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摘要：本文的目的是通过对斑翅蝗科部分种类的线粒体 0H’ 基因进行分析，重建斑翅蝗科昆虫的系统发育关系，

并探讨分子系统发育关系和传统分类结果的异同。扩增并测定了我国斑翅蝗科 +( 属 +- 种蝗虫的线粒体 0H’ 全

基因 + (’4 IE 的序列，对序列的碱基组成、转换颠换、系统发育信号等进行了分析。并基于 0H’ 全基因序列数据，

分别采用邻接法（0!）、最简约法（JK）、最大似然法（JL）和贝叶斯法重建了 +( 属 +- 种蝗虫的系统发育关系。结果

表明：斑翅蝗科蝗虫 0H’ 全基因 BM N 含量平均为 51O-P；痂蝗亚科和异痂蝗亚科没能得到区分，建议合并为一个

亚科；而斑翅蝗亚科和飞蝗亚科的分类地位还存在争议。
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斑翅蝗科 ]@:8ED:8:"@ 是蝗虫中非常重要的一

个类群，分布于世界各地。迄今为止，我国已知 45
属 +’1 种（夏凯龄和毕道英，+33)）。其中，有些物种

是农业上的重要害虫，如飞蝗、小车蝗和痂蝗等。传

统分类将斑翅蝗科分为 1 个亚科，分别为飞蝗亚科、

痂蝗亚科、异痂蝗亚科和斑翅蝗亚科（夏凯龄和毕道

英，+33)）。近年来，随着分子系统学的发展，已有学

者利用基因序列重建了斑翅蝗科部分种类的系统发

育关系（L$ 和 U$"#T，’((-），在此研究中痂蝗亚科

和异痂蝗亚科没能得到区分，认为该合并为一个亚

科，这与传统分类存在很大的分歧。

近年来，线粒体 H0B（7>H0B）已成为动物分类

中应用最广泛的分子标记，尤其是在低水平的分类

中（BG8=@ 1# $) ?，+3)5
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）。而且，相对于核基因标记，



