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摘要! !目的"了解扬眉线蛱蝶 F+(4&+#+574)($&&+线粒体基因组结构及其分子系统发育$ !方法"采

用\N?步移法对扬眉线蛱蝶线粒体基因组全序列进行测定和分析$ 基于线粒体基因组 (3 个蛋白

质编码基因和 & 个F?A!基因的核苷酸序列构建了 ** 种鳞翅目昆虫的系统发育树$ !结果"扬眉

线蛱蝶线粒体基因组全长 (. ()+ 9J' G̀ICEI6登录号* aL&;'.**(#包括 (3 个蛋白质编码基因)&&

个%?A!基因)&个F?A!基因和一段长度为 3,* 9J 的!p>富含区#基因排列顺序与其他已知近缘

种昆虫相同$ 扬眉线蛱蝶线粒体基因组中存在很高的!p>含量'+(2(h($ (3 个蛋白质编码基因

中#6A8以 Ǹ !作为起始密码子#B?. 以 >̀>作为起始密码子#其余均以昆虫典型的!>A为起始密

码子$ 6A88和B?,基因使用了不完全终止密码子>#其余基因均以典型的>!!为终止密码子$ 在所

测得的 &&个%?A!基因中#除%?A!

HGF'!̀ A(缺少 ĉ =臂外#其余%?A!均能形成典型的三叶草结构$

与其他多数鳞翅目昆虫一样#扬眉线蛱蝶的!p>富含区中有一段由!>!̀ !引导的保守的多聚>结

构#长度为 &' 9J#并散布着一些长短不一的串联重复单元$ 系统发育树结果显示#蛱蝶科亚科级别的

系统发育关系为*'绢蛱蝶亚科p眼蝶亚科( p''蛱蝶亚科p闪蛱蝶亚科( p'釉蛱蝶亚科p线蛱蝶亚

科(($ !结论"线蛱蝶族与翠蛱蝶族的亲缘关系较近#丽蛱蝶族是该亚科较早分化出来的一支$ 基于

线粒体基因组构建的线蛱蝶亚科物种系统发育关系与传统形态分类学研究结论不一致$
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!>A1I1%1E%10I 70/0I! G87GJ%%TE%6A8$%EF%$_1%T %TGǸ !70/0I EI/ B?. _1%T %TG̀ >>70/0I2W0$%0U

%TG(3 \Ǹ $TEVGE70@JDG%G%GF@1IE%10I 70/0I ">!!#! G87GJ%6A88EI/ B?, #GIG$_T17T TEVG

1I70@JDG%G$%0J 70/0I$">#2!DD%?A!#GIG$$T0_%TG7DE$$177D0VGFBDGEU$%F"7%"FG! G87GJ%%TE%%TG

/1T]/F0"F1/1IG"ĉ =# EF@0U%?A!

HGF"!̀ A#

U0F@$E$1@JDGD00J2>TG!p>BF17T FG#10I 0UF274)($&&+

70I%E1I$$0@G70I$GFVG/ $%F"7%"FG$$"7T E$%TG@0%1U!>!̀ !! &' 9J J0D]"># $%FG%7T EI/ $0@G%EI/G@

FGJGE%"I1%$! _T17T 1$$1@1DEF%0%T0$G0U0%TGFFGDE%G/ DGJ1/0J%GFEI $JG71G$2CE]G$1EI JT]D0#GIG%17

EIED]$G$$"JJ0F%G/ %TE%%TGFGDE%10I$T1J 0UA]@JTED1/EG$"9UE@1D1G$1$"NED1IE#1IEGpHE%]F1IEG# p

""A]@JTED1IEGp!JE%"F1IEG# p" ĜD170I11IEGpZ1@GI1%1/1IEG##2&N0I7D"$10I' Z1@GI1%1I11$7D0$GD]

FGDE%G/ _1%T %TGO"%TED11I1! EI/ \EF%TGI1I1@E]9G%TGGEFD1G$%/1VGF#G/ D1IGE#G1I Z1@GI1%1/1IEG2>TG

JT]D0#GIG%17FGDE%10I$T1J 0UZ1@GI1%1/1IEG$JG71G$9E$G/ 0I %TG@1%07T0I/F1ED#GI0@G1$I0%70I$1$%GI%

_1%T %TGFG$"D%$0U%TG%FE/1%10IED@0FJT0D0#]B9E$G/ %E80I0@]2

901 7+4/2$ ZGJ1/0J%GFE% A]@JTED1/EG% F+(4&+#+574)($&&+% @1%07T0I/F1ED#GI0@G% JT]D0#GI]

::线粒体"@1%07T0I/F10I#是广泛存在于各类真核

生物细胞内的一种重要和独特的细胞器!是细胞进

行氧化磷酸化的场所!并拥有独立的遗传物质222

线粒体基因组"@1%0#GI0@G#( 线粒体基因组是核基

因之外的遗传信息!能编码自身所需的蛋白质)

%?A!及F?A!( 动物线粒体基因组大多是一个共价

闭合的环状双螺旋!在极个别生物中也发现有线状

线粒体基因组的存在"CF1/#G4#$)S! (;;&#( 线粒体

基因组大小为约 (, m&' 69!因其结构简单)母系遗

传)相对较快的进化速率等特点!近年来被广泛用于

系统发育研究中 "CEDDEF/! &'''% NE@GF0I 4#$)S!

