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小清河河口邻近海域口虾蛄(Oratosquilla oratoria)COI 序列

特征及遗传多样性分析 
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摘要: 受河流沿岸工农业发展以及人口急剧增加影响, 小清河河口及邻近海域受到严重污染。口虾蛄

(Oratosquilla oratoria)作为小清河河口及邻近海域重要渔业资源之一, 承受着巨大的捕捞和生存压力。

为了掌握口虾蛄种群在该区域的种群遗传多样性, 本研究于 2020 年 6—10 月在小清河河口及邻近海域采

集口虾蛄生物样本, 进行了基于线粒体 COI 基因的种群遗传多样性分析。研究结果表明, 基于 216 条长

度为 655 bp 的 COI 基因片段, 共定义 90 个单倍型, 63 个多态位点, 其中包括 59 个转换位点, 1 个颠换

位点和 3 个转换与颠换同时存在的位点, 核苷酸多样性指数和单倍型多样性分别为 0.970 0 和 0.005 1。

与其他海域相比, 小清河河口种群遗传多样性处于相对较高水平; 同时遗传结构分析发现黄渤海与东

海及南海分布的口虾蛄种群遗传变异较大, 但黄渤海海域内遗传变异较小。通过本研究基本掌握了小

清河河口及邻近海域口虾蛄种群遗传多样性背景, 也可为口虾蛄资源管理以及种质资源库建立等提供

科学的基础理论依据。 
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口虾蛄(Oratosquilla oratoria), 俗称爬虾、虾爬子, 

隶属于节肢动物门(Arthropoda)、甲壳纲(Crustacea)、

口足目(Stomatopoda)、虾蛄科(Squillidae), 自然分布

于西太平洋温热带浅水海区, 在中国沿海均广泛分

布, 其中以黄渤海产量 大[1]。口虾蛄栖息于潮下带

泥沙质海底, 其食性主要以贝类及甲壳类为主[2]。口

虾蛄具有个体大、产量高、繁殖周期短、易捕捞等

优点 , 使其具有很高的经济价值 , 是中国沿海重要

的海产经济种类, 同时其肉质鲜美、营养价值高, 沿

海民众喜食。因此, 口虾蛄多年来均作为近海渔业主

要捕捞对象之一[3]。特别在渤海, 口虾蛄已成为支柱

渔业之一[4]。但近年来, 由于全球气候变化、环境污

染、养殖疾病危害以及过度捕捞等导致口虾蛄野生

资源急剧减少 [5], 并进而影响或降低口虾蛄野生种

群的遗传多样性。 

鉴于口虾蛄重要的经济价值, 国内对该物种已开

展了较多研究, 涉及到生物学特征[6-8]、生理生态[9]、

渔业资源[10-11]和人工繁育 [12-13]等方面。随着分子生

物学技术发展以及口虾蛄资源管理和种质资源保护

的需要, 对口虾蛄种群遗传多样性的研究也日渐增

多。 刘海映等 [14]基于随机扩增多态性 DNA 标记

(random amplified polymorphic DNA, RAPD)分析了

大连海域口虾蛄遗传多样性; Liu 等[15]报道了口虾蛄

线粒体全长序列, 自此关于利用线粒体基因作为遗

传标记研究其种群遗传多样性的报道也日渐增多 ; 

Zhang 等[16]使用线粒体 ND5 基因作为遗传标记分析

了口虾蛄在中国海域的地理分布、扩散与遗传差异; 

Du 等[17]以 16S rRNA 作为遗传标记分析口虾蛄在渤

海、黄海和东海的遗传多样性; 隋宥珍等 [18]基于细

胞色素 b(cytochrome b, Cyt b)基因分析了口虾蛄黄

渤海种群、东海种群、南海种群的遗传多样性; 隋宥

珍等[19]基于细胞色素氧化酶亚基 I(cytochrome oxi-
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dase subunit I, COI)基因分析了东海海域口虾蛄遗传

