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摘要：用甲基化敏感扩增多态性（MSAP）对背角无齿蚌（Anodonta woodiana）腮、唇瓣、闭壳肌、外套膜和斧足五个组织

基因组 DNACCGG 区域的甲基化水平进行了分析。结果表明，背角无齿蚌腮基因组 DNA 甲基化比例为 47.9%，唇瓣甲基化

比例为 35.5%，闭壳肌甲基化比例为 50%，外套膜甲基化比例为 46.3%，斧足甲基化比例为 56%；基因组中 CCGG 区域存

在甲基化现象。不同组合甲基化比例不同说明该区域甲基化可能参与到基因的调控中。通过比较不同地点的采集的背角无齿

蚌，发现污染严重地区(太湖三山岛水域)采集到的样品和非污染地区（南泉养殖水域）采集的蚌样甲基化区域略有变化。其

中的相关性有待进一步的研究。 
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背角无齿蚌（Anodonta woodiana）属软体动物
门，瓣鳃纲，蚌科，为我国常见的种类，广泛分布
于各省的江河、湖泊、水库、沟渠及池塘中。前苏
联、日本、朝鲜、泰国、柬埔寨、印度境内也有分
布。肉可食，也可以作为鱼类、禽类、家畜的饲料；
有的地区用为淡水育珠蚌。目前国内关于背角无齿
蚌的研究报道主要集中在重金属或有机农药的积
累和毒理学[1-5]、及其免疫学[6-7]、形态学[8-9]、饲养
驯化[10-12]等方面。国外对该种的研究相对较少，更
多的是对相同属中其它种重金属和有机污染物的
积累方面[13-14]。背角无齿蚌在重金属及其他污染物
监测和毒理研究方面具有很大的优势，已被笔者的
研究室用做“淡水贝类观察”的生物指示贝种。然而，
有关该种类种群遗传，基因表达调控等方面却鲜见
研究。这些背景知识的不足可能会阻碍对该种类在
污染物生物积累和毒理学方面机理的解释，也可能
限制它在相关领域进一步的应用前景。 

前述的研究显示，背角无齿蚌及相关种类可以
积累和残留较高浓度的重金属等污染物，而这种积
累和残留有可能对其基因表达产生一定的影响。重
金属污染和基因组的相互作用会涉及到基因组表
观修饰，其中甲基化是基因组DNA的一种主要表观
遗传修饰形式，是调节基因组功能的重要手段。有
关重金属对水生动物基因组DNA甲基化的影响，国
内、国外已有一些相关研究报道。如周新文[15]等分
析了铜、锌、铅、镉等重金属离子对鲫鱼（Carassius 

auratus）基因组DNA甲基化水平的影响；王丙莲[16]

等 用 高 效 液 相 色 谱 分 析 了 镉 、 铅 等 对 泥 鳅
（Misgurnus anguillicaudatus）基因组DNA甲基化水
平的影响；Vandegehuchte[17]等分析了镉对大圣虱

（Daphnia magna）基因组DNA甲基化的影响。结果
一致认为重金属离子可以对这些动物的基因组
DNA甲基化产生影响。现已表明从细菌到植物和真
菌、从无脊椎动物到脊椎动物等几乎所有生物体内
都存在DNA启动子CpG岛甲基化，只是不同物种甲
基化方式和作用不尽相同而已。由于大部分甲基化
研究报道集中在脊椎动物上，无脊椎动物这方面的
研究比较少，所以甲基化在无脊椎动物基因调控中
的作用仍需进一步深入研究。 

对基因组甲基化进行整体研究的技术最常用
的是甲基敏感扩增多态性技术（Methylation Sensi-
tive Amplified Polymorphism，MSAP），该方法是
AFLP技术的延伸，利用具有相同识别位点（CCGG）
的不同限制性内切酶（HpaⅡ和MspⅠ）对目标位
点甲基化与否的敏感性不同，对基因组消化的结果
有差异，在连接上设计好的接头，通过特异扩增不
同的图谱，以辨别哪些位点存在甲基化。该技术有
效地检测出了猪（Susscrofa domestica）、牛（Bos 
tarurs）[18-19]、水稻（Oryza sativa L）[20]等基因组
DNA甲基化状态。然而相关方法是否在贝类研究上
完全适用，尚待进一步确认。 

本研究利用甲基敏感扩增多态性技术对背角
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无齿蚌不同组织的基因组DNA甲基化差异进行研
究，以期在优化技术条件的基础上初步了解背角无
齿蚌的基因组DNA甲基化及其和环境背景的关系。 
1  材料与方法 
1.1  样品来源 

