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蚕豆象的线粒体基因组研究及系统发育分析
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摘要: 【目的】蚕豆象是农业上一种重要害虫ꎬ本文测序、分析了蚕豆象的线粒体全基因组ꎬ以期为更好地

理解茎甲亚科分支类群、豆象亚科和蚕豆象的系统发育提供线粒体基因组数据ꎮ 【方法】在系统发育分

析中ꎬ内群取样包含茎甲亚科分支类群的 ２２ 种昆虫ꎬ外群选择 ２ 个肖叶甲亚科(Ｂａｓｉｌｅｐｔａ ｆｕｌｖｉｐｅｓ 和

Ｂａｓｉｌｅｐｔａ ｍｅｌａｎｏｐｕｓ)昆虫ꎬ分别利用最大似然法和贝叶斯法重建茎甲亚科分支类群的系统发育关系ꎮ 【结
果】蚕豆象的线粒体基因组全长为 １６５８６ ｂｐ (ＧｅｎＢａｎｋ 序列号: ＯＰ６５０２５５)ꎬ包含 ３７ 个基因(１３ 个蛋白质

编码基因、２ 个核糖体 ＲＮＡ 基因和 ２２ 个转运 ＲＮＡ 基因)和一段非编码控制区ꎮ 所有转运 ＲＮＡ 基因中ꎬ
除 ｔｒｎＳ１ 因缺少二氢尿嘧啶(ＤＨＵ)臂而形成一个简单的环ꎬ无法构成稳定的三叶草结构外ꎬ其余转运 ＲＮＡ 基因均能形成典

型的三叶草结构ꎮ 此外ꎬｔｒｎＳ１ 的反密码子不是常见的 ＧＣＵꎬ而是 ＵＣＵꎮ 【结论】本研究首次获得了蚕豆象的线粒体基因组

全序列ꎮ ２ 种不同的系统发育分析方法构建的系统发育关系显示:豆象亚科、茎甲亚科、水叶甲亚科和负泥虫亚科为单系

群ꎻ豆象亚科与水叶甲亚科＋负泥虫亚科为姐妹群ꎻ蚕豆象与四纹豆象为姐妹群ꎮ
关键词: 鞘翅目ꎻ 豆象亚科ꎻ 蚕豆象ꎻ 线粒体基因组ꎻ 系统发育
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　 　 蚕豆象 Ｂｒｕｃｈｕｓ ｒｕｆｉｍａｎｕｓ Ｂｏｈｅｍａｎ 属鞘翅目

Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ 叶甲科 Ｃｈｒｙｓｏｍｅｌｉｄａｅ 豆象亚科 Ｂｒｕｃｈｉ￣
ｎａｅꎬ是农业上的一种重要害虫ꎬ在全世界均有分布

(来有鹏ꎬ２０１９ꎻ 王昶等ꎬ２０１８)ꎮ 蚕豆象在我国一

年发生一代ꎬ卵为浅黄色椭圆形ꎬ幼虫体色为乳白

色ꎬ有 ４ 个龄期ꎬ整个幼虫龄期平均约为 ９０ ｄꎬ蛹一

般为浅黄色椭圆形ꎬ成虫具有椭圆形黑色的体背ꎬ
主要以蚕豆 Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌｉｎｎ.为食ꎬ严重时可降低蚕
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豆产量 ３０％左右ꎬ是蚕豆生长发育期危害最严重的

一种害虫(丁国卫等ꎬ２００６ꎻ 董亮ꎬ２０１１ꎻ 徐淑华ꎬ
２０１２ꎻ Ｂｉｄｄｌｅ ＆ Ｃａｔｌｉｎꎬ２００７ꎻ Ｔｒａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９３)ꎮ 目

前ꎬ对蚕豆象的研究主要集中在生物学、化学生态

学和害虫防治等方面(王昶等ꎬ２０１８ꎻ Ｇａｉｌｉｓｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２２ꎻ Ｍｅｎｄｅｓｉｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２２ꎻ Ｓｅｇｅｒｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２１)ꎬ暂
未发现蚕豆象的线粒体基因组的分子系统学研究ꎮ

近年来ꎬ随着高通量测序技术的快速发展ꎬ越
来越多的昆虫线粒体基因组被公布ꎮ 线粒体基因

组作为一种分子遗传标记ꎬ具有基因组组织结构相

对保守、进化速率快和母系遗传等优点ꎬ已经被广

泛应用于鞘翅目昆虫的系统发育研究(林兴雨等ꎬ
２０２２ꎻ Ｇｉｌｌｅｔｔｅｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 截至

２０２３ 年 ２ 月ꎬＧｅｎＢａｎｋ 上已经释放了超过 ４００ 条叶

甲科完整或部分的线粒体基因组数据ꎮ
叶甲科由 ３ 个主要的亚科类群组成:茎甲亚科

Ｓａｇｒｉｎａｅ 分支类群(豆象亚科 Ｂｒｕｃｈｉｎａｅ、茎甲亚科

Ｓａｇｒｉｎａｅ、水叶甲亚科 Ｄｏｎａｃｉｉｎａｅ 和负泥虫亚科 Ｃｒｉ￣
ｏｃｅｒｉｎａｅ)、肖叶甲亚科 Ｅｕｍｏｌｐｉｎａｅ 分支类群( Ｓｐｉ￣
ｌｏｐｙｒｉｎａｅ、肖叶甲亚科 Ｅｕｍｏｌｐｉｎａｅ、隐头叶甲亚科

