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大蚕蛾科绢丝昆虫线粒体基因组 A+T 

丰富区序列及其系统发育研究 

沈兴家 ，陈丽媛 一，唐顺明 一，孙孝龙。，赵巧玲 一，朱 晨 一，郭锡杰 ， 
(1．江苏科技大学，江苏 镇江 212003) 

(2．中国农业科学院 蚕业研究所 农业部家蚕生物技术重点开放实验室，江苏 镇江 212018) 

(3．盐城生物工程高等职业技术学校，江苏 盐城 224731) 

摘 要：为了研究大蚕蛾科绢丝昆虫的进化关系，分别从蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕的蛹中提取线粒体 DNA，用 PCR方法扩增 

线粒体A+T丰富区及侧翼序列，克隆到 pMD18一T载体，进行序列测定．序列分析表明，克隆片段的基因依次为12S 

rRNA基因3 端 、A+T丰富区、tRNA ‘、tRNA“ 、tRNA 和ND2基因5 端，与家蚕和野桑蚕mtDNA排列顺序相同；在 ￡R． 

NA 和 ND2基因之间有一段非编码区．根据柳蚕3个 tRNA基因的核苷酸序列推定了其二级结构．基于5种大蚕蛾科绢 

丝昆虫和家蚕 mtDNA A+T丰富区序列的系统发育树显示，柳蚕与蓖麻蚕、樗蚕的亲缘关系较近，与柞蚕的亲缘关系较 

远，而与家蚕的亲缘关系更远．本研究结果有助于阐明大蚕蛾科绢丝昆虫以及家蚕的起源和进化． 
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Study on nucleotide sequences in A +T-rich regions of mitochondrial 

DNAs from silkmoths of saturniidae and their molecular phylogeny 
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Abstract：To study the phylogeny of silkmoths of Satumiidae，the mitochondrial DNAs(mtDNAs)were extrac- 

ted from the pupa of Philosamia cynthia ricin ，Philosamia cynthia and Actias selene ningdoana respectively．The 

A+T．rich regions and flanking sequences were amplified with the polymerase chain reaction(PCR)method， 

and cloned into the pMD18一T vector an d then sequenced．Resuits from sequence analysis show that gene orders 

in aU cloned fragments are 3 一end portion of 12S rRNA，A +T—rich region，tRNA ，tRNA ，tRNA “and 

5 一end portion of ．which are the same as those of Bombyx mori and Bombyx mandarina．Between tRNA 

andⅣJ there is a non—coding region． rhe secondary structures of three tRNAs of A．s．ningdoana are de- 

duced based on the nucleotide sequences． I1he phylogenetic tree based on the A+T-rich regions from 5 species 

of Saturniidae and 2 varieties of B．mor／reveals that A．S．ningdoana is closer to P．C．ricini and P．C．cynthia，a 

little far from Antheraea pernyi，but remote to B．mort in blood relationship．These resuhs will benefit to the study 

of the ori ns and the molecular evolution of Saturniidae insects as well as B．mor／． 
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0 引 言 

我国吐丝昆虫资源丰富，除了家蚕，还有多种野生、半野生和已经驯化家养的其它蚕类 ，如人工饲养 

的蓖麻蚕(Philosamia cynthia ricini)、放养的柞蚕(Antheraea pernyi)、野生的樗蚕(Philosamia cynthia cyn一 

0)、柳蚕(Acti0s selene ningdoana)等等．这些蚕类同属鳞翅 目大蚕蛾科(Saturniidae)，联合国粮农组织 

将这类野蚕命名为“非家蚕”(non—mulberry silkworms)⋯．我国对家蚕以外的绢丝昆虫的利用已经有悠 

久的历史．目前，柞蚕和蓖麻蚕作为绢丝昆虫在国内外已经得到了很好地利用 ，在形态学、遗传学和病虫 

害防治等方面有大量的研究，对蓖麻蚕等的分子进化也有研究报道 ．但对樗蚕和柳蚕的研究多侧重 

于形态学或蛋白质等方面 J，鲜见分子进化研究报道． 

A+T丰富区是动物线粒体基因组序列和长度变异最大的区域 ．虽然昆虫线粒体 A+T丰富区 

的位置以及保守序列与脊椎动物不同，但是它们对昆虫 mtDNA的复制起着同样重要的作用 ’ 加 ．对 

蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕线粒体 A+T丰富区的研究，有助于阐明大蚕蛾科绢丝昆虫以及家蚕的起源和进 

化．本试验分别以蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕的蛹为材料提取线粒体 DNA(mtDNA)，克隆了 mtDNA的 A+T 

