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封面图说: 红树林粗大的气生根———红树林是热带、亚热带海湾及河口泥滩上特有的常绿灌木或乔木群落。 由于海水环境条
件特殊,红树林植物具有一系列特殊的生态和生理特征。 其中之一就是气根,红树从根部长出许多指状的气生根露
出海滩地面,以便在退潮时甚至潮水淹没时用以通气,故称呼吸根。 在中国,红树林主要分布在海南、广西、广东和
福建省沿海,它一般分布于高潮线与低潮线之间的潮间带,往往潮差越大、红树的呼吸根就长得越高越粗大。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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背瘤丽蚌 F 型线粒体基因组全序列分析

陈摇 玲1,汪桂玲1,*,李家乐1,2

(1. 上海海洋大学农业部淡水水产种质资源重点实验室,上海 摇 201306;2. 上海市高校水产养殖学 E鄄研究院,上海摇 201306)

摘要:部分双壳贝类的线粒体遗传方式是特殊的双重单亲遗传方式:F 型存在于雌性体细胞组织和性腺中,M 型仅存在于雄性

个体的性腺中。 通过 LA鄄PCR 扩增、SHOT鄄GUN 测序、软件拼接获得背瘤丽蚌(Lamprotula leai)F 型线粒体基因组全序列。 线粒

体基因组全长为 16530 bp,包括 13 个蛋白质编码基因,22 个 tRNA 其中包括 2 个 tRNASer 和 2 个 tRNALeu,2 个 SrRNA 及 27 个长

度不等的非编码区,最长的两个非编码区分别为 969 bp、228 bp。 比较分析已登录到 GenBank 中的淡水蚌类 F 型线粒体结构特

征,结果显示背瘤丽蚌 F 型 A+T 含量为 60. 28% ,表现出 A+T 偏好性,淡水蚌类线粒体基因组长度的差异主要表现为非编码区

长度的差异。 此外,背瘤丽蚌 mtDNA 的 CO域鄄12S rRNA 区域基因排列存在差异,是 ND3、tRNAHis、tRNAAla、tRNASer1、tRNASer2、

tRNAGlu、ND2、tRNAMet 8 个基因发生重排造成。 F 型线粒体序列构建的系统进化树中,淡水蚌类和海水双壳贝类分别聚为一支。

研究结果为进一步研究淡水珍珠蚌的 DUI 线粒体遗传方式和种质资源保护奠定基础,为双壳贝类 mtDNA 基因重排提供依据。

关键词:背瘤丽蚌;线粒体基因组;序列分析;基因重排

Analysis on complete F type of mitochondrial genome in Lamprotula leai
CHEN Ling1,WANG Guiling1,*, LI Jiale1,2

1 Key laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Shanghai Ocean University, Ministry of Agriculture, Shanghai 201306, China

