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德汉劳绵蟹(Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉ)线粒体基因组测定

及短尾下目系统发生分析
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[摘要] 　 本研究使用高通量测序方法首次获得德汉劳绵蟹(Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉ)的线粒体基因组全序列ꎬ确定

其线粒体基因组是一个环状 ＤＮＡꎬ全长 １５ꎬ７５５ ｂｐꎬ包含 ３７ 条基因. 通过分析比较德汉劳绵蟹线粒体基因组的

ｔＲＮＡ 二级结构、蛋白编码基因的碱基组成、起始 /终止密码子和选择压力ꎬ发现 ｔｒｎＳ１ 缺失 ＤＨＵ 臂ꎬ这种现象在

短尾类线粒体基因组中比较常见ꎻ不同功能的蛋白编码基因的碱基组成和选择压力不同ꎻｃｏｘ１以不常见的 ＡＣＧ
作为起始密码子ꎻ在多个基因重排断裂点处有长达 ３２ ｂｐ 以上的间隔序列(最长达 １３０ ｂｐ)ꎬ借此推断发生基因

重排的路径. 与短尾下目线粒体基因组的祖先排列顺序相比ꎬ德汉劳绵蟹呈现一种新的基因排列模式ꎬ涉及

ｎａｄ６、ｃｏｂ、ｔｒｎＨ、ｔｒｎＦ、ｔｒｎＳ２和 ｔｒｎＴ等 ６ 条基因的重排. 使用蛋白编码基因和 ｒＲＮＡ 基因的联合数据集进行系统发

生分析ꎬ结果生成了强健的系统发生树ꎬ支持短尾下目的各派及亚派之间的关系:(绵蟹总科ꎬ人面蟹总科)ꎬ(蛙
蟹总科ꎬ真短尾派). 另外ꎬ两种绵蟹共享短尾类的线粒体基因组中 ｔｒｎＨ 易位特征ꎬ并在系统发生树与人面蟹总

科的物种形成姐妹群关系ꎬ成为短尾下目的基部分支ꎬ再次证明绵蟹归置于短尾下目.
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Ｂｒａｃｈｙｕｒａ. Ｔｈｅ ｒｏｂｕｓｔ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｍｏｎｇ ｂｒａｃｈｙｕｒａｎ ｓｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｓｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｓ:(ＤｒｏｍｉｏｉｄｅａꎬＨｏｍｏｌｏｉｄｅａ)ꎬ(ＲａｎｉｎｏｉｄｅａꎬＥｕｂｒａｃｈｙｕｒａ).
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉꎬｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅꎬＰｏｄｏｔｒｅｍａｔａꎬＤｒｏｍｉｉｄｅａ

短尾下目(Ｂｒａｃｈｙｕｒａ)是现存甲壳动物中物种多样性最高类群之一ꎬ广泛分布在世界各个地区的淡水、海
洋和陆地中ꎬ种类繁多ꎬ超过 ７ ２５０ 种[１] . 短尾下目的演化历程可看作是辐射演化的实例ꎬ在进化的历程中由

于不同的生存环境而朝着不同的方向(淡水、海洋和潮间带)发生适应演化ꎬ最终形成如今具有极高多样性的

类群[２－３] . 正确地认识物种的分类地位和构建稳健的系统发生关系对追溯短尾下目的起源和演化历程具有重

要的作用. 早期ꎬＧｕｉｎｏｔ 对短尾下目进行分类梳理时ꎬ把蟹类两性生殖孔的位置作为高级阶元的分类依据ꎬ将
短尾下目(Ｂｒａｃｈｙｕｒａ)分为肢孔派(Ｐｏｄｏｔｒｅｍａｔａ)、异孔派(Ｈｅｔｅｒｏｔｒｅｍａｔａ)和胸孔派(Ｔｈｏｒａｃｏｔｒｅｍａｔａ) [４－５] .在
Ｇｕｉｎｏｔ 的分类系统中ꎬ肢孔派又被分为绵蟹亚派(Ｄｒｏｍｉａｃｅａ)和古短尾亚派(Ａｒｃｈａｅｏｂｒａｃｈｙｕｒａ)ꎬ前者由绵蟹

总科(Ｄｒｏｍｉｏｉｄｅａ)和人面绵蟹总科(Ｈｏｍｏｌｏｄｒｏｍｉｏｉｄｅａ)组成ꎬ后者由人面蟹总科(Ｈｏｍｏｌｏｉｄｅａ)、蛙蟹总科

(Ｒａｎｉｎｏｉｄｅａ)和圆关公蟹总科(Ｃｙｃｌｏｄｏｒｉｐｐｏｉｄｅａ)组成[３－５](图 １ａ). 之后ꎬ异孔派和胸孔派被合称为真短尾派

(Ｅｕｂｒａｃｈｙｕｒａ) [６－７](图 １ｂ). 但是一些分类学者没有使用肢孔派说法ꎬ例如:Ｍａｒｔｉｎ 和 Ｄａｖｉｓ 将绵蟹亚派提升

为派ꎬ与真短尾派共同组成短尾下目的两大类群ꎬ同时将古短尾亚派中的人面蟹总科归入绵蟹派ꎬ蛙蟹总科

和圆关公蟹总科归入真短尾派下新设立的蛙蟹亚派(Ｒａｉｎｏｉｄａ) [２](图 １ｃ).

