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摘要：为获得三疣梭子蟹线粒体全基因组 (mtDNA)SNP突变位点，本研究针对其
mtDNA全序列设计了179对引物，采用高分辨率熔解曲线(HRM)检测技术对SNP进行了筛
查。在179对引物中，有89对引物具有特异性扩增结果；进一步研究表明，89对引物中
共有22对引物的扩增区域含有SNP突变位点，共包含24个SNPs。统计结果显示，三疣梭
子蟹线粒体基因组中的SNP分布频率为0.15/100 bp，其中转换突变比例为79.1%、颠换突
变比例为16.6%；C/T(G/A)突变比率为79.1%、G/T(C/A)突变比率为8.3%、A/T突变与
G/C突变的比率均各占4.16%。本研究中所获得的SNP位点分布于三疣梭子蟹线粒体基因
组的11个区域，且分布不均。其中COX1基因区域的SNP数目最多，其次在D-LOOP、
ND1基因区域分别为3和4个SNP位点；而 tRNA、12S rRNA等其他区域尚未发现突变位
点。本研究所建立的三疣梭子蟹线粒体全基因组SNP的快速筛查方法及发现的SNPs，为
进一步开展三疣梭子蟹种质遗传资源多样性、增殖放流标记等方面的研究提供了分析
工具。
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与随机扩增多态性DNA(randomly amplified
polymorphic DNA, RAPD)(第一代分子标记技术代

表)、简单重复序列(simple sequence repeats, SSR)
(第二代分子标记技术代表)等分子标记技术相比，

单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms,
SNP)具有分布广、遗传稳定性强、易于高通量

分型等独特优点，因此成为第三代分子标记的

典型代表[1]。目前，SNP标记技术已广泛应用于遗

传多样性分析 [2]、种质鉴别 [3]、性状关联分析 [4]等

领域中。SNP标记在高密度遗传连锁图谱的构建

方面也被广泛应用 [5-6]，但仅限于核基因组，目

前尚无线粒体基因组SNP图谱构建的研究报道。

三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)是我国

主要海洋捕捞及养殖经济蟹类之一，对其生化、

生理和遗传育种等方面的研究一直广受关注 [7-8]。

随着三疣梭子蟹线粒体全基因组的公布 [9]，关于

线粒体基因组序列多态性标记(D-LOOP、COX1、
16S rRNA)已经被广泛用于三疣梭子蟹遗传多样

性研究和种群遗传结构分析等方面 [10-13]，但其线

粒体基因组完整的序列突变图谱一直未见详细

阐述。本研究在构建三疣梭子蟹mtDNA SNP高
分辨率熔解曲线(HRM)检测技术的基础上，对三

疣梭子蟹线粒体全基因组SNP突变位点进行了筛

查，并以此为基础构建了三疣梭子蟹线粒体基

因组SNP突变图谱，以期为加强三疣梭子蟹种质

资源的保护和利用等研究工作提供技术支持。
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1    材料与方法

1.1    实验材料

本实验所用的44只三疣梭子蟹均为野生成体，

2015年11月随机采集于山东莱州湾地区(LZ)(22只)、
连云港海州湾地区(HZ)(22只)，其体质量分别为

(182±17.5) g、(223.1±21.0) g。采集的三疣梭子蟹

活体运回实验室，–80 °C超低温保存。

1.2    样品DNA的提取

取新鲜肌肉组织，使用生工生物工程(上海)
股份有限公司生产的Ezup柱式动物基因组DNA
抽提试剂盒提取三疣梭子蟹总基因组DNA(其中

包含线粒体基因组DNA)，经Gene Quant Pro核酸

定量仪(通用公司，美国)测定基因组DNA浓度，

并均一化为20 ng/μL，–20 °C保存备用。

1.3    SNP引物设计及筛选优化

小片段引物的设计与验证         针对三疣梭

子蟹线粒体基因组全序列，利用Primer Premier
5.0(Premier biosoft international, USA)以步移的方

式设计覆盖mtDNA的引物，各引物预期扩增片

段长度为60~120 bp，退火温度控制在53~60 °C，

引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。

随机挑取3个DNA样品且等量混合，PCR体

系总体积为10 μL：7.0 μL ddH2O，1.0 μL 10×
PCR缓冲液，0.6 μL MgCl2(25 mmol/L)，0.2 μL
dNTPs (10 μmol/L)，0.2 μL Taq DNA聚合酶

