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梭子蟹科六种海产蟹的 =$AB 标记

金 珊，赵青松"，王春琳，陈寅儿
（宁波大学 生命科学与生物工程学院，浙江 宁波 !"#$""）

摘要：选取日本!（普陀、嵊泗两个自然群体）、锈斑!、锐齿!、三疣梭子蟹、红星梭子蟹、青蟹共 %
种海产蟹，用 &’() 方法检测了其基因组 )*’ 的多态性。在事先优化的反应条件下，用 "% 个随机引物共扩增

出 "$! 条多态性片段，片段大小在 #++ , "- +++ ./。在 "$! 条扩增片段中，% 种蟹共享的片段有 $ 条，! 种!有

"! 条，$ 种梭子蟹有 "% 条；% 种蟹之间随机扩增 )*’ 片段的共享度在 + 0+%+% , + 01+++，相对遗传距离指数在

+ 0$+++ , + 02!2-。根据获得的相对遗传距离指数，用 (3456( ! 0# 软件包中的 7(89’ 和 *: 方法进行聚类处理。

7(89’ 和 *: 聚类图均显示三疣梭子蟹和红星梭子蟹先聚在一起，再和青蟹聚在一起。% 种蟹的亲缘关系与传

统的形态学分类结果基本一致。
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梭子蟹科的蟹类为温暖海洋的重要经济蟹类，

世界 上 现 存 大 约 $#+ 种， 我 国 约 %+ 种 （)P，

"22"）。该科的很多种类都是著名的大型食用蟹类。

在养殖过程中，来自于人工养殖的蟹苗数量有限，

大部分依赖于自然海区捕捞。而捕捞的蟹苗很难根

据形态结构加以区分，容易造成苗种混杂。因此，

建立养殖蟹类的快速鉴定技术，成为充分利用天然

蟹类资源、解决养殖中所面临的苗种混杂问题的当

务之急。基于此，我们采用 &’() 分子标记技术，

对经济价值较高的梭子蟹科的 % 种海产蟹类进行分

析，期望能为种质资源鉴定提供一定的依据。

) 材料与方法

) O) 材料和试剂
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实验用的蟹种分别是日本!（!"#$%&’() *#+,-(.
/#）、锐齿!（! 0 #/12#）、锈班!（! 0 34$(#21)）、

