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中国大陆绒鳌蟹线粒体 1 6 5 r D N A 序列变异

与分子鉴定标记
’

孙红英
`
周开亚 “ `

陆健健`
、

“ 杨 光`

南京师范大学江苏省资源生物技术重点实验室
,

南京 2 1 0 0 9 7 ; 2
.

华东师范大学河 口海岸国家重点实验室
,

上海 2 0 0 0 62

摘要 选取 了中国大陆东部 6 个水系合计 n o 个绒鳌蟹个体
,

通过 D N A 序列测定和 P C R / R F L P

分析
,

对线粒体 16 5 r D N A 部分片段的序列变异进行研究
.

结果表明
,

在 401 b p 的 16 5 rD N A 片段

中
,

合浦绒鳌蟹 ( E r i o硫e 艺r j a户o n i ca 人eP
u e n s i : )与中华绒鳌蟹 ( E

.

j
.

: i n e n s i : )之 I’q 存在 3 一 4 个 固定

的碱基替代 ; 合浦绒替蟹的闽江
、

九龙江 和南流江 种群之 间未发现碱基变异
,

表现为 1 种单元型

( C 型 ) ; 中华绒鳌蟹长江和辽河的种群 中
,

有 1 个固定的碱基替代
,

表现为 A
,

B 两种单元型
.

单

元型之间的碱基 变异反映了绒替蟹地理种群之 间的遗传歧异
.

经 D ar l 酶切形成的 16 5 r D N A 酶切

片段差异
,

为 2 个亚种 的鉴定提供 了一种准确
、

简捷的 D N A 分子标记
.

对长江水系部分水域绒鳌

蟹的分子鉴定提示
,

长江 下游至长江 口 以中华绒蟹蟹的 2 个单元型为主
,

但 已混有合浦绒鳌蟹 的

单元型
.

在江 苏
、

安徽渔场 中的饲养种群分别属于单元型 A 型和 B 型
.

16 S rD N A 的 P CR / R F L P

差异可作为正确鉴定中华绒鳌蟹和合浦绒蟹蟹的分子鉴定标记 ; 16 5 r D N A 片段 中 l 个固定位点的

碱基替代可作为区分中华绒鳌蟹两种单元型 的分子鉴定标记
.

关键词 中华绒整蟹 合浦绒整蟹 165 rD N A 序列变异 cP 彬
R几 P 分子鉴定标记

根据本实验室唐伯平对绒鳌蟹属 内转录间隔 区

( IT )S 与细胞色素氧化酶亚基 I ( C O I ) 基 因序列的

研究
` )

,

中国大陆各水 系 的绒鳌蟹是 日本绒赘蟹

( rE ioc he i: aj oP in ca ) 的 2 个 亚 种
,

中 华 绒 赘 蟹

( E
.

j
.

: i n e n s i: ) 分布于北纬 2 6
`

以北 ; 合浦绒鳌蟹

( E
.

j
.

h eP ue sn i : )分布于北纬 2 6
’

以南
.

各水 系绒

赘蟹的生长速度受到外界环境条件的影响及内在遗

传因素的制约
.

在养殖中发现
,

采自不同水域的绒

赘蟹生长差异显著
,

严重影响了生产效益 [` 〕
.

分布

于长江水系的中华绒鳌蟹是中国的水产珍品
,

又名

河蟹
、

大闸蟹
、

毛蟹
,

以其个体大
、

品质优
,

被誉

为最具有发展前景的增养殖品种「’ 〕
.

随着养殖业的

发展
,

导致了对蟹苗和成蟹 的过度捕捞
,

长江 口 的

蟹苗资源在 20 世纪 80 年代迅速衰退
,

接着辽河蟹

南下
,

贩江蟹北上
,

从此 3 个水系河蟹
,

在江淮流

域种质混杂 2[]
.

但对长江天然水域绒赘蟹是 否存在

种质资源的混杂
,

以及混杂的状况
,

尚未有以 D N A

分子标记为依据的报道
.