多样性。上述研究基本摸清了中国不同海域口虾蛄

种群的遗传多样性现状和不同地理种群的遗传分

化。但对个别区域, 尤其是具有重要生态意义的河口

区如小清河河口, 口虾蛄种群的遗传多样性研究迄

今还尚未详细开展。 

小清河河口及邻近海域曾经是渤海莱州湾重要

的渔业区, 是渤海生态系统中渔业生物的产卵场与

索饵场。小清河是典型受污染河流之一, 沿河污染物

随河流入海 , 使河口及邻近海域污染加重 [20-22], 且

导致河口内出现低氧区[23]。小清河河口及邻近海域

的污染加重以及不断增大的捕捞强度, 必然导致该

区口虾蛄种群数量的维持和生存受到影响。因此有

必要对口虾蛄开展遗传多样性研究, 摸清该海域口

虾蛄的遗传分化潜力, 以维持资源生产力。线粒体

DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)为母系遗传, 基因

结构简单 , 且容易提取扩增 , 是研究海洋生物遗传

多样性的重要手段。COI 基因是线粒体基因的重要

组成部分, 具有结构简单、进化速率适中、具有较高

的多态性以及易被通用引物扩增的优势, 已被广泛

用于种群遗传多样性研究。本研究采集了小清河河

口及邻近海域口虾蛄生物样本 , 基于口虾蛄种群

COI 基因标记研究其遗传多样性, 评估小清河河口

及邻近海域口虾蛄种质资源现状, 为该种群健康维

持、资源合理开发利用以及相关部门管理决策的制

定提供理论性参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

2020 年 6—10 月于小清河河口及其邻近海域

(表 1), 采用渔业拖网方式, 采集口虾蛄生物样品。

随机选取部分样品放于体积分数 95%的乙醇中暂存

并转移至实验室备用。 

1.2  DNA 提取、扩增及测序 

取口虾蛄背部肌肉 , 使用海洋动物组织基因组

DNA 提取试剂盒[天根生化科技(北京)有限公司]按照

操作说明书提取每个口虾蛄个体总 DNA 。用

NanoDrop 1000 分光光度计 (NanoDrop, Wilmington, 

DE, USA)测定提取 DNA的纯度和完整性, 并进行 1%

琼脂糖凝胶电泳。合格 DNA 放于–20 ℃暂存备用。 

COI 基因片段扩增引物为通用引物, 引物序列: 

LCO1490: 5′-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3′; 
HCO2198: 5′-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA- 