本实验样品来自中国水产科学研究院内陆渔
业生态环境与资源重点开放实验室历年采集的太
湖“背角无齿蚌观察”标本库。其中2006年样品采集
自无锡三山岛，2008年样品采集自无锡南泉。采集
到的样品，放置于-20 ℃保存。 
1.2  基因组 DNA 提取 

    背角无齿蚌基因组DNA提取采用宝生物工程
有限公司生产的Universal Genomic DNA Extraction 
Kit (TaKaRA Code: DV811A)。取方法参照说明书，
抽提结果在0.8%的琼脂糖凝胶上检测DNA的质量
和浓度。 
1.3  甲基化敏感扩增多态性（MSAP）分析 

参考Xiong et al.[20]的方法略做改进。用对甲基
化敏感性不同的同位限制性内切酶HpaⅡ和MspⅠ
代替AFLP技术中的高频内切酶，低频限制性内切
酶EcoRⅠ省略。其接头序列、预扩引物序列和选择
性引物序列同Xiong et al. [20]（表1）。所有引物和接
头均由上海申能博彩生物有限公司合成。 

对于每份DNA，同时设置MspⅠ和HpaⅡ两种
酶切反应。反应体系为：40 μL反应总体积中含2 µg
模板DNA、7.5U HpaⅡ或MspⅠ、4 μL 10×Tango 
buffer。37 ℃酶切8 h后加人10 μL的连接混合物：
5×linkagese buffer、50 pmol HpaⅡ–MspⅠ接头和2.5 
UT4连接酶，16 ℃连接过夜。连接反应物用双蒸水
稀释10倍，-20 ℃保存。 

预扩增和选择性扩增反应条件与普通AFLP方
法见Vos et a1.[21]。预扩增反应总体积为25 μL，包括
1.5 μL稀释连接产物，1.5 μL 10×PCR buffer，45 
pmol HpaⅡ–MspⅠ预扩引物，1.5 μL dNTPs (2.5 
mmol)，2U Taq酶，加水至25 μL。选择性扩增体积

为25 μL，包括1.5 μL预扩增产物，1.5 μL 10×PCR 
buffer，45 pmol HpaⅡ–MspⅠ选扩引物，1.5 μL 
dNTPs（2.5 mmol），2U Taq酶，加水至25 μL。 

预扩增反应的程序为：首先进行94 ℃变性5 
min；然后94 ℃变性20 s，56 ℃复性30 s，72 ℃延
伸2 min，反应进行20个循环，72 ℃延伸10 min，60 
℃保温30 min。选择性扩增反应条件：首先进行94 
℃变性5 min；然后94 ℃变性20 s，66 ℃复性30 s，
72 ℃延伸2 min，反应进行10个循环，每个循环复
性温度降低1 ℃，然后进行20个循环94 ℃变性20 s，
56 ℃复性30 s，72 ℃延伸2 min，最后72 ℃延伸10 
min，60 ℃保温30 min。 

PCR产物取6 µl，在8%或10％的非变性聚丙烯
酰胺胶电泳4~6 h，银染显带，具体方法和具体操作
见Promaga公司的产品说明书。 
1.4  统计方法 

在扩增结果中，同一个个体有两组数据（MspⅠ
组和HpaⅡ组），某个个体在某一位点有带，则计为
1，无带计为0。单独在MspⅠ组或HpaⅡ组出现的
扩增条带表示一个甲基化位点；不同的甲基化位点
如果在不同个体之间出现有或无，记为一个甲基化
多态位点。为了方便统计，对于两组都有扩增条带
但颜色深浅差别比较大的不记入甲基化位点。 
2  结果与分析 
2.1  甲基化敏感扩增多态性(MSAP)的改进 

前文所述，本研究甲基化敏感扩增多态性的方
法参照Xiong et al.[20]。该法是由Vos[21]发明的AFLP
技术衍生而来。用对甲基化敏感性不同的同位限制
性内切酶HpaⅡ和MspⅠ代替AFLP技术中的高频内
切酶，低频限制性内切酶EcoRⅠ保持不变。用限制
性内切酶HpaⅡ和MspⅠ加低频限制性内切酶
EcoRⅠ对背角无齿蚌不同组织提取的基因组DNA
酶切以后发现，片段大部分分布于200 bp以下，选
扩结果片段都偏小，基本集中于150 bp以下。针对
相关问题，本研究放弃了低频限制性内切酶
EcoRⅠ，而改为直接用限制性内切酶HpaⅡ和
MspⅠ分组酶切。结果的比较表明，选扩结果条带
分布比较均匀，基本分布于500 bp-150 bp这个范围。 
2.2  背角无齿蚌不同组织甲基化比例比较 

