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利用 � � �� 技术对三种绒鳌蟹亲缘

关系的研究

谢 浩 陆仁后 项超美 张 著 邱 涛

�中国科学院水生生物研究所
,

武汉 � � � � � ��

摘要 采用 � � �� 技术结合一定的形态学研究手段
,

对中华绒鳌蟹
、

日本绒鳌蟹及其合浦

亚种进行亲缘关系的研究
,

为三种绒鳌蟹的种及亚种分析提供重要资料
。

三种绒鳌蟹的第四

步足前节长宽比值
,

与其分类标本吻合或基本吻合
。

用一组引物
,

对每种各 �� 个个体的基因

组 � �  进行扩增
,

得到一批特异
、

可重复的扩增图谱 � 扩增区带的相似率分析表明
,

中华绒鳌

蟹与 日本绒鳌蟹的亲缘关系远
,

而 日本绒鳌蟹合浦亚种与 日本绒鳌蟹近
。

最后
,

对文中 � � ��

分析的取样数量及其鉴别标记的可行性等问题作了讨论
。

关键词 � � ��
,

绒鳌蟹属
,

亲缘关系

中华绒鳌蟹是我国特有的名贵水产资源
,

具有极高的经济价值
。

日本绒鳌蟹及其合

浦亚种
,

也是我国南方具有很大开发价值的资源蟹群
。

由于 日本绒鳌蟹和中华绒鳌蟹在形态上极其相似
,

而二者在中国的分布又有交叉
,

因

而曾有人提 出
,

中国南方的 日本绒鳌蟹与中华绒赘蟹是同种的不 同亚种或不同的生态表

型群体��,
’〕

。

日本绒鳌蟹合浦亚种在形态上介于 中华绒赘蟹及 日本绒鳌蟹之间
,

但更接近

于 日本绒鳌蟹 �� 
。

故此
,

有必要从 � �  分子水平对三者的亲缘关系作进一步研究
。

近年来
,

由于中华绒鳌蟹人工养殖区域的扩大
,

估计已开始导致绒鳌蟹不同种或亚种

的混杂
。

从养殖
、

育种和种质资源保护角度 出发
,

迫切要求对三种绒鳌蟹的亲缘关系进行

确定
,

以及提供有效的方法对这些物种进行快速鉴别
。

��� � 年 � ��� ���
� 小组 �� 和 � �� �� 小组�� 首创的 � � �� 技术

,

是研究基因组多态性的新

方法
,

它从 � � � 水平直接反映遗传物质的差异
,

具有灵敏
、

简便
、

快速的优点
,

正广泛应用

于基 因组研究 的各个方面
。

为此
,

选用三种绒鳌蟹
,

即中华绒赘蟹
、

日本绒鳌蟹
、

日本绒鳌蟹合浦亚种作为实验对

象
,

采用 � � �� 技术结合形态学手段
,

从 � � � 水平揭示三种绒鳌蟹的遗传亲缘关系
,

为绒

鳌蟹种质资源的鉴别和保护提供研究依据
。

国家 自然科学基金资助项 目和国家
“

九五
”

