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摘要：测定了宽身大眼蟹（Ｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｄｉｌａｔａｔｕｍ）和日本大眼蟹（Ｍ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）线粒体细胞色素氧化酶 Ｉ亚基
（ＣＯＩ）基因片段的序列，其长度均为６５８ｂｐ，Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ的含量宽身大眼蟹为２７．４％、３０．９％、１７．３％、２４．４％，日
本大眼蟹为２５．８％、３２．０％、１７．４％、２４．７％。宽身大眼蟹只有１种单倍型，日本大眼蟹出现２种单倍型，２种间
有１２３（１２４）个变异位点，核苷酸差异率为１８．６９％（１８．８５％），其中转换６８（６９）处，颠换５５（５５）处，转换与颠换
比约为１．２（１．３）；种间差异远大于种内个体间差异（０．６１％）。２种大眼蟹的 ＡＴ（５７．９％）含量明显高于 ＧＣ含
量，与其他蟹类ＣＯＩ基因研究结果相似。系统发生树的拓扑结构支持大眼蟹科与弓蟹科亲缘关系相对较近，二
者为姊妹群关系。
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　　 宽身大眼蟹（Ｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｄｉｌａｔａｔｕｍ）和日本
大眼蟹（Ｍ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）隶属于甲壳纲（Ｃｒｕｓｔａｃｅａ）、十
足目（Ｄｅｃａｐｏｄａ）、沙蟹科（Ｏｃｙｐｏｄｉｄａｅ）、大眼蟹亚科
（Ｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｉｎａｅ）、大眼蟹属（Ｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ），
其中，前者穴居于近海或河口处的泥滩，后者穴居于

近海潮间带或河口处的泥沙滩，数量较多，是制作蟹

稣、蟹酱的原料，具有一定的经济价值；因宽身大眼

蟹口前板中部突出、日本大眼蟹口前板中部具有明

显凹陷，而将二者分属于大眼蟹亚属（Ｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌ
ｍｕｓ）和鸟食亚属（Ｍａｒｅｏｔｉｓ）（戴爱云等，１９８６）。近
来，一些学者根据分子系统学的研究而将沙蟹科的

大眼蟹亚科等４个亚科分别提升为科，即Ｄｏｔｉｌｌｉｄａｅ、
Ｈｅｌｏｅｃｉｉｄａｅ、Ｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｉｄａｅ和 Ｏｃｙｐｏｄｉｄａｅ（Ｓｃｈｕ
ｂａｒｔｅｔａｌ，２００２；Ｋｉｔａｕｒａｅｔａｌ，２００２）。

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成为广泛应用
于动物起源进化、群体遗传分化及系统发育研究的

理想材料；而线粒体细胞色素氧化酶 Ｉ亚基（ＣＯＩ）
基因为线粒体基因组中变异性较大的区域，适合于

进行种间及种内的分子系统学研究（夏得全等，

１９９８；徐敬明，２００６）。ＣＯＩ基因序列用于蟹类的分
子系统学研究较多（孔晓瑜等，２００１；郭天慧等，
２００４；徐敬明等，２００７；林琪等，２００８；Ｔａｍ ｅｔａｌ，
１９９６；Ｓｃｈｕｂａｒｔｅｔａｌ，１９９８；Ｔａｎｇｅｔａｌ，２００３；Ｈａｒｒｉｓｏｎ

ｅｔａｌ，２００４；Ｐｆｅｉｌｅｒｅｔａｌ，２００５；Ｓｈｉｈｅｔａｌ，２００８），但关
于大眼蟹ＣＯＩ基因的研究尚未见报道。

本研究对产于中国的２种大眼蟹的线粒体 ＣＯＩ
基因进行了序列测定和分析，结合从 ＧｅｎＢａｎｋ下载
的有关蟹类的基因序列，进行分子系统关系分析，探

讨大眼蟹等蟹类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

资料，为进一步研究蟹类分子系统学提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
实验用２种大眼蟹即宽身大眼蟹和日本大眼蟹

于２００６年７月采于辽宁省大连沿海潮间带泥滩，浸
制于９５％的乙醇中保存备用。每种取２个个体用
于序列分析。

１．２　ＤＮＡ提取
从宽身大眼蟹和日本大眼蟹的步足和螯足中取

约５０ｍｇ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４０μＬ超纯水，放入４℃冰箱６ｈ，于 －２０℃保
存备用。

