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摘要：［目的］测定和分析了云南松毛虫线粒体基因组特征，从线粒体基因组水平探究鳞翅目蛾类昆虫高级阶元

的系统发育关系。［方法］采用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ测序方法测定了云南松毛虫线粒体全基因组序列，参考鳞翅目昆
虫已知线粒体基因组的全序列对其各基因进行定位和注释。采用ｔＲＮＡＳｃａｎＳＥ２．０在线预测云南松毛虫线粒
体基因组ｔＲＮＡ基因的二级结构。基于线粒体全基因组的蛋白编码序列构建了鳞翅目１３个科３２种蛾类昆虫的
系统发育树和松毛虫属近缘种间的系统发育树。［结果］结果显示云南松毛虫线粒体基因组全长１５４４３ｂｐ，包
括１３个蛋白质编码基因，２２个ｔＲＮＡ基因，２个ｒＲＮＡ基因和一段长度为３２１ｂｐ的Ａ＋Ｔ富含区，无基因重排，存
在较高的Ａ＋Ｔ含量（８０．０％）。１３个蛋白编码基因中除了ＮＤ２和ＣＯＸ１，其余均以ＡＴＮ做为起始密码子。９个
蛋白编码基因共享相同的终止密码子ＴＡＡ（ＮＤ２、ＡＴＰ８、ＡＴＰ６、ＣＯＸ３、ＮＤ５、ＮＤ４Ｌ、ＮＤ６、ＣＹＴＢ和 ＮＤ１），其他４个
基因的终止密码子都是残缺的，ＣＯＸ１、ＣＯＸ２、ＮＤ４以Ｔ为终止密码子，ＮＤ３以ＴＡ为终止密码子。２２个ｔＲＮＡ基

因中，除了ｔＲＮＡＳｅｒ（ＡＧＮ）由于缺少ＤＨＵ臂无法构成三叶草结构，其余Ｔ均为典型的三叶草结构。整个线粒体结构
与鳞翅目中目前已得到的其他昆虫线粒体基因组结构一致。［结论］系统发育分析结果显示，云南松毛虫与思

茅松毛虫是完全不同的近缘种，与其他松毛虫亲缘关系也较远，云南松毛虫与６种近缘种的系统发育关系为：
（（（（（油松毛虫＋文山松毛虫）＋赤松毛虫）＋落叶松毛虫）＋（思茅松毛虫＋云南松毛虫））＋家蚕）。鳞翅目
蛾类各科之间的系统发育关系为：（（（（（（（（毒蛾科 ＋灯蛾科）＋夜蛾科）＋舟蛾科）＋（尺蛾科 ＋（蚕蛾科 ＋
（天蛾科＋大蚕蛾科））））＋枯叶蛾科）＋（螟蛾科＋草螟科））＋卷蛾科）＋蝙蝠蛾科）。
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　　云南松毛虫（ＤｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｈｏｕｉＬａｊｏｎｑｕｉｅｒｅ）又名
大柏毛虫，属鳞翅目（Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ）枯叶蛾科（Ｌａｓｉｏ
ｃａｍｐｉｄａｅ）松毛虫属（Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓ），主要危害柏木、
柳杉、思茅松和马尾松等针叶树种［１］。该虫严重威

胁森林生态安全及林业可持续发展［２］，因此我国对

于其生物学特性、防治和管理等方面都有了较为深

入的研究。孔祥波［３］等人鉴定了云南松毛虫的性信

息素包括 Ｅ５，Ｚ７１２：ＯＨ和 Ｅ５，Ｚ７１２：ＯＡｃ两种成
分，成功应用于林间种群动态监测。关于松毛虫属

内近缘种之间亲缘关系的研究也获得了较大成果。

２００４—２０１５年期间多种分子标记被应用于松毛虫
属内亲缘关系的研究［４－１０］，综合不同的分子标记获

得了一个相似的结果，云南松毛虫与思茅松毛虫亲

缘关系较近，马尾松毛虫、文山松毛虫、德昌松毛虫、

油松松毛虫、赤松毛虫和落叶松毛虫亲缘关系相对

较近。

线粒体基因组（ｍｔＤＮＡ）是一种双链闭环状的
ＤＮＡ分子，在鳞翅目昆虫体内编码结构稳定，可操
作性强，进化速率快［１１－１２］，近年来被广泛应用于解

释物种间的系统发育关系［１３－１４］。松毛虫属近缘种

昆虫（马尾松毛虫 ＮＣ＿０２７１５６．１，赤松毛虫 ＫＪ＿
９１３８１５，油 松 毛 虫 ＫＪ＿９１３８１７，思 茅 松 毛 虫
ＭＦ１００１３８．１）已经完成了线粒体基因组的测序，但
并未见云南松毛虫的报道。本研究通过高通量测序

获得云南松毛虫的线粒体全基因组序列，并结合已

报道的鳞翅目蛾类的线粒体基因组进行比较分析，
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探究松毛虫所在的高级阶元的分类地位，以期丰富

