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摘 要 旨在通过高通量测序技术获得赤琥珀螺(Succinea
 

erythrophana)线粒体基因组全序列,对其结构及

组成特征进行分析,并结合NCBI数据库已公布的琥珀螺科及柄眼目物种序列,以最大似然法和贝叶斯法分

别进行系统发育分析。结果显示:①赤琥珀螺线粒体基因组全长
  

14
 

023
 

bp(GenBank
 

No.ON533899),由37
个基因和一段富含AT的非编码控制区组成,有20处基因间隔,13处基因重叠。A+T平均含量为77.3%,

表现出明显的AT偏向性。基因的排列顺序、结构与组成、密码子使用情况与琥珀螺科已报道种类相似。
 

 

②除tRNA-Phe、tRNA-His、tRNA-Ser1、tRNA-Ser2外,其余
  

tRNAs呈典型三叶草结构。③Ka/Ks选择压

力分析显示其受到纯化选择作用。④系统发育研究揭示赤琥珀螺与同属的腐败琥珀螺(Succinea
 

putris)亲
缘关系最近,然后与同科其他物种形成姐妹群关系。
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  线粒体基因组是动物系统发育研究中广泛使

用的分子标记[1]。这主要得益于其分子结构相对

简单、具有较高的进化速率、母系遗传、重组率低

和拷贝数高等优点[2-3]。近年来,随着基因组测序

技术的发展和测序成本的下降,对线粒体基因组

的研究报道大量增加,但不同动物类群的研究存

在一定差异,对无脊椎动物的关注明显少于脊椎

动物。
琥珀螺科(Succineidae)是软体动物门(Mol-

lusca)、腹足纲(Gastropoda)、柄眼目(Stylomma-
tophora)的主要类群[4]。该科物种形态多样,大
多数种类水陆两栖,其中一些种类危害棉、麻、粮、
蔬菜等农作物和园艺花卉,有些是家畜、家禽及野

生动物寄生吸虫、线虫的中间宿主,而另有一些种

类其软体和贝壳均可入药,因而琥珀螺科与人类

关系十分密切[5]。但对琥珀螺科的研究多集中在

形态方面,线粒体基因组研究十分有限,目前仅有

腐败琥珀螺(Succinea
 

putris)[6]、五家渠尖缘螺

(Oxyloma
 

wujiaquensis)[7]和 Omalonyx
 

un-

guis[8]共3个物种的线粒体基因组被报道。
赤琥珀螺(Succinea

 

erythrophana
 

Ancey,

1883)是琥珀螺科中的小型种类,为中国特有种,
在吉林、北京、河北、山西、陕西、新疆和长江中下

游及其以南的两广地区广泛分布[9]。赤琥珀螺也

是传统中药,中药名为缘桑螺,主治小儿惊风,痔
疮,脱肛等症(中药大辞典,中华本草)。目前对赤

琥珀螺的研究仅见贝壳形态和分布地的简单记

述[10],本试验将对其进行线粒体全基因组测定以

及系统发育关系研究,以期为该物种的系统进化

及保护利用提供分子依据。

1 材料与方法
 

1.1 样品采集
 

赤琥珀螺标本于2013年8月11日采自新疆

伊犁察布查尔县乌孙山公路边及山坡松林地
 

 

(43°28'N,81°06'E),海拔2
 

106
 

m,采集人张卫红

等。标本鉴定由李成有和张卫红依据其形态解剖

特征完成[11],现保存于新疆大学生命科学与技术

学院(标本号:XJU
 

S13029)。

1.2 DNA提取
 

选取一只成体赤琥珀螺,剪取腹足肌肉约
 

 

30
 

mg,使用天根公司DNA组织提取试剂盒提取



总DNA。提取结果经检测合格后(DNA质量浓

度超过100
 

ng/μL)送上海天昊生物有限公司进

行高通量测序。

1.3 线粒体基因组测序及组装
 

利用二代高通量测序技术(Illumina
 

Hiseq
平台)对赤琥珀螺线粒体全基因组测序。对下机

后的数据进行质控,低质量读段、N率较高序列及

测序接头序列等被过滤。质控后的contigs以同

属物种腐败琥珀螺(GenBank
 

No.
 