(5 U/μL)，各0.4 μL上、下游引物 (10 μmol/L)，
0.2 μL mix-DNA (20 ng/μL)。用Touch-down PCR程

序：95 °C预变性3 min；95 °C变性30 s，68 °C退

火30 s，72 °C延伸45 s，其中退火温度每循环一

次降低1 °C，循环 17次；95 °C变性30 s，50 °C退

火30 s，72 °C延伸45 s，循环16次；72 °C延伸

5 min。用2% 琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增产

物，并根据产物的有无及长度确定引物是否可用。

引物优化        为减少对后续HRM分析的干扰，

对初筛引物的反应条件进行优化并确定其退火

温度。PCR反应总体积为10 μL (方法同“小片段

引物的设计与验证”)，采用温度梯度PCR程序：

95 °C预变性3 min；95 °C变性30 s，62~52 °C退火

30 s，72 °C延伸45 s，循环32次；72 °C延伸5 min；
4 °C保存。用2% 琼脂糖凝胶电泳进行引物验证。

1.4    HRM检测技术的建立

将来自2个地区的44个三疣梭子蟹的DNA样

品分别进行编号(LZ1-22，HZ1-22)，并随机分成

4组，每组由11个DNA样品组成；另外将每组

11个DNA样品取等量混合，分成4组混合DNA样

组，编号分别为M1、M2、M3、M4。本研究采

用小片段法进行SNP引物的初筛，其校准内标分

别为5′-GCGGTCAGTCGGCCTAGCGGTAGC-
CAGCTGCGGCACTGCGTGACGCTCAG-3′，
5′-ATCGTGATTTCTATAGTTATCTAAGTAGT-
TGGCATTAATTTCATTTT-3′及各自的反向互

补序列，且3′端进行磷酸化封闭，由生工生物工

程(上海)股份有限公司合成。

将初筛引物分别在4组混合DNA样品中进行

第1次HRM检测，将出现差异峰的引物分别在对

应不同组的单个个体中进行扩增及第2次HRM检

测。扩增体系为35 μL：25.3 μL ddH2O，3.5 μL 10×
PCR缓冲液，2 μL MgCl2(25 mmol/L)，0.6 μL
dNTPs (10 μmol/L)，0.6 μL Taq DNA聚合酶(5 U/μL)，
各 1.2  μL上、下游引物 (10  μmol /L)， 0.6  μL
DNA混合模板(20 ng/μL)。PCR程序：95 °C预变

性3 min；95 °C变性30 s，Tm退火30 s，72 °C延伸

45 s，循环32次；72 °C延伸5 min；4 °C保存。

反应结束后，向PCR产物中各加入3.5 μL
高、低温内标 (10 μmol/L)，加盖并进行变性处

理：95 °C变性3 min，25 °C复性  2 min，4 °C保

存。变性处理后，将含内标的扩增样加入96孔板

的反应孔中，每孔10 μL，每个扩增样重复加入

3个反应孔中。并分别加入1 μL LC Green，15~20 μL
矿物油。利用LightScanner 96 系统进行SNP检

测，分析并判断同一引物所对应的不同个体间

是否出现差异峰，记录并统计峰型的种类及对

应的个体数。

1.5    线粒体基因组SNP分析

将每种熔解峰所对应的扩增样品(2~3个)进
行克隆测序[生工生物工程(上海)股份有限公司]，
经过序列对比分析，统计三疣梭子蟹线粒体基

因组中SNP位点的数目、类型及对应的样品来

源，并定位分析SNP在三疣梭子蟹mtDNA中的位

置，以便确定SNP突变的类型(同义、非同义突

变和非蛋白质编码区突变)。

2    结果

2.1    SNP引物筛选结果

本研究针对三疣梭子蟹线粒体全基因组，
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覆盖设计的179对引物中共有89对引物具有特异

