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中华绒螯蟹线粒体 !""基因全序列测定
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［摘要］ 通过克隆测序方法，报道了中华绒螯蟹（!"#$%&’#" ()*$+#%) ,#+’+,#,）线粒体细胞色素氧化酶亚基"（>?

"）基因全序列 +与已知甲壳动物线粒体同源序列的比较显示，绒螯蟹 >?"基因的核苷酸组成及其编码的氨基

酸组成与软甲类甲壳动物最相近似 +其序列组成与密码子使用对 @、A核苷酸没有明显的偏倚 +对中华绒螯蟹

>?"全序列及其序列特征的研究，为进一步研究短尾类的系统发生和绒螯蟹属的分子进化提供了分子标记 +

［关键词］ 中华绒螯蟹；>?"基因；全序列

［中图分类号］?’(’+!!,+",；［文献标识码］@；［文章编号］#""#!*)#)（!""#）"*!""BB!"(

线粒体细胞色素氧化酶亚基"（=4C7=6D7/< 7E1F0G< G8H891C "，>?"）基因是动物线粒体 #,
种蛋白编码基因之一 +近年来，对 -. // 序列的研究，为有关节肢动物分子系统学与分子进化
等问题的探讨提供了依据［#］+迄今已测定了 )种甲壳动物 >?"基因的全序列［! I )］，包括鳃足
纲（%D09=617J7F0）：蚤状氵蚤（0)*&+#) *12’3）和卤虫（4"5’6#) 7")+%#,%)+)）；软甲纲（K020=7GCD0=0）、十
足目（L0=0J7F0）：斑节对虾（8’+)’1, 6$+$9$+）、美菲对虾（8’+)’1, +$5#)2#,）、美洲龙虾（8)+12#"1,
)":1,）和长手寄居蟹（8):1"1, 2$+:#%)"*1,）+但对十足目短尾类（%D0=648D0）尚无 -. // 全序列的
研究报道 +本文通过克隆测序方法，测定了中华绒螯蟹（!"#$%&’#" ()*$+#%) ,#+’+,#,）线粒体 >?"
基因的全序列 +通过与已知甲壳动物以及昆虫同源序列的比较，研究中华绒螯蟹 >?"基因核
苷酸组成及其编码的氨基酸组成等特征 +为进一步探讨短尾类的系统发生、研究绒螯蟹属的分
子进化提供分子标记 +

# 材料与方法

#$# 材料
中华绒螯蟹由安徽河蟹原种场提供 +

#$% 线粒体 LM@提取、克隆与测序
取雌性个体卵巢组织，使用碱变性法提取线粒体基因组 LM@+选择 LM@限制性内切酶

;#+9 #对线粒体 LM@进行酶切，得到长度分别约为 " + $、" + B、#、!、* 3J和 $ 3J的 )个酶切片
段 +对其中约为 *3H的片段进行纯化，与预先制备的 NO-K,PQ载体进行连接，使用 &K#"’感受态
细胞进行转化，筛选重组质粒 +用质粒小量纯化试剂盒（OR%>?公司）进行质粒 LM@纯化 +对重
组质粒进行直接测序和亚克隆测序 +测序反应使用载体通用引物，LM@序列测定在 @%R ,#"型
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遗传分析仪（!"#$%& ’()"#*）进行 +
!"# 序列比对与数据分析
将测得的 ,-.序列在 /"&01&$中进行核苷酸序列检索，从而对其中的 !" ## 序列进行初

