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斑节对虾 4 个地理群体遗传多样性的 AFLP 分析 
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摘要: 为研究斑节对虾(Penaeus monodon)4 个地理群体的遗传背景, 作者应用 AFLP 分子标记技术对

非洲(F)、中国三亚(S)、泰国(T)和印度尼西亚(Y)的斑节对虾群体进行遗传多样性分析。选取 8 对引物

组合对斑节对虾 4 个群体共 128 个个体进行分析比较, 共获得 1 000 个位点, 其中多态性位点数为 830

个, 各群体多态位点比率为 47.8 %~58.5 %; 群体 Nei’s 遗传多样性指数为 0.0917~0.1271, Shannon’s 信

息指数为 0.1484~0.2032。4 个群体间的遗传距离, Y 与 F 之间最大, 为 0.331, T 与 S 之间最小, 为 0.217。

4 个群体 UPGMA 聚类时, S、T 与 Y 聚为一支, F 为单独一支; 128 个个体的 UPGMA 聚类结果表明, F

群体除 4 个个体外其余个体聚为一大支, S、T、Y 群体的部分个体互相混杂。AMOVA 分析发现, 35.92%

的变异来自于群体间, 64.08% 的变异来自于群体内, 群体间的遗传分化系数为 0.3592, 表明 4 个群体

间的遗传分化程度很大。本研究为斑节对虾遗传育种提供了种质遗传背景资料, 并为斑节对虾资源的

开发与利用提供基础数据。  
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斑节对虾(Penaeus monodon) 是个体最大的对

虾种, 广泛分布于印度洋和西太平洋的大部分海区, 

是世界上最主要的养殖对虾之一, 也是中国南方沿

海诸省的重要养殖对象。有关其分子水平研究, 国内

外一些学者也做了相关的研究 , 如谭树华等 [1]运用

同工酶和 RAPD 技术对不同斑节对虾养殖群体的遗

传多样性进行了研究。姜永杰等[2]对深圳海域斑节对

虾野生种群线粒体控制区序列的多态性进行了探

讨。周发林等 [3]对海南三亚斑节对虾野生种群

mtDNA 16S rRNA 基因和控制区序列的多态性进行

了研究。Tassanakajon 等[4]运用 RAPD 技术分析了野

生种群的基因多样性水平。Pan等[5]筛选了 23 对多态

性较高的微卫星标记用于斑节对虾的遗传多样性和种

群结构的分析。Xu 等[6]运用微卫星标记技术研究了菲

律宾野生和养殖的斑节对虾群体的遗传多样性水平。

而利用AFLP分析斑节对虾遗传多样性研究未见报道。 

AFLP是迄今最有效的分子标记之一, 在水生生

物中已被广泛应用于遗传多样性分析[7-10]、系统进化

和亲缘关系的鉴定[11-12]、基因定位克隆[13]、遗传图

谱构建[14]等诸多领域。本研究采用 AFLP 技术对斑

节对虾 4 个不同地理来源的亲本进行遗传分析, 以了

解其遗传多样性、种群遗传结构和遗传特征等信息, 

为斑节对虾的遗传育种积累材料和提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

4 个地理群体斑节对虾分别从印度尼西亚、泰

国、非洲和中国三亚 4 个地区引进。体长 116.10~ 

255.00 mm, 体质量 122.6~294.8 g。取眼柄或腹足保

存于 95%的酒精中, 用于 DNA的抽提。样品的详细

信息见表 1。 

1.2  基因组 DNA 提取 

斑节对虾基因组 DNA 提取参照熊小飞[15]的方
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法提取的 DNA 用 10g/L 琼脂糖凝胶电泳检测, 并制 成终质量浓度为 50 ng/μL的模板 DNA备用。 

 
表 1  实验所用的样品信息 
Tab. 1  Sample information of the four populations 

样品名称 缩写 亲本来源 经纬度 样本数(尾) 

非洲群体 F 非洲(莫桑比克) 19º10′S, 35º56′E 32 

中国三亚群体 S 中国三亚 18º47′N, 109º26′E 32 

泰国群体 T 泰国 09º12′N, 100º03′E 32 

印尼群体 Y 印度尼西亚 05º30″N, 94º40″E 32 

 