2 Aquaculture Division, E鄄Institute of Shanghai Universities, Shanghai 201306, China

Abstract: Lamprotula leai is an important freshwater mussel for pearl production. Doubly Uniparental Inheritance (DUI) is
one of the most striking exceptions to the general rule of strict maternal transmission of mitochondrial DNA (mtDNA) in
animals, and characterized by the presence of gender鄄associated mtDNA lineages that are inherited through male (male鄄
transmitted or M type) or female (female鄄transmitted or F type) respectively. The complete mitochondrial genome of F type
of Lamprotula leai was obtained using long and accurate polymerase chain reaction (LA鄄PCR), shotgun sequencing. The
genome contains 16,530 base pairs and 13 protein鄄coding genes, 22 transfer RNA genes including 2 tRNASer and 2
tRNALeu, anticodons are tRNALeu1(UUR)= (TAA), tRNALeu2(CUN)= (TAG), tRNASer1(AGN)= (TCT), tRNASer2(UCN)= (TGA), 2
ribosomal RNA genes, and 27 non鄄coding regions. The base composition for is 36. 34% A, 23. 94% T, 27. 17% C, 12.
55% G and 60. 28% (A+T). Most genes are encoded on the L strand while ND3—ND5, ND4L, CO玉—CO芋, ATP8,
ATP6, tRNAAsp, tRNAHis are encoded on the H strand. The structure and organization of mitochondrial genomes of L. leai
and other six freshwater mussels were analyzed using comparative genomics and bioinformatics methods. Results showed
that: (印) Strong bias is toward A+T for the F type genome of L. leai. (英) The striking mitochondrial genome difference
in the size performed on the non鄄coding regions in all these freshwater mussels. (樱) The gene arrangement of L. leai is
identical to that of Hyriopsis cumingii, but is different from that of Cristaria plicata, Lampsilis ornate, Pyganodon grandis,
Quadrula quadrulaand and Venustaconcha ellipsiformis between CO域 and 12S rRNA. Therefore, the F type of freshwater
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mussels exist two gene orders between CO域 and 12S rRNA: one is CO域鄄ND3鄄H鄄A鄄S1鄄S2鄄E鄄ND2鄄M鄄W鄄R鄄rrnS, another is
CO域鄄H鄄S1鄄ND2鄄 M鄄ND3鄄A鄄S2鄄E鄄 W鄄R鄄rrnS. The difference is caused by rearrangement of 8 genes, including ND3,
tRNAHis, tRNAAla, tRNASer1, tRNASer2, tRNAGlu, ND2 and tRNAMet . (婴) 13 protein genes contain 4 initiation codons
which are I ( AUU, AUC ), V ( GUG ), M( AUA ), L( UUG ) and the stop codons of UAA or UAG with the exception
of ND4 with incomplete T. (鹰) Analysis show that most of 22 tRNAs have typical cloverleaf structures, the acceptor of
tRNALys and tRNAThr have bulge loop for T and A base unpairing, the anticodon loop of tRNAS2 has 9 bases. 5 kinds of base
unpairing are showed in the secondary structure of tRNA, such as A鄄C, A鄄A, G鄄T, T鄄T and T鄄C, in acceptor, D鄄loop and
T鬃C loop. (应) 27 noncoding regions exist in L. leai, ranging in size from 1 to 969 bp. 4 largest noncoding regions are
found between ND5鄄tRNAGln(969bp), tRNAGlu鄄tRNATrp(288 bp), ND3鄄tRNATrp(116 bp), and tRNAHis鄄tRNASer(114
bp), only the 116 bp noncoding regions has an high A+T content (A+T= 74. 14% ). (缨) Phylogenetic trees show that
L. leai is clustered together with other freshwater mussels and far away from marine bivalves. The results of this study
provide basic information for genetic resources and rule of DUI transmission of mtDNA in freshwater mussel, also provide
the basis and model for gene rearrangement of mitochondrial genome in bivalves.

Key Words: Lamprotula leai; F type of mitochondrial genome; sequence analysis; gene rearrangement

人们一直认为动物 mtDNA 是严格的母系遗传,目前在双壳纲贝类(Bivalve)中发现存在另一种特殊的

mtDNA 遗传———双单亲遗传(Doubly Uniparental Inheritance, DUI)。 这种遗传方式使后代中雌性的 mtDNA
只来自母系(female鄄transmitted, F type),与严格的母系遗传相似;而雄性的 mtDNA 来自双亲,在体细胞中存

在 F 型 mtDNA,在精巢中存在父系 mtDNA(male鄄transmitted, M type) [1]。 目前的研究表明在双壳纲 3 个亚纲

即翼形亚纲(贻贝目)、左列齿亚纲(蚌目)、异齿亚纲(帘蛤目)的物种中存在 DUI 现象[2],说明 DUI 现象可能

普遍存在于双壳贝类中。 脊椎动物中的基因排列彼此十分相似,它们都存在相似的基因排列,然而在一些无

脊椎动物中,基因顺序和基因组并不保守[3]。 软体动物作为动物界的第二大门,基因重排数量极大,尤其是

双壳贝类有最大数量的基因重排[4]。
背瘤丽蚌(Lamprotula leai)俗称麻皮蚌,属蚌科(Uionidae)珠蚌亚科(Unioninae)丽蚌属,是我国特有的淡

水经济贝类,贝壳珍珠层洁白坚厚,是制造珠核、钮扣及工艺品的主要原料,蚌肉亦可食用或作饲料,具有较高

的经济价值[5];然而自 20 世纪 80 年代后,江河湖泊中背瘤丽蚌种质资源量急剧下降,已先后被江西、湖南、湖
北、安徽、广西等省列为重点保护野生动物[6]。 目前,国内外有关背瘤丽蚌的分子遗传和生态研究仅限于微