步定位 +应用 2(3*41( 5（6"#*%7& 8 +9）软件，将经过初步定位的 !" ## 序列（包括其上、下游的核
苷酸序列在内）与节肢动物同源序列进行比对，确定 2:!基因的起始与终止信号 +在 ,-.;
2(3<软件中，使用果蝇（$%&’&()*+,）通用密码子，对 !" ## 核苷酸序列进行翻译 +在 =’/.
（6"#*%7& > + ?）软件［@］中，分别对核苷酸序列与氨基酸序列的组成进行统计 +参照 2#7A%"# 和
2#7A%"#［9］提出的富 / B 2密码子（/ B 2 C #%DE D7F7&*）与富 . B G密码子（. B G C #%DE D7F7&*）比
值，基于推导的各物种 !" ## 多肽链的氨基酸组成，估计密码子使用模式的偏倚情况 +其中，富
/ B 2密码子的氨基酸包括 !#7、.(1、.#H和 /(I；富 . B G密码子的氨基酸包括 !E"、J("、="4、GI#
和 .*&+文中引用的 K种甲壳动物与 8种昆虫的同源序列在 /"&01&$中的检索号如下：$ - (.+/0
（.L88@98@）、1 - 2%,34*’4,3,（5KM?K@）、5 - 6&3&7&3（5KM?K@）、5 - 3&8*,+*’（59NOP?）、5 - ,%9.’
（.Q8OO?P?）、5 - +&39*4,%(.’（.L8P?@PK）、$ - :,4.;,（5?O>N?）+

$ 结果

$"! 中华绒螯蟹 %&!基因全序列
经测定，中华绒螯蟹线粒体基因 !" ## 全序列长度为 KMK <R；推导的多肽链由 >O8个氨基

酸组成 +其核苷酸序列与氨基酸序列如图 8所示 +

图 ! 中华绒螯蟹（! " # " $%&’&$%$）线粒体 2:!基因全序列

—M9

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

—

孙红英，等：中华绒螯蟹线粒体 2:!基因全序列测定

  万方数据



!"! 中华绒螯蟹 #$!基因序列特征及其与其它甲壳动物同源序列的比较
中华绒螯蟹 !"!基因的核苷酸组成中，# $ % 含量为 &’ ( ’)（#，*+ ( ,)；%，*- ( *)；!，

,.)；/，+- (’)），其中，密码子第 *位的 # $ %含量为 0’ ( 1) (由氨基酸组成估计的密码子使
用模式，即富 / $ ! 2富 # $ %密码子的比值为 . (’* (
对中华绒螯蟹与已知 &种甲壳动物 !" ## 全序列特征进行比较 (结果显示（表 + (），中华绒

螯蟹的 !"!基因在已知的 0种甲壳动物中最长，而 $ % &’()* 的最短 (
中华绒螯蟹属于软甲类十足目，其核苷酸组成与甲壳动物另 -种十足目物种间的相似性

较高（0’) 3 &4)），而与 ,种鳃足类间的相似性较低（&,) 3 &+)）(与此类似，中华绒螯蟹与
十足目另 -种间 !" ## 氨基酸组成的相似性较高（04) 3 0+)），而与鳃足类的相似性较低
（&1) 3 &+)）(
与果蝇线粒体基因的同源序列相比，0 种甲壳动物 !" ## 序列的 # $ % 含量（’0 ( 0) 3

&15+)）和密码子第 *位的 # $ %含量（&. ( *) 3 44( ,)）都比较低（果蝇分别为 0* ( 1)和 1* (
-)），而密码子第 * 位 / 和 ! 的含量，分别达到 0 ( *) 3 +,( ,) 和 +- ( 4) 3 ,1( ,)，但 + %
,-.-/-. 和 + % (-.01234&’5 例外 % + % ,-.-/-. 密码子第 *位 /和 !的含量均比较低（- ( -) 和 0 (
-)），而 + % (-.01234&’5 密码子第 *位的 /含量（*)）甚至低于果蝇（* (+)）(
甲壳动物（不包括 + % (-.01234&’5）!"!序列的富 / $ ! 与富 # $ % 密码子比值（.5’* 3

.5&1）较果蝇同源序列的比值高 (其中，中华绒螯蟹的比值低于其它甲壳动物（. ( &, 3 .( &1），但
较 + % (-.01234&’5 高 (

表 % &种甲壳类动物线粒体 #$!基因全序列核苷酸组成及推导的氨基酸组成的比较

6 % 7 % 51.).515 + % (-.01234&’5 + % ,-.-/-. + % .-813(15 + % 340’5 $ % &’()* 9 % :43.21523.3 $ % ;32’<3

