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摘要: 为探究近交对三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)氧化磷酸化代谢的影响, 首先克隆了三疣梭子蟹线粒体

呼吸链 4 个复合体关键亚基基因的 cDNA 全长, 分别命名为 ptNdufv2、ptSDHC、ptCytochrome c1 与 ptCOX6B。

ptNdufv2 基因 cDNA 全长 1005 bp, 编码 234 个氨基酸, 该蛋白是复合体Ⅰ的核心亚基 Ndufv2; ptSDHC 基因全长

915 bp, 编码由 179 个氨基酸组成的复合体Ⅱ关键亚基 SDHC; ptCytochrome c1 基因全长 2371 bp, 编码由 313 个氨

基酸组成的亚基 Cyt c1; ptCOX6B 基因全长 1171 bp, 编码由 105 个氨基酸组成的 COX6B 亚基。生物信息学分析

显示, 这些复合体亚基基因进化上比较保守。酶活检测及 RT-PCR 结果表明, 随着近交系数的增加, 三疣梭子蟹肝

胰腺中复合体Ⅰ、复合体Ⅲ活力分别从 F4、F2 开始呈现显著下降趋势(P<0.05); F10 复合体Ⅳ酶活力显著低于其余

各代(P<0.05); 4 个复合体基因表达量均显著下降, 且各代表达量显著低于 F0(P<0.05)。在心脏中, 复合体Ⅰ、Ⅲ、

Ⅳ活力分别从 F2、F2、F6 开始显著下降(P<0.05); ptNdufv2 与 ptCytochrome c1 基因表达量分别从 F2、F4 开始显

著下降(P<0.05), 这一结果证实近交衰退已出现在三疣梭子蟹氧化磷酸化代谢通路。 
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)是中国

重要的大型海洋经济蟹类 , 主要分布于中国沿

海、朝鲜半岛和日本等沿海水域[1], 是世界重要的

海洋捕捞和养殖对象。三疣梭子蟹肉多, 脂膏肥

满, 蛋白质含量丰富, 具有重要的经济价值。 

氧化磷酸化是生物能量代谢的重要组成部分, 

是在线粒体内 ADP 利用体内物质氧化释放的能

量与无机磷进行偶联反应合成 ATP 的过程, 生物

体内 95%的 ATP 来自氧化磷酸化代谢[2], 对于生

物生长、代谢及环境适应能力有着非常重要的作

用。氧化磷酸化的作用是通过电子传递链(electron 

transfer chain, ETC)来完成。电子传递链又称呼吸

链, 是由一系列氢和电子反应组成的连续反应系

统 , 代谢物除去的氢原子被传递到氧中产生水 , 

同时生成 ATP。电子传递链主要是由 4 个蛋白质

复合体组成, 分别是复合体Ⅰ(NADH-辅酶 Q 氧

化还原酶)、复合体 II(琥珀酸-辅酶Q氧化还原酶)、

复合体 III(辅酶 Q-细胞色素 c 氧化还原酶)和复合

体 IV(细胞色素 c 氧化酶)。甲壳动物能量代谢的

研究主要集中在非生物因素, 如光照、温度、盐

度等 [3-7], 以及生物因素 [8]的影响 , 而对于其机

理、过程、水平等方面的报道较少, 因此研究三

疣梭子蟹氧化磷酸化代谢通路可为了解其能量代

谢机理、水平等提供重要的研究基础。 

近交通常会使子代一些与繁殖力或生理机能

相关的表型平均值降低从而引起近交衰退。研究

证明近交能够造成甲壳动物形态学[9]、孵化率[10]、

存活 [11]及与生长相关的产量和生理状态的衰退, 
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而关于近交对甲壳动物代谢功能的影响鲜有报

道。通过对本实验室三疣梭子蟹自交 7 代的大个

体组 vs 小个体组转录组数据库的分析与筛选, 对

发现的差异基因进行了 KEEG 富集分析, 差异基

因富集的代谢通路主要有氧化磷酸化通路、细胞

凋亡通路和对应外界刺激等。研究近交对三疣梭

子蟹氧化磷酸化代谢的影响, 可为深入研究近交

对三疣梭子蟹生理功能的影响提供数据支持。 

本实验采用 RACE 技术克隆获得三疣梭子蟹

线粒体呼吸链 4 个复合体亚基基因的 cDNA 全长

序列, 并对复合体基因序列进行了初步的生物信

息学分析, 同时利用实时荧光定量 PCR 分析了复

合体基因在三疣梭子蟹组织中的表达情况。旨在

明确三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体基因的表达

特点, 为深入探究三疣梭子蟹氧化磷酸化代谢机

制奠定基础。测定不同近交世代家系三疣梭子蟹

肝胰腺和心脏中线粒体呼吸链复合体活力, 并采

用 RT-PCR 技术分析复合体基因的表达情况, 旨

在揭示近交程度对三疣梭子蟹氧化磷酸化代谢的

影响, 为三疣梭子蟹育种提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

自 2005 年, 本实验室每年将从莱州湾海区、

鸭绿江口海区、海州湾海区和舟山海区获取的 4

个三疣梭子蟹不同地理群体作为基础群体 (F0), 

利用人工定向交尾技术, 建立了全同胞兄妹交传

代家系[9]。良种家系留种传代, 至 2017 年已传至

13 代(F13)。分别选取 80 日龄[体重(25.3±6.4) g] 

