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Abstract To investigate the phylogenetic relationship between Actias selene Hübner and other Lepidopteran

insects，a 391 bp fragment of 18S ribosomal RNA and a 428 bp fragment of mitochondrial 16S rRNA were used

to construct phylogenetic trees with neighbor-joining (NJ) ，maximum parsimony (MP) and arithmetic averages

(UPGMA) methods. The results showed the nucleotide composition of mitochondrial 16S rRNA gene of A.

selene had AT bias，similar in other Saturnidae insects. The genetic distances between A. selene and other

species ranged from 0. 016 to 0. 140 based on mitochondrial 16S rRNA gene sequences，in which the minimum

distance was that to Antheraea roylii and the maximum was that to Bombyx mandarina. As far as 18S rRNA

gene sequences were concerned，the minimum distance (0. 010) and the maximum distance (0. 017) were

showed between A. selene with A. pernyi，and Samia ricini，respectively.
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摘 要 为探讨柳蚕 Actias selene Hübner 与鳞翅目昆虫的系统发育关系，本研究利用 PCR 扩增获得了

柳蚕核糖体 18S rRNA 和线粒体 16S rRNA 基因的部分序列，长度分别为 391 bp 和 428 bp。并采用邻近

距离法(NJ)、最大简约法(MP)、类平均聚 类 法 (UPGMA) 构 建 系 统 进 化 树。结 果 表 明，柳 蚕 线 粒 体 16S

rRNA 基因序列与大蚕蛾科昆虫的 16S rRNA 基因序列均表现出偏好于碱基 AT 的倾向。柳蚕与所研究

的其它蚕类的遗传距离介于 0. 016 至 0. 140 之 间，其 中 与 温 带 柞 蚕 Antheraea roylii 的 遗 传 距 离 最 小，与

野桑蚕 Bombyx mandarina 的遗传距离最大。而基于鳞翅目昆虫 18S rRNA 基 因 部 分 序 列 的 进 化 分 析 显

示，柳蚕与柞蚕 Antheraea pernyi 之 间 的 遗 传 距 离 最 小 (0. 010) ，与 蓖 麻 蚕 Samia ricini 的 遗 传 距 离 最 大

(0. 017)。
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柳蚕 Actias selene Hübner 是大蚕蛾科的一

种珍稀绢丝昆虫，在中国、日本、印度和 东 南 亚

各国均有分布。柳蚕主食柳树、枫杨等 植 物 叶

片，幼虫形态酷 似 天 蚕 和 柞 蚕，每 年 发 生 2 ～ 3
个世代

［1，2］;其蛹个体大且富含蛋白质，茧丝纤

细耐腐，在食品、服装和医药等领域具有良好的

开发前景。但由于柳蚕基本都生活于野外且目

前人工饲养柳蚕的技术尚不成熟，加之柳蚕资

源相对较少，人 们 对 其 遗 传 背 景
［3 ～ 8］

和 生 理 生

化特性
［9 ～ 13］

等 方 面 的 认 识 相 对 匮 乏。开 展 分

类学和进化关系研究对于柳蚕资源的保护及开

发利用具有重要的理论意义。
线粒体基因组因具有母性遗传，结构简单，

进化速率较快等特点，普遍用于解决物种起源

与进化关系，其 中 16S rRNA、细 胞 色 素 氧 化 酶
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C 亚基(COI) 基因是常采用的分子标记
［14 ～ 17］。

