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摘要 选用10对克氏原螯虾微卫星引物对桐庐(TL)、太湖(TH)、湖北(HB)、江西(JX)、洪泽湖 (HZH)、

崇明(CM)、广西(GX)、海盐(HY)8个克氏原螯虾群体的遗传多样性状况和遗传结构进行研究。结果发现,8个

克氏原螯虾群体的平均观测杂合度值为0.5257~0.7400,平均期望杂合度值在0.6238~0.7434之间,平均多

态信息含量在0.4209~0.6840之间。其中广西(GX)群体遗传多样性最高,太湖(TH)群体遗传多样性最低。

采用 MEGA4.0计算各地理种群间的遗传距离,遗传距离最远的是崇明(CM)和江西(JX)群体,遗传距离最近的

是湖北(HB)和太湖(TH)群体。结果显示,这8个地理种群资源遗传多样性较高。
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  克氏原螯虾(Procambarusclarkii),俗名淡水

小龙虾,隶属于节肢动物门、甲壳纲、十足目、蝲蛄

科、原螯虾属。原产于北美洲,自20世纪30年代

传入我国,现已广泛分布于我国,并形成了可供利用

的天然种群[1]。克氏原螯虾是我国自然水域中一个

重要的淡水虾类品种,在我国的江苏、浙江、安徽以

及上海等省市均有分布。但是随着捕捞量的不断增

加、病害的不断加深以及其生存环境的污染,其生物

资源量不断地受到威胁。因此,为推进克氏原螯虾

产业的可持续性发展,研究其遗传多样性已成为一

项重要的任务。
对于克氏原螯虾这个物种,前人研究集中在养

殖、营养、病害防治和生化[2-6]等方面。近年来分子

生物学方面的研究才开展起来,如采用微卫星序列

进行群体遗传多样性的研究。王长忠等[7-8]用17对

微卫星引物对4个克氏原螯虾地理群体进行了遗传

多样性研究;曹玲亮等[9-10]采用9对微卫星分子标

记对4个地区9个地点的182个样本进行遗传多样

性分析;彭刚等[11]利用7对微卫星引物对3个地理

种群进行遗传多样性分析;邢智珺等[12-13]利用8个

微卫星标记分析了8个地区克氏原螯虾的遗传多样

性。这些利用微卫星序列进行遗传多样性的研究多

集中在湖北、江苏等小龙虾养殖大省,浙江省内地理

种群克氏原螯虾遗传多样性的研究未见报道。笔者

选取浙江桐庐等8个长江水系的克氏原螯虾作为研

究对象,设计10对克氏原螯虾微卫星引物序列,研
究其遗传多样性状况和遗传结构,以期为克氏原螯

虾资源保护与改良提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

试验样品采自桐庐(TL)、太湖(TH)、湖北

(HB)、江西(JX)、洪泽湖 (HZH)、崇明(CM)、广西

(GX)、海盐(HY)等8个长江水系克氏原螯虾野生

群体,每个群体采样30尾。采样点分布情况见

图1。
1.2 总基因组 DNA 的提取

总基因组DNA提取采用苯酚/氯仿法[14]提取

克氏 原 螯 虾 腹 部 肌 肉 组 织 的 总 基 因 组 DNA,

-20℃保存备用。
1.3 引物合成

参考GenBank已发表的10对微卫星序列及文
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图1 采样点分布图

Fig.1 Distributionofsamplingsites

献中的引物序列[15],引物由江苏南京金思瑞生物

科技有限公司合成。微卫星引物序列及基本情况见

表1。
1.4 PCR 扩增与产物检测

PCR反应体系:DNA模板10~20ng,ddH2O
9.5μL,2×MasterMix(康为时代)12.5μL,上下

游引物(10mmol/μL)各1μL。

PCR反应程序:95℃预变性3min,95℃变性

30s,在最适退火温度下退火30s,72℃延伸30s,
共30个循环,最后72℃ 再延伸10min,4℃保温。

PCR扩增产物用8%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

进行检测,银染。

表1 克氏原螯虾微卫星位点引物序列及退火温度

Table1 MicrosatellitesprimerssequenceanditsannealingtemperatureofProcambarusclarkii

座位

Locus
引物序列

Primersequences
退火温度/℃

Tm
重复类型

Repeattypes
片段大小/bp
Fragment

等位基因

Alleles
number

登录号

GenBank
No.

