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日本对虾养殖群体两个世代

遗传结构的微卫星分析
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摘 要 利用 8 对微卫星引物对日本对虾养殖群体两个世代的遗传结构进行了分析，共检测到

108 个等位基因，等位基因长度为 196 － 528 bp，各位点等位基因数为 6 － 23 个。亲本和子代群体每

个位点平均等位基因数目分别为 8. 5 个和 11. 5 个，平均观测杂合度分别为 0. 721 和 0. 632，平均期望

杂合度分别为 0. 775 和 0. 764，平均多态信息含量分别为 0. 732 和 0. 729。根据标记信息，利用最大

似然法对两个世代的个体分别进行系谱结构推断，亲本群体划分为 6 个群体，群体间遗传距离为

0. 277 － 2. 356，均值为 1. 510;子代群体划分为 17 个群体，群体间遗传距离为 0 － 2. 593，均值为

1. 113。亲本和子代分群体间的遗传距离变化范围为 0 － 3. 089，均值为 1. 238。根据各分群体间的

Nei's 遗传距离，用非加权组平均法(UPGMA)构建了日本对虾两个世代的遗传进化树。其中 18 个分

群体(4 个亲本群体和 14 个子群体) 经过聚类后形成 3 个分支，其余 5 个分群体(两个亲本群体和 3
个子群体)明显偏离于主支。研究发现，子代的观测杂合度明显低于亲本，说明子代在继承亲本遗传

信息的过程中已经丢失了一定的杂合性。
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ABSTＲACT The genetic structure for two generations of cultured Marsupenaeus japonicas was in-
vestigated using eight pairs of microsatellite primers． In this study，a total of 108 alleles were tested，
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and the length of the alleles ranged from 196 bp to 528 bp; the number of alleles per locus ranged from
6 to 23 with an average of 13. 5． For the parents and offspring populations，the average number of al-
leles was 8. 5 and 11. 5，respectively; the observed heterozygosity was 0. 721 and 0. 632，respective-
ly; the average expected heterozygosity was 0. 775 and 0. 764，respectively; and the average polymor-
phism information content was 0. 732 and 0. 729，respectively． The pedigree structure for the parents
and progeny populations was inferred by maximum likelihood method according to the microsatellite
marker information． The parent population was divided into six groups，and the genetic distance among
them ranged from 0. 277 to 2. 356 with an average of 1. 510． The offspring population was divided into
17 groups，and the genetic distance among them ranged from 0 to 2. 593 with an average of 1. 113．
The genetic distance between parents and offspring sub-groups ranged from 0 to 3. 089 with an average
of 1. 238． An evolutionary tree for the 23 sub-group populations was drawn by unweighted pair-group
method with arithmetic means (UPGMA) according to Nei's genetic distance． Eighteen sub-groups ag-
gregated into the main stretch after forming three sub-stretches． However，five sub-groups (O15，

O12，O13，P21 and P18) were obviously away from the main stretch． In this study，the heterozygosity
and polymorphism of the offspring population were lower than their parents． The result showed that the
heterozygosity of the parents have partially lost during the genetic inbreeding．
KEY WOＲDS Marsupenaeus japonicas; Generation; Genetic structure; Genetic diversity;

Microsatellite

日本对虾 Marsupenaeus japonicus 隶属对虾科 Penaeidae、囊对虾属 Marsupenaeus，为暖水性种类，自然分布很

广，在我国主要分布于南海、黄海南部、东海、台湾沿岸，具有个体大、花纹艳丽、肉质细嫩鲜美、耐干运等特点，

2011 年养殖产量达 50 991 t(2011 年全国渔业统计情况综述)，是我国重要的养殖经济虾类之一( 郭慧等

2011;柴鹏程等 2013;张许光等 2013)。日本对虾产卵量大，随着日本对虾养殖规模的扩大和野生资源数量

逐渐减少，难免造成因近交而产生遗传多样性丧失、抗逆性减弱、生长减慢、个体小型化等种质退化的现象

(孔杰等 2009; 武耀等 2012)，势必不利于日本对虾养殖的可持续发展(张天时等 2005)。因此保持和保

护日本对虾的遗传多样性对该种质资源的遗传改良等具有重要的意义。
微卫星标记具有多态性高、检测快速方便、符合孟德尔式遗传以及共显性等优点(O＇Connell et al． 1997)，