已有的研究表明
,

不同水系绒鳌蟹在形态学性

状 3[,
4〕

、

同工酶酶谱 〔卜
7〕

、

核基因组的随机扩增多

态性 D N A ( R Ap D ) [“ 一 ’ `〕等方面存在差异
,

但迄今尚

未找到一个精确可靠的鉴定方法
.

如何鉴定中华绒

鳌蟹种源
,

仍是养殖业的一个难题
.

线粒体基因是节肢动物近缘种间
、

乃至地理种群

间多态性分析的有用标记【’ 2一 `5〕
.

本文通过线粒体

16 5 r D N A 部分片段序列的核昔酸变异
,

分析了中国

大陆 6 个水系绒赘蟹的单元型
.

用 P C] 刀 RF L P 方法
,

寻找能够鉴别不同水系绒鳌蟹的分子鉴定标记
.

并借

助 1 6 5 迁N) A 的 P CR / R F Lp 鉴定标记与序列测定手

段
,

对长江中华绒鳌蟹的种质资源进行初步调查
.
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1 材料与方法

1
.

1 材料来源

绒赘蟹标本 (包括成蟹和大眼幼体 )采 自长江
、

辽河
、

匝江
、

九龙江
、

闽江
、

南 流江 6个 不 同水

系
,

合计 n o 个个体 (表 1)
,

经 95 % 乙醇浸制保存
,

部分标本置于 一 20 ℃ 保存
.

1
.

5 限制性位点分析与限制性酶切

用 D N A
一

lC u b 软件分析 16 5 r D N A 序列 中单元

型专一的限制性内切酶位点
,

确定 D ar l 是可用于

P C R / R F L P 鉴别的限制性内切酶
,

并通过 16 S rD
-

N A 片段中 D ar l 的酶切位点
,

计算酶切片段长度
.

酶切产物用 2% 一 2
.

5 % 琼脂糖凝胶电泳进行检测
.

表 1 本研究使用的绒整蟹标本

亚种名 水系
个体数

测序 R F L P
采集地

辽河

辽河

长江

长江

长江

长江

长江

长江

阮江

闽江

九龙江

南流江

3b )

0

3
c )

3
e )

5
. )

, e )

Zb )

Zb )

3 b)

3 b )

l b )

l b )

3 b )

辽宁盘锦

辽宁辽河

镇江江段

金河 口江段

长江 口

安徽繁昌龙湖

安徽繁昌

南京固城湖

浙江欧海

福建闽江

福建九龙江

广西合浦

1
.

6 P C翻R F L P 检测

用获得的 16 5 rD N A P C R / R F LP 标记
,

对 6 个

水系 1 10 个个体的 16 5 rD N A 进行 P C R / R F L P 检

测
,

鉴定碱基变异类型
.

其中包括长江下游至长江

口天然水域的 37 只绒鳌蟹个体
.

在经过 R F L P 检

测的长江天然水域个体中
,

选取 n 个进行 16 S rD
-

N A 序列测定
,

以检测 P C R / R F L P 鉴定标记的可靠

性
.

同时
,

通过序列比对
,

进一步确定长江中华绒

鳌蟹的单元型类型
.

2 结果

2
·

1 16 s rD N A 片段的序列数据

测定了 18 个个体 16 5 rD N A 长度为 4 01 b p 片段

的序列
.

比对后
,

不包括引物区的序列有 351 b P,

具有 4 个 多 态 位点
,

变 异位 点 占序列 长度 的

1
.

14 %
.

A
,

T
,

C
,

G 4 种碱基的平均含量分别是 一

3 6
.

8 %
,

3 9
.

1%
,

7
.

9% 和 1 6
.

1%
,

A + T 含量达到

7 5
.

9 %
.

上述序列 已提交 G e

nB an k 数据库 (检索号

为
:

A F 4 1 12 9 9一 A F 4 1 13 1 6 )
.

2
.

