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摘要: 研究采用直接测序法, 分析日本沼虾(Macrobrachium nipponense)rDNA 基因内转录间隔区 ITS1 的

DNA 序列, 以筛选日本沼虾 SNPs 位点。共分析了 32 个太湖水域野生日本沼虾样本, 结果表明, 日本沼虾

ITS1序列平均长度为 1749.8 bp, 是迄今已报道的最长的 ITS1序列, A、G、T和 C的平均含量分别为 29.9%、

28.3%、27.7%、14.0%, G+C的含量平均为 42.3%。通过序列比对, 共筛选出 22个 SNPs位点, SNPs位点出

现频率为 0.0126, 其中 9个为 C/T转换(占 40.91%), 4个为 A/G转换(占 18.18%), 2个为 A/T颠换(占 9.09%), 

5个为 T/G颠换(占 22.73%), 1个为 A/C颠换(占 4.55%), 1个 A/T或 C颠换(占 4.55%)。日本沼虾 ITS1序列

的 22个 SNP位点中, 21个位点为 2个等位基因, 1个位点出现了 3个等位基因, 为复等位基因位点。日本

沼虾 ITS1序列中还发现 3个具有多态性的微卫星位点、1个高度变异区以及大量的缺失、插入。研究首次

对日本沼虾 ITS1 序列进行了分析, 并发现了大量的 SNP 位点, 为日本沼虾遗传育种研究提供了新的分子 

标记。 
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日本沼虾(Macrobrachium nipponense), 俗称青
虾, 是我国重要的淡水养殖虾类。但近年来, 日本沼
虾出现了品种退化现象, 包括性早熟、规格变小、
商品率降低、抗病能力下降等[1], 严重影响了日本沼
虾养殖业的效益, 迫切需要对日本沼虾进行资源保
护和遗传改良。开发日本沼虾分子遗传学标记, 并
对其进行遗传背景分析, 则是资源保护和遗传改良
的基础。 

单核苷酸多态性 (Single Nucleotide Polymor-
phisms, SNPs)是指由于单个核苷酸的替换而引起的
多态性, SNPs以其含量丰富和稳定遗传而逐步得到
关注; 同时由于 SNPs 检测和分析技术的飞速发展, 
特别是与 DNA 微阵列和芯片技术相结合, 使其迅
速成为继 RFLP 和微卫星标记之后最有发展前途的
第三代分子标记技术[2]。SNP分子标记已在鱼、虾、

蟹、贝等水产动物中得到了研究和应用, 已报道的
应用包括亲缘关系分析、遗传多样性调查、QTL
定位、分子标记辅助选育等方面[2−16]。凌去非等[11]

采用测序法进行了丁 不同群体 ITS1 区序列分析, 
ITS1 和较为保守的 18S rDNA 区域均存在 SNP。
Smith, et al.[13]用已建立的快速、高通量技术检测在

阿拉斯加雪蟹渔场非法获得的革蟹 , 将一个以在
核 rRNA ITS1区和线粒体 16S rRNA基因中的 SNP
为基础的快速、高通量技术应用于鉴别雪蟹和革蟹

中, 这些 SNPs 也能用于推测杂交方向。迄今未见
有关日本沼虾等沼虾类 SNPs 研究的报道。本文拟
采用直接测序法, 分析日本沼虾 rDNA基因内转录
间隔区 ITS1 的 DNA 序列, 筛选日本沼虾 SNPs 位
点 , 为日本沼虾的遗传育种研究提供新的分子  
标记。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
用于分析的日本沼虾为采自太湖的野生成虾 , 

活体取样或采样后浸泡于 95%的酒精中备用, 共采
集了 32个样本。 

1.2  基因组 DNA提取 
基因组 DNA的提取参照《分子克隆实验指南》[17]