F0、F2、F4、F6、F8 和 F10 近交世代家系的三疣

梭子蟹, 每一代各取处于蜕皮间期的三疣梭子蟹

18 只(3 只雌蟹、3 只雄蟹为一个平行, 共 3 个平

行), 暂养于室内水泥池中 1 周, 水温(25±0.5)℃, 

每日 8时换掉 50%的水, 16时投喂新鲜蓝蛤, 投喂

量为蟹体重的 10%。 

实验所用 RNA 提取试剂 Trizol Reagent 购自

Invitrogen 公司; SMARTTM RACE Amplification 

Kit 购自 Clontech 公司; NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-Up Kit、PMD19-T、PrimerScriptTM RT re-

agent Kit、SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ和 DH5α 感

受态细胞等均购自 TaKaRa 公司; 线粒体提取试

剂盒、蛋白定量测试盒(A045-2)、线粒体呼吸链

复合体Ⅰ活性比色法定量检测试剂盒(S50007)、

复合体Ⅱ活性比色法定量检测试剂盒(S50008)、

复合体Ⅲ活性比色法定量检测试剂盒(S50009)、

复合体Ⅳ活性比色法定量检测试剂盒(S50010)、

复合体Ⅴ活性光谱法定量检测试剂盒(S50083)均

购自南京建成生物工程研究所; 其他试剂均为国

产分析纯。 

1.2  三疣梭子蟹总 RNA 的提取及复合体亚基基

因全长 cDNA 的克隆及验证 

三疣梭子蟹各组织的总 RNA 采用 Trizol 法提

取 , 用核酸定量仪 (Thermo, NanoDrop 2000)与

1.0%琼脂糖凝胶电泳检测其总 RNA 的质量及完

整性。取等量所取各组织的总 RNA 混匀, 参照

SMARTTM RACE Amplification Kit 说明书合成 3ʹ

和 5ʹRACE 的 cDNA 第一链。 

根据从三疣梭子蟹转录组数据库得到的复合

体亚基基因的 EST 序列, 利用 Primer Premier 5.0

软件设计 3ʹ和 5ʹ末端特异性引物。根据克隆出的

复合体基因序列设计荧光定量引物。最后在该基

因的两端设计正反向引物, 进行全长 cDNA 的验

证。实验中用到的引物由上海生工生物有限公司

合成(表 1)。利用 TaKaRa LA Taq 进行末端扩增, 3ʹ

端用通用引物 UPM 和 NUP 分别与相应的特异性

引物进行巢式 PCR 扩增, PCR 程序设为: 94℃ 30 s, 

65℃ 1 min, 72℃ 3 min, 30 个循环; 5ʹ末端扩增同

上。将 3ʹ和 5ʹRACE 的扩增产物经琼脂糖凝胶电泳, 

切胶纯化并连接到 PMD19-T, 转化入感受态细胞

中, 在 LB 培养基中 37℃培养 45 min 后, 再将菌液

涂布于含 AMP 的 LB 平板上 37℃过夜培养。挑

取阳性菌落继续培养, 并进行菌落 PCR 鉴定后送

交青岛擎科梓熙生物技术有限公司测序。最后利

用特异性正反向引物, 对其全长 cDNA进行验证。 

1.3  三疣梭子蟹复合体亚基基因的生物信息学

分析 

使用 ORF Finding 在线工具确定各复合体基

因最大开放阅读框和编码区。利用 NCBI 中的

BLAST 主页程序进行三疣梭子蟹基因的核苷酸

和氨基酸序列的比对。利用 CExpres 和 Gene Tool  
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表 1  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体基因克隆和 mRNA 相对表达分析所用引物序列 
Tab. 1  Sequences of primers used for genes cloning and relative mRNA expression analysis 

引物名称 primer 序列(5ʹ‒3ʹ) sequence (5ʹ‒3ʹ) 用途 usage 

NADH-F1 CTCATACACTCTCATTCTGGGCAT 

NADH-F2 TCAAGTAATGGGATGACCGCA 

NADH-R1 GAAGTAGAGTGTCTTGGTGCCTGTG 

NADH-R2 GGACTCACCAGCCTCACCACC 

SDHC-F1 TGATGATGCCTCCACCAAACT 

SDHC-F2 GCACGGAGAGAGCCAGACCT 

SDHC-R1 GCTATGGCTTCACCCTGCG 

SDHC-R2 TGCTGGACACACCCTTATCACA 

Cytc1-F1 CACCAAGTTACGGAAGGCAATG 

Cytc1-F2 CGGACGCCTTCACGGACTG 

Cytc1-R1 TCCCATAGTATCACCCTTTCATTCA 

Cytc1-R2 CTGGGGGGCTGCTGGTGACT 

COX6B-F1 ACACACGGAGCGGAACACC 

COX6B -F2 TCTGGCAGCGGTGGAAGTC 

COX6B -R1 GTTGTTGTGTCATCCACTTGTCATT 

COX6B -R2 CCAAGAACAAAAAGCAGCCCA 

RACE 特异引物 RACE primers 

UPM Long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

UPM Short CTAATACGACTCACTATAGGGC 

NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

RACE 通用引物 
RACE universal primers 

QNADH-F TGCCCAGAATGAGAGTGTATG 

QNADH-R AGTGAAGAGTCCGTCCTTGG 

QSDHC-F CGGCTCCTACCCACACTACT 

QSDHC-R CCCAAATCCCACACCAAG 

QCytc1-F GGCGTCTTCTCATCTCTGGA 

QCytc1-R GGGACACACCCACCAAGTTA 

QCOX6B-F ATGCGGTCAAACTCCTTCTG 

QCOX6B-R ATCAGTGTCTTCGCCTGGAA 

β-actin-F CGAAACCTTCAACACTCCCG 

β-actin-R GGGACAGTGTGTGAAACGCC 

荧光定量引物 real-time PCR primers 

 

