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单环刺螠线粒体基因组全序列的获得——长 PCR结合鸟枪法
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摘要: 由于具有单基因所不可比拟的优势, 线粒体基因组现已成为后生动物种群遗传和分子系统发育

研究中一个重要的信息来源。本研究选取螠虫动物的代表物种——单环刺螠(Urechis unicinctus), 详细

阐述了利用长 PCR 方法扩增其线粒体 DNA, 获得约 15 kb 的扩增产物, 进而构建 shotgun 文库, 最终

成功获得单环刺螠线粒体基因组全序列的流程。本实验流程样品需求量少、设备要求低、简便快捷。 
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由于分子生物学和基因组学的快速发展, 科学
家们逐渐认识到生命形式起源和进化的密码蕴涵在

DNA 链中, 核苷酸的组合变化和基因的排列顺序提
供了有价值的系统发育信息。与单个基因相比, 线粒
体基因组是一个完整的体系, 具有信息量丰富(包括
RNA 二级结构和基因排列顺序等)和系统发育树结
构稳定等优点[1~3]。由于线粒体基因组具有诸多优势, 
使其成为研究后生动物关键类群的起源、进化、系

统发育关系及群体遗传分化的理想材料[4~6]。 
目前可以通过 3 种方法获得后生动物线粒体基

因组: 常规 PCR方法、物理分离方法和长 PCR方法。
常规 PCR 方法操作简单、对样品需求量少, 但容易
受到线粒体假基因和串联重复区的干扰; 而物理方
法分离线粒体基因组 DNA, 则存在对仪器要求高、
样品需求量大等缺点 [2], 这在一定程度上制约着线
粒体基因组研究的快速发展。 螠本研究选取 虫动物

代表物种—— 螠单环刺 (Urechis unicintus), 利用长
PCR 方法扩增其线粒体 DNA 进而对长 PCR 产物构
建 shotgun文库, 最终成功获得 螠单环刺 线粒体基因

组全序列。本实验流程的建立为测定其他海洋无脊

椎动物的线粒体基因组提供较高的参考价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
螠鲜活的单环刺 样品购于水产品市场, 体长约

15 cm, 呈长囊形, 身体呈淡红色, 由吻及躯干两部

分组成。  

1.2  方法 
1.2.1  螠单环刺 线粒体分离及线粒体 DNA提取 

取 1g 螠单环刺 肌肉组织, 在洁净培养皿里将其
剪碎。将剪碎的肌肉组织转入匀浆管里进一步匀浆。

匀浆时, 按照比例[匀浆缓冲液体积(mL) : 组织质量
(g) =2 : 1]加入匀浆缓冲液(100 mmol/L Tris-HCl, 250 
mmol/L蔗糖, 10 mmol/L EDTA, pH 7.4); 匀浆 10次
左右至无块状组织, 把匀浆液转移至 1.5 mL 无菌
Eppendorf管中; 4 ℃、2 300 g离心 10 min, 弃沉淀, 
转上清于新的无菌 Eppendorf 管中; 重复上述步骤 1
次; 取上清液于 4 ℃、20 000 g离心 20 min沉淀线
粒体, 弃上清。然后, 加 750 μL裂解液(100 mmol/L 
Tris-HCl, 100 mmol/L EDTA, 1.5 mol/L  NaCl, 1% 
CTAB, pH 8.0)裂解提取 DNA, 所得 DNA作为常规
PCR和长 PCR的模板。 
1.2.2  螠单环刺 线粒体 DNA的 PCR扩增 

利用后生动物 cox1基因的通用引物(LCO: GGT 
CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G, HCO: TAA 
ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA)[7]采取常规