2 单元型与遗传距离

对上述 16 5 rD N A 片段序列进行比较
,

在 18 个

个体中存在 A
,

B
,

C 3 种单元 型
,

它们在第 85,

91
,

1 9 0 和 1 91 位 4 个位点上具有碱基变异 (图 1 )
.

3 种单元型彼此之间的碱基替代分别为 A 与 B 发生

1 次转换
,

B 与 C 发生 3 次转换
,

c 与 A 发生 4 次 ~

转换
.

单元型 A 与 B 之间的遗传距离为 0
.

0 029
,

单

元型 C 与单元型 A
,

B 之间的遗传距离为 0
.

01 02
.

2
.

3 限制性酶切分析

单元型 A 和 B 的 16 5 rD N A 片段中
,

具有 1 个

D ar l 的酶切位点 (图 1 )
,

酶切后形成 2 个长度分别

为 2 93 b p 和 10 8 b p 的片段
.

在单元型 c 中
,

由于第

19 0 与 1 91 位的碱基为 A A
,

形成了 D ar l 的第 2 个

酶切 位点 ( 图 l )
,

将 2 9 3 b p 片段 切成 1 85 b p 与

10 5 b p两个片段
,

所产生的 10 5 b p与 10 8 b p 片段在琼

脂糖凝胶中不能够分辨
,

显示为一条电泳带
.

单元
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))))55
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1) 辽河蟹养殖种群
,

由辽宁河蟹原种场提供
; 2) 由安徽水产

新技术研究所提供
; 3) 由安徽河蟹原种场提供 ; 4) 由南京固城湖

种蟹场提供
.

未特殊注明标本均来源于天然水域
.

a ) 大眼幼体
;

b ) 用于 16 5 : D N A 序列测定
,

共 18 个个体
; 。 ) 用于 1 6 5 : D N A 测序

,

并作单元型分析
.

共 n 个个体

1
·

2 引物设计

参照相手蟹属 ( & 叙~ ) 16 5 rD N A 序列 l6[ 〕
,

设

计用于扩增绒鳌蟹 16 5 rD N A 部分片段的引物
: IH X

-

0 1
一

L 和 IH X O I
一

H (中国专利申请号
:

0 1 12 7 2 15
.

5 )
.

1
.

3 D N A 提取
、

P C R 反应与序列测定

成蟹取附肢肌肉组织
,

蟹苗取整体
,

提取总基

因组 ND A
.

P cR 体积为 30 沙
,

含 aT q 酶 I U ; 4 种

dN TP 各 1 50 拌mo l/ L ; 上
、

下游引物各 0
.

3

卿
l / ;L

ND A 模板约 100 gn
.

循环参数为
:

95 ℃预变性 4 而n,

然后 进 入 如 下循环
:

9 4℃ 4 0 5 ,

5 5℃ 3 0 5 ,

72℃

1而
n ,

循环 35 次
.

循环结束后
,

在 72 ℃ 延伸 10 而 n,

于 4℃保存
.

扩增的 P C R产物经 1
.

5% 琼脂糖凝胶电

泳检测
,

P C R 产物经纯化后在 A B I 310 型遗传分析仪

(几
r ki n lE me sr )上进行序列测定

.

1
.

4 序列比对与遗传距离分析

应用 lC us t al X ( 1
.

8) 软件进行 D N A 序列比对
.

在 M E以 ( 1
.

0 2 )软件中用 K im u r -a 2 p a r a m e t e :
法计

算遗传距离 l7[ 〕
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分布和数量
:

单元型 A
,

固城湖 3 ; 单元型 B
,

繁昌 4
,

盘锦 3
,

欧江 2 : 单元型 c
,

闽江 1 ,

九龙江 !
,

南流江 3
,

欧江

不包括引物序列

图 1 6 个水系绒整蟹 3 种单元型 165
r D N A 核普酸序列比对与酶切标记

型 A
,

B 与单元型 C 之间
,

在 经 D m l 消化的 16 5

r D N A 酶切片段中
,

形成 2 93 b p 与 18 8 b p 的片段长

度差异 (图 2)
,

可以作为分子鉴定的标记
.