JN627206)作
为参考基因组进行序列比对,将双端数据输入

MetaSPAdes中进行组装。使用 ORF
 

finder在

线分 析 确 定 蛋 白 质 编 码 基 因 的 边 界,使 用
 

 

tRNAscan预测tRNA的位置及其二级结构。通

过 MITOS在线服务[12]进行结构功能注释,并在

Geneious
 

R11软件[13]中对注释结果手动校正。
拼接组装后的序列使用 OGDRAW 在线平台[14]

绘制基因结构图。最后,将赤琥珀螺线粒体全基

因组数据提交至NCBI数据库,获得GenBank登

录号为ON533899。

1.4 基因组序列分析
 

使用Geneious
 

R11软件统计碱基组成情况;
在CodonW

 

v1.4.2软件中统计密码子偏向性及

使用情况;通过DnaSP
 

v.5.10软件[15]计算每个

蛋白质编码基因同义替换(Ks)和非同义替换

(Ka)概率,Ka/Ks大于1、等于1和小于1分别表

示受到正选择、中性进化和纯化选择作用[16]。对

线粒体基因组链的非对称性(strand
 

asymme-
try),即两条链的组成偏差利用公式AT

 

shew=
(A-T)/(A+T)和GC

 

shew=(G-C)/(G+C)
分别进行计算。

1.5 系统发育分析
 

基于柄眼目不同类群具代表性的14个物种

(表1)的线粒体蛋白质编码基因,以新腹足目塔

螺科物种Lophiotoma
 

cerithiformis 作为外群,
使用贝叶斯法(Bayesian

 

analysis,BI)和最大似然

法(Maximum
 

likelihood
 

methods,ML)进行系统

发育分析(表1)。其中,蛋白质编码基因使用

PhyloSuite
 

v1.2.2软件[17]提取串联。BI树使用

MrBayes
 

v3.2.6软件[18]生成,马尔可夫链蒙特

卡洛分析运行100万代,每1
 

000代抽样保存1
个样本,前25%

 

burnin;ML树使用IQ-TREE
 

v.1.6.8软件构建,建树模型选用GTR+F+G,
自举检验次数设定为1

 

000次。使用iTOL在线

程序[19]对系统发育树进行美化。
表1 系统发育分析中使用的14个物种线粒体基因组基本信息

Table
 

1 Summary
 

ofmitogenomes
 

of
 

14
 

species
 

in
 

this
 

study
 

科名
Family

种名
Species

Genbank登录号
Accession

 

number
长度/bp
Length

参考文献
References

Succineidae Succinea
 

putris JN627206 14
 

092 [6]

Succinea
 

erythrophana ON533899 14
 

023 本研究
  

This
 

study

Oxyloma
 

wujiaquensis NC058597 14
 

086 [7]

Omalonyx
 

unguis MT449229 13
 

984 [8]

Bradybaenidae Aegista
 

aubryana NC029419 14
 

238 [20]

Dolicheulota
 

formosensis NC027493 14
 

237 [21]

Helicidae Helix
 

pomatia NC041247 14
 

072 [22]

Cornu
 

aspersum JQ417196 14
 

050 [23]

Camaenidae Camaena
 

cicatricosa NC025511 13
 

843 [24]

Clausiliidae Albinaria
 

caerulea NC001761 14
 

130 [25]

Achatinidae Achatina
 

fulica KM114610 15
 

057 [26]

Cerionidae Cerion
 

incanum NC025645 15
 

177 [27]

Polygyridae Praticolella
 

mexicana KX240084 14
 

153 [28]

Geomitridae Cernuella
 

virgata KR736333 14
 

147 [29]

Turridae Lophiotoma
 

cerithiformis DQ284754 15
 

380 [30]