#) *+(, ** (4 *, (* ,1 (1 ,4 (& ,4 (0 ,& (4 ** (4
%) *-(* *’ (+ *& (4 *- (- ,1 (+ *. (* *’ (0 -. (+
!) ,.(. +0 (’ +’ (& +4 (4 ,- (- ,- (, +1 (4 +, (-
/) +-(’ +* (& +’ (- +& (1 +0 (1 +& (4 +0 (4 +* (.
总核苷酸数 &1& &1. &44 &44 &44 &01 &40 &4’
核苷酸相似性

（)） +.. 0’ 0’ 0- &4 &, &+ 0+

总 # $ %) &’(’ &4 (1 &1 (+ &- (* ’0 (0 ’1 &, (’ 0* (1
密码子第 *位

# $ %) 0’(1 4’ (0 44 (, 0& (1 &. (* &, (. 0* (. 1* (-

!) +&(4 ++ (* 0 (- +- (4 ,4 (- ,1 (, +- (4 * (’
/) 0(* * (. - (- 4 (* ++ (- 4 (4 +, (, * (+
氨基酸总数 ,*+ ,,1 ,,1 ,,1 ,,1 ,,& ,,4 ,,4
氨基酸相似性

（)） +.. 0’ 04 00 0+ &1 &+ 0,

富 / $ ! 2富 # $ %
密码子

. (’* . (’. . (&’ . (&1 . (&* . (&, . (&& . (’+

’ 讨论

!"!基因的长度在不同甲壳动物之间存在一定变化，这种蛋白编码基因长度的变化，在
动物线粒体基因中比较常见 (对核苷酸序列的比对发现（图 +），0种甲壳动物 !" ## 的起始一
致，除 9 % :43.21523.3 以 /%/为起始密码子以外，其余均以 #%/作为起始信号 (造成 !"!基因
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长度差异的原因是终止信号位点的后移 !与核苷酸链最短的 ! " #$%&’ 相比，中华绒螯蟹核苷酸
链的终止密码子向后移动了 "个氨基酸位点 !但在同一属内，() ** 核苷酸链的长度相对保守 !

图 ! "种甲壳动物 #$!基因的起始信号与终止信号

在 %种甲壳动物 () ** 的核苷酸组成及其编码的氨基酸组成上，中华绒螯蟹与鳃足类之
间的相似性（平均 &’ ! "(和 &"(）远低于它与其它软甲类之间的相似性（平均 %)( * +! +,-(
和 %)( * +!+,&(）（+,-$%./$0 例外），甚至低于中华绒螯蟹与果蝇间的相似性（%’(；%,(）!这
一结果提示，中华绒螯蟹与其它软甲类之间的亲缘关系密切；而它与鳃足类之间的亲缘关系，

较之与昆虫间的关系更远 !这与 ./012/34/1/56［&］对甲壳类与昆虫间系统发生关系的研究结果
一致 !值得注意的是，中华绒螯蟹与 +,-$%./$0 间 () ** 序列的相似性（包括核苷酸相似性和氨
基酸相似性）低于它与其它 )种十足类间的相似性（甚至低于它与果蝇间的相似性），提示中华
绒螯蟹与 +,1$/$0 和 +&-,&$0 的亲缘关系较近，而 +,-$%./$0 与它们的亲缘关系较远 !

78669［-］对飞蝗（234$05, 6.1/,53/.,）线粒体 :;<的研究分析认为，昆虫线粒体蛋白编码基因
的核苷酸组成具有明显的 < = >偏倚；密码子的使用也表现出对富 < = >密码子的偏倚 !与几
种甲壳动物以及果蝇同源序列的比较表明，中华绒螯蟹 () ** 总的 < = >含量和密码子第 )位
的 < = >含量均高于甲壳动物的平均含量（&) ! %(和 %? ! &(），但远低于果蝇相应的 < = >含
量；其富 . = #与富 < = >密码子的比值较果蝇相应的比值高 !可见，中华绒螯蟹 () ** 的序列
组成对 <、>核苷酸的偏倚程度比较低；同时，对使用富 < = >密码子的偏倚也较昆虫低 !
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