1.3  AFLP 分析 

用于 AFLP分析的内切酶为 EcoR I和 Mse I, 均

为 NEB 公司生产; 实验所用的接头和引物由英骏公

司合成, 序列见表 2; T4 DNA 连接酶由 Takara公司

生产。反应步骤和反应体系如下:  

(1) EcoR I 酶切反应: DNA (20 ng/µL) 5 µL, 

EcoR I (10 U/µL) 0.5 uL 10×EcoR I Buffer 1 µL, 
ddH2O补齐至 10 µL, 37℃酶切 1 h。 

(2) Mse I酶切反应: EcoR I酶切反应液 10 µL, 

Mse I (10 U/uL) 0.2 µL, 10×Mse I Buffer 0.1 µL, 37℃
酶切 2.5 h。 

(3) 接头连接反应: 双酶切产物 10 µL, 10×T4 

DNA连接酶 Buffer 2 µL, E接头(2.5 µmol/L)1 µL, M

接头(12.5 µmol/L)2 µL, T4 连接酶(6 U/µL)0.2 µL, 

ddH2O补齐至 20 µL, 37℃反应 1 h, 16℃连接 20 h。  

(4) 预扩增: 10×PCR Buffer (Mg2+) 2.5 µL, EcoR 

I +1引物(50 ng/µL)1 µL, Mse I +1引物(50 ng/µL)1 µL, 

dNTPs (2 mmol/L) 3 µL, rTap酶(5 U/µL)0.3 µL, 模板

DNA的连接产物 4µL, ddH2O补齐至 25µL。反应程

序: 94℃变性 3 min后, 进行 24个循环(94℃ 30 s, 56℃ 

30 s, 72℃ 30 s), 最后 72℃延伸 10 min。 

(5) 选择扩增 : 10×PCR Buffer (Mg2+)2.1 µL, 

EcoR I +3引物(100 ng/µL)2 µL, Mse I +3引物(100 ng/µL) 

