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黄毛纺蚋线粒体基因组全序列测定与分析
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摘要: 利用 PCＲ 步移法对黄毛纺蚋的线粒体基因组全序列进行了测定和分析。黄毛纺蚋线粒体基因组全长

15904 bp ( GenBank 序列号 KP793690) ，包括 13 个蛋白编码基因、22 个 tＲNA 基因、2 个 rＲNA 基因以及长度为

939 bp 的非编码区。A、T、C、G 碱基含量分别为 39. 1%、35. 8%、10. 4%、14. 7%。9 个蛋白编码基因和 14 个

tＲNA 基因在 J 链编码，其余 4 个蛋白编码基因和 8 个 tＲNA 基因在 N 链编码，基因排列顺序与其它已知双翅目昆

虫相同。13 个蛋白编码基因中除 COI 以 TTG 作为起始密码外，其余蛋白质基因均以 ATN 作为起始密码子，终止

密码子多数为典型的 TAA、TAG，只有 COI 和 ND4L 以单独的 T 作为终止密码子。在所测得的 22 个 tＲNA 基因

中，除 tＲNASer ( AGN) 缺少 DHU 臂外，其余 tＲNA 均能形成典型的三叶草结构。
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Sequence and analysis of complete mitochondrial genome of Simuiium
aureohirtum
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2. Jiangxi Center for Disease Control and Prevention，Nanchang 330085，China)

Abstract: The complete mitochondrial genome of Simulium aureohirtum was sequenced and analyzed by
using PCＲ amplification and prime walking. The complete mitochondrial genome of S. aureohirtum is a
circular molecule of 15904 nucleotides ( GenBank Accession No. KP793690) ，including 22 tＲNA genes，
2 rＲNA genes，13 protein-coding genes and 939 bp non-coding region. The nucleotide composition of A，

T，C，and G were 39. 1%，35. 8%，10. 4%，and 14. 7%，respectively. Nine protein-coding genes and
14 tＲNA genes were encoded on the J strand，and the other 4 protein-coding genes and 8 tＲNA genes
were encoded on the N strand. The arrangement of genes in S. aureohirtum is consistent with that of other
Diptera speices. Except the initiation codons of COI gene is a TTG codon，the other protein coding genes
start with a typical ATN codon. Most of the 13 PCGs in S. aureohirtum have complete termination codons
( TAA，TAG) ，except the termination codons in COI and ND4 that have incomplete T. Twenty one
tＲNAs have typical cloverleaf structure，except for tＲNA Ser ( AGN) without the dihydrouridine ( DHU) ．
Key words: Simulium aureohirtum; Diptera; mitochondrial genome; codon

黄 毛 纺 蚋 Simulium aureohirtum 是 双 翅 目

Diptera 蚋科 Simulidae 昆虫，由 Burnetti ( 1911) 根

据采自印度阿萨母的 蚋 种 而 命 名 ( Chen et al. ，

2007) 。黄毛纺蚋主要分布于东南亚，在我国广东、
福建和贵州、江西等地有均分布，但是国内对该昆

虫研究却不多 ( 安继尧和阎丙申，1997; 陈汉斌，
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2002) 。雌蚋叮刺人畜吸血，会造成人的皮肤红肿、
过敏性皮炎，严重者会过敏性休克导致死亡，危害

