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M、F型COⅡ基因在雌雄三角帆蚌不同发育时期的

表达差异研究
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摘要：与传统的母系遗传不同，双壳贝类线粒体有M和F型2种mtDNA，称为双单亲遗传
(doubly uniparental inheritance, DUI)。为了探究DUI的形成机制，实验利用RACE方法得到
三角帆蚌M、F-type COⅡ基因的cDNA全长；荧光定量检测各时期各组织中M、F-type
COⅡ基因的表达。结果发现，①M-type COⅡ基因的cDNA序列全长1244 bp，F-type
COⅡ基因的cDNA序列全长808 bp，M型3′端较F型有一段546 bp的特异性延长序列；跨膜
结构预测显示M-type COⅡ基因3′特异性延伸区域有4个跨膜结构，推测这段延伸序列具
有一定的功能性；②早期幼龄(胚胎期-5月龄)三角帆蚌的组织团中，M、F-type COⅡ基
因均能检测出，且同时期中F-type COⅡ基因的表达量显著高于M-type COⅡ；③6月龄蚌
各组织中，F-type COⅡ基因在各组织中表达量明显高于M型的表达量，而M-type
COⅡ基因在性腺中表达明显高于其他组织；④一龄雌性各组织中，M、F-type COⅡ基因
均有表达；而一龄雄性各组织中，M-type COⅡ基因仅在性腺中表达；⑤二龄雌性各组
织中，M、F-type COⅡ基因均有表达；二龄雄性各组织中，F-type COⅡ基因除性腺外的
其他组织中均有低量表达，M-type COⅡ基因仅在性腺中表达，且表达量较高。研究表
明，在三角帆蚌雌雄个体发育过程中，M-type mtDNA在组织中选择性降解或聚集。
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大多数生物的线粒体基因(mtDNA)都遵循严

格的母系遗传 [1](strict maternal inheritance, SMI)，
但是在Donacidae，Hyriidae，Mytilidae，Solen-
idae，Margaritiferidae，Unionidae和Veneridae[2-5]

等双壳类生物中有两种线粒体遗传方式，一种

通过精子 (M-type)传递，另一种通过卵子 (F-
type)传递。F-type mtDNA通过雌性亲本传给雌或

雄性后代，而M-type mtDNA通过雄性亲本传给

雄性后代 [6]。所以在性成熟的雌性个体中只有F-
type mtDNA表达，因此雌性具有同质性；在性成

熟的雄性个体中M、F-type mtDNA都有表达，因此

雄性具有异质性，这种有别于母系遗传的mtDNA

传递方式称为双重单亲遗传 [7](doubly uniparental
inheritance，DUI)。

目前已发现DUI现象广泛存在于海洋贻贝

科、海洋帘蛤科和淡水珠蚌中，其线粒体基因

组中的单基因COⅡ在雌、雄个体中存在较大的

差异。M-type COⅡ基因上有一段特异性的功能

延伸区域 [8-9]，该特异性延长片段可作为鉴别M、

F-type mtDNA的一种分子标记，因此COⅡ基因被作为

指示基因用于研究DUI形成的相关机制等问题[10]。

Helene等 [7， 11]研究证明，淡水蚌类的M、F-type
COⅡ基因核苷酸序列多态性存在显著差异，F-
type COⅡ 5′端相似性较高，M-type COⅡ相似性
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较低。免疫荧光染色检测结果显示，淡水蚌V.ellipsi-
formis中M-type COⅡ在雄性性腺、雌性性腺的滤

泡壁、卵胞质以及卵母细胞的细胞核均表达[12-13]；

海洋贻贝中仅在雄性性腺中检测到 M - t y p e
COⅡ的表达 [14]。Chakrabarti[15]利用Western-Blot检
测到M-type COⅡ蛋白C端延长的存在，并且在精

