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摘要 : 对采自中国东南沿海青蟹属的 4种青蟹锯缘青蟹 Scy l la serrata ( Forsk…l ,1775) ,紫螯青蟹 S. t ranquebarica( Fab2
ricius ,1798) ,榄绿青蟹 S. oli vacea( Herbst ,1796) ,拟穴青蟹 S . paramamosain ( Estampador ,1949)的线粒体 COI基因片

段进行了测定 ,分析研究了其种间遗传差异及系统发育关系.研究结果显示 :4种青蟹在 COI基因片段上存在差异 ,种间

序列差异远大于种内差异.青蟹属在我国的优势种与 GenBank上的 S. paramamosain的遗传距离为 0. 001 3 ,与 S . ser2
rata的遗传距离为 0. 121 3.序列特征、遗传距离和系统进化等分析结果表明中国青蟹属的优势种为拟穴青蟹 S . para2
mamosain.
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　　青蟹属 ( S cy l l a)是由 de Haan于 1833年建立的 ,

并将锯缘黄道蟹更名为锯缘青蟹 [ S cy l l a serrat a

( Forsk…l) ] .此后 ,学者们陆续发现不同的种类[1 - 11 ] .

Keenan等[12 ]根据同工酶和 mtDNA 的 CO I 序列分

析 ,结合形态、生态学特征 ,确认从东非到印度2西太平
洋分布着 4 种青蟹 ,即锯缘青蟹 S cy l l a serrat a ( For2
skl , 1775 ) ,紫螯青蟹 S . t ranquebarica ( Fabricius ,

1798) ,榄绿青蟹 S . ol i v acea( Herbst ,1796) ,拟穴青蟹

S . p aram amosai n ( Estampador , 1949) . 通过对 NCBI

的 GenBank中数据的检索分析 ,有关青蟹属 mtDNA

序列研究 ,国内外学者已对澳大利亚、印度、日本、越

南、马达加斯加、坦桑尼亚等地的 4种青蟹 mtDNA 的

COI、12S、16S、18S片段进行了测序.我们通过形态学

比较确认中国青蟹属包含 4个种[13 ] ,但对我国青蟹属

仅测定了拟穴青蟹的 COI测序[14 - 16 ] ,其它 3 个种的

COI片段序列尚未见报道.

本研究通过分析我国 4种青蟹 mtDNA COI片段

序列 ,以阐明其遗传差异和系统进化关系 ,并从分子生

物学角度进一步验证我国青蟹属的种类组成.

1　材料与方法

1. 1　实验材料
于 2005年 5 月至 2006 年 11 月 ,采集了浙江、福

建、广东、广西、海南等 13 个地区的野生青蟹个体.参

照 Keenan[12 ]对青蟹属的分类方法对样品鉴定分

类[13 ] .

1. 2　实验方法
1. 2. 1　基因组 D NA提取

取 100 mg足部肌肉 ,放入 1. 5 mL eppendorf 管

中 ,加入 700μL 2 ×CTAB 缓冲溶液 ( 100 mmol/ L

Tris2HCl ,200 mmol/ L ED TA ,1. 4 mol/ L NaCl ,2 %

十六烷基三甲基溴化铵 ( CTAB) ,0. 2 %β2巯基乙醇 ,

p H8. 0)和 8μL (20 mg/ mL )蛋白酶 K ,55℃水浴过

夜.用 600μL 的混合液 (V酚 :V氯仿 :V异戊醇 = 25 :24 :1)

抽提 2次 ,混合液 (V氯仿 :V异戊醇 = 24 :1)抽提 1次.加入

- 20℃预冷的异丙醇 , - 20℃ 2 h.离心后用 70 %和

100 %乙醇各洗一次 ,加入 100μL 双蒸水溶解 , - 20℃

保存备用[17 ] .用 0. 8 %琼脂糖电泳检测 DNA 完整度 ,

用紫外分光光度计测 DNA含量.