是目前进行遗传分化研究、遗传多样性评估、亲缘关系分析及家系鉴别等较为理想的分子标记(Ben Naceur
et al． 2012; Balloux et al． 1998)。在主要的 4 种海水养殖对虾中，已经有不少研究用微卫星 DNA 标记对比

分析了中国对虾 Fenneropenaeus chinensis ( 刘萍等 2004; 孟宪红等 2008; 张天时等 2005)、凡纳滨对虾

Litopenaeus vanname(Cruz et al． 2004; Pérez et al． 2005; Ben Naceur et al． 2012; 颉晓勇等 2008; 王霞等

2009; 谢丽等 2009)、斑节对虾 Penaeus monodon(Xu et al． 2001; Wuthisuthim et al． 2003; Pan et al．
2004; 苏天凤等 2008)和日本对虾(Moore et al． 1999; Luan et al． 2006; 郭慧等 2011; 孔沛球等 2011;

何永琴等 2012)的野生、养殖和选育群体的遗传多样性。这方面的研究在中国对虾和南美白对虾中较为全

面，但就日本对虾而言，相关的研究多为不同地理群体间的比较，Luan 等(2006)比较了野生群体和养殖群体间

的遗传多样性，而尚未见到用微卫星分子标记分析不同养殖群体间遗传多样性的报道。本研究采用微卫星标

记技术分析了人工养殖的两个世代日本对虾群体的遗传结构，以期为微卫星标记辅助构建日本对虾家系和保

种选育提供参考。
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1 材料与方法

1． 1 实验材料

实验用虾取自福建省东山县杏陈镇东兴粮行养殖场，亲本为由野生日本对虾繁殖的 G1 代个体，子代为 G2
代个体，繁殖方式为自然交尾，养殖方式为混合养殖，亲本在产卵后处死并冷冻保存。2012 年 10 月从保存的

亲本样本中随机选取 61 尾，从 120 d 龄幼虾中随机取 150 尾作为实验材料，空运至青岛。2012 年 10 － 12 月在

中国水产科学研究院黄海水产研究所完成实验。

1． 2 实验方法

1． 2． 1 基因组 DNA 的提取

参照 Wang 等(2006) 的方法提取样本的基因组 DNA，用 0. 8% 琼脂糖凝胶电泳检验其完整性，利用

GENEQUANT pro(Pharma-cia Biotech Ltd) ＲNA /DNA 分析定量仪检测其浓度和纯度。样本 DNA 浓度稀释至

50 － 100 ng /μl 作为模板，4℃保存备用。
1． 2． 2 引物合成及 PCＲ 扩增

本研究所用 8 对微卫星标记由中国水产科学研究院黄海水产研究所开发(栾生等 2006)，在上海生工生

物工程有限公司合成，并分别在正向引物 5'末端进行荧光修饰，修饰的荧光颜料包括 HEX、FAM 和 ＲOX。为

了节约成本和提高效率，本研究将具有不同荧光标记的 PCＲ 扩增产物混合后在 ABI 3130xl 遗传分析仪上进行

分型，8 对微卫星引物信息及混样的分组情况见表 1。
PCＲ 反应采用 25 μl 体系，其中包含正反向引物各 2 μl、DNA 模板 2 μl、12. 5 μl 的 2 × Taq PCＲ MasterMix

(包含 Taq 酶、镁离子、dNTPs 和 Buffer，由博迈德生物公司生产)，用 ddH2O 补足体积。反应程序为:94℃
5 min; 94℃ 40 s，退火 1 min，72℃ 1 min，28 个循环; 72℃ 5 min，4℃保存。

