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The complete sequence of the mitochondrial ND2 gene of Eriocheir japonica
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Abstract: Degenerate primers were designed according to the conserved sequences of NADH dehydrogenase subunit 2 ( ND2) gene in

mito chondrial tRNAMet and tRNATrp gene respectively, and the complete sequence of the ND2 gene of Eriocheir japonica was

determined. The results indicated that the length of ND2 gene of Eriocheir japonica was 1009 bp. The A, T , G , C contents of the

gene were 28. 54% ( 288 bp) , 44. 20% ( 446 bp) , 8. 23% ( 83 bp) , and 19. 03% ( 192 bp) respectively ; and the sequence was AT

rich and biased. The start and stop codons were ATC and A respectively. The homology analysis of nucleotide sequence showed that

the similarities in ND2 gene between Eriocheir japonica and other crustacean were comparatively low, which suggested that ND2 gene

could be effective molecular marker for further study on phylogeny of Eriocheir species.
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� � 动物线粒体DNA( mtDNA)具有比核 DNA 的进化速率

快等特点,而被广泛地应用于生物的起源、演化和种群遗

传学研究[ 1]。完整的线粒体基因组包括 37 个基因: 13 个

编码疏水性蛋白质亚基基因、22 个 tRNA 基因、2 个 rRNA

基因。各基因排列紧密, 不含内含子, 且有些基因区域出

现重叠。Zardoya和 Meyer 考察了脊椎动物 mtDNA 上 13

个蛋白编码基因, 认为 ND4、ND5、ND2、Cytb 和 COI基因

包含良好的系统发育信息[ 2]。从 Anderson 等测定了人的

线粒体基因组全序列开始[3] ,目前已有多种动物的线粒体

DNA 全序列或部分基因序列被测定[ 4- 12]。

日本绒螯蟹( Eriocheir japonica)属十足目 ( Decapoda)、

短尾派 ( Portuninae )、方 蟹 科 ( Grapsidae )、绒 螯蟹 属

( Eriocheir ) , 广泛分布于日本各地和中国、韩国、俄罗斯的

部分地区,其生活、生态习性与近缘种中华绒螯蟹基本相

似, 是日本渔业重要的经济蟹类之一。近年来, 由于过度

捕捞、环境污染和兴修水利等使其资源衰退, 日本的许多

省市开展了日本绒螯蟹的移殖、放流及放流后的追踪调

查[ 13, 14]。

迄今 Genbank 中已有 10种甲壳动物 NADH 脱氢酶亚

基 2( ND2)基因全序列, 国内外学者对绒螯蟹类的线粒体

DNA序列也进行了初步的研究[15- 19] , 但尚未见有关其

ND2基因序列研究报道。本文根据其他节肢动物线粒体

保守序列, 在 tRNAMet和 tRNATrp基因区设计了 1 对简并引

物, 通过克隆测序方法,测定了日本绒螯蟹 ND2 基因全序

列。通过与已知甲壳动物 ND2 基因同源序列的比较分

析,研究日本绒螯蟹 ND2 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和绒螯

蟹属的分子系统发育研究提供分子标记。
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1 � 材料和方法

