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摘要    为开发三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)增殖放流分子标志技术，本研究在前期获得三

疣梭子蟹线粒体基因组 24 个 SNP 位点的基础上，采用高分辨率熔解曲线(HRM)检测技术对 4 个用

于增殖放流的家系(A、B、C 和 D) (代表约 80~120 万个放流个体)进行了鉴别工作。结果显示，含

有 SNP 位点的 22 条 PCR 扩增序列中，有 9 条 SNP 位点扩增产物在亲代(母本)及其子代的 28 个个

体之间具有基本一致的熔解峰，且子代个体间 Tm 的均一性较好，无明显差异；进一步以序列已知

的野生型及其突变体作为同一 SNP 引物扩增片段，在各家系间分析 HRM 标准曲线，这 9 个 SNP

可以成功用于三疣梭子蟹 4 个放流家系的鉴别。在这 9 个 SNP 位点中，可鉴定 C 家系的有 5 个，

可鉴定 B 家系的有 2 个，可鉴定 A、D 家系的各 1 个。该研究结果为三疣梭子蟹种质资源的鉴定及

标志放流工作的开展提供了技术支持。 
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)是我国重要

的海捕经济蟹类，但随着过度捕捞，野生海捕资源迅

速下降，年产量已经由 1996 年的 5.9 万 t 迅速下降至

2001 年的 1.1 万 t (Yang et al, 2005)。为了恢复野生海

捕资源，我国近年来展开了大量的增殖放流活动，

2004~2006 年先后在长江口、杭州湾海域共计人工增

殖放流三疣梭子蟹苗种 1576 亿只(沈新强等, 2007)；

截至 2013 年，山东省累计放流二期幼蟹 18.85 亿只 

(庞景贵等, 2009; Zhang et al, 2009; 杨爽等, 2014)，有

效缓解了三疣梭子蟹种质资源的衰退。随着放流活动

的持续开展及不断扩大，如何评估放流效果的问题也

摆在了我们面前。作为甲壳类生物，三疣梭子蟹的一

生需要多次蜕壳，这就大大限制了很多外部和内部物

理形态标记的应用，因此，需要探索新型放流标志 
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技术。同时，在放流过程中，放流个体对野生资源的

种质有何影响，即对自然状态下三疣梭子蟹的遗传多

样性和群体遗传结构有何影响，也亟待解答。而解决

以上这些问题的最佳途径是开发三疣梭子蟹增殖放

流效果评估的分子标志技术。 

随着三疣梭子蟹线粒体全基因组的公布(Yamauchi 

et al, 2003)，基于线粒体 DNA 的标记技术已广泛用

于三疣梭子蟹群体的遗传多样性及遗传结构分析 

(蔡珊珊, 2015; 王景等, 2015; 杨爽等, 2014)。与核

DNA 相比，mtDNA 具有分子小、结构简单、进化速

度快、不同区域进化速度存在差异等特点，是一个相

对独立的复制单位(李喜莲, 2007)。借助线粒体 DNA

具有母性遗传的特点，通过此标记很容易追踪同一母

本所产生子代个体的去向，因此，非常适合用作增殖

放流标志。这些优点决定了线粒体序列多态性标记技

术是最适合三疣梭子蟹增殖放流效果评估的分子标

志技术。 

作为第三代分子标记的典型代表，单核苷酸多态

性标记(Single nucleotide polymorphism, SNP)不仅具

有微卫星标记易于分型的优势，而且更容易实现高通

量分型，大大提高了分型效率(Beacham et al, 2009)。

目前，基于核基因组的 SNP 标记已被广泛应用，如

遗传图谱的构建(张建勇, 2011)、种质资源遗传分析

(Zhang et al, 2011; Batta-Lona et al, 2011)以及分子标

记辅助育种(Feng et al, 2014; Yang et al, 2013; Blanck 

et al, 2013)等，而在线粒体基因组中 SNP 的开发及其

应用研究上还相对较少。本研究通过 HRM 检测技术

对三疣梭子蟹线粒体 DNA 上的 SNP 进行分型，以达

到快速、准确鉴别不同放流家系的目的，为三疣梭子蟹

种质资源的鉴定及标志放流工作的开展提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  家系材料及 DNA 提取 

