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DNA条形码在鞘翅目昆虫分子系统学
研究中的应用

*

张 媛 郭晓华

刘广纯 张 卓

(沈阳大学生物与环境工程学院 沈阳 110044)

摘 要 近年来，DNA 条形码(DNA Barcoding)技术已经成为生物分类学研究中备受关注的新型技术，并在鞘

翅目昆虫系统发育研究中得到广泛应用。本文总结了鞘翅目昆虫 DNA 条形码研究所用 COⅠ基因序列，概述

了 DNA 条形码在鞘翅目昆虫的物种分类鉴定、发现新种和隐存种、系统发育关系研究等方面的应用，并对 DNA

条形码研究技术新进展和标准序列筛选需要注意的问题进行了讨论。
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Application of DNA barcodes to molecular systematics of Coleoptera
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Abstract The DNA barcoding technique has recently been the subject of considerable interest in taxonomy and has

been widely applied to the molecular systematics of the Coleoptera. This paper summarizes the Coleopteran COI gene

sequence and the application of DNA barcoding in species’identification，discovery of cryptic and new species and

phylogenetic analysis of the Coleoptera. Progress in DNA barcode technology and problems in DNA barcode

standardization are discussed.

Key words Coleoptera，DNA barcode，cytochrome c oxidase subunit 1 (COⅠ / cox1)，molecular systematics

鞘翅目(Coleoptera)昆虫是自然界中种类最为
丰富的昆虫类群，约有 36 万多已知种，占全球昆
虫总数的三分之一( Sheffield et al.，2008)。鞘翅
目昆虫分类阶元复杂、形态多种多样，给快速、准
确分类鉴定带来许多困难。同时，受地理位置、寄
主植物种类、不同发育阶段等因素的影响，物种鉴
定和系统发育关系模糊不清的现象时有发生。
DNA 条形码是鞘翅目昆虫分子系统学研究的重要
手段，在提高物种鉴定效率、发现新种和隐存种、
研究系统发育和进化关系等方面具有重要应用价

值。新型的 DNA 条形码技术将推动应用研究快
速的发展，但在基因标准化以及应用方面仍有一

些值得关注的问题。

1 鞘翅目昆虫 DNA 条形码的研究概述

2003 年，加拿大 Guelph 大学的 Hebert 教授以
鳞翅目昆虫为分析对象，首次提出利用单一基因

序 列 片 段 区 分 物 种 的 DNA 条 形 码 ( DNA
barcoding)技术，即利用不同物种之间的线粒体细
胞色素 C 氧化酶Ⅰ亚基基因( cytochrome c oxidase
subunit Ⅰgene，COⅠ或 cox1，约 650 bp)的序列差
异进行分类鉴定，并对鞘翅目 891 个种的 COⅠ进
行了序列分析(Hebert et al.，2003b)。大量研究
表明，COⅠ序列进化速率较慢，在亲缘关系很近的
类群之间也存在几个百分比差异，具有很高的物

种鉴定可靠性，因此，被选作绝大多数高等动物的

标准编码(Hebert et al.，2003a)。随着研究的不
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断深入，COⅠ序列作为标准编码的应用已经扩展
到鞘翅目多数科，报道较多为步甲科 Carabidae、叶
甲科 Chrysomelidae、象甲科 Curculionidae、隐翅虫
科 Staphylinidae 等(表 1)。截止到 2010 年 12 月
11 日，鞘翅目昆虫的核苷酸序列总计 98 625 条，
用 Coleoptera 和 barcoding 词条搜索时得到 918
条。Coleoptera 与 COⅠ搜索时为 2 937 条(http: / /
www. ncbi. nlm. nih. gov)。除序列 COⅠ外，鞘翅目

昆虫 DNA 条形码研究涉及的核基因主要包括 28
S rDNA、18 S rDNA、延长因子 1-α ( elongation
factor-1α，EF-1α)等，涉及线粒体基因主要有 16 S
rDNA、12 S rDNA 、COⅡ、wg(无翅基因，wingless)、
ND1(NADH 脱氢酶的亚基 1，NADH dehydrogenase
subunit 1) 等。如 Carabidae 科的 Carabus 属 28 S
基因序列为 52 条，wg 为 55 条。

表 1 鞘翅目部分类群 DNA 条形码研究所用的 COⅠ序列(来自 GenBank，截止 2010 年 12 月)

