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摘要 : 动物线粒体遗传模式主要为母系遗传。近年来在一些双壳类 ( 如贻贝科、蚌科和帘蛤科 ) 中发现了线粒

体双重单亲遗传现象。双重单亲遗传完全不同于传统的母系遗传模式 , 它开启了一种独特的系统来检测进化力

在线粒体基因组中的作用。但双重单亲遗传是否广泛存在于双壳类尚属未知。文章研究了虾夷扇贝 ( Patinopect-

en yessoensis) 的线粒体遗传模式 , 结果显示 , 同一个体中体细胞和性腺的线粒体片段的基因型不存在差异 ; 家

系检测中也显示子代的线粒体单倍型与母本一致 ; 在虾夷扇贝线粒体中未发现双重单亲遗传现象。
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Abstract: For animals, the inheritance of mitochondrial DNA ( mtDNA) is predominantly maternal. Recently, doubly uniparental in-

heritance ( DUI) of mtDNA in some bivalves ( the families Mytilidae, Unionidae and Veneridae) has been discovered. The discovery of

DUI of mtDNA has challenged the traditional maternal inheritance and established a unique system to test for evolutionary forces acting

on mitochondrial genomes. However, whether DUI of mtDNA is widely distributed among bivalves is uncertain. In this paper, the mito-

chondrial inheritance model of Japanese scallop Patinopecten yessoensis was investigated. The results suggest that there is no difference

in the mtDNA between somatic and gametic tissues in the same individual. The family test shows that mitochondrial haplotypes of off-

spring ( D-shaped larvae) are the same as those of mothers. No evidence for DUI of mtDNA in P. yessoensis is found.
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  线粒体 DNA ( mitochondrial DNA, mtDNA) 是动物体

内唯一的核外遗传物质 , 拷贝数多 , 突变率高 , 编码的 37

个基因包括 13 条多肽、22 个 tRNA 基因和 2 个 rRNA 基因 ,

全部参与线粒体内膜呼吸链复合体氧化磷酸化能量代谢过

程, 合成 ATP为细胞提供能量
[ 1]

。线粒体基因组的遗传特

点, 使其成为研究真核生物分子地理学、群体遗传学、发

育生物学和分子系统进化的重要手段 [ 2 - 4] 。

长期以来普遍认为 mtDNA 基因组呈现严格的母系遗

传, 即后代的 mtDNA 都来自卵子。但随着对 mtDNA 研究

的逐步深入 , 近年来发现一些双壳贝类的 mtDNA 并不完全
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遵循母性遗传, 而是呈双重单亲遗传 ( doubly uniparental

inheritance, DUI ) , 例 如 贻 贝 科 的 Mytilus edulis[ 5 - 6] 、

M. californianus[ 7] , 菲律宾蛤仔 ( Ruditapes philippinarum) 、

凸壳肌蛤 ( Musculista senhousia) [ 8] 以及珠蚌科的 Pyganodon

grandis、Anodonta grandis 和 Fusconaia flava[ 9 - 11] 。ZOUROS

等 [ 12] 在研究中发现 , 贻贝雌性和雄性个体具有不同的线粒

体基因组 , 雌性体内只有 1 套线粒体 DNA, 即母性线粒体

DNA, 称为 F 型 mtDNA 基因 ; 而雄性体内则有 2 套线粒体

DNA, 一套来自卵子 , 存在于肌肉组织, 即 F 型线粒体基

因; 另一套来自精子 , 主要出现在雄性性腺中 , 称为 M 型

线粒体基因 , 雄性的 M 型线粒体基因只遗传给其雄性后

代。ZOUROS 等将这种遗传模式命 名为双重单亲遗 传

( DUI) 。

线粒体遗传模式对于物种的群体遗传学以及系统发生

学都有非常重要的意义。但迄今为止对其他贝类线粒体遗

传模式的研究报道仍比较少 , 该研究利用变性梯度凝胶电

泳 ( denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE) 技术检

测了虾夷扇贝雄性个体的体细胞和性腺的线粒体基因片段

是否为同一基因型, 并通过建立虾夷扇贝单对交配家系,

进一步论证了虾夷扇贝的线粒体遗传模式。

1 材料与方法

1.1 家系的创建及取样

11 个虾夷扇贝成熟个体 ( 雌性 4 个和雄性 7 个) 来自

山东威海的北海、寻山等地的不同养殖场 , 取每个个体的

性腺和闭壳肌 , 分别保存于 - 20 ℃下 , 用于检测体细胞和

性腺的线粒体基因片段的单倍型是否一致。共构建虾夷扇

贝单对交配家系 20 组, 用于检测线粒体遗传模式。受精卵

经 48 h 发育为 D 型幼虫 , 将各家系 D 型幼虫收集于 1. 5 mL

灭菌离心管中, 3 000 r·min - 1
离心 5 min 后去上清, 加入

100% 乙醇后于 4 ℃下保存。将各家系亲本的闭壳肌放于

1. 5 mL灭菌离心管中 , 加入 90% 乙醇保存。

图 1 同一个体的体细胞与性腺 PCR 产物的 DGGE 电泳对照图

Fig. 1 DGGE analysis of PCR products from somatic and gametic tissues in the same individual

