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摘要：用 MNJ 产物直接测序法对入侵害虫西花蓟马和其他 5 种蓟马的线粒体 NO!基因 .11 P? 片段测序，获得 *%
个个体的序列。分子数据分析显示：种内个体间平均遗传距离在 & Q &L&&( 之间，%&&1 年在北京发现的西花蓟马与

欧洲等地区报导的西花蓟马不存在明显的遗传差异；0 种蓟马种间平均遗传距离为 &L%61。构建的 -! 树可以很好

的显示蓟马的聚类，物种各单元型最初分支自展值均达到 6&&R。结果表明，基于 MNJ 及直接测序技术的分子鉴定

可以达到准确鉴定蓟马物种之目的。
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蓟马（B8$>F@9?7=:F）种类繁多，全世界已知大约

有 ( (&& 种。有记载对农作物造成严重危害的蓟马

种类仅占蓟马总数的 6R（a9:>= F@A W9AA#=，%&&*）。

蓟马一般个体微小（ b % EE），适生性强，繁殖率高，

隐藏于植物的不同部位危害，危害初期常不易被发

现。有的蓟马不仅对农作物造成直接危害，而且可

以 传 播 植 物 病 毒，如 西 花 蓟 马 -.$&/)+&+0))$
’""+10&#$)+2、烟蓟马 34.+52 #$6$"+ 等（299@8FE 0# $) C