Ｃｒｙｐｔｏｃｅｐｈａｌｉｎａｅ 和 龟甲亚科 Ｃａｓｓｉｄｉｎａｅ)和叶甲亚

科 Ｃｈｒｙｓｏｍｅｌｉｎｅ 分支类群(叶甲亚科 Ｃｈｒｙｓｏｍｅｌｉｎａｅ
和 萤叶甲亚科 Ｇａｌｅｒｕｃｉｎａｅ) (Ｇóｍｅｚ￣Ｚｕｒｉｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)ꎮ 然而ꎬ叶甲科 ３ 个主要的亚科类群之一的

茎甲亚科 Ｓａｇｒｉｎａｅ 分支类群仅有 ２１ 条线粒体基因

组数据被释放ꎮ
本研究利用高通量测序技术首次获得了完整

的蚕豆象的线粒体基因组数据ꎬ对其线粒体基因组

组织结构进行了注释ꎬ对密码子的使用频率、核苷

酸的含量组成、转运 ＲＮＡ 的二级结构等线粒体基

因组特点分别进行了详细分析和预测ꎬ以期为更好

地理解茎甲亚科分支类群、豆象亚科和蚕豆象的系

统发育提供基因组数据ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 标本采集与 ＤＮＡ 提取

试验所用的蚕豆象成虫标本于 ２０２０ 年 １０ 月

采集于河南省郑州市(３４°８０′Ｎꎬ １１３°６６′Ｅ)ꎮ 将采

集到的蚕豆象成虫标本浸泡在 ９５％乙醇中ꎬ置于河

南农业大学植物保护学院标本馆－８０ ℃超低温冰

箱中ꎬ用于 ＤＮＡ 提取ꎮ 根据天根生化科技(北京)
有限公司的动物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书提

取蚕豆象成虫胸部肌肉的总 ＤＮＡꎮ 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ

２０００ 分光光度计和 １.５％的琼脂糖凝胶电泳分别检

测样本总 ＤＮＡ 的浓度及质量ꎮ
１.２　 高通量测序与线粒体基因组组装

将检测质量合格以及浓度大于 ２０ ｎｇ􀅰μＬ－１的

ＤＮＡ 送往北京诺禾致源科技股份有限公司构建

３５０ ｂｐ 的小片段文库ꎬ并进行高通量测序ꎬ使用 Ｉｌ￣
ｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２５００ 测序平台对所构建的小片段测

序文库进行双末端(２×１５０ ｂｐ ＰＥ)测序ꎮ 最后ꎬ将
下机的原始数据去除接头ꎬ进行质量控制ꎬ过滤、删
除低质量的序列ꎬ获得 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎮ 利用 ＧｅｔＯｒ￣
ｇａｎｅｌｌｅ ｖ１.７.５.２ 软件(Ｊｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２０)进行线粒体

基因组的组装以及拼接ꎬ从而得到完整的线粒体基

因组数据ꎮ
１.３　 线粒体基因组的注释和分析

采用组装得到的蚕豆象的线粒体全基因组数

据在 ＭＩＴＯＳ 在线网站(Ｂｅｒｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)上进行初

步的功能注释ꎬ参数设置 ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｄｅ:０５￣ｉｎｖｅｒｔｅｒ￣
ｂｒａｔｅꎻｒｅｆｅｒｅｎｃｅ:ＲｅｆＳｅｑ ８９ Ｍｅｔａｚｏａꎬ其余均按照 ＭＩ￣
ＴＯＳ 默认参数进行设置ꎮ 通过 ＭＩＴＯＳ 预测后得到

２２ 个转运 ＲＮＡ 基因的二级结构ꎬ对近缘种的线粒

体基因组的序列比对和验证ꎬ手动矫正线粒体基因

组的 １３ 个蛋白质编码基因、ｒｒｎＬ 和 ｒｒｎＳ 核糖体基

因和 ２２ 个转运 ＲＮＡ 的基因边界ꎮ 将注释正确的

线粒体全基因组序列上传至 ＧｅｎＢａｎｋ 获得登陆号

为 ＯＰ６５０２５５ꎮ 利用 ＭＥＧＡ １１. ０ 软件 ( Ｔａｍｕｒａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０２１)分析和计算蚕豆象线粒体基因组全部的

蛋白质编码基因的碱基组成以及密码子的使用频

率情况ꎮ 利用 ＡＴ￣ｓｋｅｗ＝(Ａ－Ｔ) / (Ａ＋Ｔ)和 ＧＣ￣ｓｋｅｗ
＝(Ｇ－Ｃ) / (Ｇ＋Ｃ)公式分别计算蚕豆象线粒体基因

组的 ＡＴ 偏倚和 ＧＣ 偏倚(Ｐｅｒｎａ ＆ Ｋｏｃｈｅｒꎬ１９９５)ꎮ
１.４　 多序列比对

利用 ＭＡＦＦＴ ｖｅｒｓｉｏｎ ７ 软件对蚕豆象的蛋白质

编码基因的核苷酸和氨基酸序列分别进行比对

(Ｋａｔｏｈ ＆ Ｓｔａｎｄｌｅｙꎬ２０１３)ꎮ 使用 ｔｒｉｍＡｌ ｖ１.４ 对序列

中模糊比对的片段进行修剪、删除和对齐(Ｃａｐｅｌｌａ￣
Ｇｕｔｉéｒｒｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ 利用 ＦＡＳｃｏｎＣＡＴ￣Ｇ＿ｖ１. ０４
进行串联线粒体基因组序列得到数据矩阵(Ｋüｃｋ ＆
Ｌｏｎｇｏꎬ２０１４)ꎮ 用于构建系统发育分析的数据矩阵