云南松毛虫线粒体全基因组的基础数据，为松毛虫

属系统学和分类学的研究提供更准确的分子生物学

数据。

１　材料与方法
１．１　供试虫源

云南松毛虫于２０１６年９月采自云南省景东县
（２３°５６′Ｎ，１０１°１５′Ｅ），采集到的活体昆虫固定在无
水乙醇中，置 －２０℃冰箱保存备用。样本由中国林
业科学研究院孔祥波老师鉴定。

１．２　ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ高通量测序及基因注释
上海美吉生物公司对云南松毛虫样品本进行

ＤＮＡ提取，使用 ＣｏｖａｒｉｓＭ２２０超声破碎，ＤＮＡ片段
化为４００ ５００ｂｐ。制备ＤＮＡ文库，扩增后将符合
要求的文库安排 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ仪器进行 ｐａｉｒｅｄｅｎｄ
（ＰＥ）测序。将获得的原始序列进行质控，利用
ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏｖ２．０４拼接软件对质控后的数据进行
ｄｅｎｏｖｏ组装，将组装得到的 ｃｏｎｔｉｇ与线粒体数据库
进行比对，筛选得到来自线粒体的 ｃｏｎｔｉｇ；然后利用
ＭＩＴＯｂｉｍｖ１．６迭代比对，将测序的所有 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ
ｍａｐｐｉｎｇ于ｃｏｎｔｉｇ上延伸，通过ｇａｐｃｌｏｓｅ获得线粒体
的全基因组序列。利用ＤＯＧＭＡ软件对基因组中包
含的ｇｅｎｅ、ｒＲＮＡ和ｔＲＮＡ进行预测。确定无误后上
传至ＮＣＢＩ数据库。

表１　用于高级阶元系统发育分析的物种信息
Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｅｓｕｓｅｄｆｏｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓ

科名Ｆａｍｉｌｙ 物种Ｓｐｅｃｉｅｓ
线粒体基因组大小

ｍｔＤＮＡＳｉｚｅ／ｂｐ
（Ａ＋Ｔ）／％

ＧｅｎＢａｎｋ登录号
ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

枯叶蛾科 Ｌａｓｉｏｃａｍｐｉｄａｅ 云南松毛虫Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｈｏｕｉ １５４４３ ８０．０ －
马尾松毛虫Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ １５４１７ ７９．５ ＮＣ＿０２７１５６．１
思茅松毛虫Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｋｉｋｕｃｈｉｉ １５４２２ ７９．２ ＭＦ１００１３８．１
油松毛虫Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｔａｂｕｌａｅｆｏｒｍｉｓ １５４１１ ７９．５ ＫＪ＿９１３８１７
赤松毛虫Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ １５４１２ ７９．３ ＫＪ＿９１３８１５
落叶松毛虫Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｓｕｐｅｒａｎｓ １５４１７ ８０．１ ＮＣ＿０３９８４１．１
竹纹枯叶蛾Ｅｕｔｈｒｉｘｌａｅｔａ １５３６８ ８０．２ ＫＵ８７０７００．１
青黄枯叶蛾Ｔｒａｂａｌａｖｉｓｈｎｏｕｇｕｔｔａｔａ １５２８１ ８０．９ ＫＵ８８４４８３．１

天蛾科 Ｓｐｈｉｎｇｉｄａｅ 烟草天蛾Ｍａｎｄｕｃａｓｅｘｔａ １５５１６ ８１．８ ＮＣ＿０１０２６６．１
Ｓｐｈｉｎｘｍｏｒｉｏ １５２９９ ８１．１ ＮＣ＿０２０７８０．１

大蚕蛾科 Ｓａｔｕｒｎｉｉｄａｅ 天蚕Ｓａｍｉａｃｙｎｔｈｉａｒｉｃｉｎｉ １５３８４ ７９．７ ＮＣ＿０１７８６９．１
章蚕Ｅｒｉｏｇｙｎａｐｙｒｅｔｏｒｕｍ １５３２７ ８０．８ ＮＣ＿０１２７２７．１

夜蛾科 Ｎｏｃｔｕｉｄａｅ 小地老虎Ａｇｒｏｔｉｓｉｐｓｉｌｏｎ １５３７７ ８１．３ ＫＦ１６３９６５．１
草地夜蛾Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ １５３６５ ８１．１ ＫＭ３６２１７６．１
斜纹夜蛾Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｌｉｔｕｒａ １５３８３ ８１．１ ＫＦ７０１０４３

毒蛾科 Ｌｙｍａｎｔｒｉｉｄａｅ 舞毒蛾Ｌｙｍａｎｔｒｉａｄｉｓｐａｒ １５５６９ ７９．９ ＦＪ６１７２４０．１
黄尾毒蛾Ｅｕｐｒｏｃｔｉｓｓｉｍｉｌｉｓ １５４３７ ８０．２ ＮＣ＿０３５８８６．１
茶毒蛾Ｅｕｐｒｏｃｔｉｓｐｓｅｕｄｏｃｏｎｓｐｅｒｓａ １５４６１ ７９．７ ＫＪ７１６８４７．１