核糖体在蛋白质合成中具有重要功能，其亚基

18S rRNA 基因的序列具高度保守性，变化水平

很小，适 合 于 研 究 高 级 阶 元 的 分 子 进 化 问

题
［18 ～ 20］。据报道，线粒体 16S rRNA、细胞色素

氧化酶 C 亚基 I(COI)、12S rRNA、18S rRNA 及

编码蛋白质的核基因序列已被用于研究昆虫的

分子进化关系
［21 ～ 28］，部分蚕类的分类地位得到

了确 定，但 某 些 属 内 部 的 进 化 关 系 尚 不 明

了
［3，29 ～ 32］。本实 验 通 过 分 子 克 隆 方 法 获 得 了

柳蚕核 糖 体 18S rRNA 和 线 粒 体 16S rRNA 基

因部分序列，通过构建系统进化树探讨了其进

化关系，以期为阐明柳蚕的遗传背景提供参考。

1 材料与方法

1. 1 材料

供试昆虫柳蚕系安徽省合肥地区野外柳树

上捕捉的 3 ～ 4 龄幼虫，于室内饲养至结茧。
1. 2 方法

1. 2. 1 柳蚕基因组 DNA 的提取 取 1 g 新鲜

蚕蛹脂肪体组织，充分研磨后加入 10 mL 裂解

液 ( 0. 01 M NaCl，0. 1 M Tris-HCl，0. 25 M
EDTA，0. 5% SDS，0. 1 mg /mL 蛋白酶 K)，置于

50℃水浴锅中处理过夜。然后分别采用平衡酚

和氯仿进行抽提获得基因组 DNA［8］
并利用分光

光度计和琼脂糖电泳检测其浓度和纯度。
1. 2. 2 引 物 设 计 通 过 NCBI 数 据 库 检 索 昆

虫线粒 体 16S rRNA 和 核 糖 体 18S rRNA 基 因

序列，选择保守性区域设计引物，扩增柳蚕线粒

体 16S rRNA 基 因 的 引 物 为 16S F1 ( 5′-
GTGCAAAGGTAGCATAATCA -3′) 和 16S R1
( 5′-TGTCCTGATCCAACATCGAG-3′)［14］，而 扩

增 18S RNA 基 因 片 段 的 引 物 为 18S F1 ( 5′-
CGGCGACGCATCTTTCAAATG-3′) 和 18S R1
( 5′-CTCACCGACGATATGCTCCG-3′)［19］，上 述

引物由上海生物工程有限公司合成。
1. 2. 3 PCR 扩增及序列测定 采用 20 μL 反

应体系进行 PCR 扩增，体系组分包括:14. 1 μL
灭菌双蒸水，0. 6 μL dNTP(10 mM) ，2 μL 10 ×
PCR buffer，0. 3 μL Taq polymerase，10 μM 引物

各 1 μL，模板 1 μL。PCR 扩增程序为:94℃ 预

变 性 5 min，随后 94℃ 变性 30 s，56℃ 退火40 s，
72℃ 延伸 1 min，35 个 循 环，最 后 72℃ 延 伸 5
min。取 5 μL PCR 产物于 1% 琼脂糖凝胶电泳

检测。PCR 产物回收后与 PMD-18T 载体连接，

转化大肠杆菌 DH5α。最后筛选出的阳性克隆

送上海 Invitrogen 公司测序。
1. 2. 4 数 据 分 析 采 用 NCBI 数 据 库 中 的

BLAST、ClustalW 工 具 对 测 定 的 16S rRNA 和

18S rRNA 基因 序 列 进 行 同 源 性 比 对 分 析。利

用 MEGA 3. 1 软 件 分 析 序 列 碱 基 组 成 和

Kimura-2-Parameter 参 数 模 型 计 算 序 列 间 的 变

异 度，并 采 用 邻 近 距 离 法 ( Neighbor Joining，

NJ)、最 大 简 约 法 (Maximum Parsimony，MP)、
类平均 聚 类 法 (UPGMA) 构 建 系 统 进 化 树

［33］。
系统树中分支的置信水平用自引导检验估计，

重复 500 次。

图 1 PCR 产物电泳分析

泳道 1 和 2 分别为线粒体 16S rRNA 与 18S rRNA 基因的 PCR

扩增结果;M 为 DNA 标准分子量

2 结果与分析

2. 1 PCR 扩增 16S rRNA 与 18S rRNA 基因

片段

以提取的柳蚕基因组 DNA 为模板，利用引

物 16S F1，R1 和 18S F1，R1 分 别 进 行 PCR 扩

增，获得单一 的 特 异 性 条 带 ( 图 1) ，大 小 与 预

测基 本 一 致。测 序 结 果 表 明，扩 增 的 柳 蚕 16S
rRNA 基因部 分 序 列 (GenBank FJ905474) 长 度

为 391 bp，与 温 带 柞 蚕 Antheraea roylii 的 16S
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rRNA 基 因 序 列 同 源 性 很 高，达 98% ; 而 18S
rRNA 基因部分序列(GenBank GQ451332) 长度

