
应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology 2011，48(3) :710—715

* 资助项目:国家自然科学基金项目(31071953)。

＊＊E-mail: matingting1986@ 126. com

＊＊＊通讯作者，E-mail: liucx@ ioz． ac． cn

收稿日期:2011-01-24，接受日期:2011-04-11

ITS 序列的特点及其在昆虫学研究中的应用
*

马婷婷
1，2＊＊

陈 光
1

刘春香
2＊＊＊

(1. 吉林农业大学生命科学学院 长春 130118;

2. 中国科学院动物研究所动物进化与系统学院重点实验室 北京 100101)

摘 要 随着 PCR 技术和 DNA 测序技术的成熟及广泛应用，分子数据的分析和利用逐渐成为生物学研究的重要

手段。基因组中含有丰富的遗传信息，运用核基因序列或将核基因与线粒体基因序列相结合作为遗传标记，研究

昆虫的系统发育，已成为分子系统学领域的发 展 趋 势。由 于 长 度 适 中、易 于 扩 增、进 化 速 度 快、变 异 性 高 等 优 点，

核糖体基因中内转录间隔区( ITS) 已在昆虫系统学研究中得到广泛的应用。本文介绍了 ITS 序列的结构特点，重

点对 ITS 序列在近缘种及种型快速鉴定、属及属上高级阶元系统学研究、谱系生物地理学及与其它基因联合分析

昆虫系统进化关系等研究中的应用及前景进行了综述。

关键词 内转录间隔区，分子鉴定，昆虫系统学，谱系生物地理学

Characteristics and application of ITS in Entomology
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Abstract With the extensive application of PCR technology and DNA sequencing technology，analysis of molecular data

has become increasingly important in biological research． That genomic DNA contains rich genetic information renders

nuclear markers or combination of nuclear and mitochondrial markers as useful means to study insect phylogeny． For the

internal transcribed spacer ( ITS) possesses moderate length，fast evolutionary rate，and especially is easy to amplify，it

has been widely used as a genetic marker in insect phylogenetic research． In this paper，we briefly introduce its structure

and characteristics，summarize its application in rapid identification of closely related species and species status，insect

phylogeny at genus or higher levels，and insect phylogeography，and discuss its research prospects．
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林奈创立生物分类学至今已有 200 多年的历

史，传统的昆 虫 分 类 学 或 系 统 学 研 究 主 要 依 据 昆

虫的形态特 征、生 物 性 状 以 及 生 物 地 理 分 布 等 信

息。但昆虫纲物种丰富，某些属、种之间的形态或

生理生化差 异 不 显 著，仅 依 据 传 统 的 分 类 方 法 对

其进行鉴定 十 分 困 难。另 外，利 用 传 统 的 分 类 学

性状进行进 化 关 系 分 析 存 在 特 征 少、特 征 状 态 的

选取主观性较强等缺点。随着分子生物学技术的

迅速发展及其在昆虫分类鉴定及进化关系研究中

的广泛应用，传 统 系 统 学 研 究 中 存 在 的 问 题 不 断

得到解决。近 年 来，PCR 直 接 测 序 方 法 的 建 立 和

广泛使用，极大地推动了核糖体 RNA( rRNA) 的内

转录 间 隔 区 ( internal transcribed spacer，ITS) 在 昆

虫近缘种、种型鉴定及系统学研究中的广泛应用。
ITS 序列已成 为 昆 虫 系 统 学 研 究 中 重 要 的 分 子 标

记。本文重点综述 ITS 序列的特点及其在昆虫学

研究中的应用。
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1 ITS 序列的结构及特点

目前，用于系统学研究的基因序列，主要有线

粒体 DNA 和 rRNA。核 糖 核 蛋 白 体 ( ribosome) 简

称核糖体，是一个致密的核糖核蛋白颗粒，执行着

蛋白质 合 成 功 能。核 糖 体 由 几 十 种 蛋 白 质 和

rRNA 组成，其中 rRNA 是其主要组成成分，在细胞

中含量较高，约占总 RNA 的 80% ～ 85%。在真核

生 物 中 rRNA 分 为 大 小 2 个 亚 基，大 亚 基 由

28SrRNA、5. 8SrRNA 和 5SrRNA 组 成，小 亚 基 为

18SrRNA( 昊晓华和刘望夷，1996; 潘大仁，2007)。
编码 18S、5. 8S、28S 的 rDNA 作为 1 个转录 单 元，

以中等重复的串联多拷贝形式存在于染色体 DNA

的 1 个或多个 位 点 上，其 拷 贝 数 大 约 在 100 ～ 500
之间，总长度 约 为 7 ～ 13 kb。对 于 大 多 数 真 核 生

物来说，rRNA 基 因 群 的 一 个 重 复 单 位 ( 按 5'→3'
方向) 包 括 1 个 基 因 间 隔 区 ( intergenic spacer，
IGS)、1 个 18SrRNA 编 码 区、1 个 内 转 录 间 隔 区

