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摘要：为进一步了解白洋淀与衡水湖日本沼虾种质资源现状，实验通过对白洋淀南淀
(SB)、白洋淀北淀(NB)、衡水湖(HS)日本沼虾群体线粒体DNA D-Loop基因片段进行扩增
和测定，得到935 bp的序列用于进一步的分析，其中变异位点80个，占分析位点的
8.56%，含有77个简约信息位点，平均转颠换比值(TS/TV)为7.28，4种碱基在所得序列中
平均含量为A(42.65%)、G(9.08%)、T(36.98%)、C(11.29%)，其中A+T含量为79.63%，明
显高于C+G含量。AMOVA分析结果显示，群体间的遗传分化系数FST=0.2336，群体间遗
传变异占23.36%，群体内遗传变异占76.64%，群体间具有较高程度的遗传分化。运用K-
2-P模型构建了3群体的23个单倍型的NJ系统发育树，单倍型之间并没有按照单倍型所属
群体的分类聚簇，表现为不同群体个体相互交错形成复杂的簇群。群体中性检验、错配
分析表明，日本沼虾近期未曾经历过种群扩张。
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日本沼虾(Macrobrachium nipponense)，俗称

青虾或河虾，隶属软甲纲(Malacostraca)，十足目

(Decapoda)，长臂虾科(Palaemonidae)，沼虾属(Macro-
brachium)，是中国重要的淡水经济虾类之一，广

泛分布于我国各地的江河、湖泊、水库及沟渠

等淡水水域中 [1]。因其具有生长快、适应性强、

个体大及繁殖能力强等特点，20世纪50年代后期

其养殖业得到不断发展。而野生群体因受自然

或人为因素的影响，栖息范围变小，资源锐减，

个体小型化，低龄化严重[2]。

遗传多样性是生物多样性的重要组成部分，

它是指地球上所有生物携带的遗传信息的总和，

表现为多层次、多水平，遗传多样性不仅包括

变异水平的高低，也包括变异的分布格局，即

种群的遗传结构 [3]。目前，国内一些学者已应用

RAPD[4]、SSR[5]、ISSR[6]和COⅠ[7]等技术对不同

水域的日本沼虾野生群体进行了分析。线粒体

DNA(mtDNA) D-Loop区序列由于不编码蛋白质

而不受自然选择的影响，因而进化速率最快，

积累了较多的突变，如碱基替换、插入、缺失，

以及众多的串联重复序列等，所以在种群遗传

学分析中得到普遍应用[8-9]。

本研究对白洋淀和衡水湖日本沼虾野生群

体的mtDNA D-Loop序列进行PCR扩增和测序，

开展关于群体间遗传变异和系统分化等方面研究，

旨在完善我国日本沼虾野生群体的种质资源研

究，为制定合理的育种方案提供数据参考。
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1    材料与方法

