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摘要: 以相应引物对凡纳滨对虾( L itop enaeus vannamei ) 线粒体 DNA 细胞色素氧化酶 I 亚基基因 ( mtDNA CO I)进行

PCR扩增, 经过基因重组、转化、克隆、筛选、DNA 测序,得到 709 bp 的碱基片段.碱基组成 A、C、G 、T 含量分别为 198 bp

( 27. 93% )、136 bp( 19. 18% )、129 bp( 18. 19% )、246 bp( 34. 70% ) . 与果蝇(Drosop hila yakuba)的 mtDNA CO I 全序列比

对,经分析发现: 本实验获得的凡纳滨对虾 mtCO I基因片段序列和 GenBank 上的同种序列( AY264901)都只是基因序列

的一部分,二者之间有 41 bp 的重叠并可拼接, 拼接后的总长为 1 515 bp. 证明本实验条件下获得的 mtCO I基因片段确实

来自凡纳滨对虾线粒体 DNA,且本实验所用引物具有通用性.
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  凡纳滨对虾( L itop enaeus vannamei) , 又名南美

白对虾,是迄今所知养殖产量最高的 3种对虾之一.随

着凡纳滨对虾养殖规模的发展和环境恶化, 虾病日益

猖獗,对其野生资源的压力越来越大,造成了种质退化

和遗传多样性的丧失. 因此凡纳滨对虾的种质资源保

护和种群遗传结构的研究逐渐深入, 其中利用了多种

生物技术,如染色体
[ 1]
、同工酶

[ 2]
、RAPD

[ 3, 4]
、微卫星

标记[ 5] 、延伸因子 1-A内含子基因序列 ( int ron se-

quences from the elongation factor-Agene)分析[ 6] 等.

近年来,动物线粒体 DNA ( m tDNA) 已成为研究动物

系统进化和群体遗传学分析的理想研究对象.通过测

定、分析 mtDNA 全序列或部分基因片段来探讨物种

进化关系已被广泛应用到水产研究领域中, 其中有关

12S rRNA、16S rRNA、CO I 等基因片段的研究较

多[ 7~ 11] .在 GenBank 数据库中登录的甲壳类线粒体核

酸序列中 CO I 相关序列占 34. 3% [ 12] , 对我国常见的

养殖虾蟹类 mtCO I 基因片段序列都有报道, 相关研

究主要集中在利用单个基因或单个基因的片段作为研

究对象进行序列比较. 本研究报道了凡纳滨对虾的线

粒体 DNA CO I基因片段序列, 并与其它相关报道进

行比较分析,为今后凡纳滨对虾的种质资源保护和分

子水平的系统学与种群遗传学研究提供资料.

1  材料与方法

1. 1  实验材料
本实验材料为凡纳滨对虾 P5-P8幼体,于 2003年

9月取自厦门鳌冠育苗场(亲体于当年来自美国夏威

夷海域) . 将活体携带至实验室后立即使用无水乙醇固

定.

1. 2  实验方法
( 1) 基因组 DNA 提取与检测

取出无水乙醇固定的样品, 经梯度乙醇溶液稀释

浸泡去除样品中的乙醇后,灭菌纯水浸泡于 4 e 过夜;
DNA提取采用先饱和酚再用 V (苯酚) Ø V (氯仿) ØV

(异丙醇) = 25 Ø 24Ø 1 提纯, 冰无水乙醇沉淀法. T E
溶解后、- 20 e 保存备用. 0. 8%琼脂糖凝胶电泳, EB

染色, 全自动凝胶成像系统 ( Gennus, SYNGENE,

Eng land)拍照.

( 2) PCR扩增

引物序列如下:

LCO-1490  5-' GGT CAA CAA ATC AT A AAG

ATA TT G G-3'

HCO-2198  5-'T AA ACT T CA GGG TGA CCA

AAA AAT CA-3'

PCR 扩增在 T3 T hermoblo ck 型 PCR 仪 ( BI-

OMETRA 公司 ) 上进行. PCR 反应体系总体积 25

LL, 其中 PCR 缓冲液 2. 5 LL、Mg
2+

1. 6 LL、dNTP

0. 5 LL、LCO-1490 0. 25 LL、HCO-2198 0. 25 LL、

CT aq聚合酶 0. 15 LL、DNA 模板 2. 0 LL 和灭菌双蒸

水 17. 75 LL. PCR 反应程序设计为: 94 e 预变性 3



min, 94 e 变性 1 min, 47 e 退火 1 m in 15 s, 72 e 延伸1

min 30 s, 循环 40次,最后 72 e 10 min.

1%琼脂糖凝胶电泳, EB染色,全自动凝胶成像系

统拍照.