PCR 的扩增方案获得 cox1 基因的部分片段, 测序后
螠得到单环刺 cox1 基因的部分序列, 然后根据此序
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列设计长 PCR引物(cox1F: TCA CCC TGT TCC TAC 
TCC TCC ACC AA, cox1R: CCT ACG ACC AGA 
ACG AAT GCC TTT AT), 扩增余下的线粒体基因组
区域, 螠从而获得单环刺 线粒体 DNA(图 1)。长 PCR
扩增的反应体系为: 18 μL ddH2O、2.5 μL LA-Buffer 
(Mg2+ plus, Takara)、0.5 μL dNTP(分别为 10 mmol/L)、
1 μL cox1F(5 μmol/L)、1 μL cox1R(5 μmol/L)、1 μL 
LA Taq聚合酶(1 unit, Takara)和 1µL模板。长 PCR扩
增的反应条件为: 94 ℃变性 2 min, 然后 34个循环
(94 ℃20 s, 54 ℃退火 45 s, 65 ℃延伸 13 min), 最后
72 ℃延伸 10 min, 最终获得了大小约 15 kb的线粒
体 DNA片段(图 2)。 

 

图 1  螠单环刺 线粒体基因组的扩增方法 
Fig. 1  The amplification strategy of U. unicinctus mitoch- 

ondrial genome 

 

图 2  螠单环刺 线粒体 DNA长 PCR扩增产物 
Fig. 2  Long-PCR amplification product of U. unicinctus 

mitochondrial DNA 
M. Lambda DNA/EcoRI+HindIII标记; 1.长 PCR扩增产物 
M. Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker; 1.Long-PCR amplifica-
tion product 
 
1.2.3  螠单环刺 线粒体 DNA随机破碎及 shotgun文

库的构建 
把长度约为 15 kb的 PCR产物置于冰上用超声

破碎仪破碎(200 V, 持续时间 0.2 s, 破碎 3~5次), 在
1%琼脂糖凝胶上检测线粒体 DNA 的破碎情况。在
进行末端修复后, 利用胶回收试剂盒(QIAGEN Gel 
Purification Kit)回收破碎后的 PCR 产物, 纯化后的

产物随后与 pUC18(Takara)平端载体连接 16 h。连接
产物于透析膜上透析 1 h。取 1 μL透析后连接产物
用 BIO-RAD电转仪电击(电压: 2.1 kV)转入 49 μL大
肠杆菌(Escherichia coli)DH10B, 电击产物迅速转入
1 mL SOC培养基中, 180 r/min复苏 1 h, 取 100 μL
菌液在 LB平板(含氨苄青霉素 100b mg/L、X-gal 40 
mg/L和 IPTG 24 mg/L)上过夜培养。 
1.2.4  重组质粒测序 

根据 pUC18载体自身序列设计的M13+和M13−

引物在 ABI 3730 x1 自动测序仪上对阳性克隆进行
螠测序。单环刺 线粒体基因组大部分序列是通过克

隆测序获得; 在克隆没有覆盖到的区域以及低质量
值的位置, 通过设计引物进行常规 PCR 扩增, 然后
对常规 PCR产物进行测序获得峰图。 
1.2.5  序列拼接及基因注释 

将测序峰图文件通过 Phred-phrap软件进行序列
组装[8,9], 然后通过 Consed软件对序列拼接的精确性
和测序质量进行检查 [10], 螠从而获得单环刺 线粒体

基因组全序列。蛋白质编码基因和核糖体 RNA基因
通过 DOGMA软件进行注释[11], 而转运 RNA基因通
过 tRNAscan-SE 1.21软件进行预测[12]。 

2  结果与讨论 

2.1  单环刺螠线粒体基因组结构及组成 

螠单环刺 线粒体基因组全长为 15 761 bp, 与其
他大多数后生动物线粒体基因组的基因组成相同 , 
共编码 37个基因, 其中包括 13个蛋白质编码基因、
22个转运 RNA基因和两个核糖体 RNA基因。基因

螠排列顺序与美洲刺 (Urechis caupo)线粒体基因组
完全相同[13] 螠 螠。单环刺 、美洲刺 与已知的环节动

物线粒体基因组在基因分布上具有一个共同的特征: 
所有基因都在同一条链上编码[14~17]。 

2.2  单环刺螠线粒体基因组的非编码区 

螠单环刺 线粒体基因组与已测定的其他后生动

物线粒体基因组一样, 包含了几个非编码区。非编码
区总长 997 bp, 其中最长的非编码区长度为 923 bp, 
余下的 74bp分布在线粒体环上其他的 15个区域, 除
了在 tRNASer (AGN)和 cox3 之间的非编码区域长达   
42 bp之外, 其余非编码区的长度均在 1~5 bp。单环