较大 ( 蔡茹，2005) 。Thanwisai 等 ( 2006) 和王宇

平等 ( 2010) 利用核基因 ITS2 对泰国黑蝇进行了

分子系统发育分析，认为该基因片段可以区分黄毛

纺蚋的不同地理种群。Phayuhasena 等 ( 2010 ) 利

用线粒体基因 COI，ND4 和 16S rＲNA 等序列片段

分析 泰 国 蚋 的 系 统 发 育 关 系，得 到 的 结 果 与

Thanwisai 等 ( 2006 ) 的 结 果 相 同。 Pramual 等

( 2014) 利用 DNA 条形码对泰国的蚋进行了研究

分析，证明黄毛纺蚋存在较高的种内遗传差异，暗

示该 物 种 可 能 是 一 个 复 合 种 ( Thanwisai et al. ，

2006; Pramual et al. ，2014 ) ，同年 Thaijarern 等对

泰国 3 个不同地理分布的黄毛纺蚋进行了分析，认

为遗传差异的大小与其地理分布有关，但地理分布

并不 是 导 致 黄 毛 纺 蚋 复 合 种 出 现 的 根 本 原 因

( Thaijarern et al. ，2014) 。为清晰厘定双翅目蚋科

昆虫物种和种下水平，我们尝试利用线粒体全基因

组为标记对黄毛纺蚋种团内的近缘种进行系统发

育研究。
线粒体 ( mitochondrion) 是几乎存在于各类真

核生物细胞内的重要细胞器，自从 20 世纪 60 年代

Nase 等人发现 线 粒 体 DNA ( mitochondrial DNA )

后，人们对该基因的组成结构、基因功能等方面做

了深入的研究 ( Crosskey，1997; Kumazawa et al. ，

1998; Phayuhasena et al. ，2010; Pramual and Adler，
2014) 。线粒体基因是核基因以外的 DNA 遗传信

息，能编码自身所需的蛋白质、tＲNA 及 rＲNA，该

基因结构十分简单，分子量非常小，并具有很高的

专一性，易于检测，被广泛的应用于种群结构、系

统地理以及不同分类水平上的系统发育关系的研

究 ( Boore，1999; Hebert et al. ，2004; Cameron
et al. ，2007; Li et al. ，2010) 。

双翅目 Diptera 是昆虫五大目之一。近年来随

着线粒体基因组研究方法的成熟，使得双翅目昆虫

线立体基因组研究飞速发展。自 Wolstenholme 和

Clary ( 1985) 第一个报道了雅克布果蝇 Drosophila
yakuba mtDNA 全序列以来 ( Mindell et al. ，1999) ，

多种病媒昆虫基因组装配、注释和访问方式被持

续开发，截止到 2015 年 5 月 31 日，共有 75 条双翅

目昆虫线粒体基因组序列提交到了 IMGD ( 昆虫线

粒体 基 因 组 数 据 库 http: / /www. imgd. org / ) 中，

占昆虫纲线粒体全基因组序列比例的 29. 4%。蚋

是重要的病媒昆虫，在叮刺骚扰人畜的同时会传播

多种人兽共患病，但目前蚋科昆虫尚无线粒体全基

因组报道，本研究选择该科分布最广泛、最被关注

的黄毛纺蚋为代表，对其进行线粒体全基因组测序

和分析，为蚋科其他种类线粒体基因组研究打下基

础，同时为以线粒体基因组为大尺度分子标记进行

蚋科复合种系统发育分析奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 供试虫源和标本保存

黄毛纺蚋采自 2014 年 7 月江西省吉安市遂川

县阡陌村前小溪里的幼虫，经实验室饲养至成虫，

成虫羽化后进行形态鉴定，确定物种后饥饿 1 －
2 d，浸泡于无水酒精中保存。
1. 2 实验流程

基因组提取→引物的设计→PCＲ 扩增→PCＲ
产物电泳→PCＲ 产物纯化→PCＲ 产物测序→数据

的拼接。
1. 2. 1 基因组提取

取单 头 标 本 的 头 部，采 用 AXYGEN 基 因 组

DNA 小量试剂盒提取基因组结合酚氯仿法提取样

品总 DNA，抽提完毕后 1. 0% 琼脂糖凝胶电泳检测

其纯度及浓度，并于 － 20℃保存备用。
1. 2. 2 引物的设计

参考张乃心等 ( 2013 ) 发表的双翅目昆虫线

粒体全基因组通用引物序列和目前已发表的双翅

目相近物种引物进行首轮扩增，其他未能得到的序

列通过在 GenBenk 中下载种源关系相近的昆虫部

分线 粒 体 基 因 序 列 进 行 Clustal X ( Bae et al. ，

2004) 对比寻找相关保守区，利用引物设计软件

Primer Primier ( Ver. 5. 0) ( Clary 和 Wolstenholme，

1987) 遵循引物设计原则 ( Lessinger et al. ，2004;

