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　　目前，世界范围内已报道大小蠹属（Ｄｅｎｄｒｏｃｔｏｎｕｓ）昆虫
１９种［１－２］，作为鞘翅目中最进化的１个类群，其危害范围较
广，是重要的森林害虫。大小蠹属为树皮小蠹类［３－４］，全部种

类均侵食树干，成虫时初入侵韧皮部，后筑母坑道于形成层与

边材之间。一般情况下，大小蠹属只危害活的直立木和由于

年龄、干旱或其他生物学因素导致的衰弱木，在盛发期也危害

茁壮的健康树，寄主包括松属、云杉属、黄杉属和落叶松属等

经济树种。

目前，昆虫鉴定以传统的形态学鉴定为主，该方法存在一

定的缺陷，表型可塑性（ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ）和遗传可变性
（ｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ）容易造成鉴定结果不正确，无法鉴定许多
群体中普遍存在的隐存分类单元，受生物性别和发育阶段的

限制，很多生物无法被鉴定。现代交互式鉴定系统是昆虫鉴

定的一个很大进步，但它要求专业技术很高，操作不正确就易

导致鉴定错误［５］。快速准确的物种鉴定是深入开展行为学、

生态学以及生理学等相关研究的必要前提和基础［６］。

国内外大小蠹研究多集中于形态学分类，有关该类群分

子鉴定技术的研究报道尚少。本研究通过对大小蠹属 ＣＯⅠ
基因片段序列进行比对，对同源序列碱基多样性及系统进化

关系进行分析，以期利用 ＤＮＡ条形码技术快速、准确地鉴定
大小蠹种类，为进一步研究小蠹科昆虫分子鉴定技术提供理

论依据和实践基础。

１　材料与方法

１．１　昆虫种类及序列信息
本研究以大小蠹属１７个种类作为研究对象（表１），序列

均从ＧｅｎＢａｎｋ下载。
１．２　分析方法

应用ＭＥＧＡ５．０５软件进行序列比对、拼接和剪切，基于
Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ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、转换／颠换
比值等［７］。应用ＭＥＧＡ５．０５软件，使用邻接法（ＮＪ）构建分子
系统树，１０００次循环估计系统树中节点的自举置信水平，碱
基转换和颠换赋予相同的加权值，查看系统树［８］。

２　结果与分析

２．１　ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因序列组成和变异
应用ＭＥＧＡ５．０５软件对１７个大小蠹ＣＯⅠ基因序列比
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表１　供试昆虫及其基因序列信息

序号 种名
ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

１ 间大小蠹（Ｄ．ａｄｊｕｎｃｔｕｓ） ＡＦ０６７９９２
２ 科罗大小蠹（Ｄ．ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｕｓ） ＡＦ０６８０００
３ 华山松大小蠹（Ｄ．ａｒｍａｎｄｉ） ＡＦ０６７９９０
４ 西部松大小蠹（Ｄ．ｂｒｅｖｉｃｏｍｉｓ） ＡＦ０６８００２
５ 南部松大小蠹（Ｄ．ｆｒｏｎｔａｌｉｓ） ＡＦ０６７９８６
６ 杰松大小蠹（Ｄ．ｊｅｆｆｒｅｙｉ） ＡＦ０６７９９４
７ 墨西哥大小蠹（Ｄ．ｍｅｘｉｃａｎｕｓ） ＡＦ０６７９８８
８ 云杉大小蠹（Ｄ．ｍｉｃａｎｓ） ＡＦ２９６５５７
９ 穆氏大小蠹（Ｄ．ｍｕｒｒａｙａｎａｅ） ＡＦ０６７９８９
１０ 山松大小蠹（Ｄ．ｐｏｎｄｅｒｏｓａｅ） ＤＱ８６６０２１
１１ 黄杉大小蠹（Ｄ．ｐｓｅｕｄｏｔｓｕｇａｅ） ＡＦ０６７９９５
１２ 美云大小蠹（Ｄ．ｐｕｎｃｔａｔｕｓ） ＡＦ０６７９９８
１３ 根大小蠹（Ｄ．ｒｈｉｚｏｐｈａｇｕｓ） ＡＦ０６７９９３
１４ 红翅大小蠹（Ｄ．ｒｕｆｉｐｅｎｎｉｓ） ＤＱ１６５４４９
１５ 落叶松大小蠹（Ｄ．ｓｉｍｐｌｅｘ） ＡＦ０６７９８５
１６ 黑脂大小蠹（Ｄ．ｔｅｒｅｂｒａｎｓ） ＡＦ３７５３１５
１７ 红脂大小蠹（Ｄ．ｖａｌｅｎｓ） ＥＵ４０４１００

