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两种体色三疣梭子蟹线粒体 DNA部分片段序列的比较分析 
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摘要: 三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)作为重要的海洋经济动物, 其常见体色(头胸甲)为茶绿色。

近年来在我国沿海海域海捕三疣梭子蟹中开始出现体色为紫色的一类梭子蟹, 除体色不同外, 二者表

型特征并无显著差异。对两种体色三疣梭子蟹不同个体的线粒体 COI 和 16S rRNA 基因进行了序列比

对分析以判定二者之间的亲缘关系。结果发现 COI 和 16S rRNA 基因在两种体色三疣梭子蟹群体中的

核苷酸序列一致性分别为 99.87%和 99.88%, 表明紫色三疣梭子蟹并未发生亚种的分化, 即紫色和茶绿

色群体属于同一个种。并利用 GenBank 数据库检索了梭子蟹科其他 15 种海产蟹的 16S rRNA 序列, 进

行了序列同源性比对分析和分子系统学方面的探讨, 为梭子蟹种属分类学研究提供分子依据。 
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)隶属于甲

壳纲 (Crustacea), 十 足 目 (Decapoda), 梭子蟹 科

(Portunidae), 梭子蟹属(Portunus), 又称梭子蟹、枪

蟹、海螃蟹、海蟹、门蟹等, 是一种大型海洋经济动

物, 广泛分布于中国、日本、朝鲜等西太平洋沿岸海

域[1], 具有肉质好、食物链短、生长快、产量高等优

点[2], 是我国重要的海洋渔业资源。鉴于其较高的经

济价值及其在生态环境中的重要作用, 自 20世纪 50

年代起, 国内外学者相继对三疣梭子蟹生活习性、生

理生化、胚胎发育、养殖模式、群体遗传结构、超

微结构观察和核型分析等方面做了深入的研究, 而

对三疣梭子蟹分子生物学展开的研究工作尚处于起

步阶段, 且主要集中在分子标记研究领域[3]。 

常见三疣梭子蟹体色(头胸甲)为茶绿色 , 近年

来, 在我国从渤海到东海广大海域的海捕野生群体

中发现一类体色为紫色的梭子蟹。从形态上观察, 除

了身体颜色存在差异外, 两种体色梭子蟹其他表型

特征相似。对于此类紫色梭子蟹的来源有不同的说

法: 有的认为雌性梭子蟹为紫色, 雄性蟹为茶绿色[4]; 

有的认为它们属于两个不同的种[5]。因此, 有必要了

解不同体色梭子蟹之间的关系及其与其他蟹类的系

统发生学关系。 

由于母性遗传、进化率低以及缺乏分子间遗传

重组等特点, 线粒体 DNA已经广泛应用于群体遗传

结构分析和不同分类水平物种间亲缘关系的研究[6]。

迄今为止, 线粒体两个保守序列基因 COI(细胞色素

c氧化酶亚基 I基因)和 16S rRNA基因已经成功应用

于甲壳类动物的生物学亲缘关系鉴定[7]。通过应用长

PCR技术, Yamauchi等[7]首次对三疣梭子蟹线粒体基

因组进行全序列分析研究。郭天慧等[2]对三疣梭子蟹

线粒体 DNA COI和 16S rRNA基因片段序列进行比

较研究发现, 16S rRNA 基因较 COI 基因更为保守, 

表明 COI 基因适于种内遗传多态性研究 , 而 16S 

rRNA基因适于种属间遗传多态性分析。 

Place 等[8]对可口美青蟹(Callinectes sapidus)整

个线粒体基因组进行了测序和基因定位, 发现可口

美青蟹和三疣梭子蟹线粒体基因组长度 (分别为   

16 263 bp 和 16 026 bp)十分接近, 且二者线粒体基

因组内基因序列及相关功能基因的定位均十分相似, 

表明三疣梭子蟹和可口美青蟹的亲缘关系相近, 但

是, 三疣梭子蟹和可口美青蟹分别生活在太平洋和

大西洋沿岸[8], 处于地理隔离状态, 分类学上分别隶

属于梭子蟹属和青蟹属(Callinectes), 且二者体色亦

有不同, 因此有必要了解二者在分子系统分类学中

的关系。 

本文期望通过线粒体 DNA COI和 16S rRNA部

分基因片段在茶绿色和紫色梭子蟹间的序列比对分
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析 , 以阐释清楚两种体色梭子蟹的亲缘关系 , 即二