性扩增结果。

将89对初筛引物在4组混合DNA样品中进行

HRM筛查，其中55对引物出现了不同熔解曲线

和熔解峰。进一步将这55对SNP引物分别进行单

个个体扩增及HRM的SNP检测，同一引物扩增片

段在不同个体间出现了明显的差异峰(Tm>0.3 °C)
(图1)。由此可见不同个体间的同一段序列具有

差异性，可能发生了碱基突变。

2.2    SNP分析

三疣梭子蟹线粒体基因组SNP分析        经过

测序比对分析，55对SNP引物中，有22对引物的

扩增位点含有SNP突变，共计24个突变位点，其

中19个转换、4个颠换、1个插入。结果显示，

C/T (G/A)突变形式最常见，SNP的分布频率为0.15/
100 bp，转换和颠换突变形式的比例分别为79.1%、

16.6%；C/T (G/A)所占突变比率为79.1%、G/T
(C/A)突变占8.3%，A/T与G/C各占4.16%(表1)。

进一步将含有SNP的22对引物扩增序列与三

疣梭子蟹线粒体全基因组原始序列 [9]进行比对及

定位分析(表1)。结果显示，24个SNP位点分布于

线粒体基因组11个不同区域且突变位点数量存在

分布不均的现象：其中COX1基因区域的SNP数
目最多，共计 6个 ( 3号、 6号、 1 0号、 1 5号、

17号、178号)，占整个基因组突变量的25%；其

次ND1、D-LOOP的突变数目分别4个 (104号、

105号、108号、109号)和2个(13号、135号)，其

突变数量分别占整个线粒体基因组突变量的

17%和13%；在ATP8(157号)、COX 3(47号)、ND
5(159号)等其他8个区域，发现1~2个数量不等的

SNP位点；目前COX2、 tRNA、12S rRNA等区域

尚未发现SNP位点(表1)。
另外，进一步将获得的24个SNPs与NCBI数

据库所公布的三疣梭子蟹mtDNA序列进行了相

应的定位分析，并比对SNP突变前后所对应的密

码子编码的氨基酸种类是否发生改变，最终统

计各SNP突变类型的数目及所占的比例。结果显

示 24个突变位点中，位于蛋白基因编码区的

SNP位点共有18个，其中未改变氨基酸种类的突

变，即同义SNP有14个，占已获得的整个线粒体

基因组SNP数目的58.3%；另外，致使氨基酸种

类发生改变的突变，即非同义SNP有4个，占已

获得的整个线粒体基因组突变量的16.7%；其他

6个突变位点位于线粒体基因组的非蛋白质编码

区域，占已获得的整个线粒体基因组SNP数目的

25%(表1)。
不同来源三疣梭子蟹群体SNP分析        在莱

州湾地区群体中，筛选出的SNPs共计8个，其中

突变位点出现在6个个体中，占整个模板样品数

目 (44个样品 )的13.6%，SNP在莱州湾群体的

mtDNA分布区域为COX1、ATP8、ND2、ND4、
D-LOOP；其他16个突变位点均出现在海州湾地

区群体中的10个个体，突变个体数目占整个样本

群体的比例为22.7%，这16个SNPs分布于海州湾

地区群体线粒体基因组的COX1、COX3、ND1、
ND2、ND4L、ND5、Cytb、16S rRNA、D-LOOP、
间隔区中(表2)。

3    讨论

HRM是近年来新兴起的一种SNP检测技

术，可检测包括SNP、插入/缺失，以及SSR多态

性在内的多种DNA遗传变异 [14-15]，另外还可检测

相同序列的甲基化差异[16]。本研究利用小片段扩

增HRM检测技术对未知片段进行检测，在针对

三疣梭子蟹线粒体基因组设计的89对引物中筛查

出了55对可能存在碱基突变的引物，经测序发现

其中22对引物扩增序列存在SNP位点，HRM的突

变检出率为40%。虽然与已知序列片段相比，
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图 1    同一引物扩增PCR产物在具有SNP突变型个体

