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摘要：苔藓动物为一类底栖、滤食性、营附着生活的小型水生群体动物，关于其进化地位长期以来

一直存在许多争议。本研究测定了颈链血苔虫的线粒体基因组。它是一个双链闭合环状分子，全长

14,144 bp，与其它后生动物相比相对较小。颈链血苔虫线粒体基因组存在atp8基因缺失现象，所有

的基因都编码在同一条链上。相比其它后生动物它具有独特的基因排列顺序，而且与已发表的两个

苔藓动物线粒体基因组相比基因排列顺序也显著不同。这说明苔藓动物线粒体基因组经历了大规模

的基因重排过程。基因排列顺序比较分析的结果支持苔藓动物为原口动物的观点，提示我们基因排

列顺序的比较分析可能会成为苔藓动物门进化地位确定的良好途径。本研究为苔藓动物的分子系统

发生研究提供了宝贵的分子数据，对于其进化地位的确定有积极的推动作用。 
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ABSTRACT  Bryozoans are small sessile aquatic colonial animals, and their phylogenetic position has 
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been controversial for long time. In this paper, we have determined the complete mitochondrial genome of 

Watersipora subtorquata. It is a circular molecule of 14,145 bp, relatively small compared with most other 

published metazoan mitochondrial genomes. One of the typical 37 genes (atp8) is missing from this 

genome. It is unusual that all genes are transcribed from the same strand. The gene order is unique 

compared with mtDNA of other metazoans, and drastic rearrangement was also found when compared 

with mtDNA of the other two bryozoans. It indicates that drastic rearrangement has happened in the 

mitochondrial genome of bryozoans. Comparison of gene order supports the protostome affinity of 

Bryozoa, and indicates that comparison of gene order may be especially useful for the establishment of the 

phylogenetic position of Bryozoa. This study provides important bryozoan molecular data which will 

facilitate the phylogenetic research of Bryozoa. 

KEY WORDS   Bryozoa   Watersipora subtorquata   Complete mitochondrial genome   

Phylogenetic   Gene arrangement1

苔藓动物（也称为外肛动物）为一类底栖、滤食性、营附着生活的小型水生群体动物。苔藓动

物作为重要的海洋无脊椎动物，在一些底栖群落中常占据优势地位，同时苔藓动物在生物活性物质

分离、抗肿瘤药物开发、生物污损以及成矿作用（刘锡兴 等 2003；刘会莲 刘锡兴 2001；Blunt et 

al. 2007； Jones et al. 1990； Smith et al. 2006）等方面，和人类生产、生活密切相关。然而目前对

于苔藓动物门的分子系统发生研究还相对较少，本门进化上的许多争议还没有得到解决（Halanych 

2004）。到目前苔藓动物门在后生动物中的进化地位还没有得到确定，它与腕足动物门、帚虫动物

门以及内肛动物门的进化关系也悬而未决，对于苔藓动物门内部的系统发生关系也尚未达成共识。

更多的分子数据，尤其是基因组数据的获得，将有助于苔藓动物门进化地位的确定。 

后生动物的基因组包括核基因组与线粒体基因组。动物的线粒体基因组一般都较小，通常在 15 
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kb~20kb之间，除少数种类外都包括 37个基因，即 2个核糖体 RNA基因，13个蛋白质编码基因与