尺蛾科Ｇｅｏｍｅｔｒｉｄａｅ 桑尺蠖Ｐｈｔｈｏｎａｎｄｒｉａａｔｒｉｌｉｎｅａｔａ １５４９９ ８１．０ ＮＣ＿０１０５２２．１
蝙蝠蛾科 Ｈｅｐｉａｌｉｄａｅ Ａｈａｍｕｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ １５８１６ ８２．３ ＮＣ＿０１８０９５．１

人支蝠蛾Ｔｈｉｔａｒｏｄｅｓｒｅｎｚｈｉｅｎｓｉｓ １６１７３ ８１．３ ＮＣ＿０１８０９４．１
蚕蛾科 Ｂｏｍｂｙｃｉｄａｅ 桑蟥Ｒｏｎｄｏｔｉａｍｅｎｃｉａｎａ １５３０６ ７８．８ ＮＣ＿０２１９６２．１

家蚕Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ １５６４３ ８１．３ ＮＣ＿００２３５５．１
野桑蚕Ｂｏｍｂｙｘｍａｎｄａｒｉｎａ １５９２８ ８１．７ ＮＣ＿００３３９５．１

灯蛾科Ａｒｃｔｉｉｄａｅ 美国白蛾Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａｃｕｎｅａ １５４８１ ８０．４ ＮＣ＿０１４０５８．１
螟蛾科Ｐｙｒａｌｉｄａｅ 亚洲玉米螟Ｏｓｔｒｉｎｉａｆｕｒｎａｃａｌｉｓ １４５６３ ８０．４ ＮＣ＿００３３６８．１
舟蛾科 Ｎｏｔｏｄｏｎｔｉｄａｅ 苹掌舟蛾Ｐｈａｌｅｒａｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ １５６５９ ８０．９ ＮＣ＿０１６０６７．１

杨扇舟蛾Ｃｌｏｓｔｅｒａａｎａｃｈｏｒｅｔａ １５４５６ ８０．７ ＮＣ＿０３４７４０．１
草螟科 Ｃｒａｍｂｉｄａｅ 小蔗杆草螟Ｄｉａｔｒａｅａｓａｃｃｈａｒａｌｉｓ １５４９０ ８０．１ ＮＣ＿０１３２７４．１

二化螟Ｃｈｉｌｏｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ １５３９５ ８０．６ ＮＣ＿０１５６１２．１
卷蛾科 Ｔｏｒｔｒｉｃｉｄａｅ 茶小卷叶蛾Ａｄｏｘｏｐｈｙｅｓｈｏｎｍａｉ １５６８０ ８０．４ ＤＱ０７３９１６．１

梨小食心虫Ｇｒａｐｈｏｌｉｔａｍｏｌｅｓｔａ １５７１７ ８０．９ ＨＱ３９２５１１．１
双翅目 Ｄｉｐｔｅｒａ 地中海实蝇Ｃｅｒａｔｉｔｉｓｃａｐｉｔａｔａ １５９８０ ７７．５ ＡＪ２４２８７２．１
实蝇科 Ｔｅｐｈｒｉｔｉｄａｅ 桃果实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａｚｏｎａｔａ １５９３５ ７３．４ ＮＣ＿０２７７２５．１
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１．３　序列特征分析
云南松毛虫线粒体基因组全序列使用在线软件

提交到ＮＣＢＩ中。采用ＣＧｖｉｅｗ软件进行线粒体基因
组圈图的绘制。在线软件ｔＲＮＡｓｃａｎＳＥＳｅａｒｃｈＳｅｒｖ
ｅｒ对 ｔＲＮＡ基因二级结构进行预测，两种在线比对
结果相似，没有被预测出来的 ｔＲＮＡ通过与其近缘
种相应的 ｔＲＮＡ比对进行人工预测。使用 ＭＥＧＡ
７．０［１５］分析线粒体基因组的碱基组成和密码子使用
情况，并分析蛋白质编码基因的氨基酸使用情况和

相对同义密码子的相对使用度。

１．４　系统发育分析
采用Ｍｅｇａ７．０软件基于鳞翅目１３科３２种蛾类

昆虫线粒体基因组的蛋白编码基因序列（表１），以
双翅目Ｄｉｐｔｅｒａ实蝇科 Ｔｅｐｈｒｉｔｉｄａｅ地中海实蝇 Ｃｅｒａ
ｔｉｔｉｓｃａｐｉｔａｔａ和桃果实蝇Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａｚｏｎａｔａ为外群，使
用最大似然法（ＭａｘｉｍｕｍＬｉｋｅｌｉｈｏｏｄｍｅｔｈｏｄ，ＭＬ）构
建系统发育树，采用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ（１０００次重复）检验系
统树各分支节点的置信值。采用Ｍｅｇａ７．０软件基于
线粒体基因组的 １３个蛋白编码基因，以家蚕为外
群，使用邻接法（ＮＪ）构建松毛虫属内系统发育树，
采用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ（１０００次重复）检验系统树各分支节
点的置信值，并基于 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）模型
计算松毛虫属内种间的遗传距离。