Table 1 COⅠsequence used in DNA barcoding of partial groups of Coleoptera

( from GenBank，up to December，2010)

科

Famiily

涉及的属

The related

genus

COⅠ
科

Family

涉及的属

The related

genus

COⅠ

Carabidae 35 121 Coccinellidae 12 18
Chrysomelidae 30 45 Cryptophagidae 3 6
Curculionidae 23 33 Scirtoidea 3 4
Staphylinidae 57 117 Spercheidae 1 1
Hydrophilidae 7 12 Ptiliidae 2 3
Cantharidae 2 4 Corylophidae 1 2
Brentidae 3 2 Tetratomidae 1 1

Pyrochroidae 1 2 Zopheridae 1 2
Tenebrionidae 4 4 Cucujidae 1 1
Scraptiidae 1 3 Histeridae 3 3
Nitidulidae 3 4 Phalacridae 1 1
Elateridae 5 10 Scydmaenidae 2 2

Mycetophagidae 2 3 Salpingidae 1 1
Monotomidae 3 4 Derodontidae 1 1
Erotylidae 1 1 Endomychidae 2 2
Lucanidae 1 1 Dermestidae 1 1
Cerylonidae 1 4 Silphidae 2 2

Ciidae 1 1 Noteridae 1 1
Latridiidae 3 9 Silvanidae 1 1
Leiodidae 7 52 Helophoridae 1 1

Scarabaeidae 3 3 Anthicidae 1 1
Ptiliidae 1 3 Elateridae 1 2
Melyridae 1 1 Lampyridae 1 1
Dytiscidae 3 14 Anobiidae 1 1

2 DNA 条形码在鞘翅目昆虫分子系统学
研究中的应用

分子系统学是检测、描述并揭示生物在分子
水平上的多样性及其演化规律的科学，研究内容

包括分类学、系统发育和分子进化等领域(黄原，
1998)。DNA 条形码技术在鞘翅目昆虫分子系统
学研究中的应用主要体现在种群分类鉴定、发现
新种及隐存种、系统发育与进化关系等方面。

2. 1 鞘翅目昆虫分类鉴定
DNA 条形码是分类鉴定的重要补充手段，可

以解决鞘翅目昆虫分类阶元划分不清、形态相近
鉴定困难、专业人员匮乏等诸多问题(中国科协学
会学术部，2010)。
2. 1. 1 提高已知种的鉴定效率和准确性 目前，
应用 DNA 序列研究鞘翅目昆虫分类鉴定涉及科
间( Lord et al.，2010 )、亚科间 ( Grebennikov and
Newton，2009)、族间(Villalba et al.，2002)、属间
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(郑福山等，2007)、种间(安榆林等，2006)和种下
(Woodcock et al.，2007)等各级分类阶元，但多数
为属间、种间研究。已有研究通过对形态学定义
的 3 500 个物种(包括蛾类、蝶类、寄生蝇、寄生蜂
等) 100 000 个标本进行 DNA 条形码分类，结果显
示，不同标本间没有完全相同的 DNA 条形码，不
到 1%的物种有相似的分类条码，说明利用 DNA
条形码可对昆虫进行准确分类鉴定( Janzen et al.，
2009)。付景和张迎春(2006)基于 COⅠ序列对瓢
虫科 Coccinellidae 4 个亚科 27 种瓢虫进行序列比
较，探讨了形态学存在较大争议的高级阶元分类

问题。有 学 者 应 用 CO Ⅰ 序 列 对 粪 金 龟 科
Trypocopris 属的地理谱系和种群结构进行分析，显
示出 COⅠ序列分类与形态学亚种分类地位的一
致性(Carisio et al.，2004)。王银竹等(2010)基于
COⅠ基因对长小蠹科 Platypodidae 研究结果表明，
其分子水平的亲缘关系与 Wood(1993)新修订的
分类系统基本一致，说明长小蠹科的新分类系统

