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四川省二化螟不同地理种群遗传 

多态性的差异分析* 
于文娟 1**  陈  丹 1  罗  涵 1  姬红丽 1  彭云良 1, 2*** 

（1. 四川省农业科学院植物保护研究所，农业部西南作物有害生物综合治理重点实验室，成都 610066； 

2. 中国水稻研究所，水稻生物学国家重点实验室，杭州 311401） 

摘  要  【目的】 为了解四川省二化螟 Chilo suppressalis (Walker) 不同地理种群的遗传结构，分析各个

种群间的亲缘关系，为区域治理对策提供新的依据。【方法】 通过测定四川省 17 个市县二化螟样本的线

粒体 COⅡ基因和核糖体 ITS 基因，利用 MEGA 软件分析二化螟不同地理种群的基因遗传多样性，以获取

样本群体遗传多样性信息。【结果】 对 114 条幼虫线粒体 COⅡ基因序列分析发现，在 500 bp 的区段中共

有 147 个位点存在多态性，包含 33 个单倍型；川东地区和川西地区二化螟种群的单倍型多样度分别为 0.703 83

和 0.802 26；系统发育树显示，除眉山-1-1 种群之外，其他二化螟地理种群聚合为一个大分支。而对同批

二化螟核糖体 ITS 基因序列分析结果表明，在 533 bp 的区段中存在 299 个位点多态性，有 92 个单倍型；

川东地区和川西地区二化螟种群的单倍型多样度分别为 0.967 48 和 0.975 71；在系统发育树中，犍为种群

聚合为一支，其余种群聚合为一支。【结论】 川西地区二化螟线粒体 COⅡ基因和核糖体 ITS 基因多态性

比川东地区样本丰富。地理种群之间的遗传分化与分布之间的相关性不大，这可能与种群本身差异相差不

大相关。 

关键词  二化螟；遗传多样性；COⅡ；ITS；地理种群 

Genetic diversity of geographical populations of  
Chilo suppressalis (Walker) in Sichuan province 

YU Wen-Juan1**  CHEN Dan1  LUO Han1  JI Hong-Li1  PENG Yun-Liang1, 2*** 

(1. Institute of Plant Protection, Sichuan Academy of Agricultural Sciences, MOA Key Laboratory of Integrated  

Management of Pests on Crops in Southwest China, Chengdu 610066, China; 2. China National Rice Research  

Institute, National Key Laboratory of Rice Biology, Hangzhou 311401, China) 

Abstract  [Objectives]  To investigate genetic diversity among geographic populations of Chilo suppressalis in Sichuan 

province and thereby provide information to improve the regional management of this pest. [Methods]  The mitochondrial 

DNA (mtDNA) cytochrome oxidase subunit Ⅱ (COⅡ) and internal transcribed spacers (ITS) located in ribosomal DNA 

(rDNA) of 17 geographical Sichuan populations of C. suppressalis were sequenced and compared with MEGA. [Results]  A 

500 bp segment of the COⅡ gene among 114 mature larvae was sequenced and analyzed, and 147 variable sites and 33 

haplotypes identified. The haplotype diversity of different populations ranged from 0.703 83 in eastern Sichuan to 0.802 26 in 

western Sichuan. Phylogenetic trees showed that all geographic populations except Meishan-1-1grouped in a single great clade. 

Sequencing of a 533 bp ITS segment identified 299 variable sites and 92 haplotypes. Haplotype diversity among the different 

populations ranged from 0.967 48 in eastern Sichuan to 0.975 71 in western Sichuan. Phylogenetic trees indicate that the 
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Qianwei population groups in a single clade whereas all other geographic populations are in another clade. [Conclusion]  

Both COⅡ and ITS haplotype diversity indicate that C. suppressalis are more diverse in western Sichuan than other parts of 

the province. There is little correlation between genetic diversity and geographic distribution, which may reflect the fact that 

there was originally low divergence among populations. 