图 １　 短尾下目高阶元的分类系统

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ Ｂｒａｃｈｙｕｒａ

陈惠莲和孙海宝则将绵蟹亚派和古短尾亚派均提升为派ꎬ以代替肢孔派ꎬ与真短尾派并称短尾下目的

三大类群. 该分类系统在«中国海洋生物名录»中得到了沿用[８－９](图 １ｄ). 近年来ꎬ随着测序技术的发展ꎬ
分子标记逐渐成为短尾下目分类的重要证据. 部分研究者则提出使用绵蟹派、蛙蟹派(Ｒａｉｎｏｉｄａ)和圆关公

蟹派(Ｃｙｃｌｏｄｏｒｉｐｐｏｉｄａ)、肢孔派[１０－１１] . 然而ꎬ绵蟹派的内部组成依然存在争议ꎬ一些研究结果发现人面蟹总

科和绵蟹总科形成姐妹群的关系ꎬ支持人面蟹总科归入绵蟹派[１０ꎬ１２](图 １ｅ)ꎻ另一些研究结果则显示人面

蟹与蛙蟹和圆关公蟹亲缘关系更近ꎬ提出应当把人面蟹总科从绵蟹派移入新设立的人面蟹派(Ｈｏｍｏｌｏｉｄａ)
之中[１３－１５](图 １ｆ). 然而ꎬ在构建不同类群之间的系统进化关系时ꎬ分类单元不完全或者分子标记信息不足

会导致构建的系统发生树出现长枝吸引的现象ꎬ难以准确反映各类群之间自然的进化关系[１０ꎬ１６－１７] .
与部分基因相比ꎬ动物线粒体基因组可以在序列和基因排列顺序两个层面提供丰富、有效的进化信息ꎬ

已被广泛运用到各类后生动物的系统发生和进化研究中[１８－２１] . 线粒体基因组全序列数据已经被许多学者们
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应用于短尾下目的系统发生研究ꎬ为解决该类群内部各阶元的系统学争议提供了必要的分子学依

据[１６ꎬ２２－２５] . 截止目前ꎬ已公布的短尾下目的线粒体基因组已超过 ７５ 种ꎬ但科属阶元取样存在不均衡现象ꎬ相
较于真短尾派ꎬ已测定线粒体基因组的物种来自绵蟹总科的仅 １ 种ꎬ人面蟹总科 ３ 种ꎬ蛙蟹总科 ３ 种. 为了增

加绵蟹总科不同分类单元的取样ꎬ本研究首次选取了绵蟹总科(Ｄｒｏｍｉｏｉｄｅａ)绵蟹科(Ｄｒｏｍｉｉｄａｅ)的典型代表

物种———德汉劳绵蟹(Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉ)作为研究对象ꎬ应用高通量测序方法测定其线粒体基因组全序

列ꎬ通过序列比对和比较研究ꎬ分析德汉劳绵蟹的线粒体基因组结构和基因排列顺序的进化特征ꎬ构建系统

发生树ꎬ明确德汉劳绵蟹的系统发生位置ꎬ解析短尾下目的各派及亚派组成及其之间的系统发生关系.

１　 材料与方法

１.１　 样本采集和保存

德汉劳绵蟹标本 ２０１７ 年 １１ 月采集于广西北海ꎬ无水乙醇浸泡. 样本鉴定参考«中国海洋蟹类»和«中
国动物志 短尾次目 海洋低等蟹类» [８ꎬ２６] .
１.２　 ＤＮＡ 提取、扩增及质量检测

取 ３０ ｍｇ 样本组织ꎬ浸泡于生理盐水ꎬ每 ３０ ｍｉｎ 更换一次生理盐水ꎬ脱醇处理. 使用细胞 /组织基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒(ｇｅｎｅｒａｙ ｂｉｏｔｅｃｈ)进行 ＤＮＡ 提取(详细提取步骤参照说明书). 获得的总 ＤＮＡ 样品ꎬ使用

琼脂糖凝胶电泳检测其完整性ꎬ使用微量分光光度计检测其浓度及质量. 将质量达标样品送至诺禾致源

公司ꎬ进行总 ＤＮＡ 测序.
１.３　 序列组装和基因注释

以毛刺贝绵蟹线粒体基因组(ＧｅｎＢａｎｋ 检索号:ＫＴ１８２０７０)的 １３ 条蛋白编码基因 ＰＣＧｓ 和 ２ 条 ｒＲＮＡ
基因作为参考序列ꎬ使用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ ９.１.４ 对 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序获得的原始数据集进行序列组装ꎬ得到每个基因

相应的重叠序列群. 将相应基因的重叠序列群通过重头组装的方式进行再次组装ꎬ获取线粒体基因组全

序列. 获得的全序列与毛刺贝绵蟹进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ进行初步的基因注释ꎬ使用在线 ＭＩＴＯＳ２ 对组装序列

进行再次识别确认[２７] .
１.４　 线粒体基因组组成与结构特征分析

利用 ＭＩＴＯＳ２ 在线网址来推测 ｔＲＮＡ 的二级结构[２７] . 使用 ＭＥＧＡＸ 软件对获得的蛋白编码基因的核

苷酸序列进行碱基组成分析. 为了进一步分析绵蟹的线粒体基因组蛋白编码基因的选择压力ꎬ利用 ＫａＫｓ＿
Ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ ２.０ 对德汉劳绵蟹和毛刺贝绵蟹的 １３ 条蛋白编码基因的非同义替换率(Ｋａ)、同义替换率(Ｋｓ)
及两者的比值(Ｋａ / Ｋｓ)进行计算ꎬ计算方法使用 ＹＮ 模型[２８].

