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摘要: 为评估增殖放流对日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)群体遗传多样性的影响, 本研究分析了放流前捕捞

渔获群体(FLQ)、放流后捕捞渔获群体(FLH)以及放流虾苗群体(FLXX)的遗传多样性水平。3 个群体共测定了 135

尾日本囊对虾的线粒体 D-loop序列, 经比对分析确定测得的序列长度为 938 bp, 检测到 237个变异位点, 177个简

约信息位点, 定义了 100 种单倍型。经分析, 核苷酸多样性指数由大到小依次为 FLQ、FLH、FLXX, 单倍型多样

性指数大小为 FLQ=FLH>FLXX。AMOVA分析表明 FLQ和 FLH群体的遗传分化系数(Fst)值为 0.00629, 其小于 0.05, 

表明变异主要来自于群体内, 且群体间无分化。FLH与 FLXX的 Fst值为 0.08151(P<0.01), 其大于 0.05, 表明遗传

变异大多发生在群体内, 但群体间呈低度分化。Tajima’s D和 Fu’s Fs中性检验结果均为负值, 表明这 3个群体偏离

了中性模式, 可能受到群体扩张和自然选择的作用。综上所述, 增殖放流前后日本囊对虾群体均保持较高的遗传多

样性水平, 变异不存在显著性差异, 且群体间无分化, 说明增殖放流是目前维持日本囊对虾种质资源量较为有效

的措施之一。 

关键词: 日本囊对虾; 线粒体 D-loop区; 遗传多样性; 遗传结构 

中图分类号: S931      文献标志码: A           文章编号: 10058737(2016)03053008 

日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)隶属于

甲壳纲 (Crustacea), 十足目 (Decapoda), 对虾科

(Penaeidae), 囊对虾属 (Marsupenaeus), 自然分

布于日本沿海、中国东南沿海及东南亚沿海等

海域 [1–2], 经济价值在对虾品种中位于榜首 , 在

中国水产养殖中具有重要地位。由于近年来的过

度捕捞, 其资源不断衰退。渔业资源增殖放流是

目前重要的保护手段之一[3–6], 20世纪 80 年代初, 

中国开始对日本囊对虾实施增殖放流活动[7–8], 但

到目前为止, 学者们只是对物种的资源量和持续

产量[9]、放流苗种存活率、回捕率、渔获量[10–11]、

生长状况[12]和生态风险[13]进行了研究和评价, 还

未有从分子遗传学的角度对其放流前后的遗传多

样性进行评价的研究。 

在群体遗传结构分析中 , 通常选择线粒体

DNA (mtDNA)作为分子标记。线粒体基因具有母

系遗传、进化速度快、基因结构相对简单、无组

织特异性、无遗传重组等优点, 因此被广泛应用

于动物的遗传多样性及系统进化研究。mtDNA全

序列或部分基因片段已广泛应用于物种进化和群

体遗传结构分析中[14–16]。本研究选用日本囊对虾

的线粒体 DNA 控制区 (D-loop)作为目标基因 , 

D-loop为线粒体非编码区序列, 进化速率比较大, 

是线粒体全基因组中其他片段的 3~5 倍, 受到的
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进化压力小 , 在线粒体全基因组中多态性最高 , 

