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摘要：本文目的是通过对小萤叶甲属部分种类的线粒体 2L!基因进行比较，探讨小萤叶甲属昆虫进化与寄主植物
之间的关系，同时对几种分类地位模糊的昆虫进行分析和归类。测定了我国菱角萤叶甲 -$)./0".))$ 1+/($&+"$ M"=>N#
和褐背小萤叶甲 -$)./0".))$ */+2.2".&2 M>"FF6:以及小猿叶甲 34$.5’& 1/$22+"$. 3"7#线粒体 2L!基因 &$% NE序列，并调
用 ODF3"FP中小萤叶甲属等其他 I种昆虫的同源序列，对序列的碱基组成、转换颠换、遗传距离等进行了分析。并
以小猿叶甲为外群，分别采用邻接法（,M）、最大简约法（!Q）和贝叶斯推论法（3*）建立这些种的分子系统发育关系。
序列分析结果表明：小萤叶甲属昆虫 2L!基因 ?R H含量平均为 &(SIT，存在较强的 ?R H含量偏向性，氨基酸的
变异率为 (IS1T；小萤叶甲属与外群之间的遗传距离（%S(/0 U %S(0I）远远大于属内种间的距离（%S%%( U %S(1-）。依
据分子系统树结果我们推测小萤叶甲属昆虫的进化与寄主植物之间有着显著的关系，在传统分类学上曾隶属于其

他属的几种昆虫与小萤叶甲昆虫有着更近的亲缘关系。
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随着分子生物学技术的发展，线粒体基因作为

一种快速进化的分子标记，已成为研究生物进化的

重要材料（!"#$% !" #$ &，’()*，’((+；,-.#/0 !" #$ &，
’()*；12..#$-3，’()(；4#5-3，’((’），5/67!序列的应
用已成为许多系统学研究的标准（82/%.#3- !" #$ &，
9:::），在被广泛研究的线粒体基因中，8;!也已经
成为很多昆虫系统学研究的标准（<=3/ !" #$ &，
’((>）。
小萤叶甲属 %#$!&’(!$$# 隶属于鞘翅目、叶甲科、

萤叶甲亚科，全世界已知 +:余种（?#@A-B，’(*’），是
一个较大的属，其中很多种类为寡食性昆虫，是很多

恶性杂草的天敌，因此，该属昆虫具有十分重要的经

济意义。目前，对该属昆虫的研究主要集中在寄主

专一性（C2=D523 23E <23E#$，9:::；6#3F !" #$ &，9::>；
林智慧等，9::>）、生物生态学（G232H2 23E 72H2$=I#，
9::9；,A!"-J 23E C-H，9::+）和天敌释放（?#%K% !"
#$ &，9::’）等方面。但是，在利用分子生物学技术进

行该属昆虫亲缘关系方面的研究报道甚少（7-HH2@2
23E 7-HH2@2，9::+）。为此，本文对小萤叶甲属 ’: 种
昆虫的 8;!基因序列进行比较分析，利用分子数据
建立 ’:种昆虫的系统发育关系，对小萤叶甲属昆虫
的进化与寄主植物之间的关系进行了初步探讨。

! 材料与方法

!"! 材料来源
菱角萤叶甲、褐背小萤叶甲和小猿叶甲以及

L%3M23H下载序列等样本信息见表 ’。% & )’"’&#$*)，
% & (#+&!#! 和 % & ,*-’&.* 在传统分类学上曾分别隶
属于 绿 萤 叶 甲 属 /0(12#!#"# 和 毛 萤 叶 甲 属
31&&1#$"#，7-HH2@2和 7-HH2@2（9::+）将其归类到小萤
叶甲属。在采样过程中，我们发现小猿叶甲和褐背

小萤叶甲是同域物种，且取食相同的蓼科植物，因

此，选择小猿叶甲作为外群。

表 ! 试虫采集信息及其 #$!基因序列的 %&’()’*登录号
+),-& ! #.--&/01.’ 2)0) .3 4)56-&4 )’2 %&’()’* )//&441.’ ’75,&84 .3 09&18 #$! :&’& 4&;7&’/&4

种名

4N%A#%$
采集地点

425N@#3F @-A2/#-3
采集时间

425N@#3F E2/%
寄主

1-$/ N@23/
L%3M23H 登录号

L%3M23H 2AA%$$#-3 3-&
菱角萤叶甲 %#$!&’(!$$# -*&2#.*(# 江苏扬州 O23F0P-=，Q#23F$= 9::R&:) 菱科 G.2N2A%2% ST’**)9+
睡莲小萤叶甲 % & .42+1#!#! 荷兰 ?%%..#KK%3，7%/P%.@23E$ U 睡莲科 7J5NP2%2A%2% !O9+**99!

