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摘要：为调查研究哈氏仿对虾浙江象山群体的种质资源、物种间的亲缘关系及遗传多样
性状况，采用PCR扩增获得哈氏仿对虾线粒体DNA的16S rRNA和CO Ⅰ基因片段，分别
对其进行序列比较和系统进化分析。16S rRNA基因片段的T、C、A和G的含量分别是
35.76%、19.48%、26.74%和17.88%；CO Ⅰ基因片段的T、C、A和G的含量分别是
35.36%、12.68%、30.54%和21.43%；A+T含量显著高于G+C含量。16S rRNA基因片段长
度为558 bp，共检测出1种单倍型，没有多态性位点；CO Ⅰ基因片段长度为688 bp，共
检测出7种单倍型，6个多态性位点。CO Ⅰ基因片段比16S rRNA基因片段变异丰富，更
适于哈氏仿对虾种群的遗传多样性分析。基于16S rRNA和CO Ⅰ基因片段的系统进化分
析结果不太一致，结合形态学分析表明，哈氏仿对虾是仿对虾属独立的分支，与细巧仿
对虾和亨氏仿对虾种类亲缘关系较近。根据CO Ⅰ基因片段的遗传距离推测出仿对虾属
的大致分化时间发生在中新世末期至上新世早期。
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哈氏仿对虾(Parapenaeopsis hardwickii)，隶

属于节肢动物门(Arthropoda)，甲壳纲(Crustacea)，
十足目(Decapoda)，对虾科(Penaeidae)，仿对虾属

(Parapenaeopsis)，是我国东海舟山渔场和南海粤

西外罗虾场重要的经济虾类 [1]。哈氏仿对虾因其

体形与对虾相似，个体较大、味道鲜美，且鲜

虾市场价格仅次于中国明对虾 (Fenneropenaeus
chinensis)，近年来成为代替对虾类出口创收外汇

的重要经济虾类。哈氏仿对虾苗种繁育主要依

赖野生亲本 [2]。然而，随着海洋资源的过度捕捞

及大量外来物种引进的影响，哈氏仿对虾资源

日渐减少，良种缺乏，开展其种质资源及遗传

多样性方面的研究显得至关重要。目前，关于

哈氏仿对虾的研究主要集中在生物学性状 [1，3]和

人工育苗[2]等方面，而其遗传学方面的研究则相对

较少。

线粒体基因结构相对简单，具有母性遗传

特点，进化速度较快且不易发生重组，是一种

应用广泛的分子标记[4-6]。线粒体DNA基因片段中，

16S rRNA和CO Ⅰ基因片段因其较强的中间解析

和鉴别能力，广泛应用于种群遗传结构、遗传

多样性及系统进化等方面，在解决虾类物种起

源和分歧问题方面提供了较好的遗传学证据 [7-9]。

刘瑞玉等[10]运用形态分类学方法揭示仿对虾属之

间的亲缘关系，尤其是对体型相同难以区分的

哈氏仿对虾、细巧仿对虾 ( P a r a p e n a e o p s i s
tenella)、缺刻仿对虾(Parapenaeopsis incisa)、角

突仿对虾(Parapenaeopsis cornuta)、中华仿对虾
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( P a r a p e n a e o p s i s  s i n i c a ) 和 亨 氏 仿 对 虾

(Parapenaeopsis hungerfordi)之间的分类做出了形

态特征的鉴别[10]。而历史地质环境和海洋洋流的

改变会极大程度地改变虾类的遗传多样性，简

单的形态学分类可能会由于人为因素的影响而

产生较大误差；从分子水平对物种进行分类鉴

定，不仅能够更加准确，而且可以为物种的系

统进化提供基本的理论依据，揭示哈氏仿对虾

与其他仿对虾属之间的亲缘进化关系，构建仿

对虾属的系统分化关系，佐证刘瑞玉等[10]根据形

态特征做出的仿对虾属之间的分类关系。此

外，利用分子钟来估计物种的分歧时间以及重

建生物进化的时间尺度在甲壳类系统进化方面

得到广泛应用 [11-12]，可以对哈氏仿对虾及其他仿

对虾属之间的分化进行追本溯源，分析阐述几

种仿对虾之间的亲缘关系，探寻仿对虾属的分

化源头。

海洋生物种质资源是海洋生物育种、养殖

生产和海洋渔业可持续发展的重要物质基础。

本实验对采自浙江象山的哈氏仿对虾野生群体

线粒体16S rRNA和CO Ⅰ基因片段进行序列测定

和比较分析，并对其与其他对虾类的系统进化

关系进行探讨，以期为哈氏仿对虾的遗传资源

保护和系统进化等研究提供基本的数据支持。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验所用哈氏仿对虾野生群体于2014年4月
采自浙江象山近海，体质量(5.20±1.48) g，活体