本实验所用家系材料取自江苏连云港赣榆佳信

水产开发有限公司，为 2016 年用于江苏省连云港海

州湾增殖放流活动的 4 个家系，代表 80–120 万只放

流三疣梭子蟹个体。每个家系获得母本个体各 1 只，

子代个体分别取 28 只，4 个家系的亲本来源于海州

湾海捕群体，为野生抱卵亲蟹，亲蟹繁育分别在 4 个

繁育池中进行，子代个体之间无混杂。4 个家系编号

分别为 A、B、C 和 D。 

分别选取上述亲本和相应子代个体的肌肉组织，

用液氮进行研磨，使用 Ezup 柱式动物基因组 DNA

抽提试剂盒[生工生物工程(上海)股份有限公司]提取

三疣梭子蟹总基因组 DNA(其中包含线粒体基因组

DNA)，经 Gene Quant Pro 核酸定量仪(通用公司，美国)

测定基因组 DNA 浓度，并均一化为 20 ng/µl，–20℃保

存备用。 

1.2  标准品的制备 

针对前期已发现的 SNPs(表 1)，同一对 SNP 引

物在不同野生个体间进行扩增，并将扩增序列送去测

序比对分析，确认个体间所对应的同一片段是否发生

突变与未突变情况，进而将同一 SNP 扩增引物对应

的未突变与突变体，在 HRM 中进行 SNP 的分型验证，

为已获得的 SNP 标记在后续应用于 4 个家系群体的

鉴定作标准参照。 

1.3  SNP 在家系间的 HRM 分型 

利用已获得的标准品(野生/突变体) HRM 分型结

果，将对应 SNP 引物在每个家系的 28 只三疣梭子蟹

子代个体中进行 PCR 反应，扩增体系为 35 µl：25.3 µl 

ddH2O，3.5 µl 10×PCR 缓冲液，2.0 µl 25 mmol/L 

MgCl2，0.6 µl 10 µmol/L dNTPs，0.6 µl 5 U/µl Taq 

DNA 聚合酶，各 1.2 µl 10 µmol/L 上下游引物，0.6 µl 

20 ng/µl DNA 单个体模板。采用温度梯度 PCR 程序

进行引物的扩增：95℃ 5 min；95℃ 30 s，Tm 45 s，

72℃ 45 s，循环 34 次；72℃ 10 min；4℃保存。 

反应结束后，向 35 µl PCR 产物中加入高低温内

标各 3.5 µl，随后按照“95℃变性 3 min，25℃复性

2 min，4℃保存”的程序在 PCR 仪上进行变性反应。

变性结束后，取扩增样 10 µl 加入 96 孔反应板中，同

时加入 1 µl LC Green 荧光染料，并以 15~20 µl 矿物

油进行封闭。每个扩增样品设置 3 个重复。在 Light 

Scanner 96 系统上进行 HRM 分析，反应结束后对熔

解曲线进行分析并记录 Tm。 

2  结果 

2.1  标准品的分型情况 

通过 HRM 技术对野生个体及突变个体在 22 条

含有 24 个 SNP 位点的同一 SNP 引物进行扩增，并进

行分型分析。结果显示，每一对标准品(野生体/突变

体)在同一 SNP 引物扩增序列中具有明显的差异峰，

即 Tm 值差异明显，详见表 1 及图 1a, b~图 4a, b。 

2.2  SNP 位点在同一家系中的分型情况 

从三疣梭子蟹线粒体基因组共得到 24 个具有

SNP 的位点(表 1)。利用 HRM 技术，对这些 SNP 位

点在各个家系中的分型情况进行了研究，结果显示， 
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表 1  SNPs 引物扩增序列在 HRM 分析中的信息 
Tab.1  Ampliconic sequences of SNPs used in HRM 

Tm (℃) 
引物 

编号 
Primer 

No. 

引物序列 
Primer sequence 

产物长度
Product 
size (bp)

突变类型
Mutation 

type 

标准品 

(野生/突变) 
Standard substance

(wild/mutant) 

