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摘　 要： 利用 Ｌｏｎｇ⁃ＰＣＲ及普通 ＰＣＲ技术，结合引物步移法测序，经拼接、组装后获得中国淮河大型溞（Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ）
线粒体基因组全序列，并对其基因组成、结构特点等进行初步分析． 大型溞线粒体基因组全长为 １４９４８ ｂｐ， Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ 各

碱基含量分别为 ３２􀆰 ３７％ 、３４􀆰 ７３％ 、１５􀆰 ５８％ 、１７􀆰 ３１％ ，表现出明显的 ＡＴ偏倚． １３个蛋白质编码基因、２２个 ｔＲＮＡ 基因、２个
ｒＲＮＡ 基因和 １ 个 Ｄ⁃ｌｏｏｐ 区（控制区）的排列方式与典型的节肢动物线粒体基因组的排列方式略有不同． 除 ＣＯＩ 基因以

ＣＴＧ、ＡＴＰ８基因以 ＧＴＧ、ＮＤ３基因以 ＡＴＣ以及 ＮＤ６基因以 ＡＴＴ为起始密码子以外，其余 ９个蛋白质编码基因均以 ＡＴＧ
作为起始密码子；９个蛋白质编码基因具有典型的完全终止子 ＴＡＧ或 ＴＡＡ，ＣＯＩ、ＣＯＩＩ、ＮＤ４和 ＮＤ５ 等基因采用不完全终

止密码子 Ｔ． 基因组包含 ９个基因间隔区，共 ８１ ｂｐ，长度 １～６２ ｂｐ；１３个基因重叠区，共 ７７ ｂｐ，重叠碱基数在 １～ ２７ ｂｐ之
间，最大重叠在１６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｔＲＮＡＶａｌ基因之间． 在预测的 ２２个 ｔＲＮＡ 基因的二级结构中，发现只有 ｔＲＮＡＳｅｒ１基因未能形成

完整的二级结构，其他 ２１个基因均可形成典型的三叶草结构． １６Ｓ ｒＲＮＡ 和１２Ｓ ｒＲＮＡ 基因长度分别为 １３７３ ｂｐ和 ７５２ ｂｐ，
Ｄ⁃ｌｏｏｐ区全长 ２８９ ｂｐ． 本研究结果为探讨大型溞在溞属中的系统学地位及其与其他种间的系统发生关系等问题提供了数
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大型溞（Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ）属于节肢动物门（Ａｒｔｈｒｏｐｏｄａ）、甲壳纲（Ｃｒｕｓｔａｃｅａ）、鳃足亚纲（Ｂｒａｎｃｈｉａｐｏｄａ）、
枝角目（Ｃｌａｄｏｃｅｒａ）、溞科（Ｄａｐｈｎｉｉｄａｅ）、溞属（Ｄａｐｈｎｉａ），是微甲壳类浮游动物的重要组成物种［１］ ，主要生活

