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摘要    软体动物线粒体基因组在大小、结构和功能存在巨大变异, 不同组装策略往往会得到差异

的结果, 明确适合软体动物的线粒体基因组组装策略对开展基于线粒体基因组的相关研究具有重要

意义。通过基因组浅层测序技术获取了软体动物主要类群(双壳纲、腹足纲、多板纲、头足纲)代表

种类的基因组数据, 应用目前主流的线粒体基因组组装软件(NOVOPlasty、Ray、MitoZ、SPAdes、

GetOrganelle 和 MEANGS)在相同条件下进行组装并比较各个软件的组装效果[运行时间、基因组覆

盖度、准确性、线粒体重叠群(Contigs)数目、结果文件存储空间占用], 探讨线粒体基因组的组装策

略。结果表明, 基于不同组装策略的线粒体基因组组装软件的组装效果与物种的生物学分类无关, 而

与线粒体基因组大小有关。基于参考序列组装策略的 NOVOPlasty和基于从头组装策略的MEANGS、

GetOrganelle和 MitoZ更适用于组装有着常见线粒体基因组大小的软体动物类群, MEANGS、Ray和

SPAdes 更适用于组装线粒体基因组偏大的软体动物类群, MitoZ 可以一次性完成线粒体基因组的组

装、注释以及可视化工作。研究结果提示不同的组装策略各有优势和不足, 可以通过分析对象隶属

于同属或者同科物种的线粒体基因组大小特征判断选择最适合的组装软件, 常见大小的线粒体基因

组组装建议优先选择 NOVOPlasy和 MEANGS, 偏大线粒体基因组的组装建议优先选择 MEANGS。 
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线粒体基因组序列长度较短 , 组成和结构相对

稳定 , 非编码区较少 , 极少发生重组 , 进化速度快 , 

不仅包含序列信息 , 还有着丰富的基因结构信息
(Doiron et al, 2002; Gissi et al, 2008; Wei et al, 2010; 
Li et al, 2012), 现已成为研究群体遗传分化(Arndt et 

al, 1998; 邢晶晶, 2002; Wang et al, 2015)、基因进化

(Perseke et al, 2010)、物种起源(Saccone et al, 1999)、

疾病诊断(Hart et al, 2013)、法医学鉴定(Davis et al, 

2015)、分子标记挖掘(Galaska et al, 2019)、系统发育
(Miya et al, 2001; Osigus et al, 2013; Li et al, 2015; 
Mikkelsen et al, 2018)等领域的重要工具。 

早期线粒体基因组的获得主要是对物理分离出

的线粒体 DNA的克隆文库进行 Sanger测序, 即将细

胞的不同组分通过离心(氯化铯密度梯度离心或差速 

离心法)或碱裂解法分开, 获得高纯度的线粒体DNA, 

然后用限制性核酸内切酶进行部分或完全酶切 , 或

者用不同强度的超声波随机打断成短片段 , 最后将

这些短片段克隆到质粒载体(Plasmid Vectors)中进行

测序(Tamura et al, 1988; 沙淼等, 2013)。该方法充分

保证了线粒体序列的准确性(Tzeng et al, 1992; 鲁成

等, 2002), 但冗繁的实验步骤, 对样品的高需求量以

及质量的高要求等限制了该方法的大规模应用(沙淼

等, 2013; 李天杰等, 2016)。1985年, 聚合酶链式反

应 PCR (Polymerase Chain Reaction)技术首次被提出

(Saiki et al, 1985), Sanger测序 PCR扩增产物的方法

自此成为了获取线粒体基因组的主流 , 该方法是指

通过设计特异性引物经 Long PCR (Cheng et al, 1994)
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扩增出线粒体基因组的大片段 , 结合引物步移法

(primer walking)进行 Sanger测序, 最后对测序得到的

不同片段进行拼接得到完整的线粒体基因组序列。该

方法获得的线粒体基因组准确性高, 对 DNA 母液的

需求量少 , 规避了线粒体假基因的干扰以及物理纯

化线粒体 DNA的操作步骤(沙淼等, 2013), 即使是测

序技术快速发展的今天该方法仍然占据了很大的市

场。但该方法在大规模应用时逐渐显露出不足之处, 

如通量低、花费高、耗时长、特异性引物设计难度较

大以及对 DNA 质量的严格要求限制了保存不当的样

品的线粒体基因组的测定等 (Hofreiter et al, 2001; 

Orlando et al, 2015)。 

2 0 1 2 年 ,  基因组浅层测序技术被首次提出

(Straub et al, 2012), 指通过鸟枪测序法(shotgun 

sequencing)获得全基因组较低测序深度(low-passing)

数据 , 能够恢复细胞器基因组以及低拷贝核基因的

序列片段(Sarmashghi et al, 2019)。该技术通量高、成

本低、速度快, 且无需设计引物, 在过去的十年间得

到了广泛应用。如何在避免序列长、拷贝数高的核内

线粒体假基因(nuclear mitochondrial pseudogenes, 也

称 Numts)污染的情况下从测序数据中准确、快速的

抓取线粒体 reads, 并成功组装出完整的线粒体基因

组序列成为了亟需解决的关键问题(李艳等, 2012; Li 

et al, 2012)。目前从基因组浅层测序数据中获取线粒

体基因组的主流的组装策略主要分为有参考序列组

装策略以及从头(de novo)组装策略(Hunter et al, 2015; 

