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蚕类昆虫线粒体 DNA研究及其在起源与
进化研究中的应用
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Abstract Mitochondrial DNA has the characteristics of fast evolution and maternal inheritance and has been

wildly used as a genetic marker in studies of population genetics，phylogeny and molecular evolution in insects.

The genome structure，organization and polymorphism of the mtDNA is described. In addition，we summarize

recent progress using mtDNA to elucidate the phylogeny and molecular evolution of the silkmoth.
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摘 要 线粒体 DNA(mtDNA)属母系遗传，进化速率较核基因快且基因组结构相对简单，已作为理想

的分子标记广泛应用于昆虫群体遗传学及分子系统学等研究。本文对蚕类昆虫线粒体 DNA 在分子水

平上的最新研究进展进行了较详细的阐述，重点介绍了蚕类昆虫线粒体基因组的组成及特征、mtDNA 克

隆与多态性及在蚕类昆虫分子系统学研究中的应用等。
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蚕类昆虫主要包括蚕蛾科 Bombycidae 和
大蚕蛾科 Saturniidae。蚕蛾科包括 5 个属，其
中蚕蛾属 Bombyx 受到了人们的高度关注，蚕
蛾属主要包括家蚕 B. mori 和野桑蚕 B.
mandarina。大蚕蛾科昆虫体型较大，也是鳞翅
目中种数目最多的科，据估计该科有1 300 ～
1 500个种［1］。家蚕、蓖麻蚕 Samia cynthia ricini
及柞蚕属 Antheraea 等是重要的产丝昆虫，因此
研究它们及相近物种的亲缘关系，可以充分发

掘和利用野蚕的丰富基因资源。
线粒体基因组分子量小、拷贝数多、复合母

系遗传和不发生重组，并且昆虫线粒体基因比

核基因的进化速率快 2 ～ 9 倍［2］。因此，线粒体
DNA(mitochondrial DNA，mtDNA) 已广泛应用
于昆虫分子系统学的研究。本文就蚕类昆虫线
粒体基因组的组成及特征、近十年来对蚕类昆
虫 mtDNA 的克隆及多态性研究及在蚕类昆虫

分子系统学研究中的应用等进行了综述。

1 蚕类线粒体 DNA 的克隆与序列分析

1. 1 蚕类线粒体全基因组的序列、组成及特征
随着测序技术的日臻完善，大量的线粒体

基因组已测序完成。目前，共有 11 种蚕类昆虫
线粒体基因组已完成测序并递交到 GenBank
公共数据库 ( http: / /www. ncbi. nlm. nih. gov /
sites / entrez ) ( 表 1 )。已 测 序 的 蚕 类 昆 虫
mtDNA 的大小为 15 327 bp ～ 15 928 bp，包括
13 个 蛋 白 编 码 基 因 ( protein coding gene，
PCG)、12S 和 16S rRNA、22 个 tRNA 及 1 个控
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制区，基因的排列顺序与其他鳞翅目昆虫完全

一致
［3］。蚕类昆虫 mtDNA 的密码子使用存在

明显的偏好性。如中国安康、中国青州、日本野
桑蚕及家蚕 C108 线粒体基因组中的 AT 含量
分 别 高 达 81. 59%、80. 60%、81. 68% 和
81. 32% ;而在 AT 富集区域以上区域的 AT 含
量达到 95%以上［3］。
基因重叠与间隔是 mtDNA 普遍存在的现

象，蚕类昆虫也不例外。如家蚕品种夏芳
mtDNA 存在 20 个基因间区( intergenic region)，
长度为 1 ～ 66 bp，间隔区总长 371 bp;另有 5 个
基因重叠区，共 20 bp ［4］。除 2 个 tRNA 类似基
因外，中国安康野桑蚕包含 17 个基因间区，长
度为 1 ～ 59 bp，间隔区总长 391 bp;基因重叠区

