
 

三疣梭子蟹低盐耐受性相关甲基化标记的开发及验证
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摘要：为开发三疣梭子蟹低盐耐受性相关甲基化标记，采用甲基化敏感性高分辨率熔解曲
线法 (methylation sensitive high resolution melting curve, MS-HRM)进行了三疣梭子蟹低盐耐
受性相关甲基化位点的筛选和应用。结果显示，从三疣梭子蟹转录组数据库中共开发了 8
个甲基化标记，其中 6个标记与低盐度耐受性显著相关，在低盐度条件下表现出显著的去
甲基化或甲基化，这些标记分别位于 V-ATP酶 (V-type proton ATPase)、CLC型氯离子通
道、琥珀酸脱氢酶、NAD(P)转氢酶 (NAD(P)、磷酸乙醇酸性磷酸酶、NADH还原酶基因，
为三疣梭子蟹耐低盐新品种的分子标记辅助选育提供候选工具。研究表明，“宁象 1号”耐
低盐能力显著高于野生群体，且选育群体中位点 Pt-M1、Pt-M2的去甲基化率达到 100%，
可能有利于低盐条件下保持体内 Na+和 Cl−的平衡。
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三疣梭子蟹 (Portunus trituberculatus)是我国

沿海重要的经济蟹类[1-3]，年产量达 56.1万 t[4]。盐

度对三疣梭子蟹的生长发育、呼吸代谢、免疫防

御、存活等具有重要影响，是三疣梭子蟹养殖行

业主要关注的环境因子之一 [5]。由于沿海养殖水

体的盐度易受到降雨和台风的影响而降低 [6]，因

此，三疣梭子蟹耐低盐新品种的培育对产业的可

持续发展具有重要意义。

表观遗传是指在不影响生物体 DNA序列的

情况下导致基因表达变化的可遗传改变过程 [7]。

有研究表明，干旱、高温、低盐等环境条件的胁

迫会引起表观遗传的显著改变 [8]。发生在逆境中

的适应性表观遗传变异可以以基因表达模式的形

式遗传给后代，而且经过数代的适应性变化其抗

逆性可能明显提高，暗示了甲基化等表观遗传变

异在育种中的潜在应用价值 [9]。表观遗传机制主

要包括 DNA甲基化、组蛋白修饰、非编码 DNA

调控和染色质的局部修饰等，从而影响基因表达。

其中，DNA甲基化主要发生在动植物体内 5'-CpG-

3'二核苷酸序列的胞嘧啶上。CpG岛通常处于非

甲基的状态，当 CpG岛发生甲基化时，基因调控

受到抑制，进而使得性状产生变化[10]。

目前检测甲基化差异的方法主要有全基因组

重亚硫酸盐测序技术 (WGBS)[11]、甲基化敏感扩
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增多态技术 (MSAP)[12]、简化基因组甲基化测序技

术 (Methyl-RAD)[13] 等。其中，甲基化敏感性高分

辨率熔解曲线法 (methylation sensitive high resolu-
tion  melting  curve,  MS-HRM)通过检测甲基化的

