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Abstract 
Two kinds of new oyster species (C. zhanjiangensis and C. dianbaiensis) were identified recently in 
the South China Sea. However, there was no identification method that could distinguish the two new 
oyster species except barcode gene sequencing. In this study, we aimed to develop a new identifica-
tion method for the two new oyster species based on HRM. Amplifying the COI sequence by PCR, the 
HRM analysis was employed to distinguish the different species. One pair of HRM primers were 
screened out which could identify the two new oyster species accurately. Sanger sequencing certified 
that this method was accurate and simple which can be easily used in laboratories or aquaculture 
departments. This method is of great significance to further genetic study and aquaculture of oyster. 
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摘  要 

最近在我国南海沿岸一带发现两种新的牡蛎物种湛江牡蛎(C. Zhanjiangensis)和电白牡蛎(C. Dian-
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baiensis)。除了对条形码基因测序外，这两种牡蛎很难用以往的物种鉴定方法区分。本研究拟开发一种

基于高分辨率熔解曲线(HRM)的新的区分这两种新牡蛎物种的方法。设计引物扩增该两种牡蛎条形码基

因COI(细胞色素C氧化酶I基因)序列显著差异片段，并利用HRM技术对扩增片段进行精细区分从而区分物

种信息。结果我们筛选到一组引物能够有效区分这两种牡蛎新物种。经验证该方法精确有效，简单易行，

是一般实验室或水产生产单位易于掌握推广的方法。为进一步研究牡蛎物种遗传信息和牡蛎养殖具有重

要意义。 
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1. 引言 

牡蛎(oyster)是重要的海水养殖资源，全世界每年牡蛎养殖量十分巨大，是产量最大的海洋水产养殖

动物(FAO; http://www.fao.org)，我国牡蛎的养殖量一直居于世界前列。牡蛎种质资源的多样性是保障养

殖高产的重要生物资源。我国境内海域已逐渐发现并鉴定了多种牡蛎物种，不同物种间可能存在生殖隔

离，优势养殖性状等现象[1] [2]。因此，物种鉴定是牡蛎基础研究，生产养殖的首要的基础步骤。目前在

我国境内分布最为广泛的牡蛎物种，包括 Crassostrea hongkongensis；Crassostrea ariakensis；Crassostrea 
angulata；Crassostrea sikamea；和 Crassostrea gigas 等已经有比较成熟的物种鉴定方法[3] [4]。最近中国

科学院南海海洋研究所在中国南海地域发现两种新的牡蛎物种 C. zhanjiangensis 和 C. dianbaiensis；目前

除了条形码基因测序(包括 COI 基因(mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I)和 ITS 基因(internal 
transcribed spacer)等)还没有相应的简单易行的鉴定区分方法[5] [6]。本研究拟结合条形码基因序列信息和

高分辨率熔解曲线技术开发一种能够精确区分该两种新发现牡蛎物种的简单易行的方法。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验样本材料 

收集广东省湛江市，茂名市电白区以及海南省清澜港海域沿岸地区的野生牡蛎样本作为候选实验材

料，样本采集地点以及数量见图 1。 

2.2. 样本 DNA 提取与物种确认 

将采集到的样本全部取样闭壳肌利用无水乙醇保存，然后利用基因组 DNA 提取试剂盒提取基因组

DNA，并利用凝胶电泳检测 DNA 质量。随机在上述 3 各地点各选取 5 个样本，利用 COIL1490 
(GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG)和 COIH2198(TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA)引物[5] 
[6]对 COI 基因进行 PCR 扩增后利用 Sanger 测序后与 NCBI 标准序列比对确认物种信息。在每个物种选

取一个样本作为标准对照样本参与后续物种鉴定实验。 

2.3. 高分辨率熔解曲线(HRM)引物设计与筛选 

将两种牡蛎新物种 C. zhanjiangensis 和 C. dianbaiensis 的 COI 基因进行序列比对，筛选能够区分两 
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Figure 1. Location and quantity of oyster sample collection 
图 1. 牡蛎样本采集地点与数量 