褐背小萤叶甲 % & 5&*)!)(!.) 江苏扬州 O23F0P-=，Q#23F$= 9::R&:) 蓼科 V-@JF-32A%2% ST’**)9R
% & )’"’&#$*) 荷兰 ?2F%3#3F%3，7%/P%.@23E$ U 蔷薇科 W-$2A%2% !O9+**X:!

% & (#+&!#! 荷兰 ?2F%3#3F%3，7%/P%.@23E$ U 杨柳科 42@#A2A%2% !O9+**9(!

% & $*.!0$# 荷兰 ?%%..#KK%3，7%/P%.@23E$ U 杨柳科 42@#A2A%2% !O9+**9*!

% & ,*-’&.* 荷兰 7#I5%F%3，7%/P%.@23E$ U 杨柳科 42@#A2A%2% !O9+**X’!

% & +’)*$$# 荷兰 12/%./，7%/P%.@23E$ U 千屈菜科 <J/P.2A%2% !O9+**9+!

% & (#$2#&*!.)*) 荷兰 7#I5%F%3，7%/P%.@23E$ U 千屈菜科 <J/P.2A%2% !O9+**9R!

% & "!.!$$# 荷兰 12/%./，7%/P%.@23E$ U 蔷薇科 W-$2A%2% !O9+**9X!

小猿叶甲 31#!60. -&#))*(#! 江苏扬州 O23F0P-=，Q#23F$= 9::R&:) 蓼科 V-@JF-32A%2% ST’(+)(X

!已发表序列 V=K@#$P%E E2/2（7-HH2@2 23E 7-HH2@2，9::+）。

!"< =>?提取和测序方法
!"<"! 67!提取及检测：将虫体置 ’YR 5< SV管，
加9::"<无毒 8G!M分离缓冲液研磨，然后加9::"<
改良 9 Z 8G!M分离缓冲液混匀，再加 X"< 9: 5F[5<
V.-\C，RR]保温 X ^ R P，’X ::: .[5#3离心 ’: 5#3，取
上清液加等体积的酚 _氯仿 _异戊醇抽提，’X ::: .[
5#3离心 R 5#3，取上清液加入等体积冰冷的异丙醇
并颠倒混合沉淀 67!，U 9:]冰箱沉淀过夜或 U
*:]冰箱放置 ’ ^ 9 P。然后 ’9 ::: .[5#3 离心 9:
5#3，弃上清液，*:‘冰乙醇溶液清洗其沉淀，’: :::
.[5#3离心 R 5#3，将离心管倒置晾干后溶解于 9: ^
X:"< GS溶液中，U 9:]保存。67! 检测采用 ’‘
琼脂糖凝胶电泳检测法（425K.--H !" #$ &，’((9）。
!"<"< V8W扩增及产物检测：采用 4#5-3等（’((+）

报道的 8;!通用引物，引物序列分别为：’）上游引
物：8’\Q\9’)X：Ra\8!!8!GGG!GGGGL!GGGGGGLL\Xa；
9）下游引物：G<9\7\X:’+：Ra\G88!!GL8!8G!!G
8GL88!G!GG\Xa。扩增体系总体积为 R:"<，包括 ’:
Z反应缓冲液 R"<，9R 55-@[< ,F9 b R"<，’: 55-@
E7GV ’"<，上游引物 ’"<，下游引物 ’"<，67!模板
X"<和 G2c67!聚合酶 9 d，然后加 EE19;至终体积
R:"<。反应程序为：(R]预变性 + 5#3，(R]变性 X:
$，R:]退火 >: $，*9]延伸 ’9: $，循环 XR次，循环结
束后在 *9]下延伸 ’: 5#3。扩增产物置 U 9:]保
存。扩增产物电泳检测同上述 67! 检测，并用
67!,2.H（6<9:::）标记扩增片断大小，以便确定目
的片段。