( ITS) 和 1 个 28SrRNA 编 码 区。其 中 ITS 区 分 成

ITS1 和 ITS2，二 者 之 间 夹 有 5. 8SrRNA 编 码 区。
IGS 包 括 18SrRNA 上 游 的 外 转 录 间 隔 区 1
( external transcribed spacer 1，ETS1 ) 和 28SrRNA
下游的外转录间隔区 2( external transcribed spacer
2，ETS2) ，以 及 二 者 之 间 的 非 转 录 间 隔 区 ( non-
transcribed spacer，NTS) ( Tautz et al． ，1988; 龚 志

云等，2002;郜金荣和叶林柏，2007) ( 图 1)。

图 1 核糖体 RNA 基因簇结构示意图

Fig． 1 Structure of the ribosomal RNA genes cluster

IGS: 基因间隔区; 18S: 18SrRNA;ITS: 内转录间隔区; 28S: 28SrRNA;

NTS: 非转录间隔区;ETS:外转录间隔区; 5． 8S: 5． 8SrRNA。

IGS: intergenic spacer; 18S: 18SrRNA;ITS: internal transcribed spacer; 28S: 28SrRNA;

NTS: non-transcribed spacer; ETS: external transcribed spacer; 5． 8S: 5． 8SrRNA．

rRNA 结构既具有保守性又具有高变性，其保

守性反映生 物 物 种 的 亲 缘 关 系，高 变 性 则 揭 示 生

物物种的变异程度。rRNA 各区的进化速度不同，

编码区较保守，其中 18SrRNA 及 28SrRNA 基因序

列较长且进 化 速 度 较 慢，是 系 统 学 研 究 中 属 以 上

高级阶元 的 良 好 标 记。5. 8SrRNA 基 因 分 子 量 小

且高度保 守，较 少 用 于 系 统 学 研 究 中。而 ITS 和

IGS 不参 与 rRNA 成 熟 过 程，进 化 速 度 较 快，适 用

于低级阶元的系统学研究。其中 ITS 序列是核糖

体 RNA 上的一个非编码区域，它不参与蛋白质的

合成，进 化 速 度 相 对 较 快，其 进 化 速 度 大 约 是

18SrRNA 的 10 倍，其 作 为 一 个 很 重 要 的 分 子 标

签，广泛应用 于 物 种 的 属 内 及 种 间 低 级 阶 元 的 进

化关系研究( 黄华平等，2006; 刘春来等，2007)。
ITS 序列作为一种遗传分子标记，被广泛应用

于昆虫研究 的 各 个 领 域。与 形 态 标 记、细 胞 学 标

记和生化标记相比，它具有明显的优越性，具体表

现为: ①中等 串 联 重 复 的 rRNA 基 因 簇 的 多 拷 贝

序列( 包括 ITS 序列) 高度相似或一致化，为 PCR

产物直接测 序 及 系 统 进 化 关 系 分 析 提 供 了 可 能;