表 1  口虾蛄样本采集信息 
Tab. 1  O. oratoria sampling information 

站位号 经度/°E 纬度/°N 

1 119.018 2 37.352 0 

2 119.071 4 37.310 3 

3 119.119 0 37.276 2 

4 119.161 3 37.243 4 

5 119.092 5 37.366 1 

6 119.148 1 37.329 2 

7 119.194 4 37.295 3 

8 119.241 2 37.263 7 

9 119.168 7 37.379 9 

10 119.224 4 37.348 6 

11 119.266 4 37.324 6 

12 119.293 6 37.401 8 

 
3′[24]。PCR 扩增在 50 μL 反应体系中进行。50 μL 反

应体系包括: 25 μL 含 DNA 聚合酶反应混合物[天根

生化科技(北京)有限公司], 17 μL ddH2O, 上游引物

和下游引物各 2 μL(100 μmol/L)及模板 DNA 4 μL。

PCR 扩增按照以下热循环程序进行: 94 ℃初步变性

5 min; 随后 94 ℃变性 45 s, 40 ℃退火 45 s, 72 ℃延

伸 30 s, 进行 35 个循环; 后在 72 ℃下延伸 10 min, 

10 ℃保存。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检验合

格后, 送测序公司[生工生物工程(上海)股份有限公

司]进行双向测序。 

1.3  数据分析 

通过 BioEdit 软件对获得的序列进行可视化、修

剪、编辑、拼接以及人工校对, 获得完整无误的序列, 

并在 NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)上进行复

检。在 MEGA 7.0.26 进行 CLUSTAL 比对和序列碱

基组成及变异分析。采用 DAMEB 7 软件分析 COI

基因序列的碱基替换饱和度。使用 DNAsp v6.12.03

计算多态位点(S)、总变异位点(η)、单倍型数量(h)、

单倍型多样性指数(Hd)、遗传多样性指数(π)、平均核

苷酸差异数(K)等遗传多样性参数, 分析种群遗传多

样性。 

为明确小清河河口及邻近海域口虾蛄种群遗传

结构现状, 采用从 GenBank 上额外下载的唐山、青

岛、舟山和广州口虾蛄种群的 COI 序列, 进行系统

发育树构建和遗传结构分析。COI 序列包括唐山种

群(GenBank 登录号: MF173560-MF173566)、青岛种

群(GenBank 登录号: MF173526-MF173534)、舟山种

群(GenBank登录号: MF173576-MF173598)[25]以及广
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州种群(GenBank 登录号: HQ621811-HQ621829)[26]。

分子系统发育树的重建是在 MEGA 7.0.26 中使用

基于 Kimura 双参数法模型(Kimura 2-parameter)遗

传距离的非加权分组平均法(unweighted pair group 

method using arithmetic average, UPGMA)进行 , 并

选用 bootstrap 法进行 1 000 次重复自举检验 , 评估

系统发育树。遗传结构分析是利用 Arlequin 3.5.2.2

软件开展分子方差分析 (AMOVA)和遗传分化系数

FST 计算。  

2  结果 

2.1  小清河河口及邻近海域口虾蛄COI序列 

获得序列后经剪切、人工校正及 NCBI 复检后, 

共获得 216 条长度为 655 bp 的口虾蛄 COI 基因部分

序列片段。序列片段无插入和缺失。所有序列 A、G、

C、T 的平均含量分别为 36.6%、17.1%、18.4%和

27.9%, A+T 含量明显高于 G+C 含量。4 种碱基在密

码子第 1 位上分布较为均匀(A=26.48%, G=32.96%, 

C=16.90%, T=24.65%), 第 2 位上 T 的含量较高

(A=13.30%, G=18.81%, C=25.23%, T=42.66% ), 第

3 位上呈现 G 和 C 的含量较低的偏倚现象(A=43.83%, 

G=4.32%, C=9.22%, T=42.63%)。 

所有序列共发现 66 个变异位点, 其中 63 个多态

位点, 由 30 个单一突变位点和 33 个简约信息位点组

成。63 个多态位点中包括 59 个转换位点, 1 个颠换

位点和 3 个转换与颠换同时存在的位点。4 个变异位

点发生在密码子的第 1 位, 59 个变异位点发生在第 3

位, 无变异位点发生在第 2 位。655 bp 的 COI 基因

序列共定义 218 个氨基酸, 且碱基的替换并未导致

氨基酸序列发生变化。 

碱基的替换饱和分析见图 1, 成对碱基的转换率、

颠换率都与遗传距离成线性相关, 其中, 94.18%的碱

基转换和 5.84%的碱基颠换能分别得到相关线性分

析。COI 序列碱基替换饱和度分析结果也表明, 标准

碱基替换饱和值(Iss.c)显著大于实际检测到的 COI 基

因碱基替换值(Iss)(P<0.05)。 

2.2  小清河河口口虾蛄种群遗传多样性以

及与其他海域的比较 

该海域口虾蛄种群 Hd为 0.970 0, π为 0.005 1, K 为

3.330 0。所有序列共定义 90 个单倍型, 其中, 单倍

型 Hap-1、Hap-16、和 Hap-27 分别为 20、19 和 15

个个体所有, 是优势单倍型。 

 

图 1  小清河河口口虾蛄种群 COI 基因碱基替换饱和分析 

Fig. 1  Substitution saturation analysis of the COI frag-
ments in the O. oratoria population at Xiaoqing 
River Estuary 

 
本研究口虾蛄种群单倍型多样性与粤东海种

群、东海种群相当, 略高于渤海湾种群、皮口种群、

绥中种群和青岛种群; 与 Zhu 等[25]研究的唐山种群、

龙口种群、青岛种群、连云港种群以及七星列岛种

群单倍型多样性相当, 但略高于东营种群、小洋山种

群、舟山种群和三门种群; 核苷酸多样性低于粤东海

种群, 东海种群, 高于渤海湾种群、辽东湾种群和青

岛种群, 低于 Zhu 等[25]研究中的青岛种群、连云港

种群和七星列岛种群, 高于唐山种群、小洋山种群和

三门种群(表 2)。 

2.3  口虾蛄种群遗传结构 

小清河河口口虾蛄种群与唐山种群、青岛种群、

舟山种群以及广州种群之间的亲缘关系和遗传结构

见图 2。分子系统发育树显示所有单倍型聚为两支: 