1.1    实验材料

实验所用日本沼虾样本于2015年9月至10月

采集于衡水湖、白洋淀南淀(大麦淀)和北淀(烧车

淀)(表1)，活体带回实验室备用。

1.2    日本沼虾总DNA的提取

日本沼虾实验样本随机选取(表1)，每个样

本取肌肉20~30 mg。采用蛋白酶K进行裂解，参

考《分子克隆实验指南》 [10]的酚 /氯仿抽提法提

取总DNA，得到的DNA用双蒸水充分溶解，并

通过1%的琼脂糖凝胶电泳检测，经紫外分光光

度仪检测其纯度及浓度，DNA样品被稀释至终

浓度为20~50 ng/μL，保存于–20 °C备用。

1.3    mtDNA D-Loop区PCR扩增及序列测定

扩增日本沼虾mtDNA D-Loop区的引物序列：

D-Loop-F：5′-TTTACTCCCAGTCTAACC-3′；
D-Loop-R：5′-TTCATTATTCGCCCTATC-3′ [11]，

送上海生工生物工程有限公司进行引物合成。PCR
反应体系为50 μL，其中含有10×PCR Buffer 5 μL，

dNTP 4 μL，引物各2 μL，Taq DNA聚合酶0.25 μL，
模板DNA 2 μL，加ddH2O至50 μL。PCR扩增程

序：94 °C预变性2 min；94 °C变性45 s，52 °C退

火45 s，72 °C延伸3 min，33个循环；72 °C终延

伸10 min，4 °C保存。用1%的琼脂糖凝胶电泳检

测PCR产物，送上海生工生物工程有限公司进行

双向测序，使用PCR扩增引物作为测序引物。

1.4    数据分析

使用Clustal X 1.81软件比对测序结果，辅以

人工校对。利用MEGA 5软件统计序列的碱基含

量；利用邻接法 (Neighbor-Joining，NJ)基于

Kimura双参数(Kimura-2-parameter，K-2-P)模型构

建日本沼虾群体单倍型系统发生树，进化树各

分支的自举置信度水平由自举法(Bootstrap value)
估计，自引导次数为1000。通过DnaSP(version
5.0)软件统计单倍型(h)、单倍型多样性(Hd)、核

苷酸多样性(Pi)遗传多样性参数、同时检验中性

分子进化演变，计算Tajima′s D参数以推测群体

的历史变化。利用Arlequin 3.1中的AMOVA分析

方法进行遗传差异分析，并进行核苷酸不配对

分布分析。

2    结果

2.1    mtDNA D-Loop区序列碱基组成与变异分析

本实验对3个群体106个样本的日本沼虾mtDNA
D-Loop基因进行了序列测定。通过比对和人工

校对，选择935 bp的序列用于进一步分析，其中

变异位点80个，占分析位点的8.56%，含有77个
简约信息位点，平均转颠换比值(TS/TV)为7.28，
其中有一处碱基缺失。4种碱基在所得序列中平

均含量为A (42.65%)、G (9.08%)、T (36.98%)、C
(11.29%)，其中A+T含量为79.63%，明显高于

C+G含量(表2)。
从106个个体中共定义了23种单倍型(表3)，

其中单倍型Hap2和Hap12为3个群体共享，SB和

NB群体间有2个共享单倍型 (Hap22和Hap13)，
NB群体和HS群体间有2个共享单倍型 (Hap6和
Hap8)，SB群体和HS群体间有1个共享单倍型

(Hap4)，其余单倍型为每个群体所特有。其中

NB群体拥有的单倍型最多，为13个；HS群体次

之，为12个；SB群体最少，为7个。Hap2和Hap12
为优势单倍型，分别占个体总数的 2 1 . 7 0 %、

23.58%。

2.2    日本沼虾D-Loop基因遗传结构分析

使用Dna SP(version 5.0)软件计算日本沼虾

表 1    日本沼虾的采集地点及数量

Tab. 1    Sampling sites and quantities of M. nipponense in this study

采集地

collection places
经纬度

latitude and longitude
缩写

abbreviation
数量/尾
quantity

取样部位

sampling part
河北省白洋淀南淀(大麦淀)
South Baiyangdian of Hebei Province (Damaidian)

116.02°E, 38.86°N SB 37 肌肉

河北省白洋淀北淀(烧车淀)
North Baiyangdian of Hebei Province (Shaochedian)

116.00°E, 38.97°N NB 35 肌肉

河北省衡水湖

Hengshui Lake of Hebei Province
115.62°E, 37.62°N HS 34 肌肉
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3个群体的遗传多样性参数(表4)，结果显示3个

