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谷蠹线粒体 COⅠ基因序列及种群 
遗传变异分析* 

宋旭红 1, 2**  王平坪 1, 3  张宏宇 1*** 
（1. 华中农业大学植物科学技术学院，武汉 430070； 

2. 重庆市中药研究院，重庆 400065；3. 武汉工业学院，430023） 

摘  要  【目的】 对谷蠹的不同种群的线粒体 COⅠ基因扩增片段进行比较，对谷蠹种群遗传结构进行

深入分析。【方法】 对 15个谷蠹种群的 100个个体进行细胞色素氧化酶Ⅰ（COⅠ）基因部分序列进行分

析。【结果】 得到 691 bp长度的片段，3个位点的密码子中，A+T的含量平均值为 63.2%，在 3个密码子

中的含量分别是 85.2%，53.3%和 57.0%。这种 A+T含量的偏向在第 1位点较第 2和第 3位点强。序列中

A，T，C，G的含量分别为 33.2%，32%，18.7%，16.2%。691 bp长度的碱基中，共发现 26个多态位点，

定义了 25种单倍型，其中种群间共享单倍型有 7个。【结论】 15个谷蠹种群之间存在一定的基因流（Nm = 

1.35），使用 AMOVA分析种群的遗传结构表明，谷蠹种群的变异主要发生在种群内部的个体间。 

关键词  谷蠹种群，线粒体 DNA，细胞色素氧化酶Ⅰ基因，遗传分化 

Analysis of mitochondrial cytochrome oxidase Ⅰgene and genetic 
variation of Rhyzopertha dominica population 

SONG Xu-Hong1, 2**  WANG Ping-Ping1, 3  ZHANG Hong-Yu1*** 

(1. College of Plant Science and Technology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China; 2. Chongqing Academy of 

Chinese Material Medica, Chongqing 400065, China; 3. Wuhuan Polytechnic University, Wuhan 430023, China) 

Abstract  [Objectives]  To depth understanding the genetic structure by comparing the mtDNA-COⅠ gene fragment of 

different populations of Rhizopertha dominica (Fabricius). [Methods]  The mtCOⅠ gene partial sequences (691 bp) of 100 

individual from 15 R. dominica populations were amplified and sequenced. [Results]  The molecular evolution characteristic 

of COⅠgene in different individuals was discussed. The results indicate that average A + T content of COⅠgene in R. 

dominica is 63.2%, which shows strong A + T bias. The A+ T content was 85.2%, 53.3% and 57.0% respectively in the three 

points. A + T content of this bias showed stronger in the first than that of the second and third points. A, T, C, G content of 

33.2%, 32%, 18.7% and 16.2%, respectively. Twenty-six nucleotide sites were substituted and twenty-five heliotypes were 

identified in all sequences with seven shared. [Conclusion]  The Nm value was 1.35 showed that there was certain gene flow 

among R. dominica population. AMOVA analysis of genetic structure indicated that the genetic variation of R. dominica 

mainly occurred among individuals. 

Key words  Rhyzopertha dominica population, mtDNA, cytochrome oxidase Ⅰ, genetic differentiation 

谷 蠹 Rhyzopertha dominica（ Fabricius）

（Coleoptera：Bostrichidae）是一种分布于全世

界的重要的仓储害虫（Crombie，1941）。其幼虫

和成虫均可以危害谷物，如稻谷（Jilani et al.，

1989；Arthur et al.，2007），玉米（Demianyk and 

Sinha，1987；Jood et al.，1993），小麦（Pedersen，

1992；Toews et al.，2000；Bashir，2002）和高

粱（Park et al.，2008）。谷蠹已经被发现对化学
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合成杀虫剂（Arthur，1996）和熏蒸剂（Champ and 