可能更趋于合理。Vogler 和 Welsh ( 1997 ) 应用
Cytb、COⅠ、16S rRNA 序列对虎甲属 Cicindela 的
DNA 分类与传统形态分类学的差别进行了探讨。
Miller(2007)采用 COⅡ序列对形态学难以区分的
鳃金 龟 Lepidiota frenchi Blackburn、L. negatoria
Blackburn、 L. noxia Britton 之 间， Antitrogus
consanguineus Blackburn 与 A. rugulosus Blackburn
之间进行了区分。上述结果说明应用 DNA 条形
码可对鞘翅目昆虫种群进行分类鉴定。
2. 1. 2 鉴定不同发育阶段的物种 在形态不完
整、形态分类特征不足、非成体特征描述不详、鉴
定不便或不可能分类情况下，DNA 条形码能提供
有价值的参考信息，对种群进行分类鉴定。如利
用已知的、来自成年样本的 DNA 序列，与形态上
难以辨认的、处于未成熟阶段的物种条形码进行
比较，建立条形码数据库，以便对不同发育阶段的

昆虫进行身份识别。Ahrens 等(2007)分析了金龟
子科 Scarabaeidae 幼虫和成虫的线粒体 cox1、rrnL
基因和核 28 S rRNA 片段，认为 DNA 条形码可作
为卵 和 幼 虫 分 类 的 有 效 工 具。 Greenstone 等
(2005)通过对步甲科 Carabidae 的卵、幼虫(或若
虫)、蛹与成虫 COⅠ序列比较研究，认为利用该基
因可对未成熟步甲进行种间鉴定。Mitchell 和
Maddox (2010)结合形态学分类和 DNA 条形码识
别，对澳大利亚坚果植物上的外侵害虫小蠹虫亚

科(Curculionidae: Scolytinae) 不成熟阶段进行分
类研究，显示 DNA 条形码在进行卵、幼虫鉴定时
具有优越性。
2. 1. 3 区分不同生物型 因地理隔离和生态环
境影响，不同地理位置的相同种可能产生遗传分

化。很多情况下，依据形态特征难以区别种下不
同的生物型。DNA 条形码在区分不同生物型种群
上具有显著优势。Monaghan 等(2006) 联合分析
金龟总科 214 个种的 28 S rDNA、cox1、rrnL 基因，
认为不同生物型的种群行为和形态特征因地理环

境不同可能会发生变化，地理隔离和生态环境是

形成金龟类不同生物型的重要因素。

2. 2 发现鞘翅目昆虫的新种和隐存种
在新种记录过程中，应用 DNA 条形码可以快

速给样本分群，在一定条件下还可以快速判定样

本是否来源已知物种，同时在未知种分类研究中

具有优势(Pfenninger et al.，2007)，可以解决因特
征不明显或形态小带来的鉴定难问题。Maddison
(2009)联合分析 28 S rDNA、COⅠ、CAD 和 wg 基
因，从美国洛基山脉步甲科 Carabidae 的 Bembidion
aenulum Hayward 种 中 发 现 了 Bembidion
paraenulum Yoshitake 新种。Yoshitake 等(2008)采
用 DNA 条形码 COⅠ基因1 366 bp 序列发现了日
本北部象甲科龟象亚科 Ceutorhynchinae 中存在的
Wagnerinus frugivorus Yoshitake 新种。Monaghan 等
(2007)采用线粒体 rrnL、cox1、cyt b 和 H3 核基因
对热带岛屿挖掘甲虫 Copelatus 属进行了分类鉴定
研究，得出与形态学分类不同的结果，揭示了未知

种的存在。说明 DNA 条形码可帮助鉴定未知新
种。

鉴定 隐 存 种 ( cryptic species ) 和 近 缘 种
( siblings species)，揭示隐存生物多样性，是 DNA
条形码对分类学的特殊贡献( van Velzen et al.，
2007) 。许多昆虫群体是由多个隐存种组成的，
因其形态极为相似而被视为同一物种。尽管这些
群体中的隐存种形态十分相近甚至难以区别，但

遗传本质产生了分化，一些行为和生理特征出现

差异。依据形态学特征发现形态相似隐存种十分
困难(Huang et al.，2007)，DNA 条形码是鉴定隐
存种的必要手段。Gauthier(2010)采用微卫星序
列和线粒体 COⅠ序列研究了 18 个国家 37 个地
区的小蠹亚科 ( Coleoptera: Scolytinae ) 683 个
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Hypothenemus hampei 小蠹样本复合隐存单位，证明
在 H. hampei 种中存在隐存复合体。Bradford 等
(2010)用 COⅠ序列作为 DNA 条形码基因研究龙
虱科 Dytiscidae 等地下水中的无脊椎动物，揭示了
存在的隐存种。