CpG和未甲基化 CpG的氢键差异所引起的熔解温

度变化，来进行 DNA甲基化的分型[14]，在单一位

点的甲基化检测中具有高灵敏、高通量的优势。

本实验采用MS-HRM法筛选出三疣梭子蟹低

盐耐受性相关甲基化位点，并在三疣梭子蟹速生

耐低盐新品系“宁象 1号”和野生群体中进行了验

证与比较，为三疣梭子蟹耐低盐新品种的选育提

供了重要的辅助分子标记。

 1    材料与方法

 1.1    位点筛选及MS-HRM检测技术开发

从实验室构建的三疣梭子蟹转录组数据库中，

筛选离子通道、渗透调节、能量代谢等与耐低盐

相 关 的 转 录 序 列 300条 ， 采 用 Methyl  Primer
Express v1.0对转录序列进行甲基化位点检测及引

物设计，引物设计参数为 [15-16]：CG含量为 50%、

观测 CpG/预测 CpG为 0.6，退火温度设置在 56~
60 °C，共成功设计引物 96对。

在奉化市臭皮匠水产养殖场选用体格健康、

体表无损伤三疣梭子蟹 [(25.8±3.1) g]共 200只，

随机分为 2组放入养殖池中，分别设为对照组 (盐
度 26)和低盐组 (盐度 12)，养殖期间保持水体温

度在 (28±1) °C，每日统计死亡数量并投喂 2次，

及时清理残饵。养殖 30 d后，各组随机选取 10
个个体的鳃组织，液氮保存，采用苯酚/氯仿法提

取基因组 DNA，并采用 EZ DNA Methylation-Gold
Kit (Zymo research，美国)，对 DNA进行亚硫酸盐

修饰后，在罗氏 Light-Cycler 480中进行甲基化位

点分型初步检测。PCR反应体系：SYBR Green I
Mix 10 μL、MgCl2 2.8 μL、Primer-R 1 μL、Primer-
F 1 μL、DNA 100 ng/μL 1 μL、ddH2O 4.2 μL。HRM
PCR程序：95 °C预变性 10 min；95 °C变性 30 s，
60 °C退火 30 s,  72 °C延伸 30 s，共 45个循环；

72 °C继续延伸 5 min；最后荧光采集熔解曲线：

65 °C 20 s，65~95 °C期间荧光持续采集，在 40 °C
下保存。根据 MS-HRM技术的原理，全基因组

DNA在经过亚硫酸盐处理时，未被甲基化的胞嘧

啶 C在脱氨基作用下被转化为尿嘧啶 U，带有甲

基基团的胞嘧啶将不受亚硫酸盐的影响，无法被

转化成 U，故甲基化位点具有较高的 TM值。分

型的结果分无甲基化 (C/C)、半甲基化 (mC/ C)、全

甲基化 (mC/ mC) 3种，C表示待检测序列上的无甲

基化，mC表示待检测序列上的甲基化，分别对应

不同的熔解曲线[16]。实验过程中严格参照实验动

物伦理操作规范执行。

 1.2    耐低盐相关甲基化标记的筛选

养殖 30 d后的对照组中随机选取 30只三疣

梭子蟹，在盐度 6胁迫前取血淋巴 1 mL并提取血

细胞 DNA，并对其胁迫 12 h后再次对存活个体取

血淋巴 1 mL并提取血细胞 DNA，采用 MS-HRM
方法比较甲基化位点在低盐胁迫前后的分型变化。

 1.3    “宁象 1号”耐低盐性能检测及甲基化位点

特征

为比较三疣梭子蟹速生耐低盐新品系“宁象

1号”的耐低盐性能及甲基化位点在各组的分型，

选取三疣梭子蟹野生群体 (YB)和选育品系“宁象

1号”(NB)各 100只 [(70.3±1.1)  g]，盐度 26暂养

3 d后，采集血淋巴 1 mL并提取血细胞样品，用

于提取 DNA，进行基于 MS-HRM的甲基化位点

分型。采样后，每个群体各随机选取 90个个体随

机分为 3组，置于盐度 6下胁迫 72 h，统计各组

存活率，比较耐低盐性能。

 1.4    数据分析

采用 SPSS 22.0软件对所有数据进行分析。

“宁象 1号”与野生群体的组间存活率采用独立样

本 t 检验，候选甲基化位点的组间分型比较采用

R*C表的卡方检验，设置 P<0.05为统计差异显著。

 2    结果

 2.1    甲基化位点筛选及MS-HRM检测

MS-HRM对养殖低盐组和对照组各 10个个

体的甲基化位点的初步检测分型结果表明，有 8
个位点可根据熔解温度 Tm 差异成功分型 (表 1)，
根据 TM值的差异可将甲基化类型分为无甲基化

(C/C)、半甲基化 (mC/ C)、全甲基化 (mC/ mC)3种，

对应的熔解曲线见图 1(以位点 Pt-M1为例)，y轴

表示荧光信号强度，x轴表示熔解温度[17]。

 2.2    耐低盐相关甲基化标记的筛选

选取的对照组 (盐度 26)30个个体经过低盐
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度 6胁迫 12 h后存活 16个个体。对上述 8个甲基