A B C D 

ATAAGAATAGACCAAATACCACT 3 

AGTAATAGCTCCTGCCAGAAC 

96 C/G 78.84/78.50 79.02 78.87 78.44 79.16

ATTTTATCTACAGAGCGTTTG 9 

GTAGCTGTAATCACTATAATCGT 

112 A/G 75.98/76.42 75.84 75.92 76.57 75.88

ATTATCACCATTGGAACA 11 

GTTTACAAGACCAAAGTTTT  

87 T/C 77.60/77.82 75.11 77.85 75.10 75.08

CCGCTCATATTCAGCCAGA  12 

CGGAAGCAACAAGAGCAAT 

99 G/A 79.94/79.73 79.89 79.68 79.74 79.80

ATTCTACATGGCCTTCTTC 13 

GAGTGGAGGATTTGCTTT  

102 C/T 75.40/75.05 76.58 75.02 76.30 75.20

GGCAACACTCCGAAGTCT 15 

TTGTTTGGGAATGGGAGT 

91 T/A 76.87/76.83 76.90 76.48 76.25 76.82

CCATTCCCAAACAACAGA  16 

ACTTAGGTTATTCTTATCTTTGC 

107 A/G 77.70/78.02 78.04 77.52 77.48 77.61

CTTTTTAGTGACCTTTCCAAT 20 

GCTCCAAATCAAGAAGTCG 

96 C/T 77.68/77.20 76.22 78.29 77.24 77.90

TTAATCATATCCGCCTCAAT  21 

GGGGCAGCACCTAGTTTT 

92 G/A 79.04/78.54 79.02 79.18 78.34 79.10

 

9 个 SNP 位点在亲代(母本)及其子代的 28 个个体之

间具有基本一致的熔解峰，且子代个体间 Tm 的均一

性较好，无明显差异，详见表 1。 

2.3  SNP 在 4 个家系中的 HRM 分型结果 

以序列已知的野生型及其突变体作为同一 SNP

引物扩增片段在各家系间分析 HRM 的标准品，通过

对含有 SNP 位点引物的扩增产物进行 HRM 分析，结

果发现，在已知的线粒体基因组 24 个 SNP 位点中  

(22 对引物)，有 9 个 SNPs 可以用于三疣梭子蟹 4 个

放流家系的鉴别。对相同序列的同一家系的 28 个个

体扩增片段的熔解峰所对应 Tm 值取平均值，得出不

同变异类型的位点相应扩增产物的 Tm 值(表 1)，与标

准品中的突变体 Tm 相比较，各家系都有较为稳定且

明显的分型效果。 

通过比较各引物所对应的标准品及与家系分型

后的 Tm 差异，均可用于三疣梭子蟹种质鉴定。其中，

引物 3、9、12、20、21，这 5 对引物可用于鉴别 C

家系(以引物 9 的 SNP 分型结果为例，见图 1)；引物

11 和 13 可用于鉴别 B 家系(以引物 13 的 SNP 分型结

果为例，见图 2)；引物 15 分别可用于鉴别 D (以引物

15 的 SNP 分型结果为例，见图 3)、A 家系(以引物

16 的 SNP 分型结果为例，见图 4)。 

图 1 显示，野生型与突变型的熔解曲线有明显差

异(Tm>0.3℃)；经过对 4 个家系与标准品(野生型/突变

型)的 HRM 曲线进行对比分析(图 1c 和图 1d)，其中

C 家系的 HRM 峰型与突变型(G)的峰型重叠，而其他

3 个家系(A、B 和 D)的熔解曲线峰与野生型(A)的峰

型重叠，表明针对引物 9 扩增的 SNP 序列在 C 群体

的 HRM 分型与其他 3 个家系的 HRM 分型结果有明

显的不同，进而可用于 C 家系的鉴别。 

图 2 显示，野生型与突变型的熔解曲线有明显差

异(Tm>0.3℃)；经过对 4 个家系与标准品(野生型/突变

型)的 HRM 曲线进行对比分析(图 1c 和图 1d)，其中，

B 家系的 HRM 峰型与突变型(T)的峰型重叠，而其他

3 个家系(A、C 和 D)的熔解曲线峰与野生型(C)的峰

型重叠，表明针对引物 13 扩增的 SNP 序列在 B 群体

的 HRM 分型与其他 3 个家系的 HRM 分型结果有着明

显的不同，进而可用于 B 家系的鉴别。 

图 3 显示，野生型与突变型的熔解曲线有明显差

异(Tm>0.3℃)；经过对 4 个家系与标准品(野生型/突变

型)的 HRM 曲线进行对比分析(图 1c 和图 1d)，其中， 
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图 1  引物 9 扩增序列在 C 家系(A/G 突变型)中的 SNP 分型结果 
Fig.1  SNP typing in the pedigree C for the 9th primer pairs 

图中 a、b、c 和 d 中不同的曲线分别代表不同样品的标准化熔解曲线和对应的熔解峰，其中，红色曲线代表突变型(G)， 

蓝色曲线代表野生型(A)，灰色代表 4 个放流家系的不同子代个体 
Different curves in panel a, b, c, and d were the melting curves and melting peak for different samples, respectively. Mutation 

type (G) was denoted by red, wild type (A) was denoted by blue, and four releasing groups were denoted by gray 
 

 
 