Machado et al, 2016)。有参考序列组装策略是指将测

序获得的短读长(short reads)映射到参考序列上, 根

据近缘物种线粒体基因组序列的相似性捕获线粒体

reads 并不断延伸 ,  直至获得完整的线粒体基因组

(Hunter et al, 2015), 该方法速度快, 但序列准确性完全

依赖于参考序列(The 1000 Genomes Project Consortium 

et al, 2010)。其中, 线粒体基因组作为参考序列时, 序

列的延伸是通过映射到参考序列上的线粒体 reads 间

的相互重叠完成 , 而在以线粒体基因组序列片段为

参考序列的组装中则是通过将映射捕获的高覆盖度

且连续的线粒体 reads 拼接成重叠群, 成为新一轮映

射的参考序列 , 以此反复将原始测序数据映射到新

的参考序列上, 直至获得完整的线粒体基因组(匡卫

民等, 2019)。从头组装策略与有参组装策略有很大的

区别 , 从头组装策略是将所有短读长拼接成多条重

叠群序列(Hunter et al, 2015), 根据线粒体基因组测

序深度高的特点确定可能的线粒体重叠群 , 然后将 

测序数据反复映射到这些重叠群, 并不断延长(匡卫

民等, 2019), 该方法组装时运算量大(Li et al, 2012)。

目前可公开获得并且免费使用的主流的线粒体基因

组组装软件有: Ray (Boisvert et al, 2010)、SPAdes 

(Bankevich et al, 2012)、MitoZ (Meng et al, 2019)、

NOVOPlasty (Dierckxsens et al, 2017)、 GetOrganelle 

(Jin et al, 2020), 以及最新发表的基于从头组装策略

的线粒体基因组组装软件 MEANGS (Song et al, 

2022)。其中 NOVOPlasty 基于参考序列的组装策略, 

其余 5个软件均基于从头组装策略, 但是开发者对组

装流程进行了不同方向的优化。在之前的研究中 , 

Ray、SPAdes、MitoZ、NOVOPlasty、GetOrganelle

成功用于组装不同动物类群的线粒体基因组 , 并基

于线粒体基因组序列进一步开展了相关研究(Li et al, 

2015; Kong et al, 2020; Wang et al, 2021; Zhao et al, 
2021; Kitano et al, 2022; Zhang et al, 2022)。 

软体动物是动物界第二大门类 , 从热带到极地

地区均有分布, 栖息于深海热液口、潮间带、陆地等

各种各样的生境, 是重要的食物和装饰品来源, 经济

价值高, 富含药用、营养价值(Ponder et al, 2020), 广

泛应用于细胞生物学、神经生物学、生理学、行为学、

进化论、群体遗传学和材料科学研究(Liu et al, 2021)。

软体动物的线粒体基因组在大小、结构和功能方面存

在巨大变异(Ghiselli et al, 2021), 但是目前仍然缺乏

专门为软体动物设计的线粒体基因组组装软件。本研

究中利用目前主流的组装软件 Ray、SPAdes、MitoZ、

GetOrganelle、MEANGS和 NOVOPlasty, 通过比较各

个软件的运行时间、基因组覆盖度、线粒体重叠群、

结果文件的大小以及线粒体基因组全序列的质量 , 

测试它们在软体动物主要类群腹足纲 Gastropoda、双

壳 纲 Bivalvia 、 头 足 纲 Cephalopoda、 多 板 纲

Polyplacophora 中的组装效果, 以期优化软体动物不

同类群的线粒体基因组的获取流程 , 为后续开展线

粒体基因组的相关研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验数据 

本研究使用的实验数据信息见表 1, 通过分析

NCBI 中已公开发表的软体动物主要类群的线粒体基

因组数据, 从隶属于软体动物的多板纲、双壳纲、腹

足纲以及头足纲中各选择了 3个代表物种。其中由于

非编码区(non-coding regions)扩增和转座(transposition)

等原因(Smith et al, 2007; Sun et al, 2016), 双壳贝类

一些种类的线粒体 DNA 全长是其他两侧对称动物的 
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表 1  本研究中所用到的样品信息 
Tab.1  Species used in this study 

纲 物种名 拉丁名 采集地点 参考物种名 参考物种拉丁名 测序平台 

虾夷蚶蜊 Glycymeris yessoensis 江苏连云港 — Lunarca ovails Illumina HiSeq X 

毛蚶 Scapharca kagoshimensis 广西北海 胀毛蚶 Scapharca globosa Illumina HiSeq X 双壳纲 

结蚶 Tegillarca nodifera 广西防城港 — Tegillarca sp. Illumina HiSeq X 

史氏宽板石鳖 Placiphorella stimpsoni 福建漳州 — Katharina tunicata Illumina HiSeq X 

红条毛肤石鳖 Acanthochitona rubrolineata 福建漳州 — Acanthochitona avicula Illumina HiSeq X 多板纲 

琉球花棘石鳖 Acanthopleura loochooana 福建漳州 — Acanthopleura echinata Illumina HiSeq X 

斗嫁  Cellana grata 福建宁德 — Nacella magellanica Illumina NovaSeq 6000

三列扭柱螺 Tectus triserialis 海南三沙 塔形扭柱螺 Tectus pyramis Illumina HiSeq X 腹足纲 

— Pseudosuccinea columella  静水椎实螺 Lymnaea stagnalis  

头足纲 菱鳍鱿 Thysanoteuthis rhombus 中国南海  阿根廷滑柔鱼 Illex argentinus Illumina NovaSeq 6000

 鹦鹉螺 Nautilus pompilius  大脐鹦鹉螺 Nautilus macromphalus  

 图氏后乌贼 Metasepia tullbergi  白斑乌贼 Sepia latimanus  

 
2~3倍, 如魁蚶 Scapharca broughtonii (46 985 bp; Liu 

et al, 2013)、夹粗饰蚶 Anadara vellicata (34 147 bp; 