软件拼接比对核苷酸序列、去除冗余序列和翻译

氨基酸。蛋白质理化性质预测、功能结构域分析、

信号肽分析利用 InterProScan和 SMART等在线软

件完成。利用 DNAMAN 进行与其他物种的相应

氨基酸序列的多重序列比对。应用 MEGA6.0 软

件 , 采用邻接法(Neighbor-Joining)构建系统发育

进化树并进行聚类分析。 

1.4  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体活力检测 

分别取不同近交世代家系的三疣梭子蟹肝胰

腺、心脏组织放入液氮中研磨, 分别取 100 mg 左

右的组织粉末加入 2 mL EP 管中, 标记后放入

℃−80 冰箱中保存。提取所取组织的线粒体并测定

其蛋白浓度, 使用线粒体复合体定量检测试剂盒

在 Infinite 200 酶标仪中分别测定不同世代家系三

疣梭子蟹各组织各复合体活力, 具体操作参照试

剂盒说明书进行。 

线粒体呼吸链复合体Ⅰ酶活性定义: 在 30 , ℃

pH7.5 条件下, 每分钟内能够氧化 1 μmol 还原型

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)所需的酶量作为

1 个活性单位。线粒体呼吸链复合体Ⅱ酶活性定

义: 在 30 , pH7.5℃ 条件下, 每分钟内能够还原

1 μmol合成辅酶 Q同功类似物二氯酚靛酚(DCPIP)

所需的酶量作为 1 个活性单位。线粒体呼吸链复

合体Ⅲ酶活性定义: 在 30℃温度下, pH7.5 条件下, 
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每分钟内能够氧化 1 μmol 还原型泛琨(CoQH2)所

需的酶量作为 1 个活性单位。线粒体呼吸链复合

体Ⅳ酶活性定义: 在 25℃温度下, pH7.0 条件下, 每

单位酶在每分钟内氧化 1 μmol 的细胞色素 c(Cyt c)

的量作为 1 个活性单位。 

1.5  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体基因的表

达分析 

分别取三疣梭子蟹肝胰腺、肌肉、鳃、心脏、

卵巢、精巢、脑神经节、眼柄及胸神经节等组织, 

放入液氮中保存。分别提取各组织的总 RNA, 使

用 PrimeScript RT reagent Kit 反转录合成 cDNA, 

具体方法参照试剂盒说明书。根据已知的三疣梭

子蟹复合体亚基基因 cDNA 全长序列, 设计特异

引物(表 1)。使用 SYBR Premix Ex Taq Ⅱ试剂

(TaKaRa), 在 Applied Biosystems 7500 Real Time 

PCR 仪上分析各组织中复合体基因的表达情况。

PCR 反应体系为 10 μL, 包括: 5 μL SYBR Premix 

Ex Taq Ⅱ、1 μL cDNA、0.4 μL 浓度为 10 pmol/μL

正反向引物、0.2 μL ROX Reference dye Ⅱ和 3 μL 

PCR 反应水。反应程序为: 95℃ 10 min; 95℃ 30 s, 

95℃ 5 s, 60℃ 34 s 40 个循环; 95℃ 15 s; 60℃ 

1 min; 95℃ 15 s。以 β-actin 基因作为内参, 样本

和内参均设置 3 个重复, 采用 2-ΔΔCT 方法[12]计算

基因的相对表达量。 

1.6  数据处理与分析 

实验数据采用平均值±标准差 (x̄±SD)表示 ; 

