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动物科学

B&CD技术在昆虫分类学研究中的应用!

孟子烨E，"，陈晓琴E，江世宏E，李广京E

（E)深圳职业技术学院 应用化学与生物技术学院，广东 深圳 FEG#FF；")华中农业大学 昆虫资源研究所，武汉 %H##I#）

摘要：传统昆虫分类学主要从昆虫形态特征着手，是进行昆虫分类的主要方法，但形态分类的方法在较低的分类阶

元中有着较大的局限性。近年来分子生物学技术同传统分类学方法相结合，在昆虫分类学研究中得到广泛的应用。

本文概述了随机扩增多态性 D7&（B&CD）技术的技术基础，分析了 C&CD 简便快捷、费用低、灵敏度高、对模板纯度
要求不高、能充分反映模板的多态性等技术优势；同时指出了该技术稳定性和可重复性差、不能对纯合体杂合体加

以区分、存在共迁移问题等不足之处；阐述了近年来国内外 B&CD技术在同翅目、蜚蠊目、双翅目、鳞翅目、直翅目、鞘
翅目等昆虫的分类鉴定及昆虫系统发育分析中的应用。本文认为，C&CD技术扩展了分子生物学技术在昆虫分类学
的应用范围，该技术的成功应用，极大地提高了昆虫分类学研究的水平，并且随着技术手段的不断进步有着更为广

阔的应用前景。
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! ! 昆虫分类学（ L.<;@= =/M,.,8>）是研究昆虫的命
名（7,8;.@0/=-(;）、鉴定（ LN;.=616@/=6,.）、描述（D;K
<@(6’=6,.）及其系统发育（C3>0,4;.>）和进化（O:,0-K
=6,.）的科学［E］。它不仅是昆虫学的一个重要分支，
而且是昆虫学其他所有分支学科的基础。如果不先

对昆虫进行科学的分类，就无法以科学的方式研究

昆虫，从而影响到昆虫学其他分支学科研究结果的

客观性、可比性和重复性。因此，对昆虫分类学的研

究具有重要的现实意义。

传统昆虫分类学主要从昆虫形态特征如外部形

态和外生殖器来进行分类鉴别，这是进行昆虫分类

的主要方法。但形态分类的方法在较低的分类阶元

中有着较大的局限性，如一些近缘种或姊妹种中，比

较难确定它们的分类学界线。近年来，分子生物学

技术得到了快速发展，并同传统分类学方法相结合，

使昆虫分类学研究具有更广阔的前景。B&CD 技术
就是目前在昆虫分类学研究中应用比较广泛的分子

生物学技术之一。

E B&CD技术
随机扩增多态性 D7&（B/.N,8 /8’0616;N ’,0>K

8,(’36@ D7&，B&CD）技术是 E$$# 年美国杜邦公司
的 P6006/8<［"］和加利福尼亚生物研究所的 P;0<3［H］

领导的 " 个小组几乎在同时发展起来的。它的主要
技术基础是 D7&聚合酶链式反应（C,0>8;(/<; @3/6.
(;/@=6,.，C2B），以一种或多种人工合成的随机引物
来对模板 D7& 进行 C2B 扩增，再进行电泳分离和
对 D7&片段染色，由于不同物种的基因组中与引物
相匹配的碱基序列的位置和数量都可能不同，所以

扩增产物的大小也有不同，扩增片段 D7&的多态性
也就反映了模版 D7&的多态性，从而可以通过多态
性的比较，应用于昆虫物种的鉴定和系统发育关系

的研究中。

E) E B&CD技术的优势
B&CD操作简便快捷，技术容易掌握，自动化程

度高。B&CD技术中使用的主要仪器为现在实验室
里常见的 C2B 仪，使得模版 D7& 扩增过程实现自
动化，大大降低了研究费用。其次，B&CD 能够对整
个模版 D7&进行标记，有很大的随机性，可充分展
现出模版 D7&的多态性［%］。因此，它能够在没有任
何分子遗传背景的情况下，分析模版 D7& 的多态
性。