Sun et al, 2015)、麦哲伦扇贝 Placopecten magellanicus 

(30 680~40 725 bp; Smith et al, 2007)、Bryopa lata 

(>31 969 bp; Williams et al, 2017), 因此在双壳纲中

我们选择的 3 个物种分别是经测定有着常见线粒体

基因组大小 (17 903 bp)的虾夷蚶蜊 Glycymeris 

yessoensis (Kong et al, 2020), 经测定线粒体基因组大

小为 38 672 bp的结蚶 Tegillarca nodifera以及线粒体

基因组大小高达 56 170 bp 的毛蚶 Scapharca 

kagoshimensis (Kong et al, 2020)。其余软体动物中除

Lottia digitalis (26 835 bp) 和 帝 巨 奥 氏 蛞 蝓

Megaustenia imperator (34 791 bp)外线粒体基因组大

小均在 13 000~21 000 bp, 本研究中多板纲 (14 

936~16 573 bp)、腹足纲(13 453~20 092 bp)以及头足

纲(14 654~18 999 bp)的代表物种的选择涉及线粒体

基因组各个范围(如腹足纲中选择的斗嫁 Cellana 

grata、三列扭柱螺 Tectus triserialis和 Pseudosuccinea 

columella的线粒体基因组分别为 16 181、18 897和

13 757 bp), 其中 P. columella (SRR19929133)、鹦鹉螺

Nautilus pompilius (SRR11485706)以及图氏后乌贼

Metasepia tullbergi (SRR13083629)的原始测序数据下

载自 NCBI SRA数据库, 其余物种的原始测序数据均

已上传至 NCBI SRA数据库(BioProject PRJNA860060)。 

1.2  线粒体基因组组装和注释 

分别应用软件 NOVOPlasty (Dierckxsens et al, 

2017)、GetOrganelle (Jin et al, 2020)、MitoZ (Meng et 

al, 2019)、 Ray (Boisvert et al, 2010)、 SPAdes 

(Bankevich et al, 2012)和 MEANGS (Song et al, 2022)

组装软体动物主要类群代表物种的线粒体基因组。组

装软件的运行基于实验室现有服务器 , 服务器运行

在 64 bit模式下, CPU型号为 Intel(R) Xeon(R) Gold 

6132 CPU @ 2.60 GHz, Linux 内核信息 Linux 

localhost.localdomain 3.10.0-1062.9.1.el7.x86_64 #1 
SMP Fri Dec 6 15:49:49 UTC 2019 x86_64 x86_64 
x86_64 GNU/Linux, 物理内存共 503 G, 硬盘交换分

区共 127 G。组装时除 NOVOPlasty默认用 1个线程

(thread)运行外, 其余软件均使用 8 个线程运行。Ray

的 k-mer设定为 31, SPAdes的 k-mer设定为 21、33、

55、77, GetOrganelle在调用 SPAdes进行从头组装时

的 k-mer 设定为 21、45、65、85、105, 最大组装延

伸轮数为 15, 以上均为软件默认或推荐参数。其中基

于参考序列组装策略的 NOVOPlasty所用参考序列在

表 1 中已注明。Ray 和 SPAdes 组装后并不能直接得

到线粒体基因组序列, 还需要将所得骨架(Scaffolds)

建库, 借助参考序列(见表 1)进一步 BLAST获得线粒

体基因组序列。组装得到的线粒体基因组均通过

MITOS (Bernt et al, 2013)进行注释以检查是否存在

基因缺失。 

1.3  组装质量的评估 

关于组装质量的评估比较 , 我们评价的指标基

本参照了Dierckxsens等(2017), 具体包括软件运行时

长、重叠群数目、基因组覆盖度、基因组准确性、结

果文件的存储空间占用。本研究中组装时间的确定借

助组装软件在 Linux 系统中运行时用命令 time 获得; 

重叠群的数目在线粒体基因组最后的组装结果中可

以直接明确; 结果文件的大小直接在 Linux环境下用

“ls -al”查看; 缺失基因的确定通过 MITOS初步注释, 
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并经 Open Reading Frame Finder (https://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/orffinder/)、ARWEN (Laslett et al, 2008), 