包括 １３ 个蛋白质编码基因的核苷酸序列 ( １３
ＰＣＧｎｔ)构建的数据矩阵和 １３ 个蛋白质编码基因的

氨基酸序列(１３ ＰＣＧａａ)构建的数据矩阵ꎮ
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１.５　 系统发育分析

利用最大似然法(ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ)和贝叶

斯法(Ｂａｙｅｓｉａｎ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ)重建茎甲亚科分支类群的

系统发育树ꎮ 利用 ＩＱ￣ＴＲＥＥ ２.０.６ (Ｎｇｕｙｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)进行最大似然法系统发育分析ꎬ根据贝叶斯

信息法则(Ｂａｙｅｓｉａｎ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎꎬ ＢＩＣ)通过

软件自动筛选得到最适建树模型为 ＧＴＲ＋Ｆ＋Ｉ＋Ｇ４
模型ꎬ系统发育树的节点支持率通过自举检验置信

度进行评估(参数设置为－ｂｂ:１００００ꎬ－ｎｍ:１００００ꎬ－
ａｌｒｔ:１００００)ꎮ 使用 ＭｒＢａｙｅｓ ｖ３.２ 进行贝叶斯法系统

发育分析(Ｒｏｎｑｕｉｓｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２):使用 ４ 条蒙特卡

罗马尔柯夫链(Ｍａｒｋｏｖ ｃｈａｉｎ Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏꎬ ＭＣＭＣ)
同时运行 ２×１０６ 代ꎬ每运行结束 １０００ 代进行一次

抽样ꎬ删除 ２５％的老化树ꎬ获得多数一致树ꎮ

２ 　 结果与分析
２.１ 　 线粒体基因组分析

利用 ＯＧＤＲＡＷ Ｖｅｒｓｉｏｎ １. １ 软件 ( Ｇｒｅｉｎｅｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１９)获得蚕豆象的线粒体全基因组结构图(图
１)ꎮ 蚕豆象的线粒体基因序列全长 １６５８６ ｂｐꎬ其
中ꎬＡ＋Ｔ 含量为 ７６.９５％ꎬＧ＋Ｃ 含量为 ２３.０５％ꎮ 该

线粒体全基因组包含 ３７ 个基因(１３ 个蛋白质编码

基因、２ 个核糖体 ＲＮＡ 基因和 ２２ 个转运 ＲＮＡ 基

因)和 １ 个非编码控制区(表 １)ꎮ
在蚕 豆 象 的 线 粒 体 基 因 组 中ꎬ Ｌ 链 ( ｌｉｇｈｔ

ｓｔｒａｎｄ)共编码 １４ 个线粒体基因ꎬ分别包含 ４ 个蛋

白质编码基因、８ 个转运 ＲＮＡ 基因以及 ２ 个核糖体

ＲＮＡ 基因ꎻＨ链( ｈｅａｖｙｓｔｒａｎｄ)共编码２３个线粒体

基因ꎬ分别包括 ９ 个蛋白质编码基因和 １４ 个转运

ＲＮＡ 基因ꎮ 非编码控制区位于 ｒｒｎＳ 和 ｔｒｎＩ 之间ꎬ长
度为 ９４２ ｂｐꎬ其 Ａ＋Ｔ 和 Ｇ＋Ｃ 含量分别为 ８２.０６％和

１７.９４％ꎮ 蚕豆象的正、负链的蛋白质编码基因、负
链的核糖体 ＲＮＡ 基因、正、负链的转运 ＲＮＡ 基因

以及整个线粒体基因组的 Ａ＋Ｔ 含量丰富ꎬ为 ７３.８％
~８０.８％ꎮ 其中ꎬ位于正链的 ９ 个蛋白质编码基因的

Ａ＋Ｔ 含量最低为 ７３.８％ꎬ位于负链的 ２ 个核糖体

ＲＮＡ 基因的 Ａ＋Ｔ 含量最高为 ８０.８％ꎮ ＡＴ 偏倚和 ＧＣ
偏倚分别为－０.２３０~０.０３６ 和－０.１８７~０.３４３ (表 ２)ꎮ

图 １　 蚕豆象线粒体基因组结构
Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｂ. ｒｕｆｉｍａｎｕｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ

表 １　 蚕豆象线粒体基因组注释
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｂ. ｒｕｆｉｍａｎｕｓ

