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摘  要 

毕节市纳雍县地处贵州西北部乌蒙山区，其蚯蚓物种多样性研究尚属空白。本研究对该区域采集的一号

蚯蚓样品进行多基因分子鉴定，以明确其分类学归属。通过转录组测序获取线粒体COI、COII、ND1、12S 
rRNA及16S rRNA基因序列，结合GenBank数据库同源序列构建最大似然树和贝叶斯树，并基于Kimura
二参数模型估算遗传距离。结果表明：该样品与Amynthas californica (加州腔蚓)在多个基因树中聚为支

持率较高的单系群，COII、ND1、12S rRNA及16S rRNA基因遗传距离分别为1.79%、1.30%、0.30%和

1.00%，均低于种内分化阈值；COI基因分析显示与Amynthas kiangensis遗传距离为5.19%，与标注为

Amynthas schmardae的序列(实为A. californica误鉴)距离仅0.88%。综合多基因证据，将该样品鉴定为

Amynthas californica，支持A. kiangensis为其次异名。本研究报道了该物种在贵州纳雍县的分布，为西

南地区蚯蚓分类修订提供了分子数据。 
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Abstract 
Nayong County, Bijie City, located in the Wumeng mountainous area of northwestern Guizhou 
Province, remains a research gap regarding earthworm biodiversity. This study conducted multi-
locus molecular identification of an earthworm specimen collected from this region to clarify its 
taxonomic status. Transcriptome sequencing was performed to obtain mitochondrial COI, COII, ND1, 
12S rRNA, and 16S rRNA gene sequences. Phylogenetic trees were constructed using Maximum Like-
lihood and Bayesian inference methods based on homologous sequences from GenBank, and ge-
netic distances were estimated using the Kimura two-parameter model. The results demonstrated 
that the specimen clustered with Amynthas californica in high-support clades across multiple gene 
trees, with genetic distances of 1.79% (COII), 1.30% (ND1), 0.30% (12S rRNA), and 1.00% (16S 
rRNA), all below the intraspecific divergence threshold. COI gene analysis revealed a 5.19% diver-
gence from Amynthas kiangensis and only 0.88% from sequences annotated as Amynthas schmardae 
(which were confirmed to be misidentified A. californica). Based on multigene evidence, the speci-
men was identified as Amynthas californica, supporting A. kiangensis as a junior synonym. This 
study reports this species from Nayong County and provides molecular data for earthworm taxo-
nomic revision in Southwest China. 
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1. 引言 