的方法, 并有所改进。主要过程为: 取虾背部肌肉组
织各 100 mg放入 1.5 mL的离心管中, 加入 450 µL
的 SET 缓冲液 (10 mmol/L Tris-HCI, pH8.0; 1 
mmol/L EDTA, pH8.0), 剪碎, 再加入终浓度分别为
0.5％的 SDS和 200 ng/µL的蛋白酶 K。上述混合物
于 55℃消化 3h 左右至溶液澄清透明后, 加入 1 µL
的 RNA酶于 37℃消化 30min, 消化物经酚／氯仿抽
提, 酒精沉淀。提取的 DNA经 70％的乙醇洗涤, 室
温干燥后, 溶于适量 ddH2O 中, 置于−20℃保存备
用。DNA浓度通过紫外分光光度计和电泳-EB染色
的荧光强度双重测定。 

1.3  扩增引物 
#1 引 物 : GTAAAAGTCGTAACAAGG 和

TCCTCCGCTWAWTGATATGC 
#2 引 物 : TGYGAACTGCAGGACACA 和

TGTGTCCTGCAGTTCRCA 
#3 引物 : CACACCGCCCGTCGCTACTA 和 

ATTTAGCTGCGGTCTTCATC 
#1 和#2 引物分别是采用了克氏螯虾的 ITS1    

和 ITS2 引物[18], #3 引物为蟹类等甲壳类用的 ITS1  
引物[19]。 

1.4  PCR扩增 
Taq DNA 聚合酶和 dNTPs 购自上海申能博彩

生物公司, PCR反应在 ABI9600 PCR仪上进行。以
全 DNA 为模板, 用上述特异性引物进行 PCR 扩增, 
反应体系为 25 μL, 如: 2.5 µL 10×buffer, 1.0 μL 
dNTPs (2.5 mmol/L), 2.0 μL MgCl2 (25 mmol/L ), 正
反向引物(10 µmol/L)各 0.5 μL, 0.5 μL Taq DNA 聚
合酶 (5 U/µL), 1.0 μL模板 DNA (20 µg/mL),超纯水
补至 25 μL。PCR扩增程序: 94℃预变性 90s; 94℃变
性 30s, 56.8℃复性 30s, 72℃延伸 20s, 共进行 35个
循环; 最后 72℃延伸 5min。 

1.5  PCR产物纯化、克隆及测序 
用上海生工的UNIQ-10柱式胶回收试剂盒回收

PCR 扩增产物, 将回收纯化的产物与大连宝生物的

pMD18-T载体连接, 然后转化到大肠杆菌 DH5α感
受态细胞中, 利用白斑筛选阳性克隆。随机挑选白
色单菌落于液体培养基中培养过夜, 用上海生工的
UNIQ-10 柱式质粒抽提试剂盒提取质粒。序列测定
采用 M13通用引物在 Beckman CEQ8000遗传分析
仪上进行, 每个样本测定 1 次。中间引物根据正反
向的测序结果, 通过 DNAStar 软件设计而成。引物
由上海生工生物工程有限公司合成。 

1.6  数据处理 
采用 MEGA3.1 软件对所测序列进行序列比对

分析, 确定 SNP 位点及类型, 对碱基含量、重复序
列、缺失和插入进行分析, 并计算 SNP 位点出现频
率以及等位基因频率。 

SNP位点出现频率 = SNP位点数/序列长度 
SNP 等位基因频率 = 表现为某个等位基因的

样本数/总样本数 

2  结  果 

2.1  日本沼虾 ITS1扩增引物的筛选 
 日本沼虾样品抽提 DNA, 用#2 引物未扩增出

产物, #1 和#3 引物扩增出一条特异性电泳条带, 相
比较而言, #3 引物比#1 引物扩增出来的条带更亮, 
说明#3 引物扩增的产物浓度更高, 故以后的实验均
采用#3引物来扩增。32个样品经#3引物扩增, 都有
一条清晰的特异性条带, 扩增出来的片段分子量在
1600―1900 bp 左右, 由于#3 引物系蟹类等甲壳类
用的 ITS1引物[19], 与虾蟹类等进行同源性比较, 同
刀额新对虾同源性为 98%, 因此, 本文所扩增出的
DNA片段应为 ITS1序列。 