１.５　 系统发生分析

从 ＮＣＢＩ 数据库中下载 ２４ 种歪尾类、７５ 种短尾类和 ２８ 种十足目其他分类单元ꎬ共 １２７ 个物种的线粒体

基因组 １３ 条蛋白编码基因和 ２ 条 ｒＲＮＡ 基因序列ꎬ结合德汉劳绵蟹的线粒体基因组序列进行系统发生分

析. 将 １３ 条蛋白编码基因的氨基酸序列和 ２ 条 ｒＲＮＡ 序列分别使用 ＭＡＦＦＴ ７.２１５ 进行比对[２９]ꎬ使用

ＧｂｌｏｃｋＶ. ０.９１ｂ 对序列的保守性位点进行选择[３０] . 根据比对、修改后的氨基酸序列ꎬ将蛋白编码基因的核苷

酸序列和 ｒＲＮＡ 序列修改后串联成总的数据集. 按照不同的基因和密码子位将数据集划分成 ４１ 个分区子

集ꎬ然后使用 ＰａｒｔｉｔｉｏｎＦｉｎｄｅｒ ２ 确定数据集的最优分区方案和每个分区的最佳核苷酸替换模型ꎬ并以此结果修

改数据集[３１] . 使用 ＩＱｔｒｅｅ 构建最大似然树ꎬｕｌｔｒａｆａｓｔ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ(ＢＳ)设置为 １０００[３２－３３] . 使用 ＭｒＢａｙｅｓ ３.２.６ 进行

贝叶斯分析ꎬ蒙特卡洛马尔科夫链(ｍａｒｋｏｖ ｃｈａｉｎ ｍｏｎｔｅ ｃａｒｌｏꎬＭＣＭＣ)设置运行 １ ０００ 万代ꎬ每 １ ０００ 代取样一

次ꎬ其中前 ２５％ 的取样舍弃掉(ｂｕｒｎ－ｉｎ)后ꎬ余下的取样将被用于汇总出贝叶斯后验概率[３４] .

２　 结果与讨论

２.１　 德汉劳绵蟹线粒体基因组结构

德汉劳绵蟹的线粒体基因组是一个环状 ＤＮＡꎬ全长为 １５ ７５５ ｂｐꎬ其全部序列被提交至 ＧｅｎＢａｎｋꎬ检索

号为 ＭＷ２３９０７６. 序列分析结果显示其全长序列的碱基组成 ＡＴ 含量 ７１.３％(３６.２％ Ａ、３５.１％ Ｔ、１９.０％ Ｃ、
９.７％ Ｇ)ꎬ包含典型的 ３７ 条基因:１３ 条蛋白编码基因、２２ 条 ｔＲＮＡ 基因和 ２ 条 ｒＲＮＡ 基因ꎬ其中 １４ 条基因

在轻链编码ꎬ２３ 条基因在重链编码. 一个主非编码区(ｍａｉｎ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎꎬｍＮＣＲ)长度为 ５６６ ｂｐꎬ位于
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ｒｒｎＳ和 ｔｒｎＩ基因之间ꎬ其 ＡＴ 含量偏高ꎬ为 ８０.９％.
和其他短尾下目一样ꎬ德汉劳绵蟹线粒体基因组由 ３７ 条基因紧凑排列而成ꎬ１３ 处相邻基因之间存在

碱基对的重叠ꎬ重叠长度在 １ ｂｐ~７ ｂｐ 之间(见表 １)ꎬ这种重叠通常被认为具有防止基因顺序发生重排或

防止基因在进化中发生丢失的作用[１２ꎬ１７] . 德汉劳绵蟹线粒体基因组中还存在 ９ 处较长的基因间隔(３２ ｂｐ~
１３０ ｂｐ)ꎬ位于 ｔｒｎＥ￣ｔｒｎＦ、 ｔｒｎＦ￣ｔｒｎＴ、 ｔｒｎＴ￣ｎａｄ６、 ｔｒｎＳ２￣ｔｒｎＨ、 ｔｒｎＨ￣ｎａｄ５、 ｎａｄ５￣ｎａｄ４、 ｎａｄ４Ｌ￣ｔｒｎＰ、 ｔｒｎＰ￣ｎａｄ１ 和

ｎａｄ１￣ｔｒｎＬ１ 的连接处. 已公布的毛刺贝绵蟹同样存在较长的基因间隔(２４ ｂｐ ~ ４８２ ｂｐ)ꎬ位于 ｎａｄ５￣ｎａｄ４、
ｔｒｎＳ２￣ｎａｄ１、ｎａｄ１￣ｔｒｎＬ１、 ｔｒｎＱ￣ｔｒｎＬ１、ｒｒｎＳ￣ｔｒｎＩ 和 ｔｒｎＩ￣ｔｒｎＭ的连接处[３５] . 这些长的间隔序列恰好发生在基因

