
海南沼虾 (Macrobrachium Hainanense)，又称瓯江

大虾、葡江大河虾、白河虾、大钳虾，隶属甲壳纲，十足

目，长臂虾科，沼虾属。分布于浙江、广东、广西、福建、

海南等地。在20世纪90年代，一些学者对其虾繁殖和

运输进行了研究[1-3]，但遗传方面研究至今未见报道。

内转录间隔区（ITS）存在于核DNA中，由于其不加入

成熟核糖体，所以受到选择的压力较小，进化速率快。

ITS-1是 ITS序列中的一种，位于18 S和5.8 S rRNA之
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摘 要：为了了解海南沼虾遗传方面信息，利用 ITS-1分子标记技术对珠江海南沼虾群体作了研究。研

究结果表明:①其 ITS-1片段在1700~1900 bp之间，较日本沼虾短；②其碱基含量变化范围为：27%~30%

（A），27%~31%（G），14%~16%（C），43%~46%(G+ C)；③其 ITS-1序列中包含着非常丰富的SSR序列信

息，具体为(AG)n，(GA)n，(AGT)n，(AGC)n，GCA)n 重复，在个体中出现的比例分别为 100%，100%，

25%，12.5%，12.5%。(AG)n，(GA)n是多态位点; ④BLAST比对结果表明，海南沼虾同日本沼虾和刀额

新对虾都有较高的同源性。此研究结果在一定程度上填补了海南沼虾 ITS-1方面研究的空白，同时也

为海南沼虾后续研究提供了理论参考。
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Analysis of ITS-1 Sequence for Macrobrachium Hainanense
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Abstract: In order to obtain genetic information of Macrobrachium Hainanense, these papers focus on the re⁃
search by ITS-1 molecular marker technology. As showed by results: ①The length of ITS-1 is ranged from
1700 bp to 1900 bp, shorter than Macrobrachium nipponense. ②The range of base (A, G, C, G+C) content is
27%-30%, 27%-31%, 14%-16%, 43%-46% respectively. ③ Rich SSR information is contained in ITS-1
sequence for Macrobrachium Hainanense, such as repeats of (AG) n, (GA) n, (AGT)n, (AGC)n, (GCA)n and re⁃
peats of (AG)n, (GA)n are polymorphism locus. The proportion of which appear among individuals are 100%,
100%, 25%, 12.5%, 12.5%. ④Homology is demonstrated by BLAST method between Macrobrachium Haina⁃
nense and Macrobrachium nipponense, Metapenaeus ensis. This article does not only fill up Macrobrachium
Hainanense ITS-1 research gaps, but also provides a theoretical reference for Macrobrachium Hainan fol⁃
low-up studies.
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间。目前，ITS-1序列研究在水产动物中的应用较少，