卫星分子标记开发[7]等方面,其基因及基因组的研究基本空白。 本研究测定了背瘤丽蚌的 F 型线粒体基因

组全序列,并与已报道的 6 种具有 DUI 遗传现象的淡水蚌类 F 型线粒体基因组进行比较,分析其序列差异、
基因排列方式及系统进化关系等,以期为进一步研究淡水珍珠蚌的 DUI 线粒体遗传方式和种质资源保护奠

定基础,为双壳贝类 mtDNA 基因重排提供依据和模型。
1摇 材料与方法

1. 1摇 样本采集、性别鉴定及其线粒体 DNA 的提取

实验所用背瘤丽蚌采自浙江金华威旺养殖新技术有限公司。 选取性成熟且发育良好的单一个体用针管

沾取少量性腺组织在显微镜下进行雌雄鉴定。 取新鲜卵巢组织 50—100 mg,采用改进的碱变性法[8] 提取线

粒体 DNA,并保存于-80益备用。
1. 2摇 线粒体全序列的 PCR 扩增及测序

线粒体 CO玉和 16S rRNA 短片段用通用引物扩增得到,引物为 CO玉149 (5忆鄄GGTCAACAAATCATA鄄
AAGATATTGG鄄3忆),CO玉2198 (5忆鄄TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA鄄3忆) [9];16SAR鄄L (5忆鄄GCCTGTTTAT鄄
CAAAAACAT鄄3忆),16SAR鄄H(5忆鄄CCGGTCTGAACTCAGATCACGT鄄3忆) [10]。 PCR 反应体系为 25滋L,模板 mtDNA
为 100 ng,buffer mixture 2. 5滋L,引物各 1滋L(浓度 10滋mol / L),dNTPs 4滋L(浓度 2. 5mmol / L),LA鄄Taq 酶

1242摇 8 期 摇 摇 摇 陈玲摇 等:背瘤丽蚌 F 型线粒体基因组全序列分析 摇
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2郾 5U,灭菌水补足至 25滋L。 反应条件为 98益预变性 10s,94益变性 30s,48益 / 45益退火 30s,72益延伸 2min,35
个循环,最后 72益延伸 10min。 PCR 产物经 0. 8%的琼脂糖凝胶电泳检测,确认获得两段长约 500—750bp 目

的条带,上海生工生物技术服务有限公司测序。
背瘤丽蚌线粒体全基因组的扩增采用 LA鄄PCR。 将前期得到的 CO玉和 16SrRNA 两段序列为模板设计两

对 PCR 产物,引物分别为 BLL鄄F(5忆鄄CGAAAGTTGGGTTTGCGA鄄3忆),BLL鄄R(5忆鄄CCGTTGTTTG TGTGGGCT鄄3忆);
BLS鄄F(5忆鄄TTGGGTTTGCGACCTCGATGTT鄄3忆),BLS鄄R(5忆鄄TGTGTTGGCAGGGG CGATTACT鄄3忆)。 PCR 反应体

系为 50滋l,模板 mtDNA 约为 100ng, buffer mixture 5滋L,引物 2滋L (浓度 10滋mol / L), dNTPs 8滋L (浓度

2郾 5mmol / L),LA鄄Taq 酶 5U,灭菌水补足至 50滋L。 反应条件为:98益 预变性 10s,94益 变性 1min,55. 9益 /
62郾 1益退火 30s,68益延伸 10min,35 / 30 个循环,最后 72益延伸 17 / 10min。 PCR 产物经 1% 的琼脂糖凝胶电

泳检测后送至大连 Takara 生物技术有限公司进行鸟枪法测序。
1. 3摇 全序列的拼接、分析及提交

测序结果通过 BLAST 检索[11],确定序列与 GenBank 中所收录的双壳贝类相应区段有较高同源性后,利
用测序峰图结果分析软件 Chromas 2. 33,结合 SeqMan 域和 MegAlign(DNASTAR)将其与前期得到的 CO玉和

16S rRNA 两个片段拼接成一个完整的基因组全序列。 使用 OGDRAW[12]软件根据本实验测序得到的背瘤丽

蚌线粒体基因组中各基因的长度及相对位置绘制线粒体基因组图。 序列总长、碱基组成、AT 含量及氨基酸密

码子的偏好性用 Editseq 7. 1 统计,tRNAscan鄄SE 预测 tRNA 二级结构,加上人工辅助校正[13鄄14],茎环结构的预

测采用 RNA structure5. 1[15],全基因组序列经 Sequin 7. 9 注释后提交 GenBank(Accession No. JQ691662)。
1. 4摇 淡水贝类 F 型 mtDNA 基因组的对比分析