棕色箭头代表基因转录方向，黑色峰图代表ＧＣ％的偏差，紫色和绿色峰图代表ＧＣｓｋｅｗ的偏差，绿色代表ＧＣｓｋｅｗ为正，紫色代表

ＧＣｓｋｅｗ为负

Ｔｈｅｂｒｏｗｎａｒｒｏｗｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ｔｈｅｂｌａｃｋｐｅａｋｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｄｅｖｉａｔｉｏｎｏｆＧＣ％，ｔｈｅｐｕｒｐｌｅａｎｄｇｒｅｅｎｐｅａｋｓ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｄｅｖｉａｔｉｏｎｉｎＧＣｓｋｅｗ，ｇｒｅｅｎｍｅａｎｓｐｏｓｉｔｉｖｅｓｋｅｗａｎｄｐｕｒｐｌｅｍｅａｎｓｎｅｇａｔｉｖｅｓｋｅｗ

图１　云南松毛虫线粒体基因组结构
Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｅｎｏｍｅｏｆ

Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｈｏｕｉ
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表２　云南松毛虫线粒体基因组注释
Ｔａｂｌｅ２　Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｅｎｏｍｅｏｆ

Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｈｏｕｉ

基因

Ｇｅｎｅ

方向

Ｄｉｒｅｃ
ｔｉｏｎ

位置

Ｌｏｃａｔｉｏｎ
长度

Ｓｉｚｅ

反密

码子

Ａｎｔｉｃｏ
ｄｏｎ

起始密

码子

Ｓｔａｒｔ
ｃｏｄｏｎ

终止密

码子

Ｓｔｏｐ
ｃｏｄｏｎ

基因

间隔

Ｉｎｔｅｒ
ｇｅｎｉｃ

ｔｒｎＭ Ｆ １ ６７ ６７ ＣＡＴ
ｔｒｎＩ Ｆ ６９ １３２ ６４ ＧＡＴ ７
ｔｒｎＱ Ｒ １３０ １９８ ６９ ＴＴＧ －１
ＮＤ２ Ｆ ２５７ １２６４ １００８ ＴＴＴ ＴＡＡ ５８
ｔｒｎＷ Ｆ １２６３ １３３２ ７０ ＴＣＡ －２
ｔｒｎＣ Ｒ １３２５ １３９１ ６７ ＧＣＡ －８
ｔｒｎＹ Ｒ １３９３ １４６３ ７１ ＧＴＡ ０
ＣＯＸ１ Ｆ １４９２ ３０２２ １５３１ ＣＧＡ Ｔ ３４
ｔｒｎＬ Ｆ ３０２３ ３０８９ ６７ ＴＡＡ ０
ＣＯＸ２ Ｆ ３０９０ ３７７１ ６８２ ＡＴＡ Ｔ ０
ｔｒｎＫ Ｆ ３７７５ ３８４５ ７１ ＣＴＴ ０
ｔｒｎＤ Ｆ ３８４７ ３９１３ ６７ ＧＴＣ ３
ＡＴＰ８ Ｆ ３９１４ ４０７５ １６２ ＡＴＴ ＴＡＡ ０
ＡＴＰ６ Ｆ ４０６９ ４７４６ ６７８ ＡＴＧ ＴＡＡ －７
ＣＯＸ３ Ｆ ４７６２ ５５５０ ７８９ ＡＴＧ ＴＡＡ １４
ｔｒｎＧ Ｆ ５５５３ ５６１８ ６６ ＴＣＣ ２
ＮＤ３ Ｆ ５６１９ ５９７１ ３５３ ＡＴＴ ＴＡ ０
ｔｒｎＡ Ｆ ５９７１ ６０３８ ６８ ＴＧＣ －１
ｔｒｎＲ Ｆ ６０４８ ６１１２ ６５ ＴＣＧ １５
ｔｒｎＮ Ｆ ６１１８ ６１８４ ６７ ＧＴＴ ４
ｔｒｎＳ１ Ｆ ６２１１ ６２７６ ６６ ＧＣＴ １１
ｔｒｎＥ Ｆ ６２７７ ６３４５ ６９ ＴＴＣ －１
ｔｒｎＦ Ｒ ６３５４ ６４２０ ６７ ＧＡＡ ４
ＮＤ５ Ｒ ６４２５ ８１６７ １７４３ ＡＴＴ ＴＡＡ ２
ｔｒｎＨ Ｒ ８１６８ ８２３１ ６４ ＧＴＧ ０
ＮＤ４ Ｒ ８２３２ ９５７０ １３３９ ＡＴＧ Ｔ ０
ＮＤ４Ｌ Ｒ ９６０２ ９８９５ ２９４ ＡＴＧ ＴＡＡ ２４
ｔｒｎＴ Ｆ ９９００ ９９６４ ６５ ＴＧＴ ７
ｔｒｎＰ Ｒ ９９６５ １００２９ ６５ ＴＧＧ ０
ＮＤ６ Ｆ １００３８１０５６８ ５３１ ＡＴＡ ＴＡＡ ８
ＣｙｔＢ Ｆ １０５７４１１７２２ １１４９ ＡＴＧ ＴＡＡ ４
ｔｒｎＳ２ Ｆ １１７２６１１７９１ ６６ ＴＧＡ ３
ＮＤ１ Ｒ １１７９１１２７４４ ９５４ ＡＴＧ ＴＡＡ －１
ｔｒｎＬ Ｒ １２７４６１２８１３ ６８ ＴＡＧ １
ｒｒｎＬ Ｒ １２８４０１４２７８ １４３９ ０
ｔｒｎＶ Ｒ １４２８４１４３４９ ６６ ＴＡＣ ０
ｒｒｎＳ Ｒ １４３５０１５１２２ ７７３ ０

