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南海海域红斑后海螯虾(Metanephrops thomsoni)的 
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提要    利用 16S rRNA 基因序列分子识别红斑后海螯虾, 然后对海南附近海域(18°30′—19°00′N, 
111°30′—112°30′ E)、北部湾口海域(15°41′ N, 110°40′ E)和南沙群岛海域(5°20′—5°29′ N, 110°09′—
111°26′ E)三个地理群体进行 ITS1的扩增测序。16S rRNA基因序列的结果表明所取样本准确; 三个
地理群体分别得到 616—623bp、619bp和 614bp的 ITS1全长序列, A、G、T、C含量平均分别为 22.3%、
29.4%、17.8%和 30.6%; 其中 562个保守位点, 39个多态位点。ML和 NJ聚类分析显示三个地理群
体共聚为三个大支, 其中海南群体有群体分化。表明红斑后海螯虾三个地理群体分化极其显著, 且海
南群体具有相对高的遗传多样性。 
关键词    红斑后海螯虾, 16S rRNA, ITS1, 遗传多样性 
中图分类号    S917 

红斑后海螯虾(Metanephrops thomsoni)分布于黄
海南部、东海和南海, 以及日本和菲律宾海域(刘文亮, 
2010)1)。栖息于 200m 左右水深的深海沙泥底, 以各
种海底生物及小鱼为食。有关红斑后海螯虾的研究, 
国内外报道不多。Chan 等 (2009)对后海螯虾属
(Metanephrops)现存的 17种和 3个化石种的研究表明, 
后海螯虾起源于白垩纪时期的南极洲。白垩纪晚期冈

瓦纳大陆分裂 , 后海螯虾随着大陆架的漂移形成分
化。Chan(1998)和 Tshudy等(2007)发现中国台湾、南
海北部、日本海域的红斑后海螯虾大螯足具有显著红

色环斑 , 而菲律宾海域的没有红色环斑 , Chan 等
(2009)的进一步研究表明, 这两种不同体色的红斑后
海螯虾可以分为两个独立的种。随着现代分子生物学

技术高速发展, 通过获得物种特定遗传标记的数据, 
构建系统进化树 , 可以对传统分类提供重要佐证以

及补充或修正 , 对红斑后海螯虾自然资源的保护及
合理开发利用具有重要意义。 

16S rRNA基因适合于遗传多样性、种类鉴定和
亲缘关系的研究(郭宪光等, 2004; 江世贵等, 2005), 
已广泛应用于甲壳动物、软体动物和鱼类等水生生物

的分类研究。核糖体转录间隔区 ITS (internal tran-
scribed spacer)包括 ITS1和 ITS2两部分, 分别存在于
核糖体 RNA 基因的 18S 和 5.8S 之间及 5.8S 和 28S
之间。根据 rRNA基因的保守性能方便的扩增 ITS区
段。由于 ITS区不加入成熟核糖体, 所以受到的选择
压力较小, 进化速率较快, 可以提供丰富的变异位点
和信息位点 , 可用这一序列来探讨不同物种之间的
系统发生关系; 在亲缘关系的建立和鉴定上, ITS1一
般适合于相近的种和同种的不同地理群体及不同品

系的研究(牛宪立等, 2009; 王庆等, 2007; 唐伯平等, 
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2002)。本文通过 16S rRNA基因序列对红斑后海螯虾
进行辅助物种识别后 , 扩增南海海域其三个地理群
体的 ITS1 区段并进行测序分析, 构建系统发育树并
揭示其群体分化程度。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
海南(HN)附近海域(18°30′—19°00′N, 111°30′—

112°30′ E)、北部湾口(the mouth of Beibu Gulf, BG)海
域(15°41′ N, 110°40′ E)和南沙(NS)群岛海域(5°20′—
5°29′ N, 110°09′—111°26′ E)拖网捕捞的红斑后海螯
虾(Metanephrops thomsoni), 冷冻运回。每个地理群体
中随机选取样本 10只, 取肌肉无水酒精中保存备用。 
1.2  主要仪器与试剂 