化位点在胁迫前后均取样的 16个三疣梭子蟹中的

分型变化进行检测。结果显示，4个位点在低盐

胁迫后表现出显著的去甲基化 (Pt-M1、Pt-M2、Pt-
M6和 Pt-M8)，且去甲基化率达到 100%；2个位

点在低盐胁迫后表现出显著的甲基化趋势 (Pt-M5
和 Pt-M7)；2个位点在低盐胁迫前后甲基化分型

无显著性差异 (P>0.05)(Pt-M3和 Pt-M4)(表 2)。低

盐胁迫前后甲基化分型的显著改变说明这 6个位

点对低盐度胁迫产生明显响应，这些位点的甲

基化特征可能与三疣梭子蟹耐低盐性能显著相关，

在三疣梭子蟹低盐度适应性过程中发挥重要作

用。

 2.3    “宁象 1号”耐低盐性能检测及甲基化位点

特征

采用低盐度 6 胁迫 72 h，进行三疣梭子蟹速

生耐低盐新品系“宁象 1号”群体与野生群体的耐

低盐性能比较。2个群体不同时间点存活率统计

分析表明，2组存活率均随着胁迫时间延长而降

表 1    甲基化位点及MS-HRM扩增引物序列

Tab. 1    Methylation loci and MS-HRM amplification primer sequence

位点编号
locus ID

序列(5′-3′)
primer sequence (5′-3′)

序列编号
sequence ID

功能注释
function

Pt-M1 AAATTTTTTTTGGGTTAGAATTT CL1317Contig2 V-type proton ATPase

AATACCAACTCACCTTCTACCTA

Pt-M2 GGAGGAGGAGAGGAAAAT CL16793Contig1 H+/Cl− exchange transporter

AACCACCGAAAAATAAAA

Pt-M3 CGTTGTTGTTTTTTTTTT CL8093Contig1 A/G-specfic adenine DNA glycosylase

ACCCTCTACGATCCCTAT

Pt-M4 TTTTTTTTAGGAGTGTTTGGG CL6565Contig1 TATA-binding protein

AAAATCCTTACCCTAACCAACA

Pt-M5 AATGGTTTGTATAGGGTGATTT CL16122Contig1 succinate dehydrogenase

CACTCCCCAATAAAAATACAA

Pt-M6 TATTGTYGAGATGGTGGATATT CL16883Contig1 NAD(P)transhydrogenase

ACTTCCACACCCTAAAAACAA

Pt-M7 GTTTTGGTGAAGGTTATTGAGA CL9793Contig1 phosphoglycolate phosphatase

AACCACAAATTCCAAATAAAAAA

Pt-M8 TTAGAAAATAAGATGGTTTTGAGATTT Comp128475-c0-seq1 NADH dehydrogenase

AAACTACTCCTCAAACACTCCA
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图 1    Pt-M1位点 MS-HRM结果图

C/C. 无甲基化，mC/ C. 半甲基化，mC/ mC. 全甲基化。

Fig. 1    MS-HRM analysis of Pt-M1
C/C. absence of methylation, mC/C. hemimethylation, mC/mC. full methylation.
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低，但“宁象 1号”存活率在各检测时间点均显著