&'')% 毛增辉等! &'('#(

随着cA!测序技术的成熟以及全线粒体基因

组测序策略的不断发展!使得一些大标本分类单元

的长cA!序列的测序成为可能( 近年来!越来越多

的鳞翅目昆虫线粒体全基因组被测序!采用线粒体

全基因组数据进行系统发育研究已成为发展方向之

一( 根据 ANC[基因组数据库!截至目前为止己提

交的鳞翅目蛱蝶科线粒全基因组序列有 ('* 种!其

中线蛱蝶亚科有 &' 种(

线蛱蝶亚科是蛱蝶科中较大的亚科之一!包括

许多农林业重要害虫( 按最新的分类研究结果!全

世界共有 ,* 属 +'' 余种!中国有其中的 && 属共 ((+

种!约占世界总数的 (4+( 该亚科在分类问题上一

直存在着争议!不同学者对这一类群的分类归属意

见不尽相同( 在形态分类方面!不同的研究者认为

该亚科可能是一个多系群或并系群%在系统学研究

方面!该亚科内的族及一些属)种的归属也存在着争

议!因此!获得更多线蛱蝶亚科物种的线粒体基因组

序列显得颇为迫切(

扬眉线蛱蝶 F+(4&+#+574)($&&+隶属于鳞翅目

"ZGJ1/0J%GFE#!蛱蝶科"A]@JTED1/EG#!线蛱蝶亚科

"Z1@GI1%1/1IEG#!线蛱蝶族"Z1@GI1%1I1#!在我国分布

于黑龙江)山西)河南)陕西)甘肃)青海)新疆)湖北)

江西)浙江)福建)四川等地( 目前国内对扬眉线蛱

蝶的研究仅有成虫形态及生境等方面的报道"周尧

等! (;;,! (;;+#!尚未见到有关其线粒体基因组全

序列的研究报道(

本研究通过引物步移法!测定了扬眉线蛱蝶的

线粒体基因组序列!对其结构组成进行了初步分析!

并与已报道的 &' 种线蛱蝶亚科物种的线粒体基因

组进行了比较分析!为澄清线蛱蝶亚科分类中存在

的一些问题提供系统发育方面的依据!同时也为线

粒体基因组序列在进化和系统发育分析中的应用提

供基础数据(

:;材料与方法

:<:;标本的采集和保存

扬眉线蛱蝶 &'(* 年 ) 月 * 日采自山西省榆次

市庆城林场"3)2.;nA! ((&2;)nO!海拔 ( '&+ @#!采

集到的昆虫活体放入 ;.h的酒精中固定!同时回到

实验室后更换一次酒精!最后置于 -&'f冰箱保存

备用"样品号$ LW&'(*')'*#(

:<@;基因组V$%提取

挑选备用的蝴蝶标本!取其胸部肌肉!采用

dWÒ ![I$G7%cA!a1%试剂盒结合酚氯仿法提取样

品总cA!!抽提完毕后!用 (2'h琼脂糖凝胶电泳检

测其纯度及浓度!并于-&'f保存备用(

:<A;引物设计及GK#扩增

参考 H1@0I 等"&''*#的线粒体通用引物序列

和目前已发表的鳞翅目蛱蝶科的猫蛱蝶 E+(4)$4$
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@E7"DE%E和黑紫蛱蝶 ,$5$O+$ ;3&4.1+5的引物"曹天

文等! &'(3% iEI#4#$)S! &'(3#进行首轮扩增( 其

他未能得到的序列通过在 G̀ICGI6 中下载虬眉带

蛱蝶!#7/($ '9$)+&$)珠履带蛱蝶!#7/($ $531$ 和丫

纹俳蛱蝶 2$1$5$19$ @3@3 线粒体基因组序列进行

ND"$%EDX">T0@J$0I 4#$)S! (;;)#对比寻找相关保守

区!根据引物设计的基本原则"张新宇和高燕宁!

&'',#!利用引物设计软件\F1@GF\F1@1GF"eGF2.2'#

"H1I#T 4#$)S! (;;+#设计相关引物( 本实验共用引

物 &3 对!覆盖了扬眉线蛱蝶线粒体基因组所有序列

"表 (#(

按照引物序列!采用 >EaE?EZE>EQ 聚合酶扩

增各个片段( \N?反应体系为 &.

#

Z$ (' oZ!

\N?C"UUGF&2.

#

Z!/A>\$"&2. @@0D4Z# ,

#

Z!上

下游引物"('

#

@0D4Z#各 (

#

Z!模板 cA!(

#

Z!

>EaE?EZ!>EQ酶". =4

#

Z# '2&.

#

Z!灭菌水补足

至 &.

#

Z( 少数引物在进行\N?扩增反应时对模板

cA!和引物的量作适当调整( \N?扩增条件$;.f

预变性 . @1I% ;.f变性 .' $! ,+f复性 .' $! *+f

延伸 & @1I! 3' 个循环% *+f延伸 (' @1I( 采用 (h

的琼脂糖凝胶电泳检测\N?产物(

:<D;序列测定

目的\N?扩增产物通过直接测序法获得目的

片段信息( 所有片段均为双向测通!其中第 (, 和

(* 对引物为本研究根据已经测得的序列片段设计

的引物(

:<E;序列的拼接与注释

得到 所 有 序 列 片 段 测 序 结 果 后! 利 用

HGQ"GI7TGF.2,2(" G̀IGN0/G$N0FJ0FE%10I! &'(.#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鳞翅目昆虫全线粒体基因

组注释结果"YTEI#4#$)S! &'(&% 王菊平等! &'(&%

NE04#$)S! &'(*#进行!通过 WÒ !.2' ">E@"FE4#

$)S! &'((#比对以及CDE$%在线搜索分析相结合来依

次注释蛋白质编码基因 " JF0%G1IB70/1I##GIG$!