PCR扩增仪为Hema 8000型, 高速冷冻离心机为
eppendorf Centrifuge 5430R型。PCR引物由上海生工
生物工程有限公司合成 , Taq DNA 聚合酶、PCR 
Markers、dNTPs、蛋白酶 K等购自宝生物工程(大连)
有限公司。 
1.3  基因组 DNA的制备 

参照卢圣栋(1993)及 Sambrook 等(1996)方法提
取 DNA, 置于 4℃下保存备用。 
1.4  基因片段的 PCR扩增 

16S rRNA基因的引物(Schubart et al, 2000)为: F: 
5′-CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT-3′, R: 5′-AGA 
TAG AAA CCA ACC TGG-3′。ITS1区段的引物(Chu et 
al, 2001)为: F: 5′-CAC ACC GCC CGT CGC TAC 
TA-3′, R: 5′-ATT TAG CTG CGG TCT TCA TC-3′。
PCR反应总体积 25μl, 包括 14.7μl ddH2O, 2.5μl 10× 
Buffer(含Mg2+), 2.5μl dNTPs, 引物 F/R(浓度 5μmol/L)
各 2.0μl, 0.3μl TaKaRa® Taq聚合酶, 1.0μl DNA模板。
PCR反应热循环程序: 94预变性 3min; 94℃变性 30s, 
50℃ (16S rRNA) / 58℃ (ITS1)退火 30s, 72℃延伸
50s, 35 次循环 ; 最后延伸 10min。PCR 产物经

10mg/ml (1.0%)琼脂糖凝胶检测后, 送上海生工生物
工程技术服务有限公司进行双向测序。 
1.5  数据分析 

采用 MEGA5.05 软件对序列进行比对分析, 序
列比对产生的插入和缺失均未记入。统计 DNA 序列
的碱基组成和核苷酸位点的总突变数及替换数 , 计
算群体内和群体间的 DNA 序列差异及 Pairwise dis-
tance 遗传距离。采用最大似然法(Maximum Likeli-
hood, ML)和邻近连接法(Neighbor-joining, NJ)构建分

子系统树 , 系统树分支的置信度采用自引导法
(bootstrap analysis, BP)重复检测, 设置为 1000次重复
(Kimura, 1980)。采用 DNASP5.10 计算单倍型
(Haplotype), 单倍型多样性指数(Haplotype diversity, 
Hd), 单倍型多样性指数方差(Variance of Haplotype 
diversity, D)及标准差(Standard Deviation of Haplotype 
diversity, σ), 核酸多样性指数 (Nucleotide diversity, 
Pi), 抽样方差(Sampling variance of Pi, D)及标准差
(Standard deviation of Pi, σ), 遗传分化参数固定指数
(F statistics, Fst)和近邻统计指数(nearest neighbor sta-
tistic, Snn)。基因流(Nm)根据公式 Nm = (0.5/Fst)−0.5, 
于 Excel中计算得到(Librado et al, 2009)。 

2  结果 

2.1  16S rRNA序列 
本实验获得的红斑后海螯虾 16S rRNA序列片段

560bp (GenBank 登录号: JQ229830)经 blast 与 Chan
等(2009)测定的红斑后海螯虾(M. thomsoni)16S rRNA
的序列片段 490bp (GenBank 登录号: EU186119 和
EU186120)有 479bp 重合, 重合部分相似度为 99%, 
证实了本实验所取的样本为红斑后海螯虾。 
2.2  ITS1区段的序列变异情况 