2 µL, dNTPs (2 Mm/each)1.5 µL, rTap酶(5 U/µL)0.1 µL, 

预扩增产物 5 µL, ddH2O补齐至 25 µL。反应程序: 94℃

变性 3 min, 进入 9个循环(94℃ 30 s, 65℃ 30 s, 72℃ 

60 s), 然后进行 24个循环(94℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 

60 s), 最后 72℃延伸 10 min。 

(6) 取 10 uL产物, 采用 ABI 3730 DNA分析仪

进行分析。 

1.4  数据分析 

根据所获得的 AFLP 峰值, 将分子量大小一致

的峰值看作 1个位点, 在各位点上, 针对不同个体若

存在清晰可辨的扩增峰则标记为 1, 否则标记为 0, 

由此构建 0-1 矩阵。统计多样性位点比率, 并采用

POPGENE3.2[16]计算该种群内部观测等位基因数、有

效等位基因数、Nei’s基因多样性指数以及 Shannon’s 

多样性信息指数, 分析种群内和种群间的遗传距离。

然后根据遗传距离表, 采用 MEGA 软件构建遗传距

离聚类图, 对 4 个群体的数据用 Arlequin 软件进行

AMOVA分析。 

2  结果 

2.1  AFLP 扩增多态性 

采用 8 对 AFLP 引物对 4 个群体共 128 个个体

进行 DNA 扩增。共得到 1 000个 AFLP 位点。每对

引物扩增位点在 111~130 个, 平均每对引物扩增出

125个 AFLP 位点。扩增位点最多的引物对是 E2M2

和 E5M5, 扩增位点数均为 130。每对引物扩增的多

态位点均较高(>75%)。其中, E2M2引物对产生的位

点多态比例最高, 为 95.38%。8对引物在 4个群体中

共产生了群体特异性位点 245 个, 其中, F 群体中出

现的特异性位点 70个、S群体 62个、T群体 50个, Y

群体 63个(表 3)。 

2.2  各群体遗传结构和遗传多样性分析 

由表 4 可知, 8 个引物对在非洲、中国三亚、泰

国、印尼 4 个斑节对虾群体中检测出多态位点数及

比例分别为: 478个(47. 8%)、525个(52.5%)、585个

(58.5%)、530 个(53.0%), 其中非洲群体的多态位点

数最低。F群体的 Nei’s遗传多样性指数和 Shannon’s

指数最小, 分别为 0.0917、0.1484。 

2.3  群体间遗传相似度和遗传距离 

群体间遗传相似度和遗传距离见表 5。F与 S、

T和 Y之间的遗传距离均较远, 分别为 0.299、0.330

和 0.331; S、T与 Y之间遗传距离均较近。 
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表 2  用于 AFLP 分析的接头和引物序列 
Tab. 2  Adaptor and primer sequences used for AFLP analysis 

 接头序列 预扩增引物序列 选择性扩增引物序列 

EcoR I 
1: 5′>CTC GTA GAC TGC GTA CC<3′ 

2: 5′>AAT TGG TAC GCA GTC 
TAC<3′ 

5′>GAC TGC GTA CCA-
ATT CA<3′ 

E-1: 5′>GAC TGC GTA CCA ATT CAA C<3′
E-2: 5′>GAC TGC GTA CCA ATT CAA G<3′
E-3: 5′>GAC TGC GTA CCA ATT CAC A<3′
E-4: 5′>GAC TGC GTA CCA ATT CAC T<3′
E-5: 5′>GAC TGC GTA CCA ATT CAC C<3′
E-6: 5′>GAC TGC GTA CCA ATT CAC G<3′
E-7: 5′>GAC TGC GTA CCA ATT CAG C<3′
E-8: 5′>GAC TGC GTA CCA ATT CAG G<3′

Mse I 
1: 5′>GAC GAT GAG TCC TGA G<3′ 

2: 5′>TAC TCA GGA CTC AT<3′ 
5′>GAT GAG TCC TGA-

GTA AC<3′ 

M-1: 5′>GAT GAG TCC TGA GTA ACA A<3′
M-2: 5′>GAT GAG TCC TGA GTA ACA C<3′
M-3: 5′>GAT GAG TCC TGA GTA ACA G<3′
M-4: 5′>GAT GAG TCC TGA GTA ACA T<3′
M-5: 5′>GAT GAG TCC TGA GTA ACT A<3′
M-6: 5′>GAT GAG TCC TGA GTA ACT C<3′
M-7: 5′>GAT GAG TCC TGA GTA ACT G<3′
M-8: 5′>GAT GAG TCC TGA GTA ACT T<3′

 
表 3  8 对 AFLP 引物组合的扩增结果 
Tab. 3  Amplification results from eight primer combinations 

群体特异性位点数目 
引物组合 总位点数 多态位点数 多态位点百分率(%) 

F S T Y 

E1M1 129 113 87.60 6 1 1 0 

E2M2 130 124 95.38 13 1 2 12 

E3M3 125 113 90.40 8 10 3 10 

E4M4 111 89 80.18 11 15 11 9 

E5M5 130 101 77.69 6 13 13 13 

E6M6 127 98 77.17 2 3 3 0 

E7M7 126 95 75.40 16 11 9 10 

E8M8 122 97 79.51 8 8 8 9 

合计 1000 830  70 62 50 63 

平均 125 103.75 82.92  

 
表 4  斑节对虾 4 个群体的遗传多样性参数 
Tab. 4  Genetic diversity of four Penaeus monodon populations 

群体 多态位点数 多态位点百分率(%) 观测等位基因数 有效等位基因数 Nei’s遗传多样性指数 Shannon’s信息指数

F 478 47.80 1.478 0 1.145 0 0.091 7 0.148 4 

S 525 52.50 1.525 0 1.171 6 0.107 8 0.174 1 

T 585 58.50 1.585 0 1.203 2 0.127 1 0.203 2 

Y 530 53.00 1.530 0 1.181 7 0.113 9 0.182 2 

 
表 5  群体间相似度和遗传距离 
Tab. 5  Inter-species genetic identity and genetic distance 

群体 F S T Y 

F - 0.901 5 0.907 4 0.901 4 

S 0.299 - 0.980 3 0.955 1 

T 0.330 0.217 - 0.975 0 

Y 0.331 0. 237 0.247 - 

注: 对角线上为遗传相似度; 对角线下为遗传距离 
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2.4  4 个群体间的遗传分化 
AMOVA 分析表明 , 35.92%的变异来自于群