 
物种的序列片段，并针对其设计相关引物。引物设计满足以下要求：1) 扩增产物长度在 40~150 nt 之间；

2) 扩增子尽量有多个碱基差异，G+C 含量差异明显，以满足不同物种扩增子退火温度有明显差异；3.引
物中也尽量避免多态性位点，以确保引物扩增效率和通用型。 

利用基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增，优化退火温度和反应条件获取最优的扩增效率；然后利用

聚丙烯酰氨凝胶电泳检测扩增产物，选取扩增效率好，电泳条带单一的引物进行下一步 HRM 分型实验。 

2.4. HRM 分型检测 

以已知物种信息样本的基因组 DNA 为模板，利用上述筛选出的引物组合进行 PCR 扩增。同时添加

已知物种信息的两个样本作为标准参照。然后在扩增产物中添加 LCgreen 饱和核酸染料，利用 PCR 仪进

行 95℃高温变性后冷却到室温。然后利用 Lightscanner 96 (Idahol，USA)对 PCR 产物进行高分辨率熔解

曲线检测，温度变化范围设定为 40℃~98℃，温度变化速率为 0.1℃每秒。根据荧光信号转化后的熔解曲

线区分不同物种。 

2.5. 准确性验证 

以未知物种信息的样本基因组 DNA 为扩增模板，利用上述筛选的引物组合经过 PCR 扩增后利用

Lightscanner 96 分析熔解曲线。在 HRM 熔解曲线不同的牡蛎新物种样本中随机挑选 3 个样本，用上述

COI 基因扩增引物进行 PCR 扩增后进行 Sanger 测序，确认上述方法的准确性。 

3. 实验结果 

3.1. 引物设计与筛选 

两种牡蛎新物种 C. zhanjiangensis 和 C. dianbaiensis 的 COI 基因序列信息比对后选取两物种序列碱基

信息差异明显的片段设计引物。采用多条前后引物组合的方式对同一片段区域进行扩增，从而增加高扩

增效率引物筛选几率。引物扩增区域与引物组合情况如图 2。 
根据上述 COI 基因序列设计引物共计 5 组(表 1)，经过筛选后有两组引物(ZD-1，ZD-3)扩增效率和特 
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Figure 2. Primers design. The sequence of COI genes of C. zhanjiangensis 
(upper) and C. dianbaiensis (lower) are blast. The boxes and different letter 
colors are represent different primers; the background letters show the differ-
ence base between the two species 
图 2. 引物设计示意图。上下比对的两条序列分别为 C. zhanjiangensis 和
C. dianbaiensis部分COI基因序列。方框与颜色不同字体均表示不同引物，

背景字体显示序列碱基差异 
 
Table 1. Primer sequence information 
表 1. 引物序列信息 

引物编号 序列信息 

ZD-F 5'-CGTTTGAATGCGTTTAGGTT-3' 

ZD-R1 5'-AGTAAGTAGACAGAGGTGGGT-3' 

ZD-R2 5'-CCGCTTTCCACAAGGTTAG-3' 

ZD-R3 5'-ATAGTCCACCCAGCACCAAC-3' 

ZD-R4 5'-AGTCCACCCAGCACCAACCC-3' 

ZD-R5 5'-CCACCCAGCACCAACCC-3' 

ZD-F 为前引物，ZD-R 为后引物，前后引物分别组成 5 组引物组合。 
ZD-F: front primer; ZD-R: reverse primer. All the primers comprise 5 sets PCR primers. 
 