张乃心等，2013 ) 设计相关引物。实验共用引物

25 对 ( 表 1) ，覆盖了黄毛纺蚋线粒体基因组所有

序列。
1. 2. 3 PCＲ 扩增

按照引物序列扩增各个片段，所有 PCＲ 反应

均在冰上操作。扩增结束后，采用 1% 的琼脂糖凝

胶电泳检测 PCＲ 产物。检测后利用 AxyPrep DNA
凝胶回收试剂盒纯化 PCＲ 产物。

( 1) PCＲ 扩增体系 ( 20 μL) :

模板 1. 0 μL
2 x LABuffer 2. 0 μL
Primer F ( 10 mM) 0. 4 μL
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Primer Ｒ ( 10 mM) 0. 4 μL
dNTP ( 2. 5 mM) 0. 5 μL
LATa 酶 ( 5 U /uL) 0. 4 μL
ddH2O 15. 3 μL

( 2) PCＲ 扩增条件:

95℃ 3 min
95℃ 30 s
50℃ 45 s }68℃ 1 min /kb

共 32 个循环

68℃ 10 min
15℃ ～

1. 2. 4 序列测定

获得目的 PCＲ 扩增产物均通过直接测序法来

获得目的片段信息。
( 1) 测序反应体系 ( 10 μL) :

纯化后的 PCＲ 产物 3 μL
水 4 μL
测序引物 1 μL
BigDye 2 μL

( 2) 测序反应条件

96℃ 2 min
96℃ 10 s
50℃ 10 s }60℃ 3 min 10 s

共 30 个循环

15℃ ～

表 1 黄毛纺蚋线粒体基因组全序列 PCＲ 扩增引物一览表

Table 1 List of PCＲ primers for Simulium aureohirtum mtDNA complete genome

扩增引物名称

Primer codes
扩增引物序列

Sequence
目的基因

Target gene

HY_MT_F9 GCCTGATＲAAAAGGＲTTACCT

HY_MT_Ｒ736 AATCCTCCAAWWGCTCCAAT
ND2

HY_MT_365F TAATTTACTATCCACTGAAGCTTC

HY_MT_1096Ｒ TGCAGAATAAGTAATCCGCA
ND2

HY_MT_405F ACCCAAGCATTAGCCTCTGC

HY_MT_2771Ｒ ATGCAGTATAGGCATCAGGA
ND2 to COI

HY_MT_1011F GTAATTCAATCTATCAGCAA

HY_MT_2889Ｒ TTACAGTTCGATGAGAAATC
COI

HY_MT_1011F GTAATTCAATCTATCAGCAA

HY_MT_2875Ｒ TTGGATAAATTACAGTTCGATGAG
COI

HY_MT_F2637 AGCAGGWTTTＲTYCAYTGAT

HY_MT_Ｒ3590 CTCCTAAAGCWGGKAYTGTT
COI to COII

HY_MT_3054F CAACATGATCAAATTTAGGT

HY_MT_4749Ｒ TAATCTACTAGATGAAATGG
COII

HY_MT_3350F GGTCACCAATGATACTGAAG

HY_MT_4749Ｒ TAATCTACTAGATGAAATGG
COII to ATP8 to ATP6

HY_MT_F4518 CGACCWGGAACWTTAGCWGT

HY_MT_Ｒ5523 TAYCCTCCTCATCAＲTAAAT
ATP6 to COⅢ

HY_MT_4937F ACTATTGGACTTCGATGAGG

HY_MT_7747Ｒ TTGGGTTAGTTTCTTATTGC
COⅢ to ND5

HY_MT_F7512 TAGCWGCWGGTAATCAAGA

HY_MT_Ｒ8476 GCTCCTCCWACWTTＲAATT
ND5
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续上表

