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摘要：采用 W%RO 技术测定分析了河北省皱大球蚧和瘤坚大球蚧 ; 个地理种群的遗传结构。结果表明：: 种引物在 ; 个种群中

共产生了 6: 条 W%RO 标记，各地理种群之间没有产生各自的特征标记；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间高。-K4GG0G 信息指数表明，皱大球蚧的平均遗传多样性高于瘤坚大球蚧，分别为 $2 #X:6 和 $2 #!!:，

说明物种不同，其变异程度也不同。
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昆虫与其他生物一样，在长期的生长发育和进化过程中保留了一些遗传特征，使物种得以延续，同时又存

在一些变异，以适应新的环境。这些遗传变异的特性不仅表现在昆虫的种间，而且存在于同种昆虫的不同种



群间［!" #］。蚧虫作为一类较特殊的昆虫，种群分化尤为突出，蚧虫扩散能力比较弱，空间分布格局成聚集

型［$］，在长期的系统发育过程中，生活在不同环境条件下的蚧虫种群，直接面临着环境的选择压力，形成了相

对稳定的区系组成，因寄生不同地域或同一地域不同海拔而产生多型或双型现象［%］，地理种群间差异比较明

显。目前有关蚧虫的分子系统学研究近年来有了较大的发展，如利用核 &’(、)*&’(、+&’( 和 +,’( 序列信

息、,-./ 等技术对蚧虫进行鉴定和系统学研究［0 1 2］，但未见从分子水平对其地理种群变异进行研究的报道。

而研究蚧虫地理种群的遗传变异，可以揭示蚧虫种群的遗传背景、遗传多样性和遗传分化与其寄主植物、环境

因素的相互关系，进而为探讨昆虫种群的遗传分化机制、种群间基因流和物种多样性保护提供理论依据。

本文采用 ,(/& 技术对蚧科昆虫中的皱大球蚧和瘤坚大球蚧的 2 个地理种群遗传结构进行了测定和分

析，现将研究结果报道如下。

!" 材料与方法

!" !" 材料

!" !" !" 供试昆虫

于 #330 年 % 1 0 月间对皱大球蚧和瘤坚大球蚧的雌成虫进行了采集（采集时间、地点及种群代码见表

!）。将采集的成虫饥饿 # 1 $4，使其消化道内的物质充分消化，然后于无水乙醇中浸泡，5 #36条件下保存

备用。

表 !" 材料来源

#$%&’ !" ()*+*, -. /0’ 1$/’)*$&2

种名

789:;9<
采集地点

7;*9<
采集时间

=;)9
种群代码

/>8?@A*;>B :>+4

皱大球蚧 !"#$%&’(") *"+&’&( CAB4A 邯郸 DAB4AB #330 年 % 月 #! 1 #$ 日 DE

瘤坚大球蚧 !"#$%&’(") ,(,&’-$&’ 7F;BG; 邯郸 DAB4AB #330 年 % 月 #! 1 #$ 日 D.

皱大球蚧 !"#$%&’(") *"+&’&( CAB4A 石家庄 7F;G;AHF?ABI #330 年 % 月 #% 1 #J 日 7E

瘤坚大球蚧 !"#$%&’(") ,(,&’-$&’ 7F;BG; 石家庄 7F;G;AHF?ABI #330 年 % 月 #% 1 #J 日 7.

皱大球蚧 !"#$%&’(") *"+&’&( CAB4A 保定 KA>4;BI #330 年 % 月 #L 1 #M 日 KE

瘤坚大球蚧 !"#$%&’(") ,(,&’-$&’ 7F;BG; 保定 KA>4;BI #330 年 % 月 #L 1 #M 日 K.

皱大球蚧 !"#$%&’(") *"+&’&( CAB4A 承德 NF9BI49 #330 年 0 月 !2 1 !M 日 NE

瘤坚大球蚧 !"#$%&’(") ,(,&’-$&’ 7F;BG; 承德 NF9BI49 #330 年 0 月 !2 1 !M 日 N.

