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不同地理种群的亚洲小车蝗 mtDNA ND1
基因序列及其相互关系*

高书晶1＊＊ 刘爱萍1 韩静玲2 闫志坚1 徐林波1 李东伟3

( 1. 中国农业科学院草原研究所 呼和浩特 010010 ; 2. 唐山市农业科学研究院 唐山 063001 ;
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摘 要 测定了 7 个不同地理种群的亚洲小车蝗 Oedaleus asiaticus( Bienko) 、1 个近缘种及 2 个外群种共 31 个样

本的 mtDNA ND1 基因序列，比较其同源性，计算核苷酸组成，并以槌角蝗科的宽须蚁蝗 Myrmeleotettix palpalis 和斑

腿蝗科的鼓翅皱膝蝗 Angaracris barabensis 作外群构建 UPGMA 和 NJ 分子系统树。在获得的亚洲小车蝗 347 bp 的

序列中，A + T 约占 76. 6%，其中 22 个核苷酸位点存在变异( 约占所测核苷酸的 7. 26% ) 。就每个氨基酸密码子

来看，第 3 位点的 A + T 含量最高。28 个个体共检测出 18 个单倍型，单倍型多样性指数( H) 为 0. 218，核苷酸多样

性指数( Pi) 为 0. 0018。分化系数为 0. 0128 ～ 0. 1573，基因流 Nm 均大于 1 ; AMOVA 分析显示种群间的差异有
72. 36%存在于群体内部，27. 64%存在于群体之间。分子系统树显示，亚洲小车蝗 mtDNA ND1 序列不同个体之

间有一定的分歧，形成不同的簇类关系，其分枝与地理分布没有直接的对应关系，但总体上看，这种簇类关系基本

上呈平行分布，没有明显的地域性差别。
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Abstract Mitochondrial DNA ND1 gene sequences were sequenced in 31 individuals of Oedaleus asiaticu ( Bienko) from

7 geographical populations in Inner Mongolia，including 1 related species and 2 outgroup species ( Myrmeleotettix palpalis

and Angaracris barabensis ) ． We compared homologous sequences，calculated nucleotide composition and constructed a

molecular phylogenetic tree with the Neighbor-Joining and UPGMA method． In the sequences obtained，A + T was about

76. 6% and 22 nucleotide sites ( about 7. 26% ) were substituted． A + T was much higher at the third site than the other

two sites in every amino acid code． 18 hapotypes were detected in 28 individuals; hapotype diversity index( H) and mean

nucleotide diversity index( Pi) reached 0. 218 and 0. 0018 respectively． Genetic divergence Fst was 0. 0128—0. 1573 and

gene flow Nm was greater than 1. An AMOVA test indicated that there was 72. 36% genetic variation within，and

27. 64% between，populations． The phylogenetic trees suggested that different individuals from the 7 areas in Inner

Mongolia were located in different clusters，but no clear relationships between haplotypes and geographical regions could

be inferred． Because the branches of each cluster are parallel there is no clear difference between the different areas．
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Oedipodidae 小车蝗属 Oedaleus，主要分布于河北、
内蒙古、甘肃和青海省等地区，是我国北方草原的
主要优势种害虫，也是农牧交错地带的重要经济

害虫( 蒋湘等，2003 ) 。亚洲小车蝗主要以禾本科
植物为食，在内蒙古地区发生危害极其严重( 潘建

梅，2002 ) 。了解亚洲小车蝗不同地理种群间的系
统进化关系，对于其利用和综合防治会起到重要

作用。近年来，分子生物学技术和生化方法的不
断发展和完善，为研究昆虫分类和系统演化提供

了许多新的方法，为昆虫的系统进化研究开辟了

广阔前景。线粒体 DNA 序列是研究属、种间系统
发育很好的对象材料，国外不少学者成功地应用

线粒体 DNA 序列研究昆虫的系统进化关系
( Moritz et al．，1987 ; Gray，1989 ) 。李 伟 丰 等
( 2001 ) 利用线粒体 DNA ND4 基因研究研究了 7
种长蠹科昆虫的系统进化关系。任竹梅等( 2003 )
研究了不同地理区域小稻蝗 mtDNA 部分序列，在
一定程度上为小稻蝗的系统演化提供了分子生物