者是否达到亚种的分化水平; 并对三疣梭子蟹与梭

子蟹属其他 14 种梭子蟹以及青蟹属可口美青蟹的

16S rRNA 基因进行序列同源性比对分析, 以探讨三

疣梭子蟹与其他海产蟹类的分子系统发育关系。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验所用紫色和茶绿色三疣梭子蟹购自连云港

水产品市场, 时间为 2007年 10月至 2008年 3月。 

1.2  样品 DNA 的提取 

取三疣梭子蟹附肢肌肉, 使用上海赛百盛基因

技术有限公司生产的树脂型 TM基因组 DNA 提取试

剂盒提取基因组 DNA, 经 Gene Quant Pro核酸定量

仪(通用公司, 美国)测定基因组 DNA浓度, -20 ℃保

存备用。 

1.3  PCR 扩增及目的基因序列测定分析 

三疣梭子蟹线粒体 DNA COI和 16S rRNA基因

片段扩增所用特异性引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成。引物序列参见郭天慧等[2]的文献, 

分别为 COI-H/COI-L(正向: 5’-taaacttcagggtgaccaaaa- 

aatca-3’, 反 向 : 5’-ggtcaacaaatcataaagatattgg-3’) 和

16S-AR/16S-BR(正向 : 5’-cgcctgtttatcaaaaacat-3’, 反

向: 5’-ccggtctgaactcagatcacgt-3’)。 

PCR反应体系(25.0 μL)为: ddH2O 12.3 μL, 10× 

PCR 缓冲液 2.5 μL, 25 mmol/L MgCl2 2.0 μL, 10 

μmol/L dNTPs 2.0 μL, 5 U/μL Taq DNA聚合酶 0.2 μL, 

10 μmol/L上下游引物各 2.0 μL, 500 μg/L DNA模板

2.0 μL。PCR扩增条件为: 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃

变性 45 s, 48 ℃退火 1 min, 72 ℃延伸 1 min, 循环 30

次; 最后 72 ℃延伸 5 min。PCR试剂均购自上海赛

百盛基因技术有限公司。 

PCR扩增所得目的DNA片段直接送至上海生工

生物工程技术服务有限公司进行序列测定, 再通过

DNAMAN(Version 6.0.40)软件进行紫色和茶绿色梭

子蟹线粒体 DNA COI和 16S rRNA基因片段序列比

对分析。 

1.4  16 种海产蟹 16S rRNA 基因片段的序

列分析及分子系统学探讨 

根据三疣梭子蟹的种属特异性及序列分析结果, 

在 GenBank 数据库中有选择性地检索出同属于梭子

蟹科(Portunidae)的、梭子蟹属其他 14 种梭子蟹(P. 

anceps; P. bahamensis; P. binoculus; P. depressifrons; P. 
floridanus; P. gibbesii; P. ordwayi; P. rufiremus; P. sayi; 
P. sebae; P. spinicarpus; P. spinimanus; P. ventralis; P. 
vossi)及青蟹属可口美青蟹(C. sapidus)的 16S rRNA