扩增引物名称

Primer codes
扩增引物序列

Sequence
目的基因

Target gene

HY_MT_7981F TTAATTCTAACTACCTCTCA

HY_MT_8860Ｒ TAATTTTAGCTGGAGTATTG
ND5 to ND4

HY_MT_F8158 TCATATCAYTＲACACCACA

HY_MT_Ｒ9156 GAGGKTATCAＲCCWGAACG
ND4

HY_MT_8979F CTGATTGTTCCTTTAATAAAT

HY_MT_9557Ｒ AATTCGAACTCATGGAAATG
ND4、ND4L

HY_MT_F8893 TTATAGAMCCAGAAACWGG

HY_MT_Ｒ9876 TTGＲTTTACAAGACCAATG
ND4 to ND4L

HY_MT_F9620 GCHCCTTCACAWACTCTAAAWGT

HY_MT_Ｒ10813 CＲTAATAWATTCCTCGTCCTA
ND4 to ND6

HY_MT_10006F GCTATAGGATTCATACTATT

HY_MT_11490Ｒ CTACTGGGCGAGCTCCAATT
ND6 toCytB

HY_MT_F9620 GCHCCTTCACAWACTCTAAAWGT

HY_MT_Ｒ10813 CＲTAATAWATTCCTCGTCCTA
ND toCytB

HY_MT_F11268 TATYCCWGCTAAYCCWTTAG

HY_MT_Ｒ12253 GGTTTＲCGＲGCTGTＲGCTCA
CytB to ND1

HY_MT_11566F CACAATGATGAGATTCATTA

HY_MT_12520Ｒ TTAGGCTATATCCAGATTCG
ND1

HY_MT_F12286 AACCAGCWAYTATWACWGTAT

HY_MT_Ｒ13316 AGTATTTTＲACTGTGCAAAGG
ND1

HY_MT_12669F GGCACTAATCTGCCAAAATA

HY_MT_13333Ｒ ATTTATTATAAGGTCTGACC
l － rＲNA ( 16S)

HY_MT_F13152 ATYTATAGGGTCTTCTCGTCT

HY_MT_Ｒ14217 AATATGYACACATCGCCCGT
l － rＲNA ( 16S)

HY_MT_14051F GCACAACTATCACTTCAATG

HY_MT_270Ｒ TTCCTCTAATTAGCGTTGTT
s － rＲNA ( 12S) to D － loop

HY_MT_14051F GCACAACTATCACTTCAATG

HY_MT_203Ｒ CAGTCTACTACTAGGGGAAG
D － loop

1. 2. 5 序列的拼接与注释

得到所有序列片段测序结果后，利用 Staden
Package ( Thompson et al. ，1997) 软件对所有序列

进行拼接。线粒体全基因组各基因的定位及注释

参 考 已 测 得 的 双 翅 目 昆 虫 荒 川 库 蠓 Culicoides
arakaae ( 序 列 号 NC009809 ) 和 黑 腹 果 蝇

Drosophila melanogaster ( 序列号 NC001709 ) 全线

粒体基因组 ( Singh et al. ，1998; 张新宇和高燕

宁，2004) 注释结果进行，通过 MEGA 5. 0 ( Liao
et al. ，2010) 比对以及 Blast 在线搜索分析相结合

来依次注释 13 个编码蛋白基因、22 个 tＲNA 基因、
2 个 rＲNA 基因和 AT 丰富区的位置 ( Matsumoto
et al. ，2009; 李雪娟等，2013) 。tＲNA 基因二级结

构的预测主要是通过 tＲNAscan － SE 1. 21 ( Thompson
et al. ，1997) 在线预测并进行人工校正。
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2 结果与分析