学方面的证据; 杨凤霞等( 2010 ) 对不同地理种群
二化螟 Chilo supperssalis COII 基因进行了遗传差
异分析。
目前有关亚洲小车蝗的研究报道主要集中在

食量、生活史及危害损失估计等方面( 关敬群和魏
增柱，1989; 冯光翰等，1995; 李广，2007 ) ，遗传多样

性研究较少，叶维萍( 2004) 和郑先云( 2006) 分别对
斑翅蝗科部分种类包括亚洲小车蝗的遗传多样性

进行了研究。本文应用线粒体 DNA 作为研究手段
对不同地理种群的亚洲小车蝗进行分子系统进化

方面的研究，以内蒙古地区亚洲小车蝗为研究对

象，测定 7 个不同地理种群的亚洲小车蝗的线粒体
DNA 蛋白质编码基因 NADH 脱氢酶复合体亚基
ND1 基因( NADH-dehydro-gelmse subunit1) ，并用槌
角蝗科的宽须蚁蝗 Myrmeleotettix palpalis 和斑腿蝗
科的鼓翅皱膝蝗 Angaracris barabensis 作外群，构建
分子系统树，探明亚洲小车蝗不同地理种群的遗传

组成特点及它们的遗传变异大小和亲缘关系，以期

从分子水平获得它们的系统进化关系，掌握亚洲小

车蝗的发生与成灾机制，并为其利用与综合防治提

供遗传学方面的依据。

1 材料与方法

1. 1 供试虫源
本实验所用蝗虫分别采自内蒙古地区的 7 个

盟市，标本采集点及其地理位置等详见表 1。每种
蝗虫在自然种群中随机取样，标本采集后活体带

回实验室，并将每个个体分装于不同塑料管中进

行标记，然后保存于 － 70℃冰箱中备用。

表 1 用于 mtDNA 研究的亚洲小车蝗标本
Table 1 Specimens of Oedaleus asiaticu for mtDNA analysed

种群名称

Group
采集地点

Sites
代码

Code
个体数

Number
采集时间( 年 ．月)

Collection date( year． month)
地理位置

Location

乌兰察布市 四子王旗 S 5 2008. 8 E: 111°21' N: 41°22'

包头市 达茂旗 D 5 2007. 8 E: 109°16' N: 41°21'

呼伦贝尔 新巴尔虎左旗 H 4 2008. 8 E: 120°31' N: 49°51'

赤峰市 阿鲁科尔沁旗 C 5 2007. 8 E: 117°58' N: 42°26'

通辽市 扎鲁特旗 T 5 2007. 8 E: 121°14' N: 43°59'

阿拉善盟 阿拉善左旗 A 4 2008. 8 E: 103°10' N: 40°47'

兴安盟 阿尔山 Z 5 2008. 8 E: 120°51' N: 46°11'

1. 2 总 DNA 提取
参照张民照和康乐( 2001 ) 、印红等( 2002 )

方法进行改进。取成年蝗虫后足，用三蒸水冲洗 3
遍以上，剪碎材料于装有 0. 8 mL 匀浆液 ( 200
mmol /L Tris-Cl，pH 8. 0 ; 100 mmol /L EDTA; 1%
SDS; 50 μg /mL 蛋白酶 K ) ，于 37℃温育 4 h，再加

入等量酚和酚 ∶ 氯仿 ∶ 异戊醇( 25 ∶ 24 ∶ 1 ) 以后收集
水相，加入 NaCl ( 150 mmol /L ) 及双倍乙醇，置
－ 20℃冰箱内过夜; 经离心干燥后，在 DNA 沉淀
块中加 0. 4 mL TAE 缓冲液，并加 RNA 酶 A ( 50
μg /mL) ，于 37℃温育 5 h 后，加蛋白酶 K 120 μg，
继续温育 5 h，再用上述方法重复抽提 DNA 1 次，
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然后用 100 μL TE 溶解 DNA 并定量。