体间 , 64.08% 变异来自于群体内 , 群体间的遗传

分化系数(Fst)为 0.3592, 遗传分化 P 值小于 0.01,  

表明 3 个群体间的遗传分化程度很大 , 达到了显

著性水平(表 6)。4 个群体之间的遗传分化指数在

0.103 48~0.502 32, 遗传分化顺序为 F-S >F-Y>F- 

T>S-Y> S-T>T-Y(表 7)。  

 
表 6  4 个群体间的 AMOVA 分析 
Tab. 6  AMOVA analysis of the four populations 

变异来源 自由度 平方和 方差分量 方差分量百分比(%) Fst P 

群体间 3 1 814.328 17.901 29 Va 35.92 0.359 20 <0.01 

群体内 124 3 959.234 31.934 73 Vb 64.08   

 
表 7  3 个群体间的遗传分化系数和基因流 
Tab. 7  Gene differentiation (Fst) and gene flow (Nm) between 

populations 

群体 F S T Y 

F — 0.495 38 0.647 45 0.563 36

S 0.502 32 — 2.304 26 1.016 07

T 0.435 75 0.178 30 — 4.331 85

Y 0.470 21 0.329 80 0.103 48 — 

注: 对角线下为遗传分化系数(Fst), 对角线上为基因流(Nm) 
 

2.5  聚类分析 

基于 Nei 遗传距离构建 UPGMA 系统发生树。

聚类分析表明, 4 个斑节对虾群体聚成两支, 其中 F

群体独立聚为一支, S、T、Y 这 3个群体聚为另一支

(图 1)。4 个群体 128 个个体的 UPGMA 聚类结果表

明, F 群体除 4 个个体外, 其余个体均聚在一起, 具

有独立的遗传结构; 而 S、T、Y 3 个群体较 F 群体

混杂的情况更严重一些, 说明这 3 个群体间存在较

大的交流(图 2)。 

3  讨论 

遗传多样性是生物对复杂环境适应能力的一种

反应, 对该生物的可持续发展、合理开发利用有着重

要的意义[17]。遗传多样性是评价生物资源状况的重

要依据, 是物种适应环境变化、维持生存与进化的遗

传基础。平均多态位点比例和平均杂合度是衡量生

物群体遗传多样性高低的重要参数[18]。在 AFLP 分

析中, 多态位点比率既与研究的样本来源及其数量

有关, 也与各个引物的扩增效率有关。黄羽等[19]采用

AFLP 技术分析了 6 个克氏原螯虾 (Procambarus 

clarkii)群体遗传多样性, 结果发现多态位点百分比

为 39.53%~75.74%。颉晓勇等[20]利用 AFLP方法, 依靠

6 对引物对 6 个群体 180 尾凡纳滨对虾(Litopenaeus 

vannamei)进行分析, 结果显示各群体的多态位点比

率在 68.39%~71.20%。在本研究中, 斑节对虾 4个地

理群体多态位点百分比为 47.80%~58.50%, 因此可

以认为这 4个群体斑节对虾具有较高的遗传多样性。非

洲群体亲本较其他 3个群体遗传多样性较低, 多态位点

百分比为 47.80%, Nei’s 遗传多样性指数(0.091 7)和

Shannon’s信息指数(0.148 4)均低于其他 3个群体。 

 

图 1  斑节对虾 4个群体的 UPGMA聚类图 

Fig. 1  UPGMA dendrogram of the 4 populations 

标尺为遗传距离(图 2同) 

Bar: genetic distance (the same as Fig.2) 

 

图 2  斑节对虾 128个个体的 UPGMA聚类图 

Fig. 2  UPGMA Dendrogram of the 128 samples 
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Thorp[21]研究认为, 不同物种间的遗传相似系数