选择背角无齿蚌五个组织斧足、闭壳肌、腮、
外套膜和唇瓣分别提取基因组DNA，用甲基化敏感
扩增多态性方法分析了它们各自基因组的甲基化
状态。表2是6个选扩引物扩增结果的分析。甲基化
水平从高到低分别是斧足、闭壳肌、腮、外套膜和
唇瓣，范围从35.5%到56%。脊椎动物很多基因的表
达调控对该基因某些区域的甲基化起很重要的作
用，而对于低等动物是否有相类似的作用尚不得而

表1  MSAP分析用接头序列、预扩引物序列和选扩引物序列 

Table 1  Sequences of adaptors and primers used for MSAP 

名称 编号 序列 

接头序列  5′-CGAGCAGGACTCATGA-3′ 
5′-GATCATGAGTCCTGCT-3′ 

预扩引物 HM 5′-ATCCATGAGTCCTGCTCGG-3′ 

HM1 5′ATCCATGAGTCCTGCTCGGCTGA-3′ 

HM2 5′-ATCCATGAGTCCTGCTCGGCTGT-3′ 

HM3 5′-ATCCATGAGTCCTGCTCGGCTAT-3′ 

HM4 5′-ATCCATGAGTCCTGCTCGGCTAC-3′ 

HM5 5′-ATCCATGAGTCCTGCTCGGCTCA-3′ 

选扩引物 

HM6 5′-ATCCATGAGTCCTGCTCGGCTCT-3′ 
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知。由于背角无齿蚌不同组织基因组DNA具有不同
甲基化水平，由此推断其基因组DNA甲基化对不同
组织的基因表达应该有一定影响。 
2.3  不同地点采集的背角无齿蚌甲基化差异比较 

本研究比较了不同生境下该种类不同组织基
因组 DNA 甲基化的差异。2006 年的样品在无锡三
山岛自然水域下采集得到，该地区是太湖地区污染
比较重的区域；2008 年样品来自淡水渔业研究中心
南泉养殖基地，样品完全是在人工饲养条件下生
长，基本没有受到环境污染。 

图 1 所示的是两个样品腮的甲基化比较图谱。
它们主扩增条带基本相似，差异主要来自一些次要
的扩增条带。说明尽管在低温保存了两年，样品总
DNA 还是部分保留完好。也有有一些差异扩增条带
的出现。图 1 中 a 区在南泉的样品中两个泳道都有
扩增条带，表明该扩增区域在南泉样品中是非甲基
化的，而在三山岛中只有 MspⅠ酶切泳道有扩增产

物，说明该位点在三山岛样品中发生了甲基化。b
区在南泉的样品中 HpaⅡ酶切泳道有扩增条带，而
MspⅠ酶切泳道没有；而在三山岛样品中只有
MspⅠ酶切泳道有扩增产物，说明该位点在两个样
品中发生了甲基化位置而发生了改变。因此该结果
产生原因可能是 1.个体间的差异；2.环境污染造成。
同时我们比较其他引物的扩增结果，两年的样品基
本没有明显区别。 

同时我们还比较了 2006 年和 2008 年样品的其
他组织，两者的甲基化模式基本相似。这一现象结
果说明：1 低温保存了两年的样品不同组织总 DNA
还是部分保留完好；2 环境污染对于这些组织的基
因表达没有太大的影响。与之相对照，腮由于是呼
吸过滤器官，接触污染物最为频繁，所以该组织基
因组 DNA 甲基化对污染物反应相对于其它组织可
能较为明显。 
3  讨论 
3.1  甲基化敏感扩增多态性(MSAP)的改进 