ＡＴｒｅｇｉｏｎ Ｆ １５１２３１５４４３ ３２１ ０
基因间隔一列中，正数表示基因间隔碱基数，负数表示基因重叠碱

基数。

Ｉｎｔｈｅｃｏｌｕｍｎｏｆｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｌｅｎｇｔｈ，ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｎｕｍｂｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｎ
ｔｅｒｖａｌｂａｓｅｐａｉｒｓｂｅｔｗｅｅｎｇｅｎｅｓ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｏｖｅｒｌａｐ
ｐｉｎｇｂａｓｅｐａｉｒｓｂｅｔｗｅｅｎｇｅｎｅｓ．

２　结果与分析
２．１　云南松毛虫线粒体基因组全序列分析

云南松毛虫线粒体基因组全序列总长度为

１５４４３ｂｐ，呈双链闭合环状结构，基因组成包含１３
个蛋白质编码基因（ＰＣＧｓ）、２２个 ｔＲＮＡ基因、２个
ｒＲＮＡ基因（１２ＳｒＲＮＡ和１６ＳｒＲＮＡ），１个Ａ＋Ｔ富含
区（Ａ＋Ｔｒｉｃｈｒｅｇｉｏｎ）（如图１）。详细注释见表 ２。
３７个基因相邻之间存在基因间隔或基因重叠现象。
云南松毛虫线粒体全基因组序列中 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ的碱
基含量分别为４１．２％，３８．８％，１２．４％和７．６％（表
３），表现出明显的 ＡＴ偏好性。基因组全序列碱基
ＡＴｓｋｅｗ值为０．０３％，ＧＣｓｋｅｗ值为 －０．２４％，ｔＲＮＡ
基因的ＡＴ偏斜和 ＧＣ偏斜均为正值，ｒＲＮＡ基因的
ＡＴ偏斜为负，ＧＣ偏斜为正。

表３　云南松毛虫线粒体基因组核苷酸组成
Ｔａｂｌｅ３　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｅｎｏｍｅｏｆＤｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｈｏｕｉ

基因序列

Ｇｅｎｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｓｉｚｅ
／ｂｐ

Ａ／％ Ｔ／％ Ｃ／％ Ｇ／％
Ａ＋Ｔ
／％

Ｃ＋
Ｇ／％

全基因组

Ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅ
１５４４３ ４１．２ ３８．８ １２．４ ７．６ ８０．０ ２０．０

蛋白编码

基因 ＰＣＧｓ
１１２１３ ３３．９ ４４．４ １０．６ １１．１ ７８．３ ２１．７

ｒＲＮＡ基因 １４３９ ４０．４ ４４．１ ４．４ １１．１ ８４．５ １５．５
ｔＲＮＡ基因 ７７３ ４４．１ ４１．５ ４．６ ９．８ ８５．６ １４．４
Ａ＋Ｔ富集区 ３２１ ４０．８ ５１．４ ５．０ ２．８ ９２．２ ７．８

２．２　云南松毛虫线粒体基因组蛋白编码基因
云南松毛虫线粒体基因组共编码１３个蛋白质

基因（ＣＯＸ１，ＣＯＸ２，ＣＯＸ３，ＡＴＰ６，ＡＴＰ８，ＮＤ１，ＮＤ２，
ＮＤ３，ＮＤ４，ＮＤ４Ｌ，ＮＤ５，ＮＤ６，ＣｙｔＢ）。除了 ＣＯＸ１以
ＣＧＡ为起始密码子，其余均以 ＡＴＮ作为起始密码
子。９个蛋白编码基因共享相同的终止密码子 ＴＡＡ
（ＮＤ２，ＡＴＰ８，ＡＴＰ６，ＣＯＸ３，ＮＤ５，ＮＤ４Ｌ，ＮＤ６，ＣＹＴＢ
和ＮＤ１），其他４个基因的终止密码子都是残缺的，
ＣＯＸ１、ＣＯＸ２、ＮＤ４以Ｔ为终止密码子，ＮＤ３以ＴＡ为
终止密码子。这种不完整的终止密码子在鳞翅目线