基因
Ｇｅｎｅ

长度
Ｇｅｎｅ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ

起始位置
Ｓｔａｒｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎ / ｂｐ

终止位置
Ｓｔｏｐ ｐｏｓｉｔｉｏｎ / ｂｐ

起始密码子
Ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ

终止密码子
Ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ

编码链
Ｃｏｄｉｎｇ ｓｔｒａｎｄ

ｔｒｎＩ ６６ ９４３ １００８ Ｈ
ｔｒｎＱ ６９ １０９０ １０２２ Ｌ
ｔｒｎＭ ６９ １０９０ １１５８ Ｈ
ｎａｄ２ １０１４ １１５９ ２１７２ ＡＴＴ ＴＡＡ Ｈ
ｔｒｎＷ ６６ ３０８９ ３１５４ Ｈ
ｔｒｎＣ ６３ ３２０９ ３１４７ Ｌ
ｔｒｎＹ ６６ ３２８０ ３２１５ Ｌ
ｃｏｘ１ １５４８ ３２７３ ４８２０ ＡＴＣ ＴＡＡ Ｈ
ｔｒｎＬ２ ６５ ４８１６ ４８８０ Ｈ
ｃｏｘ２ ６８５ ４８８４ ５５６８ ＡＴＡ Ｔ Ｈ
ｔｒｎＫ ７０ ５５６９ ５６３８ Ｈ
ｔｒｎＤ ６６ ５６３８ ５７０３ Ｈ
ａｔｐ８ １５６ ５７０４ ５８５９ ＡＴＴ ＴＡＡ Ｈ
ａｔｐ６ ６７５ ５８５３ ６５２７ ＡＴＧ ＴＡＡ Ｈ
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　 续表 １

基因
Ｇｅｎｅ

长度
Ｇｅｎｅ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ

起始位置
Ｓｔａｒｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎ / ｂｐ

终止位置
Ｓｔｏｐ ｐｏｓｉｔｉｏｎ / ｂｐ

起始密码子
Ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ

终止密码子
Ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ

编码链
Ｃｏｄｉｎｇ ｓｔｒａｎｄ

ｃｏｘ３ ７８９ ６５２７ ７３１５ ＡＴＧ ＴＡＡ Ｈ
ｔｒｎＧ ６６ ７３１６ ７３８１ Ｈ
ｎａｄ３ ３５４ ７３８２ ７７３５ ＡＴＡ ＴＡＧ Ｈ
ｔｒｎＡ ６５ ７７３４ ７７９８ Ｈ
ｔｒｎＲ ６５ ７８００ ７８６４ Ｈ
ｔｒｎＮ ６８ ７８６４ ７９３１ Ｈ
ｔｒｎＳ１ ６７ ７９３２ ７９９８ Ｈ
ｔｒｎＥ ６５ ７９９９ ８０６３ Ｈ
ｔｒｎＦ ６７ ８１２８ ８０６２ Ｌ
ｎａｄ５ １７１３ ９７９７ ８０８５ ＡＴＴ ＴＡＡ Ｌ
ｔｒｎＨ ６９ ９８６６ ９７９８ Ｌ
ｎａｄ４ １３２７ １１２５８ ９９３２ ＡＴＧ Ｔ Ｌ
ｎａｄ４ｌ ２８２ １１５３３ １１２５２ ＡＴＧ ＴＡＡ Ｌ
ｔｒｎＴ ６５ １１５４４ １１６０８ Ｈ
ｔｒｎＰ ６６ １１６７４ １１６０９ Ｌ
ｎａｄ６ ５０７ １１６８０ １２１８６ ＡＴＴ ＴＡＡ Ｈ
ｃｏｂ １１４０ １２１８６ １３３２５ ＡＴＧ ＴＡＡ Ｈ
ｔｒｎＳ２ ６８ １３３２５ １３３９２ Ｈ
ｎａｄ１ ９５１ １４３９４ １３４４４ ＴＴＧ ＴＡＧ Ｌ
ｔｒｎＬ１ ６５ １４４６０ １４３９６ Ｌ
ｒｒｎＬ １２８４ １５７２１ １４４３８ Ｌ
ｔｒｎＶ ６９ １５８０９ １５７４１ Ｌ
ｒｒｎＳ ７７８ １６５８６ １５８０９ Ｌ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｅｇｉｏｎ ９４２ １ ９４２ Ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

　 　 Ｈ:重链ꎻＬ:轻链ꎮ
Ｈ: Ｈｅａｖｙ ｓｔｒａｎｄꎻ Ｌ: Ｌｉｇｈｔ ｓｔｒａｎｄ.

表 ２　 蚕豆象的核苷酸组成和偏倚
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｋｅｗｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｂ. ｒｕｆｉｍａｎｕｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ.

特征
Ｆｅａｔｕｒｅ

长度
Ｓｉｚｅ / ｂｐ

Ａ＋Ｔ 含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ａ＋Ｔ / ％

ＡＴ 偏倚
ＡＴ￣ｓｋｅｗ

ＧＣ 偏倚
ＧＣ￣ｓｋｅｗ

ＰＣＧｓ￣Ｈ ６８６７ ７３.８ －０.１１１ －０.１４４
ＰＣＧｓ￣Ｌ ４２７２ ７８.４ －０.２３０ ０.２７５
ｒＲＮＡｓ￣Ｌ ２０６２ ８０.８ －０.０７３ ０.３４３
ｔＲＮＡｓ￣Ｈ ９３１ ７８.２ ０.０３６ ０.００５
ｔＲＮＡｓ￣Ｌ ５３４ ７４.４ ０.００８ ０.２４１
全基因组 Ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ １６５８６ ７６.９ ０.０３３ －０.１８７

　 　 ＰＣＧｓ:蛋白质编码基因ꎻｒＲＮＡｓ:核糖体 ＲＮＡꎻｔＲＮＡｓ:转运 ＲＮＡꎻＨ:重链ꎻＬ:轻链ꎮ
ＰＣＧｓ: Ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓꎻ ｒＲＮＡｓ: Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡꎻ ｔＲＮＡｓ: Ｔｒａｎｓｆｅｒ ＲＮＡꎻ Ｈ: Ｈｅａｖｙ ｓｔｒａｎｄꎻ Ｌ: Ｌｉｇｈｔ ｓｔｒａｎｄ.