对三个地理群体的红斑后海螯虾进行 ITS1 区段
的扩增测序, 经过 blast 比对剪切 18S rRNA 和 5.8S 
rRNA 片段 , 得到全长序列为海南(HN)群体 616—
623bp、北部湾口(BG)群体 619bp 和南沙(NS)群体
614bp, 变异幅度不大, 主要由微卫星序列重复次数
不同造成(图 1)。A、T、C、G含量平均分别为 22.3%、
17.8%、30.6%和 29.4%, G+C平均含量 60.0%。30个
个体检测到 4 种单倍型(Haplotype)(GenBank 登录号
JQ229831— JQ229834), 其中海南群体两个单倍型 , 
单倍型多样性指数 Hd = 0.726, 方差 D = 0.00108, 标
准差σ = 0.033; 核酸多样性指数 Pi = 0.02901, 抽样
方差 D = 0.0000011, 标准差σ = 0.00107; 统计显著性
(Statistical significance) P<0.02。39个多态位点, 其中
38个简约变异位点。3个地理群体所有序列间转换数
为 11 个, 颠换数 8 个, 平均转换与颠换比(Ti/Tv 值)
约为 1.34。插入和缺失位点共 41个。 
2.3  基于 ITS1基因的种间遗传距离分析和聚类分析 

采用 MEGA5.0软件对红斑后海螯虾 3个地理群
体 ITS1进行比对后作ML和 NJ聚类分析, 用 Kimura
双参数法计算上述 30 个个体之间的遗传距离, 其中
海南(HN)群体两聚类分支之间的遗传距离为 0.011, 
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图 1  红斑后海螯虾 ITS1序列中的微卫星 DNA比对 
Fig.1  Comparison of the microsatellite DNAs in ITS1 from M. thomsoni 

 
南沙(NS)群体与北部湾口(BG)群体之间的遗传距离
为 0.044, 南沙(NS)群体与海南(HN)群体之间的遗传
距离为 0.036—0.049, 北部湾口(BG)群体与海南(HN)
群体之间的遗传距离为 0.036—0.045。ML和 NJ聚类
树上分为三支 , 其中北部湾口(BG)群体和南沙(NS)
群体各聚为一支, 海南(HN)群体内分化明显(图 2)。
30个样本整体的固定指数 Fst = 0.96664, 邻近统计指
数 Snn = 1.00000, P<0.001, 表明三个地理群体分化极
显著; Nm = 0.01, 表明三个地理群体间的基因流极弱
(表 1)。 

3  讨论 
Chan(1998)和Tshudy等(2007)发现中国沿海和日

本的红斑后海螯虾大螯足具有显著红色环斑 , 而菲
律宾海域的没有红色环斑。Chan 等(2009)研究表明, 
两种不同体色的红斑后海螯虾可以分成两个独立的

种。本实验所取三个地理群体的红斑后海螯虾, 大螯
足均具有显著红色环斑, 采样点不涉及菲律宾海域。
同时, 16S rRNA 基因序列分析证实了本实验所取红
斑后海螯虾样本为同一个种。 

ITS1为多拷贝基因(Hillis et al, 1991)。有些生物 
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图 2  基于 ITS1序列构建出的 ML树(左)和 NJ树(右) 
Fig.2  Maximum Likelihood tree (left) and Neighbor-joining tree (right) based on ITS1 sequences 

 
表 1  基于 ITS1 的三个地理群体分化系数 Fst/Snn(左下)与基因流 Nm(右上) 

Tab.1  Fst/Snn (below diagonal) and Nm (above diagonal) based on ITS1 sequences in three geographic populations 

群体 海南 北部湾口 南沙 

海南 — 0.01 0.01 

北部湾口 0.95022***/1.00000*** — 0.00 

南沙 0.95322***/1.00000*** 1.00000***/1.00000*** — 

注: ***表示 P<0.001 

 
类群中 ITS1 片段由于微卫星重复次数不同而产生较
窄长度变异具有种间序列长度多态性(Huyse et al, 
2004), 微卫星序列通过复制滑移使序列产生插入或
缺失(Schlötterer et al, 1992)。这一片段被成功地应用
于多种动物的系统发生关系与进化研究(Crespi et al, 
2004; Presa et al, 2002; Chen et al, 2002; Remigio et al, 
1997), 解决了一些长期有争议的分类学问题。ITS1
序列种内长度多态性在对虾类中已有报道(Wanna et 
al, 2006)。红斑后海螯虾 ITS1的序列长度多态性并不
十分明显, 序列长度范围为 614—623bp, 主要由微卫
星 DNA简单重复序列 GCC、CGG、CCTG的重复次