2. 3 探讨鞘翅目昆虫的系统发育与进化关系
研究鞘翅目昆虫系统发育关系是 DNA 条形

码应用的优势所在。采用基因序列比对和系统发
育树构建，可揭示不同群体的系统发育和进化关

系。Piau 等(1999)基于 COⅠ基因研究了蜉金龟
科 Aphodiidae 的 Aphodius obsurus 和 A. immaturus

的种间亲缘关系。Villalba 等(2002) 对金龟甲亚
科 Scarabaeinae 33 种不同族的粪金龟 COⅠ与
COⅡ序列进行分析，阐明了金龟甲亚科内大多数
已知族的组成及其合理性。Stanger-Hall 等(2007)
基于核基因 18S rDNA 和线粒体基因 16S rDNA、
COⅠ研究了北美萤科 Lampyridae 的 17 个属 26 个
种系统发育关系，显示现行的形态分类大部分不

被分子系统研究结果所支持。Garin 等(1999)分
析了寄生于 8 种植物的 30 种金叶甲属 Chrysolina

甲虫 16 S rDNA 和 COⅠ序列，构建了该属的系统
发育树，得到与形态学和染色体研究较为一致的

结论。Scataglini 等(2005)基于 COⅠ序列并结合
形态学特征，对象甲科的 Pantomorus-Naupactus 复
合体中 7 个种的系统发育关系进行研究，认为
Pantomorus 属为单系，Naupactus 属为并系。Ribera
等(2004)分析了龙虱科 Agabinae 亚科内 350 个种
的 16S rRNA 和 COⅠ基因序列，对其进化关系进
行了研究。本研究小组对金龟总科 Scarabaeiodae
不同种类的 COⅠ进行测序及建树分析，显示与形
态学一致的亲缘关系(孙娜等，2009)。

DNA 条形码在探讨鞘翅目昆虫系统地理格局
(phylogeographic parttern)上具有重要作用。系统
地理格局可以反映种群分化的历史和种群现有分

布格局。利用 DNA 条形码探讨系统地理格局的
形成机制和演化历史，可打破形态学时间和空间

的局限，分析不同地域同类种群的分子变化水平，

追溯种群分化的历史，构建种群格局与分布。
Emerson 和 Oromí(2005)基于 COⅠ与 COⅡ序列
对加那利岛、马德拉群岛、亚速尔群岛的坚甲科
Tarphius 属的 29 个种进行分析，结果显示，加那利
岛的物种集合年代久远，但物种多样性的形成则

是相对近期的事情。顾杰等(2009)通过 Cyt b 和
COⅠ基因对中国海南、喀麦隆、韩国、泰国 4 个不
同地理种群的豆象科 Bruchidae 34 个四纹豆象
Callosobruchus maculatus 样本单倍型及其分布格
局、种群遗传结构进行研究，显示不同种群之间既
存在一定的基因交流，也存在一定的遗传分化。
Kobayashi 等(2000)对亚洲东部和东南部 8 个地
区瓢虫科植食瓢虫 Epilorchna viginti 种群内 17 个
样本的 COⅠ基因进行序列分析，显示种团间碱基
替换数目为 57 ～ 60，种团内碱基替换数目为 1 ～
8，说明该种群已经分化成 2 个遗传上不同的种
团。Lee 等(2003)分析了来自日本和韩国不同岛
屿萤科 Pyrocoelia rufa 种 COⅠ基因，采用 PAUP 和
PHYLIP 法构建系统树，认为来自不同岛屿的种群
已经出现分化，大量山脉是导致种群隔离的重要

原因。
昆虫与寄主植物及食性的协同进化关系是

DNA 条形码研究的主要方向之一。在长期的进化
历史中，昆虫与寄主植物以及食性之间形成了十

分密切的协同关系，如花金龟科 Cetoniidae 的小青
花金龟 Oxycetonia jucunda 多寄生在植物的花器
上。Jurado-Rivera 等(2009)用从昆虫体内分离的
叶绿体 trn-L 基因序列为 DNA 条形编码，分析了
叶甲科的 Chrysomelinae 亚科 76 种甲虫与 13 个科
寄主植物的进化关系，认为甲虫与寄主植物协同