但单元

型 A 与单元型 B 之间 1 个位点的碱基变异尚不能通

过内切酶进行识别
.

图 2 3 种单元型 1 6 5 r D N A 片段 D r a l

酶切产物的琼脂铂凝胶电泳

2
.

4 6 个水系绒鳌蟹 1 6 5 r D N A 的 R F L P 检测

以 D ar l 酶切片段作标记
,

对 6 个水系绒鳌蟹

的 R F LP 检测结果如表 2 所示 闽江
、

九龙江和南

流江 3 个水系的绒鳌蟹
,

与长江水系绒赘蟹及辽河

水系绒鳌蟹之间在 16 5 r D N A 第 190 与 19 1 位点具

有固定的碱基替代
.

前者均为 A A
,

归属于合浦亚

种 ; 后者均 为 G G
,

归属于 中华亚种
.

匝江水系绒

鳌蟹在该 2 位点的碱基有 A A 和 G G 两种变异类型
,

其中
,

具有 G G 的检出率占 70 %
.

长江天然水域绒

鳌蟹 中
,

具有 G G 碱基的个 体占 94
.

6 %
,

另 有

5
.

4 % 的个体具有 A A 碱基
.
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表 2 用 D a rl 对 ` 个水系绒整蟹 1` 5 D rN A 片段变异位点的 R几P 检测

EEE
.

夕
.

: i n en si sss

… ; 、
.

, e 。二 n : :̀::

水水 系 变异位点碱基类型型型型型型型型型型型型型型(((检出只数 /检验只数 )))

…
, 系

`

一 (

蔚:瑟猛器
)))

辽辽宁盘锦 C凌玉( 10 / 1 0)))

…
·

_

· 一“ “ ’’

辽辽河蟹养殖种群 1) G G ( 12 / 1 2)))

…
“ 龙江 从 ( 2 / 2’’

长长江蟹养殖种群
2 )一 4) G G ( 2 5 /2 5)))

}
南流江 从 ( 13 / 1 3 ,,

长长江金河 口江段 G G ( 18 / 18)))))

长长江镇江江段 以子( 4 / 5) ; A A ( 1 /5)))))

长长江口 G G ( 1 3 / 14 ) ; A A ( 1 / 14 )))))

甄甄江 G G ( 7 / 1 0 ) ; A A ( 3 / 1 0 )))))

l )一 4 )同表 l 注

2
.

5 标记可靠性检验与长江天然水域绒鳌蟹单元

型的检测

对长江天然水域绒鳌蟹 R F LP 鉴定结果的测序

检验表明
,

在 16 5 rD N A 第 190 一 1 91 碱基位点具有

A A 碱基的个体
,

其 16 5 rD N A 序列均与单元 型 C

相同 ; 具有 G G 碱基的个体
,

则分别属于 A
,

B 两

种不同的单元型
,

说明 16 5 rD N A 的 P c R / R F L P 标

记的鉴定结果可靠
.

长江水域绒鳌蟹 3 种单元型的

相对数量与分布如表 3 所示
.

表 3 长江水域绒赞蟹 165 r D N A 的单元型

州 G C B/ G G C/ A A 个体数

金河 口 1 2 0 3

镇 江 2 0 1 3

长江 口 2 2 1 5

总 数 5 4 2 1 1

斜线上为序列测定结果
.

A
,

B
,

C 表示单元型的类型
;
斜线下

为 P C R / R F L P 结果
.

A A
,

G G 表示变异位点的碱基类型

3 讨论

3
.

1 分子鉴定标记

如何应用不同水系绒赘蟹种群之间已知的遗传

差异
,

来建立准确
、

便捷的鉴定方法是绒鳌蟹资源

保护与良种选育中巫待解决的问题
.

已有的鉴定方

法有形态学判别
、

同工酶鉴别和 RA P D 鉴别
,

但 由

于技术等方面的问题
,

这些方法在实际应用 中都存

在一定的局限
.

