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摘要! 为研究中华虎头蟹野生群体的种质资源及遗传多样性状况!采用 6-$扩增获得中华虎

头蟹线粒体 4%&的 16*D$%&和 !"

!

基因片段!分别对其进行序列比较及系统进化分析"

16*D$%&和 !"

!

基因片段的 &<E平均含量分别为 6010F和 6118F!&<E含量显著高于

8<-含量" 长度为 717 G> 的 16*D$%&基因片段共检测出单倍型 8 种!多态性位点 8 个!均

为单一变异位点#长度为 67/ G> 的 !"

!

基因片段共检测出单倍型 11 种!多态性位点 3/ 个!

其中简约信息位点 7 个和单一变异位点 19 个" !"

!

基因片段比 16*D$%&基因片段具有较

大的变异!更适于中华虎头蟹种群的遗传多样性分析" 基于 16*D$%&和 !"

!

基因片段的遗

传距离与系统进化分析结果一致!表明中华虎头蟹与梭子蟹科的蟹类亲缘关系最近!方蟹科与

沙蟹科的蟹类聚为一支!与传统分类结果基本一致#而脊椎动物 3 个基因片段的系统进化分析

结果不一致" 根据 16*D$%&基因片段的遗传距离推测出 8 科 0 种蟹的大致分化时间发生在

古新世至始新世"

关键词! 中华虎头蟹# 线粒体 4%&# 16*D$%&基因# !"

!

基因# 序列分析

中图分类号! H097# *:101844444444 文献标志码$&

44中华虎头蟹#"#$%&'$( )$*$+($"又称乳斑虎头

蟹"隶属于节肢动物门 # &D3ID/>/J;$(甲壳纲

#-D=B3;2K;$( 十 足 目 # 4K2;>/J;$( 馒 头 蟹 科

#-;0;>><J;K$(虎头蟹属 #"#$%&'$($"是我国与朝

鲜半岛沿海特有的近海温水性大型经济蟹类
)1*

+

中华虎头蟹肉味鲜美(营养丰富"又因其色泽鲜

艳(外形似虎头"具有较高的食用和观赏价值+ 中

华虎头蟹主要来源于海洋野生资源"因每年可捕

获的时间短暂"自然资源稀少"市场供不应求"经

济价值巨大
)3 5/*

+ 随着近年来捕捞强度的增大及

生态环境的不断恶化"中华虎头蟹资源日渐衰退"

其种质资源及遗传多样性方面的研究则显得尤为

重要+ 目前"国内外对中华虎头蟹的相关研究报

道较少"主要集中在生物学特性方面
)8 50*

"而其遗

传学方面的研究尚未见报道+

线粒体4%&具有母系遗传(结构简单(进化速

率快和缺少重组等特点"因而作为有效分子标记被

广泛应用于动物种群遗传结构(物种遗传多样性及

系统进化等研究
)9 511*

+ 由于其较强的中间解析和

鉴别能力"16*D$%&和 !"

!

基因在无脊椎动物和

脊椎动物的系统进化(种类鉴别及种群遗传多样性

的研究中得到较为广泛的应用
)13 510*

+ 本研究对采

自青岛丁字湾的中华虎头蟹野生群体线粒体 4%&

的 16*D$%&和!"

!

基因片段进行了序列测定和比

较分析"并对其与其他蟹类及脊椎动物的遗传距离

和系统进化关系进行了探讨"以期为中华虎头蟹的

遗传资源(物种间亲缘关系和系统进化等研究提供

基础分子生物学依据+

14材料与方法

!(!)实验材料

实验所用野生中华虎头蟹于 321/ 年 / 月采
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自山东青岛丁字湾"体质量 #172 =2137$ @"活体

运回实验室"取螯足于 592 L保存备用+

!(*)基因组 +&'的提取及检测

从中华虎头蟹野生群体中选取 /2 个样本"分别

取螯足肌肉约 211 @"加入 622

"

'组织匀浆缓冲液

#12 ::/05'ED<B7+-0">+ 912'72 ::/05',4E&"

>+912$"用剪刀剪碎组织"混匀+ 依次加入终浓度

为 12F的*4*和 32

"

@5:'的蛋白酶 M"77 L裂解

至澄清+ 采用醋酸铵法提取基因组4%&+

112F琼脂糖凝胶电泳检测 4%&样品的完

整性"并用全自动凝胶系统拍照+ 核酸定量仪测

定基因组 4%&浓度和纯度"于 532 L保存备用+

!(,)-.%扩增和测序

以中华虎头蟹基因组 4%&为模板"采用无脊

椎动物 16*D$%&和!"

