
 

日本囊对虾两种表型差异类型线粒体的全基因组比较
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摘要：为了分析日本囊对虾两种表型差异类型的系统发育关系，实验系统比较了两种类型
线粒体全基因组的基因结构、遗传距离和密码子偏好性等特征。结果显示，两种类型线粒
体基因组的基因重叠区、基因间隔和密码子等方面均存在差异。两种类型的线粒体蛋白编
码基因核苷酸序列的相似度为 91.10%~95.00%，氨基酸序列的相似度为 96.15%~100%。两
种类型的 A+T富集区的同源性只有 82.60%，分歧度为 15.40%，呈现高度遗传分化。日本
囊对虾两种类型蛋白编码基因的核苷酸序列分歧度大于明对虾属和叉肢螯虾属，但氨基酸
序列的分歧度小于后者。研究发现，基于 cytb 基因的种间遗传距离大于种内遗传距离的
10倍；基于 cox1基因的种间遗传距离分别为类型Ⅰ和类型Ⅱ的种内遗传距离的 14.6倍和
5.2倍。两种类型的 nd1、nd4和 nd5基因的 Ka/Ks值大于 1，表明受到正向选择。基于 20
种隶属 9属的对虾线粒体基因组蛋白编码序列构建系统发育树，结果显示能有效区分各属
对虾，其中日本囊对虾的两种类型首先聚类，再与宽沟对虾聚类。研究表明，日本囊对虾
的两种表型差异类型基本达到物种水平，有必要进一步评估更多的性状差异，以提高两种
囊对虾的特异性养殖技术。
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日本囊对虾 (Marsupenaeus japonicus)隶属十

足 目 (Decapoda)对 虾 科 (Penaeidae)囊 对 虾 属

(Marsupenaeus)，具有生长快、耐干露等优点，是

世界主要养殖虾类，我国南北沿海均有养殖。长

期以来日本囊对虾一直被认为是囊对虾属唯一的

对虾种 [1-2]。Tsoi等 [3] 研究表明，日本囊对虾具有

两种表型差异类型，主要体现在头胸甲斜纹的模

式，其中类型Ⅰ的斜纹一直延伸到头胸甲底缘腹

面，而类型Ⅱ个体的斜纹只延伸到头胸甲中部。

类型Ⅰ群体主要分布于我国南海北部、东海和日

本海域，类型Ⅱ分布于我国南海、东南亚和澳大

利亚海域，两种类型在我国南海北部海域 (广东惠

来至广西北海)存在同域分布现象。Tsoi等[4] 利用

分子技术确定日本囊对虾两隐种的系统发育关系
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和分类地位。Wang等[5] 联合单拷贝核基因和简化

基因组数据，支持我国东海沿海日本囊对虾的自

然群体包含两个高度分化的进化单元。

由于长期处于不同气候带，日本囊对虾的两

种形态变异类型表现出不同的环境适应机制，其

线粒体基因可能也受到不同的选择压力。Tsoi等[3, 6]

利用日本囊对虾的 16S rRNA、细胞色素氧化酶亚基Ⅰ

(cox1)和线粒体控制区 CR 基因，分析日本囊对虾

不同地理群体的遗传距离，结果表明两种类型群

体遗传独立，之间并无共有的单倍型，并根据线

粒体基因的变异速率推断日本囊对虾两种类型的

分化时间为 1.1~4.7百万年前，大约处于上新世早

期至更新世早期。Wang等[7] 基于日本囊对虾两种

类型间直系同源基因的同义替换率 (Ks)峰值，估

算两种类型的分化时间大约在 0.26~0.69百万年前。

曾凡荣等[8]结合 cytb 和 cox1基因分析日本囊对虾

4个自然群体，根据 NJ系统进化树和单倍型网络

支持东南沿海的日本囊对虾群体可分为 2个类群。

游欣欣等[9] 根据日本囊对虾两类型 cytb 基因的稳

定变异位点，利用酶切方法能准确快速地区别鉴

定两种类型。

本实验前期通过在养殖基地构建日本囊对虾

两种类型的杂交配对组合，结果显示，两种类型

之间存在生殖隔离或生殖不兼容，且同期繁育的

日本囊对虾类型Ⅰ幼体的生长速率快于类型Ⅱ，

而类型Ⅱ的高温耐受性优于类型Ⅰ[5, 10-11]。然而，

目前对于日本囊对虾的两种类型是否属于不同的

物种尚无定论，在实际生产过程中也不做区分，

而日本囊对虾 80%以上的亲虾来源于台湾海峡海

域 (类型Ⅰ自然种群)，这不利于充分利用两种类

型的优良性状。

线粒体基因组以进化速率快、结构简单、基

因排列紧凑且易于扩增测序，被认为是研究虾类

物种鉴别及系统发育的理想材料[12]。本研究对日

本囊对虾两种类型 (图 1) [13] 的线粒体基因组进行

多方面的对比分析，包括碱基组成、同源性、分

歧度、基因结构、遗传距离、密码子偏好性等，

并基于对虾科 9属 22种对虾的线粒体蛋白编码序

列进行系统发育分析，研究结果为日本囊对虾的

种质创新和隐种鉴定提供了理论依据。

 1    材料与方法

 1.1    样本采集和 PCR扩增测序

日本囊对虾类型Ⅰ样品采自我国浙江舟山海

域，类型Ⅱ样品采自海南琼海海域，各取 20尾个

体的腹节肌肉于无水乙醇中保存。利用海洋动物

基因组 DNA提取试剂盒 (天根，北京)提取组织

DNA，利用对虾科 cytb 基因引物和扩增程序进行

PCR扩增及测序 [8]。从 GenBank下载对虾科 9属

22种虾的线粒体基因组全序列和蛋白编码氨基酸

序列，包括日本囊对虾的类型Ⅰ(NC_007010.1)和
类型Ⅱ(MG772559.1) (表 1)。实验过程中操作人员

严格遵守实验动物相关伦理规范。

 1.2    线粒体基因组的结构分析

根据日本囊对虾两种类型线粒体基因组的注

释信息，标记各组分的基因位置和长度信息。利

用 mVISTA软件对两种类型的线粒体全基因组序

列进行比对，并以凡纳滨对虾的线粒体全基因组

序列为参考进行同源比对绘图。利用 DNAStar中
的 EditSeq软件分析两种类型基因组序列的碱基组

成。利用 MEGA 7软件分析两种类型的碱基含量

和氨基酸组成。利用 tRNAscan-SE Server  (http://
lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/index.html)和 mfold
(http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-
Form)程序预测 tRNA和 rRNA结构。