巢中M-type COⅡ蛋白优先表达，在雌性组织中

无M-type COⅡ蛋白表达，证明M-type COⅡ基因

在雄性生殖中有一定的作用。

三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)在珍珠养殖产

业中占有较大比重，产量占淡水珍珠总产量的

80%[16]，具有和其他淡水蚌类相同的生长发育周

期(胚胎、钩介幼虫、稚蚌、幼蚌和成蚌)[17]。三

角帆蚌的性别对产珠性能存在一定影响，雄蚌

所产珍珠在总重、粒重和直径上都优于雌蚌，

表现出良好的育珠性能[18]。本实验室前期研究工

作表明三角帆蚌具有M、F-type 2种线粒体基因

组 [19]，在此基础上本研究通过M、F-type COⅡ基

因在三角帆蚌不同发育阶段的表达差异来研究

DUI可能的形成机制及其与性别的关系，具有一

定的理论价值和实践意义。

1    材料与方法

1.1    实验材料

三角帆蚌采自浙江省武义三角帆蚌养殖基

地，按照发育时间分别取胚胎、钩介幼虫、稚

蚌、幼蚌和成蚌若干。RNAsimple Total RNA
Kit、FastQuant RT Kit (With gDNase)、SuperReal
PreMix Plus (SYBR Green)等试剂购于天根生化(北
京)有限公司。SMART RACE cDNA Amplification
Kit购于Clontech公司。

1.2    实验方法

三角帆蚌RNA制备        胚胎期至5月龄个体

较小，仅取性腺部位的组织团； 6月龄取肝、

鳃、斧足、外套膜和性腺组织；1龄和2龄分别取

肝、鳃、肾、斧足、外套膜和性腺组织，按照

RNAsimple Total RNA Kit试剂说明书提取RNA，

所得RNA样品经电泳和分光光度计检测合格后

于–80 °C保存。

M、F-type COⅡ基因的克隆        分别提取二

龄雌、雄三角帆蚌的性腺组织总RNA，利用

SMART RACE cDNA Amplification Kit反转录获得

cDNA模板。根据三角帆蚌外套膜cDNA文库中已

标注的EST序列，设计特异性引物F-3、F-5、M-3
和M-5(表1)，通过RACE方法，参照SMART RA-
CE cDNA Amplification Kit说明书进行实验。所得

PCR产物纯化连接后转化到E.coli DH5α中，挑选

阳性克隆送生工(上海)测序。测序拼接的序列在

NCBI上验证后，使用ORF Finder (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/)[20]确定开放阅读框

(ORF)，Protparam分析各物理参数，TMHMM (http://
www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM)预测跨膜结构。

荧光定量PCR实验        将符合标准的RNA按

照FastQuant RT Kit (With gDNase)的说明书进行反

转，获得cDNA。根据三角帆蚌M、F-type COⅡ

基因的cDNA序列分别设计特异性引物FC-F、FC-
R和MC-F和MC-R (表1)，并以Elongation factor 1-
alpha (EF1α)做为内参基因 [21]，使用SuperReal Pre-
Mix Plus (SYBR Green)荧光定量试剂盒检测M、

F-type COⅡ在各时期、各组织中的表达量。反应

体系为：SYBR 10 μL，模板1.6 μL，引物各0.8 μL，
ddH2O 6.8 μL，反应条件为：95 °C预变性30 s；

表 1    实验中的引物序列

Tab. 1    Primers used in this study

引物

primer
引物序列

sequence (5′to 3′)
温度/°C

annealing temperature
产物

product

F-3 AATCTCCCTACACTGCCCAAAC 54 F-COⅡ3′ RACE

F-5 CATATGAGCTTTTGAGGTC 58 F-COⅡ 5′ RACE

M-3 ACGGGCAGTGTAGTGAGTTATG 54 M-COⅡ 3′ RACE

M-5 ATGAGCTTATGGGGTCAAAT 60 M-COⅡ 5′ RACE

FC-F TGGAGGTGGATAATCGGTGTG 58 F-type COⅡ基因序列

FC-R TAGAGGAAGAGCCCAAGCAT F-type COⅡ sequenceⅡ

MC-F CACATAACTCACTACACTGCCCG 58 M-type COⅡ基因序列

MC-R GTTGTTGGAGGTGGATAATCGA M-type COⅡ sequence
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95 °C 5 s，58 °C 30 s，72 °C 50 s，40 cycles，
实验得到的数据用2–△△Ct法处理后绘制矩形图。