( 3) 基因克隆结果检测

( a) PCR产物的回收:采用柱离心式小量胶回收

试剂盒(编号: W5212, 华舜公司)回收. 再用 1%琼脂

糖凝胶电泳, EB染色, 凝胶成像系统观察、拍照,以确

定是否回收成功.

( b ) 连接: Promega 公司连接试剂盒 (编号:

A1380)进行连接,总体积 10 LL, 如下: @ 2 连接缓冲
液 5 LL、pGEM-T Easy Vector 1 LL、连接酶 1 LL 、

PCR回收产物 3 LL.连接环境 4 e , 过夜.

( c) 转化:大肠杆菌感受态由 Promega 公司的试

剂盒(编号: A1380)提供.固体培养基( LB 培养基, 含

氨苄西林钠 0. 1 g/ mL)培养, 37 e 恒温振荡( 190 r/

min)培养 16 h, 利用 Apr 抗性进行初步筛选阳性克

隆.

( d) 挑取单菌落, 进行液体培养基( LB 培养液)培

养, 37 e 恒温振荡( 190 r/ min)培养 16 h.

( e) 提取质粒 DNA,采用碱裂解法.

( f) 插入片段通过 EcoR I 单酶切鉴定, 酶切出的

片段大小在 700~ 800 bp之间的即为阳性克隆. 确定

的阳性克隆交由上海博亚生物技术有限公司测序.

2  结  果

2. 1  基因组 DNA 的提取结果

本实验提取了 7个个体的基因组 DNA (图 1) , 1

~ 7泳道在 23 130 bp附近处均有较清晰条带,表明基

因组 DNA提取较为成功,可进行 PCR扩增.

2. 2  PCR扩增产物
经 PCR扩增得到 7个个体清晰的 CO I 基因片段

扩增产物(图 2) , 1~ 7泳道在 700~ 800 bp 之间有清

晰条带,靶序列片段得到大量扩增, DN A 片段浓度升

高.

2. 3  质粒提取、酶切鉴定结果
经过 EcoR I 单酶切得到 5个个体清晰的产物片

段(图 3) ,各个体在 700~ 800 bp处均有清晰条带,确

定为阳性克隆产物.

2. 4  mtCO I基因片段序列及其各碱基含量

测定出凡纳滨对虾的 mtDNA CO I 基因片段的

碱基序列为 709 bp. 利用 BioEdit 软件进行分析得出

碱基序列 A、C、G 、T 含量分别为 198 bp( 27. 93%)、

136 bp ( 19. 18%)、129 bp ( 18. 19%)、246 bp

 图 1  凡纳滨对虾的基因组 DNA电泳图谱

DNA 标记: KH ind Ⅲ; 1~ 7 泳道分别为 1~ 7 号

个体

 F ig . 1  The genome DNA of L . v annamei

 图 2  凡纳滨对虾 CO I片断的 PCR 扩增产物

DNA 标记: 100 bp; 1~ 7 泳道分别为: 1~ 7 号个

体

 F ig . 2  T he PCR products o f CO I gene fr agment of L.

v annamei

(34. 70% ) .

3  讨  论

( 1) 本实验所得凡纳滨对虾 mtDNA CO I基因片

段碱基序列中 AT 含量为 62. 63%, 明显高于 GC 含

量, 这与许多研究者在果蝇、虾类、蟹类等的 12S

rRNA, 16S rRNA 和 CO I 等基因中观察到的结果相

似[ 10, 13] . AT 含量高是节肢动物线粒体 DNA 碱基组

成中普遍存在的现象.

( 2) 引物的选择对于能否成功扩增出目标基因片

段非常重要.本文所用引物( LCO-1490, H CO-2198)已

被众多研究甲壳动物 mtCO I基因片段的学者广泛采

用. Bucklin等
[ 14]
用此引物扩增出了哲水蚤属多种桡

足类的 mtCO I基因片段; Jarman 等[ 15] 用该引物对 8

种磷虾属种类的 mtCO I 基因片段进行扩增; 孔晓瑜

等[ 10] 也用该引物成功扩增出中华绒螯蟹和日本绒螯
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 图 3 阳性克隆酶切( EcoR I)鉴定图

DNA 标记: 100 bp; 1~ 5 泳道: 1号个体; 6~ 10 泳道: 2 号个体; 11~ 14泳道: 3 号个体; 15~ 18 泳道: 4 号个

体; 19~ 22 泳道: 5 号个体

 Fig . 3  Recognition of po sitive clone by endonuclease ( EcoR I)