带回实验室后于–80 °C保存。

1.2    基因组DNA的提取及检测

从哈氏仿对虾野生群体中随机选取30个样

本，分别取腹部肌肉约0.1 g，加入600 μL组织匀

浆缓冲液(10 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0; 50 mmol/L
EDTA, pH 8.0)进行组织破碎。依次加入终浓度

10% SDS和20 μg/mL蛋白酶K，55 °C水浴2.5 h至
液体澄清，期间每30 min轻摇一次。采用酚氯仿

法提取基因组DNA。

1.2%琼脂糖凝胶电泳检测DNA样品的完整

性，并用全自动凝胶系统拍照。核酸定量仪测

定DNA样品的浓度和纯度，–20 °C保存备用。

1.3    PCR扩增及质量鉴定

以哈氏仿对虾基因组DNA为模板，采用无

脊椎动物CO Ⅰ和16S rRNA基因片段通用引物进

行PCR扩增(表1)。16S rRNA基因片段扩增引物为

16S AR和16S BR，分别位于线粒体l-rRNA基因的

第106 bp、第693 bp的位置，能扩增587 bp长度的

片段，因其进化速率慢，主要以替换为主，可

用保守引物或者通用引物进行PCR扩增，且易于

进行引物的设计和扩增，比较适合于种及其以上

阶元的分析；CO Ⅰ基因片段扩增引物为CO ⅠL1490
和CO ⅠH2198，分别位于线粒体CO Ⅺ基因的第

15 bp和第812 bp的位置，能扩增797 bp的长度，

其基因产物是细胞色素氧化酶亚基Ⅰ，密码子第

三位碱基不受自然选择压力的影响，可以自由

变异，且COⅠ 的演化速率是其他蛋白编码基因

的3倍，有足够的变异能够将物种区别开来，COⅠ
还具有较少的插入和缺失，两端序列相对保守，

是较好的分子标记，被众多学者在研究中使用[13]。

本实验所用引物均由生工生物工程(上海)股份有

限公司合成。

PCR反应体系总体积为50 μL，包括10×PCR
buffer 5 μL，dNTPs 0.2 mmol/L，MgCl2 2 mmol/L，
Taq酶1.25 U，上、下游引物各0.12 μmol/L，模板

DNA 50~100 ng。PCR反应条件：94 °C预变性

2 min；94 °C变性45 s，48 °C退火1 min，72 °C延

伸1 min，35个循环；72 °C延伸5 min。为避免测

序机器读序失误，或者PCR反应出现引物非特异

性扩增，每个样品做2个平行，送2管PCR产物进

行测序，最后每个样品经过测序得到4条基因序

列，运用ContigExpress软件来拼接和确认正确的

碱基和序列。

利用1.2%琼脂糖凝胶电泳对PCR扩增产物进

行检测，电泳缓冲液为1×TBE (pH 8.0)，电压为

4 V。然后于紫外灯下切割目的片段，并用DNA
胶回收试剂盒[生工生物工程(上海)股份有限公司]
进行纯化回收，回收产物送往上海桑尼生物科

技有限公司进行双向测序。

表 1    本实验所用引物序列

Tab. 1    Primer sequences used in this study

引物名称

primer name
序列(5'-3')
sequence

16S AR CGCCTGTTTATCAAAAACAT

16S BR CCGGTCTGAACTCAGATCACG

CO ⅠL1490
GGTCAACAAATCATAAAGATATTG
G

CO ⅠH2198
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAAT
CA
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1.4    序列分析

