
昆 虫 学 报 !"#$ %&#’(’)’*+"$ ,+&+"$，!"#$ %&&’，(&（)）：(*’ + )&, -../ &0(01)%*)

基金项目：国家自然科学基金项目（,&,’&*,%）；植物病虫害生物学国家重点实验室开放基金项目；“*’,”项目（%&&)234&%&&%）；江苏科技攻关
项目（35%&&4,0,）
作者简介：王莉萍，女，4*6&年 0月生，江苏连云港人，博士研究生，主要从事外来有害生物的研究，51789:：;:<= 8:9>$? @A7= >A7
! 通讯作者 B"@CAD EAD >ADD$F<A#G$#>$，H$: =：&(401’*’46(0；51789:：IJG"?IJ"= $G"= >#
收稿日期 K$>$9L$G：%&&)14414’；接受日期 B>>$<@$G：%&&’1&0144

不同地理种群美洲斑潜蝇及近缘种的

!"#$%&’()序列分析和比较

王莉萍4，%，杜予州%，!，何娅婷%，陆亚娟,，陆自强%

（4M 中国农业科学院植物保护研究所，植物病虫害生物学国家重点实验室，北京 4&&&*0；

%M 扬州大学应用昆虫研究所，扬州 %%(&&*；,M 扬州进出境检验检疫局，扬州 %%(&&*）

摘要：【目的】通过对美洲斑潜蝇 -+.+’(/0$ 1$#+2$3 3:8#>C8DG 不同地理种群及近缘种间的核糖体 N/B第一内转录间
隔区（DN/B1-H.4）进行比较，分析美洲斑潜蝇不同地理种群间的遗传分化情况，并为美洲斑潜蝇与近缘种间提供分
子鉴别标记。【方法】用 O2K产物直接测序法及克隆测序法对我国美洲斑潜蝇 6个地理种群的 DN/B1-H.4序列进行
测序，并调用 P$#38#Q中 ,个近缘种的 DN/B1-H.序列，运用软件 R5PB,M4对美洲斑潜蝇不同地理种群及近缘种间
的 DN/B1-H.4序列进行分析。【结果】美洲斑潜蝇 6个地理种群间的分化程度较低，只有 6个变异位点，遗传距离都
在 &M&%以下，但 0个近缘种间的碱基差异显著，遗传距离为 &M40* S &M,*&，有 4%)个变异位点，4%个美洲斑潜蝇特异
性识别位点。【结论】虽然基于 DN/B1-H.4序列所显示的美洲斑潜蝇各地理种群之间的遗传分化很小，但是其分化
趋势与地理分布基本相吻合；得到的 4%个特异性识别位点不仅可以作为美洲斑潜蝇与其近缘种间鉴别的分子标
记，而且可为今后设计鉴别性 O2K引物提供重要的参考依据。
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美洲斑潜蝇 !%(%)*+,# "#$%&#’ =3%.0-%)$隶属于双
翅目（5/2,#)%）、潜蝇科（7&)’(4>/$%#）、植潜蝇亚科
（?-4,’(4>/.%#）。美洲斑潜蝇具有繁殖力强，发育周
期短，寄主范围广等特点，故可在较短的时间爆发成

灾，许多国家将其列为重要的检疫性害虫（5##(/.&，
<@@A）。自 <@@B 年底在海南发现该虫以来（康乐，
<@@C），经过几年的调查发现，我国 A@ 个省、自治区
和直辖市已有该虫的分布，并对瓜果蔬菜、烟草、棉