 1.3    线粒体基因的同源性、遗传距离和选择压

力分析

利用 MegAlign软件对比分析线粒体编码基

因和 rRNA序列的同源性和分歧度，包括日本囊

对虾的两种类型，明对虾属的长毛明对虾和墨吉

明 对 虾 ， 以 及 叉 肢 螯 虾 属 (Orconectes)的 O.
limosus 和 O. sanbornii 的线粒体编码基因和 rRNA
序列。利用 Mega 7软件对测序获得的两种类型

类型 Ⅰ
variety Ⅰ

类型 Ⅱ
variety Ⅱ

 
图 1    日本囊对虾两种表型差异类型[13]

箭头指示日本囊对虾头胸甲斑纹。

Fig. 1    Two morphologically similar varieties of
M. japonicus

The arrow indicates carapace stripe of M. japonicus.
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cox1和 cytb 序列分别进行比对，用 MEGA软件

的 Kimura双参数模型计算类型间和类型内的遗传

距离并估算 P 值 (小于 0.05代表有显著差异)。
为检测日本囊对虾两种类型线粒体基因组受

选择压力的影响情况，利用 Clustal X软件对两种

类型线粒体基因组的 13个蛋白编码基因进行多重

比对，将比对序列整理成“.axt”文件格式，即第 1
行为序列 ID，第 2、3行是比对后的序列，用“—”
符号代表缺失。利用 KaKs_Calculator V 2.0软件

计算非同义替换率 (Ka)和同义替换率 (Ks)值，选

择 MYN模型算法。Ka/Ks大于 1表示基因受到正

向选择，小于 1表示受到纯化选择。

 1.4    线粒体基因密码子偏好性和对虾科系统发

育分析

利用 CodonW 1.4.2软件 (http://codonw.source-
forge.net/)对对虾科 9属 20种对虾的线粒体蛋白

编码基因序列进行密码子使用偏好性分析，计算

每条蛋白编码序列的有效密码子 (effective number

of codon，ENc)和同义密码子相对使用频率 (relat-
ive synonymous codon usage，RSCU)。RSCU可作

为衡量密码子偏好程度指标，当 RSCU大于 1，
表示密码子使用偏好较大[14]。基于密码相对使用

频率进行对虾科多物种的聚类分析。利用 Clustal X
对对虾科物种线粒体蛋白编码序列进行多重比对，

以罗氏沼虾 (NC006880)为外群，应用 MEGAX
软件构建系统发育树。

 2    结果

 2.1      验证 GenBank数据库中的日本囊对虾

类型

利用 cytb 基因引物分别 PCR扩增日本囊对

虾类型Ⅰ和类型Ⅱ各 20尾个体的肌肉组织 DNA，

测序后与 NCBI下载的线粒体基因组中的 cytb 序

列进行多重比对 (图 2)。比对结果显示，两种类型

的 cytb 基因序列存在大量的稳定差异位点，而

从 NCBI下 载 的 NC_007010.1和 MG772559.1中

表 1    对虾科线粒体基因组信息

Tab. 1    Mitochondrial genome information of Penaeidae

属名　　　　
genera　　　　

物种　　　　
species　　　　

序列号
accession number

对虾属　Penaeus 斑节对虾　P. monodon AF217843

短沟对虾　P. semisulcatus MG821354

亚奇对虾　P. acehensis MG650292

滨对虾属　Litopenaeus 凡纳滨对虾　L. vannamei EF584003

细角滨对虾　L. stylirostris EU517503

沟对虾属　Melicertus 宽沟对虾　M. latisulcatus MG821353

明对虾属　Fenneropenaeus 中国明对虾　F. chinensis DQ518969

长毛明对虾　F. penicillatus KP637169

墨吉明对虾　F. merguiensis KP637168

印度明对虾　F. indicus KX462904

囊对虾属　Marsupenaeus 日本囊对虾Ⅰ　M. japonicus Ⅰ NC_007010.1

日本囊对虾Ⅱ　M. japonicus Ⅱ MG772559.1

仿对虾属　Parapenaeopsis 哈氏仿对虾　P. hardwickii KU899136

细巧仿对虾　P. tenella MK164420

亨氏仿对虾　P. hungerfordi MG873460

新对虾属　Metapenaeus 刀额新对虾　M. ensis KP637170

周氏新对虾　M. joyneri MH939247

近缘新对虾　M. affinis MG815825

美对虾属　Farfantepenaeus 加州美对虾　F. californiensis EU497054

沼虾属　Macrobrachium 罗氏沼虾　M. rosenbergii NC006880

赤虾属　Metapenaeopsis 戴氏赤虾　M. dalei KU050082

须赤虾　M. barbata MG833230
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的 cytb 序列分别对应日本囊对虾类型Ⅰ和类型Ⅱ，

表明获取的线粒体全基因组序列可以用于后续的

比较分析。

 

 2.2    线粒体基因组结构组成

日本囊对虾类型Ⅰ和类型Ⅱ的线粒体基因组

全长分别为 15 968和 15 966 bp，均编码 37个基

因，包括 13个蛋白编码基因 (PCGs)，22个转运

RNA基因 (tRNA)，2个核糖体 RNA基因 (srRNA
和 lrRNA) (表 2)。蛋白编码基因包括 11个电子传

递系统基因和 2个 ATP合成酶基因 (ATP6和

ATP8)，电子传递系统基因包括 7个还原酶复合

体Ⅰ(nd1、nd2、nd3、nd4、nd4l、nd5和 nd6)、3
个氧化酶复合体Ⅳ基因 (cox1、cox2和 cox3)和 1
个细胞色素 b (cytb)基因。