高于野生群体 (图 2)。低盐胁迫 48 h时，野生群

体存活率降为 0，“宁象 1号”为 41.1%并保持稳定，

以上检测结果表明，“宁象 1号”耐低盐性能显著

高于野生群体。

通过对 6个耐低盐相关甲基化标记在三疣梭

子蟹新品系“宁象 1号”和野生群体的分型情况进

行检测。结果显示，与野生群体相比，2个离子

通道相关位点 (Pt-M1和 Pt-M2)在“宁象 1号”新品

系表现出显著的去甲基化 (P>0.05)，且去甲基化

率达到 100%(表 3)，与低盐胁迫后该位点的甲基

化特征相一致；3个位点的甲基化状态 (Pt-M5、
Pt-M6和 Pt-M8)在野生群体和“宁象 1号”新品系

中没有显著差异 (P<0.05)， 1个位点 (Pt-M7)在
“宁象 1号 ”新品系表现出显著的甲基化状态

(P>0.05)，但与低盐胁迫后该位点的甲基化趋势

相反。

表 2    低盐胁迫前后三疣梭子蟹甲基化位点分型统计

Tab. 2    Statistics of methylation sites in P. trituberculatus before and after low salinity challenge

引物编号
primer ID

甲基化修饰基因型
genotype of
methylation
modification

处理前(比例/%)
before challenge
(percentage)

处理后(比例/%)
after challenge
(percentage)

χ2 P

甲基化修饰碱基
base type of
methylation
modification

处理前(比例/% )
before challenge
(percentage)

处理后(比例/% )
after challenge
(percentage)

χ2 P

Pt-M1 C/C 16(100.0) 36.347 0.029 C 12(37.5) 32(100.0) 29.091 0
mC/C 12(75.0) mC 20(62.5)
mC/mC 4(25.0)

Pt-M2 C/C 16(100.0) 36.347 0.029 C 4(12.5) 32(100.0) 49.778 0
mC/C 4(25.0) mC 28(87.5)
mC/mC 12(75.0)

Pt-M3 C/C 12(75.0) 12(75.0) 0 1 C 28(87.5) 28(87.5) 0 1
mC/C 4(25.0) 4(25.0) mC 4(12.5) 4(12.5)
mC/mC

Pt-M4 C/C 8(50.0) 8(50.0) 0 1 C 16(50.0) 16(50.0) 0 1
mC/C 8(50.0) 8(50.0) mC 16(50.0) 16(50.0)
mC/mC

Pt-M5 C/C 8(50.0) 13.042 0.001 C 24(75.0) 12(37.5) 9.143 0.002
mC/C 8(50.0) 12(75.0) mC 8(25.0) 20(62.5)
mC/mC 4(25.0)

Pt-M6 C/C 4(25.0) 16(100.0) 19.2 0 C 8(25.0) 32(100.0) 38.4 0
mC/C mC 24(75.0) 0
mC/mC 12(75.0)

Pt-M7 C/C 16(100.0) 36.06 0 C 32(100.0) 8(25.0) 38.4 0
mC/C 8(50.0) mC 0 24(75.0)
mC/mC 8(50.0)

Pt-M8 C/C 4(25.0) 16(100.0) 19.2 0 C 20(62.5) 32(100.0) 14.769 0
mC/C 12(75.0) mC 12(37.5) 0
mC/mC
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图 2    低盐胁迫下，三疣梭子蟹新品系“宁象 1号”与

野生群体的存活率比较

* 表示两组间存在显著差异 (P < 0.05)。

Fig. 2    Survival rate of “Ningxiang-1” and wild popula-
tions under low salinity stress

* means significant difference between the two groups (P<0.05).
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 3    讨论