为 0.2~0.8, 同科属群体间为 0.5~0.9, 同种群体间为

0.8~0.97。遗传分化系数是衡量群体再分效应的指标, 

反映因遗传漂变引起物种杂合度的降低程度。遗传

分化系数在  0.00~0.05, 表明群体分化程度较小 ; 

0.05~0.15, 说明群体分化程度中等; 0.15~0.25, 表明

群体分化程度较大; 0.25~1.00 则表明群体分化程度

很大[22]。当种群基因流大于 1 时, 种群间存在一定

的基因流动, 如果种群基因流远远小于 1, 种群则会

出现强烈的分化[23]。在本研究中, 非洲群体与中国三

亚、泰国、印度尼西亚群体的遗传距离相对较大, 遗

传相似度较小(表 5)。本研究结果显示(表 7), 非洲群

体与其他 3 个群体间的遗传分化系数为 0.43575~ 

0.50232, 基因流为 0.49538~0.64745, 远小于 1, 说明

非洲群体与中国三亚、泰国、印度尼西亚群体分化

程度很大。而中国三亚、泰国、印度尼西亚群体间

存在一定的基因交流, 遗传分化较小。中国三亚、泰

国群体位于西太平洋, 印度尼西亚群体来自东印度

洋 , 尽管不在一个大洋内 , 但从地理位置上讲印度

尼西亚群体与中国三亚、泰国群体相隔较近, 中间虽

有岛屿海峡隔离, 但还是存在一定程度的基因交流。

而非洲群体则位于西印度洋, 与其他 3 个群体相隔

较远, 群体间的交流受到制约。4个群体聚类分析显

示, S、T、Y 3个群体聚为一支, F群体独立为一支; 4

个群体的 128个个体聚类显示, S、T、Y 3个群体个体

间混杂程度较高, 进一步验证了上述结论。Duda 等[24]

研究证实西太平洋内部各地理群体斑节对虾之间基

因交流频繁, 而印度洋内部各群体之间的交流则受到

一定程度的制约。其结论与作者的结论基本一致。 

通过 AFLP 遗传多样性分析, 尽管非洲群体遗

传多样性略低于其他群体, 但与其他群体间的遗传

分化较大。因此, 大致可以将 4个群体分为 2个种质

类型, 三亚、泰国和印度尼西亚群体可以看作是同一

个种质类型, 而非洲群体则为一个单独的种质类型。

现代杂交优势理论认为, 亲本间遗传差异的大小影

响了其后代杂交优势的水平, 遗传距离愈大所产生

的杂交优势则愈大[25]。作者认为, 在斑节对虾杂交选

育工作中, 将遗传分化较大的非洲群体与其他群体

进行杂交可能会取得更好的杂交效果。 
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Abstract: The genetic diversity of four Penaeus monodon populations (Africa population, F; Sanya population, S; 

Thailand population, T; Indonesia population, Y) was analyzed by the AFLP technique. One thousand bands were 

detected with eight primer combinations. The polymorphic bands of four populations and the ratio of polymorphic 

loci were 478–585 and 47.8%–58.5%, respectively. Nei’s gene diversity index and Shannon’s information index 

were 0.0917–0.1271 and 0.1484–0.2032, respectively. The genetic distance between populations F and Y was the 

largest (0.331), while it was the smallest between populations T and S (0.217). UPGMA dendrogram analysis 

showed that populations S, T and Y clustered onto one branch, and population F formed another branch. Except for 

four individuals, the other samples from population F clustered onto one branch, and most samples of populations S, 

T and Y clustered with their respective populations, while a small number of them were mixed together. AMOVA 

analysis showed that 35.92% of the variation was among populations and 64.08% variation was within populations. 

Fst (0.3592) among populations indicated large genetic differentiation. The germ styles of populations S, T and Y 

were similar, but they were different from that of population F. The results of this study accumulated information on 

the genetic background of Penaeus monodon that will be useful in genetics and breeding and can provide basic in-

formation for further development of specific molecular markers in different populations. 
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