Key words  Chilo suppressalis (Walker); genetic diversity; cytochrome C oxidase subunit Ⅱ; internal transcribed spacer; 

geographical population 

二化螟 Chilo suppressalis (Walker)属于鳞翅

目 Lepidoptera，螟蛾科 Pyralidae，禾草螟属

Chilo，是我国水稻生产上主要的钻蛀性害虫之

一。由于二化螟食性杂、寄主众多、分布广泛，

其危害主要表现为发生世代多、虫口密度大、受

害范围广、持续时间长、受害程度重、经济损失

大等特点（盛承发等，2003；Tang et al.，2014）。

二化螟在四川地区分布广泛且种群数量占绝对

优势，严重影响水稻的产量和质量（陈晓娟等，

2010）。为了了解四川地区二化螟地理种群的遗

传多样性，有必要分析四川地区二化螟不同地理

种群的遗传结构及分化，明确各个种群间的亲缘

关系，探讨其内在的遗传因素、分化成因及预防

机制。 

研究二化螟地理种群遗传多样性，并探讨它

们的遗传变异大小和亲缘关系，有利于了解二化

螟不同地理种群的遗传分化趋势及分化特点；探

讨二化螟种群分化成因及过程，预测二化螟发生

发展动态，推断二化螟迁移扩散路径，为二化螟

发生区域综合治理提供理论依据。阮雪莲（2006）

通过RAPD技术对5个不同地理种群和不同寄主

种群的二化螟类群三类酶进行分析，发现二化螟

不同地理差异产生的遗传分化程度高于不同寄

主产生的遗传分化。多项研究表明，种群遗传分

化和地理位置有着密切的关系，我国二化螟南北

地理种群间的差异就比较大（薛进等，2007；杨

凤霞等，2010；李晴等，2014）。Meng 等（2008）

把中国二化螟分为 3 个分支，并提出 3 个地区之

间的遗传分化可能是迁徙-漂变平衡的结果。 

本研究运用核糖体 COⅡ基因和线粒体 ITS

基因两种分子标记，通过 PCR 扩增获得四川省

17 个地区二化螟种群的核糖体和线粒体基因片

段序列，并进行二化螟种群的遗传多样性分析。

试图探明四川省二化螟不同地理种群的遗传组

成特点及遗传变异大小和亲缘关系。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

试验于 2017 年 5-6 月，分别在四川省各地

区采集水稻植株中的二化螟高龄幼虫，采集地遍

及川东（射洪、南部、顾县、渠县、威远、安岳、

泸县）和川西（新津、眉山、雅安、邛崃、乐山、

犍为、江油）共 2 个片区 17 个市县水稻田（表

1）。将采集到二化螟浸泡于 75%的酒精中，以备

用。以杭州富阳二化螟基因为外地对照种群。玉

米螟 Pyrausta nubilalis (Hübern) 为外源对照基

因，由四川省农业科学院植物保护研究所玉米课

题组提供。 

1.2  试验方法 

1.2.1  DNA 的提取  对采集到的四川省 17个地

区的二化螟高龄幼虫进行单头 DNA 提取，每个

地理种群随机抽取 6 头样本，每头二化螟基因组

DNA 的提取参照动物基因组 DNA 提取试剂盒

TreliefTMAnimal Genomic DNA Kit 操作说明进

行。提取的基因组 DNA 的浓度和质量（A260/A280）

分别采用琼脂糖凝胶电泳与分光光度计检测后，

﹣20 ℃冰箱内保存备用。 

1.2.2  PCR 扩增  二化螟线粒体 DNA COⅡ基

因片段 PCR 扩增引物参照 Simon 等（1994）的

通用引物：上游引物 mt-COⅡ-F:5-ACGGCC- 

TCTCCTTTAATAGAACA-3，下游引物 mt-COⅡ-R: 

5-CCACAAATTTCTGAACATTGACC-3。PCR

扩增体系为30 μL：2 × Taq PCR MasterMix 15 μL，

每个地理种群单头二化螟基因组 DNA 模版 2 μL

（同一地理种群的 6 头二化螟样本同一批次进

行 PCR 扩增），上下游引物（10 mmolL–1）各 1 μL， 
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表 1   四川省不同地理区域二化螟采集分布地 

Table 1  Distribution of different geographic populations of Chilo suppressalis  
collected across the major distributing regions in Sichuan province 