类型Ⅰ存在 15处基因间隔， tRNA-Gln与

tRNA-Met间隔最大，为 29 bp；存在 3处基因重

叠区 (Atp6 & Atp8 = −7 bp，tRNA-Ser & tRNA-Glu=
−1 bp，ND4 & ND4L = −7 bp)。类型Ⅱ存在 16处

基因间隔，相比类型Ⅰ，16S rRNA与 tRNA-Val
间隔 8 bp；存在 5处基因重叠区 (ND2 & tRNA-
Trp = −1 bp，Atp6 & Atp8 = −7 bp，ND4 & ND4L =
−7 bp，Cytb & tRNA-Ser = −1 bp，tRNA-Val & 12S

rRNA = −1 bp)。
为评估日本囊对虾两种类型线粒体基因组序

列的差异程度，以凡纳滨对虾的线粒体基因组序

列为参考进行了 mVISTA分析 (图 3)。与凡纳滨

对虾 (EF584003.1)类似，日本囊对虾的两种类型

均有 9个蛋白编码基因位于重链上，包括 cox1、
cox2、cox3、nd2、nd3、nd6、cytb、atp6和 atp8，
而 nd1、nd4、nd4l和 nd5基因位于轻链上 (表 2，
图 3)。日本囊对虾两种类型的线粒体序列呈现出

较高的相似性，基因区序列的差异高于除控制区

外的基因间隔区的差异。

 2.3    碱基组成和密码子差异

日本囊对虾类型Ⅰ的线粒体基因组中，A、T、
C、G含量分别为 32.60%、 33.80%、 20.40%和

13.20%。A+T和G+C含量分别为66.50%和33.50%，

AT含 量 高 于 GC， AT-skew值 为 −0.018， GC-
skew值为−0.214。蛋白编码基因的A、T、C、G含

量分别为 31.97%、 32.67%、 21.72%和 13.64%，

A+T和 G+C含量分别为 64.64%和 35.36%，AT-
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图 2    两种类型日本囊对虾的线粒体 cytb基因部分序列比对结果

黑色表示碱基完全一致，白色和浅灰色表示比对序列中存在明显的两种碱基，深灰色表示比对序列中绝大多数碱基一致。

Fig. 2    Partial cytb fragments of two Marsupenaeus varieties
Black indicates that the bases are identical. White and light grey mean that there are two obvious bases in the alignment sequence, and dark grey means
that most bases in the alignment sequence are consistent.
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表 2    日本囊对虾两类型线粒体基因组结构

Tab. 2    Mitochondrial genome structure of two types of M. japonicus

基因
genes

基因位置
gene positions 编码链

coding strand

长度/bp
length

基因间区核苷酸
intergenic nucleotides

MjⅠ MjⅡ MjⅠ MjⅡ MjⅠ MjⅡ

tRNA-Ile 1~67 1~67 H 67 67

tRNA-Gln 78~147 78~147 L 70 70 10 10

tRNA-Met 177~245 177~245 H 69 69 29 29

ND2 246~1 246 246~1 247 H 1 001 1 002 0 0

tRNA-Trp 1 247~1 314 1 247~1 314 H 68 68 0 −1

tRNA-Cys 1 328~1 393 1 328~1 393 L 66 66 13 13

tRNA-Tyr 1 396~1 460 1 396~1 460 L 65 65 2 2

COX1 1 463~2 996 1 463~2 996 H 1 534 1 534 2 2

tRNA-Leu 2 997~3 063 2 997~3 063 H 67 67 0 0

COX2 3 069~3 756 3 069~3 756 H 688 688 5 5

tRNA-Lys 3 757~3 825 3 757~3 825 H 69 69 0 0

tRNA-Asp 3 829~3 897 3 829~3 897 H 69 69 3 3

atp8 3 898~4 056 3 898~4 056 H 159 159 0 0

atp6 4 050~4 724 4 050~4 724 H 675 675 −7 −7

COX3 4 734~5 523 4 734~5 523 H 790 790 9 9

tRNA-Gly 5 524~5 589 5 524~5 589 H 66 66 0 0

ND3 5 590~5 941 5 590~5 941 H 352 352 0 0

tRNA-Ala 5 942~6 006 5 942~6 006 H 65 65 0 0

tRNA-Arg 6 012~6 076 6 012~6 076 H 65 65 5 5

tRNA-Asn 6 077~6 140 6 077~6 141 H 64 65 0 0

tRNA-Ser 6 141~6 209 6 142~6 208 H 69 67 0 0

tRNA-Glu 6 209~6 277 6 209~6 277 H 69 69 −1 0

tRNA-Phe 6 297~6 362 6 297~6 362 L 66 66 19 19

ND5 6 363~8 094 6 363~8 094 L 1 732 1 732 0 0

tRNA-His 8 095~8 160 8 095~8 160 L 66 66 0 0

ND4 8 161~9 501 8 161~9 501 L 1 341 1 341 0 0

ND4L 9 495~9 794 9 495~9 794 L 300 300 −7 −7

tRNA-Thr 9 797~9 864 9 797~9 864 H 66 66 2 2

tRNA-Pro 9 865~9 930 9 865~9 930 L 66 66 0 0

ND6 9 932~10 447 9 932~10 447 H 516 516 1 1

Cytb 10 450~11 585 10 450~11 586 H 1 136 1 137 2 2

tRNA-Ser 11 586~11 655 11 586~11 655 H 70 70 0 −1

ND1 11 674~12 612 11 674~12 612 L 939 939 18 18

tRNA-Leu 12 618~12 684 12 618~12 684 L 67 67 5 5

16SrRNA 12 685~14 051 12 685~14 043 L 1 367 1 359 0 0

tRNA-Val 14 052~14 123 14 052~14 123 L 72 72 0 8

12SrRNA 14 124~14 976 14 123~14 976 L 853 854 0 −1

nCR 14 977~15 968 14 977~15 966 − 992 990 0 0

注：H.重链，L.轻链，−.非编码区。
Notes: H. heavy chain, L. light chain, −. noncoding region.
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skew值为−0.01，GC-skew值为−0.229。类型Ⅱ的线

粒体基因组中，A、T、C、G含量分别为 32.70%、

33.70%、20.50%和 13.10%。A+T和 G+C含量分

别 为 66.40%和 33.60%， AT-skew值 为 −0.015，
GC-skew值为−0.22。蛋白编码基因的 A、T、C、
G含量分别为 32.17%、32.53%、21.81%和 13.50%，