!"<"@ V8W 产物纯化和测序：V8W 产物委托上海
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生工生物工程技术服务有限公司纯化、测序。测序

仪为 !"# $%#&’ ()(*型，正反链双向测序旨在提高
序列的精确度。

!"# 序列分析及系统发育重建
采用 +,-./01234566 软件进行正反链序列拼接，

将拼接好的序列保存为 7!&8! 格式，然后在 9+"#
网站上进行序列同源性比较，采用 +:;6.<: =>?@( 软
件（+A5--< !" #$ B，C**(）进行序列对准，并存为
7!&8!、$DEF#$ 和 91=G& 格式。比对结果采用
’50<(?*软件（H;I<4 !" #$ B，C**J）进行序列组成分
析，基于 H/I;4<’6 .K,L3<4<I5.54（H/I;4<，>M@*）模型计
算各分类单元之间的遗传距离及其标准差、序列碱

基组成、保守位点、变异位点、简约信息位点、自裔位

点、转换N颠换比值等。
在系统发育重建之前，首先对数据进行系统发

育信号强弱的检测，以判断所得序列数据是否具有

系统发育分析的信号及信号的强弱，本研究采用碱

基替换饱和性分析方法进行信号检测。建树方法采

用邻接法（9O）（&<4.,; <-P 95/，>M@)）、最大简约法
（’$）（H:;05 <-P 7<44/6，>MQM）和贝叶斯推论法，分别
使用 ’1R! (?*、$DEF#$ (?QQ（75:65-6.5/-，C**Q）和
’4"<S56 (?*（D;5:65-T5UV <-P %,-W;/6.，C**>）软件进
行系统发育重建。外群为叶甲亚科猿叶甲属的小猿

叶甲 %&#!’() *+#,,-.#! "<:S。

$ 结果与分析

$"! %&’()*+,!基因序列组成和变异
采用 ’1R! (?* 软件对小萤叶甲属 >* 种昆虫

+X!基因序列进行分析，统计结果见表 C。)C*个位
点中没有插入N缺失现象，碱基差异数为 >Y)，碱基组
成上，!、8、+、R的平均含量分别为 (>?@Z、(M?@Z、
>(?QZ、>J?@Z。! [ 8含量较高，为 )>?QZ，其中密
码子第 > 位点 ! [ 8 含量为 Q>?*Z，第 C 位点为
QC?YZ，第 ( 位点的 ! [ 8 含量最高，达到 M>?YZ。
第 (位点 R的含量最低，平均为 >?QZ，!的含量为
最高，达到 JQ?QZ，这表明密码子的碱基使用频率
存在明显的偏向性，与典型的昆虫线粒体 \9!碱基
组成一致（F/; <-P "5UV5-T<UA，>MMC；&/I,- !" #$ B，
>MMJ）。在氨基酸组成上，)C* T3的核苷酸序列共编
码 CJ*个氨基酸，其中有 JJ个发生了变异，变异率
为 >@?(Z。氨基酸组成中，>*种小萤叶甲均不含半
胱氨酸（+S6），由 >M 种氨基酸组成，其中苯丙氨酸
（$A5）、异亮氨酸（#:5）、丝氨酸（&54）含量最高，反映
出 +X!基因在氨基酸组成上具有一定偏向性。

表 $ 小萤叶甲属 !-种昆虫 +,!基因序列组成统计表
./012 $ .32 456&26& 57 +,! 8262 92:;26429 57 !- 9<24=29 57 !"#$%&’$##"

长度 F5-0.A（T3） +6 ] $/ &
碱基含量 9;U:5,./P5 U,-.5-.（Z）

8 + ! R ! [ 8
全数据组（含外群）

!:: +X! 6/.56（/-U:;P/-0 ,;.04,;3）
)C* Y>> C*M >*Q >*( (M?M >(?Q (>?@ >J?) )>?)