粒体基因组中是很常见的，有研究推测它们会在转

录后的多腺苷酸化过程中变成完整体［１６］。云南松

毛虫线粒体基因组的全部蛋白质编码基因的氨基酸

使用情况（图２：Ａ）和相对密码子使用率 ＲＳＣＵ（图
２：Ｂ）的分析结果显示，云南松毛虫１３个蛋白质编
码基因中氨基酸使用最频繁的依次包括 Ｐｈｅ、Ｉｌｅ、
Ｌｅｕ和Ｔｙｒ（Ｃｏｕｎｔ＞３００），而 Ａｌａ、Ｍｅｔ和 Ｔｒｐ的使用
相对较少（Ｃｏｕｎｔ＜５０）；相对同义密码子中 ＵＵＡ使
用频率最高，ＲＳＣＵ值为３．１２，密码子 ＣＧＣ和 ＣＣＧ
的相对密码子使用频率最低，其 ＲＳＣＵ值分别为 ０
和０．０７。
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图２　云南松毛虫基因组蛋白质编码基因氨基酸的使用频率（Ａ）和同义密码子相对使用度（Ｂ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｕｓａｇｅｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃｏｄｏｎｕｓａｇｅ（Ｂ）ｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｉｎｇ

ｇｅｎｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｅｎｏｍｅｉｎＤｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｈｏｕｉ

２．３　ｔＲＮＡ基因及ｒＲＮＡ基因的结构分析
云南松毛虫线粒体基因组上共检测出２２个ｔＲ

ＮＡ基因，Ａ＋Ｔ的含量为８１．３％，总长为１４７５ｂｐ，
长度范围为６４ ７１ｂｐ，在线粒体基因组上的排列
顺序与其它松毛虫属昆虫相同。其中１４个编码在Ｊ
链上（ｍａｊｏｒｃｏｄｉｎｇｓｔｒａｎｄ），８个编码在 Ｎ链上（ｍｉ
ｎｏｒｃｏｄｉｎｇｓｔｒａｎｄ）。所有的ｔＲＮＡ都有经典的三叶草
二级结构（图３），除了 ｔｒｎｓ１（ＡＧＮ）基因，它的二氢
尿苷臂（ＤＨＵ）被未配对的核苷酸取代，无法形成典
型的三叶草结构。在云南松毛虫线粒体基因组的

２２个ｔｒｎａ基因的二级结构中出现了２２对碱基错配
现象。其中 ＧＵ错配 ２０个，ＵＣ和 ＵＵ错配各 １
个。ＵＣ错配出现在 ｔＲＮＡＴｈｒ（ＴＧＴ）的 ＴΨＣ臂上，ＵＵ
错配位于 ｔＲＮＡＬｅｕ（ＴＡＡ）的氨基酸接受臂上。２０个 Ｇ
Ｕ错配在氨基酸接受臂、ＴΨＣ臂、二氢尿嘧啶臂和
反密码子臂上均有出现。这种错配普遍存在于鳞翅

目昆虫的ｔＲＮＡ二级结构中［１８］。这些错配是符合摆

动配对原则的，对维持 ｔＲＮＡ二级结构的稳定起着
重要的作用。

ｒＲＮＡ基因是一类相对分子量较大的 ＲＮＡ基
因，可与蛋白质结合形成核糖体。云南松毛虫线粒

体的核糖体小亚基 ｒｒｎＳ基因和核糖体大亚基 ｒｒｎＬ
基因的长度分别是７７３ｂｐ和１４３９ｂｐ，分别位于 Ａ
＋Ｔ富含区与 ｔｒｎａＶａｌ（ＴＡＣ）之间和 ｔｒｎａＶａｌ（ＴＡＣ）
和ｔｒｎａＬｅｕ（ＴＡＧ）之间。ｒｒｎＳ基因和 ｒｒｎＬ基因的 Ａ
＋Ｔ含量为 ８４．９％（表 ３），具有明显 ＡＴ碱基偏
向性。

２．４　Ａ＋Ｔ富含区的结构分析
Ａ＋Ｔ富含区为线粒体基因组中的非编码序

列，即为不能转录为相应的ｍＲＮＡ，从而不能指导合
成相应蛋白质的区域。云南松毛虫线粒体基因组的

Ａ＋Ｔ富含区位于 ｒｒｎＳ基因与 ｔｒｎａＭｅｔ基因之间，
其长度为３２１ｂｐ，Ａ＋Ｔ含量为９２．２％。ｒｒｎＳ基因下
游有一段由“ＡＴＡＧＡ”引导的长度为１４ｂｐ的多聚Ｔ
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图３　云南松毛虫ｔＲＮＡ的二级结构
Ｆｉｇ．３　ＳｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｆｏｒＴｒｎａｇｅｎｅｓｆｒｏｍＤｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｈｏｕｉｍｔＤＮＡ

结构（图４），这段多聚 Ｔ结构在所有已测定的鳞翅
目昆虫ｍｔＤＮＡ中都很保守，长度从１２ｂｐ（宽尾凤蝶
Ａｇｅｈａｎａｍａｒａｈｏ）到２２ｂｐ（野桑蚕 Ｂｏｍｂｙｘｍａｎｄａｒｉ
ｎａ）不等 。在云南松毛虫线粒体 Ａ＋Ｔ富含区中还
存在一个（ＡＴ）７结构，这在其他鳞翅目昆虫中均有

