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摘  要：【背景】蜡蚧刺束梗孢(Akanthomyces lecanii)是重要的生防类虫生真菌，其线粒体基因组

详细信息未见报道。【目的】系统研究蜡蚧刺束梗孢线粒体基因组信息，有助于明确该菌准确的系

统发育地位，并为虫草科(Cordycipitaceae)真菌物种的系统发育、资源保护和开发利用提供分子依

据。【方法】通过对蜡蚧刺束梗孢 RCEF6920 完整线粒体基因组进行测序，利用生物信息学分析其

组成特征、序列重复、系统发育分析、共线性分析，以及与其他虫草科真菌线粒体基因组进行比

较。【结果】菌株 RCEF6920 的环状线粒体基因组全长 24 577 bp，共编码 43 个基因，由 15 个蛋白质

编码基因、2 个 rRNA 基因和 26 个 tRNA 基因组成。仅鉴定出一个内含子，其阻断 rnl 基因并鉴定

出编码核糖体蛋白 S3 (rps3)的开放阅读框(open reading frame, ORF) orf447。基因组核苷酸组成存

在 A+T 偏移(72.89%)。26 个 tRNA 基因可转运全部 20 种氨基酸，并表现为典型的三叶草结构。蛋

白质编码基因中频率最高的密码子是 AGA，其中精氨酸和亮氨酸出现频率最高，蛋氨酸和色氨酸

出现频率最低。蛋白编码基因的系统发育关系显示，刺束梗孢属(Akanthomyces)和萨姆森虫草属

(Samsoniella)互为姊妹属。与虫草科其他物种相比，蜡蚧刺束梗孢线粒体基因组较小，除部分虫草

属(Cordyceps)物种外，在虫草科物种共线性较好。【结论】本研究获得了蜡蚧刺束梗孢的线粒体基

因组全序列及相关信息。蛋白编码基因的系统发育分析支持了蜡蚧刺束梗孢的独立分类地位，也

表明虫草科真菌线粒体基因组结构较保守。 
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Abstract: [Background] Akanthomyces lecanii is an important entomogenous fungus for 
biocontrol, and its mitochondrial genome has not been reported. [Objective] The mitochondrial 
genome of A. lecanii was systematically studied, which would help clarify the taxonomic status 
of this fungus and provide a molecular basis for the phylogenetic research and the resource 
protection and utilization of Cordycipitaceae. [Methods] The full-length mitochondrial genome 
of A. lecanii RCEF6920 was sequenced, and bioinformatics tools were used to probe into the 
composition, sequence repeats, phylogenetic relationship, and collinearity. Furthermore, the 
mitochondrial genome was compared between A. lecanii and other species of Cordycipitaceae. 
[Results] The mitochondrial genome of A. lecanii RCEF6920 was a circular DNA molecule of 
24 577 bp and contained 43 genes, including 15 protein-coding genes, 2 rRNA genes, and 26 
tRNA genes. Only one intron was detected in the mitochondrial genome, and it interrupted rnl 
and contained orf447 encoding ribosomal protein S3. The nucleotide composition of the 
mitochondrial genome was A+T biased (72.89%). The 26 tRNA genes could transfer all the 20 
amino acids and presented a typical cloverleaf structure. AGA was the most frequently used 
codon of the protein-coding genes. Arginine and leucine were identified as the most common 
amino acids, while methionine and tryptophan were the least common amino acids in the 
protein-coding genes. The phylogenetic analysis based on the protein-coding genes revealed that 
Akanthomyces and Samsoniella were sister genera. Compared with other species of 
Cordycipitaceae, A. lecanii had a small mitochondrial genome. Except several species, other 
species of Cordycipitaceae had good mitochondrial genome collinearity. [Conclusion] We 
obtained the full-length mitochondrial genome sequence and related information of A. lecanii. 
The phylogenetic analysis supports the independent taxonomic status of A. lecanii, and the 
mitochondrial genomes of fungi belonging to Cordycipitaceae are conserved. 
Keywords: Akanthomyces lecanii; mitochondrial genome; Cordycipitaceae; comparative analysis; 
phylogenetic analysis 

刺束梗孢属(Akanthomyces)真菌主要包括无

脊椎动物致病物种，最早由 Lebert[1]于 1858 年

从鳞翅目(Lepidoptera)成虫上分离得到。该类群

真菌可产生对昆虫、线虫、真菌、细菌等具有活

性的代谢产物[2-5]，相较于在农作物上使用的化

学药物，这些化合物对人体的毒性较低且杀虫作

用强[6]。自 20 世纪 80 年代以来，刺束梗孢属真

菌被发现在温室园艺和观赏作物中具有控制害

虫的潜力[7]，已被开发成生物制剂调节农林业生

态系统中的昆虫和螨虫等[8]。其中 A. muscarius
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和 A. dipterigenus 在欧洲作为生物防治制剂被广