中的高分辨率熔解曲线

图中A型、T型、C型和G型分别代表不同的差异峰

Fig. 1    HRM melting curves of PCR products amplified
by the single primer pairs in different individuals with

SNP mutations
The curves for different genotypes were denoted by the types of A，T，
C，and G
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HRM检测技术对于未知片段SNP的检出率相对较

低 [17-18]，但研究结果也显示出该技术在线粒体基

因组SNP突变检测上具有良好的应用前景。

据NCBI数据库公布的三疣梭子蟹线粒体全

基因组序列长度为16 026 bp[9]，实验在含有突变

的22对引物扩增区域实际检测出了24个SNP位点，

因此SNP的分布频率为0.15/100 bp。目前，已知

不同物种中SNP的分布频率存在一定差异，例如

人类基因组中SNP的分布频率为0.1/100 bp[19-21]、

栉孔扇贝(Chlamys farreri)[22]中为1/100 bp、江豚

(Neophocaena phocaenoides)[23]中为0.18/100 bp。这

些研究所统计的SNP突变频率都是基于核基因组

的。而本研究结果显示三疣梭子蟹线粒体基因

组中的 SNP突变频率和以上物种的核基因组

SNP突变频率虽然具有一定差异，但应该看作是

同一个数量级上的线粒体SNP突变频率。在本实

验中，除了22个tRNA、COX2、12S rRNA等区域

尚未发现SNP位点，在COX1、COX3、Cytb以及

16S rRNA等区域均发现了突变位点的存在，且各

基因区域间的SNP位点数目及所占的比例均有所

表 1    三疣梭子蟹线粒体基因组SNP位点信息(方框部分为突变位点)

Tab. 1    Detailed information of the SNP loci of P. trituberculatus (the mutation sites were showed in box)

编号

no.
突变区序列

sequences containing mutation

SNP位置（数字为突变位点在线粒体

全基因组中的位置）

SNP loci (the numbers showed the
mutation positions in the mtDNA)

突变碱基

type of
mutation

突变类型

mutation type

3 C...CAAATTTA CAATGTTGT.. COX1(156 bp) C/T 同义

synonymous mutation
6 C....ACTCTT TTCTTATAAG.... COX1(336 bp) C/T 非同义　

missense mutation
10 C....TTTGTATGATC GTATT.... COX1(555 bp) C/G 同义　

synonymous mutation
15 G....TGCTACTAT ATTATTGC... COX1(924 bp) G/A 非同义　

missense mutation
17 A....TCACGATAC TTCACC... COX1(11 044 bp) A/C 同义　

synonymous mutation
178 A....TAATTGT ATCTGA... COX1(14 074 bp) A/G 同义　

synonymous mutation
153 T....TTAATGCC CAAA.... ATP8(2451 bp) T/C 同义　

synonymous mutation
47 T.....ATTTT GCTATTTT.... COX3(3427 bp) T/C 同义　

synonymous mutation
159 A....AAAGAAC GCTAC.... ND5(4991 bp) A/G 同义

synonymous mutation
61 A...AAAAGATA TAATCT... ND4(6907 bp) A/G 同义　

synonymous mutation
174 T....AACTAATGG AAAT.... ND4L (8319 bp) T/C 同义　

synonymous mutation
100 G....ATAAACTAG TGG.... Cytb (9872 bp) G/A 同义　

synonymous mutation
104 C....GCCTTCTTCC AA.... ND1(10 441 bp) C/T 同义　

synonymous mutation
105 G....TGTTC GTTAGTT..... ND1(10 587 bp) G/A 同义　

synonymous mutation
108 T....GGATGAGCTTC A.... ND1(10 801 bp) T/A 同义　

synonymous mutation
109 A....AAAGAACAA ATA.... ND1(10 864 bp) A/G 非同义　

missense mutation
123 A...AGCTCGTATGAC TC... 16S rRNA (12 304 bp) A/G 非编码区突变

noncoding region mutation
135 A.....AACTATAA ATATAAA... D-LOOP (13 709 bp) A/G 非编码区突变