结果使用 SPSS 19.0 软件进行单因素方差分析

(one-way, ANOVA), 利用 Duncan’s 多重比较进行

差异显著性检验, P<0.05 认为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体亚基基因

的克隆及序列分析 

三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体亚基基因序

列及氨基酸信息如图 1 和表 2 所示: 4 个复合体关

键亚基基因分别命名为 ptNdufv2、ptSDHC、

ptCytochrome 和 ptCOX6B, 分别编码 234、179、

313 和 105 个氨基酸。其中 ptNdufv2 编码的蛋白

为不稳定蛋白, 其余均为稳定蛋白; ptSDHC 编码

的氨基酸为疏水性蛋白, 其余均为亲水性蛋白。 

分析结果表明, 三疣梭子蟹线粒体呼吸链复

合体Ⅰ亚基基因编码的氨基酸结构中无跨膜结构

域和信号肽序列, 第 39至 193 位是其标志性蛋白结

构域 NADH 脱氢酶亚基 E (IPR002023)。利用

BLAST 同源性分析三疣梭子蟹 ptNdufv2 基因的

氨基酸序列, 发现其与致乏库蚊(Culex quinquef-

asciatus)、肩突硬蜱(Ixodes scapularis)和蚤状溞

(Daphnia pulex)同源性达到 70% (图 2)。利用

MEGA 6.0 软件对三疣梭子蟹 ptNdufv2 基因氨基

酸序列进行系统进化分析, 并构建系统进化树(图

3)。结果显示三疣梭子蟹与肩突硬蜱、美洲鲎

(Limulus polyphemus)和蚤状溞亲缘关系较近, 与

鱼类、哺乳类关系较远。 

如图 4 所示, 三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合

体Ⅱ亚基基因编码的结构中含有 3 个跨膜结构

域, 分别为第 83~105 位(GTGLALSVLVSGLGI-

GTVMLPGS), 119~141 位(GGGIIMGAKFLIA-

LPFMFHLCNG), 158~179 位(LYKSGYLVVAV-

SVILAAIAAAM), 无信号肽序列, 第 60~178 位为 

 
表 2  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体亚基基因序列信息及编码氨基酸信息 

Tab. 2  Gene sequence and amino acid information of mitochondrial respiratory chain complexes of Portunus trituberculatus 

复合体 
complex 

命名 
name 

GenBank
登录号 

GenBank 
number 

cDNA 序列

全长/bp 
full length 
of cDNA 
sequence 

ORF 
全长/bp 

full 
length 

of ORF

编码氨

基酸
amino 
acid

理论等

电点 pI
分子式 

molecular formula 

亲水性 

平均数 
average 

of hydro-
philicity 

不稳定 

系数 
coefficient 
of insta-

bility 

Ⅰ ptNdufv2 KY682717 1005 705 234 7.01 C1184H1890N332O352S14 −0.297 40.53 

Ⅱ ptSDHC KY406169 915 540 179 10.38 C882H1401N235O223S10 0.528 37.70 

Ⅲ ptCytochrome c1 KY406171 2371 942 313 8.83 C1517H2359N413O443S19 −0.176 33.15 

Ⅳ ptCOX6B KY406170 1171 318 105 5.81 C544H830N142O162S8 −0.633 36.56 
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图 1  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅰ(ptNdufv2)基因 cDNA 全长及其编码的氨基酸序列 

ATG: 起始密码子; *: 终止密码子; 阴影为 NADH dehydrogenase subunit E 结构域. 

Fig. 1  Ndufv2 nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Portunus trituberculatus 
ATG: start codon; *: stop codon; Shadow: NADH dehydrogenase subunit E. 

 

 
 

图 2  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅰ(ptNdufv2)氨基酸序列比对 

Fig. 2  Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of Portunus trituberculatus Ndufv2 

 

琥珀酸脱氢酶 /富马酸还原酶跨膜亚基(succinate 

dehydrogenase/fumarate reductase, transmembrane 

subunit 蛋白结构域(IPR000701)。同源性分析发现

三疣梭子蟹 ptSDHC 基因与美洲鲎、鲑疮痂鱼虱

(Lepeophtheirus salmonis)、火腿伪镖水蚤(Pseud-

odiaptomus poplesia)、玉带凤蝶(Papilio polytes)、

大黄鱼(Larimichthys crocea)的同源性分别为 47%、

50%、41%、51%、54%(图 5)。系统进化分析结

果显示, 三疣梭子蟹与美洲鲎亲缘关系较近, 后

与鲑疮痂鱼虱、中华蜜蜂(Apis cerana)等节肢动物

聚为一支, 与鱼类、哺乳类亲缘关系较远(图 6)。 

三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅲ亚基基因

编码的蛋白质结构中无跨膜结构域, 无信号肽序

列, 第 83~302 位为细胞色素 c1 家族蛋白结构域

(IPR002326)(图 7)。利用 BLAST 同源性分析发现

其与鲤(Cyprinus carpio)、斑马鱼(Danio rerio)及非

洲爪蟾(Xenopus laevis)同源性达到 74%, 与亚洲

龙鱼(Scleropages formosus)、金头鲷(Sparus aurata)

的同源性分别为 72%、73%(图 8)。对其氨基酸序列

进行系统进化分析, 并构建系统进化树(图 9)。结果 
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图 3  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅰ(ptNdufv2)氨基酸的系统进化树 

Fig. 3  NJ phylogenetic tree of amino acid sequences of Portunus trituberculatus Ndufv2 

 

 
 

图 4  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅱ(ptSDHC)基因 cDNA 全长及其编码的氨基酸序列 

ATG: 起始密码子; *: 终止密码子; 阴影为跨膜结构域. 

Fig. 4  Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of ptSDHC in Portunus trituberculatus 
ATG: start codon; *: stop codon; Shadow: transmembrane domain. 
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图 5  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅱ(ptSDHC)氨基酸序列比对 

Fig. 5  Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of Portunus trituberculatus SDHC 
 

 
 

图 6  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅱ(ptSDHC)氨基酸的系统进化树 

Fig. 6  NJ phylogenetic tree of amino acid sequences of Portunus trituberculatus SDHC 
 

显示三疣梭子蟹与白蚁(Zootermopsis nevadensis)、

达氏按蚊(Anopheles darlingi)、黑腹果蝇(Drosophila 

melanogaster)等节肢动物亲缘关系较近, 与鱼类关

系较远, 与哺乳类亲缘关系最远。 

三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅳ亚基基因

编码的蛋白质结构中无跨膜结构域, 第 1~26 位有

一个信号肽序列, 第 30~104 位为细胞色素 c 氧化

酶亚基 6b(cytochrome c oxidase, subunit VIb)标志

性蛋白结构域(IPR003213)(图 10)。BLAST 分析发

现其与凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)同源性

达到 74%, 与拟果蝇(Drosophila simulans)、点蜂缘

蝽(Riptortus pedestris)、桔小实蝇(Bactrocera 
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图 7  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅲ(ptCytochrome c1)基因 cDNA 全长及其编码的氨基酸序列 

ATG: 起始密码子; *: 终止密码子; 阴影为线粒体 c1 family 结构域. 