泛关注[9-11]。Nicoletti 等[12]报道了该属物种还具有内

寄生生活方式，可与植物建立共生关系。由此可见，

该属真菌在植物保护方面具有广阔的应用潜力。 
蜡 蚧 刺 束 梗 孢 [Akanthomyces lecanii 

(Zimm.) Spatafora, Kepler & Shresthash]是肉座

菌目(Hypocreales)虫草科(Cordycipitaceae)刺束梗

孢属一种重要的虫生真菌。1899年Zimmermann[13]

从印度尼西亚爪哇岛咖啡绿软蜡蚧 (Coccus 
viridis Green) 的 虫 尸 上 首 次 分 离 并 描 述 了

Akanthomyces lecanii。该种曾被命名为 Verticillium 
lecanii 、 Cordyceps confragosa 、 Torrubiella 
confragosa、Lecanicillium lecanii 等[14]。Kepler 等[15]

将其最终确定为 Akanthomyces lecanii。近年来发

现 A. lecanii 不仅能够感染各种害虫，尤其对烟

粉虱(Bemisia tabaci)具有很强的致病性[16-18]，而

且对植物寄生线虫和植物真菌性病害[如草莓

白粉病菌(Sphaerotheca aphanis)、咖啡叶锈病菌

(Hemileia vastratrix)]等也具有很好的抑制作 
用[2,19-20]。并且该菌种寄主多样、分布广泛且容

易培养，具有较高的商业开发前景[21]。 
在真核生物中，线粒体负责细胞呼吸和能量

的产生 [22]。线粒体 DNA (mitochondrial DNA, 
mtDNA)呈环形，通常由核基因调节，并由同一

DNA 链编码[23]。由于其高拷贝数、低突变率和

进化速度快等特点，mtDNA 已被广泛用作系统

发育分析和物种鉴定的分子标记[24]。mtDNA 也

被用于 DNA 条形码，以促进群体遗传学、比较

基因组学和进化基因组学等领域的研究[25-26]。真

菌线粒体基因组是单环双链 DNA 分子，通常编

码 14 个与电子传递和氧化磷酸化相关的基因

(atp6、8、9、cob、cox1−3、nad1−6 和 nad4L)、
转录调控的 rps3 基因[27]、线粒体核糖体 RNA (rns
和 rnl)，以及一组 22−36 个 tRNA[28-29]。比较分析

表明，尽管真菌线粒体基因组的特征是相对保守

的，但在基因组的大小和顺序上依然差异较大[30]。

目前 NCBI 已公布虫草科线粒体基因组仅 20 余

种，大量虫草科物种线粒体基因组仍未报道。 
Zhang 等 [31]曾简要报道了菌株 A. lecanii 

RCEF1005 的线粒体基因组基本信息，并证明线

粒体基因组信息在研究真菌系统发育及进化关

系是可靠的。但该物种线粒体基因组结构特征、

基因功能、重复序列及与近缘物种的共线性和比

较分析尚不清楚。在本研究中，拟对 A. lecanii 
RCEF6920 全线粒体基因组序列进行测序、组装

和注释，并对其基因含量、基因组结构特征、蛋

白质编码基因(protein-coding gene, PCG)、tRNA
二级结构和重复序列等进行分析，结合 NCBI
数据库相关物种线粒体基因组，对 A. lecanii 的
线粒体基因组进行遗传特征和系统发育分析，为

科学地建立该类群的系统发育关系提供新证据。

值得注意的是，线粒体 tRNA 基因的二级结构是

研究种群遗传和进化的理想的分子标记 [32]。

Hopper 等 [33]认为基因组分析和新技术开辟了

tRNA 生物化学领域，tRNA 研究受到关注。目

前对于不同分类阶元水平上 tRNA 二级结构的

比较研究十分欠缺，如果将多种 tRNA 的二级

结构信息综合分析，则其可能得到更好的应用。

简单重复序列间扩增等随机性标记或线粒体

DNA 标记，是研究遗传多样性和种质资源的重

要手段之一。本研究还对线粒体基因组中简单

序列重复(simple sequence repeat, SSR)进行分

析，为设计扩增引物提供参考信息，并为后续

物种遗传多样性研究提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

本研究所用蜡蚧刺束梗孢 (Akanthomyces 
lecanii) RCEF6920 分离自蜘蛛，由安徽省微生

物防治重点实验室提供。 
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1.2  培养基 
SDAY 基础培养基参考文献[34]配制。 