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

，



!""!；#$%&$’ !" #$ (，!"")）。这些蓟马一旦传播病

毒，会给农业生产带来严重的损失。近十几年来，温

室栽培迅速发展并成为蔬菜种植的重要形式，为蓟

马、蚜虫、白粉虱等小型温室害虫常年发生提供了场

所。由于国际间农产品贸易增加，生物入侵事件频

繁发生，如棕榈蓟马 %&’()* )#$+(、西花蓟马已广泛传

播到世界各个地区，并在入侵地上升为主要害虫，给

农业经济造成严重损失（*+’, -%. /$’’0，!"")；1-2&3
!" #$ (，!""4）。

准确的物种鉴定是物种检疫、分布调查及种群

发生动态研究的前提，也是深入开展生物学、综合防

治等研究的基础。传统的鉴定主要依赖于物种的形

态特征，但存在较大的局限：（5）蓟马近缘种之间的

区别特征少且不明显，传统方法容易造成错误鉴别；

（!）用传统的方法几乎无法做到鉴定同种蓟马的不

同生物型或不同地理种群；（)）传统的鉴定方法难

以提供针对蓟马幼虫或残缺个体的鉴别。

基于 678 技术的分子鉴定为物种的鉴定提供

了新的手段，弥补了传统形态鉴定的诸多不足，可以

检测物种间及同种个体间的细微差别。利用分子标

记鉴定物种已有不少尝试，如 1-’. 等（!""4）完成了

对澳大利亚 !"9 种鱼类的分子编码，同年，:-22 和

;$<$’=（!""4）尝试用分子条码鉴别 9" 多种水生昆虫

蜉蝣（>?3$@$’A?=$’-）。近几年已开展了蓟马的分子

鉴定，BA’+=C 等（!"""）以 D/EF8GH6 法鉴别多种蓟马，

:’I%%$’ 等（!""!）基于 7J!基因部分片段讨论直接

测序法及 678F8GH6 法鉴别 5" 种重要蓟马的可能

性，后来又应用该标记探讨了与寄主相关的两个烟

蓟马类型（:’I%%$’ !" #$ (，!""K），林峻贤等（!"")）则

用基于 !LE ’MNO 和 5PE ’MNO 的 BI2=+?2$QF678 及

678F8GH6 技术来鉴定西花蓟马和烟蓟马。鉴于线

粒体 7J!基因在物种鉴别方面的独特优点（肖金花

等，!""K），物种鉴定多选择该基因作分子标记。

本文用线粒体 7J!基因片段作为分子标记，对

包括入侵种西花蓟马在内的 R 种常见蓟马进行 678
产物直接测序鉴定，并分析蓟马种群的遗传分化情

况以及不同蓟马物种之间的遗传分化距离，探讨利

用直接测序法鉴定中国常见害虫蓟马的可行性。

! 材料和方法

!"! 标本的采集与鉴定

!"!"! 标本采集：研究所用蓟马均为雌成虫，标本

采集地点、采集时间、危害寄主等信息见表 5。将田

间采集到的蓟马浸泡于纯酒精中保存在 S !"T冰柜

中备用。

!"!"# 物种鉴定：物种的鉴定工作由蓟马分类专

家 完 成。 R 种 蓟 马 分 属 锯 尾 亚 目（ /$’$<’-%=+-
;-2+.-0）蓟马科（/3’+?+.-$ E=$?3$%&）的 ) 个属———花

蓟马属 ,’#-.$(-(!$$# *-’%0、蓟马属 %&’()* H+%%-$I& 和

大蓟马属 /!0#$1’2"&’()* :-U%-22，多为属内形态相似

的近缘种。其中黄蓟马 %&’()* 3$#41* 为形态特征与

棕榈蓟马极为相似的物种，二者的主要区别特征为

单眼间鬃在前后单眼间的着生位置（韩运发，5RR9），

选择这两种进行分子鉴定我们可以检验分子方法区

别形态特征相似种的可行性。

!"# $%& 提取

在提取 MNO 之前，将已鉴定过并浸泡在纯酒精

的标本在 N+,A% EBV54"" 解剖镜下根据蓟马的主要

鉴别特征再次鉴定。随机挑取单头蓟马雌虫，采用

经典的酚仿抽提法提取 MNO。将单头标本浸入蒸

馏水中除去酒精，移入 /> 缓冲液（5" @@A2WH /’+&F
;72，5 @@A2WH >M/O，?;LX"）中浸泡 5 3，然后将虫体

转移至 !"""H 提取液（5" @@A2WH /’+&F;72，5 @@A2WH
>M/O，5Y EME，?;LX"）中充分研磨；加入 !X4"H 蛋

白酶 *（!" @UW@H）于研磨后的匀浆液中，混匀后于

4PT消化 ) 3；第一次抽提加 5 倍体积苯酚W氯仿（5 Z
5）于反应混合液中，混匀，离心 5" @+%（KT，5" """ ’W
@+%）。吸取上清后用等体积氯仿按上法再抽提一

次。吸取上清，用 5W5" 体积 ) @A2WH N-O[（?;4X!）和

! 倍体积 5""Y冰冻乙醇沉淀 5 \ ) 3，离心 )" @+%
（KT，5! """ ’W@+%），弃上清，晾干后用 )""H 无菌水

溶解 MNO，该 MNO 溶液即可用于 678 扩增。

!"’ ()* 扩增与测序

678 反 应 所 用 引 物 为： @=MF9X!G 4]F
O//O^^O^7;77;^O_O/O^7O//F)]，@=MFRX!8 4]F
7O^^7OO^O//OOOO/O/OOO7//^^F)]（ :’I%%$’ !"
#$ X，!""!），由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。

678 反应采用 !4"H 标准反应体系，其中含有 !