利用DNAStar软件中的Seqman程序对测序结

果进行拼接，采用Bioedit软件进行编辑并辅以人

工核查。利用DnaSp 5.0软件计算序列的单倍

型、单倍型多态性、多态位点数、平均核苷酸

差异数和核苷酸多样性指数。MEGA 4.0软件基

于Kimura-2-parameter模型计算哈氏仿对虾种内及

与外群物种间的遗传距离，利用邻接法(Neighbor-
Joining，NJ)构建系统进化树，系统树各结点的

支持率以序列数据集1000次重复抽样检验的自引

导值(Bootstrap value)表示。根据线粒体CO Ⅰ分

子钟，基于各物种间的CO Ⅰ遗传距离，推算其

大致的分化时间。

2    结果

2.1    16S rRNA和CO Ⅰ基因片段的序列分析

对哈氏仿对虾16S rRNA和CO Ⅰ基因片段的

PCR扩增产物进行测序，利用DNAman软件对测

得的序列进行比对，除去引物及端部冗余序列，

分别得到558 bp的16S rRNA基因片段和688 bp的
C O  Ⅰ基 因 片 段 ， 不 包 含 引 物 序 列 。 通 过

BLAST分析比较，确认所得片段均为16S rRNA和

CO  Ⅰ基因片段，与其他仿对虾具有高度相似

性。利用DNASp 5.0软件计算30个样品的16S
rRNA和CO Ⅰ基因片段的碱基组成，16S rRNA基

因片段的碱基T、C、A、G和A+T的平均含量分

别为 35 .76%、 19 .48%、 26 .74%、 17 .88%和

62.65%；CO Ⅰ基因片段的碱基T、C、A、G和

A + T的平均含量分别为 3 5 . 3 6 %、 1 2 . 6 8 %、

30.54%、21.43%和65.89%，符合甲壳类线粒体

DNA 16S rRNA和CO Ⅰ基因片段的序列特征[14]。

16S rRNA只检测到一种单倍型，不存在变

异位点。CO Ⅰ基因片段共检测到7种单倍型(Hap1~
Hap7)，6个多态性变异位点，包括5个单一变异

位点和1个简约信息位点。其中，转换位点5个，

包括3个C/T转换，分别在第38、465和516位点；

2个A/G转换，分别在第297和第303位点。颠换位

点1个，为A/T颠换，在第378位点。转换和颠换

比为5，无插入和缺失位点(表2)。与CO Ⅰ基因

片段相比，16S rRNA基因片段极其保守，遗传变

异相对较小。16S rRNA和CO Ⅰ基因片段的各单

倍型已提交至GenBank， 16S rRNA登录号为

KR781020，CO Ⅰ登录号为KR258740~KR258746。

利用 D N A S p  5 . 0软件对哈氏仿对虾 1 6 S

rRNA和CO Ⅰ基因片段的遗传多样性参数进行统计

(表3)，结果表明，16S rRNA的各项遗传多样性参

数均为 0，进一步验证 1 6 S  r R N A基因片段比

CO Ⅰ基因片段较为保守。CO Ⅰ片段编码的肽

链长度为224个氨基酸，碱基替换在氨基酸密码

子1、2和3位置上都存在，但主要发生在第3位密

表 2    哈氏仿对虾不同单倍型CO Ⅰ基因序列的

变异位点分布

Tab. 2    Variable sites of CO Ⅰ gene sequence from
different haplotypes of P. hardwickii

核苷酸多态位点

site

23045
393761
873856

Hap 1 CGAATC

Hap 2 T.....

Hap 3 ....C.

Hap 4 ...T..

Hap 5 .A....

Hap 6 ..G...

Hap 7 ...T.T

注：表上方数字自上至下为碱基变异位点在COI基因序列中的位

置，“.”表示与第一行序列碱基相同

Notes: Numbers above the table indicate the location of the variable sites
in the COI gene sequences; “.” means the same base with the first line.

表 3    哈氏仿对虾16S rRNA和CO Ⅰ基因片段的遗传多样性参数

Tab. 3    Genetic diversity parameter of 16S rRNA and CO Ⅰ gene fragments of P. hardwickii

基因类型

gene
样本数

N
多态位点数

P
单倍型数

H
单倍型多态性

Hd

平均核苷酸差数

K
核苷酸多样性数

Pi

16S rRNA 30 0 1 0.000 0.000 0.00000

CO Ⅰ 30 6 7 0.478 0.601 0.00087

注：H：单倍型数，Hd：单倍型多态性，P：多态位点数，K：平均核苷酸数，Pi：核苷酸多样性

Notes: H: Number of haplotypes, Hd: Haplotype diversity, P: number of variable sites, K: average number of nucleotide differences, Pi: nucleotide
diversity
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码子上，尽管30个个体存在6个位点的差异，但

是没有检测到氨基酸发生突变。

2.2    基于16S rRNA基因序列的不同物种间的

遗传距离及系统进化分析

选取GenBank中的5种虾类(仿对虾属、新对

虾属、明对虾属、囊对虾属和对虾属 )的 16S
rRNA基因序列作为外群，11种虾类的碱基T、

C、A和G含量差异较小，A+T含量均明显高于

G+C含量，而同一属的物种其碱基含量则更为接

近(表4)。

将扩增得到的哈氏仿对虾16S rRNA基因片

段1种单倍型(Hap1)结合GenBank中检索到的11种
虾类的 16S rRNA基因片段序列，利用MEGA
4.0软件的Kimura-2-parameter模型计算种间遗传

