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中国沿海 10种方蟹 16S rRNA基因序列分析及系统发育研究 

徐敬明 

(重庆文理学院 生命科学与技术学院, 重庆 永川 402168) 

摘要: 中国沿海 10 种方蟹线粒体 16S rRNA 基因部分片段的序列长度为 517 bp～533 bp。它们的核苷

酸序列 A、T、G、C 的含量相似, A+T 的含量(69.8%～76.0%)明显高于 G＋C 的含量; 10 种方蟹的 16S 

rRNA 基因序列比对获得 541 bp 的同源序列(含插入/缺失位点), 除插入/缺失位点外共检测到 146 个变

异位点, 其中 81 个为简约信息位点。4 种厚蟹与 2 种近方蟹的遗传距离(0.054～0.085)都显著小于与其

他方蟹之间的遗传距离, 甚至明显小于与 4 种厚蟹原本属于同一相手蟹科的 2 种相手蟹之间的遗传距

离(0.105～0.155); 而基于 16S rRNA 基因片段序列采用 NJ 法构建的系统进化树的拓扑结构也显示, 原

本属于相手蟹科的侧足厚蟹、天津厚蟹、日本仿厚蟹和伍氏仿厚蟹没有与 2 种相手蟹聚为一支, 而是

最终与属于弓蟹科的 2 种近方蟹聚为一大支, 且有高达 99%的支持率。结果表明, 4 种厚蟹与 2 种近方

蟹的亲缘关系相对较近, 而与 2 种相手蟹等其他方蟹的亲缘关系则相对较远。因此, 研究结果支持将 4

种厚蟹从相手蟹科移到弓蟹科。此外, 属于相手蟹科的 2 种相手蟹聚为一支, 属于方蟹科的白纹方蟹

和属于斜纹蟹科的瘤突斜纹蟹又各自成为一支; 表明 16S rRNA 基因的分子数据支持其形态学分类结

果的正确性, 提示上述 4 科蟹类可能分别为单系。 
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方蟹是我国沿海常见的具有一定经济价值的蟹

类, 隶属于甲壳纲(Crustacea)、十足目(Decapoda)、

方蟹科 (Grapsidae), 该科又分为方蟹亚科 (Grapsi- 

nae)、弓蟹亚科(Varuninae)、相手蟹亚科(Sesarminae)

和斜纹蟹亚科(Plagusiinae)[1]。近来, 一些学者根据幼

体形态学和分子系统学的研究而将方蟹科提升为方

蟹总科(Grapsoidea), 其中包括原方蟹科中的 4 个亚

科被提升为科的方蟹科 (Grapsidae)、相手蟹科

(Sesarmidae) 、 弓 蟹 科 (Varunidae) 和 斜 纹 蟹 科

(Plagusiidae)以及地蟹科(Gecarcinidae)和 2001 年新

建立的雕刻方蟹科 (Glyptograpsidae); 并将厚蟹属

(Helice)等蟹类从相手蟹科移到弓蟹科[2~6]。 

动物线粒体 DNA(mtDNA)因其分子量小、母系

遗传、比核 DNA进化速率快等特征而广泛地应用于

进化生物学研究中; 而 mtDNA 16S rRNA基因有较

高的保守性, 易于进行 PCR 引物的设计和扩增, 非

常适合于种及其以上分类阶元的差异研究 [7,8]。16S 

rRNA 基因序列已被广泛用于蟹类的分子系统学研

究[9~14], 已有一些学者基于 16S rRNA基因序列分别

对美国、日本等地的部分方蟹进行了分子系统学分

析[2~4,15]。 

本研究采用线粒体 16S rRNA 基因作为分子标

记, 对产于中国沿海的 10 种方蟹进行了序列测定和

分子系统关系分析, 探讨它们之间的遗传差异及亲

缘关系, 以期为蟹类的种质鉴定、物种保护和资源评

价提供基础的分子遗传学资料, 为进一步研究蟹类

分子系统学提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用标本(包括红螯相手蟹和褶痕相手蟹[16])

的采集地点、数量及时间等信息见表 1。标本浸泡于

95%乙醇或保存于40℃冰箱中备用。 

1.2  DNA 提取 

从蟹类的步足和螯足中取约 50 mg 肌肉, 采用

传统法 (酚 /氯仿抽提法 )从肌肉组织中提取基因组

DNA。将乙醇沉淀后 DNA溶解入 40 μL超纯水, 放

入 4 ℃冰箱 6 h, 最后20℃保存备用。 
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表 1  测序用蟹类取样信息 
Tab. 1  Crabs used in sequence analysis of mitochondrial 16S rRNA gene 

