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摘要：对我国东南沿海 %个地区的 *&个青蟹个体的线粒体细胞色素氧化酶亚基 8（678）部分序列序列进行了
测定和分析。获得的 *&个细胞色素氧化酶亚基 8（678）序列可分为 !&个单倍型，与 91)#&):中已知的 !"#$$%
&%’%(%()*%+, 678序列的相似性达到 ),;以上，与其它 (种青蟹的差异为 * . ($; - !% . %’;。这些序列与 ! -
&%’%(%()*%+,的遗传距离仅为 " .""*,(，但是与 ! - *.’’%/%、! - )$+0%".% 和 ! - /’%,12.3%’+"% 的遗传距离却分别达
到 " .!!$%)、" .!*,!&和 " .",’&(。序列特征、遗传距离和系统进化等分析结果都表明本文研究的青蟹为 ! -
&%’%(%()*%+,。结果提示，在进行青蟹属相关研究应当仔细鉴别采集样本的种类。
关键词：青蟹；细胞色素氧化酶亚基 8；种类鉴别
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青 蟹 属（ !+,--$）隶 属 于 节 肢 动 物 门
（:6)"6%!%1,）、甲 壳 纲（ 46.-),+’,）、十 足 目
（;’+,!%1,）、梭子蟹科（<%6).(*1,’），分布于我国浙
江、福建、台湾、广东、广西和海南沿岸水域，同

时也分布于东南亚、澳大利亚、日本、印度、南非

等海域。关于青蟹属的分类一直存在争议，

=-),/!,1%6［!］认为该属应分成 " 个种 ! 个亚种：
! " .%$*/012$%)+$、! " ’+1$*)+$、! " (1%%$.$ 和 ! "
(1%%$.$ 0,6 5 #$%$&$&’($)*。但 >)’!"’(-%( 和
4,/!2’$$［#］认为受环境的影响所致，尚不足以将
形态有差异的类群分立为独立的种，因此将青蟹

属蟹类归并成 ! " (1%%$.$。?’’(,( 等［"，$］对红海
以及整个印度洋至太平洋范围采集的标本进行

了形态学、同工酶和线粒体 4@9和 !%> 6AB:基
因的测序分析，结果显示青蟹属包括 $ 个不同
种：! " (1%%$.$，! " #$%$&$&’($)*，! " ’-)3$+1$，! "
.%$*/012$%)+$。此后尽管仍有争议，但青蟹属存在
多个种的观点被更多的学者所接受［& ’ !(］。

在我国，青蟹一属一种的观点被长期沿用，

至今只有锯缘青蟹一种中文学名，但是 ?’’(,(
等［"］提出青蟹属分 $种的观点，并认为分布于我
国厦 门 的 青 蟹 可 能 和 香 港 种 同 为 ! "
#$%$&$&’($)* 后，C*等［!!］和 D’(&等［!#，!"］将分布
于我国厦门地区的青蟹用 ! " #$%$&$&’($)* 表
述，但未提供证据。王玉江等［!$］对 "个采自中国
青岛和 #个越南的青蟹线粒体 !% > 6AB:基因片
段序列进行了测定，结果表明研究中所用的中国

和越南青蟹都是 ! " #$%$&$&’($)*。但是由于没
有对不同海区进行采样，以及样本量过少，还不

能确定我国青蟹的种类组成和分布状况。

本文采用线粒体细胞色素氧化酶亚基 9
（4@9）序列为标记，对分布于我国东南沿海 & 个
地区的 )# 个青蟹个体进行了序列测定，为确定
分布和养殖于我国东南沿海地区的青蟹的分类

地位提供理论依据。

! 材料与方法

) 5) 材料和试剂
青蟹材料均为采集点近海区捕捞蟹苗养成

个体，分别采自海南文昌（&只）（编号："! ’ &）和
上海奉贤（)只）（编号：3! ’ )），广东汕头（#(只）
（编号：-! ’ #(）、广西北海（#(只）（编号：&! ’ #(）
和浙江温州（#( 只）（编号：E! ’ #(），共 )# 个，活
体运回实验室，取步足肌肉，’ #( F保存备用。
) *+ 基因组 ,-.的提取
取青蟹的步足肌肉约 GHH /& 剪碎，分别放

入 G 5I /C的离心管中，加入 JHH!C抽提缓冲液
（GH //%$·CK G L6*-M4$；GHH //%$·CK G =;L:，!N
O5 H），混匀后加入终浓度为 GP的 >;>和 GHH!&·
/CK G的蛋白酶 ?，II F消化 Q R S "，然后分别用
等体积的酚 T氯仿（G T G），氯仿 T异戊醇（QU T G）抽
提，二倍体积无水乙醇沉淀，双蒸水溶解，于 U F
保存备用。