对剪齐后保留了８６９ｂｐ的序列，其中第１个碱基为第１个氨
基酸密码子的启示位点，为分析方便，共保留８６７ｂｐ进行序

列分析。结果表明，在８６７个位点中没有插入和缺失现象，其
中保守位点、变异位点和简约信息位点分别为５２５个、３４２个
和２４８个，在８６７个位点中分别占６０．６％、３９．４％和２８６％；
Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ平均含量分别为３０．２％、３７．９％、１６．８％、１５．１％，
Ａ＋Ｔ含量较高，为６８．１％。另外，虽然不同密码子的 Ａ、Ｔ、
Ｃ、Ｇ含量不相同，但都表现出明显的Ａ＋Ｔ含量偏向性，特别
是在密码子的第３位，Ａ＋Ｔ含量高达８３．１％，与典型的昆虫
线粒体ＤＮＡ碱基组成一致。密码子第３位点Ｇ含量较少，只
有４．６％，并且在不同种间差异较大（２．１％～７４％），Ｃ含量
在不同种群间差异也很大（６．４％～２０．９％）。
２．２　碱基替换分析

采用ＭＥＧＡ５．０５软件对所测基因序列替换数进行估计，
由表２可见，１７种大小蠹ＣＯⅠ基因８６７个核苷酸序列中，核
苷酸替换多为同义替换（ｉｉ）。全组数据转换与颠换的平均比
值为１．７９，在第１、２、３位点的比值分别为３．６３、１．６８、１．５８，
转换较为频繁，这是昆虫 ｍｔＤＮＡ的一个普遍特点；转换发生
以ＣＴ为主（７３．０％），颠换以 ＡＴ为主（９３３％）。转换
与颠换主要发生在密码子第３位点上，转换５８个，其频率为
总数的７７．３％，颠换３７个，其频率为总数的８８１％；第２位
点最少，只有２个位点发生了转换，１个位点发生了颠换，这
与第３位点承担较小的遗传压力有关。

表２　 大小蠹属１７种昆虫ＣＯⅠ基因序列组成统计

位点 ｉｉ ｓｉ ｓｖ Ｒ ＴＴ ＴＣ ＴＡ ＴＧ ＣＣ ＣＡ ＣＧ ＡＡ ＡＧ ＧＧ 合计

第１位点 ２６４ １５ ４ ３．６３ ７５ １３ ２ １ ３７ １ ０ ８４ ２ ６９ ２８３．３２
第２位点 ２８２ ２ １ １．６８ １２１ １ ０ ０ ６４ １ ０ ５４ １ ４３ ２８４．６８
第３位点 １８６ ５８ ３７ １．５８ ８４ ４０ ２６ ３ １０ ７ １ ９０ １８ ２ ２８１．１９
合计 ７３２ ７５ ４２ １．７９ ２７９ ５４ ２８ ４ １１１ ９ １ ２２８ ２１ １１５ ８４９．１９

　　注：ｉｉ表示同义替换数量；ｓｉ表示转换数；ｓｖ表示颠换数；Ｒ表示转换数与颠换数的比值。

２．３　遗传距离分析
在分子进化过程中，多重替换的存在严重干扰了序列之

间真正的遗传距离估算，很难直接从已对准的序列中计算出

真正的遗传距离。要解决这个问题，就需要对多重替换影响

下的序列进行校正。现在有一些方法对序列进化过程作出了

不同的假设，在这些假设条件下来估计序列上核苷酸的替换

数目。参数越多，对进化过程的描述就越具体和详细，相对计

算也越复杂。

基于Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ，采用 ＭＥＧＡ５．０５软件分析大
小蠹属１７种昆虫之间的遗传距离［９］，并采用 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ重抽
样１０００次进行检验。由表３可见，大小蠹属１７种昆虫平均
遗传距离为０．１４５，属间遗传距离介于 ０．０８３～０．１９１之间
（＞２％）。虽然大小蠹属各物种之间的亲缘关系十分接近，
但可以达到分子水平不同种的鉴定要求。