!

基因片段的通用引物进行

6-$扩增+ 16*D$%&基因片段扩增引物为!16*

&$!7N7-8--E8EEE&E-&&&&&-&E7/N"16*O$!

7N7--88E-E8&&-E-&8&E-&-87/N'!"

!

基因片

段 扩 增 引 物 为 !"

!

'18:2! 7N788E-&&-&&7

&E-&E&&&8&E&EE887/N"!"

!

+31:9!7N7E&&&7

-EE-&888E8&--&&&&&&E-&7/N+ 所用引物

均由生工生物工程#上海$有限公司合成+

6-$反应总体积为 72

"

'"包括 12 >,(-

G=CCKD7

"

'"3 ::/05'J%E6P<Q 7

"

'"37 ::/05

'P@-0

3

8

"

'",(- 酶 1137 #"上(下游引物#浓度

为 12

"

:/05'$各 113

"

'"模板 4%&72 ?122 ?@"

无菌双蒸水补足体积至 72

"

'+ 6-$反应程序!

:8 L 3 :<?':8 L 87 B"89 L 1 :<?"03 L 1 :<?"

/7 个循环'03 L 7 :<?+

6-$产物经 112F琼脂糖凝胶电泳检测后"

于紫外灯下切割目的片段"用 4%&胶回收试剂

盒)生工生物工程#上海$有限公司*进行纯化回

收"操作按试剂盒说明书进行+ 回收产物送往上

海桑尼生物科技有限公司进行双向测序+

!(/)序列分析

利 用 4%&*3;D软 件 # 4%&*3;D" )?2$ 中 的

*KRP;? 程序对双向测序结果进行拼接
)19*

"采用

O</KJ<3软件进行序列编辑"并辅以人工核查
)1:*

+

利用 4%&:;? 软件进行序列比对"并确定序列长

度+ 4?;*6712 软件计算序列的碱基组成(多态位

点数及遗传多样性参数
)32*

+ P,8&812 软件基于

M<:=D;737>;D;:K3KD模型计算中华虎头蟹种内及与

外群物种间的遗传距离"并利用邻接法# ?K<@IG/D7

S/<?<?@"%!$构建系统进化树
)31*

"节点的置信度检

验采用 O//3B3D;> 分析#1 222 个循环$+ 根据线粒

体 16*D$%&分子钟
)33*

"基于各物种间的 16*

D$%&遗传距离"推算其大致的分化时间+

34结果

*(!)!"#$%&'和 !"

!

基因片段的 -.%扩增

采用醋酸铵法提取中华虎头蟹基因组 4%&"

经核酸定量仪检测"所有样品的 "4

362

5"4

392

均为

119 ?312"表明其纯度较高'经 112F琼脂糖凝胶

电泳检测"其完整性较好"符合实验要求+ 采用特

异性引物分别对 16*D$%&和 !"

!

基因片段进

行 6-$扩增"均得到特异性较好的 6-$产物+

*(*)!"#$%&'和 !"

!

基因片段的序列分析

对中华虎头蟹 16*D$%&和 !"

!

基因片段的

6-$扩增产物进行测序+ 测得的序列经 4%&:;?

软件比对"去除引物及两侧冗余序列"分别得到长

度为 717 G> 的 16*D$%&基因片段和长度为 67/

G> 的 !"

!

基因片段+ O'&*E分析表明"所测得的

序列均为 16*D$%&和 !"

!

基因片段"与其他虾蟹

类具有高度相似性+ 4?;*6712 软件分析表明"

16*D$%&基因片段的碱基 &(8(E(-和 &<E平

均含量分别为 //10F(3112F(/812F(111/F和

6010F+ !"

!

基因片段的碱基 &(8(E(-和 &<E

平均含量分别为 3010F(1013F(//10F(3118F和

6118F+ 16*D$%&和 !"

!

基因片段的 &<E含量

都显著高于 8<-含量"符合虾蟹类线粒体 4%&

16*D$%&和 !"

!

基因片段的序列特征
)18 517"3/ 538*

+

16*D$%&基因片段共检查出 8 种单倍型

#I;>1 ?I;>8$"多态性位点 8 个"均为单一多态性

位点'其中转换位点 8 个"主要为 &58转换'无颠

换位点"不存在插入和缺失位点#表 1$+ !"

!

基因

片段共检测出 11 种单倍型#I;>1 ?I;>11$"多态性

位点 3/ 个"包括单一多态性位点 19 个和简约信息

位点 7 个'其中转换位点 19 个"&58和 E5-转换

数量相同'颠换位点 7 个"主要为 &5-颠换"转换

与颠换比约为 /16"不存在插入和缺失位点#表 3$+

!"