表 1 日本对虾微卫星引物信息及扩增产物分组情况

Table 1 Information of primers and grouping of amplification products

组号

Group
引物编号

Primers
引物序列

Primer sequence
重复基序

Motif
最佳

Tm(℃ )

预期片段长度

Length(bp)

荧光种类

Fluorescence

1 MpSSＲ012 5'-CCATCCTGGCGAACATAC-3' (TTCTTCTTA) 7 54． 0 325 FAM

5'-CTCCACTTGCTACCCCTCC-3'

MpSSＲ031 5'-AAGACAGACACGCCCTAA-3' (TGT)14(TCA) 15 51． 5 216 HEX

5'-CGTATGCGTGCGTGTATGAG-3'

2 MpSSＲ006 5'-CTCTCCTCTACCACAGTTCCC-3' (CACG) 8 54． 0 237 ＲOX

5'-CACCTATCCTTCAAATAAGTTCGT-3'

MpSSＲ034 5'-CGTATGCGTGCGTGTATGAG-3' (AAAAAT) 6 56． 0 292 FAM

5'-CTGACGCCGTGCCAACAT-3'

MsSSＲ076 5'-CTAGCAATCAGAAGCAGAA-3' (TTAG) 15 50． 0 337 HEX

5'-GTGCAAACGGTGTTCATCTG-3'

3 MpSSＲ039 5'-TACCTCACGGTTTCCTTACG-3' (AC) 44 53． 0 313 HEX

5'-GACGGTTCCTGAGAAGTTGAT-3'

MpSSＲ064 5'-GACAACTCCTCCTGGTATG-3' (GA) 44 54． 0 237 FAM

5'-CTCCATCTTTTCCTTCCTCTT-3'

MpSSＲ084 5'-TGAGCAGTCGTCCTCGGTT-3' (CA) 48 54． 5 441 ＲOX

5'-GTTGGTTATACAGACATGGGTAGTG-3'
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1． 2． 3 基因分型

使用 ABI 公司生产的 3730xl 测序仪进行毛细管电泳，用 Peak scanner 软件进行数据采集，根据扩增片段的

长度大小实现等位基因分型。
1． 2． 4 数据分析

根据微卫星等位基因分型的数据，用 Cervus 3. 0 软件分析等位基因频率、观测杂合度(Observed Heterozy-
gosity，Ho)、期望杂合度(Expected Heterozygosity，He)、多态信息含量(Polymorphism Information Content，PIC)

和 Hardy-Weinberg 平衡显著性。用 Colony 软件对两个世代进行系谱重构。用 Popgene 软件计算群体间的Nei's
遗传距离。用 Mega 5. 1 构建基于 UPGMA 法的系统进化树。

2 结果

2． 1 8 个微卫星位点扩增结果及多态性

本研究通过读取 8 个微卫星位点的峰图来实现基因分型，在这 8 个位点中，检测到的等位基因大小在 196
－ 528 bp 之间。等位基因数为 6 － 23 个，平均为 13. 5 个。期望杂合度为 0. 651 － 0. 901，平均为0. 807。观测杂