中国西南地区地处全球生物多样性热点之一的东喜马拉雅地区，独特的喀斯特地貌与亚热带湿润季

风气候孕育了丰富的蚯蚓物种多样性。近年来，该区域蚯蚓分类学研究取得重要进展，孙静等在贵州梵

净山国家级自然保护区及云南西双版纳等地相继发现并记述了满盈远盲蚓(Amynthas impletus)和喜湿远盲

蚓(Amynthas uvidus)等新种，显著丰富了我国远盲蚓属(Amynthas)的物种记录[1]。截至 2021 年，中国已记

录巨蚓科(Megascolecidae)蚯蚓 579 种(亚种)，其中远盲蚓属超 400 种[1]，为巨蚓科的优势类群。然而，

相较于贵州梵净山、茂兰等保护区较完善的生物多样性调查，位于贵州西北部乌蒙山区的毕节市纳雍县，

其蚯蚓区系组成及物种多样性状况尚缺乏系统性研究，存在明显的研究空白。 
毕节市纳雍县地处滇东高原向黔中山地丘陵过渡的乌蒙山区倾斜地带，海拔高差显著，地形切割强

烈，生境异质性高。该区域关于野生蚯蚓资源的物种组成与系统发育关系研究尚无文献记载。本研究在

纳雍县采集到一蚯蚓样品，经形态初步鉴定为远盲蚓属(Amynthas)物种，但蚯蚓作为土壤穴居动物，长期

适应密实、黑暗的地下环境，导致其形态分化受到显著限制，可用于分类的表型性状极为有限[2]。此外，

体色等表型特征受环境因素影响极大，同一物种在不同土壤类型、湿度和营养条件下可呈现不同色泽，

而不同物种可能因适应相似环境而表现出趋同的体色，造成鉴定混淆[3] [4]。另外，Sato 等(2023)通过对

221 个线粒体基因组序列(包括 197 个日本产标本和 24 个已发表的中国产标本序列)的分析发现，目前分

别归类于 Amynthas、Metaphire、Duplodicodrilus 和 Manus 的 pheretimoid 蚯蚓在系统发育上相互嵌套，均

不构成单系群(non-monophyletic) [5]。基于命名法规的优先律原则，这些属都应并入历史最悠久的属
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Amynthas Kinberg, 1867 [5]。这一观点得到了多项基于 13 个蛋白编码基因(PCGs)构建的系统发育树的支

持。Zhang 等的研究表明，Metaphire californica (KP688581)、Duplodicodrilus schmardae (KT429015)与多

个 Amynthas 物种在系统发育树上互为姐妹群，且支持率较高[6]，进一步佐证了这三个分类单元在属级合

并后可能呈现更为密切的种内关系[7]。 
本研究采用多基因联合鉴定方法，对采自纳雍县的蚯蚓样品进行物种精准鉴定，旨在明确该样品的

分类学归属，并为西南地区蚯蚓物种多样性与分类修订提供基础数据。 

2. 材料与方法 

2.1. 标本信息 

2022 年 8 月，研究团队在纳雍县一农地采集 1 条蚯蚓，与伴生土壤一块带回实验室，尾部体段洗净

后放入冻存管(样本编号 T2226)，经液氮速冻处理后存于−80℃冰箱内保存备用，其余体段保存于六盘水

师范学院动物标本馆。 

2.2. 转录组测序及分子标记提取 

研究样品使用干冰运输，委托北京百迈客生物科技有限公司进行 RNA 提取，转录组测序文库的构建

和测序。利用 Illumina novaseq6000 平台，对不同长度的 cDNA 文库进行测序，得到原始读取序列(Raw 
reads)。对 Raw reads 进行质控和过滤，去除低质量和读长较短的 reads 后通过分类、聚类、矫正及拼接获

得高质量的全长转录本(Unigene)。 
根据中国蚯蚓多样性研究[8]-[10]，下载物种归属清晰，采集信息完备的蚯蚓分类分子标记序列，构

建包含线粒体 12S rRNA、16S rRNA、COI、COII、ND1 基因序列数据集(AnnelidaRF.fas)。使用本地 Blast
构建蚯蚓分子标记参考数据库，之后用 Unigene 数据与参考数据库比对，提取 Unigene 中的 12S rRNA、

16S rRNA、COI、COII、ND1 基因序列[11]。 

2.3. 参考基因序列下载及系统发育分析 

将所测得的分子标记基因序列经过上传 GenBank 进行搜索比对(megablast)，下载 100 条蚯蚓同源序

列作为参考序列，与待定自测基因序列一起构成序列数据集。参照本课题组之前的研究方法(双重单系法)，
筛选最适合该数据集序列演化模型，构建最大似然树(Maximum likelihood tree, ML tree)以及贝叶斯树

(Bayesian inference tree, BI tree)，计算支系内及支系间的遗传距离[12] [13]。 

3. 结果 

3.1. 测序结果 

经转录组测序及同源比对提取，获得本研究蚯蚓样品线粒体 COI、COII、ND1、12S rRNA 及 16S 
rRNA 基因序列，并上传 Genbank(索取号分别为 T2226COI、T2226COII、T2226ND1、T2226X12S、
T2226X16S)。 

3.2. 支系分化 

将所测得蚯蚓基因序列(自测序列)提交 Genbank 进行搜索比对，分别下载 100 条蚯蚓线粒体 COI、
COII、ND1、12S rRNA 及 16S rRNA 同源序列作为参考序列，与待定基因序列一起构成序列数据集。基

于不同的系统发育分析方法(ML、BI)对该数据集构建系统发育树(图 1)表明，本研究的自测序列与

Amynthas californica(Genbank 中标记为 Metaphire californica，下同)、Amynthas kiangensis 及 Amynthas 
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schmardae (Genbank 中标记为 Duplodicodrilus schmardae，下同)物种的同源基因序关系较近。其中，基于