②在 ITS 序列两侧的 18S、5. 8S 和 28S rRNA 的序

列相当保守，这些保守序列便于设计通用引物，可

广泛 地 对 物 种 进 行 PCR 扩 增 和 测 序 ( 刘 伟 等，

1998) ;③在昆虫中 ITS 序列长度适中，一般为 1. 0
～ 1. 5 kb，含有足够的遗传信 息;④ ITS 序 列 是 中

等重复的多 拷 贝 基 因，仅 需 很 少 的 标 本 量 就 能 达

到分析鉴定的要求;⑤ITS 序列并不承担编码蛋白

质的功能，也不参与核糖体的形成，承受的选择压

力较小，进 化 速 度 相 对 较 快，能 够 积 累 更 多 的 变

异，同时 ITS 拥有明显的序列长度多态性，能广泛

的应用于同属 近 缘 种 及 种 内 的 进 化 关 系 研 究 ( 许

超德和李绍兰，2004) ;⑥ITS 序列变异以点突变为

主，变异 位 点 相 互 独 立，便 于 对 变 异 位 点 进 行 研

究;⑦在真核生物中 ITS2 二级结构的核心区域具

有高度的保 守 性，在 研 究 物 种 的 起 源 及 高 级 阶 元

的系统进 化 关 系 中 起 着 很 重 要 的 作 用 ( Coleman，

2009)。
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2 ITS 序列在昆虫研究中的应用

2. 1 在近缘种及种型快速鉴定中的应用

长期以来，一 些 重 要 农 林 害 虫 的 分 类 鉴 定 都

以形态特征作为主要的分类依据。对于这些害虫

种类及种型 的 准 确 鉴 定，有 利 于 对 其 进 行 防 治 和

抗药性研究。但是由于这些物种中存在着复合体

及亲缘种，仅依靠形态分类学很难进行鉴定。 ITS

重复元件( repeated element) 在不同的近缘种中拷

贝数目不同，且 在 不 同 的 近 缘 种 中 易 产 生 插 入 或

缺失，从而导 致 ITS 序 列 在 不 同 的 近 缘 种 之 间 存

在着长度的差异( Scott et al． ，1993;Mukha et al． ，

2002)。这种差 异 为 形 态 上 不 易 区 分 的 近 缘 种 及

种型的快速鉴定提供了依据。

在近缘种的快速鉴定方面: 如 Baffi 和 Ceron
(2002) 对果蝇属的 2 个姐妹种 (Drosophila mulleri

和 D． arizonae) 进行研究，发现前者 ITS1 片段长度

为 600 bp，后者为 500 bp，并且它们的杂交体可表

现出 2 种片段长度，揭示了 ITS 序列长度差异在姐

妹种群研究中的可行性。管维等(2006) 对斑潜蝇

ITS1 序列进行分析，设计出 2 条新的特 异 性 引 物

并筛选到 2 个特异性内切酶，通过 PCR 产物的酶

切分析，可 区 分 三 叶 草 斑 潜 蝇 Liriomyza trifolii 与

美洲斑潜蝇 L． sativae 这 2 种 亲 缘 关 系 较 近 的 昆

虫。刘玉娣等(2009) 应用分子鉴定方法对褐飞虱

Nilaparvata lugens、白 背 飞 虱 Sogatella furcifera 和

灰 飞 虱 Laodelphax striatellus 进 行 了 研 究，显 示

ITS2 序列在这 3 个物种中表现出较大 差 异，其 特

异性引物为 3 种稻飞虱在特殊情况下的快速鉴别

提供了有效的工具。

在种型鉴定方面: 周水森等(2002) 比较了我

国云南省、海南省、广西壮族自治区及泰国等不同

地区微 小 按 蚊 Anopheles minimus 的 ITS2 序 列，发

现除云南元江 地 区 为 微 小 按 蚊 C 型，其 余 地 区 均

为微小按蚊 A 型，说 明 我 国 的 微 小 按 蚊 同 样 存 在