数不同而引起(图 1)。高的 GC含量(60%)表明红斑后
海螯虾比较原始, 起源与分化较早, 与 Chan等(2009)
的研究一致。基于 ITS1 序列的系统进化分析, 三个
地理群体的红斑后海螯虾分为明显的三大支(图 2), 
其中海南群体内分化明显 , 表明南海海域的红斑后
海螯虾分化程度非常高 , 并且海南群体具备较丰富
的遗传多样性。 

三个群体的固定指数均在 0.95 以上, 基因流都
极微弱(表 1), 群体之间几乎没有交流。推测可能与
后海螯虾的生活习性有关。南海海流具有季风漂流特

征, 冬季为西南向的漂流, 夏季为东北向的漂流。后 
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海螯虾多在春夏两季繁殖, 交配后, 受精卵粘附在雌
虾后四对游泳足上, 经 2—3周, 孵化出蚤状幼体, 经
过数次蜕皮后变为末期幼体。如 Okamoto(2008)在
2002年 5月和 6月孵化出日本后海螯虾(M. japonicas)
蚤状幼体。末期幼体是已完成变态的仔虾, 习性与成
虾完全一致, 栖息于深海沙泥底, 以爬行为主, 主要
捕食各种海底生物及小鱼。由于红斑后海螯虾的抱卵

行为 , 蚤状幼体的游泳能力及末期幼体与成体的底
栖爬行生活 , 推测洋流对三个地理群体间的基因交
流几乎没有影响(Nm = 0.01)。 

国内外有关红斑后海螯虾的报道不多。本文基于

ITS1 序列研究旨在揭示南海红斑后海螯虾的群体分
化特征, 为南海红斑后海螯虾的研究积累基础数据。 
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MOLECULAR RECOGNITION AND POPULATION GENETIC DIFFERENTIATION OF 
METANEPHROPS THOMSONI IN SOUTH CHINA SEA 

FAN Yan-Bo1,  WANG Zhong-Duo1,  GUO Yu-Song1,  YAN Yun-Rong1, 2,  LIU Chu-Wu1 
(1. Key Laboratory of Aquaculture in South China Sea for Aquatic Economic Animal of Guangdong Higher Education Institutes,  

Fisheries College, Guangdong Ocean University, Zhanjiang, 524025; 2. Center of South China Sea Fisheries Resources  
Monitoring and Assessment, Guangdong Ocean University, Zhanjiang, 524088) 

Abstract    The research on the clawed lobster species Metanephrops thomsoni, distributed in the coastal areas of China, 
Japan and Philippines, are rarely reported in the world. Regularly, the 16S ribosomal RNA sequences (16S rRNA) and the 
internal transcribed spacer 1 (ITS1) were used for the genetic diversity analysis and species identification. After recognized 
the M. thomsoni using 16S rRNA (GenBank Accession No.JQ229830), the length of ITS1 sequences from three geographic 
populations, Hainan (18°30′—19°00′N, 111°30′—112°30′E), the mouth of Beibu Gulf (15°41′N, 110°40′E) and Nansha 
Islands (5°20′—5°29′N, 110°09′—111°26′E) was 616—623bp, 619bp and 614bp, respectively. The average contents of A, 
G, T and C was 22.3%, 29.4%, 17.8% and 30.6% separately, and containing 562 conserved loci and 39 polymorphic loci in 
ITS1 sequences of these three populations. There were four Haplotypes (GenBank Accession No.JQ229831—JQ229834) 
and their statistical significance was P<0.02. The results of phylogenetic cladistics suggested that three different areas of M. 
thomsoni were classified into three branches based on Maximum Likelihood tree and Neighbor-joining tree, especially the 
significant differentiation was displayed in Hainan geographic populations. The analytical result of ITS1 sequences indi-
cated that three geographic populations of M. thomsoni have significant differentiation and Hainan geographic population 
has large genetic diversity especially. 
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