!" !" 3" 供试引物、试剂

本实验所用 ## 种引物，=AO 酶，4’=/ 均由宝生物工程（大连）有限公司生产。&’( 标记为 PA+Q9+ &.#333，

由保定海泰克生物技术有限公司生产。

!" 3" 实验方法

!" 3" !" 模板的提取

主要参照 K>R:9:R 等的方法［M］，提取模板 &’(。每个种群取 ! 只，分别于 =S 缓冲液中浸泡 $ 1 0F，烘干，

放入装有 %33!@ 预冷的 # T N=(K（3" !)>@ U . =+;<VDN@ !" %)>@ U . ’AN@ ，3" #)>@ U . S&=(，3" #W " 巯基乙醇，

3X 30)>@ U . N=(K，/F2" $）的 !" 0)@ 离心管中。研碎，J06水浴 !F 用 !333+ U );B 离心 !0);B，取上清液，加入等

体积的酚Y 氯仿Y 异戊醇（#0Y#%Y!）反复抽提两次，再经 ! 倍体积的异丙醇沉淀 !F，干燥后加入灭菌 44D#Z 溶

解，5 #36保存待用。

!" 3" 3 ,(/&V/N, 扩增程序

参照 [;@@;A)< 的方法［!3］，/N, 反应总体积 #0!@，各成分为 !3 T /N, 反应缓冲液 #" 0!@，4’=/（4(=/ \
4N=/ \ 4]=/ \ 4==/）#?@，引物（#3BI U !@）!!@，灭菌 44F# >!L" $L0?.，模板 &’(#!@，=AO 酶 3" !#0!@（3" J#0^）。

扩增程序是：M%6!);B；M#6!);B；$L6!);B；L#6#);B。步骤 # 1 % 循环 %0 次，然后在 L#6下延伸 !3);B。
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!! "! #$ 电泳检测