22个转运 RNA基因（Boore 1999）。线粒体基因组相比单个基因信息量更为丰富，与核基因组相比

具有大小相对较小、母系遗传、结构紧凑、基因相对保守等优点，同时它还具有基因排列顺序等基

因组层次的特征。正因为如此，线粒体基因组的比较分析已经成为系统发生研究的常用手段（Boore 

1999；Boore and Brown 1998；Boore et al. 2005）。 

本研究使用基于长 PCR 的基因组测序方法测定了颈链血苔虫（唇口目，血苔虫科）的线粒体

基因组，并对其基本特征进行分析。通过基因排列顺序的比较分析，对苔藓动物门的进化地位进行

了初步的探讨。 

1材料与方法 

1.1样品 

W. subtorquata采集自青岛，用蒸馏水清洗三次后 95%乙醇固定，4℃冰箱保存备用。 

1.2方法 

1.2.1基因组 DNA的提取和纯化 

用刀片小心刮取颈链血苔虫样品于 Eppendorf管中，去离子水浸泡半小时。剪碎后，加入 700µl

裂解液（40mM Tris-HCl，20 mM醋酸钠，1 mM EDTA，1% SDS, pH 8.0）和 5µl蛋白酶 K（20mg/mL）。

55℃消化约 2小时。4000rpm离心 5min去除钙质沉淀，小心将上清液转入新的 Eppendorf管中。等

体积的酚：氯仿：异戊醇（25：24：1）抽提两次，等体积的氯仿：异戊醇（1：1）抽提一次。将

上清液转入新的 Eppendorf 管，加入 70%体积比的异丙醇，充分混匀后－20℃冰箱中放置 30min。

12,000rpm离心 15min沉淀DNA，70％乙醇洗涤 2次后室温干燥。用 50µl TE （含 20µg/mL的 RNase）

溶解 DNA，1%琼脂糖凝胶电泳检测质量。基因组 DNA用 DNA纯化试剂盒（天根生化科技有限公

司）纯化后－20℃保存备用。 

1.2.2线粒体基因组的 PCR扩增 
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 先根据后生动物线粒体基因组通用引物（表 1）扩增 cox1，cox2，16s 基因的部分序列。PCR

为 25µl反应体系，包括 18.0 µl的灭菌去离子水，2.5 µl 10×LA PCR bufferII (Mg2+ plus, Takara)，0.5 

µl dNTP (各 10 mM)，正向引物与反向引物各 1µl，1µl LA-Taq 聚合酶，1µl模板。反应程序为： 95℃

预变性 2分钟；94℃变性 20秒，50℃退火 50秒，72℃延伸 2分钟共 38个循环；最后 72℃延伸 5

分钟。PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电泳进行检测，纯化后用 ABI 3730型测序仪测序。 

 根据已获得的线粒体基因组部分序列设计长 PCR 引物（表 1），将引物相互搭配用于整个线粒

体基因组的扩增。PCR为 25µl反应体系，包括 18.0 µl的灭菌去离子水，2.5 µl 10×LA PCR bufferII 

(Mg2+ plus, Takara)，0.5 µl dNTP (各 10 mM)，正向引物与反向引物各 1µl，1µl LA-Taq 聚合酶，1µl

模板。反应程序为：95℃预变性 2分钟；94℃变性 20秒，50℃退火 50秒，65℃延伸 10分钟共 36

个循环；最后 72℃延伸 10分钟。用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产物质量。最终获得了能够覆盖

整个线粒体基因组的一组 PCR 产物，其长度分别为：WScox1LF-WS16sLR 约 4 kb，

WScox2LF-WScox1LR约 4 kb，WS16sLF-WScox2LR约 6 kb。 

表 1 W. subtorquata线粒体基因组测定中用到引物及其序列 

Table 1 Primers used in amplifying and sequencing of W. subtorquata mitochondrial genome 

 
引物名称 
Name 

引物序列 
Sequences 

引物来源 
References 

LCO GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 

HCO TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
Folmer et al. 1994 

cox2F AAGCWAATWGGNCATCARTGRTATTG 

cox2R CTCCRCATATTTCNGARCATTGNCC 
Burger et al. 2007 

16SarF CGCCTGTTTATCAAAAACAT 

通用引物 
Universal primer 

16SbrR CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 
Palumbi 1996 

WScox1LF TCCCATTATTTGTTTGAGCCGTA 

WScox1LR AGTTCATCCAGTCCCTGCCCCTC 

WScox2LF TGCTGTTCCTGGACGACTAAATC 

WScox2LR GATTTAGTCGTCCAGGAACAGCA 

WScox3LF ATCAAGAACACACAAAGACACCC 

WScox3LR CTCCTACAGGTGGTCAAGTCGCC 

WS16sLF CTAATTGAAGGTAAGGATTGCGAC 

长 PCR引物 
Long PCR primer 

WS16sLR AGATTACGCTGTTATCCCTAAGG 

本研究中设计 
This study 

1.2.3 线粒体全基因组序列的获得 
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 将两个 4kb的 PCR产物用 DNA纯化试剂盒纯化后直接测序，使用引物步移的方法得到它们的