项 目

��� �刃 �
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� 材料和方法

�
�

� 材料采集 中华绒鳌蟹 �斤�
� �� � �� � �� � � � �� �

�

肠�
� � 一�� �

� �� � ,

简写为 ��  
,

成蟹
,

采

自湖北武汉
。

日本绒鳌蟹 ��� ���  ! ���
、 �� � �� �

,

简写为 ��  
,

成蟹
,

采 自广东澳头
。

日本

绒鳌蟹合浦亚种 ��� ���  ! ��� � ��� 。�� 、�� �厄�
,

简写为 �� ��
,

成蟹
,

采 自广西合浦
。

� � 形态学测 � 根据戴爱云 �� 及我们过去测量的结果
,

三种绒鳌蟹第四步足 的前节长

宽之 比
,

具有 明显的差异
,

较容易进行定量研究
。

三种绒鳌蟹样品各取一定数量的个体
,

测定其第 四步足前节的长度 �� 和宽度 �� �
,

计算 比值 � � � ��  �
,

从而进行定量分析
。

�
�

� 模板的制备 取出每个个体的新鲜肝胰脏组织
,

分别用 �� � 的酒精固定
,

� ℃保存待

用 �一般不超过三个月 �
�

根据 �� �� 和 ���  !’� �� 方法略加修改�� 
,

将固定组织于约 �� 倍体积

的裂解液 ������
� �� � � �� �

·

� �
,

�
�

�� � �� � �
�� �

,

� � �
�

� � �
�

�� ��� �中匀浆
� 加人蛋 白酶

� ���� � � �至终浓度为 � �� 卜�� � �
,

�� ℃保温 ��
� 加等体积的饱和平衡酚抽提三次

� 乙醇

沉淀 � � �
,

最后加人 � � ���  
�

� �溶解
。

��� � ��� 扩增 根据 �� ��� ��
�等 �� 方法稍作改动

。

扩增反应的总体积为 �� 闪
,

其中包括
�

��

��� 
�� � ��

�曰� �����
�

��
,

��
���

� �� � � � �
,

�
��

� �� � �� �
� ,

�
�

� � �� � � ���� �
,

�
·

�卜� � � � �

引物 ����  �� �� � � �
,

四种核昔酸 ��� �
、

� � 汀�
、

�� ��
、

� ��…� 各 �
�

�
�

�� � �
,

� ��� 基因组

� � �
,

�� 的 � � � 酶 �华美�
。

于 ��
� 扩增仪 ���

� ���� 上进行 �� 个循环
,

其 中前 � 个循环
�

�� �� 变性 �而
� ,

� �℃复性 �而
� ,

� � �� 延伸 �而
� � 后 � � 个循环

�
� � �� 变性 � � �

,

� �℃复性 � ��
,

� � ℃延伸 ����
。

最后在 �� ℃保温 �� 而
�

。

扩增产物在 �
�

�� 琼脂糖凝胶中电泳完毕
,

经澳化

乙锭染色
,

紫外检测并记录
。

�
�

� 扩增图谱的数据处理 比较三种绒鳌蟹的扩增 图谱
,

寻找它们之间的遗传标记
,

并

通过增加个体数量和扩增重复次数作进一步的核实和确定
。

采用相似率公式 � 二 ��
,
�

�� � 凡�处理两个样品区带一致性数据
,

这里 �
�

指样品 � 和 � 共有的区带数 目
,

� 和 �

分别指样品
� 和 � 所具有的全部区带数 目

。

比较种 �或亚种�内及相互间各相似率的差异

显著性
。

� 结 果

�
�

� 三种绒鳌蟹第四步足前节长宽之比

对三种绒鳌蟹各取一定数量 的个体
,

得到第四步足前节的长宽之 比结果
。

经检验遵

从正态分布
,

其平均值及标准差见表 � 所示
�

表 � 三种绒盆盆第四步足前节长宽之比平均值及标准差

�� �
,

� ��
� �� �

雌
� �  � �切叮� �� � � �� �� �� � � � � � � �� �� � � � �� �� � � �� � � �� �� � � � � ��� �洲记�� �

�  !
∀

��
#

∃ !
%
∀

&

%∋

中华绒鳌蟹(Es )

29

2
.
850

0
.
220

山正e ki nd
s o f m itte

n e ra bs

样品数量
n

平 均值 B

标准差 SD

日本绒鳌蟹合浦亚种 (Ej h)

28

2
.
484

0
.
105

日本绒鳌蟹 (Ej )

27

2
.
156

0
.
19 1

由 t值 检 验 可见
,

就第 四步 足前 节 长宽之 比而 言
,

三 种绒 鳌蟹 存 在 显著 的差异
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蟹分布范 围较大
,

含多个群体
,

测量个体来 自不同的种群所致
。

3.
2 R A P D 分析的取样数t 问题

R A PD 分析需要多少取样量合适
,

并无确切的答 案
。

作者对三种绒鳌蟹作 R A P D 分

析
,

取材较困难
,

加之费用昂贵
,

因而更需要明确这一问题
。

根据 T aji m alv ]的 D N A 序列抽样分布理论
,

在 D N A 水平上估计群体变异时
,

假设一个

群体的大小 (Size )为 N
,

从中取样样品个体数量为
n ,

群体每代每个个体 D N A 的突变率为

v ,

则样品
n 中任意两个个体 D N A 核昔酸差异 k 的平均数 E (k) 及偏差 V (k) 随取样数量

n

变化的关系由下式给出
:

E (k) = M
,

V ( k )
=

( Z M ) /
1

3 (
n--

l ) ]
+

I Z M

Z

( Z
n +

3 ) ] / [ g
n

(

n 一 l ) ]
,

式中 M = 4Nv
。

当 n 值升高
,

叭值降低并很快达到渐近值
。

因此
,

样品数量
n = 10 与 n = 200 几乎一

样有效
。

这表明
,

只要样本个体数
n) 10

,

抽样方差便不会太大
。

因而对核昔酸位点变异的

研究
,

样 品数量
n 二 1

0( 甚至 5) 就是很有效的了
。

分子生物学实验的耗费较大
,

这一抽样

理论为我们较精确地探 明自然界 D N A 水平的变异并最大限度地控制和节省实验消耗
,

提

供了有力依据
。

R
A

P D 技术所研究 的遗传差异
,

其实质是核昔酸序列的差异
,

因而上述理论适用于

R A P D 分析
。

从这一理论出发
,

三种绒鳌蟹各取 10 个个体
,

可以满足通过 RA P D 分析进行

亲缘关系研究的实验要求
。

3. 3 关于三种绒鳌蟹的亲缘关系

戴爱云 [1]从中华绒鳌蟹 和 日本绒鳌蟹间不存在生殖隔离的现象推测
,

日本绒鳌蟹可

能是中华绒鳌蟹的一个亚种
,

而不是一个独立的种
。

Li 等l2] 利用同工酶技术结合形态学手

段
,

对分布于中国珠江流域 (广东澳头
,

盐田和莲花山)和长江流域 (江苏昆山)的绒鳌蟹进

行分析
,

并根据前人提出的甲壳动物种和群体同工酶相似率分类标准
,

认为这些地方绒鳌

蟹 的差异
,

是一种生态表型差异
,

因此
,

这些地方的 日本绒赘蟹和 中华绒赘蟹是属于相 同

的种 ;并根据优先权法则 (Th
e !aw of p ri ori ty )

,

认为应一并称之为 日本绒鳌蟹
,

是 日本绒

鳌蟹的不同生态表型群体
。

但从基因表达的产物 (同工酶及形态 )进行研究
,

其结果受环境影响较大
。

并且
,

高等

生物体所包含 的约 100
,

0
00 个基因仅 占整个 1)N A 序列的一小部分

,

而这些基 因中只有

巧% 被表达
,

被表达为同工酶的基因
,

又仅仅是被表达基因的一小部分
。

即同工酶技术所

分析的仅仅是整个基 因组的相 当小的一部分
。

所 以
,

我们认为
,

直接从不 同的生态环境取

样
,

根据同工酶和某些形态特征的相似率分析结果
,

得 出不同绒鳌蟹的差异为生态表型变

异的结论
,

是需要进一步确证的
。

利用 RA P D 技术进行基因组研究
,

从理论上可以覆盖整

个基 因组
,

检测出的多态性位点不仅包括表达区域
,

而且包括非表达区域
,

因而可以较之

更直接全面测定遗传型的变异
。

R A P D 研究结果表明
,

三种绒鳌蟹两两之间的差异是显著的
,

均大于种 (或亚种 )内差

异
,

说明三种蟹之 间存在显著的基因型变异
,

并非生态表型差异
。

同时
,

这些 R A P D 相似

率数据也表明
,

在合浦绒鳌蟹形态分类地位更接近 日本绒鳌蟹这点上
,

是符合三种蟹遗传
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亲缘关系的
。

由于 尚未建立 甲壳动物 R A P D 相似率的分类标准
,

因此
,

目前还不能根据 RA P D 分析

判别三种 绒赘蟹的差异 属于种或亚种水平
,

显然
,

在通过 大量的工作获得 甲壳 动物 的

R A P D 分类标准后是可行的
。

3. 4 关于 R A P D 鉴别标记的可行性

作者用引物 O PC卜0 5
,

对 25 个中华绒鳌蟹个体
、

27
个 日本绒鳌蟹个体及 12 个 日本绒

鳌蟹合浦亚种个体扩增
,

发现 中华绒鳌蟹所有个体都能扩增出一条大小约为 Ikb 的区带
,

且相 当明显和稳定
,

而其它两种在相同条件下仅有个别个体能扩增 出相 当微弱 的区带
。

重复实验也证实了这一结果
。

因此
,

可将这一区带作为一个遗传标记
,

用于鉴别中华绒鳌

蟹与 日本绒鳌蟹及其合浦亚种
。

对 日本绒鳌蟹及其合浦亚种个别个体能扩增出微弱区带
,

有两种可能的解释
:

一种解释是
,

由于种种人为原因 (主要是人工养殖规模的增大过程 中
,

中华绒鳌蟹的

大量引种)可导致三种绒鳌蟹种间发生基因交流
,

从而造成 日本绒鳌蟹及其合浦亚种的个

别个体能扩增 出中华绒鳌蟹的特征区带
。

另一种解释是
,

在 日本绒鳌蟹及其合浦亚种个别个体扩增 出的微弱 区带
,

只是同中华

绒鳌蟹的特征 区带大小相近
,

但序列并无同源性
。

属于何种情况
,

需要进一步的工作 (测序
,

杂交等)加以证实
。
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