合度为 0. 274 － 0. 944，平均为 0. 661。8 个微卫星位点的多态信息含量为 0. 582 － 0. 890，平均为 0. 781。亲本

和子代每个位点平均等位基因数目分别为 8. 5 个和 11. 5 个，平均有效个体数目分别为 59 和 149. 75，平均观测

杂合度分别为 0. 721 和 0. 632，平均期望杂合度分别为 0. 775 和 0. 764，平均多态信息含量分别为 0. 732 和

0. 729。各个位点的基因型信息见表 2。

表 2 日本对虾养殖群体 8 个微卫星位点的基因型信息

Table 2 Genotype information of the eight SSＲ loci in cultured M． japonicas

位点

Locus
群体类型

Type
等位基因数

Allele
有效个体数

Valid individual
观测杂合度

Ho
期望杂合度

He
多态信息含量

PIC

Hardy-Weinberg 平衡

HW

MpSSＲ064 全部 All 14 197 0． 787 0． 876 0． 861 *

亲本 Parent 11 47 0． 638 0． 828 0． 797 ND

子代 Offspring 13 150 0． 833 0． 867 0． 850 NS

MpSSＲ084 全部 All 16 211 0． 749 0． 842 0． 822 ＊＊＊

亲本 Parent 9 61 0． 672 0． 754 0． 714 NS

子代 Offspring 15 150 0． 780 0． 831 0． 807 ＊＊＊

MpSSＲ076 全部 All 16 210 0． 457 0． 865 0． 850 ＊＊＊

亲本 Parent 9 61 0． 623 0． 790 0． 751 NS

子代 Offspring 12 149 0． 389 0． 808 0． 786 ＊＊＊

MpSSＲ031 全部 All 15 211 0． 725 0． 824 0． 800 ＊＊＊

亲本 Parent 8 61 0． 705 0． 746 0． 700 NS

子代 Offspring 13 150 0． 733 0． 790 0． 762 NS

MpSSＲ034 全部 All 11 210 0． 943 0． 829 0． 805 ＊＊＊

亲本 Parent 8 60 0． 983 0． 814 0． 779 ND

子代 Offspring 9 150 0． 927 0． 790 0． 755 ＊＊＊

MpSSＲ039 全部 All 23 209 0． 933 0． 901 0． 890 NS

亲本 Parent 13 60 1． 000 0． 844 0． 816 ND

子代 Offspring 18 149 0． 906 0． 849 0． 828 ＊＊＊

MpSSＲ012 全部 All 7 211 0． 275 0． 675 0． 638 ＊＊＊

亲本 Parent 6 61 0． 361 0． 755 0． 706 ＊＊＊

子代 Offspring 6 150 0． 24 0． 571 0． 521 ＊＊＊
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续表 2

位点

Locus
群体类型

Type
等位基因数

Allele
有效个体数

Valid individual
观测杂合度

Ho
期望杂合度

He
多态信息含量

PIC

Hardy-Weinberg 平衡

HW

MpSSＲ006 全部 All 6． 0 211． 00 0． 403 0． 652 0． 582 ＊＊＊

亲本 Parent 4． 0 61． 00 0． 787 0． 667 0． 589 NS

子代 Offspring 6． 0 150． 00 0． 247 0． 602 0． 520 ＊＊＊

平均值 Average 全部 All 13． 50 208． 75 0． 659 0． 808 0． 781

亲本 Parent 8． 5 59 0． 721 0． 775 0． 732

子代 Offspring 11． 5 149． 75 0． 632 0． 764 0． 729

注:ND 表示没有进行 Hardy-Weinberg 平衡显著性分析，NS 表示 Hardy-Weinberg 平衡分析不显著，* 表示 Hardy-Weinberg 平衡分析显著(P ＜

0. 05)，＊＊＊表示 Hardy-Weinberg 平衡分析极显著(P ＜ 0. 01)

Note: ND indicates that Hardy-Weinberg analysis was not done，NS indicates that Hardy-Weinberg analysis is not significant，the asterisk indicates sig-

nificant differences at P ＜ 0. 05，and triple-asterisk indicate significant differences at P ＜ 0. 01

