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摘要: 以相应引物对日本囊对虾 ( Mar sup enaeus j ap onicus ) 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 的碱基片断.碱基组成 A、C、G 、T 含量分别为 196

bp ( 27. 64% )、129 bp( 18. 19% )、134 bp( 18. 90% )、250 bp( 35. 26% ) . 与 GenBank 中斑节对虾( Penaeus monodon)的 mtD�

NA CO I 全序列( AF217843)比对,经分析发现: 本实验获得的日本囊对虾 mtCO I基因片段序列和 GenBank 上的同种序

列( AY264897)都只是该种 CO I 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.
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� � 动物线粒体 DNA( m tDNA)绝大多数表现为母系

遗传,进化速率快、基因结构相对简单稳定、无组织特

异性,近年来,已经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

到水产物种的系统发生研究领域, 其中有关 12S

rRNA、16S rRNA、CO I 等基因片段的研究较多[ 1~ 4] .

日本囊对虾( Mar sup enaeus j ap onicus )主要分布于我

国东南沿海,是具有重要经济价值的养殖虾类.随着日

本囊对虾养殖规模的发展和环境恶化, 对其野生资源

的压力越来越大,也造成了种质退化和遗传多样性的

丧失.因此日本囊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

RAPD
[ 5]
、同工酶

[ 6]
、微卫星 DNA 标记

[ 7]
等技术探索

其遗传多样性. 本研究报道了日本囊对虾的线粒体

DNA CO I基因片段序列, 并与其它相关报道进行比

较分析,为进一步研究日本囊对虾分子系统学及其种

群遗传学和自然种质资源保护提供理论依据.

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验材料
本实验材料为日本囊对虾 P5�P8幼体,于 2004年

4月取自厦门鳌冠育苗场(亲体于当年来自我国台湾

海峡澎湖海域) .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 � 过夜;

DNA提取采用先饱和酚再用 V(苯酚) � V(氯仿) �V

(异丙醇) = 25 � 24� 1 提纯, 冰无水乙醇沉淀法. T E

溶解后、- 20 � 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扩增及纯化

PCR引物分别是 LCO�1490: 5��GGT CAA CAA

ATC A TA AAG ATA TT G G�3� 与 HCO�2198: 5� �
TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA�
3� . PCR扩增在 T 3 Thermoblock型 PCR仪( BIOME�
T RA 公司)上进行. PCR反应体系总体积 25 �L,其中

PCR缓冲液 2. 5 �L、Mg2+ 1. 5 �L、dN TP 0. 5 �L、

LCO�1490 0. 30 �L、HCO�2198 0. 30 �L、Taq聚合酶
0. 15 �L、DNA 模板 2. 0 �L 和灭菌双蒸水 17. 25 �L.

PCR反应程序设计为: 94 � 预变性 3 m in, 94 � 变性 1

min, 41 � 退火 1 m in15 s, 72 � 延伸 1 min30 s,循环 40

次,最后 72 � 10 min. 1% 琼脂糖凝胶电泳, EB 染色,
全自动凝胶成像系统拍照.

采用柱离心式小量胶回收试剂盒(编号: W5212,

华舜公司)回收 PCR产物.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.

( 3) 基因克隆

( a) 连接、转化



� 图 1 � 日本囊对虾的基因组 DNA电泳图谱

DNA 标记: �H ind Ⅲ; 1~ 5 泳道分别为 1~ 5 号

个体

� F ig . 1 � The genomic DNA of M. j ap onicus

纯化后的 PCR产物用 Promega公司的连接试剂

盒(编号: A1380) 进行连接, 其中载体为 pGEM�T
Easy Vector,连接环境 4 � , 过夜.重组质粒经热休克

法转化至大肠杆菌感受态〔由 Promega公司的试剂盒

( A1380)提供〕, 于固体培养基( LB 培养基, 含氨苄西

林钠 0. 1 g / mL)培养, 37 � 恒温振荡( 190 r/ m in)培养

16 h,挑取单菌落,于氨苄 LB液体培养基 37 � 恒温振

荡( 190 r/ m in)培养 16 h.

( b) 提取质粒 DNA:采用碱裂解法.