１．３　ＰＣＲ扩增
用于扩增ＣＯＩ基因片段的２个引物的正向和反

向核苷酸序列为（Ｆｏｌｍｅｒｅｔａｌ，１９９４）：
ＣＯＩＬｌ４９０：５′－ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡ

ＴＴＧＧ－３′
ＣＯＩＨ２１９８：５′－ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡ

ＡＡＴＣＡ－３′



ＰＣＲ扩增时的反应体积为２５μＬ，反应液中含
２．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，２．０μＬｄＮＴＰｓ（２．５ｍＭ），
２．０μＬＭｇＣｌ２（２５ｍＭ），１μＬ模板ＤＮＡ，引物各０．５
μＬ（１０μＭ），０．２μＬＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ），无菌去离子
水补足到２５μＬ。

ＣＯＩ基因片段 ＰＣＲ循环参数为：９４℃预变性２
ｍｉｎ后，９４℃变性４５ｓ，４７℃退火５０ｓ，７２℃ 延伸１
ｍｉｎ，循环３５次，７２℃延伸７ｍｉｎ，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，ＴａＫａＲａＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（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，所用引物和ＰＣＲ扩增时的相同。
１．５　数据分析

经仔细核对测序胶图后的正反向序列，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 ＭＥＧＡ（Ｖｅｒ
ｓｉｏｎ４．０）软件统计序列的碱基组成，基于 Ｋｉｍｕｒａ－
双参数距离模型估计遗传距离，进行系统发生和分

子进化分析。

２　结果与讨论

２．１　基因序列比较
宽身大眼蟹和日本大眼蟹 ＣＯＩ基因片段序列

长度均为６５８ｂｐ。其中，日本大眼蟹２个个体出现
了２种单倍型，二者在序列的 １５４（Ｔ／Ｃ）、２３８（Ａ／
Ｇ）、４６６（Ａ／Ｇ）和４８１（Ａ／Ｇ）位点上发生了均为转换
的变异，核苷酸差异率为０．６１％；宽身大眼蟹２个
个体序列相同，其与日本大眼蟹单倍型１之间存在
１２３处变异，其中转换６８处，颠换５５处，转换与颠
换比约为１．２，核苷酸差异率为１８．６９％；而与日本
大眼蟹单倍型２之间存在１２４处变异，其中转换６９
处，颠换５５处，转换与颠换比约为１．３，核苷酸差异
率为１８．８５％，均无插入／缺失位点（图１）。

图１　宽身大眼蟹和日本大眼蟹ＣＯＩ基因片段序列比较
Ｆｉｇ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅＣＯＩｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎＭ．ｄｉｌａｔａｔｕｍａｎｄＭ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ
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２．２　遗传距离
日本大眼蟹 ２个单倍型之间的遗传距离为

０００６，而宽身大眼蟹与前者的单倍型１和单倍型２
之间的遗传距离分别为０．２１７和０．２１９。可见种间
差异远大于种内差异，同时这种差异也明显高于二

者在１２ＳｒＲＮＡ和１６ＳｒＲＮＡ基因的差异（核苷酸差
异率分别为１３．１８％和 １２．２６％，另文发表），表明
ＣＯＩ基因的变异性大于１２ＳｒＲＮＡ和１６ＳｒＲＮＡ（其３
个个体的１２ＳｒＲＮＡ和１６ＳｒＲＮＡ基因片段序列相
同，不存在种内变异），也表明 ＣＯＩ基因序列的系统
学解析能力较强，更适合于种间、种内的系统研究，

而ＣＯＩ基因作为变异性较大的区域，可提供更为丰
富的ＤＮＡ多态信息。
２．３　分类建议

２种大眼蟹 ＣＯＩ基因１８．６９％或１８．８５％的种
间差异明显高于红螯相手蟹和褶痕相手蟹的 ＣＯＩ
基因的差异（１１．４０％）（徐敬明等，２００７），而红螯相
手蟹和褶痕相手蟹分属于 Ｃｈｉｒｏｍａｎｔｅｓ和 Ｐａｒａｓｅｓａｒ
ｍａ２个属，鉴于宽身大眼蟹和日本大眼蟹间的差异
更大，建议将日本大眼蟹从 Ｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ属中独

