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摘　要：　岩牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｎｉｐｐｏｎａ）与长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ）是世界上２种重要的海产双壳经济贝类。两种牡蛎

形态相似，较易混淆，目前没有快速准确的鉴别方法。本研究采用ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术首次从分子水平上鉴定了岩牡蛎与长牡

蛎。利用通用引物与本研究开发引物扩增２种牡蛎的线粒体１６ＳｒＤＮＡ与ＣＯＩ基因片段，并对扩增出的目的基因片段进

行了测序。对测序结果进行限制性内切酶特异性位点分析，选取了同一种限制性核酸内切酶ＡｌｕＩ对ＰＣＲ产物进行酶切，

并用２．０％琼脂糖凝胶检测ＰＣＲ产物的酶切结果。结果表明，岩牡蛎与长牡蛎ＰＣＲ产物经ＡｌｕＩ酶切后产生了大小不同

的酶切片段，根据酶切图谱可有效鉴别岩牡蛎与长牡蛎。这种简单、可靠、经济的ＰＣＲ－ＲＦＬＰ鉴定方法，能够为岩牡蛎养殖

新品种的开发提供技术支撑。
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　　牡蛎是世界性广布种类，是我国乃至世界最重要
的海产经济贝类之一。２０１６年中国牡蛎养殖产量达

４８３万ｔ，居世界首位［１］。长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ）又
称太平洋牡蛎，是我国北方沿海最主要的养殖种类。

在北方海域长牡蛎的繁殖期在每年的５～８月，此时体
内大部分营养用于繁殖后代，体内糖原大量消耗，软体
部重量急剧减少，口感差，不宜供应市场。因此，牡蛎
养殖业亟需引进优良牡蛎新品种来供应夏季市场。

岩牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｎｉｐｐｏｎａ），又称夏牡蛎，属珍
珠贝目（Ｐｔｅｒｉｏｉｄａ）牡蛎科（Ｏｓｔｒｅｉｄａｅ），主要分布在日
本、韩国等东亚地区，具有抗病能力强、适应范围广、生
长速度快、产量高等特点。岩牡蛎产卵期在８～９月，

且有多批次放精产卵的特点，夏季体内糖原含量仍保
持在较高水平，味道较好，弥补了长牡蛎夏季产卵不能

上市的空缺，深受市场欢迎［２］。

为了丰富我国牡蛎的养殖种类，我们从日本引进
岩牡蛎进行人工育苗和良种选育。在引种繁育中发
现，岩牡蛎与长牡蛎成体区别明显，但稚贝不易区分。

由于牡蛎的外壳可塑性较强和分布区域的重叠性，仅
仅依据外部形态学特征鉴定牡蛎种类存在很强的主观

因素，这给牡蛎新品种的选育与养殖带来极大困难。

因此，迫切需要一种快速有效的鉴别岩牡蛎与长牡蛎
的技术方法。

聚合酶链式反应－限制性片段长度多态性分析
（ＰＣＲ－ＲＦＬＰ）技术是一种常用的快速简便分析物种组

成的方法［３］，与ＰＣＲ产物测序的序列对比鉴定方法相

比，其操作简单、快捷，节约成本。本研究基于岩牡蛎
与长牡蛎１６ＳｒＤＮＡ与ＣＯＩ基因片段开发了一种快速
高效的ＰＣＲ－ＲＦＬＰ鉴定技术，首次从分子生物学水平
上鉴别区分这２种重要的经济贝类。

１　材料和方法

１．１实验材料
实验所用的岩牡蛎与长牡蛎取自山东荣成养殖基

地。每种牡蛎各取壳高２～３ｃｍ的稚贝１８个个体，解
剖取闭壳肌，于－８０ ℃超低温冰箱保存，用于提取
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ＤＮＡ。

１．２ＰＣＲ扩增与测序
采用常规“酚—氯仿”抽提法提取样品基因组

ＤＮＡ，用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测所提取的ＤＮＡ 质
量，并用超微量分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ　２０００）测定

ＤＮＡ浓度，最终稀释至５０ｎｇ／μＬ。参照Ｐａｌｕｍｂｉ等
［４］

设计的引物（１６Ｓａｒ：５′－ＣＧＣＣＴＧＴＴＴＡＴＣＡＡＡＡＡＣＡＴ－
３′，１６Ｓｂｒ：５′－ＣＣＧＧＴＣＴＧＡＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＣＧＴ－３′），以
基因组ＤＮＡ为模板，扩增岩牡蛎和长牡蛎的１６ＳｒＤ－
ＮＡ片段。根据岩牡蛎（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＨＭ０１５１９８）
与长牡蛎（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＢ０３３６８７）线粒体ＣＯＩ的
相对保守区域，利用Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件设计出一对引物
序列 （ＣＯＩＹ－Ｆ：５′－ＣＴＡＴＴＡＧＡＡＡＴＡＴＧＣＧＧＴＣＴＧ－３′，