为 11 个，共 45 bp［3］。
大蚕蛾科的中国柞蚕 Antheraea pernyi 有

18 个基因间区，大小为 1 ～ 56 bp，共 202 bp;含
有 4 个基因重叠区，共 19 bp［5］。而合目大蚕蛾
Saturnia boisduvalii 有 16 个基因间区，大小为 1
～ 53 bp，共 194 bp;基因重叠区为 6 个，共 41
bp［6］。相比较而言，蚕蛾科昆虫的基因间区总
长度明显大于大蚕蛾科昆虫，但基因重叠区总

长度相似。另外，除中国野桑蚕外，最大的基因
间区位于 tRNA-Gln 和 ND2 基因间，而中国野
桑蚕则位于 tRNA-His 和 ND4 间，这可能是由于
中国野桑蚕的 tRNA-Gln 和 ND2 基因间插入了
一个额外的 tRNA-Leu ( TAT)-like 基因所导致
的
［3］。

表 1 GenBank 中蚕类昆虫线粒体全基因组序列信息

科 属 种 大小( bp) 登录号

蚕蛾科 Bombycidae Bombyx B. mori(C-108) 15 656 AB070264
B. mori(Aojuku) 15 635 AB083339
B. mori(Xiafang) 15 664 AY048187
B. mori(Backokjam) 15 643 AF149768
Japanese B. mandarina 15 928 NC_003395
Chinese (Ankang) B. mandarina 15 682 AY301620
Chinese (Qingzhou) B. mandarina 15 717 FJ384796

大蚕蛾科 Saturniidae Antheraea A. pernyi 15 566 NC_004622
A. yamamai 15 338 NC_012739

Saturnia S. boisduvalii 15 360 EF622227
Eriogyna E. pyretorum 15 327 FJ685653

线粒体控制区起着起始转录的功能，其长

度和序列高度可变，蚕类昆虫不同属线粒体控

制区的重复元件或重复序列的特征存在明显差

异。蚕蛾属昆虫的控制区含有特异的重复元
件，其他昆虫没有发现这一类似的现象。如图
1 所示，家蚕与野蚕线粒体控制区中均含有 126
bp 的重复元件，日本野桑蚕则出现了由 3 个
126 bp 重复元件的串联重复，这可能是日本野
桑蚕比中国野桑蚕控制区更长的主要原因。
126 bp 的重复元件包括 ～ 64 bp 和 ～ 62 bp 的
重复单元，～ 64 bp 重复单元包含 44 bp 的核心
序列，两端含有 10 bp 的反向重复序列，而 ～ 62
bp 重复单元的核心序列有 50 bp，两端含有 6
bp 的反向重复［7］。大蚕蛾科柞蚕属的中国柞

蚕、罗依利柞蚕 A. roylei 和颇洛轫柞蚕 A.
proylei 控制区中也含有特异的重复元件，该元
件由 6 个 38 bp 的重复单元串联组成，在其他
昆虫暂未发现类似的重复

［7］。

后生动物线粒体中 tRNA 的数目高度保
守，但也有极少的物种存在 tRNA 数目增加的
现象。中国安康野桑蚕除了共有的 22 个 tRNA

基因外，还存在 2 个 tRNA 类似基因 tRNA-Ser
(TGA)-like 和 tRNA-Ile (TAT)-like［3］。tRNA-Ser
(TGA)-like 位于控制区内部，二级结构主要由
4 个茎环结构组成; tRNA-Leu ( TAT)-like 具有
典型的三叶草结构，位于线粒体的 tRNA-Gln 和
ND2 基因之间(图 2)。另外，Kim 等［8］测定朝
灰蝶 Coreana raphaelis(Lepidoptera: Lycaenidae)
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线粒体全基因组时发现新增了 1 个 tRNA-Ser
(AGN)拷贝，2 个 tRNA-Ser ( AGN) 呈串联分
布，其核苷酸序列和二级结构均高度相似，推测

新产生的拷贝由初始的 tRNA-Ser (AGN)在近
期重复产生。迄今为止，鳞翅目昆虫中也仅有
此两例报道 tRNA 基因数目增多的现象。

图 1 家蚕与野桑蚕控制区重复

序列的比较(引自 Arunkumar 等［7］)