同时，B&CD的引物丰富，其采用的引物是随机
引物，常由 E# 个寡核苷酸组成，引物可人工合成，很
多公司都能生产。目前 B&CD 引物已经有千余种，
可以针对不同模版 D7&来选取不同的引物。另外，
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!"#$技术中模版 $%" 用量少。#&! 扩增时仅需
模版 $%" ’( ) *(( !+，灵敏度高，扩增时，引物一个
碱基的变化都可能引起扩增谱带的巨大变化。

该技术对模版 $%" 的纯度要求不高也是其优
点之一。,-../等［0］的研究表明酒精保存的标本和
干制标本都可用于 !"#$分析。模版中混有少量的
!%"或蛋白质对扩增结果几乎没有影响。这就可
以省略提取模版 $%"过程中的一些纯化过程，减少
了模版 $%" 的损失［1］，适用于小型昆虫模版 $%"
的提取。

*2 ’ !"#$技术的不足之处
!"#$技术受环境影响的因素较多，因而试验

稳定性和可重复性较差。!"#$ 分析中重复性不太
高的原因是在 #&! 反应中会产生一些扩增产物的
改变。并且，不同的研究者采用的程序不同，或者即

使设置相同的反应程序，但所使用的仪器类型试剂

和耗材在不同厂家间也有差异，从而扩增产物也会

受到影响。此外还有模版 $%"的完整性、#&!的变
性温度、3-4酶的选择、5+’ 6的浓度、外源 $%"的污
染等因素都可以对 !"#$结果产生影响。值得注意
的是，在扩增反应过程中，引物的熔点值较低也是

!"#$ 实验结果的可重复性差的一个重要原因：其
反应易受环境条件的影响，导致引物降解，扩增失

败［7］。

从适用范围来看，由于 !"#$标记为显性标记，
虽符合孟德尔遗传定律，但不能区分纯合体和杂合

体基因型，故而在遗传分析和构建遗传图谱等方面

受到了一定限制。

此外从电泳效果来看，该技术存在共迁移问题。

在不同个体的 #&! 产物出现分子量大小相同的条
带，并不能保证这些个体拥有同源的片段，这些条带

也有可能包含了不同的扩增产物。因为所用的凝胶

电泳类型（一般是琼脂糖凝胶电泳）只能分开不同

分子量的片段，而不能分开分子量相同但碱基序列

不同的片段［8］。

正是由于 !"#$ 技术有着上述的局限性，因而
在进行同一项研究工作时需要注意所选用的试剂、

配制的反应体系、所用的引物、反应程序、染色条件

等因素必须严格一致并要选用优良的电泳设备。

’ !"#$技术在昆虫分类学研究中应用
昆虫常规的分类方法是根据昆虫的分类特征、

生物学特性和地理分布等来进行的［9］。随着分子生

物学技术以及相关的计算机分析软件的推出，越来

越多的分类学家开始注意到了物种间的遗传物质的

差异，并以此为手段探讨它们之间的亲缘关系和对

近缘种进行分类鉴定。!"#$ 技术能快速、简捷、有
效地进行基因组 $%"多态性检测，通过选择合适的
引物来反映出物种基因内部的差异，在昆虫分类学

研究中得到了广泛应用。

’2 * 昆虫分类鉴定
害虫的防治和益虫的利用常常需要对物种进行

准确鉴定。昆虫的鉴定多是依据传统分类的结果以

形态特征为依据开展的［8］。但对于属、种等低级分

类单元，特别是一些近缘种之间，仅凭借外部形态有

时很难区别。!"#$技术借助其在物种鉴定中的较
强优势，在同翅目、蜚蠊目、双翅目、直翅目、鞘翅目

等不同昆虫类群中得到了广泛应用。

,:-;<［*(］首先将 !"#$ 技术用于同翅目 = 种蚜
虫的鉴别比较。他采用了 = 种 *( 个碱基的随机引
物对 = 种蚜虫进行了 !"#$ 反应，检测它们扩增产
物的多态性。结果表明，根据电泳图谱能明确地区