扩增产物用 "! #$琼脂糖凝胶分离，电泳缓冲液为 %! & ’ ()*，上样量为 "%!+。电泳结束后以溴化乙锭染

色，用凝胶成像仪拍照。

!! "! %$ 数据分析

对于凝胶成像系统记录 ,-./ 图谱，根据 012342 计算不同扩增片段的分子量大小，同一引物的扩增产物

在琼脂糖凝胶电泳中迁移率相同的条带被认为是同源的，属于同一位点的条带，按清晰可见的强带或反复出

现的弱带记为 "；无记为 %，形成二元数据。应用 /56 软件计算 78199:9 信息指数：

! " #"
$

% " "
&% +9&%

式中，$ 为 ,-./ 条带数，’%为第 % 条带在该种群出现的频率，! 为每条引物种群 ,-./ 多样性指数。使用

;(7<7=! % 计算不同种群间的遗传相似系数，并根据其相似性系数进行聚类分析。

"$ 结果与分析

"! !$ /;- 提取结果

本试验采用 >(-) 法，对无水乙醇浸泡标本进行了基因组 /;- 的提取。提取结果经 %! ? !琼脂糖凝胶

电泳检测显示 /;- 带型整齐，无拖带现象，说明 /;- 降解很少，较为完整；且 /;- 纯度和得率均较高。

"! "$ 扩增结果

从 == 种引物组合中筛选出 & 种，其引物名称及产生的标记见表 =。在 ? 个种群中产生了 @& 个片段，不同

引物在不同种群中产生的片段数目不同，& 种引物在蚧虫不同地理种群之间和种间没有产生各自的特征带

谱。因此，在种群之间和种间没有产生鉴别引物和标记，但 & 种引物所产生的 ,-./ 图谱联合起来可产生个

体间的特征图谱。

图 "A 不同地理种群蚧虫 /;- 提取结果

A BCD! " A ()*+,-.%)/ 0%0-.1+-. 78C9EC 19F ()*+,-.%)/ $)2-.-% G19F1

D49:HCI /;- 4JK21IKC:9

"! #$ 遗传多样性

78199:9 信息指数显示：在同一物种中，不同种群

由同一引物获得的遗传多样性（! 值）呈现差异（表 #），

如皱大球蚧（引物 7@"，!（LM）N %! =?OP，!（7M）N %!
#%QO，!（)M）N %! =="P，!（>M）N %! O?&%），反映了引物

对基因组 /;- 扩增片段的多态性，说明了不同种群基

因组的差异。比较两个物种的平均遗传多样性，皱大球

蚧的平均遗传多样性稍高（%! #O&@），瘤坚大球蚧的平

均遗传多样性稍低（%! #==&）。

"! %$ 遗传相似性分析

相似系数反映两个种群间的遗传一致性。根据记录结果，运用 ;(7<7=! % 软件计算出不同地理种群间及

种间的遗传相似系数（表 O）。从表 O 中可以看出，皱大球蚧与瘤坚大球蚧的种内遗传相似性大于种间遗传相

似性，如邯郸和石家庄两地的皱大球蚧的遗传相似系数为 %! ?Q=Q，两地的瘤坚大球蚧的遗传相似系数为

%R P%P"，均大于皱大球蚧和瘤坚大球蚧种间的遗传相似性（%! @@=? S %! @Q=Q）。瘤坚大球蚧种群的平均遗传

相似程度为 %! O&@O，高于皱大球蚧（%! O"%P），说明物种不同，变异程度也不同。同时在地理位置上随地理距

离的增加遗传相似性变小，如皱大球蚧中邯郸与石家庄两个种群的遗传相似系数最大为 %! ?Q=Q，与保定种群

的为 %! @Q=Q，与承德种群的最小 %! &@#Q；瘤坚大球蚧中邯郸与石家庄两个种群的遗传相似系数最大为 %!
P%P"，与保定种群的为 %! Q@#@，与承德种群的最小为 %! @#@O。

"! &$ 聚类分析

根据表 # 进行聚类分析（图 =）。结果显示同一物种的不同种群首先相聚，而后是种间相聚。邯郸种群与

石家庄种群的相似程度最高，先聚为一类；其次是保定种群与承德种群。瘤坚大球蚧中邯郸种群与石家庄种

群几乎没有差异，在 %! P" 处处于水平状态；承德种群与保定种群、石家庄种群、邯郸种群的差异较大在 %! Q&

%=P A 生A 态A 学A 报A A A =Q 卷A



处与三者聚为一类。

表 !" 不同种群 # 个引物的 $%&’ 位点数和多态位点比率

()*+, !" &-./.-01.2 .3 /.+45.-/617 +.71 0. 0.0)+ $%&’ +.71 12 ,)76 /./8+)01.2 9,0,70,9 :106 # /-15,-;

种群

!"#$%&’(")
样本数

*&+#%, -(.,
位点数

/"’&% %"0(
多态位点数

!"%1+"2#3(0 %"0(
多态位点比率

!2"#"2’(")"4 #"%1+"2#3(0 %"0(（!）

56 78 9: ;: <= >>?

*6 77 ;? ;7 <= ?7@

A6 78 97 ;8 <= >?

B6 77 9; ;? <= ??9

5C 7< ;D 8? <= >7?

*C 78 97 8D <= ><>

AC 7< ;> 8: <= @>@

BC 78 9< 8> <= @>:

总计 /"’&% D< 7<; @? <= @@7

表 <" 各种群各引物的 =6)22.2 信息指数

()*+, <" =6)22.2>; 129,? 9,0,70,9 :106 # /-15,- @ /./8+)01.2;

引物

!2(+,2
皱大球蚧 "#$%&’()#* +#,’(’) E&)F&

56 *6 A6 B6

瘤坚大球蚧 "#$%&’()#* -)-’(.%’( *3()G(

5C *C AC BC

*@7 <= 8?9D <= ;<>9 <= 887D <= 9?:< <= ;8;; <= 8<9? <= ;79D <= ;<D;

*@9 <= ;87D <= 7;@? <= 9<>; <= 987D <= ;<>; <= ;8:D <= ;<?9 <= ;8>;

*@> <= ;@DD <= ;?9: <= 9><D <= ;?9? <= ;@>D <= ;@:9 <= ;89D <= 9@;8

5D <= = 9;7D <= ;><D <= 9<?9 <= 9?9D <= 987D <= 7<8; <= ;8D; <= ;98>

57@ <= ;<>; <= ;?9D <= 887D <= 7<9: <= ;87D <= ;;9D <= ;9D@ <= ;<9D

平均 H,&) <= ;9;7 <= ;7@D <= ;9@7 <= ;>@8 <= ;9?: <= 8@@> <= ;8:9 <= ;9D9

<= ;9:@ <= ;88:

表 A" 不同地理种群之间的遗传相似度

()*+, A" =151+)-104 5)0-1? .3 9133,-,20 /./8+)01.2;