重排的断裂点处ꎬ被认为是基因重排时重复的基因拷贝因随机丢失不完全留下的冗余序列ꎬ可以作为基因

重排的信号为推算基因重排的机制提供有力证据[２１] .
表 １　 德汉劳绵蟹(Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉ)线粒体基因组特点

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｉｔｏｇｅｎｏｍｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉ

Ｆｅａｔｕｒｅ
基因名称

Ｆｒｏｍ
起始位置

Ｔｏ
终止位置

Ｌｅｎｇｔｈ
长度

Ｃｏｄｏｎｓ Ｓｔａｒｔ
起始密码子

Ｃｏｄｏｎｓ Ｓｔｏｐ
终止密码子

ＩＧＮｂ

基因间碱基对数

ｃｏｘ１ １ １ ５３９ １ ５３９ ＡＣＧ ＴＡＡ －５
ｒｎＬ２ １ ５３５ １ ５９８ ６４ ４
ｃｏｘ２ １ ６０３ ２ ２９０ ６８８ ＡＴＧ Ｔ ０
ｔｒｎＫ ２ ２９１ ２ ３５５ ６５ －１
ｔｒｎＤ ２ ３５５ ２ ４２１ ６７ ０
ａｔｐ８ ２ ４２２ ２ ５８０ １５９ ＡＴＧ ＴＡＡ －７
ａｔｐ６ ２ ５７４ ３ ２４８ ６７５ ＡＴＧ ＴＡＡ －１
ｃｏｘ３ ３ ２４８ ４ ０３９ ７９２ ＡＴＧ ＴＡＡ －１
ｔｒｎＧ ４ ０３９ ４ １０４ ６６ ０
ｎａｄ３ ４ １０５ ４ ４５８ ３５４ ＡＴＴ ＴＡＡ １
ｔｒｎＡ ４ ４６０ ４ ５２６ ６７ －１
ｔｒｎＲ ４ ５２６ ４ ５８８ ６３ －１
ｔｒｎＮ ４ ５８８ ４ ６５２ ６５ １
ｔｒｎＳ１ ４ ６５４ ４ ７１９ ６６ １
ｔｒｎＥ ４ ７２１ ４ ７８９ ６９ ４９
ｔｒｎＦ ４ ８３９ ４ ９０２ ６４ ４３
ｔｒｎＴ ４ ９４６ ５ ０１０ ６５ ４２
ｎａｄ６ ５ ０５３ ５ ５６５ ５１３ ＡＴＴ ＴＡＡ －１
ｃｏｂ ５ ５６５ ６ ６９９ １ １３５ ＡＴＧ Ｔ ０
ｔｒｎＳ２ ６ ７００ ６ ７６５ ６６ １０１
ｔｒｎＨ ６ ８６７ ６ ９３０ ６４ ３４
ｎａｄ５ ６ ９６５ ８ ６９５ １ ７３１ ＧＴＧ ＴＡＧ ３５
ｎａｄ４ ８ ７３１ １０ ０６９ １ ３３９ ＡＴＧ Ｔ －７
ｎａｄ４Ｌ １０ ０６３ １０ ３６５ ３０３ ＡＴＧ ＴＡＡ ３２
ｔｒｎＰ １０ ３９８ １０ ４６１ ６４ １３０
ｎａｄ１ １０ ５９２ １１ ５３０ ９３９ ＡＴＡ ＴＡＡ ３２
ｔｒｎＬ１ １１ ５６３ １１ ６２８ ６６ ０
ｒｒｎＬ １１ ６２９ １２ ９４５ １ ３１７ ０
ｔｒｎＶ １２ ９４６ １３ ０１６ ７１ ０
ｒｒｎＳ １３ ０１７ １３ ７９９ ７８３ ０
ｍＮＣＲ １３ ８００ １４ ３６５ ５６６ ０
ｔｒｎＩ １４ ３６６ １４ ４３１ ６６ －３
ｔｒｎＱ １４ ４２９ １４ ４９６ ６８ －２
ｔｒｎＭ １４ ４９５ １４ ５６０ ６６ ０
ｎａｄ２ １４ ５６１ １５ ５６５ １ ００５ ＡＴＧ ＴＡＡ －２
ｔｒｎＷ １５ ５６４ １５ ６２７ ６４ １
ｔｒｎＣ １５ ６２９ １５ ６９０ ６２ ０
ｔｒｎＹ １５ ６９１ １５ ７５５ ６６ －１

　 　 注:ＩＧＮ 表示两个基因连接处情况ꎬ其中负数表示两个基因之间重叠的碱基对数ꎬ正数表示间隔碱基对数ꎻ下划线表示该基因在轻链
编码.