别 = 个种。,:-;<［*(］还用 !"#$ 技术检测和鉴定了
蚜虫体内的 ’ 种寄生蜂。茶叶蝉（3>- :>-?@/AA>.）是
中国茶区的重要害虫，其若虫和成虫主要取食茶树

!梢芽叶汁液，严重影响茶叶的产量和品质。长期
以来，生产和实践中对危害种是小绿叶蝉（!"#$%&’%
()%&*+&’+,&）还是假眼小绿叶蝉（!"#$%&’% *-.-&）这一
问题一直存在争议。付建玉和韩宝瑜［**］用 !"#$
标记技术，对中国茶叶蝉的优势种归属进行算术平

均的不加权对群法（B#C5"）聚类分析，结果表明其
个体遗传距离在 (2 *7 ) (2 =1 之间，说明茶叶蝉的遗
传基础较一致。再结合前人对茶叶蝉的形态学研

究，他们认为茶叶蝉的优势种为假眼小绿叶蝉。螺

旋粉虱复合种（/)+01$2-’0& 2-&#+1&+&34+’%,$-2+0& ()$’3
’-&&-"0&）是加纳利岛重要的农业害虫，这 ’ 个种很
难通过形态学特征进行辨别。&-::>D-E 等［*’］利用 1
个随机引物对 /5 2-&#+1&+&345 ()$’’-&&-"0& 进行 !"#$
分析，结果得到了 F9 个 45 ()$’’-&&-"0&和 0* 个 /5 2-&3
#+1&0&的标记，这些图谱在同一种的所有个体中均出
现，而在另一种内则不会出现，证实了 !"#$标记是
区分这 ’ 个种的有效途径。
在对蜚蠊目的分类学研究方面，姚涌等［*F］选取

F 条随机引物对 F 种蜚蠊：黑胸大蠊（6+1-#)%,+.% (03
)-7-,$&%）、美洲大蠊（6+1-#)%,+.% %"+1-’%,%）和德国小
蠊（8)%..+))% 7+1"%,-’%）进行 !"#$G#&! 扩增，电泳
图谱表明扩增的条带既有其同源性也显示了各自的

特异性。结果证实 !"#$技术可以精确地区别 F 种
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蜚蠊。

!"#$%"#&"’(［)*］等对双翅目伊蚊属（!"#"$）的 +
种伊蚊进行 ,-./ 分析，根据各种内个体共有的
,-./指纹图谱的特征谱带建立了分类标准，可对
伊蚊进行种间区分。小麦黑森瘿蚊（%&’"()*+& #",
$(-./(*-）和大麦茎干瘿蚊（%0 1*-#")）是 0 个植食性
姊妹种，导致突尼斯每年都损失大量的谷物。通常

认为小麦黑森瘿蚊是为害种，但是不同谷类（小麦

或大麦）与这 0 个种之间寄主关系并不很严格。要
提出有效的害虫治理方案，则需要对瘿蚊基因型进

行准确分析。1234’(5" 等［)+］利用 ,-./ 技术，结合
交配分析和线粒体 /6-分型技术，对位于突尼斯北
部的一个为害小麦的麦瘿蚊种群的遗传变异程度和

分类关联性进行了评估。基于细胞色素 $基因限制
性酶切分析，全部样品的线粒体分型均为 %0 #"$(-./,
(*-。67(5898等［):］对非洲稻瘿蚊（2-$"*+)& *-’3)4*-&）
和其它 0 个非洲种群 20 5*63))、20 67&63" 进行了形
态多样性研究，发现这 ; 个种群在成虫和幼虫阶段，
形态差异很小，差异主要表现在蛹的特征上。由于

这 ; 个种群的形态差异小，故采用 ,-./ 技术和
<=-,（ <8>389?8 ?%"@"’8@(A8B "#&5(C(8B @8D(29E，序列
特征扩增区）法测定它们的染色体 /6- 酶解图谱，
对非洲稻瘿蚊的 ; 个种群进行了区分，进而为培育
对非洲稻瘿纹具有持久抗性的水稻品种奠定了基