基因片段, 共 15 种海产蟹类型。利用 DNAMAN 软

件对三疣梭子蟹与这 15种海产蟹的线粒体DNA 16S 

rRNA基因片段核苷酸序列进行结构分析, 并以可口

美青蟹作为外类群进行分子系统分析。邻接法

(Neighbor-joining, NJ)分析使用 Kimura 2-paramater, 

系统树分支的置信度采用重复抽样分析(Booststrap 

analysis)的方法, 重复抽样的次数为 1000次。 

2  结果 

2.1  线粒体 DNA COI 和 16S rRNA 基因片

段 PCR 扩增结果 

本实验采用三疣梭子蟹基因组DNA为模板对其

线粒体 COI 和 16S rRNA 基因部分片段分别进行

PCR 扩增及电泳检测。结果表明, 两个基因片段的

PCR 扩增产物均产生了清晰可辨的扩增条带, 且二

者扩增条带分子量大小与参考文献[2]相一致。 

2.2  线粒体 DNA COI 和 16S rRNA 基因的

序列分析 

从 COI和 16S rRNA基因 PCR扩增样品中分别

随机选取 4 个紫色和 4 个茶绿色个体的扩增样品进

行测序分析(图 1和图 2)。经测定分析后得到了长度

为 658 bp 的 COI 基因序列和长度为 524 bp 的 16S 

rRNA基因序列。相关序列分析结果为: 紫色和茶绿

色梭子蟹个体中 COI基因(G+C)摩尔分数(DNA碱基

比)分别为 46.8%和 46.7%; 两类个体中 16S rRNA基

因(G+C)摩尔分数均为 53.15%; 经DNAMAN软件分

析合并的 COI和 16S rRNA基因中(A+T)含量分别为

63%(A=36.6%; C=16.4%; G=20.5%; T=26.4%) 和

69.7%(A=34.5%; C=12.4%; G=18.0%; T=35.2%), 这

与三疣梭子蟹整个线粒体DNA序列中 70.2%的(A+T)

含量相近[7], 而且, COI和 16S rRNA基因在紫色和茶

绿色群体间的核苷酸序列一致性(sequence identity)

分别达到了 99.87%和 99.88%。 

2.3  三疣梭子蟹 16S rRNA 基因与其他海

产蟹的同源性比较 

经 GenBank 数据库选择性地检索, 得到用于同

源性比对分析的梭子蟹科共 15 种海产蟹 16S rRNA  
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图 1  紫色(P)和茶绿色(G)梭子蟹个体 COI基因片段的序列比对 
Fig. 1  Multiple sequence alignment of COI gene fragments of tea-green (G) and purple (P) crab samples 

 

基因片段, 相应分类和 GenBank登录号见表 1。 

由于选取的 16 种海产蟹属于同一科(梭子蟹科) 

内不同属间的类型, 其中 15 种为同一属(梭子蟹属)

内不同种间的类别, 本文通过常用于系统发生比较 
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图 2  紫色(P)和茶绿色(G)梭子蟹个体 16S rRNA基因片段的序列比对 
Fig. 2  Multiple sequence alignment of 16S rRNA gene fragments of tea-green (G) and purple (P) crab samples 
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表 1  用于 16S rRNA 基因比对分析的梭子蟹科 15 种海产蟹的分类学位置及 GenBank 登录号 
Tab. 1  Classification of 15 species of Portunidae and the GenBank accession numbers for 16S rRNA analysis 

海产蟹属别 种名 登录号 
片段长度 

(bp) 
梭子蟹属 Portunus P. anceps DQ388054 516 

梭子蟹属 P. bahamensis DQ388065 518 

梭子蟹属 P. binoculus DQ388062 520 

梭子蟹属 P. depressifrons DQ388064 518 

梭子蟹属 P. floridanus DQ388058 517 

梭子蟹属 P. gibbesii DQ388057 519 

梭子蟹属 P. ordwayi DQ388066 520 

梭子蟹属 P. rufiremus DQ388063 520 

梭子蟹属 P. sayi DQ388053 522 

梭子蟹属 P. sebae DQ388067 520 

梭子蟹属 P. spinicarpus DQ388061 516 

梭子蟹属 P. spinimanus DQ388056 519 

梭子蟹属 P. ventralis DQ388060 520 

梭子蟹属 P. vossi DQ388055 519 

青蟹属 Callinectes C. sapidus CSU75267 486 

 
的线粒体 DNA 16S rRNA基因对 16种海产蟹的核苷

酸序列同源性进行分析比较。DNAMAN软件进行序

列同源性比对分析所得结果见表 2。 

16种海产蟹之间的 16S rRNA基因核苷酸序列一

致 性 (sequence identity) 为 88.06%, 序 列 同 源 性

(sequence homology)范围为 76.2%~100%。梭子蟹 P. 