COI 基因构建的系统发育树中(图 1(A))，自测序列与 Amynthas schmardae 同源序列聚为一个支持率不高

的支系，然后与 Amynthas californica、Amynthas kiangensis、Megascolecidae sp. (分类地位待定)同源序列

聚为一个支持率较高的支系。其中 Amynthas kiangensis 序列聚在 Amynthas californica 内部。在基于 COII、
ND1、12S rRNA 及 16S rRNA 基因构建的系统发育树中(图 1(B)、图 1(C)、图 1(D)、图 1(E))，自测序列

均与 Amynthas californica 同源序列聚为支持率较高的支系。其中在基于 COII、ND1 基因构建的系统发育

树中(图 1(B)、图 1(C))，自测序列与在 Amynthas californica 同源序列间有支系分化，即 Amynthas californica
同源序列以较高的支持率聚为一个支系。在基于 12S rRNA 及 16S rRNA 基因构建的系统发育树中(图
1(D)、图 1(E))，自测序列深嵌在 Amynthas californica 支系分化内部，与 Amynthas californica 同源序列间

没有支系分化。 
 

 
Figure 1. The Bayesian tree constructed based on the gene sequence datasets of COI (A), COII (B), ND1 (C), 12S rRNA (D), 
and 16S rRNA (E). The numbers near the branches represent the support rates (ML/BI) of the corresponding clades in phylo-
genetic trees constructed by different methods 
图 1. 基于 COII (A)、COI (B)、ND1 (C)、12S rRNA (D)、16S rRNA (E)基因序列数据集构建的贝叶斯树。支系附近

数字为相关支系在不同方法构建的系统发育树中的支持率(ML/BI) 

3.3. 遗传距离 

基于 Kimura 二参数替换模型(K2P)估算序列间的遗传距离表明，在线粒体 COI 基因序列构建的系统

发育树中(图 1(A))，自测序列与 Amynthas schmardae 支系遗传距离最小，平均值为 0.88% (表 1)；Amynthas 
schmardae、Megascolecidae sp.、Amynthas californica 及 Amynthas kiangensis 内部遗传距离分别为 0.94%、

0.17%、0.08%、0.94%。在线粒体 COII 基因序列构建的系统发育树中，自测序列与 Amynthas californica
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支系遗传距离最小，平均值为 1.79% (表 1)；Amynthas californica、Megascolecidae sp.内部遗传距离分别

为 0.03%、0.00%。在线粒体 ND1 基因序列构建的系统发育树中，自测序列与 Amynthas californica 支系

遗传距离最小，平均值为 1.30% (表 1)；Amynthas californica、Megascolecidae sp.内部遗传距离分别为

0.11%、0.00%。在线粒体 12S rRNA 基因序列构建的系统发育树中，自测序列与 Amynthas californica 支

系遗传距离最小，平均值为 0.30% (表 1)；Amynthas californica、Megascolecidae sp.内部遗传距离分别为

0.08%、0.00%。在线粒体 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树中，T2226 与 Amynthas californica 支系

遗传距离最小，平均值为 1.00% (表 1)；Amynthas californica、Megascolecidae sp.内部遗传距离分别为

0.20%、0.00%。 
 
Table 1. The genetic distance (%) information among branches in the phylogenetic trees in this study 
表 1. 本研究中系统发育树各支系间遗传距离(%)信息表 