PclG03
F:CTCTCCACCAGTCATTTCTT

52 (TCTA)20 216~420 4 AF290920
R:AAGCTTACAATAAATATAGATAGAC

PclG04
F:TATATCAGTCAATCTGTCCAG 54

(TCTA)3...(TCTA)2...
(TCTA)29...(TCTA)2

170~290 4 AF29092l

R:TCAGTAAGTAGATTGATAGAAGG

PclG07 F:CCTCCCACCAGGGTTATCTATTCA 63 (TCTA)8 100~160 4 AF290922

R:GTGGGTGTGGCGCTCTTGTT

PclG08 F:ACGATAAATGGATAGATGGATGAA 62 (GATA)16 148~220 5 AF290923

R:CCGGGTCTGTCTGTCTGTCA

PclG09 F:TATGCACCTTTACCTGAAT 60 (TCTA)14 80~160 4 AF290924

R:TGTTGGTGTGGTCATCA

PclGl5
F:GGCGTGACGCCAACGTGTCTT 70

(TATC)2TGTC(TATC)17
TATT(TATC)3

150~185 3 AF290927

R:GGCTGGCCACTTTGTTAGCCTGAG

PclGl6
F:CTCGGAATGTCCACCTGAGA 54 (TCTA)18TCTC(TATC)380~160 4 AF290928

R:TCATTATGGATTTTGTCAATCTAT

PelG27
F:AATCTTAAGATCATGAAAAAGGTA

57 (TATC)4CATC(TATC)8 80~l50 6 AF290932
R:TTTAAGGAACGTATAAGAAAAGAC

PclG33
F:TTCGAGGCGTTGCTGATTGTAAGT

68 (GT)21 120~180 5 AF290936
R:CAAGGAAGCGTATAGCCGGAGTCT

PclG37
F:TAAATAAGTGGCGTGTAAGACGAG

66 (CA)4CG(CA)15CG(CA)23 80~180 7 AF290939
R:AGATTCAACGCTGTGTTCCTGATC

1.5 数据的统计与分析

根据凝胶上DNA泳动距离对个体的基因型进

行判断,利用POPGENE3.2[16]软件分析8个群体

的观测杂合度(Ho)、有效等位基因数(Ne)、多态信

息含量(PIC)和期望杂合度(He)等遗传参数,并测

试各个位点的哈代-温伯格平衡(HWE)。根据遗

传距离用 MEGA4.0[17]软件构建8个地理群体的

UPGMA聚类图。

2 结果与分析

2.1 SSR 引物特征分析

选出的10对SSR引物在240个个体中共扩增

出46个多态性片段。每个SSR位点可以检测到的

等位基因数为3~7个不等,片段大小在80~420bp

46



 第2期 李喜莲 等:基于SSR标记的克氏原螯虾种质资源遗传多样性研究  56



  华 中 农 业 大 学 学 报 第35卷 

之间,平均每个座位上的等位基因数为4.6,其中,

PclG37检测到7个等位基因,PclGl5仅检测到3个

等位基因(表1)。
对8个克氏原螯虾群体的10个微卫星基因座

的等位基因频率统计结果见表2。表2显示,8个群

体的期望杂合度值0.3412~0.8360,观测杂合度

值在 0.3714~1.0000,PIC 值 在 0.1912~
0.8461。哈代-温伯格平衡偏离指数(HWE)检验发