为 428 bp，与柞蚕 Antheraea pernyi 的 18S rRNA
基因序列具有 99% 的相似度，证明了所得序列

的正确性。
2. 2 柳蚕 16S rRNA 基因序列的碱基组成分析

通过对包括柳蚕在内 的 15 种 蚕 的 线 粒 体

16S rRNA 基因序列的碱基组成分析 ( 表 1) ，结

果显示 柳 蚕 16S rRNA 基 因 序 列 中 T 含 量 为

39. 9% ，C 含 量 为 13. 6% ，A 含 量 为 38. 6% ，G
含量为 7. 9% ，A + T 含量 为 78. 5% ，这 与 其 它

大蚕蛾科蚕类高度相似。

表 1 不同蚕类 16S rRNA 基因序列的碱基组成

物种 T C A G A + T GenBank accession no.
1 柳蚕 Actias selene 39. 9 13. 6 38. 6 7. 9 78. 5 FJ905474
2 家蚕 Bombyx mori 38. 8 13. 1 41. 4 6. 7 80. 2 AB070264
3 野桑蚕 Bombyx mandarina 38. 7 13. 4 41. 0 7. 0 79. 7 AB070263
4 印度柞蚕 Antheraea mylitta 42. 2 14. 0 36. 1 7. 6 78. 3 AY598830
5 惜古比天蚕 Hyalophora cecropia 38. 1 15. 3 39. 4 7. 2 77. 5 AY604239
6 琥珀蚕 Antheraea assama 39. 5 14. 8 38. 3 7. 4 77. 8 AY601276
7 颇洛轫柞蚕 Antheraea proylei 39. 8 14. 5 38. 3 7. 4 78. 1 AY601277
8 大乌桕蚕 Attacus atlas 40. 8 13. 6 38. 7 6. 9 79. 5 AY601279
9 温带柞蚕 Antheraea roylii 40. 4 14. 0 38. 3 7. 4 78. 7 AY960275
10 柞蚕 Antheraea pernyi 40. 8 13. 7 38. 5 7. 1 79. 3 AY242996
11 蓖麻蚕 Samia ricini 38. 7 14. 4 39. 7 7. 2 78. 4 AY601280
12 日本柞蚕 Antheraea yamamai 41. 3 13. 3 37. 9 7. 2 79. 2 EU726630
13 明目大蚕蛾 Antheraea frithi 41. 2 14. 8 36. 6 7. 4 77. 8 AY601275
14 多音柞蚕 Antheraea polyphemus 40. 3 13. 5 38. 8 7. 4 79. 1 AY601278
15 合目大蚕蛾 Saturnia boisduvalii 43. 3 12. 6 37. 4 6. 7 80. 7 EF622227

表 2 柳蚕与其它蚕类的遗传距离

物种 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 A. selene
2 B. mori 0. 134
3 B. mandarina 0. 140 0. 016
4 A. mylitta 0. 085 0. 137 0. 147
5 H. cecropia 0. 112 0. 121 0. 134 0. 109
6 A. assama 0. 100 0. 128 0. 137 0. 082 0. 079
7 A proylei 0. 027 0. 147 0. 160 0. 091 0. 118 0. 106
8 A. atlas 0. 100 0. 112 0. 128 0. 085 0. 070 0. 067 0. 106
9 A. roylii 0. 016 0. 131 0. 140 0. 067 0. 097 0. 082 0. 022 0. 082
10 A. pernyi 0. 019 0. 128 0. 134 0. 082 0. 115 0. 103 0. 036 0. 097 0. 019
11 S. ricini 0. 103 0. 124 0. 137 0. 106 0. 047 0. 088 0. 109 0. 061 0. 088 0. 106
12 A. yamamai 0. 059 0. 109 0. 112 0. 064 0. 109 0. 073 0. 076 0. 088 0. 053 0. 050 0. 100
13 A. frithi 0. 076 0. 144 0. 147 0. 053 0. 103 0. 085 0. 082 0. 079 0. 064 0. 079 0. 100 0. 059
14 A. polyphemus 0. 091 0. 119 0. 125 0. 079 0. 076 0. 061 0. 097 0. 073 0. 076 0. 094 0. 085 0. 070 0. 076
15 S. boisduvalii 0. 115 0. 137 0. 141 0. 115 0. 125 0. 091 0. 134 0. 085 0. 109 0. 100 0. 109 0. 079 0. 112 0. 085

2. 3 柳蚕与其它昆虫的 16S rRNA 基因 序 列

比较

利用 MEGA 软 件 对 柳 蚕 等 15 种 蚕 的 16S
rRNA 基因序列进行比对并采用 M2P 模型计算

它们之间的遗传距离( 表 2)。从表 2 中可以看

出，柳蚕与其它 蚕 类 的 遗 传 距 离 介 于 0. 016 至

0. 140 之间，与 大 蚕 蛾 科 温 带 柞 蚕 的 遗 传 距 离

最小，与蚕蛾科野桑蚕 Bombyx mandarina 的遗

传距离最大。基于表 2 中的各蚕类间的遗传距

离，采 用 NJ 法 ( 图 2A )、MP 法 ( 图 2B ) 和

UPGMA 法( 图 2C) 构 建 系 统 进 化 树。大 蚕 蛾

科和蚕蛾科( 家蚕 Bombyx mori 和野桑蚕) 昆虫
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图 2 基于线粒体 16S rRNA 基因序列的进化分析
图中数字表示 500 个重复得到的自引导值;