2    结果

2.1    M、F-type COⅡ基因序列对比分析

M-type COⅡ基因的cDNA序列全长1244 bp，
包含17 bp的3′UTR和1227 bp的ORF，无5′UTR，

编码408个氨基酸，3′UTR含有典型的多聚腺苷

酸加尾信号序列AATAAA和PolyA (图1-a)；Prot-

param程序推导的蛋白质分子量为45.59 ku，蛋白

分子式为C2137H3170N508O571S15，理论等电点为6.17，

不稳定指数为29.17，蛋白性质稳定，表现为疏

水性。F-type COⅡ基因的cDNA序列全长808 bp，

包含109 bp的5′UTR，18 bp的3′UTR和681 bp的
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图 1    三角帆蚌M、F-type COⅡ基因cDNA序列全长及氨基酸序列预测

(a) M-type COⅡ基因cDNA序列全长及氨基酸序列预测；(b) F-type COⅡ基因cDNA序列全长及氨基酸序列预测；加框的密码子表示加尾

信号，*表示终止密码子

Fig. 1    M and F-type COⅡ gene cDNA sequences and predicted amino acid sequences in H.cumingii
(a) M-type COⅡ gene cDNA sequences and predicted amino acid sequences; (b) F-type COⅡ gene cDNA sequences and predicted amino acid se-
quences; Letters in boxes are used to indicate the polyadenylation signal sequence, stop codons are marked with asterisk (*)

1 期 陈    亚，等：M、F型COⅡ基因在雌雄三角帆蚌不同发育时期的表达差异研究 31

 