1. 2. 2　PCR扩增

引物由英骏生物技术有限公司合成 ,2 个引物分

别为 : CO Ia A GTA TAA GCGTCTCCCGA GTC , COIf

CCT GCA GGA GGA GGA GA YCC [12 ] . T aq 酶购自

Vivo2tech公司. PCR 25μL 反应体系中含有 2. 5μL



10×buffer ,0. 2μmol/ L dN TPs ,20 ng DNA , 引物 (5

μmol/ L) 1μL 及 1 U T aq酶.经 94℃变性 5min后 ;

94℃变性 30 s ,47℃退火 30 s ,72℃延伸 60 s ,运行 35

个循环 ;最后在 72℃延伸 10 min.扩增产物用 2. 0 %琼

脂糖凝胶电泳分离 , EB 染色 ,凝胶成像系统观察、记

录.

1. 2. 3　测序及数据分析

PCR扩增产物由英骏生物技术有限公司进行测

序.将测序结果提交 GenBank.已知的 4 种青蟹 COI

序 列 来 源 为 GenBank : A Y373341 , A Y373354 ,

A Y373355 ,A Y373351.以日本蟳 ( Charybdis j a poni2
ca)为外群 , GenBank 登录号为 A Y351869.用 DNA2
MAN和 M EGA3. 1软件进行所测序列的编辑、排序、

系统发育和遗传学分析.使用 U P GMA、NJ 法构建系

统树 ,各分支的置信度均进行 1 000次的重复检验.

2　结　果

2. 1　4种青蟹 COI基因序列及其差异
4种青蟹 COI序列长度分别为 : S . ol i v acea 537

bp , S . p aram amosai n 633 bp , S . serrat a 626 bp , S .

t ranquebarica 539 bp .其 A、G、T、C含量见表 1.

表 1　4种青蟹 mtDNA COI片段的 A、G、T、C含量

　Tab. 1　The content of A , G , T ,C of mtDNA COI gene f rag2

ment among 4 Scy l la species

A G T C A T GC

拟穴青蟹 28. 75 15. 48 36. 81 18. 96 65. 56 34. 44

榄绿青蟹 28. 12 16. 39 34. 45 21. 04 62. 57 37. 43

锯缘青蟹 27. 12 16. 61 39. 48 16. 79 66. 61 33. 39

紫螯青蟹 29. 11 15. 31 39. 13 16. 26 68. 24 31. 76

表 2 中国青蟹属 4种与 GenBank中相应种的遗传距离 (下三角)遗传相似性 (上三角)

Tab. 2 Genetic distance (below diagonal) and genetic identity (above diagonal) among 4 S cy l la species for mtDNA COI

S. p (China) S . o(China) S. s(China) S. t (China) S. o( GenBank) S. p( GenBank) S. s( GenBank) S. t( GenBank)

S. p (China) 0. 8431 0. 8809 0. 8941 0. 8374 0. 9943 0. 8790 0. 9017

S. o(China) 0. 1732 0. 8412 0. 8507 0. 9792 0. 8450 0. 8393 0. 8544

S. s(China) 0. 1219 0. 1771 0. 8790 0. 8412 0. 8790 0. 9981 0. 8847

S. t (China) 0. 0939 0. 1534 0. 1117 0. 8431 0. 8960 0. 8771 0. 9831

S. o( GenBank) 0. 1767 0. 0061 0. 1771 0. 1576 0. 8393 0. 8393 0. 8469

S. p ( GenBank) 0. 0031 0. 1734 0. 1232 0. 0940 0. 1768 0. 8771 0. 9036

S. s( GenBank) 0. 1251 0. 1803 0. 0047 0. 1145 0. 1803 0. 1261 0. 8809

S. t ( GenBank) 0. 0916 0. 1508 0. 1093 0. 0058 0. 1551 0. 0917 0. 1122

4种青蟹 mtDNA COI部分序列排序见图 1.仅有

锯缘青蟹有 1个缺失的位点 ,4种青蟹序列间共有 129

个变异位点 ,定义了 129 个核苷酸替代.其中转换 97

个 ,颠换 32个.各种内的遗传距离和种间遗传距离见

表 2.种间遗传距离平均为 0. 141 3 ,碱基相差在 55个

以上.种内遗传距离平均为 0. 006 2 ,碱基相差在 5个

以内.种间的碱基变异有 32 个为 A/ T , G/ C颠换 ,种

内的为 A/ G , T/ C转换.

2. 2　青蟹属种间遗传距离与分子进化树
采用 NJ 法构建了 4 种青蟹的遗传关系 ,未发现

种间 mtDNA渐渗现象 (图 2) .拟穴青蟹首先和紫螯

青蟹聚到一起 ,然后与锯缘青蟹聚到一起 ,最后才与榄

绿青蟹聚到一起.采自中国沿海的 4 个种均首先与

GenBank中的相应种聚为一类.