距离(表5)。基于16S rRNA基因片段，仿对虾属的

遗传距离为0.049~0.119。11种虾类中，缺刻仿对

虾和斑节对虾之间的遗传距离最大，为0.173；
长毛明对虾和墨吉明对虾之间的遗传距离最

小，为0.007。不同属的虾类之间，仿对虾属与

对虾属之间的遗传距离最大，为0.135~0.173；仿

对虾属与新对虾属之间的遗传距离最小，为

0.113~0.152。
基于上述11种虾类的16S rRNA基因片段，利

用MEGA 4.0软件构建NJ分子系统进化树(图1)。
结果表明，仿对虾属首先紧密聚为一支，然后

与新对虾属聚为一支，最后与对虾类群聚合在

一起。仿对虾分支中，哈氏仿对虾与细巧仿对

虾、亨氏仿对虾聚为一支，而中华仿对虾和角

突仿对虾、缺刻仿对虾聚为一支。对虾类群中，

2种明对虾首先聚为一支，然后与斑节对虾聚为

一支，最后与日本囊对虾聚合在一起。

2.3    基于CO Ⅰ基因序列的不同物种间的遗传

距离及系统进化分析

选取GenBank中的5种虾类(仿对虾属、新对

虾属、明对虾属、囊对虾属和对虾属)的CO Ⅰ基

因序列作为外群，11种对虾类的碱基T、C、A和

G含量差异较小，A+T含量均明显高于G+C含

量，而同一属的虾类其碱基含量则更为接近。

将扩增得到的哈氏仿对虾CO  Ⅰ基因片段

7种单倍型(Hap1~Hap7)和GenBank中检索到的4种
对虾属11种虾类的CO Ⅰ基因片段，利用MEGA
4.0软件的Kimura-2-parameter模型计算种间的遗

传距离(表7)。遗传距离显示，哈氏仿对虾7种单

倍型之间的遗传距离为 0 . 0 0 1 ~ 0 . 0 0 4，平均

0.003(表8)。基于CO Ⅰ基因片段，仿对虾属内种

间的遗传距离为0.135~0.213；11种虾类之间的遗

传距离为0.004~2.038。11种虾类中，角突仿对虾

和斑节对虾之间的遗传距离最大，为2.038；长

表 4    外群物种16S rRNA基因序列基本信息

Tab. 4    The data of 16S rRNA gene sequences of outgroup species

种名

species
属名

genus
登录号

accession number

碱基含量/% base content
长度/bp
lengthT C A G A+T

墨吉明对虾 Fenneropenaeus merguiensis 明对虾属 AY143984 30.05 12.71 34.11 20.13 67.16 472

长毛明对虾 Fenneropenaeus penicillatus 明对虾属 AF279816 30.05 12.66 30.69 20.39 66.74 466

近缘新对虾 Metapenaeus affinis 新对虾属 AY264904 35.84 12.67 28.71 22.77 64.55 505

沙栖新对虾 Metapenaeus moyebi 新对虾属 FJ435639 35.00 14.04 30.38 20.58 65.38 520

斑节对虾 Penaeus monodon 对虾属 EU084997 34.17 12.07 34.85 18.91 69.02 439

日本囊对虾 Marsupenaeus japonicus 囊对虾属 DQ187946 30.66 13.5 32.29 20.55 65.95 511

亨氏仿对虾 Parapenaeopsis hungerfordi 仿对虾属 AY622206 35.15 11.57 31.88 21.4 67.03 458

角突仿对虾 Parapenaeopsis cornuta 仿对虾属 JF899808 35.42 11.57 32.53 20.48 67.95 415

细巧仿对虾 Parapenaeopsis tenella 仿对虾属 FJ435641 35.53 11.58 31.14 21.76 66.67 501

中华仿对虾 Parapenaeopsis sinica 仿对虾属 KR781022 35.46 12.53 31.21 20.81 66.67 471

缺刻仿对虾 Parapenaeopsis incisa 仿对虾属 KR781021 35.39 12.58 31.13 20.9 66.52 469
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毛明对虾和墨吉明对虾之间的遗传距离最小，为

0.004。不同属的虾类之间，仿对虾属与对虾属之

间的遗传距离最大，为1.488~2.038；明对虾属与

新对虾属之间的遗传距离最小，为0.209~0.216。

基于上述11种虾类的CO Ⅰ基因片段构建的

NJ分子系统进化树结果表明，仿对虾属CO Ⅰ的

系统进化分析结果与16S rRNA基本一致，而基于

16S rRNA和CO Ⅰ基因片段的对虾类系统进化分

析结果则不一致。在对虾类分支中，新对虾和

明对虾首先聚为一支，然后与日本囊对虾和斑

表 5    基于16S rRNA基因片段的Kumara2-parameter遗传距离(左下)

Tab. 5    Kumara2-parameter genetic distances (lower left) based on 16S rRNA gene fragment