"H MNO 溶液，!X4"H 5" ‘ 6aI <Iaa$’，"XP"H BU! b

（5"" @@A2WH），"X4"H 5" @@A2WH .N/6 混合液，引物

（5""@A2WH）各 "XL"H，6aI MNO 聚合酶（!X4 cW"H，北

京全式金生物技术有限公司）"X4"H 。反应条件为：

RKT变性 4 @+%；RKT )" &，KLT K" &，9!T 5 @+%，)"
个循环后 9!T保温 5" @+%。取 !X4"H 扩增产物于

含有溴化乙锭的 5Y琼脂糖凝胶中电泳，电泳结束

后在紫外光下检测结果并拍照。

5!99 期 游中华等：入侵害虫西花蓟马及其他 L 种常见蓟马的分子鉴定



所得目的片段采用 !"# 产物直接双向测序，测

序由北京诺赛基因组研究中心有限公司完成，测序

反应均在 $%& ’(’)*+ 测序仪上进行。

表 ! " 种蓟马的采集信息及序列登录号

#$%&’ ! ()&&’*+,)- .$+$ $-. /’-0$-1 $**’22,)- -34%’52 )6 -,-’ +75,82 28’*,’2

物种

,-./0.1
采集地点

"233./4056 32/73048

采集时间

"233./4056
409.

寄主

:214

测序个体数

;<9=.> 2?
4.14.@

05@0A0@<731

单元型数目

;<9=.> 2?
B7-3248-.1

C.5%75D 登录号

C.5%75D
7//.11025 52E

北京

%.0F056
G))HI(

黄瓜 !"#"$%& &’(%)"&
土豆 *+,’-"$ ("./0+&"$ 等

JK

山东聊城

+072/B.56，,B75@256
G))KIL 黄瓜 ! E &’(%)"& G

山东泰安

M70’75，,B75@256
G))HIH 黄瓜 ! E &’(%)"& G

花蓟马

1 E %-(+-&’
陕西杨凌

N7563056，,B775O0
G))HI( 冬瓜 2/-%-#’& 3%&4%5’ J ( PQGJ’(R( S PQGJ’(K’

山西 ,B75O0 G))H E( 不详 ;2 >./2>@1 J
浙江杭州

:756TB2<，UB.F0756
G))HIV 茄子 *+,’-"$ $/,+-6/-’ J

海南

:70575
G))HI’

节瓜 2/-%-#’ E #+&3%&4%5’
A7> E #3%/3W7"’ J

禾蓟马

1 E (/-"%#+0-%&
山东泰安

M70’75，,B75@256
G))HIH 玉米 8/’ $’9& H J PQGJ’(HJ

西花蓟马

1 E +##%5/-(’,%&
北京

%.0F056
G))KIL 黄瓜 ! E &’(%)"& ’ G

PQGJ’(HK
PQGJ’(HH

北京

%.0F056
G))KIL

洋葱 :,,%"$ #/4’
韭菜 :,,%"$ ("./0+&"$

H
烟蓟马

; E (’.’#%
山东泰安

M70’75，,B75@256
G))HIH 韭菜 : E ("./0+&"$ R

K PQGJ’(KR S PQGJ’(KV

棕榈蓟马

; E 4’,$%
浙江杭州

:756TB2<，UB.F0756
G))HIV 黄瓜 ! E &’(%)"& J J PQGJ’(HR

黄蓟马

; E <,’)"&
河北

:.=.0
G))HI( 不详 X5D52Y5 H J PQGJ’(H(

黄胸蓟马

; E 3’=’%%/-&%&
山东泰安

M70’75，,B75@256
G))HI( 扁豆 >3’&/+,"& )",6’0%& K J PQGJ’(H’

葱韭蓟马

; E ’,,%+0"$
山东泰安

M70’75，,B75@256
G))HIH 韭菜 : E ("./0+&"$ K J PQGJ’(HG

普通大蓟马

? E "&%(’("&
海南

:70575
G))HI’

节瓜 2 E #+&3%&4%5’
A7> E #3%/3W7"’

黄瓜 ! E &’(%)"& 等

’ G
PQGJ’(KL
PQGJ’(H)

