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摘要! 为研究脊尾白虾应答饥饿的线粒体基因组表观遗传学特征!本研究在筛选适宜脊尾白

虾线粒体基因组甲基化位点分析的 J*O引物基础上!对不同饥饿期该虾线粒体基因组的甲基

化特征进行了分析% 共设计覆盖脊尾白虾线粒体全基因组序列的 J*O引物 54 对!经验证其

中 43 对引物可用于脊尾白虾线粒体基因组的甲基化特征分析!选用其中具有稳定扩增产物的

5 对引物分别对饥饿 43"23 和 /3 D 的脊尾白虾线粒体基因组的甲基化特征进行了分析!结果

表明!脊尾白虾耐受饥饿的平均死亡时间为 401: D!最长耐受时间为 9: D!在不同饥饿阶段线

粒体基因组均可发生甲基化现象!且在第 43 天时甲基化比例最高!而第 23 和 /3 天时甲基化

比例反而降低'甲基化主要发生在 %4基因位点上!据此推测这种甲基化可能用来调节能量代

谢相关的电子传递链过程% 本研究首次揭示了脊尾白虾线粒体基因组存在甲基化现象!为展

开虾类线粒体基因组表观遗传学研究奠定了理论基础%

关键词! 脊尾白虾' 线粒体基因组' 甲基化' 饥饿

中图分类号! L1:9' *0881466666666 文献标志码&&

66线粒体被称为&细胞的动力工厂'"为机体的

生命活动提供直接的能量%除此之外"线粒体也涉

及细胞的其他重要功能"如脂肪酸的代谢*细胞的

程序性死亡*活性氧自由基的产生*三羧酸循环以

及钙离子的转运等
(4)

+ 因此"线粒体对高等生物

行使正常的生命活动是必不可少的+ 另外"线粒

体还拥有自身的遗传物质和遗传体系"同时也与

生物有机体的核基因组存在着一定的&互动'"因

而成为很好的遗传学研究对象+ 目前关于线粒体

的遗传学研究主要集中在 &线粒体 4%&损伤与

遗传疾病和细胞凋亡的关系'

(2)

*&线粒体基因重

排与进化分析'

(/)

和&线粒体标记研究和应用'

(9)

等方面"而关于其表观遗传学特征的研究较少+

究其原因"一是受早期研究的误导
(5)

和线粒体甲

基化研究方法的限制"长期以来很多人认为线粒

体不存在甲基化修饰%二是很多人认为线粒体表

观遗传学没有重要的遗传学研究价值"而把更多

的目光投在核基因组甲基化特征分析上+ 但近十

年来"随着对线粒体甲基化研究的展开"人们开始

意识到线粒体甲基化的一些重要生物学意义和研

究价值"因此在人类和其他哺乳类动物中开展了

很多研究
(8 7:)

+ 但目前"还未见甲壳类动物"尤其

是虾类中相关的研究报道+

脊尾白虾 #;9&6.(.+,&% 3.0-%-3.*A.$是分布

于印度 7西太平洋区*韩国和我国近海的一种广盐

性白虾
(0)

"是我国特有的一个养殖经济种类"其产

量在我国东部沿海地区的混合养殖模式中占据三

分之一的比重
(43)

"且养殖规模具有逐年增加的趋

势+ 展开脊尾白虾生长发育相关的基础生物学和

遗传学研究是培育新品种和保障该虾健康养殖的

重要基础"本研究拟对该虾线粒体基因组应答饥饿

的调控机制进行研究"以便阐释脊尾白虾线粒体基
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因组的表观遗传学特征"引起更多研究者对虾类表

观遗传学研究的兴趣+

46材料与方法

$%$&实验材料

脊尾白虾取自一个养殖池塘自繁而来的成体"

选取大小相似(体长!#51/0 B3190$8:%体质量!

#2131 B315/$N)*健康无病的个体放入约 233 '长

方形塑料养殖池#:2 8:A83 8:A50 8:$中"不间

断充气"在实验室先暂养 2 周以适应环境"期间每

天换水#温度 4: <25 Q"盐度 2:$4 次"每次换水量

为总水体的 45/"每天早晚各投喂饵料#虾类专用

配合饲料"浙江粤海饲料有限公司$4 次"每天早晚

投喂前利用虹吸法吸底层排泄物各 4 次+

$%'&饥饿实验

选取 483 尾白虾"平均分为两组"即对照组和

饥饿组"每组 :3 尾+ 对照组中的白虾继续按照上

述日常管理方法进行养殖%为防止因个体间残食

而导致的实验误差"利用网格把养殖池分成 :3 个

独立的隔间"每个隔间放入 4 尾虾%除不投饵外"