( c) 插入片断通过 EcoR I 单酶切鉴定, 酶切出的

片断大小在 800 bp 左右的即为阳性克隆.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

( 1)本实验提取了 5 个个体的基因组 DNA (图

1) , 1~ 5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)经 PCR扩增得到 5个个体清晰的 CO I 基因

片段扩增产物(图 2) , 1~ 5泳道在 700~ 800 bp之间

有清晰条带,靶序列片断得到大量扩增, DNA 片断浓

度升高.

( 3)经过 EcoR I 单酶切得到 5个个体清晰的产物

片断(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.

( 4)测定出日本囊对虾的 mtDNA CO I 基因片段

的碱基序列为 709 bp(见表 1) .利用 BioEdit 软件进行

分析得出碱基序列 A、C、G、T 含量分别为 196 bp

( 27. 64% )、129 bp( 18. 19%)、134 bp( 18. 90% )、250

bp( 35. 26%) . AT 含量为 62. 91%, 明显高于 GC 含

� 图 2 � 日本囊对虾 CO I 片断的 PCR 扩增产物

DNA 标记: 100 bp; 1~ 5 泳道分别为: 1~ 5 号个

体

� F ig . 2 � The PCR products o f CO I gene fragment of M.

j aponicus

量,这与许多研究者在虾类、蟹类等的 12S rRNA, 16S

rRNA 和 CO I等基因中观察到的结果相似[ 1~ 4, 8] . 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. 同时, 也证实了 CO I 扩增产物来自线粒体

DNA,而非核基因组 DNA 或假基因.

3 � 讨 � 论

( 1)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
[ 9]
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[ 10] 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
[ 2, 3]
也用该引物成功扩增出中华绒螯蟹、日本绒螯

蟹和三疣梭子蟹的 mtCO I 基因片段.由上述可知,本

实验所用引物具有通用性. Ka Hou Chu, Jingou

Tong[ 11] 参照鱼类中通用引物 CO Ia/ f自行设计的 CO

Ip3/ CO Ip4 引物, 在虾类、蟹类扩增出了效果良好的

CO I 基因片段; 高天翔等[ 12] 利用果蝇和蚤状溞 mtD�
NA 序列设计的引物成功地扩增了齿突斜纹蟹的 12S

rRNA 基因片段.这说明利用动物 mtDNA 的同源性,

在参照其它动物已知 CO I基因片段序列的基础上,可

以设计出所需要的特定引物, 从而扩增出所需的序列.

由此我们可结合 GenBank 中报道的斑节对虾 mtCO I

基因全段序列( AF217843)设计新的引物来获取更完

整的日本囊对虾 mtCO I 基因序列, 也为今后其它虾

类及甲壳类线粒体 CO I基因的研究提供确实可行的
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� 图 3 � 阳性克隆酶切( EcoR I)鉴定图

DNA 标记: 100 bp; 1~ 2 泳道: 1 号个体; 3 ~ 4 泳

道: 2 号个体; 5~ 6 泳道: 3 号个体; 7~ 8 泳道: 4 号

个体; 9~ 10 泳道: 5号个体

� F ig . 3 � Recognition o f positive clone by endonuclease

( EcoR I)

实验方法.

( 2)近年来,研究对虾类线粒体 DNA 并以此进行

虾类系统进化和群体遗传学分析的工作在国内外逐步

展开. 2000年以前, 研究者主要利用线粒体中单个基

因片段的分析进行对虾类遗传学分析[ 4, 13] , 但没有任

何一种虾类线粒体 DNA 全序列的报道, 甚至没有一

种软甲亚纲的甲壳类线粒体 DNA 全序列. Wilson

等[ 14]于 2000年首次报道了斑节对虾( Penaeus mon�
odon)线粒体 DNA 全序列( AF217843) , 并在分析该

序列的基础上发现软甲亚纲动物在亲缘上更接近于昆

虫纲而不是鳃足亚纲. 本研究得到的日本囊对虾 mt�
CO I 序列(下文简称序列 1)长 709 bp, GenBank中报

道的同种 mtCO I 序列( AY264897) (下文简称序列 2)

长 847 bp,但二者同源性却只有 28. 10% . GenBank报

道果蝇的 mtCO I 基因全段序列长 1 536 bp ( NC_

001322) ; 其它甲壳类 mtCO I 基因全段序列: 斑节对

虾长 1 539 bp( AF217843)、日本龙虾( Panuli rus j a�
ponicus ) 长 1 534 bp ( NC _ 004251)、长臂寄居蟹