２.２ 　 蛋白质编码基因分析

蚕豆象线粒体全基因组的 １３ 个蛋白质编码基

因全长为 １１１３９ ｂｐꎬ其中 Ａ、Ｔ、Ｃ 和 Ｇ 的含量分别

为３１.８１％、４３.７９％、１２.２２％和 １２.１８％ꎮ 在所有的

蛋白质编码基因的起始密码子使用中ꎬ只有 ２ 个蛋

白质编码基因(ｃｏｘ１ 和 ｎａｄ１)分别使用 ＡＴＣ 和 ＴＴＧ
作为起始密码子外ꎬ剩余的 １１ 个蛋白质编码基因

都是以常见的 ＡＴＡ、ＡＴＴ 和 ＡＴＧ 作为起始密码子ꎮ
此外ꎬ２ 个蛋白质编码基因(ｃｏｘ２ 和 ｎａｄ４)以不完整

的终止密码子 Ｔ 作为结尾ꎬ其余 １１ 个蛋白质编码

基因都是以完整的终止密码子 ＴＡＡ 或 ＴＡＧ 结尾ꎮ
在 １３ 个蛋白质编码基因的氨基酸使用中ꎬ丙

氨酸 (Ａｌａ) 的使用频率最多ꎬ为 ３９. ７２％ꎬ苏氨酸

(Ｔｈｒ)和半胱氨酸(Ｃｙｓ)使用频率分别为 ３７.２１％和

１３.６８％ꎬ甘氨酸(Ｇｌｙ)使用频率最少ꎬ为 ９.３７％ꎬ其
余氨基酸没有使用ꎮ １３ 个蛋白质编码基因的相对

密码子使用频率见表 ３ꎬ密码子使用次数最多的是

ＡＡＡꎬ共使用 ４６５ 次ꎬ密码子使用次数最少的是

ＣＧＣꎬ共使用 ２ 次ꎮ
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表 ３　 蚕豆象线粒体基因组 １３ 个蛋白质编码基因的相对密码子使用频率
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｏｆ １３ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｂ. ｒｕｆｉｍａｎｕｓ

密码子
Ｃｏｄｏｎ

数量 / 次
Ｃｏｕｎｔ ＲＳＣＵ 密码子

Ｃｏｄｏｎ
数量 / 次
Ｃｏｕｎｔ ＲＳＣＵ 密码子

Ｃｏｄｏｎ
数量 / 次
Ｃｏｕｎｔ ＲＳＣＵ 密码子

Ｃｏｄｏｎ
数量 / 次
Ｃｏｕｎｔ ＲＳＣＵ

ＵＵＵ (Ｆ) ３７６ １.５６ ＵＣＵ (Ｓ) １００ １.８９ ＵＡＵ (Ｙ) １９８ １.４１ ＵＧＵ (Ｃ) ２８ １.３０
ＵＵＣ (Ｆ) １０６ ０.４４ ＵＣＣ (Ｓ) ４５ ０.８５ ＵＡＣ (Ｙ) ８３ ０.５９ ＵＧＣ (Ｃ) １５ ０.７０
ＵＵＡ (Ｌ) ３３５ ２.６６ ＵＣＡ (Ｓ) ９５ １.７９ ＵＡＡ (∗) ３３０ １.５７ ＵＧＡ (Ｗ) ７３ １.４６
ＵＵＧ (Ｌ) ８５ ０.６７ ＵＣＧ (Ｓ) ２６ ０.４９ ＵＡＧ (∗) ９０ ０.４３ ＵＧＧ (Ｗ) ２７ ０.５４
ＣＵＵ (Ｌ) １２１ ０.９６ ＣＣＵ (Ｐ) ７０ １.５０ ＣＡＵ (Ｈ) ６３ １.４２ ＣＧＵ (Ｒ) ７ ０.７０
ＣＵＣ (Ｌ) ５４ ０.４３ ＣＣＣ (Ｐ) ５６ １.２０ ＣＡＣ (Ｈ) ２６ ０.５８ ＣＧＣ (Ｒ) ２ ０.２０
ＣＵＡ (Ｌ) １２２ ０.９７ ＣＣＡ (Ｐ) ４９ １.０５ ＣＡＡ (Ｑ) １０３ １.３９ ＣＧＡ (Ｒ) ２４ ２.４０
ＣＵＧ (Ｌ) ３９ ０.３１ ＣＣＧ (Ｐ) １２ ０.２６ ＣＡＧ (Ｑ) ４５ ０.６１ ＣＧＧ (Ｒ) ７ ０.７０
ＡＵＵ (Ｉ) ３３４ １.５８ ＡＣＵ (Ｔ) ９０ １.５９ ＡＡＵ (Ｎ) ３６２ １.６４ ＡＧＵ (Ｓ) ４１ ０.７７
ＡＵＣ (Ｉ) ９０ ０.４２ ＡＣＣ (Ｔ) ４０ ０.７１ ＡＡＣ (Ｎ) ７９ ０.３６ ＡＧＣ (Ｓ) ３２ ０.６０
ＡＵＡ (Ｍ) ３１４ １.６６ ＡＣＡ (Ｔ) ８４ １.４９ ＡＡＡ (Ｋ) ４６５ １.７６ ＡＧＡ (Ｓ) ５４ １.０２
ＡＵＧ (Ｍ) ６４ ０.３４ ＡＣＧ (Ｔ) １２ ０.２１ ＡＡＧ (Ｋ) ６４ ０.２４ ＡＧＧ (Ｓ) ３１ ０.５８
ＧＵＵ (Ｖ) ５６ １.７６ ＧＣＵ (Ａ) ４３ １.９５ ＧＡＵ (Ｄ) ７０ １.４０ ＧＧＵ (Ｇ) ３３ １.５２
ＧＵＣ (Ｖ) １３ ０.４１ ＧＣＣ (Ａ) ２５ １.１４ ＧＡＣ (Ｄ) ３０ ０.６０ ＧＧＣ (Ｇ) ６ ０.２８
ＧＵＡ (Ｖ) ４６ １.４５ ＧＣＡ (Ａ) １７ ０.７７ ＧＡＡ (Ｅ) １２３ １.５６ ＧＧＡ (Ｇ) ３３ １.５２
ＧＵＧ (Ｖ) １２ ０.３８ ＧＣＧ (Ａ) ３ ０.１４ ＧＡＧ (Ｅ) ３５ ０.４４ ＧＧＧ (Ｇ) １５ ０.６９