全数据组 !:: +X! 6/.56 )C* YQ( >Y) >** Y) (M?@ >(?Q (>?@ >J?@ )>?Q
第 >位点 +X! 3,6? > CJ* C>) C( >C >> (*?Y >C?Y (*?Y CQ?Y Q>?*
第 C位点 +X! 3,6? C CJ* C(J Q C J JJ?* C>?( >@?Y >Q?C QC?Y
第 (位点 +X! 3,6? ( CJ* >>C >C@ @Q JC JJ?M Q?M JQ?Q >?Q M>?Y

+6：保守位点数 +,-654^5P 6/.56；]：变异位点数 ]<4/<T:5 6/.56；$/：简约信息位点 $<46/I,-S /-_,4I<./^5 6/.56；&：自裔位点 &/-0:5.,- 6/.56B

$"$ 碱基替换分析
采用 ’1R!对 +X!基因序列的替换数进行分

析，结果表明，核苷酸替换主要发生在密码子第 (位

点上（)M?)Z），且颠换高于转换，/ 值为 *?@，表现出
较为明显的替换饱和；而第 C位点最为保守，且第
>、C位点的转换高于颠换（表 (）。

表 # 小萤叶甲属 !-种昆虫 +,!基因碱基替换统计表
./012 # .32 6;4125&=>2 9;09&=&;&=56 57 +,! 8262 57 !- 9<24=29 57 !"#$%&’$##"

// 6/ 6^ % 88 8+ 8! 8R ++ +! +R !! !R RR
全数据组（含外群）

!:: +X! 6/.56（/-U:;P/-0 ,;.04,;3）
QJM (( (@ *?M CYM >C >) > @( ( * C*) J >**

全数据组 !:: +X! 6/.56 QYM (* (> *?M CQC >> >Y > @J ( * C>> C >*C
第 >位点 +X! 3,6? > C(C ) > Q?> )* ( * * C) * * )C * Q(
第 C位点 +X! 3,6? C C(@ > > >?> >*Y * * * Y> * * JJ * (@
第 (位点 +X! 3,6? ( >@@ CC (* *?@ @) M >J * Q C * MY C *

//：相同位点 #P5-./U<: 3</46；6/：转换数 84<-6/./,-6<: 3</46；6^：颠换数 84<-6^546/,-<: 3</46；%：转换N颠换 86N8^B
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!"# 遗传距离分析
采用 !"#$分析小萤叶甲属（包括外群）昆虫之

间基于 %&’()*+, 参数校正并采用 -../0/)*1 重抽样
2 333次进行检验（4560570/5&7，289:）的遗传距离，结

果见表 ;。由表 ; 可以看出，小萤叶甲属种间的遗
传距离较小，介于 3<332 = 3<2>; 之间，与小猿叶甲
之间的遗传距离最大，为 3<2?8 = 3<289。

表 $ 小萤叶甲属 %&种昆虫 ’(!基因 )*+,-./!参数校正距离（下三角）和标准差（上三角）
0.123 $ )*+,-./! 4.-.+353-（2673- 5-*.8923）.8: ;5.8:.-: 3--6-;（,443- 5-*.8923）6< ’(! 9383 6< %& ;43=*3; 6< !"#$%&’$##"

2 , > ; : ? @ 9 8 23 22
2 3<33; 3<33: 3<323 3<32, 3<32, 3<32, 3<323 3<322 3<322 3<32:
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@ 3<23; 3<23; 3<23? 3<2,@ 3<2>; 3<332 3<32, 3<322 3<32> 3<32@
9 3<3@: 3<39@ 3<3@9 3<22: 3<2,; 3<23@ 3<238 3<33? 3<33@ 3<32?
8 3<3@9 3<39@ 3<3@8 3<22@ 3<2,, 3<388 3<232 3<3,8 3<33@ 3<32?
23 3<39, 3<38, 3<3@8 3<238 3<2,; 3<23@ 3<238 3<3;2 3<3;, 3<32:
22 3<2@2 3<292 3<2?8 3<29> 3<28? 3<28? 3<289 3<2@> 3<2@> 3<2@2