在淡水中，具有分布广、生活周期短、繁殖快、易于在实验室培养且对水环境中多种有毒化学物质敏感性

强［２］等特点，因此被广泛应用于水质监测和水生生物毒理研究［３⁃４］ ，也是生命科学和环境科学等研究领域较

为理想的模式生物［５］ ． 目前关于大型溞的研究仍然是毒理研究和水质监测占主导［６⁃１０］ ，关于溞类的分子进

化研究也是一个热点．
动物线粒体基因组由于具有分子量小、含量多、结构简单、进化速率快、母系遗传等特点，常被用于动物

界的分类鉴定、物种多样性和不同等级阶元系统发育的研究［１１⁃１４］ ，它包含丰富的分子标记，如单个基因序

列、基因重排模型和 ＲＮＡ二级结构等，被广泛应用于种群遗传学、物种鉴定、不同分类阶元的系统发育等

研究［１５⁃１６］ ．
到目前为止，溞属浮游动物中只有来自北美的蚤状溞（Ｄ． ｐｕｌｅｘ）线粒体 ＤＮＡ 全序列已被测定分析并公

布［１７］ ，而对另一种溞属浮游动物———大型溞在分子生物学方向的研究尚属少见，并且溞属动物依据形态学

标准进行分类的方法有很多不足，出现了同名异种或者同种异名现象［１８］ ． 耿雪侠等［１９］基于 ３种溞属动物线

粒体基因组 ＣＯＩ 基因的测定与分析并构建系统进化树，结果表明来自中国的隆线溞（Ｄ． ｃａｒｉｎａｔａ）和大型溞

具有较近的亲缘关系，而与北美蚤状溞亲缘关系相对较远，因此需要选择更多的分子标记来进一步验证这

个结果并揭示其真正原因． 基于此，本文对大型溞线粒体基因组全序列进行测定和注释，并对其基因组成和

结构特征进行初步分析，以期为溞科的分类学和系统进化研究提供新的分子生物学数据资料．

１ 材料与方法

１􀆰 １ 材料

实验用的大型溞（Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ）采自淮河． 连续培养 ３代以上的单克隆品系用于基因组 ＤＮＡ的提取．
１􀆰 ２ 基因组 ＤＮＡ 的提取

将经饥饿处理的单只大型溞，置于 １􀆰 ５ ｍｌ离心管中，大型溞基因组 ＤＮＡ 的提取参照文献［２０］，并置于

－２０℃保存备用．
１􀆰 ３ ＰＣＲ扩增及序列测定

根据 Ｇｅｎｂａｎｋ中已公布的北美蚤状溞 （Ｄａｐｈｎｉａ ｐｕｌｅｘ）的线粒体基因组全序列 （ Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号：
ＡＦ１１７８１７􀆰 １） ［１７］设计出可覆盖大型溞线粒体基因组全序列的引物（表 １）． 扩增片段间均有部分重叠．

表 １ 扩增大型溞线粒体基因组全序列的引物

Ｔａｂ．１ Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ

编号
Ｆ引物
起点

Ｒ引物
起点

产物长度 ／
ｂｐ Ｆ引物序列 Ｒ引物序列

１ １３０１ ３８８５ ２５３９ ＧＴＴＡＡＷＴＡＡＡＣＴＡＡＷＡＲＣＣＴＴＣＡＡＡ ＣＣＡＣＡＡＡＴＴＴＣＫＧＡＲＣＡＴＴＧ
２ ３８８５ ７５７２ ４０００ ＡＣＡＧＣＴＧＣＴＧＡＣＧＴＧＡＴＴＣＡＴ ＧＡＧＴＧＡＴＣＴＴＴＡＧＧＧＧＧＡＧＧＴＡＧ
３ ７５７２ １３０００ ５４５０ ＡＧＡＡＧＧＧＡＡＴＴＴＧＡＧＣＴＣＴＴＴＴＷＧＴ ＴＴＡＣＣＣＴＡＧＧＧＡＴＡＡＣＡＧＣＧＴＡＡ
４ １２５２３ １４７４５ ２０２１ ＴＣＧＴＣＴＣＧＴＣＡＴＴＣＡＴＡＣＣＡＧＣ ＧＴＧＣＣＡＧＣＡＧＹＹＧＣＧＧＴＴＡＮＡＣ
５ １４６１０ １５４６ ２２６９ ＡＴＡＡＹＡＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣＴＲＧＴ ＡＣＴＴＣＣＷＧＡＴＴＧＴＣＣＹＡＡＹＴＣ

　 　 ＰＣＲ反应总体积为 ２５ μｌ，反应体系为：ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １ μｌ、１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液（Ｍｇ２＋

ｐｌｕｓ）２􀆰 ５ μｌ、ＤＭＳＯ ２ μｌ、ＤＮＡ模板 １ μｌ、正反向引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μｌ、ＬＡ⁃Ｔａｑ ＤＮＡ聚合酶（５ Ｕ ／ μｌ）０􀆰 ２５
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μｌ，补加 １６􀆰 ２５ μｌ ｄｄＨ２Ｏ至 ２５ μｌ．
ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ ｓ、５０℃ ３０ ｓ、７２℃ ２～８ ｍｉｎ，３０个循环；最后 ７２℃充分

延伸 １０ ｍｉｎ，４℃保存． 取 ５ μｌ ＰＣＲ扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测并拍照． ＰＣＲ 产物经割胶纯化，产物