小清河河口种群首先与青岛种群聚集在一起, 然后

再与唐山种群汇合 , 组成一支 , 广州种群和舟山种

群组成则组成另一支。 

AMOVA 分析结果显示, 5 个口虾蛄种群遗传变

异主要来自于种群间, 且 5 个口虾蛄种群间具有显

著的遗传分化水平(FST=0.857 38, P<0.05)(表 3)。不

同种群间成对 FST 范围在–0.020 62~0.900 91 之间

(表 4)。结果表明, 唐山种群、小清河河口种群及青

岛种群与舟山种群和广州种群间存在显著遗传分化

(P<0.05), 但唐山种群、小清河河口种群和青岛种群

间不存在显著遗传分化(P>0.05), 广州种群和舟山种

群间不存在显著遗传分化(P>0.05)。 
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表 2  其他海域口虾蛄种群遗传多样性 
Tab. 2  O. oratoria population genetic diversity in other sea areas 

海域 片段长度 单倍型多样性指数 核苷酸多样性指数 参考文献 

皮口 585 0.878 3 0.003 2 

绥中 585 0.896 8 0.003 9 

青岛 585 0.906 0 0.003 9 

广州 585 0.933 8 0.004 9 

董鑫等[27] 

东海 658 0.963 0 0.005 9 隋宥珍等[19] 

粤东海 592 0.971 0 0.007 6 黄映萍等[26] 

渤海湾 633 0.947 0 0.004 9 张代臻等[28] 

唐山 658 0.963 8 0.004 1 

东营 658 0.926 4 0.005 2 

龙口 658 0.978 0 0.005 1 

青岛 658 0.980 4 0.006 0 

连云港 658 0.978 4 0.005 8 

小洋山 658 0.934 6 0.004 7 

舟山 658 0.935 7 0.005 4 

三门 658 0.866 7 0.004 4 

七星列岛 658 0.971 4 0.006 0 

Zhu 等[25] 

 

 

图 2  基于 5 个口虾蛄种群 COI 单倍型序列遗传距离构建

的 UPGMA 系统发育树 

Fig. 2  Unweighted pair group method using arithmetic ave-
rage (UPGMA) tree based on the genetic distance of 
COI haplotypes in 5 O. oratoria populations 

3  讨论 

遗传多样性是生物多样性的基础 , 开展遗传多

样性的研究, 对于渔业资源管理的可持续利用以及

渔业资源的管理和保护都具有重要意义[29]。一般而

言 , 遗传多样性水平高的物种 , 具有较强的环境适

应能力、生存能力和进化潜力。因此, 物种遗传多样

性一旦降低, 可导致物种适应及生存能力降低、物种

退化甚至灭绝[30]。 

物种在基因水平上的遗传变异 直接的表现就

是碱基组成的差异。目前已观测到的无脊椎动物线

粒体基因组中碱基组成基本规律均为 A+T 含量显

著高于 G+C 含量[31]。本研究中口虾蛄种群的 COI 

 
表 3  基于 COI 序列的口虾蛄 5 个地理种群间的 AMOVA 分析 
Tab. 3  AMOVA based on COI sequences in 5 O. oratoria populations 

变异来源 自由度 平方和 变异组分 变异百分数 遗传分化系数 

种群间 4 927.577 11.273 90 85.74 0.857 38(P<0.05)

种群内 139 260.680 1.875 40 14.26  

总计 143 1 188.257 13.149 29   

注: P<0.05 差异显著 
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表 4  基于 COI 序列的口虾蛄 5 个地理种群间的 FST 值 
Tab. 4  FST based on COI genes from 5 O. oratoria populations 