AT-skew值为−0.004，GC-skew值为−0.235。
日本囊对虾两种类型的 13个蛋白质编码基

因编码的氨基酸数目与凡纳滨对虾相同 (图 4)。比

对两种类型各蛋白编码基因的核苷酸序列和氨基

酸序列，发现二者存在较多变异。核苷酸序列的

相似度为 91.10%~95.00%，最低为 nd5基因，最

高为 nd4l基因。氨基酸序列的相似度为 96.15%~
100%。其中 cox2的核苷酸序列相似度为 92.84%，

但氨基酸序列完全一致，cytb 基因的核苷酸序列

相似度为 93.74%，对应的氨基酸序列也完全一致。

两种类型蛋白编码基因的首尾密码子大多数是一

致的 (表 3)，其中类型Ⅰ的 atp8基因的起始密码

子是 ATT，而类型Ⅱ的是 ATC；类型Ⅰ的 nd2和

cytb 基因的终止密码子均为 TA-，而类型Ⅱ的

nd2和 cytb 基因的终止密码子分别为 TAA和 TAA。

共有 8个蛋白编码基因 (nd3、atp6、nd4、cox3、
nd1、cox2、cytb 和 nd4l)以 ATG作为起始密码子，

而凡纳滨对虾中 nd1的起始密码子为 ATA。类型

Ⅰ只有 6个蛋白编码基因具有完整的终止密码子

TAA，而类型Ⅱ具有 8个基因具有完整的终止密

码子 TAA。

 2.4    两种类型日本囊对虾 tRNA和 rRNA的结

构差异分析

日本囊对虾两种类型均有 22个 tRNA，每个

tRNA长度为 64~72 bp。两种类型的 tRNA序列一

致性为90.91%~100%，差异最大的 tRNA为 tRNAPhe。

各有 2个 tRNASer (AGN/UCN) 和 tRNALeu (CUN/UUR)，tRNASer

对应的反密码子为 GCT和 TGA，TrnaLeu 对应的反

密码子为 TAG和 TAA。除 tRNASer (AGN) 无二氢尿

嘧啶 (DHU)环外 (图 5-a)，其余 tRNA均形成典型

的三叶草结构。日本囊对虾类型Ⅰ线粒体基因组

中有 36处碱基错配，其中 32处为 U-G错配，1
处位于 tRNAArg 氨基酸接受臂的 U-U错配，1处位

于 tRNASer (AGN) 反密码子臂的 U-U错配，1处位于

tRNALys 氨基酸接受臂的 U-C错配， 1处位于
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图 3    线粒体基因组的可视化比对

Fig. 3    Visual alignment of mitochondrial genome
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tRNAGlu 氨基酸接受臂的 A-A错配。类型Ⅱ的线

粒体基因组中共存在 37处碱基错配，其中 34处

为 U-G错配，1处位于 tRNASer (AGN) 反密码子臂的

U-U错配，1处位于 tRNALys 的 U-C错配，1处位

于 tRNAGlu 的 A-A错配。对比两种类型日本囊对

虾的 tRNA二级结构，发现二者的 tRNAGly 和

tRNAAla 的二级结构存在明显差异 (图 5)。类型Ⅰ

中 tRNAGly、 tRNAAla 的 TψC臂均为 4 nt，而类型

Ⅱ的均为 5 nt，两种类型的 tRNAPhe 存在 7处碱基

差异，分布于氨基酸接受臂、DHU环和 TψC环。

日本囊对虾两种类型的 2个 rRNA均位于

L链，包括 12S rRNA 和 16S rRNA。12S rRNA 介于

tRNAVal 和控制区 CR之间，16S rRNA 介于 tRNALeu

和 tRNAVal 之间。类型Ⅰ的 12S rRNA 和 16S rRNA
的长度分别为 853和 1 367 bp。类型Ⅱ的 12S rRNA
和 16S rRNA 的长度分别为 854和 1 359 bp。利用

Mfold预测 rRNA的二级结构，结果显示，rRNA
基因序列存在较多的 U-G配对，两种类型的 12S
和 16S序列的二级结构均存在差异，其中 16S
rRNA 的螺旋和内环结构差异最为明显 (表 4)。

A+T富集区域不编码任何已知的功能蛋白，

是线粒体基因复制与表达的主要调控区[15]。日本

囊对虾类型Ⅰ和Ⅱ的 A+T富集区长度分别为 992
和 990 bp，介于 12S rRNA 和 tRNAIle 之间，两个序

列的同源性只有 82.60%，分歧度为 15.40%，呈现

高度遗传分化。类型Ⅰ和类型Ⅱ的 AT含量分别

为 82.46%和 82.02%，AT-skew分别为 −0.086和

−0.096，GC-skew分别为 0.023和−0.056。两种类

型的 A+T富集区没有发现明显的 poly-A和 (TA)n
等保守区域。

 2.5    日本囊对虾两个类型线粒体基因分歧度和

遗传距离分析

利用 MegAlign对比分析了日本囊对虾两种

类型的线粒体编码基因和两种 rRNA序列，并结

合明对虾属的长毛明对虾和墨吉明对虾及叉肢螯

虾属的 O. limosus 和 O. sanbornii 的线粒体编码基

因和 rRNA序列。发现除 atp6和 nd2外，日本囊

对虾两种类型的其余蛋白编码基因的核苷酸分歧

度均大于长毛明对虾和墨吉明对虾的核苷酸分歧

度 (表 5)。另外，atp8、nd1、nd2和 nd6的氨基酸
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图 4    线粒体基因的核苷酸和氨基酸序列差异

Fig. 4    Differences in nucleic acid and amino acid sequences of mitochondrial genes
表 3    线粒体基因的首位密码子

Tab. 3    Head and tail codons of mitochondrial genes

基因
genes

MjⅠ MjⅡ

起始密码子
initiation
codon

终止密码子
termination
codon

起始密码子
initiation
codon

终止密码子
termination
codon

nd2 ATT TA- ATT TAA

cox1 ACG T-- ACG T--

cox2 ATG T-- ATG T--

atp8 ATT TAA ATC TAA

atp6 ATG TAA ATG TAA

cox3 ATG T-- ATG T--

nd3 ATG T-- ATG T--

nd5 GTG T-- GTG T--

nd4 ATG TAA ATG TAA

nd4l ATG TAA ATG TAA

nd6 ATT TAA ATT TAA

cytb ATG TA- ATG TAA

nd1 ATG TAA ATG TAA

注：“-”和“--”表示碱基缺失。
Notes: “-” and “--” represent base deletion.
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分歧度大于明对虾属。日本囊对虾两种类型线粒