anceps和 P. rufiremus之间的 16S rRNA基因核苷酸序

列同源性最低, 为 76.2%; 梭子蟹 P. bahamensis 和 P. 

depressifrons以及 P. spinimanus和 P. vossi之间的 16S 

rRNA 基因核苷酸序列同源性最高, 均达到 100%。与

其他 15种海产蟹 16S rRNA基因同源性比对分析结果

表明, 三疣梭子蟹和其他不同种属海产蟹间的核苷酸

序列的同源性为 81.7%~91.7%, 其中, 与赛氏梭子蟹(P. 

sayi)同源性最高, 达到91.7%; 与P. rufiremus的同源性

最低, 为 81.7%; 而与可口美青蟹(C. sapidus)的同源性

仅次于赛氏梭子蟹, 达到 87.7%。 

 
表 2  16种海产蟹线粒体 DNA 16S rRNA基因核苷酸部分序列同源性比较 
Tab. 2  Comparison of sequence homology (%) among 16S rRNA genes from 16 species of Portunidae 

类别 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

P. anceps ***                

P. bahamensis 83.8 ***               

P. binoculus 80.1 88.8 ***              

P. depressifrons 83.8 100.0 88.8 ***             

P. floridanus 85.4 84.1 82.7 84.1 ***            

P. gibbesii 81.0 88.7 92.8 88.7 82.4 ***           

P. ordwayi 84.0 93.8 89.2 93.8 84.4 90.1 ***          

P. rufiremus 76.2 84.3 87.1 84.3 78.6 86.9 85.1 ***         

P. sayi 82.4 83.9 83.3 83.9 82.3 83.2 82.9 80.3 ***        

P. sebae 82.0 93.0 87.8 93.0 82.7 87.8 93.4 84.5 81.6 ***       

P. spinicarpus 79.8 88.7 99.2 88.7 82.8 92.2 89.3 87.0 83.3 87.7 ***      

P. spinimanus 80.4 88.2 91.9 88.2 82.0 95.4 89.6 85.9 83.4 86.8 91.7 ***     

P. trituberculatus 83.4 86.2 84.9 86.2 82.5 85.1 86.3 81.7 91.7 85.3 84.9 84.4 ***    

P. ventralis 85.4 85.0 83.4 85.0 86.0 82.9 85.5 80.2 81.6 83.7 83.7 83.7 83.8 ***   

P. vossi 80.4 88.2 91.9 88.2 82.0 95.4 89.6 85.9 83.4 86.8 91.7 100.0 84.4 83.7 ***  

C. sapidus 84.1 84.3 82.1 84.3 82.8 82.3 83.5 79.1 86.4 81.8 81.4 80.8 87.7 81.7 80.8 ***
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2.4  16S rRNA 基因在系统学分析中的应用 

基于线粒体 DNA 16S rRNA 基因核苷酸序列, 

以可口美青蟹为外群对 16种海产蟹进行系统发育分

析。通过应用邻接法(NJ 法)构建的的分子系统发育

关系树(图 3), 枝长表示分歧度, 枝上的数值是 1000

次重复抽样检验的置信度值。聚类分析结果表明, 三

疣梭子蟹首先与赛氏梭子蟹(P. sayi)聚为一类, 再与

可口美青蟹聚在一起。另外, 梭子蟹 P. bahamensis

和 P. depressifrons以及 P. spinimanus和 P. vossi之间

的 16S rRNA 基因核苷酸序列的高同源性在分子系

统树的聚类结果中也反映了这一点。由于针对梭子

蟹种属内的研究主要集中在三疣梭子蟹等重要经济

种类, 且天然地理分布阻隔也造成对梭子蟹属内各

种之间的分类学研究较为匮乏, 该聚类分析结果可

为梭子蟹种属分类学研究提供分子依据。 

 