日常管理方法与对照组相同+ 分别在第 43*23 和

/3 天在对照组和实验组中各选取 23 尾脊尾白虾

进行后续甲基化特征分析"其中实验组中各个时

间节点选取的虾为死亡后个体"且为各时间节点

B2 D 的虾"对照组各时间点选取的虾也为死亡后

的个体"不足部分用活虾补充+

$%(&基因组处理"UV.#@16:<71#969L:9;A1;2 .!/$

引物设计及验证

利用 ,\2U 柱式动物基因组抽提试剂盒 (生

工生物工程#上海$股份有限公司)分别提取各脊

尾白虾总基因组 4%&#其中含有线粒体基因组

4%&$"利用甲基化检测试剂盒#,U<S;@K

MS

"%BE

,>N0;>D J</0;H?)>81$对提取的基因组进行处理"

获得处理后的基因组 4%&"并以处理后的基因组

4%&为 O-$模板进行 J*O引物的验证和后续各

不同饥饿期个体的甲基化特征分析+

根据脊尾白虾线粒体基因组序列 #IB>H;>K

号!%-C 34258814 $"利用在线软件 SB=AU@<:B@

#EEE12@/NB>B1/@N5:B=AU@<:B@$设计 54 对可以覆

盖脊尾白虾线粒体全基因组的 J*O引物#表 4$"采

用如下 O-$程序验证引物是否可以扩增出预期长

度的产物!扩增体系为 25

"

'"4%&聚合酶为热启

动酶 #,U<S;@K"%BE ,>N0;>D J</0;H?)>81$"采用

M/28A9D/E> O-$程序进行扩增"具体为 05 Q起始

变性 /3 ?"05 Q变性 45 ?"55 Q复性 /3 ?"8: Q延

伸 95 ?的循环"其中退火温度每个循环降低 315

Q"进行 49 个循环后再以 9: Q固定退火温度进行

23 个循环"循环结束后以 8: Q延伸 5 :<>"9 Q保

存+ O-$产物经 415G琼脂糖凝胶电泳验证有无"

对有扩增条带的片段进行胶回收"经过克隆和测序

获得引物扩增序列"与脊尾白虾线粒体基因组原序

列对比确认是否为线粒体基因组的扩增产物+

$%,&数据采集与分析

利用筛选的 J*O引物对各个饥饿期脊尾白虾

处理后的基因组进行扩增"扩增产物经克隆转化后

送交公司测序(生工生物工程#上海$股份有限公

司)"采用 L#S&软件 # A==U!

!

T2:;18DH1@<KB>1

6U$把测序序列与原线粒体基因组序列进行对比"

以确认甲基化的有无及特征"并计算相应的甲基化

率+ 利用 IB>B</2?软件#YB@?</> 91:12$对 J*O引

物扩增区序列在基因组中的位置进行定位和标注"

用 ,P8B0中的数据分析功能实现相关的数据分析+

26结果

'%$&脊尾白虾耐饥饿死亡特征

以累积 8 D 的死亡个体数为 4 个单元#即横坐

标每一个单位代表 8 D$"对不同饥饿时间脊尾白虾

的死亡情况进行了比较#图 4$+ 在饥饿第 5 天时"

脊尾白虾开始出现死亡"至饥饿 45 D 左右出现死

亡高峰"至第 9: 天时"最后一只脊尾白虾死亡+ 利

用加权平均数"求得饥饿组中脊尾白虾平均死亡时

间为 401: D+ 统计假设 1检验表明"饥饿组与对照

组的死亡数存在极显著性差异#4@3134$"说明饥

饿组中的死亡个体是由饥饿原因引起的+

图 $&脊尾白虾饥饿状态下的死亡情况

012%$&?89C9>#8=4371<9>7#946#>4B>#13;6#49661;

3$4*,(1(4*.6*

950



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 高6焕"等!脊尾白虾线粒体基因组应答饥饿的甲基化特征分析 66550



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

666 水6产6学6报 /0 卷
850



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 高6焕"等!脊尾白虾线粒体基因组应答饥饿的甲基化特征分析 66

'%'&UV.引物筛选及验证

在 54 对引物中#表 4$"共有 43 对引物得到了

预期长度的扩增产物"分别是第 /D#5:9 71::$*:D

#4112 7400/ $*44 D #21/1 7201: $* 42 D # /332 7

/242$*4/D#/214 7/911$*48 D#/:01 79449$*40 D

#5253 75903 $*24 D #5:85 7501: $* // D # 0220 7

0958$和 9:D#49902 749118$#表 4 及此处括号中的

数字为线粒体基因组中对应的序列区间$+ 进一步

对这些引物进行验证和优化(筛选最适 4%&熔解

温度#M:值$)"其中 42 D#/332 7/242"扩增长度

244 HU"M:>54$*4/D#/214 7/911"扩增长度 231

HU"M:>90$*48D#/:01 79449"扩增长度 24: HU"