1.3  主要试剂和仪器 
葡萄糖和酵母浸粉，国药集团化学试剂有限

公司；蛋白胨，北京奥博星生物技术有限责任公

司；真菌基因组 DNA 提取试剂盒，Omega 
Bio-Tek 公司。智能光照培养箱，上海一恒科学

仪器有限公司；荧光仪，Turner BioSystems 公司。 

1.4  基因组 DNA 的提取与测序 
先将菌种接种至 SDAY 培养基，25 ℃培养

4 d 活化后转接于铺有玻璃纸的 SDAY 培养基

上，25 ℃培养 7 d 左右，取适量纯菌丝备用。使

用真菌基因组 DNA 试剂盒提取菌株基因组

DNA，利用荧光仪检验总 DNA 质量，并利用 1%
琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。 

采用 Illumina NovaSeq 6000 测序技术对样

品 DNA 进行双端测序(上海凌恩生物科技有限

公司)，测序完成后对原始数据进行质量剪切获

得 clean data，以 FASTQ 格式存储[35]。 

1.5  线粒体基因组组装和注释 
用 Trimmomatic v0.39 过滤原始读数，过滤

去除显示质量分数低于 20 (Q<20)的 reads，包括

含 N 比例达到 10%的 reads。使用 de novo 和

reference-guided 组装相结合的方法重建线粒体

基因组。利用 GetOrganelle v1.3.1过滤后的 reads
进行线粒体基因组组装，通过比对 NCBI 线粒

体 数 据 (http://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/release/ 
mitochondrion/) 提 取 潜 在 线 粒 体 基 因 组

contigs[36]。运用 BLAST v2.8+将潜在的线粒体

contigs 与参考线粒体基因组对齐，并根据参考

线粒体基因组(>80%的查询覆盖率)进行排序和

人工连接。后用 MUMmer v4 检查这些 contigs
是否为圆环[37-38]。 

使用 MFannot (http://megasun.bch.umontreal.ca/ 
cgi-bin/mfannot/mfannotInterface.pl/)在线工具对

真菌线粒体基因组进行编码蛋白、 tRNA 和

rRNA 基因的预测。使用 SnapGene Viewer 人工

校正基因的首尾及 exon/intron 边界，获得高准

确性的基因集。在 NCBI non-redundant (Nr)蛋白

质数据库进行 BLASTp (E-value<1e−5)比对完成

功能注释。使用在线网站 Organellar Genome 
DRAW (OGDRAW)工具绘制 A. lecanii 的线粒体

基因组图谱[39-40]。线粒体基因组测序和注释结果已

上传至GenBank数据库，获得登录号为OR506462。 

1.6  线粒体基因组结构分析 
利用 MEGA 7.0 进行密码子使用情况分析并统

计AT 和CG 含量。根据公式A+T skew=(A−T)/(A+T)
和 G+C skew=(G−C)/(G+C)计算核苷酸组成的不对

称偏差。密码子的偏好性用 relative synonymous 
codon usage (RSCU)值表示。使用在线软件

tRNAscan-SE2.0 (http://lowelab.ucsc.edu/ tRNAscan- 
SE/index.html)对 tRNA 基因进行预测分析并绘

制 tRNA 基因二级结构图[41]。用 Mauve v2.4.0 对虫

草科 8 个种的线粒体基因组进行共线性分析[42]。 

1.7  重复序列分析  
为了确认线粒体基因组中的重复序列，使用

软件 REPuter (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld. 
de/reputer/)进行长重复序列分析，参数设置为：

最短 repeat 长度(minimal repeat size)为 30 bp，错
配数(hamming distance)为 3，最大计算重复次数

(maximum computed repeats)为 5 000 (相当于

1e−3)。查找以下 4 种重复类型：F (forward)、R 
(reverse)、C (complement)、P (palindromic)。 

简单重复序列一般是以 1−6 bp 组成较低程

度的重复序列，主要以 2−3 个核苷酸为重复单

位。基于 MIcroSAtellite identification tool (MISA)
软件对样本组装获得的 contig 序列进行微卫星位

点分析。两个SSR之间的最小距离设置为100 bp。 

1.8  系统发育分析 
为了研究 A. lecanii 在肉座菌目中与相关物 
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种间的系统发育关系，从 GenBank 数据库下载

肉座菌科 (Hypocreaceae) 4 个种、生赤壳科

(Bionectriaceae) 4 个种、麦角菌科(Clavicipitaceae) 
6 个种、虫草科(Cordycipitaceae) 6 个种和线虫草

科(Ophiocordycipitaceae) 13 个种的线粒体基因组

序列，采用 MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/ 
software/)进行多序列比对，利用 RAxML 7.0.3
软件 [43]基于最大似然法 (maximum likelihood, 
ML)构建系统发育树，同时利用 MrModeltest   
v 2.3 和 MrBayes v3 软件 [44]基于贝叶斯法