异性符合 HRM 要求。 

3.2. HRM 检测 

利用 HRM 分析上述两组引物，结果显示引物组合 ZD-1 的熔解曲线峰图复杂，不利于正确判读分型

(图 3(a))。而引物组合 ZD-3 的熔解曲线峰型简单，所有熔解曲线都汇集成 2 束，并且每束熔解曲线 Tm
差异明显，易于分型判读(图 3(b))。 

3.3. 测序验证 

引物组合 ZD-3 扩增多个未知物种信息的牡蛎样本后呈现 3 种不同熔解曲线(图 3(c))。在三种熔解曲

线不同的样本中分别随机选取 3 个样本的 PCR 产物 Sanger 测序后进行序列比对。发现熔解曲线与标准样

本聚为一束的样本跟标准样本物种信息相同，另外一束熔解曲线的样本(蓝色曲线)为我国南方较为普遍的

香港巨牡蛎(C. hongkongensis)。 

4. 讨论 

物种鉴定是一项系统工程，也是各种生命科学分类、研究、生产的先决条件之一。随着科技进步，

目前的物种鉴定一般都建立在分子生物学基础上，大多的鉴定方法都以稳定的遗传物质为主要的鉴定依

据。COI 基因因为广泛存在于大多数生命体中，并且序列信息在物种存在适度的变异，在个体间十分保 
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(a) 

 
(b) 

 
(c) 

Figure 3. Melting caves of COI sequence. (a) melting caves of ZD-1; (b) melting caves of ZD-3; (c) melting 
caves of ZD-3 with unknown species 
图 3. COI 基因片段熔解曲线。(a) ZD-1 熔解曲线；(b) ZD-3 熔解曲线；(c) ZD-3 扩增未知样本后熔解曲

线 
 
守，而在多种近缘物种的识别鉴定中被广泛采用做物种鉴定的条形码基因[2] [7] [8]。 

牡蛎因为其外形受生活环境、空间的影响比较大，并且营养条件和水温等生活条件也能够影响其外
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形[9]。所以无论在基础科学研究还是在水产育种、养殖等过程中，物种鉴定都是首要步骤。以往在我国

境内发现的最为普遍的五种牡蛎除了条形码基因测序以外已经有比较成熟的分型方法[3] [4]。而目前除了

条形码基因测序外，尚没有方法快捷方便的分型鉴定最近新发现的两种牡蛎新物种 C. zhanjiangensis 和

C. dianbaiensis。 
HRM 技术是以利用核酸序列差异引起双链结构的退火温度差异而区分不用序列片段为核心的核酸

研究技术。因为其能够检测到单个核苷酸差异的精度水平而被开发成为多种针对核酸序列差异的研究技

术，广泛应用于单核苷酸多态性(SNP)检测，扩增产物特异性检测，遗传鉴定等等方面。近年来发展了多

种改进方法，大大拓展了 HRM 的精度和利用范围，也已在物种鉴定中得到广泛应用[10] [11] [12]。 
本研究结合 HRM 技术和 COI 基因序列片段的差异区分这 2 种牡蛎新物种；筛选出一组引物组合，

能够借助直观的熔解曲线准确快速的识别鉴定 C. zhanjiangensis 和 C. dianbaiensis。该方法无需借助测序

仪等大型仪器，仅需针对 PCR 扩增产物进行 HRM 分析即可完成 C. zhanjiangensis 和 C. dianbaiensis 的区

分鉴定，可大大节省成本。而且该方法建立在 COI 序列差异基础上，可保障鉴定依据的准确性。此外，

该方法借助能够区分单个核苷酸差异的 HRM 技术，保障了该方法的精确性，本实验中该方法对 C. 
zhanjiangensis 和 C. dianbaiensis 样本的区分准确率为 100%。结合之前我国 5 种常见的牡蛎物种的鉴定方

法[3] [4]，可以有效地区分鉴定我们境内目前发现的牡蛎物种。 

5. 结论 

本研究提出的基于 HRM 技术可区分鉴定 C. zhanjiangensis 和 C. dianbaiensis 的方法是一种精确、简

单并适合中小型实验室和水产养殖公司等生产应用场所的牡蛎物种鉴定方法，对展开牡蛎分子遗传研究

与助力水产养殖均有重要意义。 
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