这些特点使D-loop基因成为分析种群内遗传多样

性和种群间遗传分化的优良标记[17–21]。本研究初

步对放流前野生群体、养殖群体及放流后群体的

D-loop 序列进行了测定和分析, 首次探究了它们

的遗传结构和遗传多样性, 旨在规范日本囊对虾

的增殖放流及对遗传育种做出科学的指导与评估, 

同时为日本囊对虾资源保护、现状评价和合理增

殖放流提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集 

本研究分为放流前样本、放流后样本和增殖

放流虾苗样本共 3 个调查群体。调查作业网具为

桁杆拖虾网, 桁杆长度为 7 m, 囊网网目尺寸为

13 mm, 航速为 1.8 km/h, 每站拖曳 0.5 h。共采集

日本囊对虾样本 135 尾 , 放流前捕捞渔获群体

(FLQ)50尾, 于 2014年 6月下旬采集于苍南大渔

湾 (27°22′N, 120°36′E)和象山港水域 (29°38′N, 

121°51′E); 放流后捕捞渔获群体(FLH)50 尾, 于

2014 年 8 月中旬采集于象山港同一水域; 放流虾

苗群体(FLXX)35 尾, 于 2014 年 6 月采集于舟山

和乐清湾养殖基地, 为东海海域捕捞亲本子一代

(F1)。取其肌肉, 放在–80℃冰箱里保存备用。根

据历年调查研究结果, 对放流后对日本囊对虾渔

获群体的体长频率变化趋势进行动态分析, 得出

放流个体无法在象山港完成整个生活史的相关结

论[10]。另外, 郭靖等[22]通过逐月调查发现, 象山

港日本囊对虾终年仅在象山港港湾底部分布, 可

排除其他日本囊对虾放流群体通过港湾中口部混

入象山港野生种群的可能。于 2014年 7月上旬对

浙江象山港海域进行增殖放流活动, 当年 10月上

旬的调查结果显示增殖苗种资源量锐减[10], 次年

采样基本是野生群体。本研究在 6 月份捕捞的渔

获物基本都是野生群体; 8 月份捕捞渔获物为野

生和增殖放流混合群体, 根据日本囊对虾早期发

育周期快的特点[23–24], 采用“世代”分析法区分野

生群体和增殖放流群体[25], 为客观评价放流前后

遗传多样性水平, 笔者又从鉴定的回捕群体中重

新随机取样。 

1.2  基因组 DNA提取和 mtDNA控制区片段扩增

及序列测定 

基因组 DNA 的提取采用 TIANamp Marine 

Animals DNA Kit方法, 对放流前渔获群体、放流

后渔获群体和放流虾苗群体的日本囊对虾样本各

自取约 30 mg 的肌肉组织, 最后将洗涤沉淀得到

的全基因组 DNA溶解于 100 µL TE缓冲液中, 经

琼脂糖凝胶电泳检测基因组的完整性, 并用分光

光度法测定 DNA的浓度和纯度, 于–20℃保存。 

根据 GenBank中日本囊对虾线粒体全基因组

序列 (GenBank 登录号 AP006346.1), 选择位于

D-loop 基因两端保守性较强的序列设计上下游引

物, 分别为 D-loop F: 5′-GCCAGGATAAAACTTT 

GCTAC-3′和 D-loop R: 5′-AAGGAGATAATGAA 

GGTAAGGC-3′, 引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成, 进行 PCR扩增。PCR反应体系

为 50 µL, 其中包括 10×PCR buffer (Mg2+) 5.0 µL, 

2.5 mmol/L dNTP 4.0 µL, 10 µmol/L上下游引物各

2.0 µL, 5 U/µL Taq DNA 聚合酶 0.5 µL, 50 ng/µL 

DNA模板 2 µL, 加双蒸水至总体积为 50 µL。在

Eppendorf PCR 仪上进行 PCR 扩增, 反应程序: 

94℃预变性 5 min; 94℃变性 30 s, 50℃退火 30 s, 

72℃延伸 1 min, 共 30 个循环; 循环结束后进行

72℃延伸 8 min。PCR产物用 1.2%的琼脂糖凝胶

电泳检测, 经成像系统拍照记录, 选择条带清晰

的 PCR产物送至上海杰李生物技术有限公司进行

双向测序, 测序引物同为 PCR 扩增引物, 测序后

进行双向序列拼接。 

1.3  数据分析 

将测序所得的 135 个样本的 D-loop 序列用

DNASTAR Inc软件拼接及人工校正后, 将双向拼

接的全序列在 NCBI 中进行 BLASTn 同源性分析

确定为线粒体 D-loop序列。然后用 MEGA 5.1软

件比对校正并分析序列特征, 计算其变异位点、

简约信息位点数、转换/颠换比值、碱基含量; 并

用 MEGA 5.1 中的 Kimura 双参数模型(Kimura- 

2-Parameter, K-2-P)分组计算群体间遗传距离及
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群体内遗传距离, 另外基于 K-2-P 群体间遗传距