\Ǹ $#)%?A!基因)F?A!基因和控制区的位置(

%?A!基因二级结构的预测主要是通过 %?A!$7EIB

HO(2&( 在线预测并进行人工校正(

:<I;系统发育分析

基于 ** 种鳞翅目昆虫全线粒体基因组的 (3 个

蛋白质编码基因和 & 个F?A!基因的核苷酸序列建

立贝叶斯树!并选择了与鳞翅目关系较近的果蝇

?1'5'97+)$ /$O3.$ 和冈比亚按蚊 !&'974)45*$(.+$4

作为外群( 将 ** 种鳞翅目昆虫和 & 个外群线粒体

基因组中的 (3 个蛋白质编码基因和 & 个 F?A!基

因序列通过WÒ !.2'">E@"FE4#$)S! &'((#软件进

行序列比对后串联在一起!之后采用贝叶斯法

"CE]G$1EI 1IUGFGI7G@G%T0/! C[#构建系统发育树并

进行分析( 所用软件为 WFCE]G$"?0IQ"1$%EI/

"̂GD$GI9G76! &''3#!模型为 >̀?p[p̀ !数据集由

基因分区!节点值表示贝叶斯后验概率"CE]G$1EI

J0$%GF10FJF09E91D1%1G$! \\#!用 & ''' ''' 代来估算各

节点的值!其参数如下$ IF"I$r&! I7TE1I$r,!

$E@JDGUFGQ r( '''!其中抽样的 &.h划为老化样本!

舍去(

@;结果

@<:;扬眉线蛱蝶线粒体基因组结构

扬眉线蛱蝶的线粒体基因组全长为 (. ()+ 9J

" G̀ICEI6 登录号$ aL&;'.**#!由 && 个 %?A!基

因)(3 个蛋白质编码基因)& 个 F?A!基因"(*H 11&F

和 (&H 11&,#和 ( 个非编码的控制区"70I%F0DFG#10I#

组成( 在线粒体基因组编码的 3) 个基因中!A链

"@1I0F70/1I#$%FEI/#编码了 (, 个基因!包括 , 个蛋

白质编码基因!+ 个 %?A!基因及 & 个 F?A!基因%

其余 &3 个基因由 b链"@E50F70/1I#$%FEI/#编码(

11&,基因和 %?A!

WG%基因之间 3,* 9J 确定为控制

区(

在扬眉线蛱蝶线粒体基因组整个编码区的 3)

个基因中"控制区除外#!相邻基因之间存在基因间

隔或基因重叠现象( 基因间隔区有 (3 处!共 (&&

9J!%?A!

D̀I和 B?& 之间间隔最长为 .& 9J!其次是

%?A!

HGF"!̀ A#和 %?A!

D̀"之间!间隔 3' 9J%有 (. 处基

因重叠!共 *& 9J!最长一处位于 %?A!

\TG和 B?. 之

间!重叠序列为 &* 9J%既无间隔又无重叠的区域共

有 ; 处"表 &#( 扬眉线蛱蝶的基因结构及基因顺序

见图 ( 及表 &(

@<@;扬眉线蛱蝶线粒体基因组核苷酸组成

扬眉线蛱蝶线粒体基因组中!! >! N和`碱基

含量分别为 3+2+h! ,&23h! ((23h和 )2*h! >含

量最高而`含量最低( !p>含量为 +(2(h! `pN

含量为 (+2;h"表 3#(

蛋白质编码基因总共含 3 )3. 个密码子!不包

含终止密码子!!p>含量为 );2;h!比全序列的 !

p>含量稍低( 蛋白质编码基因密码子第 ( 位点的

!p>含量"+&2(h#高于第 & 位点")+2;h#和第 3

位点 " ) +2* h # (& &个%?A!基因!p>含量为
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表 :;本研究使用的引物序列

=-8.0:;GK#?4"!042'20/"(*M"22*'/1

序号

A02

引物

\F1@GF$

引物序列".<-3<#

\F1@GF$GQ"GI7G$

引物来源

H0"F7G0UJF1@GF$

(

>WbB&(' !>!!!!̀ N>>>>̀ `̀ N>N!>!NN> H1@0I 4#$)S! &''*

>LBA(,33 `̀ N>̀!!>!!>!!̀ Ǹ !>!!!>>̀>!!! H1@0I 4#$)S! &''*

&

>iBb(3'( >̀>!!!i>!!!N>!!>!?>N>>N!!! H1@0I 4#$)S! &''*

N(BA&3.3 Ǹ>Ǹ >̀>!>N!!>!>N>!>iNN H1@0I 4#$)S! &''*

3

N(Bb&(;. >̀!>>>>>>̀ ìN!>NNi !̀!̀ > H1@0I 4#$)S! &''*

N(BA&))* !̀>!!>N>̀!!>!>Ǹ iǸ À ` H1@0I 4#$)S! &''*

,

N(Bb&).* !N!>>>>>>NN!N!?N!L>> H1@0I 4#$)S! &''*

N&BA33+; >!>>N!>!?N>>N!?>!>N!>>̀ H1@0I 4#$)S! &''*

.