蟹的 mtCO I 基因片段. 与 GenBank 中果蝇的 mtCO I

基因全段序列( NC_001322)比对分析发现: ( a) 本研

究得到的序列和果蝇的等长同源序列的同源性为

80. 85%; ( b) 本研究得到的序列在果蝇的 mtCO I 基

因全段序列上始末位点为第 17~ 725碱基, GenBank

中报道的同种序列( AY264901)位于第 684~ 1531碱

基之间,二者有重叠共 41个碱基(表 1) . 二者是由于

PCR扩增引物不同得到的凡纳滨对虾 mtCO I 基因序

列的不同片段. 本实验获得的 mtCO I 序列与 Gen-

Bank 中登录的凡纳滨对虾 mtCO I序列( AY264901)

拼接后可获得长 1 515 bp mtCO I基因序列. 由上述

可知,本实验条件下获得的 mtCO I 基因片段应来自

凡纳滨对虾线粒体 DNA, 同时, 也证明本实验所用引

物具有通用性; 由此我们也可结合 GenBank中的同种

序列设计新的引物来获取更完整的 mtCO I 基因序

列,也为今后其它虾类线粒体 CO I 基因的研究提供确

实可行的实验方法.

( 3) 凡纳滨对虾线粒体 DNA CO I 基因片段序列

测定的意义

mtDNA 序列数据较其他分子遗传方法如同工

酶、RFLP、RAPD等更为准确、可靠, 但 mtDNA 不同

区域变异率存在较大差异,遗传变异分析能力也不同.

一般说来, 12S rRNA 和 16S rRNA 基因在进化上比

较保守,而 CO I基因为变异性较大的区域, 可直接提

供更为丰富的 DNA 多态信息.

本文测定的凡纳滨对虾线粒体 DNA CO I基因片

段序列丰富了 GenBank报道的同种同源序列, 提供了

更多可供研究的基因片段,为进行凡纳滨对虾种质资

源保护和遗传多样性研究提供了新的依据.今后, 再结

合包括 12S rRNA、16S rRNA 等其它线粒体 DNA 基

因片段序列的研究, 可以更准确地探讨凡纳滨对虾及

其与其它对虾种间的系统进化关系.

表 1  凡纳滨对虾与果蝇线粒体 DNA CO I 基因序列比对结果

Tab. 1 The compar ison of mtCO I sequences o f L . v annamei and D. yakuba

L . v a    . . . . . . . . . . . . . . . . G G T C A A C A A A T C A T A A A G A T A T T G G A A C A T T A T A  34

L . v a- GB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

D . y a t c g c g a c a a t g g t t a - t t - - t - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - - - - 50

L . v a C T T T A T C T T C G G G G C T T G A G C T G G A A T A G T A G G T A C C G C T C T T A G A C T T A 84

L . v a- GB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

D . y a t - - c - - t - - t - - a - - - - - - - - c - - - - - - - - - - - a - - a t - - t - a - - - a - - t 1 0 0

L . v a T T A T C C G A G C T G A A T T A G G T C A A C C T G G G A G C C T C A T T G G G G A T G A T C A A 134

L . v a- GB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

D . y a - a - - t - - - - - a - - - - - - - - - - - t - - a - - a g c a t - a - - - - - a - - - - - - - - - 150

L . v a A T T T A T A A C G T A G T T G T C A C A G C T C A C G C T T T T G T A A T A A T T T T T T T T A T 184

L . v a- GB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

D . y a - - - - - - - - t - - - a - - - - t - - t - - a - - t - - - - - - a - t - - - - - - - - - - - - - - 200

L . v a A G T T A T A C C A A T T A T A A T T G G A G G A T T T G G T A A T T G A C T A G T A C C T T T A A 234
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L . v a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 0 9

L . v a- GB - - - - - c - - t - - - - - - c - - - - - - - - - - t - - - a - - - - c - - - - - - - - - - - - - - 416

D . y a t t a a c a g g a g t t g t a t t a g c t a a t t c a t c a g t t g a t a t t a t t t t a c a t g a 1 1 00

L . v a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 0 9

L . v a- GB - - - a - - c - - c - - - - - - - - a - - - - - - - - - - - t - - - c - t - - - - - - - - - - - - - 466

D . y a t a c t t a t t a t g t a g t a g c t c a t t t c c a c t a c g t t t t a t c a a t a g g a g c t g 1 1 50

L . v a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 0 9

L . v a- GB - - - - - - g - - - - t - t - - - - - - a - - g c c - - - - - - - t - - - t - - - - - - - - g - - g 516

D . y a t a t t t g c t a t t a t a g c a g g t t t t a t t c a c t g a t a c c c a t t a t t t a c t g g a 1 2 00

L . v a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 0 9

L . v a- GB c - t - - c - - - - - c c c - - - g - - a - - - - - - - t - - - c - - - c - - g - - - - a - - c - - 566

D . y a t t g a c a t t a a a t a a t a a a t g g t t a a a a a g t c a a t t t a t t a t t a t g t t t a t 1 2 5 0