 广州种群 小清河河口种群 青岛种群 唐山种群 

小清河河口种群 0.901 73*    

青岛种群 0.903 07* –0.020 67   

唐山种群 0.887 70* 0.003 64 0.038 78  

舟山种群 –0.006 13 0.896 01* 0.885 28* 0.872 59* 

注: *表示种群间差异显著, P<0.05 差异显著 

 
序列碱基组成 A+T 含量高于 G+C 含量, 该结果与三

疣梭子蟹 (Portunus trituberculatus)[32] 、脊尾白虾

(Exopalaemon carinicauda)[33]、芋螺[34]的 COI 基因片

段研究结果相似。本研究中, 口虾蛄的 COI 序列碱

基转换与颠换之比为 9, 远大于基因变异达到饱和状

态的临界值 2[35], 说明小清河河口的 COI 序列变异

还未达到饱和状态。碱基转换数大于颠换数, 符合在

动物线粒体进化过程中碱基的替换主要以转换为主

的结论[36]。并且一般在线粒体 DNA 进化过程中, 亲

缘关系较近物种间 , 转换更容易频繁发生 , 而颠换

则在亲缘关系较远的物种间更容易发生。同一物种

内部, 转换数量高于颠换数量[37]。同时, COI 基因片

段的碱基饱和性分析显示小清河河口口虾蛄种群实

际碱基替换值显著低于期望碱基替换饱和值, 表明

COI 基因碱基替换未达到饱和状态。基于 COI 基因

未校正的转换、颠换与遗传距离的散点分布图得到

的线性关系也表明小清河河口口虾蛄种群的 COI 基

因序列未达到饱和状态, 因此, 线粒体 COI 基因适

合用作研究口虾蛄群体遗传多样性的分子标记。 

在所有碱基变异中, 有 59 个变异位点发生在

密码子的第 3 位上, 仅有 4 个变异位点发生在密码

子的第 1 位上, 无变异位点发生在密码子的第 2 位

上。可见, 密码子第 3 位的变异率明显高于第 1 位

和第 2 位, 这与密码子第 1 位相对保守、第 2 位非

常保守以及第 3 位具有摇摆性的特点相符, 这与某

些鱼类研究结果一致[38-39]。同时本结果检测到的所

有核苷酸变异均为同义突变。这进一步说明密码子

简并性大多发生在密码子第 3 位上且在物种稳定上

起着重要作用。 

Grant 和 Bowen[40]根据线粒体基因序列的单倍

型多样性和核苷酸多样性, 将海洋生物的遗传多样

性分为 4 种类型: 第 1 类, 低单倍型多样性(Hd>0.5), 

低核苷酸多样性(π<0.005)型 , 近期种群瓶颈或是由

单一、少数种群所产生的建立者效应; 第 2 类, 高单

倍型多样性 (Hd>0.5), 低核苷酸多样性 (π<0.005)型 , 

种群瓶颈, 随后是种群快速增长和突变积累; 第 3 类, 

低单倍型多样性(Hd<0.5), 高核苷酸多样性(π>0.005)