Dyte，1977；Chaudhry，1997；Song et al.，2011）

产生了抗性。Mau（2007）和 Schlipalius等（2008）

认为基因变化或许是昆虫产生抗性的一个重要

原因。Kazachkova 等（2007）研究表明，昆虫

在种群内对杀虫剂抗性的升高或者是扩大或许

跟选择性压力、遗传变异、基因流、种群大小和

环境状况有关。因此，深入了解谷蠹种群的遗传

状况有利于对其进行抗性治理和种群控制。 

在昆虫研究中，细胞色素氧化酶Ⅰ（COⅠ）

基因常用来进行种群及种下阶元的地理构造及

遗传变异分析，对昆虫的起源假说进行验证

（Scataglini et al.，2006）。还可根据种群内与种

群间的遗传变异对种群之间的遗传分化做出进

一步的解释（施伟和叶辉，2007）。一些学者把

COⅠ基因与昆虫的植食性特点相结合，从而推

测出昆虫与植物协同进化的关系（郑福山等，

2007）。COⅠ基因还被广泛的应用于烟粉虱等昆

虫的系统发育研究中（Legg et al.，2002；罗晨

等，2002；Dinsdale et al.，2010；冷海楠等，2010），

并被认为是能够反应烟粉虱种下变异的最为有

效的方法（褚栋等，2005）。 

借助 COⅠ亚基，对谷蠹的不同种群的线粒

体 DNA-COⅠ基因扩增片段进行比较，明确比对

序列之间的差异性，同源性及序列的变异类型，

对谷蠹种群遗传结构进行深入分析，为谷蠹种群

的综合治理提供分子遗传学的依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫  

本研究主要涉及 15 个谷蠹自然种群，采集

于全国 10 个省和 1 个直辖市，详细见表 1。共

计 100个个体进行单头提取DNA，进行PCR扩增。 

所有种群均采用五点取样法取样，采集后的

试虫浸泡在 95%的酒精溶液中，供后续提取基因

组 DNA。 

1.2  方法 

1.2.1  总 DNA 提取  DNA采取单头试虫提取，

使用天根 DNA提取试剂盒（天根生化科技有限

公司，北京）进行提取，加入 TE ﹣后， 20℃冰

箱保存待用。 

1.2.2  PCR 扩增 COⅠ基因片段  扩增 COⅠ

基因片段采用的引物为 S1718（5- GGA GGA 

TTT GGA AAT TGA TTA GTT CC-3）和 A2442

（5- GCT AAT CAT CTA AAA ATT TTA ATT 

CCT GTT GG-3）（Normark，1998）。PCR扩增

反应体系为 25 μL，其中 10×PCR buffer 2.5 μL，     

25 mmol/L Mg2+1.5 μL，10 mmol/L dNTPs 0.5 μL，

10 μmol/L 上下引物各 0.5 μL，5 U/μL Taq 酶 

0.25 μL，DNA模板 1 μL，加去离子水至 25 μL。

扩增反应体系于 94℃预变性 5 min后，进行 39

个如下循环：94℃变性 30 s；57℃退火 30 s；    

72℃延伸 60 s。循环结束后 72℃延伸 10 min，

12℃保存。反应产物置于 4℃冰箱保存。 

1.2.3  PCR 扩增产物的检测和测序  PCR 产物

以 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测，采用回收试剂盒

进行目的片段的回收，使用 PEASY-T1载体进行

连接、转化。序列测定由上海生物工程有限公司

完成。 

1.3  mtDNA-COⅠ测序分析 

使用 MEGA4.0对序列组成进行统计，包括

保守位点（C）、变异位点（V）、简约信息位点

（Pi）、自裔位点（S），碱基组成、碱基频率，

氨基酸组成、密码子使用，不同地理种群间的

K2P（Kimura 2-paramter）遗传距离也由该软件

计算。采用 AMOVA（Excoffer et al.，1992）进

行种群的遗传结构分析。 

2  结果与分析 

2.1  mtDNA-COⅠ基因序列组成及变异结果分析 

把有产物的克隆子单向测序，得到 749 bp

的序列。BLAST 搜索后确定为长蠹科 COⅠ序

列，调整序列的方向为长蠹科 COⅠ基因方向一

致，删除两端引物序列，选取 691 bp 长度进行

分析。 

将对比结果导入 MEGA4.0，并将全数据分

为全数据组、密码子第 1位、第 2位和第 3位数
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据组。在 691 bp序列中，3个密码子的长度分别

