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摘要：以三角帆蚌（Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ）线粒体ＤＮＡ设计特异性引物，对池蝶蚌（Ｈ．ｓｃｈｌｅｇｅｌｉｉ）的线粒体 ＣＯⅠ基因
进行ＰＣＲ扩增，以期了解池蝶蚌的选育效果。结果表明：在１０个个体中均得到序列一致的 ＣＯⅠ序列，长度为
１５４２ｂｐ；Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ含量分别为１８．１％ （２８０个）、４１．８％ （６４４个）、２５．４％ （３９２个）和１４．７％ （２２６个），Ａ＋Ｔ
含量（５９．９％）明显高于Ｇ＋Ｃ含量（４０．１％），与其他无脊柱动物相同基因片段碱基含量相似。该基因中密码子
Ｔ（Ｕ）的使用频率很高，第１位核苷酸中Ｔ和Ｇ的含量较为一致分别为３２．０％和３０．８％；密码子第２位上碱基Ｔ
的使用比率高达４２．７％，碱基Ｇ的使用比率低至１７２％；密码子第３位上碱基Ｔ的使用比率高达５０．７％，而碱
基Ｃ的使用比率仅为６６％。ＢＬＡＳＴ结果显示池蝶蚌与其他淡水贝类的ＣＯⅠ基因具有较高的同源性，其中与三
角帆蚌的相似性为９５％，ＭＰ法构建的分子系统进化树表明：池蝶蚌ＣＯⅠ基因与三角帆蚌ＣＯⅠ基因亲缘关系最
近。以上结果表明：池蝶蚌经过人工选育后已初步成为一个纯系，遗传性状趋于稳定。
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　　线粒体 ＤＮＡ（ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）作为
分子遗传标记在分子系统学研究中得到了广泛的应

用，细胞色素氧化酶Ⅰ亚基（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｏｘｉｄａｓｅｓｕｂ
ｕｎｉｔⅠ，ＣＯⅠ）是线粒体氧化呼吸链的重要成员，
它有着比核基因进化快的位点，特别是编码子的第

３位点对于推断更近的支序发生有着潜在的作用
（ＭｉｙａＭ ｅｔａｌ，２００３；ＭｅｄｉｎａＭ ＆ ＷａｌｓｈＰＪ，
２０００）。国内外应用 ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因对贝类进行
遗传进化方面的研究有较多报道，利用ＣＯⅠ基因序
列分析了葡萄牙牡蛎以及牡蛎的种间和属间的遗传

距离（ＦｏｉｇｈｉｌＤｅｔａｌ，１９９８）；不同地点的翡翠贻贝
的３种近缘种的种间及种内变异研究（ＢｌａｉｒＤｅｔａｌ，
２００６）；我国五大淡水湖三角帆蚌群体 ＣＯⅠ基因片
段的遗传变异（李家乐等，２００８）；长江中下游褶纹
冠蚌１０个群体变异分析（贾名静等，２００９）和泥蚶
线粒体的遗传分化（郑文娟等，２００９）。

池蝶蚌（Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｓｃｈｌｅｇｅｌｉ）为优质淡水珍珠育
珍蚌，隶属瓣鳃纲、蚌科、帆蚌属，原产于日本滋贺县

的琵琶湖。本项目组已对池蝶蚌及其人工选育后代

的育珠性能（周春花等，２００３）、抗病害（徐毛喜等，
２００４；洪一江等，２００８）、胚胎发育（余颖等，

２００８）、同工酶（罗洁等，２００８）和基因组 ＤＮＡ（郭红
军等，２００８）的遗传多样性等方面展开了研究，而
关于线粒体 ＤＮＡ方面的研究比较少。本研究分析
人工选育Ｆ３代池蝶蚌的 ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因的序列，
以期了解池蝶蚌的选育效果，为池蝶蚌的选育和优