Fig. 7  Cytochrome c1 nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Portunus trituberculatus 
ATG: start codon; *: stop codon; Shadow: cytochrome c1 family. 

 
 

 
 

图 8  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅲ(ptCytochrome c1)氨基酸序列序列比对 

Fig. 8  Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of Portunus trituberculatus cytochrome c1 
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图 9  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅲ(ptCytochrome c1)氨基酸的系统进化树 

Fig. 9  NJ phylogenetic tree of amino acid sequences of Portunus trituberculatus cytochrome c1 
 

 
 

图 10  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅳ(ptCOX6B)基因 cDNA 全长及其编码的氨基酸序列 

ATG: 起始密码子; *: 终止密码子; 阴影为信号肽序列. 

Fig. 10  ptCOX6B nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Portunus trituberculatus 
ATG: start codon; *: stop codon; Shadow: signal peptide sequence. 

 

dorsalis)、大型蚤(Daphnia magna)的同源性分别为

68%、71%、69%和 70%(图 11)。系统进化树结果

显示, 三疣梭子蟹与凡纳滨对虾亲缘关系较近, 后

与大型蚤等节肢动物聚为一支(图 12)。 

2.2  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体亚基基因

的组织表达分析 

采用实时荧光定量 PCR 方法, 分析了三疣梭

子蟹线粒体呼吸链复合体亚基基因在肝胰腺、肌

肉、鳃、心脏、卵巢、脑神经节、眼柄及胸神经

节组织表达情况, 结果显示三疣梭子蟹线粒体呼

吸链复合体亚基基因在所测组织中均有表达。

ptNdufv2 基因在肝胰腺和肌肉中表达量最高, 鳃

和心脏中次之, 在脑神经节和胸神经节中表达量

最低; 三疣梭子蟹 ptSDHC 基因在肝胰腺中表达

量最高, 其次是肌肉、鳃、心脏和精巢, 其余组织

中表达量较少; 三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅲ

ptCytochrome c1 基因在肝胰腺、心脏和肌肉中表达

量最高, 鳃和卵巢中次之; 三疣梭子蟹 ptCOX6B基

因在肝胰腺和鳃中表达量最高, 其次是心脏和眼

柄中, 卵巢和脑神经节中表达量最低(图 13)。 
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图 11  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅳ(ptCOX6B)氨基酸序列与其他物种的 COX6B 氨基酸序列比对 

Fig. 11  Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of Portunus trituberculatus COX6B with other species 
 

 
 

图 12  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅳ(ptCOX6B)氨基酸的系统进化树 

Fig. 12  NJ phylogenetic tree of amino acid sequences of Portunus trituberculatus COX6B 

 

2.3  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体活力在家

系近交中的变化 

三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体活力如图 14

所示。除复合体Ⅰ外, 其余复合体在心脏中的活

力均高于肝胰腺中的活力。随着近交系数的增加, 

三疣梭子蟹肝胰腺中复合体Ⅰ活力从 F4 开始呈

现显著下降趋势(P<0.05), F0 和 F2、F4 和 F6、F8

和 F10 之间分别差异不显著(P>0.05); 复合体Ⅲ

酶活力显著下降 , 且各代显著低于 F0(P<0.05); 

F10 复合体Ⅳ酶活力显著低于其余各代(P<0.05), 

且其余各代之间酶活无显著差异(P>0.05); 复合

体Ⅱ酶活力随近交代数的增加无显著变化 (P> 

0.05)。随着近交系数的增加, 三疣梭子蟹心脏中

复合体Ⅰ活力显著下降(P<0.05), F6、F8 和 F10

之间无显著差异(P>0.05); 复合体Ⅱ酶活力呈现

显著升高(P<0.05), 且 F2、F4 和 F6 之间酶活无显

著差异(P＞0.05); 复合体Ⅲ酶活力随近交代数增

加显著下降, 且 F4 和 F6、F8 之间酶活无显著差

异(P>0.05); 复合体Ⅳ从 F6 开始呈现显著下降趋

势(P<0.05)。 
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图 13  三疣梭子蟹氧化磷酸化代谢关键 

基因组织表达分布情况 

HE: 肝胰腺; M: 肌肉; G: 鳃; HT: 心脏; O: 卵巢; T: 精巢; 

B: 脑神经节; E: 眼柄; TG: 胸神经节. 

不同组织表达量均以与卵巢相比较的倍数表示. 

Fig. 13  Distribution of the expression of oxidative phos-
phorylation metabolism key genes in different tissues  

of Portunus trituberculatus 
HE: hepatopancreas; M: muscle; G: gill; HT: heart; O: ovary;  

T: testis; B: brain ganglion; E: eyestalk; TG: thoracic ganglion.  
The expression levels of different tissues were expressed as 

multiples in comparison with the ovaries. 