!

基因片段中共存在 8 个 &5-颠换"分别在第

99(3/8 和 3/7 位点'1 个 &5E颠换"发生在第 3/1

位点+ 与 !"

!

基因片段相比"16*D$%&基因片段

的遗传变异较小"序列相对保守+ 16*D$%&和

!"

!

基因片段的各单倍型已提交至 8K?O;?T"16*

D$%&#登录号!M(/68/777M(/68/79$"!"

!

#登录

3881
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号!M(/68/887M(/68/78$+

利用 4?;*6712 软件对中华虎头蟹 16*

D$%&和 !"

!

基因片段的遗传多样性参数进行

统计#表 /$"发现 16*D$%&的各项遗传多样性

参数均低于 !"

!

"进一步说明 16*D$%&基因片

段比 !"

!

基因片段较为保守+

表 !)中华虎头蟹不同单倍型 !"#$%&'基因

序列的变异位点分布

012(!)31$41256748679:!"#$%&';6<676=>6<?6:$9@

A4::6$6<8B1C598DC679:"#$%&%'(

注!表上方数字自上至下为碱基变异位点在 16*D$%&基因序列

中的位置"%1&表示与第一行序列碱基相同

%/3KB!%=:GKDB;G/UK3IK3;G0K<?J<2;3K3IK0/2;3</? /C3IKU;D<;G0K

B<3KB<? 3IK16*D$%& @K?KBKR=K?2KB' %1& :K;?B3IKB;:KG;BK

V<3I 3IKC<DB30<?K

表 *)中华虎头蟹不同单倍型 !"

!

基因

序列的变异位点分布

012(*)31$41256748679:!"

!

;6<676=>6<?6:$9@

A4::6$6<8B1C598DC679:"#$%&%'(

注!表上方数字自上至下为碱基变异位点在 !"

!

基因序列中的

位置"%1&表示与第一行序列碱基相同

%/3KB!%=:GKDB;G/UK3IK3;G0K<?J<2;3K3IK0/2;3</? /C3IKU;D<;G0K

B<3KB<? 3IK!"

!

@K?KBKR=K?2KB'%1& :K;?B3IKB;:KG;BKV<3I 3IK

C<DB30<?K

表 ,)中华虎头蟹 !"#$%&'和 !"

!

基因片段的遗传多样性参数

012(,)E6<684?A4F6$748D C1$1@686$79:!"#$%&'1<A!"

!

;6<6:$1;@6<879:"#$%&%'(

基因类型

@K?K3A>KB

样本数#.$

?=:GKD/C

B;:>0KB

多态性位点

#/$

?=:GKD/C

U;D<;G0KB<3KB

单倍型数

#0$

?=:GKD/C

I;>0/3A>KB

单倍型多态性

#0

J

$

I;>0/3A>K

J<UKDB<3A

平均核苷酸差异数

#1$

;UKD;@K?=:GKD/C

?=20K/3<JKJ<CCKDK?2KB

核苷酸多样性指数

#/

<

$

?=20K/3<JK

J<UKDB<3A

16*D$%& /2 8 8 218:: 21627 2122 110

!"

!

/2 3/ 11 21916 81222 2122 61/

*(,)基于 !"#$%&'基因序列的不同物种间的

遗传距离及系统进化分析

选取 8K?O;?T 中的 6 种蟹类 #方蟹科(梭子

蟹科和沙蟹科$和 8 种脊椎动物#尖嘴鲈科(负子

蟾科(鳄科和鼠科$的 16*D$%&基因序列为外

群"其相关信息见表 8+ 由表 8 可知"6 种蟹类的

碱基 E(-(&和 8含量差异较小"&<E含量均明

显高于 8<-含量"而同一科的物种其碱基含量

则更为接近+ 8 种脊椎动物的碱基含量也符合上

述特征+

将扩增得到的中华虎头蟹 16*D$%&基因片

段 8 种单倍型 # I;>1 ?I;>8$结合 8K?O;?T 中检

索到的 / 科 6 种蟹和 8 科 8 种脊椎动物的 16*

D$%&基因片段"利用 P,8&812 软件的 M<:=D;7

37>;D;:K3KD模型计算种间的遗传距离#表 7$+ 基

于 16*D$%&基因片段"中华虎头蟹 8 种单倍型

的遗传距离为 21222 ?2122:"平均为 21228+ 12

种蟹的遗传距离为 2122/ ?21/79"8 种脊椎动物

的遗传距离为 21/28 ?21833+ 所有蟹类中"三疣

梭子蟹与弧边招潮蟹的遗传距离最大"为 21/79'