( Pagurus long icarp us )长 1 542 bp( AF150756)、蚤状

溞( D aphnia p ulex )长 1 537 bp( NC_000844) ,由此推

测序列 1与序列 2都只是日本囊对虾 mtCO I基因全

段序列的一个片断,且始末位点不同. 与 GenBank 中

斑节对虾的 mtCO I基因全段序列比对分析发现: ( a)

序列 1 和斑节对虾的等长同源序列的同源性为

84. 20%; ( b)序列 2和斑节对虾的等长同源序列的同

源性为83. 47% ; ( c)序列 1对应在斑节对虾的 mtCO I

基因全段序列上始末位点为第 17~ 725 碱基, 序列 2

对应于第 685~ 1 531碱基之间; 序列 1 与序列 2有重

叠共 41个碱基(表 1) . 上述分析表明序列 1与序列 2

是由于 PCR扩增引物不同而得到的 mtCO I 基因序

列的不同片断, 二者拼接后的长度为 1 515 bp. Wilson

等
[ 14]
研究结果表明,斑节对虾的 mtCO I 全序列与果

蝇的相似, 我们也观察到拼接后的日本囊对虾的 mt�
CO I 序列与果蝇同样相似. 由上述可知, 本实验条件

下获得的 mtCO I 基因片段应来自日本囊对虾线粒体

DNA,序列 1与序列 2拼接后长度 1 515bp 的碱基接

近于日本囊对虾 mtCO I基因全段序`列.

( 3) m tDNA 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, 因而在动物的系统

与进化学及种类鉴别中广泛应用. 如孔晓瑜等 [ 2]曾比

较了近缘种中华绒螯蟹( Er iocheir sinensi s )和日本绒

螯蟹( E. j ap onica)的 CO I 序列, 发现两者差异明显,

能较容易的区分二种; Foighil等
[ 15]
用 CO I 序列比较

了葡萄牙牡蛎( Cr assostr ea. angulata)和太平洋牡蛎

( C. gigas)等日本牡蛎, 也发现两者亲缘关系较密切,

推测前者可能起源于亚洲.

本文测定的日本囊对虾线粒体 DNA CO I基因片

段序列完善了 GenBank报道的同种同源序列, 提供了

更多可供研究的基因片段,为进行日本囊对虾种质资

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, 可以更准确地探讨日本囊对虾群

体遗传变异与分化及其与其它虾种间的系统进化关

系.

表 1� 日本囊对虾与斑节对虾 mtDNA CO I基因序列比对结果

Tab. 1 � The compar ison of mtCO I sequences o f M. J ap onicu and P. monodon

� M . jap � � � � � � � . . . . . . . . . . . . . . . . GG T CAA CAA AT CAT AAA GA T A T T G GA ACG CT AT A T T T T A T T T T C � � 44

� M . jap( AY264897) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0

� P. mon( AF217843) a c g c a a c g a t g a t t a t t t - - t - - - - - - - - - - - - - - c - - c- - - - - t - - - - - - - - - - - - - - - 60

� M . jap GG GG CC T GA GCA GG AA T AG T AG GT AC T G CT C T T A GT T T A AT T AT T C GT G CT GAG T T AGG T 104
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� M . jap . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 709

� M . jap( AY264897) - - - - - c - - - - - t c- t - - - - - c - - - - - - - - c- - - - - g - - - - - t - - - - - - - - c - - - - - - - - - 456

� P. mon( AF217843) a t t g a t a t t a t c t t g c a c g a t a c t t a t t a t g t a g t a g c c c a c t t c c a c t a t g t t c t t t c a 1140

� M . jap . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 709

� M . jap( AY264897) - - - - - - - - t - - - - - - - - g- - - - - - - - - - - g- - - - - t - - t - - - - - c- - c - - c - - - - - t - - - 516

� P. mon( AF217843) a t a g g a g c c g t a t t t g g t a t t t t t g c a g g t a t t g c c c a c t g a t t t c c t c t t t t t a c c g g t 1200

� M . jap . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 709

� M . jap( AY264897) c - c- - a t - a - - t - - t - - - - - - c- - - - - - - - - - - - - - t - - - - - - - - - - - g - c - - - - - g - - - 576 �

� M . jap . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 709

� M . jap( AY264897) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c- - - - - a- - g- - - - - - - - - - - - - - - - - a - - c- - t - - - 636

� P. mon( AF217843) a t t a c a t t t t t c c c t c a a c a t t t t t t a g g g c t t a a t g g t a t a c c t c g a c g c t a t t c a g a t 1320

� M . jap . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 709

� M . jap( AY264897) - - c- - t - - t - - - - - - - - - - - t - - - - - - - - - g - t - - - - - - - - - - - g- - - - - - a- t - - - - - - 696

� P. mon( AF217843) t a t c c a g a c g c c t a c a c a g c a t g a a a t g t t a t a t c a t c t a t t g g a t c t a c a g t a t c a t t a 1380

� M . jap . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 709

� M . jap( AY264897) - - - - - t - - t - - c- - a- - - a - - - - c- - - - - - - - - - - - - - t c- - - - - - c t - - g - - a - - t - - a 756

� P. mon( AF217843) a t t g c a g t a c t a g g t t t t g t t a t a a t t g t a t g a g a a g c c t t a a c t g t a g c t c g g c c a g t t 1440

� M . jap . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 709

� M . jap( AY264897) t - - - - c - - - - - - - - - - - - - - g - - a - - t - - - - - - - - - - - g - - - - - - - - t - - t - - a - - t - - - 816

� P. mon( AF217843) a t a t t t t c t t t a t t t t t a c c t a c t t c g a t t g a a t g a c a a c a t a a t c t c c c a c c c g c a g a t 1500

� M . jap . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 709

� M . jap( AY264897) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - a - - - - - - - - - - . . . . . . . . 847

� P. mon( AF217843) c a t a g t t a t a t a g a a a t t c c t t t a a t t a c t a a t t t c t a a 1539

�

P. mon( AF217843) : GenBank 报道的斑节对虾 mtCO I基因全序列; M . jap: 日本囊对虾(M. j ap onicus) mtCO I基因片段序列;

M . jap( AY264897) : GenBank 报道的同种序列; M . jap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 M. jap 和 M. jap ( AY264897)序列的重叠部分.

� � 注:本实验得到的日本囊对虾 mtDNA CO I基因序列已登录 GenBank 数据库, 索引号: AY787755
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Fragment Sequence Analysis of Mitochondrial DNA CO I

Gene of Marsupenaeus j aponicus

ZHENG Lian�ming, CAO Wen�qing* , FANG Lv�ping, ZH OU Mei�yu,
CHEN Dai�si, L IN Yuan�shao, WANG Gui�zhong

( Co lleg e of Oceanog r aphy and Env ironmental Science, Xiamen Univ ersity , Xiamen 361005, China)

Abstract: Previous studies suggested that the mitochondrial cyto chr ome ox idase subunit I ( CO I) g ene w as useful fo r ana lysis o f

taxonomic and phylo genetic r elationships among Penaeidae species. Mar sup enaeus j ap onicus , w hich mainly distr ibut ed in Southeast

Sea of China is, of economical impor tance in bo th fishing and aquaculture in China. Consider ing the impo rtance o f this species, g enet ic

informat ion is vital to the design and implement ation of sound f isher ies management str ategies and sustainable development of aqua�

cultur e. In this st udy, M ito chondrial cy tochrome ox idase I g ene fragment of Mar sup enaeus j ap onicus w as successfully amplified via

PCR. T he PCR products w ere ligated into pGEM�T Easy Vector ( P romega Co . ) , cloned and sequenced. 709 bp sequences of mtCO I

were obt ained. T he contents of A , C, G and T were 196 bp( 27. 64% )、129 bp( 18. 19% )、134 bp( 18. 90% )、250bp( 35. 26% ) , respec�

t ively. A fter compar ison and analy sis, a r esult was observ ed that the sequence we obtained and the same region of the sequence from

GenBank ( accession no. AY264897) w ere both a part of mtCO I suquence of M. j aponicus, and they have a superpo sitio n o f 41 bp o f

nucleot ides and they could link to be a 1 515 bp sequence. T his linked sequence ver ges on the complete mt CO I gene of Mar sup enaeus

j ap onicus.

Key words: Marsup enaeus j ap onicus ; mtCO I ; sequence
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