) */ 01,-.序列的扩增和测序
分别使用通用引物 4@93和 4@96［GI］，以及青

蟹属 /);B: 4@9特异性引物 V)1 K GH［GJ］和 4 W B
QXJY［GX］扩增青蟹 4@9序列，以鉴别 /);B:序列
和核插入假基因序列［GO］。

<4A反应总体积为 QI!C其中包括 GH Z <4A
反应缓冲液 Q 5I!C（成分：GHH //%$·CK G L6*-M4$，
IHH //%$·CK G ?4$，GI //%$·CK G V&4$Q，G 5 S /&·

/CK G [>:，H 5HGP \’$,)*(，!N O5 U）；基因组 ;B:
（GH!&·/C

K G）Q!C；4$/ 酶（I ]·!C
K G）H 5 Q!C；

1BL<（各 Q 5I //%$·CK G）G!C；引物（I!/%$·C
K G）

G!C；11NQ@补足体积。样品在 <L4 K QHH 扩增
仪上进行扩增，YU F预变性 I /*(；YU F SH -，IX
F G -，XQ F G /*(，SI个循环；XQ F 延伸 GH /*(；
U F保存。扩增产物在 G 5 IP琼脂糖凝胶上进行
电泳分离，胶回收，连接至 LM载体（L,^,(,）并转
化至大肠杆菌 ;NI"，筛选阳性克隆，由上海生工
生物工程技术服务有限公司测序。

) 52 序列间的遗传距离估算及系统发育分析
本文测序得到 XQ个 4@9序列中，有 GQ个相

互不同的序列，分别作为 GQ 个不同单倍型
（\’([,(^ 登录号：EU，:_XIHYQJ，3Q :_XIHYQX，
3I，:_XIHYQO，EJ，:_XIHYQY，-U，:_XIHYSH，
"I，:_XIHYSG，-I，:_XIHYSQ，-O，:_XIHYSS，
3U，:_XIHYSU，&Y，:_XIHYSI， 3G，:_XIHYSJ，
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!"，#$%&’()%）。本文涉及的 * 种青蟹已知 +,-
序列来源为 ./01203：! " #$%%&’&（"#：#4’(%’’5，
"1：#4’(%’’)，"6：#4’(%’’&，5+：#4’(%’"7，
56：#4’(%’"(，54：#4’(%’"*）、! " (&%&)&)*#&+,
（ 890:390:"： #$)%))&"， 890:390:5：
#$)%))&5）、! " ’%&,-.$/&%+0&（"：#$)%))&)，5：
#$)%))&* ）、 和 ! " *1+2&0$& （ #$)%))&&，
#$)%))&;）。
对本文得到的 "5个单倍型和青蟹属 *个种

类的已知 +,-序列进行比较分析。线粒体 +,-
序列间的遗传距离采用 <=>?@2的双参数法［"(］进
行估算。系统进化分析采用 A/:2 )B ’［5’］中的
C/=:DE9@FG9=0=0:（CH）法，以果蝇（ 3%*#*(4+1&)
$1&,*5&#’$%）的 +,- 序 列（./01203 登 录 号：
#45’’75(）作为外群，置信度估算采用 <=>?@2的
双参数法［"(］，重复数 "’’’。

5 结果

本文获得 %5个线粒体 +,-序列，序列长 *7(
EI，编码 ";5个氨基酸，共分为 "5个不同的单倍
型（./01203 登录号：#$%&’(5; J %&’()%）。
! "# 中国东南沿海青蟹 $%&基因的序列特征
获得的 "5 个线粒体 +,- 单倍型序列提交

./01203，进行 1K2!L 比较，核苷酸序列与已知的
! " (&%&)&)*#&+, +,- 序列的相似性为 ((M，只

存在少数几个位点的碱基替代。与 ! " #$%%&’&
678 序列相比，序列相似性为 7"9。序列多重比
较（图版）显示，所获得的所有序列都与 ! "
(&%&)&)*#&+,（香港群体）相似，而与其余 ) 种青
蟹都存在较大差异。在可比较的 *7( 个碱
基对中，本文所得序列与 ! " #$%%&’& 差异为
( B(7M N "’B 7*M，与 ! " (&%&)&)*#&+,（香港群
体）差异为 ’ " 5’9 N " " 5)9，与 ! " ’%&,-.$/&%+0&
和 ! " *1+2&0$& 的差异分别为：% " );9 N 7 " "79和
"* "()9 N "& " &*9。与锯缘青蟹（ ! " #$%%&’&）相
比，本文所得序列与 ! " (&%&)&)*#&+, 一样有 *&
个保守的特异性位点，其中 "( 个与其余 ) 种青
蟹都不同，为 ! " (&%&)&)*#&+, 特有位点（图版）。
! B! 青蟹属不同种 $%&序列间的遗传距离
对所获得的 "5个 +,-序列和已知青蟹属的