56 *6 A6 B6 5C *C AC BC

56 7

*6 <= ?>8> 7

A6 <= @>8> <= @D<D 7

B6 <= :@;> <= @7?8 <= @D<D 7

5C <= @@8? <= @D<D <= ><D7 <= :9:: 7

*C <= @D<D <= @>8> <= >@;@ <= @<<< <= D<D7 7

AC <= :@;@ <= :?7? <= @<<< <= :9:: <= >@;@ <= >?7? 7

BC <= @;@9 <= :?7? <= @;@9 <= 9>8> <= @;@9 <= >8>; <= >9:: 7

I I "种群代码同表 7I *,, ’&J%, 4"2 ,K#%&)&’(") "4 #"#$%&’(") 0"F,

<" 讨论

<= B" LM!N 影响因素

LM!N 技术操作简单、快速、不依赖基因组遗传信息，但其稳定性和重复性受诸多因素的影响，其中 NOM

的质量对获得可靠的实验结果起着重要的作用［77］，若 NOM 出现降解，直接影响 !BL 扩增的稳定性和重复性。

实验中，为获得高分子量 NOM，作者在以往方法的基础上，对 B/MA 法进行了改进，所提 NOM 完整、纯度高。

对无水乙醇保存的标本，首先用 /P 浸泡使乙醇逐渐被置换，也有利于细胞内 NOM 和蛋白质分子之间交联的

解离，为 NOM 的提取创造条件，后用预冷的 B/MA 进行提取即可获得高分子量的 NOM。为减少扩增过程中
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图 !" 对皱大球蚧和瘤坚大球蚧 # 个地理种群聚类分析

$%&’ !" ()*+,-&,./ -0 12345), .6-35 # &)-&,.78%1 7-732.5%-*

9&! : ，;.&(<= 聚合酶等对结果的影响，实验前，首先

确定各引物最优扩增体系，在随后的检测中获得稳定

结果。

!’ "# 蚧虫种群的遗传变异

蚧虫一生大部分虫态和虫期都是营固定寄生，只有

低龄若虫阶段能爬行，雌成虫阶段不能移动，因此蚧虫

远距离扩散和传播常是被动地人为传带和风吹、雨水冲

刷等［>!］。应用 ?=@( 技术检测了河北省邯郸、石家庄、

保定、承德 A 个地区的皱大球蚧和瘤坚大球蚧不同地理

种群之间的 (<= 多态性，从分子水平对供试的 # 个地

理种群遗传变异进行了研究，研究表明河北省的皱大球

蚧和瘤坚大球蚧不同地理种群之间已经产生了一定程

度的遗传分化，这可能与蚧虫的生态习性、地理位置和

生态环境有密切关系。在地理位置上由南到北随地理距离的增加、生态环境的变化，差异变得越来越大。邯

郸与石家庄的地理距离较近，生态条件相似，故遗传相似性最高，说明两地的蚧虫基因交流比较广泛；有时地

理的隔离的涵义仅限于距离的间隔，相距较远的两个地区的蚧虫不能相互交配，各自都要经受以当地环境为

主体的自然选择。而两地的环境条件相差很远，不过，两地的条件差异并不是突然发生的，而是逐渐变化的，

因此就产生了一个渐变群。在相邻群体间的基因流动使差异变得不太明显［>B］，保定种群就处在这样一个位

置上。从地理位置上看，承德和邯郸在地理距离上存在较大的跨度，基因交流较少；从生态环境上也有较大差

异，温度胁迫是种群适应性反应的进化动力，会导致物种分化甚至新物种形成［>A］。

!’ !# 种间关系

本文研究的皱大球蚧 !"#$%&’(") *"+&’&( C.*+. 和瘤坚大球蚧 !"#$%&’(") ,(,&’-$&’ D8%*E% 均属同翅目

F-/-75),.，蚧科 G-11%+.)，球坚蚧属 !"#$%&’(") G-1H)),)22。二者生活史和习性类似，经常混合发生。遗传相

似性分析和聚类分析发现种间的遗传差异明显大于同种内种群之间的遗传差异，反映出从 (<= 水平上揭示

的遗传差异程度与表型水平上的差异程度基本一致。同时 D8.**-* 信息指数显示皱大球蚧的平均遗传多样

性高于瘤坚大球蚧的平均遗传多样性，这可能与皱大球蚧主要寄生槐树而且寄主相对较多有关，城市绿化树

种的传播、人为的携带和多样化的寄主，为更多地区基因交流提供了条件，促进了遗传差异的产生，导致遗传

多样性的增加。
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