1. 3 PCR 扩增及序列测定
PCR 扩增线粒体 DNA 蛋白质编码基 因

NADH 脱氢酶复合体亚基 1 编码区部分序列，PCR
扩增的目的片段为线粒体 DNA ND1 编码区中 347

bp 的一段序列。扩增引物为昆虫通用引物，其设
计参考 Simon 等 ( 1994 ) ，引物由上海生工生物工
程有限公司合成。引物 1 和引物 2 的序列及在果
蝇 mtDNA 中的位置见表 2。

表 2 亚洲小车蝗线粒体 DNA NDI 区域 PCR 和测序的引物
Table 2 Primers used for PCR and sequencing of mtDNA NDI of Oedaleus asiaticu

引物 Primers 序列 Sequences 位置 Position

N1 － J － 12248 5' － GTAGCATTTTTAACTTTATTAGAACG － 3' 10213 － 16933
N1 － N － 12595 5' － AAGCTAATCTAACTTCATAAG － 3' 10925 － 20431

PCR 扩增实验在 0. 2 mL PCR 反应管中进行，
反应总体积为 50 μL，包括: 模板 DNA 30 ～ 60 ng，10
×缓冲液 5 μL，Mg2 + 3. 0 μL( 25 mmol /L) ，dNTP 2. 0
μL( 2. 5 mmol /L) ，上下游引物各 2. 0 μL ( 10 μmol /
L) ，TaqDNA 聚合酶 1. 5 U，反应混合物用 20 μL 石
蜡油覆盖防蒸发。反应均设置不含 DNA 模板的阴
性对照，以防止外源 DNA 污染造成的结果错误。
扩增条件为: 94℃ 预变性 3 min，94℃ 变性 1

min，48. 6℃退火 1 min，72℃延伸 1. 5 min，37 个循
环后，72℃延伸 7 min，4℃保存。扩增产物用含有
核酸染料( 0. 005% ) 的质量浓度为 1. 5%琼脂糖凝
胶电泳检测，电泳缓冲液为 1 × TAE，标准分子量
为 2 000 bp DNALadder，凝胶成像系统观察拍照。
选取亮度达到测序标准及无杂带 PCR 扩增产物，
委托上海生工生物工程技术服务有限公司进行纯

化及测序。测序反应均在 ABI-PRISM3730 型全自
动序列分析仪上进行。

1. 4 DNA 序列数据的处理
得到的序列用 Dnastar Package 中的 Edit seq

软件进行编辑，剪切掉引物部分，经过核对校正得

到的序列用 Dnastar Package 中的 Megalign ( Clustal
W 多序列) 进行排序、比较、保存，在 Dnasp4. 0 软
件中经格式转换并统计序列的单倍型，序列相同

的视为同一单倍型。在 Mega ( Version2. 1，2001 )
软件中计算核苷酸使用频率，基于 Kimura-2-
Parameter 双参数模型，用 NJ 法和 UPGMA 法构建
单倍型分子系统树，并用 Boot-strap 1000 检验分子
系统树各分枝的置信度，DNA 序列变异中的转换
和颠换赋予相同的加权值。

2 结果与分析

2. 1 ND1 区域 DNA 序列组成及变异
实验共获得亚洲小车蝗 7 个不同地理种群 28

个个体、1 个近缘种及 2 个外群种共 31 个样本的
mtDNA ND1 基因序列，mtDNA ND1 基因片段对应
果蝇序列位置为 12 248 ～ 12 595，产物测序得到大
约 347 bp 的序列，由于两端的碱基存在错配，不一
定能够准确判读，对序列进行剪切。经氨基酸转
换分析，确认所测序列第 1 位点为前一密码子的
第 2 位点，为便于软件分析从该片段第 2 核苷酸
位点算起一共为 300 bp( 图 1 ) 。对得到的 31 条序
列进行软件分析，结果表明，种群内的个体差异较

小，所测的 4 ～ 5 个个体变异位点差异不大。经比
较共检测出 22 个变异位点，约占核苷酸总数的
7. 26%，多数变异发生在密码子的第 3 位点上( 占
68. 18% ) ，第 2 位点为 4. 55%，第 1 位为 27. 27%。