采集地点 
Sampling site 

种群名称
Population name

经度 
Longitude 

纬度 
Latitude 

海拔（m） 
Altitude 

川东地区 Eastern of Sichuan province 

达州市渠县 Qu country, Dazhou city Quxian 1070258 304550 580 

广安市岳池县 Yuechi country, Guang’an city Guxin 1062809 304550 390 

遂宁市射洪县 Shehong country, Suining city Shehong 1052538 304550 320 

南充市南部县 Nanbu country, Nanchong city Nanbu 1055745 304550 360 

内江市威远县 Weiyuan country, Neijiang city Weiyuan 1043912 304550 310 

资阳市安岳县 Anyue country, Ziyang city Anyue 1052135 304550 280 

泸州市泸县 Lu country, Luzhou city Luxian 1052135 304550 580 

川西地区 Western of Sichuan province 

邛崃市临邛镇 Linqiong country, Qionglai city Qionglai-1 1033054 302423 510 

邛崃市牟礼镇 Muli country, Qionglai city Qionglai-2 1034011 301222 560 

乐山市车子镇 Chezi country, Leshan city Leshan 1034511 293190 340 

乐山市犍为县 Qianwei country Leshan city Qianwei 1035659 291055 320 

雅安市雨城区 Yucheng district, Ya’an city Yaan-2 1030743 295916 560 

雅安市名山区 Mingshan district, Ya’an city Yaan-1 1031227 300708 570 

眉山市东坡区 Dongpo district, Meishan city Meishan-1 1034345 300943 570 

眉山市彭山区 Pengshan district, Meishan city Meishan-2 1035211 301857 510 

江油市武都镇 Wudu country, Jiangyou city Jiangyou 1044809 315220 569 

新津市花源镇 Huayuan country, Xinjin city Xinjin 1035253 302915 580 

其它地区及品种 The other geographical population and variety 

浙江市富阳市 Fuyang city, Zhejiang province Hangzhou 1195555 304450 12 

玉米螟 Pyrausta nubilalis (Hubern) Yumiming 1044809 315220 569 

 
ddH2O 11 μL。扩增反应程序为：94 ℃预变性

3 min；94 ℃变性 1 min，55 ℃退火 90 s，72 ℃

延伸 2 min，共 35 个循环；72 ℃延伸 10 min。

取 5 μL PCR 产物于 1%的琼脂糖凝胶进行电泳

检测，确定扩增成功的 PCR 产物送擎科生物技

术有限公司进行测序。 

核糖体 ITS 引物参照杨凤霞等（2010）的引

物序列，上游引物 r-COⅡ-F: 5-TCGACATT-

TCGAACGCACATTCCGG-3，下游引物 r-COⅡ-R: 