2 结果与分析
 

2.1 线粒体基因组结构及组成
 

赤琥珀螺线粒体基因组为典型环状闭合双链

结构(图1),全长14
 

023
 

bp,由37个基因组成,包

括 13 个 蛋 白 质 编 码 (Protein
 

coding
 

genes,

PCGs)基因、22个tRNA基因、2个rRNA基因

以及1个富含AT的非编码区。A、T、C、G平均

含量为33.5%、43.8%、10.6%和12.0%,其中
 

 

A+T含量为77.3%,存在明显的 AT偏向性。
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37个基因中22个位于正链,包括9个PCGs,12
个tRNAs和1个rRNA基因;15个位于负链,包

括4个PCGs,10个tRNAs和1个rRNA基因。
存在基因间隔20处,基因重叠13处(表2)。

图1 赤琥珀螺线粒体基因组结构

Fig.1 Mitochondrial
 

genome
 

structure
 

of
 

Succinea
 

erythrophana

2.2 蛋白质编码基因
 

赤琥珀螺13个蛋白质编码基因长度在117
 

bp(
 

ATP8)到1
 

680
 

bp(
 

NAD5),总长
  

10
 

753
 

bp,

AT 含 量 为 76.7%,AT 偏 斜 (AT
 

shew)为
 

 

-0.16,GC 偏 斜 (CG
 

shew)为 0.07。13 个

PCGs中,12个基因以ATN作为起始密码子,只
有CYTB

 

基因以TTG起始;11个基因以 TAA
为终 止 密 码 子,只 有

 

NAD1 和 CYTB 基 因 以

TAG终止。

13个PCGs共编码3
 

666个氨基酸,使用频

率较高的密码子为 UUU(Phe)、UUA(Leu)和
AUU(Ile),总体偏向于使用第3位为A或T(U)
的密码子(图2)。

2.3 选择压力分析
 

赤琥珀螺线粒体基因组中所有PCGs的Ka/

Ks值均小于1(图3),即非同义突变的频率少于

同义突变,表明整体受到纯化选择作用。在13个

PCGs中,
  

ATP8、
  

NAD2 基因的 Ka/Ks值相对

较高(分别为0.392
 

8和0.387
 

9),表明它们受到

较小的选择压力,而
  

COX1 的 Ka/Ks值 最 小
 

 

(0.053
 

4),表明其受到的选择压力最大。

2.4 tRNA和rRNA基因
 

赤琥珀螺tRNAs基因总长为1
 

422
 

bp。除

tRNA-Phe、tRNA-His、tRNA-Ser1、tRNA-
Ser2 外,其他18个tRNAs的二级结构均为典

型三叶草结构(图4)。其中,tRNA-Phe 和tR-
NA-His均缺少TΨC臂,额外环较长,氨基酸臂

中出现了错配;tRNA-Ser1 和tRNA-Ser2 均缺

少DHU 臂,其 中,tRNA-Ser1 基 因 在 原 本 的

DHU臂处出现了1个8
 

bp的小茎环结构,额外

环较长,氨基酸臂中出现两对错配。

  对于rRNA 基因,16S
 

rRNA 位于tRNA-
Val 和tRNA-Pro 之 间,长 度 为 931

 

bp;12S
 

rRNA 位于tRNA-Glu 和tRNA-Met之间,长度

为764
 

bp。
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表2 赤琥珀螺线粒体基因组组成
 

Table
 

2 Composition
 

of
 

mitochondrial
 

genome
 

of
 

Succinea
 

erythrophana
 

基因
Gene

位置
Location

长度/bp
Length

方向
Direction

密码子
Condon

反密码子
Anticodon

基因间隔/bp
 

Intergenic
 

COX1 1~1
 

530 1
 

530 + ATT/TAA 3
tRNA-Val 1

 

534~1
 

597 64 + TAC -53
16S

 

rRNA 1
 

545~2
 

652 1
 

108 + -48
tRNA-Pro 2

 

605~2
 

670 66 + TGG -5
tRNA-Leu 2

 