就每个氨基酸密码子来看，第 3 位点 A + T 平均
含量较高，达 90. 3%，第 1 位点 A + T 平均含量
74. 6%，第 2 位点为 61%。没有发现任何碱基的
缺失或插入，计算得出它们的平均碱基含量为: A
25. 8%，T 50. 8%，C 12. 5%，G 10. 9%，A + T 平均
含量较高为 76. 6%。就每个氨基酸密码子来看，

第 3 位点的 A + T 平均含量较高。对得到的 28 个
亚洲小车蝗 ND1 序列做相似性比较，相似性达
96. 48%，与 GenBank 上已发表序列比对同源性最
高达 95% ( EU287446 ) 。用 MEGA 软件统计两两
序列之间的核苷酸替换数，发现亚洲小车蝗

mtDNA ND1 基因部分序列不同个体间替换数最大
为 9，最小为 2，其中转换数明显高于颠换数，颠换
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中只有 A 与 T、A 与 C 之间的颠换发生，没有 T 与
C、C 与 G 之间的颠换。遗传距离在不同亚洲小车
蝗种群间最大是 2. 3%，最小是 0，即序列相同，所
有序列的平均遗传距离为 0. 18%。

2. 2 亚洲小车蝗的多态性和遗传结构
对 7 个地理种群的 mtDNA ND1 基因部分序

列进行比较，结果表明 7 个地理种群间存在一定
的遗传差异。7 个地理种群在序列碱基组成上有
一定差别，遗传参数统计表明，7 个种群在多态位
点比例、单倍型多样性指数( H ) 、核苷酸多样性指
数( Pi) 上也存在一定的差异。各种群多态位点比
例在 0. 42% ～ 1. 68% 之间; 单倍型多样性指数在
0. 116 ～ 0. 312 之间; 核苷酸多样性指数在 0. 001 ～

0. 004 之间 ( 表 3 ) 。对 7 个种群进行分化系数
( Fst ) 和基因流( Nm ) 检测，结果表明，7 个种群已
产生一定程度的分化，分化系数为 0. 0128 ～
0. 1573，除包头种群和乌盟种群间分化不显著外，
其余分化均达到显著水平( P ＜ 0. 05 ) ，基因流 Nm

也均大于 1 ; AMOVA 进一步分析显示种群间的差
异有 72. 36% 存在于群体内部，27. 64% 存在于群
体之间，进一步证实了种群间的分化。多态性遗
传变异参数统计表明，28 个个体共检测出 18 个单
倍型，单倍型多样性指数( H ) 为 0. 218，核苷酸多
样性指数( Pi) 为 0. 0018，显示出较丰富的遗传多
样性( 表 4 ) 。

表 3 亚洲小车蝗 7 个地理种群的遗传变异参数
Table 3 Genetic variation parameters of seven Oedaleus asiaticu populations

参数 Parameter
乌兰察布市

( X)
包头市

( D)
呼伦贝尔市

( H)
赤峰市

( C)
通辽市

( T)
阿拉善盟

( A)
兴安盟

( Z)

个体数
Sample size

4 4 4 4 4 4 4

多态位点比率
Polymophic locus rate

0. 52 1. 24 1. 68 1. 54 1. 65 0. 42 0. 61

单倍型数
Haplotype number

3 2 3 2 3 3 2

单倍型多样性指数
Hapotype diversity

0. 116 ± 0. 027 0. 287 ± 0. 089 0. 302 ± 0. 054 0. 215 ± 0. 047 0. 246 ± 0. 052 0. 216 ± 0. 041 0. 267 ± 0. 068

核苷酸多样性指数
Nucleotide diversity

0. 001 ± 0. 0004 0. 003 ± 0. 0002 0. 001 ± 0. 0003 0. 004 ± 0. 0001 0. 003 ± 0. 0002 0. 001 ± 0. 0003 0. 002 ± 0. 0004

表 4 亚洲小车蝗 7 个地理种群间的遗传分化和基因流
Table 4 Genetic divergence and gene flow between seven Oedaleus asiaticu populations

种群

Population name
乌兰察布市

( X)
包头市

( D)
呼伦贝尔市

( H)
赤峰市

( C)
通辽市

( T)
阿拉善盟

( A)
兴安盟

( Z)