础。

张亮和张智英［)F］对果实蝇属（8&/(-*/"-&）的南
瓜实蝇（80 (&.）、黑漆实蝇（80 $/.("++&-)$）、具条实蝇
（80 $/.("++&(&）、瓜实蝇（80 /./.-5)(&"）、桔小实蝇（80
#*-$&+)$）和番石榴实蝇（80 /*--"/(&）等 : 种实蝇进行
,-./分析，构建指纹图谱，筛选出 + 条引物可用于
这 : 种实蝇的分类鉴定。
关于 ,-./技术在直翅目的分类学研究上的应

用，田英芳和郑哲民［)G］的研究值得关注：他们对 +
种蟋蟀：长颚斗蟋（ 9"+&-):)/(*-.$ &$;"-$.$）、小斗蟋
（90 ;&-4.$）、石首棺头蟋（<*=*5+">>.$ "?."$(-)$）、多
伊棺头蟋（<0 #*"6)(3)）、黄脸油葫芦（@"+"*A-’++.$ ">,
>&）的基因组 /6-进行扩增，结果筛选出一条引物
可以用于 + 种蟋蟀的分类鉴定。
安榆林等［)H］以幼虫和成虫标本，应用 ,-./ 技

术，对鞘翅目墨天牛属（%*6*/1&>.$）的 ; 个近缘
种：松墨天牛（%0 &+("-6&(.$）、云杉大墨天牛（%0
.-.$$*4)）、云杉小墨天牛（%0 $.(*-）进行了区分，为
天牛近缘种的鉴定提供了一种新方法。!8’%(B(
等［0I］通过分析 ,-./ 片段中的 <=-, 鉴定出仅在

光肩星天牛（ !6*;+*;1*-& A+&5-);"66)$）中存在的
0 F*I $&的 /6-片段，并设计出由 00 个碱基组成的
嵌套式寡聚核苷酸引物，利用引物 <=-,0 和
<=-,;，分别扩增出 ) 0;F 和 0 F0I $& 的片段。这
可以将当地种和其它与之紧密相关的非当地种区分

开来，表明 <=,-标记可用于光肩星天牛的鉴定。
0J 0 昆虫系统发育
系统发育（.%K52D89K）是指生物形成或进化的

历史。系统发育研究的是进化关系，系统发育分析

就是要推断或者评估这些进化关系。通过系统发育

分析所推断出来的进化关系一般用分枝图（进化

树）来描述，这个进化树就描述了同一谱系的进化

关系，包括了分子进化（基因树）、物种进化以及分

子进化和物种进化的综合。在现代系统发育学研究

中，研究的重点已经不再是生物的形态学特征或者

其他特性，而是生物大分子尤其是 /6-序列。因为
以外部形态为依据的方法会有很大的局限性，,-./
技术可以弥补传统方法的不足。物种基因组的差异

性可以通过 ,-./ 技术表现出来，对昆虫物种进行
分子多态性分析，可以建立完善的分类体系，推测出

正确的系统演化树。

在双翅目昆虫的系统发育研究中，马雅军等［0)］

利用 ,-./L.=, 技术研究了中国 H 省的中华按蚊
（!6*;1"+"$ $)6"6$)$）自然群体的遗传多态现象，结果
表明中华按蚊群体具有广泛的遗传多态现象，其平

均遗传距离为 IJ *) M IJ I;;，属于种内变异范围。
聚类分析显示，群体间遗传距离与地理位置无对应

关系。王银东和熊邦喜［00］对萨摩亚摇蚊（B1)-*6*,
>.$ $&>*"6$)$）、红裸须摇蚊（C-*;$)+*/"-.$ &D&>.$)）、
刺铗长足摇蚊（@&6’;.$ ;.6/();"66)$）; 种摇蚊幼虫
的基因组 /6- 进行 ,-./ 扩增。聚类分析结果表
明刺铗长足摇蚊与红裸须摇蚊的亲缘关系较近。斯