图 2 中国野桑蚕线粒体基因组中额外的 tRNA 类似基因的结构预测

1. 2 蚕类线粒体基因组片段的克隆及序列
分析

1999 年，Hwang 等［9］克隆了家蚕、野桑蚕
及柞蚕的 rRNA 的大小亚基，结果表明家蚕 Jam
305 的 16S rRNA 与 日 本 野 桑 蚕、天 蚕 A.
yamamai 和中国柞蚕分别表现出 98%、87%和
86%的相似性，而 12S rRNA 则表现出更高的相
似性，分布为 99%、89% 和 88%。2006 年，
Arunkumar 等［7］克隆了家蚕、野桑蚕及柞蚕的
12S rRNA、16S rRNA、COI 和控制区，发现控制
区长度在种属间存在较大差异，并且 16S rRNA
在种属间高度保守，信息位点较少不宜用于进

化分析，而 12S rRNA、COI 和控制区的信息位
点较多，可用于蚕类昆虫的系统发生分析。国
内也出现了对不同家蚕品种 mtDNA 片段的克

隆研究。2000 年，沈兴家等［10］对家蚕品种秋
丰线粒体基因组 EcoR Ⅰ 2. 0 kb 片断进行了克
隆和序列分析，该序列包括 tRNA-Ser、ND1 和
Cytb 的部分序列，与果蝇的相应基因序列核苷
酸相似性分别为 78. 39%、71. 42%和 70. 39%。
2002 年，廖顺尧等［11］克隆了家蚕夏芳 mtDNA
3 468 bp的 EcoR I 和 Hind Ⅲ双酶切片段序列，
该序列包括 3 个蛋白编码基因 ND2、COI 和
COII 的 5’端以及 6 个 tRNA 和 1 个待定的
tRNA-Met，序列分析表明家蚕与果蝇的 ND2、
COⅠ 及 COⅡ 基因 5’端序列同源性分别为
69. 7%、83. 8%和 80. 0% ;6 个推定的 tRNA 基
因序列与果蝇相应 tRNA 基因序列差异较大，
除 tRNA-Gln 基因的二级结构相似外，其它
tRNA 的二级结构有较大差异。2006 年，宋宏
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图等
［12］
克隆了老挝家蚕品种 L11 的 COⅢ 基

因，该基因编码 262 个氨基酸，与 NCBI 中已完
成 mtDNA 全基因组测序的家蚕夏芳、Aojuku 和
Bachojam COⅢ基因核苷酸序列完全一致，与安
康和日本野桑蚕的同源性分别为 96%和 94%。
就野桑蚕 mtDNA 而言，除了上述 2 篇研究

报道外
［7，9］，中国青州野桑蚕 mtDNA 片断的克

隆研究报道也较多。2004 年，郑小坚等［13］克
隆了中国青州野桑蚕 mtDNA 的控制区序列，该
序列比完成 mtDNA 全基因组测序的 4 个家蚕
品种控制区长 1 ～ 4 bp，较中国安康野桑蚕长
16 bp，而较日本野桑蚕短 249 bp;青州野桑蚕
与安康野桑蚕控制区核苷酸序列同源性为

95%，与 4 个家蚕品种的有 98% ～ 99%的同源
性。2005 年，何泽等［14］对青州野桑蚕 mtDNA
的 COⅡ -ATP6 基因区域进行了克隆，并结合以
前公布的家蚕和野桑蚕线粒体 COⅡ、ATP6 和
ATP8 基因序列，对家蚕和野桑蚕的亲缘关系进
行了研究，结果表明 3 个基因构建的系统发生
树基本一致，均显示出家蚕与中国野桑蚕亲缘

关系更近的特点。2005 年，陈淼等［15］克隆了
青州野桑蚕 mtDNA 12S rRNA，结果表明青州野
桑蚕与完成 mtDNA 全基因组测序的 4 个家蚕
品种的 12S rRNA 在 DNA 水平上达到了 99%
的相似性，与安康野桑蚕和日本野桑蚕的相似