HpaⅡ与MspⅠ识别相同的CCGG序列，但它们
对基因组DNA中甲基化的敏感性不同，HpaⅡ对任
一个胞嘧啶的全甲基化都敏感，但对半甲基化序列
具有活性，MspⅠ对内甲基化序列（C5mCGG）具有
活性，而对外甲基化序列（5mCCGG）敏感[20]，用
它们处理基因组DNA，就会产生甲基化敏感多态性
片段。因此个体基因组经EcoRⅠ和Hpa /Ⅱ MspⅠ酶
切 后 ， 会 产 生 EcoRⅠ-EcoRⅠ ，
EcoRⅠ-Hpa /Ⅱ EcoRⅠ-MspⅠ 和
MspⅠ-Msp /Ⅰ HpaⅡ-Hpa 3Ⅱ 类 片 段 ， 其 中
MspⅠ-Msp /Ⅰ HpaⅡ-HpaⅡ 片 段 含 量 最 高 ，
EcoRⅠ-Hpa /Ⅱ EcoRⅠ-MspⅠ 片 段 次 之 ，
EcoRⅠ-EcoRⅠ最少。EcoRⅠ酶切位点为6个碱基组
成，Hpa /Ⅱ MspⅠ酶切位点由四个碱基组成。迄今
尚没有背角无齿蚌基因组大小的报道。笔者注意到
其相近种类长牡蛎（Crassostrea gigas）的基因组大
约是834M[22-23]。参照这个数值，如果用EcoRⅠ和
Hpa /Ⅱ MspⅠ双酶切，一个基因组DNA酶切后产生
3.47×108个片断，每个片断大约 241 bp，其中
MspⅠ-Msp /HpaⅠ Ⅱ-HpaⅡ 片 段 占 大 约 15/17 ，
EcoRⅠ-Hpa /Ⅱ EcoRⅠ-MspⅠ 片 段 占 2/17 ，
EcoRⅠ-EcoRⅠ 片 段 可 以 忽 略 不 计 ； 如 果 用
Hpa /Ⅱ MspⅠ单酶切，大约产生3.27×108个片段，每
个片断大约256 bp，本人认为差别不大，所以本研
究简化该方法，只用Hpa /Ⅱ MspⅠ单酶切。本研究
证实该技术可以应用于背角无齿蚌基因组DNA甲
基化的研究。该技术的改进也是切实可行的。 
3.2  背角无齿蚌基因组甲基化与其它种类的比较 

甲基化敏感扩增多态性的方法在植物中的应

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图1  引物组合HM1选扩电泳图谱 

Fig.1  Electrophoretic pattern of selective amplification result  
with primer combination of HM1 

泳道1: 样品来自2006三山岛, MspⅠ酶切, 选扩结果; 泳道2: 样品来

自2006三山岛, HpaⅡ酶切, 选扩结果; 泳道3: 样品来自2008南泉, 
MspⅠ酶切, 选扩结果; 泳道4 样品来自2008南泉, HpaⅡ酶切, 选扩

结果; 取样组织是腮,方框a、b都是有甲基化差异的区域。 
 

表2  背角无齿蚌不同组织的基因组DNA甲基化比较 

Table 2  Comparison of methylation of genome DNA from  
   the different tissues of Anodonta woodiana 

组织 扩增条带数 非甲基化位点数 甲基化位点数 甲基化比例

腮 48 25 23 47.9% 

唇瓣 31 20 11 35.5% 

闭壳肌 60 30 30 50% 

外套膜 41 22 19 46.3% 

斧足 50 22 28 56% 
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用非常广泛，占据了大部分的研究报道。2009年在
高粱（Sorghum bicolor） [24]、蛇麻草（Humulus 
lupulus）[25]、小麦（Triticum turgidum）[26]、画眉
草（Eragrostis curvula）[27]、油菜（Brassica napus）
[28]等都有研究报道。在动物方面报道较少。和牛、
猪等很多高等动物（平均每个泳道40~50个扩增条
带）[18-19]和草鱼（Ctenopharyngodon idellus）（平均
每个泳道15个扩增条带）的扩增条带相比，背角无
齿蚌的（每个泳道平均8-10个扩增条带）比较少。
扩增片段数目相对偏小可能是因为背角无齿蚌是
无脊椎动物，基因组相对较小的原因。 

背角无齿蚌基因组DNA甲基化位点占总扩增
位点的35.5%~56%（表2）。和唐韶青等[18]和蒋曹德
等[19]研究结果相比（40%~50%）类似。但和曹哲明
等[29]研究结果相比（75.9%），明显偏低。出现这样
结果的具体原因现在并不清楚，由于真核生物基因
调控手段的多样性，甲基化作为其中的一种方法，
其在不同生物种所占的重要性可能不一样，所以基
因组DNA甲基化作为一个基因表达调控手段可能
与在草鱼和背角无齿蚌以及一些其他动物所占的
重要性不相同有关。 
3.3  背角无齿蚌基因组不同组织甲基化的比较 