5-TGAAA AGACGCGATATCCGTCAGC-3。PCR

扩增体系为30 μL：2 × Taq PCR MasterMix 15 μL，

每个地理种群单头二化螟基因组 DNA 模版 2 μL

（同一地理种群的 6 头二化螟样本同一批次进

行PCR扩增），上下游引物（10 mmolL－1）各 1 μL，

ddH2O 11 μL。扩增反应程序为：94 ℃预变性 3 min；

94 ℃变性 1 min，60 ℃退火 90 s，72 ℃延伸

2 min，共 35 个循环；72 ℃延伸 10 min。取 5 μL 

PCR 产物于 1%的琼脂糖凝胶进行电泳检测，确

定扩增成功的 PCR 产物送擎科生物技术有限公

司进行测序。 
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1.3  数据分析 

获得测序结果以后，用 DNASTAR 软件包中

的 SeqMan 软件对 PCR 产物双向测序结果进行

拼接、整理、校对、去除引物和低质量序列后，

得到各地理种群二化螟基因的 DNA 全长序列；

使用 ClustalX2 进行多序列比对，确定存在多态

的位点（Larkin et al.，2007）；再利用 MEGA 软

件分别将各地区测序得到的线粒体 COⅡ序列和

核糖体 ITS 序列进行基因多态性统计，主要包括

单倍型数量、分离位点数量、基因单倍型多样度、

基因核苷酸多态性及 NJ 聚类分析，获得核酸序

列聚类图。 

2  结果与分析 

2.1  四川地区不同地理种群二化螟线粒体 mt 

COⅡ基因序列的差异及系统发育分析 

对采集到的四川不同地区 17 个二化螟种群

样本、浙江富阳二化螟样本及外源对照样本玉米

螟种群进行线粒体 mt COⅡ序列测定，共得到

114 个测序结果。测序结果分析发现，在四川地

区二化螟线粒体mt COⅡ基因扩增总长度为 500 bp

的片段中共发现 147 个多态位点。进行单倍型分 

析发现，共确定 33 个单倍型：mt CO  01Ⅱ - mt  

CO  33Ⅱ ，其中，mt CO  07Ⅱ 为优势单倍型（49

条基因序列），ITS 08（11 条基因序列）次之（图

1）。其中川东地区样本的 mt COⅡ测序基因数量

42 条，单倍型数量为 11，分离位点数量为 78，

单倍型多样度（Hd）为 0.703 83，核苷酸多态性

（pi）为 0.011 03。川西地区样本的 mt COⅡ测

序基因数量 60 条，单倍型数量为 22，分离位点

数量为 127，单倍型多样度（Hd）为 0.802 26，

核苷酸多态性（pi）为 0.049 43。外省样本浙江

杭州富阳地区样本的 mt COⅡ测序基因数量 6

条，单倍型数量为 5，分离位点数量为 7，单倍

型多样度（Hd）为 0.933 33，核苷酸多态性（pi）

为 0.005 96（表 2）。单倍型多样性，核苷酸多态

性与单倍型分析结果都表明，川西地区的二化螟

线粒体 mt COⅡ基因存在更丰富的多态。 

引入玉米螟线粒体 mt COⅡ基因序列作为

外源对照，采用 MEGA 软件构建了四川省不同

地理种群二化螟线粒体 mt COⅡ基因的系统发

育树，并用 Bootstrap 方法进行校验。结果显示，

不同地理种群的二化螟聚为一个大的分支，与外

源对照群体玉米螟分开。其中眉山东城（1 条序

列）聚为一支；犍为（6 条序列），新津（2 条序

列），眉山彭山（2 条序列）和泸县（1 条序列）

种群聚为一支；其余种群聚为一支（图 2）。说

明各地理种群之间没有明显的遗传分化。 

 

 
 

图 1  四川地区二化螟线粒体 mt COⅡ单倍型种类及分布 

Fig. 1  Types and distribution of mitochondria mt CO  haplotype of Ⅱ Chilo suppressalis in Sichuan province 
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表 2  四川地区二化螟种群的遗传多样性统计-线粒体 COⅡ 

Table 2  Genetics diversity statistics of population of Chilo suppressalis- mitochondria mt CO in Sichuan provinceⅡ  

线粒体 COⅡ基因 mt CO  geneⅡ

采集地区 
Sampling locality 

mt COⅡ测序

数量 Number
of mt CO  Ⅱ
sequencing 

单倍型数量
Number of 
haplotype

分离位点数

量 Number 
of segregating 

sites 

单倍体多样 

度（Hd）
Haplotype 
diversity 

核苷酸多 

态性（pi） 
Nucleotide 
diversity 

川东地区 The eastern of Sichuan province 42 11 78 0.703 83 0.011 03 

川西地区 The western of Sichuan province 60 22 127 0.802 26 0.049 49 

浙江富阳市 Fuyang city, Zhejiang province 6 5 7 0.933 33 0.005 96 

玉米螟 Pyrausta nubilalis 6 2 1 0.333 33 0.000 68 

 

 
 

图 2  基于线粒体 mt COⅡ基因序列构建的四川省二化螟不同地理种群的分子系统发育树 

Fig. 2  Molecular phylogenetic tree of Chilo suppressalis of different geographical populations 
in Sichuan province based on mitochondria mt CO  seⅡ quences 



1 期 于文娟等: 四川省二化螟不同地理种群遗传多态性的差异分析 ·129· 

 
 