离用 Neighbor-joining 方法构建群体间遗传距离

进化树。利用 DNAsp 5.1计算样本单倍型数目、

单倍型多样性、多态位点数、核苷酸多样性等。

利用 Arlequin 3.1软件中的 AMOVA 计算两两群

体间的遗传分化指数和群体内及群体间的遗传变

异分布及遗传分化系数 Fst值, 利用 1000次重抽样

分析来检验统计学显著性。采用 Tajima’s D 法和

Fu’s Fs法进行中性检验计算其 D值和 Fs值。 

2  结果与分析 

2.1  基因序列特征 

日本囊对虾所有个体的线粒体 D-loop序列均

可被稳定清晰地扩增, PCR扩增产物经凝胶电泳, 

均显示为一明亮清晰的条带, 大小为 1000 bp 左

右, PCR 扩增产物经试剂盒纯化回收后测序。将

测序所得到的序列通过 BLAST 比对, 发现其与

GenBank 数据库中的日本囊对虾线粒体全基因组

序列(GenBank 登录 AP006346.1)的线粒体控制区

序列相似度很高, 同源性为 90%以上, 初步确认测

得序列为日本囊对虾的 D-loop 区。经比对和校正

最后用于群体数据分析的D-loop序列长为 938 bp。

D-loop 基因序列中, 变异位点 237 个, 占总位点

数的 25.27%; 其中简约性信息位点 177 个, 单变

异位点 60个; 转换和颠换比为 9.57, 此数值说明

这些被研究的群体满足系统发育分析序列未饱和

变异的要求, 其中转换位点中 38.32%为A-G之间

的转换, 35.39%为 C-T 之间的转换。序列平均碱

基含量分别为 A(37.4%)、T(44.4%)、G(9.3%)、

C(8.9%), A+T(81.8%)的含量明显高于 G+C(18.2%), 

表现出较强的碱基组成偏向性。  

2.2  遗传多样性和单倍型分布 

在放流前捕捞渔获群体(FLQ)、放流后捕捞渔

获群体(FLH)以及放流虾苗(FLXX)共计 135 尾日

本囊对虾样本中检测出 100 个 (占所测样本的

74.1%)在这 3 个群体中均各自出现较多的独享单

倍型。对日本囊对虾 3 个群体的遗传多样性分析

表明(表 1), 135 个样本的平均核苷酸多样性为

0.02421, 单倍型多样性为 0.9956, 整体来看单倍

型多样性水平比较高。比较 3 个群体可知, FLQ

的核苷酸多样性(0.02480)和单倍型多样性(0.993)

均高于 FLXX 的核苷酸多样性(0.02125)和单倍型

多样性(0.960), 同时略高于 FLH 的核苷酸多样性

(0.02394), 与 FLH 单倍型多样性(0.993)相同。结

果说明, FLQ的遗传多样性最高, FLH次之, FLXX

的遗传多样性最低。 

 
表 1  不同群体日本囊对虾的遗传多样性参数 

Tab. 1  Genetic diversity of different populations of Marsupenaeus japonicus 

群体 
population 

采样地点 
site of sample 

样本 

数 N 
单倍型数 

number of haplotype

单倍型多样性 

haplotype diversity( x ±SD)
多态位点数 number 
of polymorphic sites 

核苷酸多样性
nucleotide diversity

苍南大渔湾 20 16 0.979±0.021 114 0.02473 

象山港 30 26 0.991±0.011 138 0.02464 

放流前捕捞渔

获群体(FLQ) 

合计 sum 50 42 0.993±0.005 175 0.02480 

象山港 50 42 0.993±0.005 161 0.02394 放流后捕捞渔

获群体(FLH) 合计 sum 50 42 0.993±0.005 161 0.02394 

舟山养殖场 20 11 0.947±0.025 83 0.02494 

乐清湾养殖场 15 5 0.857±0.039 38 0.01627 

放流虾苗群体
(FLXX) 