L . v a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 0 9

L . v a- GB - - - - - - - - - - a - t - - - - - c - - - - - - - - - - - - - - c - - - - - t c - t a a t - - - - 616

D . y a t g g a g t a a a t t t a a c a t t t t t c c c c c a a c a t t t t t t a g g a t t a g c a g g a a 1 300

L . v a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 0 9

L . v a- GB - - - - - - - - - - a - - c - - - - - c - - - - - a - - - - - - - - t t - a g - - - - - - - - - - - 666

D . y a t a c c t c g a c g t t a t t c a g a t t a c c c t g a t g c t t a c a c t a c a t g a a a t g t t 1 3 5 0

L . v a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 0 9

L . v a- GB - - a - - - t - c - - - - - a - - - - - g g - a - - c c - g a - t - c c g - g - - - g g c - - - g - 716

D . y a g t g t c t a c t a t t g g g t c a a c t a t t t c a t t a t t a g g a a t t t t a t t t t t t t t 1 4 0 0

L . v a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 0 9

L . v a- GB t a t a - - c g - c - - - - - - g c a - - - a c t g - - g c t - - g - c t - - - g - - - t - t - - c 766

D . y a c t a t a t t a t t t g a g a a a g t t t a g t g t c t c a a c g a c a a g t a a t t t a t c c a a 1 450

L . v a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 0 9

L . v a- GB - a t t c - - - c c a a - t - - a - - c - - - - - - c - g - - t - - c c t t - - a - - - - - a - - t 8 1 6

D . y a t t c a a t t a a a t t c a t c t a t t g a a t g a t a t c a a a a t a c a c c c c c a g c t g a a 1 500

L . v a . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 0 9

L . v a- GB - - - - - t - - - a t a - - - a - t - - c t - a a - c - - t - . . . . . 8 4 7

D . y a c a t a g a t a t t c t g a a t t a c c a c t t t t a a c a a a t t a a 1 5 36

L. va: 凡纳滨对虾 mtCO I 基因片断序列; L . v a-GB: GenBank 报道的同种序列; D. y a: 果蝇 mtCO I 基因全序列; 比对部分中,

L. va序列方框部分为引物位置, . 和- 分别表示无相应碱基和有相同碱基,阴影部分为 L . va 和 L . va-GB序列中重叠部分.

注:本实验得到的凡纳滨对虾 mtDNA CO I基因序列已登录 GenBank 数据库, 索引号: AY781297
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Fragment Sequence of Mitochondrial DNA CO I Gene

of Litop enaeus vannamei

ZH ENG Lian-ming , LIN Yuan-shao
*
, CAO Wen-qing,

FANG Lv-ping, ZHOU Me-i yu, WANG Gu-i zhong
( Co llege o f Oceanogr aphy and Env ir oment al Science, Xiamen Univer sity, Xiamen 361005, China)

Abstract: L ito p enaeus v annamei w hich belong to the family Penaeidae ( Crustacea: Decapoda: Dendrobranchiata ) is the major

species of shrim p farmed in aquaculture w or ldwide. W ith the development of the br eeding scope, this cultured penaeus had suffered

an epidemical disease w hich caused heavy mo rtality because of the deterio rating water environment, which causes t he genetic depres-

sion and the decrease of g enetic biodiv ersity . So , the study on the pr otection o f the germplasm resour ce and the community g enet ic

st ruct ur e of the L . v annamei has aroused the researcher's attention. In recent year s, mitochondr ial g enome sequence and st ruct ur e

are w idely used to pr ov ide info rmation on phylog enetic r elationships and on the genet ic st ructur e o f populations and pat terns o f gene

flow of t he economical or ganism . Recently , analyses of penaeid mito chondr ial genetics have been carr ied out using RFLP analy sis

and single- gene sequence analysis. I n our research, mitochondr ial cy tochrome ox idase subunit I ( CO I ) g ene fragment of L . van-

namei fr om Aoguanmar iculture breeding field in X iamen w as successfully amplified v ia PCR. T he PCR product s w ere lig ated into

pGEM-T Easy Vector ( P romega Co . ) , cloned and sequenced. 709 bp sequences o f mtCO I w ere obtained. The contents o f A , C, G

and T w ere 198 bp( 27. 93% )、136 bp( 19. 18% )、129 bp( 18. 19% )、246 bp ( 34. 70% ) , respectively. A result was observ ed that the

sequence w e obtained and the same reg ion of the sequence from GenBank ( accession no. AY264901) w ere bo th a part o f mtCO I su-

quence o f L . v annamei, and they have a superpo sition o f 41 bp of nucleotides and could link to be a 1515bp sequence, w hich prove

the sequence w e have go t is really from mitochondrial genome o f L. vannamei.

Key words: L itop enaeus vannamei ; mtCO I ; sequence
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