体 DNA的 13种蛋白编码基因的核苷酸分歧度大

于叉肢螯虾属的相应基因的分歧度，而几乎所有

的编码基因氨基酸序列的分歧度均小于叉肢螯虾

属。无论是 13个蛋白编码基因或者整个全基因的

核苷酸序列，日本囊对虾两种类型的分歧度均大

于明对虾属和叉肢螯虾属，但蛋白编码基因的氨

基酸序列分歧度小于明对虾属和叉肢螯虾属。相

对于明对虾属，日本囊对虾两种类型 12S rRNA 的

分歧度偏大，而 16S rRNA 分歧度偏小。相对于叉

肢螯虾属，日本囊对虾两种类型 12S rRNA 和 16S
rRNA 的分歧度均偏大。

利用对虾科 cytb 和 cox1基因引物[8, 16]，分别

扩增了类型Ⅰ舟山群体和类型Ⅱ海南群体各 30尾

个体，利用 MEGA软件进行比对，并计算类型内

和类型间的遗传距离 (表 6)。在 cytb 基因结果中，

类型Ⅰ和类型Ⅱ的类型内遗传距离分别为 0.004
和 0.005，类型间为 0.052。在 cox1基因结果中，

类型Ⅰ和类型Ⅱ的类型内遗传距离分别为 0.005
和 0.014，类型间为 0.073。

 2.6    选择压力分析

评估基因序列的替换率 (Ka和 Ks)有助于了

解基因受到的选择压力。对日本囊对虾两种类型

进行选择压力分析 (图 6-a)，结果显示 nd1、nd4
和 nd5基因的 Ka/Ks值大于 1，分别为 1.305、
1.028和 1.797，这些基因的非同义突变率明显高

表 4    rRNA二级结构组分

Tab. 4    Secondary structural components of rRNA

种类
types

MjⅠ-16S
rRNA

MjⅡ-16S
rRNA

MjⅠ-12S
rRNA

MjⅡ-12S
rRNA

外环
external loop

1 1 1 1

螺旋
helix

71 63 40 41

多支环
multi-loop

19 16 11 13

内环
interior loop

25 18 13 11

发夹环
hairpin loop

23 22 14 16

凸包环
bulge loop

4 7 2 3
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图 5    tRNA二级结构

(a)类型Ⅰ的 tRNASer (AGN)，(b)~(c)分别为类型Ⅰ的 tRNAGly 和 tRNAAla，(d)~(e)分别为类型Ⅱ的 tRNAGly 和 tRNAAla，红色圆点表示胞嘧啶与

鸟嘌呤之间的氢键，蓝色圆点表示尿嘧啶与腺嘌呤或鸟嘌呤之间的氢键。

Fig. 5    Secondary structure of tRNA
(a) tRNASer (AGN) of variety Ⅰ, (b)-(c) tRNAGly and tRNAAla of varity Ⅰ, (d)-(e) tRNAGly and tRNAAla of variety Ⅱ. The red dots represent hydrogen bonds
between cytosine and guanine, and the blue dots represent hydrogen bonds between uracil and adenine or guanine.
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于同义突变率，说明这些基因受强烈正向选择，

其他基因的 Ka/Ks值均明显小于 1，以同义突变

为主，其中 nd4l的 Ks值为 0，nd3和 cytb 基因的

Ka/Ks值分别为 0.017和 0.022，表明这些基因受

到强烈的纯化选择。利用 SOPMA软件进行二级

结构预测，结果显示，两种类型的 nd1、nd4和

nd5基因氨基酸序列的二级结构间存在一定差异

(图 6-b)，其中 nd4和 nd5基因的 α-螺旋和延伸链

数目差异明显。

 2.7    密码子偏好性分析

日本囊对虾两种类型线粒体基因组蛋白编码

基因的密码子使用情况见表 7。类型Ⅰ含 3 710个

密码子，类型Ⅱ含 3 711个密码子。类型Ⅰ和Ⅱ

分别有 30和 29个高频密码子，即 RSCU大于 1，
类型Ⅰ中最高的为 AGA (47/2.26)，类型Ⅱ中最高

的为 AGA (52/2.46)。两种类型间只有 1个密码子

的 RSCU不一致，即 UCC (1.17/0.95)，编码丝氨

酸。RSCU值大于 1的密码子主要以 U或 A结尾。

使用频率最高的氨基酸为亮氨酸、丝氨酸和异

亮氨酸，类型Ⅰ和Ⅱ中分别占 14.85%/14.61%、

11.11%/11.16%和 7.88%/8.41%。含量最低的氨基

酸均为色氨酸，类型Ⅰ和类型Ⅱ中分别占 6.24%
和 5.1%。

类型Ⅰ的有效密码子数 (ENc)的平均值为

45.95，其中 nd4l基因最大，为 61；atp8最小，

为 32.50。类型Ⅱ的 ENc平均值为 45.19，其中

nd4l基因最大，为 59.85； nd6最小，为 36.96。
ENc 等于 35是密码子偏好性的标准，小于 35表

表 5    线粒体基因组蛋白编码基因和 rRNA分歧度分析

Tab. 5    Divergence analysis of protein encoding genes and rRNA in mitochondrial genome