在真核生物体内，DNA甲基化主要依赖于

DNMT家族通过 S-腺苷甲硫氨酸 (SAM)调控，将

甲基基团转移到 CpG岛的胞嘧啶上实现对基因表

达的抑制[18]。DNA甲基化作为基因转录的负调控

因子，目前存在 3种可能的调节基因转录的机制：

DNA甲基化可干扰转录因子与 CpG岛上相应启

动子的特异性识别结合；甲基化的 DNA结合特异

的甲基化结合蛋白，进而阻遏基因的转录；DNA
甲基化使染色质的结构由常规的 B-DNA向不稳定

和超螺旋化的 Z-DNA过渡，致使蛋白质因子赖以

结合的元件缩入大沟，进而造成基因的沉默[18-19]。

随着甲基化表观遗传特性研究的深入，越来

越多的甲基化位点被鉴定开发，并逐步用于动植

物分子标记辅助育种实践。如 Wu等[20] 建立了小

麦 (Triticum)光周期相关的 Ppd-B1甲基化分子标

记，为小麦分子育种提供辅助。Akimoto等 [21] 通

过筛选以去甲基化为主的 X21a G 基因的亲本水

稻 (Oryza sativa)，提高子代水稻的抗稻白叶枯病

菌能力。Kumar等[22] 在耐盐品系 Kharchia-65小麦

中发现了通过胞嘧啶甲基化参与 Na+/K+转运的

HKT基因位点，为后续开发更多耐盐品系作物提

供了理论基础。Xiu等 [23] 开发了半滑舌鳎 (Cyno-
glossus semilaevis)抗哈维氏弧菌 (Vibrio harveyi)的
甲基化 LBP-like和 TNF-like标记等。本研究成功

开发了 8个可用 MS-HRM高通量技术准确分型的

甲基化标记，进一步的研究表明，有 6个标记与

低盐度耐受性显著相关，在低盐环境中，Pt-M1、
Pt-M2、Pt-M6和 Pt-M8位点以去甲基化为主，而

Pt-M5和 Pt-M7位点以甲基化为主，以上甲基化

位点对相关基因表达的影响还有待进一步研究。

本实验同时测试了速生耐低盐新品系“宁象 1号”
与野生群体的耐低盐能力，并比较了其甲基化位

点分型的差异。结果显示“宁象 1号”耐低盐性能

显著高于野生群体，且选育群体中位点 Pt-M1、Pt-
M2的去甲基化明显升高，均达到 100%，进一步

表明以上 2个位点的去甲基化与耐低盐性能显著

相关。

甲壳动物主要通过特定离子泵对 Mg2+、Ca2+、
Na+和 Cl−等离子的调控来应对外界环境盐度的变

化 [24-25]。在低盐度环境下，三疣梭子蟹可通过提

高 Na+、Cl−等离子的运输来调节渗透压的平衡[26]。

本研究开发的位点 Pt-M1、Pt-M2所在的基因均在

表 3    野生群体和“宁象 1号”群体间的甲基化位点差异

Tab. 3    Difference of methylation loci between wild population and "Ningxiang -1" population

引物编号
primers ID

甲基化修饰
基因型

genotype of
methylation
modification

宁象1号
(比例/%)

Ningxiang-1
(percentage)

野生群体
(比例/%)
wild

population
(percentage)

χ2 P

甲基化修饰
碱基

base type of
methylation
modification

宁象1号
(比例/%)

Ningxaing-1
(percentage)

野生群体
(比例/%)
wild

population
(percentage)

χ2 P

Pt-M1 C/C 100(100.0) 50(50.0)   66.667 0 C 200(100.0) 150(75.0) 57.143 0     
mC/C 50(50.0) mC 0 50(25.0)
mC/mC

Pt-M2 C/C 100(100.0) 25(25.0) 120.00   0 C 200(100.0) 125(62.5) 92.308 0     
mC/C 75(75.0) mC 75(37.5)
mC/mC

Pt-M5 C/C 75(75.0) 75(75.0)     0        1 C 175(87.5) 175(87.5)   0        1     
mC/C 25(25.0) 25(25.0) mC 25(12.5) 25(12.5)
mC/mC

Pt-M6 C/C 50(50.0) 75(75.0)   80.000 0 C 150(75.0) 150(75.0)   0        1     
mC/C 50(50.0) mC 50(25.0) 50(25.0)
mC/mC 25(25.0)

Pt-M7 C/C 50(50.0) 50(25.0)   33.333 0 C 150(75.0) 125(62.5)   7.273 0.01
mC/C 50(50.0) 25(25.0) mC 50(25.0) 75(37.5)
mC/mC 25(25.0)