*个种类的 +,-序列进行遗传距离分析。表 "为
采用 <=>?@2 双参数法进行估算的序列间的平均
遗传距离，从表 " 中可以看出，中国东南沿海
青蟹的 +,- 序列与 ! " (&%&)&)*#&+, 遗传距
离为’ "’’7);，与 ! " (&%&)&)*#&+, 种内的遗传距
离 ’ "’’7)& 以及本身的遗传距离 ’ "’’&**没有显
著的差异，与其它 )种青蟹的遗传距离则要大 "’
倍以上。结果表明，中国沿海的青蟹与 ! "
(&%&)&)*#&+,同种，而与其它 ) 种青蟹达到了种
的差异。

表 # 种内和种间遗传距离的差异
’()"# *+,-+. (./ )0,100. 2304+02 5(6+(,+7. +. 80.0,+4 /+2,(.40

! " #$%%&’& ! " (&%&)&)*#&+, !0:11& !IIB（+D=02） ! " ’%&,-.$/&%+0& ! " *1+2&0$&
! " #$%%&’& ’ "’"*)(

! " (&%&)&)*#&+, ’ """&&" ’ "’’7)&
!0:11& !IIB（+D=02） ’ """;&( ’ "’’7); ’ "’’&**
! " ’%&,-.$/&%+0& ’ "’(&&5 ’ "’7)5" ’ "’7*5) ’ "’’7)&

! " *1+2&0$& ’ "";%’& ’ ""%55% ’ ""%7"5 ’ ""**5& ’ "’";7&

注：遗传距离采用 A/:2 )B’软件中的 <=>?@2 5参数法计算，对角线上黑体数值为种内个体间平均遗传距离，对角线下为种间遗传

距离

C9L/!：./0/L=O P=!L20O/! Q/@/ /!L=>2L/P ?!=0: <=>?@2’! LQ9FI2@2>/L/@（<5R）>9P/K B S2K?/! 90 LD/ P=2:902K 20P =0P=O2L/P ET E9KP L/UL 2@/

2V/@2:/ :/0/L=O P=!L20O/! Q=LD=0 !I/O=/! 20P V2K?/! ?0P/@ LD/ P=2:902K 2@/ 2V/@2:/ :/0/L=O P=!L20O/! E/LQ//0 !I/O=/!

! B9 青蟹属 $%&基因碱基替代方式及进化分析
所获得的 %5 个 +,-序列可分为 "5 个不同

的单倍型（D2IK9LTI/!），共有 "* 个可变位点。本
文获得序列与 ! " #$%%&’& 相比较，共有 *&个特异
的保守位点，其中除 5 个在密码子第 " 位变化
外，其余 *)个都是密码子第 )位的变化，没有产

生编码氨基酸的变化。在所有已知的 * 种青蟹
+,- 序列中，除 " 个 ! " (&%&)&)*#&+, 和 ! "
’%&,-.$/&%+0& 序列各产生 "个编码氨基酸的改变
外，其余序列都没有编码氨基酸序列上的差异。

种内 +,-序列比较，碱基替代方式主要为碱基转
换，只在 ! " (&%&)&)*#&+,、! " ’%&,-.$/&%+0& 和 ! "
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!"#$%&’% 各发现 !次碱基颠换，转换 (颠换比值（)
" #$ % #&）大于 ’。种间序列比较，碱基转换 %颠换
平均比值约为 ( ) *。采用 +,法重建 -种青蟹的
遗传关系，与 .//010［-］报道的 +,树结果一致，没
有 发 现 种 间 234+5 渐 渗 现 象（ 234+5
$036786/##$70）。从构建的进化树（图 !）可看出本
文所得的青蟹 9:;序列的 !(个单倍型与分布于
香港的 * + ,%-%.%.!/%#0 聚为一枝，而其余 ’ 种
青蟹分别聚为一枝，置信度都高达 !<<。种间序
列平均差异（ = !(1）比种内序列平均差异（ =
(1）大 >倍以上。结果同样证明，本文所调查的
中国东南沿海青蟹应归类为 * + ,%-%.%.!/#%0。