以及已发表的线粒体基因组分别进一步检查确定。对

线粒体基因组序列质量的判断主要是借助软件 Quast 

(Gurevich et al, 2013), Quast用于评价线粒体基因组

序列质量时分为有参考序列和无参考序列两种方法。

QUAST 在无参的情况下缺乏可供评判不同线粒体基

因组序列质量的参数 , 为了更好评价各个软件的组

装效果, 本研究使用有参考线粒体基因组的方法, 参

考序列首选相应物种在NCBI中已公开完整的线粒体

基因组序列, 并经 MitoZ中的 circle_check.py脚本确

定是否为环状 , 并去除两端的重复序列作为参考序

列。当两端重复序列太短或者本身并非完整的线粒体

基因组导致 circle_check.py脚本认为该序列并非环状

时, 使用软件 MEGA 5.0 (Tamura et al, 2011)比较

NCBI 中已发表的线粒体基因组序列以及各个软件组

装出来的结果, 确定最终的参考序列。通过 QUAST

结果报告中 Genome fraction 确定基因组覆盖度, 即

组装好的序列占参考序列的百分比 , 通过报告中的

Genome coverage 确定准确性, 即组装好的序列去除错

配的位点后占参考基因组的百分比。由于 NOVOPlasty

的组装结果中仅包含组装的结果文件和日志 , 存储

空间占用十分小, 因此, 当 NOVOPlasty 的结果文件

存储空间占用小于 1 MB时, 为了结果文件存储空间

的单位的统一, 在图表中均记为 0.01 GB。 

为更加直观地比较各个软件的组装效果 , 组装

结果以表格和柱状图两种形式呈现。其中在柱状图的

绘制中, 基因组覆盖度、准确性、运行时间、结果文

件存储空间占用、线粒体重叠群数目的最高得分分别

设置在 100%、100%、0 min、0 GB、1条, 所有百分

比都保留至小数点后两位。 

2  结果 

在 NOVOPlasty组装软体动物主要类群代表物种

的组装结果中(表 2, 图 1), 除在头足纲鹦鹉螺中的组

装时间为 62 min外, 其余为 6~18 min, 结果文件存储

空间占用均小于 0.01 GB。在组装质量方面, NOVOPlasty

在组装双壳纲的毛蚶时报错, 无法完成组装, 在组装

头足纲的菱鳍鱿时, 基因组覆盖度为 86.53%, 基因

组准确度仅为 77.09%, 在组装头足类的图氏后乌贼

的结果中, 基因组覆盖度仅为 61.41%, 但是准确度

达 100%, 在本研究中的其他软体动物类群中 , 

NOVOPlasty 组装获得线粒体基因序列基因组覆盖度

在 99.11%~100%, 基因组准确度为 99.32%~100%。 

在 MitoZ 组装软体动物主要类群代表物种的组

装结果中(表 3, 图 2), MitoZ的运行时长为 57 min (图

氏后乌贼)~396 min (菱鳍鱿)。结果文件占用 1.38 GB 

(图氏后乌贼)~9.50 GB (菱鳍鱿)。在组装质量方面, 

MitoZ在组装双壳纲的毛蚶和头足纲的鹦鹉螺时发生

报错, 未能完成组装, 双壳纲虾夷蚶蜊的组装结果中, 

尽管基因组覆盖度为 100%, 但是基因组准确度为 0%, 

腹足纲 P. columella的组装结果中基因组覆盖度和准

确度均为 0%, 在双壳类的结蚶和头足纲的菱鳍鱿的

组装结果中基因组覆盖度分别为 83.88%和 40.72%, 

但准确度分别为 99.33%和 100%。在本研究中组装的

其他软体动物类群中基因组覆盖度为 97.53%~100%, 

准确度均为 100%。 

表 2  NOVOPlasty 组装软体动物线粒体基因组的基准测试结果 
Tab.2  Benchmarking results for the assembly of molluscan mitochondrion with NOVOPlasty 

纲 物种名 运行时长/min 重叠群数目/条 基因组覆盖度/% 基因组准确度/% 结果文件存储空间占用/GB

虾夷蚶蜊 11 1 100 100 0.01 

结蚶 14 3 99.11 99.87 0.01 双壳纲 

毛蚶 报错并自动退出组装 

史氏宽板石鳖 12 1 100 100 0.01 

红条毛肤石鳖 13 1 100 100 0.01 多板纲 

琉球花棘石鳖 11 1 99.64 100 0.01 

斗嫁  10 1 100 100 0.01 

三列扭柱螺 16 2 100 100 0.01 腹足纲 

Pseudosuccinea columella 18 1 100 99.32 0.01 

菱鳍鱿 13 5 86.53 77.09 0.01 

鹦鹉螺 62 1 100 100 0.01 头足纲 

图氏后乌贼 6 1 61.41 100 0.01 
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图 1  NOVOPlasty的基准研究得分图 
Fig.1  Score graph based on the benchmark study of NOVOPlasty 

注: 每个组装软件的得分都是基于组装结果, 并以百分比表示。百分比越高, 组装结果越好 

表 3  MitoZ 组装软体动物线粒体基因组的基准测试结果 
Tab.3  Benchmarking results for the assembly of molluscan mitochondrial genome with MitoZ 

纲 物种名 运行时长/min 重叠群数目/条 基因组覆盖度/% 基因组准确度/% 结果文件存储空间占用/GB

虾夷蚶蜊 243 1 100 0 4.90 

结蚶 137 1 83.88 99.33 6.50 双壳纲 

毛蚶 报错并自动退出组装 

史氏宽板石鳖 160 1 100 100 3.78 

红条毛肤石鳖 167 1 100 100 4.08 多板纲 

琉球花棘石鳖 126 1 99.64 100 8.40 

斗嫁  126 1 100 100 3.29 

三列扭柱螺 203 1 99.05 100 4.95 腹足纲 
Pseudosuccinea 

columella 
225 1 0 0 6.56 

菱鳍鱿 396 1 40.72 100 9.50 

鹦鹉螺 报错并自动退出组装 头足纲 

图氏后乌贼 57 1 97.53 100 1.38 

 

图 2  MitoZ的基准研究得分图 
Fig.2  Score graph based on the benchmark study of MitoZ 

注: 每个组装软件的得分都是基于组装结果, 并以百分比表示。百分比越高, 组装结果越好 
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在GetOrganelle组装软体动物主要类群代表物种