中华绒螯蟹与日本绒螯蟹的遗传距离最小"为

2122/+ 不同科的蟹类之间"梭子蟹科与沙蟹科的

遗传距离最大"为 21/17 ?21/79'方蟹科与沙蟹

科的遗传距离最小"为 21320 ?2131:+ 8 种脊椎

动物中"爬行类与哺乳类的遗传距离最大"为

21833'鱼类和两栖类的遗传距离最小"为 21/28+

/881
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表 /)外群物种 !"#$%&'基因序列基本信息

012(/)0B6A181 9:!"#$%&';6<676=>6<?679:9>8;$9>C7C6?467

物种

B>K2<K

科

C;:<0A

碱基含量5F

G;BK2/?3K?3

E - & 8 &<E

长度5G>

0K?@3I

8K?O;?T 登录号

8K?O;?T ;22KBB</?

?=:GKD

中华绒螯蟹 2#$3+&4$#)$*4*)$) 方蟹科 /010 121/ /81: 1011 0316 737 &(/13019

日本绒螯蟹 2#$3+&4$#5(63*$+( 方蟹科 /010 :1/ /710 101/ 0/18 882 &(716020

红星梭子蟹 /3#%7*7))(*87$*394*%7) 梭子蟹科 /812 1116 /719 1916 6:19 /01 &P8127/1

三疣梭子蟹 /3#%7*7)%#$%7:4#+79(%7) 梭子蟹科 /71/ 1110 /71/ 1010 0216 738 8#/31339

弧边招潮蟹 ;+( (#+7(%( 沙蟹科 /617 1217 //19 1:13 021/ 736 &O7/7826

四角招潮蟹 ;+( %4%#(83*3* 沙蟹科 /612 1113 /812 1919 0212 732 &O7/7827

尖吻鲈 <(%4)+(9+(#$=4# 尖嘴鲈科 3/13 3712 3:19 3312 7/12 769 4H7/39:3

非洲爪蟾 >4*367)9(4?$) 负子蟾科 3/13 3/11 /616 1011 7:19 976 +H337692

非洲尖吻鳄 @4+$)%36)+(%(6&#(+%7) 鳄科 3018 301: 3911 1616 7717 687 8H188703

黑鼠 A(%%7)#(%%7) 鼠科 /113 381: 3012 1619 7913 018 !H669237

表 G)基于 !"#$%&'基因片段的 H4@>$1I*IC1$1@686$遗传距离"左下#

012(G)H4@1$1I*IC1$1@686$;6<684?A4781<?672176A9<8B6!"#$%&';6<6:$1;@6<87"59J6$56:8#

物种

B>K2<K

1 3 / 8 7 6 0 9 : 12 11 13 1/ 18

1 ,

3 2122/ ,

/ 21222 2122/ ,

8 21226 2122: 21226 ,

7 21379 21363 21379 21363 ,

6 21363 21363 21363 21366 2122/ ,

0 21/26 21/26 21/26 21/11 21//2 21//2 ,

9 2139/ 2139/ 2139/ 21399 21/37 21/37 21126 ,

: 21/21 21/26 21/21 213:3 21320 21311 21/83 21/79 ,

12 21369 2136/ 21369 21369 21317 2131: 21/17 21/86 211/2 ,

11 21693 21693 21693 216:2 2108/ 2108/ 21081 21693 210/8 21019 ,

13 210/7 210/7 210/7 21088 21060 21060 210/2 21606 21930 21092 21/28 ,

1/ 210/2 210/2 210/2 210/2 21031 21031 2106/ 2102: 2107: 21021 21//9 21826 ,

18 2163/ 2163/ 2163/ 2163/ 216:6 216:6 21083 216:/ 216:3 21669 21/72 21/3: 21833 ,

注!11中华虎头蟹 I;>1"31中华虎头蟹 I;>3"/1中华虎头蟹 I;>/"81中华虎头蟹 I;>8"71中华绒螯蟹"61日本绒螯蟹"01红星梭子蟹"91三

疣梭子蟹":1弧边招潮蟹"121四角招潮蟹"111尖吻鲈"131非洲爪蟾"1/1非洲尖吻鳄"181黑鼠

%/3KB!11"#$%&'$( )$*$+( I;>1" 31"#$%&'$( )$*$+( I;>3" /1"#$%&'$( )$*$+( I;>/" 81"#$%&'$( )$*$+( I;>8" 712#$3+&4$#)$*4*)$)" 612#$3+&4$#