下载已登录 GenBank 的 6 种具有 DUI 遗传现象的淡水蚌类 F 型 mtDNA 基因组全序列,与实验得到的背

瘤丽蚌 F 型 mtDNA 基因组全序列进行比较,根据基因定位信息分析基因排列顺序差异,Editseq 7. 1 软件统计

碱基组成、AT 含量,氨基酸及其密码子的偏好性,在线工具 Pairwise Sequence Alignment 比较蛋白质编码基因

的相似度。
1. 5摇 系统进化树的构建

从 GenBank 下载了 12 种双壳贝类的 mtDNA 基因组全序列,利用 MEGA5. 1 软件,使用 4 种不同的方法

(NJ、ME、MP 和 UPGMA)构建系统进化树,并用重复 1 000 次的自展(Bootstrap)检验计算各分支的置信值,分
析双壳贝类的系统进化关系。
2摇 结果与分析

2. 1摇 背瘤丽蚌线粒体全基因组分析

2. 1. 1摇 基因组结构

背瘤丽蚌 mtDNA 序列全长 16530 bp,基因定位包括 13 个蛋白质编码基因、22 个 tRNA、2 个 rRNA 基因和

27 个长为 1—969bp 不等的非编码区。 除 ND3—ND5,ND4L,CO玉—CO芋,ATP8,ATP6,tRNAAsp,tRNAHis 在

H 链上编码外,其他基因均在 L 链上编码(图 1),这与其他淡水蚌类基因编码方式一致。 从 Genbank 上下载

了 6 种淡水蚌 F 型 mtDNA 的全序列,比较背瘤丽蚌和其他 6 种 F 型 mtDNA 的 CO域鄄 12SrRNA 基因排列顺

序,发现背瘤丽蚌与三角帆蚌 Hyriopsis cumingii 基因排列方式一致,与褶纹冠蚌 Cristaria plicata、Lampsilis
ornata、Pyganodon grandis、Quadrula quadrula、Venustaconcha ellipsiformis 在 CO域鄄12S rRNA 区域基因排列存在

差异(图 2),具体是在 ND3、tRNAHis、tRNAAla、tRNASer1、tRNASer2、tRNAGlu、ND2、tRNAMet 8 个基因间发生了重

排。 在 tRNAVal鄄tRNALeu1、ND2鄄RNAMet、tRNAArg鄄12S rRNA、tRNATyr鄄16S rRNA、16S rRNA鄄tRNALeu2 之间均有 1bp
的碱基重叠。 褶纹冠蚌 tRNALys鄄tRNAThr 和 ND4鄄ND4L 之间分别存在 1bp 和 8bp 的重叠;V. ellipsiformis ND2鄄
tRNAMet 有 5bp 重叠,ND4鄄ND4L 有 8bp 重叠;P. grandis ND2鄄tRNAMet 有 2bp 的重叠,tRNALys鄄 tRNAThr 有 1bp
的重叠,ND4鄄ND4L 有 8bp 重叠;L. ornata、Q. quadrula ND4鄄ND4L 均有 8bp 重叠;而三角帆蚌线粒体基因组存

在 6 处基因重叠,重叠碱基达到 32 个,除 ND4鄄ND4L、ND2鄄tRNAMet 的碱基重叠外,其 tRNALys鄄 tRNAThr、
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tRNATyr鄄16S rRNA、16S rRNA鄄tRNALeu2、tRNAPro鄄Cytb 之间分别存在 1 bp、2 bp、11 bp、9 bp 的碱基重叠。

图 1摇 背瘤丽蚌线粒体基因组全序列组成图谱

Fig. 1摇 Gene map of mitochondrial genome of L. leai

ND3—ND5,ND4L,CO玉—CO芋,ATP8,ATP6,tRNAAsp 和 tRNAHis 在 H 链上编码,单个字母表示 tRNA 基因

2. 1. 2摇 碱基含量分析

背瘤丽蚌线粒体全基因组碱基含量为 A% =36. 34>C% =27. 17>T% =23. 94>G% =12. 55,A 含量最高,G
含量最低。 60. 28% (A+T)>39. 72% (G+C),表现出 A+T 偏好性,但与其他淡水蚌类相比其 A+T 含量较低