物种

species
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 –

2 0.119 –

3 0.119 0.064 –

4 0.079 0.095 0.087 –

5 0.117 0.049 0.056 0.084 –

6 0.101 0.108 0.108 0.064 0.114 –

7 0.152 0.141 0.149 0.141 0.144 0.161 –

8 0.161 0.172 0.164 0.135 0.173 0.149 0.097 –

9 0.146 0.160 0.155 0.140 0.146 0.149 0.095 0.076 –

10 0.146 0.150 0.144 0.127 0.152 0.135 0.155 0.152 0.157 –

11 0.146 0.158 0.152 0.138 0.143 0.149 0.092 0.079 0.007 0.158 –

12 0.132 0.136 0.130 0.113 0.141 0.124 0.158 0.170 0.166 0.061 0.166 –

注：1. 哈氏仿对虾hap1，2. 角突仿对虾，3. 中华仿对虾，4. 细巧仿对虾，5. 缺刻仿对虾，6. 亨氏仿对虾，7. 日本囊对虾，8. 斑节对虾，9. 长
毛明对虾，10. 沙栖新对虾，11. 墨吉明对虾，12. 近缘新对虾

Notes: 1. Parapenaeopsis hardwickii Hap1, 2. Parapenaeopsis sinica, 3. Parapenaeopsis cornuta, 4. Parapenaeopsis tenella, 5. Parapenaeopsis
hungerfordi,  6. Parapenaeopsis incisa,  7. Marsupenaeus japonicus,  8. Penaeus monodon,  9. Fenneropenaeus merguiensis,  10. Fenneropenaeus
penicillatus, 11. Metapenaeus moyebi, 12. Metapenaeus affinis

 
图 1    基于16S rRNA基因片段的NJ分子系统进化树

Fig. 1    NJ molecular phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences
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节对虾聚合在一起。

根据Baldwin等 [15]提出的线粒体CO Ⅰ分子

钟，基于上述的11种虾类的CO Ⅰ的遗传距离，

对其大致的分化时间进行了推算(表9)。所有虾

类中，斑节对虾与角突仿对虾之间的分化时间

最大，为67.95百万年；长毛明对虾与墨吉明对

虾之间的分化时间最小，为0.3百万年。不同属

之间，仿对虾属与对虾属之间的分化时间最

表 6    外群物种CO Ⅰ基因序列基本信息

Tab. 6    The data of CO Ⅰ gene sequences of outgroup species

种名

species
属名

genus
登录号

accession number

碱基含量/% base content
长度/bp
lengthT C A G A+T

墨吉明对虾 Fenneropenaeus merguiensis 明对虾属 AY143990 36.57 19.24 27.03 16.69 63.60 629

长毛明对虾 Fenneropenaeus penicillatus 明对虾属 AY264899 27.27 19.83 16.65 36.25 63.52 847

沙栖新对虾 Metapenaeus moyebi 新对虾属 FJ435653 28.34 21.72 17.47 32.47 60.81 847

近缘新对虾 Metapenaeus affinis 新对虾属 AY264886 28.69 22.20 17.00 32.11 60.80 847

斑节对虾 Penaeus monodon 对虾属 AY795562 27.66 17.76 18.20 36.39 64.05 687

日本囊对虾 Marsupenaeus japonicus 囊对虾属 AY787755 27.64 18.19 18.90 35.26 62.90 709

细巧仿对虾 Parapenaeopsis tenella 仿对虾属 FJ435655 29.16 19.13 15.23 36.48 65.64 847

角突仿对虾 Parapenaeopsis cornuta 仿对虾属 KP072694 28.46 22.37 17.50 31.66 60.12 657

亨氏仿对虾 Parapenaeopsis hungerfordi 仿对虾属 FJ435656 29.16 21.84 14.99 34.00 63.16 847

中华仿对虾 Parapenaeopsis sinica 仿对虾属 KR349255 28.57 22.76 18.11 30.56 59.14 602

缺刻仿对虾 Parapenaeopsis incisa 仿对虾属 KR349256 28.33 21.83 18.33 31.5 59.83 600

表 7    基于CO Ⅰ基因片段的Kumara-2-parameter遗传距离(左下方)

Tab. 7    Kumara-2-parameter genetic distances (lower left) based on CO Ⅰ gene fragment