复合体亲 缘 种 问 题。武 松 等 (2008) 选 用 ITS2 序

列对多斑按蚊复合体 A． maculatus complex 的种型

进行鉴定，发现 PCR 种型鉴定结果与同源性比对

及系统进化 树 的 结 果 一 致，揭 示 西 藏 林 芝 地 区 多

斑按蚊复 合 体 由 伪 威 氏 按 蚊 A． pseudowillmori 和

威氏按 蚊 A． willmori 构 成，且 伪 威 氏 按 蚊 为 优 势

蚊种。

2. 2 在高级阶元系统学研究中的应用

ITS 序列不编 码 蛋 白 质 也 不 参 与 核 糖 体 的 形

成，进化速度相对较快，除应用于近缘种及种型的

研究中，也广 泛 应 用 于 属 级 阶 元 的 系 统 进 化 关 系

的研究。赤眼蜂属 ( Trichogramma) 是 赤 眼 蜂 科 的

模式属，该属 中 的 物 种 是 很 多 农 业 害 虫 的 天 敌 昆

虫，利用其进行生物防治已成为非常有效的手段。
李正西和沈佐 锐 (2002) 利 用 ITS2 序 列 对 赤 眼 蜂

属 5 个种进行了研究，表明 ITS2 在赤眼蜂属不同

种之间表现 出 一 定 的 序 列 保 守 性 (60% ～ 75% ) ，

变 异 率 适 中，并 且 发 现 食 胚 赤 眼 蜂 T．
embryophagum 与 其 他 赤 眼 蜂 属 种 类 亲 缘 关 系 较

远，而松毛虫 赤 眼 蜂 T． dendrolimi、拟 澳 洲 赤 眼 蜂

T． confusum、广赤眼蜂 T． evanescen 和甘蓝夜蛾赤

眼蜂 T． brassica 共 同 形 成 一 个 分 支 ( clade) ，亲 缘

关系较近。可 以 看 出，ITS2 是 研 究 该 属 分 类 鉴 定

的良好靶标序列。

另外 ITS 序列也应用于属上阶元的系统学研

究，如 Pitts 等(2010) 获得了北美蚁蜂亚科中几个

夜行性蚁蜂属约 2 600 bp 的 ITS 序列，基于该序列

并应用贝叶 斯 算 法 进 行 系 统 进 化 分 析，得 到 了 支

持率较 高 ( bootstrap 值 ＞ 95% ) 的 进 化 树，有 利 地

支持了新 北 区 夜 行 性 蚁 蜂 属 Sphaeropthalminae 的

单系性，并发 现 新 近 纪 的 造 山 运 动 或 者 更 新 世 冰

期活动造就了北美蚁蜂的分化模式。

2. 3 在谱系生物地理学研究中的应用

谱系生物地理学(phylogeography) 从系统进化

角度来探讨基因谱系地理格局的历史演化以及形

成的原理和 过 程。其 主 要 用 于 揭 示 隐 存 种、评 价

基因流、分析生物地理分布格局、辨别入侵物种的

地理来源等等( 冯贤等，2008)。目前线粒体 DNA、
ITS 及微卫星(microsatellite) 是用于昆虫谱系生物

地理学研究中最频繁的分子标记。其中 ITS 序列

进化速度快、变异率高，可作为一个优良的分子标

记，已广泛用 于 多 个 物 种 的 谱 系 生 物 地 理 学 研 究

(Rokas et al． ，2002; De la Rúa et al． ，2007b;

Pereira et al． ，2009)。
Cruz 等 ( 2006 ) 对 巴 西 东 北 地 区 无 刺 蜜 蜂

Melipona subnitida 13 个地理种群的 ITS1 序列进行

了 研 究。结 果 表 明 该 种 ITS1 序 列 差 异 范 围 在

1. 1% ～ 18% 之间，可以用于该种的谱系生物地理

研究;这种 ITS 序 列 差 异 的 原 因 是 该 种 古 老 的 起
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源及长时期 的 地 理 隔 离;并 推 断 是 由 于 气 候 差 异