2.2  日本沼虾 ITS1序列测定 
共测定了 32 个样品的 ITS1 序列, 碱基长度

1686―1900 bp, 平均长度 1749.8 bp; A、G、T和 C
的平均含量分别为 29.9%、28.3%、27.7%和 14.0%, 
G+C的平均含量为 42.3%, A、G、T、C四种碱基的
含量在个体之间存在一定差异(表 1)。利用MEGA3.1
软件对 32 个样品的 ITS1 全序列进行分析统计, 合
成了日本沼虾 ITS1 的标准序列, 长度为 2046 bp 
(GenBank登录号: EU346851.1)。 

2.3  日本沼虾 ITS1序列中的 SNPs位点 
32 个样本 ITS1 序列平均长度为 1749.8 bp 的

ITS1序列。通过序列比对, 共发现 22个 SNPs位点, 
SNPs位点出现频率为 0.0126, 即平均每 100 bp中出
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现 1.26 个 SNP 位点。日本沼虾 ITS1 序列的 22 个
SNPs中, 9个为 C/T转换(占 40.91%), 4个为 A/G转
换(占 18.18%), 2个为A/T颠换(占 9.09%), 5个为T/G
颠换(占 22.73%), 1 个为 A/C 颠换(占 4.55%), 1 个
A/T或 C颠换(占 4.55%)。日本沼虾 ITS1序列的 22
个 SNP位点中, 21个为二等位基因, 1个为三等位基
因(复等位基因), 位于 1065 bp(A/T/C)。22 个 SNP

位点, 包括 411 bp (T, 0.7812; G, 0.2188)、727 bp (T, 
0.6250; C, 0.3750)、1065 bp (A, 0.9063; T, 0.0625; C, 
0.0313)、1496 bp (C, 0.5937; A, 0.4063) 等(表 2)。 

2.4  日本沼虾 ITS1全序列中的微卫星序列 
ITS1 全序列中, 共发现 3 个具有多态性的微卫

星序列, 分别为位于 711 bp的(GA)n序列、位于 1027 
bp的(GA)n序列和位于 1539 bp的(AGC)n序列(表 3)。 

 
表 1  日本沼虾 ITS1 序列碱基含量和碱基长度 

Tab. 1  Length and content of basepairs of ITS1 in Macrobrachium nipponense 

 A 含量 
A content 

G 含量 
G content 

T 含量 
T content 

C 含量 
C content 

G+C 含量 
(G+C) content 

序列长度 
Length of sequence 

变化范围       
Range 
of change 

28.7%―31.6% 27.5%―29.2% 27.1%―28.1% 13.2%―14.7% 40.7%―43.9% 1686bp―1900bp 

       

平均值       

Value 
of average 

29.9% 28.3% 27.7% 14.0% 42.3% 1749.8bp 

       

变化幅度       

Scope 
of change 

9.70% 6.00% 3.61% 10.71% 7.56% 12.23% 

 
表 2  日本沼虾 ITS1 序列中 22 个 SNPs 位置及等位基因频率 

Tab. 2  Location and alleles frequency of 22 SNPs in ITS1 sequence of Macrobrachium nipponense 

碱基位置 
Position of base (bp) 