全长。而对于 6kb 的 PCR 产物，先用超声破碎仪随机打碎，用胶回收试剂盒（Qiagen 公司）回收

1~3 kb的片段，用 DNA聚合酶进行末端补平后插入到 pUC19平端载体中。提取重组质粒后，使用

M13通用引物测序。 

使用 phredPhrap（Ewing and Green 1998a；Ewing et al. 1998b）软件对测序的结果进行组装拼接，

然后使用 CONSED软件（Gordon et al. 1998）进行人工校对。根据拼接的结果设计引物扩增并测定

剩下的缺口，并补测低质量区，直到得到线粒体全基因组。 

1.2.4 基因注释 

 通过在线基因注释工具 DOGMA（Wyman et al. 2004）对蛋白质编码基因及两个核糖体 RNA基

因进行注释。Genome type选择“Mitochondrial”，Percent identity cutoff for protein coding genes设为

30，Percent identity cutoff for RNAs设为 30，其它参数采用默认值。随后通过与其它后生动物对应

的同源基因进行 BLAST比对来确定每个基因的精确位置。 

 大多数转运 RNA基因通过在线 tRNA注释工具 tRNAscan-SE 1.21（Lowe and Eddy 1997）来注

释得到。Genetic Code 设为”invertebrate mitochondrial”, Source 设为”mito/chloroplast”，Cove score 

cutoff设为 2，其它都取默认值。剩余的转运 RNA基因通过人工寻找 tRNA二级结构及反密码子来

确定。 

2 结果与分析 

2.1 碱基组成分析 

 W. subtorquata的线粒体基因组在NCBI的序列号为EU365892。它为闭合双链环状分子，全长

14,144 bp，与已发表的其它后生动物线粒体基因组比较相对较小。在W. subtorquata的线粒体基因组

中，其发现了 12处基因间的重叠区，大小在 1到 4个碱基之间，共有 21个碱基；发现了 16个非

编码区，共有 164个碱基，其中cox1 与tRNALeu(CUN)间的非编码区具 100个碱基且AT含量较高（73%），
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推测为D-loop区。α-链的碱基组成为：A = 5,146 (36.4%), T = 4,842 (34.2%), C = 2,303 (16.3%), G = 

1,853 (13.1%)，AT含量为 70.6%。 
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表 2 W. subtorquata线粒体基因组基因组成 

Table 2  Mitochondrial genome profiles of W. subtorquata 

基因 

Gene 

编码链 

Strand 

位置 

Position 

大小 

Size (bp) 

起始密码子 

Start codon 

终止密码子 

Stop codon 

基 因 间 区 碱 基

Intergenic nucleotidesa

cox1 + 1-1548 1548 ATC TAA  

nCR + 1549-1648 100   0 

tRNALeu(CUN) + 1652-1708 57   3 

cox3 + 1717-2502 786 ATA TAG 8 

tRNAIle + 2501-2560 60   -2 

nad1 + 2561-3483 923 ATG TAb 0 

tRNAGly + 3483-3544 62   -1 

lrRNA + 3545-4676 1132   0 

tRNASer(AGN) + 4679-4734 56   2 

tRNATrp + 4735-4801 67   0 

tRNAAsp + 4801-4863 63   -1 

nad5 + 4867-6546 1680 ATG TAG 3 

tRNAAla + 6544-6598 55   -3 

tRNALys + 6597-6659 63   -2 

tRNAAsn + 6664-6730 67   4 

nad2 + 6731-7693 963 ATG TAA 0 

tRNAHis + 7694-7754 61   0 

cob + 7755-8849 1095 ATG TAA 0 

tRNAArg + 8848-8914 67   -2 

srRNA + 8915-9684 770   0 

tRNASer(UCN) + 9696-9748 53   11 

tRNALeu(UUR) + 9748-9803 56   -1 

cox2 + 9803-10478 676 ATG Tb -1 

tRNAPro + 10479-10541 63   0 

tRNAGlu + 10541-10602 62   -1 

tRNAPhe + 10602-10666 65   -1 

nad3 + 10667-11018 352 ATG Tb 0 

tRNATyr + 11019-11069 51   0 

tRNAThr + 11070-11133 64   0 

tRNACys + 11134-11193 60   0 

nad4L + 11197-11490 294 ATG TAA 3 

nad4 + 11511-12824 1314 ATA TAA 20 

atp6 + 12830-13508 679 ATG Tb 5 

tRNAGln + 13505-13564 60   -4 

nad6 + 13567-14028 462 ATA TAA 2 

tRNAMet + 14027-14089 63   -2 

tRNAVal + 14093-14144 52   3 

a 基因间间隔区的碱基数，负数代表相邻基因间的碱基重复数目 
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b 通过多腺苷酸化来完成的终止子 
 