5(63*$+("01/3#%7*7))(*87$*394*%7)"91/3#%7*7)%#$%7:4#+79(%7)":1;+( (#+7(%("121;+( %4%#(83*3*"111<(%4)+(9+(#$=4#"131>4*367)9(4?$)"

1/1@4+$)%36)+(%(6&#(+%7)"181A(%%7)#(%%7)

44利用 P,8& 812 软件"对上述物种的 16*

D$%&基因片段构建 %!系统进化树 #图 1$+ 系

统进化关系表明"所有物种首先分为两支!脊椎动

物和无脊椎动物+ 无脊椎动物中"同一科的不同

蟹类首先汇聚"物种间的系统进化关系界限较为

明显"与形态学的分类关系相符+ 所有蟹类中"中

华虎头蟹 8 种不同单倍型首先聚合'方蟹科与沙

蟹科聚为一支"然后与梭子蟹科相聚"最后再与中

华虎头蟹聚合在一起"与遗传距离分析结果基本

一致+ 脊椎动物中"两栖类和鱼类首先聚为一支"

然后和爬行类相聚"最后和哺乳类聚合在一起+

根据 *3<00:;? 等
)33*

提出的线粒体 16*D$%&

分子钟"基于上述的 8 科 0 种蟹和 8 种脊椎动物

的 16*D$%&遗传距离"对其大致的分化时间进

行了推算"结果见表 6+ 蟹类中"梭子蟹科与沙蟹

科的分化时间最大"为 7719 ?6817 百万年'方蟹

科与沙蟹科的分化时间最小"为 /618 ?811: 百万

年+ 脊椎动物中"爬行类与哺乳类的分化时间最
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大"为 0810 百万年'鱼类和两栖类的分化时间最

小"为 7711 百万年+ 蟹类与脊椎动物之间"弧边

招潮蟹与非洲爪蟾的分化时间最大"为 18/1: 百

万年'三疣梭子蟹与非洲爪蟾的分化时间最小"为

11218 百万年+

图 !)基于 !"#$%&'基因序列构建的 &K 系统进化树

L4;(!)&K CBD59;6<684?8$662176A9<!"#$%&';6<676=>6<?67

表 ")基于 !"#$%&'遗传距离估算的不同物种间的分化时间"单位!百万年#

012(")+4::6$6<841849<84@6A6A>?6A:$9@ !"#$%&';6<684?A4781<?67:$9@ A4::6$6<87C6?467"M<48!@45549<D61$7#

物种

B>K2<K

1 3 / 8 7 6 0 9 : 12 11

1 ,

3 8013 ,

/ 801: 2170 ,

8 7317 7:19 7:19 ,

7 8018 791: 791: 116 ,

6 781: /618 /013 6213 6817 ,

0 7212 8111 811: 7719 6111 3/18 ,

9 1321: 1/61: 1/61: 11:11 11810 13:18 1/11/ ,

: 13110 13813 13813 13/16 11218 18/1: 1//18 7711 ,

12 1/111 13013 13013 13817 11911 13017 13212 791: 0/12 ,

11 11/19 13810 13810 13813 11611 1101: 11013 611: 7910 0810 ,

注!11中华虎头蟹 I;>1"31中华绒螯蟹"/1日本绒螯蟹"81红星梭子蟹"71三疣梭子蟹"61弧边招潮蟹"01四角招潮蟹"91尖吻鲈":1非洲爪

蟾"121非洲尖吻鳄"111黑鼠

%/3KB!11"#$%&'$( )$*$+( I;>1" 312#$3+&4$#)$*4*)$)" /12#$3+&4$#5(63*$+(" 81/3#%7*7))(*87$*394*%7)" 71/3#%7*7)%#$%7:4#+79(%7)" 61;+(

(#+7(%("01;+( %4%#(83*3*"91<(%4)+(9+(#$=4#":1>4*367)9(4?$)"121@4+$)%36)+(%(6&#(+%7)"111A(%%7)#(%%7)

*(/)基于 !"

!

基因序列的不同物种间的遗传

距离及系统进化分析

选取 8K?O;?T 中的 6 种蟹类 #方蟹科(梭子

蟹科和沙蟹科$和 8 种脊椎动物#尖嘴鲈科(负子

蟾科(鳄科和鼠科$的 !"

!

为外群"其相关信息

见表 0+ 由表 0 可知"6 种蟹类的碱基 E(-(&和

8含量差异较小"&<E含量明显高于 8<-含

量"而同一科的物种其碱基含量则更为接近+ 8

种脊椎动物的碱基含量也符合上述特征+

基于本研究 6-$扩增获得的中华虎头蟹
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!