图 3  基于 16种海产蟹线粒体 DNA 16S rRNA基因核苷

酸序列通过邻接法构建的分子系统树(NJ树) 

Fig. 3  Molecular phylogenetic tree on the nucleotide sequence 
of 16S rRNA gene from 16 species of Portuni dae con-
structed by Neighbour-Joining method (NJ tree) 

 

3  讨论 

3.1  线粒体保守序列基因分析在系统分类

学中的应用探讨 

当前, 动物分子分类学研究成果多建立在线粒

体 DNA相关基因序列分析的基础之上。线粒体中核

糖体 RNA 基因(rRNAs)和细胞色素 c 氧化酶亚基 I

基因(COI)的核苷酸序列比对, 是分子系统亲缘分析

行之有效的方法 [9]。陈丽梅等 [10]对 3 种蛏类 16S 

rRNA 和 COI 基因片段序列进行了比较并对其系统

学进行了初步研究, 发现COI基因的进化速率与 16S 

rRNA 基因相比要快, 16S rRNA 基因则相对保守一

些。徐琰等[11]通过运用 16S rRNA基因序列初步探讨

了部分真虾类的系统发育关系 , 结果表明 , 16S 

rRNA 基因片段的序列很适合研究真虾类属间系统

发育关系, 而在研究属以上高级阶元或种以下阶元

间的系统发生关系时较不敏感, 因其变异对于种级

水平显得过于保守, 而对于科级以上阶元又显得过

快。蒋钦杨等 [12]在 3 个不同群体罗氏沼虾

(Macrobrachium rosenbergii)线粒体 16S rRNA基因序

列分析及遗传差异比较中也指出, 线粒体 16S rRNA

基因是动物种内个体间较为保守的序列, 主要用于

种以上水平的变异分析。在细菌分类学鉴定方面 , 

16S rRNA基因序列分析是当前细菌分类中最精确的

一种技术[13]。刘佳文等[14]指出通过分子生物学技术

分析 16S rRNA基因, 可将分枝杆菌(Mycobacterium)

鉴定到种的水平。由于具有较强的中间解析和鉴别

能力, 线粒体 16S rRNA基因正广泛应用于脊椎动物

和无脊椎动物的系统与进化学及种类鉴别中[15]。 

目的基因序列测定及比对分析可以直观反映两

个群体之间的亲缘关系。以细菌鉴定为例 , 当两

DNA 间同源性为 100%, 即可认为是源于同一个体; 

同源性为 80%~90%则被认源于为同一种内或同一亚

种; 同源性为 60%~70%被认为源于同一种内的不同

亚种, 同源性为 20%~60%则被认为是源于同一属的

不同种(http://space.biox.cn/3776/viewspace-4586.html)。

对不同个体或群体间 DNA 碱基比(G+C)摩尔分数的

差异比较的分析方法已经广泛应用于微生物的分类

学的亲缘关系鉴定的研究中。一般认为, (G+C) 摩尔

分数相差超过 5%就不可能属于同一个种, 相差超过

10%就可考虑是不同属 [16]。本实验选取的线粒体

DNA 两个保守基因的序列比对分析结果显示了 COI

和 16S rRNA在两个群体中均接近 100%的核苷酸序

列一致性, 且紫色和茶绿色梭子蟹群体中 COI 基因

(G+C)摩尔分数差别为 0.1%; 16S rRNA 基因(G+C)

摩尔分数则完全相同, 说明紫色和茶绿色梭子蟹群

体间亲缘关系十分相近 , 二者同属于一个种 , 紫色

三疣梭子蟹并未发生亚种分化。 
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在 COI 基因序列比对分析中, 紫色梭子蟹个体