委托上海美吉生物医药科技有限公司测序．
１􀆰 ４ 序列分析

利用 ＤＮＡＳｔａｒ软件中的 ＳｅｑＭａｎ和测序峰图结果分析软件 Ｃｈｒｏｍａｓ １􀆰 ６２ 将所得序列进行确认、拼接和

组装，最终获得大型溞线粒体基因组的全序列（Ｇｅｎｂａｎｋ登录号：ＫＰ２９６１４７）． 与北美蚤状溞线粒体基因组全

序列比对后，运用在线软件 ＤＯＧＭＡ（ｈｔｔｐ：∥ｄｏｇｍａ． ｃｃｂｂ． ｕｔｅｘａｓ． ｅｄｕ ／ ）和 ＭＩＴＯＳ（ｈｔｔｐ：∥ｍｉｔｏｓ． ｂｉｏｉｎｆ． ｕｎｉ⁃
ｌｅｉｐｚｉｇ． ｄｅ）等对大型溞线粒体基因组进行基因定位，并预测 ｔＲＮＡ基因的二级结构． 采用ＭＥＧＡ ６􀆰 ０２［２１］软件

分析基因组各部分的碱基组成、蛋白质编码基因密码子使用频率、密码子相对使用频率（ＲＳＣＵ）等．

２ 结果

２􀆰 １ 大型溞线粒体基因组组成与基因排列

大型溞线粒体基因组全长 １４９４８ ｂｐ，包括 １３ 个蛋白质编码基因（Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ，ＰＣＧｓ）、２２ 个

ｔＲＮＡ 基因、２个 ｒＲＮＡ 基因（ １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 １２Ｓ ｒＲＮＡ）和 １ 个介于 ｔＲＮＡＩｌｅ基因和 ｔＲＮＡＧｌｎ基因之间的非编码区

（Ｄ⁃ｌｏｏｐ区）（图 １）． 其中，２３个基因由 Ｊ链编码，另外的 １５个基因由 Ｎ链编码． 大型溞线粒体基因组的基因

结构较为紧凑，除控制区外，基因间非编码间隔区仅 ９处 ８１ ｂｐ，间隔长度为 １～ ６２ ｂｐ 不等，最大的基因间隔

为 ６２ ｂｐ，在１２Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｔＲＮＡＩｌｅ基因之间． 同时，部分相邻基因间存在重叠现象，共计 １３ 处 ７７ ｂｐ，重叠长度

在 １～２７ ｂｐ之间，最长的基因重叠出现在１６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｔＲＮＡＶａｌ基因之间，为 ２７ ｂｐ（表 ２）．
大型溞线粒体基因组中含腺嘌呤（Ａ）４８３９ ｂｐ、鸟嘌呤（Ｇ）２３２９ ｂｐ、胸腺嘧啶（Ｔ）５１９２ ｂｐ、胞嘧啶（Ｃ）

２５８８ ｂｐ，分别占全长的 ３２􀆰 ３７％ 、１５􀆰 ５８％ 、３４􀆰 ７３％ 、１７􀆰 ３１％ ，Ａ＋Ｔ占 ６７􀆰 １１％ ，Ｇ＋Ｃ占 ３２􀆰 ８９％ ，Ａ＋Ｔ含量明显

高于 Ｇ＋Ｃ含量（表 ３），符合无脊椎动物线粒体 ＤＮＡ序列碱基组成的特点．

图 １ 大型溞线粒体基因组组织结构（ＣＯＩ、ＣＯＩＩ、ＣＯＩＩＩ 分别表示细胞色素氧化酶亚基 Ｉ～ ＩＩＩ； ＡＴＰ８
和 ＡＴＰ６分别表示 ＡＴＰ 合成酶亚基 ８和 ６； ＮＤ１～ＮＤ６和 ＮＤ４Ｌ 分别表示 ＮＡＤＨ脱氢酶亚基 １～６和 ４Ｌ；

Ｃｙｔｂ 表示细胞色素 ｂ； １２Ｓ ｒＲＮＡ 和１６Ｓ ｒＲＮＡ； ｔＲＮＡ 基因用氨基酸代码表示）
Ｆｉｇ．１ Ｃｉｒｃｕｌａｒ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ
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表 ２ 大型溞线粒体基因组组成∗