性分别为 97% 和 98%。2006 年，曹广力等［16］

测定了青州野桑蚕 mtDNA 2. 2 kb 序列，包括
ND5 基因及两侧的 tRNA 基因，青州野桑蚕与
安康和日本野桑蚕 ND5 基因的核苷酸序列相
似性分别为 97% 和 96%。2007 年，刘波等［17］

克隆了青州野桑蚕 mtDNA 的 Cytb 及侧翼序
列，所测序列长度为1 761 bp，含有 Cytb 基因、
tRNA-Ser 基因及 ND6 和 ND1 基因的部分序列，
结果表明青州野桑蚕与完成 mtDNA 全基因组
序列的 4 个家蚕品种 Cytb 基因长度一致
(1 152 bp)，比安康和日本野桑蚕 Cytb 基因
(1 158 bp)短，青州野桑蚕 Cytb 与上述 4 个家
蚕的核苷酸同源性为 99%，与安康和日本野桑
蚕分别为 95%和 94%。
大蚕蛾科 mtDNA 的克隆与序列分析也有

一定的研究。2002 年，魏兆军等［18］克隆了蓖
麻蚕线粒体 1 028 bp序列，其中包含 COⅢ、
tRNA-Gly 和 ND5 基因的部分序列，同源性分析
发现蓖麻蚕与家蚕 COⅢ的核苷酸和氨基酸序
列的相似性分别为 80. 12 % 和 85. 16 %。
2002 年，沈兴家等［19］克隆获得了蓖麻蚕线粒
体1 857 bp的片段，其中包含 16S rRNA 部分序
列、tRNA-Leu (UUA)、ND1 和 tRNA-Ser ( AGU)
基因，ND1 基因长度为 930 bp，起始密码子为
ATA，终 止 密 码 子 为 TAA，A + T 含 量 为
76. 56%。 蓖 麻 蚕 与 家 蚕 ND1 基 因
(NC002355) 核苷酸序列的同源性达 77. 2%，
氨基酸序列的同源性为 73. 9%。2004 年，陈复
生等
［20］
利用兼并引物克隆了蓖麻蚕线粒体

COⅡ、tRNA-Leu 和 COⅠ基因的部分片段，结果
表明 COⅡ基因的 A + T 含量为 75. 77 %，与柞
蚕COⅡ 基因(NC_004622)核苷酸和氨基酸序
列的相似性分别为 89. 0 % 和 96. 0 %。2008
年，刘彦群等

［21］
测定了中国柞蚕野生型和放养

型(豫早 1 号)的线粒体 12S rRNA 基因的部分
序列(427 bp)，结果表明野生型与放养型 12S
rRNA 基因片段序列完全一致。

2 线粒体 DNA 在蚕类昆虫分子系统学
研究中的应用

2. 1 家蚕的起源与进化
家蚕是重要的经济昆虫，也是鳞翅目的模

式生物。因此，长期以来家蚕的起源进化一直
是研究的热点。基于考古学、染色体、同工酶以
及分子标记技术等均对家蚕起源进化进行了大

量的研究，目前可以肯定的是野桑蚕是家蚕的

祖先，中国是家蚕的发源地
［22］。由于 mtDNA

有着比核基因进化速率快的特点，因此也常被

用于家蚕的起源进化研究。
2005 年，Li 等［23］以 Cytb 基因对来自中国、

欧洲、印度和日本的 14 个家蚕品种进行了系统
发生分析，结果表明甘肃种、C108、法 408 油、
迈索尔和 Aojuku 等 12 个地域分布广泛的品种
Cytb 基因序列分化较小，在进化树中单独聚为
一个亚群，而品种 Yanhe-1 和 Chuxiong 单独聚
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为另一亚群，推测这 2 个品种为独立驯化而产
生的。同时对中国镇江和日本野桑蚕与家蚕的
亲缘关系进行了分析，发现 14 个家蚕品种构成
的家蚕类群先与镇江野桑蚕聚在一起，而后与