早期的分子鉴定多采用同工酶技术
,

这种鉴定

标记 由于存在个体特异性和组织特异性 〔5 ]
,

直接影

响到检测结果的可重复性
,

在鉴定应用中受到一定

局限
.

2 0 世纪 90 年代末
,

随着 R A P D 技术的广泛

应用
,

RAP D 标记引起了许多学者的关注
.

周开亚

等 〔̀ “ 〕首次应用 RA p D 技术对长江种群与辽河
、

匝江

种群进行了分子鉴定研究
,

在 200 个随机引物中
,

筛

选到能够鉴别长江种群的 2 个特异性引物
.

此后
,

李

思发等 [川使用 R Ap D 技术
,

找到了鉴别 日本绒鳌蟹

与中华绒赘蟹的分子标记
.

并在长江
、

黄河和辽河种

群的鉴别中
,

提出以伽 p 17 扩增的 947 饰 片段出现

的频率作为 3 个水系种群间的鉴定标记
.

在实际应用

中
,

这种将片段出现频率作为鉴别定性的标记极易受

到待测样品数量的限制而出现误检或漏检
,

从而影响

到鉴定结果的可靠性
.

此外
,

RAP D 技术对 DN A 模

板的质量要求很高
,

检测样品之间模板质量的差异会

直接影响到检测结果的准确性
.

基于 P CR 扩增产物的 R F L P 标记
,

可以通过

P C R 方法很好地控制 D N A 片段大小
,

从而控制酶

切位点数 ; 又可以扩大模板量
,

适用于微量组织样

品的分析
.

由于检测中仅需要很 少量的组织材料
,

尤其适于对物种早期发育阶段的鉴别研究
.

tS eP ien

等〔̀ 8〕利用线粒体 16 5 rD N A 部分片段的 P c R / R F L P

标记
,

对双壳类 4 个近缘种的幼体成功地进行了快

速鉴别
.

本文的结果表明
,

绒赘蟹 16 5 r D N A 扩增

产物经 D ar l 酶切片段 的长度差异
,

可作为合浦亚

种与中华亚种特异性的 D N A 分子鉴定标记
.

对标

记鉴别结果的测序检验显示
,

该标记的鉴定结果准

确
、

可重复性好 ; 未发现个体特异性 ; 由于扩增片

段的长度仅有 4 01 个核昔酸
,

扩增反应对模板 D N A

分子大小的质量要求不高 ; 成体和幼体组织材料对

检测结果无影响
.

这个标记为绒鳌蟹 2 亚种的鉴别

提供了一种准确
、

易行的分子鉴定方法
.

单元型 A 的碱基 (第 91 位点 )
“

T’
’

在单元型 B

被
“

C
’

替代
.

这是可以鉴别中华亚种 2 种单元型

的分子标记
.
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2长江绒鳌蟹种群现状

长江绒鳌蟹 的分子鉴定结果表明
:

( ) 1长江下

游至长江 口的天然绒赘蟹 中发现了合浦亚种的单元

型 C
,

平均检出率为 5
.

4 %
.

在长江 口 捕捞的蟹苗

和镇江江段捕捞的成蟹中均发现单元型 C 的个体
,

这是否表明人类活动已把南方水系的绒鳌蟹引入了

长江
,

造成了长江蟹种源的混杂
,

值得做进一步的

研究 ; ( 2) A
,

B 两种单元型是长江中捕捞到的中华

绒鳌蟹主要的单元型
,

很可能都具有长江蟹的优良

性状
.

在江苏和安徽的河蟹原种场中已分别建立 了

这两种单元型的养殖种群
.

在江苏高淳 固城湖建立

的养殖种群属于单元型 A
,

在安徽繁昌建立的属于

单元型 B
.

这 2 个养殖种群都保存着长江蟹的珍贵

基因资源
.

长江水域绒鳌蟹中是否存在更多的单元

型
,

尚需要作进一步的研究
.