Ｔａｂ．２ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｄ． ｍａｇｎａ ｍｉｔｏｇｅｎｏｍｅ

编号 基因 起始 终止 位置 长度
基因重叠 ／
基因间隔

起始密码子 终止密码子

１ ｔＲＮＡＧｌｎ １ ６８ Ｎ ６８
２ ｔＲＮＡＭｅｔ ７０ １３４ Ｊ ６５ １
３ ＮＤ２ １３５ １１２１ Ｊ ０ ＡＴＧ ＴＡＧ
４ ｔＲＮＡＴｒｐ １１２０ １１８３ Ｊ ６４ －２
５ ｔＲＮＡＣｙｓ １１８７ １２５０ Ｎ ６４ ３
６ ｔＲＮＡＴｙｒ １２５１ １３１４ Ｎ ６４
７ ＣＯＩ １３１３ ２８４９ Ｊ １５３７ －２ ＣＴＧ Ｔ　 　
８ ｔＲＮＡＬｅｕ２ ２８５０ ２９１７ Ｊ ６８
９ ＣＯＩＩ ２９１９ ３５９７ Ｊ ６７９ １ ＡＴＧ Ｔ　 　
１０ ｔＲＮＡＬｙｓ ３５９８ ３６６７ Ｊ ７０
１１ ｔＲＮＡＡｓｐ ３６６８ ３７３０ Ｊ ６３
１２ ＡＴＰ８ ３７３１ ３８９８ Ｊ １６８ ＧＴＧ ＴＡＧ
１３ ＡＴＰ６ ３８９２ ４５６６ Ｊ ６７５ －７ ＡＴＧ ＴＡＧ
１４ ＣＯＩＩＩ ４５６６ ５３５４ Ｊ ７８９ －１ ＡＴＧ ＴＡＡ
１５ ｔＲＮＡＧｌｙ ５３５７ ５４１９ Ｊ ６３ ２
１６ ＮＤ３ ５４２０ ５７７３ Ｊ ３５４ ＡＴＣ ＴＡＧ
１７ ｔＲＮＡＡｌａ ５７７２ ５８３３ Ｊ ６２ －２
１８ ｔＲＮＡＡｒｇ ５８３４ ５８９７ Ｊ ６４
１９ ｔＲＮＡＡｓｎ ５８９８ ５９６４ Ｊ ６７
２０ ｔＲＮＡＳｅｒ１ ５９６５ ６０２９ Ｊ ６５
２１ ｔＲＮＡＧｌｕ ６０３０ ６０９４ Ｊ ６５
２２ ｔＲＮＡＰｈｅ ６１００ ６１６７ Ｎ ６８ ５
２３ ＮＤ５ ６１６８ ７８８１ Ｎ １７１４ ＡＴＧ Ｔ　 　
２４ ｔＲＮＡＨｉｓ ７８７６ ７９３８ Ｎ ６３ －６
２５ ＮＤ４ ７９３９ ９２５３ Ｎ １３１５ ＡＴＧ Ｔ　 　
２６ ＮＤ４Ｌ ９２５３ ９５５８ Ｎ ３０６ －１ ＡＴＧ ＴＡＡ
２７ ｔＲＮＡＴｈｒ ９５６１ ９６２３ Ｊ ６３ ２
２８ ｔＲＮＡＰｒｏ ９６２４ ９６８７ Ｎ ６４
２９ ＮＤ６ ９６９０ １０１９３ Ｊ ５０４ ２ ＡＴＴ ＴＡＡ
３０ Ｃｙｔｂ⁃ａ １０１９３ １０５１３ Ｊ ３２１ －１ ＡＴＧ ＴＡＧ

Ｃｙｔｂ⁃ｂ １０５１３ １１３２５ Ｊ ８１３
３１ ｔＲＮＡＳｅｒ２ １１３２５ １１３９３ Ｊ ６９ －１
３２ ＮＤ１ １１３９２ １２３１８ Ｎ ９２７ －２ ＡＴＧ ＴＡＧ
３３ ｔＲＮＡＬｅｕ１ １２３２２ １２３８８ Ｎ ６７ ３
３４ １６Ｓ ｒＲＮＡ １２３６６ １３７３８ Ｎ １３７３ －２３
３５ ｔＲＮＡＶａｌ １３７１２ １３７８３ Ｎ ７２ －２７
３６ １２Ｓ ｒＲＮＡ １３７８２ １４５３３ Ｎ ７５２ －２
３７ ｔＲＮＡＩｌｅ １４５９６ １４６５９ Ｎ ６４ ６２
３８ Ｄ⁃ｌｏｏｐ １４６６０ １４９４８ Ｊ ２８９