间仅发现单碱基差异, 序列歧异为转换(G-A); 而茶

绿色梭子蟹不同个体间有较多的(6 个)碱基突变, 序

列歧异基本上是转换(T-C, G-A)多于颠换(G-C), 且

其中有一处单碱基序列差异(G-A)与紫色梭子蟹个

体相同, 这说明紫色梭子蟹群体的线粒体 DNA序列

在进化关系上较为保守(图 1); 在 16S rRNA 基因序

列比对分析中, 紫色和茶绿色梭子蟹群体内不同个

体间均只出现单碱基突变, 而且仅为单碱基 T 的重

复序列数目不同(图 2), 反映了 16S rRNA 基因高度

保守的特性, 说明 16S rRNA基因更适用于亲缘关系

较远物种之间的分类学研究鉴定。 

在利用线粒体 DNA 16S rRNA基因对 16种海产

蟹的核苷酸序列同源性进行分析中, 三疣梭子蟹与

可口美青蟹的同源性仅次于赛氏梭子蟹(91.7%), 达

到 87.7%, 且 DNAMAN软件分析表明三疣梭子蟹与

可口美青蟹间的 16S rRNA 基因核苷酸序列一致性

达到 83.00%, 表明二者相近的亲缘关系。以上结果

表明, 海产蟹线粒体 DNA 16S rRNA 基因是相对保

守的, 适合用于梭子蟹科内不同种间同源性比较及

遗传多样性的分析。 

鉴于本实验所用线粒体 DNA COI和 16S rRNA

基因序列均未检测到可用于鉴定两种体色三疣梭子

蟹间的差异, 可进一步对线粒体 DNA中核苷酸序列

变化较大的区域(如, 线粒体 DNA 控制区[17,18]等)进

行序列比较分析, 以得到基于碱基序列差异的不同

体色三疣梭子蟹间的具体亲缘关系。 

3.2  三疣梭子蟹体色成因分析 

体色在海洋蟹类的生活史中扮演重要的角色。

首先它可以作为一种保护色, 与周围生活环境融为

一体, 有利于规避天敌和捕食猎物; 其次, 体色可以

作为一种交流信号, 与其特定的生活生理特征相联

系; 再次 , 体色的改变可能与其生活环境的变化有

关, 如招潮蟹(Uca pugilator)便具有因环境温度高低

和光强的强弱而改变身体颜色的特性[19]。 

自然界中, 同一物种内具有不同体色个体或群

体的现象十分普遍, 针对体色遗传变异等方面的研

究也比较深入。郑怀平等[20]根据贝壳颜色的差异对

海湾扇贝(Argopecten irradians)家系的建立及其成长

发育过程进行了观察研究 , 发现体色(壳色)作为一

个可遗传的质量性状, 它与表型性状的联系可能与

贝类的遗传、生理特性以及生态环境等有关。在本

研究所观察到的三疣梭子蟹既然同属于一个种, 那

么其体色的变化很可能是由环境因素或者遗传因素

引起的。同时在实际观察中了解到, 雌蟹和雄蟹中都

有紫色和茶绿色个体的存在, 因此否定了雌蟹为紫

色, 雄蟹为茶绿色的说法[4]。另外, 在养殖中虽然有

个别紫色个体体色会褪色为接近茶绿色个体体色的

现象 , 但其与茶绿色体色仍存在着明显的差异 , 且

同等条件下绝大多数紫色个体颜色不会发生明显变

化。因此, 基于以上分析, 可以认为三疣梭子蟹产生

紫色和茶绿色两种明显体色差异的原因是遗传和环

境因素共同作用的结果, 产生体色差异的具体原因

有待进一步地深入研究。 
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Abstract: The blue swimming crabs, an important commercial species, with different body-colors were dis-
covered along the coast of East China in recent years. Both purple and tea-green crabs have similar, even the 
same physical characteristics except for the carapace color. In order to identify the relationships between them, 
we amplified and compared two conserved mitochondrial gene fragments of color-different crabs through 
DNA sequencing analyses. The sequence alignment analysis of color-different crabs presented 99.87% and 
99.88% nucleotide sequence identity for the COI and 16S rRNA genes, respectively, indicating that there was 
no species or subspecies differentiation between them. Based on the alignment of nucleotide sequences, a 
phylogenetic tree of 16S rRNA genes from 16 species of Portunidae was constructed. It may serve as a basis 
for the taxonomy of portunid crabs. 
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