群体的单倍型(0.656~0.872)和核苷酸(0.011 50~

0.022 45)的多样性程度处于同一个水平。其中白

洋淀北淀群体的Pi值最高，为0.022 45，而衡水

湖群体的较其他两个群体偏低，为0.011 50，表

明日本沼虾3个群体具有较高的遗传多样性。群

体中性检验显示NB、SB群体的Tajima′s D值为

正值；HS群体为负值，3个群体Tajima′s D值检

验均不显著(P>0.05)。
日本沼虾3个群体mtDNA D-Loop序列的遗传

差异AMOVA分析结果表明，群体间的遗传分化系

数FST=0.233 55 (P<0.01)，整个遗传变异中群体间

占23.36%，其余的遗传变异来自于群体内(76.64%)，
群体间具有较高程度的遗传分化(表5)。

研究基于日本沼虾3个群体线粒体D-Loop序
列，运用K-2-P模型构建了3群体的23个单倍型的

NJ系统发育树(图1)。从NJ系统树可以看出，单

倍型之间并没有按照单倍型所属群体的分类聚簇，

表现为不同群体个体相互交错形成复杂的簇群。

2.3    群体动态分析

根据Tajima′s D值中性检验以及日本沼虾野

生群体碱基错配分布曲线是否呈现多峰或单峰

型来判定日本沼虾野生群体在过去是否发生了

群体扩张。对日本沼虾3个野生群体的23个单倍

型进行Tajima′s D中性检测和核苷酸不配对分布

分析，结果显示，日本沼虾野生群体的单倍型

检测中，核苷酸不配对分布 (mismatch distribu-
tion)分析图谱呈现多峰型(图2)，在中性检验中

Tajima′s D (D=0.07984，P>0.05)值为正值，且

统计结果不显著，表明日本沼虾3个野生群体大

小保持相对稳定，未发生明显的种群扩张。

3    讨论

3.1    日本沼虾线粒体D-Loop区序列碱基组成

与变异分析

关于日本沼虾遗传多样性的研究报道较多，

表 2    日本沼虾3个野生群体线粒体D-Loop区碱基组成

Tab. 2       Nucleotide compositions of mtDNA D-Loop in three populations of M. nipponense %

群体

population

碱基　base

A G T/U C A+T C+G

SB 42.52 9.18 36.95 11.35 79.47 20.53

NB 42.77 8.98 36.97 11.28 79.74 20.26

HS 42.67 9.08 37.01 11.24 79.68 20.32

总体　total 42.65 9.08 36.98 11.29 79.63 20.37

表 3    日本沼虾群体中的D-Loop序列单倍型分布情况

Tab. 3    Distribution of haplotypes in D-Loop sequences of
 M. nipponense 尾

单倍型

haplotype 23
SB 37 NB 35 HS 34 总计

total

Hap_1 0 0 2 2

Hap_2 21 1 1 23

Hap_3 1 0 0 1

Hap_4 4 0 5 9

Hap_5 0 2 0 2

Hap_6 0 2 3 5

Hap_7 0 1 0 1

Hap_8 0 1 1 2

Hap_9 0 1 0 1

Hap_10 0 0 1 1

Hap_11 0 0 3 3

Hap_12 4 11 10 25

Hap_13 4 5 0 9

Hap_14 0 2 0 2

Hap_15 0 0 1 1

Hap_16 0 1 0 1

Hap_17 0 1 0 1

Hap_18 0 0 1 1

Hap_19 0 0 5 5

Hap_20 0 0 1 1

Hap_21 1 0 0 1

Hap_22 2 6 0 8

Hap_23 0 1 0 1
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主要利用SSR、RAPD、COⅠ等分子标记分析日