1.3.2蛋白质编码基因 

后生动物的线粒体基因组通常都具有 13个蛋白质编码基因。然而 W. subtorquata的线粒体基因

组缺失了 atp8基因，只有 12个蛋白质编码基因。atp8基因从线粒体基因组中缺失的现象在其它后

生动物中也曾发现过。所有的蛋白质编码基因都编码在 α-链上。其中有 8个基因（cox2，atp6，cob，

nad1，nad2，nad3，nad4L与 nad5）使用了 ATG起始密码子， cox3, nad4与 nad6使用了 ATA，cox1

使用了 ATC。8个基因使用了完全终止密码子（cox1与 nad5使用了 TAG; cox3，cob，nad2，nad4，

nad4L与 nad6使用了 TAA），4个基因使用了不完全终止密码子（nad1使用了 TA， cox2，atp6与

nad3使用了 T）。 

1.3.3 核糖体 RNA与转运 RNA基因 

W. subtorquata的两个核糖体RNA都编码在α-链上。lrRNA位于tRNAGly与tRNASer(AGN) 之间，具有

1132个碱基，srRNA位于tRNAArg与tRNASer(UCN)之间，具有 770个碱基。W. subtorquata的线粒体基因

组具有后生动物典型的 22 个tRNA基因， 除tRNATyr 的DHU臂缺失外，其它 21 个转运RNA都呈三

叶草结构。 

1.3.4基因排列顺序 

 线粒体基因组基因排列顺序的比较分析用于推测物种间进化关系有很多优势。几乎所有的动物

都具有同样的一系列基因，这些基因通过基因重排可以形成极多的状态，所以回复或趋同现象不太

可能发生。虽然线粒体基因组进化速率较快，然而除极少数类群外，基因排列顺序大多都比较稳定，

例如人和鲨鱼就具有同样的基因排列顺序。这使得通过基因排列顺序的比较分析来推测深层进化关

系尤其有用（Boore 1999; Boore et al. 2005）。目前线粒体基因组排列顺序比较分析已经成为研究后

生动物系统发生的常用方法（Boore et al. 1995；Boore et al. 2005）。原先已经发表的两条苔藓动物，

即 Flustrellidra hispida（Waeschenbach et al. 2006）与 Bugula neritina的线粒体基因组都具有独特的
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基因排列顺序。W. subtorquata的线粒体基因组的基因排列顺序与其它后生动物也显著不同。与其它

后生动物相比，基因排列顺序相同的最长的基因区段（不包括转运 RNA 基因）仅包括 4 个基因，

即 nad6-cox1-cox3-nad1，存在于 Heterodoxus macropus（节肢动物门）中。长期以来对于苔藓动物

是原口动物还是后口动物一直存在许多争议，基因组排列顺序的比较分析支持苔藓动物为原口动物

的观点。另外，这三个苔藓动物的线粒体基因组的基因排列顺序也显著不同，可见苔藓动物在进化

过程中经历了大规模的基因重排过程。 

3 讨论 

关于苔藓动物门的进化地位一直存在许多争议，目前关于苔藓动物的分子系统发生研究较少，

分子数据相对缺乏。本研究测定了 W. subtorquata的线粒体全基因组。相比其它后生动物的线粒体

基因组，它具有一些显著特征：全长 14,144 bp，与其它后生动物相比相对较小；缺失了 atp8基因；

所有的基因都编码在同一条链上。W. subtorquata的线粒体基因组相比其它后生动物它具有独特的基

因排列顺序，而且与已发表的两个苔藓动物相比基因排列顺序也显著不同。这说明苔藓动物线粒体

基因组经历了大规模的基因重排过程。基因排列顺序比较分析的结果支持苔藓动物为原口动物的观

点。然而由于目前基因排列顺序比较分析的方法还不是很完善（Boore et al. 2005）,另外苔藓动物门

的线粒体基因组数据还较少，通过此方法尚不能确定苔藓动物门确切的进化地位。随着苔藓动物线

粒体基因组数据的丰富，基因排列顺序的比较分析可能会成为苔藓动物门进化地位确定的良好途

径。本研究为苔藓动物的分子系统发生研究提供了宝贵的分子数据，对于其进化地位的确定有积极

的推动作用。 
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