ＣＯＩＹ－Ｒ：５′－ＡＡＣＡＡＡＧＴＡＡＧＴＡＴＣＧＴＧＡＡＧ－３′），用
于扩增２种牡蛎的ＣＯＩ基因片段。ＰＣＲ反应体系为

１０μＬ：５０ｎｇ　ＤＮＡ，０．２５ＵＴａｑ　ＤＮＡ聚合酶，１μＬ　１０
×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ，０．８μＬ　ｄＮＴＰｓ，１μｍｏｌ／Ｌ 上下引物，

５．１５μＬ灭菌超纯水。ＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性

３ｍｉｎ；９４ ℃变性３０ｓ，５６ ℃（１６ＳｒＤＮＡ）或５４ ℃
（ＣＯＩ）退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３２个循环；７２℃
延伸５ｍｉｎ，４℃保存。取２μＬ　ＰＣＲ产物，经１．５％的
琼脂糖凝胶电泳成像检测。随机挑选部分个体的ＰＣＲ
产物送至青岛华大基因生物有限公司进行测序。

１．３ＰＣＲ－ＲＦＬＰ分析
测序得到的序列，运用软件Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗ 进行序列比

对。使用软件ＢｉｏＥｄｉｔ进行酶切位点的分析，最后选取
同一种内切酶ＡｌｕＩ对ＣＯＩ与１６ＳｒＤＮＡ基因片段进
行酶切。酶切反应体系为１０μＬ，包括５μＬ的ＰＣＲ产
物，０．５μＬ的限制性内切酶ＡｌｕＩ（５Ｕ；Ｔａｋａｒａ），１μＬ
的１０×ｂｕｆｆｅｒ酶切缓冲液，３．５μＬ的灭菌超纯水。酶
切反应体系在３７℃反应过夜，酶切产物用２．０％琼脂
糖凝胶电泳成像检测。

２　结果与分析

２．１ＰＣＲ扩增结果

ＰＣＲ扩增结果如图１和图２所示，岩牡蛎和长牡
蛎１６ＳｒＤＮＡ与ＣＯＩ均扩增出一条单一片段，未发现
其片段长度多态性。１６ＳｒＤＮＡ测序得到的片段大小
为５３０ｂｐ（见图１），ＣＯＩ测序得到的片段大小为６１４ｂｐ
（见图２）。

２．２序列比对结果与酶切位点
序列比对及酶切位点分析后发现，在长牡蛎１６Ｓ

ｒＤＮＡ扩增产物中距多核苷酸序列５′端的第４５７和

４５８位碱基之间的磷酸二酯键为限制性内切酶ＡｌｕＩ
酶 切位点（ＡＧＣＴ），而岩牡蛎１　６ＳｒＤＮＡ扩增产物有

２个ＡｌｕＩ酶切位点，分别在３７０和３７１碱基之间和

４０６和４０７碱基之间（见图３）。在长牡蛎ＣＯＩ扩增产
物中距多核苷酸序列５′端的第１０２和１０３位碱基间
的磷酸二酯键与第５７６和５７７位碱基间的磷酸二酯
键为内切酶ＡｌｕＩ酶切位点，岩牡蛎ＣＯＩ扩增产物只
有１个ＡｌｕＩ酶切位点，在第３７８和３７９碱基之间（见
图４）。

（１～４：长牡蛎；５～８：岩牡蛎；Ｍ：１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ。１～４：Ｃ．ｇｉｇａｓ；

５～８：Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａ；Ｍ：１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ．）

图１　长牡蛎和岩牡蛎１６ＳｒＤＮＡ
片段ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　１６ＳｒＤＮＡ　ｏｆ

Ｃ．ｇｉｇａｓ　ａｎｄ　Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａ

（１～４：长牡蛎；５～８：岩牡蛎；Ｍ：１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ。１～４：Ｃ．ｇｉｇａｓ；

５～８：Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａ；Ｍ．１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ．）

图２　长牡蛎和岩牡蛎ＣＯＩ
片段ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ

ＣＯＩ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ　ａｎｄ　Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａ

２．３酶切结果
限制性内切酶ＡｌｕＩ对岩牡蛎和长牡蛎的ＰＣＲ

扩增产物的酶切结果如图５和６所示，与预期酶切分
析结果一致。岩牡蛎１６ＳｒＤＮＡ片段酶切后得到３６、

１２４和３７０ｂｐ　３个片段，而长牡蛎１６ＳｒＤＮＡ扩增片
段经ＡｌｕＩ酶切后得到７３和４５７　２个片段（见图５）。

ＣＯＩ基因片段经ＡｌｕＩ酶切后，岩牡蛎产生２３６和３７８
２个片段，长牡蛎产生３８、１０２和４７４ｂｐ　３个片段（见
图６）。虽然有些酶切片段因为太小在琼脂糖凝胶成
像中显示模糊，但这并不影响将这２种牡蛎直观地区
分开来。
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（下划线标出的为ＡｌｕＩ酶切位点。Ｓｉｔｅｓ　ｏｆ　ＡｌｕＩ（ＡＧＣＴ）ａｒｅ　ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ　ｗｉｔｈ　ｓｉｎｇｌｅ　ｌｉｎｅｓ．）

图３　长牡蛎和岩牡蛎１６ＳｒＤＮＡ序列比对结果及酶切位点

Ｆｉｇ．３　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ－ｓｉｔｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ　ｉｎ　１６ＳｒＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ　ａｎｄ　Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａ

３　讨论

岩牡蛎是正在开展全人工繁育的牡蛎养殖新品

种，具有较高的经济价值。在引种繁育阶段，牡蛎物种
的鉴定十分重要。牡蛎品种出现混杂，会直接影响人
工育苗效果。由于牡蛎外部形态特征（如贝壳形状）常
随栖息环境的不同而发生很大的改变，依据传统形态
分类的方法对其进行物种鉴定存在很大困难。随着科
学技术的发展，分子生物学技术的广泛应用解决了此
类难题。在以前的研究中，多种分子生物学技术已经
应用到牡蛎的物种鉴别中，包括测序［５］，变性梯度凝胶
电泳（ＧＤＤＥ）［６］，特异性多重ＰＣＲ［７］，高分辨率熔解曲
线（ＨＲＭ）［８］等技术。上述方法通常成本较高，或操作
繁琐，或设备昂贵，对操作人员技术要求较高。

ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术是在ＰＣＲ和ＤＮＡ序列分析基础
上发展产生的ＲＦＬＰ技术，因方法简单、快捷、成本较
低，已广泛应用于水产经济物种的分析鉴定。例如，

Ｓｕｍａｔｈｉ等［９］利用ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术成功鉴定了５种石
斑鱼；庄怡等［１０］利用 ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术成功鉴定鲫鱼６
个不同品系；文菁等［１１］利用开发的ＰＣＲ－ＲＦＬＰ方法成
功鉴定了１６种经济海参；Ｐｉｅ等［１２］利用ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技
术快速鉴定了巴西海岸３种重要的养殖牡蛎。
线粒体ＤＮＡ作为真核细胞的核外遗传因子，结构

简单，易于分离，进化速度比核ＤＮＡ快，已广泛应用于
水产动物的种类鉴别中［１３－１４］。线粒体 ＤＮＡ 中，１６Ｓ
ｒＤＮＡ与ＣＯＩ基因片段保守性相对较高，引物可以种
间通用，是种类鉴别中常用的基因片段。本研究选用

Ｐａｌｕｍｂｉ等［４］开发的一对通用引物在２种牡蛎中成功
扩增出一条５３０ｂｐ的１６ＳｒＤＮＡ基因片段，同时设计
筛选了一对特异性引物，在岩牡蛎与长牡蛎中成功扩
增出一条长６１４ｂｐ的线粒体ＣＯＩ片段，ＰＣＲ产物被限
制性内切酶Ａｌｕ　Ｉ酶切后，经琼脂糖凝胶电泳成像显示
出大小不同的酶切片段，成功将岩牡蛎与长牡蛎鉴别
出来。随机挑选了岩牡蛎与长牡蛎各８个个体进行了
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测序，测序结果与酶切实验结果一致，未发现酶切位点
突变个体，验证了本研究ＰＣＲ－ＲＦＬＰ鉴定方法的可行
性与可靠性。
本研究基于线粒体ＤＮＡ　ＰＣＲ－ＲＦＬＰ技术开发出

的岩牡蛎与长牡蛎鉴定方法操作简单，仅仅需要ＰＣＲ

扩增目的基因片段，经特异性内切酶酶切、电泳后，即
可有效鉴别岩牡蛎与长牡蛎。鉴定结果准确可靠，有
利于节约成本，提高牡蛎样品的鉴定效率，同时为岩牡
蛎养殖新品种的开发提供了技术手段。

（下划线标出的为ＡｌｕＩ酶切位点。Ｓｉｔｅｓ　ｏｆ　ＡｌｕＩ（ＡＧＣＴ）ａｒｅ　ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ　ｗｉｔｈ　ｓｉｎｇｌｅ　ｌｉｎｅｓ．）

图４　长牡蛎和岩牡蛎ＣＯＩ序列比对结果及酶切位点

Ｆｉｇ．４　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ－ｓｉｔｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ　ｉｎ　ＣＯＩ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ　ａｎｄ　Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａ
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增刊Ⅱ 刘凯凯，等：岩牡蛎和长牡蛎的线粒体ＤＮＡ　ＰＣＲ－ＲＦＬＰ快速鉴定