∗Ｊ表示 Ｊ链（Ｍａｊｏｒｉｔｙ ｓｔｒａｎｄ），Ｎ表示 Ｎ链（Ｍｉｎｏｒｉｔｙ ｓｔｒａｎｄ） ．

２􀆰 ２ 蛋白质编码基因

大型溞线粒体基因组所包含的 １３个蛋白质编码基因总长度为 １０５８２ ｂｐ，除 ＣＯＩ 基因以 ＣＴＧ、ＡＴＰ８基因

以 ＧＴＧ、ＮＤ３基因以 ＡＴＣ和 ＮＤ６基因以 ＡＴＴ为起始密码子以外，其余 ９ 个蛋白质编码基因均以 ＡＴＧ 作为
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起始密码子． ９ 个蛋白质编码基因具有典型的完全终止子 ＴＡＧ 或 ＴＡＡ，ＣＯＩ、ＣＯＩＩ、ＮＤ４ 和 ＮＤ５ 基因则以 Ｔ
作为终止信号． 在这 １３个蛋白质编码基因中，ＮＤ１、ＮＤ４、ＮＤ４Ｌ 和 ＮＤ５由 Ｎ链编码，其余 ９个基因均由 Ｊ链
编码． 蛋白质编码基因没有内含子，相邻基因之间出现重叠现象，如 ＡＴＰ６和 ＣＯＩＩＩ 基因间重叠 １ ｂｐ，ＮＤ４ 和
ＮＤ４Ｌ 基因间重叠 １ ｂｐ（表 ２）． Ｃｙｔｂ 基因在 １０５１３位置缺失 １个碱基 Ｔ，在翻译时，可以通过 ＲＮＡ 编辑过程

中尿苷酸的添加来形成完整的细胞色素 ｂ ｍＲＮＡ序列，进而翻译成有功能的蛋白质．
大型溞线粒体基因组不同蛋白质编码基因的碱基组成见表 ３． １３个蛋白质编码基因的平均 Ａ＋Ｔ含量为

６６􀆰 １８％ ，其中，密码子第 １、２、３位点的 Ａ＋Ｔ含量基本一致． 大型溞线粒体基因组各个不同区域的 Ａ＋Ｔ含量

均高于 Ｇ＋Ｃ含量，除 ｔＲＮＡ 和 ｒＲＮＡ 基因外，它们的 ＡＴ ｓｋｅｗ 均为负值，呈现出一致的 Ａ ／ Ｔ 碱基使用偏向性

（表 ３）．
运用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０２软件对这 １３个蛋白质编码基因进行统计分析，得出总共有 ３５２６ 个密码子（不包含 ４

个不完全的终止密码子），其中 ＮＮＵ和 ＮＮＡ密码子的 ＲＳＣＵ 值均大于等于 １，表明其第 ３ 位点全部是 Ａ 或

Ｕ，该密码子使用的偏向性与蛋白质编码基因第 ３位点 Ａ＋Ｔ（６６􀆰 ６％ ）偏向性有一定的正相关性．

表 ３ 大型溞线粒体基因组不同区域的碱基组成∗

Ｔａｂ．３ Ｎｕｃｌｅｐｔｉｄｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｄ． ｍａｇｎａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

线粒体基因组
碱基组成

Ａ ／ ％ Ｔ ／ ％ Ｇ ／ ％ Ｃ ／ ％ Ａ＋Ｔ ／ ％ Ｇ＋Ｃ ／ ％
ＡＴ ｓｋｅｗ ＧＣ ｓｋｅｗ

全基因组 ３２􀆰 ３７ ３４􀆰 ７３ １５􀆰 ５８ １７􀆰 ３１ ６７􀆰 １１ ３２􀆰 ８９ －０􀆰 ０３５２ －０􀆰 ０５２６
ＰＣＧｓ ２５􀆰 ９４ ４０􀆰 ２４ １７􀆰 １７ １６􀆰 ６５ ６６􀆰 １８ ３３􀆰 ８２ －０􀆰 ２１６１ ０􀆰 ０１５４

密码子第 １位点 ２６􀆰 ７０ ３９􀆰 ００ １７􀆰 ５０ １６􀆰 ４０ ６５􀆰 ７０ ３３􀆰 ９０ －０􀆰 １８７２ ０􀆰 ０３２４
密码子第 ２位点 ２５􀆰 ５０ ４０􀆰 ００ １７􀆰 ００ １７􀆰 ６０ ６５􀆰 ５０ ３４􀆰 ６０ －０􀆰 ２２１４ －０􀆰 ０１７３
密码子第 ３位点 ２５􀆰 ６０ ４１􀆰 ００ １７􀆰 ００ １５􀆰 ９０ ６６􀆰 ６０ ３２􀆰 ９０ －０􀆰 ２３１２ ０􀆰 ０３３４