为 231，230，230 bp。结果显示，在谷蠹的 100

个个体中，共有 26 个变异位点，简约信息位点

8个，单个位点 18个，保守位点 665个（表 2）。 

 
表 1  试虫种群分布地理位置，采集地点及种群简称 

Table 1  Sampling location, sites and population named for short 

种群 
Populations 

地理位置 
Location 

储藏物类型
Grain 

category 

仓库类型 
Storage facility 

收集时间 
Time 

ZC 诸城，山东  
Zhucheng, Shandong  

小麦 Wheat 小麦加工厂  
Wheat processing industry 

2007年 9月 September, 2007

XC 许昌，河南 Xuchang, Henan  小麦 Wheat 地方粮库 Local grain depot 2007年 8月 August, 2007 

HD 邯郸，河北 Handan, Hebei  小麦 Wheat 国家粮库  
National grain depot 

2008年 9月 September, 2008

XN 长沙，湖南 Changsha, Hunan  稻谷 Rice 稻米加工厂  
Rice processing industry 

2008年 8月 August, 2008 

ZG 合肥，安徽 Hefei, Anhui 稻谷 Rice 稻米加工厂  
Rice processing industry  

2008年 8月 August, 2008 

GA 高安，江西 Gaoan, Jiangxi  稻谷 Rice 地方粮库 Local grain depot 2008年 8月 August, 2008 

HP 武汉，湖北 Wuhan, Hubei  稻谷 Rice 国家粮库 National grain depot 2008年 7月 July, 2008 

AL 安陆，湖北 Anlu, Hubei 稻谷 Rice 国家粮库 National grain depot 2007年 9月 September, 2007

SY 沙洋，湖北 Shayang, Hubei  稻谷 Rice 国家粮库  
National grain depot 

2007年 5月 May, 2007 

XF 襄樊，湖北 Xiangfan, Hubei  稻谷 Rice 国家粮库  
National grain depot 

2007年 5月 May, 2007 

BN 巴南，重庆 Banan, Chongqing 稻谷 Rice 稻米加工厂  
Rice processing industry 

2007年 9月 September, 2007

BB 北碚，重庆 Beibei, Chongqing  稻谷 Rice 国家粮库  
National grain depot 

2007年 9月 September, 2007

LZ 泸州，四川 Luzhou, Sichuan 稻谷 Rice 国家粮库  
National grain depot 

2008年 10月 October, 2008

GY 贵阳，贵州 Guiyang, Guizhou  稻谷 Rice 国家粮库  
National grain depot 

2008年 8月 August, 2008 

YC 阳春，广东 Yangchun, Guangdong 稻谷 Rice 地方粮库 Local grain depot 2007年 5月 May, 2007 

JM 江门，广东 Jiangmen, Guangdong 稻谷 Rice 地方粮库 Local grain depot 2007年 8月 August, 2007 

 
表 2  谷蠹种群 COⅠ基因序列组成统计表 

Table 2  The content of COⅠgene sequences of 16 Rhyzopertha dominica populations 

碱基含量 Nucleotide content（%） 
 长度 Length（bp） C V Pi S 

T C A G A+T

全数据组 All COⅠsites 691 665 26 8 18 31.9 18.7 33.2 16.2 61.5%

第 1位点 1st site 231 225 6 2 4 33.0 10.9 52.1 3.8 85.1%

第 2位点 2nd site 230 217 13 4 9 22.0 18.7 31.3 27.8 53.3%

第 3位点 3rd site 230 223 7 2 5 40.0 26.5 16.1 17.0 56.1%

C：保守位点；V：变异位点；Pi：简约信息位点；S：单个位点。 

C: Conserved sites; V: Variable sites; Pi: Parsimony informative sites; S: Singleton sites. 
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在分析的 100 条序列中，共发现 26 个变异