>Z&Bb3',3 `̀ N!̀ !N>!>!>̀L!!>̀?!>>>!! H1@0I 4#$)S! &''*

>aBA3);* !N>!>!!!!>̀ >̀>>!!̀ !̀ H1@0I 4#$)S! &''*

*

N&Bb3*&, !!>NN!̀ >̀Ǹ !>>!!!LN! H1@0I 4#$)S! &''*

!*BA,..& !>̀>NNi Ǹ!!>>!>̀>>i Ǹ H1@0I 4#$)S! &''*

)

!*Bb,,*3 >>>!>>N!>!>i!>iNNAN!!̀ ` H1@0I 4#$)S! &''*

N3BA,;'+ Ǹ >̀!!!L!>N>Ǹ >N!>N!>>̀ H1@0I 4#$)S! &''*

+

N3Bb,);& >̀!̀ !>>!>!̀ !NNi>̀?NN iEI#4#$)S! &'(3

A3BA.)3( >>>̀ !̀>N!!!NNN?N!L>N iEI#4#$)S! &'(3

;

A3Bb.),) NN!>>>̀!!>̀ >̀ ?̀>>>̀!LNN 曹天文等! &'(3

>MBA*3+, !>!>>!>!̀ !̀ L>>?!L!L>̀!!̀ 曹天文等! &'(3

('

>ABb*()& !̀ !̀ >̀!>!>N!N>̀>>!!>̀! 曹天文等! &'(3

A.BA)&(( >>!!!̀ N>>>!L>!>>>!>?>̀ L̀ N 曹天文等! &'(3

((

A.Bb)')) >>!!!>N>>>i !̀?>!!!!LNN 曹天文等! &'(3

A.BA));3 >>̀ `̀ >>̀ ?̀ !>̀ ÀL>!̀ ` 曹天文等! &'(3

(&

A.Bb).)& !!!!̀ !̀!>>>̀ !̀ N!N>>>>i >̀ iEI#4#$)S! &'(3

A,BA+)&) !!!>N>>>?!>>̀N>>!>>Ni>N iEI#4#$)S! &'(3

(3

A,Bb+*,( NN!̀ !!̀ !!N!>!!ANN?>̀ iEI#4#$)S! &'(3

A,ZBA;*&; >̀>>̀ >̀!!̀ ì>L>>>?̀ ` iEI#4#$)S! &'(3

(,

A,Bb;*(( !>N!>>NNN!>̀ !̀ >>Ǹ 本研究>T1$$%"/]

NCBA(''',; N>!>>̀N!!̀ !̀ !̀>̀!>>! 本研究>T1$$%"/]

(.

A,ZBb;*,+ !NN>!!!̀ !!NN>>N!N!i!N H1@0I 4#$)S! &''*

NCBA(('(' >!>N>!N!̀ N?!!>NNLNNLN! H1@0I 4#$)S! &''*

(*

NCBb(')(& >!>>>!N!>!>>̀ !̀Ǹ !̀ ` 本研究>T1$$%"/]

NCBA((+*( >̀ !̀>>>!!>̀>>̀!!>!>̀ !̀̀ 本研究>T1$$%"/]

()

NCBb((33. N!>!>>N!!NNǸ !!>̀?>! H1@0I 4#$)S! &''*

A(BA(&'*) !!>Ǹ i!N>NNi>>>̀!>>>>̀N H1@0I 4#$)S! &''*

(+

A(Bb((+)* Ǹ !̀ >̀!!!̀ >WNNiǸ !!NLN! H1@0I 4#$)S! &''*

A(BA(&.;. >̀i Ǹ>>>>>>̀!N>>>!>>?̀ !?Ǹ H1@0I 4#$)S! &''*

(;

A(Bb(&&*( >!N>>N!>!!̀ !!!>!̀ >L>̀ ?̀ N H1@0I 4#$)S! &''*

Z?BA(3''' >>!NN>>!̀ `̀ !>!!N!̀ Ǹ >!! H1@0I 4#$)S! &''*

&'

Z?Bb(&+++ NǸ >̀>>̀!!N>N!?!>N!>̀>! iEI#4#$)S! &'(3

Z?BA(3++; !>>>!>>̀>!>N>>a>̀>!>N!̀ iEI#4#$)S! &'(3

&(

Z?Bb(33,& NN>>>̀>!N?̀ >N!!!!>!NL̀ N H1@0I 4#$)S! &''*

H?BA(,&&' !>!>̀L!N!L!>>̀NNǸ >N H1@0I 4#$)S! &''*

&&

Z?Bb(3;'' >>>!!>!!!NLN>̀!>!N!W!!̀ H1@0I 4#$)S! &''*

H?BA(,),. >̀̀NN!̀ N!̀ LL̀ Ǹ >̀>!A!N H1@0I 4#$)S! &''*

&3

H?Bb(,*(' !>!!>!̀ `̀ >!>N>!!>NN>!̀ > H1@0I 4#$)S! &''*

>WBA&'' >NN>>>!>!>?>̀ !̀ >̀!>̀!?NN H1@0I 4#$)S! &''*
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表 @;扬眉线蛱蝶线粒体基因组注释

=-8.0@;Z45-("\-*"+(+3*M0!"*+)M+(/4"-.50(+!0+3>#%2$#1#4"2/%3$$#

基因

G̀IG

方向

c1FG7%10I

位置"I%#

\0$1%10I

大小"9J#

H1PG

基因间的间隔"9J#

!

[I%GF#GI17DGI#%T

反密码子

!I%170/0I

起始密码子

H%EF%70/0I

终止密码子

H%0J 70/0I

%?A!

WG%

M ( -*) *) N!>

%?A!

[DG

M )( -(3. *. 3 !̀>

%?A!