红星梭子蟹（5,$21-1) )#-61(-,74-21)）、三疣梭子蟹

（5 0 2$(21&4$/17#21)）和 锯 缘 青 蟹（ 8%77# )4$$#2# ），

是来自浙江舟山海区的自然群体，每种各 !" 只。

活体运回实验室，解剖取其肌肉，用滤纸吸去水，

放入离心管中， # $! %超低温冰箱中冷冻保存备

用。

&’( ) 、*+,-、 ./0012、 ,34 5+6 聚 合 酶 为

-2781’3 公司的产品。其余试剂购自上海生物工程

公司。

! "# $%& 提取及纯化

参考 91:（!;;;）的方法进行常规饱和酚提取

基因组 5+6。在蟹步足或大螯处取 !"" 8’ 肌肉组

织磨碎，加入 <""!= 匀浆缓冲液（!" 887> ? = ,2:@A
BC>；!"" 887> ? = D5,6， EB 值 为 F G"； !H 的

I5I），然后加入 < J F!= !" 8’ ? = 的蛋白酶 K，<<
%消化过夜，然后分别用等体积的酚、酚和氯仿

（! L !）、氯仿和异戊醇（(M L !）抽提，( 倍体积乙

醇沉淀，,D 溶解，置于 M %保存备用。

! "’ ()* 反应

-CN 扩增在美国 .:7AN3* 公司 :COP>12,& ,Q12A
83> COP>12 5+6 热循环仪上进行。反应总体积为 (<

!=，包 含：! R S/0012［!" 887> ? = ,2:@ BC>（EB
F GT），<" 887> ? = KC>］，( G< 887> ? = &’C>，" G(

!87> ?= 引 物， " G!< !87> ? = *+,-@， (< U’ 模 板

5+6，! G< V ,34 聚 合 酶。-CN 扩 增 程 序 参 考

9:>>:38@（!;;"），反应条件为预 ;M %变性 M 8:U；

然后每个循环 ;M %变性 ! 8:U，TW %退火 ! 8:U，

$( %延伸 ! 8:U，循环 M< 次；最后 $( %延伸 !"
8:U。

! "+ 电泳分析与观察

将扩增产物在 ! G(H的琼脂糖凝胶（含溴化乙

锭 # D. " G< 8’ ? 8=）中电泳分离，!"" X 稳压 T Q，

在紫外透射仪下观察并照相。

! ", 数据处理

记录 电 泳 中 清 晰、有 代 表 性 的 扩 增 带，有

5+6 扩增条带的记为“!”，无则记为“"”。

根据 5+6 在电场中的迁移率（ ’）与分子量

（9）的对数成正比： ’ Y Z>7’9，计算 5+6 片段

大小。以"5+6 ? :/,N# ) ;(-*$作为分子量标记，

作图计算每个扩增片段大小。

根据 +1: [ =:（!;$;）的公式：< Y (= \O ?（= \

) = O）（其中 = \O是 ]^ 两个个体共有的扩增带，

= \、= O 是 ] 和 ^ 个体分别拥有的扩增带），计算

随机扩增多态性 5+6 片段的共享度 _（也称遗传

相似指数 I:）和两个个体间的平均遗传距离指数。

再根据遗传距离指数，用 -B^=‘-T G< 版本软

件 包 中 的 V-a&6（/Ub1:’Qc1* E3:2 ’27/E 81cQ7*
b:cQ 32:cQ81c:P 813U ） 和 +d （ U1:’QS72Ae7:U:U’ ）

（I3:c7/ [ +1:，!;F$）方法进行聚类分析。

# 结 果

# "! $%& 扩增结果

用 (( 个 !" 碱基（表 !）随机对 W 种蟹基因组

5+6 进行扩增，(( 个引物中 (" 个引物有扩增产

物。再选取其中 !W 个扩增效果好的引物进一步分

析后，共扩增出 !(T 个 5+6 片段。单个引物扩增

出的产物为 T J !M 个 5+6 片段，片段大小为 <"" J
!M """ SE。在 !(T 条扩增片段中，共享的片段：W
种蟹只有 ( 条，T 种!有 !T 条，两种梭子蟹有 !W
条。同一引物对不同蟹的扩增产物不同，不同引物

对不同蟹基因组 5+6 的扩增产物也各不相同（图

!：6、.、C）。

# "# 遗传距离及亲缘关系

由 !W 个引物的扩增条带数，计算出的 W 种蟹

之间随机扩增 5+6 片段的共享度和相互间的遗传

距离 指 数 列 于 表 (。其 共 享 度 范 围 在 " G"W"W J
" GF"""，种内的共享度大，为 " GF"""；同属不同种

间的 共 享 度 小，!属 的 种 间 共 享 度 在 " GMT<; J
" G$$<"，梭子蟹属的种间共享度为 " G$($T；不同属

间的共享度最小，属间共享度在 " G"W"W J " GM"""。

V-a&6 聚类分析的结果显示：日本!的两个地理

种群先聚在一起，然后和锐齿!、锈斑!聚在一

起；三疣梭子蟹和红星梭子蟹先聚在一起，再和青

蟹聚在一起。+d 聚类分析结果虽与 V-a&6 有差

别，但三疣梭子蟹和红星梭子蟹先聚在一起，再和

青蟹聚在一起的结果却是一致的（图 (）。

’ 讨 论

在传统形态分类中，这 W 种蟹的所属及形态特

征见表 T。V-a&6 和 +d 聚类分析结果印证了梭子

蟹属（5,$21-1)）与青蟹属（8%77#）的关系较与!
属（!"#$%&’()）的关系更近的观点。

在扩增出的多态性片段中，共享片段的多少反

映各物种的亲缘关系，亲缘关系较远的物种间共享
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图 ! " 种引物对 # 种蟹基因组 $%& 扩增产物的电泳图

’() *! +&,$ -./0(1(23 /451(026 )2724-823 9: /4(.246 ;"<=，;"<! -73 ;">! 51 6(? 6/2@(26 51 @4-96
! A "：日本! !"#$%&’() *#+,-(.#（普陀，,B8B5）；C A #：锈斑! ! / 01$(#23)；D A >：日本! ! / *#+,-(.#（嵊泗，;E27)6(）；

!F A !=：锐齿! ! / #.32#；!" A !G：三疣梭子蟹 4,$23-3) 2$(23&1$.35#23)；!# A !D：红星梭子蟹 4 / )#-63(-,51-23)；!< A =F：

青蟹 7%55# )1$$#2#。

&：;"<=；H：;"<!；I：;">!。

片段较少，反之则较多（J5B，=FF!）。本文的结果

同样证明了这一点：在扩增出的 !=" 条扩增片段

中，# 种蟹的共享片段有 = 条，" 种!有 !" 条，两

种梭子蟹有 !# 条。这些共享片段以及各物种的特

征扩增片段对种质标准的确定以及种质鉴定技术的

建立十分重要。同时进一步说明 +&,$ 分析在海产

蟹类的种质鉴定中是可行的，在系统发育和亲缘关

系的研究中也是可行的。
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表 ! "#$% 分析用的随机引物、序列及扩增结果

&’()* ! "#$% +,-.*,/ ’01 23*-, /*45*06*/ 5/*1 1

!
!!!