A，B，C 分别为 NJ 法，MP 法和 UPGMA 法构建的进化树
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在分子进化树中明显分为 2 个大分支，大蚕蛾

科的柳蚕属和柞蚕属进化关系较近，与眉纹大

蚕蛾科的蓖麻蚕属关系最远。本研究 中，柳 蚕

与其它蚕类的进化关系在 3 种进化树中表现出

相似的特征，柳蚕属与柞蚕属进化关系最近。
2. 4 基于 18S rRNA 基因序列的柳蚕进 化 分

析

由表 3 可知，柳蚕与柞蚕 之 间 的 遗 传 距 离

最小(0. 010) ，与蓖麻蚕 Attacus ricini 的遗传距

离最大(0. 017) ，说 明 柳 蚕 与 柞 蚕 的 亲 缘 关 系

较近，这与 2. 3 中柳蚕线粒体 16S rRNA 基因序

列的研究结果相似。
依据所选择的鳞翅目昆虫 18S rRNA 基因

序列，采 用 NJ 法 ( 图 3A) ，MP 法 ( 图 3B) 和

UPGMA 法( 图 3C) 构 建 系 统 进 化 树。进 化 分

析表明，大蚕蛾科与蚕蛾科、螟蛾科、羽 蛾 科 和

尺蠖蛾科的亲缘关系较远，而夜蛾科与斑蛾科

的进 化 关 系 近。NJ 法 和 UPGMA 法 均 支 持 柳

蚕与柞蚕进 化 关 系 较 近，而 MP 法 支 持 柳 蚕 与

蓖麻蚕的进化关系较近。

表 3 柳蚕与其它鳞翅目昆虫的遗传距离

物种 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 GenBank accession no.
1 A. selene GQ451332
2 B. mori 0. 012 DQ347470
3 A. pernyi 0. 010 0. 007 DQ347469
4 Attacus ricini 0. 017 0. 019 0. 012 AF535029
5 Galleria mellonella 0. 012 0. 000 0. 007 0. 019 AF286298
6 Platyptilia sp. L11 0. 012 0. 000 0. 007 0. 019 0. 000 AF423784
7 Ectropis oblique 0. 014 0. 002 0. 010 0. 022 0. 002 0. 002 EU482035
8 Heliothis assulta 0. 014 0. 002 0. 005 0. 017 0. 002 0. 002 0. 005 EU057177
9 Pryeria sinica 0. 014 0. 002 0. 005 0. 017 0. 002 0. 002 0. 005 0. 000 AJ830768
10 Zygaena trifolii 0. 012 0. 000 0. 007 0. 019 0. 000 0. 000 0. 002 0. 002 0. 002 AJ830884
11 Chilo suppressalis 0. 014 0. 002 0. 010 0. 022 0. 002 0. 002 0. 005 0. 005 0. 005 0. 002 GQ265912
12 Pidorus glaucopis 0. 014 0. 002 0. 010 0. 022 0. 002 0. 002 0. 005 0. 005 0. 005 0. 002 0. 005 AJ830757
13 Aglaope labasi 0. 014 0. 002 0. 010 0. 022 0. 002 0. 002 0. 005 0. 005 0. 005 0. 002 0. 005 0. 000 AJ830755
14 Aglaope infausta 0. 014 0. 002 0. 010 0. 022 0. 002 0. 002 0. 005 0. 005 0. 005 0. 002 0. 005 0. 000 0. 000 AJ830754
15 Lymantria dispar 0. 014 0. 002 0. 010 0. 022 0. 002 0. 002 0. 005 0. 005 0. 005 0. 002 0. 005 0. 005 0. 005 0. 005 DQ186972