表 3 日本对虾群体对应的个体数目

Table 3 Number of individuals in different populations of M． japonicas

子代群体编号

ID of offspring
对虾数量

Number of shrimp
亲本群体编号

ID of parent
对虾数量

Number of shrimp

O1 5 P18 1

O2 9 P19 2

O3 21 P20 1

O4 2 P21 1

O5 4 P22 10

O6 2 P23 46

O7 5 － －

O8 10 － －

O9 3 － －

O10 3 － －

O11 3 － －

O12 1 － －

O13 1 － －

O14 2 － －

O15 1 － －

O16 2 － －

O17 76 － －

2． 2 聚类分析和进化树的构建

对亲本和子代分别进行家系

推断，子代分为 17 个群体，每个

群体有 1 － 76 个个体，群体间遗

传 距 离 为 0 － 2. 593，平 均 为

1. 113。亲本分为 6 个群体，每个

群体有 1 － 46 个个体，群体间遗

传距离为 0. 277 － 2. 356，平均为

1. 510。两个世代群体间的遗传

距离 范 围 为 0 － 3. 089，平 均 为

1. 238。各个群体的个体数目和

群体间的遗传距离分别见表 3 和

表 4。根据各群体间的 Nei' s 遗

传距离，构建了基于 UPGMA 法

的系统进化树( 图 1)，发现大多

数分群体经过聚类后形成 3 个较

大的分支，然后又汇为 1 个总支，

其余 的 分 群 体 O15、O12、O13、
P21 和 P18 虽然最终也与它们聚为一支，但却明显偏离于由这些大多数分群体构成的主支。

3 讨论

3． 1 两个世代的遗传多样性

依据 Botstein 等(1980)对 PIC 的划分标准，PIC ＞ 0. 50 时，该基因座位为高度多态性;0. 25 ＜ PIC ＜ 0. 50
时，为中度多态基因座;PIC ＜ 0. 25 时，为低度多态性。本研究采用的 8 对引物的 PIC 均大于 0. 5，表明这些位

点都为高度多态性，适合日本对虾遗传多样性分析和亲子鉴定的研究。这 8 个位点呈现高度多态性除了位点

自身的原因，另外在一定程度上也跟使用了毛细管电泳技术有关，这种分型技术相比传统的聚丙烯酰胺凝胶电

泳，减少了人为操作造成的误差(武祥伟等 2011)。其中位点 MpSSＲ064 有 14 个样品基因型缺失，缺失率达

6. 5%，该对引物在所有样品中的 PCＲ 产物产量均呈现较低水平，推测数据缺失的样品可能是因为扩增量没有
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图 1 日本对虾两个世代 23 个分群体的系统进化树

Fig． 1 Evolutionary tree for the 23 populations of two
generations of M． japonicas

