支， 然后再与 ＴＬ 群体聚为另

一支。

Fig.1 NJ and UPMGA phylogenetic tree based on COⅠ
gene sequences of M. rosenbergii

图 1 基于罗氏沼虾 COⅠ基因构建的 NJ 系统树和

UPMGA 系统树

　 　 注： ＳＣ、 ＺＪ、 ＴＬ 分别是来自上海、 浙江、 泰国的罗
氏沼虾； Ｍｎ 为日本沼虾。

Ｎｏｔｅｓ：ＳＣ， ＺＪ， ＴＬ ｗｅｒｅ Ｍ ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ ｆｒｏｍ Ｓｈａｎｇｈａｉ，
Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｔｈａｉｌａｎｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｍｎ ｗａｓ Ｍ ｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ．

３　 讨论

３ １　 罗氏沼虾线粒体ＣＯⅠ序列变异分析

线粒体 ＤＮＡ 作为核外遗传物质， 普遍存在

于真核细胞中， 由于具有结构简单、 进化速度

快、 母系遗传、 变异性大、 核苷酸替代率高等优

点［８，１０］， 其已经成为物种鉴定、 系统发育以及种

群遗传等研究中一种有效的分子标记［１１］。 ｍｔＤ⁃
ＮＡ 序列分析是 ＤＮＡ 多态性分析技术中重要的方

法之一， 不论是群体还是个体， 任何的遗传变异

或者多态都是 ＤＮＡ 序列的差异， ｍｔＤＮＡ 序列分

析可以检测到碱基的插入、 缺少和替换等变异信

息， 从而在分子水平上检测个体、 群体及种间的
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多态及遗传差异［１２］。 ＣＯⅠ基因作为 ｍｔＤＮＡ 的

主要分子标记之一， 适用于种、 亚种及地理种群

间的系统关系研究［１３］。 ＣＯⅠ序列在虾类的分子

系统学中被广泛应用， 如 Ｃａｒｉｎｉ Ｇ 等［１４］和 Ｖａｓｓｉ⁃
ｌｉｏｓ Ｋ 等［１５］分别研究了澳洲沼虾 （Ｍ ａｕｓｔｒａｌｉｅｎ）
的遗传结构和不同地理种群的欧洲龙虾 （Ｈｏｍａ⁃
ｒｕｓ ｇａｍｍａｒｕｓ） 的系统进化关系。

本研究初步分析了 ３ 个罗氏沼虾群体线粒体

ＣＯⅠ序列的差异， 共检测出 ８ 个变异位点、 ４ 个

单倍型。 变异位点和单倍型数量少可能是由于各

群体样品检测数量偏低或 ＣＯⅠ基因序列无法将

其很好地区分开。 但是 ＴＬ 群体的单倍型数量

（３ 个） 分别高于 ＳＣ 群体 （１ 个） 和 ＺＪ 群体 （２
个） 的单倍型数量， 这至少可以说明浙江养殖

群体和上海选育群体因长期的人工养殖和选育，
导致其遗传多样性较野生群体有所降低。 碱基组

成分析表明， Ａ ＋ Ｔ 的平均含量 （５４ ４％ ） 高于

Ｇ ＋ Ｃ 的平均含量 （４５ ７％ ）， 这与许多研究者

在其他虾蟹类线粒体基因中检测到的结果类似，
如姜虎成等［１６］ 研究发现， 淮河水系日本沼虾

（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ ｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ） Ａ ＋Ｔ 的含量 （５９ ０％）
高于 Ｇ ＋ Ｃ 含量 （４１ ０％ ）； 葛家春等［１７］ 研究发