Pt-M8 C/C 50(50.0) 50(50.0)     0        1 C 100(50.0) 100(50.0)   0        1     
mC/C 50(50.0) 50(50.0) mC 100(50.0) 100(50.0)
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离子转运过程中发挥重要作用，是三疣梭子蟹适

应低盐环境的重要调节机制之一。其中位点 Pt-
M1位于 V-ATP酶基因，该基因通过水解 ATP获

得能量将 H+泵出膜外，维持胞质内的平衡状态，

形成跨膜电势差，从而介导 Na+的运输[27-28]。研究

表明该基因在水产动物渗透压调节中具有重要作

用，如在凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)中 V-
ATP酶是渗透压调节的主要承担者 [29]，缢蛏

(Sinonovacula  constricta)通过增加 V-ATP酶表达

应对外界低盐胁迫[30]。本实验中，低盐条件下位

点 Pt-M1产生显著的去甲基化，可能改变了介导

Na+转运的离子泵速率，以保持体内的 Na+平衡。

位点 Pt-M2位于 CLC型氯离子通道基因，该基因

作为电压控制门离子通道在阴离子转运过程起重

要作用 [31]。本实验中，低盐条件下位点 Pt-M2产

生了显著的去甲基化，可能增强了对氯离子的重

吸收作用，以保持体内的 Cl−平衡。关于以上位点

甲基化状态的改变对相关离子运输的调节机制还

有待进一步研究。

 4    结论

综上所述，本研究基于MS-HRM技术，从三

疣梭子蟹转录组数据库中开发了 8个甲基化标记，

其中 6个标记与低盐度耐受性显著相关，为三疣

梭子蟹耐低盐新品种的分子标记辅助选育提供候

选工具。通过以上标记在三疣梭子蟹“宁象 1号”
速生耐低盐新品系中的分型及耐低盐性状测试结

果表明，“宁象 1号”耐低盐能力显著高于野生群

体，且选育群体中位点 Pt-M1、Pt-M2的去甲基化

率达到 100%，可能有利于低盐条件下保持体内

Na+和 Cl−的平衡，对“宁象 1号”耐低盐能力的提

高具有重要作用，可作为三疣梭子蟹耐低盐新品

种选育甲基化标记。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Development and validation of methylation markers related to
low salinity tolerance in Portunus trituberculatus
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Healthy Aquaculture, Ningbo University, Ningbo　315211, China;
3. Key Laboratory of Green Mariculture (Co-construction by Ministry and Province), Ministry of

Agriculture and Rural Affairs, Ningbo University, Ningbo　315211, China)

Abstract: In order to develop methylation markers related to low salinity tolerance in Portunus trituberculatus, in
this study, methylation sensitive high resolution melting curve method (MS-HRM) was applied to screen and val-
idate methylation loci related to low salinity tolerance. A total of 8 methylation markers were developed from the
transcriptome  database  of  P.  trituberculatus,  six  of  which  were  significantly  related  to  low  salinity  tolerance,
exhibiting a significant demethylation or methylation pattern in the low salinity condition. They were located in V-
type  proton  ATPase,  H+/Cl−  exchange transporter,  succinate  dehydrogenase,  NAD(P)  transhydrogenase,   phos-
phoglycolate  phosphatase,  NADH  dehydrogenase  genes,  and  these  markers  provided  useful  tools  for  marker-
assisted breeding of low-salinity-tolerant strain of P. trituberculatus. The low salinity tolerance test and genotyp-
ing results of these 6 loci in wild populations and “Ningxiang-1” selective strain showed that the survival rate
of “Ningxiang-1” was significantly higher than that of wild populations under low salinity conditions, and the
demethylation of loci Pt-M1 and Pt-M2 in the selective breeding population was significantly increased to 100%,
which  may  be  beneficial  to  maintaining  the  balance  of  Na+  and  Cl−  under  low  salinity  conditions.  This  study
provides basic data and favorable tools for genetic improvement of low salinity resistance in P. trituberculatus.
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