位点，约占分析位点的 3.76%。序列无任何碱基

的缺失或者插入，序列中 A，T，C，G 的含量

分别为 33.2%，31.9%，18.7%，16.2%，A+T平

均含量为 65.1%。在 3个密码子中，第 1位密码

子 A+T含量最高，为 85.1%，第 2位密码子 A+T

含量最低，为 53.3%，这种 A+T 含量的偏向在

第 1位点较第 2和第 3位点强。 

使用MEGA4.0对谷蠹15个种群进行碱基替

换颠换统计分析，计算序列间的转换颠换比，结

果见表 3。转换主要在 A 和 G 中间，转换和颠

换的比值为 11.6。 
 

表 3  谷蠹不同地理种群的 COⅠ基因片段的碱基替换组成统计表 

Table 3  The nucleotides substitution of COⅠgene of Rhyzopertha dominica 

 ii si sv R TT CC AA AG GA GG 

平均 Average 689 2 0 11.6 220 129 228 1 1 111 

第 1位点 COⅠ 1st site 229 2 0 10.6 76 25 120 1 1 8 

第 2位点 COⅠ 2nd site 230 0 0 10.0 51 43 72 0 0 64 

第 3位点 COⅠ 3rd site 230 0 0 0 93 61 37 0 0 39 

ii：相同位点；si：转换数；sv：颠换数；R：转换/颠换。 

ii: Identical pairs; si: Transitional pairs; sv: Transversional; R: Ts/Tv. 
 

在密码子的使用频率中，AAU，AGC，AGG，

UAU，AUU，UUU的使用频率较高，分别是 19.8，

16.0，15.0，14.9，11.0，10.9。但是 CUA，GUU，

GUC，GCC，GCA，GCG，GAA，GAG，CGA，

CGG，GGC 没有出现。在氨基酸片段的分析数

据中，丝氨酸（Ser），天冬酰胺酸（Asn）和精

氨酸（Arg）的使用频率高，分别为：16.291，

12.594，10.784；谷氨酸（Glu）使用频率为 0，

说明 COⅠ基因在氨基酸的组成上具有一定的

偏向性。 

100 条序列定义了 25 个单倍型（宋旭红，

2011），其中共享单倍型为 H4，H5，H11，H19，

H23，H24，H25，其余单倍型为各个种群所特有。

各个试验种群含有的单倍型如下：ZC：H1，H2，

H3，H4；ZG：H24，H25；XC：H15，H16，

H19，H25；YC：H19，H23，H24，AL：H13，

H14， H23，H24；BB：H11，H24；BN：H7， 

H21，H24，H25；GA：H6，H9，H10，H11，

H25，H23，H24；GY：H11，H19，H23，H24；

JM：H17，H24，SY：H4，H5，H24；HD：H18，

H5，H11，H24，HP：H25，H23；XN：H20，

H19；LZ：H24，H25。 

2.2  遗传距离特征 

利用 MEGA 软件计算群体间及个体间的遗

传距离。MEGA 分析表明：个体之间的平均遗

传距离为（0.0035±0.0011）；XN种群内部个体

之间的遗传距离最大，为（0.0058±0.0022）；YC

种群内部个体之间的遗传距离最小，为（0.0019± 

0.0013）。 

从表 5可以看出，15 个种群间的 K2P 遗传

距离在 0.0016～0.0062之间。XC和 XN种群之

间的遗传距离较大，为 0.0062；GY和 YC之间

的遗传距离较小，为 0.0016。 

2.3  谷蠹种群的遗传多样性及基因流 

采用 AMOVA分析谷蠹种群的遗传多样性，

结果如表 4所示，整个谷蠹种群的 ΦST 为 0.156，

谷蠹种群之间的遗传变异极显著小于谷蠹种群

个体之间的遗传变异（P <0.0001）。谷蠹种群之

间的基因流为 1.35，说明整个谷蠹种群之间的基

因流不大，但是各个种群之间还存在一定的基因

交流。 

3  讨论 

基于 COⅠ序列数据的分析表明：谷蠹种群

的 A+T 含量具有明显的偏向性，这点符合昆虫

线粒体 DNA的特点（Liu and Beckenbach，1992；

Simon et al.，1994）。数据组的保守位点有 665 
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表 4  基于 Tamura-Nei 遗传距离计算出的谷蠹种群的遗传变异（P < 0.0001） 
Table 4  Analysis of variance between Rhyzopertha dominica populations calculated from Tamura-Nei genetic distance  

变异来源 
Source of variation 

自由度
d.f. 