合计 sum 35 16 0.960±0.012 94 0.02125 

总合计 total 135 100 0.996±0.001 237 0.02421 
 

2.3  遗传结构 

通过MEGA 5.1软件基于 Kimura双参数模型

计算群体间及群体内的遗传距离(表 2)。结果显示, 

FLQ、FLH 和 FLXX 群体内遗传距离分别为

0.02598、0.02216和 0.02504; FLXX与 FLQ群体

间遗传距离最大, 为 0.02582; FLXX与 FLH群体

间遗传距离最小, 为 0.02524; 放流前捕捞渔获群

体与放流后捕捞渔获群体间遗传距离为 0.02567。

用 Arlequin 3.11软件分析两两群体间的遗传分化

指数见表 2。结果显示, FLQ 与 FLH 群体间有较
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低的遗传分化指数(0.00633), 而 FLXX与 FLQ及

FLH 群体间有相对较高的遗传分化系数, 分别为

0.06480和 0.06195, 数值均大于 0.05, 说明 FLXX

与 FLQ、FLH群体间均存在一定程度的分化。另

外, 基于 K-2-P 群体间的遗传距离用 Neighbor- 

joining 方法构建的群体间遗传距离进化树如图 1

所示, FLXX 与 FLH 群体为姊妹群, 然后与 FLQ

群体聚为一支。 

表 2  3 个日本囊对虾群体内遗传距离(对角线)及两两群

体间遗传距离(对角线上)和遗传分化系数(Fst)(对角线下) 
Tab. 2  Pairwise genetic distances within population (di-
agonal), and genetic distance (above diagonal), fixation in-
dex (Fst) (below diagonal) among 3 populations of Mar- 

supenaeus japonicus 

群体 population FLQ FLH FLXX 

FLQ 0.02598 0.02567 0.02582

FLH 0.00633 0.02216 0.02524

FLXX 0.06480 0.06195 0.02504

 

 
 

图 1  基于 K-2-P群体间遗传距离构建的 3个日本囊对虾群体的 N-J树 

Fig. 1  N-J tree of 3 Marsupenaeus japonicus populations constructed based on K-2-P genetic distance 
 

AMOVA分子方差分析结果显示(表 3, 表 4)。

FLQ 与 FLH 群体的分析显示, 群体间遗传变异占

0.63%, 群体内遗传变异占 99.37%, Fst 值为

0.00629, 其小于 0.05, 表明变异主要来自于群体

内, 且群体间无分化。FLXX与 FLH群体的 Fst值

为 0.08151 (P<0.01), 群体间遗传变异占总变异的

8.15%, 群体内遗传变异占总变异的 91.85%, 表明遗

传变异大多发生在群体内, 但群体间呈低度分化。 

 
表 3  日本囊对虾放流前捕捞渔获和放流后捕捞渔获群体遗传差异的 AMOVA 分析 

Tab. 3  Analysis of molecular variance (AMOVA) between before-releasing and after-releasing populations of Marsupenaeus japonicus 

变异来源 
source of variation 

自由度 
degree of freedom 

平方和 
sum of squares

方差组分 
variance component

变异百分比/% 
percentage of variance 

固定指数 
fixation index

P 

群体间 among populations 1 15.525 0.07464 0.63 0.00629 0.09580

群体内 within populations 98 1155.683 11.79268 99.37  

总变异 total variance 99 1171.207 11.86732   

 

表 4  日本囊对虾放流虾苗和放流后捕捞渔获群体遗传差异的 AMOVA 分析 
Tab. 4  Analysis of molecular variance (AMOVA) between releasing postlarvae and after-releasing populations of Marsupenaeus japonicus 

变异来源 
source of variation 

自由度 
degree of freedom 

平方和 
sum of squares

方差组分 
variance component

变异百分比/% 
percentage of variance 

固定指数 
fixation index

P 

群体间 among populations 1 52.271 0.93823 8.15 0.08151 0.00206

群体内 within populations 88 930.340 10.57205 91.85  

总变异 total variance 89 982.611 11.51207   

 

2.4  中性检验 

依据中性检验的理论模型, 采用 Tajima’s D

检验和 Fu’s Fs检验方法对 3个群体的线粒体控制

区 DNA 多样性信息进行中性检验(表 5), 这 3 个群

体的 Tajima’s D和 Fu’s Fs均为负值, 表明群体偏离

了中性模式, 可能受到群体扩张和自然选择的作用。

FLQ和 FLH群体的Tajima’s D和 Fu’s Fs值均达到显

著性差异(P<0.05), FLXX群体的 Tajima’s D和 Fu’s 

Fs值均未达到统计学上的显著差异(P>0.05)。 
 

表 5  日本囊对虾线粒体 D-loop 区的中性检验 
Tab. 5  Neutrality tests of mitochondrial D-loop gene of 

Marsupenaeus japonicus 

群体 population Tajima’s D Fu’s Fs 

FLQ –1.45692* –1.96195* 

FLH –1.34963* –1.50737* 

FLXX –0.47264 –0.40377 

注: *表示差异显著(P<0.05). 