3　讨　论

本实验所获得的青蟹属 4 个种 CO I序列与 Gen2
Bank数据库中相应种 COI序列相比较 ,序列的同源

性为 97. 92 %～99. 81 % ,可以排除所得到的 COI片段

序列为假基因的可能性. CO I序列的 A T , GC含量平

均为 65. 55 %和 34. 46 % ,A T含量明显高于 GC含量 ,

这与蟹类、哲水蚤、磷虾等无脊椎动物的 COI基因片

段研究结果相似[ 18 - 21 ] .采用 NJ 法构建的 4种青蟹的

遗传关系与 Keenan[12 ]报道的进化树结果一致 ,未发

现种间 mtDNA渐渗现象.本研究获得的线粒体 COI

序列在 GenBank 的登陆号为 EF2039422EF203947 ,

EU274297.

我们从形态学上对中国东南沿海的青蟹属进行了

研究 ,确认在我国分布的青蟹属有 4 个种[13 ] . 对其

mtDNA COI序列的研究结果也表明 ,其种间差异比

种内差异大得多 .这个结果也进一步证实了形态分类
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　　S . paramamosain　　A T T T T G C C A G C A T T T G G T A T A A T C T C C C A C A T T G T A A G T C 　　40

S . serrata - - - - - a - - - - - - - - c - - - - - - - - t - - t - - - - - - - - g - - - - 40

S . oli vacea - - c - - a - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - a - - - - - - - - - - - c - 40

S . t ranquebarica - - - - - a - - - - - - - - c - - - - - - - c t - - - - - t - - - - - - - - - - 40

S . paramamosain A G G A A T C T G G G A A A A A A G A A T C A T T C G G A A C T T T A G G T A T 80

S . serrata - a - - - - - - - - a - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c c - g - - - - - 80

S . oli vacea - a - - - - - a - - a - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - a - - - - - - - - 80

S . t ranquebarica - a - - g - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - - - - - - - - - - - - - 80

S . paramamosain A A T C T A T G C T A T A A T G G C T A T T G G T A T T C T A G G G T T T A T T 120

S . serrata - - - - - - c - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - a - - - - - - 120

S . oli vacea - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - - - - - - - c t - g - - a - - c - - - 120

S . t ranquebarica - - - - - - - - - - - - - - - - a - c - - - a - - - - - - - - a - a - - - - - - 120

S . paramamosain G T C T G A G C T C A T C A T A T A T T T A C A G T C G G A A T G G A T G T T G 160

S . serrata - - - - - - - - - - - - - - c - - - - - - - - - - - g - - - - - a - - c - - - - 160

S . oli vacea - - - - - - - - - - - - - - - - - g - - - - - - - - a - - t - - a - - c - - - - 160

S . t ranquebarica - - t - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - a - - - - - a - - - - - - - 160

S . paramamosain A C A C A C G A G C C T A T T T T A C A T C A G C A A C A A T A A T C A T T G C 200

S . serrata - t - - t - - - - - t - - - - - - - - - - - g - - - - - - - - - - - t - - - - - 200

S . oli vacea - t - - - - - - - - t - - c - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - - - - 200

S . t ranquebarica - t - - - - - - - - t - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - - - - 200

S . paramamosain T G T T C C A A C A G G A A T C A A A A T T T T T A G A T G A C T A A G A A C T 240

S . serrata - - - - - - c - - - - - - - - t - - - - - - - - c - - - - - - - - t - - - - - - 240

S . oli vacea - - - c - - c - - g - - t - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - - - - c 240

S . t ranquebarica - - - c - - - - - - - - - - - t - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - - - - c 240

S . paramamosain C T T C A T G G T A C A C A A A T T A A T T A T A G G C C T T C A A T A T T A T 280

S . serrata - - c - - - - - a - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - - - - - - 280

S . oli vacea - - - - - - - - g - - t - - - - - c - - c - - c - - a - - c - - - - - g c - t - 280

S . t ranquebarica - - c - - - a - a - - c - - - - - - - - - - - - - - a - - - - - - - - g c - - - 280