花等经济作物和花卉造成严重危害，已成为我国农

业生产上的一个突出问题（王军等，<@@@；陈兵等，
ADDA；雷仲仁和王音，ADDE）。因此，迫切需要对美洲
斑潜蝇不同地理种群进行比较研究，特别是对不同

地理种群群体遗传结构多态性特征、遗传分化与生

物入侵的关系的研究，才能揭示其入侵过程中种群

系统发育地理格局与演变机制，为制定美洲斑潜蝇

的防治策略提供理论依据。

用于种下遗传分化研究和种类分子鉴定的技术

有很多，新的方法也在不断的出现，国内外已有报道

应用 F7?58?GF、?GF、FHI?8?GF等分子生物学技术
对斑潜蝇的一些种类进行过种下遗传分化和近缘种

的鉴定研究（邱一中等，ADDD；J’)&%. ’$ #- 1，ADDD；
;0-#++#) ’$ #- 1，ADD<；;0-#++#) %.$ I#K/"，ADD<）。分子

标记多种多样，关键是选择符合研究目的的标记类

型。核糖体 567中的内转录间隔区（)567 9:;区）
序列的进化速率较快，可以提供较丰富的变异位点

和信息位点。经初步统计，到 ADDD年底人们已对无
脊椎动物中的 C个门，CA个属的动物的 9:;<和 9:;A
做过研究（唐伯平等，ADDA）。因此，本研究对我国美
洲斑潜蝇几个地理种群 )56789:;< 进行测序，并从
L#.=%.*中调出几个与美洲斑潜蝇同属的近缘种序
列，分析不同斑潜蝇种间及美洲斑潜蝇地理种群之

间 9:;<序列的遗传分歧和相似性，以揭示美洲斑潜
蝇的来源及其在全国迁移扩散的规律，并为美洲斑

潜蝇的快速鉴别提供分子标记。

) 材料与方法

)*) 供试样品
实验所用美洲斑潜蝇为 ADDE年 C月 M @月间采

自陕西、安徽、江苏、贵州、广东、海南等省的露地蔬

菜上，并在实验室内用同一寄主四季豆饲养至少 B
代以上。成虫羽化后，将活虫分装于消过毒的微量

离心管中，加入无水乙醇，迅速置 M NDO冰箱保存待
用。每个种群只测试 <个个体。

表 ) 美洲斑潜蝇种群和近缘种的采集信息及 &+,-./01)序列的 2"34536登录号
0578" ) 9%88":;<%3 ’5;5 53’ 2"34536 5::"((<%3 3=>7"&( %? &+,-./01) ("@="3:"( %?

;A" B%B=85;<%3( %? !"#"$%&’( )(*"+(, 53’ ;A"<& :8%("8# &"85;"’ (B":<"(
种名

;2#0/#"
采集地点

;%(23/.& 3’0%,/’.
代号

G’$#
寄主植物

P’", 23%.,
采集时间

;%(23/.& $%,#
L#.=%.*登录号

L#.=%.* %00#""/’. .’1
美洲斑潜蝇 ! 1 "#$%&#’

北京 =#/Q/.& =R 豇豆 G’K2#% ADDESC 5T@AEUVE
陕西西安 W/’%.，;-%%.X/ ;WW7 豇豆 G’K2#% ADDES@ 5T@AEUVV
安徽阜阳 H!4%.&，7.-!/ 7PHY 丝瓜 :’K#3 &’!)$ ADDESC 5T@AEUVC
江苏沭阳 ;-!4%.&，R/%.&"! R;;Y 四季豆 Z/$.#4 [#%. ADDES@ 5T@AEUVU
海南儋州 5%.>-’!，P%/.%. P65\ 丝瓜 :’K#3 &’!)$ ADDESU 5T@AEUV@
贵州铜仁 :’.&)#.，L!/>-’! L\:F 番茄 :’(%,’ ADDESU 5T@@@DU<
广东广州 L!%.&>-’!，L!%.&$’.& L5L\ 番茄 :’(%,’ ADDESN 5T@@@DUA，5T@AEUVN
广西南宁 6%../.&，L!%.&X/ LW66 番茄 :’(%,’ ADDESU 5T@AEUVE

三叶草斑潜蝇 ! 1 $(%.)-%% M ! 1 $(% 多花菜豆 /0#"’)-1" 2)22%3’1" M 7YBABA<D
南美斑潜蝇 ! 1 01%4)5(’3"%" M ! 1 01% 矮牵牛 /’$13%# 0+5(%4# M 7YBABADU
番茄斑潜蝇 ! 1 5(+)3%#’ M ! 1 5(+ 豌豆 /%"1* "#$%&1* M 7YBABA<<