张洪伟等[4]对日本沼虾及其杂种后代 ITS-1序列进行

了非常详尽研究。海南沼虾作为沼虾属中的重要一

种，与日本沼虾亲缘关系较近。因此，开展海南沼虾

ITS-1序列研究无论是理论上还是技术上都是可行的，

这对于积累其遗传方面资料有重要意义。

1 材料和方法

1.1 材料

海南沼虾样品采集于珠江广州段，用酒精浸泡后

运回试验室于-20 ℃保存。

1.2 方法

1.2.1 TAKARA 试剂盒提取 DNA 试验过程中涉及到

克隆、测序相关步骤，因此对DNA纯度与浓度要求较

高，试验时用TAKARA试剂盒抽提DNA。具体操作

详见说明书。

1.2.2 PCR 扩增 以全 DNA 为模板，PCR 扩增体

系为 25 μl，具体为：2.5 μl 10×buffer，1.0 μldNTPs

(2.5 mmol/L)，2.0 μ l MgCl2(25 mmol/L )，正反向引物

(10 μmol/ml，正向引物序列5'CACACCGCCCGTCGC-

TACTA3′ ；反 向 引 物 序 列 5′ ATTTAGCTGCG-

GTCTTCATC3′ )各 0.5 μl，0.5 μl Taq DNA 聚合酶

(5 U/μl)，1.0 μl DNA(20 μg/ml)，超纯水补至25 μl。

PCR 扩增程序：94 ℃预变性90 s；94 ℃变性30 s，

56.8 ℃复性30 s，72 ℃延伸20 s，共进行35个循环；最

后72 ℃延伸5 min。

1.2.3 电泳检测 用 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩

增产物，正常的 ITS-1条带应该是大小在1700~2000 bp

之间且单一的亮带。

1.2.4 PCR 产物纯化 用上海生物工程公司生产的

UNIQ-10胶纯化试剂盒纯化PCR扩增产物。

1.2.5 克隆及测序 将纯化后的 PCR扩增产物连接至

PMD18-T载体上，导入感受态细胞中，进行克隆。对克

隆产物进行蓝白斑筛选，挑选白色单菌落，于液体培养

基中培养过夜。取适量成功克隆的菌液于1.5 mL离心

管中，加适量的甘油，送往南京博亚生物公司测序。

1.2.6 序列处理 用DNAStar软件拼接、分析序列。

2 结果与分析

2.1 海南沼虾序列比对结果及分析

2.1.1 海南沼虾 ITS-1序列与日本沼虾 ITS-1序列长度

比较 如表1所示，海南沼虾 ITS-1全序列长度在1700~

1900 bp之间，较日本沼虾（1800~2100 bp）短100~200 bp。

各海南沼虾个体碱基含量变化范围分别为：27%~30%

（A），27%~31%（G），14%~16%（C），43%~46%( G+ C)

（表2）。利用DNAStar软件得到了海南沼虾标准序列

（表3），大小为1735 bp，而日本沼虾 ITS-1的标准序列

长度为2046 bp（NCBI登陆号：EU346851.1）[4]。

表1 海南沼虾和日本沼虾 ITS-1片段长度比较

海南沼虾个体

H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

平均

ITS-1片段长度/bp

1738

1732

1842

1827

1834

1733

1799

1785

1786.25

日本沼虾个体

Q1

Q2

Q3

Q4

Q5

Q6

Q7

Q8

平均

ITS-1片段长度/bp

1861

1919

1840

1813

1902

1814

1865

2020

1879.25

注：H1~H8表示海南沼虾1~8号个体；Q1~Q8表示日本沼虾1~8号个体；表2同。

海南

沼虾个体

H1

H2

H3

H4

H5

A

碱基含量

486

481

521

540

518

比例/%

27.6

27.77

28.28

29.56

28.24

G

碱基含量

529

528

548

511

551

比例/%

30.44

30.48

29.75

27.97

30.04

T

碱基含量

471

469

484

510

482

比例/%

27.1

27

26.28

27.91

26.28

C

碱基含量

252

254

289

266

283

比例/%

14.5

14.67

15.69

14.56

15.43

G+ C

碱基含量

781

782

837

777

834

比例/%

44.94

45.15

45.44

42.53

45.47

表2 海南沼虾个体 ITS-1序列碱基组成
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T T T G A G C A C T T A A T C T A A C T A A T T T G A C A A C T T C T A A T G G T G G A T C G C T C G G 

CT C G T G G G T C G A T G A A G A C C G C A G C T A A A T A A T C T C T A G A G G A T C C C C G G G 

T A C C G A G C T CG A A T - C G T A A T - C A T G T C A T X T X X X X X    
 

海南

沼虾个体

H6

H7

H8

变化范围

变化幅度

平均含量及

平均百分比

A

碱基含量

488

529

481

481~540

59

505.5

比例/%

28.16

29.41

27.25

27.25~29.56

2.31

28.28375

G

碱基含量

527

509

520

509~551

42

527.875

比例/%

30.41

28.29

29.46

27.97~30.48

2.51

29.605

T

碱基含量

466

495

474

466~510

44

481.375

比例/%

26.89

27.52

26.86

26.28~27.91

1.63

26.98

C

碱基含量

252

266

252

252~289

37

264.25

比例/%

14.54

14.79

14.28

14.28~15.69

1.41

14.68143

G+ C

碱基含量

779

775

772

772~837

65

792.125

比例/%

44.95

43.08

43.74

42.53~45.47

2.94

44.4125

表3 海南沼虾 ITS-1标准序列
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2.1.2 简单重复序列（SSR）及分析 ITS-1全序列中含