代码 种类名称 采集地点 
样本量 

(只) 

采样时间 

(年-月) 

HKL 侧足厚蟹 Helice latimera 海南海口 3 2006-03 

TGT 天津厚蟹 Helice tientsinensis 天津塘沽 3 2006-05 

RZJ 日本仿厚蟹 Helicana japonica[6] 山东日照 3 2005-09 

TGW 伍氏仿厚蟹 Helicana wuana[6] 天津塘沽 3 2005-08 

RZH 红螯相手蟹 Chiromantes haematocheir[6, 16] 山东日照 3 2004-05 

RZP 褶痕相手蟹 Parasesarma plicatum[6, 16] 山东日照 3 2004-05 

WCA 白纹方蟹 Grapsus albolineatus 海南文昌 3 2006-03 

WCS 瘤突斜纹蟹 Plagusia squamosa[6] 海南文昌 3 2006-03 

QDS 肉球近方蟹 Hemigrapsus sanguineus 山东青岛 3 2006-09 

QDP 绒螯近方蟹 Hemigrapsus penicillatus 山东青岛 3 2006-09 

DLA 宽身大眼蟹 Macrophthalmus abbreviatus[6] 辽宁大连 3 2006-07 

 

1.3  PCR 扩增 

以 L2510 5′-CGCCTGTTTAACAAAAACAT-3′ 

和 H3059 5′-CCGGTCTGAACTCAGATCATGT-3′为

引物对 16S rRNA部分片段进行 PCR扩增[17]。扩增

时的反应体积为 25 µL, 反应液中含 2.5 µL 10× PCR 

buffer, 2.0 µL dNTPs(2.5 mmol/L), 2.0 µL MgCl2 (25 
mmol/L), 1 µL模板 DNA, 引物各 0.5 µL(10 µmol/L), 

0.2 µL Taq酶(5 U/µL), 无菌去离子水补足到 25 µL。

PCR循环参数为: 94℃预变性 1.5 min后, 94 ℃变性

30 s, 49 ℃退火 45 s, 72 ℃延伸 1 min, 循环 39次, 然

后在 72℃延伸 5 min, 于 4 ℃保存。 

1.4  序列测定  

PCR产物用含有溴化乙锭的 1.0%琼脂糖凝胶电

泳检测, 凝胶成像系统观察、照相。对于扩增效果良

好的样品进行回收, 回收时用 1.0%琼脂糖凝胶, Ta-

KaRa Agarose Gel DNA Purification Kit(宝生物工程

(大连)有限公司)进行回收和纯化, 纯化产物送至上

海英骏测序公司, 用 ABI3730XL 测序仪进行正反链

双向测序。测序所用引物和 PCR扩增时的引物相同。 

1.5  数据分析 

首先仔细核对测序胶图 , 所有序列均由

DNASTAR软件包(DNASTAR, Inc., Madison, USA)

进行编辑、校对和比对, 并对排序结果进行分析; 所

有序列为两端去引物后的序列。用 DNASP软件检测

变异位点数 (Variable sites)、简约信息位点数

(Parsimony informative sites)。用 MEGA(Version4.0)