现,8个野生群体未表现出杂合子缺失的位点。10
个微卫星位点在8个克氏原螯虾群体中的期望杂合

度值在0.4794(位 点 Plcg09)~0.8067(位 点

Plcg37)之 间,观 测 杂 合 度 值 在 0.5584(位 点

Plcg15)~0.8031(位 点 Plcg37)之 间,PIC值 在

0.5083(位点Plcg15)~0.7182(位点Plcg37)之

间。这本研究所用标记用于遗传多样性分析效果

较好。
2.2 不同地理种群遗传多样性分析

8个地理种群的遗传多样性水平从高到低依次

为:广西(GX)>海盐(HY)>洪泽湖 (HZH)> 崇

明(CM)>桐庐(TL)> 江西(JX)> 太湖(TH)。
根据Botstein等[18]提出的标准:PIC值大于0.5属

于高度多态位点,PIC介于0.25和0.5之间为中度

多态位点,PIC低于0.25为低度多态位点。由表3
可知,10个微卫星位点在8个克氏原螯虾群体中的

期望杂合度值为0.6997,观测杂合度值为0.6294,
平均多态信含量为0.6199。本研究中8个地理种

群除太湖群体处于中度多态外,其余7个地理种群

都属于高度多态性。
表3 10个微卫星位点在8个克氏原螯虾群体中的平均多态信息含量(PIC)、期望杂合度(He)和观测杂合度(Ho)

Table3 Thepolymorphisminformationcontent(PIC),observedheterozygosity(Ho)

andexpectedheterozygosity(He)ofthemicrosatellitelociineightProcambarusclarkiipopulations

群体

Population
代号

Code
平均观测杂合度

MeanHo

平均期望杂合度

MeanHe
平均多态信息含量

MeanPIC

桐庐 Tonglupopulation TL 0.5609 0.6396 0.6173

太湖 TaihuLakepopulation TH 0.6086 0.7075 0.4209

湖北 Hubeipopulation HB 0.5886 0.6889 0.6501

江西Jiangxipopulation JX 0.5257 0.6238 0.5723

洪泽湖 HongzeLakepopulation HZH 0.5829 0.7273 0.6706

崇明Chongmingpopulation CM 0.7200 0.7305 0.6692

广西 Guangxipopulation GX 0.7086 0.7434 0.6840

海盐 Haiyanpopulation HY 0.7400 0.7366 0.6753

平均 Mean 0.6294 0.6997 0.6199

2.3 群体间的遗传距离

表4显示,8个克氏原螯虾群体间的遗传一致

度(I)在 0.6626~0.9905,遗 传 距 离(D)在
0.0096~0.4116,其中,江西群体与崇明群体间遗

传一致度I=0.6626,遗传距离最大(D=0.4116),
说明2个群体间的亲缘关系最远;湖北群体与太湖

群体间遗传一致度最高(I=0.9905),遗传距离最

小(D=0.0096),说明两群体间亲缘关系较近。
表4 8个克氏原螯虾群体Nei’s遗传一致度(I)(对角线上)及遗传距离(D)(对角线下)

Table4 Nei’s(1978)geneticsimilarityindices(I)(ondiagonal)andgeneticdistances(D)