及资源利用 量 等 生 态 因 素 导 致 了 这 种 地 理 隔 离，

造成了该物 种 种 群 间 基 因 交 流 频 率 较 低，使 各 种

群间形成独立进化。
郑福山等 (2007) 基 于 对 ITS1 部 分 序 列 的 分

析，初 步 探 讨 了 我 国 菱 角 萤 叶 甲 Galerucella
birmanica 6 个地理种群间的遗传关系。研究结果

表明，菱角萤叶 甲 的 6 个 地 理 种 群 间 虽 存 在 一 定

程度的遗传分化，但分化程度较低;从聚类分析结

果推断出菱角萤叶甲的 6 个地理种群可分为 3 个

分支;初步反 映 了 种 群 间 遗 传 关 系 与 生 物 地 理 分

布格局之间的 关 系，表 明 菱 角 萤 叶 甲 6 个 地 理 种

群间的遗传分化与寄主和地理距离之间具有较高

的相关性。
白纹伊蚊 Aedes albopictus 即亚洲虎蚊，是一种

重要的病媒生物，能够传播多种病毒，是全球最具

侵 袭 性 的 蚊 种，广 布 于 温 带 地 区。De Jong 等

(2009) 根据 ITS2 序列的长度差异，对入侵法国科

西嘉岛的蚊虫进行鉴定，确定其为亚洲虎蚊，来源

于欧洲温带 地 区，同 时 也 对 该 种 群 的 地 理 分 布 做

了初步分析和预测。该研究指出谱系生物地理学

研究可为追溯外来物种的起源及预测其分布提供

重要的依据。

2. 4 与其它基因联合在昆虫研究中的应用

目前在对一 些 物 种 的 研 究 中，仅 依 据 ITS 序

列并不能全面地解释物种的系统进化关系。如 De
la Rúa 等(2007a) 在 对 蜜 蜂 Apis mellifera 10 个 亚

种 ITS1 序列的研究中发现，该序列在其中 8 个亚

种中是相同的，仅 在 分 布 于 南 非 和 北 非 的 2 个 亚

种中 存 在 差 异，但 其 它 研 究 ( De La Rúa et al． ，

2005) 发现，对 于 该 种 的 种 内 系 统 进 化 研 究，线 粒

体基因是更合适的遗传标记。类似的情况在其它

研究中也有报道。如 Szalanski 等(2008) 报道的一

种重 要 医 学 害 虫—温 带 臭 虫 Cimex lectularius 和

Barr 等(2009) 报道的一种体外寄生蜂—亮腹釉小

蜂 Tamarixia radiata 中，由于种内的不同地理种群

间频繁的基 因 交 流，导 致 ITS 在 种 群 间 无 序 列 差

异，使其不能 作 为 有 效 的 分 子 标 记 来 进 行 系 统 进

化关系研究。
由于单个 序 列 的 变 异 程 度 的 局 限 性，一 些 学

者将 ITS 序 列 与 其 它 遗 传 标 记 联 合，共 同 用 于 昆

虫的系统 进 化 关 系 研 究 (Hamarsheh et al． ，2009;

Blandón-Naranjo et al． ，2010)。这种多个序列联合

分析的方法有利于将系统进化关系研究与物种鉴

定结合起来，能确切地鉴定隐存种的存在，更有利

于分 析 物 种 间 的 系 统 进 化 关 系。如 Jenkins 等

(2007) 在对亚洲地下白蚁 Coptotermes gestroi 的谱

系生 物 地 理 学 的 研 究 中，将 ITS1 序 列 与 线 粒 体

16SrRNA 和 COII 基因进行联合分析，揭示了该白

蚁在一些地区的入侵来源，并指出 ITS1 序列虽然

在种内无差异，但在该属的不同种间存在着差异，

可作 为 一 种 研 究 选 择 压 力 如 何 作 用 于 DNA 序 列

的遗传标 记。Dorn 等 (2009) 在 对 墨 西 哥 和 危 地

马拉的 锥 猎 蝽 Triatoma dimidiata 的 研 究 中 应 用

ITS2 和 Cytb 相结合，在进行系统进化关系分析的

基础上，发现该 种 在 当 地 存 在 着 2 个 同 域 分 布 的

隐存种。Turner 等 (2010) 对巢蛾属 ( Yponomeuta)

的 20 多 个 种 进 行 了 ITS1 序 列、16SrRNA 及 COII
基 因 的 联 合 序 列 分 析，支 持 日 本 地 区 的 Y．
sedellus、Y． yanagawanus、Y． kanaiellus 和古北区西

部的几个种的单系性，指出 ITS1 序列与其他基因

联合能够准确地解释该属的系统进化关系。很多

科 学 家 将 世 界 性 分 布 的 黄 粪 蝇 Scathophaga
stercoraria 作为研究种 群 生 态、行 为 及 系 统 进 化 的

一个模式种，但 对 在 南 非 分 布 的 黄 粪 蝇 的 分 类 地

位存在着争 议，部 分 学 者 认 为 其 是 世 界 性 分 布 的

黄粪蝇 S． stercoraria，部分学者认为是该种黄粪蝇

的一个亚种 S． stercoraria soror，也有学者认为其是

一个独立的种 S． soror。Bernasconi(2010) 等人利

用 COI、12SrRNA、16SrRNA 及 ITS2 序列对黄粪蝇

科的 21 个种( 包括 S． stercoraria 不同地理种群及

多个南非黄粪蝇地理种群) 进行系统发育分析，结

果支持 S． soror 是 一 个 独 立 的 种，与 S． stercoraria
为姐妹种。

3 应用前景及展望

ITS 序列的诸 多 优 点 使 其 成 为 昆 虫 分 子 系 统

学研究中的重要标记，在昆虫近缘种区分、种型鉴

定、物种起源、物种进化关系及谱系生物地理等研

究中起到了重要作用，ITS 序列的使用也解决了许

多长期存在的分类争议。然而，ITS 序列本身也存

在不足之处，如 它 在 某 些 物 种 间 及 种 内 可 能 具 有

高度变异性，作 为 分 子 标 记 存 在 一 定 的 风 险; ITS
序列仅表示 物 种 核 基 因 进 化 方 式，并 不 能 完 全 阐

述物种系统进化关系。随着昆虫基因组测序计划
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的展开，我们对 ITS 序列会有更加全面的认识，ITS
序列在昆虫 研 究 中 的 应 用 范 围 将 大 大 拓 展，并 最

终推动昆虫学科的深入发展。
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