2.2  四川地区不同地理种群二化螟核糖体 ITS

基因序列的差异及系统发育分析 

对采集到的四川不同地区 17 个二化螟种群

样本、浙江富阳二化螟样本及外源对照样本玉米

螟种群进行核糖体 ITS 序列测定，共得到 114 个

测序结果。测序结果分析发现，在四川地区二化

螟核糖体 ITS 基因扩增总长度为 533 bp 的片段

中共发现 299 个多态位点。进行单倍型分析发

现，共确定 92 个单倍型，其中，ITS 20 为优势

单倍型（18 条基因序列），ITS 17（6 条基因序

列）次之，其余单倍型均只有一个基因序列。其

中川东地区样本的 ITS 测序基因数量 42 条，单

倍型数量为 35，分离位点数量为 230，单倍型多

样度（Hd）为 0.967 48，核苷酸多态性（pi）为

0.164 06。川西地区样本的 ITS 测序基因数量 60

条，单倍型数量为 48，分离位点数量为 263，单

倍型多样度（Hd）为 0.975 71，核苷酸多态性（pi）

为 0.179 95。外省样本浙江杭州富阳地区样本的

ITS 测序基因数量 6 条，单倍型数量为 5，分离

位点数量为 68，单倍型多样度（Hd）为 0.933 33，

核苷酸多态性（pi）为 0.075 43（表 3）。单倍型

多样性，核苷酸多态性与单倍型分析结果都表

明，川西地区的二化螟核糖体 ITS 基因存在更丰

富的多态。 

引入玉米螟核糖体 ITS 基因序列作为外源

对照，采用 MEGA 软件构建了四川省不同地理

种群二化螟核糖体 ITS 基因的系统发育树，并用

Bootstrap 方法进行校验。结果显示，不同地理种

群的二化螟聚为一个大的分支，与外源对照群体

玉米螟分开。其中犍为（6 条序列）种群聚为一

支；其余种群聚为一支（图 3）。说明犍为种群

与其他种群相距最远，单独组成一支，其他地理

种群之间没有明显的遗传分化。 

3  讨论 

在昆虫系统进化研究中的应用最为广泛的

线粒体细胞色素氧化酶亚基Ⅱ基因（Cytochrome 

coxidase subuniti Ⅱ，COⅡ）（Brower et al.，

1996），与其他线粒体蛋白质编码基因相比，

COⅡ基因具有进化速率较快，序列保守等特点；

在昆虫分子系统中常被用来重建各个类群的系

统发育关系，研究亲缘关系较近的种、亚种及地

理种群间的系统发育关系（Liu and Beckenbach，

1992；Cerbab et al.，1998；王备新和杨莲芳，2002；

卜云和郑哲民，2005）。而核糖体 ITS 序列常被

应用于研究复合重、近缘种或种下分类阶元的系

统发育（Paskewitz et al.，1993；Fritz et al.，1994）。

本研究选取线粒体 COⅡ和核糖体 ITS 的基因序

列作为研究对象，分析四川省不同地理种群二化

螟的遗传特性。 

本研究对四川地区 17 个不同地理种群二化

螟线粒体 COⅡ和核糖体 ITS 基因测序分析分别

得到 147 和 299 个多态性位点，因此这两个基因

适合进行二化螟种群多样性分析。基于线粒体

COⅡ和核糖体 ITS 基因的序列分析，初步探讨

四川省二化螟 17 个地理种群的遗传关系。2 种

方法得出的结果略有差异，说明四川地区这 17

个二化螟地理种群间存在一定程度的遗传分化， 

 
表 3  四川地区二化螟种群的遗传多样性统计-核糖体 ITS 

Table 3  Genetics diversity statistics of population of Chilo suppressalis-ribosome ITS in Sichuan province 

核糖体 ITS 基因 ITS gene

采集地区 
Sampling locality 

ITS 测序数量
Number of ITS 

sequencing 

单倍型数量
Number of 
haplotype

分离位点数量
Number of 
segregating 

sites 

单倍体多样度

（Hd）
Haplotype 
diversity 

核苷酸多态

性（pi）
Nucleotide 
diversity

川东地区 The eastern of Sichuan province 42 35 230 0.967 48 0.164 06

川西地区 The western of Sichuan province 60 48 263 0.975 71 0.179 95

浙江富阳地区 Fuyang Zhejiang province 6 5 68 0.933 33 0.075 43

玉米螟 Pyrausta nubilalis 6 6 45 1.000 00 0.060 38
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图 3  基于核糖体 ITS 基因序列构建的四川省二化螟不同地理种群的分子系统发育树 

Fig. 3  Molecular phylogenetic tree of Chilo suppressalis of different geographical  
populations in Sichuan province based on ribosome ITS sequences 

 
有些种群已产生较大的分化，如犍为地理种群。

在线粒体 COⅡ系统发育树中可以看出，犍为地

理种群的全部基因序列与其他种群的个别几个

序列聚合为一个分支。在核糖体 ITS 系统发育树

中，犍为地理种群的全部基因序列单独聚合为一

个分支。这可能是 COⅡ和 ITS 的进化速率不同

造成的，COⅡ基因具有母系遗传特性，基因重

组率低，很少存在插入和缺失，有相对较快的进

化速率（Hebert et al.，2003；Dickey et al.，2015；

Tyagi et al.，2017）。其它地理种群之间的遗传分

化与分布之间的相关性不大，这可能是由于它们 

在世代发生代数等方面相似而导致的种群本身

差异相差不大。 

4  小结 

要深入了解四川省不同地理种群二化螟之

间的内在联系及遗传特性需要在今后的试验中

增加四川省地理种群的采集点及地理种群的数

量，尤其是加大对四川北部和西北部的二化螟种

群采集，这将为更好的阐明四川地区二化螟种群

之间的亲缘关系和长期的地理隔离之间的关系

提供依据。 
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