基因
genes

MjⅠ & MjⅡ Fm & Fp Ol & Os

核苷酸
nucleotide

氨基酸
amino acids

核苷酸
nucleotide

氨基酸
amino acids

核苷酸
nucleotide

氨基酸
amino acids

atp6 5.8 1.4 6.3 1.8 2 1.8

atp8 8.3 4.0 6.0 1.9 5.2 10.3

cox1 6.1 0.2 5.0 0.2 1.9 0.4

cox2 7.7 0.0 3.9 0.0 1.0 0.9

cox3 7.3 0.4 6.3 0.8 1.7 0.4

cytb 6.6 0.0 5.6 0.0 1.6 1.3

nd1 9.6 0.3 7.8 0.0 2.4 1.3

nd2 7.2 2.4 8.6 1.2 1.5 2.8

nd3 9.7 1.7 6.0 2.6 3.2 2.6

nd4 8.7 1.1 7.3 1.8 2.4 1.8

nd4l 5.3 0.0 4.9 0.0 1.7 1.0

nd5 9.1 1.0 6.9 2.5 1.9 1.8

nd6 7.9 2.4 6.6 1.2 2.6 3.6

CDS 7.7 0.8 6.4 1.1 2.0 1.7

Full 7.7 5.9 2.1

12S rRNA 2.5 2.1 1.0

16S rRNA 3.3 3.8 1.4

注：MjⅠ.日本囊对虾类型I，MjⅡ.日本囊对虾类型Ⅱ，Fm.墨吉明对虾，Fp.长毛明对虾，Ol.利莫斯螯虾，Os.叉肢螯虾，Full表示线粒体全基
因组序列。
Notes: MJⅠ. M. japonicus variety Ⅰ, MJⅡ. M. japonicus variety Ⅱ, Fm. F. merguiensis, Fp. F. penicillatus, Ol. O. limosu, Os. O. sanbornii,
“Full” indicates the complete mitochondrial genome sequence.

表 6    遗传距离

Tab. 6    Genetics distance

类型
variety

cytb cox1

类型Ⅰ
variety Ⅰ

类型Ⅱ
variety Ⅱ

类型Ⅰ
variety Ⅰ

类型Ⅱ
variety Ⅱ

类型Ⅰ
varietyⅠ

0.004 (0.001) 0.052 (0.009) 0.005 (0.001) 0.073 (0.011)

类型Ⅱ
varietyⅡ

0.052 (0.009) 0.005 (0.002) 0.073 (0.011) 0.014 (0.003)

注：括号中数字表示P值。
Notes: the numbers in parentheses represent P values.
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明密码子偏好性较强[17]。

 2.8    对虾科系统发育分析

将日本囊对虾两种类型的线粒体基因组氨基

酸全序列与其他 8属 19种的对虾科虾类线粒体基

因组全序列进行多重比对分析，以罗氏沼虾

(NC006880)为外群，应用 MEGA X软件构建系统

发育树，以探究日本囊对虾两种类型的分类地位。

结果显示，同属不同虾种均能聚在一起。日本囊

对虾的两种类型首先聚类，再与沟对虾属的宽沟

对虾聚类 (图 7)。仿对虾属与新对虾属聚类，然后

与赤虾属聚类。明对虾属与对虾属聚类，滨对虾

属与美对虾属聚类。仿对虾属的细巧仿对虾和亨

氏仿对虾的的节点支持率较低。

去除色氨酸、甲硫氨酸和终止密码子，基于

剩余 59个密码子的 RSCU值，利用 Omicshare云

平台工具绘制热图 (图 8)。整体上，对虾科 8个属

的聚类效果与基于氨基酸序列的系统发育树存在

偏差。新对虾属的刀额新对虾和近缘新对虾聚在

一起，但与周氏新对虾距离较远。长毛明对虾和

印度明对虾聚在一起，但与中国明对虾分开。日

本囊对虾类型Ⅰ与凡纳滨对虾聚类紧密，而与类

型Ⅱ和宽沟对虾距离较远。

 3    讨论

我国东南沿海的日本囊对虾包含两种稳定的

表型差异类型，前期学者利用线粒体基因初步确

定日本囊对虾两种类型的系统发育关系，而少数

基因并不足以保证系统发育树的准确性，尤其是

对近缘种或隐存种。鉴于目前日本囊对虾的隐种

界定尚无定论，本研究对日本囊对虾两种类型的

线粒体基因组进行多方面的对比分析，包括基因

结构、碱基组成、同源性、分歧度、遗传距离、

密码子偏好性等，并基于 9属 20种的对虾线粒体

基因组的蛋白编码序列构建系统发育树，研究结

果为日本囊对虾的隐种界定提供了新证据。

日本囊对虾两种类型的线粒体基因组结构存

在明显差异，其中类型Ⅰ中有 3处基因重叠区，

这与多数对虾科动物线粒体基因组情况类似，而

类型Ⅱ共有 5处基因重叠区，这可能意味着两种

类型的线粒体基因组中存在不同的核酸内切酶作

用位点，通过 mRNA加工过程将重叠基因分开。

两种类型的线粒体蛋白编码基因核苷酸序列的相

似度为 91.10%~95.00%，其中 nd1、nd3、nd4和

nd5的同源性偏低，意味着较多的变异位点，可

作为群体生态学的备选分子标记。长臂虾科 (Palae-
monidae)和匙指虾科 (Atyidae)线粒体基因组中的

nd4和 nd5基因均拥有丰富的多态位点，可用作

分子标记进行物种遗传分析和分歧时间估算[12, 18]。

Ka和 Ks的比值可用来衡量编码基因受选择

压力的程度，当 Ka/Ks值大于 1，表明受正向选

择 (positive selection)[19]。申欣等 [20] 研究表明，鼓

虾线粒体基因组的蛋白编码基因的 Ka/Ks值均小

于 1，受纯化选择 (purify selection)。田美等 [21] 研

究发现，海胆纲 (Echinoidea)线粒体基因组的

atp8基因的 Ka/Ks值大于 1，受正向选择，而其

余基因均受纯化选择。本研究发现，日本囊对虾
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图 6    线粒体基因组蛋白编码基因的选择压力分析 (a)和基因氨基酸序列的二级结构分析 (b)

Fig. 6    Selective pressure analysis of protein-coding genes in mitochondrial genome (a) and
the secondary structure of amino acid sequences of genes (b)

1. nd5, 2. nd1, 3. nd4, 4. nd6, 5. nd2, 6. atp6, 7. atp8, 8. cox1, 9. cox3, 10.cox2, 11. cytb, 12. nd3, 13. nd4l.
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两种类型的线粒体基因组中的 nd1、nd4和 nd5基

因的 Ka/Ks值大于 1，表明受到正向选择。为适

应不同的环境条件，满足不同的能量和代谢需求，

同一物种或同域近缘种线粒体基因上的选择性进

化会促进种群分化和新物种的形成 [22]。NADH脱

氢酶亚单位 1基因是呼吸链复合体Ⅰ的主要组成

部分，直接参与电子传递并通过氧化磷酸化产生

ATP。梁利群等 [23] 的研究表明，鲤 (Cyprinus car-
pio)的 nd3基因与低温适应性状存在相关性，且

在低温条件下特异表达。张丽丽等[24] 的研究表明，

鳀科 (Engraulidae)鱼类线粒体基因组的 nd6基因

的 Ka/Ks值大于 1 (1.139)。周志雄等 [25] 比较分析

表 7    密码子使用频率

Tab. 7    Codon usage frequency

密码子(氨基酸缩写)
codon (amino acid
abbreviation)