的组装结果中(表 4, 图 3), GetOrganelle 的运行时长

为 57 min (斗嫁 )~286 min (琉球花棘石鳖)。结果文

件存储空间占用 0.02 GB (菱鳍鱿)~6.77 GB (琉球花棘

石鳖)。在组装质量方面, GetOrganelle在组装双壳纲的

结蚶和毛蚶以及头足纲的鹦鹉螺时均发生报错, 无法

完成组装。在本研究中组装的其他软体动物代表种类

中, 除琉球花棘石鳖的组装结果中基因组覆盖度仅为

70.79%, 但是准确度高达 100%之外, 其余软体动物的

基因组覆盖度为 98.38%~100%, 准确度均为 100%。 

表 4  GetOrganelle 组装软体动物线粒体基因组的基准测试结果 
Tab.4  Benchmarking results for the assembly of molluscan mitochondrial genome with GetOrganelle 

纲 物种名 运行时长/min 重叠群数目/条 基因组覆盖度/% 基因组准确度/% 结果文件存储空间占用/GB

虾夷蚶蜊 71 1 100 100 0.03 

结蚶 报错并自动退出组装 双壳纲 

毛蚶 报错并自动退出组装 

史氏宽板石鳖 159 1 100 100 4.08 

红条毛肤石鳖 208 1 100 100 6.37 多板纲 

琉球花棘石鳖 286 5 70.79 100 6.77 

斗嫁  57 1 100 100 0.74 

三列扭柱螺 143 1 98.38 100 1.26 腹足纲 

Pseudosuccinea columella 241 2 100 99.52 5.17 

菱鳍鱿 81 1 100 100 0.02 

鹦鹉螺 报错并自动退出组装 头足纲 

图氏后乌贼 189 1 100 100 2.46 

 

图 3  GetOrganelle的基准研究得分图 
Fig.3  Score graph based on the benchmark study of GetOrganelle 

注: 每个组装软件的得分都是基于组装结果, 并以百分比表示。百分比越高, 组装结果越好 

 
在 MEANGS组装软体动物主要类群代表物种的

组装结果中(表 5, 图 4), MEANGS 的运行时长为

54 min (图氏后乌贼)~252 min (鹦鹉螺)。结果文件存

储空间占用 3.09 GB (图氏后乌贼)~14.9 GB (鹦鹉

螺)。在组装质量方面, MEANGS 组装双壳纲的毛蚶

的结果中, 基因组覆盖度为 43.36%, 基因组准确度

仅为 37.52%, 在双壳纲结蚶、多板纲琉球花棘石鳖和

头足纲菱鳍鱿的组装结果中 , 基因组覆盖度分别为

34.51%、 78.90%、 75.63%, 但是基因组准确度为

99.95%~100%。在其他双壳类、石鳖、腹足类以及头

足类的组装结果中, 基因组覆盖度为 98.49%~100%, 

基因组准确度为 99.11%~100%。 

在 Ray 组装软体动物主要类群代表物种的组装

结果中(表 6, 图 5), Ray的运行时长为 254 min (图氏

后乌贼)~2659 min (鹦鹉螺)。结果文件存储空间占用

3.43 GB (图氏后乌贼)~18.4 GB (菱鳍鱿)。在组装质

量方面, 腹足纲斗嫁  的 BLAST 结果中不包含线粒

体基因组序列 , P. columella 组装后获得的线粒体 
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表 5  MEANGS 组装软体动物线粒体基因组的基准测试结果 
Tab.5  Benchmarking results for the assembly of molluscan mitochondrial genome with MEANGS 

纲 物种名 运行时长/min 重叠群数目/条 基因组覆盖度/% 基因组准确度/% 结果文件存储空间占用/GB

虾夷蚶蜊 117 1 100 100 9.69 

结蚶 100 8 34.51 99.95 7.84 双壳纲 

毛蚶 115 3 43.46 37.52 7.63 

史氏宽板石鳖 111 1 99.97 99.95 8.36 

红条毛肤石鳖 125 1 100 100 8.45 多板纲 

琉球花棘石鳖 89 2 78.90 100 7.96 

斗嫁  99 1 100 100 7.34 

三列扭柱螺 133 1 99.95 100 10.10 腹足纲 

Pseudosuccinea columella 187 1 100 99.54 12.50 

菱鳍鱿 130 3 75.63 100 10.00 

鹦鹉螺 252 1 100 99.20 14.90 头足纲 

图氏后乌贼 54 1 98.49 99.11 3.09 

 

 

图 4  MEANGS的基准研究得分图 
Fig.4  Score graph based on the benchmark study of MEANGS 

注: 每个组装软件的得分都是基于组装结果, 并以百分比表示。百分比越高, 组装结果越好 

表 6  Ray 组装软体动物线粒体基因组的基准测试结果 
Tab.6  Benchmarking results for the assembly of molluscan mitochondrial genome with Ray 

纲 物种名 运行时长/min 重叠群数目/条 基因组覆盖度/% 基因组准确度/% 结果文件存储空间占用/GB

虾夷蚶蜊 1039 2 100 100 6.68 

结蚶 1119 1 59.07 99.64 7.70 双壳纲 

毛蚶 809 3 43.51 26.67 7.56 

史氏宽板石鳖 1067 1 100 100 6.08 

红条毛肤石鳖 1180 1 100 100 8.42 多板纲 

琉球花棘石鳖 1031 1 99.60 100 7.61 

斗嫁  1102 BLAST结果中不包含线粒体基因组序列 5.80 

三列扭柱螺 495 1 100 100 4.75 腹足纲 

Pseudosuccinea columella 2005 1 0 0 14.20 

菱鳍鱿 2292 2 75.23 13.07 18.40 

鹦鹉螺 2659 1 100 100 14.20 头足纲 

图氏后乌贼 254 1 59.76 100 3.43 
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图 5  Ray的基准研究得分图 
Fig.5  Score graph based on the benchmark study of Ray 