D̀I

? (33 -&'( *; -3 >>̀

B?& M &., -( &*, ( '(( .& !>> >!!

%?A!

>FJ

M ( &*3 -( 33' *+ -& >N!

%?A!

N]$

? ( 3&3 -( 3+3 *( -+ Ǹ!

%?A!

>]F

? ( 3+) -( ,.& *. 3 >̀!

6A8 M ( ,.* -& ;;( ( .3* 3 Ǹ ! >!!

%?A!

ZG""==?#

M & ;+) -3 '.3 *) -. >!!

6A88 M 3 '.. -3 )33 *); ( !>̀ >B%?A!

%?A!

Z]$

M 3 )3, -3 +', )( ' N>>

%?A!

!$J

M 3 +(( -3 +)* ** * >̀N

!E2+ M 3 +)) -, ',, (*+ ' !>> >!!

!E2* M , '3+ -, )(. *)+ ) !>̀ >!!

6A888 M , )(; -. .') )+; 3 !>̀ >!!

%?A!

D̀]

M . .(' -. .)* *) & >NN

B?3 M . .), -. ;3' 3.) -3 !>! >!!

%?A!

!DE

M . ;3' -. ;;, *. -( >̀N

%?A!

!F#

M . ;;, -* '.. *& -( >Ǹ

%?A!

!$I

M * '.* -* (&& *) ' >̀>

%?A!

HGF"!̀ A#

M * (&( -* (+( *( -& Ǹ>

%?A!

D̀"

M * &(& -* &); *+ 3' >>N

%?A!

\TG

? * &)+ -* 3,( *, -& !̀!

B?. ? * 3(* -+ ')* ( )*( -&* >̀> >!!

%?A!

1̂$

? + '), -+ (,( *+ -3 >̀̀

B?, ? + (,& -; ,+' ( 33; ' !>̀ >B%?A!

B?_F ? ; ,+' -; )*, &+. -( !>̀ >!!

%?A!

>TF

M ; )), -; +3+ *. ; >̀>

%?A!

\F0

? ; +3; -; ;'& *, ' >̀`

B?* M ; ;'. -(' ,3& .&+ & !>> >!!

6/#- M (' ,3& -(( .+3 ( (.& -( !>̀ >!!

%?A!

HGF"=NA#

M (( .+& -(( *,* *. -& >̀!

B?( ? (( *,. -(& *'( ;.) -& !>̀ >!!

%?A!

ZG""N=A#

? (& *'3 -(& *)' *+ ( >!̀

DF?A! ? (& *)( -(3 ;+) ( 3() '

%?A!

eED

? (3 ;++ -(, '.3 ** ' >!N

$F?A! ? (, '., -(, +3& )); '

控制区N0I%F0DFG#10I (, +33 -(. ()+ 3,* '

!基因间的间隔一列中!正数表示基因间隔碱基数!负数表示基因重叠碱基数(

!

[I %TG70D"@I 0U1I%GF#GI17DGI#%T! %TGJ0$1%1VGI"@9GF1I/17E%G$

1I%GFVED9E$GJE1F$9G%_GGI #GIG$! _T1DG%TGIG#E%1VG1I/17E%G$%TG0VGFDEJJ1I#9E$GJE1F$9G%_GGI #GIG$2
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图 (:扬眉线蛱蝶线粒体基因组结构

M1#2(:H%F"7%"FG0U%TG@1%07T0I/F1ED#GI0@G

0UF+(4&+#+574)($&&+

顺时针方向的箭头表示基因在b链上编码!逆时针方向的箭头表示

在A链上编码%填充的颜色框表示不同的 %?A!基因!用对应的氨

基酸单字母表示%未填充颜色的白色框分别表示蛋白质编码基因)

F?A!基因和控制区( >TG7D076_1$GEFF0_$1I/17E%G%TE%%TG#GIG$EFG

D07E%G/ 0I %TGbB$%FEI/! %TG70"I%GF7D076_1$GEFF0_$1I/17E%G%TE%%TG

#GIG$EFGD07E%G/ 0I %TGAB$%FEI/2>TG70D0FBU1DDG/ 9D076$/GI0%G%?A!

#GIG$! _T17T EFG1I/17E%G/ 9]0IGBDG%%GFE@1I0E71/ 70/G0U%TG

70FFG$J0I/1I#E@1I0E71/2>TG_T1%G9D076$/GI0%GJF0%G1IB70/1I#

#GIG$! F?A!#GIG$EI/ %TG70I%F0DFG#10I! FG$JG7%1VGD]2

+(2.h!11&F基因的!p>含量为 +,2.h!11&, 基因

的!p>含量为+.2(h!控制区的!p>含量最高

为 ;,23h"表 3#(

扬眉线蛱蝶线粒体基因组与其他鳞翅目昆虫一

样!也具有很高的!p>含量!与线蛱蝶亚科已知的

近缘种相比!其 !p>含量居中!其中苏带蛱蝶

!#7/($ 53)9+#+$ 最高 "+&2'h#!耙蛱蝶 -7$*$@$##$

$35#4&+$最低");23h# "i" 4#$)S! &'(,# "表 ,#(

(3 个蛋白质编码基因的 !p>含量中!扬眉线蛱蝶

F2 74)($&&+较高!与绿裙玳蛱蝶 E$&$4"+$ T3)++

" );2;h#) 红 裙 边 翠 蛱 蝶 %3#7$)+$ +113.45"4&5

");2;h# 相 同! 略 低 于 苏 带 蛱 蝶 !2 53)9+#+$

"+'2)h#)潘迪蛱蝶2$&@+#$ 5+&'94"+'2&h#)黑角律

蛱蝶 F40+$5@+1#4$ "+'2(h#和新月带蛱蝶 !#7/($

54)4&'97'1$ "+'2'h#!略高于其余 (, 种!其中耙蛱蝶

-2$35#4&+$最低!为 ))2(h( 分析结果符合昆虫线粒

体基因组中 !p>含量偏向性的特征">PGI#4#$)S!