变异模式 
Variation pattern 

等位基因频率 
Alleles frequency 

727 C/T 0.3750(C) 0.6250(T) 

1012 C/T 0.3125(T) 0.6875(C) 

1102 C/T 0.0938(T) 0.9062(C) 

1280 C/T 0.2188(C) 0.7812(T) 

1767 C/T 0.0938(T) 0.9062(C) 

1855 C/T 0.3125(T) 0.6875(C) 

1880 C/T 0.0625(C) 0.9375(T) 

1932 C/T 0.2500(T) 0.7500(C) 

1967 C/T 0.0625(T) 0.9375(C) 

1122 A/G 0.2500(G) 0.7500(A) 

1151 A/G 0.2500(G) 0.7500(A) 

1790 A/G 0.1875(G) 0.8125(A) 

1877 A/G 0.3438(A) 0.6562(G) 

1129 A/T 0.0625(T) 0.9375(A) 

1826 A/T 0.0625(A) 0.9375(T) 

411 T/G 0.2188(G) 0.7812(T) 

735 T/G 0.1563(G) 0.8437(T) 

1859 T/G 0.1250(T) 0.8750(G) 

1909 T/G 0.2188(G) 0.7812(T) 

1953 T/G 0.2813(G) 0.7187(T) 

1496 A/C 0.4063(A) 0.5937(C) 

1065 A/T/C 0.0313(C); 0.0625(T) 0.9063(A) 
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表 3  日本沼虾 ITS1 序列中的微卫星位点 
Tab. 3  Simple sequence repeat in ITS1 sequence of Macrobrachium nipponense 

位置 
Position (bp) 

微卫星序列 
Sequence of SSR 

等位基因数 
Number of alleles

等位基因及其频率 
Alleles and frequency 

711 (GA)n 4 (GA)5, 0.7500; (GA)1, 0.1875; (GA)6, 0.0313; (GA)3, 0.0313 
1027 (GA)n 4 (GA)6, 0.5625; (GA)4, 0.3125; (GA)5, 0.0625; (GA)7, 0.0625 

1539 (AGC)n 8 (AGC)6,0.3125; (AGC)4, 0.1875; (AGC)5, 0.1250; (AGC)2, 0.1250; 
(AGC)8, 0.0938; (AGC)9, 0.0938; (AGC)3,0.0313; (AGC)7, 0.0313 

 
2.5  日本沼虾 ITS1全序列中的缺失和插入序列 

ITS1 序列存在大量的缺失和插入, 在 46 个位
点共发现缺失和插入 254个, 其中缺失 130个, 插入
124个, 缺失长度范围是 1―13 bp, 插入长度范围是
1―80 bp, 较长的缺失有 11、12、13 bp片段, 较长
的插入有 56、58、80 bp 片段; 同时, 在日本沼虾
ITS1 序列中, 发现一个高度变异区, 位置为 243― 
384 bp。 

3  讨  论  

He, et al.[3]研究发现叉尾   ESTs中, SNPs的频
率为 0.013。凌去非等[11]采用测序法进行了丁 不同

群体 ITS1 区序列分析 , ITS1 和较为保守的 18S 
rDNA 区域均存在 SNP。程汉良等[16]对帘蛤科贝类

4种蛤的 ITS1进行了测序, 发现 SNP位点出现频率
为 0.0017。Smith, et al.[7,13]用等位基因特异核苷酸片

段分析在三种蟹 ITS区中检测出 2个 SNP, SNPs频
率为 0.0089。本文在太湖青虾 ITS1 中共检测出 22
个 SNPs, SNPs出现频率为 0.0126, 显著高于已报道
的 SNPs 出现频率的平均值, 说明作为非编码区的
插入序列 ITS1, 其变异程度高于基因组平均值。日
本沼虾 ITS1序列中的 SNP源于碱基转换(13/22), 部
分来源于颠换(9/22)。在日本沼虾 ITS1 序列 22 个
SNPs 中 , 还出现了 1 个复等位基因 , 位于
1065(A/T/C)。日本沼虾 ITS1 序列中的 SNP 位点绝
大多数为二等位基因(21/22), 仅个别为三等位基因
(1/22), 未出现四等位基因位点; 与此同时, SNP 位
点的二个等位基因中 , 往往一个等位基因占主导 , 
其频率(0.9375―0.5937)显著高于另一个等位基因。 

已报道的 ITS1 序列中 , 最短的是鹿角珊瑚
(Acropora longicyathus), 其 ITS1只有 70 bp, 最长的
是文蛤 900 bp[16]。但本文结果表明, 日本沼虾 ITS1
序列平均长度 1749.8 bp, 比文蛤更长, 因此是迄今
为止发现的最长的 ITS1序列。 