基因片段 11 种单倍型 # I;>1 ?I;>11 $ 和

8K?O;?T 检索到的 / 科 6 种蟹和 8 科 8 种脊椎动

物的 !"

!

基因片段"利用 P,8& 812 软件的

M<:=D;737>;D;:K3KD模型计算种间的遗传距离#表

9$+ 遗传距离显示"中华虎头蟹 11 种单倍型之间

的遗传距离为 21223 ?21233"平均 21229#表 :$'

0 种蟹之间的遗传距离为 21286 ?213::"8 种脊

椎动物之间的遗传距离为 213/: ?21//9+ 所有

蟹类中"红星梭子蟹与日本绒螯蟹的遗传距离最

大"为 21306'中华绒螯蟹与日本绒螯蟹的遗传距

离最小"为 21286+ 不同科的蟹类之间"梭子蟹科

与方蟹科的遗传距离最大"为 21330 ?213::'方

蟹科与沙蟹科的遗传距离最小"为 21191 ?

2131/+ 8 种脊椎动物之间"鱼类与爬行类的遗传

距离最大"为 21//9'两栖类与哺乳类的遗传距离

最小"为 213/:+

表 N)外群物种 !"

!

基因序列基本信息

012(N)0B6A18179:!"

!

;6<676=>6<?679:9>8;$9>C7C6?467

物种

B>K2<K

科

C;:<0A

碱基含量5F

G;BK2/?3K?3

E - & 8 &<E

长度5G>

0K?@3I

8K?O;?T 登录号

8K?O;?T ;22KBB</?

?=:GKD

中华绒螯蟹 2#$3+&4$#)$*4*)$) 方蟹科 /810 3211 3010 1017 6318 696 +H7/8280

日本绒螯蟹 2#$3+&4$#5(63*$+( 方蟹科 /717 1:10 3017 1018 6/12 671 (!072/3:

红星梭子蟹 /3#%7*7))(*87$*394*%7) 梭子蟹科 /718 331: 331: 1919 791/ 679 !W723:88

三疣梭子蟹 /3#%7*7)%#$%7:4#+79(%7) 梭子蟹科 /617 3210 3618 1618 631: 679 !W723:8/

弧边招潮蟹 ;+( (#+7(%( 沙蟹科 //11 3111 3916 1013 6110 679 !W723:/9

四角招潮蟹 ;+( %4%#(83*3* 沙蟹科 /71/ 1917 391/ 101: 6/16 679 &O7/78/1

尖吻鲈 <(%4)+(9+(#$=4# 尖嘴鲈科 3:1/ /211 3119 1919 7111 673 4H129236

非洲爪蟾 >4*367)9(4?$) 负子蟾科 /317 3/12 3016 161: 6211 673 8H963/22

非洲尖吻鳄 @4+$)%36)+(%(6&#(+%7) 鳄科 3018 301: 3911 1616 7717 687 8H188791

黑鼠 A(%%7)#(%%7) 鼠科 /211 3716 391/ 1612 7918 679 M-610979

表 O)基于 !"

!

基因片段的 H4@>$1I*IC1$1@686$遗传距离"左下方#

012(O)H4@>$1I*IC1$1@686$;6<684?A4781<?672176A9<8B6!"

!

;6<6:$1;@6<87"59J6$56:8#

物种

B>K2<K

1 3 / 8 7 6 0 12 11 13 1/

1 ,

3 21381 ,

/ 2133: 21286 ,

8 21321 2138: 21310 ,

7 213/1 2130/ 21306 21321 ,

6 211:: 2132: 2131/ 2132/ 213/9 ,

0 2133/ 21191 21190 21337 21333 21169 ,

9 21/77 21/01 21/9: 21/:0 21/07 21/0: 21816 ,

: 21/03 21/72 21/76 21/6/ 21/61 21/73 21//8 21309 ,

12 21/0/ 21/03 21/60 21/:6 21/:6 21/69 21/6/ 21//9 21398 ,

11 21/80 21/81 21//8 21/83 21/68 21/87 21/78 21392 213/: 213:8 ,

注!11中华虎头蟹 I;>1"31中华绒螯蟹"/1日本绒螯蟹"81三疣梭子蟹"71红星梭子蟹"61弧边招潮蟹"01四角招潮蟹"91尖吻鲈":1非洲爪

蟾"121非洲尖吻鳄"111黑鼠

%/3KB!11"#$%&'$( )$*$+( I;>1" 312#$3+&4$#)$*4*)$)" /12#$3+&4$#5(63*$+(" 81/3#%7*7)%#$%7:4#+79(%7)" 71/3#%7*7))(*87$*394*%7)" 61;+(

(#+7(%("01;+( %4%#(83*3*"91<(%4)+(9+(#$=4#":1>4*367)9(4?$)"121@4+$)%36)+(%(6&#(+%7)"111A(%%7)#(%%7)
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表 P)中华虎头蟹不同单倍型 !"