图 2  引物 13 扩增序列在 B 家系(C/T 突变型)中的 SNP 分型结果 
Fig.2  SNP typing in the pedigree B for the 13th primer pairs 

图中 a、b、c 和 d 中不同的曲线分别代表不同样品的标准化熔解曲线和对应的熔解峰，其中，红色曲线代表突变型(T)， 

蓝色曲线代表野生型(C)，灰色代表 4 个放流家系的不同子代个体 
Different curves in panel a, b, c, and d were the melting curves and melting peak for different samples, respectively. Mutation 

type (T) was denoted by red, wild type (C) was denoted by blue, and four releasing groups were denoted by gray 
 

D 家系的 HRM 峰型与突变型(A)的峰型重叠，而其他

3 个家系(A、B 和 C)的熔解曲线峰与野生型(T)的峰

型重叠，表明针对引物 15 扩增的 SNP 序列在 D 群体

的 HRM 分型与其他 3 个家系的 HRM 分型结果有着

明显的不同，进而可用于 D 家系的鉴别。 

图 4 显示，野生型与突变型的熔解曲线有明显差

异(Tm>0.3℃)；经过对 4 个家系与标准品(野生型/突变

型)的 HRM 曲线进行对比分析(图 1c 和图 1d)，其中，

A 家系的 HRM 峰型与突变型(G)的峰型重叠，而其他

3 个家系(B、C 和 D)的熔解曲线峰与野生型(A)的峰

型重叠，表明针对引物 16 扩增的 SNP 序列在 D 群体

的 HRM 分型与其他 3 个家系的 HRM 分型结果有着

明显的不同，进而可用于 A 家系的鉴别。 

3  讨论 

日本学者在 2004 年就针对三疣梭子蟹的增殖放 
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图 3  引物 15 扩增序列在 D 家系(T/A 突变型)中的 SNP 分型结果 
Fig.3  SNP typing in the pedigree D for the 15th primer pairs 

图中 a、b、c 和 d 中不同的曲线分别代表不同样品的标准化熔解曲线和对应的熔解峰，其中。红色曲线代表突变型(A)， 

蓝色曲线代表野生型(T)，灰色代表 4 个放流家系的不同子代个体 
Different curves in panel a, b, c, and d were the melting curves and melting peak for different samples, respectively. Mutation 

type (A) was denoted by red, wild type (T) was denoted by blue, and four releasing groups were denoted by gray 
 

 
 

图 4  引物 16 扩增序列在 A 家系(A/G 突变型)中的 SNP 分型结果 
Fig.4  SNP typing in the pedigree A for the 16th primer pairs 

图中 a、b、c 和 d 中不同的曲线分别代表不同样品的标准化熔解曲线和对应的熔解峰，其中，红色曲线代表突变型(G)， 

蓝色曲线代表野生型(A)，灰色代表 4 个放流家系的不同子代个体 
Different curves in panel a, b, c, and d were the melting curves and melting peak for different samples, respectively. Mutation 

type (G) was denoted by red, wild type (A) was denoted by blue, and four releasing groups were denoted by gray 
 

流标记技术进行了研究，所使用的技术为金属线码外

部标记(Okamoto, 2004)；后续又有学者比较分析 3 种

外部标记(体外绑定标记、身体锚定标记及体内植入

金属针绑定标记)技术在龙虾(Jasus verreauxi)的标志

放流中的应用(Montgomery et al, 2006)，但这些技术

应用在三疣梭子蟹这一类甲壳动物身上的效果并不

理想，其原因在于：一方面三疣梭子蟹在生长发育过

程中需要经历多次蜕壳，影响了外部标记的准确性；

另一方面外部标记对被标记对象的身体存在一定的

损伤，不仅影响其后续的生长发育，也会降低其在放

流过程中的存活率。为此，我们进行了无任何损失的

分子标志放流技术研究，而理论上三疣梭子蟹也是非

常适合作为研究分子标志放流技术的对象：三疣梭子 

蟹具有产卵量大的优点，一只母蟹可产 20~30 万只幼

蟹，因此，若知道母本的分子标志特征，则易获得子

代个体的遗传特征，这就大大缩减了在大量亲蟹间或
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群体间寻找特异分子标记的工作量。以海州湾三疣梭