!9: 数据分析

!9:9! 计算遗传距离：所扩增片段不存在插入与

缺失现象，故序列的比对比较简单，利用 "+X,M$+
Z软件直接比对。计算种间遗传距离所选取的单

元型序列为每种蓟马出现频率最高的单元型，对于

以相近频率出现的单元型则随机选取。遗传距离的

计算基于 [09<>7WGW!7>79.4.>（[G!）双参数模型。种

内平均遗传距离的计算由同一物种各个个体所得序

列两两比对得出。

!9:9; 构建系统发育树：为了更直观的显示分子

鉴定用于区分蓟马各物种的有效性，采用邻接法

（;.06B=2<>W\205056 ].4B2@，;\）构建系统发育树，计算

方法 仍 然 基 于 [G! 双 参 数 模 型。建 树 时 加 入 了

%><55.> 等（G))G）所得 J) 种蓟马的分子数据（所引用

序列的 C.5%75D 登录号及物种名称均在系统发育树

树枝末端注明），旨在比较国外主要害虫蓟马与中国

分布的同种害虫蓟马之间的遗传差异。

选择 @-#+(30%4& 0+5=’9% 作为外群，分子序列从

;"%& 获得（XL’KGG）。进化树的检验运用 %22414>7-
J )))个重复。序列分析及发育树的构建采用软件

]PC$ ’IJ（[<97> /( ’, E，G))J）。

GG( 昆虫学报 :#(’ A-(+$+,+6%#’ *%-%#’ K) 卷



! 结果与分析

!"# 序列测定与分析

本研究所用引物能够很好地扩增出所选 ! 种蓟

马的目的片段，且所得 "#$ 产物可以直接用于测序

反应。测序得到 ! 种蓟马的 %& 个个体的序列，每条

序列 ’(( 个碱基，共 &) 个单元型。代表 ! 种蓟马的

单元型序列比对结果如图 ) 所示。序列分析结果表

明，该标记片段在种内相当保守，种内平均遗传距离

在 * + *,**- 之间（表 &），核苷酸突变均为同义突变，

多发生于密码子的第 ( 位，多数为转换。花蓟马 &(
个个体存在 . 个单元型，个体间平均遗传距离为

*,**-，烟蓟马 )* 个个体 - 个单元型，个体间平均遗

传距离为 *,**(。相比之下，该片段在种间变异程

度较高，两两比对平均有 .! 个位点发生核苷酸替

换，转换位点 (/ 个，颠换位点 ’) 个，$ 0 *,!（$ 0 转

换数1颠换数）。其中发生于密码子第 ) 位的替代 )%
个，$ 0 (,’；第 & 位发生替代 % 个，$ 0 *,%；第 ( 位

发生替代 -/ 个，$ 0 *,.。种间遗传距离在 *,)-’ +
*,&-! 之间，平均种间遗传距离为 *,&)(。

!"! 构建系统发育树

基于 2&" 双参数模型构建的 34 树如图 &。从

树的拓扑结构可以看出，花蓟马属 ( 个近缘种具有

较密切的关系。除 ! 5 "#$%&’()*+& 外，本研究中的蓟

马属各物种也基本聚在一起。新入侵中国的西花蓟

马与 67899:7 等（&**&）研究的西花蓟马的 ’ 个单元

型也聚在同一支，花蓟马、烟蓟马及棕榈蓟马的各个

单元型均各自聚在一支，同一物种不同单元型的最

初分支自展值均达到 )**;。

表 ! 基于 $%&’() !* 的种间遗传距离和种内平均遗传距离

+),-. ! /.0.1%2 3%41)02. 56 %01.(47.2%.4 )03 %01()847.2%.4 ,)4.3 50 $%&’()!*

! 5 ’",")( - 5 (#’.#&" - 5 .))(/*#’"0(& - 5 ’*#%().1#(& 2 5 %&(’"’%& ! 5 "00(.1%3 ! 5 40"5%& ! 5 6"7"((*#&(& ! 5 +"03(