２.２　 蛋白编码基因

１３ 条蛋白编码基因中有 １１ 条蛋白编码基因的起始密码子为三联体密码子 ＡＴＮ(ＡＴＧ、ＡＴＴ、ＡＴＡ)ꎬ
—２８—
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ｎａｄ５基因的起始密码子为 ＧＴＧ. ｃｏｘ１ 基因则以一种不常见的三联体密码子 ＡＣＧ 为起始密码子ꎬ这种以

ＡＣＧ 作为 ｃｏｘ１基因的起始密码子均在蛙蟹科、贝绵蟹科、人面蟹科等低等蟹类的线粒体基因组中发现过ꎬ
被认为是低等蟹类共同的特征[３６] . 蛋白编码基因的终止密码子以 ＴＡＡ、ＴＡＧ 为主ꎬｃｏｘ２、ｃｏｂ 和 ｎａｄ４ 的终

止密码子均为单个碱基 Ｔꎬ这种不完整的终止密码子可以通过 ｍＲＮＡ 成熟过程中多聚腺苷酸化作用补齐、
转变为完整的终止密码子[３７] .

不同呼吸功能的蛋白编码基因的 Ａ＋Ｔ 含量和选择压力存在明显的差异. 参与呼吸链的复合体 Ｉ 亚基合

成的基因(ｎａｄ１、ｎａｄ２、ｎａｄ３、ｎａｄ５、ｎａｄ４ 和 ｎａｄ６)的 Ａ＋Ｔ 含量和 Ｋａ / Ｋｓ 相对较高ꎬ分别在 ７０.０％ ~７４.５％和

０.０３３ ４２~０.０６５ ７４９ꎻ参与复合体 ＩＶ 亚基合成的基因(ｃｏｘ１、ｃｏｘ２和 ｃｏｘ３)和复合体Ⅲ亚基合成的基因(ｃｏｂ)的
Ａ＋Ｔ 含量和 Ｋａ / Ｋｓ 值相较于其他基因偏低ꎬ分别在 ６４.９％~６８％ 和 ０.００５ ７９~０.０１７ ７１ꎻ参与 ＡＴＰ 合酶合成的

ａｔｐ８基因的 ＡＴ 含量和 Ｋａ / Ｋｓ 最高ꎬ说明 ａｔｐ８基因受到的选择压力较小(见图 ２).

图 ２　 德汉劳绵蟹(Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉ)线粒体基因组 １３ 条蛋白编码基因的 Ａ＋Ｔ 含量和 Ｋａ / Ｋｓ值
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａ＋Ｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ Ｋａ / Ｋｓ ｉｎ １３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉ

２.３　 ｔＲＮＡ 基因

２２ 条 ｔＲＮＡ 基因的长度在 ６２ ｂｐ~７１ ｂｐꎬ其中 ｔｒｎＣ最短ꎬｔｒｎＶ最长. 除了 ｔｒｎＳ１ 基因缺少 ＤＨＵ 臂外ꎬ其
他 ｔＲＮＡ 基因都具有典型的三叶草二级结构. ｔｒｎＳ１基因缺少 ＤＨＵ 臂的现象在已公布的毛刺贝绵蟹和其

他短尾类中也发现过ꎬ这种臂的松散或缺失现象被认为和进化压力有关[３５－３６ꎬ３８－４３] .另外ꎬｔｒｎＳ１ 的反密码子

臂由 ４ 个碱基对构成ꎬ其他 ｔＲＮＡ 基因均由 ５ 个核苷酸对构成.所有 ｔＲＮＡ 基因的氨基酸接受臂由 ７ 个核苷

酸对构成. ＤＨＵ 臂和 ＴΨＣ 臂上分别由 ２~４ 和 ３~５ 个核苷酸对构成. ２２ 条 ｔＲＮＡ 的接受臂、ＤＨＵ 臂、反密

码子臂和 ＴΨＣ 臂上出现 Ｇ / Ｕ 的错配 ２４ 次ꎬｔｒｎＹ 的反密码子臂上出现 Ｕ / Ｕ 错配ꎬｔｒｎＫ 的接受臂上出现

Ｃ / Ｕ 错配(见图 ３).
２.４　 基因重排

与短尾类线粒体基因组原始的基因排列比较[２１]ꎬ德汉劳绵蟹的线粒体基因组发生了显著重排:基因块

[ｎａｄ６￣ｃｏｂ￣ｔｒｎＳ２]从 ｔｒｎＰ和 ｎａｄ１基因之间易位到 ｔｒｎＦ和 ｎａｄ５基因之间ꎻｔｒｎＴ基因从 ｎａｄ４Ｌ和 ｔｒｎＰ基因间易

位到基因块[ｎａｄ６￣ｃｏｂ￣ｔｒｎＳ２]的上游ꎻｔｒｎＦ易位到 ｔｒｎＥ和 ｔｒｎＴ之间ꎬ最终在 ｔｒｎＥ与 ｎａｄ１基因之间形成新的排

列顺序ꎬ即[ｔｒｎＦ￣ｔｒｎＴ￣ｎａｄ６￣ｃｏｂ￣ｔｒｎＳ２￣ｔｒｎＨ￣ｎａｄ５￣ｎａｄ４￣ｎａｄ４Ｌ￣ｔｒｎＰ] . 毛刺贝绵蟹仅 ｔｒｎＨ、ｔｒｎＱ 和 ｍＮＣＲ 发生了