)*C 总 +,-提取
567提取按照温硕洋和何晓芳（ADDB）的痕量

567模板制备方法，并稍作改动。具体步骤如下：

取美洲斑潜蝇成虫（用无水乙醇浸泡过）<头，用 :]
（2P U^D）浸泡 < _ A -，以回软组织和去除其他化学
物质对 ?GF 的影响。待吸干水份后，将样品放入
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!"# $% 离心管中，加入 &!!% 的研磨缓冲液（’!
$$()*% +,-)，&! $$()*% ./0123-) 43 5"!，& $$()*%
67.8，#!!!9*$% 蛋白酶 :），用烧融后的枪头将样
品彻底研磨，用 ;!!%研磨缓冲液清洗枪头，研磨液
在 ’<=恒温器中消化 & > # ?，消化后的产物在 @’=
保温 & $0A，使蛋白酶 :变性，# !!! > ; !!! /*$0A离
心 ;! 1沉淀残渣，上清液作为做 B-C的模板或保存
在 D #!=冰箱中备用。
!"# $%&扩增
扩增的目的片段为 /7+8 内转录间隔区"

（E.F&）中的一段序列，用于扩增的引物参照温硕洋
和何晓芳（#!!;）的 &5FG（’H2I88I.8888I.-I.88
-88II2;H）和 ’"5FC（’H2I.--.I-82I..-8-8-I8.
I2;H），引物由上海生工生物工程技术服务有限公司
合成。

B-C反应体系（#’!%）包括以下试剂：&! J
KLMMN/（不含 O9# P）#"’!%，Q+.B1（#"’ $$()*%）#!%，
正反引物（&! $$()*%）各 &"!!%，.,R酶 !";!%（’ S*

!%），O9
# P（#’ $$()*%）&"’!%，模板 7+8 &"!!%，加灭

菌双蒸水至 #’!%。B-C 步骤如下：@T=预变性 ;
$0A；进行 ;!个循环包括 @T=变性 & $0A，’’=退火
T’ 1，U#=延伸 & $0A；继续 U#=延伸 U $0A，以 QQ3#V
代替模板作空白对照。

!"’ 序列测定
B-C产物主要采用直接测序，将 B-C粗产物的

纯化及测序委托上海生工生物工程技术服务有限公

司完成。为了确保测序的准确性，本研究对部分地

区样品进行克隆测序，并对广州同一美洲斑潜蝇个

体 7+8插入片段的多个阳性克隆进行了测序。用
.,W,/, 4O7&52. XNYZ(/试剂盒完成连接实验，用菌种
732’#制备感受态细胞，根据蓝白斑筛选阳性克隆，
用筛选出的阳性克隆菌液抽提质粒，用 !"#C"和
$%&Q$酶切以确定是否含有目的片段。最终将含有
目的片段的克隆菌液送上海生工生物技术服务有限

公司进行序列测定。

!"( )*+序列数据处理
用 -)L1Z,) [程序（.?($41(A ’( )* \，&@@T）对获

得的 E.F&基因片段序列进行对位排列，用 O6I8;"&
（:L$,/ ’( )* \，#!!T）对上述序列进行碱基含量和多
态位点分析，选取基于 :0$L/,2#2B,/,$NZN/双参数模
型（:0$L/,，&@5!），采用邻近距离法（+N09?K(L/?((Q
](0A0A9，+]，F0Z(L ,AQ +N0，&@5U）构建系统进化树来
推演系统发生关系。在构建系统树时，用三叶草斑

潜蝇 + \ (,%-#*%%、番茄斑潜蝇 + \ .,/#&%)’ 和南美斑潜

蝇 + \ 01%2#.,’&3%3 作为外群比较，同时用 ^((Z1Z/,4
& !!!次检验分子系统树中各分枝的置信度
（GN)1NA1ZN0A，&@5’），7+8序列变异中的转换和颠换
赋予相同的加权值。