2.4  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体亚基基因

表达在家系近交中的变化 

采用实时荧光定量 PCR 方法, 分析了近交对

三疣梭子蟹肝胰腺和心脏中线粒体呼吸链复合体

亚基基因表达情况的影响(图 15)。结果表明, 随

着近交系数的增加, 4 个复合体基因表达量在肝

胰腺中均显著下降, 且各代表达量显著低于 F0 

(P<0.05); ptNdufv2 基因在 F4、F6、F8 中无显著

差异(P>0.05)(图 15a); ptSDHC(图 15c)、ptCOX6B 

(图 15g)、ptF-ATPβ(图 2-32a)基因在 F6、F8 中无

显著差异(P>0.05); ptCytochrome c1 在 F6、F8 和

F10 中无显著差异(P>0.05) (图 15e)。在心脏中, 随

着近交系数的增加 ptNdufv2 基因表达量呈现出下

降趋势(P<0.05) (图 15b), 其中 F2 和 F4、F8 和 F10

之间分别无显著差异(P>0.05)。F2-F10 中 ptSDHC 

(图 15d)表达量均显著高于 F0 (P<0.05), 且各代之

间无显著差异(P>0.05)。ptCytochrome c1 基因表

达量从 F4 开始显著下降(P<0.05), F8 和 F10 

 

 
 

图 14  不同近交世代家系三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体酶Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ活力 

不同字母表示不同世代间差异显著(P<0.05). 

Fig. 14  The activity of complexesⅠ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ in different inbreeding generations of Portunus trituberculatus 

The different letters represent significant difference among different generations (P<0.05). 
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图 15  不同近交世代家系三疣梭子蟹氧化磷酸化关键基因相对表达量 

不同字母表示不同世代间差异显著(P<0.05). 

Fig. 15  Relative expression of oxidative phosphorylation metabolism key genes in different  
inbreeding generations of Portunus trituberculatus 

The different letters represent significant difference in the different generations (P<0.05). 
 

之间无显著差异(图 15f, P>0.05); ptCOX6B 基因

表达量随近交系数的增加无显著变化 (图 15 h, 

P>0.05)。 

3  讨论 

3.1  三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体亚基基因

序列特征 

线粒体呼吸链复合体Ⅰ, 又称为 NADH-辅酶

Q 氧化还原酶, 是电子传递链中的第一个蛋白复

合体[13], 位于线粒体内膜上。单个蛋白质是同时

由细胞核和线粒体两个基因组编码的。本研究克

隆得到的三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅰ亚基

(Ndufv2) cDNA 序列全长为 1005 bp, 其中包含

705 bp 的 ORF, 编码 234 个氨基酸, 该蛋白是复

合体Ⅰ的核心亚基, 被认为属于催化所需的最小

组件[14]。该蛋白无跨膜结构域和信号肽序列, 具

有标志性蛋白结构域 NADH 脱氢酶亚基 E。该蛋

白与致乏库蚊、肩突硬蜱和蚤状溞等节肢动物同

源性较高, 在进化上也相对保守。 

线粒体呼吸链复合体Ⅱ, 又称琥珀酸-辅酶 Q

氧化还原酶(succinate dehydrogenase), 是镶嵌在

线粒体内膜上的膜蛋白, 是电子传递链中的第二

个蛋白复合体, 是唯一一个同时参与三羧酸循环

和氧化磷酸化的酶[15]。本研究克隆得到的三疣梭

子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅱ亚基(SDHC)cDNA 序

列全长为 915 bp, 其中包含 540 bp 的 ORF, 编码

179 个氨基酸, 称为琥珀酸脱氢酶复合体亚基 C 

(Succinate dehydrogenase complex subunit C)。该

基因编码的蛋白质结构中含有 3 个跨膜结构域, 

无信号肽序列, 具有琥珀酸脱氢酶跨膜亚基标志

性蛋白结构域。该蛋白质是两个完整的膜蛋白之

一 , 可锚定复合物的其他亚基, 在线粒体内膜上

形成催化核心[16]。三疣梭子蟹 ptSDHC 基因编码

的氨基酸序列与美洲鲎、鲑疮痂鱼虱等节肢动物

同源性较高 , 其进化树分析也表明其与节肢动

物亲缘关系较近。该基因是首次在虾蟹类动物被
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克隆出来, 具有重要的研究意义。 