乌兰察布市( X) — 0. 9452 3. 476 2. 412 2. 567 5. 214 3. 157

包头市( D) 0. 0128 ( P ＞ 0. 05 ) — 3. 018 2. 514 2. 367 5. 017 3. 984

呼伦贝尔市( H) 0. 1021 ( P ＜ 0. 01 ) 0. 1226 ( P ＜ 0. 01 ) — 2. 548 2. 741 4. 957 2. 413

赤峰市( C) 0. 0535 ( P ＜ 0. 05 ) 0. 0498 ( P ＜ 0. 05 ) 0. 0674 ( P ＜ 0. 05 ) — 1. 028 3. 781 2. 045

通辽市( T) 0. 0352 ( P ＜ 0. 05 ) 0. 0485 ( P ＜ 0. 05 ) 0. 0826 ( P ＜ 0. 05 ) 0. 0115 ( P ＜ 0. 05 ) — 2. 156 2. 846

阿拉善盟( A) 0. 1573 ( P ＜ 0. 01 ) 0. 1575 ( P ＜ 0. 01 ) 0. 1382 ( P ＜ 0. 01 ) 0. 0845 ( P ＜ 0. 01 ) 0. 0679 ( P ＜ 0. 05 ) — 3. 152

兴安盟( Z) 0. 0342 ( P ＜ 0. 01 ) 0. 0278 ( P ＜ 0. 01 ) 0. 0154 ( P ＜ 0. 01 ) 0. 0356 ( P ＜ 0. 01 ) 0. 0447 ( P ＜ 0. 05 ) 0. 0575 ( P ＜ 0. 01 ) —

注: 对角线以下代表分化系数 Fst及显著性检验结果( P ＜ 0. 05 为显著分化; P ＜ 0. 01 为极显著分化) ; 对角线以上代表基因

流 Nm。

Figures below diagonal represent genetic divergence( Fst ) and corresponding significance test of divergence between populations ( P

＜ 0. 05 means statistical significance; P ＜ 0. 01 means extreme significance ) ; while figures above diagonal represent gene flow

( Nm ) between populations．
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图 1 亚洲小车蝗 28 个个体及和 2 个外群种 mtDNA ND1 基因 303 bp 序列
Fig． 1 303 bp DNA fragments of mitochondrial ND1 gene of Oedaleus asiaticu and two outgroup species
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2. 3 系统进化树
以宽须蚁蝗、鼓翅皱膝蝗为外群，采用 UPGMA

和 NJ 法构建 7 个不同地理种群的亚洲小车蝗 28 个
个体的分子系统树，系统树各分支的置信度以自引

导值来表示。Boot-strap 1000 循环检验结果表明最
高和最低置信度分别为 100 和 64( 图 2) 。聚类分析
显示，所有个体大体上分别聚在 4 个主要簇群中，通
辽种群的 1 个个体 T-1 与赤峰种群、阿拉善盟种群、
呼伦贝尔种群构成聚类簇Ⅰ; 锡林浩特种群、阿尔山
种群和达茂旗种群构成聚类簇Ⅱ; 宽须蚁蝗种群和
鼓翅皱膝蝗种群作为外缘种各成一簇，构成聚类簇

Ⅲ和Ⅳ。除通辽种群的 1 个个体 T-1 和锡林浩特种
群的 1 个个体 X-2 与该种群其他个体表现差异较
大，种群内的个体间差异不明显，结果表明，相同地

域的个体之间相聚的几率相对较大，跨地域不同个

体之间也可以很高的置信度相聚。空间距离和聚
类结果没有明显的相关性，地理距离远的群体间遗

传距离不一定大，而地理距离较近种群间和同一种

群内也有可能存在较大的遗传距离，总之，亚洲小

车蝗不同地理种群呈现出一种平行式的分布关系。
亚洲小车蝗不同地理种群个体与 2 个外群种的遗
传差异较大。

图 2 亚洲小车蝗及外群种 ND1 部分序列 UPGMA 和 NJ 分子系统树
Fig． 2 UPGMA and NJ tree of mitochondrial ND1 gene of Oedaleus asiaticu and two outgroup species