丰富区及侧翼序列，并结合 GenBank公布的柞蚕 mtDNA相应序列，利用 Phylip进化分析软件等构建了 

系统发育树，对大蚕蛾科绢丝昆虫几种绢丝昆虫线粒体 A+T丰富区的多样性和系统发育进行了初步 

研究． 

1 材料与方法 

1．1 生物材料与试剂 

试验用的蓖麻蚕品种海黄由中国农业科学院蚕业研究所保存，樗蚕采自研究所桑园和林地，柳蚕采 

自江苏省盐城地区．宿主菌E．coli DH10B由本实验室保存．克隆载体 pMD18一T，Taq DNA聚合酶、T4 

DNA连接酶为 TaKaRa(大连)公司产品．其它主要试剂为 GibcoBRL公司产品．核苷酸引物合成、测序均 

委托上海生物工程技术有限公司完成． 

1．2 mtDNA的抽提和 A+T丰富区及其侧翼序列的克隆 

分别以蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕的蛹为材料，参照文献[11]的方法提取 mtDNA，溶于适量 pH 8．0的0．1 

×TE中，一20~C保存备用．参照 GenBank已发表的家蚕mtDNA控制区侧翼序列(AB070264)，设计 1对 

PCR弓l物：P1(5 一AAGGATCCGTATAACCGCAACTGCTGGCA一3 )和 P2(5 一GATCTAGATGAGTrr 

GAAA1_I1AGGGGGAT一3 )，分别以这 3种绢丝昆虫 mtDNA为模版，按照文献[10]的方法克隆 A+T丰 

富区及侧翼序列． 

1．3 序列分析 

测序结果用 Blast在线同源性查询软件在 NCBI等数据库进行搜索 ，用 DNAstar 5．0软件包中的 Ed— 

itSeq软件和目测进行序列拼接． 

1．4 系统发育分析 

根据蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕线粒体 A+T丰富区序列，以及本实验室先前克隆的家蚕(Bombyx mori)大 

造和甘肃种该区序列 。。，结合 GenBank登录的颇洛轫柞蚕(Antheraea proyeii)和中国柞蚕(Anth m 0 

pernyi)mtDNA的相应序列(DQ415454；DQ415455)，以黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)为外群(NC一 

001709)，用 Phylip3．66 DNAML(最大可能性法)软件构建进化树，以二元法计算遗传距离，采用 Boot— 

straping法对进化树(1 000个重复)进行评估． 
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2 结果与分析 

2．1 mtDNA A+T丰富区及其侧翼片段的克隆 

以蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕mtDNA为模板的PCR扩增结果，得到大小约为 1 kb的条带(图1)．将 PCR 

产物分离纯化后的克隆到pMD18一T载体上，转化感受态E．coli DH10B，获得重组质粒；再经用 PCR确 

证后测序． 

目 

的 

片 
段 目 

的 

片 
段 

a)柳蚕 mtDNA的 PCR扩增片段 b)蓖麻蚕 mtDNA的PCR扩增片段 

图 1 柳蚕和蓖麻蚕 mtDNA A+T丰富区及其侧翼片段的PCR扩增 

Fig．1 Amplification of A+T—rich regions and their flanks from mtDNAs of Actias 

selene ningdoana and Philosamia cynthia ricini by PCR respectively 

2．2 克隆片段的序列分析 

2．2．1 核苷酸序列及其基因排列 

测序结果显示，克隆的蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕 mtDNA片段长度分别为 951 bp、952 bp和 930 bp(图 

2)，其中蓖麻蚕和樗蚕相应序列已在 GenBank登录(EF437419，EF437418)． 

经与 GenBank登录的家蚕和野桑蚕 mtDNA序列比对分析，3个克隆片段包含的基因数及顺序都相 

同，依次为 12S rRNA基因3 端部分、A+T丰富区、tRNA 、tRNA” 、tRNAa“和 ND2基因5 端部分，tR— 

NA “和ND2基因之间分别有一段非编码区(表 1)． 

表 1 蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕线粒体 A+T丰富区及其侧翼片段的基因排列 

Tab．1 Gene order of A+T—rich regions of mitochondrial DNA from Philosamia cynthia cynthia， 

Philosamia cynthia ricini and Actias selene ningdoana 

注：表中数据为克隆片段长度扣除5 端和3 端 PCR引物后的值· 

2．2．2 序列同源性分析 

将蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕线粒体克隆片段扣除5 ～端和 3 一端 PCR引物后用 DNAstar 5．0软件包中 