线粒体呼吸链复合体Ⅲ, 又称 Q-细胞色素 c

氧化还原酶(Q-cytochrome c oxidoreductase), 是

电子传递链中的第三个蛋白复合体, 含有血红素

的细胞色素, 在 ATP 的生化生成中起关键作用[17]。

复合物Ⅲ是一种跨膜蛋白, 由线粒体(细胞色素 b

和细胞色素 c)和核基因组(所有其他亚基)共同编

码。本研究克隆得到的三疣梭子蟹线粒体呼吸链

复合体Ⅲ亚基基因 (Cyt c1) cDNA 序列全长为

2371 bp, 其中包含 942 bp 的 ORF, 编码由 313 个

氨基酸组成的复合物 III 亚基 4。该蛋白属于细胞

色素 c 蛋白家族。它的作用是从 Rieske 蛋白接受

电子并传递给线粒体呼吸链的细胞色素 c(复合体

Ⅳ)[18]。该基因编码的蛋白质结构中无信号肽序列, 

具有细胞色素 c1 家族蛋白结构域。该蛋白未检测

到含有跨膜结构域, 这可能由于它的作用是从复

合体Ⅲ携带着电子去复合体Ⅳ, 此过程是在膜内

进行的。三疣梭子蟹 ptCytochrome c1 基因的氨基

酸序列与鲤、斑马鱼及非洲爪蟾同源性达到 74%, 

系统进化树显示其与具尾扇头蜱、白蚁等亲缘关

系较近, 说明其在进化上比较保守。 

线粒体呼吸链复合体Ⅳ, 又称细胞色素 c 氧

化酶, 是电子传递链的最后一个蛋白复合体, 是

线粒体上一个大型的跨膜蛋白复合物[19]。该复合

体由 3 个不同的催化亚基组成, 分别由线粒体基

因和核基因编码。它从 4 个细胞色素 c 分子中接

收 1 个电子, 并将它们转移到 1个氧分子上, 将分

子氧转化为两个水分子[2]。本研究克隆得到的三疣

梭子蟹线粒体呼吸链复合体Ⅳ亚基基因(COX6B) 

cDNA 序列全长为 1171 bp, 其中包含 318 bp 的

ORF, 编码 105 个氨基酸。该基因编码的蛋白是复

合体Ⅳ的一个亚基, 由核基因编码的, 可能参与

复合体的调控和装配。三疣梭子蟹 COX6B 编码

的蛋白结构中无跨膜结构域, 具有细胞色素 c 氧

化酶 6b(Cytochrome c oxidase, subunit VIb)标志性

蛋白结构域。有一个信号肽序列, 其作用可能是从

复合体Ⅲ传递电子到复合体Ⅳ的过程中识别电子

供体和受体。三疣梭子蟹 ptCOX6B 基因的氨基酸

序列与凡纳滨对虾同源性较高。系统进化分析也显

示与凡纳滨对虾亲缘关系较近, 说明其在进化上

比较保守 , 可为其他海洋生物相关的研究提供  

参考。 

实时荧光定量 PCR 结果显示, 三疣梭子蟹 4

个呼吸链复合体亚基基因在所研究组织中均有表

达, 在肝胰腺、肌肉和心脏等代谢旺盛的组织中

表达量最高, 而肝胰腺、肌肉和心脏是三疣梭子

蟹生长发育主要的供能中心, 这些基因的高表达

也印证了这一点。 

3.2  三疣梭子蟹氧化磷酸化代谢在家系近交中

的变化 

由于三疣梭子蟹野生苗种的日益匮乏, 越来

越多的苗种依靠人工养殖的亲本提供, 然而在苗

种生产过程中不可避免地会造成群体内近交, 从

而导致了三疣梭子蟹种质资源的退化及遗传多样

性的降低[9, 20]。目前已有研究证明近交会造成水

产动物形态学 [20]、繁殖力 [21]、存活、抗逆性 [22]

等表型性状方面的衰退, 但关于近交对生理机制

相关的影响还鲜有报道。Ren 等[23]证实了近交能

够引起三疣梭子蟹酚氧化酶活力及抗氧化机制等

生理机能的衰退。但目前有关近交对三疣梭子蟹

能量代谢的影响还未见报道。 

本实验结果表明, 无论在肝胰腺还是在心脏

中, 三疣梭子蟹线粒体复合体 I 和 III 的活力均随

着近交系数的增加而显著降低, 这表明近交降低

了复合体 I氧化DANH的能力, 在电子传递链的第

一步就造成了抑制, 从而影响质子梯度的形成[24]; 

复合体 III 的催化能力也出现了衰退, 从而使得 Q

循环受到抑制, 影响电子从 QH2 供体转移到细胞

色素 c 受体的过程[25-26]。同时复合体 I 和 III 亚基

基因 ptNdufv2 和 ptCytochrome c1 的相对表达量

出现了和酶活力一致的趋势, 而它们是复合体 I

和 III 其关键作用的亚基[14, 18], 因此推测亚基基

因 ptNdufv2 和 ptCytochrome c1 表达的衰退分别

造成了三疣梭子蟹线粒体呼吸链复合体 I 和 III 活

力的下降。同样地, 心脏中的复合体 IV 活力呈现

显著降低的趋势, 说明近交也引起了三疣梭子蟹

心脏复合体 IV 活力的衰退, 降低了其驱动 ATP

生成的能力[27], 最终造成体内能量代谢水平的降

低。肝胰腺和心脏是三疣梭子蟹体内重要的器官, 

也是代谢最为活跃的组织。从本实验结果可以看
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出, 近交造成了肝胰腺中全部 4 个复合体活力及