(表 1)。 全基因组 A+T 含量为 P. grandis(64. 27% ) >褶纹冠蚌(63. 76% ) > Q. quadrula(62. 62% ) > L.
ornata(62. 35% )>背瘤丽蚌(60. 28% )>三角帆蚌(60. 24% )。
2. 1. 3摇 氨基酸及其密码子的偏好性

背瘤丽蚌 13 个蛋白质编码基因共编码 3702 个氨基酸,除去不完整的终止密码子 T 共含有 3714 个密码

子(如表 2)。 最常用氨基酸为亮氨酸 Leu,第二常用氨基酸为缬氨酸 Val,这与其他淡水蚌类相同,最不常用

氨基酸为半胱氨酸 Cys,这与除 V. ellipsiformis 外其他 5 中淡水蚌类相同,V. ellipsiformis 最不常用氨基酸为精

氨酸 Arg,其半胱氨酸个数为 61。 最常用密码子 UUU,最不常用密码子 CGC 均与其余淡水蚌类相同,第二常

用密码子为 GUU,与三角帆蚌,L. ornata 相同,而褶纹冠蚌、P. grandis、Q. quadrula 及 V. ellipsiformis 第二常

用密码子为 AUU。

3242摇 8 期 摇 摇 摇 陈玲摇 等:背瘤丽蚌 F 型线粒体基因组全序列分析 摇



http: / / www. ecologica. cn

图 2摇 7 种淡水贝类线粒体基因组 CO域鄄12SrRNA 之间的基因顺序

Fig. 2 摇 Sequences arrangement between CO域鄄12SrRNA of mitochondrial genome in 7 freshwater bivalves

7 种淡水贝类分别是背瘤丽蚌( Lamprotula leai)、褶纹冠蚌(Cristaria plicata)、三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)、Lampsilis ornata、Pyganodon

grandis、Quadrula quadrula、Venustaconcha ellipsiformis;排列位置相同的基因由虚线箭头表示,排列位置不同的基因由实线箭头表示;单字母缩

写为 tRNA 基因;各基因间的间隔为非编码区

表 1摇 7 种淡水蚌类线粒体全基因组碱基组成

Table 1摇 Nucleotide composition of 7 freshwater bivalves

物种
Species

登录号
GenBank

全基因组
Genome

长度 / bp A+T
/ %

蛋白编码基因
Protein鄄coding genes

长度 / bp A+T
/ %

tRNA 基因
tRNA genes

长度 / bp A+T
/ %

rRNA 基因
rRNA genes

长度 / bp A+T
/ %

非编码区
Non鄄coding region

长度 / bp A+T
/ %

L. leai JQ691662 16530 60. 28 11143 59. 99 1420 60. 69 2138 59. 49 1832 62. 72

C. plicata FJ986302 15712 63. 76 11140 62. 97 1411 64. 85 2129 64. 40 1041 69. 55

H. cumingii FJ529186 15954 60. 24 11091 59. 50 1405 62. 70 2131 60. 77 1359 63. 13

L. ornata AY36513 16060 62. 35 11169 61. 63 1438 64. 19 2161 61. 92 1300 67. 46

P. grandis FJ809754 15848 64. 27 11175 63. 65 1413 63. 77 2118 63. 17 1153 73. 03

Q. quadrula FJ809750 16033 62. 62 11100 61. 94 1430 62. 45 2154 63. 00 1357 67. 84

V. ellipsiformis FJ809753 15957 61. 83 11196 61. 81 1429 63. 47 2136 62. 87 1227 67. 73

2. 1. 4摇 蛋白质编码基因

背瘤丽蚌 13 个蛋白质编码基因的序列总长为 11143 bp,占全序列的 67. 41% ,低于其他淡水蚌类的蛋白

质编码基因的含量(69. 23%—70. 90% )。 背瘤丽蚌 ND2、ND3、ND4、CO域、CO芋、ATP6 和 ATP8 以 AUG 为起

始密码子,ND4L、CO玉以 UUG 为起始密码子,ND5 以 GUG 为起始密码子,Cytb、ND1 以 AUU 为起始密码子,
ND6 则以 AUC 为起始密码子。 背瘤丽蚌除 ND4 为不完整的终止密码子 T 之外,其余 12 个蛋白质编码基因