http://www.scxuebao.cn



ORF，编码226个氨基酸，3′端包含典型的含有

典型的多聚腺苷酸加尾信号序列AATAAA和PolyA

(图1-b)；蛋白质分子量为24.70 ku，蛋白分子式

为C1138H1720N276O314S13，理论等电点为4.74，不

稳定指数30.86，蛋白性质稳定，表现为疏水性。

2.2    M、F-type COⅡ基因跨膜结构分析

M、F-type COⅡ蛋白结构的跨膜区域预测

结果显示(图2-a, b)，M、F-type COⅡ基因的5′端
均包含两个跨膜结构，跨膜结构位置相同，分

别位于28~50 aa和63~85 aa，与线粒体传递的功

能有关。M-type COⅡ 3′端相对F-type COⅡ有一

段 546  bp的特异性延伸，这段延伸序列编码

182个氨基酸，在延长结构中跨膜结构预测显示

存在4个跨膜结构域，推测其可能参与雄性性腺

的发育，与性别分化有一定的关系。

2.3    各时期三角帆蚌M、F-type COⅡ基因表

达分析

胚胎期-5月龄组织团中M、F-type COⅡ基因

的表达        三角帆蚌早期性腺组织团中的荧光定

量检测结果显示：M-type COⅡ在各时期中均能

检测到表达，且相对表达量较为稳定，5月份时

最高(图3-a)，F-type COⅡ在各时期中均有表达，

相对表达量差异较大，5月份时最高(图3-b)，在

相同的时期中，F-type COⅡ相对表达量远高于

M-type COⅡ基因。

6月龄三角帆蚌各组织M、F-type COⅡ 基因

表达         6月龄三角帆蚌还无法准确辨别雌雄，

随机取10只混样，荧光定量检测其各组织中M、

F-type COⅡ 的表达。结果显示：M、F-type COⅡ

基因在各组织中均有表达。M-type COⅡ基因在

性腺中的相对表达丰度最高，在其他组织中较低

(图4-a)，F-type COⅡ在斧足、鳃和肝脏中的相对

表达丰度较高 (图4-b)，在相同组织中，F-type
COⅡ在各组织中的相对表达量均高于M-type COⅡ。

一龄三角帆蚌中M、F-type COⅡ基因的表达

一龄雌雄三角帆蚌各组织中M、F-type COⅡ基因

的荧光定量结果显示：雌性各组织中，M-type
COⅡ在各组织中均有表达，在性腺中相对表达

量最高，其余各组织中的表达量无明显差异(图5-a)，
F-type COⅡ在各组织中均有表达，在肝中相对表

达量最高，在斧足中相对表达量最低(图5-b)；雄

性各组织中，仅在性腺中检测到M-type COⅡ基

因的表达，在其他组织中没有检测到表达(图5-c)，
F-type COⅡ基因在各组织中均有表达，肝脏中的

相对表达量最高，性腺中相对表达量最低(图5-d) 。
二龄三角帆蚌中M、F-type COⅡ基因的表达

二龄雌雄三角帆蚌各组织中M、F-type COⅡ基因

荧光定量检测结果显示：雌性三角帆蚌中，M-
type COⅡ基因在各组织中存在微量表达，在性

腺中最低(图6-a)，F-type COⅡ在各组织中均有表

达，相对表达量无明显差异性，仅在性腺中相

对表达量略高(图6-b)，同时发现M-type COⅡ基

因在雌性三角帆蚌的各组织中的表达丰度远低

于F-type COⅡ。雄性三角帆蚌中，F-type COⅡ基

因在除性腺外的各组织中均能检测到表达，在

肾中的相对表达量最高(图6-d)；而M-type COⅡ

基因仅在性腺中检测到表达(图6-c)。
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图 2    三角帆蚌M、F-type COⅡ基因跨膜结构图

(a) M-type COⅡ跨膜结构图；(b) F-type COⅡ跨膜结构图

Fig. 2    Transmenbrane areas predicted in F and M-types COⅡ from H.cumingii
(a) Transmenbrane areas predicted in M-type COⅡ; (b) Transmenbrane areas predicted in F-type COⅡ
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3    讨论

目前存在两个关于DUI的机制假说，其一为

X-W-Z系统假说[22]，共有X、W、Z三个因素参与

受精卵中M-type mtDNA的降解或聚集。W因子

被假定标记在M-type mtDNA的外表面，能被卵

子细胞质中的X因子识别，结合导致M-type mtDNA
的降解，使受精卵发育成雌性。而一些卵母细

胞质中存在Z因子与X因子相结合，从而保护了

M-type mtDNA不被降解，发育成雄性。另一个

机制假说则提出在存在DUI现象的物种中，其M-

type mtDNA的降解存在着三个时期 [23]，胚胎初期

时雌雄个体中都具备F-type和M-type mtDNA，在

第一个时期，胚胎中的M-type mtDNA聚集在一

起；F-type mtDNA随机的分布 [24]。到第二个期
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图 3    M、F-type COⅡ在三角帆蚌各时期中的表达

(a) M-type COⅡ基因在各时期中的表达；(b) F-type COⅡ基因在各时期中的表达；1. 胚胎期；2. 钩介幼虫；3. 15天；4. 1月；5. 1.5月；

6. 2月；7. 3月；8. 4月；9. 5月

Fig. 3    The expression level of M, F-type COⅡ in different developmental stages of H.cumingii
(a) The expression level of M-type COⅡ in different developmental stages; (b) The expression level of F-type COⅡ in different developmental stages.
1. embryos; 2. glochidia; 3. 15 days; 4. 1 Month; 5. 1.5 Months; 6. 2 Months; 7. 3 Months; 8. 4 Months; 9. 5 Months
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图 4    6月龄三角帆蚌各组织中M、F-type COⅡ基因的表达

(a) M-type COⅡ基因在各组织中的表达；(b) F-type COⅡ基因在各组织中的表达；1. 外套膜；2. 斧足；3. 鳃；4. 肝；5. 性腺

Fig. 4    The expression level of M, F-type COⅡ in different tissues of six-month-old H.cumingii
(a) The expression level of M-type COⅡ in different tissues; (b) The expression level of F-type COⅡ in different tissues. 1. mantle; 2. foot; 3. gill;
4. liver; 5. gonad
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时，雌性中的M-type mtDNA开始出现降解，F-
type mtDNA开始增多；雄性中的M 、F-type
mtDNA均开始增多。到达第三个时期，雌性中