(Bayesian inference, BI)构建系统发育树。 

2  结果与分析 
2.1  线粒体基因组结构特征 

菌株 RCEF6920 线粒体基因组呈闭合环状，

大小为 24 577 bp (图 1)，其中A+T 含量为 72.89%，

G+C 含量为 27.11%，基因区域占比为 84.92%，

编码基因的平均长度 958 bp，共编码 43 个基因

(表 1)，包括 15 个蛋白质编码基因 rps3、nad2、

nad3、atp9、cox2、nad4L、nad5、cob、cox1、nad1、

nad4、atp8、atp6、cox3 和 nad6；2 个核糖体 RNA 
(rRNA)基因(rns 和 rnl)和 26 个转运 RNA (tRNA) 

 

 
 

图 1  蜡蚧刺束梗孢 RCEF6920 线粒体基因组图谱 
Figure 1  The circular map of the complete mitochondrial genome of Akanthomyces lecanii RCEF6920.  
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表 1  蜡蚧刺束梗孢 RCEF6920 线粒体基因组的组分汇总与统计 
Table 1  Gene composition and statistics of the complete mitochondrial genome of Akanthomyces lecanii 
RCEF6920 
基因 
Gene 

区域 
Region 

总长 
Length (bp) 

基因区间 
Intergenic length (bp) 

起始密码子 
Start codon 

终止密码子 
End codon 

反密码子 
Anticodon 

rnl 14−4 797 4 784 23 − − − 
rps3 2 730−4 064 1 335 264 ATG TAA − 
trnT (tgt) 4 810−4 880 71 12 − − TGT 
trnE (ttc) 4 884−4 955 72 3 − − TTC 
trnM (cat) 4 957−5 027 71 1 − − CAT 
trnM (cat) 5 174−5 246 73 146 − − CAT 
trnL (taa) 5 250−5 331 82 3 − − TAA 
trnA (tgc) 5 335−5 406 72 3 − − TGC 
trnF (gaa) 5 408−5 480 73 1 − − GAA 
trnK (ttt) 5 493−5 565 73 12 − − TTT 
trnL (tag) 5 567−5 650 84 1 − − TAG 
trnQ (ttg) 5 654−5 726 73 3 − − TTG 
trnH (gtg) 5 731−5 804 74 4 − − GTG 
trnM (cat) 5 839−5 910 72 34 − − CAT 
nad2 5 918−7 588 1 671 7 ATG TAA − 
nad3 7 588−8 007 420 –1 ATG TAA − 
atp9 8 308−8 532 225 300 ATG TAA − 
cox2 8 660−9 409 750 127 ATG TAA − 
trnR (acg) 9 457−9 527 71 47 − − ACG 
nad4L 9 564−9 833 270 36 ATG TAA − 
nad5 9 833−11 815 1 983 –1 ATG TAA − 
cob 12 052−13 212 1 161 236 ATG TAA − 
trnC (gca) 13 304−13 375 72 91 − − GCA 
cox1 13 677−15 302 1 626 301 ATG TAA − 
trnR (tct) 15 393−15 463 71 90 − − TCT 
nad1 16 049−17 152 1 104 585 ATG TAA − 
nad4 17 371−18 819 1 449 218 ATG TAA − 
atp8 18 889−19 035 147 69 ATG TAA − 
atp6 19 110−19 892 783 74 ATG TAA − 
rns 20 202−21 697 1 496 309 ATG TAA − 
trnY (gta) 21 739−21 822 84 41 − − GTA 
trnD (gtc) 21 826−21 898 73 3 − − GTC 
trnS (gct) 21 925−22 005 81 26 − − GCT 
trnN (gtt) 22 014−22 084 71 8 − − GTT 
trnI (tat) 22 215−22 285 71 130 − − TAT 
cox3 22 428−23 237 810 142 ATG TAA − 
trnG (tcc) 23 290−23 360 71 52 − − TCC 
nad6 23 408−24 040 633 47 ATG TAA − 
trnV (tac) 24 092−24 163 72 51 − − TAC 
trnI (gat) 24 174−24 245 72 10 − − GAT 
trnS (tga) 24 312−24 396 85 66 − − TGA 
trnW (tca) 24 398−24 469 72 1 − − TCA 
trnP (tgg) 244 96−24 567 72 26 − − TGG 
−: 非编码蛋白基因无起始密码子和终止密码子 
−: Non coding protein genes have no start codons and end codons. 
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基因，未发现基因间独立的 ORF。只有一个内

含子存在于线粒体基因组 rnl 中，其阻断了 rnl 基
因，将其分成两段，并含有编码核糖体蛋白 S3 
(rps3)的 orf447。26 个 tRNA 基因长度范围为