氏按蚊（!6*;1"+"$ $(";1"6$)）是中东、印度大陆、远东
及伊朗南部的一种重要疟疾媒介昆虫。该昆虫尽管

分布较广，但仍被认为是单型而非多型性的。/N"L
B(B等［0;］分析了伊朗斯氏按蚊不同种群的 @/6-L
OP<0 和 ,-./ 位点。@/6-LOP<0 区域在所有的按蚊
种群序列中都包含了一段微卫星片段。@/6-LOP<0
序列的系统发育树表明，尽管不同种群距离相隔较

远，它们之间也只有一个细微的差异。,-./L.=,
能区别斯氏按蚊的农村和城市种群，但 0 类种群的
形态区别仍不明确。结果显示伊朗的斯氏按蚊很可

能是不同地域有不同生物或生态形式的单型种。贺

春贵等［0*］采用 ,-./ 方法测定分析了中国麦红吸
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浆虫（!"#$%"&’$("( )$(*’’+,+）!" 个地理种群的遗传结
构。结果表明不同种群间的遗传相似程度与其地理

间距呈反比，种群内的遗传相似程度比种群间的高。

赵中明等［#$］用 %&’( 技术分析了金色果蝇复合种
（-.$($&/"’+ +0.+."+ (&*1"*( 1$)&’*2）的 $个姊妹种
-.$($&/"’* +0.+."+、-3 4"+0.+."+、-3 #."+0.+."+、-3
50+%.+."+ 和 -3 (04+0.+."+ 共 !# 个地理种群的遗传
变异，得到了 !#) 个多态性标记，并以遗传距离为尺
度用 *’+,&法构建了该复合种的聚类关系图。该
图显示，用 %&’(标记得到的种间平均遗传距离为
"- #!.，表明这 $ 个姊妹种间亲缘关系非常近。
高江勇等［#/］利用 %&’( 方法对中国 !/ 个地

区，美国 0 个地区及韩国 # 个地区鞘翅目昆虫光肩
星天牛（6,$&’$&/$.+ 7’+4."&*,,"(）及其近缘种共 #0
个地理种群进行了研究，筛选 !1 个引物，产生 #!)
个多态性位点，对光肩星天牛种群间的亲缘关系进

行了聚类分析，结果表明美国种群同中国种群的亲

缘关系较远。

对于 %&’(技术在直翅目昆虫系统发育研究方
面的应用，张建珍等［#1］的研究值得重视。他们用 !"
条随机引物对 $ 个不同种群的中华稻蝗（829+ 1/":
,*("(）和日本稻蝗（829+ ;+&$,"1+）进行 %&’( 分析。
根据 %&’(图谱，以日本稻蝗作为外群，用 23453367
89:;<= >?6@A83法进行聚类分析，探讨中华稻蝗不同
种群的亲缘关系，结果表明供试的 $ 个稻蝗种群其
系统发育树分为 # 大支，它们存在一定程度的差异，
其亲缘关系的远近与地理距离之间存在一定的正相

关关系。此外，朱道弘等［#B］也利用 #" 种随机引物
对日本稻田常见的 . 种稻蝗的基因组 (C& 进行研
究，用得到的 %&’(图谱建立了 *’+,& 系统树，说
明了日本常见 . 种稻蝗的亲缘关系。田英芳和郑哲
民［#)］还应用 !" 种引物，对西北地区常见的 0 属 1
种蟋蟀进行了 %&’( 多态性检测，筛选出 # 种引物
D!.# 和 DB，得到了多态性片段 $B 条，对 1 种蟋蟀之
间的亲缘关系进行分析，所得到的结果有异于传统

分类结果。

至于鳞翅目昆虫系统发育研究方面，桂慕燕

等［0"］对中国 $ 个柞蚕（6,#/*.+*+ &*.,9"）品种运用
%&’(技术进行研究，从 ." 个随机引物中筛选出 #1
个，用 *’+,& 聚类分析，绘制了它们的分子进化
树，分析了柞蚕品种间的遗传差异。程道军等［0!］对