ｔＲＮＡ ３４􀆰 ４７ ３４􀆰 ３３ １７􀆰 ４１ １３􀆰 ８０ ６８􀆰 ７９ ３１􀆰 ２１ ０􀆰 ００２０ ０􀆰 １１５７
１６Ｓ ｒＲＮＡ ３６􀆰 ０５ ３５􀆰 ２５ １７􀆰 ４１ １１􀆰 ２９ ７１􀆰 ３０ ２８􀆰 ７０ ０􀆰 ０１１２ ０􀆰 ２１３２
１２Ｓ ｒＲＮＡ ３４􀆰 ８４ ３４􀆰 ３１ １８􀆰 ０９ １２􀆰 ７７ ６９􀆰 １５ ３０􀆰 ８５ ０􀆰 ００７７ ０􀆰 １７２４
ｒＲＮＡ ３５􀆰 ６２ ３４􀆰 ９２ １７􀆰 ６５ １１􀆰 ８１ ７０􀆰 ５４ ２９􀆰 ４６ ０􀆰 ００９９ ０􀆰 １９８２
Ｄ⁃ｌｏｏｐ ３６􀆰 ３３ ３７􀆰 ３７ １１􀆰 ４２ １４􀆰 ８８ ７３􀆰 ７０ ２６􀆰 ３０ －０􀆰 ０１４１ －０􀆰 １３１６

∗ＡＴ ｓｋｅｗ＝（Ａ－Ｔ） ／ （Ａ＋Ｔ）， ＧＣ ｓｋｅｗ＝（Ｇ－Ｃ） ／ （Ｇ＋Ｃ）．

２􀆰 ３ ｔＲＮＡ 基因和 ｒＲＮＡ 基因

利用 ＤＯＧＭＡ（ｈｔｔｐ：∥ｄｏｇｍａ． ｃｃｂｂ． ｕｔｅｘａｓ． ｅｄｕ ／ ）和ＭＩＴＯＳ（ｈｔｔｐ：∥ｍｉｔｏｓ． ｂｉｏｉｎｆ． ｕｎｉ⁃ｌｅｉｐｚｉｇ． ｄｅ ／ ｉｎｄｅｘ． ｐｙ）
等软件及人工辅助校正得到大型溞线粒体基因组的 ２２个 ｔＲＮＡ 基因的准确位置和二级结构的预测结果，基
因长度为 ６２～７２ ｂｐ不等． 其中 １３个由 Ｊ链编码，其余的由 Ｎ链编码． 除 ｔＲＮＡＳｅｒ１外，其余的 ｔＲＮＡ 均能形成典

型的三叶草结构（图 ２）． ｔＲＮＡＳｅｒ１缺少二氢尿嘧啶臂（ＤＨＵ ｓｔｅｍ），在其相应位置上只形成 １ 个简单环． 除典

型的 Ａ·Ｕ，Ｇ·Ｃ配对外，在大型溞的 １７个 ｔＲＮＡ基因中还发现了 ２５对错配，其中 １０对在氨基酸臂上，５对
在 ＤＨＵ臂上，４对在反密码子臂上，６对在 ＴϕＣ臂上，主要是 Ｇ·Ｕ和 Ｕ·Ｇ错配．

ｒＲＮＡ 基因的位置相对固定，在无脊椎动物线粒体中比较保守． 大型溞线粒体的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因位于

ｔＲＮＡＬｅｕ１基因和 ｔＲＮＡＶａｌ基因之间， １２Ｓ ｒＲＮＡ 基因位于 ｔＲＮＡＶａｌ 基因和 ｔＲＮＡＩｌｅ 基因之间（图 １） ． １６Ｓ ｒＲＮＡ 和

１２Ｓ ｒＲＮＡ 基因长度分别为 １３７３和 ７５２ ｂｐ．
２􀆰 ４ Ｄ⁃ｌｏｏｐ区

大型溞 ｍｔＤＮＡ的 Ｄ⁃ｌｏｏｐ 区位于 ｔＲＮＡＩｌｅ 基因和 ｔＲＮＡＧｌｎ 基因之间（图 １），全长 ２８９ ｂｐ，Ａ＋Ｔ 含量为

７３􀆰 ７０％ ，高于线粒体基因组其他区域的 Ａ＋Ｔ含量（表 ３），因此，也称 Ａ＋Ｔ丰富区． 该区不编码蛋白质，但对

基因的转录和复制起着调控作用，所以又称为控制区．

３ 讨论

大型溞线粒体基因组全序列长度为 １４９４８ ｂｐ． 通过分析发现，基因组成与典型节肢动物线粒体基因组
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图 ２ 大型溞 ２２个 ｔＲＮＡ 基因二级结构