71–85 bp，rRNA 基因中 rnl 长度为 4 784 bp，rns 长
度为 1 495 bp。 

在基因区域中 43 个编码基因排列较为紧密，

但仍存在基因间区。基因间区占比 14.66%，共存

在 41 个基因间区区域，最长基因间区在 trnR (tct)
与 nad1 间，长度为 585 bp。蛋白质编码基因 nad2
与 nad3 重叠 1 bp，nad4L 与 nad5 重叠 1 bp，其

余基因区域未发现基因重叠现象。 

2.2  蛋白质编码基因及密码子使用情况 
菌株 RCEF6920 线粒体基因组中共有 15 个

PCG，全长为 14 367 bp，包括 3 个细胞色素 c
氧化酶亚基基因(cox1、cox2 和 cox3)、3 个 ATP
合成酶亚基基因(atp6、atp8 和 atp9)、1 个细胞

色素 b 基因(cob)、7 个 NADH 脱氢酶复合物亚

基基因(nad1、nad2、nad3、nad4、nad5、nad6
和 nad4L)以及 1 个核糖体蛋白S3 (rps3) (图 1、表 1)。
其中，nad5 序列最长为 1 982 bp，最短的 atp8 为

146 bp。15 个 PCG 均以 ATG 为起始密码子，以

TAA 为终止密码子(表 1)。 
各氨基酸在菌株 RCEF6920 线粒体基因组

编码蛋白中使用频率存在较大差异(图 2)，其

中精氨酸(Arg)、亮氨酸(Leu)和丝氨酸(Ser)出
现频率最高，蛋氨酸(Met)和色氨酸(Trp)出现

频率最低。 

 
 

图 2  各氨基酸在菌株 RCEF6920 线粒体基因组编码蛋白基因中的使用频率及密码子偏好性分析 
Figure 2  The frequencies of amino acids in the protein-coding genes and analysis of codon preference of the 
complete mitochondrial genome of strain RCEF6920. 
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15 个蛋白质编码基因共计使用 4 774 次密

码子(不含终止密码子使用次数)，其中使用次数

最多的密码子为 AGA、TTA、CCT 和 GTA，导

致菌株 RCEF6920 线粒体基因组中碱基组成

A+T 含量高达 72.89%。根据相对同义密码子使

用度(relative synonymous codon usage, RSCU)，

偏好使用的密码子依次是 TTA (5.556)、AGA 

(5.094)、CCT (2.737)和 GTA (2.584)。 

2.3  tRNA 基因及二级结构 
菌株 RCEF6920 线粒体基因组中存在 26 个

tRNA 基因，分布较为集中，rnl 和 nad2 间集中

分布 12 个 tRNA 基因，rns 和 cox3 间集中分布 5 个

tRNA 基因，nad6 和 rnl 间集中分布 5 个 tRNA

基因，其余 4 个分布在 cox2 和 nad4L 间、cob

和 cox1 间、cox1 和 nad1 间、cox3 和 nad6 间。 

这些 tRNA 预测的二级结构具有典型的三

叶草特征，并发现 46 处 G−U 错配(图 3)。tRNA

基因总长度 1 928 bp，占线粒体基因组总长度的

7.84%，tRNA 长度最大相差 14 bp，主要由于额

外臂的影响，trnL (taa)、trnL (tag)、trnY (gta)、

trnS (gct)和 trnS (tga)中均存在一个额外臂，trnA 

(tgc)和 trnH (gtg)中均存在一个额外环。26 个

tRNA 共可转运全部 20 种氨基酸，精氨酸(Arg)、

异亮氨酸(Ile)、亮氨酸(Leu)和丝氨酸(Ser)分别是

由 2 个具有不同反密码子的 tRNA 基因编码，蛋

氨酸(Met)是由 3 个具有相同反密码子的 tRNA

基因编码。 

2.4  线粒体基因组功能注释 
将得到的序列与 NCBI 中 Nr 蛋白质数据库

数据进行比对，对提交比对的序列进行功能注

释，比对结果如表 2 所示。 

2.5  线粒体基因组重复序列 
分析发现，菌株 RCEF6920 存在 7 处正向重

复，2 处回文重复，其中 1 处回文重复在 nad1

附近。30−34 bp 长度重复序列最多，其次为

40−44 bp 长度序列。 

菌株 RCEF6920 线粒体基因组中含有 14 个

SSR 位点，包含 4 个二核苷酸、7 个三核苷酸和

3 个四核苷酸。二核苷酸重复有 AT/TA 这 2 种类

型，未检测到 CG/GC 重复，三核苷酸重复有

ATA、ATT、TTA、TAT 和 TAA 这 5 种类型，四

核苷酸重复有 ATTA、AATA 和 ATTT 这 3 种类

型，所有 SSR 均未发现含 C 或 G 的重复(表 3)。 

2.6  基于线粒体基因组的肉座菌目系统发

育分析 
为分析菌株 RCEF6920 的系统发育位置，构

建基于 14 个 PCG 基因的肉座菌目 5 科(肉座菌

科、生赤壳科、麦角菌科、线虫草科、虫草科)   