物种

species
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 –

2 0.211 –

3 0.190 0.135 –

4 0.166 0.195 0.208 –

5 0.196 0.184 0.196 0.170 –

6 0.213 0.174 0.142 0.212 0.212 –

7 1.493 1.613 1.849 1.475 1.512 1.424 –

8 1.519 1.675 2.038 1.519 1.447 1.488 0.180 –

9 1.429 1.437 1.426 1.305 1.400 1.404 1.624 1.505 –

10 1.429 1.437 1.426 1.305 1.400 1.404 1.624 1.505 0.004 –

11 1.463 1.506 1.525 1.322 1.439 1.415 1.729 1.593 0.211 0.216 –

12 1.464 1.489 1.488 1.324 1.423 1.402 1.747 1.607 0.209 0.214 0.009 –

注：1. 哈氏仿对虾Hap1，2. 中华仿对虾，3. 角突仿对虾，4. 细巧仿对虾，5. 亨氏仿对虾，6. 缺刻仿对虾，7. 日本囊对虾，8. 斑节对虾，9. 墨
吉明对虾，10. 长毛明对虾，11. 沙栖新对虾，12. 近缘新对虾

Notes: 1. Parapenaeopsis hardwickii Hap1, 2. Parapenaeopsis sinica, 3. Parapenaeopsis cornuta, 4. Parapenaeopsis tenella, 5. Parapenaeopsis
hungerfordi,  6. Parapenaeopsis incisa,  7. Marsupenaeus japonicus,  8. Penaeus monodon,  9. Fenneropenaeus merguiensis,  10. Fenneropenaeus
penicillatus, 11. Metapenaeus moyebi, 12. Metapenaeus affinis

7 期 毛智超，等：哈氏仿对虾线粒体16S rRNA和CO Ⅰ基因的序列比较及其与仿对虾属之间的系统进化分析 1011

 

http://www.scxuebao.cn



大，为48.23~67.95百万年；明对虾属与新对虾属

之间的分化时间最小，为6.97~7.13百万年。

3    讨论

3.1    哈氏仿对虾16S rRNA和CO Ⅰ基因片段的

比较分析

本研究采用PCR技术对哈氏仿对虾线粒体

16S rRNA和CO Ⅰ基因片段进行扩增，分别得到

558和688 bp的基因序列。序列分析表明，16S
rRNA和CO Ⅰ基因片段的A+T含量均明显高于

G+C含量，与其他虾蟹类的研究结果一致 [16-18]。

哈氏仿对虾野生群体30个样本中，16S rRNA基因

片段共检测出1种单倍型，不存在突变位点；而

CO  Ⅰ基因共检测出7种单倍型和6个多态性位

点。结果表明，与CO Ⅰ基因片段相比，哈氏仿

对虾16S rRNA基因片段遗传变异较小，序列比较

保守。线粒体DNA不同区域的核苷酸具有不同

的突变速率，或者不同的基因片段所承受的选

择压力不同，是造成线粒体不同基因片段变异

存在差异的主要原因[19]。因此，推测本研究所获

取的哈氏仿对虾的基因交流仅限于该地理群

体，而与其他地理群体虾生活轨迹不交叉或交

叉较小；另一方面可能与16S rRNA基因片段比较

保守有关，这与无脊椎动物中16S rRNA具有较高

的保守性，CO Ⅰ具有较大的分歧速率相符合[20-21]。

此外，徐琰等[22]对哈氏仿对虾、亨氏仿对虾和细

巧仿对虾进行16S rRNA基因的遗传多样性分析，

也出现只有一种单倍型的现象，种内个体间16S
rDNA基因序列位点变异率为0%，进一步佐证了

哈氏仿对虾16S rRNA基因的单倍型极少或者只出

现一种的遗传多样性偏低的特点，也有可能哈

表 8    哈氏仿对虾不同单倍型CO Ⅰ基因片段的

Kimura-2-parameter遗传距离(左下方)

Tab. 8    Kimura-2-parameter genetic distances based on
the CO Ⅰ gene fragments of different haplotypes of

P. hardwikiii (lower left)

物种

species
Hap1 Hap2 Hap3 Hap4 Hap5 Hap6 Hap7

Hap1 –

Hap2 0.001 –

Hap3 0.001 0.003 –

Hap4 0.001 0.003 0.003 –

Hap5 0.001 0.003 0.003 0.003 –

Hap6 0.001 0.003 0.003 0.003 0.003 –

Hap7 0.003 0.004 0.004 0.001 0.004 0.004 –

 
图 2    基于CO Ⅰ基因序列的NJ分子系统进化树

Fig. 2    NJ molecular phylogenetic tree based on CO Ⅰ gene sequences
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氏仿对虾16S rRNA基因的唯一单倍型是仿对虾属