型 , 种群差异 , 这种差异可能来自孤立种群间的二

次接触或者是一个大而稳定的种群中发生过瓶颈效

应; 第 4 类, 高单倍型多样性(Hd>0.5), 高核苷酸多样

性(π>0.005)型 , 种群由一个大而稳定的种群经过长

时间演化所产生, 或是两个不同系群的种群二次接

触产生。本研究口虾蛄种群总的单倍型多样性 Hd 为

0.970 0, 核苷酸多样性 π为 0.005 1, 属于第 4 类种群

状态, 即种群属于高单倍型多样性和高核苷酸多样

性模式, 种群遗传多样性较高, 处于长期稳定状态。

本研究口虾蛄种群单倍型多样性和核苷酸多样性在

中国沿海多数海域中处于相对较高水平, 这说明小

清河河口口虾蛄种群的遗传多样性在我国沿海处于

相对较高的水平, 可考虑作为种质资源选育及建立

种质资源库的选择之一。 

种群遗传结构受地理隔离、洋流、生境、人类

活动、迁移和历史因素等多种因素的影响[41-42]。唐

山种群、小清河河口种群和青岛种群位于黄渤海, 这

3个种群间两两相互聚为姐妹群, AMOVA和 FST分析

也显示 3 个种群间没有显著遗传分化, 表明 3 个种群

间极可能存在基因交流, 而且小清河河口种群与青

岛种群交流更为频繁。一方面在黄渤海水交换过程

中 , 黄海沿岸流流动方向基本终年不变 , 沿山东半

岛北岸从渤海进入北黄海, 然后南下到达南黄海[43], 

另一方面口虾蛄具有大约 2 个月的幼虫浮游期。因

此 , 口虾蛄幼体可在海洋环流的驱动下发生扩散 , 

从而维持口虾蛄种群连通性 [44]。此外 , 本研究中

AOMVA、FST 和分子系统发育树也均显示以长江为

界, 长江口以北口虾蛄种群和长江口以南的种群间

存在显著的遗传分化。但目前, 关于中国沿海口虾蛄

种群遗传结构尚未得到统一。Cheng 和 Sha[45]通过线

粒体 COI基因标记和核基因 ITS标记分析认为, 在长

江入海口两侧存在两个口虾蛄亚种。一些学者分别

通过对 16S rRNA 和 COI 分析, 认为东海和黄海的口
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虾蛄种群的遗传分化的原因可能是由长江淡水的注

入形成的物理屏障和局部适应造成[17, 25]。也有学者

通过以线粒体 ND5 基因和核基因 H3 为遗传标记, 认

为口虾蛄在冰川时期受台湾海峡分隔, 长期隔离形成

了南海种群孤立于其他海域种群的一个显著的南北

种群结构[16]。因此未来对中国沿海口虾蛄种群的遗

传研究中 , 在选择遗传标记时 , 应综合考虑遗传标

记的进化速度、多态性、遗传信息的全面性等。 

4  结论与展望 

口虾蛄作为小清河河口及邻近海域常年优势种

之一, 面临着巨大的捕捞和生存压力。研究结果表

明小清河河口及邻近海域口虾蛄种群遗传多样性

目前还处于较高水平, 为以后口虾蛄的苗种选育、

野生种质资源保护和合理开发利用提供了新的依

据。为了维持该海域口虾蛄种群的遗传多样性水平, 

建议加强口虾蛄资源保护, 基于现有资源量的科学

评估 , 进行合理采捕 , 如控制网具网目大小 , 减小

网目尺寸, 以利于口虾蛄幼体的存活和自然种群的

延续 , 保障口虾蛄野生资源可持续利用。同时 , 由

于口虾蛄在 4 月下旬便进入繁殖期, 而目前休渔期

在 5 月 1 日至 9 月 1 日, 有必要考虑适当延长休渔

时间至 4 月下旬。 
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Abstract: The Xiaoqing River Estuary has been severely polluted due to the quick development of industry and 

agriculture as well as the rapid increase in the population in the region. Mantis shrimp (Oratosquilla oratoria) is an 

important fishery resource in this area that is under great threat from overfishing and pollution. In this study, sam-

ples were collected in the Xiaoqing River Estuary and its adjacent sea during June–August 2020 to understand the 

population genetic diversity based on COI gene. A total of 90 haplotypes and 63 polymorphic loci, including 59 

transition loci, 1 transversion loci, and 3 loci where both a transition and transversion existed, were defined based 

on 216 COI gene fragments with a length of 655 bp. The nucleotide diversity and haplotype diversity were 0.970 0 

and 0.005 1, respectively. Compared with other sea areas, we found that the genetic diversity of the Xiaoqing River 

Estuary population was relatively high. Meanwhile, genetic structure analysis showed an obvious difference in the 

genetic variation of the mantis shrimp population on a large spatial scale, e.g., the Yellow Sea and the Bohai Sea, 

the East China Sea and the South China Sea. Whereas, it did not show any difference on a relatively smaller spatial 

scale, e.g., the Yellow Sea and the Bohai Sea. The genetic diversity background of the mantis shrimp population in 

the Xiaoqing River Estuary and its adjacent sea could provide a theoretical basis for resource management and 

germplasm bank establishment. 
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