5,-07 23* ’0’)8/-/ ’01 23* ’.+)-9-*1 ,*/5)2/
引物

!"#$%"&
’(—)(序列

’( * )(&%+,%-.%&
总扩增带数

/0123 42-5&
引物

!"#$%"&
’(—)(序列

’( * )(&%+,%-.%&
总扩增带数

!!!

/0123 42-5&

!!!

6)78 99:;/9;::/ < 6)=> 9/9;:;99:/ =

!!!

6)7? /999:9/:;; 8> 6)=’ ;;9;9;9999 88

6)7> 9;:/9:;:;: —

!!!

6)=@ ;99//9:;99 ’

6)7’ ;:9:;99:;: —

!!!

6)=< ;9::/9;9:: )

6)7@ 9;999;;9;9 —

!!!

6)=7 ;::;:::;:: 8A

!!!

6)7< ;99:999;;: 88 6)== 9;9/99/9;: ’

!!!

6)77 ;9:;99/99; = 6>AA /99/99;::; <

6)7= /9:9;9;9/: —

!!!

6>8> ;999/:9//: ’

!!!

6)=8 ;:9;/9;9:: = 6>>< :;9:;:/9;: ’

6)=? 999:99/;:/ ’ 6><< /9;:::9::/
!!!

—

6)=) ;::9::/9:/ 7 68)A 99;;9://:: —

表 : ; 种蟹随机扩增多态 %<# 片段的共享度（=）（左下角）和遗传距离指数（! > =）（右上角）

&’()* : $,?+?,2-?0 ?9 "#$% 9,’7.*02 /3’,*1（=）（(*)?@ 1-’7?0’)）’01 7*0*2-6 1-/2’06*（! > =）（’(?A* 1-’7?0’)）
’.?07 /-B /+*6-*/ ?9 6,’(/

日本!
! " #$%&’()$

（普陀，!,1,0）

锈斑!
! " *+,($-./

日本!
! " #$%&’()$

（嵊泗，6B%-C&#）

锐齿!
! " $).-$

三疣梭子蟹

0 " -,(-.1+,).23
$-./

红星梭子蟹

0 " /$’4.(’&23
+’-./

青蟹

5 " /+,,$-$

日本! ! D #$%&’()$
（普陀，!,1,0）

A D’@>8 A D?AAA A D)>=> A D7?A@ A D=)=> A D<7@<

锈斑! ! D *+,($-./ A D>)’= A D’?AA A D’>?? A D<>)@ A D7<77 A D7>AA

日本! ! D #$%&’()$
（嵊泗，6B%-C&#）

A D7AAA A D>7AA A D??’A A D7>AA A D=A>7 A D<<<7

锐齿! ! D $).-$ A D@’A@ A D>’<7 A D<<’A A D<8A= A D7’=? A D<<’A

三疣梭子蟹

0 D -,(-.1+,).2$-./
A D8<=> A D?’@> A D8@AA A D?7=8 A D?<?< A D@AAA

红星梭子蟹

0 D /$’4.(’&2+’-./
A DA@A@ A D8?8? A DA=’? A D8>A7 A D<?<) A D@’A7

青蟹 5 D /+,,$-$ A D?8)) A D8@AA A D???? A D??’A A D>AAA A D)>=? 8 DAAAA

图 ? 据遗传距离用 E!9F; 法（左）和 GH 法（右）得到的系统发育树

I#C D? !BJ30C%-%1#. 1"%% 42&%5 0- 1B% C%-%1#. 5#&12-.% $21"#.%& K#1B 1B% $%1B05 0L E!9F;（3%L1）2-5 GH（"#CB1）
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表 ! " 种蟹的分类地位及形态特征

#$%&’ ! #$()*)+,- ./$/0. $*1 +)234)&)5,-$& -4$2$-/’2,./,-. )6 .,( .3’-,’. )6 -2$%.

分类地位 !"#$%$&’( )*"*+)
形态 特 征 ,$-./$0$1’("0 (/"-"(*2-’)*’()（3+，4556；72’ 8 9/2%，

4554）

!属 !"#$%&’()
日本! ! : *#+,-(.#
锐齿! ! : #./0#
锈班! ! : 12$(#0/)

第二触角基部一节的前外角明显扩大，成为一小片而充填眼眶，

节鞭因此完全位于眼眶之外；前侧缘齿为 ; 个或者少于 ; 个。

梭子蟹属 3,$0/-/)
红星梭子蟹 3 : )#-4/(-,52-0/)
三疣梭子蟹 3 : 0$(0/&2$./5#0/)

青蟹属 6%55#
锯缘青蟹 6 : )2$$#0#

第二触角基部一节的前外角不明显突出，节鞭位于眼眶内；前侧

缘具有 ; 个以上的齿。
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