的一个特例，期望后期工作者能发现不同的单

倍型，对哈氏仿对虾16S rRNA基因进行补充。本

研究中哈氏仿对虾16S rRNA基因片段与中华仿对

虾、细巧仿对虾、缺刻仿对虾、角突仿对虾和

亨氏仿对虾的序列差异分别是12.9%、9.3%、

12.2%、12.7%和10.9%，均大于Schubart的1.5%的

种间差异标准 [23]。由此表明，16S rRNA基因不适

合哈氏仿对虾种内的遗传多样性分析，而对于

仿对虾属内种间的鉴定分析具有较好的分辨

率。CO Ⅰ基因在哈氏仿对虾群体内具有一定程

度的变异，适合用于分析哈氏仿对虾自然群体

的遗传多样性。

在线粒体序列变异中，变异位点的转换较

易在近亲种间较频繁地发生，而颠换在较远缘

种间逐渐明显；在同种动物中，转换往往在数

量上远超过颠换 [ 2 4 ]。本研究中哈氏仿对虾CO
Ⅰ基因片段共检测到6个变异位点，其中转换颠

换比约为5，说明哈氏仿对虾自然群体的CO Ⅰ基

因序列的变异尚未达到饱和，这与核苷酸的替

换主要以转换为主，转换多于颠换，表现出较

高的转换偏向的规律。此外，哈氏仿对虾CO Ⅰ

基因片段的核苷酸多样性指数为0.000 87，远低

于其他虾蟹类，如脊尾白虾 ( E x o p a l a e m o n
carinicauda)、中华虎头蟹(Orithyia sinica)等，表

明浙江舟山地区的哈氏仿对虾种群的多态位点

比例和遗传多样性水平较低，该地区哈氏仿对

虾群体的自然繁殖近交频繁，种质资源相对单

一，缺乏与南海等其他区域哈氏仿对虾的基因

交流，导致舟山地区的哈氏仿对虾自然群体的

种质资源退化比较严重，进行人工育苗时需要

引入其他地理群体，培养优势品种。

3.2    遗传距离及系统进化分析

分子系统进化分析是研究生物间系统进化

发生关系的重要手段。分子系统进化树是基于

物种之间的序列差异，在核苷酸等大分子进化

速率相对稳定的基础上构建而成，可以直观地

分析不同物种之间的系统进化关系[25-26]。本研究中，

基于16S rRNA和CO Ⅰ基因片段构建的NJ系统进

化树表明，仿对虾属的角突仿对虾、缺刻仿对

虾和中华仿对虾的亲缘关系较近，与形态学分

类一致，主要与3种虾的交接器的形状相似 [27]有

关。但基于16S rRNA和CO Ⅰ基因片段的哈氏仿

对虾与细巧仿对虾、亨氏仿对虾之间的关系有

表 9    基于CO Ⅰ基因片段遗传距离估算的不同物种间的分化时间

Tab. 9    Differentiation time deduced based on CO Ⅰ genetic distances million years

物种

species
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 –

2 7.05 –

3 6.30 4.51 –

4 5.55 6.50 6.93 –

5 6.54 6.13 6.53 5.68 –

6 7.10 5.80 4.73 7.07 7.08 –

7 49.78 53.76 61.65 49.16 50.41 47.47 –

8 50.63 55.84 67.95 50.63 48.23 49.60 6.00 –

9 47.64 47.90 47.53 44.52 46.68 46.81 54.14 50.15 –

10 47.64 47.90 47.53 44.52 46.68 46.81 54.14 50.15 0.12 –

11 48.77 50.20 50.83 44.05 47.98 47.16 57.65 53.09 7.04 7.20 –

12 48.80 49.64 49.60 44.12 47.44 46.72 58.24 53.57 6.97 7.13 0.3 –

注：1. 哈氏仿对虾Hap1，2. 中华仿对虾，3. 角突仿对虾，4. 细巧仿对虾，5. 亨氏仿对虾，6. 缺刻仿对虾，7. 日本囊对虾，8. 斑节对虾，9. 墨
吉明对虾，10. 长毛明对虾，11. 沙栖新对虾，12. 近缘新对虾

Notes: 1. Parapenaeopsis hardwickii Hap1, 2. Parapenaeopsis sinica, 3. Parapenaeopsis cornuta, 4. Parapenaeopsis tenella, 5. Parapenaeopsis
hungerfordi,  6. Parapenaeopsis incisa,  7. Marsupenaeus japonicus,  8. Penaeus monodon,  9. Fenneropenaeus merguiensis,  10. Fenneropenaeus
penicillatus, 11. Metapenaeus moyebi, 12. Metapenaeus affinis
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些不一致。在16S rRNA进化树中，哈氏仿对虾与

细巧仿对虾、亨氏仿对虾的亲缘关系较近；而

在CO Ⅰ进化树中，哈氏仿对虾、细巧仿对虾和

亨氏仿对虾均是仿对虾属内单独的分支。徐琰等[22]