!"#$% 能更快地显示谱系的溯祖，从而一个确定的

基于 !"#$% 基因的系统发育关系更能代表有机体

真实的系统发育关系（&’’()，*++,）。$%#- 脱氢酶

第二亚基（$%#- .)/0.(’1)234) 456527" 8，$#8）是线

粒体电子传递链复合体的组分之一。很多研究表

明，与线粒体其他蛋白质编码基因和 (9$% 基因相

比，$#8 基 因 具 有 更 快 的 进 化 速 率（$)3( !" #$ :，
8;;<）。许多学者已经将 $#8 基因序列应用于动物

分子系统学的研究，但多数是和其他基因联合使用，

例如：$71(’ 等（*++*）联合 $#8 基因部分序列、< 个

"9$% 基因和 =>!基因部分序列分析了果蝇的系统

发育关系；&3(?4 等（8;;@）选用 =0" 6 和 $#8 基因片

段和完整 $#< 基因对一种小型啄木鸟 %$&’()*&+,(-.
.’/*-*-. 各 种 群 间 的 系 统 发 育 关 系 进 行 了 研 究；

#7!A/)BB 等（8;;8）联合 *8C、$#8 和部分 =0" 6 基因

序列对鸡形目各亚科间系统发育关系的分析。单独

利用 $#8 全 基 因 作 为 分 子 标 记 的 也 有 报 道，如

>46’(2) 等（8;;8）利用 $#8 全基因序列对 <* 种有袋

类动物进行了系统发育分析。在这些研究中 $#8
基因显示出其良好的分子标记特性。

本研究扩增并测定了斑翅蝗科 *; 属 *, 个种的

$#8 全基因序列，并在 $=DE 上下载了飞蝗的 $#8
全 基 因 序 列，以 斑 腿 蝗 科 的 短 角 外 斑 腿 蝗

0!+),#"#+")’. 1*#,(&,!*-. 和 大 斑 外 斑 腿 蝗 0 :
2/)$#,!/!’!. 为外群，通过 $#8 全基因序列分析，探讨

斑翅蝗科一些类群的分类地位，建立斑翅蝗科的分

子系统发育关系，为斑翅蝗科昆虫起源与进化关系

的研究提供分子生物学方面的证据。

! 材料与方法

!"! 材料

实验所用物种的信息详见表 *。所有标本均为

无水乙醇固定保存标本，实验取材于蝗虫后足股节

肌肉。

!"# 方法

!"#"! 基因组 #$% 的提取：基因组 #$% 的提取方

法参照田英芳等（*+++）的提取方法，并在此基础上

做了如下改进：*、水浴之前每管样品加入 *"F 的

9$% 酶，除去 9$%；8、水浴温度提高到 G,H，时间

8I, / 以上；<、沉淀时间延长至半小时以上。

表 ! 实验样本信息及 $%# 基因 &’()*(+ 登录号

,*-.’ ! ,/’ 0(1234*502( 21 5/’ 3’6’*37/’8 6*49.’6 *(8 &’()*(+ *77’6602( (2: 21 5/’03 $%# ;’(’6
物种编号

$’:
属名

J)254
种名

CK)A7)4
采集地

=’LL)A"721 L’A3"7’2
采集日期

=’LL)A"721 .3")
J)2D32? 登录号

J)2D32? 3AA)447’2 2’:
-=;8 绿纹蝗属 3/)$)’-. 花胫绿纹蝗 3 : "#4-$-. 海南海口 -37?’5，-37232 8;;<I*; MN<+,O;@
-=;< 疣蝗属 5*/$)’(/6/# 疣蝗 5 : #++-$#"# 陕西韦曲 P)7Q5，C/332R7 8;;8IS MN<+,O;<
-=;@ 小车蝗属 7!6#$!-. 黄胫小车蝗 7 : /+8!*+#$/. C35445() 甘肃临夏 F72R73，J3245 8;;*IO MN<+,S+;
-=;, 黑条小车蝗 7 : 6!,)*-. 6!,)*-. 甘肃肃南 C5232，J3245 8;;*IS MN<+,S+8
-=;G 红胫小车蝗 7 : 4#+9/-. =/321 陕西柞水 T/34/57，C/332R7 8;;8I+ MN<+,S+*
-=;S 束颈蝗属 :’(/+;)+)"-. 秦岭束颈蝗 : : "./+$/+;)+./. 陕西旬阳 U520321，C/332R7 8;;8I+ MN<+,S+@
-=;O 盐池束颈蝗 : : &!+,(/(!+./. 甘肃永靖 V’21W721，J3245 8;;*IO MN<+,S+,
-=*G 胫刺蝗属 %)4’.)*(/’/. 大胫刺蝗 % : 6#2/6/#+# 陕西长安 =/321’32，C/332R7 8;;<I+ MN<+,S+S
-=8, 车蝗属 <#."*/4#*;-. 云斑车蝗 < : 4#*4)*#"-. 陕西长安 =/321’32，C/332R7 8;;8IO MN<+,S+<

飞蝗属 =),-."# 飞蝗 = : 4/;*#")*/# $=X;;*S*8!

-=*, 异痂蝗属 >*&)6!4!$$# 黄胫异痂蝗 > : ()$6!*!*/ ()$6!*!*/ 甘肃古浪 J5L321，J3245 8;;*IO MN<+,O;*
-=** 痂蝗属 >*&)6!4# 青海痂蝗 > : 4/*#4#! 4/*#4#! 甘肃天祝 Y732Z/5，J3245 8;;*IO MN<+,S++
-=*8 白边痂蝗 > : $-,"-).-4 $-,"-).-4 甘肃天祝 Y732Z/5，J3245 8;;*IO MN<+,O;;
-=*@ 黑翅痂蝗 > : +/;*)’"!*# 甘肃古浪 J5L321，J3245 *++SIS MN<+,O;8
-=;+ 皱膝蝗属 3+;#*#,*/. 鼓翅皱膝蝗 3 : 1#*#1!+./. 甘肃夏河 U73/)，J3245 8;;*IO MN<+,S+O
-=*; 红翅皱膝蝗 3 : *()6)’# 甘肃夏河 U73/)，J3245 8;;*IO MN<+,S+G