S . paramamosain G A G C T T T A G G A T T T A T C T T C T T A T T T A C T G T T G G G G G T C T 320

S . serrata - g - - - - - - - - - - - - - - t - - - - - - - - c - - - - - - - - t - - - - - 320

S . oli vacea - - - - c - - - - - c - - - - - t - - t - - - - - c - - - - - a - - t - - - - - 320

S . t ranquebarica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - a - - a - - - - - 320

S . paramamosain T A C A G G A G T T G T T T T A G C T A A T T C A T C A A T T G A C A T T A T T 360

S . serrata - - - t - - g - - - - - - - - - - - - - - - - - g - - - - - - - - t - - - - - - 360

S . oli vacea - - - c - - - - - c - - - c - - - - - - - c - - - - - c - - c - - t - - - - - c 360

S . t ranquebarica - - - t - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - - - - - 360

S . paramamosain C T C C A C G A T A C A T A C T A T G T C G T A G C C C A T T T C C A C T A T G 400

S . serrata - - t - - t - - c - - - - - t - - - - - t - - - - - - - - - - - - - - t - - - - 400

S . oli vacea - - a - - t - - - - - - - - - - - - - - t - - - - - t - - c - - - - - - - - c - 400

S . t ranquebarica - - - - - t - - - - - - - - t - - - - - t - - - - - t - - - - - - - - - - - - - 400
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S . paramamosain T T T T A T C T A T A G G A G C T G T A T T T G G T A T T T T T G C T G G T A T 440

S . serrata - - c - t - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - a - - - - - 440

S . oli vacea - g - - - - - c - - - - - - - - - - - - - - c - - - - - - - - c - - c - - - - - 440

S . t ranquebarica - c - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - - - - - - - - - t - - - c - - 440

S . paramamosain T G C A C A C T G A T T C C C T C T A T T T A C C G G T T T A T C T C T A A A T 480

S . serrata - - - - - - t - - - - - - - - - - - t - - - - - a - - - - - - - - - - - t - - - 480

S . oli vacea c - - c - - - - - - - - t - - a - - t - - - - - a - - - - - g - - c - - t - - - 480

S . t ranquebarica - - - - - - t - - - - - t - - a - - t - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - - 480

S . paramamosain C C T A A A T G A A T A A A A A T C C A C T T T T T T A T T A T A T T C A C A G 520

S . serrata - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - t - - - - c - - - - - - g - - t g - t - 520

S . oli vacea - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - t - - c - c - - - - - - - - - - g - - - 520

S . t ranquebarica - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - t - - - c c c - - - - - - - - t - - t - 520

S . paramamosain G T G T A A A T A T C A C C T T C T T T C C C 543

S . serrata - a - - g - - c - - t - . - - - t c - - - - - 542

S . oli vacea - a - - - - - - - - t - - g - - - - - c - - - 543

S . t ranquebarica - - - - c - - - - - - - - - - - t - - - - - t 543

　　图 1　4种青蟹 mtDNA COI部分序列差异比较

　　Fig. 1　The variation sites of mtDNA COI gene f ragment among 4 Scy l la species

　图 2　青蟹属 COI序列 NJ 进化树 ,以日本蟳为外群

Fig. 2　NJ clustering of geographically isolated specimens

f rom 4 species of mud crabs and an outgroup spe2
cies for the COI mtDNA gene sequence

的结论.自青蟹属 ( S cy l l a)建立后 ,青蟹属的种类组成

问题一直存有争议. 1949 年 , Estampador [1 ]通过对前

人记录的探讨 ,并结合菲律宾产青蟹甲壳、螯足等部位

花纹、额齿的形状、刚毛以及栖息地点等认为 ,该属应

分为 3个种和 1 个新变种. Serène[ 2 ]在越南发现了 4

个种 ,支持了 Estampador的观点.然而 Step henson和

Camp bell [3 ]指出所发现的证据只能证明一个种 ,即

S cy l l a serrat a .认为 Estampador、Serène 观察到的体

色变化、额齿、螯足腕节外缘棘的形态差异是磨擦损耗

和栖息环境影响的结果 , 属于个体间的变异.