日本野桑蚕聚类。2007 年，陈丽媛等［24］对 12
个地方性家蚕品种的控制区及侧翼序列进行克

隆，并以控制区序列进行系统发生分析，结果表

明 12 个家蚕品种相对于野桑蚕单独聚为一类，
并且甘肃种与野桑蚕的亲缘关系最近，因此推

测甘肃种可能是供试家蚕品种中进化最早的品

种。2007 年，刘波等［17］克隆了中国青州野桑
蚕的 Cytb 基因，并与其他几个完成 mtDNA 基
因组测序的家蚕和野桑蚕构建了系统发生树，

发现家蚕与青州野桑蚕聚为一类，而安康、日本
野桑蚕聚为另一类，表明中国野桑蚕与家蚕的

亲缘关系更近，该结果与 mtDNA 全基因组的分
析结果一致

［25］。另外，其他基于 mtDNA 的研
究也同样支持家蚕起源于中国野桑蚕的结

论
［7，26，27］。但是家蚕究竟是由不同地域和不
同时间独立驯化(多起源)还是由一个地域的

一化野桑蚕(单起源)驯化而来的问题一直悬

而未决。Li 等［23］利用 mtDNA Cytb 基因仅分析
了 14 个家蚕种，其结果支持多起源学说，但是
并不能让人十分信服，关键是样本量较少。针
对该问题，多基因(mtDNA 基因和核基因)及多
样本的分析途径可能是解决该问题的理想方法

之一。
目前，物种分化年代的估算是分子进化研

究中的热点。但是正确估算物种分化年代，往
往需借助于考古学的证据资料，对于缺乏考古

学证据的物种而言，通常仅能参考相近物种基

因的进化速率作粗略的时间估计。目前，基于
线粒体基因的突变率对家蚕与野桑蚕的分化年

代进行大致估算的研究已有报道。2002 年，
Yukuhiro 等［28］采用甲虫 nad5 基因的进化速率
作为分子钟估算出家蚕 C108 与日本野桑蚕的
分化时间大约在 7. 1 百万年前。2008 年，Pan
等
［3］
参考鳞翅目昆虫凤蝶 Papilionidae papilio

线粒体 COI-COⅡ基因的进化速率估算出 C108
与中国安康野桑蚕和日本野桑蚕的分歧年代分

别在 1. 08 ～ 1. 41 和 1. 53 ～ 2. 01 百万年前。
2009 年，Hu 等［25］以凤蝶 COI-COⅡ基因的进化
速率为分子钟，表明家蚕 C108 与中国青州和
日本野桑蚕的分歧年代分别为 0. 33 ～ 0. 43 和
1. 54 ～ 2. 01 百万年。比较而言，中国青州野桑
蚕与家蚕的亲缘关系更近。此外，Yukuhiro
等
［28］
和 Pan 等［3］估算年代却存在非常大的差

异，这主要由选择的分子钟不同而导致的。以
不同目昆虫线粒体基因的进化速率作为分子钟

可能将大大地高估所研究物种的分歧年代。另
外，中国驯养家蚕历史约 5 000 年［29］，而根据
COI-COⅡ基因估算出的家蚕 C108 与中国安康
野桑蚕的分歧年代在一百万年以上，这可能与

长期驯化过程中的强烈人工选择有关
［3］。

2. 2 大蚕蛾科昆虫的进化
1999 年，Hwang 等分别利用 12S 和 16S

rRNA 及 COI 基因对中国柞蚕和天蚕等进行了
系统 发 生 分 析，均 表 明 柞 蚕 属 为 单 系 起

源
［9，30］。2006 年，Arunkumar 等［7］研究发现中
国柞蚕、罗依利柞蚕 A. roylei 和颇洛轫柞蚕控
制区中也含有由 6 个 38 bp 的重复单元串联组
成的重复序列，而其他的大蚕蛾科昆虫中不存