!已发表序列 [56L74/). .3"3（NL’’? !" #$ :，*++S）

!"#"# [=9 扩 增 及 产 物 检 测：从 J)2D32? 下 载

=),-."# 4/;*#")*/#，%()*"(/’’-. ’#*#$$!$-.，?*).)’(/$#
4!$#+);#."!*，? : &#@-1#，3+)’(!$!. ;#41/#!，5*/#")4#
6/4/6/#"# 的 $#8 基因两端相邻序列，利用引物设计

软件自动设计出适合扩增 * *;; \ * @;; 区域的较佳

引物对，并对各引物进行各项评估，挑选出最适合的

一对，再进行修改加工从而确定本实验所用引物，引

物 序 列 为： # 上 游 引 物： $8]^]*G<： ,_]
%%YV%%J=Y%PY9JJYY=%Y]<_；$ 下游引 物：$8]
$]*<O,：,_]%Y%JJ=JPY%9%VYJY%%%Y]<_。扩增体

系总体积为 8,"F，包括 *; ‘ 反应缓冲液 8I,"F，8,
!!’LaF &1=L8 8I, "F，8I, !!’LaF .$Y[ 8 "F，*;

"!’LaF上下游引物各 *I,"F，, ba"F Y3Q#$% 聚合酶

;I<"F 和 ,; 21a"F #$% 模板 <"F，然后加 ..-8> 至
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终体积 !"!#。反应程序为：$"% & ’()；之后进行