易位:ｔｒｎＱ 从 ｔｒｎＩ和 ｔｒｎＭ基因之间易位到 ｔｒｎＬ１和 ｒｒｎＬ 基因之间ꎬｍＮＣＲ从 ｒｒｎＳ和 ｔｒｎＩ基因之间易位到 ｔｒｎＬ１
和 ｔｒｎＱ基因之间[３５](图 ４). 根据断裂点和串联重复随机丢失模型[２０－２１]ꎬ推断出德汉劳绵蟹的线粒体基因组

重排的途径(图 ４):首先基因片段[ ｔｒｎＨ￣ｔｒｎＦ￣ｎａｄ５￣ｎａｄ４￣ｎａｄ４Ｌ￣ｔｒｎＴ￣ｔｒｎＰ￣ｎａｄ６￣ｃｏｂ￣ｔｒｎＳ２]发生一次重复ꎬ然后

第一个片段中 ｔｒｎＨ、[ｎａｄ５￣ｎａｄ４￣ｎａｄ４Ｌ]和 ｔｒｎＰ丢失ꎬ第二个片段中 ｔｒｎＦ、ｔｒｎＴ 和[ｎａｄ６￣ｃｏｂ￣ｔｒｎＳ２]丢失ꎬ由于

重复基因不完全丢失会在 ｔｒｎＥ￣ｔｒｎＦ、ｔｒｎＦ￣ｔｒｎＴ、ｔｒｎＴ￣ｎａｄ６、ｔｒｎＨ￣ｎａｄ５、ｎａｄ４Ｌ￣ｔｒｎＰ和 ｔｒｎＰ￣ｎａｄ１的基因连接处留

下较长的基因间隔(３２ ｂｐ ~ １３０ ｂｐ). 另外ꎬｔｒｎＳ２￣ｔｒｎＨ 和 ｎａｄ５￣ｎａｄ４ 的基因连接处的间隔是由于 ｔｒｎＨ 从

[ｎａｄ５￣ｎａｄ４]基因块易位到基因块[ｎａｄ３￣ｎａｄ５]之间时留下. 师国慧等人曾对毛刺贝绵蟹线粒体基因发生重

排的路径进行了推导:首先基因块[ｒｒｎＬ￣ｔｒｎＶ￣ｒｒｎＳ￣ｍＮＣＲ￣ｔｒｎＩ￣ｔｒｎＱ]经历一次串联重复ꎬ随后丢失了第一个拷

贝中的[ｒｒｎＬ￣ｔｒｎＶ￣ｒｒｎＳ]和 ｔｒｎＩꎬ第二个拷贝中的 ｍＮＣＲ 和 ｔｒｎＱꎬ最终形成毛刺贝绵蟹线粒体基因排列顺序. 依
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图 ３　 德汉劳绵蟹(Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉ)２２ 条 ｔＲＮＡ 二级结构

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ２２ ｔＲＮＡ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉ

据此推断结果ꎬｎａｄ１ 和 ｔｒｎＬ１ 基因之间不会存在长的基因间隔ꎬ但是实际发现两个基因之间存在 ４８２ ｂｐ 的基

因间隔ꎬ因此推断重复的起始位置为 ｔｒｎＬ１ꎬ并且基因块[ｔｒｎＬ１￣ｒｒｎＬ￣ｔｒｎＶ￣ｒｒｎＳ￣ｍＮＣＲ￣ｔｒｎＩ￣ｔｒｎＱ]经历两次串联重

复ꎬ随后第一个拷贝片段上的基因全部丢失ꎬ最终在 ｎａｄ１ 和 ｔｒｎＬ１ 基因之间留下长片段的非编码区. 另外ꎬ在
毛刺贝绵蟹线粒体基因组中ꎬｔｒｎＱ￣ｔｒｎＬ１、ｒｒｎＳ￣ｔｒｎＩ 和 ｔｒｎＩ￣ｔｒｎＭ 处的基因间隔经过 ＭＩＴＯＳ２ 重新被确认为

１３７ ｂｐ、２７０ ｂｐ 和 ３１ ｂｐ.
基因排列可以作为特定谱系和分类群的共衍生性状ꎬ为系统发生重建和进化关系推导提供重要的分

子证据[１８－２５] . 已有研究发现ꎬｔｒｎＨ从[ｎａｄ５￣ｎａｄ４]基因块易位到基因块[ｎａｄ３￣ｎａｄ５]之间被认为是短尾类

线粒体基因组所共享的特征[２１]ꎬ并被证实在已测定的短尾类线粒体基因组中均存在[２３ꎬ２５] . 本研究中德汉

劳绵蟹和已公布的毛刺贝绵蟹均存在 ｔｒｎＨ易位现象ꎬ提示绵蟹应归置于短尾下目. 与短尾类线粒体基因

组原始排列顺序相比[２５]ꎬ德汉劳绵蟹和毛刺贝绵蟹的线粒体基因组基因排列顺序存在着明显差异ꎬ前者
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图 ４　 德汉劳绵蟹(Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉ)与毛刺贝绵蟹(Ｄｙｎｏｍｅｎｅ ｐｉｌｕｍｎｏｉｄｅｓ)线粒体基因组排列顺序的比较及其可能的重排机制