达到可识别的水平。39 号引物中有两个样

品基因型缺失，34 号和 76 号引物分别有 1
个样品基因型缺失，可能是偶然因素造成的，

鉴于数量较少，不影响整体分析，因此对这些

个别样品基因型缺失产生的影响可以忽略

( 董 世 瑞 等 2008 )。在 MpSSＲ034 和

MpSSＲ039 两个位点上 Ho 大于 He，表明杂合

子过剩。剩下的位点上 均 表 现 为 He 大 于

Ho，表明纯合子过剩( 李伟亚等 2012)，尤

其是 MpSSＲ006 和 MpSSＲ012 两个位点上杂

合子 的 比 例 分 别 达 到 了 60% 和 72. 6%。
Pemberton 等(1995) 认为，为了减少误差，只

有杂合子才可以用来研究。本研究没有采用

这样极端的观点，因为在这两个位点并未出

现基因型缺失并且峰图都清晰可辨，高纯合

率可能是群体自身的特性。从表 2 可以看

到，本研究中亲本的平均等位基因数和平均

有效个体数少于子代，平均 PIC 略高于子代，

平均 Ho 则明显高于子代。亲本本身的个体

数远少于子代和繁殖过程中亲本丢失的原因

造成其有效个体数少于子代，这也导致了亲

本的等位基因数少于子代。两个世代之间的

PIC 差异不明显，说明子代继承了亲本的绝

大多数等位基因。亲本的 Ho 高于子代，暗

示了子代在继承亲本遗传信息的过程中已经丢失了一定的杂合性。

3． 2 Hardy-Weinberg 平衡分析

本研究中所有位点经 Bonferroni 校正后，仍有大多数显著偏离 Hardy-Weinberg 平衡。作者认为，造成这种

现象的原因主要在于实验群体遗传结构的不稳定性。实验材料是混养家系，由于真实的系谱情况已经无从得

知，因此本研究使用了 Colony 软件根据个体的微卫星基因型信息用最大似然法推断其系谱信息。从表 3 可以

看出，子代群体可以被分为 17 个系别，群体的个体数目为 1 － 76，群体数量多且群体间个体数目差异大，复杂

的系谱信息导致了群体显著偏离 Hardy-Weinberg 平衡。由两个世代所有个体组成的群体，同样因为复杂的遗

传结构而导致在多个位点显著偏离 Hardy-Weinberg 平衡。亲本在一些位点的基因型不同程度的缺失导致了这

些位点样本数过少而无法进行 Hardy-Weinberg 平衡分析，因此亲本群体的 Hardy-Weinberg 平衡不予讨论。推

测世代内不同系别间数量悬殊的原因之一为家系之间在母本产卵量、孵化率、存活率以及家系间的竞争力等方

面存在差异，这些因素的累积造成了家系间数量的差异。另一个原因可能是数量较多的系别实际上是两个以

上家系的组合，由于使用 Colony 软件进行运算时容忍 1%的输入误差，因此亲缘关系较近的家系可能被归为一

个系别。

3． 3 遗传距离分析

从结果来看，各群体之间的遗传距离均较大，平均值大于郭慧等(2011) 和何永琴等(2012) 用微卫星计算

的日本对虾不同地理群体间的遗传距离，更远大于孔沛球等(2011) 得出的不同地理种群间的微卫星遗传距

离。这一方面和各研究所采用的微卫星位点不同有关(Naceur et al． 2012)，另一方面说明，本研究中的研究
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对象可能来自亲缘关系较远的亲本(赵斌丽等 2009)。其中出现了 O12 与 O13、O15，O15 与 P21 群体之间在

8 个位点均没有共同的等位基因的情况，表明它们之间的遗传关系可能会更远(毛永江等 2008)。
为了更加直观地展现各分群体之间的亲缘关系并对其进行进一步分析，作者构建了系统进化树( 图 1)。

图 1 中的进化分支由最外侧向内依次是 O15，O12、O13 和 P21，P18 群体，这些群体明显偏离于其他群体，另外

它们有一个共同的特点就是每个群体只包含 1 个个体，这可能是由于这类与主群体亲缘关系较远的群体在竞

争中处于劣势地位造成的，如果不加以干涉，接下来可能会发生遗传漂变，进而导致一部分遗传多样性的丧失

(Lande 1976)。其他大多数群体汇成 1 个总支，这个总支由 3 个较大的分支组成。在组成这 3 个较大的分支

的基础群体中，有亲本群体与亲本群体聚成第 1 个支的，如 P19 和 P23;有亲本群体与子代群体聚成第 1 个支

的，如 O5 与 P22;有子代群体与子代群体聚成第 1 个支，又与亲本群体聚成第 2 个支的，如 O4、O7 和 P20;有子

代群体与子代群体聚成第一个支，又与子代群体或其他分支聚成第 2 个支的，如其余的子代群体。这些分支呈

现出的复杂的聚合类型揭示了各分群体之间不同远近的亲缘关系，同时也暗示了它们具有不同的近祖。同时，

亲本群体与子代群体的交联聚合现象并没有超出预期，这是因为两者是亲子关系而不是完全独立的两个群体。
实验数据表明，本研究采用的日本对虾群体的杂合度较高，具有较大的选育潜力，但子代群体之间的平均

遗传距离明显低于父本群体之间的遗传距离，这在某种程度上说明存在近交现象。无计划的混合养殖使不同

家系间的个体数目相差悬殊，并可能使竞争力弱的家系最终消失，这显然不利于保持日本对虾的遗传多样性。
对于育种工作来说，家系单独养殖和有条件的混合养殖将有助于解决这个问题。
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