有5种微卫星序列（SSR），分别为(AG)n，(GA)n，(AGT)

n，(AGC)n，(GCA)n。(AG)n 和(GA)n在所有个体都有

分布，且前者的多态性高于后者。(AGT)n，(AGC)n，

(GCA)n都不是多态性位点。在该群体中，(AGT)n出

现比例为 25% ，(AGC)n 和 (GCA)n 出现比例都为

12.5%。在SSR序列中，重复次数最低为 5次，最高为

17次。(AG)n在 307 bp和 402 bp分别有 4个和 2个等

位基因。(GA)n在515 bp和1316 bp分别有3个和6个

等位基因（表4）。

起始位置/bp

307

402

515

1316

微卫星序列

(AG)n

(AG)n

(GA)n

(GA)n

等位基因数

4

2

3

6

等位基因

(AG)19，(AG)10，(AG)12，(AG)9，

(AG)12，(AG)18

(GA)8，(GA)7，(GA)6

(GA)17，(GA)15，(GA)15，(GA)15，(GA)10，(GA)16

表4 SSR多态位点

2.2 BLAST结果及分析

将海南沼虾 ITS-1标准序列（表3）BLAST分析，结

果显示：其分别与刀额新对虾（NCBI 登录号：

EU118287.1）及日本沼虾（NCBI登录号：EU118285.1）

的18S核糖体RNA基因的部分序列、ITS-1的全序列、

5.8S核糖体RNA部分序列具有同源性。且同刀额新

对虾的同源性高于日本沼虾。

3 讨论与结论

3.1 海南沼虾 ITS-1片段长度

目前关于水产经济品种的 ITS-1片段测序结果也

有所报道，泥蚶、金焰笛鲷属的几种鱼类、珍珠贝、中华

豆蟹、太平大眼蟹等 ITS-1片段长度分别为 418，566，

550，739，769 bp[5-7]。同以上几种水产经济品种相比，

海南沼虾 IIS-1 片段较长，但是同日本沼虾相比，其

ITS-1片段较短。

3.2 海南沼虾碱基组成

从碱基组成情况来看，不同个体A，G，C，T 4种碱

基含量有所不同，但是 4种碱基含量在不同个体之间

相差并不大，这也可以说明海南沼虾群体是处于相对

稳定状态。同张洪伟等[4]研究所得出的日本沼虾碱基

含量情况相比，除碱基A之外，其余碱基变化范围均大

于后者，但变化幅度均小于后者。

3.3 SSR序列

SSR（Simple Sequence Repeat），又称简单重复序

列，具有非常丰富的多态性，其中以双核苷酸重复最为

常见[8]，当前主要被应用于亲缘关系鉴定[8-10]、遗传图谱

构建[11]等领域。目前，对于 ITS-1序列研究主要采用序

列比对及BLAST分析两种方法。张洪伟等[4]首次对日

本沼虾 ITS-1序列中的SSR序列进行了分析，共发现2

个具有多态性的微卫星序列，分别为位于 695 bp 的

(GA)n序列和位于 1446 bp的(AGC)n序列。同时，分

析了太湖日本沼虾、选育日本沼虾及其杂种 ITS-1 序

列中的微卫星位点，结果表明，日本沼虾三个群体均出

现微卫星多态位点，仍位于695 bp和1446 bp之处，这

一结果对于一定意义上的种质资源鉴定有参考作用。

从此研究来看，海南沼虾 ITS-1序列中的SSR位点，以

(GA)n 最多，其次是(AG)n，这与 Powell，etc 研究结论

基本一致[8]。只有较少的海南沼虾个体出现了三碱基

的 SSR位点。同张洪伟等[4]研究结果不同的是，海南

沼虾多态性SSR位点除了(GA)n之外，还有(AG)n，这

也表明其较日本沼虾遗传内容更为丰富。

3.4 BLAST结果

从BLAST结果来看，海南沼虾与日本沼虾及刀额

新对虾都有着较高的同源性。与日本沼虾有较高的同

源性，是因为两者都同属于沼虾属。与刀额新对虾较

高的同源性，可能是因为两者都需在河口附近繁殖。

在水生生物资源日益退化和衰竭的今天，获得遗传多

样性和系统分类的资料，进行生物多样性的保护是非

常有必要的[12]。该研究首次对海南沼虾 ITS-1序列进

行了分析并得出了相应的结论。这些结论一方面为开

展海南沼虾SSR分子标记研究提供了理论参考，另一

方面，有利于其单核苷酸多态性（SNP）分析试验开

展。此研究得到的海南沼虾核心序列可以作为海南沼

虾种质资源鉴定的依据。
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