Note: * denotes significant difference (P<0.05). 
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3  讨论 

遗传多样性是生物多样性的核心基础, 其多

样性水平的高低对物种的环境适应力、进化潜能

和生存能力至关重要[26–28], 遗传多样性的丰富程

度越大, 生物对环境的适应能力越好, 同样, 进

化潜能和生存能力也相对较强。相反, 遗传多样

性的下降会导致物种对环境的适应力下降。一般

认为, 人工养殖对群体的自然特征、遗传多样性

等会造成一些不可避免的抑制和缺失影响, 使得

养殖群体的遗传多样性小于天然野生群体 [29–31]; 

增殖放流的初衷是出于对种质资源的保护和生态

平衡的维护及修复, 可以借助分子技术对其放流

效果进行评估, 以作出科学的增殖放流规划。 

象山港地处浙江省中部沿海, 早在 20世纪 90

年代就有学者对其良好的港域生态环境和丰富的

饵料生物等做了调查研究, 而且作为一个狭长型

半封闭港湾, 象山港更是渔业生物良好的产卵、

育幼场所[32], 是增殖放流研究中一个较为理想的

水域。在本研究中, 针对象山港增殖放流活动, 笔

者运用D-loop基因对日本囊对虾的放流前捕捞渔

获、放流后捕捞渔获以及放流虾苗群体进行遗传

多样性分析。结果与预期相同, 放流前捕捞渔获

群体的遗传多样性最为丰富, 放流虾苗群体的遗

传多样性最低, 而放流后捕捞渔获群体的遗传多

样性介于放流虾苗与放流前捕捞渔获群体之间。

另外, 群体间遗传距离的进化树显示, 放流虾苗

与放流后捕捞渔获群体为姊妹群, 然后与放流前

捕捞渔获群体聚为一支, 推测这是由于日本囊对

虾增殖放流资源量远远大于自然资源量[10], 以至

于随机回捕的样品中增殖放流个体所占比例较大

所致。因此, 采用 D-loop作为分子标记来评估日

本囊对虾放流前后遗传多样性是可行的。基于对

线粒体 D-loop区的分析, 日本囊对虾的核苷酸多

样性与其他甲壳类动物, 如三疣梭子蟹(Portunus 

trituberculatus)(核苷酸多样性 0.0212~0.0236)[33]