立出来，将其亚属Ｍａｒｅｏｔｉｓ提升为属；这也与二者在
形态上差异较大分属于 Ｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ和 Ｍａｒｅｏｔｉｓ
２个亚属相符合，如宽身大眼蟹口前板中部突出、头
胸甲的宽度约当其长度的２．５倍、雄螯两指间空隙
很大，而日本大眼蟹口前板中部具有明显凹陷、头胸

甲的宽度仅为其长度的１．５倍、雄螯两指间无空隙
（戴爱云等，１９８６）。同时，也得到了宽身大眼蟹和
日本大眼蟹 １２ＳｒＲＮＡ（１３．１８％）和 １６ＳｒＲＮＡ
（１２２６％）基因差异较大的支持。
２．４　氨基酸序列

６５８ｂｐ的核苷酸序列共编码２１９个氨基酸（图
２），上述碱基替换的位置大都发生在密码子的第３
位上，如宽身大眼蟹与日本大眼蟹单倍型１（２）之间
存在的１２３（１２４）处变异，其中就有５４（５５）处转换
和５１（５１）处颠换发生在密码子的第３位上。

密码子中，Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ在 １、２、３位点的平均含量
差别很大，其中 Ｇ的平均含量变化最大，第 １、２、３
位点 Ｇ的平均含量分别是 ３０．１％、１７．２％ 和

５２％，这表明密码子的碱基使用频率存在明显的偏
向性。

图２　宽身大眼蟹和日本大眼蟹ＣＯＩ基因扩增片段编码的肽链氨基酸序列
Ｆｉｇ．２　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｄｅｄｂｙｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄＣＯＩｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＭ．ｄｉｌａｔａｔｕｍａｎｄＭ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ

　　由于密码子有兼并现象，宽身大眼蟹和日本大
眼蟹尽管在１２３（１２４）个位点上存在差异，但在扩增
ＣＯＩ基因片段编码的肽链２１９个氨基酸序列上却仅
有３个氨基酸的变化，即第５、１５８、１６１个氨基酸在
宽身大眼蟹分别为缬氨酸（Ｖ）、丝氨酸（Ｓ）、苏氨酸
（Ｔ），而在日本大眼蟹则分别为异亮氨酸（Ｉ）、丙氨
酸（Ａ）、丝氨酸（Ｓ）（图 ２）。在所测定的序列中，
ＧＧＡ（甘氨酸，Ｇ）、ＡＵＡ（蛋氨酸，Ｍ）、ＡＵＵ（异亮氨
酸，Ｉ）和ＧＣＵ（丙氨酸，Ａ）的平均使用频率最高，均
达到１０次以上，ＡＧＧ（丝氨酸，Ｓ）和 ＣＣＧ（脯氨酸，
Ｐ）只出现１次，除几种密码子没有被使用外，其它
使用次数一般在３～８次。２种蟹类同义密码子使

用偏向性高度一致，如在宽身大眼蟹 ／日本大眼蟹
单倍型１／日本大眼蟹单倍型２序列中 ＡＵＡ（Ｍ）、
ＡＵＵ（Ｉ）、ＧＧＡ（Ｇ）的使用次数分别是 １４／１４／１２、９／
１３／１３、１１／１５／１５。这表明亲缘关系较近的同类物种
具有相近的密码子用法。

２．５　基因片段序列组成
在碱基组成上，宽身大眼蟹的Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ比例分

别为２７．４％、３０．９％、１７．３％、２４．４％，而日本大眼
蟹 ２个单倍型的 Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ平均比例分别为
２５８％、３２．０％、１７．４％、２４．７％（表１）。可以看出，
宽身大眼蟹和日本大眼蟹的 Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ含量差异都
很小，并且ＡＴ比例（５７．４％～５８．３％）明显高于ＧＣ
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含量，这与其它蟹类的 ＣＯＩ基因序列的研究结果是
一致的（徐敬明等，２００７；林琪等，２００８；Ｓｈｉｈｅｔａｌ，
２００８）。

表１　２种大眼蟹ＣＯＩ基因片段序列基本组成
Ｔａｂ．１　ＢａｓｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＣＯＩｇｅｎｅｓｅｇｍｅｎｔｆｏｒ

ｔｗｏｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｉｄｃｒａｂｓｓｐｅｃｉｅｓ

种类
比例／％

Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ＋Ｔ
片段

长／ｂｐ
Ｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｄｉｌａｔａｔｕｍ２７．４ ３０．９ １７．３ ２４．４ ５８．３ ６５８
Ｍ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓｈａｐｌｏｔｙｐｅ１２６．０ ３２．１ １７．３ ２４．６ ５８．１ ６５８
Ｍ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓｈａｐｌｏｔｙｐｅ２２５．５ ３１．９ １７．８ ２４．８ ５７．４ ６５８