1. 1 � 材料
实验用野生日本绒螯蟹于 1996 年 6 月采自日本千叶

县东京水产大学坂田实验场附近的坂田河, - 20� 以下保

存备用。

1. 2 � 方法
基因组 DNA 的提取 � � 取约 100 mg 的日本绒螯蟹

附肢肌肉, 使用试剂盒 ( Pharmacia Biotech) 提取基因组

DNA。将乙醇沉淀后 DNA 溶解于 50�L 灭菌蒸馏水, 4�

存放。

ND2 基因 片段 扩增 � � 参考 果 蝇 ( Drosophila

yakuba) [ 4]、卤虫 ( Artemia franciscana) [ 5]和蚤状 ( Daphnia

pulex ) [ 7]的线粒体 tRNAMet和 tRNATrp基因序列, 设计了含

ND2 基 因 的 上、下 游 引 物 分 别 为: F 5 � -

GCTAAATWAAGCTASTGGG - 3 � 和 R 5 � -

AWTTMMAGCTTTGAAGGCT- 3� 。扩增片段对应于果蝇

线粒体基因组全序列的 202~ 1291 bp 片段。在 TP3000 热

循环仪( Takara)上进行 PCR 反应: 94� 预变性 3 min 后进

行 40个热循环, 每个循环包括 94� 45 s, 50 � 2 min, 72�

3 min;最后 72� 延伸5 min。PCR 反应总体积为 25�L, 其

中:上、下游引物(浓度 20~ 50 �mol��L - 1 )各 1 �L, dNTPs

( Takara ) 2 �L , 10 � Ex Taq ( Takara ) 2. 5�L, Ex Taq 酶

( Takara) 1. 25 U , 1 �g 模板 DNA 1 �L , 最后补足灭菌双蒸

水。所有反应均用阴性对照来检查是否有 DNA 污染。用

1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 扩增片段大小, 溴化乙锭

染色,紫外透射仪下检测并照相记录。

连接反应 � � 用 2%琼脂糖凝胶纯化回收 PCR 扩增

产物。连接反应在16� 下过夜进行。反应总体积为 8�L ,

其中: pGEM - T 载体 ( Promega ) 0. 5 �L , 连接试剂盒

( Takara)中 I液 4�L, 回收 DNA 3. 5�L。

转化反应 � � 参照文献[ 20]的方法进行转化反应, 用

试剂盒( Pharmacia)进行质粒DNA 的回收提纯后, EcoRI 酶

切检验 ND2基因片段的有无。

序列测定 � � 利用 Thermo sequence fluorescent labeled

primer cycle sequencing 试剂盒( Amersham)对回收质粒 DNA

进行DNA 标记反应, 在 ALFexpress DNA 序列仪上进行正

反向测序。

数据分析 � � 应用 Dnastar 软件( DNASTAR, Inc. )对

所测得的 ND2序列进行编辑比对。将该序列(包括其上、

下游引物的核苷酸序列在内)与 Genbank中其他甲壳类的

同源序列进行比对,确定 ND2 基因的起始和终止密码子。

使用无脊椎动物线粒体密码子, 对 ND2 核苷酸序列进行

翻译。利用 Mega2. 0软件将蛋白质编码基因核苷酸序列

的密码子转化为氨基酸序列,计算其核苷酸组成及遗传距

离[21]。参照文献[ 22]提出的富 G+ C 密码子 ( G+ C- rich

codons)与富 A+ T 密码子( A+ T- rich codons)的比值, 基

于此比值推导的各物种 ND2 基因多肽链的氨基酸组成,

估计密码子使用的偏倚情况。其中,富 G+ C 密码子编码

的氨基酸包括 Pro、Ala、Arg 和 Gly ,富 A+ T 密码子编码的

氨基酸包括 Phe、Ile、Met、Tyr、Asn 和 Lys。文中引用的 10

种甲壳纲动物与一种昆虫的同源序列在 Genbank 中的检

索号 如 下 Portunus trituberculatus ( NC_005037 )、Cherax

destructor ( NC_011243)、Panulirus j aponicus ( NC_004251 )、

Pagurus longicarpus ( NC_003058)、Penaeus monodon ( NC_

002184)、Artemia franciscana ( NC_001620 )、Daphnia pulex

( NC_000844 )、Triops cancriformis ( NC_004465 )、Tetraclita

japonica ( NC_008974 )、Tigriopus j ap onicus ( NC_003979 )、

Drosophila yakuba ( X03240)。

2 � 结果

2. 1 � 日本绒螯蟹 ND2基因全序列

� � 测序后, 去除引物序列的外源片段长度为 1074 bp,

tRNAMet和 tRNATrp基因部分序列长度分别为 40 bp 和 25

bp,而日本绒螯蟹线粒体 ND2 基因全序列长度为 1009 bp,

推导的多肽链由 336 个氨基酸组成 ( Genbank 登录号:

AY818195)。其核苷酸序列与氨基酸序列如图 1 所示。

2. 2 � 日本绒螯蟹 ND2基因序列特征及其与其它

甲壳动物同源序列的比较

日本绒螯蟹 ND2 基因的核苷酸组成中, A+ T 含量为

72. 7% ( A, 28. 5% ; T , 44. 2% ; G, 8. 2% ; C, 19. 0% ) , 其中,

第 3密码子的 A+ T 含量为 83. 0%。由氨基酸组成估计

的密码子使用模式, 即富 G+ C/富 A+ T 密码子的比值为

0. 33。

将日本绒螯蟹与 Genbank 中其他 10种甲壳类 ND2 全

序列特征进行比较, 结果显示, 日本绒螯蟹的 ND2 序列在

已知的 11 种甲壳动物中较长, 而 A . franciscana 最短 (表

1)。

日本绒螯蟹属软甲亚纲十足目, 与十足目其它动物

的遗传距离( D )较大( 0. 40~ 0. 47) , 十足目科间的遗传距

离的范围为 0. 36~ 0. 48。日本绒螯蟹与腮足亚纲 3 种动

物的遗传距离范围为 0. 48 ~ 0. 57, 与桡足亚纲的 T .

j aponicus的遗传距离为 0. 65。与蔓足亚纲的 T . j ap onica

的遗传距离为 0. 49, 而与果蝇 D. yakuba 的遗传距离却仅

为 0. 43。

与果蝇线粒体基因的同源序列相比, 11 种甲壳动物

ND2序列的 A+ T含量( 57. 2% ~ 73. 6% )和密码子第三位

点的 A+ T 含量( 51. 4% ~ 83. 0% )都比较低(果蝇分别为

81. 5%和 93. 3% )。G+ C 含量与 A+ T 含量相反, 甲壳动

物 ND2 序列的G+ C 含量 ( 26. 4% ~ 42. 8%) 和密码子第

三位点的 G+ C 含量( 17% ~ 48. 6% )都比果蝇高(果蝇分

别为 16. 5%和 6. 7% )。

11种甲壳动物ND2序列的富 G+ C 与富 A+ T 密码

子比值( 0. 33~ 0. 75)较果蝇的同源序列比值高( 0. 24) , 该
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比值在十足目的 6种甲壳动物中比较稳定,日本绒螯蟹的