/ 种绢丝昆虫：家蚕（<$)492 )$."）、中国野桑蚕（<3
)+,%+.",+）、日本野桑蚕（ EA<A63=3 <3 )+,%+.",+）、
蓖麻蚕（ =/"’$(+)"+ 19,#/"+."1","）、柞蚕（ 6,#/*.+*+

&*.,9"）、天蚕（6,#/*.+*+ 9+)+)+"）进行研究，选取
!" 个引物对 #0 个昆虫个体进行扩增，共得到 #.$
个 %&’(标记。分析结果揭示了 / 种绢丝昆虫之间
的遗传距离。孙珊等［0#］采用 %&’( 方法研究了中
国 $ 个地区亚洲玉米螟（82#.","+ >0.,+1+’"(）种群分
化，选用 ." 个随机引物，其中 0) 个引物均可在 $ 个
种群的 !. 个个体中扩增出数目不等的条带，共计
1$. 个 %&’(标记，利用 *’+,&方法构建系统聚类
图。结果表明，中国亚洲玉米螟的遗传分化与地理

隔离有很大关系，因为地理位置上的差异而阻隔了

各种群间的基因交流，从而导致了遗传分化。

D39F3等［00］对同翅目粉蚧科（’=3;G:F:FF?GA3）/
种粉蚧：=’+,$1$110( 1"#."，=3 >"10(，=3 ?$?+*，=(*0%$:
1$110( ’$,7"(&",0(，=(*0%$1$110( ?"40.," 和 =/*,+1$1:
10( +1*."( 进行 %&’(7’H% 扩增，$" 个引物扩增出
#$/ 个片段，聚类分析明确的将这 / 种昆虫分为 #
个组群。扬子祥［0.］等采用 %&’( 技术对五倍子蚜
虫的 / 种倍蚜：龟倍蚜（!1/’*1/#*,%+’"+ 1/",*,("(）、倍
蛋蚜（!3 &*"#+,）、肚倍蚜（@+40.+7"+ ./0("1$’+）、肚倍
蚜枣铁亚种（@3 ./0("1$’+3 *,("7+’’"(）、倍花蚜（A0:
.0%*+ (/".+""）、红倍花蚜（A3 .$(*+）以及角倍蚜（ !3
1/",*,("(）的 . 个地理种群的 (C&多态性进行分析，
倍蚜在种内和种间均显示了丰富的多态性，在种间

水平上，0 个属首先分成了 0 支，每一支又按不同种
分成了 # 支。其遗传距离的分析结果同张素方等的
研究结果基本一致。

IAJA9 等［0$］采用 %&’( 技术，并通过对 !/D
9(C&、#BD 9(C&、细胞色素 K 和细胞色素 F 氧化酶
亚组基因片段的测序，研究了半翅目南方稻绿蝽

（A*B+.+ ?"."%0’+）的 !! 个地理隔绝种群（斯洛文尼
亚、法国、希腊、意大利、马德拉群岛、日本、瓜德罗普

岛、加拉帕戈斯、加利福尼亚、巴西、博茨瓦纳）的遗

传多样性，测序结果表明 !! 个截然不同的单模标本
聚类于 &、2、H 等 0 系。%&’( 数据具有更大的多
样性，但是与 L4(C& 的测序结果一致，显示了相同
的聚类结果。

0 展望
%&’( 技术具有简便快捷的特点，而且其灵敏

程度很高，能够对整个基因组作地毯式的多态分析。

同时，%&’( 技术还可以和其它 (C& 分子技术结
合，这样就在很大程度上扩展了分子生物学技术在

昆虫分类学研究中的应用范围并使之得到了极大的

发展。%&’( 技术的成功应用，极大地提高了昆虫
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分类学研究的水平，在揭示昆虫的系统发育关系、保

护昆虫的生物多样性、合理利用昆虫资源、害虫的综

合治理等方面都起到了重要作用。综上所述，!"#$
技术在昆虫分类学研究中的应用前景巨大，并将随

着技术手段的不断完善变得更加广阔。
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