平均 ２６．３ ３１．６ １７．５ ２４．６ ５７．９

２．６　系统发生树
从ＧｅｎＢａｎｋ下载侧足厚蟹（Ｈｅｌｉｃｅｌａｔｉｍｅｒａ，Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ号：ＡＢ３３４５４５）、三齿厚蟹（Ｈ．ｔｒｉｄｅｎｓ，ＧｅｎＢａｎｋ
号：ＡＢ３３４５４８）、１种招潮蟹（Ｕｃａｓｐ．，ＧｅｎＢａｎｋ号：

ＤＱ８８２１６９）、白纹方蟹（Ｇｒａｐｓｕｓａｌｂｏｌｉｎｅａｔｕｓ，ＧｅｎＢａｎｋ
号：ＡＦ３１７３３８）的 ＣＯＩ基因序列，加上绒螯近方蟹
（Ｈｅｍｉｇｒａｐｓｕｓｐｅｎｉｃｉｌｌａｔｕｓ）、肉球近方蟹（Ｈｅｍｉｇｒａｐｓｕｓ
ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ）、红螯相手蟹（Ｓｅｓａｒｍａｈａｅｍａｔｏｃｈｅｉｒ，Ｓ．ｈ
－Ｒ１）、褶痕相手蟹（Ｓ．ｐｌｉｃａｔａ，Ｓ．ｐ－Ｒ１）（徐敬明
等，２００７）及本研究２种蟹类的 ＣＯＩ基因序列，一起
比对获得隶属于方蟹总科（Ｇｒａｐｓｏｉｄｅａ）和沙蟹总科
（Ｏｃｙｐｏｄｏｉｄｅａ）的１０种蟹类５７７ｂｐ的同源序列（无
插入／缺失位点）。上述序列之间基于 Ｋｉｍｕｒａ－双
参数距离模型估计其遗传距离，以旧金山卤虫（Ａｒ
ｔｅｍｉａｆｒａｎｃｉｓｃａｎａ，ＧｅｎＢａｎｋ号：ＮＣ＿００１６２０）作外群，
用ＮＪ法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）构建分子系统发生树
（图３），系统树各结点的支持率以序列数据集１０００
次重复抽样检验的自引导值（ＢｏｏｔｓｔｒａｐＶａｌｕｅ）表示。

图３　１０种方蟹和沙蟹的ＣＯＩ基因分子系统树（ＮＪ法）
Ｆｉｇ．３　Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＣＯＩｇｅｎｅｆｏｒ１０ｇｒａｐｓｏｉｄａｎｄｏｃｙｐｏｄｏｉｄｃｒａｂｓ

　　由系统发生树的拓扑结构（图３）可以看出，２
种厚蟹和２种近方蟹各自聚为一支后，又以较高的
置信度（６９％）聚为一大支；２种大眼蟹聚为一支，形
成了与前者并列的姊妹支；而２种相手蟹聚为系统
树中最基部的一支。这表明厚蟹和近方蟹的亲缘关

系最近，而与相手蟹的亲缘关系最远，但在传统的形

态分类上二者的分类地位相去甚远，近方蟹属于弓

蟹科（Ｖａｒｕｎｉｄａｅ）、厚蟹属于相手蟹科（Ｓｅｓａｒｍｉｄａｅ）；
但ＣＯＩ基因获得的结果却与 Ｓｃｈｕｂａｒｔ等（２００６）利
用１２ＳｒＲＮＡ和１６ＳｒＲＮＡ基因得到的结论相同，即
同样支持将厚蟹从相手蟹科移入弓蟹科。本研究结

果也支持利用 １６ＳｒＲＮＡ基因获得的大眼蟹科
（Ｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｉｄａｅ）的大眼蟹（Ｍａｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ）不同
于沙蟹总科其它的沙蟹（Ｕｃａ），而与方蟹总科中弓
蟹科的蟹类亲缘关系相对较近，二者为姊妹群关系

的结论（Ｋｉｔａｕｒａｅｔａｌ，２００２）。但这还需要对上述２
科中更多种蟹类ＣＯＩ基因的研究来进一步探讨。
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