序号 基因 支系 1 支系 2 最小值 最大值 平均值 

1 COI T2226 Amynthas schmardae 0.53 1.41 0.88 

2 COI T2226 Megascolecidae sp. 1.24 1.42 1.33 

3 COI T2226 Amynthas californica 1.78 2.13 1.82 

4 COI T2226 Amynthas kiangensis 4.88 5.63 5.19 

5 COI T2226 Amynthas incongruus 14.40 14.40 14.40 

6 COI Amynthas schmardae Megascolecidae sp. 1.78 2.86 2.23 

7 COI Amynthas schmardae Amynthas californica 1.96 2.86 2.24 

8 COI Amynthas schmardae Amynthas kiangensis 4.69 6.39 5.38 

9 COI Amynthas schmardae Amynthas incongruus 13.95 14.85 14.32 

10 COI Megascolecidae sp. Amynthas californica 1.60 2.13 1.73 

11 COI Megascolecidae sp. Amynthas kiangensis 4.50 5.44 4.91 

12 COI Megascolecidae sp. Amynthas incongruus 14.17 14.40 14.29 

13 COI Amynthas californica Amynthas kiangensis 3.39 4.13 3.62 

14 COI Amynthas californica Amynthas incongruus 14.40 14.81 14.44 

15 COI Amynthas kiangensis Amynthas incongruus 16.07 16.71 16.36 

16 COII T2226 Amynthas californica 1.66 1.97 1.79 

17 COII T2226 Megascolecidae sp. 10.69 10.69 10.69 

18 COII Amynthas californica Megascolecidae sp. 10.56 11.85 11.09 

19 ND1 T2226 Amynthas californica 1.11 2.33 1.30 

20 ND1 T2226 Megascolecidae sp. 13.56 13.56 13.56 

21 ND1 Amynthas californica Megascolecidae sp. 13.67 15.27 14.04 

22 12S rRNA T2226 Amynthas californica 0.24 0.81 0.30 

23 12S rRNA T2226 Megascolecidae sp. 5.97 5.97 5.97 

24 12S rRNA Amynthas californica Megascolecidae sp. 4.97 5.96 5.46 

25 16S rRNA T2226 Amynthas californica 0.58 2.91 1.00 

26 16S rRNA T2226 Megascolecidae sp. 5.59 5.60 5.59 

27 16S rRNA Amynthas californica Megascolecidae sp. 4.97 7.75 5.54 
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4. 讨论 

4.1. 加州腔蚓及相关物种的分类 

本文使用基于多分子标记的分子系统发育学研究方法，对 1 号采自贵州纳雍县的蚯蚓进行初步的分

子鉴定。结果表明，在系统发育树上，本研究样品与 Amynthas californica、Amynthas kiangensis 与 Amynthas 
schmardae 三个物种的聚类关系较近，这与三个物种特殊的分类学史有关系。Amynthas californica (Kin-
berg, 1867)是这三个物种中最早被描述的，最初被命名为 Pheretima californica，模式产地为美国加利福

尼亚州索萨利托湾(Sausalita Bay) [14]。该物种具有广泛的全球性分布，呈环热带分布格局，其原产地可

能为中国，后被引入美洲及其他地区。历史上，该物种曾被记录的同物异名包括 Pheretima modesta 和

Pheretima molesta，Chen (1936)还提出该种可能是 Metaphire hesperidum (Beddard, 1892)的高级同物异名

[15]。Amynthas kiangensis 最初由 Michaelsen (1931)描述为 Pheretima kiangensis，模式产地为中国苏州，

模式标本保存于德国汉堡博物馆[16]。该种在形态上属于典型的 pheretimoid 类群，具有“superficial male 
pores”等特征。Amynthas schmardae 的描述同样经历了复杂的属级变动，最初被描述为 Megascolex 
schmardae，模式产地为日本[17]。Beddard (1896)将其误认为新种 Perichaeta trityphla 并记录于巴巴多斯，

后被证实为 A. schmardae 的次异名[18]。该种在历史上曾被归入 Metaphire 属，称为 Metaphire schmardae 
(Genbank)。 

Huang 等(2007)基于线粒体 COI 基因片段(566 bp)的 DNA 条形码研究提供了以上三个分类单元可能

为同一物种的关键证据。该研究测定了包括 Amynthas kiangensis、Amynthas californica 和 Amynthas 
schmardae 在内的多种 pheretimoid 蚯蚓的序列，发现 A. kiangensis 与 A. californica 的遗传 p 距离仅为

0.7%~0.8%，远低于通常用于区分不同物种的阈值(一般>15%)，据此提出 A. kiangensis 可能是 A. californica
的次异名[19]。 

4.2. 纳雍蚯蚓样本的分子鉴定 

本研究从纳雍采集到的蚯蚓样本的线粒体 COII、ND1、12S rRNA 及 16S rRNA 基因与 Amynthas 
californica 同源序列聚为一个支持率较高的支系(图 1)，且遗传距离不超过 2% (表 1)，暗示属于同一物

