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摘要$ 部分双壳贝类的线粒体遗传方式不同于标准的母系遗传" KL-#! 被称为双单性遗传现象"+M-#&

池蝶蚌"10*#(2&#&&3",%/%,###是淡水双壳贝类! 是否存在双单性遗传现象’ 本文采用普通 NOP扩增(

KQ,R=SM5测序及软件拼接获得了雄性池蝶蚌线粒体基因组"以下简称 QG=>T+5;#全序列! 并与本实

验室已报道的雌性池蝶蚌线粒体基因组全序列进行差异性分析& 结果表明! 雄性和雌性 QG=>T+5;全

长分别为 $’ &*$ UV 和 $’ &/& UV! 雄性比雌性长 "" UV! 雌雄线粒体基因组成与排列顺序一致& 各蛋白

编码基因的碱基数目均一致! 碱基转换率为 $W#$X )(W/%X! 颠换率为 #W##X )#W*"X! 氨基酸差异

率为 #W##X )&W/’X% 其中! !45$ 基因变异率为 "W("6% !45" 基因碱基变异率最高! 达 (W’#6! 雄

性 !45" 的 /Y末端没有出现编码延伸区& 雄性 $"K ZP5;基因发生 ’ UV 的碱基转换! 差异率为 #W*X%

$*K ZP5;基因比雌性长 & UV! 碱基差异率仅为 $W"X& 雌雄 TP5;=Q@G均位于 Q链上! 介于 !45" 与

78/ 之间! 没有出现位置的差异性& 雌雄 QG=>T+5;的非编码区共有 "0 个 $ )/&/ UV 的片段! 但未见

控制区& 在 TP5;=SAJ 与 TP5;=RBZ间有一段长 /&/ UV 的非编码区存在蛋白质翻译功能! 但非雄性特异

性蛋白& 以 !45$ 基因建立系统进化树! 池蝶蚌和三角帆蚌"193):#$/###聚在一起! 而含有双单性遗

传现象的无齿蚌属的 ;0/+$(<($ /*+$<#&(小方蚌亚科的 =%$)&>+3($3"+ %,,#2&#-(*:#&及小方形蚌属的

?)+<*),+ @)+<*),+ 三者雄性聚为一支! 雌性聚为一支& 因此! 雌雄池蝶蚌线粒体存在一定的差异性! 但

其差异要比其他具有双单性遗传现象的淡水双壳类小得多! 且池蝶蚌线粒体遗传可能不存在双单性遗

传现象&
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UHTbHHC TEH>?AH?C_ ‘H>?AH.REHZHb?GC6HeTZ?>?AHGHIJHC3H6‘?/YO=THZ>@CJG36_6C HeTHCG@6C 6‘!45".

$"K ZP5;DHCH6‘>?AH36CT?@CH_ ’ UV TZ?CG@T@6C ?C_ TEHZ?T@6b?G6CAB#W*X% $*K ZP5;6‘>?AHb?G& UV

A6CDHZTE?C TE?T6‘‘H>?AH?C_ TEHTZ?CG@T@6C Z?T@6b?G$W"X.REHA63?T@6C 6‘TP5;=Q@Gb?GTEHG?>HUHTbHHC
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! ! 动物线粒体 +5;">@T63E6C_Z@?A+5;!
>T+5;#一直被认为是严格母系遗传的! 目前
在双壳纲贝类中发现存在另一种特殊 的
>T+5; 遗 传***双 单 性 遗 传 " _6JUAB
JC@V?ZHCT?A@CEHZ@T?C3H! +M-#& 这种遗传方式
使后代中雌性的 >T+5;只来自母系 "‘H>?AH=
TZ?CG>@TTH_! fTBVH#! 与严格的母系遗传相似%