软件统计序列的碱基组成 , 计算种间的遗传距离 , 

进行系统发生和分子进化分析。所有序列之间基于

Kimura-双参数距离模型估计其遗传距离; 用 NJ 法

(Neighbor-Joining)构建分子系统发生树,系统树各结

点的支持率以序列数据集 1 000 次重复抽样检验的

自引导值(Bootstrap value)表示, 各分支上的数字为

重抽样分析得到的大于 50%的支持率。 

2  结果 

对表 1中除红螯相手蟹和褶痕相手蟹 [16]之外的

9种蟹类的线粒体 16S rRNA基因片段进行 PCR扩增

和序列测定。每种蟹类的 3 个不同个体之间序列没

有差异。它们的序列长度、碱基组成和 GenBank 登

录号分别见表 2。由表 2可见, 10种方蟹的 A、T、G、

C 含量只有略微的差异, 表现为与其他蟹类相同的

特点 [2,14], 即 A+T 含量 (69.8%～76.0%)明显高于

G+C含量。 

10种方蟹的 16S rRNA基因序列比对获得 541 bp

的同源序列(含插入/缺失位点), 除插入/缺失位点外共

检测到 146个变异位点, 其中 81个为简约信息位点。 

利用 Kimura-双参数法计算得到了 10 种方蟹种

间的遗传距离(表 3)。遗传距离显示, 2种厚蟹和 2种

仿厚蟹与 2种近方蟹的遗传距离为 0.054～0.085, 都

显著的小于与其他方蟹之间的遗传距离。 

以宽身大眼蟹(DLA)为外群, 基于 16S rRNA基

因片段序列采用NJ法构建的系统进化树的拓扑结构

显示(图 1): 侧足厚蟹和天津厚蟹, 日本仿厚蟹和伍

氏仿厚蟹首先各自聚到一起成为两个分支, 然后二

者聚到一起成为一支, 再与弓蟹科的肉球近方蟹和
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绒螯近方蟹聚为一支, 支持率高达 99%; 但厚蟹在

形态分类上原本属于相手蟹科。此外, 2种相手蟹聚

为一支 , 属于相手蟹科 ; 白纹方蟹和瘤突斜纹蟹各

自成为一支, 分别属于方蟹科和斜纹蟹科。 
 
表 2  10 种方蟹及宽身大眼蟹 16S rRNA 基因片段碱基组成 
Tab. 2  Base compositions of 16S rRNA gene fragments of ten Grapsoidea species and Macrophthalmus abbreviatus 

碱基含量(%) 
代码 数量 种类名称 

A T G C A+T 
序列长度 

GenBank 
登录号 

HKL 3 
侧足厚蟹 
Helice latimera 

35.0 37.7 17.1 10.2 72.7 525 FJ872536 

TGT 3 
天津厚蟹 
Helice tientsinensis 

35.0 37.7 17.1 10.2 72.7 525 FJ872538 

RZJ 3 
日本仿厚蟹 
Helicana japonica 

35.0 37.3 17.6 10.1 72.3 523 FJ872541 

TGW 3 
伍氏仿厚蟹 
Helicana wuana 

36.2 37.5 16.2 10.1 73.7 525 FJ872542 

RZH 3 
红螯相手蟹 
Chiromantes haematocheir 

37.1 38.6 15.8 8.5 75.7 533 DQ131499[16]

RZP 3 
褶痕相手蟹 
Parasesarma plicatum 

37.5 38.5 15.2 8.8 76.0 533 DQ131500[16]

WCA 3 
白纹方蟹  
Grapsus albolineatus 

35.0 34.8 19.2 11.0 69.8 529 GU906270 

WCS 3 
瘤突斜纹蟹 

Plagusia squamosa 
36.0 36.9 18.0 9.1 72.9 517 GU906271 

QDS 3 
肉球近方蟹 
Hemigrapsus sanguineus 

35.2 37.5 17.1 10.2 72.7 525 GU731425 

QDP 3 
绒螯近方蟹  
Hemigrapsus penicillatus 

36.3 37.2 15.9 10.6 73.5 529 GU731424 

DLA 3 
宽身大眼蟹 
Macrophthalmus abbreviatus 

33.3 35.6 19.9 11.2 68.9 517 FJ872543 

 
 
表 3  10 种方蟹之间的遗传距离 
Tab. 3  Interspecific genetic distances among ten Grapsoidea species 

 HKL TGT RZJ TGW RZH RZP WCA WCS QDS QDP 

HKL           

TGT 0.004          

RZJ 0.060 0.062         

TGW 0.056 0.058 0.021        

RZH 0.119 0.121 0.115 0.105       

RZP 0.153 0.153 0.155 0.145 0.089      

WCA 0.182 0.184 0.177 0.182 0.171 0.201     

WCS 0.156 0.159 0.147 0.146 0.134 0.171 0.188    

QDS 0.058 0.060 0.067 0.054 0.114 0.152 0.181 0.154   

QDP 0.083 0.085 0.073 0.066 0.107 0.151 0.180 0.137 0.064  

 