数目(同义密码子相对使用频率)
count (RSCU) 密码子(氨基酸缩写)

codon (amino acid
abbreviation)

数目(同义密码子相对使用频率)
count (RSCU)

类型Ⅰ
varietyⅠ

类型Ⅱ
varietyⅡ

类型Ⅰ
varietyⅠ

类型Ⅱ
varietyⅡ

UUU(F) 147(1.20) 142(1.18) UAU(Y) 106(1.37) 100(1.30)

UUC(F) 97(0.80) 98(0.82) UAC(Y) 49(0.63) 54(0.70)

UUA(L) 179(2.05) 178(2.07) UAA(*) 88(1.44) 89(1.48)

UUG(L) 34(0.39) 32(0.37) UAG(*) 34(0.56) 31(0.51)

CUU(L) 109(1.25) 96(1.12) CAU(H) 59(1.19) 62(1.24)

CUC(L) 72(0.82) 81(0.94) CAC(H) 40(0.81) 38(0.76)

CUA(L) 98(1.12) 105(1.22) CAA(Q) 79(1.41) 86(1.46)

CUG(L) 32(0.37) 24(0.28) CAG(Q) 33(0.59) 32(0.54)

AUU(I) 169(1.29) 172(1.31) AAU(N) 110(1.18) 112(1.20)

AUC(I) 74(0.57) 77(0.59) AAC(N) 77(0.82) 75(0.80)

AUA(I) 149(1.14) 145(1.10) AAA(K) 146(1.47) 141(1.37)

AUG(M) 28(1.00) 24(1.00) AAG(K) 52(0.53) 65(0.63)

GUU(V) 57(1.38) 63(1.47) GAU(D) 53(1.19) 44(1.09)

GUC(V) 26(0.63) 23(0.54) GAC(D) 36(0.81) 37(0.91)

GUA(V) 70(1.70) 65(1.52) GAA(E) 55(1.33) 60(1.45)

GUG(V) 12(0.29) 20(0.47) GAG(E) 28(0.67) 23(0.55)

UCU(S) 83(1.79) 93(1.88) UGU(C) 12(0.71) 15(0.94)

UCC(S) 54(1.17) 47(0.95) UGC(C) 22(1.29) 17(1.06)

UCA(S) 64(1.38) 70(1.41) UGA(*) 61(1.00) 61(1.01)

UCG(S) 15(0.32) 13(0.26) UGG(W) 22(1.00) 18(1.00)

CCU(P) 76(1.44) 77(1.44) CGU(R) 15(0.71) 15(0.72)

CCC(P) 48(0.91) 53(0.99) CGC(R) 10(0.47) 10(0.48)

CCA(P) 62(1.18) 57(1.07) CGA(R) 24(1.13) 26(1.25)

CCG(P) 25(0.47) 27(0.50) CGG(R) 10(0.47) 7(0.34)

ACU(T) 78(1.28) 71(1.16) AGU(S) 36(0.78) 45(0.91)

ACC(T) 59(0.97) 61(1.00) AGC(S) 26(0.56) 29(0.59)

ACA(T) 81(1.33) 89(1.45) AGA(R) 52(2.46) 47(2.26)

ACG(T) 25(0.41) 24(0.39) AGG(R) 16(0.76) 20(0.96)

GCU(A) 70(1.44) 76(1.61) GGU(G) 37(1.04) 36(1.06)

GCC(A) 60(1.24) 50(1.06) GGC(G) 11(0.31) 11(0.32)

GCA(A) 54(1.11) 49(1.04) GGA(G) 72(2.03) 66(1.94)

GCG(A) 10(0.21) 14(0.30) GGG(G) 22(0.62) 23(0.68)

注：*. 无对应氨基酸。
Notes: the asterisk indicates the absence of corresponding amino acid.
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了东方鲀属 (Takifugu spp.) 10种东方鲀的线粒体