而雄性的 >T+5;来自双亲! 在体细胞中存在 f

型 >T+5;! 在精巢中存在父系 >T+5;">?AH=
TZ?CG>@TTH_! LTBVH# "QH6E HT?A.$&&$#& 目前
仅在海洋贝类翼形亚纲贻贝目(异齿亚纲帘蛤
目和淡水贝类蚌目中发现! 这种遗传现象被认
为是性别连锁的线粒体遗传! 它与性别分化存
在着一定的联系"OJZ6AHHT?A."##’#& 陈玲等
""#$"#对具有双单性遗传现象的背瘤丽蚌
"B+:2*(>),+ ,%+##f型线粒体基因组进行全序
列分析! 并与已报道的 * 种具有双单性遗传现
象的淡水蚌类 f型线粒体基因组进行了比较%

OE?cZ?U?ZT@等 " "##* # 分析了小方蚌亚科的
=%$)&>+3($3"+ %,,#2&#-(*:#&! 具有 ’’’ UV 的雄性
特异性 !45" 基因的 /Y编码延伸区! 蛋白质印
迹及免疫组化分析显示该 O=末端延伸区蛋白
只在雄性性腺中表达! 是该物种具有双单性遗
传现象的一个典型特征& K6Z6c?""##0#分析背
角无齿蚌 "G$(<($>+ H((<#+$+# !45$ 基因特
征! 确定背角无齿蚌具有双单性遗传现象& 池
蝶蚌 "10*#(2&#&&3",%/%,###也属淡水贝类蚌目!
其线粒体是否也存在双单性遗传现象’ 本文拟
采用普通 NOP扩增(KQ,R=SM5测序(软件拼
接获得雄性池蝶蚌线粒体基因组全序列! 并与
雌性池蝶蚌线粒体基因组全序列"Q[*%$%#*#
进行差异性比较分析! 以期为进一步研究淡水
珍珠蚌线粒体基因双单性遗传方式和种质资源
保护奠定基础&

;<材料与方法
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;=;<样本采集"性别鉴定及其总 !>2的提取
池蝶蚌采自江西省抚州市国家级池蝶蚌良种
场! 选取性成熟且发育良好的池蝶蚌! 用针管
沾取少量性腺组织在显微镜下进行雌雄鉴定&
取新鲜精巢组织 ’# )$## >D! 参照酚氯仿抽提
方法提取总 +5;! 并保存于 d0#g备用&
;=?<线粒体全序列的 @AB扩增及测序<在
5O:-中查找双壳贝类线粒体全序列! 通过
OAJGT?A\ 软 件 比 对 三 角 帆 蚌 " 10*#(2&#&
3):#$/##! f8’"&$0* #( 褶 纹 冠 蚌 " !*#&>+*#+
2,#3+>+! f8&0*/#"#及其他珠蚌科物种的核苷酸

序列& 在相对保守的区域! 运用 ,A@D6*W# 软
件设计可以覆盖池蝶蚌线粒体基因全序列的引
物"表 $#! 确保相邻两引物之间的重叠区域在
$## UV 以上& 使用 $( 对引物扩增出线粒体全
长序列& NOP反应体系为 ’# #A! 含模板 +5;
$## CD! $# hNOP缓冲液 ’ #A! $# #>6A19引物
各 $ #A! $# >>6A19_5RNL@e$ #A! ZI+@聚合
酶 " M! 灭菌水补足至 ’# #A& 反应条件为 &’g
预变性 ’ >@C! &%g变性 /# G! ’# )*#g退火
/# G! ("g延伸 $ >@C! /’ 个循环! 最后 ("g延
伸 $# >@C& NOP产物经 #W0X的琼脂糖凝胶电泳