3  讨论 

Schubart等[3]研究了Helice crassa mtDNA的 16S 

rRNA部分序列, 结果显示其与弓蟹科蟹类的亲缘关

系最近 , 建议将其从相手蟹科移到弓蟹科 ; Kitaura 

等[4]研究了三齿厚蟹(H. tridens)mtDNA的 16S rRNA

全序列 , 孙红英等 [5]研究了天津厚蟹 (Helice 

tientsinensis)mtDNA 的 16S rRNA 部分序列, 以及

Schubart 等[15]研究了短螯厚蟹(H. leachii)mtDNA的

12S rRNA和 16S rRNA部分序列, 研究结果分别支

持将天津厚蟹、三齿厚蟹和短螯厚蟹从相手蟹科移

到弓蟹科。 
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图 1  10种方蟹及外群 16S rRNA基因序列 NJ系统树 

Fig. 1  Neighbor-Joining tree for 16S rRNA gene of ten Grapsoidea species and outgroup 
 

上述研究均仅通过对某一种厚蟹的研究来探讨

厚蟹的分类地位。而本研究的所有 4 种厚蟹与 2 种

近方蟹的遗传距离(0.054～0.085)都显著的小于与其

他方蟹之间的遗传距离, 特别是 4 种厚蟹与原本属

于同一相手蟹科的 2 种相手蟹之间的遗传距离达到

了 0.105～0.155(表 3); 而基于 16S rRNA基因片段序

列采用 NJ 法构建的系统进化树的拓扑结构(图 1)也

显示, 原本属于相手蟹科的侧足厚蟹、天津厚蟹、日

本仿厚蟹和伍氏仿厚蟹没有与 2 种相手蟹聚为一支, 

而是最终与属于弓蟹科的 2 种近方蟹聚为一大支, 

且有高达 99%的支持率。此结果表明 4 种厚蟹与 2

种近方蟹的亲缘关系相对较近, 而与 2 种相手蟹等

其他方蟹的亲缘关系则相对较远。因此, 本研究结果

支持将 4 种厚蟹从相手蟹科移到弓蟹科, 从而进一

步明确了厚蟹的分类地位。从形态上来看, 厚蟹等蟹

类的雄性生殖孔的位置与弓蟹科蟹类胸孔的位置相

一致; 溞而厚蟹等蟹类从 状幼体到大眼幼体的形态

特征亦与弓蟹科蟹类相一致[3]。因此, 形态学的有关

特征亦支持将厚蟹从相手蟹科移到弓蟹科。 

此外, 属于相手蟹科的 2种相手蟹聚为一支, 属

于方蟹科的白纹方蟹和属于斜纹蟹科的瘤突斜纹蟹

又各自成为一支; 表明 16S rRNA基因的分子数据支

持其形态学分类结果的正确性[6], 提示上述 4科蟹类

可能分别为单系, 但这还有待于对这些科的更多蟹

类进行相关研究后才能确定。 
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Abstract: Partial sequences of mitochondrial 16S rRNA gene of ten species crabs of Grapsoidea from the coast of 
China were determined and subjected to phylogenetic analysis. The lengths of sequences were from 517 to 533bp. 

The A, T, G and C contents of them were similar, and AT contents(69.8%～76.0%)were higher than GC contents. 

Furthermore, the 541bp homologous segments were analyzed. The results showed that there were 146 variable sites 
and 81 parsimony-information sites in the nucleotides. The genetic distances between four species, Helice latimera, 
H. tientsinensis, Helicana japonica and H. wuana, and two species, Hemigrapsus sanguineus and H. penicillatus, 

were from 0.054 to 0.085, which were much smaller than that (0.105～0.155) between the four species of Helice 

and Helicana and two species of Chiromantes haematocheir and Parasesarma plicatum. However, the four species 
of Helice and Helicana and the two species of C. haematocheir and P. plicatum had been believed to belong to 
family Sesarmidae. Topological structure of the molecular phylogenetic tree constructed by 541bp homologous 
segments with Neighbor-Joining method showed that the four species of Helice and Helicana eventually were clus-
tered into a distinct clade (99% confidence level) with the two species of H. sanguineus and H. penicillatus. But, the 
two species of Hemigrapsus belonged to family Varunidae. Therefore, the results supported that the four species of 
Helice and Helicana were transferred from Sesarmidae to Varunidae. In addition, the two species of C. haemato-
cheir and P. plicatum that belong to family Sesarmidae were clustered into a distinct clade, and two other distinct 
clades were formed by Grapsus albolineatus and Plagusia squamosa that belong to families Grapsidae and 
Plagusiidae respectively. The results revealed that Grapsidae, Sesarmidae, Varunidae and Plagusiidae should be 
monophyletic, respectively. 
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