种。在基于线粒体 COI 基因构建的系统发育树中，自测序列与 Amynthas californica、Amynthas kiangensis
与 Amynthas schmardae 聚为一个支持率较高的支系，该支系内虽进一步分化为 Amynthas californica、
Amynthas kiangensis、Megascolecidae sp. (巨蚓科未鉴定序列)与 Amynthas schmardae 几个支系，但支持率

均不高，支系间遗传距离最高为 6.39%，未超过种间遗传距离 15% [19] [20]，与之前认为 Amynthas cali-
fornica、Amynthas kiangensis 为同一个物种的研究结果一致，A. kiangensis 可能是 A. californica 的次异名

[19]。另外，关于 Amynthas schmardae 的分子数据则揭示了更复杂的鉴定问题。Blakemore 等(2015)通过

对韩国济州岛标本的 DNA 测序发现，样本 HY17 (鉴定为 A. californica)与 GenBank 中标注为“Metaphire 
schmardae”的序列 EF032610 (来自中国)相似度达 98%，但进一步比对确认后者实际上是对 A. californica 
的误鉴定，而非真正的 A. schmardae (日本产) [17]。这一发现表明，GenBank 数据库中标记为 A. schmardae 
的序列可能多源于 A. californica 的误鉴，导致这两种在形态上具有明显差异(A. schmardae 具有双精囊袋

和肠盲囊，而 A. californica 缺乏这些结构)的物种在分子数据库中产生了混淆[18]。本研究中来自 A. 
schmardae 的 3 条 COI 基因(EF032610、EF077535 及 EF077536)序列均来自中国，应是对 A. californica 的

误鉴定。Amynthas、Metaphire、Duplodicodrilus 和 Manus 的 pheretimoid 蚯蚓在系统发育上相互嵌套，这

些属都应并入历史最悠久的属 Amynthas Kinberg, 1867 [5]，因此，本研究样品物种归属应为 Amynthas cal-
ifornica。 
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4.3. 转录组数据在蚯蚓分子鉴定中的应用 

本研究采用转录组测序(RNA-seq)结合数据挖掘策略获取线粒体多基因序列，作为分子标记，对一未

知蚯蚓进行多基因鉴定。相较于传统的单基因分子鉴定，基于不同基因的分子鉴定避免了物种进化过程

中，不完全分拣(incomplete lineage sorting)带来的物种鉴定错误[21]，提高分子鉴定的可靠性。同时，不

同分子标记，因进化速率不同适用于不同分类层级的分类问题。例如，在蚯蚓的系统发育分析中，线粒

体蛋白质编码基因(COI、COII 和 ND1)的进化速度快于其他基因，适用于种内、种复合体/群组内分析，

线粒体 16S rRNA 和 12S rRNA 适用于属级分析[22]，因此多基因鉴定可以对样品的不同层级分类地位进

行多级鉴定。线粒体基因因其母系遗传、重组率低，且通常比核 DNA 具有更快的替换速率，为近期分化

的支系提供了较多可变位点[23]，因而常作为分子鉴定等种级水平分子系统发育研究的分子标记。而且，

在所有细胞类型中持续恒定表达、维持细胞基本生命活动所必需的线粒体基因，更容易从不同组织的转

录组测序中获取序列信息，提高了分子标记的成功率，降低了实验成本，因此基于转录组数据的多基因

物种分子鉴定具有叫广阔的应用前景。 

5. 结论 

本研究采用转录组测序技术，对采自贵州省纳雍县的一号蚯蚓样品进行多基因分子鉴定。基于线粒

体 COI、COII、ND1、12S rRNA 及 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树显示，该样品与 Amynthas 
californica聚为支持率较高的单系群，遗传距离均小于2%，而与Amynthas kiangensis及Amynthas schmardae
的 COI 遗传距离分别为 5.19%和 0.88%。结合近期线粒体基因组系统发育研究揭示的属级非单系性，确

认该样品应归属为加州远盲蚓 Amynthas californica。本研究支持 A. kiangensis 为 A. californica 的次异名，

并指出 GenBank 中标注为 D. schmardae 的序列实为 A. californica 的误鉴定。研究填补了贵州西北部蚯蚓

区系研究的空白，证实了基于转录组测序的多基因联合鉴定在解决近缘种分类问题中的必要性和有效性。 
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