的M-type mtDNA已经完全降解，雄性中的M-type
mtDNA占据主导位置。F-type和M-type mtDNA各

自的数量将明显多于其在时期1和时期2的数量。

该假说中时期3被认为是存在DUI物种中的一个

关键时期。

本研究得到M、F-type COⅡ基因的cDNA全

序列，其序列中不存在内含子序列，具有高效

的碱基利用率。结果显示，M-type COⅡ基因比

F-type COⅡ基因在3′端多了一段长达546 bp的序

列，这段特异性延伸序列形成的多肽片段可能

以某种构象插入到M型细胞色素氧化酶亚基中，

从而达到增加精子活力的目的。在预测的氨基

酸结构中，这段特异性延长的碱基被翻译成

182个氨基酸，包含了4个跨膜结构，这4个M-type
COⅡ独有的跨膜结构可能参与到雄性性腺的发

育中，在性别分化中具有一定的作用。与其他

淡水贝类的序列比对显示，M-type具有明显的差

异，特别是3′延伸区，具有较高的进化速率。这

也证明M-type mtDNA比F-type mtDNA具有更快的

进化速率，这些结论在之前也有过报道[7]。

QRT-PCR检测M、F-type COⅡ在各时期、

各组织中的表达的结果显示，从胚胎期到5月龄

的三角帆蚌组织团中，M、F-type COⅡ 基因在

各时期均有表达。由于早期三角帆蚌较小，组

织尚未分化完全，结合M、F-type COⅡ 基因在
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图 5    一龄雌雄三角帆蚌各组织中M、F -type COⅡ 基因的表达

(a) M-type COⅡ基因在雌性各组织中的表达；(b) F-type COⅡ基因在雌性各组织中的表达；(c) M-type COⅡ基因在雄性各组织中的表达；

(d) F-type COⅡ基因在雄性各组织中的表达；1. 外套膜；2. 斧足；3. 鳃；4：肝；5. 性腺

Fig. 5    The expression level of M, F-type COⅡ in different tissues of one-year-old H.cumingii
(a) The expression of M-type COⅡ in female tissues; (b) The expression of F-type COⅡ in female tissues; (c) The expression of M-type COⅡ in male
tissues; (d) The expression of F-type COⅡ in male tissues. 1. mantle; 2. foot; 3. gill; 4. liver; 5. gonad
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6月龄中各组织的表达情况，可以推测其在早期

未完全分化的组织中也是存在的。同时发现6月
龄中，相同组织的F-type COⅡ表达量明显高于

M-type COⅡ，这可能与mtDNA在发育初期，由

母本传递的F-type mtDNA起主导作用这一DUI遗
传规律有关。而在一龄三角帆蚌中，性腺尚未

成熟，在雌蚌各组织中均能检测到M、F-type COⅡ

的表达；雄蚌各组织中F-type COⅡ 基因也均能

检测到，但在性腺中较低；而M-type COⅡ 基因

只在性腺中检测到表达。二龄三角帆蚌中，性

腺已基本发育成熟，F-type COⅡ基因在雌雄三角

帆蚌除性腺外的各组织中均能检测到表达，M-
type COⅡ基因只在雄蚌性腺中检测到明显表达

(在雌蚌各组织中的表达量十分低)，这种表达方

式与经典的DUI现象基本一致。

Ghiselli[23]研究发现，菲律宾花蛤(Venerupis
philippinarum)从受精卵发育到钩介幼虫时期，雌

蚌和雄蚌的性腺发生组织中同时存在M、F-type
mtDNA基因。从钩介幼虫到性腺成熟的过程

中，将来发育成雌蚌的个体的性腺中M-type基因

组逐渐降解，F-type基因组逐渐增多，而将来发

育成雄蚌的个体的性腺中F-type基因组逐渐降

解，M-type基因组逐渐增多。推测在三角帆蚌发

育过程中，幼龄时期，M、F-type mtDNA是同时

存在于雌雄各组织中的；随着性腺的发育，一

部分个体中M-type mtDNA在体组织中逐渐发生

降解，只在性腺中聚集，而F-type mtDNA在性腺

组织中发生降解，因此这一部分个体未来将发
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图 6    二龄雌雄三角帆蚌各组织中M、F-type COⅡ 基因的表达