1.2 DNA 的提取

亲本的 DNA 采用 LI等 [ 13] 描述的酚 /氯仿法从闭壳肌组

织中提取。幼虫 DNA 的提取基本采用 Chelex 法 [ 14] , 个别

地方稍作修整。将幼虫从 1. 5 mL 离心管转移到培养皿中 ,

加入 100% 无水乙醇冲洗 3 次。在解剖镜下将单个浮游幼虫

分开 , 分别放置于 0. 2 mL PCR 管中, 每个管中加入 2 μL

无水乙醇 , 37 ℃放置 30 min 后, 室温下完全晾干。每个

PCR 管中加入 20 μL 5% solution of ChelexR-100 resin ( Bio-

Rad) 以及 2 μL TE 和 0. 5 μL PK ( 20 mg·mL - 1 ) 。置于

PCR 仪中 , 55 ℃温浴 2 h, 100 ℃下 10 min, 最后 3 000 r·

min- 1离心 5 min, 取上清放入新的 PCR 管中 , 于 - 20 ℃下

保存。

1.3 PCR 扩增

PCR 扩增片段为 SATO 和 NAGASHIMA[ 15]
所开发的线

粒体非 编 码 基 因 NcR2 , 扩增 引 物 为 PysoMetF 和 Py-

so12SAR。在 PysoMetF 引物 5′端增加 DGGE 电泳通用发卡

结构。

PCR 反应体系为 50 μL: 1 ×PCR buffer, 200 μmol·L - 1

dNTP 混 合 液 , 1. 5 mmol·L - 1 MgCl2 , 1. 25 U TaqDNA

( Takara) , 0. 25 μmol·L - 1 引物, 50 ng DNA 模板。5 μL 10

×PCR 缓冲液, 5 μL dNTP 混合液 ( 2 mmol·L - 1 ) , 3 μL

MgCl2 ( 25 mmol·L - 1 ) , 1. 25 μL 引物 ( 10 μmol·L - 1 ) ,

0. 25 μL Taq 酶 ( Takara, 5 U) , 50 ng DNA 模板。PCR 反

应条件为 94 ℃ 3 min、94 ℃ 1 min、51 ℃ 1 min、72 ℃ 1

min, 共 35 个循环 ; 72 ℃延伸 5 min。PCR 产物于 4 ℃下保

存。

1.4 DGGE 电泳

根据被检测目标片段大小 , 使用的变性聚丙烯酰胺凝

胶浓度梯度为 35% ～45% , DGGE 电泳分析于 DCodeTM sys-

tem ( BioRad Inc. ) 上进行。对闭壳肌和性腺的 PCR 产物进

行 DGGE 电泳检测, PCR 产物变形后, 点样 15 μL, 30 V

电压下电泳 16 h, 电泳结束后硝酸银染色。家系分析时首

先对家系的亲本进行检测, 观察其单倍型是否存在差异,

然后选择单倍型存在差异的父母本及 20 个子代 ( D 型幼

虫) 进行 DGGE检测。步骤同上。

2 结果与讨论

在该研究试验条件下 , 通过 DGGE 电泳分析, 11 个虾

夷扇贝个体中每个个体均只含有 1 种单倍型 , 且同一个体

的体细胞和性腺含有同一单倍型 ( 图 1, 第 1 ～4 个体为雌

性, 第 5 ～11 个体为雄性) 。20 对亲本组合中共产生 9 对单

倍型存在差异的组合。将该 9 对组合的父母本及 20 个子代
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图 2 虾夷扇贝家系亲本和于代 NcR2片段扩增 DGGE 电泳图

Fig. 2 DGGE electrophoresis of NcR2 from parent and generation of P. yessoensis 

(D 型幼虫)进行 DGGE 检测，结果表明， 9 个家系中的子

代 (D 型幼虫) ，其单倍型均与母本一致，表现出典型的母

系遗传。图 2 是 2 个家系的 DGGE 电泳图。

线粒体的双亲遗传于 1990 年因贻贝线粒体异质性存在

偏性比而被首次发现[16] 。继而其他双壳贝类也被证实同一

个体的线粒体基因存在 2 种单倍型[1川

入，人们发现线粒体的异质性与性别有关[口.19 却]。物种的

线粒体是否是双亲遗传，很容易被鉴定。如果存在双亲遗

传，雄性个体的线粒体基因则存在异质性，且子代的基因

型并不都是母系遗传，部分存在父系遗传。

该研究首次为虾夷扇贝线粒体遗传模式提供了证据。

DGGE 是一种快速有效的检测方法，最初应用于检测疾病

的单碱基突变[21] 后来被广泛应用于微生物群落研

究[22-23J 。该研究应用 DGGE 技术分析一段线粒体非编码

基因 NcR2 ，研究中未发现任何双亲遗传模式的证据。 1 ) 

根据有关 DUI 的研究 [11.19.24J 雄性个体的线粒体基因型应

呈现异质性，但该研究中雄性个体的线粒体基因只含有 1

种单倍型; 2) 通过对 5 组虾夷扇贝家系的线粒体遗传模

式的检测，也表明子代基因型均与母本一致，属于母系遗

传。

检测线粒体遗传模式是将线粒体作为分子标记使用的

一个重要前提。该研究的 2 个证据表明，虾夷扇贝的线粒

体应该属于母系遗传，而非双重单亲遗传。这是关于虾夷

扇贝线粒体遗传模式的首次报道。
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