良品种培育提供一定的理论基础。

１　材料和方法

１．１　材料
池蝶蚌取自江西省抚州市洪门水库开发公司国

家级池蝶蚌良种场，Ｆ３为２００４～２００５年繁殖的子
三代，样本数目为１０个，取新鲜的性腺组织，－２０℃
保存备用。

１．２　ＤＮＡ提取
性腺基因组总 ＤＮＡ的提取参照标准酚—氯仿

抽提程序进行（ＳａｍｂｒｏｏｋＪｅｔａｌ，１９８９）。琼脂糖电
泳及紫外吸光度值（Ａ）定量 ＤＮＡ参照周莉等
（１９９８）的文献。
１．３　引物设计与ＰＣＲ扩增

根据 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中三角帆蚌（Ｈ．ｃｕｍ
ｉｎｇｉｉ）的线粒体全基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为
ＮＣ０１１７６３），运用 Ｏｌｉｇｏ６．０软件（ＷｏｊｃｉｅｃｈＲ＆
ＲｏｂｅｒｔＥＲ，１９８９）设计可以覆盖池蝶蚌的线粒体
ＣＯⅠ基因全序列的引物 ２对：Ｆ１（ＴＧＧＡＡＣＡＡＧＣ
ＣＴＴＣＴＡＴＧＡ）与 Ｒ１（ＡＡＡＡＣＴＧＡＧＣＣＡＣＣＴＡＣＴＴ），
及 Ｆ２（ＡＡＧＡＣＣＴＡＣＴＣＡＡＴＧＣＣＣＴＡＣＣＣ） 与 Ｒ２
（ＴＴＴＧＣＧＧＴＧＡＴＴＡＴＧＴＴＣＴＡＣＧＡ），并确保 ２引物



之间的重叠区域在５００ｂｐ以上。引物的相对位置
见图１。

图１　池蝶蚌线粒体ＤＮＡＣＯⅠ基因２个引物的示意
Ｆｉｇ．１　Ｄｉａｇｒａｍｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｐｒｉｍｅｒｓｉｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｓｃｈｌｅｇｅｌｉ

以池蝶蚌性腺的基因组ＤＮＡ为模板扩增ＣＯⅠ
基因。ＰＣＲ反应体系为５０μＬ，含５μＬ１０×ＰＣＲ缓
冲液，３μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１０ｐｍｏｌ／μＬ引物各１
μＬ，１μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，２ＵＴａｑ聚合酶，１μＬ模
板ＤＮＡ（约１００ｎｇ）。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变
性５ｍｉｎ，进行３５个循环，每个循环包括９４℃变性
４０ｓ，５４℃／５２℃复性４５ｓ，７２℃延伸６０ｓ，最后一个
循环结束后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂
糖凝胶电泳分离，利用胶回收试剂盒进行纯化

（ＢＢＩ），转入大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α感受
态细胞（ＳａｍｂｒｏｏｋＪｅｔａｌ，１９８９），筛选克隆测序（
上海生工）。

１．４　序列分析
用ＣｌｕｓｔａｌＸ（ＴｈｏｍｐｓｏｎＪＤｅｔａｌ，１９９７）软件对

所得序列进行编辑和排序比对，并用 ＳＥＡＶＩＥＷ人
工手动排检，用 ＭＥＧＡ４．０（ＴａｍｕｒａＫｅｔａｌ，２００７）
软件统计和比较它们的碱基含量变化、序列差异及

氨基酸利用率等信息。结合 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中部
分贝类的线粒体 ＤＮＡ全序列，包括来自 Ｉｎｖｅｒｓｉｄｅｎｓ
属 Ｉ．ｊａｐａｎｅｎｓｉｓ；Ｌａｍｐｌｉｓｉｌｉｓ属的 Ｌ．ｏｒｎａｔｅ；Ｃｒｉｓｔａｒｉａ
属的Ｃ．ｐｌｉｃａｔａ和同属的Ｈ．ｃｕｍｉｎｇｉｉ，探讨池蝶蚌的
遗传多样性和分类地位。

２　结果

２．１　ＰＣＲ扩增
根据设计的２对引物，对池蝶蚌性腺总ＤＮＡ进

行了扩增、电泳，得到清晰的基因片段，１０个个体均
扩增到一条清晰的条带，部分样品的电泳结果如图

２和图３所示。
结果显示，２对引物的扩增片段，分别是９００ｂｐ

和１５００ｂｐ左右，与预期的结果一致。
２．２　序列测定结果

利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对 ＤＮＡ序列进行比对，人
工手动排检编辑后得到２３００ｂｐ的序列，其中包括
池蝶蚌ＣＯⅠ 基因全序列１５４２个碱基（图４），含１
个起始密码子ＴＴＧ和１个ＴＡＧ的终止密码子，以及