现中华绒螯蟹 （Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ） Ｇ ＋ Ｃ 含量

（３７ ６％ ） 低于 Ａ ＋ Ｔ 的含量 （６２ ４％ ）。
３ ２　 罗氏沼虾的遗传变异分析

当采用线粒体 ＤＮＡ 研究群体遗传多样性时，
核苷酸多样性指数 （π） 和单倍型多样性指数

（Ｈｄ） 均是衡量群体遗传多样性的 ２ 个重要指

标［１８］。 有些群体通过变异积累了单倍型的多态

性， 而并不能积累核苷酸序列的多样化［１９］。 本

研究结果表明， ＴＬ 群体的单倍型多样性指数较

高 （Ｈｄ ＝ ０ ７３３）， 但其核苷酸多样性指数 （π
＝ ０ ００２） 明显偏低， 说明 ＴＬ 群体可能是由少

量个体扩增形成的一个小种群。 ＳＣ 群体和 ＺＪ 群

体的 Ｈｄ 值和 π 值均较低， 造成这一现象的主要

原因可能是这两个群体在长期人工养殖和选育过

程中发生了遗传漂变 （Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｒｉｆｔ）、 近交 （Ｉｎ⁃
ｂｒｅｅｄｉｎｇ） 或奠基者效应 （Ｆｏｕｎｄｅｒ ｅｆｆｅｃｔ） ［２０ － ２１］。

群体间遗传分化系数 （Ｆｓｔ） 经常用于衡量

群体间基因分化的程度［２２］， Ｆｓｔ 值的大小与群体

遗传分化水平符合正相关关系。 在 ０ ～ １ 的范围

内， Ｆｓｔ 值为 ０ ～ ０ ０５ 属于遗传分化微弱； Ｆｓｔ 值

在 ０ ０５ ～ ０ １５ 之间属于中度遗传分化； Ｆｓｔ 值为

０ １５ ～ ０ ２５ 属于高度遗传分化； Ｆｓｔ 值在 ０ ２５
以上属于极高度遗传分化［２３］。 本研究中， ＳＣ 群

体与 ＺＪ 群体 （Ｆｓｔ ＝ ０ １１１） 属于中度遗传分化；
ＳＣ 群体与 ＴＬ 群体 （Ｆｓｔ ＝ ０ ９２５）、 ＺＪ 群体与 ＴＬ
群体 （Ｆｓｔ ＝ ０ ６８７） 都属于极高度遗传分化， 由

此证明长期闭锁选育和人工养殖对罗氏沼虾的遗

传结构都产生了影响。
３ ３　 罗氏沼虾群体间遗传距离和系统发育分析

Ｈｅｂｅｒｔ Ｐ Ｄ Ｎ 等［２４］ 曾经对动物界的 １１ 门

１３ ３２０个物种的线粒体 ＣＯⅠ基因进行序列比较

分析， 得出物种内的遗传距离大 部 分 小 于

０ ０１０， 很少有大于 ０ ０２０ 的结论； 本研究中，
根据罗氏沼虾 ３ 个不同群体的遗传距离和系统进

化树可以看出， 基于线粒体 ＣＯⅠ基因序列的 ３
个罗氏沼虾群体间的种内遗传距离为 ０ ００３ ～
０ ０１３， 与其研究结果一致。 ＳＣ 群体与 ＺＪ 群体

遗传距离最小， 为 ０ ００３， 亲缘关系较近。 ＳＣ
群体和 ＺＪ 群体与 ＴＬ 群体的遗传距离分别为

０ ０１３ 和 ０ ０１１， 遗传距离相对较大， 亲缘关系

也较远。 基于遗传距离构建的 ＮＪ 和 ＵＰＭＧＡ 系

统进化树趋于一致， ＳＣ 群体首先与 ＺＪ 群体聚在

一起成为一小支， 然后再与 ＴＬ 群体聚为另一

支， 结果表明 ３ 个群体的遗传距离进化关系与聚

类关系类似。 产生这样结果的原因可能是 ＳＣ 群

体和 ＺＪ 群体的遗传背景相似， 而与 ＴＬ 群体遗传

背景差异较大， 亦或是 ＳＣ 群体、 ＺＪ 群体与 ＴＬ
群体存在养殖地理环境的差异。

鉴于本研究是从一个线粒体基因对罗氏沼虾

３ 个不同群体的遗传多样性进行评估， 且样本量

有限， 因此上述结果只可作初步参考， 而后期有

必要增加检测样本数量， 同时将从其他多个线粒

体基因并配合核 ＤＮＡ 遗传分析， 以期得到更全

面和客观的结果。
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