注: 每个组装软件的得分都是基于组装结果, 并以百分比表示。百分比越高, 组装结果越好 

 
Contigs经 BLAST获得了一条线粒体基因组序列, 但

是经与参考序列比对后发现 , 基因组覆盖度和准确

度均为 0%。双壳纲毛蚶和头足纲菱鳍鱿的组装结果

中基因组覆盖度分别为 43.51%、75.23%, 基因组准确

度为 26.67%、13.07%。双壳纲结蚶的组装结果中基

因组覆盖度为 59.07%, 基因组准确度达 99.64%。图

氏后乌贼的组装获得的线粒体重叠群经 BLAST 获得

的线粒体基因组序列中基因组覆盖度为 59.76%, 基

因组准确度达 100%。除琉球花棘石鳖的基因组覆盖

度为 99.60%外, 其余研究类群的组装结果中基因组

覆盖度和准确度均为 100%。 

在 SPAdes 组装软体动物主要类群代表物种的组

装结果中(表 7, 图 6), SPAdes的运行时长为 633 min 

(斗嫁 )~2 197 min (三列扭柱螺)。结果文件存储空

间占用 6.37 GB (图氏后乌贼)~44.3 GB (三列扭柱

螺)。在组装质量方面, SPAdes 无法完成腹足纲 P. 

columella、头足纲菱鳍鱿和鹦鹉螺的组装, 毛蚶经组

装获得了 3个线粒体基因组序列片段, 基因组覆盖度

为 42.94%。准确度 24.99%。经组装, 双壳纲结蚶、

腹足纲三列扭柱螺、头足纲图氏后乌贼均获得了一定

的线粒体基因组序列片段 ,  基因组覆盖度分别为

5 8 . 5 8 %、3 9 . 1 5 %和 5 8 . 9 9 % ,  基因组准确度均 

表 7  SPAdes 组装软体动物线粒体基因组的基准测试结果 
Tab.7  Benchmarking results for the assembly of molluscan mitochondrial genome with SPAdes 

纲 物种名 运行时长/min 重叠群数目/条 基因组覆盖度/% 基因组准确度/% 结果文件存储空间占用/GB

虾夷蚶蜊 1565 2 94.60 100 23.30 

结蚶 1630 1 58.58 100 17.80 双壳纲 

毛蚶 699 3 42.94 24.99 17.50 

史氏宽板石鳖 1692 1 100 100 17.80 

红条毛肤石鳖 1483 1 100 100 20.10 多板纲 

琉球花棘石鳖 924 1 100 100 19.10 

斗嫁  633 8 99.52 100 12.80 

三列扭柱螺 2197 1 39.15 100 44.30 腹足纲 

Pseudosuccinea columella 报错并自动退出组装 

菱鳍鱿 报错并自动退出组装 

鹦鹉螺 报错并自动退出组装 头足纲 

图氏后乌贼 1423 1 58.99 100 6.37 
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图 6  SPAdes的基准研究得分图 
Fig.6  Score graph based on the benchmark study of SPAdes 

注: 每个组装软件的得分都是基于组装结果, 并以百分比表示。百分比越高, 组装结果越好 

 
为 100%。其余软体动物代表种类经 SPAdes组装获得

的线粒体基因组序列片段基因组覆盖度为 94.60%~ 

100%, 准确度均为 100%。 

3  讨论 

在本研究中用到的组装软件中 Ray和 SPAdes是

全基因组组装软件 , 并不是专门的线粒体基因组组

装软件。Ray是基于指定的 k-mer值组装全基因组数

据, SPAdes则是在组装时不断调整 k-mer以获得最佳

的组装效果。MitoZ整合了转录组组装软件 SOAPdenovo- 

Trans (Xie et al, 2014)的思路, 即通过调整 k-mer参数

对整个基因组进行组装 , 然后根据线粒体基因组的

平均测序深度远高于核基因组的原理筛选出线粒体

Contig(s), 再将测序数据比对到该 Contig(s), 不断重

复以获得最可靠的组装效果 , 然后用隐马尔可夫模

型(profile Hidden Markov Model, profile HMM)筛选

出可能的线粒体基因组序列 , 最后调用 Blast、

GeneWise、Infernal、MiTFi 以及 Circos 完成线粒体

基因组的注释和可视化(Meng et al, 2019)。GetOrganelle

提供了 embplant_pt、 embplant_mt、 embplant_nr、

fungus_mt、fungus_nr、animal_mt 以及 other_pt 共 7

种数据库, 在组装时需要根据需求指定数据库, 软件

在正式开始组装前将会以此作为“种子”对测序数据

中与线粒体基因组相关的 reads 进行预分群, 从而高

效率地获取目标 reads 并提高线粒体基因组序列的准

确性。GetOrganelle 在获取相关 reads 后调用软件

SPAdes 通过不断调整 K-mer 进行组装 , 与此同时

GetOrganelle 直接对 reads 进行错误矫正和错配过滤, 

以获得高质量的线粒体基因组全序列 (Jin et al, 

2020)。MEANGS与 GetOrganelle的组装流程有一定

的相似性 , 都是基于预置的线粒体模块数据库

(GetOrganelle: embplant_pt、embplant_mt、embplant_nr、

fungus_mt、fungus_nr、animal_mt、other_pt; MEANGS: 