ＣＯⅢ基因的部分碱基。１０个个体的 ＣＯⅠ基因的
碱基均一致；并用软件Ｓｅｑｕｉｎ９．５０将 ＣＯⅠ基因片
段翻译成氨基酸序列，共包含５１３氨基酸残基。所
获得的基因序列已登录入 ＧｅｎＢａｎｋ数据库，序号为
ＧＱ３６００３４。

图２　引物Ｒ１与Ｆ１部分扩增结果
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒＲ１ａｎｄＦ１

图３　引物Ｒ２与Ｆ２部分扩增结果
Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒＲ２ａｎｄＦ２

２．３　ＣＯⅠ基因片段序列分析
由图４可知，ＣＯⅠ基因序列中 Ａ、Ｔ、Ｇ和 Ｃ碱

基的平均含量分别为 １８．１％ （２８０个）、４１．８％
（６４４个）、２５．４％ （３９２个）和１４．７％ （２２６个）。
该基因中密码子使用中Ｔ（Ｕ）的使用频率很高，第１
位核苷酸中 Ｔ和 Ｇ的含量较为一致分别为３２．０％
和３０．８％，第 ２位上碱基 Ｔ的使用比率高达
４２７％，碱基Ｇ的使用比率低至１７１％；密码子第３
位上碱基Ｔ的使用比率高达５０．６％，而碱基Ｃ的使
用比率仅为６６％。

由表１可见，在由核苷酸推导的氨基酸序列中，
Ｌｅｕ所占比例最高，为１３．４５％；其次为 Ｖａｌ，所占比
例为９７５％；Ｃｙｓ所占比例最少，为０１９％。
２．４　池蝶蚌ＣＯⅠ基因与淡水贝类的碱基比较

用 ＢＬＡＳＴ基因分析软件分析比较池蝶蚌与
ＧｅｎＢａｎｋ上其他一些贝类的ＣＯⅠ基因序列，结果表
明存在有较高的同源性，其中与三角帆蚌（ＧｅｎＢａｎｋ
ＮＣ＿０１１７６３）的 ＣＯⅠ的碱基序列有 ９５％的同源
性。同时利用 ＭＥＧＡ４软件比较了５种贝类的 ＣＯ
Ⅰ基因序列的同源性，以贻贝属的 Ｍｙｔｉｌｕｓｔｒｏｓｓｕｌｕｓ
为外源种群，基于ＣＯⅠ基因 全 序 列，用 Ｍａｘｉｍｕｍ
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图４　池蝶蚌ＣＯⅠ基因的核苷酸序列及其推测的氨基酸序列
Ｆｉｇ．４　ＣＯⅠ ｇｅｎｅｏｆｃｏｍｐｌｅｔｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＨ．Ｓｃｈｌｅｇｅｌｉｉ

３２２０１０年第５期　　　　　　　　　　　　王军花等，池蝶蚌ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因序列分析



Ｐａｒｓｉｍｏｎｙ（ＭＰ）法构建分子系统进化树（图５），结
果显示池蝶蚌的ＣＯⅠ与三角帆蚌的ＣＯⅠ亲缘关系
最近。

表１　池蝶蚌ＣＯⅠ基因２０种氨基酸的使用频率
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｕｓａｇｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆ２０ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

ｉｎＣＯⅠ ｇｅｎｅ

氨基酸 频率／％ 氨基酸 频率／％

Ａｌａ ７．９９ Ｇｌｙ ８．７７
Ｃｙｓ ０．１９ Ｈｉｓ ３．５１
Ａｓｐ ２．９２ Ｉｌｅ ６．２４
Ｇｌｕ １．３６ Ｌｙｓ １．５６
Ｐｈｅ ８．７７ Ｌｅｕ １３．４５
Ｍｅｔ ４．４８ Ｓｅｒ ９．１６
Ａｓｎ ３．１２ Ｔｈｒ ４．６８
Ｐｒｏ ４．４８ Ｖａｌ ９．７５
Ｇｌｎ １．３６ Ｔｒｐ ３．１２
Ａｒｇ １．９５ Ｔｙｒ ３１２