666~2
 

731 66 + TAG 5
tRNA-Ala 2

 

737~2
 

801 65 + TGC 7
 

NAD6 2
 

809~3
 

261 453 + ATT/TAA -11
 

NAD5 3
 

251~4
 

930 1
 

680 + ATG/TAA -19
 

NAD1 4
 

912~5
 

814 903 + ATT/TAG 18
 

NAD4L 5
 

833~6
 

108 276 + ATA/TAA 3
CYTB 6

 

112~7
 

203 1092 + AAT/TAG -11
Trna-Phe 7

 

193~7
 

259 67 + GAA 6
tRNA-Asp 7

 

266~7
 

324 59 + GTC 0
tRNA-Cys 7

 

325~7
 

388 64 + GCA 7
 

COX2 7
 

396~8
 

044 649 + ATG/TAA 0
tRNA-Gly 8

 

045~8
 

113 69 + TCC -14
tRNA-His 8

 

100~8
 

169 70 + GTG 3
tRNA-Gln 8

 

235~8
 

173 63 - TTG 1
 

tRNA-Leu2 8
 

302~8
 

237 66 - GCA 1
 

ATP8 8
 

420~8
 

304 117 - ATC/TAA 1
tRNA-Asn 8

 

483~8
 

422 62 - GTT 3
 

ATP6 9
 

143~8
 

487 657 - ATG/TAA 8
tRNA-Arg 9

 

220~9
 

152 69 - TCG 0
tRNA-Glu 9

 

282~9
 

221 62 - TTC -8
12S

 

rRNA 10
 

038~9
 

275 764 - -1
tRNA-Met 10

 

102~10
 

038 65 - CAT 16
 

NAD3 10
 

472~10
 

119 354 - ATG/TAA 1
tRNA-Ser2 10

 

533~10
 

474 60 - TGA 0
tRNA-Tyr 10

 

588~10
 

534 55 - GTA 7
tRNA-Trp 10

 

662~10
 

596 67 - TCA 13
tRNA-Ser1 10

 

676~10
 

748 73 + GCT -8
 

NAD4 10
 

741~12
 

051 1
 

311 + ATT/TAA -8
tRNA-Thr 12

 

107~12
 

044 64 - TGT 13
 

COX3 12
 

900~12
 

121 780 - ATG/TAA 45
tRNA-IIe 12

 

946~13
 

016 71 + GAT -47
 

NAD2 13
 

015~13
 

965 951 + ATT/TAA 3
tRNA-Lys 13

 

969~32 87 + TTT -41

注:第4列“+,-”表示该结构区位于正链(+)或负链(-)。“基因间隔”为负值时表示相邻基因重叠。

Note:The
 

fourth
 

column
 

“+,-”
 

indicates
 

that
 

the
 

structural
 

region
 

is
 

located
 

on
 

positive
 

or
 

negative
 

chain.The
 

negative
 

value
 

of
 

the
 

in-

tergenic
 

length
 

indicates
 

overlapping
 

of
 

adjacent
 

genes.

图2 赤琥珀螺线粒体基因组蛋白质编码基因相对同义密码子使用情况

Fig.2 Relative
 

synonymous
 

codon
 

usage
 

(RSCU)
 

of
 

PCGs
 

in
 

Succinea
 

erythrophana

·871· 西 北 农 业 学 报 33卷



图3 赤琥珀螺线粒体基因组蛋白编码基因的选择压力分析

Fig.3 Selection
 

pressure
 

analysis
 

of
 

protein-coding
 

genes
 

in
 

mitochondrial
 

genome
 

of
 

Succinea
 

erythrophana

图4 赤琥珀螺中非典型的tRNA二级结构图

Fig.4 Atypical
 

secondary
 

structure
 

diagrams
 

of
 

tRNAs
 

of
 

Succinea
 

erythrophana
 

2.5 控制区
 

赤琥珀螺线粒体基因组控制区与腐败琥珀螺

及Omalonyx
 

unguis 位置一样,均位于COX3
与tRNA-Ile基因之间,其中,前者控制区长度为

 