子蟹增殖放流活动为例，每年在海州湾区域放流三疣

梭子蟹的数量约为 600 万只(董志国等, 2013)，这只

相当于 20~30 个家系(20~30 个亲本)所产生的子代个

体数量。本研究获得的在 4 个家系中存在差异的 9 个

SNP 标记中，实际只需要其中的 4 个就可以把 4 个放

流家系进行准确鉴别，由此初步推断，鉴别 20~30 个

家系所需 SNP 标记的数量也只需要 20~30 个，甚至

更少。张超(2014)利用 HRM 技术开发出的 7 个 SNP

位点，成功用于中华鳖(Trionyx sinensis)不同品系的

鉴别；Zhang 等(2009)甚至利用 SNPs 中的 2 个突变位

点就可将中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)与合浦绒螯

蟹(Eriocheir hepuensis)鉴别开来。此外，由于线粒体

基因组是单倍型，其上的 SNP 标记对鉴别增殖放流

个体要比以往利用核基因组中的微卫星和 SNP 标记

的研究(刘海映等, 2016; 李喜莲等, 2016)更有效率。

因此，本研究利用线粒体基因组 SNP 标记作为增殖

放流的分子标志技术是可行的，简单、高效，如配以

HRM 技术，则更具有高通量分析的特点。 

高分辨率熔解曲线(HRM)分型技术具有高通量、

高灵敏度以及特异性强等优点。目前已被成功用于水

产生物的多态性检测(吴莹莹, 2013)、种质资源的鉴

定(张超, 2014)等方面。因此，根据以上 HRM SNP 分

型技术在种质资源鉴定的基础上，为了增加其分型技

术的可信度，本研究利用测序已知分型样品(野生型/

突变型)作为标准品，与每个放流家系群体进行 HRM

比较分析，结果显示，每对 SNP 引物的扩增样品所

对应的标准品与家系个体间的 PCR 产物熔解峰相重

叠(图 1~图 4)，且各家系内的 Tm 均一性也显示良好，

表明此方法提高了 SNP 分型的准确性，可用于三疣

梭子蟹种质资源鉴定方面的研究。 

从实验材料的选取上可以看出，本研究并未选取

父本材料，这是因为本研究的目的之一就是希望忽略

父本遗传材料的背景下，可以对放流群体进行鉴定。

其主要原因在于：一方面实际放流过程中三疣梭子蟹

是由各个企业自主繁育蟹苗进行放流的，亲本往往来

源于野生抱卵蟹，无法准确获得父本信息；另一方面

本研究采用的线粒体基因标记在解决增殖放流标记

上也不需要父本的遗传信息，这是由线粒体 DNA 母

系遗传的特点决定的。线粒体 DNA 属于细胞核外遗

传物质，线粒体 DNA 只通过母亲遗传给子代个体

(Spuhle, 1988)，因此，该标记非常适用于包括三疣梭

子蟹在内的各种生物的增殖放流分子标志研究，只要

找出不同家系母本间线粒体 DNA 上的特异性 SNP 标

记，即可对不同家系群体进行鉴定，而不需要父本材

料的相关信息。与核 DNA 相比，线粒体 DNA 无重

组杂合的现象,不会出现因杂合产生的熔解曲线的双

峰(李纪勤等, 2013)，因此，较核基因 SNP 分型相比，

线粒体 SNP 的 HRM 分型结果更直观明了。 

总之，本研究所建立的不同放流家系三疣梭子蟹

的线粒体特异性 SNP HRM 分型方法可有效鉴别用于

增殖放流的不同家系群体，此方法弥补了形态、生化

等传统标记方法鉴别的不准确性，并为后续的放流标

志工作的展开提供技术支持。 
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Abstract    The wild population of Portunus trituberculatus, an important economical species in China, 

has been dramatically decreased in past decades due to over capturing. To recover wild germplasm 

resources of P. trituberculatus, the activities of stock enhancement were performed, and the released 

individuals were about six millions each year in Haizhou Bay of Jiangsu Province. To evaluate the effects 

of stock enhancement, we utilized molecular markers (mtDNA SNPs) to track the released pedigrees of  

P. trituberculatus. Previous studies identified 22 SNPs of mtDNA from P. trituberculatus, which were 

used to trace four released families (on behalf of 0.8~1.2 million released individuals) (A, B, C and D) by 

HRM (High resolution melt) technology. Nine of 22 SNPs were usable, which resolution melt curve were 

coincident between female parentages and their offspring. Furthermore, the nine SNPs could be used to 

distinguish the four families, in which the parentage C, B, A and D could be differentiated by 5, 2, 1 and 1 

SNPs, respectively. Our results indicate that the mtDNA SNPs, combined HRM technology, is a 

wonderful technology to evaluate the effects of stock enhancement of P. trituberculatus.   

Key words    Portunus trituberculatus; Stock enhancement; Molecular marker; SNP; HRM 
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