3 讨论

核糖体 RNA 基因由于不编码蛋白质产物，

不受密码子编码的选择压力，一般用于生物的

远缘关系分析
［14，25］。本研究选择了线粒体 16S

rRNA 基因序列中的一段保守性区域作为进化

分析依据，该区域 A + T 含量丰富，已被成功用

于分析鳞翅目蚕蛾科和大蚕蛾科昆虫之间的进

化关系
［14］。克隆获得的柳蚕线粒体 16S rRNA

基因序列与大蚕蛾科的其它昆虫 16S rRNA 基

因序列 一 样，具 有 偏 向 使 用 碱 基 AT 的 特 点。

尽管蚕蛾科和大蚕蛾科的蚕类均具 有 使 用 AT

碱基的偏好性
［3，14］，但蚕蛾科使用碱基 A 的频

率略高于大蚕蛾科，这与刘彦群等
［24］

基于绢丝

昆虫 12S rRNA 基因序列的研究结果具有很大

相似性。根据线粒体 16S rRNA 基因序列构建

的 NJ，MP 和 UPGMA 进 化 树 初 步 表 明 柳 蚕 属

与柞蚕属关系较近，这一结果与前人基于卵黄

原蛋白基因
［10］，核基因(EF-1α，DDC)［7，27］，线

粒体 COI 与 16S rRNA［3，14］
基 因 及 芳 基 贮 存 蛋

白(Arylphorin) 基 因
［5］

的 研 究 结 果 一 致。尽 管

颇洛 轫 柞 蚕 Antheraea proylei 是 柞 蚕 和 温 带 柞

蚕的杂交品种
［34］，但三者的相互进化关系在研

究中未能确定。另外，柞蚕属的琥珀蚕 与 大 乌

桕 蚕 Attacus atlas、惜 古 比 天 蚕 Hyalophora
cecropia 和蓖麻蚕相聚较近，与前人的提出的琥

珀蚕 是 柞 蚕 属 的 较 原 始 类 型 的 观 点 有 所 不

同
［14，32］。

核基因中含有丰富的生物 学 信 息，进 化 速

率慢，能 比 较 真 实 地 反 映 出 物 种 的 进 化 历
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图 3 基于 18S rRNA 基因序列的系统进化分析

A，B，C 分别为 NJ 法，MP 法和 UPGMA 法构建的进化树

史
［18］。在以 前 的 研 究 中 发 现

［25］，不 同 昆 虫 的

18S rRNA 基因序列长度差异较大，且不同区域

的保守性存在差异
［25］，具有 4 个比较保守的区

域，我们选择 了 插 入 和 缺 失 序 列 都 较 少 的 第 2

段保守 性 序 列 ( 对 应 家 蚕 18S rRNA 基 因 序 列

的 303 ～ 728 bp) 用 于 分 析 其 遗 传 背 景。目 前

已公布或报道的蚕类 18S rRNA 基因的序列多

为不完全序列，因此我们选择了鳞翅目中不同
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科的几种昆虫为代表来分析柳蚕的进化关系。
NJ 法和 UPGMA 法 构 建 的 进 化 树 支 持 柳 蚕 与

柞蚕的 亲 缘 关 系 较 为 相 近，与 上 述 基 于 柳 蚕

16S rRNA 基因序列的研究结果相似，而 MP 法

则支持柳蚕与蓖麻蚕关系较近，其结果与沈兴

家等
［4］

基 于 线 粒 体 基 因 组 的 研 究 一 致。尽 管

18S rRNA 基因可 用 在 科 级 甚 至 属 的 水 平 上 处

理系 统 关 系
［35］，但 从 实 验 结 果 来 看，该 18S

rRNA 基因序列未能解决鳞翅目各科之间的进

化问题，这 可 能 与 选 取 的 18S rRNA 基 因 序 列

中的变异位点较少以及用于比较的物种数量有

关
［25，36］。

由于线粒体基因与核基因在昆虫分类方面

各具优势，线粒体基因为母性遗传，分 子 量 小，

进化速率快，可有效分析近缘物种及种内群体

间的进化关 系
［37］;而 核 基 因 进 化 速 率 慢，碱 基

位点的变异具有同质性，适合于解决高级分类

阶元的分子 进 化 问 题
［18，38］。采 用 的 分 析 方 法

和选取的对象不同，会产生不同的结果，因此使

用单一某种方法往往并不能很好地处理系统进

化关系，因此常结合多个基因及形态学和生态

学等特征 进 行 遗 传 分 析
［39］。本 研 究 中 只 收 集

了部分 昆 虫 的 16S rRNA 基 因 和 18S rRNA 基

因序列用于比较分析，相信随着科学研究的不

断深入，将会有更多昆虫的线粒体基因和核基

因得以解析，并通过多种分类方法的结合最终

阐明柳蚕的遗传背景，使柳蚕资源得以有效地

开发利用。
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