本沼虾遗传多样性，但对于河北地区的日本沼

虾群体的多样性研究报道较少。Ma等 [12]选用9个
微卫星位点研究千岛湖中4个日本沼虾群体遗传

多样性，野生群体均表现出较高的遗传多样性。

Chen[7]等通过COⅠ序列和16S rRNA基因片段研究

中国台湾日本沼虾野生群体的遗传结构，共定

义了76种单倍型，分为两个族群，并进行群体动

态分析，显示中国台湾日本沼虾野生群体近期

发生过群体扩张。与其结果相比，本研究对3个

表 4    日本沼虾群体线粒体D-Loop区序列的遗传多样性参数

Tab. 4    Genetic diversity parameters of mtDNA D-Loop sequence of M. nipponense

群体

population
样本数/尾
sample size

变异位点

variable sites
单倍型

h
单倍型多样性

Hd

核苷酸多样性

nucleotide diversity (Pi)
Tajima′s D

SB 37 69 7 0.656 0.020 61 0.601 23

NB 35 77 13 0.861 0.022 45 0.798 09

HS 34 44 12 0.872 0.011 50 –0.029 52

总计 106 80 23 0.878 0.022 05 1.128 56

表 5    日本沼虾群体线粒体DNA D-Loop区分子变异分析

Tab. 5    Analysis of molecular variance (AMOVA) of mtDNA D-Loop of M. nipponense

变异来源

source of variation
自由度

df
方差总和

sum of squares
变异组分

variance components
变异百分比/%

percentage of variation
遗传分化指数

FST

群体间　among populations 2 201.011 2.604 24 Va 23.36 0.233 55 (P=0.000)

群体内　within populations 103 880.272 8.546 33 Vb 76.64

总计　total 105 1081.283 11.536 58

注：Va.群体间方差组分；Vb.群体内方差组分

Notes: Va. variance component of inter- population; Vb. variance component of intra- population

 
图 1    日本沼虾3个野生群体单倍型基于线粒体DNA

D-Loop区序列构建的NJ树

Fig. 1    NJ tree based on the mtDNA D-Loop sequence in
three wild populations of M. nipponense

 
图 2    日本沼虾群体单倍型不配对分布图

Fig. 2    The mismatch distributions of the haplotypes of
M. nipponense
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群体106个样本的日本沼虾D-Loop基因935 bp的
序列进一步分析，其中变异位点80个，占分析位