进化普遍具有保守性，但 DNA 条形编码分析也支
持少数种类甲虫偏离寄主植物的现象，说明 DNA
条形编码可有效用于昆虫与寄主植物的相互关系

研究。Hunt 等(2007)基于包括 COⅠ基因等 3 个
基因，研究了代表 80%鞘翅目1 900个种的系统发
育和多食性，认为甲虫的丰富度主要源于家系的

高度存活率和各种生境条件下的持续分化。
昆虫行为进化是长期的历史演化过程，比较

种群分子序列差异可推测种群分化时间。Sole 和
Scholtz (2010)利用 COⅠ和两个核基因，并结合化
石的 研 究 结 论，对 金 龟 亚 科 Scarabaeinae 的
Canthonini 族甲虫滚球行为和 Dichotomiini 族甲虫
挖掘行为进行了进化研究，认为这两个种群的分

化时间约在 56 百万年前。Zhang 和 Sota (2007)
比较了步甲科日本 Leptocarabus 属的线粒体 COⅠ
基因和 LWRho ( 长波视紫红质，long-wavelength
rhodopsin)、wg、磷酸核糖激酶基因 PEK、28S rRNA
核基因，推测了种间杂交后可能发生的渐渗杂交
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事件，研究了种间系统发育和多态性。

3 DNA 条形码的研究展望

DNA 条形码计划的目标是以便捷、低廉的
DNA 提取、扩增和测序技术为前提，所以，新技术
的研发是解决 DNA 条形码应用的关键。用昆虫
标本浸出液直接对 DNA 进行扩增和测序，可免去
DNA 提取过程，提高基因的扩增效率( Shokralla
et al.，2010);ABI454、Solexa、SOLID 等新型技术
可大大推进 DNA 测序进程 ( Frézal and Leblois，
2008);特异性微型条形码(minimalist-barcoding)
应用于质量不高的标本能提高鉴定的准确性

(Hajibabaei et al.，2006);条形码信息芯片研制技
术(Hajibabaei et al.，2007)、基于单核苷酸多态
( single nucleotide polymorphism，SNP)的单分子条
形码技术(Xiao et al.，2007)、硅芯片、尼龙膜等宏
阵列技术备受关注(Summerbell et al.，2005)。
同时，DNA 条形码标准基因筛选过程中仍需

要考虑以下问题:(1)形态学与标准基因的整合和
多个标准基因的联合使用。完全脱离形态学的
DNA 分类是没有意义的，需要形态学与标准基因
的联合分析。单一的 COⅠ序列不能对所有阶元
的物种进行准确鉴定，增加分析基因的数量是确

保准 确 分 类 的 有 效 途 径 ( Moritz and Cicero，
2004)。 Caterino 等 ( 2000 ) 主 张 将 18S rDNA、
COⅠ、16S rDNA、EF-1α 作为昆虫分子系统学研究
中的标准序列，以增加同源序列之间的可比性。
(2 ) 在 某 些 种 群 出 现 的 核 线 粒 体 ( nuclear
mitochondrial DNAs，NUMTs) 拷贝现象是否会影
响 DNA 条形码的种群分类鉴定 ( Lorenz et al.，
2005)。NUMTs 又称为核线粒体假基因，即真核生
物主要分类阶元存在的核内无功能的 mtDNA 拷
贝。Song 等(2008)基于系统发育和 NUMTs 分析，
认为异质 mtDNA 拷贝的共同扩增可导致 DNA 条
形码对物种数目的偏高估计，从而增加 DNA 条形
码准确使用的难度。(3)可遗传的内共生体对线
粒体 DNA 结构的影响。母系遗传的共生体可能
引起 mtDNA 连锁不平衡，不同种群 mtDNA 也会由
于共生体在种群间的转移形成 mtDNA 单倍型的
同质化(Hurst and Jiggins，2005)。(4)确定标准
基因序列还需考虑分子钟、基因结构、地理区域的
分布等因素的作用(Hebert et al.，2003a)。
未来的 DNA 条形码研究将继续集中在:(1)

条形码标准基因优化、筛选和标准条码基因数据
库建立。研究标准基因的变异规律，奠定标准基
因分类鉴定的理论基础;(2)研究 DNA 条形码及
其数据库应用的新型技术，解决标准条码基因运

用存在的问题。(3) 整合昆虫分子水平、个体水
平、群体水平的特征，研究利用标准条码发现昆虫
新种和隐存种的理论和方法，揭示隐存多样性;

(4)利用标准基因序列构建系统树，探讨种群亲缘
关系、物种分化、生物地理等进化问题，拓展分子
系统学研究的理论体系。
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