表３　大小蠹ＣＯⅠ基因Ｋｉｍｕｒａ－２参数校正距离（下三角）和标准差（上三角）

序号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７
１ ０．０１２ ０．０１６ ０．０１４ ０．０１３ ０．０１５ ０．０１３ ０．０１４ ０．０１６ ０．０１４ ０．０１４ ０．０１４ ０．０１５ ０．０１６ ０．０１５ ０．０１５ ０．０１６
２ ０．１０９ ０．０１６ ０．０１３ ０．０１３ ０．０１６ ０．０１４ ０．０１５ ０．０１７ ０．０１５ ０．０１５ ０．０１５ ０．０１６ ０．０１７ ０．０１６ ０．０１６ ０．０１７
３ ０．１８４ ０．１８７ ０．０１６ ０．０１６ ０．０１５ ０．０１６ ０．０１５ ０．０１６ ０．０１４ ０．０１３ ０．０１４ ０．０１６ ０．０１６ ０．０１６ ０．０１５ ０．０１６
４ ０．１３２ ０．１１９ ０．１７１ ０．０１４ ０．０１５ ０．０１４ ０．０１５ ０．０１６ ０．０１４ ０．０１５ ０．０１４ ０．０１６ ０．０１６ ０．０１６ ０．０１６ ０．０１７
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２．４　大小蠹属ＮＪ系统发育重建
以楝 星 天 牛 （Ａｎｏｐｌｏｐｈｏｒａｈｏｒｓｆｉｅｌｄｉ）为 外 群，采 用

ＭＥＧＡ５．０５构建大小蠹属１７个种的 ＮＪ分子系统树，从构建
的ＮＪ树（图１）来看，华山松大小蠹、杰松大小蠹、山松大小蠹
聚为１支，科罗大小蠹、西部松大小蠹、间大小蠹、墨西哥大小
蠹、南部松大小蠹聚为１支，黄杉大小蠹和落叶松大小蠹聚为
１支，根大小蠹、红脂大小蠹、黑脂大小蠹聚为１支，剩余几种
聚为１支，形成５大支格局。其中，华山松大小蠹、杰松大小

蠹、山松大小蠹一支分化最快，依次为南部松大小蠹所在支、

黄杉大小蠹和落叶松大小蠹所在支、根大小蠹所在支，云杉大

小蠹所在支分化最慢，这与形态学分类相一致。如山松大小

蠹与杰松大小蠹、黄杉松大小蠹和落叶松大小蠹在形态学上

相似，在分子系统进化树上也同样关系相近，且从遗传距离

（表２）看，两者的遗传距离分别为０．０８３和０．０９２（＞２％），
说明该段序列能够作为分子鉴定的依据。

３　小结与讨论

Ｈｅｂｅｒｔ等对包括脊椎动物和无脊椎动物界的 ＣＯⅠ基因
序列比较分析，得出除腔肠动物外、９８％物种的种内遗传距离
差异为０％～２％的结论。本研究各种大小蠹昆虫间的遗传
距离表明，该片段在种间平均距离为０．１４５，可以较好区分大
小蠹属的不同种类。同时，基于 Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ双参数
模型构建的ＮＪ树结果与形态学分类结果基本一致，能满足种
类鉴定的需要。

本研究利用ＮＣＢＩ中已公开的部分大小蠹ＣＯⅠ序列，通
过线粒体ＣＯⅠ基因序列比较，分析各种间遗传距离及系统
进化树构建，发现利用该段序列能够较好地区分近缘种，且与

形态学分类相似度高，证实了基于线粒体 ＣＯⅠ基因的 ＤＮＡ
条形码技术在小蠹科大小蠹属昆虫分子鉴定上具有可行性，

既能够解决植物检疫中截获的大小蠹幼虫或残缺成虫的鉴定

问题，又能为小蠹科昆虫ＤＮＡ条形码数据库的构建提供理论
依据及实践基础。
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