M:>90$*40D#5253 75903"扩增长度 294 HU"M:>

90$和 24D#5:85 7501:"扩增长度 449 HU"M:>90$

共 5 对引物具有稳定可重复的扩增结果+ 因此"这

5 对引物进一步被用来研究不同饥饿期相应的甲

基化特征+ 经测序验证"这 5 对引物的扩增区域为

脊尾白虾线粒体基因组对应序列+

对这 5 对引物的扩增序列在脊尾白虾线粒体

基因组上的位置进行了定位 #图 2 $!42 D覆盖

2E48 基因的 /R端序列及部分 !"H/ 基因序列"4/

D为 !"H/ 基因的起始区序列"48D为 !"H/ 基因

的 /R端序列和 IJ/ 基因的起始区序列"40D和 24D

均为 IJ5 基因的序列"40D覆盖区域在该基因的

偏 5R端"而 24D覆盖区域在该基因的偏 /R端+

'%(&不同饥饿期脊尾白虾甲基化特征

对照组中"对 5 对 J*O引物扩增产物的测序

结果表明"没有发现甲基化现象%5 对 J*O引物中

的 42D*4/D和 40D引物在饥饿第 43*23 和 /3 天 /

个时间点上也没有发现甲基化现象"而 48D和 24D

引物的扩增序列在 / 个时间点上则存在着甲基化

现象+ 在饥饿第 43 天时甲基化程度最高"有

53G的受测试个体存在甲基化现象"而随着饥饿

期的延长"甲基化个体的比例则呈下降趋势#表

2$+ 除了 / 个个体外"48D和 24D引物扩增区的甲

基化具有一致性"即在 48 D引物扩增区发生甲基

化的个体"在 24D引物扩增区也发生甲基化现象+

图 '&UV.引物扩增区在线粒体基因组中的位置

012%'&?89=361#13;637.!/>5=<171A>#13;W3;9637

9>A8UV.=41594=>1461;#8951#3A83;C41><

29;3591;3$4*,(1(4*.6*

表 '&不同饥饿期甲基化特征

?>@%'&?89=4371<93759#8"<>#13;1;496=3;69#3

C177949;#6#>4B>#13;6#4966=8>6961;3$4*,(1(4*.6*

时间5D

=<:B

引物 U@<:B@U;<@?

48D

甲基化5G

:B=A30;=</>

未甲基化5G

2>9:B=A30;=</>

24D

甲基化5G

:B=A30;=</>

未甲基化5G

2>9:B=A30;=</>

43 53 53 53 53

23 /3 13 25 15

/3 23 :3 23 :3

66各引物扩增区的甲基化主要为 -UI甲基化"

同时也存在 -+I和 -++型甲基化#+为 &*-或

M$#图 /*图 9$+

48D和 24 D引物扩增区序列的甲基化特征分

别见图 / 和图 9+

图 (&$MX引物扩增区的甲基化模式

框中标出的 -位点为发生甲基化的位点"下同

012%(&?8959#8"<>#13;=>##94;37#89>5=<171A>#13;W3;937=415946$MX

MABU/?<=</>?/7-<> =ABH/PB?;@B=AB:B=A30;=</> ?<=B?"=AB?;:B;?HB0/E

150
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图 ,&'$X引物扩增区的甲基化模式

012%,&?8959#8"<>#13;=>##94;37#89>5=<171A>#13;W3;937=415946'$X

/6讨论

(%$&脊尾白虾耐饥饿的能力分析

不同生物对饥饿的耐受性程度不同"如倒刺

!

# B6-%-#.0#*)A+%1-3*(.1*)$仔鱼只能存活 4 <2

周
(44)

"而太平洋鲑 #"%3&07$%37*)?U1$则可耐受

饥饿 4 个月以上
(42)

"同时不同生理生长阶段和不

同外界环境条件也影响生物对饥饿的耐受程

度
(44 742)

"一般而言成体相较于未成年个体具有更

强的耐饥饿能力+ 本研究中采用的脊尾白虾个体

均为成体或大规格个体"图 4 显示了这些个体耐

受饥饿的能力"其平均耐饥饿死亡时间为 401: D"

即 23 D 左右"饥饿死亡时间范围为 5 <9: D+ 由

于目前还缺少其他虾类耐饥饿极限的相关研究报

道"因此还不能确定脊尾白虾耐饥饿能力的水平

如何+

(%'&饥饿对线粒体基因组 )*+甲基化的影响

已有的研究表明"影响基因组 4%&甲基化

的因素很多"如不同发育阶段
(4/)

* 重金属离

子
(49)

*有机物
(45)

和温度
(48)

+ 4\<=/3BY;等
(41)