在此类元件。因此，推测重复元件是在 A.
pernyi 和 A. roylei 从大蚕蛾科中分化后而插入
形成的。并且通过 12S、16S rRNA、COI 和 CR
的系统发生分析也显示出 A. pernyi 和 A. roylei
是新近分化形成的种。2008 年，刘彦群等［21］

对来自柞蚕属、樗蚕属和桑蚕属 9 种昆虫的
12S rRNA 进行了分析，结果表明 3 个属都是单
系起源，以 12S rRNA 构建的 UPGMA 树表明琥
珀蚕 A. assama 是柞蚕属的较原始类型，而 NJ、
ME 和 MP 树均支持颇洛轫柞蚕是较原始的类
型。这与基于表型性状和染色体组型及转录间
区 1( internal transcribed spacer DNA1 ) 序列的
琥珀蚕是柞蚕属较原始类型结果不完全一

致
［31，32］。因此，柞蚕属的起源进化关系还有待
进一步的研究。

2006 年，Mahendran 等［33］利用 mtDNA 的
16S rRNA 和 COI 基因对蚕蛾科、大蚕蛾科和枯
叶蛾科 Lasiocampidae 14 个种的亲缘关系进行
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了研究，以 16S rRNA 构建的 MP 和 ML 树型基
本 一 致，但 不 能 正 确 解 决 惜 古 比 天 蚕

Hyalophora cecropia、印 度 蓖 麻 蚕 Philosamia
ricini 和乌桕大蚕蛾 Attacus atlas 构成的进化枝
位置及琥珀蚕和多音天蚕 A. polyphemus 与柞
蚕属其他昆虫的亲缘关系;以 COI 基因对 14 种
绢丝昆虫构建的 MP 和 ML 树拓扑结构存在一
定的差异，主要是不能确定米利塔柞蚕 A.
mylitta 和明目大蚕蛾 A. frithi 在进化树中的位
置;但利用 16S rRNA 和 COI 连接序能获得拓
扑结构一致的 MP 和 ML 树，并能正确解决所
分析物种的进化关系，其结果与形态学和细胞

学数据一致。2002 年，Rubinoff 等［34］基于 624
bp 的 COI 和 932 bp 的延伸因子 1α( elongation
factor 1-alpha，EF-1α)基因对大蚕蛾科鹿纹天
蚕蛾属 Hemileuca 作了分子进化分析，结果表明
COI 基因适宜于种水平的亲缘关系研究，而
EF-1α 在种间分化较小，适宜于种组( species
group)水平或更高分类阶元的分析，因此 COI
和 EF-1α 连接序列能较好地区分 Hemileuca 属
内昆虫的亲缘关系。

3 问题与展望

mtDNA 序列能用于区分家蚕与野桑蚕的
亲缘关系，但是在种以下特别是在不同家蚕品

种间的进化关系较难用线粒体的单基因或某一

小的区段达到分析的目的。因为在家蚕品种间
线粒体基因高度相似，就以进化速率最快的控

制区为例，其核苷酸的相似性在 99% 以上，而
且有的品种则完全一致

［24］。另外，由于种或品
种受到的选择不同，可能导致同一线粒体基因

在不同品种间的进化速率不同，因此以线粒体

单基因进行亲缘关系研究可能会引起结果的偏

差。例如:对于相似的家蚕材料，陈丽媛等［24］

以控制区及侧翼序列进行研究，推测甘肃种可

能为进化最早的品种;但 Li 等［23］以 Cytb 进行
研究时并未得到相似的结果。对此可用线粒体
多基因连接序列进行研究，以基本消除结果的

偏差
［33，35］。对大蚕蛾科而言，各种间 mtDNA

序列的分化相对较大
［21］，适当结合进化速率较

小的核基因可更好地反映各物种间的进化关

系
［34］。
家蚕和柞蚕等是重要的经济昆虫，了解其

起源进化关系，可以充分发掘和利用其近缘种

丰富的基因资源，为品种改良和遗传育种奠定

基础。蚕类昆虫的起源进化关系问题还有待进
一步的研究，快速进化的 mtDNA 在蚕类分子系
统学研究中将有着更为广阔的应用空间。
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