A-worms 、 Arthropoda 、 Bryozoa 、 Chordata 、

Echinodermata、Mollusca、Nematoda、N-worms、

Porifera-sponges)对测序数据进行预筛选 , 高效率地

获取目标 reads 并提高线粒体基因组序列的准确性。

但是在后续的组装流程中, GetOrganelle 直接调用软

件 SPAdes通过不断调整 K-mer组装这部分 reads, 与

此同时直接对 reads 进行错误矫正和错配过滤(Jin et 

al, 2020)。MEANGS则是根据线性迭代算法(SSAKE)

组装预筛选获得的目标 reads, 组装获得的线粒体编

码重叠群经 nhmmer 进行二次筛选, 最终得到非冗余

线粒体编码重叠群, 在接下来的组装中, 该重叠群作

为“种子”序列用于线粒体基因组的组装, 组装结束后

MEANGS 调用 MITOS2 对编码基因进行辅助注释

(Song et al, 2022)。NOVOPlasty首先将测序数据储存

在一个有利于 reads快速读取的哈希表(hash table)中, 

然后根据使用者提供的线粒体基因组序列片段从测

序数据中抓取一条 read, 并将这条 read反复双向延伸

直至获得线粒体基因组序列(Dierckxsens et al, 2017)。

NOVOPlasty 组装时需要用到的这条参考序列不是直

接用于启动线粒体基因组的组装 , 而只是用来从基

因组浅层测序数据中检索线粒体基因组的 read, 以此
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启动组装流程 , 这一步骤有利于减轻完全依赖于参

考序列的组装策略中近缘物种的选择问题 , 可以接

受遗传关系相对较远或较近的物种的线粒体基因组

或者序列作为参考序列 , 而不会将错配加到组装结

果中。 

NOVOPlasty 是本研究中用到的唯一一个基于参

考序列组装策略的线粒体基因组组装软件 , 在本研

究中运行时间在 6~62 min, 结果文件大小均低于

0.01 GB, 远低于基于从头组装策略的各个软件。通过

比较各个类群的组装结果我们可以看到, NOVOPlasty

除在组装双壳纲毛蚶(56 170 bp)时运行失败、在组装

头足纲菱鳍鱿时获得的线粒体基因组序列的基因组

覆盖度为 86.53%, 准确度为 77.09%以及在组装头足

纲图氏后乌贼时只获得 1 条基因组覆盖度为 61.41%

的线粒体基因组序列片段外 , 在其他软体动物代表

种类的组装中均获得与参考序列近乎完全一致的序

列 , 更是本研究中唯一一个能够高质量完成结蚶

(38 672 bp)的线粒体基因组组装的软件。 

基于从头组装策略的组装软件中 , MitoZ (57~ 

396 min)、GetOrganelle (57~286 min)和 MEANGS 

(54~252 min)的运行时长十分接近, 显著低于全基因

组组装软件 Ray (254~2 659 min)和 SPAdes (633~ 

2 197 min); 在结果文件存储空间占用方面 , Ray 

(3.43~18.4 GB)和 SPAdes (6.37~44.3 GB)占用最为严

重, 其次是 MEANGS (3.09~14.9 GB), MitoZ (1.38~ 

9.50 GB)和 GetOrganelle (0.02~6.77 GB)占用最少。通

过比较双壳纲的组装结果我们可以发现 , 基于从头

组装策略的各个组装软件均能高质量的完成有着常

见线粒体基因组大小的虾夷蚶蜊的线粒体基因组的

组装, 而在组装线粒体基因组偏大的结蚶(38 672 bp)