36 个物种的系统发育树(图 4)。菌株 RCEF6920

位于肉座菌目虫草科分支中，与 A. lecani 

RCEF1005 (GenBank号为MN904747)聚为一支，

遗传距离为 0.00，即菌株 RCEF6920 为 A. lecani。

根 据 系 统 发 育 树 判 断 ， Akanthomyces 和

Samsoniella 为姐妹属。 

2.7  虫草科线粒体基因组共线性分析 
虫草科中虫草属线粒体基因组较大，而菌株

RCEF6920 线粒体基因组长度则相对偏小，较

C. farinosa 小 8.71 kb，但是虫草属线粒体基因组

编码区域长度占比相对较低。虫草科线粒体基因

组中 C+G 含量在 27%左右，不同物种差距很小。

其蛋白质编码基因 15−17 个，这可能是 ORF 数

量 不 一 致 导 致 的 ， Parengyodontium album 

ATCC:5648 线粒体基因组存在 2 个基因编码

ORF，即 orf77 和 orf148[45]。虫草科线粒体基因

组均有 2 个 rRNA 基因(rnl 和 rns)，24–27 个

tRNA，可能是由于 tRNA 预测的保守程度导致 
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图 3  蜡蚧刺束梗孢 RCEF6920 线粒体基因组 tRNA 结构预测 
Figure 3  The predicted tRNA structures of the complete mitochondrial genome of Akanthomyces lecanii 
RCEF6920. 
 

的。蛹虫草(Cordyceps militaris)相较于虫草科其

他物种编码区域长度占比较低，可能是受内含

子、重复序列和基因区间较长的影响(表 4)。从

共线性分析上看，虫草科整体上共线性较好，但

虫草属共线一致性较低，这可能是该属物种发生

了基因重排(图 5)。相较于虫草科其他物种，刺

束梗孢属和萨姆森虫草属(Samsoniella)的基因

组较小，亲缘关系很近，共线一致性高。 
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表 2  蜡蚧刺束梗孢 RCEF6920 的 Nr 注释结果解析    
Table 2  Explanation of Nr annotation results for Akanthomyces lecanii RCEF6920 
基因 
Gene 

序列一致率 
Sequence 
concordance (%) 

比对得分 
Comparison 
score 

GenBank 登录号 
GenBank accession 
number 

Nr 注释功能分析 
Analysis of Nr annotation function 

nad4L 100.0 147.0 GBT68143 NADH-quinone oxidoreductase subunit 11 
cox3 99.3 535.8 AAL27688 Cytochrome oxidase subunit III 
atp6 99.6 394.0 QEX95825 ATP synthase F0 subunit 6 
nad6 99.0 385.2 AKM22584 NADH dehydrogenase subunit 6 
atp8 100.0 88.6 AKM22539 ATP synthase F0 subunit 8 
cob 99.5 761.0 QGX43798 Apocytochrome b 
nad1 99.5 644.0 QGX43800 NADH dehydrogenase subunit 1 
cox1 98.9 1 049.3 QGX43799 Cytochrome c oxidase subunit 1 
cox2 99.6 512.7 QBG64912 Cytochrome c oxidase subunit 2 
nad2 98.6 995.7 QGX43792 NADH dehydrogenase subunit 2 
nad4 98.3 865.0 AOR87399 NADH dehydrogenase subunit 4 
atp9 100.0 130.2 VFV16866 ATP synthase F0 subunit 9, partial 
nad5 99.5 1 250.3 QGX43797 NADH dehydrogenase subunit 5 
nad3 100.0 269.2 AKM22644 NADH dehydrogenase subunit 3 
rps3 91.7 773.0 QGX43791 Ribosomal protein S3 

 

表 3  蜡蚧刺束梗孢 RCEF6920 线粒体基因组 SSR 位点类型及分布  
Table 3  Type and distribution of SSRs in the mitogenome of Akanthomyces lecanii RCEF6920 
编号 
No. 