表 ;<雄性池蝶蚌线粒体基因全序列扩增所用的引物
C+$%-;<@,)8-,3#3-6)(.0-+8*%)4)1+.)"("4.0-1"8*%-.-8)."10"(6,)+%D-("8-"48+%-!"#$%&’$’’()*+,+*$$
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检测! 确认获得条带大小在 0## )$ *## UV 之
间的目的片段! 采用胶回收试剂盒纯化目的片
段! 转入大肠杆菌 "D&3"%*#3"#+ 3(,## +Q’$感
受态细胞! 筛选克隆送上海生工生物技术服务
有限公司测序&
;=E<全序列的拼接"分析及提交<测序结果通
过 :9;KR检索";ATG3EJAHT?A.$&&(#! 确定序
列与 SHC:?Cc 中所收录的双壳贝类相应区段
有较高同源性后! 用 OAJGT?Ai软件"RE6>VG6C
HT?A.$&&(#对所得序列进行编辑和排序比对!
并用 K<;j-<\ 人工手动排检! 最后使 用
+5;KR;P对所得的所有序列进行拼接! 得到
基因组全序列& 经 KHIJ@C (W& 注释后提交
SHC:?Cc ";33HGG@6C 56.Q[*%$%#(#&
;=F<雌雄池蝶蚌线粒体基因序列比较分析 将
所获得的雄性池蝶蚌线粒体基因全序列! 与雌
性池蝶蚌线粒体基因全序列"Q[*%$%#*#进行
基因特征(蛋白编码基因(TP5;=Q@G基因(非编
码区差异性比较! 以 !45$ 基因采用邻接法构

建系统进化树! 分析池蝶蚌线粒体遗传是否存
在双单性遗传现象&

?<结果与分析

?=;<G3H8.!>2序列特征与蛋白质编码基因
雌雄 QG=>T+5;序列测序过程中未见 +套峰,
现象! NOP产物具备同质性& 雄性 QG=>T+5;
全长为 $’ &*$ UV! 雌性 QG=>T+5;全长为
$’ &/& UV "Q[*%$%#*#! 雄性序列总长比雌性
长"" UV! 基因组成及排列顺序与雌性一致! 包
括 $/ 个蛋白质基因("" 个 TP5;(" 个 ZP5;基
因和 "0 个长度为 $ )/&/ UV 不等的非编码区!
除 78/ )78’( 78%B( GI;*( 完整 的 GI;0(
!45$ )!45/ 及 TP5;=+(TP5;=Q在 Q链编码
外! 其他基因均在 9链上编码&

雌雄 QG=>T+5;$/ 个蛋白质编码基因总
长均为 $$ $#& UV! 编码 / *&# 个氨基酸& 各蛋
白编码基因的碱基数目均一致! 碱基转换(颠
换及编码氨基酸的差异性结果见表 "& 蛋白质

表 ?<池蝶蚌线粒体 ;E 个蛋白质编码基因雌雄间的碱基及氨基酸差异
C+$%-?<C0-(#1%-".)6-+(6+8)(" +1)636)I-,D-(1-"4.0-*,".-)(H1"6)(D D-(-3"48)."10"(6,)+%D-("8-

$-.:--(8+%-+(64-8+%-!"#$%&’$’’()*+,+*$$
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编码基因出现的碱基转换率 为 $W#$X )
(W/%X! 颠换为 #W##X )#W*"X! 蛋白编码基
因总变异率仅为 "W%&X& 在密码子第一位上!
转换及颠换均处于较低水平! 仅 78$ 和 78*
出现碱基的颠换& 氨基酸差异性为 #W##X )
&W/’X! 变异率最高的为 78" 基因! 最低的为
78/ 基因&

与雌性 QG=>T+5;相比! 雄性 !45$ 基因
碱基变异率为 "W("X! 出现 /( 个转换位点和
’ 个颠换位点"表 "#& !45" 基因是碱基变异
率最高的基因! 达 (W’X! 出现 ’# 个转换位点
和 $ 个颠换位点! 但雌雄池蝶蚌 !45" 基因长
度一致! 为 *0$ UV& 且在雄性池蝶蚌 !45" 的
/Y末端没有出现编码延伸区&
?=?<.B>2HG)3基因位置<与雌性池蝶蚌一
样! 雄性池蝶蚌拥有 "" 个 TP5;! 长度在 *$ )
(# UV 之间! 总长为 $ %#’ UV& 碱基含量! ;为
/%W#X( R 为 "0W#X( S 为 $0W*X( O 为
$&W’X& 雌 雄 间 TP5; 碱 基 变 异 率 仅
为 #W*%X&