(;;&% ZGGEI/ a07TGF! (;;.% A0E76 4#$)S! (;;*#(

@<A;扬眉线蛱蝶线粒体基因组蛋白质编码基因密

码子使用

扬眉线蛱蝶 (3 个蛋白质编码基因的排列顺序

与其他已知鳞翅目昆虫的基因排列顺序一致"a1@

4#$)S! &'('% H0I#4#$)S! &'(*% iEI#4#$)S! &'(*E!

&'(*9#( (3 个蛋白质编码基因的起始密码子中!

6A8以 Ǹ!作为起始密码子!B?.以 >̀>作为起始密

码子! B?3 以 !>!作为起始密码子! B?&! !E2+ 和

B?*以 !>>作为起始密码子! 6A88! !E2*! 6A888!

B?,! B?_F! 6/#-和 B?( 以 !>̀ 作为起始密码子(

所使用的终止密码子中!6A88和B?,以单独的>作为

终止密码子!其余均以>!!作为终止密码子"表 &#(

表 A;扬眉线蛱蝶线粒体基因组核苷酸组成

=-8.0A;$').0+*"/0)+!?+2"*"+(+3*M0)+!?.0*0!"*+)M+(/4"-.50(+!0+3>#%2$#1#4"2/%3$$#

基因序列

G̀IG$GQ"GI7G$

大小"9J#

H1PG

!"h# >"h# `"h# N"h# !p>"h# `pN"h#

全基因组iT0DG#GI0@G (. ()+ 3+2+ ,&23 )2* ((23 +(2( (+2;

蛋白质编码基因

\F0%G1IB70/1I##GIG$

(( &,' 332* ,*23 ('2& ;2; );2; &'2(

密码子第 ( 位

($%70/0I $1%G

3 )3. 3.2( ,)2' ;23 +2* +&2( ()2;

密码子第 & 位

&I/ 70/0I $1%G

3 )3. 3,2; ,, ('2* ('2) )+2; &(23

密码子第 3 位

3F/ 70/0I $1%G

3 )3. 3'2* ,+2' ('2) ('2. )+2* &(2&

%?A! ( ,.* ,(2* 3;2; ('2+ )2+ +(2. (+2*

11&F"(*H F?A!# ( 3() ,.2+ 3+2) ('2, .2( +,2. (.2.

11&,"(&H F?A!# )); ,,2; ,'2& ;2; .2' +.2( (,2;

控制区N0I%F0DFG#10I 3,* ,32( .(2& &23 32. ;,23 .2+
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::全部蛋白质编码基因的密码子和氨基酸使用情

况的统计分析显示!使用最频繁的氨基酸为 ZG"!

[DG! \TG! !$I和WG%!使用最频繁的密码子为 >>!!

!>>! >>>! !!>和 !>!!反映了核苷酸组成的 !>

偏好性( 对于检测到的 %?A!基因!使用最频繁的

氨基酸并不总是与%?A!的反密码子对应的(

@<D;扬眉线蛱蝶线粒体基因组 *#$%基因和

4#$%基因

根据%?A!H7EIBHO预测结果!并辅助人工校正

的方法预测出扬眉线蛱蝶线粒体的 && 个 %?A!结

构( 扬眉线蛱蝶 && 个线粒体 %?A!中!除 %?A!

ZG"

和%?A!

HGF所对应的 %?A!有 & 个以外!其他的氨基

酸都只有 ( 个%?A!与之对应( 除了 %?A!

HGF"!̀ A#缺

少 ĉ =臂外!其余 &( 个 %?A!均可形成典型的三

叶草结构(

扬眉线蛱蝶线粒体基因组中 && 个 %?A!基因

的排列顺序与其近缘种昆虫的相同!基因长度在

*( m)( 9J之间( 每种 %?A!的反密码子都与已知

蛱蝶科物种的反密码子相同"YTEI#4#$)S! &'(&% 王

菊平等! &'(.% iEI#4#$)S! &'(*E#( %?A!的二级

结构也与已知蛱蝶科物种非常类似!这种现象与许

多后生动物相一致"Z1E04#$)S! &'('#(

在所预测的 && 种 %?A!二级结构中总共出现

了 (+ 对碱基错配!其中有 () 对为 =̀错配!其余 (

对为 !̀错配( !̀错配发生在%?A!

ZG""N=A#的 ĉ =

臂上( 与之相比较的 &' 种近缘种的 %?A!二级结

构均含有 `r=和 =r=等非经典配对!这种错配

现象在鳞翅目之外的许多昆虫类群中也有发现

"CEG4#$)S! &'',% 0̂I#4#$)S! &'';#(

F?A!基因是线粒体基因组中进化最慢)最为

保守的基因!仅根据核苷酸序列无法精确定位F?A!

基因的起始位置!因此通常被认为伸达两侧基因的

边界 " C00FG! &''* #( 11&F 位于 %?A!

ZG""N=A# 和

%?A!

eED之间!11&, 位于 %?A!