SSR 
类型 
SSR 
type 

重复 
单元 
Repeating 
unit 

长度 
Size 
(bp) 

起始 
位置 
Start 
site 

终止 
位置 
End 
site 

上游引物  
Forward primer (5'→3') 

下游引物  
Reverse primer (5'→3') 

产物 
长度 
Product 
size (bp) 

1 p2 (TA) 7 14 4 781 4 794 ACGGCAGGAAAGCTAAGTTG TCCTTAAGCCCAATGCAAGT 270 
2 p3 (ATA) 5 15 7 413 7 427 − − − 
3 p3 (ATT) 4 12 8 508 8 519 AGCAGGAGCAGGAGTAGGAA CACCCACCTCCATCCCTTAT 250 
4 p4 (ATTA) 4 16 9 547 9 562 CGGATGTCTTGATAATAGTTCG GATTCTGCTCCAGCAATAACAA 274 
5 p3 (TTA) 4 12 13 054 13 065 GCTAACCCAATGCAAACACC TCCAAATTCTATAAATGGACTT

TCAAC 
279 

6 p3 (TTA) 4 12 14 037 14 048 TAAGTGGACCTGGGGTTCAA TTCATCCTGTACCTACTCCACC 261 
7 p3 (TAT) 5 15 14 290 14 304 TTTGCTTTACACTTATCAGGGG ACCACCGGCTACTTCAAAGA 234 
8 p4 (AATA) 3 12 15 927 15 938 ACGAAGCATACAGTGCACAA CCTTAGCTTTTGCGCTATGGT 258 
9 p3 (TAA) 4 12 16 521 16 532 TCATCATTAGCCACATATGGAA GGTGCTCTATTTGTTTCGGC 266 
10 p4 (ATTT) 3 12 16 826 16 837 GACAGAACATGCCGCTGTAA TGAACCAGTTAATTGCTCTCTGA 226 
11 p2 (AT) 7 14 18 819 18 832 GAACAGCATTTGGTGGTTCA AAAAAGGTGTTAATTGAGGCA 270 
12 p3 (ATA) 4 12 19 985 19 996 GCCCCATTTATAGCTTTATTGT

TTT 
TGATAAGCTTGCTTACTTTTCT
ACGA 

256 

13 p2 (AT) 5 10 20 717 20 726 TGAACTGGCAACTTGGAGAA ACTGCTGGCACGTAATTGGT 177 
14 p2 (AT) 5 10 23 258 23 267 CACCATTTAGGTTATGAAGCA

GG 
CATTTCGGATGGAAATCGAG 193 

−: SSR 序列不满足引物设计条件 
−: The SSR sequence fails to meet the primer design conditions. 
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图 4  基于线粒体基因组 14 个编码蛋白基因串联序列构建肉座菌目系统发育树   分支上显示的是节点
支持率，反斜杠前是最大似然自举检验值(BP)，后是贝叶斯后验概率值(PP)；标尺表示进化距离；括号
中为菌株的 GenBank 登录号 
Figure 4  Phylogenetic analysis of Hypocreales species based on concatenated sequences of 14 mitochondrial 
protein-coding genes. Numbers at the significant nodes represent Maximum likelihood bootstrap values (BP) 
and Bayesian posterior probabilities (PP); scale label presented distance scale; the numbers in parentheses are 
GenBank accession numbers of related strains. 
表 4  虫草科线粒体基因组的比较 
Table 4  Comparison of Cordycipitaceae mitochondrial genomes 
物种 
Species 

基因组大小 
Genome size 
(bp) 

G+C 含量 
G+C content 
(%) 

基因数 
Number of genes 

编码区域长度占比 
Percentage of coding region (%) 

PCGs rRNA tRNA 
Akanthomyces lecani 24 577 27.11 15 2 26 84.92 
Cordyceps militaris 33 277 26.79 15 2 27 73.00 
Samsoniella hepiali 24 246 26.60 15 2 25 85.10 
Cordyceps farinosa 24 225 26.60 15 2 25 87.00 
Beauveria bassiana 28 816 27.00 15 2 24 83.00 
Beauveria pseudobassiana 28 006 27.50 16 2 25 85.80 
Lecanicillium saksenae 25 919 − 15 2 26 − 
Parengyodontium album 28 081 25.87 17 2 24 81.88 
−: 暂未发现相关数据 
−: No relevant data has been found yet.  
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图 5  八种虫草科物种线粒体基因组序列共线性分析  
Figure 5  Collinearity analysis of the mitochondrial genome of eight species of Cordycipitaceae. 