noncoding region mutation
143 C.....GAGGTACCA TCTC.... ND2(14 878 bp) C/T 非同义　

missense mutation
146 G...ATTTCTCAC TAATA... ND2(14 878 bp) G/A 同义　

synonymous mutation
167 +T T.. AGAATTTCCAAATCA T. Spacer (1602 bp, 1610 bp) +T, T/C 非编码区突变

noncoding region mutation
133 A G..TATAGCC ATT ATT... D-LOOP (13 583 bp, 13 587 bp) A/C, G/A 非编码区突变

noncoding region mutation
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差异。分析其原因，一方面可能与DNA样品的

选择有关，来源差异越大，个体间基因水平差

异性越强；另一方面与不同部位所承担的功能

有关，王敏强等 [24]在比较2个三疣梭子蟹群体线

粒体基因组的Cytb及16S rRNA区域时，发现2个
基因组片段的SNP数目存在差异，即前者的突变

数目高于后者，前者的突变比例也相对较高。

经分析一方面是因为16S rRNA具有很高的保守性

及特异性，且cytb基因的进化速率比16S rRNA快

4倍左右 [24-25]；另一方面这种区域间SNP的差异

性，还可能与线粒体基因组中不同基因区域的

选择性压力有关[26]。而本研究在三疣梭子蟹线粒

体DNA的cytb和16S rRNA区域所发现的SNP差异

性也与王敏强等[24]的研究结果相符，因此也佐证

了SNP数目及比例的不同确实与各区域所承担的

功能有关。此外，表2显示：不同地区来源的三

疣梭子蟹线粒体全基因组之间SNP突变也存在差

异，SNP的数量及其分布的位置在2个群体中都

有所不同，其中海州湾群体的SNP数量明显多于

莱州湾群体，且在mtDNA中的分布也相对较

广。SNP在不同地区群体中出现的差异性，其原

因在于线粒体DNA具有严格的地区变异的特

性，即不同地理环境对基因组序列有直接的选

择性[27]。

另外，在三疣梭子蟹线粒体基因组中SNP置
换的比例为79%，颠换的比例为16.6%，SNP置换

类型的比例远大于颠换类型的比例，这与王家

丰等 [28]在筛选长牡蛎(Crassostrea gigas)核基因

SNP标记的分型规律一致，均符合 “transition bi-
as”原理 [29]，说明在核基因组与线粒体基因组中

SNP分型规律是一致的，不存在差异性。本研究

中C/T (G/A)所占比例为79%、G/T (C/A)所占比例

为8.3%、A/T突变占4.16%、G/C突变占4.16%、

其中C/T (G/A)突变所占的比例最大。在长牡蛎[28]、

中华绒螯蟹(Eriocheir chinensis)[30]等其他物种中也

发现了同样的规律。出现这种规律的原因：一

是C碱基转换为T碱基的突变频率是其他碱基突

变的10倍左右，这与胞嘧啶的分子结构有关，易

发生5-甲基化作用；二是与CpG岛5-甲基胞嘧啶

易发生脱氨基作用有关 [18， 31]。此外，根据实验

结果显示(表1)，位于蛋白基因编码区的SNP位点

共有18个，其中同义SNP有14个，占已获得的整

表 2    个体间的SNP分布信息

Tab. 2    The information of SNPs distribution among the individuals

来源

origin
SNP分布情况(数字为SNP所在mtDNA中位置)