　 　 ＲＳＣＵ:相对密码子使用频率ꎻ∗:终止密码子ꎮ
ＲＳＣＵ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅꎻ ∗: Ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ.

２.３　 ｔＲＮＡ 和 ｒＲＮＡ 基因分析

蚕豆象线粒体全基因组的 ２２ 个转运 ＲＮＡ 基

因的序列全长为 １４６５ ｂｐꎬ其中 Ａ、Ｔ、Ｃ 和 Ｇ 的含量

分别为 ３９.３９％、３７.４１％、１０.４４％和 １２.７６％ꎮ 长度

在 ６３~ ７０ ｂｐꎮ 其中 ｔｒｎＣ 基因序列最短ꎬ为 ６３ ｂｐꎬ
ｔｒｎＫ 基因序列最长ꎬ为 ７０ ｂｐꎮ ２２ 个转运 ＲＮＡ 基因

中ꎬ１４ 个转运 ＲＮＡ 基因位于 Ｈ 链ꎬ８ 个转运 ＲＮＡ
基因位于 Ｌ 链ꎮ ｒｒｎＬ 和 ｒｒｎＳ 基因分别位于 Ｌ 链ꎮ
除 ｔｒｎＳ１ 因缺少一个二氢尿嘧啶(ＤＨＵ)臂导致不能

形成完整的三叶草结构外ꎬ其余转运 ＲＮＡ 基因均

能形成完整的三叶草结构(图 ２)ꎮ 此外ꎬｔｒｎＳ１ 的反

密码子不是常见的 ＧＣＵꎬ而是 ＵＣＵꎮ 蚕豆象线粒体

基因组的 ２ 个核糖体 ＲＮＡ 序列全长为 ２０６２ ｂｐꎬ其
中 Ａ、Ｔ、Ｃ 和 Ｇ 的含量分别为 ３７.４４％、４３. ３６％、
６.３０％和 １２.９０％ꎮ ｒｒｎＬ 和 ｒｒｎＳ 的全长分别为 １２８４
和 ７７８ ｂｐꎬＡ＋Ｔ 含量分别为 ８２.０１％和 ７８.７９％ꎬＧ＋Ｃ
含量分别为 １７.９９％和 ２１.２１％ꎮ
２.４　 系统发育分析

基于最大似然法和贝叶斯法构建的发育分析

结果如图 ３、４、５ 和 ６ 所示ꎮ ２ 种系统发育分析方法

构建的树型拓扑结构都支持茎甲亚科分支类群中

的 ４ 个亚科(豆象亚科、水叶甲亚科、茎甲亚科和负

泥虫亚科)为单系群ꎬ且有较高的节点支持值 Ｂｏｏｔ￣
ｓｔｒａｐ (ＢＳ)≥９９、ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ (ＰＰ) ＝ １ꎮ 此

外ꎬ茎甲亚科分支类群的内部系统发育关系为茎甲

亚科＋(豆象亚科＋(水叶甲亚科＋负泥虫亚科))ꎮ
１３ 个蛋白质编码基因的核苷酸序列矩阵利用

最大似然法、１３ 个蛋白质编码基因的氨基酸序列矩

阵利用贝叶斯法ꎬ在豆象亚科内的系统发育结果均

显示ꎬ由于 Ｂｒｕｃｈｕｓ ｓｐ. ＥＭＨＡＵ １５０７１３０２ 单独形成

一支ꎬ蚕豆象与四纹豆象 Ｃａｌｌｏｓｏｂｒｕｃｈｕｓ ｍａｃｕｌａｔｕｓ
(Ｆａｂｒｉｃｉｕｓ)形成一支ꎬ分别导致 Ｂｒｕｃｈｕｓ 属和 Ｃａｌ￣
ｌｏｓｏｂｒｕｃｈｕｓ 属形成非单系群ꎮ 此外ꎬ２ 个系统发育