!

基因片段的 H4@>$1I*IC1$1@686$遗传距离"左下方#

012(P)H4@>$1I*IC1$1@686$;6<684?A4781<?672176A9<8B6!"

!

;6<6:$1;@6<879:

A4::6$6<8B1C598DC679:"#$%&%'("59J6$56:8#

I;>1 I;>3 I;>/ I;>8 I;>7 I;>6 I;>0 I;>9 I;>: I;>12 I;>11

I;>1 ,

I;>3 21223 ,

I;>/ 2122/ 21227 ,

I;>8 21223 2122/ 21227 ,

I;>7 2122/ 21223 21226 21227 ,

I;>6 21213 21218 21216 21218 21217 ,

I;>0 21227 21226 21223 21226 21229 21210 ,

I;>9 2122: 21211 2122: 21211 21213 21233 21211 ,

I;>: 21223 2122/ 21227 2122/ 21227 21218 21226 21211 ,

I;>12 21229 2122: 21229 2122: 21211 21232 2122: 21229 2122: ,

I;>11 21227 21226 21223 21226 21229 21210 2122/ 21211 21226 2122: ,

44基于上述 : 种蟹和 8 种脊椎动物的 !"

!

基

因片段"利用 P,8& 812 软件构建 %!系统进化

树#图 3$+ 结果表明"蟹类 !"

!

的系统进化分析

结果与 16*D$%&一致"而基于 16*D$%&和

!"

!

基因片段的 8 种脊椎动物的系统进化分析

结果则不一致+ 在脊椎动物分支中"两栖类和爬

行类首先聚为一支"然后与哺乳类相聚"最后又与

鱼类聚合在一起+

图 *)基于 !"

!

基因序列构建的 &K 系统进化树

L4;(*)&K CBD59;6<684?8$662176A9<!"

!

;6<676=>6<?67
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/4讨论

,(!)中华虎头蟹 !"#$%&'和 !"

!

基因片段的

序列比较

本研究采用 6-$技术对中华虎头蟹线粒体

16*D$%&和 !"

!

基因片段进行扩增"分别得到

717 和 67/ G> 的基因序列+ 序列碱基组成分析表

明"16*D$%&和 !"

!

基因的 &<E平均含量分

别为 6010F和 6118F"均明显高于 8<-平均含

量"该结果与三疣梭子蟹(日本鑚 # !&(#':B$)

5(63*$+($和脊尾白虾#2C36(9(4D3* +(#$*$+(7B($

等甲壳动物的研究结论一致
)18 517"3/ 538*

+ 研究报

道表明"线粒体 4%&上不同的基因其解析能力

不同"而同一基因在不同的物种间其解析能力也

不同
)37*

+ 目前"在蟹类线粒体 4%&研究中"16*

D$%&和 !"

!

基因片段得到较为广泛的应用+

在无脊椎动物中"16*D$%&基因进化速率相对较

低"保守性相对较高"而 !"

!

基因则具有较为丰

富的变异
)36 530*

+ PKAD;? 等
)39*

研究表明"在近缘

物种鉴定中"!"

!

基因比 16*D$%&基因则更为

灵敏"效果更好+

本研究中"中华虎头蟹野生群体 /2 个样本中"

16*D$%&基因共检测出 8 种单倍型和 8 个多态性

位点"而 !"

!

基因则共检出 11 种单倍型和 3/ 个多

态性位点+ 结果表明"与中华虎头蟹 !"

!

基因片段

相比"其 16*D$%&基因片段的遗传变异较小"序

列相对保守"该结果与三疣梭子蟹
)3:*

(日本鑚)38*

和脊尾白虾
)17"3/*

等虾蟹类的相关研究一致+ 基于

16*D$%&和 !"

!

基因片段的中华虎头蟹野生群体

的遗传多样性分析表明"16*D$%&基因片段的各

项遗传多样性参数均低于 !"

!

基因片段+ 中华虎

头蟹不同单倍型的 16*D$%&和!"

!

基因片段的遗

传距离分析结果显示"16*D$%&基因片段平均为

21228"而 !"