和毛蚶(56 170 bp)时, GetOrganelle均无法正常运行, 

MitoZ 获得了完整度达 83.88%的高质量的结蚶线粒

体基因组序列 , 但是在组装毛蚶时运行失败 , 仅

MEANGS以及全基因组组装软件 Ray和 SPAdes能够

成功运行并获得结蚶和毛蚶线粒体基因组的部分序

列片段。在多板纲的组装结果中我们可以看到, 各个

软件均获得了高质量的线粒体基因组, 仅GetOrganelle和

MEANGS 在组装琉球花棘石鳖时获得的线粒体基因

组序列不完整。在腹足纲 P. columella的组装结果中, 

仅 GetOrganelle 和 MEANGS 能够组装获得高质量的

线粒体基因组序列, MitoZ和 Ray组装获得的序列基

因组覆盖度和准确度均为 0%, 而 SPAdes无法成功运

行。此外, 除 Ray在组装斗嫁   时获得的线粒体重叠

群中不包含线粒体基因组之外 , 其余软件均能高质

量完成其他腹足类的组装。Ray在组装时出现 BLAST

结果中不含有线粒体基因组序列的原因可能是在组

装时过滤掉了线粒体骨架或重叠群(匡卫民等, 2019)。

在多板纲菱鳍鱿的组装中, 仅 GetOrganelle能够高质

量的完成菱鳍鱿的线粒体基因组的组装 , 其余软件

仅能组装获得部分序列片段, 其中Ray组装获得的序

列片段中基因组准确度仅为 13.07%; MitoZ、SPAdes

以及 GetOrganelle 均无法成功组装鹦鹉螺, 但是在

Ray 和 MEANGS 的组装结果中均获得了高质量的线

粒体基因组序列 ; 各个软件均能够成功组装并且获

得图氏后乌贼的高质量的线粒体基因组序列, 但是

Ray 和 SPAdes 仅组装获得部分序列片段。通过上述

讨论可以看出基于从头组装策略的各个软件的组装

效果在软体动物的各个类群中没有明显的偏好性 , 

但是在组装正常大小的线粒体基因组和偏大的线粒

体基因组时表现出明显的差异。通过比较运行时长、

结果文件存储空间占用以及最重要的评价指标组装

质量可以发现, MEANGS 在组装正常大小的线粒体

基因组时, 组装时间短且线粒体基因组序列质量高, 

建议优先选择, 其次是 GetOrganelle 和 MitoZ。其中

MitoZ可以“一键式”完成线粒体基因组的组装、注释

和可视化, 并生成可直接用于 GenBank 数据上传的

文件 , 节省了研究人员注释以及整理上传文件的时

间 , 但是在实际应用时该软件的注释结果中经常出

现找不到 ATP8基因, 而通过 ORF进一步检查却发现

ATP8在序列中存在的情况。作为全基因组组装软件, 

Ray 和 SPAdes 运行时间较长、结果文件存储空间占

用比较大 , 且需要进一步处理才能获得线粒体基因

组 , 但是在组装偏大线粒体基因组时表现出极大的

优势, 尽管只能获得部分线粒体基因组序列片段, 但

是后续可以借助软件 Price (Ruby et al, 2013)合并重

叠群进一步获得完整的线粒体基因组序列(Kong et al, 

2020)。值得注意的是, 除 Ray和 SPAdes外,  MEANGS

不仅在组装正常大小的线粒体基因组时各方面表现

突出 , 而且能够组装获得结蚶和毛蚶的高质量的线

粒体基因组序列片段 , 且在运行时长比 Ray 和

SPAdes 更短。基于从头组装策略的组装软件中组装

效果最为突出的 MEANGS与基于参考序列组装策略

的 NOVOPlasty在软体动物各个类群中的组装质量不

相上下, NOVOPlasty 在运行时长和结果文件存储空

间占用方面优于MEANGS, 但MEANGS能够成功组

装大线粒体基因组序列片段。 
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4  结论 

本研究对基于不同组装策略的组装软件在软体

动物各类群中进行了线粒体基因组组装效果的测试

分析。结果表明, 不同的组装软件在软体动物中的组

装效果与研究对象的生物学分类无关 , 而与线粒体

基因组大小有关。基于参考序列组装策略的组装软件, 

如本研究中用到的 NOVOPlasty在运行时间、结果文

件存储空间占用方面表现突出 , 远低于从头组装策

略的各个软件 , 并且组装获得的线粒体基因组序列

准确性较高。在基于从头组装策略的组装软件中, 各

个软件为了高效地获取高质量的线粒体基因组对组

装流程进行了进一步的优化 , 但因优化的具体内容

不同, 在组装效果方面存在较大的差异, 其中在运行

时间、结果文件存储空间占用以及序列质量方面 , 

MEANGS总体优于GetOrganelle和MitoZ, GetOrganelle

和 MitoZ 优于 Ray 和 SPAdes。但是 MitoZ实现了其

他软件无法实现的“一键式”完成线粒体基因组的获

取、注释及可视化工作, Ray和 SPAdes能够顺利完成

偏大线粒体基因组的组装工作。综上, 基于不同组装

策略的组装软件在获取软体动物线粒体基因组时各

有优势和不足之处, 在开展组装工作之前, 我们建议

根据NCBI中已发表的同科或者同属的物种初步预估

研究对象的线粒体基因组的大小, 常见大小的线粒体

基因组组装我们建议优先选择NOVOPlasy和MEANGS, 

其次是 GetOrganelle, 偏大线粒体基因组的组装建议

优先选用 MEANGS, 其次是 Ray和 SPAdes。 
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COMPARATIVE ANALYSIS OF DIFFERENT STRATEGIES OF MOLLUSCAN 
MITOCHONDRIAL GENOME ASSEMBLY 

XU Tao1,  KONG Ling-Feng1, 2, 3 
(1. Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266003, China; 2. Sanya Oceanographic 

Institution, Ocean University of China, Sanya 572000, China; 3. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production 
Processes, Laoshan Laboratory, Qingdao 266237, China) 

Abstract    Mollusk mitochondrial genomes vary greatly in size, structure, and function, and different assembly 

strategies frequently produce different results. It is critical to determine the best mitochondrial genome assembly strategies 

for mollusks, and to conduct relevant studies using mitochondrial genomes. We obtained genomic data for representative 

species of major mollusk taxa (Bivalvia, Gastropoda, Polyplacophora, and Cephalopoda) based on genome skimming, and 

assembled them under the same conditions using current mainstream genome assembly software (NOVOPlasty, Ray, MitoZ, 

SPAdes, GetOrganelle and MEANGS). The mitochondrial genome assembly strategies were compared with the assembly 

results (duration, coverage, accuracy, mitochondrial contigs, and space) of each software. Results show that the assembly 

effectiveness of mitochondrial genome assembly software in different assembly strategies is independent of biological 

classification of the species and is related to the mitochondrial genome size. The NOVOPlasty in mitogenome-reference 

assembly strategy and MEANGS, GetOrganelle, and MitoZ in de novo assembly strategy are more suitable for assembling 

molluscan taxa with common mitochondrial genome sizes. MEANGS, Ray, and SPAdes are more suitable for assembling 

molluscan taxa with large mitochondrial genomes, and MitoZ can assemble, annotate, and visualize the mitochondrial 

genome at once. Results suggest that different assembly strategies have own advantages and disadvantages, and the most 

suitable assembly software can be selected by analyzing the size characteristics of mitochondrial genomes of species 

belonging to the same genus or family. The NOVOPlasy and MEANGS are recommended for the assembly of 

mitochondrial genomes of common sizes, and the MEANGS is recommended for the assembly of large mitochondrial 

genomes. 

Key words    mitochondrial genome;  assembly strategy;  assembly software;  mollusks 

 