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｅ ｏｒｄｅｒｓ ａｎｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｏｒ Ｌａｕｒｉｄｒｏｍｉａ ｄｅｈａａｎｉ ａｎｄ Ｄｙｎｏｍｅｎｅ ｐｉｌｕｍｎｏｉｄｅｓ

发生巨大的基因重排ꎬ涉及到 ｎａｄ６、ｃｏｂ、ｔｒｎＨ、ｔｒｎＦ、ｔｒｎＳ２和 ｔｒｎＴ 等 ６ 条基因发生了易位ꎬ后者仅 ｔｒｎＱ 和

ｍＮＣＲ ２ 条基因发生了易位ꎬ这两种独特的排列顺序是否在绵蟹科和贝绵蟹科的其他类群中也存在ꎬ还需

今后获得更多的样本加以验证.
２.５　 短尾下目的各派及亚派的系统发生关系

基于 １３ 条蛋白编码基因和 ２ 条 ｒＲＮＡ 基因联合数据集构建的最大似然树(ＭＬ)和贝叶斯树(ＢＩ)得到

了几乎一致的拓扑结构(图 ５ 所示). 结果显示ꎬ２４ 种歪尾类物种和 ７５ 种短尾类物种各聚成一支ꎬ支持度

均为 ＢＳ / ＢＰＰ ＝ １００ / １.００. 短尾下目的各派及亚派之间展现出强健的拓扑结构:(绵蟹总科ꎬ人面蟹总科)ꎬ
(蛙蟹总科ꎬ真短尾派)ꎬ其中德汉劳绵蟹和毛刺贝绵蟹聚成的一支(ＢＳ / ＢＰＰ ＝ １００ / １.００)ꎬ再与人面蟹总科

的物种形成姐妹群关系ꎬ成为短尾下目的基部分支ꎬ支持度均为 ＢＳ / ＢＰＰ ＝ １００ / １.００ꎻ蛙蟹总科的 ３ 个物种

聚成一支ꎬ与胸孔亚派和异孔亚派组成的真短尾派形成姐妹群关系ꎬ支持度为 ＢＳ / ＢＰＰ ＝ ９８.９ / １.００ꎻ在真

短尾派中ꎬ来自异孔亚派的溪蟹科(Ｐｏｔａｍｉｄａｅ)和束腰蟹科(Ｐａｒａｔｈｅｌｐｈｕｓｉｄａｅ)的物种聚成一个分支ꎬ并与

胸孔亚派的类群形成姐妹群的关系ꎬ节点支持度为 ＢＳ / ＢＰＰ ＝ １００ / １.００.
在所有蟹类中ꎬ绵蟹的成体还有退化的尾肢ꎬ鳃数甚多ꎬ有 １４~２０ 对丝状鳃(非叶状鳃) [８]ꎻ从个体发

育来看ꎬ蚤状幼体没有长的背刺ꎬ第 ３ 颚足无外肢ꎬ具有歪尾类(Ａｎｏｍｕｒａ)的特征ꎬ因此早期有些学者将其

归入歪尾下目[４４－４６]ꎬ该结果得到了 Ｓｐｅａｒｅｓ 使用 １８Ｓ ｒＲＮＡ 作为分子标记的支持ꎬ但是节点支持度薄

弱[４７] . 截止目前ꎬ大部分的分类学者认为绵蟹的成体更接近真正蟹类的外形特征ꎬ即其头胸部发达ꎬ腹部

极为退化并折附于头胸部腹面ꎬ而后大量的分子系统发生树也显示绵蟹和和其他短尾类具有紧密的亲缘

关系ꎬ均支持将绵蟹归入短尾下目[７－１１ꎬ２６ꎬ４８－４９] . 本研究中ꎬ联合分子系统发生关系和线粒体排列顺序的共

衍性状共同佐证绵蟹派隶属短尾下目.
研究结果还发现ꎬ如果使用肢孔派的分类观点ꎬ肢孔派的绵蟹总科、人面绵蟹总科、人面蟹总科、蛙蟹总
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图 ５　 基于 １３ 条蛋白编码基因(ＰＣＧｓ)和 ２ 条 ｒＲＮＡ 基因的构建的最大似然树(ＭＬ)和贝叶斯树(ＢＩ)
自举值(ＢＳ)和贝叶斯后验概率(ＢＰＰ)均在内部节点显示

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏｒ Ｂｒａｃｈｙｕｒａ ｕｓｉｎｇ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ(ＭＬ)ａｎｄ Ｂａｙｅｓｉａｎ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ(ＢＩ)ａｎａｌｙｓｅｓ
ｂａｓｅｄ ｏｎ １３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ(ＰＣＧｓ)ａｎｄ ｔｗｏ ｒＲＮＡｓ. Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ(ＢＳ)

ａｎｄ Ｂａｙｅｓｉａｎ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｉｅｓ(ＢＰＰ)ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｎｏｄｅｓ

科和圆关公蟹总科应该聚为一支ꎬ然而本研究中蛙蟹总科与真短尾派形成姐妹群的关系ꎬ不支持肢孔派的单

系性. 越来越多的分子和形态证据支持使用多派分类的方法以替代肢孔派. 然而纵观各学派的分类观点时ꎬ
各派内部的组成和系统发生关系没有得到统一ꎬ特别是人面蟹总科的系统发生地位摇摆不定:或与圆关公蟹