2：!"#$%&’$##" ’"#("%)$*+)+；,：! < ,&+)##"；>：! A -$*$##"；;：! A #)*$.#"；:：! A /)0&%*)；?：! A +&-&%"#)+；@：! A ’",%$"$；9：睡莲小萤叶甲 ! A
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!"$ 数据组系统发育信号检验
以 22种昆虫两两之间遗传距离为横坐标，转换

（BC）和颠换（BD）数目为纵坐标，建立二维坐标图来
估计序列碱基替换饱和度（图 2）。从图中可以看
出，在遗传距离 3<2左右时，BD超过了 BC。BC与遗
传距离之间有很好的线性关系，尚未达到饱和，但

BD随着 , 距离的增大逐渐趋于稳定，已达到饱和。

图 2 小萤叶甲属 EF!基因碱基替换饱和性分析
4&GA 2 BH5 0(I0/&/(/&.7 0*/()*/&.7 *7*6J0&0

.K EF! G575 .K !"#$%&’$##"

!"> 系统发育重建
!">"% 距离法：在 !"#$软件中，分别采用未校正
的 , 距 离、校 正 距 离 L(M50+E*7/.) 和 %&’()5+,
1*)*’5/5)模型构建 NL树，基于各种模型的计算都得
到了一致的拓扑结构。图 , 为 !"#$ 软件中基于
%&’()5+, 1*)*’5/5) 参数模型建立的 NL 树，-../0/)*1
2 333次进行检验。

图 , 基于 %&’()5+, 1*)*’5/5)距离构建的小萤叶
甲属 23种昆虫的 NL树（自举 2 333次）

4&GA , NL /)55 .K 23 015O&50 .K !"#$%&’$##" I*05P
.7 %&’()5+, 1*)*’5/5) P&0/*7O5（2 333 I../0/)*1 )516&O*/50）

!">"! 最大似然法：在 QRSRTQ 软件中运行
UN$Q$VC程序，采用未加权的简约法对小萤叶甲属
23种昆虫 EF!基因序列进行分析，-../0/)*1重抽样
2 333次进行检验得到最简约树（图 >）。
!">"# 贝叶斯推论：-T树使用 !)-*J50软件建立，
运行 ;个马尔可夫链，选用 #BV W T W #模型，共运
行 ,33 333代，每 23代储存一次树，老化曲线显示在

93 333代之后似然值已经达到饱和，故设定 I()7&7 X
2 333（即从该树之后的树似然值达稳态），运行 0(’/
命令计算剩余 2, 332树的 :3Y合一树（图 ;），即贝
叶斯分析得到的系统发育树。

由图 ,、图 >和图 ;可以看出，23种小萤叶甲均
形成 ; 个相同的簇群。 ! A +&-&%"#)+、! A ’",%$"$ 和
! A /)0&%*) 在传统分类学上曾分别隶属于绿萤叶甲

;3: 昆虫学报 6’-" 7*-.(.#.3)’" 8)*)’" :3卷



属和毛萤叶甲属，但在分子系统树上与小萤叶甲属

的种类有着更近的亲缘关系。

图 ! 小萤叶甲属 "#种昆虫 $%!基因最简约树
&’() ! *+ ,-.. /0 "# 12.3’.1 /0 !"#$%&’$##"

451.6 /7 $%! (.7.

图 8 小萤叶甲属 "#种昆虫贝叶斯推论的 9#:合一树
&’() 8 9#: 3/71.71;1 ,-.. /0 "# 12.3’.1 /0 !"#$%&’$##"

3/71,-;3,.6 4< =5<.1’57 ’70.-.73.

! 讨论

小萤叶甲属的许多昆虫食性都较为单一，在杂

草生物防治中有着广泛的应用前景。而其植食性特

征又使其与寄主植物的关系密不可分，从而成为探

讨昆虫与植物协同进化的理想材料，因此开展对其

研究极具经济及理论意义（张丽杰，>##8）。但传统
分类学上曾将该属的一些种类划分到形态特征类似

的属中，造成了该属分类系统较为混乱。因此，通过

分子生物学方法来进一步验证传统的分类观点显得

尤为重要。

$%!基因（3<,/3?-/@. /A’651. ! (.7.）即细胞色
素氧化酶亚基!基因，是线粒体 BCD（@,BCD）"!个
蛋白质编码基因之一，目前已利用该基因从各个分