平方和 
Sum of squares

方差组分
Variance 

components 

变异比率(%) 
Percentage of 
variation (%) 

分化 

指数 ΦST 
基因流

Nm 

种群间变异 Among population 14 15.098 3.654 15.555 

种群内变异 Within population 85 38.975 19.837 84.445 

总计 Total 99 54.073 23.491  

0.156 1.350 

 
表 5  15 个谷蠹地理种群之间的 K2P 遗传距离 

Table 5  Average K2P distance between 15 populations of Rhyzopertha dominica 

 ZG ZC YC HP XN XC SY LZ JM HD GY GA BN BB AL

ZG                

ZC 0.0034               

YC 0.003 0.0035              

HP 0.0033 0.0042 0.0031             

XN 0.0053 0.0058 0.0033 0.0053            

XC 0.0038 0.0057 0.004 0.0039 0.0062           

SY 0.0039 0.0039 0.004 0.0044 0.0061 0.0049          

LZ 0.0024 0.0029 0.0025 0.0028 0.0048 0.0033 0.0034         

JM 0.0032 0.0046 0.0033 0.0033 0.0056 0.0033 0.0044 0.0027        

HD 0.0034 0.0027 0.003 0.0038 0.0048 0.0053 0.0038 0.0029 0.0042       

GY 0.0028 0.0028 0.0016 0.003 0.0038 0.0042 0.0036 0.0023 0.0033 0.0025      

GA 0.0032 0.0028 0.0031 0.0036 0.0053 0.0047 0.004 0.0027 0.0036 0.003 0.0026     

BN 0.003 0.0035 0.0029 0.0034 0.0052 0.004 0.004 0.0025 0.0033 0.0034 0.0027 0.0033    

BB 0.0027 0.0019 0.0025 0.0034 0.0045 0.0047 0.0032 0.0023 0.0036 0.0019 0.0021 0.0024 0.0028   

AL 0.0034 0.0039 0.0022 0.0033 0.0045 0.0047 0.0044 0.0029 0.0036 0.0033 0.0022 0.0034 0.0033 0.0029  

表中地理种群的代码同表 1。 The codes of populations are the same as Table 1. 

 
个，变异位点有 26 个，变异率为 3.76%，这些

说明同一个种的 COⅠ基因相当保守。 

利用转换与颠换的比值，能够估算序列的饱

和度和进化速度（Brower and DeSalle，1998）。

在同物种的线粒体序列变异种，碱基的转换数往

往高于颠换数（Kocher et al.，1989）。在本试验

中，线粒体 COⅠ序列中的变异，转换值明显高

于颠换值，可能原因，一是基因的转换和颠换没

有达到饱和；二是线粒体 DNA在进化的过程中

提供了较多的碱基替换的位点，使碱基的转换明

显多于颠换。 

谷蠹种群个体之间的遗传距离从 0 到

0.0067，个体之间的平均遗传距离为（0.0035±

0.0011），这个遗传距离与以往文献中种下遗传

分化的遗传距离相似（Shoda et al.，2003；施伟

和叶辉，2007）。研究表明，谷蠹种群的单倍型

多为独享单倍型，其独享单倍型的数量占该种群

单倍型数量的 72%，仅检测到 7个单倍型同时由

两个及两个以上种群共享。另外，采用 AMOVA

对谷蠹种群的遗传变异分析表明，整个谷蠹种群

存在一定的基因交流，但是基因交流值比较低，

这些结果说明，本试验采集的 15 个谷蠹种群的
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之间的基因交流比较少，谷蠹的遗传变异主要发

生在各个种群的个体之间。 

Song 等（2011）的使用 AFLP 进行谷蠹分

子变异分析（AMOVA）结果表明，上述 15个谷

蠹种群的遗传结构存在显著性差异（P＜0.0005）。

在整个变异中，17.62%的变异发生在谷蠹种群

间，82.38%的变异发生在种群内部的个体之间。

这个结果说明谷蠹的遗传变异主要发生在种群

内部，而不是种群之间。两者研究结果一致。 

谷蠹属于仓储害虫，其活动场所具有一定的

密闭性，加上谷蠹自身活动能力的限制，使得谷

蠹自主运动的能力比较弱，这是造成谷蠹种群之

间基因交流不高的主要原因。另外，在中国，各

级粮库的主要功能就是储藏，各地粮库之间粮食

流通比较少，也可能是造成这一原因的主要因素。 
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