均具有完整终止密码子 TAA 或 TAG。 其他淡水蚌类中,褶纹冠蚌 ND2,V. ellipsiformis Cytb 为不完整的终止

密码子 T,三角帆蚌、Q. quadrula、P. grandis 蛋白质编码基因中不存在不完整的终止密码子。 对 7 种淡水蚌

类蛋白质编码基因相似度进行比较,发现背瘤丽蚌各蛋白质编码基因与其他蚌类各蛋白质编码基因相似度各

异,CO玉、CO域及 CO芋的相似度较高,ND2 相似度较低,而 ATP8 相似度最低。 物种上,背瘤丽蚌各蛋白质编
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码基因与三角帆蚌、Q. quadrula 相似度较高,与 P. grandis 相似度最低。

表 2摇 七种淡水贝类线粒体基因组蛋白质编码基因氨基酸和密码子偏好性比较

Table 2摇 Amino acids and codon usage of protein鄄coding genes of 7 freshwater bivalves

偏好性
Bias

氨基酸和密码子
Amino acids and codons

物种 Species

L. leai C. plicata H. cumingii L. ornata P. grandis Q. quadrula V. ellipsiformis

氨基酸偏好性 氨基酸总数 3702 3701 3684 3711 3712 3687 3713

Amino acids 最常用 Leu / 569 Leu / 586 Leu / 565 Leu / 576 Leu / 571 Leu / 557 Leu / 566

% 15. 37 15. 83 15. 34 15. 79 15. 38 15. 10 15. 24

第二常用 Val / 389 Val / 343 Val / 415 Val / 375 Val / 339 Val / 368 Val / 370

% 10. 50 9. 27 11. 26 9. 24 9. 13 9. 98 9. 97

最不常用 Cys / 59 Cys / 52 Cys / 60 Cys / 58 Cys / 55 Cys / 60 Arg / 59

% 1. 59 1. 41 1. 63 1. 40 1. 48 1. 62 1. 59

密码子偏好性 密码子总数 3714 3713 3697 3723 3725 3700 3725

Codon usage 最常用 UUU / 259 UUU / 250 UUU / 264 UUU / 267 UUU / 255 UUU / 283 UUU / 278

% 6. 97 6. 73 7. 14 7. 17 6. 85 7. 65 7. 46

第二常用 GUU / 196 AUU / 207 GUU / 192 GUU / 190 AUU / 222 AUU / 188 AUU / 197

% 5. 28 5. 58 5. 19 5. 10 5. 96 5. 08 5. 29

最不常用 CGC / 5 CGC / 5 CGC / 7 CGC / 4 CGC / 5 CGC / 3 CGC / 6

% 0. 13 O. 13 0. 19 0. 11 0. 13 0. 08 0. 16

2. 1. 5摇 转运 RNA(tRNA)与核糖体 RNA(rRNA)分析

背瘤丽蚌线粒体基因组具有 22 个 tRNA,长度为 60—70 bp。 分别含有 2 个 tRNASer 和 tRNALeu,其反密码

子分别为 tRNALeu1(UUR) = ( TAA), tRNALeu2(CUN) = ( TAG), tRNASer1(AGN) = ( TCT), tRNASer2(UCN) = ( TGA)。 除

tRNAAsp 和 tRNAHis 在 H 链编码外,其余 20 个均在 L 链编码,这与其他淡水蚌类均相同。 22 个 tRNA 的二级

结构存在 5 种碱基错配 AC、AA、GT、TT、TC,碱基错配主要发生在氨基酸接受臂、DHU 臂和 T鬃C 臂上。 22 个

tRNA 中 tRNALys 和 tRNAThr 的接受臂 UA 不能配对形成凸环,tRNAS2 反密码子环有 9 个碱基组成,这一结果与

褶纹冠蚌 tRNA 的一致,其余 19 个 tRNA 均具有典型的三叶草结构(图 3)。
背瘤丽蚌 12S rRNA 长 848 bp,位于 tRNAArg 和 tRNALys 之间,16S rRNA 长 1290 bp,位于 tRNATyr 和

tRNALeu 之间。 12S rRNA 和 16S rRNA 均在 L 链编码,总长 2138 bp,比 L. ornata、Q. quadrula 的分别短 23 bp
和 16 bp,但是比 P. grandis、褶纹冠蚌、三角帆蚌、V. ellipsiformis 分别长 20 bp、9 bp、7 bp 和 2 bp;其 A+T 含量