检测到类似结构［１３－１４］。

２．５　云南松毛虫高级阶元系统发育关系
以双翅目 Ｄｉｐｔｅｒａ实蝇科 Ｔｅｐｈｒｉｔｉｄａｅ地中海实

蝇Ｃｅｒａｔｉｔｉｓｃａｐｉｔａｔａ和桃果实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａｚｏｎａｔａ为
外群，选用已测定的１３个科的鳞翅目蛾类昆虫和本
研究中的云南松毛虫线粒体全基因组，基于１３个蛋
白编码基因的核苷酸序列构建 ＭＬ树。结果显示
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图４　云南松毛虫Ａ＋Ｔ富含区结构
Ｆｉｇ．４　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ（Ａ＋Ｔ）ｒｉｃｈｒｅｇｉｏｎｏｆＤｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓ

ｈｏｕｉｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｅｎｏｍｅ

（图５），枯叶蛾科中云南松毛虫与其他物种的系统
发育关系为：（（（（（（马尾松毛虫 ＋油松毛虫）＋赤
松毛虫）＋落叶松毛虫）＋（思茅松毛虫 ＋云南松毛
虫））＋竹纹枯叶蛾）＋青黄枯叶蛾）。１３种鳞翅目
昆虫的系统发育分析结果显示，枯叶蛾科 Ｌａｓｉｏｃａｍ
ｐｉｄａｅ与蚕蛾科Ｂｏｍｂｙｃｉｄａｅ、大蚕蛾科 Ｓａｔｕｍｉｉｄａｅ、天
蛾科Ｓｐｈｉｎｇｉｄａｅ和尺蛾科Ｇｅｏｍｅｔｒｉｉｄａｅ聚为一簇，并
且有很高的支持率；来自夜蛾总科的舟蛾科 Ｎｏｔ
ｏｄｏｎｔｉｄａｅ，夜蛾科 Ｎｏｃｔｕｉｄａｅ，灯蛾科 Ｈｙｐｅｒｃｏｍｐｅ和

毒蛾科 Ｌｙｍａｎｔｒｉｉｄａｅ聚为一簇，系统发育关系为：
（（毒蛾科＋灯蛾科）＋夜蛾科＋舟蛾科）；螟蛾总科
的螟蛾科 Ｐｙｒａｌｉｄａｅ与草螟科 Ｃｒａｍｎｉｄａｅ聚为一簇；
卷蛾科Ｔｏｒｔｒｉｃｉｄａｅ和蝙蝠蛾科Ｈｅｐｉａｌｉｄａｅ单独聚类。
２．６　松毛虫属内系统发育关系

松毛虫属内系统发育结果显示（图６），松毛虫
属几个近缘种以较高的支持率分为两支。系统发育

关系为：（（（（（油松毛虫 ＋文山松毛虫）＋赤松毛
虫）＋落叶松毛虫）＋（思茅松毛虫 ＋云南松毛虫））
＋家蚕）。基于Ｋ２Ｐ模型计算松毛虫属内种间的遗
传距离（表４），结果显示：思茅松毛虫与其他松毛虫
的遗传距离最大。马尾松毛虫、文山松毛虫、赤松松

毛虫、油松毛虫与云南松毛虫间的遗传距离略小于

思茅松毛虫与云南松毛虫的遗传距离；油松毛虫与

马尾松毛虫间的遗传距离（０．０１１８）小于文山松毛
虫与马尾松毛虫间（０．０１３５）的遗传距离，三者与赤
松毛虫间的遗传距离均较大，表明赤松毛虫与三者

亲缘关系较远。

表４　松毛虫属间的Ｋ２Ｐ遗传距离
Ｔａｂｌｅ４　Ｋ２ＰｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｓｐｅｃｉｅｓｏｆｔｈｅＤｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓ

种群代码

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｃｏｄｅ
Ｄ．ｐｕｎ Ｄ．ｐｕｎｗｓ Ｄ．ｔａｂ Ｄ．ｓｐｅｔ Ｄ．ｓｕｐ Ｄ．ｋｉｋｕ Ｄ．ｈｏｕｉ Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ

Ｄ．ｐｕｎ

Ｄ．ｐｕｎｗｓ ０．０１３５

Ｄ．ｔａｂ ０．０１１８ ０．００７１

Ｄ．ｓｐｅｔ ０．０５１２ ０．０５２２ ０．０５１８

Ｄ．ｓｕｐ ０．０７０６ ０．０７２７ ０．０７１９ ０．０７１０

Ｄ．ｋｉｋｕ ０．０９８２ ０．１００３ ０．０９８９ ０．１００４ ０．０９７５

Ｄ．ｈｏｕｉ ０．０９２５ ０．０９５３ ０．０９３４ ０．０９１２ ０．０８６８ ０．０９４２

Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ ０．１９３６ ０．１９５６ ０．１９４５ ０．１９３５ ０．１９１７ ０．１９８５ ０．１８９４

３　讨论
云南松毛虫线粒体基因组全长１５４４３ｂｐ，Ａ＋Ｔ

含量为８０．０％，基因组的排列同已报道的鳞翅目其
他昆虫的线粒体基因排列一致［１７－１８］。其中 ｔｒｎＭｔｒ
ｎＩｔｒｎＱ的排列方式与假想昆虫祖先的排列方式（ｔｒ
ｎＩｔｒｎＱｔｒｎＭ）不同［１９］，但是这种排列在鳞翅目昆虫