Ｆｉｇ．２ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｃｌｏｖｅｒ⁃ｌｅａｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｆｏｒ ２２ ｔＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｄ． ｍａｇｎａ

一致，但排列顺序略有差别（图 １）． 大型溞 ｔＲＮＡＩｌｅ基因由 Ｎ链编码，位置在 １４５９６～１４６５９ ｂｐ 处，而北美蚤状

溞的 ｔＲＮＡＩｌｅ由 Ｊ链编码，在 １～６４ ｂｐ处． 其余各基因的位置与北美蚤状溞类似．
在溞类线粒体蛋白质编码基因中，至少有 ３种不同的起始密码子（ＡＴＧ、ＡＴＴ和 ＧＴＧ），在其他动物线粒

体 ＤＮＡ中也普遍存在［２２⁃２３］ ． 大型溞 ＣＯＩ 基因以 ＣＴＧ作为起始密码子，而北美蚤状溞以 ＡＴＴＡ 起始． 已报道

过的 ＣＯＩ 基因的起始密码子有三联体密码子、四联体密码子和六联体密码子［２４］等． 目前，关于 ＣＯＩ 基因起

始密码子的多样性机理尚不明确，仍需做进一步研究来检测验证． 在大型溞 １３个蛋白质编码基因中，９个基

因以完全终止密码子（ＴＡＡ和 ＴＡＧ）作为终止信号，只有 ＣＯＩ、ＣＯＩＩ、ＮＤ５ 和 ＮＤ４ 基因使用不完全终止密码

子 Ｔ． 而在北美蚤状溞中 ＮＤ２基因也使用不完全终止密码子 Ｔ，ＡＴＰ６和 ＮＤ３基因则使用另一个不完全终止

密码子 ＴＡ． 不完全终止密码子可能通过 ｍＲＮＡ加工过程中的多聚腺苷酸化形成完全终止密码子［２５⁃２７］ ．
大型溞的 ｔＲＮＡＳｅｒ１缺少二氢尿嘧啶臂（ＤＨＵ ｓｔｅｍ），在欧洲蚤状溞里也发现该现象，这在后生动物中普遍

存在． 其他 ２１个 ｔＲＮＡ 均形成了典型的三叶草结构． １７个 ｔＲＮＡ 基因共有 ２５对 Ｇ·Ｕ或 Ｕ·Ｇ错配． Ａ＋Ｔ含

量 ６８􀆰 ７９％ ，远高于 Ｇ＋Ｃ含量．
大型溞１６Ｓ ｒＲＮＡ 和１２Ｓ ｒＲＮＡ 基因长度分别为 １３７３ ｂｐ 和 ７５２ ｂｐ，两者长度与已公布的北美蚤状溞的

１６Ｓ ｒＲＮＡ（１３１４ ｂｐ）和１２Ｓ ｒＲＮＡ（７５３ ｂｐ）基因长度相似． １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 １２Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ａ＋Ｔ 含量分别为

７１􀆰 ３０％和 ６９􀆰 １５％ ，与北美蚤状溞的１６Ｓ ｒＲＮＡ（６８􀆰 １９％ ）和１２Ｓ ｒＲＮＡ（６７􀆰 ２０％ ）基因的 Ａ＋Ｔ含量基本相似．
大型溞 Ｄ⁃ｌｏｏｐ区长度为 ２８９ ｂｐ，Ａ＋Ｔ含量 ７３􀆰 ７０％ ，高于线粒体基因组其他区域． 北美蚤状溞 Ｄ⁃ｌｏｏｐ 区

长 ６８９ ｂｐ，Ａ＋Ｔ含量 ６７􀆰 ０５％ ． 在脊椎动物和无脊椎动物中，该区包含复制起始点． Ｄ⁃ｌｏｏｐ 区因不受编码限

制，因此含有丰富的变异位点，且该区长度的差异是导致整个基因组全序列长度多态性的主要原因．



４２０　　 Ｊ． Ｌａｋｅ Ｓｃｉ．（湖泊科学），２０１６，２８（２）
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