, 结果与分析

,"! 不同地理种群美洲斑潜蝇序列分析
测序结果经比较、剪切后得到 ;!& > ;!T K4 的

/7+82E.F&完整序列，共发现 5 个变异位点，占所测
序列的 #"<T_，有 ’个碱基的替换（包括 #个转换和
;个颠换）和 ;个碱基的插入与缺失。序列中 8 P .
（5’"<_）含量远远高于 I P -（&T"T_）含量，与其他
;种斑潜蝇种类 /7+82E.F&的碱基组成特点基本一
致（平均碱基含量 8 P . 为 5’"&_，I P - 为
&T"@_）。

图 & 基于 +]算法构建的美洲斑潜蝇不同
地理种群及近缘种间的系统树

G09\ & +] Z/NN (M 9N(9/,4?0Y,) 4(4L),Z0(A1 (M
+%,%#4/5) 3)(%6)’ ,AQ Y)(1N)‘ /N),ZNQ 14NY0N1
K,1NQ (A /7+8 E.F& 1NRLNAYN1 K‘ O6I8;"&

供试样品中广东种群是同一个体多个阳性克隆

测序，得到的两条序列之间的遗传差异很小，所以只

选其中一条序列进行系统进化分析。以番茄斑潜

蝇、三叶草斑潜蝇和南美斑潜蝇为外群种，采用软件

O6I8;"&对美洲斑潜蝇不同地理种群 E.F& 序列之
间进行遗传差异分析和聚类。从表 #可以看出，美
洲斑潜蝇不同地理种群之间的 E.F& 序列遗传距离
很低，都在 !"!# 以下，并且广州种群不同拷贝之间
的遗传距离最小，只有 !"!!T。从图 &可以看出，美
洲斑潜蝇不同地理种群之间亲缘关系很近，首先聚

类后再与其他近缘种聚类，并且虽然北京和海南这

#个种群与其他种群间的亲缘关系与地理分布不相
符，但是从整体趋势来看，美洲斑潜蝇各地理种群间

的亲缘关系趋向于与其地理分布相一致。
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表 ! 美洲斑潜蝇不同地理种群及近缘种基于 "#$%&’()*的遗传距离
(+,-. ! #/0."1/23 ,+1.4 56 "#$%&’()* +7568 8.58"+9:/;+- 959<-+2/561 5= !"#"$%&’( )(*"+(, +64 ;-51.-3 ".-+2.4 19.;/.1

!"!#$ %&&’ ’()* +%%* !"!#, !&-- .+ !#/0 (-"# ! 1 "#$ ! 1 %&$ ! 1 ’#(
!"!#$ 2 34335 34336 34337 34335 34335 34335 34336 34336 343$7 34385 34359
%&&’ 34335 2 34337 34339 34336 34336 34336 34337 34335 343$: 34385 34359
’()* 34339 343,$ 2 34336 34335 34335 34335 34336 3433: 343$: 34385 34359
+%%* 343,$ 343,: 34339 2 34336 34336 34336 34337 34337 343$7 34388 34359
!"!#, 34335 34339 34335 34339 2 34333 34333 34335 34335 343$: 34388 34359
!&-- 34335 34339 34335 34339 34333 2 34333 34335 34335 343$: 34388 34359
.+ 34335 34339 34335 34339 34333 34333 2 34335 34335 343$: 34388 34359