3 讨论

本实验以采集的亚洲小车蝗冷冻标本为材

料，对 7 个地理种群亚洲小车蝗、1 个近缘种及 2
个外群种 mtDNA ND1 基因 347 bp 的序列进行测
定。前人研究表明，许多生物类群包括昆虫在内
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的细胞核基因组中有线粒体假基因的存在( Zhang
and Hewitt，1996 ; Michael et al．，2000 ) 。作者的扩
增结果显示，PCR 扩增总是得到 378 bp ( 包括引
物长度) 的条带，谱带清晰、稳定、无杂带，而且经
序列核对及氨基酸转换，没有缺失、插入或终止密
码子出现。因此，作者所得到的序列是 NADH 脱
氢酶复合体亚基 ND1 基因的部分序列。测序得到
7 个地理种群亚洲小车蝗 28 个个体、1 个近缘种
及 2 个外群种的共 31 个个体的序列，每条序列
347 个碱基。分析结果表明，该标记片段在种内较
为保守，种内平均遗传距离在 0 ～ 0. 018 之间，核
苷酸突变均为同义突变，多发生于密码子的第 3
位，转换数明显高于颠换数，这与其它昆虫类群研

究的结果基本相同 ( 陈永久等，1999 ; 罗晨等，
2002 ) 。本实验扩增目的片段的 A + T 含较高
( 76. 6% ) ，昆虫的线粒体 DNA 具有较高的 A + T
含量，其与进化间的关系已被很多人研究过

( Crozier and Crozier，1992 ; Hugall，1997 ) ，但并没有
得到一致的结论。各种群多态位点比例在 0. 42%
～ 1. 68% 之间; 单倍型多样性指数在 0. 116 ～
0. 312 之间; 核苷酸多样性指数在 0. 001 ～ 0. 004
之间。分化系数( Fst ) 为 0. 0128 ～ 0. 1573，分化均
达到显著水平( P ＜ 0. 01 ) ，基因流 Nm 也均大于 1 ;
AMOVA 进一步分析显示种群间的差异有 72. 36%
存在于群体内部，27. 64% 存在于群体之间，结果
得出种群内的个体差异较小。这种结果也可能是
由于实验所测个体较少的原因，今后应增加种群

内个体数量深入研究。从聚类结果也可看出，空
间距离和遗传距离没有明显的相关性，地理距离

远的群体间遗传距离不一定大，而地理距离较近

种群间和同一种群内也有可能存在较大的遗传距

离，这与前人的研究结果一致( 任竹梅等，2002a，
2002b) 。
本实验结果表明，内蒙古地区 7 个不同地理

区域的亚洲小车蝗并没有受到地理环境的影响，

遗传距离与地理距离没有显著相关性，不同的群

体之间的遗传差异不大。这可能是由以下几个因
素造成的: 第一，NADH 脱氢酶复合体亚基 ND1 基
因由于在遗传上相对较为保守，进化较慢，在不同

地理区域的亚洲小车蝗间没有达到足够的变异，

需选择进化速率更快的线粒体基因来研究各种群

的演化; 第二，蝗科的进化呈现出一种简单的爆炸

式的辐射状态( Flook et al．，1995 ) ，各种群间存在

着广泛的基因交流和融合，亚洲小车蝗飞翔能力

较强，有报道表明该种蝗虫一晚上可以迁飞 350
km( Cheke，1990 ) ; 第三，亚洲小车蝗作为一种分
布比较局限的物种，其遗传结构及其差异的分布

具有一定的独特性。内蒙古地区 7 个不同地理种
群的亚洲小车蝗的遗传分化程度不高，地理隔离

可能并不是形成这种分布格局的 1 个主导因素，2
个相距较远的地理种群可能来自于 1 个大的种
群。主动扩散和人为、自然( 风力和水流等) 因素
是亚洲小车蝗扩散出其生态环境的主要原因，由

于有限的数据很难估计其起源种群以及确定外来

种群的扩散途径和扩散方式，所以在将来的研究

中有必要分析更多的种群来说明这个问题。
本研究只选择的内蒙古地区的亚洲小车蝗 7

个种群，今后还应增加国内其他地区的种群数量

及利用其他线粒体基因序列进行深入探讨。
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