本研究选择了背角无齿蚌五个组织进行基因
组DNA甲基化比较研究。由于不同组织的功能不
同，它们之间基因表达应该有差异。如果甲基化在
不同组织表现出相同的特点，很可能甲基化在该种
类的基因调控中就没有作用。本研究的结果表明背
角无齿蚌五个组织的甲基化图谱有明显的差异，因
此甲基化在背角无齿蚌的基因调控中具有一定的
作用。甲基化水平从低到高分别是斧足、闭壳肌、
腮、外套膜和唇瓣。范围从35.5%到56%（表2）。由
于甲基化可以抑制基因表达，甲基化程度高的组织
相对来说基因表达的活跃程度就较低。所以基因表
达活跃程度由高到低顺序是斧足、闭壳肌、腮、外
套膜和唇瓣。 
3.4  背角无齿蚌甲基化的环境污染指示作用 

    为了研究环境污染对背角无齿蚌基因表达的
影响，我们比较了来自太湖不同地区的样品的不同
组织甲基化图谱，为今后相关环境表观遗传学研究
提供相应的基础。 

2006年的样品来自太湖三山岛自然水域，它位
于太湖梅梁湖系的北部，而梅梁湖是太湖中污染最
重、污染发展最快、危害最大的湖湾，与五里湖同
属劣V类水质。据刘洪波等[1]比较了太湖无锡三山
岛、常州雪堰、宜兴大浦、浙江湖州和无锡华庄的
背角无齿蚌的汞的残留浓度，发现三山岛中汞残留
最高。而本研究结果显示来自三山岛的背角无齿蚌

五个组织中四个组织的甲基化没有明显的改变，腮
大部分引物扩增结果也没有明显差异，但也发生了
一些轻微的变化（一些次要扩增条带的变化）（图
1）。上述结果和本研究结果基本相似，可能是三山
岛的重金属残留对背角无齿蚌只有慢性毒理作用。
今后的研究中我们将进一步研究在饲养环境和野
生重金属污染环境中，背角无齿蚌不同群体基因组
DNA的甲基化修饰的变化，寻找合适的甲基化位
点，发展出一套分子标记，可以利用它们直接鉴定
其产地是否已经有一定程度的污染，为直接利用分
子手段鉴定具有积累效应的重金属残留提供一个
可靠的标准。 
4  结论 

本研究首次将甲基化敏感扩增多态性应用于
背角无齿蚌的基因组 DNA 甲基化的研究中，并进
行了一些方法的优化。结果表明背角无齿蚌基因组
DNA 存在甲基化现象，且不同组织甲基化水平并不
相同，说明甲基化参与到了背角无齿蚌的不同组织
的基因调控中。同时，通过比较来自太湖三山岛自
然水域和南泉养殖基地的背角无齿蚌样品不同组
织的甲基化图谱，发现环境污染对背角无齿蚌的基
因表达有一定的影响。笔者拟进一步开展背角无齿
蚌及其他水生动物在污染环境下甲基化图谱变化
的研究工作，寻找与环境污染相关的甲基化位点，
进一步阐述环境污染对背角无齿蚌的表观遗传学
影响和可能的机制。 
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Analysis of the methylation in genome DNA from different tissues  
of Anodonta woodiana 
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1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agriculture University, Wuxi 214081, China;  

2. Key Laboratory of Ecological Environment and Resources of Inland Fisheries// 
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Abstact: In this study, methylation sensitive amplified polymorphism (MSAP) was applied to analyze the methylation pattern in 

CCGG sites of the genome in five tissues (gill, labial palp, adductor muscle, mantle and foot) of swan mussels (Anodonta woodiana). 

The results showed that methylation ratios of the gills, labial palps, adductor muscle, mantle, and foot were 47.9%, 35.5%, 50%, 

46.3% and 56%, respectively. Such differences among tissues suggested that methylation may be involved in the regulation of the 

gene in Anodonta woodiana. The comparison of the swan mussels from different habitats suggested there were some variations in 

methylated gene loci between those from polluted environment (Sanshandao area of the Taihu Lake) and aquacultural water (Nan-

quan aquaculture base of Freshwater Fisheries Research Centre, Chinese Academy ofFishery Sciences). Further studies are needed to 

investigate the possible mechanism for the aforementioned methylation variations.  

Key words: Anodonta woodiana; methylation; methylation sensitive amplification polymorphism (MSAP) 
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