利用在线分析软件 TP5;=K3?C aHT$W"$ 对
雌雄线粒体全基因组进行 TP5;分析! 雌雄
QG=>T+5;都存在 TP5;=Q@G结构! 该序列在雌
雄间只存在一个核苷酸的差异! 位于 Q链上!
介于 !45" 与 78/ 之间! 雌雄间没有出现位置

的差异性&
?=E<,B>2<与雌性相比! 雄性线粒体 $"K
ZP5;基因发生 ’ UV 的碱基转换! 差异率为
#W*X! 处于低水平& 雌雄 $*K ZP5;基因的差
异性 较 大! 雄 性 $*K ZP5; 基 因 长 度 为
$ /#% UV! 比雌性长 & UV& 碱基含量! R为
"%W$X( O 为 "/W’X( ; 为 /*W*X( S 为
$’W0X& 总共在 $* 个位点产生碱基转换! 雌
性 *&& UV 之后! 雄性插入 $ 个 R! $ "%( UV 位
置缺失一个 ;R& 在雄性 ’(" UV 后! 插入一个
R;;;;;;;;O序列! 形成两个 R;;;;;;;;O
串联重复序列"图 $#&
?=F<非编码区控制区及开放阅读框<雄性线
粒体 +5;的非编码区共有 "0 个 $ )/&/ UV 的
片段! 总长度为 $ /%$ UV! 比雌性长 $" UV& 碱
基含 量! ; 为 /0W$X( R为 "’W%X( O 为
"0W0X(S为 (W(X! ;kR为 */W’X! 略高于
雌性的 *"W’X& 非编码区多于 $## UV 的区域
有 * 个! 比雌性多 $ 个& 在非编码区中未见控
制区&

使用 5O:-中的开放阅读框在线软件预测
/&/ UV 的非编码区! 其编码 0( 个氨基酸残基
的多肽 "图 "#& 利用在线软件 NZH_@3TNZ6TH@C
预测其具 $螺旋结构! 通过 5O:-的 :A?GTV 功
能搜索! 其与跨膜蛋白有同源性! 但同源性较

图 ;<池蝶蚌雌雄线粒体 ;JK,B>2基因序列碱基差异
L)D=;<C0-(#1%-"$+3-6)I-,D-(1-"4.0-;JK,B>2D-(-3$-.:--(4-8+%-

+(68+%-8)."10"(6,)+%D-("8-"4!"#$%&’$’’()*+,+*$$
f.雌性% L.雄性% ! 表示碱基相同% d表示碱基缺失% " 表示串联重复序列&

f.fH>?AH% L.L?AH% +!, REHG?>HCJ3AH6U?GH% + d, REHZH@GC6CJ3AH6U?GHEHZH% +", R?C_H>ZHVHT@T@aHGHIJHC3H.
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图 ?<雌雄池蝶蚌线粒体 .B>2H7%#与 .B>2HC&,之间的非编码区推测的氨基酸序列
L)D=?<28)(" +1)63-M#-(1-3"4.0-*".-(.)+%*-*.)6-3-(1"6-6$& #(+33)D(-6,-D)"()(4-8+%-

+(68+%-8.!>2"4!"#$%&’$’’()*+,+*$$
f.雌性% L.雄性% ! 表示氨基酸序列相同% + $, 表示同种性质的氨基酸% +., 表示不同种性质的氨基酸&

f.fH>?AH% L.L?AH% +!, REHG?>H?>@C6?3@_% + $, REHG?>HVZ6VHZT@HG6‘?>@C6?3@_% +., 56TTEHG?>HVZ6VHZT@HG

6‘?>@C6?3@_.