在已报道的 ITS 区序列中 , 克氏原螯虾
(Procambarus claarkii)的 ITS1和 ITS2, 包含了多个

微卫星位点[18]。本文测定的日本沼虾 ITS1 序列中, 
同样存在碱基含量的个体差异、多个微卫星位点、

ITS1 序列存在大量的缺失和插入 , 日本沼虾个体
ITS1 序列存在较大的长度差异, 群体存在丰富的缺
失/插入多态性; 同时, 在日本沼虾 ITS1序列中, 发
现一个高度变异区, 位置为 243—384 bp, 该区域也
可种质鉴定、遗传多样性分析等。 

本文首次测定了日本沼虾 rDNA 基因内转录间
隔区 ITS1的 DNA全序列, 筛选了日本沼虾 SNP位
点, 填补了日本沼虾 ITS1序列特征研究和 SNP研究
的空白, 积累了日本沼虾遗传背景知识, 为日本沼
虾遗传育种提供了新的分子标记和手段。 
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SEQUENCING OF ITS1 AND IDENTIFICATION OF SNPS LOCI IN 
MACROBRACHIUM NIPPONENSE 

ZHANG Hong-Wei1, FU Hong-Tuo1,2, WU Yan2, GONG Yong-Sheng2, WANG Qing1 and XIA De-Quan1,2 
(1. College of Fisheries, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081; 2. Key Open Laboratory for Genetic Breeding of Aquatic 

Animals and Aquaculture Biology, Ministry of Agriculture, Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sci-
ences, Wuxi 214081) 

Abstract: Macrobrachium nipponense is one of the most important freshwater prawns for aquaculture in China, espe-
cially in the southern regions of the country. But in recent years, M. nipponense farming has seriously declined due to 
diseases and small body size. Investigation of genetic background and genetic selection may help this situation for M. 
nipponense, and development of genetic marker is the basis. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) is a type of ge-
netic marker based on single DNA base differences between individuals at defined positions. The possible alleles for a 
SNP locus are four bases of A, T, C and G. SNPs is a new molecular marker with high value because of its abundance, 
genetic stability and easy to check. In agricultural economical animals, SNPs were developed in livestock, domestic 
birds as well as aquatic animals, including fish, shrimp, crab and shellfish. The reported applications of SNPs included 
determination of relativeness, survey of genetic polymorphisms, QTL localization, marker-assisted selection, etc. So far, 
no work was reported on development and application of SNPs in M. nipponense. Nuclear rDNA internal transcribed 
spacer (ITS) were composed of ITS1 fragment between 18S and 5.8S rRNA and ITS2 fragment between 5.8S and 28S 



1期 张洪伟等: 日本沼虾 ITS1序列分析及 SNPs位点的筛选 77 

rRNA. In this paper, ITS1 sequences were analyzed and SNPs in ITS1 were screened in M. nipponense. Totally 32 sam-
ples was sequenced, and the average length of ITS1 sequence was 1749.8bp, which was the longest among reported 
ITS1 sequences. The average contents of A, G, T and C was 29.9%, 28.3%, 27.7% and 14.0% respectively, and that of 
G+C was 42.3%. By comparison of sequences from different individuals, 22 SNP loci were found, including 9 C/T tran-
sitions (40.91%), 4 A/G transitions (18.18%), 2 A/T transversions (9.09%), 5 T/G transversions (22.73%), 1 A/C trans-
versions (4.55%),1 A/T or C transversion (4.55%). Among 22 SNP Loci, 21 loci were two alleles, and 1 was three alleles. 
In addition, 3 SSR loci with polymorphisms, 1 highly variable segment (243―384 bp), and a great deal of deletions and 
insertions were found in the ITS1 sequences of M. nipponense. Total 130 deletions and 124 insertions were found, and 
deletion length was between 1―13 bp, insertions length between 1―80 bp. This paper firstly analyzed the ITS1 se-
quence of M. nipponense, and filled the gap of its ITS1 characterization, and it also filled the gap of SNP loci develop-
ment in M. nipponense, and provided new available molecular markers for research of genetics and genetic breeding in 
M. nipponense. 
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