(a) M-type COⅡ基因在雌性各组织中的表达；(b) F-type COⅡ 基因在雌性各组织中的表达；(c) M-type COⅡ基因在雄性各组织中的表达；(d) F-type
COⅡ 基因在雄性各组织中的表达；1. 外套膜；2. 斧足；3. 鳃；4. 肝； 5. 肾； 6. 性腺

Fig. 6    The expression level of M, F-type COⅡ in different tissues of two-year-old H.cumingii
(a) The expression of M-type COⅡ in female tissues; (b) The expression of F-type COⅡ in female tissues; (c) The expression of M-type COⅡ in male
tissues; (d) The expression of F-type COⅡ in male tissues. 1. mantle; 2. foot; 3. gill; 4. liver; 5. gonad
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育成雄性，而在其余个体中，M-type mtDNA在

所有组织中均发生降解，这一部分未来将发育

成雌性；最终，在发育成熟的雄性中，M-type
mtDNA只保存在性腺组织中，F-type mtDNA保存

在体组织中；而在雌性中，各组织中只存在F-
type mtDNA。由于这个过程的发生需要很长的时

间，所以我们在不同年龄阶段不同组织中能检

测到M、F-type mtDNA差异较大的存在情况；由

于降解机制的不完全，有时在雌性或雄性成熟

蚌性腺中仍能检测到M、F-type mtDNA的存在，

但是这并不与DUI现象相违背。本实验只是选取

了几个大范围的时间点对M、F-type mtDNA进行

检测，在未来的研究中，需要对三角帆蚌个体

中M、F-type mtDNA进行实时监测，了解其在三

角帆蚌发育过程中各组织的表达情况，以及与

发育性别的联系，以此进一步探明DUI现象的形

成机制和DUI现象同三角帆蚌性别决定的关系。
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Full-length cDNA cloning of M and F-type COⅡ genes and expression in
different age freshwater mussel Hyriopsis cumingii

CHEN Ya 1,     WANG Yayu 1,     WANG Guiling 1,2*,     HE Fangshu 1,     LI Jiale 1,2

(1. Key Laboratory of Genetic Resources for Freshwater Aquaculture and Fisheries,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai    201306, China)

Abstract: The mitochondrial genetic patterns of bivalve mollusc are different from the traditional maternal inherit-
ance. The mitochondria of bivalve molluscs have two kinds of mtDNA of M type and F type, which are called
doubly uniparental inheritance (DUI). In order to explore the mechanism of DUI, the full-length cDNA of M and
F-type COⅡ genes in Hyriopsis cumingii was obtained by RACE. qRT-PCR was used to detect the expression of
M and F-type COⅡ genes in different tissues and stages. The results are as follows: 1.The full-length cDNA se-
quences of M-type COⅡ gene and F-type COⅡ gene were 1244 bp and 808 bp respectively, and the 3′ end of M-
type COⅡ gene had a prolonged sequence of 546 bp. The transmembrane structure prediction showed that there
were four transmembrane structures in the C-terminus extension region of the M-type COⅡ gene, suggesting that
this extension sequence has certain function. 2. M-type COⅡ gene and F-type COⅡ gene were all expressed in
the early juvenile (embryonic to 5-month-old) of H.cumingii, and the expression level of F-type COⅡ gene was
significantly higher than that of M-type COⅡ gene. 3. In the tissues of six-month-old mussels, the expression of
M-type COⅡ gene was the highest in gonads, and the expression of F-type COⅡ gene was still at a high level in
the same tissues. 4. In the one-year-old female tissues, M and F-type COⅡ genes can be detected in all tissues. In
male tissues, the F-type COⅡ gene was detected in each tissues, but M-type COⅡ gene was only expressed in
gonads. 5. In the two-year-old female tissues, F and M type both expressed in each tissue, but the expression of M-
type COⅡ gene is very low. In the two-year-old male tissues, the F-type COII gene was detectable in addition to
the gonad, and the M-type COⅡ gene was detected only in the gonad. In the two-year-old male tissues, the F-type
COⅡ gene was detectable except for the gonad, and the M-type COⅡ gene was detected only in the gonad. These
results suggested that M-type mtDNA is selectively degraded or aggregated in tissues during male and female de-
velopment of H. cumingii.
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