比值在十足目的 6种甲壳动物中最低( 0. 33) ,其它 5 种十

足目甲壳动物的比值非常稳定( 0. 42~ 0. 45)。腮足亚纲

的 D. pulex 和桡足亚纲的T . j ap onicus 富 G+ C 与富 A+ T

密码子比值较高, 分别为 0. 64 和 0. 75。该结果与核苷酸

组成的结果一致。

图 1� 日本绒螯蟹线粒体 ND2基因全序列

Fig. 1� The complete sequence of mitochondrial ND2 gene of Eriocheir japonica

表 1 � 12 种甲壳动物线粒体 ND2 基因核苷酸组成及推导的氨基酸组成比较

Tab. 1 � Composition comparison of nucleotide and amino acid sequence of

mitochondrial ND2 gene among twelve crustacean species

Ejap Ptri Cdes Pjap Plon Pmon Afra Dpul Tcan Tjap Tjas Dyku

A% 28. 5 24. 7 23. 8 25. 0 29. 7 28. 4 26. 7 22. 5 35. 3 28. 5 20. 4 35. 8

T% 44. 2 44. 1 33. 4 39. 1 41. 7 40. 9 41. 6 37. 2 38. 3 40. 2 37. 6 45. 7

C% 19. 0 21. 4 28. 4 22. 2 18. 0 19. 4 17. 1 21. 0 16. 7 19. 8 12. 7 10. 3

G% 8. 2 9. 8 14. 4 13. 8 10. 6 11. 3 14. 6 19. 3 9. 7 11. 4 29. 3 8. 2

总核苷酸数
nucleot ide number

1009 1006 1005 1002 1011 1002 891 990 1002 999 966 1026

A+ T% 72. 7 68. 8 57. 2 64. 1 71. 4 69. 3 68. 3 59. 7 73. 6 68. 7 58. 0 81. 5

遗传距离( D )
genetic distance

0. 00 0. 40 0. 47 0. 46 0. 44 0. 41 0. 57 0. 55 0. 48 0. 65 0. 46 0. 43

密码子第三位 A+ T%
A+ T% at third codon

83. 0 77. 9 51. 4 66. 4 84. 5 78. 4 71. 7 59. 2 79. 6 73. 6 56. 5 93. 3

C% 13. 7 15. 8 31. 6 21. 0 11. 0 13. 5 14. 5 20. 3 17. 1 18. 3 11. 8 4. 4

G% 3. 3 6. 3 17. 0 12. 6 4. 5 8. 1 13. 8 21. 5 3. 3 8. 1 31. 7 2. 3

氨基酸总数
Amino acid number

336 335 334 333 336 333 296 329 333 332 321 341

富 G+ C/富 A+ T 密码子比值
GC rich/AT rich codon value

0. 33 0. 42 0. 42 0. 45 0. 45 0. 43 0. 35 0. 64 0. 28 0. 32 0. 75 0. 24

� � Ejap: Eriocheir japonica ; Ptri: Portunus trituberculatus; Cdes: Cherax destructor ; Pjap: Panulirus japonicus ; Plon: Pagurus longicarpus ; Pmon:

Penaeus monodon ; A fra: Artemia franciscana ; Dpul: Daphnia pulex; Tcan: Triops cancriformis; Tjap: Tetraclita japonica ; Tjas: Tigriopus japonicus ;

Dyku: Drosophila yakuba
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3 � 讨论

不同甲壳动物 ND2 基因长度存在差异, 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[ 23, 25]。

对核苷酸序列的比对发现(图 1) , 日本绒螯蟹 ND2 基因终

止信号为 T- , 这在其他线粒体基因也比较常见[23- 25]。

甲壳动物的 ND2基因起始密码子差异较大, 6种十足目的

甲壳动物存在四种起始密码子[ 6, 8- 10, 26]。

11 种甲壳类 ND2 序列存在的广泛的长度差异, 主要

是由于密码子三联体的插入及缺失引起。即使在 6 种十

足目的动物中, 也存在一定的长度差异 ( 1002 ~ 1011

bp)
[ 6, 8- 10, 26]

。与软甲亚纲的6 种动物相比, 3 种腮足亚纲

动物的 ND2 序列长度较短[ 5, 7, 11, ] , 这可能是由腮足亚纲

的分类地位决定的。不同动物类群的 ND2 基因存在长度

差异,可能是不同类群特有的属性。

基于 ND2基因全序列计算的十足目科间的遗传距离

范围为 0. 36~ 0. 48, 然而蔓足亚纲的 T . japonica 与十足目

6 种甲壳动物间的遗传距离的范围为 0. 47~ 0. 52,桡足亚

纲的 T . j ap onicus 与十足目 6 种甲壳动物间的遗传距离的

范围为 0. 64~ 0. 66。然而与甲壳纲的桡足亚纲相比, 昆虫

纲的 D. yakuba 与十足目 6 种甲壳动物间的遗传距离更

小,其范围为 0. 43~ 0. 50。这与形态分类的结果存在明显

的分歧。Meyer[ 23]的研究结果认为, 在线粒体蛋白编码基

因中,最为保守的是编码细胞色素氧化酶各个亚基的那些

基因( COI, II, III)和细胞色素 b 基因( Cytb) , 进化速率较快

的是编码 NADH 脱氢酶的亚基的基因( ND1, 2, 3, 4, 4L , 5,

6)和编码 ATP合成酶亚基的基因( ATPase 6, 8) , 本研究结

果也表明 ND2基因作为分子标记来研究高级分类阶元的

系统发育关系 (如目以上的分类阶元 )是不合适的, 采用

ND2 基因作为分子标记来研究低等分类阶元(如属间或近

缘种间)的系统发育关系可能会提供比较丰富的信息。

在序列分析过程中得到日本东京大学西田
睦教授帮助,特此致谢。
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