2. 1 黄毛纺蚋 mtDNA 基因组结构

黄毛纺蚋线粒体基因组全长为 15904 bp，为一

环形的双链 DNA。黄毛纺蚋线粒体基因组全序列

已提交 GenBank 数据库，序列号 KP793690。黄毛

纺蚋线粒体全基因组包含 22 个 tＲNA 基因、2 个

rＲNA ( 16 S / rrnL 和 12 S / rrnS) 基因、13 个蛋白

质编码基因 ( PCGs) 共 37 个编码基因，12S rＲNA
基因和 tＲNA － Ile 基因之间的 939 bp 的序列片段

为 A + T 富 含 区，或 称 为 控 制 区 ( Boore，1999 )

( 图 1) 。在这 37 个编码基因中，有 9 个蛋白质编

码基因 ( ND3，ND6，ATP6，ATP8，CYTB，COI －
III，ND2) 和 14 种 tＲNA 基因 ( tＲNA － Ile，Met，
Trp，Leu，Lys，Asp，Gly，Ala，Arg，Asn，Ser，Glu，

Thr，Ser) 位于 J 链上，N 链编码剩余的 4 种蛋白

质 ( ND1，ND4，ND4L，ND5 ) 和 2 种线粒体核糖

体 ( 12S rＲNA 和 16S rＲNA) 以及 8 种 tＲNA 基因

( tＲNA － Gln，Cys，Tyr，Phe，Pro，Leu，His，Val) 。
黄 毛 纺 蚋 线 粒 体 基 因 组 中 基 因 间 隔 区 IGS
( Intergenic spacer region) 共有 20 处，最长一处位

于 tＲNA-Met 和 ND2 之间，间隔序列长度为 45 bp;

基因重叠区共 4 处，最长一处位于 tＲNA-Trp 和

tＲNA-Cys 之间最长为 8 bp，既无间隔又无重叠的

区域共有 13 处 ( 表 2) 。值得注意的是，黄毛纺蚋

的 ATP8 /ATP6 重叠了 7 个核苷酸 ( ATGNTAA) ，

符合典型的昆虫 mtDNA 结构 ( Moritz et al，1987;

Cannone et al，2002; Boore，2006) ，但是 ND4/ND4L
基因只重叠了 2 个基因 ( AT) ，与大多数昆虫的

mtDNA 结构不同。
黄毛纺蚋线粒体基因组与已在 GenBank 上发

布的其他双翅目昆虫相比较发现，它的基因排列方

式与假想昆虫祖先的排列方式 trnI-trnQ -trnM 相一

致，符合双翅目昆虫的序列的一般排序方式。
2. 2 黄毛纺蚋 mtDNA 基因的碱基组成

采用 MEGA 5. 0 软件对黄毛纺蚋线粒体基因的

碱基组成进行了分析，分别统计了线粒体基因组的

各种碱基含量、AT 偏斜和 GC 偏斜并与 6 种已知

图 1 黄毛纺蚋线粒体基因组结构图

Fig. 1 Gene map of the Simulium aureohirtum mitogenome

注: 黄毛纺蚋线粒体基因圈图，标记了预测基因和颜

色。蛋白质编 码 基 因，蓝 色; tＲNA，红 色; rＲNA 基

因，紫色; 控制区，灰色单线; 基因名称标记在圈外。

各个基因大小起止密码子均在 ( 表 2 ) 中列出。Note:

The circular map of S. aureohirtum mtDNA. The predicted

genes are labeled and color-coded; protein coding genes，

blue; tＲNA genes，red; rＲNA genes，purple and control

region ( CＲ) ，grey. The gene names are labeled outside

the circle.