总科和蛙蟹总科亲缘关系近支持三者组成古短尾派[８－９](图 ６ａ)ꎻ或与(绵蟹总科＋人面绵蟹总科)形成姐妹群

关系支持人面蟹总科归置于绵蟹派[２ꎬ１０ꎬ４８ꎬ５０]ꎬ同时圆关公蟹总科和蛙蟹总科形成姐妹群关系(图 ６ｂ)ꎻ或与
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(圆关公蟹总科＋蛙蟹总科＋真短尾派)的分支形成姐妹群关系支持单独设立一派ꎬ但圆关公蟹总科和蛙蟹总

科哪个与真短尾派亲缘关系更近也未得到一致结论[１３ꎬ１５ꎬ５１](图 ６ｃ、ｄ). 相较于 Ｓｈｉ 等人使用线粒体基因组蛋

白编码基因构建的短尾下目的系统发生树[３６]ꎬ本研究增加了绵蟹总科的取样避免长枝吸引对树结构的影

响[１６] . 研究结果显示ꎬ人面蟹总科与绵蟹总科ꎬ蛙蟹总科与真短尾派具有紧密的亲缘关系ꎬ节点支持度明显

增加. 遗憾的是ꎬ由于缺少圆关公蟹总科和人面绵蟹总科的样本ꎬ这 ５ 个总科之间的系统发生关系依然比较

模糊ꎬ亟需获取其他两个总科的代表物种的线粒体基因组全序列构建系统发生树加以解析.

图 ６　 短尾下目内部个派之间的系统发生关系的假说

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｈｙｐｏｔｈｅｓｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ ｂｒａｃｈｙｕｒａｎ ｓｅｃｔｉｏｎ

在真短尾派中ꎬ若按照雌、雄生殖孔分别在第六胸节及第四步足底节的特征ꎬ原生淡水蟹应被分配到

异孔亚派[７] . 然而ꎬＶｏｎ Ｓｔｅｒｎｂｅｒｇ 和 Ｃｕｍｂｅｒｌｉｄｇｅ 根据更为细致的雄性生殖孔的解剖特征ꎬ提出溪蟹科、陆
溪蟹科(Ｇｅｃａｒｃｉｎｕｃｉｄａｅ)和拟束腹蟹科(Ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｌｐｈｕｓｉｄａｅ)应放置在胸孔亚派[５２－５３] . 本研究结果显示溪

蟹科(Ｐｏｔａｍｉｄａｅ)和束腰蟹科(Ｐａｒａｔｈｅｌｐｈｕｓｉｄａｅ)的代表物种聚成的分支与胸孔亚派形成姐妹群的关系ꎬ且
节点支持度高ꎬ证实了之前使用部分基因、线粒体基因组和转录组序列推断的系统发生结果ꎬ支持溪蟹科

和束腰蟹科与胸孔亚派的亲缘关系更近[１１ꎬ１６ꎬ２２ꎬ５４] . 但与 Ｔｓａｎｇ 等人综合部分线粒体基因和核基因的重建

的系统发生关系相矛盾ꎬ其研究结果显示旧大陆的非洲溪蟹科(Ｐｏｔａｍｏｎａｕｔｉｄａｅ)、溪蟹科和陆溪蟹科的代

表物种形成的一个单系类群ꎬ成为异孔亚派的早期分支ꎬ但是节点支持度薄弱[１０] . 虽然线粒体基因组序列

能够构建出强健的系统发生树ꎬ若要进一步厘定淡水蟹的分类地位以及追溯淡水蟹的起源ꎬ仍需要针对淡

水蟹类、胸孔亚派和其他异孔亚派等类群进行广泛取样ꎬ重建它们之间的系统发生关系.

３　 结论

本研究首次测定德汉劳绵蟹的线粒体基因组ꎬ确定其序列全长为 １５ ７５５ ｂｐꎬ其蛋白编码基因和 ｔＲＮＡ
呈现以下进化特征:不同呼吸功能的蛋白编码基因的碱基组成(ＡＴ 含量)和选择压力(Ｋａ / Ｋｓ)呈现差异ꎬ
ａｔｐ８基因最高ꎬｃｏｘ１基因最低ꎻｃｏｘ１以低等蟹类中常见的 ＡＣＧ 作为起始密码子ꎻｔｒｎＳ１ 缺失了 ＤＨＵ 臂. 绵

蟹总科的德汉劳绵蟹线与该总科的毛刺贝绵蟹的线粒体基因组排列顺序完全不同ꎬ意味着该总科其他类

群存在基因重排的潜能ꎬ两者又共享短尾类线粒体基因组中 ｔｒｎＨ 易位特征ꎬ为支持绵蟹总科归置于短尾

下目提供了独立佐证. 系统发生树解析出强健的拓扑结构ꎬ揭示出绵蟹总科与人面蟹总科之间ꎬ蛙蟹总科

与真短尾派之间均形成姐妹群关系ꎬ为短尾下目高阶元分类提供分子依据.
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ｂｉｏｌｏｇｙꎬ１９９２ꎬ４１(４):４４６－４６１.
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