的

研究表明"在小鼠#=*),*)3*(*)$不同年龄阶段

其脑组织中线粒体基因组的甲基化水平也会发生

变化+ 本研究则进一步揭示饥饿状态也能促使脊

尾白虾线粒体基因组 4%&产生甲基化"其意义

在于"一是目前大多数的研究都集中在核基因组

的研究上而对线粒体基因组的甲基化现象研究比

较少"本研究的结果进一步证实了线粒体基因组

本身也积极参与甲基化调控"尽管其自身基因的

表达调控受到多达 4 533 个核基因组基因的调

控
(4:)

%二是目前在陆生哺乳类和植物中研究甲基

化现象的较多"而在水产养殖经济生物尤其是虾

类中还鲜见报道"实验的结果对于展开虾类甲基

化的相关研究提供了借鉴+

因为线粒体是细胞的&动力工厂'"实验原设

想其基因组中负责能量代谢有关的 &MO合成酶

基因#图 2 中 42D引物所在基因$可能会在不同饥

饿期显示出一定程度的甲基化状态变化"但事实

上是 48 D 和 24 D 引 物 所 在 的 IJ # %&4+

DBA3D@/NB>;?B"还原型辅酶 )脱氢酶 $ 基因 #图

2$+ 基因组水平甲基化的主要功能是进行基因

表达的调控"由于 IJ基因的表达产物在能量代

谢的电子传递链中起到关键性作用"因此这也说

明饥饿会影响细胞内能量代谢的过程"在线粒体

基因组水平表现为负责能量代谢的电子传递链相

关基因受到甲基化的调控+ 最新对人类线粒体基

因组甲基化的相关研究表明"神经障碍症患者的

IJ基因也发生了甲基化现象
(40)

"因此线粒体基

因组 IJ基因序列区可能是甲基化的热点区+

另外"本研究还揭示了不同饥饿期线粒体基

因组甲基化个体的比例存在差异"在饥饿第 43 天

时比例最高"而后有降低的趋势"其原因有待进一

步探讨+

(%(&线粒体基因组 )*+甲基化模式

表观遗传学研究基因和环境间的互作现象"

目前已知的主要表观基因修饰有 4%&甲基化*

组蛋白乙酰化*染色质重塑基因印记和非编码

$%&等
(23 724)

+ 其中"4%&甲基化是最重要的一

种基因修饰类型"因此也是被研究最多的一种类

型+ 已知基因组水平的甲基化现象在自然界是普

遍存在的"甚至在具有很小基因组长度的线虫

#E0-37-%+((. )6-0.(-)$中也存在着甲基化现象
(22)

"

在高等动植物的核基因组中更是普遍存在"但是

这些生物基因组中甲基化的类型并不一样+

目前在哺乳动物基因组水平发现的 4%&甲

基化类型主要是 -UI"而植物中除了 -UI甲基化

外"还有 -+I 和 -++ 甲基化 # + >&" -或

M$

(2/)

+ 本研究的结果表明"脊尾白虾线粒体基

因组的甲基化类型除了 -UI外"也存在类似植物

中的甲基化类型"如 -+I和 -+++ 虽然还没有

明确的报道指出哪种 4%&甲基化类型更 &高

等'"但从植物基因组和本研究中脊尾白虾线粒

体基因组在生物进化中的地位比哺乳动物基因组

较低等而言"应该把 -+I和 -++的类型归于较

原始的甲基化类型+ 这也引出两个需要进一步探

:50



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 高6焕"等!脊尾白虾线粒体基因组应答饥饿的甲基化特征分析 66

讨的研究方向!一是不同种甲基化类型在稳定性*

可逆性和跨代遗传上存在的差异有待进一步探

讨%二是有研究证实拟南芥#20.#-A&6)-)17.(-.%.$

中 -UI和 -+I位点的甲基化是分别由不同的甲

基化酶完成的
(29)

"因此负责脊尾白虾线粒体基因

组甲基化的酶是否也存在多种有待进一步的研

究+ 这些研究的开展将进一步阐明脊尾白虾线粒

体基因组的甲基化机制"也是未来的研究方向+

另外值得一提的是"基于线粒体全基因组模

式的甲基化研究还有待开发新的技术方法"本研

究中设计了 54 对覆盖全基因组的 J*O引物"但

只有 5 对获得了稳定的扩增效果+ 其原因在于!

线粒体基因组富含 &M序列"甲基化所在 -UI序

列的位置区很少"造成了根据 -UI富集区设计的

J*O引物可以扩增出 O-$产物的区域也少%另

外"富含 &M的序列经过重亚硫酸氢盐处理后"很

容易断裂"完整性被破坏"因此针对这部分序列区

设计的引物也很难扩增出相应的产物+
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