!

基因片段平均为 21229"表明中华虎

头蟹!"

!

基因片段比 16*D$%&基因片段具有更强

的分辨度+ 由此可知"!"

!

基因序列具有丰富的变

异"更适于中华虎头蟹种群的遗传多样性研究+ 线

粒体 4%&中"不同区域的核苷酸具有不同的突变

速率"或者不同的基因片段所承受的选择压力不

同"是造成线粒体不同基因片段变异存在差异的主

要原因
)/2*

+

,(*)遗传距离及系统进化研究

分子系统进化树构建是研究生物间系统进化

关系最重要的手段
)/1*

+ 分子系统进化树是在核

酸或氨基酸等大分子进化速率相对稳定的基础

上"基于相互之间的序列差异或结构的比较而得

以构建"可以很直观地体现出不同物种之间的系

统进化关系
)/3*

+ 利用 16*D$%&和 !"

!

基因构

建的分子系统进化树已经解决了许多物种间的系

统发生关系的问题"刘帅等
)//*

构建对虾属 3/ 种

对虾的分子系统进化树"为对虾属物种系统发生

关系的研究提供了更多的信息+ 鉴于 16*D$%&

和 !"

!

基因在无脊椎动物和脊椎动物的系统发

生和遗传进化研究及种质资源鉴定等研究中所具

有的应用价值"本研究从 8K?O;?T 中检索到梭子

蟹科(方蟹科(沙蟹科和 8 种脊椎动物的 16*

D$%&和 !"

!

基因片段序列"构建其 %!系统进

化树"以探讨中华虎头蟹与其他几个蟹科和脊椎

动物的遗传距离和系统进化关系+

本研究中"基于 16*D$%&基因片段构建的

%!系统进化树显示"无脊椎动物分支中"虎头蟹

科和梭子蟹科具有相对较近的亲缘关系"而方蟹

科和沙蟹科则紧密聚为一支'脊椎动物分支中"两

栖类和鱼类首先聚为一支"然后和爬行类相聚"最

后和哺乳类聚合在一起+ 基于 !"

!

基因片段构

建的%!系统进化树显示"无脊椎动物分支中几个

蟹科的亲缘关系与 16*D$%&进化树结果基本一

致'而在脊椎动物分支中"两栖类和爬行类首先聚

为一支"然后与哺乳类相聚"最后又与鱼类聚合在

一起"与 16*D$%&进化树结果不太一致"说明

16*D$%&可能比 !"

!

基因更适用于脊椎动物

不同物种之间的系统分类+ 根据蟹类形态分类学

研究结果"方蟹科和沙蟹科属于爬行亚目"虎头蟹

科和梭子蟹科属于腹胚亚目短尾下目+ 因此"本

研究中"方蟹科与沙蟹科(虎头蟹科与梭子蟹科之

间的进化关系与形态分类学一致+

分子钟假说认为"某一特定的大分子 #4%&

或蛋白质$在所有世系中"核苷酸替代速率在时

间上是稳定的+ *3<00:;? 等
)33*

对太平洋东部岩瓷

蟹类 系 统 发 生 地 理 学 的 研 究 估 算 岩 瓷 蟹

#/4%#39$%&4)(#D(%7)$的线粒体 16*D$%&的分子

钟为 217/F PA"即每百万年进化 217/F+ 他们

通过对各个支系分化时间的估计认为 217/F PA

的分子钟对于近期的分化更为可靠"而比较保守

的哺乳类 213F PA 的分子钟比较适合于估计远

古的分化+ 本研究利用 *3<00:;? 等
)33*

提出的线
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粒体 16*D$%&分子钟"对蟹类 8 个科 #馒头蟹

科(方蟹科(梭子蟹科和沙蟹科$和脊椎动物 8 个

科#尖嘴鲈科(负子蟾科(鳄科和鼠科$共 1/ 个物

种之间的分化时间进行估计"结果显示 8 个科蟹

类是从共同的古代海生蟹类祖先向着不同的方向

发生适应辐射的结果"这些辐射分化的时间基本

上发生在古新世#6712 ?7/17 百万年$至始新世

#7/17 ?/012 百万年$+

由于中华虎头蟹野生种群较为难得"所以本

研究仅对采自青岛丁字湾的中华虎头蟹群体进行

了种质资源及遗传多样性分析+ 在将来的研究工

作中"拟采集更为广泛海域的样本"并结合核基因

#&('6(微卫星等$进行群体遗传结构的研究"为

中华虎头蟹种质资源保护和遗传多样性研究提供

新的材料+
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