图５　基于ＣＯⅠ基因全序列ＭａｘｉｍｕｍＰａｒｓｉｍｏｎ（ＭＰ）
法构建分子系统进化树

Ｆｉｇ．５　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙ
ＭＰｍｅｔｈｏｄｏｆｃｏｍｐｌｅｔｅＣＯⅠ ｇｅｎｅ

３　讨论

以池蝶蚌为材料，通过提取性腺组织的 ＤＮＡ，
根据三角帆蚌的线粒体ＤＮＡ全序列设计引物，首次
获得了池蝶蚌的线粒体 ＣＯⅠ基因全序列，共１５４２
个碱基。池蝶蚌的线粒体ＣＯⅠ基因序列中 Ａ、Ｇ、Ｔ
和 Ｃ碱基的平均含量分别为 １８．１％ （２７９个）、
２５４％ （３９１个）、４１．８％ （６４３个）和１４．７％ （２２６
个）。其中 Ａ＋Ｔ含量为 ５９．９％ ，Ｇ＋Ｃ含量为
４１１％ ，Ａ＋Ｔ含量明显高于 Ｇ＋Ｃ含量，这一模式
与其他双壳类的 ＣＯⅠ基因相似（ＭｉｙａＭ ｅｔａｌ，
２００３；ＢｒｅｔｏｎＳｅｔａｌ，２００６）。在密码子碱基的使用
中Ｔ（Ｕ）所占比例最大，第１位核苷酸中 Ｔ的含量
为３２０％，密码子第２位上碱基Ｔ的使用比率高达
４２．７％，密码子第 ３位上碱基 Ｔ的使用比率高达
５０．７％，这表明密码子的碱基使用频率存在明显的
偏向性，这与典型的无脊柱动物ＤＮＡ碱基的组成一
致（ＳｉｍｏｎＣｅｔａｌ，１９９４）。池蝶蚌的ＣＯⅠ基因含起
始密码子ＴＴＧ和终止密码子ＴＡＧ，这与同属的三角
帆蚌相似，而与Ｉ．ｊａｐａｎｅｎｓｉｓ的结果不一致。

ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因由于具有独特的遗传特性，被

用来分析生物遗传多样性和亲缘关系（ＭｅｄｉｎａＭ＆
ＷａｌｓｈＰＪ，２０００）。实验发现 ＣＯⅠ基因序列在 Ｆ３
代池蝶蚌中表现出高度的一致性，１０个个体得到的
序列一致，没有发现个体差异，表明经过人工选育

后，池蝶蚌的遗传特性纯合度较高的。这与本项目

组所报道的ＥＳＴ、ＭＤＨ同工酶（罗洁等，２００８）和基
因组 ＤＮＡ的 ＲＡＰＤ的遗传多样性（郭红军等，
２００８）的结果是一致的。本研究中所克隆的 ＣＯⅠ
基因的全序列为１５４２ｂｐ，比三角帆蚌的ＣＯⅠ基因
的全序列的碱基要多６ｂｐ。通过 Ｓｅｑｕｉｎ９．５０所推
导出来的氨基酸序列为５１３个氨基酸，与三角帆蚌
也要多２个，但与 Ｌ．ｏｒｎａｔｅ和 Ｃ．ｐｌｉｃａｔａ的 ＣＯⅠ基
因的碱基数目一致。从本实验的结果来看，池蝶蚌

ＣＯⅠ基因与三角帆蚌之间存在一定的差异性。ＣＯ
Ⅰ等线粒体编码的基因在呼吸链上有重要作用，在
热环境、动物新陈代谢特点等发生明显变化的时候

正选择可能存在，ＣＯⅠ基因上某些序列的分歧可能
也是适应不同小环境的结果（ＤａｌｚｉｅｌＡＣｅｔａｌ，
２００６），这也说明本文所获得的池蝶蚌序列与同属
的三角帆蚌的差异性，可能是由于环境的改变引起

的。尽管从ＣＯⅠ基因的角度比较了三角帆蚌与部
分淡水贝类的亲缘关系，但对它们之间的亲缘关系

还在进行进一步研究。
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