*& 轮循环，循环条件为：$+% +" ,，"*% - ’()，.!%
- ’()）；后 .!% / ’()；+% 0123432。扩增产物通过

-5琼脂糖凝胶电泳检测。

!"#"$ 678 产物纯化及测序：678 产物原液采用

9:; 凝胶回收试剂盒进行回收，对目的片段进行回

收后直接采用四色荧光标记双脱氧链终止法进行测

序，测序仪为 ;<= *->> 型，对于直接测序效果不好

的片段进行克隆测序，克隆测序片段每个片段均测

* 个克隆。

!"$ %&’ 序列数据处理

双向测序结果首先进行序列拼接，然后将这些

序列输入 7?@,AB? C -D/ 软件进行比对，由于目的序

列包括 :9! 全基因和 + 个 A8:; 基因，参照 :7<= 中

飞蝗的相应序列，截取 :9! 全基因序列。接着，在

EFG; *D- 中计算碱基组成、变异位点、保守位点等。

最后，在 6;H6!+D>I-> 和 E2<BJ3, K*D> 软件中对数

据进行系统发育分析。在整个分析过程中选用本实

验室测定的短角外斑腿蝗 !"#$%&’&#’$() *+&%,-%"+.)
和大斑外斑腿蝗 ! L ,./010 :9! 基因做外群。

# 结果

#"! %&’ 序列组成及变异

包括外群在内的 -/ 个物种中，除鼓翅皱膝蝗

2#3&+&%+0) *&+&*"#)0)、红翅皱膝蝗 2 L +,$4$(& 和疣蝗

5+01$(,040& &##.1&’& * 个 物 种 的 :9! 基 因 总 长 为

- >!> IM外，其余 -" 个物种均为 - >!* IM。在 - >!*
IM 比对位点中有 "./ 个变异位点，+>* 个简约信息

位点；;，N，7，G 的 含 量 分 别 为 +>D$5，**D.5，

-"D*5和 ->D-5，; O N 含量为 .+D&5，具有明显的

;N 含量偏向性。转换P颠换的平均值为 -D*/，N7 和

;G 转换基本一致，但在颠换中，很明显主要发生 N;
颠换，而 7G 颠换很少发生。

序列分析发现痂蝗属、异痂蝗属和疣蝗属的 "
个种 :9! 起始基因起始密码子不是常见的 ;NG，而

是 GNG，其余 -- 个物种均为 ;NG。

#"# 替换饱和与系统发育信号分析

#"#"! 替换饱和性分析：全基因序列密码子第 -，

!，* 位点的替换饱和性分析（图 -）结果表明：* 个位

点颠换饱和程度和第 ! 位点的转换饱和程度均不明

显（基本呈直线），而第 - 及第 * 位点转换有饱和的

趋势（图中可看到一平台）。

#"#"# 系统发育信号分析：在 6;H6! +D>I-> 软件

图 - -& 种蝗虫 :9! 基因密码子第 -（;），!（<），

*（7）位碱基替换饱和性分析

Q(RL - S@I,A(A@A(1) ,BA@2BA(1) B)B?J,(, () AT233 U1V1)
M1,(A(1), 10 :9! R3)3 () -& ,A@V(3V ,M3U(3,
N,：转换 N2B),(A(1)；N4：颠换 N2B),432A(1)L

中对数据组进行 R- 检验（ 随机抽样 -> >>> 棵树），

将所得树长在 FWU3? 中作图，所得树长分布见图 !，

树长分布图强烈左倾，说明该数据组包含较强的系

统发育信号。

#"$ 系统发育分析

基于 :9! 全基因序列，分别采用邻接法（:X）、

最简约法（E6）、最大似然法（E#）和贝叶斯法（<=）重

建了斑翅蝗科的系统发育关系。

前三种方法在 6;H6! +D>I-> 中进行，邻接法分

析采用 Y!6 距离建树；由于本数据集的平均 8 值为

-D*/，根 据 Y)(RTA 和 E()V3??（-$$*）及 陈 晓 芳 等

（!>>*）的观点，此基因序列的突变已达饱和状态，受

进化噪音影响的可能性较大，重建系统发生时如不

进行特别加权可能会得出错误的结论，故在用最简

约法建树时根据 8 值大小，采取加权 -D+ 的策略；

最大似然法采用 E1V3?A3,A *D>& 中所选出来的最优

模型 GN8 O = O G 进 行 建 树；并 对 上 述 结 果 进 行

."- 期 丁方美等：基于线粒体 :9! 基因的中国斑翅蝗科部分种类分子系统学研究



图 ! 随机树长分布分析

"#$% ! &#’()#*+(#,- ,. )/-0,1 ()22 32-$(4

5 666次重复抽样的自举检验。

此三种方法得到的系统发育树拓扑结构基本一

致，这里将 7 棵系统树表示如图 7，疣蝗和花胫绿纹

蝗的位置在这 7 个结果中存在争议，且支持度小于

86，因此在图上未标明。

图 7 基于 9:，;< 和 ;= 法所构建的系统树

"#$% 7 <4>3,$2-2(#? ()22 ,. 5@ ’(+0#20 ’A2?#2’ ,*(/#-20 .),1 (42 12(4,0’ ,. 9:，;< /-0 ;=
图上所标数值为邻接法和最简约法的自举值（邻接法B最简约法），最大似然法的自举由于计算量很大，这里未做。