 

45
 

bp,后两者均为50
 

bp,但与同在新疆分布的五

家渠尖缘螺有所不同,五家渠尖缘螺的控制区位

于COX1和tRNA-Val基因之间,长度为42
 

bp。

2.6 系统发育分析
 

基于线粒体基因组13个蛋白质编码基因构

建的ML和BI系统发育树拓扑结构一致,故此处

选取其中一种作为展示(图5)。结果显示柄眼目

呈单系,“non-achatinoid”类群与“achatinoid”类
群被分开,其中“achatinoid”类群仅由 Achatina

 

fulica 作为代表。琥珀螺科(Succineidae)也为单

系,与 旋 蜗 牛 总 科(Helicoidea)和 尾 刺 螺 总 科

(Urocoptoidea)聚成的支系互为姐妹群关系。琥

珀螺科中赤琥珀螺与同属的腐败琥珀螺亲缘关系

最近。

3 讨论与结论
 

本研究测定了采集自新疆的陆生贝类物种赤

琥珀螺的线粒体基因组序列,全长为14
 

023
 

bp,
该长度处于琥珀螺科已发表物种的线粒体基因组

大小范围内(13
 

984~14
 

092
  

bp,见表1)。呈共

价闭合环状双链结构,包含37个典型编码基因和

1个控制区。其线粒体全基因组展现明显的AT
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*加粗字体所示为本研究测序物种
 

*
 

Bold
 

font
 

indicates
 

the
 

species
 

sequenced
 

in
 

this
 

study

图5 基于13个蛋白质编码基因构建的BI树
 

Fig.5 Phylogenetic
 

tree
 

based
 

on
 

13
 

PCGs
 

of
 

mtDNA
 

by
 

Bayesian
 

inference
 

(BI)
 

偏向性,符合柄眼目动物类群相关特征[21]。链的

非对称性研究揭示赤琥珀螺在整个正链上有链的

不对称性逆转,即T的含量高于 A,G的含量高

于C(AT
 

skew为-0.16,GC
 

skew为0.07),与
腹足纲大部分种类相似[31]。

赤琥珀螺PCGs结构及排列与同科已报道物

种一致[6-8]。其中,最长的基因为
 

NAD5(1
 

680
 

bp),最短的为
 

ATP8(117
 

bp),亦与腹足纲物种

情况一致[32]。密码子使用情况显示偏向于使用

第3位为A或T(U)的密码子,与Guzmán等对

Omalonyx
 

unguis的研究结果一致[8]。对选择压

力的研究发现,13个PCGs的Ka/Ks比值均小于

1,表明受到纯化选择作用,但不同基因受选择强

度并不相同:
 

ATP8 和
 

NAD2 基因受选择压力较

小,因而有利于它们进化速率加快;相比较而言,

COX1 基因受选择压力较大,因而相对于其他基

因可能更为保守,这与通常认为的COX1 可作为

DNA条形码进行物种鉴定的观点相一致[33]。
赤琥珀螺rRNAs的基因位置及长度与琥珀

螺科已报道物种相似,但tRNAs基因的二级结构

则有所不同。这与通常认为的线粒体基因组中基

因排列顺序和结构是可变的[34],且tRNA的位置

变动要比rRNA以及蛋白质编码基因更为常见

的观点相一致[35]。本研究中,赤琥珀螺的tRNA-
Ser1 基因在原本DHU臂处出现了1个8

 

bp的

小茎环结构,而同科已报道的3个物种均缺乏这

一结构。除此之外,赤琥珀螺tRNA-Phe 和tR-
NA-His基因的二级结构缺失 TΨC臂,亦与琥

珀螺科已报道种不同[6-8]。尽管如此,由于陆生贝

类许多重要类群的线粒体基因组当前未知,对于

它们基因重排的机制、进化模式和变异程度至今

尚不清楚。因此,对当前观察到的基因结构差异

在系统发育和进化研究中的意义有待更广泛的
 

 