点的8.56%，基因片段中出现的变异位点和单倍

型较丰富，提示D-Loop是检测日本沼虾群体遗

传差异的有效分子标记之一。

本研究对3个日本沼虾群体的线粒体D-Loop
基因序列分析表明4种碱基在所得序列中平均含

量为A (42.65%)、G (9.08%) 、T (36.98%)、C
(11.29%)，其中A+T含量为79.63%，明显高于

C+G含量。该结果与其他虾类及蟹类等的控制区

碱基组成相似，符合节肢动物mtDNA碱基组成

中GC碱基相对缺乏，AT含量高的普遍现象 [13]，

D-Loop序列转换与颠换的比值为7.28∶1.00，高

于沼虾属34种沼虾类种间转换与颠换比平均值

2.2∶1.0[14]，说明3个群体间日本沼虾的D-Loop序
列替换未达到饱和，这与核苷酸的替换主要以

转换为主，转换多于颠换，表现较高的转换偏

向的规律相符 [15-16]，可见3个群体之间的日本沼

虾的线粒体变异仍为种内变异，并未发现种间

近亲交配和亚种分化。

3.2    日本沼虾群体遗传多样性及遗传分化

一个物种的遗传多样性高低与其适应能力、

生存能力和进化潜力密切相关。丰富的遗传多

样性意味着较高的适应生存潜力，蕴藏着较大

的进化潜能以及较丰富的育种和遗传改良的潜

力，而贫乏的遗传多样性则会给物种生存、进

化及种质资源的保护和利用带来许多不利影

响。核苷酸多样性指数和线粒体DNA的单倍型

多样性指数[17]是衡量DNA多态程度的两个重要指

标。本研究对日本沼虾3个野生群体的遗传多样

性水平进行分析，结果显示，3个群体的Hd为0.656~
0.872，Pi为0.011 50~0.022 45，总的Hd和Pi分别为

0.878和0.022 05，说明这3个群体的多样性程度处

于同一个水平，表现为较高的遗传多样性。

AMOVA分析结果显示，在整个遗传变异中，群

体间遗传变异占23.36%，其余76.64%的遗传变异

则来自于群体内。衡水湖和白洋淀尽管同属河

北省，但两水域之间并无河流沟通，使得地理

阻碍成为二者群体间产生遗传分化的重要原因。

从采样地点分析，白洋淀水域辽阔，主要分为

烧车淀、大麦淀、藻乍淀、小白洋淀等四个核

心区。不同的淀区之间以沟壕相连，村庄和园

田相隔，导致不同淀之间的水体交换受阻[18]。日

本沼虾为底栖甲壳动物，游泳能力较弱，只能

作短距离的游动，具有较强的定居性[19]。这些都

是导致日本沼虾群体间产生遗传分化的原因。

群体遗传学研究认为，引起群体分化的主

要原因是遗传漂变和自然选择，同时也受到种

群历史动态的影响。种群历史演化通常通过2种
方法来检测[20]：中性选择分析(如Tajima′s D检验)
和碱基不配对分析，若Tajima′s D值显著偏离中

性检验，而且核苷酸错配曲线呈现单峰分布，

则表明群体在过去经受了扩张；反之，群体保

持稳定[21]。本研究结果显示核苷酸不配对分布分

析图谱呈现多峰型，在中性检验中Taj ima ′s  D
(D=0.07984，P>0.05)值为正值，且统计结果不

显著，表明日本沼虾3个野生群体大小保持相对

稳定，未发生明显的种群扩张。

河北白洋淀和衡水湖作为我国重要的淡水

湖泊，野生日本沼虾资源较为丰富。本研究通

过对不同水域及相同水域的野生日本沼虾群体

的遗传多样性进行分析，结果显示，衡水湖和

白洋淀的日本沼虾群体具有较高的遗传多样

性，为合理开发、利用、保护日本沼虾野生种

质资源提供参考数据；同时，合理开发、保护

日本沼虾栖息水域的生态资源，也将对其遗传

多样性的维持提供基本保证。
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Genetic variation analysis of three wild populations of
Oriental river prawn (Macrobrachium nipponense) in Hebei Province with

mtDNA D-Loop sequences

DONG Xinpei 1,     WU Xiaobin 1,     WAN Haifu 1,     MU Shumei 1,    
KANG Xianjiang 1*,     XIAO Guohua 2,     XUE Jianmin 3

(1. College of Life Sciences, Hebei University, Baoding    071002, China;
2. Department of Oceanographic and Aquatic Research Institute in Hebei, Qinhuangdao    066200, China;

3. Hengshui Fishery Technology Extending Station, Hengshui    053000, China)

Abstract:  In  order  to  understand  further  the  genetic  resources  of  Macrobrachium  nipponense  in  South
Baiyangdian (SB), North Baiyangdian (NB) and Hengshui Lake (HS) of Hebei Province, we investigated the
genetic structure of Oriental river prawn M. nipponense among three different wild populations from Baiyangdian
and  Hengshui  Lake  of  Hebei  Province  using  nucleotide  sequences  from control  region  (D-Loop)  gene  of
mitochondria. The results revealed polymorphisns at 80 nucleotide sites from an approximately 935 bp fragment of
this gene region sequenced, accounting for 8.56% of all sites, of which 77 were parsimony-informative sites, the
contents of A, T, G and C of D-loop were 42.65%, 36.98%, 9.08% and 11.29%, respectively, and the content of
A+T (79.63%) was significantly higher than that of G+C. The fixation indices (FST) analyzed by AMOVA of
ARLEQUIN Version 3.11 was 0.2336, which indicated that the variation percentages between and within groups
were 23.36% and 76.64%, respectively. NJ phylogenetic tree of 23 haplotypes constructed by Kimura-2-parameter
model showed haplotypes did not cluster in accordance with the group of haploid type, but characterized by
different groups with individual interlaced form complex cluster. The mismatch distribution analysis and neutrality
test demonstrated that M. nipponense has not experenced a population expansion recently.

Key words: Macrobrachium nipponense; D-Loop sequence; wild population; genetic variation
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