9+1*2)’ /*,C2 (42 *)/-?42’ #-0#?/(2 (42 *,,(’()/A’ ,. 9: /-0 ;<（9:B;<）。

贝叶斯法（DE）在 ;)D/>2’ F7G6 软件中完成，运

行 H 个马尔可夫链，共运行 586 666 代，每 56 代储

存一次树，共得到 58 665 棵树及其相对的似然值和

模型参数。将开始的 ! 666 代作为老化（*+)-#-）数

据舍弃，对剩余的 57 665 棵树做完全合一树，最终

所得到的贝叶斯系统发育树，如图 H。

采用 H 种系统树构建方法得到的系统树拓扑结

构基本一致，均可将 5@ 种斑翅蝗科物种分为 @ 支：

第 5 支包括小车蝗属的 7 个物种；第 ! 支包括飞蝗

属和车蝗属；第 7 支包括束颈蝗属的 ! 个物种；第

H 支包括皱膝蝗属和胫刺蝗属；第 8 分支包括异痂

蝗属和痂蝗属的 H 个物种；第 @ 分支由绿纹蝗属和

疣蝗属的 ! 个物种组成。他们的主要区别就在于疣

I8 昆虫学报 !"#$ %&#’(’)’*+"$ ,+&+"$ 85 卷



图 ! 贝叶斯法构建的 "# 种蝗虫的系统树

$%&’ ! ()*+,&-.-/%0 /1-- ,2 "# 3/45%-5 36-0%-3 ,7/8%.-5 21,9 :8*-3%8. 8.8+*3%3

蝗和花胫绿纹蝗的位置，邻接法中花胫绿纹蝗最早

分歧（图 ;），而最简约法和最大似然法中最早分支

的是疣蝗；而贝叶斯法中疣蝗和花胫绿纹蝗先聚为

一支，然后再与其他分支相聚，而且它们的分歧发生

在分支 "，< 之后。本结果与斑翅蝗科传统的形态学

分类观点相比，既有一致之处，又存在着一定的差

异。

! 讨论

在所有的系统树中一致的结果有：（"）第 "，<
分支的关系，车蝗属与飞蝗属是 " 对姐妹群，它们的

最近共同祖先与小车蝗属构成姐妹群关系，该结果

与王文强等（<==!）的支序分析结果一致；（<）分支

;，!，> 的关系，痂蝗亚科痂蝗属与异痂蝗亚科异痂

蝗属在本研究中未能得到区分，在所有的系统树中

它 们 的 关 系 均 为（（（ !"#$%&’( ’)"(’(& ’)"(’(&，

!"#$%&’( *+,-+$.+’ *+,-+$.+’ ）!"#$%&’&**( /$*%&"&")
/$*%&"&")）!"#$%&’( 0)1"$2-&"(），且自举支持度较高，

此分支与分支 !（痂蝗亚科皱膝蝗属和斑翅蝗亚科

大胫刺蝗）相聚，因此本数据集也没能将痂蝗亚科和

异痂蝗亚科区分，在 ?4 和 @48.&（<==#）根据 "#A 部

分序列构建的系统树中也未能将痂蝗亚科和异痂蝗

亚科区分，另外痂蝗属和异痂蝗属还有一个共享的

特征是它们的起始密码子 不 是 常 见 的 BCD 而 是

DCD，因此我们考虑将两个亚科合并为一个亚科，同

时建议将痂蝗属和异痂蝗属合并为一个属。

本研究中斑翅蝗亚科的地位未能得到解决，此

研究中斑翅蝗亚科包括小车蝗属、束颈蝗属、胫刺蝗

属、绿纹蝗属和疣蝗属，小车蝗属与飞蝗亚科的两个

属构成姐妹群关系，束颈蝗属与痂蝗亚科和异痂蝗

亚科的共同祖先相聚，胫刺蝗属与皱膝蝗属形成

（（ 301("(,"). "/$%$2(， 4$’2.$"/)2). %(5)%)(0( ）

301("(,"). 6("(6&0.).）的关系，虽然斑翅蝗亚科没如

愿自行聚为一支，但此三属在所有的系统树中的位

置是一致的，而绿纹蝗属和疣蝗属的位置是本研究

结果中分歧最大的两个属，这与 ?4 和 @48.&（<==#）

的结果一致，另外在 ?4 和 @48.&（<==#）的结果中所

有斑翅蝗亚科各属的分布也较凌乱。斑翅蝗科传统

亚科分类系统的主要根据是发声器的位置，但分子

证据却没能与其很好地吻合，这意味着仅根据发声

器的位置来划分斑翅蝗科的亚科分类系统是远远不

够的。至于现在所产生的传统分类和分子证据之间

的矛盾之处可以通过增加分类单元及 EFB 序列长

度等方法来进一步确认。

本研究测定了 FE< 基因的全长，对序列数据组

系统发育信号的评估表明虽然存在替换饱和，但系

统发育信号较强，! 种方法的系统树在末端分支的

高度一致性说明此基因在解决系统树末端分支，即

属间、属内种间的关系时能力较强，但可能是因为其

G>" 期 丁方美等：基于线粒体 FE< 基因的中国斑翅蝗科部分种类分子系统学研究



进化较快，在亚科分类水平上的解析力不够。
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