基因组，发现 nd6 基因的 Ka/Ks值平均为 1.19，
表明经历了正向选择。日本囊对虾的两种类型呈

现邻域分布特征，温度是限制两种类型分布的主

要环境因子，而温度对线粒体选择进化机制的影

响仍需进一步探究。

明对虾与日本囊对虾同为一科，其线粒体蛋

白编码基因的差异水平可作为日本囊对虾两种类

型差异判定的重要参考。蛋白编码基因同源性结

果显示，nd2基因的核苷酸序列差异大，而氨基

酸分歧度较小，可能是进化的不彻底，从而发生

更多的同义突变。线粒体蛋白编码基因及 rRNA
间的核苷酸差异证实了日本囊对虾两种类型达到

了种间差异水平。而氨基酸序列的分歧度普遍小

于明对虾属和叉肢螯虾属，意味着日本囊对虾两

种类型的蛋白编码基因主要发生了同义突变。作

为应用广泛的 DNA条形码，cox1和 cytb 基因已

成功应用于不同层级的物种鉴定 [26-29]。有研究表

明，线粒体 cox1基因可用于物种鉴定，种内遗传

距离小于 2%，种间遗传距离大于 2%，且种间遗

传距离至少是种内遗传距离的 10倍 [30-31]。基于

cytb 和 cox1基因的结果显示，日本囊对虾两种类

型的种内遗传距离均明显小于 0.02，种间遗传距

离大于 0.02，且 cytb 基因的种间遗传距离大于种

内遗传距离的 10倍，cox1基因的种间遗传距离分

别是类型Ⅰ和类型Ⅱ的种内遗传距离的 14.6倍和

5.2倍。前期实验利用单拷贝核基因和简化基因组

技术对我国东南沿海日本囊对虾的 8个自然种群

共 160个个体进行了遗传结构分析，结果支持我

国东海沿海日本囊对虾的自然群体包含两个高度

分化的进化单元，且两种类型间存在一定程度上

的生殖隔离或不兼容，这支持生物学物种概念[5]。

Tsoi等 [4] 利用分子技术确定日本囊对虾两隐种的

系统发育关系和分类地位。Wang等[7] 对日本囊对

虾两种类型进行比较转录组分析，基于两种类型

间直系同源基因的同义替换率 (ds)估算日本囊对

虾两种类型的分化时间大概在 0.26~0.69百万年前。

Tsoi等[3, 6] 基于线粒体基因序列评估两种类型的分

化时间为 1.1~4.7百万年前。在中更新世，海平面

最高下降 100~150 m，东海 (包括台湾海峡)和南

海北部的沿海陆架露出[32]。这种隔离模式极大地

促进了海洋物种分化 [33]，如口虾蛄 (Oratosquilla
oratoria)[34]、中华乌塘鳢 (Bostrychus sinensis)[35]。

在系统发育进化研究中，系统发育树的准确

性非常重要，而仅靠单个基因还远远不够。易啸

等 [26] 利用 COⅠ基因的结果表明，墨吉明对虾和

中国明对虾聚类，而与长毛明对虾和印度明对虾

均不能聚类。前期学者利用线粒体 COⅠ和 16S rRNA
基因分析对虾科虾类，支持不同的分类单元[36-37]。

本研究基于线粒体基因组蛋白编码基因的系统发
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图 7    基于线粒体基因组蛋白编码基因的系统发育树

Fig. 7    Molecular phylogenetic analysis based on protein-coding genes of mitochondrial genome
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育关系显示，同属的不同对虾种均首先聚类，属

间不存在混合现象。本研究中日本囊对虾的两种

类型首先聚类，再与沟对虾属的宽沟对虾聚类；

明对虾属与对虾属聚类，滨对虾属与美对虾属聚

类。之前，这 6个对虾属均被归于对虾属下的不

同亚属 [1, 38]。直到 1998年，Bauer等 [39] 将对虾属

下的 6个亚属提升到属级水平。过去基于单个线

粒体基因的系统发育分析，对虾属的斑节对虾和

短沟对虾的系统发育分支常被明对虾属分开[2, 36]。

朱陇强等[12] 分析了长臂虾科 14个物种线粒体基因

组的全序列，结果显示，长臂虾属与沼虾属互为

姊妹关系。本研究基于线粒体全基因组序列，能

有效地区分各属对虾，说明线粒体基因组用于系

统发育树的准确性。然而基于密码子 RSCU值的

系统发育关系并不能很好地将对虾科进行归类，

属间物种的密码子偏好特异性不足以获得准确的

进化关系，但该指标仍可作为构建系统发育树的

补充和参考。
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图 8    基于 RSCU值的聚类分析

FP.长毛明对虾，FI.印度明对虾，MJO.周氏新对虾，MD.戴氏赤虾，MB.须赤虾，LS.细角滨对虾，FC.中国明对虾，LV.凡纳滨对虾，

MJⅠ.日本囊对虾类型Ⅰ，PM.斑节对虾，PA.亚奇对虾，MJⅡ.日本囊对虾类型Ⅱ，PHU.亨氏仿对虾，ME.刀额新对虾，MA.近缘新对虾，

ML.宽沟对虾，FCA.加州美对虾，PHA.哈氏仿对虾。

Fig. 8    Clustering analysis based on RSCU values
FP. F. penicillatus,  FI. F. indicus,  MJO. M. joyneri,  MD. M. dalei,  MB. M. barbata,  LS. L. stylirostris,  FC. F. chinensis,  LV. L. vannamei,  MJⅠ. M.
japonicus variety Ⅰ, PM. P. monodon, PA. P. acehensis, MJⅡ. M. japonicus variety Ⅱ, PHU. P. hungerfordi, ME. M. ensis, MA. M. affinis, ML. M.
latisulcatus, FCA. F. californiensis, PHA. P. hardwickii.
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研究表明，日本囊对虾的两种表型差异类型

基本达到物种水平。Tsoi等 [4] 结合形态和线粒体

基因，提出日本囊对虾的两种形态变异类型属于

两类隐种。因此有必要进一步评估和比较两种囊

对虾更多的性状差异以及对不同环境因子的适应

性差异，以提高两种囊对虾的物种特异性养殖技术。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Comparative analysis of mitochondrial complete genomes between
two phenotypic variants of Marsupenaeus japonicus
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Abstract:  The  kuruma  shrimp  (Marsupenaeus  japonicus)  includes  two  morphologically  similar  varieties,  which
are  distributed  mostly  allopatrically  but  coexist  in  the  northern  South  China  Sea.  In  order  to  further  analyze  the
phylogenetic  relationship  between  the  two  phenotypic  varieties  of M.  japonicus, the  gene  structure,  genetic  dis-
tance and codon preference of their mitochondrial whole genomes. The results showed that there were differences
in gene overlap region, gene spacing and codon preference between the two genomes. The similarity of the nucle-
otide sequences of the mitochondrial protein-encoding genes was between 91.10% and 95%, and the similarity of
amino  acid  sequences  was  between  96.15%  and  100%.  The  sequence  homology  of  A+T  rich  regions  was  only
82.60%  and  the  divergence  was  15.40%,  indicating  a  high  degree  of  genetic  differentiation.  The  nucleotide
sequence divergence of protein-coding genes between the two varieties was higher than that between Fenneropen-
aeus and Orconectes,  while the divergence of amino acid sequence was smaller than that between the latter. The
study  found  that  the  interspecific  genetic  distance  based  on  cytb  gene  was  more  than  10  times  the  intraspecific
genetic  distance.  The  interspecific  genetic  distance  based  on  cox1  gene  was  14.6  times  and  5.2  times  of  the
intraspecific genetic  distance for  variety Ⅰ and variety Ⅱ,  respectively.  The Ka/Ks values  of nd1, nd4 and nd5
genes were greater than 1, indicating positive selection. Phylogenetic trees were constructed based on the protein
coding  sequence  of  20 Penaeus  species  belonging  to  9  genera,  and  the  result  showed  that  each  genus  could  be
effectively differentiated. In the phylogenetic tree, the two varieties of M. japonicus were clustered first, and then
clustered  with Melicertus  latisulcatus.  In  view  of  these  differences  between  the  two Marsupenaeus  species,  we
believe that  it  is  essential  and urgent to establish a genetic database for each and reevaluate their  suitable ecolo-
gical conditions in order to improve species-specific culturing techniques.
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