的 MegAlign软件进行同源性比较，结果表明蓖麻蚕与樗蚕该区段同源性达到97．2％；柳蚕与二者同源 

性也均达到了85％，说明A+T丰富区及侧翼序列在大蚕蛾科品种之间还是相对保守的．其中，蓖麻蚕、 

樗蚕和柳蚕三者之间12S rRNA基因3 端相似性为85．6％以上，但其物种间保守程度不如家蚕品种内 

高 ． 
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注 ：1、2、3分别代表蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕，“一”表示核苷酸缺失，“·”表示核苷酸相同． 

图2 蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕线粒体 A+T丰富区及其侧翼序列 

Fig．2 A +T—rich regions and their flanks of mtDNAs from Philosamia cynthia ricini。Philosamia cynthia 

cynthia and Actias selene ningdoana 
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动物mtDNA控制区因富含A和T，被称为A+T丰富区，它是线粒体基因组序列和长度变异最大的 

区域．供试大蚕蛾科绢丝昆虫中：蓖麻蚕 A+T丰富区共计 358 bp，(A+T)比例高达91．3％；樗蚕 A+T 

丰富区共计358 bp，(A+T)比例高达90，8％以上；柳蚕 A+T丰富区共计 341 bp，(A+T)比例88．6％． 

蓖麻蚕与樗蚕该区段同源性达到97．8％；但是柳蚕与二者同源性均不足80．5％． 

线粒体基因组中ND2基因是最保守的基因 ]，蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕三者该区段相似性为9l％以 

上，说明该区段在大蚕蛾科绢丝昆虫间也是高度保守的． 

2．2．3 tRNA基因及其二级结构 

克隆片段中有 3个 tRNA基因：tRNA (AUG)、tRNA”。(AUC)和 tRNAq 互补链(CAA)，基因之间 

有2—3 bp的重叠．线粒体 tRNA也能形成典型的三叶草形结构，根据柳蚕线粒体 tRNA基因的核苷酸序 

列，推测了其编码的tRNA二级结构，如图3所示，碱基对存在错配现象． 
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图3 推定的柳蚕3个 tRNA的二级结构 

Fig．3 Putative secondary structures of three tRNAs form mtDNA of Actias selene ningdoana 

2．3 系统发育分析 

以黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)为外群，用 Phylip3．66 DNAML(最大可能性法)软件构建基于 

A+T丰富区序列系统发育树，以二元法计算遗传距离，采用 Bootstraping法对系统树(1 000个重复)进 

行评估(见图4)． 

thia}Bl 
cf J L B 

B2 j 

图4 最大可能性法构建的大蚕蛾科昆虫线粒体 A+T丰富区的系统发育树 

Fig．4 ML tree based on sequences of A+T-rich regions of mitochondrial DNAs from Saturniidae insects 

在系统发育树中，除去外群，两个家蚕品种聚为一个群 A，柳蚕、蓖麻蚕、樗蚕和柞蚕聚为一个群 B． 

在 B群中，柳蚕、蓖麻蚕和樗蚕聚为一亚群 Bl，柞蚕聚为另一个亚群 B2．在 Bl亚群中，蓖麻蚕和樗蚕聚 

为一群．说明在所研究的大蚕蛾绢丝昆虫中柳蚕，蓖麻蚕和樗蚕三者之间的亲缘关系相对较近，与柞蚕 

相对较远，蓖麻蚕和樗蚕的亲缘关系最为接近． 

3 结 论 

蓖麻蚕、樗蚕和柳蚕线粒体 A+T丰富区序列是克隆片段中序列和长度变异最大的区域，三者该区 
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段(A+T)比例均高达 88％以上．正是由于该区段在所克隆的序列中发生碱基转换和颠换的数目较多， 

同源性最低仅为80．5％，因此选择该区段构建进化树用于分析大蚕蛾科绢丝昆虫间的物种进化关系． 

基于大蚕蛾科绢丝昆虫线粒体A+T丰富区构建的ML系统树表明：在所研究的大蚕蛾科绢丝昆虫 

中蓖麻蚕与樗蚕在进化关系上最为接近，与形态学分类相符  ̈，也与通过卵黄原蛋白一级结构特性分 

析得出的结论一致 ；在系统树中，柳蚕与蓖麻蚕、樗蚕归属于同一亚群，说明其亲缘关系相对较近，但 

细胞核型分析显示柳蚕与蓖麻蚕、樗蚕的染色体数目不同，柳蚕 n=31，蓖麻蚕雄 2n=28雌 2n=27，樗 

蚕2n：26或 2n=28 ’ ”’ ，因此，对于它们三者之问的进化关系还需要作进一步研究；柳蚕、蓖麻蚕 

和樗蚕三者与柞蚕的亲缘关系相对较远，这四者之间的分子进化关系也有待于更多更详细的研究证明． 
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