中非常典型。鳞翅目线粒体基因组进化上的保守

性，表明其适合解决科、目等高级阶元的系统发育

问题［２０］。

松毛虫属内系统发育树图显示，云南松毛虫和

思茅松毛虫有共同祖先，而思茅松毛虫较早的与云

南松毛虫分化，二者独立进化。有研究表明，二者的

触角转录组表现出高度相似性，证明它们有很近的

亲缘关系。从信息素角度出发，思茅松毛虫性信息

素成分包括Ｚ５，Ｅ７１２：ＯＡｃ、Ｚ５，Ｅ７１２：ＯＨ和Ｚ５１２：
ＯＡｃ３种成分［２１］，而云南松毛虫性信息素成分包括

Ｅ５，Ｚ７１２：ＯＨ和 Ｅ５，Ｚ７１２：ＯＡｃ［２２］，不同的性信息
素成分使它们产生了生殖隔离。马－文－油－赤拥
有共同祖先，且分化的时间较晚。云南松毛虫与思

茅松毛虫的共同祖先种群与落 －赤 －马 －油 －文５
种松毛虫的共同祖先互为姊妹群，拥有更高级的共

同祖先。从松毛虫的分化情况来看，云南松毛虫应

该是松毛虫属的基础物种，与其他松毛虫物种亲缘

关系较远，这与ＡｌｅｘａｎｄｅｒＫｏｎｏｎｏｖ等人［２３］基于线粒

体ＣＯＩ、ＣＯＩＩ和核基因 ＩＴＳ２的研究结果一致，遗传
距离结果也显示云南松毛虫与其他松毛虫之间存在

较大的遗传距离。遗传距离结果中油松毛虫×文山
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图５　基于３２种鳞翅目蛾类昆虫线粒体蛋白编码基因的最大似然树
Ｆｉｇ．５　Ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ３２ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｏｔｈｉｎｓｅｃｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＰＣＧＳ

图６　基于松毛虫属１３个蛋白编码基因的ＮＪ系统发育树
Ｆｉｇ．６　ＮＪｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ１３ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅｓｏｆＤｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓ

松毛虫的遗传距离（０．００７１）＜油松毛虫 ×马尾松
毛虫间的遗传距离（０．０１１８）＜文山松毛虫 ×马尾
松毛虫间（０．０１３５）的遗传距离，而文山松毛虫是马

尾松毛虫公认的地理亚种［１０］，这也支持油松毛虫和

文山松毛虫作为马尾松毛虫地理亚种的分类地位。

鳞翅目蛾类高级分类阶元系统发育结果显示，

枯叶蛾科与蚕蛾总科、尺蛾总科和夜蛾总科聚为一
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支，其系统发育关系为：（枯叶蛾科 ＋（夜蛾总科 ＋
（尺蛾总科＋蚕蛾总科））），这与Ｑｉｎ等人［１０］报道的

枯叶蛾科、蚕蛾总科和尺蛾总科的系统发育关系：

（（（天蛾科＋蚕蛾科）＋大蚕蛾科＋尺蛾科）＋枯叶
蛾科）相一致。夜蛾总科中的舟蛾科、夜蛾科、毒蛾

科和灯蛾科的进化关系为：（（舟蛾科 ＋（夜蛾科 ＋
（毒蛾科＋灯蛾科））），舟蛾科、夜蛾科和毒蛾科的
进化关系和吴榴宇［２４］得到的科级阶元系统发育结

果：（（裳蛾科 ＋毒蛾科）＋夜蛾科）＋舟蛾科相一
致。由此可见鳞翅目蛾类几大总科之间的系统发育

关系较稳定，该结果在多数研究中均被验证［２５－２６］。

本研究通过测定云南松毛虫线粒体全基因组序列，

分析其碱基组成、结构特点及其在高级阶元下与其

他物种间的系统发育关系，丰富了枯叶蛾科线粒体

基因组数据库，为枯叶蛾科物种鉴定、分类和进化分

析奠定了分子基础。

４　结论
测定和分析了云南松毛虫线粒体基因组特征，

全长１５４４３ｂｐ，包括１３个蛋白质编码基因，２２个
ｔＲＮＡ基因，２个 ｒＲＮＡ基因和一段长度为３２１ｂｐ的
Ａ＋Ｔ富含区，无基因重排，存在较高的 Ａ＋Ｔ含量
（８０．０％）。整个线粒体结构与鳞翅目中目前已得
到的其他昆虫线粒体基因组结构一致。获得了松毛

虫属内近源种间系统发育关系：（（（（（油松毛虫 ＋
文山松毛虫）＋赤松毛虫）＋落叶松毛虫）＋（思茅
松毛虫＋云南松毛虫））＋家蚕）；鳞翅目蛾类各科
之间的系统发育关系：（（（（（（（（毒蛾科 ＋灯蛾科）
＋夜蛾科）＋舟蛾科）＋（尺蛾科＋（蚕蛾科＋（天蛾
科＋大蚕蛾科））））＋枯叶蛾科）＋（螟蛾科 ＋草螟
科））＋卷蛾科）＋蝙蝠蛾科）。
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