致谢 本文得到安徽水产新技术研 究所赵乃 刚

研究员的支持和指导
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自保
,
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.
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苏省水产局和华东师范大学河 口 海岸 国家重点实验

室对标本采集给 予了大力协助
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南京师范大学遗传
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、

高志千
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士等协助采集标本
,
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3 绒鳌蟹的分类

迄今为止
,

中国大陆绒鳌蟹的分类 归属
,

国内

外存在 3方面的意见
.

一是将中国大陆绒赘蟹分为

2 个不同的物种
.
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:
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.
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,

” 〕
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.

j
.

he pue ns is

aD i)[
`9 〕
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.

h eP
u en is : D ia )[ 20]
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分布于中国大陆的绒鳌蟹都属于 日本绒鳌蟹
,

中华

绒鳌蟹是 日本绒鳌蟹的同物异名 21[ 〕
.

第 3 种意见则

认为分布于 中国大陆的绒赘蟹都属于 中华绒鳌蟹
,

产于合浦和珠江的绒鳌蟹是中华绒鳌蟹的一个地理

种群 [ , 2 ]
.

我们对 16 5 r D N A 部分序列的研究显示
,

在分

布于闽江
、

九龙江的绒鳌蟹与分布于南流江的合浦

亚种种群之 间未发现序列歧异
,

都属 于单元型 C,

认为属于同一地理亚种
.

分布于长江
、

辽河的绒鳌

蟹属于单元型 A
,

B 型
,

两者之间的序列歧异远低

于它们与合浦 亚种 之 间的序列 歧异
.

表 明单元型

A
,

B 都属于中华绒赘蟹 ( E
.

j
.

: ine ns i: )
.

这一结果

支持唐伯平将大陆绒鳌蟹划分为 日本绒鳌蟹 2 个亚
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,
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中国水稻 / 小麦 F A C E 研究在基金支持下取得重要进展

在国家自然科学基金委员会与中国科学院有关部门的支持下
,

由中国科学院南京土壤研究所主持的
“

中国水稻 /小麦 F A C E 研究
”

项 目经过近 1 年的系统调试和实际观测取得了部分重要成果
.

F A e E ( F r e e A i: Cq E n r i e hm e n t )即在近地面空气中增加二氧化碳浓度
.

通过对 F A C E 的研究
,

进而模

拟未来二氧化碳增加的情况下
,

研究微域生态环境变化规律
.

这一研究可以为未来全球大气中二氧化碳浓

度增加
,

土壤
、

植被
、

农产品的变化提供直接证据
.

直至 目前为止
,

在国际上能够开展 F ACE 研究的国家

为数不多
.

水稻 /小麦轮作系统的 F A CE 研究在国际 尚属首例
.

通过近 1 年的观测研究
,

取得如下发现和成果
:

( 1) F A C E 处理能显著提高水稻产量
,

N 素水平相同时
,

提高 P 素的施用水平有利于水稻产量的提高
,

同时提高了茎鞘中可溶性糖含量 ;

( 2) 在 F ACE 条件下
,

和正常磷水平的植株相比
,

高磷水平导致叶片的 P n ,

9 5
明显增高

,

但 iC 没有明

显变化
.

高磷水平的水稻叶片的可溶性蛋白
、

R ub is co 和 R ub i sc 。 活化酶含量都要比正常磷水平高 ;

( 3) 土壤脉酶
、

磷酸酶和蔗糖酶活性随水稻生育期变化而变化
,

生长初
、

后期酶 活性变化较小
,

生长

盛期酶活性增加较大 ;

( 4 ) 在 F A C E 条件下
,

土壤养分循环中碳
、

氮以及地下
、

地上生物量发生显明变化 ;

( 5) 在 F A C E 条件下
,

痕量气体排放变化量不大
.

但是
,

在高氮处理条件下
,

水稻生长初期
,

大气 C O Z

会显著促进土壤 (水 )与植物呼吸排放 C O 2
.
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