探究。
腹足纲物种的系统发育分析一直备受关注,

本研究中对高阶层柄眼目的系统分类显示其呈现

单系,与 Wade等的研究结果相一致[36]。柄眼目

中对于琥珀螺科的分类问题亦备受重视,本研究

对该科的研究结果与 Guzmán等[8]的结果相一

致,揭示琥珀螺科是 Helicoidea
 

+
 

Urocoptoidea
的姐妹群。对于赤琥珀螺的分类,本研究揭示其

与同属的腐败琥珀螺关系最近,而与同在新疆分

布的尖缘螺属物种五家渠尖缘螺关系较远,这与

形态学研究进行的物种划分结果一致。未来,期待

有更多种类的线粒体基因组被测定研究,以便进行

更为全面、深入的系统发育探讨。
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Complete
 

Mitochondrial
 

Genome
 

Sequencing
 

and
 

Phylogeny
Analysis

 

of
  

Succinea
 

erythrophana
 

MA
 

Rui,ZHANG
 

Weihong
 

and
  

GUO
 

Yangyang
(Xinjiang

 

Key
  

Laboratory
 

of
 

Biological
 

Resources
 

and
 

Genetic
 

Engineering,College
 

of
 

Life
 

Science
 

and
 

Technology,Xinjiang
 

University,Urumqi 830017,China)

Abstract In
 

this
 

study,we
 

obtained
 

the
 

complete
 

mitochondrial
 

genome
 

sequence
 

of
 

Succinea
 

eryth-
rophana

 

by
 

high-throughput
 

sequencing,and
 

analyzed
 

its
 

structural
 

and
 

compositional
 

features,and
 

performed
 

phylogenetic
 

analyses
 

using
 

maximum
 

likelihood
 

(ML)
 

and
 

Bayesian
 

inference
 

(BI)
 

meth-
ods

 

(mtDNA
 

sequences
 

of
 

three
 

species
 

of
 

Succineidae
 

and
 

some
 

species
 

of
 

Stylommatophora
 

used
 

in
 

this
 

paper
 

downloading
 

from
 

NCBI).The
 

results
 

showed
 

that:①The
 

complete
 

mitochondrial
 

genome
 

of
 

Succinea
 

erythrophana
 

was
 

14
 

023
 

bp
 

in
 

length
 

(GenBank
  

No.ON533899),consisting
 

of
 

37
 

genes
 

and
 

a
 

segment
 

of
 

AT-rich
 

non-coding
 

control
 

region,with
 

20
 

gene
 

spacings
 

and
 

13
 

gene
 

overlaps.The
 

average
 

A+T
 

was
 

77.3%,showing
 

a
 

significant
 

AT
 

bias.The
 

order
 

of
 

gene
 

arrangement,structure
 

and
 

composition,and
 

codon
 

usage
 

were
 

similar
 

to
 

those
 

of
 

the
 

reported
 

species
 

in
 

the
 

Succineidae.
 

 

②The
 

secondary
 

structure
 

of
 

most
 

tRNAs
 

in
 

Succinea
 

erythrophana
 

showed
 

a
 

typical
 

cloverleaf
 

structure
 

except
 

for
 

tRNA-Phe,tRNA-His,tRNA-Ser1,and
 

tRNA-Ser2.③Ka/Ks
 

selection
 

pressure
 

analysis
 

of
 

Succinea
 

erythrophana
 

showed
 

that
 

it
 

was
 

subject
 

to
 

purifying
 

selection.④Phylogenetic
 

studies
 

showed
 

the
 

closest
 

relatives
 

of
 

Succinea
 

erythrophana
 

and
 

Succinea
 

putris,which
 

then
 

formed
 

sister
 

groups
 

with
 

other
 

species
 

of
 

the
 

same
 

family.
Key

 

words Succinea
 

erythrophana;Succineidae;Mitochondrial
 

genome;Phylogeny
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