 

3  讨论与结论 
线粒体基因组分析是快速发展的物种系统

发育分类和进化关系研究新技术之一[46]。截至

2022 年，已公布的真菌线粒体基因组数据约  
680 种，其中肉座菌目 60 余种，虫草科 10 余种，

依然有大量的真菌物种线粒体基因组仍未报 
道[35,47-48]。因此需要对真菌物种线粒体基因组进

行更多的探索，以获得真菌系统发育及其进化关

系更深入的了解。 
由于线粒体基因组突变率比核基因组编码

序列高，源自线粒体基因组的基因序列对于系统

发育、进化和群体遗传学研究具有重要价值，而

且可利用的分子标记数量多[49-50]。本研究通过对

菌株 RCEF6920 线粒体基因组进行二代基因组

测序、组装和注释，发现其线粒体基因组呈闭合 

环状，大小为 24 577 bp。其基因区域占比

84.92%，共编码 43 个基因，包括 15 个 PCG、    
2 个 rRNA 基因和 26 个 tRNA 基因。本研究与

Zhang等[31]发表的蜡蚧刺束梗孢 RCEF1005线粒

体基因组(GenBank 登录号为 MN904747)中的基

因数量和排列顺序相同，但基因组长度存在部分

差异。本研究线粒体基因组总长度比已报道的

RCEF1005 多 66 bp，其中 rnl 基因长度多 19 bp，
cox1 基因长度少 27 bp，trnL (tag)和 trnQ (ttg)、
trnC (gca)和 cox1、atp9 和 cox2 基因区间分别多

39、27 和 8 bp。我们推测与线粒体测序组装方

式和起始位置、统计方法以及种间拷贝数多态性

不同有关，也可能是物种内环境等因素导致遗传

分化的差异。 
研究表明，重复基因元素呈现高度多样性，

在真菌线粒体基因组中的积累可能促进重组，因
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此通常被认为是导致线粒体基因组结构变异的

主要因素[30]，包括属内变异[51]。本研究发现，

蜡蚧刺束梗孢 RCEF6920 存在 7 处正向重复，   
2 处回文重复，重复元素较少，这可能是刺束梗

孢属线粒体基因组缺乏大规模重排的机制。简单

重复序列(SSR)，也被称为微卫星，代表了基因

组的另一组重复元素。SSR 由于其高多态性、共显

性遗传和多等位基因的特点，被广泛应用于包括真

菌在内的许多生物的群体遗传学、遗传多样性或指

纹分析等[50,52-53]。蜡蚧刺束梗孢 RCEF6920 线粒体

基因组中含有 14 个 SSR 位点，包含 4 个二核苷

酸、7 个三核苷酸和 3 个四核苷酸。大多数的

SSR 位点富含碱基 A 和 T，其中三核苷酸重复

序列是线粒体基因组中最丰富的 SSR 序列，这

与之前相关研究结果一致[54-56]。此外，位于编

码区域的 SSR 不会引起编码序列内的移码，它

们被翻译成氨基酸重复序列，可能有助于蛋白质

的生物学功能[50,55]。 
真菌主要类群的线粒体基因组在基因顺序、

基因组大小、基因间区域的组成，以及重复序列、

内含子和相关非规范开放阅读框(noncanonical 
ORF, ncORF)存在与否等方面具有显著差异[30]。基

因组大小、基因间区域的组成，重复序列、内含

子等方面会有所不同，但基因含量和同源性在肉

座菌目中保持高度保守[57]。G+C 含量是常规报

道基因组的基本特征之一，虽然有报道称高

G+C 含量对 DNA 结构的稳定性有积极影响[58]，

并且可能与基因组大小呈正相关[59]，但也有研

究表明在丛赤壳科(Nectriaceae)中线粒体基因组

中 G+C 含量与基因组大小无任何相关性[50]。本

研究发现虫草科物种之间基因组大小差异较大，

蜡蚧刺束梗孢基因组为 24 577 bp，蛹虫草线粒

体基因组可达 33 277 bp，但 G+C 含量稳定在

27%左右，可见 G+C 含量与基因组大小无相关

性，这可能与内含子、基因间区域的数量和大小、

重复序列的丰度等有关。虫草科物种线粒体基因

组一般包含 15 个保守 PCG、2 个 rRNA 基因和

24–27 个 tRNA 基因。Lecanicillium saksenae 
(GenBank 登录号为 NC_028330)[60]与本研究线

粒体基因组中的基因类型和数量完全一致。而

Parengyodontium album (GenBank 登 录 号 为

KX061492)[45]线粒体基因组含有 17 个 PCG，多

了 2 个基因编码开放阅读框，即 orf77 和 orf148。
关于 orf 的鉴定和注释通常也仅仅基于生物信息

学分析，很多无法确定其真实特征，即还不清楚

它们是活性蛋白还是无功能性假基因[50]。虽然 orf
是真菌线粒体基因组的常见结构元素，但它们的

功能仍不清楚 [61]。本研究对蜡蚧刺束梗孢

RCEF6920 的线粒体基因组进行了测序、注释

和分析，并比较了虫草科物种间线粒体基因组

特征。研究结果发现真菌线粒体基因组信息适

用于探索该物种的生物学、遗传多样性和医用

药学以及虫草科和肉座菌目的系统发育及进化

关系。 
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