同样发现哈氏仿对虾、细巧仿对虾和亨氏仿对

虾之间的聚类不太清晰，从进化树分析上不能

说明细巧仿对虾、亨氏仿对虾是哈氏仿对虾的

姊妹种。从形态分类上看，由于细巧仿对虾和

亨氏仿对虾由于第1、2对步足不具上肢(肢鳃)的
形态特征，使得两种虾位于仿对虾属内分化的

上游，是仿对虾属内分化形成最早的两种虾，

可能是姊妹种。而哈氏仿对虾则第1、2对步足具

有上肢 (肢鳃 )，所以结合进化树和形态特征分

析，哈氏仿对虾可能是仿对虾属内辐射分化产

生的一个独立分支，并不是细巧仿对虾、亨氏

仿对虾的姊妹种。

此外，基于16S rRNA和CO Ⅰ基因片段的

6种对虾的系统进化分析也存在结果不一致的现象。

研究表明，明对虾无肝脊，如有，则适度清楚

或不太清楚；囊对虾具有独特的前端开口的囊

状纳精囊 [28]。Perez等 [29]将对虾科内的6个亚属(滨
对虾亚属、明对虾亚属、囊对虾亚属、美洲对

虾亚属、沟对虾亚属和对虾亚属 )升至属级水

平，同时对所有对虾科内29个物种进行分类，使

得明对虾属和囊对虾属从对虾属中独立出来。

此外，刘瑞玉[10]同样支持将明对虾和囊对虾单独

成立属的分类阶元 [28， 30]。新对虾属和仿对虾属

在早期的对虾科分类系统里，在分类地位上是

以属的形式出现。因此，基于16S rRNA基因片段

的系统进化分析结果和形态学分类特征比较吻

合，由此说明，16S rRNA基因比较适合对虾科内

属间和种间的系统进化分析。

分子钟假说认为，某一特定的大分子(DNA
或蛋白质)在所有世系中，其核苷酸分歧速率在

时间上是稳定的 [10]。Baldwin等 [15]以上新世中期

(约350万年前)巴拿马地峡首次开放作为分子钟

标准，估算出对虾科CO Ⅰ基因核苷酸分歧速率

为3% /百万年，即每百万年进化3%。本研究利

用CO Ⅰ分子钟对11种虾类之间的分化时间进行

了估计，结果显示哈氏仿对虾是仿对虾属辐射

分化中相对较早的物种，起源时间比细巧仿对

虾晚5.55百万年，比中华仿对虾早7.05百万年；

中华仿对虾和角突仿对虾属于仿对虾属的辐射

分化的末支。仿对虾属与斑节对虾的亲缘关系

最远，分化时间为48.23~67.95百万年；仿对虾属

与新对虾属的亲缘关系最近，分化时间为44.05~
50.83百万年。总体上，仿对虾属、明对虾属和

囊对虾属都起源于对虾属，发生在中新世末期

至上新世早期。
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Sequence comparison in Parapenaeopsis hardwickii and
its phylogenetic analysis of mtDNA 16S rRNA and
CO Ⅰ gene sequences with genus Parapenaeopsis
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Abstract: To investigate the germplasm resources and genetic diversity of the wild population Parapenaeopsis
hardwickii,  558 base of the 16S rRNA  and 688 bp base of the CO  Ⅰ  gene sequences were obtained from P.
hardwickii wild populations by PCR amplification. T, C, A and G base content of 16S rRNA gene sequences were
35.76%, 19.48%, 26.74% and 17.88%, while CO Ⅰ gene sequences were 35.36%, 12.68%, 30.54% and 21.43%
respectively.  One haplotype and no polymorphic sites were detected in 16S rRNA  gene sequences,  while 7
haplotypes and 6 polymorphic sites were in CO Ⅰ gene sequences, including 5 singleton variable sites and 1
parsimony informative sites. The variations of CO Ⅰ gene sequences were more than 16S rRNA gene sequences,
showing that CO Ⅰ gene sequences were adaptive for genetic diversity analysis in P. hardwickii. The molecular
phylogentic analysis based on 16S rRNA and CO Ⅰ gene sequences were not consistent with each other, indicating
that  P.  hardwickii  was  a  sole  branch  in  the  genus  Parapenaeopsis,  and  had  closer  relationships  with
Parapenaeopsis tenella and Parapenaeopsis hungerfordi. Based on the genetic distance of CO Ⅰ gene sequences,
the differentiation time of 12 shrimp species were deduced, and the results showed that the radiation differentiation
time of genus Parapenaeopsis was between the Late Miocene Epoch and the Early Pliocene Epoch.
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