the distribution of SNP(the numbers showed the SNP position in the mtDNA )
突变个数

number of mutation
碱基突变类型

type of mutation

LZ1 COX1(1104 bp), D-LOOP (13 587 bp), ND1(10 441 bp) 3 G/A, G/A, C/T

LZ3 ND4(6907 bp) 1 A/G

LZ6 ND2(15 081 bp) 1 G/A

LZ10 ND1(10 587 bp) 1 G/A

LZ11 COX1(1407 bp) 1 A/C

LZ16 ATP8(2451 bp) 1 T/C

HZ1 COX3(3427 bp), ND2(14 878 bp), COX1(331 bp) 3 T/C, C/T, C/T

HZ3 16SrRNA (12 304 bp) 1 A/G

HZ4 COX1(2451 bp), Cytb (9872 bp), ND1(10 864 bp), COX1(555 bp), Spacer (1602 bp) 5 A/G, G/A, A/G, C/G, +T

HZ7 ND1(10 801 bp) 1 T/A

HZ8 ND4L (8319 bp) 1 T/C

HZ9 D-LOOP (13 709 bp) 1 A/G

HZ11 D-LOOP (13 583 bp) 1 A/C

HZ15 COX1(156 bp) 1 C/T

HZ16 ND5(4991 bp) 1 A/G

HZ19 序列间隔区 Spacer (1610 bp) 1 T/C
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个线粒体基因组SNP数目的58.3%，非同义SNP有
4个，占已获得的整个线粒体基因组突变量的

16.7%；其他6个突变位点位于线粒体基因组的非

蛋白编码区域，占已获得的整个线粒体基因组

SNP数目的25%。目前，根据以往的研究报道显

示，约20%的非同义突变会导致蛋白质变性[19，32]，

而本研究结果显示，三疣梭子蟹线粒体基因组

中的非同义SNP的比例约占16.7%，因此本研究

发现的非同义SNP尚不足以最终改变蛋白质的性

质。而与非同义突变相比，同义突变对生物性

状的改变机制要相对复杂，例如使原先的密码

子转变为稀有密码子，导致多肽链合成速率的

改变 [33]；通过改变mRNA的翻译速率最终改变

mRNA稳定性及定位等 [34]。对于本研究在线粒体

基因组蛋白质编码区所发现的非同义SNP突变是

否会导致三疣梭子蟹线粒体基因组编码产物的

改变，还有待进一步的研究。

总之，本研究首次在三疣梭子蟹线粒体全

基因组中对其单核苷酸多态性作出了较为全面

的分析，为后续三疣梭子蟹种质遗传多样性分

析及遗传结构研究工作的开展奠定了良好的基础。
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Abstract: To obtain SNP mutations of mitochondrial genome in Portunus trituberculatus, a total of 179 primer
pairs were designed, nearly covering the whole mitochondrial genome in this study. Of the 179 primer pairs, 89 got
the expected specific amplification fragments by regular PCR. Then, 22 of 89 amplification fragments were found
to contain the SNPs, by testing of HRM technology (High resolution melting curve). Though sequencing, 24 SNPs
were obtained in the 22 amplification fragments. The results by statistical analyzing demonstrated that SNP fre-
quency in mitochondrial genome of P. trituberculatus was 0.15/100 bp, in which the conversion mutation rate was
79.1%, 16.6% for transvesion mutation rate, 79.1% for mutation rate of C to T (or G to A), 8.3% for the mutation
rate of G to T (or C to A), and 4.16 % for the mutation rate of G to C and A to T, respectively. Thus, the mutation
of C to T (containing the type of G to A) is the most common mutation type. Additionally, the distribution of 24
SNP mutation loci was not even in the whole mitochondrial genome. The number of SNPs was the greatest in
COX1 gene region, and the second is in D-LOOP and ND1 genes. However, no SNPs were found in some regions,
such as tRNA, 12S rRNA. Our findings will provide an analysis tool that may help further researches in genetic di-
versity of germplasm resources and enhancement in P. trituberculatus.
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