的典型的双翅目昆虫 mtDNA 序列进行了对比分析。

在黄毛纺蚋线粒体基因组全序列中，各碱基的总含

量分别是 A: 39. 1%，C: 14. 7%，G: 10. 4%，T:

35. 8%，AT 总含量高达 74. 88%，符合典型的昆虫

线粒体基因组特征: A + T 偏好性 ( Yang et al. ，

2009; Liao et al. ，2010; Tian et al. ，2012 ) ，其中

13 个蛋白编码基因的 AT 总含量为 72. 5%，22 个

tＲNA 中 AT 含 量 为 76. 5%，rＲNA 中 为 79. 6%，

A + T － rich 区中为 88. 2% ( 表 3) 。与其他 6 种典

型的双翅目昆虫相比，其 A + T 总含量略高于桔小

实蝇，但是比其他 5 种含量要低，非编码区的长度

为 939 bp，该区 A + T 含量最高，达到 88. 2%，比

桔小实蝇略高，比其他 5 种双翅目昆虫相比含量都

低 ( 表 4) 。
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表 2 黄毛纺蚋线粒体基因组结构

Table 2 Organization of the Simulium aureohirtum mitochondrial genome

基因

Gene
方向

Direction
位置

Location
大小

Size
IGS

反密码子

Anticodon
起始密码子

Start code
终止密码子

Stop code
链

Strand

tＲNAIle ( I) F 1 － 69 69 GAT J

tＲNAGln ( Q) Ｒ 81 － 149 69 11 TTG N

tＲNAMet ( M) F 195 － 263 69 45 CAT J

ND2 F 264 － 1292 1032 0 ATT TAA J

tＲNA － Trp ( w) F 1296 － 1367 70 2 TCA J

tＲNACys ( C) Ｒ 1360 － 1422 63 － 8 GCA N

tＲNATyr ( Y) Ｒ 1428 － 1492 65 5 GTA N

COI F 1506 － 3039 1534 13 TTG T J

tＲNALeu ( L － UUＲ) F 3040 － 3105 66 0 TAA J

COII F 3110 － 3799 690 4 ATG TAA J

tＲNALys ( K) F 3802 － 3872 71 2 CTT J

tＲNAAsp ( D) F 3888 － 3955 68 15 GTC J

ATP8 F 3956 － 4126 171 0 ATC TAA J

ATP6 F 4120 － 4797 678 － 7 ATG TAA J

COⅢ F 4806 － 5594 789 8 ATG TAA J

tＲNAGly ( G) F 5595 － 5660 66 0 TCC J

ND3 F 5661 － 6014 354 0 ATT TAA J

tＲNAAla ( A) F 6018 － 6082 65 3 TGC J

tＲNAArg ( Ｒ) F 6083 － 6146 64 0 J

tＲNAAsn ( N) F 6151 － 6215 65 4 GTT J

tＲNASer ( S － AGN) F 6217 － 6281 65 1 J

tＲNAGlu ( E) F 6283 － 6348 66 1 TTC J

tＲNAPhe ( F) Ｒ 6363 － 6429 67 14 GAA N

ND5 Ｒ 6430 － 8166 1737 0 ATT TAA N

tＲNAHis ( H) Ｒ 8167 － 8231 65 0 GTG N

ND4 Ｒ 8233 － 9573 1341 1 ATG TAA N

ND4L Ｒ 9572 － 9863 292 － 2 ATG T N

tＲNAThr ( T) F 9866 － 9933 68 2 TGT J

tＲNAPro ( P) Ｒ 9934 － 9999 66 0 TGG N

ND6 F 10002 － 10523 522 2 ATT TAA J

CytB F 10523 － 11659 1137 － 1 ATG TAA J

tＲNASer ( S － UCN) F 11663 － 11729 67 3 TGA J

ND1 Ｒ 11748 － 12689 942 18 ATA TAG N

tＲNALeu ( L － CUN) Ｒ 12700 － 12765 66 10 TAG N

l － rＲNA ( 16S) Ｒ 12766 － 14101 1335 0 N

tＲNAVal ( V) Ｒ 14173 － 14102 72 0 TAC N

s － rＲNA ( 12S) Ｒ 14174 － 14965 792 0 N

D － loop 939 0
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表 3 黄毛纺蚋线粒体基因组核苷酸组成分析

Table 3 Base compositions of the mitochondrial genome of Simulium aureohirtum

A 含量( % )