!#/0 34339 343,$ 34339 343,$ 34335 34335 34335 2 34336 343$7 34385 34359
(-"# 34339 34335 34339 343,$ 34335 34335 34335 34339 2 343$: 34385 34357
! 1 "#$ 34,69 34,68 34,68 34,69 34,68 34,68 34,68 34,69 34,5; 2 34387 34355
! 1 %&$ 34$88 34$89 34$88 34$$9 34$$9 34$$9 34$$9 34$88 34$88 34$7, 2 3435:
! 1 ’#( 348;3 34895 34895 348;3 34895 34895 34895 348;3 34879 34853 348:: 2
注：选取 <=>?@AB$BCA@A>DED@双参数模型（<=>?@A，,;93）。对角线以下为遗传距离，对角线以上为标准误。
-FEDG：HG=IJ <=>?@AB$BCA@A>DED@ >FKDL 1 "AEA MDLFN K=AJFIAL A@D OA=@N=GD K=GEAIPDG AIK AMFQD K=AJIAL A@D GEAIKA@K D@@F@ 1

!>! 近缘种之间的序列分析
美洲斑潜蝇与其近缘种的 R/%, 序列差异非常

显著，有 ,$: 个变异位点（不包括开头的 :3 个位
点），信息位点数较丰富，为 67 个。其中有 ,8 个位
点的碱基只在 8 个近缘种间相同（表 8），而在美洲

斑潜蝇相同位点处则不同，并且除了第 8,, 位点有
碱基插入或缺失存在时不稳定外，其他 ,$个位点的
碱基在美洲斑潜蝇各种群间极为稳定，显然这 ,$个
位点可以作为美洲斑潜蝇与其近缘种间鉴别的分子

标记。

表 ? 美洲斑潜蝇地理种群与近缘种间的特异性识别位点
(+,-. ? %<2:.62/;+,-. 1/2.1 +7568 !"#"$%&’( )(*"+(, 959<-+2/561 +64 ;-51.-3 ".-+2.4 19.;/.1

种名 %ODP=DG
特异性识别位点 ’?ESDIE=PAMLD G=EDG

:9 ;6 ;9 ,3, ,3: ,37 ,$6 ,8, ,8$ ,88 $6; $:3 8,,
! 1 )*"$+*, 2 ’ / ’ / / ’ T / / / / T

! 1 "#$-./$$
! 1 ’#(.0$*,

! 1 %&$1.’#,0)$)
/ / ’ / ’ ’ / / ’ ’ ’ ’ ’

从表 $ 可以看出，美洲斑潜蝇与其近缘种间
R/%,序列遗传距离明显高于美洲斑潜蝇种群间的遗
传距离，为 34,5; U 348;3，其中番茄斑潜蝇与其他 8
种斑潜蝇之间的遗传距离最高，都在 348 以上。从
美洲斑潜蝇与近缘种之间的系统发育树可以看出

（图 ,），美洲斑潜蝇和三叶草斑潜蝇的亲缘关系较
近，聚为一簇，而番茄斑潜蝇和南美斑潜蝇的亲缘关

系较近，聚为另一簇。

? 讨论

CAGSLDV（,;9:）通过研究证明，对植食性昆虫来
说，异域分布的昆虫产生种下分化是由地理与寄主

的双重作用造成的。寄主植物通过自身的物理与化

学因素，对植食性昆虫的生物学习性和遗传特性产

生重大影响，进而对这类昆虫的种下分化和新种形

成具有重要的促进作用，能够导致群体间生殖隔离

程度加剧。在本研究中，由于供试材料分别采自不

同寄主植物，并且已有相关报道证实了不同寄主植

物对美洲斑潜蝇种群参数的影响存在显著差异（庞

保平等，$336）。因此，为了减少寄主植物对实验结
果的干扰，作者将不同地理种群的美洲斑潜蝇在同

一寄主植物四季豆上饲养了 8代以上。
本研究样品序列的测序主要采用 CT0产物直

接测序法，并且对产物进行双向测序以增加测序结

果的准确性。部分样品采用了克隆测序法，并且将

广州种群的样品进行多个阳性克隆测序。结果发现

广州种群同一个体不同拷贝间 @"-’BR/%,序列遗传
距离非常小，因此，可忽略同一个体不同拷贝之间的

差异，选择其中一条序列进行系统进化分析，这种做

法在其他昆虫序列分析中已有相关报道（李正西和

沈佐锐，$33$）。
在美洲斑潜蝇地理种群序列变异分析中，只发

现 9个变异位点，并且序列长度比较保守，只有 $个
种群发生了 , U $ 个碱基的插入或缺失，其余均为
838 MO。美洲斑潜蝇不同地理种群之间的 R/%,序列