和中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)(核苷酸

多样性 0.0106)[34]的遗传多样性相比, 放流前后

捕捞渔获群体均具有较为丰富的遗传多样性, 这

说明增殖放流对日本囊对虾没有产生不良影响 , 

确保了遗传多样性的丰富度, 较好地维护了日本

囊对虾种质资源和生态平衡。 

群体遗传分化系数 Fst 是利用遗传信息反映

群体之间遗传分化的指标, 数值越大表明两群体

间的遗传分化水平越高。当 Fst<0.05 时, 说明群

体间无分化; 当 0.05<Fst<0.15 时, 说明群体间呈

低度分化; 当 Fst>0.15 时, 说明群体间呈高度分

化[35]。在本研究中, 两两群体间存在一定程度的

分化, 放流虾苗群体与放流前捕捞渔获群体间分

化程度最高, 可能在养殖过程中导致了放流虾苗

的遗传多样性水平降低, 并出现种群间遗传分化

的现象, 提示应引入更多的野生群体作为育种亲

本, 以避免遗传多样性的瓶颈效应、近亲杂交等

带来的不利影响 , 提高养殖群体的遗传多样性 , 

防止与自然群体更大程度的分化。同时, 放流前

捕捞渔获群体与放流后捕捞渔获群体的遗传分化

指数小于 0.05 (0.00633), 分化主要来自于群体内

变异, 但不存在显著性差异(P>0.05)。这提示增殖

放流在保证日本囊对虾资源量的前提下, 很好地

维持了野生日本囊对虾的遗传多样性和遗传结构, 

但需要对每年进行的增殖放流策略进行长期的追

踪分析, 及时做出科学的放流规划。因此需要注

意, 在选择投放苗种时应选取野生日本囊对虾杂

交后代, 避免造成对野生水系日本囊对虾遗传结

构的破坏, 有必要长期对日本囊对虾群体遗传多

样性进行监测以便维持自然种群的遗传结构。 

为了分析种群间或种群内部在分子水平上是

否存在群体扩张和自然选择作用, 本研究选取常

用的 Tajima’s D检验和 Fu’s Fs检验方法
[36–37], 结

果显示, 放流前捕捞渔获、放流后捕捞渔获及放

流虾苗群体的 Tajima’s D和 Fu’s Fs均为负值, 表

明群体偏离了中性模式, 可能受到群体扩张和自

然选择的作用。同时结合单倍型检测结果, 在这 3

个群体的 135 尾日本囊对虾样本中检测出 100 个

单倍型, 在放流前捕捞渔获、放流后捕捞渔获及

放流虾苗群体中均各自出现较多的独享单倍型 , 

这可能与 D-loop变异较大有关, 也可能与群体扩

张和自然选择有一定的关系, 使得单倍型多样性
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在不同群体间出现较大的差异。 

综上所述, 日本囊对虾资源在增殖放流政策

的实施下, 其遗传多样性得到了有效的保护, 体

现在放流后群体保持较高的遗传多样性水平, 但

若长远地维持日本囊对虾种质资源和生态平衡 , 

还需要对其遗传多样性进行持续检测, 规范放流

并制定科学的操作规程; 此外, 放流苗种的亲虾

应坚持选择遗传多样性较高的野生日本囊对虾 , 

以降低放流对自然群体遗传多样性的影响。当然, 

由于样本的随机采集和有限的样本数量, 可能难

免造成结果差异 , 因此 , 需要进一步利用如

AFLP、SSR和 RAPD等分子标记技术更加详细系

统的分析, 为日本囊对虾的科学养殖和资源保护

提供有力的理论依据。 
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Abstract: Marsupenaeus japonicus, the most valuable prawn species, plays an important role in aquaculture in 
China, so protective measures must be taken to ensure its normal reproduction. In this study, we measured the 
genetic diversity and genetic structure of 135 individuals collected from a before-release population (FLQ), an 
after-release population (FLH), and hatchery postlarvae population (FLXX) by sequencing the 938 bp mitochon-
drial D-loop. D-loop is a non-coding sequence which locates in the noncoding region of the mitochondrial genome. 
Overall, we detected 237 variable sites, 177 parsimony-informative sites, and 100 haplotypes. The nucleotide di-
versity index (0.02480) and haplotype diversity index (0.993) of the before-release population were higher than 
the nucleotide diversity (0.02125) and haplotype diversity (0.960) of the hatchery postlarvae, and slightly lower 
than the nucleotide diversity index (0.02394) and haplotype diversity index (0.993) of the after-release population. 
The genetic distances within population of the three groups were 0.02598, 0.02504, and 0.02216, respectively. The 
genetic distance between the released postlarval and before-release populations was 0.02582; that between the 
released postlarval and after-release populations was 0.2524; and that between the before-release and after-release 
populations was 0.02567. Analysis of molecular variance showed that Fst for the before-release population and 
after-release population was 0.00629 (P>0.05), so that most variation was within each population, although the 
finding was not significant. Between the hatchery postlarvae and the after-release population, Fst = 0.08151 
(P<0.01), so the genetic variation coefficient between groups was 8.15% and the genetic variation within the 
populations accounted for 91.85%, indicating that most genetic variation occurred within the populations, and the 
genetic differentiation among the populations was low. In neutrality tests, the values of Tajima’s D and Fu’s Fs 
were negative, with deviations from the neutral mode, indicating that M. japonicus has been subject to population 
expansion and natural selection. In summary, proliferation activity not only maintains resources, but also the ge-
netic structure of a population, which ensures that the after-release population retains a high level of genetic di-
versity. 
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