图 ! 青蟹属 9:;序列 +/$8?@76AB7$0$08
进化树显示种间序列的相似性

C$8)! +/$8?@76AB7$0$08 36// 7D *&2""% 9:;
#/EF/0G/# #?7H$08 3?/ #$2$I16$3J 7D
3?7#/ #/EF/0G/# H$3?$0 #K/G$/#

以果蝇 9:;序列为外群构建进化树，置信度小于 L<M未显示

467#7K?$I12 /I10781#3/6 9:; #/EF/0G/ H1# F#/N 1# 3?/ 7F3867FK，

10N 3?/ @773#361K &1IF/# I/## 3?10 L<M 16/ 073 #?7H0

’ 讨论

关于青蟹属的分类，根据形态、等位酶、核基

因和线粒体 4+5等不同方面的研究，存在 ! 种

（* + /’--%3%）［(］，’ 种（ * + /’--%3%、* + !&’%0#&%、* +
3-%045’6%-#&%）［!］和 - 种（ * + /’--%3%、* + !"#$%&’%、
* + 3-%045’6%-#&%、* + ,%-%.%.!/#%0）［’］的争议，这
些争议的焦点基本集中在形态特征的不确定上，

在物种分类中，形态指标存在受环境影响大，不

同物种由于相同的选择压力演化中会表现出相

似的形态，或者相同物种由于不同的环境压力，

会表现出不同的形态，这些特征会严重干扰物种

的分类。而 4+5序列提供了比表型特征更根本
更敏锐的进化信息，因为表型特征都是 4+5信
息的表达，而且由于密码子的简并性，氨基酸水

平的变异信息相对 4+5序列变异水平要保守得
多，因此，随着 O9P技术和测序技术的发展，4+5
序列基础上的进化信息成为物种分类学中的重

要指标和有力补充。

近年来，国内外学者通过分子标记方法对青

蟹属的种类组成进行了鉴别，得出的结论基本都

支 持 青 蟹 属 分 为 多 个 不 同 种 的 观

点［’，-，Q，!<，!-，(!，((］。在本文调查的 L 个地区的
随机取样的 Q( 个个体中，所有个体的 9:;序列
都与 * + ,%-%.%.!/%#0 最为相似，而与其余 ’ 种
有较大的特征性的差别。序列相似性程度，序列

碱基遗传距离及系统进化分析等 ’ 个方面的结
果都表明，本文所研究的青蟹个体与山东青

岛［!-］、福建厦门［’，!! R !’］一样应该都属于 * +
,%-%.%.!/%#0，这一结果支持了 .//010的青蟹属
分为 - 种的观点［’］，并表明 * + ,%-%.%.!/%#0 广
泛分布于我国山东、上海、浙江、福建、广东、广西

和海南等沿海地区，也与青蟹属各种在西太平洋

沿岸的分布状况吻合［’，-］。此外，施心展［(’］和左

荣升［(-］利用形态学和 234+5分析发现 -种青蟹
在我国台湾地区的分布，其中 * + ,%-%.%.!/%#0
占 >Q + Q1，* + /’--%3% 占 !* + ’1，* + !"#$%&’% 占
!( +’1，* + 3-%045’6%-#&% 占 < ) QM。由于样品数
的限制，本文不排除锯缘青蟹（ * + /’--%3%）、* +
3-%045’6%-#&%和 * + !"#$%&’% 等其它 ’ 种青蟹在我
国大陆沿海地区的存在，但对于分布范围和组成

比例仍需要进行广泛的调查研究。由于 * +
,%-%.%.!/%#0在我国沿海广泛分布，它们很可能
在以往的研究中被误认为锯缘青蟹，因此，在针

对青蟹属开展相关研究时，应当仔细鉴别采集样

本的种类。
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图版 四种青蟹 !"#基因核苷酸序列比对
!"#$% &"’()%* )+,"%-$’*% .%/+%),%. -0 123 (%)% 04-5 0-+4 .6%,’%. -0 !"#$$%

与锯缘青蟹（单倍型 $%）相应位点一致的核苷酸以点表示，只在 ! " #$%$&$&’($)* 种内高度保守的核苷酸加框表示，其余与 ! "

(+%%$,$ 不同但高度保守的核苷酸加以右划线表示

&’() *+,*+)+-( -./0+’(12+) (34( 4*+ 12+-(1/40 (’ (3+ ’-+) 1- (3+ /’**+),’-21-5 ,’)1(1’-) 1- (3+ !"# )+6.+-/+ ’7 ! " (+%%$,$（34,0’(8,+ $%），

-./0+’(12+) ’-08 315308 /’-)+*9+2 1- ! " #$%$&$&’($)* 4*+ 04:+0+2 ;1(3 *+/(4-50+)，4-2 ’(3+* 3153 /’-)+*9+2 -./0+’(12+) 2177+*+2 7*’< ! " (+%%$,$

4*+ 04:+0+2 ;1(3 *153(=01-+)
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