图 E<基于 -./; 基因的邻接法分子系统进化树的构建
L)D=E<5"%-1#%+,*0&%"D-(-.)1.,--$+3-6"(-./; D-(-3:+31"(3.,#1.-6

$& (-)D0$",HN")()(D 8-.0"6
各枝上数值表示进化枝的遗传距离& f.雌性% L.雄性% 10*#(2&#&&3",%/%,##9池蝶蚌% 10*#(2&#&3):#$/##9三角帆蚌%

?)+<*),+ @)+<*),+9小方形蚌属物种% B+:2&#,#&(*$+>+9射线佩饰真珠蚌% =%$)&>+3($3"+ %,,#2&#-(*:#&9小方蚌亚科物

种% ;0/+$(<($ /*+$<#&9无齿蚌属物种% !*#&>+*#+ 2,#3+>+9褶纹冠蚌% J0>#,)&%<),#&9紫贻贝&

j?AJH@C HaHZBUZ?C3E >H?CGDHCHT@3_@GT?C3H@C 3A?_H.f.fH>?AH% L.L?AH.

低& 在此区域! 雌雄池蝶蚌仅有 / 个氨基酸序
列差异&
?=O<雌雄池蝶蚌 -./; 基因系统进化<以
!45$ 基因建立雌雄 QG=>T+5;!45$ 系统进化
树! 池蝶蚌和三角帆蚌聚在一起! 而含有双单
性遗传现象的小方蚌亚科的 =9%,,#2&#-(*:#&(小
方形蚌属的 ?9@)+<*),+ 及无齿蚌属的 ;9
/*+$<#&雄性的 !45$ 基因聚为一支&

E<讨<论

在海洋贝类贻贝属中具有双单性遗传的物
种中! f与 L型线粒体间遗传变异率在 "X )
"$X之间! 而在淡水贝类的珠蚌科! f与 L型
线粒体间遗传变异率在 "0X )/%X 之间
"K6Z6c?"##0#! +6J3HT=:H?JVZl等""#$##认为
"0X )/%X的变异率是保守值! 在小方蚌亚科
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的 =9%,,#2&#-(*:#&(小方形蚌属的 ?9@)+<*),+(
无齿蚌属的 ;9/*+$<#&和古异齿亚纲日本山脊
真珠蚌"K$F%*&#<%$&L+2+$%$&#&#中! 发现蛋白编
码基因的变异率分别为 %$X( %"X( %/X及
%/X& 本实验结果显示! 雌雄 QG=>T+5;蛋白
编码基因变异率仅为 "W%&X! 远远低于具有双
单性遗传现象的淡水贝类珠蚌科线粒体间遗传
变异率范围&

K6Z6c?""##0#认为存在双单性遗传现象的
双壳贝类 !45$ 有较大的差异性% :H?DAHB等
"$&&(#在研究加州贻贝"J93+,#-(*$#+$)&#的双
单性遗传时发现其雌雄性腺线粒体的 !45$ 片
段之间变异率为 "$W$X! 位正鹏等 ""##&#认
为翡翠股贻贝";%*$+ F#*#<#&#雌雄性腺 !45$ 基
因片段变异率仅为 #W/$X! 不存在双单性遗传
现象& 雌雄 QG=>T+5;!45$ 片段之间变异率
较低! 仅为 "W("X! 远 远 低 于 加 州 贻 贝&
OJZ6AH等""##"#在研究珍珠蚌科物种双单性遗
传现象时发现! 雄蚌具有特异的 !45" 基因
"JM!45"#! 其在碳端增加了 "## UV 的核苷酸
序列& 具有双单性遗传现象的东亚壳菜蛤
"J)&3),#&>+ &%$"()&#+#雄性 >T+5;具有 " 个
!45" 基因"JM!45"?! JM!45"U#! 并得出 JM
!45"U 长 度 为 $"/ UV " N?GG?>6CT@HT?A.
"#$$#& 尽管雌雄池蝶蚌 !45" 基因的核苷酸
存在 (W’X的较大差异! 但两者并没有出现核
苷酸和蛋白质序列长度的差异& OJZ6AH等
""##"#采用 !45" 基因构建系统进化树! 发现
具有双单性遗传现象的贝类雄性聚成一支! 雌
性聚成另外一支& 本研究以 !45$ 基因构建系
统进化树! 雌雄池蝶蚌聚在一起! 而含有双单
性遗传现象物种无齿蚌属 ;9/*+$<#&(小方蚌
亚科 =9%,,#2&#-(*:#&和小方形蚌属 ?9@)+<*),+
的雄性聚为一支! 雌性聚为一支! 与 OJZ6AH等
""##"#结果类似& 因此! 从 !45$ 和 !45" 基
因碱基差异性及构建的系统进化树来看! 池蝶
蚌线粒体可能不存在双单性遗传现象&