其亚基基因的衰退, 心脏中除复合体 II 之外 3 个

复合体活力及其亚基基因的衰退, 这表明近交衰

退出现在了三疣梭子蟹氧化磷酸化代谢通路之中, 

可以推测这可能是三疣梭子蟹生长、存活和生理

状态的衰退的原因之一。 

结果发现, 三疣梭子蟹心脏中复合体 II 的活

力及其亚基基因 ptSDHC 的表达量均随着近交系

数的增加而显著增强和升高, 说明近交使其氧化

琥珀酸的能力增强, 加强了氧化磷酸化第二步过

程[25]。而由于复合体 II 同时参与氧化磷酸化和三

羧酸循环两个代谢通路[15], 在一定程度上能够反

映有氧代谢的水平[2], 故推测复合体 II 的活力的

增强可能也引起了三羧酸循环等有氧代谢途径的

增强, 这可能是由于三疣梭子蟹育种过程中优良

基因得到了累积[9]。 

本研究还发现, 复合体 II 和 IV 的活力与其亚

基基因相对表达量趋势不一致, 分析其原因可能

是由于蛋白的表达特性决定的。细胞中某一蛋白

在某一时间的表达受到多种因素的影响, 如基因

的转录、mRNA 的翻译、蛋白质的降解速率等[28]。

尽管 mRNA表达水平在一定程度上反映基因的表

达, 但近来越来越多的研究表明, mRNA 表达水

平并不能完全代表蛋白质的水平, 而且蛋白还存

在多种多样的翻译后加工修饰等[29]。 

4  结论 

采用 RACE 技术首次克隆获得三疣梭子蟹线

粒体呼吸链 4 个复合体亚基基因的 cDNA 全长序

列, 并对这些基因序列进行了生物信息学分析。

这些基因虽是各复合体的亚基, 但在各自的复合

体中发挥着重要的作用。这些基因与相近的物种

同源性较高 , 在进化上也表现出较高的保守性 , 

主要在三疣梭子蟹肝胰腺、心脏、肌肉和鳃等代

谢旺盛的组织中表达, 可为其他海洋生物相关的

研究提供参考, 为深入探究三疣梭子蟹氧化磷酸

化等代谢机制提供研究基础。本实验结果表明 , 

近交造成了三疣梭子蟹肝胰腺中全部 4 个复合体

活力及其亚基基因的衰退, 心脏中除复合体 II 之

外 3 个复合体活力及其亚基基因的衰退, 证实了

近交衰退出现在了三疣梭子蟹氧化磷酸化代谢通

路之中, 为研究三疣梭子蟹近交衰退机制提供了

数据支持。随着近交系数的增加, 三疣梭子蟹心

脏中复合体 II 的活力及其亚基基因的表达量均显

著增强和升高, 证明优良基因在传代过程中得到

了累积。本实验数据可为三疣梭子蟹家系良种选

育工作提供参考。 
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Effects of inbreeding on the oxidative phosphorylation of the swim-
ming crab Portunus trituberculatus 

WANG Zhuqing1, 2, REN Xianyun1, 2, GAO Baoquan1, 2, LIU Ping1, 2, LI Jian1, 2, WANG Lei1, 2 

1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 
2. Functional Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao National Laboratory 

for Marine Science and Technology, Qingdao 266200, China 

Abstract: The swimming crab Portunus trituberculatus (Crustacea: Decapoda: Brachyura) is a dominant species of 
portunid crab fisheries and an important economic species worldwide. The key performance traits of crustaceans 
and other aquaculture species are often depressed by inbreeding, especially if inbreeding effects accumulate too 
rapidly. Although previous studies have investigated the effects of inbreeding on the morphology, hatchability, and 
survival of crustaceans, little evidence is available that demonstrates that inbreeding affects crustacean physiology. 
Therefore, in order to investigate the effects of inbreeding on the oxidative phosphorylation of P. trituberculatus, 
cDNAs of the key subunit genes of the four mitochondrial respiratory chain complexes were cloned, sequenced 
using rapid amplification of cDNA ends (RACE), and then analyzed using bioinformatics technology. The 
full-length cDNA sequence of the Complex I core subunit genes was 1005 bp in length and contained a 705-bp 
open reading frame (ORF) that encoded a 234-amino acid polypeptide (GenBank: KY682717). The full-length 
cDNA sequence of Complex II was 915 bp in length and contained a 540-bp ORF that encoded a 179-amino acid 
polypeptide (GenBank: KY406169). The full-length cDNA sequence of the Complex III subunit (Cytc1) gene was 
2371 bp in length and contained a 942-bp ORF that encoded a 313-amino acid polypeptide (GenBank: KY406171), 
and the full-length cDNA for the key subunit of Complex IV was 1171 bp in length and encoded 105 amino acids 
(GenBank: KY406170). In addition, homology and phylogenetic analyses revealed that the amino acid sequences 
of the four complexes were highly similar to those of closely related species and had higher conservation in evo-
lution, and could be used as a reference for other marine organisms. The activities and mRNA expression of the 
four complexes in the hepatopancreas and heart mitochondria of P. trituberculatus were investigated. Results show 
that inbreeding reduced the activity of all four complexes and their respective subunit gene in the hepatopancreas 
(P<0.05). Besides, Complex I, III and IV activities and their subunit genes in heart were declined by inbreeding 
(P<0.05). Furthermore, the elevated activity and expression of Complex II in the heart may indicate that the ability 
to oxidize succinic acid and the level of aerobic metabolism in the crabs rose by breeding might because the 
dominant homozygous genes were accumulated during the family-based selective breeding programs. Therefore, it 
is clear that inbreeding gradually reduces the oxidative phosphorylation pathway and provides a reference for 
family-based selective breeding programs for P. trituberculatus. 
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