X$)和控制区之间!长度

分别是 ( 3() 和 )); 9J!!p>含量分别为 +,2.h和

+.2(h "表 , #( 与其近缘种相比! 耙蛱蝶 -2

$35#4&+$ 的 11&F 长度最长!为 ( ,(+ 9J!其余均在

( 3(, m( 3.; 9J 之间( 11&, 长度差别较小!在 ))*

m)+, 9J之间"表 ,#( 表 , 中的 &( 个物种中!玄珠

带蛱蝶 !#7/($ 941+35的 11&F 基因 !p>含量最高!

为 +.23h!苏带蛱蝶 !253)9+#+$)新月带蛱蝶 !2

54)4&'97'1$ 和金蟠蛱蝶227'1@'&+$的11&,基因!p

>含量最高!为 +.2)h!而耙蛱蝶-2$35#4&+$的11&F

和11&, 基因 !p>含量均最低!分别为 +32+h和

+,2'h(

@<E;扬眉线蛱蝶线粒体基因组控制区

控制区是后生动物线粒体基因组中的一段非编

码区!由于其富含!和>碱基!又称为!p>富含区

"YTEI#EI/ Ĝ_1%%! (;;)#( 控制区为线粒体基因组

主要的非编码区!在线粒体基因组中的位置比较保

守( 扬眉线蛱蝶 !p>富含区位于 11&, 基因和

%?A!

WG%基因之间!长度为 3,* 9J!!p>含量为

;,23h( 相比较的 &( 个近缘物种的控制区长度有

明显差异!其中金蟠蛱蝶 2$&#'9'1+$ 7'1@'&+$ 最长!

为 );; 9J!潘迪蛱蝶2$&@+#$ 5+&'94最短!为&)* 9J!相

差 .&3 9J%而!p>含量则潘迪蛱蝶225+&'94最高!

为 ;*2+h!珂环蛱蝶B49#+5")+&+$ 最低!为 ++2,h!相

差较小!且除珂环蛱蝶B2")+&+$ 以外!其余几种近缘

种的!p>含量均在 ;'2'h以上"表 ,#(

扬眉线蛱蝶在 11&, 基因的下游有一段由

!>!̀ !引导的保守的长度为 &' 9J 的多聚 >结构(

此外!在扬眉线蛱蝶线粒体 !p>富含区中存在 &

段长度为 (3 9J 的重复单元!& 个似微卫星结构

"!>#

)

和"!>#

*

"图 &#(

图 &:扬眉线蛱蝶线粒体基因组!p>富含区结构

M1#2&:H%F"7%"FG0U%TG!p>BF17T FG#10I 0U%TG@1%07T0I/F1ED#GI0@G0UF+(4&+#+574)($&&+
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@<I;扬眉线蛱蝶与鳞翅目其他种线粒体基因组的

系统发育关系

以冈比亚按蚊!2*$(.+$4和果蝇?2/$O3.$ 作

为外群!基于 ** 种鳞翅目昆虫全线粒体基因组的

(3 个蛋白质编码基因的第 ( 和第 & 密码子以及 &

个F?A!基因的核苷酸序列建立贝叶斯树( 结果显

示蛱蝶科亚科级别的系统发育关系为$"绢蛱蝶亚

科NED1IE#1IEGp眼蝶亚科 HE%]F1IEG# p""蛱蝶亚科

A]@JTED1IEGp闪蛱蝶亚科!JE%"F1IEG# p"釉蛱蝶亚

科 ĜD170I11IEGp线蛱蝶亚科Z1@GI1%1/1IEG##(

线蛱蝶亚科 &( 个物种分为 , 簇$丽蛱蝶

2$1#74&'55/)C+$ 先单独成 ( 簇 %第 & 簇 $耙 蛱 蝶

图 3:基于 ** 种鳞翅目昆虫线粒体基因组的 (3 个蛋白编码基因的第 ( 和

第 & 密码子以及 & 个F?A!基因核苷酸序列的贝叶斯树

M1#23:CE]G$1EI JT]D0#GIG%17%FGG9E$G/ 0I %TG($%EI/ &I/ 70/0I$0U(3 JF0%G1IB70/1I##GIG$

EI/ %_0F?A!#GIG$0U%TG@1%07T0I/F1ED#GI0@G$GQ"GI7G$0U** DGJ1/0J%GFEI $JG71G$

分支节点的数值表示贝叶斯后验概率( >TGI0/EDVED"G$1I/17E%G%TGCE]G$1EI J0$%GF10FJF09E91D1%1G$"\\#2
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-7$*$@$##$ $35#4&+$ p"金蟠蛱蝶2$&#'9'1+$ 7'1@'&+$

p"啡环蛱蝶B49#+597+)/1$ p"珂环蛱蝶B49#+5")+&+$

p娑环蛱蝶 B49#+55'($###%第 3 簇$婀蛱蝶 !.1'#$

*$&*$ p"绿裙玳蛱蝶 E$&$4"+$ T3)++p"黑角律蛱蝶

F40+$5@+1#4$ p"绿蛱蝶 ?'97)$ 4C4)+&$ p红裙边翠蛱

蝶%3#7$)+$ +113.45"4&5###%第 , 簇!又分为 & 小簇$第

( 小簇$"珠履带蛱蝶 !#7/($ $531$ p丫纹俳蛱蝶

2$1$5$19$ @3@3# p"扬眉线蛱蝶 F+(4&+#+574)($&&+

p苏带蛱蝶 !#7/($ 53)9+#+$#%第 & 小簇$潘迪蛱蝶

2$&@+#$ 5+&'94p""虬眉带蛱蝶 !#7/($ '9$)+&$ p新

月带蛱蝶 !#7/($ 54)4&'97'1$ # p"玄珠带蛱蝶

!#7/($ 941+35p"白斑带蛱蝶 !#7/($ O$5$ p双色带

蛱蝶!#7/($ "$($###(

A;讨论

扬眉线蛱蝶基因排列顺序与已知蛱蝶科昆虫的

基因排列顺序一致"NTGI 4#$)S! &'(&% iEI#4#$)S!