（１～２：岩牡蛎；３～４：长牡蛎；Ｍ：１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ。１～２：Ｃ．ｎｉｐ－

ｐｏｎａ；３～４：Ｃ．ｇｉｇａｓ；Ｍ：１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ．）

图５　长牡蛎和岩牡蛎１６ＳｒＤＮＡ酶切结果

Ｆｉｇ．５　ＲＦＬＰ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｏｆ　１６ＳｒＤＮＡ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ　ａｎｄ

Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａａｆｔｅｒ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＡｌｕⅠ

（１～２：岩牡蛎；３～４：长牡蛎；Ｍ：１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ。１～２：Ｃ．ｎｉｐ－

ｐｏｎａ；３～４：Ｃ．ｇｉｇａｓ；Ｍ：１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ．）

图６　长牡蛎和岩牡蛎ＣＯＩ酶切结果

Ｆｉｇ．６　ＲＦＬＰ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｏｆ　ＣＯＩ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ　ａｎｄ
Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａａｆｔｅｒ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＡｌｕⅠ

４　结语

本研究基于岩牡蛎与长牡蛎１６ＳｒＤＮＡ与ＣＯＩ基
因片段开发了一种快速高效的ＰＣＲ－ＲＦＬＰ鉴定方法。
利用通用引物与本研究开发引物扩增２种牡蛎的线粒
体１６ＳｒＤＮＡ与ＣＯＩ基因片段，应用同一种限制性核
酸内切酶ＡｌｕＩ对ＰＣＲ产物进行酶切，并对酶切产物
进行琼脂糖凝胶电泳。根据酶切图谱可有效鉴别岩牡
蛎与长牡蛎。这种简单、可靠、经济的ＰＣＲ－ＲＦＬＰ鉴定
方法，能够为岩牡蛎养殖新品种的开发提供技术支撑。
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ｃｉｅｓ　ｏｆ　ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｗｏｒｌｄ．Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａａｎｄ　Ｃ．ｇｉｇａｓ　ａｒｅ　ｓｉｍｉｌａｒ　ｉｎ　ｓｈｅｌｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ａｎｄ　ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ　ｔｏ
ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｅ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ．Ｔｈｅｒｅ　ｗａｓ　ｎｏ　ｑｕｉｃｋ　ａｎｄ　ｒｅｌｉａｂｌｅ　ｍｅｔｈｏｄ　ｔｏ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｅ　ｔｈｅｓｅ　ｔｗｏ　ｏｙｓｔｅｒｓ．
Ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ，ｗｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ　ａ　ＰＣＲ－ＲＦＬＰ　ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｒａｐｉｄ　ａｎｄ　ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａａｎｄ
Ｃ．ｇｉｇａｓ　ａｔ　ｔｈｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｌｅｖｅｌ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｔｉｍｅ．Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　１６ＳｒＤＮＡ　ａｎｄ　ＣＯＩ　ｇｅｎｅｓ　ｗｅｒｅ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ　ｕｓｉｎｇ　ｔｈｅ　ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｎｅｗｌｙ　ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｔａｒｇｅｔ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ｗｅｒｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ　ａｎｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｗｅｒｅ　ｆｕｒｔｈｅｒ　ａｎａｌｙｚｅｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｓｔｒｉｃ－
ｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｓｏｆｔｗａｒｅ．Ｔｈｅ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｗａｓ　ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ　ＡｌｕＩ　ａｎｄ
ｔｈｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔ　ｗｅｒｅ　ｅｘａｍｉｎｅｄ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｉｎ　２％ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ．Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｏｆ　１６ＳｒＤＮＡ　ａｎｄ
ＣＯＩ　ｗｉｔｈ　ＡｌｕＩ　ｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ｄｉｓｔｉｎｃｔ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｆｏｒ　Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａａｎｄ　Ｃ．ｇｉｇａｓ，ａｌｌｏｗｉｎｇ　ａ　ｃｌｅａｒ　ｉｄｅｎ－
ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｉｎ　ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ，ｔｈｉｓ　ｓｉｍｐｌｅ，ｒｅｌｉａｂｌｅ　ａｎｄ　ｃｏｓｔ－ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｍｅｔｈｏｄ　ｃａｎ　ｐｒｏｖｉｄｅ　ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　ｓｕｐｐｏｒｔ　ｆｏｒ
ｔｈｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｃ．ｎｉｐｐｏｎａ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：　Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｎｉｐｐｏｎａ；Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ；ｍｔＤＮＡ；ＰＣＲ－ＲＦＬＰ；ｓｐｅｃｉｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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