结果都强烈支持蚕豆象与四纹豆象的姐妹群关系ꎬ
并且具有较高的节点支持值 ＢＳ＝ １００、ＰＰ ＝ １ꎮ 其余

的 Ｃａｒｙｏｐｅｍｏｎ 属、Ａｃａｎｔｈｏｓｃｅｌｉｄｅｓ 属为单系群ꎮ
使用 Ｋｉｍｕｒａ￣２￣Ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型计算蚕豆象与其

他豆象亚科的 ９ 个物种(Ｃａｒｙｏｐｅｍｏｎ ｇｉｇａｎｔｅｕｓ、Ｂｒｕ￣
ｃｈｕｓ ｓｐ. ＥＭＨＡＵ １５０７１３０２、 Ｃａｌｌｏｓｏｂｒｕｃｈｕｓ ａｎａｌｉｓ、
Ｃａｌｌｏｓｏｂｒｕｃｈｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ、 Ａｃａｎｔｈｏｓｃｅｌｉｄｅｓ ｏｂｔｅｃｔｕｓ、
Ｂｒｕｃｈｉｄｉｕｓ ｓｉｌｉｑｕａｓｔｒｉ、 Ｂｒｕｃｈｉｄｉｕｓ ｕｂｅｒａｔｕｓ、 Ｂｒｕｃｈｉｎａｅ
ｓｐ. ＧＥＮＳＰ０１ 和 Ｃａｌｌｏｓｏｂｒｕｃｈｕｓ ｍａｃｕｌａｔｕｓ)之间的种

间遗传距离ꎬ结果显示:蚕豆象与四纹豆象的遗传

距离最近为 ０. １２６ꎻ与 Ｂｒｕｃｈｉｎａｅ ｓｐ. ＧＥＮＳＰ０１、Ｂ.
ｕｂｅｒａｔｕｓ、 Ｂ. ｓｐ. ＥＭＨＡＵ １５０７１３０２、 Ａ. ｏｂｔｅｃｔｕｓ、 Ｃ.
ａｎａｌｉｓ、Ｃ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 和 Ｃ. ｇｉｇａｎｔｅｕｓ 的遗传距离依次

为 ０.１７９、０.１８０、０.１９７、０.２０４、０.２１７、０.２３６ 和 ０.２８５ꎻ
与 Ｂ. ｆｕｌｖｉｐｅｓ 的遗传距离最远ꎬ为 ０.３３０ (表 ４)ꎮ 种

间遗传距离与系统发育树所显示的亲缘关系一致

支持蚕豆象与四纹豆象为姐妹群关系ꎮ
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３　 讨论
本研究利用高通量测序技术首次获得了蚕豆

象的线粒体全基因组数据ꎬ详细分析和预测了它的

线粒体基因组的特点以及 ２２ 个转运 ＲＮＡ 基因的

二级结构ꎬ丰富了茎甲亚科分支类群的线粒体基因

组数据ꎮ 蚕豆象线粒体基因组的基因的排列顺序

与模式昆虫线粒体基因组排列顺序一致( Ｂｏｏｒｅꎬ
１９９９)ꎬ没有出现线粒体基因的丢失或重排现象ꎮ
此外ꎬ在蛋白质编码基因中ꎬ位于 Ｈ 链上的蛋白质

编码基因的 ＡＴ 含量(７３.８％)和 ＧＣ 偏倚(－０.１４４)
低于 Ｌ 链上蛋白质编码基因的 ＡＴ 含量(７８.４％)和
ＧＣ 偏倚(０.２７５)ꎬ但 Ｈ 链上的蛋白质编码基因的

ＡＴ 偏倚(－０.１１１)高于 Ｌ 链上的 ＡＴ 偏倚(－０.２３)ꎮ
在 ｔＲＮＡ 基因里ꎬ位于 Ｈ 链上的 ｔＲＮＡ 基因 ＡＴ 含量

(７８.２％)和 ＡＴ 偏倚(０.０３６)高于 Ｌ 链上 ｔＲＮＡ 基因

ＡＴ 含量(７４.４％)和 ＡＴ 偏倚(０.００８)ꎬ但 Ｈ 链上 ｔＲ￣
ＮＡ 基因的 ＧＣ 偏倚(０.００５)低于 Ｌ 链上的 ＧＣ 偏倚

(０.２４１)ꎮ

图 ２　 蚕豆象 ２２ 个 ｔＲＮＡ 基因的二级结构

Ｆｉｇ.２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ２２ ｔＲＮＡｓ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｂ. ｒｕｆｉｍａｎｕｓ
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图 ３　 基于 １３ 个蛋白编码基因的核苷酸序列构建的最大似然树
Ｆｉｇ.３　 Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅ ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １３ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ

图 ４　 基于 １３ 个蛋白编码基因的氨基酸序列构建的最大似然树
Ｆｉｇ.４　 Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅ ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １３ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ
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图 ５　 基于 １３ 个蛋白编码基因的氨基酸序列构建的贝叶斯树
Ｆｉｇ.５　 Ｂａｙｅｓｉａｎ ｔｒｅｅ ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １３ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ

图 ６　 基于 １３ 个蛋白编码基因的核苷酸序列构建的贝叶斯树
Ｆｉｇ.６　 Ｂａｙｅｓｉａｎ ｔｒｅｅ ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １３ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ
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表 ４　 蚕豆象与其他豆象亚科昆虫的线粒体蛋白质编码基因基于 Ｋｉｍｕｒａ￣２￣Ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模型的遗传距离
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐａｉｒｗｉｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｂ. ｒｕｆｉｍａｎｕｓ ａｎｄ

ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｂｒｕｃｈｉｎａｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｋｉｍｕｒａ￣２￣Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

种 Ｓｐｅｃｉｅｓ
Ａｃａｎｔｈｏ￣
ｓｃｅｌｉｄｅｓ
ｏｂｔｅｃｔｕｓ

Ｂａｓｉｌｅｐｔａ
ｆｕｌｖｉｐｅｓ

Ｂｒｕｃｈｉｄｉｕｓ
ｕｂｅｒａｔｕｓ

Ｂｒｕｃｈｉｎａｅ
ｓｐ.