螠 螠刺 、美洲刺 与环节动物代表物种的最大非编码

区的长度和 AT含量见表 1。 
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表 1  单环刺螠、美洲刺螠与环节动物代表物种线粒体基因组的最大非编码区 
Tab. 1  The largest non-coding region of available echiurans and annelids mitochondrial genomes 

最大非编码区 
物种名称 

起始位点 终止位点 长度(bp) 
AT 
(%) 

螠单环刺  10328 11250 923 69.8 
美洲 螠刺  10318 10600 283 71.0 

掘穴环爪蚓(Perionyx excavatus) 5916 6419 504 75.0 
陆正蚓(Lumbricus terrestris) 5981 6364 384 64.3 
襟节虫(Clymenella torquata) 5919 6740 822 76.5 
锥头虫(Orbinia latreillii) 9888 10520 633 74.1 

褐片阔沙蚕(Platynereis dumerilii) 2416 3506 1091 71.9 
 

2.3  基因排列顺序 
Boore 等[18]认为基因排列的比较可为系统发育

研究提供一些有价值的信息, 特别是在探讨一些古
老的进化 螠关系时。比较 虫动物和环节动物的线粒

体基因组的基因排列, 呈现出较高的保守性。环节动
物门内的基因顺序相对保守 [14], 螠单环刺 线粒体基

因组有 3 个基因区块与环节动物具有相同的基因排
列顺序, 分别是 trnT-nad4L-nad4、nad1-trnI和 trnQ- 
nad6-cob-trnW-atp6-trnR-trnH- nad5-trnF(图 3)。这些

螠保守的基因排列顺序在线粒体基因组层次上支持

虫动物和环节动物具有亲缘关系。 

2.4  3 种线粒体基因组获取方法的比较 
目前可通过 3 种方法获得后生动物线粒体基因

组: 常规 PCR方法、物理分离方法和长 PCR方法。
常规 PCR 的方法根据后生动物线粒体基因组的通用

引物 , 或通过近源物种的线粒体基因组全序列 , 设
计出覆盖全基因组的引物, 采用常规 PCR 技术对线
粒体基因组进行扩增。常规 PCR 的方法具有操作简
单、对样品需求量少等优点, 但在操作中容易受到线
粒体假基因和串联重复区的干扰[2,19]。而基于物理方

法分离线粒体基因组 DNA(主要包括密度梯度离心
法和差速离心法等), 则存在对仪器要求高、样品需
求量大等缺点。基于长 PCR 的方法对模板质量、引
物特异性和聚合酶都有相对较为严格的要求[2]。本研

究以 1g单环刺螠肌肉组织为实验材料, 利用长 PCR
方法扩增其线粒体 DNA, 获得约 15kb 的扩增产物, 
进而超声随机破碎、构建 shotgun文库, 最终成功获

螠得单环刺 线粒体基因组全序列的流程。 

3  结论 
本研究通过长 PCR 方法, 高效、快捷地获得高 

 

图 3  螠虫动物和环节动物线粒体基因组基因排列的比较 
Fig. 3  Gene order of mitochondrial genomes from Echiura and Annelida 

灰色的区域表示保守的基因排列区块 
The gray areas show the conserved blocks of gene order 
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螠纯度的单环刺 线粒体 DNA, 通过构建 shotgun 文
螠库顺利获得了单环刺 线粒体基因组全序列, 通过

生物信息学软件进行了序列组装和基因预测。结果

显示 , 螠单环刺 线粒体基因组 DNA 为双链环状

DNA, 全长 15 761 bp; 与后生动物线粒体基因组典
型的基因组成相同, 包含 37个基因, 其中 13个蛋白
质编码基因、22个 tRNA基因和 2个核糖体 RNA基
因。本实验方法与物理分离方法相比具有样品需求

量少、设备要求低和简便快捷等优点, 而且同时避免
了常规 PCR 容易受到假基因和串联重复区干扰等问
题, 为测定其他海洋无脊椎动物的线粒体基因组提
供参考。 
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