A
G 含量( % )

G
G 含量( % )

C
T 含量( % )

T
AT 含量( % )

A + T
AT 倾斜

AT － skew
GC 倾斜

GC － skew

mtDNA 线粒体基因组 39. 1 10. 4 14. 7 35. 8 74. 9

tＲNA genes 转运 ＲNA 基因 38. 5 13. 3 10. 2 38. 0 76. 5 0. 006 0. 132

rＲNA genes 核糖体 ＲNA 43. 4 7. 4 13. 0 36. 2 79. 6 0. 091 － 0. 275

A + T 富含区 A + T － rich zone 46. 1 4. 4 7. 4 42. 1 88. 2 0. 045 － 0. 254

蛋白质编码基因第一位密码子

1st codon position
36. 4 10. 1 16. 6 37. 0 73. 4 － 0. 007 － 0. 199

第二位密码子

2nd codon position
42. 8 7. 5 12. 6 37. 0 79. 8 0. 072 － 0. 254

第三位密码子

3rd codon position
38. 2 13. 7 14. 9 33. 0 71. 2 0. 073 － 0. 042

表 4 黄毛纺蚋与 6 种双翅目昆虫线粒体基因组基本特征比较

Table 4 Base characteristics of the mitochondrial genome of Simulium aureohirtum and six dipteras

科

Family
种

Specis
GenBank
登录号

基因

全长( bp)

AT
含量

AT
偏斜

GC
偏斜

控制区长

( bp)

控制区

A + T 含量

蚋科

Simulidae
黄毛纺蚋

S. aureohirtum
KP793690 15904 74. 88 0. 045 － 0. 169 939 88. 20

实蝇科

Tephritidae
桔小实蝇

Bactrocera dorsalis
NC008748 15915 73. 58 0. 068 － 0. 228 949 88. 09

瘿蚊科

Calliphoridae
黑森瘿蚊

Mayetiola destructor
GQ387648 14759 84. 12 0. 061 － 0. 110 604 90. 89

蠓科

Ceratopogonidae
荒川库蠓

Culicoides arakaae
NC009809 18135 77. 38 0. 009 － 0. 237 1437 90. 47

果蝇科

Drosophildae
黑腹果蝇

Drosophila melanogaster
NC001709 19517 82. 16 0. 017 － 0. 150 4601 95. 54

细腰大蚊科

Ptychopteridae
细腰蚊

Ptychoptera sp.
JN861744 15214 75. 94 0. 038 － 0. 187 370 94. 05

家蝇科

Muscidae
西方角蝇

Haematobia irritans irritans
NC007102 16078 79. 07 0. 004 － 0. 125 1259 89. 44

2. 3 蛋白质编码基因分析

13 种蛋白质编码基因总长为 11219 bp，排列

顺序与典型的双翅目昆虫的 mtDNA 排列顺序一致，

其中 9 个在 J 链上，其余的 4 个在 N 链上。AT 含

量 为 72. 5%， 低 于 tＲNA ( 76. 5% ) 和 rＲNA
( 79. 6% ) 基因的 AT 含量。蛋白质编码基因的第

2 位 和 第 3 位 密 码 子 偏 向 于 使 用 AT ( 0. 072，

0. 073) ，但 是 第 1 位 密 码 子 偏 向 于 使 用 TA
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( 0. 007) ( 表 3) 。除 COI 的起始密码子为 TTG 以