Ｂｒｕｃｈｕｓ
ｒｕｆｉｍａｎｕｓ

Ｂｒｕｃｈｕｓ ｓｐ.
ＥＭＨＡＵ

Ｃａｌｌｏｓｏ￣
ｂｒｕｃｈｕｓ
ａｎａｌｉｓ

Ｃａｌｌｏｓｏ￣
ｂｒｕｃｈｕｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

Ｃａｌｌｏｓｏ￣
ｂｒｕｃｈｕｓ
ｍａｃｕｌａｔｕｓ

Ｃａｒｙｏ￣
ｐｅｍｏｎ

ｇｉｇａｎｔｅｕｓ
Ａｃａｎｔｈｏｓｃｅｌｉｄｅｓ ｏｂｔｅｃｔｕｓ
Ｂａｓｉｌｅｐｔａ ｆｕｌｖｉｐｅｓ ０.３５１
Ｂｒｕｃｈｉｄｉｕｓ ｕｂｅｒａｔｕｓ ０.２１６ ０.３３１
Ｂｒｕｃｈｉｎａｅ ｓｐ. ０.２２１ ０.３３１ ０.１８４
Ｂｒｕｃｈｕｓ ｒｕｆｉｍａｎｕｓ ０.２０４ ０.３３０ ０.１８０ ０.１７９
Ｂｒｕｃｈｕｓ ｓｐ. ０.２３６ ０.３２９ ０.２１４ ０.２０１ ０.１９７
Ｃａｌｌｏｓｏｂｒｕｃｈｕｓ ａｎａｌｉｓ ０.２４９ ０.３４８ ０.２２６ ０.２３２ ０.２１７ ０.２３７
Ｃａｌｌｏｓｏｂｒｕｃｈｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ０.２５９ ０.３４８ ０.２３９ ０.２３７ ０.２３６ ０.２５２ ０.２０１
Ｃａｌｌｏｓｏｂｒｕｃｈｕｓ ｍａｃｕｌａｔｕｓ ０.１９９ ０.３１１ ０.１７１ ０.１７０ ０.１２６ ０.１８８ ０.２１５ ０.２２９
Ｃａｒｙｏｐｅｍｏｎ ｇｉｇａｎｔｅｕｓ ０.３０８ ０.３６８ ０.２８９ ０.２９５ ０.２８５ ０.２８６ ０.３１５ ０.３１８ ０.２７９

　 　 本研究构建了茎甲亚科分支类群的系统发育

关系ꎬ研究结果与 Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０２２)的研究结果

一致ꎬ支持茎甲亚科分支类群的 ４ 个亚科茎甲亚

科、豆象亚科、水叶甲亚科和负泥虫亚科为单系群ꎮ
此外ꎬ本文研究结果也支持豆象亚科与水叶甲亚科

＋负泥虫亚科形成姐妹群ꎬ这一结果与 Ｒｅｉｄ (１９９５ꎬ
２０００ )、 Ｆａｒｒｅｌｌ ＆ Ｓｅｑｕｅｉｒａ ( ２００４ )、 Ｂｏｃａｋ ｅｔ ａｌ.
(２０１４) 研究结论一致ꎮ 但是ꎬＧｏｍｅｚ￣Ｚｕｒｉｔａ ｅｔ ａｌ.
(２００８)基于叶甲科 １６７ 个物种的 ２ 个核基因片段

(１８Ｓ ｒＲＮＡ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ)和一个线粒体基因片段

( ｒｒｎＬ)构建的茎甲亚科分支类群系统发育关系仍

不清晰ꎬＭｃｋｅｎｎａ ｅｔ ａｌ.(２０１５)基于鞘翅目 ３６７ 个物

种的 ８ 个核基因片段重建的系统发育结果支持豆

象亚科和负泥虫亚科聚为一支ꎮ 由此可知ꎬ目前关

于豆象亚科的姐妹群关系仍然存在争议ꎬ还需进一

步深入研究ꎮ
２ 种系统发育分析与种间遗传距离一致显示ꎬ

蚕豆象与四纹豆象形成姐妹群关系且有较高的节

点支持值 ＢＳ＝ １００、ＰＰ ＝ １ 和较近的遗传距离０.１２６ꎮ
这一现象可能是由于这 ２ 种昆虫在生活习性等方

面具有较多的共同特点形成的ꎮ 本研究丰富了茎

甲亚科分支类群的线粒体基因组数据ꎬ可为后续茎

甲亚科分支类群和豆象亚科的系统发育以及蚕豆

象的种群遗传学等研究提供数据支持ꎮ
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