为 59郾 49% ,比其他淡水蚌类的都低(表 1)。
2. 1. 6摇 非编码区分析

背瘤丽蚌线粒体基因组包含大量非编码的核苷酸,非编码区长 1832 bp,是 7 种淡水蚌类中序列最长的,
占全序列的 11. 08% ,A+T 含量为 62. 72% 。 由 27 个长度不等的非编码区构成,大于 100 bp 的非编码区有 4
处:969 bp 位于 ND5—tRNAGln 之间、288 bp 位于 tRNAGlu—tRNATrp 之间、116 bp 位于 ND3—tRNATrp 之间以及

114 bp 位于 tRNAHis—tRNASer 之间。 后生动物线粒体基因组中通常包含多个大小不一的非编码区[16鄄17],非编

码区通常包含线粒体基因的复制和转录信号,因此常常被称为控制区[18]。 A+T 含量较高是非编码区序列的

一个典型特征,可用来鉴定线粒体的复制起始。 串连重复序列在动物线粒体控制区比较常见,它经常形成稳

定的二级结构,在线粒体基因的复制和转录的早期阶段发挥着重要作用[19鄄20]。 利用 Simple Plot[21] 在 100bp
滑动窗口算法条件下搜寻背瘤丽蚌 mtDNA 的 A+T 含量时发现,在 ND3—tRNAAla 之间 A+T 含量达到 78% ,
主要是该区域存在一个长度为 116bp 的非编码区,EditSeq 统计该非编码区 A+T 含量高达 74. 14% ,分析发现

该区域存在多个连续的 A / T 重复序列。
2. 2摇 背瘤丽蚌系统进化分析

将背瘤丽蚌线粒体基因组全序列与其他 12 种双壳贝类线粒体基因组全序列进行多重序列比对后,以软
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图 3摇 背瘤丽蚌转运 RNA 二级结构

Fig. 3摇 Secondary structures of tRNA for L. leai

体动物门多板纲(Polyplacophora)的半隐石鳖(Katharina tunicata)作为外群,采用 MEGA5. 1 软件以 4 种不同

的方法(NJ、ME、MP 和 UPGMA)构建系统进化树,分析双壳贝类系统进化关系。 4 种方法所建立的系统进化

树都显示了相同的进化拓扑结构,从图 4 的 NJ 和 ME 进化树中可以看出,系统进化树由两大支构成,一支由

贻贝属和牡蛎属的 6 种海洋双壳贝类构成,而另外一支由淡水双壳贝类构成,然后这两大支汇合成一大支。
另外背瘤丽蚌与三角帆蚌聚为一小支,说明与三角帆蚌亲缘关系最近。
3摇 讨论

淡水蚌类 F 型线粒体基因组长度的差异主要表现为非编码区的差异[22],背瘤丽蚌线粒体基因组总长

16530 bp,蛋白质编码基因总长 11143 bp,tRNA 基因总长 1420 bp,SrRNA 基因总长 2138 bp,非编码区总长

1832 bp;褶纹冠蚌线粒体基因组总长 15712 bp,蛋白质编码基因总长 11140 bp,tRNA 基因总长 1411 bp,
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图 4摇 基于线粒体基因组全序列构建的 NJ 树和 ME 树

Fig. 4摇 The NJ鄄tree and ME鄄tree of mitochondrial genome

节点上数值分别表示: (1) NJ 方法的 bootstrap 值 (1000 次重复); (2) ME 方法的 bootstrap 值 (1000 次重复); Pyganodon grandis

(FJ809754)、Cristaria plicata(FJ986302)、Hyriopsis cumingii(FJ529186)、Venustaconcha ellipsiformis( FJ809753)、Lampsilis ornata(AY365193)、

Quadrula quadrula(FJ809750)、Crassostrea gigas ( NC _001276)、Crassostrea hongkongensis ( NC _011518)、Crassostrea virginica ( NC _007175)、