双单性遗传现象的贝类线粒体中! TP5;=
Q@G基因存在着较大的位置变异& 雄性珠蚌科
物种的非编码区开放阅读框位于 TP5;=+与

78%B 之间! 雌性开放阅读框位于 TP5;=<与
TP5;=\ 之间 ":ZHT6C HT?A."##& #& +6J3HT=
:H?JVZl等""#$##研究无齿蚌属 ;9/*+$<#&(日
本山脊真珠蚌和小方形蚌属 ?9@)+<*),+ 线粒
体双单性遗传现象时发现! TP5;=Q@G在雄性线
粒体中介于 78’ 与 78$ 之间! 在雌性线粒体
中其位置则介于 78" 与 78/ 之间& 池蝶蚌中
雌雄线粒体 TP5;=Q@G位于 Q链上! 均介于
!45" 与 78/ 之间! 这表明池蝶蚌雌雄线粒体
中 TP5;=Q@G没有出现位置的差异性! 不具备
双单性遗传现象贝类的特征& 有双单性遗传现
象的淡水贝类小方蚌亚科 =9%,,#2&#-(*:#&(日本
山脊真珠蚌(无齿蚌属 ;9/*+$<#&及小方形蚌
属 ?9@)+<*),+ 雌雄间 $*K ZP5;除有长度差异
外! 碱基差异性更高 "+6J3HT=:H?JVZlHT?A.
"#$##& 本研究中雌雄池蝶蚌线粒体 $*K ZP5;

相差 & UV! 这种差异是由于雄性池蝶蚌插入了
一个重复序列& P?bG6C 等"$&&’#研究新西兰
绿唇贻贝 ";93+$+,#3),)&# 雌雄个体的 $*K
ZP5;基因片段! 其变异率小于 $X! 未见双单
性遗传现象& 池蝶蚌 $"K ZP5;碱基差异率仅
为 #W*X! $*K ZP5;基因变异率仅为 $W"X!

变异率较小! 因此可能也不存在双单性遗传
现象&

:ZHT6C 等 " "##& # 研 究 小 方 蚌 亚 科 =9
%,,#2&#-(*:#&时发现! 在线粒体+5;中非编码区
出现了雄性和雌性特异的开放阅读框! 并通过
免疫印迹验证! 在繁殖期这种性别特异的蛋白
分别表达于雌雄性腺中& 按照 f@3cHTT"$&0"#

的理论! 对池蝶蚌雌雄非编码区的序列进行预
测! 发现 TP5;=SAJ 与 TP5;=RBZ之间的非编码
区具有蛋白翻译的功能! 分析表明该蛋白可能
具有跨膜转运的功能! 但未见雌雄间具有特异
性表达的氨基酸序列! 从这点可判断! QG=
>T+5;可能不存在双单性遗传现象&

综上所述! 雌雄池蝶蚌线粒体存在一定的
差异性! 但其差异要比其他具有双单性遗传现
象的淡水双壳类小得多! 且池蝶蚌线粒体可能
不存在双单性遗传现象&
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