类水平探讨叶甲科昆虫系统发育研究（EF5G571H’ $(
"# )，>###；$G5-H $( "# )，>##"；=.3.--5，>##8）。本研究
共测定了小萤叶甲属两种昆虫以及外群叶甲亚科小

猿叶甲的 $%!基因 I># 42 部分序列，同时与

J.7=57H下载的 K 种萤叶甲 $%!序列进行比较研
究，转换与颠换比值总体为 #LM，其中第 !位点的 )
值为 #LK，该位点颠换的饱和趋势较为明显，说明密
码子第 !位点出现了多重替换，碱基变异主要发生
在第 !位点。* 距离检验的结果显示该序列片段具
有较好的系统发育信号，可以用来进行小萤叶甲属

的系统发育推断。

遗传距离的分析结果显示，小萤叶甲属的种类

与外群间的遗传距离最大（!#L"NM），小萤叶甲属内
种间的遗传距离较小（"#L"!8）。
从系统发育重建的小萤叶甲属 "# 种昆虫分子

系统树中可以看出，!种方法得到的系统树显示 "#
种小萤叶甲均形成 8个相同的簇群，菱角萤叶甲 ! )
+,%-".,’"、睡莲小萤叶甲 ! ) ./-*0"$"$、褐背小萤叶
甲 ! ) 1%,2$2’$.2 聚为一簇，! ) +,%-".,’" 和 ! )
./-*0"$"$ 两种均取食睡莲科（陆自强等，"MK8；
+522.-1 576 O57 6.- P.G6.，>##>）水生植物的种类在系
统树上最先聚到一起，而与 ! ) ./-*0"$"$ 均取食蓼
科植物的 ! ) 1%,2$2’$.2（潘洪玉等，>##>）也与二者聚
为一类；! ) 2&(&%"#,2 与 ! ) ’"*%$"$ 聚为一簇，这两
种昆虫传统分类学上曾隶属于绿萤叶甲属

34’0-"$"("，从 CQ树和 *+树可以看出，这两种昆虫
与 ! ) +,%-".,’" 簇群亲缘关系最近，将其归类于小
萤叶甲属是比较科学的；! ) #,.$4#" 与 ! ) 5,+&%., 聚
为一簇，! ) 5,+&%., 传统分类学上曾隶属于毛萤叶
甲属 6/%%0"#("，从系统树我们可以看出，其应被重新
划分到小萤叶甲属，同时 ! ) 5,+&%., 与 ! ) #,.$4#" 有
着相同的寄主（杨柳科）（虞佩玉等，"MMN；R.1,/7 576
S/.4.H.，>##!；TH/7.7 $( "# )，>##!）可能是导致它们
亲缘关系较近的原因；! ) *&2,##"、! ) ’"#-"%,$.2,2 和
! ) ($.$##" 聚为一类，! ) *&2,##" 与 ! ) ’"#-"%,$.2,2 均
为防治千屈菜的天敌昆虫（=G/11.< $( "# )，"MM8），两
者有着共同的生境和寄主植物，在进化树上也完全

聚到一起。! ) #,.$4#" 与 ! ) ’"#-"%,$.2,2 虽然有不同
的寄主植物，但这两种昆虫具有共同的栖境，同时，

这两种昆虫都长期受到同一种寄生蜂 72$’48$2 -$.(4
的寄生（S5@4U3H $( "# )，>##N），这也可能是导致 ! )
#,.$4#" 与 ! ) ’"#-"%,$.2,2 和 ! ) *&2,##" 聚在一起的原
因（表 "）。
尽管本文涉及的种类较少，但在一定程度上说

明了将线粒体 $%!基因作为遗传标记运用于小萤
叶甲属系统分类研究是理想的方法之一。如果在下

一步的实验中增加小萤叶甲属种类的数量及重复，

同时采用多种不同的分子标记，将会更好的阐明小

9#99期 郑福山等：基于线粒体 $%!基因序列的小萤叶甲属部分种类分子系统学研究



萤叶甲属昆虫的进化与寄主植物之间的相互关系。
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