! 5 ’",")( *,**(
- 5 (#’.#&" *,&’& *,**-
- 5 .))(/*#’"0(& *,&-! *,&(( *,**&
- 5 ’*#%().1#(& *,&&- *,)!! *,)/* *,***
2 5 %&(’"’%& *,&)/ *,&-) *,&)% *,&&& *,**-
! 5 "00(.1%3 *,&). *,&(- *,)!( *,&&% *,&&- *,***
! 5 40"5%& *,&(& *,&-- *,&)* *,&)! *,&’* *,)!- *,***
! 5 6"7"((*#&(& *,).’ *,&)% *,&)) *,&)& *,&** *,)-’ *,)/& *,***
! 5 +"03( *,&&* *,&&( *,&&( *,&). *,&*! *,).) *,).. *,).( *,***

9 讨论

利用线粒体 #<!基因部分 =3> 序列来区分物

种比较大的争议之一在于难以提供给一个统一的区

分标准，即究竟序列分歧度多大才能确定为两个不

同的物种（肖金花等，&**’）。然而，现有的数据表

明，大多数物种均表现为低的种内遗传差异及相对

较高的种间差异，#<!可以胜任物种的鉴别（?:@:7A
*’ "0 5，&**(；6BCC B9D ?:@:7A，&**-；EB7D *’ "0 5，
&**-；?BFG@B@B:G *’ "0 5，&**%）。

我们的结果表明，同种蓟马的不同个体之间的

遗传差异均很小，核苷酸的改变均为同义突变，种内

个体间平均遗传距离在 * + *,**- 之间，种内没有明

显的地理差异和与寄主相关的差异。以花蓟马为

例，采自陕西，山西，浙江，山东、北京、海南等地区的

&( 头花蓟马共包括 . 个单元型，出现频率最高的单

元型的个体采自不同地区，这说明在花蓟马种群间

可能存在着广泛的基因交流。从系统发育树上可以

看出，入侵北京的西花蓟马种群与国外其他地区报

导的西花蓟马种群不存在明显的遗传差异。烟蓟马

和棕榈蓟马也有类似的现象。相反，不同种蓟马之

间均存在明显的遗传差异。黄蓟马与棕榈蓟马在形

态上极为相似，二者主要鉴别特征仅为单眼间鬃在

( 个单眼间的着生位置，黄蓟马的单眼间鬃位于前

后单眼中心连线之内，而棕榈蓟马的单眼间鬃在连

线之外；而分子数据分析显示，二者的核苷酸序列比

对共发现 %/ 个替代，$ 0 ),)，遗传距离为 *,)..，二

者间存在明显的遗传差异。67899:7 等（&**&）所做

研究也表明，同种蓟马不同个体间差异细微，而种间

差异则相对显著（序列分歧度为 *,)%* + *,&-’）。

通过建树进行物种聚类是我们在得到某个个体

的分子数据后对其进行物种身份鉴定时比较直观有

效的方法。34 法可以简便快捷地构建系统树，同时

比较适合于分析较大的数据集，自展检验也比较省

时（3:G B9D 28HB7，&***）。而且，从 34 树的自展检验
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图 ! " 种蓟马的单元型序列比对

#$%& ! ’($%)*+), -. /01(-,21+3 -. " ,/4$13 31+5$+3
短线表示与对比序列相同的核苷酸。6-,3 $)7$50,+ )85(+-,$7+3 $7+),$50( 9$,/ ,/+ 5-*104+7 3+:8+)5+&

;<= 昆虫学报 !"#$ %&#’(’)’*+"$ ,+&+"$ >? 卷



图 ! 基于 "#!基因构建的 $% 种蓟马的系统发育 &’ 树

()*+ ! &’ ,-.. /012* $% ,3-)45 54.6).5 7/5.8 12 "#! *.2.
树枝上方数字为 9 :;<的自展值（$ ;;; 次重复）。&=07.-5 12 7-/263.5 /-. 711,5,-/4 >/?=. 9 :;<（$ ;;; -.4?)6/,)125）+

值看，同一物种不同单元型的最初分支自展值均达

到 $;;<，说明基于 @)0=-=A!AB/-/0.,.- 双参数模型

的 &’ 树可以很好地满足物种鉴定的需要。
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