(underdiagonal)amongeightpopulationsofP.clarkii

群体Population TL TH HB JX HZH CM GX HY

TL **** 0.9644 0.9675 0.9757 0.9282 0.6802 0.7742 0.7294

TH 0.0363 **** 0.9905 0.9499 0.9864 0.7943 0.8614 0.8229

HB 0.0330 0.0096 **** 0.9661 0.9751 0.7600 0.8385 0.7972

JX 0.0246 0.0514 0.0344 **** 0.9239 0.6626 0.7555 0.7155

HZH 0.0745 0.0137 0.0252 0.0792 **** 0.8351 0.8860 0.8552

CM 0.3854 0.2303 0.2745 0.4116 0.1802 **** 0.9490 0.9615

GX 0.2559 0.1492 0.1761 0.2803 0.1210 0.0523 **** 0.9733

HY 0.3155 0.1949 0.2267 0.3347 0.1565 0.0392 0.0271 ****

66
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2.4 不同地理来源群体聚类分析

基于Nei’s遗传距离对克氏原螯虾8个野生群

体构建UPGMA聚类树,结果如图2所示。由图2
可知:桐庐群体与太湖群体聚为一支后再与江西群

体聚成一支;而湖北群体和洪泽湖群体聚一支后与

桐庐群体、太湖群体和江西群体形成一个大的分支;
广西群体与海盐群体聚成一支后与崇明群体形成另

一个大的分支。
太湖群体与桐庐群体聚成一支是因为太湖是由

长江、钱塘江泥沙冲积而成的,桐庐属于钱塘江水

系,因此太湖群体与桐庐群体间存在一定的基因交

流。江西群体聚入太湖和桐庐群体是由于江西群体

采样地鄱阳湖也属长江的水系中的一个支流。湖北

群体和洪泽湖群体虽同属长江水系,但鄱阳湖相对

更为封闭,故而湖北群体与洪泽湖先聚为一支。广

西群体与海盐群体先聚为一支,而后崇明群体聚入

广西群体和海盐群体这一分支;究其原因可能是这

3个种群的亲本均来自南京群体,各地引种后基本

处于相对封闭的生活环境,与其他群体缺乏足够交

流,因而与其他群体亲缘关系较远。

图2 8个克氏原螯虾群体的UPGMA聚类分析图

Fig.2 Dendrogramof8P.clarkiipopulations

basedonUPGMAclusteringanalysis

3 讨 论

3.1 遗传多样性

黄羽等[19]使用AFLP标记对6个克氏原螯虾

群体遗传多样性进行研究,结果均显示出较高的多

样性并猜测了成因:①相同来源地或不同来源地的

多次引入;②单次引入大量的个体;③入侵物种成功

进入新的环境后通过杂交或变异;④人为引种导致

亲缘关系较近的克氏原螯虾群体在不同地区的分

布。以上情况均会对群体遗传多样性有一定的影

响。彭刚等[11]通过SSR序列研究了3个野生种群

的遗传多样性,发现虽然所研究的这3个地理种群

的遗传多样性比较丰富,但这一遗传多样性结果与

中国重要经济养殖品种的遗传多样性相比而言,克
氏原螯虾整体遗传多样性偏低;并且研究发现中国

克氏原螯虾野生群体间也存在一定程度的近交现

象,这一点尤其不利于遗传资源的保存。本研究认

为前人研究及分析都具有一定的科学性,其研究结

果也与本研究结果相互印证,基于克氏原螯虾本身

生活习性而言,人为影响及人为引种形成的地理生

殖隔离起主要作用。
3.2 克氏原螯虾资源保护

目前克氏原螯虾已在我国各地广泛分布并形成

了不同的地理种群,且本研究结果显示,整体克氏原

螯虾遗传多样性水平较高。但鉴于克氏原螯虾引种

时的种质来源单一和群体数量小的状况,下一步研

究应考虑克氏原螯虾良种的选育。
随着我国小龙虾产业的不断发展,对克氏原螯

虾这个物种的资源保护已成为一个重要的研究内

容。目前,不仅要保护克氏原螯虾资源的多态性,同
时也要监控这一外来物种对我国现有物种和现有生

态系统的影响,制定出行之有效的防治措施。
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Geneticdiversityoftheredswampcrayfish(Procambarusclarkii)
resourcesbasedonSSRmarkers

LIXilian LIFei ZHUJunjie GUZhimin

AgricultureMinistryKeyLaboratoryofHealthyFreshwaterAquaculture/

KeyLaboratoryofFreshwaterAquaticAnimalGeneticandBreedingofZhejiangProvince/

ZhejiangInstituteofFreshwaterFisheries,Huzhou313001,China

Abstract Geneticdiversityof8wildstocksofredswampcrayfish(Procambarusclarkii)from
Tonglu(TL),TaihuLake(TH),Hubei(HB),Jiangxi(JX),HongzeLake(HZH),Chongming(CM),

Guangxi(GX),andHaiyan(HY),wereinvestigatedusing10microsatelliteDNAloci.Inthese8popula-
tions,theobservedheterozygosity(Ho),expectedheterozygosity(He),andpolymorphisminformation
content(PIC)ofthesepopulationsrangedfrom0.5257to0.7400,from0.6238to0.7434,andfrom
0.4209to0.6840,respectively,indicatingahighlevelofgeneticdiversity.Thehighestandlowestge-
neticdiversitywerefoundintheGuangxipopulationandTaihupopulation,respectively.Then,genetic
distancewascalculatedusingtheMEGA4.0software.AndthegeneticdistancebetweenHBpopulation
andTHpopulationwasthesmallest,whilethatbetweenCMpopulationandJXpopulationwasthelar-
gest.

Keywords Procambarusclarkii;simplesequencerepeats(SSR);geneticdiversity;geneticstruc-
ture
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