33: 昆虫学报 23"* 40".5./.6$3* 7$0$3* 63卷



图 ! 美洲斑潜蝇不同地理种群及近缘种间 "#$%序列比对
&’() ! *+’(,-.,/0 12 "#$% 0.34.,5.0 12 !"#"$%&’( )(*"+(, 6164+7/’1,0 7,8 5+10.+9 :.+7/.8 06.5’.0

遗传距离很低，都在 ;<;!以下。从建立的系统发育 树来看，虽然北京和海南这 !个种群与其他种群间
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的亲缘关系与地理分布不相符，但是从整体趋势来

看，美洲斑潜蝇各地理种群间的亲缘关系趋向于与

其地理分布相一致。此外，从实验的结果看，美洲斑

潜蝇不同地理种群之间 !"#$%&’()序列遗传分化程
度很小，但可能在各地区单倍型发生频率上存在着

显著差异。但是，美洲斑潜蝇 !"#$%&’() 序列存在
个体内变异，要从单倍型发生频率进行分析，就必须

对各样品进行多个阳性克隆的测序。因此，作者认

为该基因不适合用于种下遗传分化的分子标记。

从 !"#$%&’()分子水平上对美洲斑潜蝇与近缘
种间的遗传关系的初步研究表明，美洲斑潜蝇与近

缘种间分化程度比较高，遗传距离为 *+),- . *+/-*。
从它们的聚类结果来看，美洲斑潜蝇和三叶草斑潜

蝇亲缘关系较近，聚为一簇；而番茄斑潜蝇和南美

斑潜蝇亲缘关系较近，聚为另一簇。这似乎与它们

的形态特征的相似性有所关联。(01231!（)-4/）认为
美洲斑潜蝇及其近缘种的鉴别主要是依据成虫头部

双顶鬃着生位置区域的颜色的情况和雄性成虫外生

殖器的形态来进行区别的。从顶鬃着生情况来看，

三叶草斑潜蝇和番茄斑潜蝇的内外顶鬃都是着生在

黄色区，而美洲斑潜蝇与南美斑潜蝇至少有 )根顶
鬃着生在暗色区（张维球和吴佳教，)--4），所以三叶
草斑潜蝇和番茄斑潜蝇应该首先聚在一起，这与聚

类结果不一致。但从雄性成虫外生殖器的形态来

看，番茄斑潜蝇和南美斑潜蝇的端阳体都是呈双托

状的，而美洲斑潜蝇和三叶草斑潜蝇都是单托状的，

只是三叶草斑潜蝇的端阳体中部明显收窄（张维球

和吴佳教，)--4），所以番茄斑潜蝇和南美斑潜蝇应
该首先聚在一起，这与聚类结果是一致的。雄虫外

生殖器一直被分类学家认为是最可靠和稳定的分类

依据，因此，从这个角度来看，美洲斑潜蝇及其近缘

种的形态特征相似性与它们基于 !"#$%&’()序列的
聚类结果是基本一致的。

美洲斑潜蝇与其近缘种的 &’() 序列长度上不
是非常保守，最多相差了 55 个碱基，但基于 6789:;7
<算法对其进行序列比对时非常稳定，同时不同的
近缘种之间有较丰富的信息位点。作者认为，当根

据形态特征难以鉴别这几个近缘种时，!"#$%&’()碱
基序列特征是较好的分子鉴别标记，它们之间所存

在的较为稳定的 !"#$%&’() 多样性为从 "#$ 分子
水平上鉴别美洲斑潜蝇及其近缘种提供了有力证

据。同时，在 =4 个信息位点中有 )5 个特异性识别
位点不仅可以作为美洲斑潜蝇与其近缘种间鉴别的

分子标记，而且可为今后设计鉴别性 >6?引物提供

重要的参考依据。
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