Mytilus trossulus(AY_823625)、Mytilus galloprovincialis(AY_497292)、Mytilus edulis(AY_484747)、Katharina tunicata(NC_001636)

rRNA 基因总长 2129 bp,非编码区总长 1043 bp,与背瘤丽蚌非编码区相比存在较大差异。 究其原因可能是非

编码区所受的进化压力较小,自然选择的约束力较弱,与编码区相比具有长度和位点多态性。 此外,背瘤丽蚌

在已知的所有淡水蚌类线粒体中 A+T 含量最低,但这是相对而言的,其绝对含量仍然较高:全基因组 A+T 含

量为 60. 28% ,非编码区 A+T 含量高达 62. 72% 。 有 6 个大于 50bp 的非编码区,两个较长的非编码区分别长

969 和 288 bp,分别占非编码序列的 52. 89%和 15. 72% 。 第 3 个较大的非编码区为 116bp,并且其 A+T 含量

高达 74. 14% ,推测其可能为控制区,但是由于无脊椎动物的控制区没有被很好的定性,而且缺少离散的保守

序列来确定[23],这就可能使轻链与重链复制起始的确定变得更加混乱。
背瘤丽蚌线粒体基因组同其他几种已经报道的淡水蚌类相似,均编码 37 个基因,包括 13 个蛋白质编码

基因、22 个 tRNA 基因,2 个 SrRNA 基因。 基因编码方式也一致,除 ND3—ND5,ND4L,CO玉—CO芋,ATP8,
ATP6,tRNAAsp 和 tRNAHis 在 H 链上编码外,其他基因均在 L 链上编码。 而海水双壳贝类 mtDNA 的编码基因

只在一条链上编码[24],这种差别可能是由于淡水蚌类与海水贝类所处的生存环境不同所造成的。 另外,淡水

蚌类与海水贝类相比多一个 ATP8 基因,目前认为其与双壳贝类细胞质的渗透压平衡有关[24]。 线粒体基因

组比核基因组进化速度快[26],且表现出不同区域进化速率的差异性。 背瘤丽蚌 13 个蛋白质编码基因共编码

3702 个氨基酸,其保守程度各异。 CO域和 CO芋为最保守的基因,而 ATP8 基因最不保守,相对不保守的为

ND2 和 ND6,其他蛋白质编码基因表现为中等的进化速率。 13 种蛋白质编码基因碱基序列存在较大的差异,
但是编码的氨基酸差别较小,主要是由于发生了“同义取代冶。 这种同义取代偏向于密码子的第 3 位上,并且

腺嘌呤 A 的使用频率高于其他 3 种碱基。 同义取代可认为是线粒体系统在进化速率较快的情况下维持自身

蛋白质结构与功能稳定性的一种方式[27鄄28]。
淡水蚌类线粒体基因间存在不同程度的基因重叠现象。 背瘤丽蚌共有五处基因重叠,且重叠碱基数为

1bp,其他淡水蚌类基因重叠多发生于 ND2—tRNAMet 和 ND4—ND4L 之间,而海水双壳贝类 ND4 和 ND4L 之

间则多由其它蛋白质编码基因、tRNA 基因或非编码区隔开,不存在基因重叠现象。 目前已报道的淡水蚌类的

线粒体基因的排列顺序有两种,差异主要存在于 CO域—rrnS 之间基因的排列顺序,背瘤丽蚌与三角帆蚌 CO
域—rrnS 之 间 基 因 的 排 列 顺 序 为: CO 域鄄ND3鄄H鄄A鄄S1鄄S2鄄E鄄ND2鄄M鄄W鄄R鄄rrnS; 而 褶 纹 冠 蚌、 L. ornata、
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V. ellipsiformis、P. grandis、Q. quadrula CO域—rrnS 之间基因的排列顺序为:CO域鄄H鄄S1鄄ND2鄄M鄄ND3鄄A鄄S2鄄E鄄
W鄄R鄄rrnS。 已报道的淡水蚌类 CO域鄄rrnS 之间都存在几个较大的非编码序列,其中最多的三角帆蚌共有 5 个

较长的非编码区,背瘤丽蚌也有包括 A+T 含量最高的 116bp 的非编码区在内的 3 个重要非编码区位于此区

间。 双壳贝类线粒体基因顺序发生变化是因为存在明显的基因复制和缺失,最熟悉和被接受的是复制和缺失

机制。 在复制时一小部分基因被复制,导致在基因或基因组中产生串联的拷贝,一旦一个没有功能的突变出

现在一个基因拷贝中,在随后的基因复制中,它将被基因组移除,或是被沦为非编码区[29鄄31]。 目前有解释

说[32]基因缺失可能是一个非随机的的过程,也可能基因易位和非编码区是联系在一起的,尤其是脊椎动物的

控制区。
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