Holt huis[4 ]随后也对 Estampador 和 Serène命名的准

确性提出了疑问.在随后几年里陆续报道发现了 6 个

种或亚种 ,但有关这些种或亚种之间差异的描述一直

含糊不清[5 - 10 ] .由于青蟹属 4个种间的形态差别较细

微 ,而且所处的环境条件长期不同可能导致生物的形

态分化.因此利用分子标记技术进行种类的鉴别是有

力的辅助手段. Ket ut Sugama[ 11 ]采用等位酶电泳技术

研究了印度尼西亚的 3 种青蟹 : S . ol i v acea , S . t ran2
quebarica 和 S . p aram amosi an. Klinbunga 等[22 ] 用

UBC456 ,UBC457 , YN Z22 3 个引物对泰国东部 3 种

青蟹的遗传多样性进行 RA PD分析并找到种间标记.

Keenan[12 ]根据同工酶和 mtDNA 的 COI序列分析方

法 ,结合形态、生态学特征 ,确认从东非到印度2西太平
洋分布着 4种青蟹 ,即 S . serrat a、S . t ranquebarica、S .

ol i v acea和 S . p aram amosai n.高天翔[23 ]采用 Estam2
pador的分类系统 ,对采自泰国、马达加斯加和日本的

S . serrat a、S . oceanica、S . t ranquebarica 3 种青蟹的

mtDNA 12SrRNA基因片段序列进行了测定分析.这
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些研究从分子水平证实了青蟹属的分类问题 ,同时也

表明青蟹属种间的形态学差异确实足以成为种间区分

标准.虽然 mtDNA 序列的差异不能作为种类划分的

主要依据 ,但是在青蟹属的分类研究中 ,利用 mtDNA

基因序列、同工酶等分析手段得到了与形态学研究完

全一致的分类结果[12 ,24 - 25 ] .

我们的研究结果证实青蟹属的 4个种在我国均有

分布. 马凌波等[14 ]、王玉江等[ 16 ] 通过 COI 序列与

GenBank上的数据比对后认为 ,我国大陆东海沿海的

主要种为 S . p aram amosai n.但限于样品数量和采样

范围 ,没有发现 4个种都存在的证据.在过去对我国青

蟹属的研究中 ,各学者对优势种的研究均采用种名"锯

缘青蟹" ,其原因可能有以下几点 :1)关于青蟹属的分

类问题长期存有争议 ,一些学者认为只有一个种即锯

缘青蟹 S . serrat a.所发现的种间差异是由环境造成

的 ,属个体差异. 2)过去的资料信息不发达 ,青蟹属 4

个种很相似 ,其他 3种在我国较少见 ,研究者没有机会

比较不同种间的差异.从我们的研究结果看 ,优势种在

形态上与 Keenan 描述的 S . p aram amosai n 特征相

符[12 ] ,其 mtDNA CO I序列与 GenBank中的拟穴青蟹

相似性达 99. 43 % ,而与锯缘青蟹的差异达 12. 51 %.

因此 ,无论从形态上还是从分子水平看 ,我国的青蟹优

势种种名应为拟穴青蟹 ( S . p aram amosai n Estampa2
dor ,1949) .
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Sequence Analysis of mtD NA COI Gene and Molecular Phylogeny of
Four Spcies in Scyll a from the Coast of Southeast China

L IN Qi1 3 ,L I Shao2jing1 3 3 ,L I Zhong2bao2 ,WAN G Gui2zhong1

(1. College of Oceanography and Environmental Science ,State Key Laboratory of Marine Environmental Science ,

Xiamen University ,Xiamen 361005 ,China ;

2. Fisheries College ,J imei University ,Xiamen 361021 ,China)

Abstract : This paper deals with the sequence analysis of mitochondrial COI gene f ragment and phylogenetic relationship of 4 mud

crabs f rom the coast of southeast China , S cy l la serrata ( Forsk…l , 1775) , S . t ranquebarica ( Fabricius , 1798) , S . oli vacea ( Herbst ,

1796) , S . paramamosain( Estampador ,1949) . The result s show that genetic distance of inter2species is greater than that of int ra2spe2
cies. The genetic distance between dominant species and S. paramamosain is 0. 001 3 ,and 0. 121 3 between dominant species and S.

serrata. The result s of sequence analysis ,genetic distance ,and NJ clustering have proved that the dominant species is S. paramamo2
sai n.

Key words : Scy l la ;mtDNA COI ;gene sequence ;phylogeny
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