外，另外 12 个蛋白质编码基因的起始密码子均为

ATN; 多数蛋白质编码基因使用常见的三联体终止

密码子为 TAA，但是 COI 基因和 ND4L 基因的终止

密码子为 T，ND1 基因的终止密码子为 TAG，符合

大多 数 昆 虫 密 码 子 的 使 用 规 律 ( Tzeng et al. ，

1992; Lee 和 Kocher，1995; Salvato et al. ，2008) 。

编码的氨基酸，使用最频繁的氨基酸为 Leu、Ile，

Phe、Lys。
2. 4 黄毛纺蚋线粒体基因组 tＲNA 与 rＲNA 结构

分析

黄毛纺蚋 mtDNA 的 22 个 tＲNA 中，与丝氨酸

和亮氨酸对应的 tＲNA 各有 2 个，其他的氨基酸都

只有一个 tＲNA 与之对应。22 个 tＲNA 中，tＲNA －
serAGN无 D 臂，由 8 个核苷酸取代了该位置，其他

21 个 tＲNA 都具有规则的三叶草结构，符合昆虫线

粒体基因组的普遍特征 ( Yukuhiro et al． ，2002;

Wang et al． ，2011) 。

黄毛纺蚋线粒体 16S rＲNA 和 12S rＲNA 基因

的长度分别是 1335 bp 和 792 bp，A + T 含量分别

为 81. 1% 和 77. 2%，分别位于 tＲNA-Leu 与 tＲNA-
Val，tＲNA-Val 与 A + T 控制区之间，表现出明显的

AT 偏向性 ( 表 3) 。
2. 5 非编码区

在黄毛纺蚋的线粒体全基因组中，包括 A + T

富含区在内共有 21 处非编码区。最长的为 A + T

富含区，位于 12S rＲNA 和 tＲNA-Ile 之间，长度为

939 bp，A + T 含量为 88. 2%，其他 20 个非编码片

段长度为 1 － 45 bp，共 164 bp，其中最长的 45 bp

片段位于 tＲNA-Met 和 tＲNA-Gln 之间。这些分散的

非编码序列可能是基因重排过程中产生的假基因

遗 迹 ( Thao 和 Baumann， 2004; Wolstenholme，

1992) 。

3 结论与讨论

黄毛纺蚋 mtDNA 是双翅目蚋科昆虫中第一个

被测得线粒体全基因序列，本文提供了提取该序列

所需的全部引物，为蚋科其他种类获得线粒体全基

因组提供了参考。黄毛纺蚋线粒体全基因组序列

全长 15904 bps，长度在双翅目昆虫线粒体基因组

长度 范 围 之 内，最 短 为 瘿 蚊 科 Cecidomyiidae 的

Ｒhopalomyia pomum 长 14503 bp ( Broughton et al. ，

2001; Bae et al. ，2004 ) 。最 长 为 黑 腹 果 蝇 长

19517 bp，黄毛纺蚋 AT 含量为 74. 88%，略低于双

翅目昆虫的平均 AT 含量。基因的排列顺序符合典

型的双翅目昆虫基因的排列顺序。已经证实线粒

体进化趋向于基因组大小减少，是通过消除 /削减

基因间隔区 ( intergenic spacer) 实现的 ( Cannone
et al. ，2002; Cha et al. ，2007; Salvato et al. ，

2008; Beckenbach and Joy，2009) ，而与其他双翅目

昆虫相比，黄毛纺蚋的非编码区长度较平均水平

高，所以可认为黄毛纺蚋线粒体基因的进化水平较

其他双翅目昆虫要低。
对江西省 2 类黄毛纺蚋的种群生态调查发现，

这 2 类种群广泛分布于江西省吉安市、上饶市和

赣州市，分布的依据是水源的特征，似与地理分布

无关。A 类种群幼虫分布于细小的小溪中，水流速

度较缓慢，多只聚集在一块石头或者一片叶子下;

B 类种群幼虫分布于水流湍急的河水中，呈零散分

布，一块石头下只有一两头，这和泰国的情况类似

( Thaijarern et al. ，2014 ) 。本 文 扩 增 并 测 定 出 种

群 A的线粒体全基因组，设计出一套引物，但是该

套引物在种群 B 上却不十分适用，扩增效果十分

差，说明两类种群的遗传差异较大，推测我国黄毛

纺蚋是一个种团，种团内有多个隐含种，对每个隐

含种利用线粒体全基因组为分子标记进行系统发

育分析，有利于揭示蚋科昆虫复合种的演变过程。
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