&'(*E% X"EI 4#$)S! &'(*#( 其中 #1&DB#1&8B#1&W的

排列方式与假想昆虫祖先的排列方式#1&8<#1&W<#1&D

不同"C00FG4#$)S! (;;+#!但这种排列方式在鳞翅目

昆虫中却非常典型( 其线粒体基因组中 11&F 位于

%?A!

ZG""N=A#和 %?A!

eED之间!11&, 位于 %?A!

eED和控

制区之间!这些都表明了蝶类线粒体基因组进化上

的保守性(

在扬眉线蛱蝶线粒体基因组中!6A8基因起始

密码子为 Ǹ !!这与已知的大多数鳞翅目昆虫是一

致的( 通常情况下! 在昆虫中物种的6A8基因没有

标准的起始密码子!6A8基因的起始密码子具有明

显的多样性!有 3 种四联体起始密码子 >>!̀ !

!>!!和 !>>!"NDEF]EI/ i0D$%GIT0D@G! (;+3% cG

CF"15I! (;+3% a1@4#$)S! &''*#!也有人认为6A8基

因的起始密码子为六联体起始密码子!如玉米螟

A5#1+&+$ &3.+)$)+5和亚洲玉米螟 A2;31&$"$)+5中 6A8

基因的起始密码子为 >!>>!̀ "N0E%G$4#$)S!

&''.#!家蚕-'(./0('1+为 >>>>!̀ 等( 本研究所

比较的 &( 个近缘物种 6A8基因的起始密码子均为

Ǹ !( 此外!扬眉线蛱蝶B?. 基因使用了 >̀>作为

起始密码子!而其余 &' 个近缘种则均以 !>>或

!>!作为起始密码子"i" 4#$)S! &'(,#( 在终止密

码子上!扬眉线蛱蝶 6A88和 B?, 以单独的 >作为

终止密码子!而与之比较的 &' 个近缘种中!除丽蛱

蝶 2$1#74&'55/)C+$ 和苏带蛱蝶 !#7/($ 53)9+#+$ 的

6A88基因以>!!为终止密码子外!其余均以单独的

>作为终止密码子( B?, 基因则除绿裙玳蛱蝶 E2

T3)++以>!̀ 为终止密码子外!其余均以单独的 >作

为终止密码子( 从起始密码子和终止密码子的使用

情况也再一次验证了昆虫线粒体基因组中 !p>含

量偏向性的特征(

!p>富含区在鳞翅目昆虫线粒体基因组中的

位置比较保守!位于 11&, 基因和 %?A!

WG%基因之间!

但它的长度在各个物种中却变化很大( 本文中金蟠

蛱蝶227'1@'&+$ 的!p>富含区长度为 );; 9J!而

潘迪蛱蝶 225+&'94的 !p>富含区长度仅为 &)*

9J!相差 .&3 9J( 在近缘种类之间 !p>富含区的

长度差异主要是由于串联重复拷贝的数目不同!虽

然也有插入和缺失的存在!但影响相对较小"YTEI#

EI/ Ĝ_1%%! (;;)#(

基于全线粒体基因组的CE]G$1EI系统发育分析

结果表明$线蛱蝶亚科 &( 个物种中!线蛱蝶族

"Z1@GI1%1I1#首先与翠蛱蝶族"O"%TED11I1#相聚!再与

环蛱蝶族 "AGJ%1I1#聚在一起!最后与丽蛱蝶族

"\EF%TGI1I1# 聚成一簇( 由此可见! 线蛱蝶族

"Z1@GI1%1I1#与翠蛱蝶族"O"%TED11I1#的亲缘关系较

近!其次是环蛱蝶族 AGJ%1I1!而丽蛱蝶族 \EF%TGI1I1

是该亚科较早分化出来的一支( 这一结果与i" 等

"&'(,#的研究结论基本吻合( 我国传统的形态分

类系统将婀蛱蝶 !2*$&*$ 和耙蛱蝶 -2$35#4&+$ 划

分为线蛱蝶族!本研究结果显示!耙蛱蝶 -2$35#4&+$

与环蛱蝶族物种金蟠蛱蝶227'1@'&+$)啡环蛱蝶B2

97+)/1$)珂环蛱蝶 B2")+&+$ 和娑环蛱蝶 B25'($ 聚

成一簇%婀蛱蝶!2*$&*$则和翠蛱蝶族的绿裙玳蛱

蝶E2T3)++)黑角律蛱蝶 F2@+1#4$)绿蛱蝶 ?24C4)+&$

和红裙边翠蛱蝶%2+113.45"4&5聚为一簇( 本研究结

果与传统的形态分类学研究结论有所不同(

参考文献 "#03040()02#
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YTEI#XL! È0LA! &'',S>0/G$1#I \N?JF1@GF$_1%T dD1#0* EI/

\F1@GF\FG@1GF.S67+&$ Q>-+'+&;'1(S! &",#$ (. -(+S.张新宇!

高燕宁! &'',S\N?引物设计软件使用技巧S生物信息学! &

",#$ (. -(+/

"责任编辑$ 马丽萍#


