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DNA 条形码应用于甘肃省高山草原 

蝗虫物种的鉴定研究* 
郑成卓**  钱秀娟**  张 洁  刘恒亮  王兴铎  董子信  付连海  刘长仲*** 

（甘肃农业大学植物保护学院，甘肃省农作物病虫害生物防治工程实验室，兰州 730070） 

摘  要  【目的】 为准确鉴定甘肃省高山草原常见蝗虫。【方法】 本研究采用通用引物扩增得到来自 20

种蝗虫的 106 条长度为 657 bp 的线粒体 COⅠ序列，另从 GenBank 下载无齿稻蝗 Oxya adentata 2 条同源

序列作为外群。通过构建 ML 系统发育树、基于遗传距离分类的 ABGD 法和基于序列差异分类的 jMOTU

法对序列处理后同形态学鉴定结果比较。【结果】 ML 系统发育树显示短星翅蝗 Calliptamus abbreviatus、

黑腿星翅蝗 Calliptamus barbarus、李氏大足蝗 Gomphocerus licenti、大胫刺蝗 Compsorhipis davidiana 和大

垫尖翅蝗 Epacromius coerulipes 均存在 2 个分支，其余 15 种有各自独立的分支；jMOTU 结果显示鼓翅皱

膝蝗 Angaracris barabensis、科氏痂蝗 Bryodema kozlovi、黑翅痂蝗 Bryodema nigroptera、大胫刺蝗

Compsorhipis davidiana 为 1 组，肃南短鼻蝗 Filchnerella sunanensis 和祁连山短鼻蝗 Filchnereua 

qilianshanensis 为 1 组，不能互相区分，其余 14 种与形态分类一致；ABGD 将 108 个样本分为 28 组，鼓

翅皱膝蝗 Angaracris barabensis、科氏痂蝗 Bryodema kozlovi、黑翅痂蝗 Bryodema nigroptera、大胫刺蝗

Compsorhipis davidiana 为 1 组，再无其他不同种划分为 1 组，其他 16 种与形态分类一致。【结论】 DNA

条形码技术，可作为传统形态学分类鉴定的重要辅助手段，可以提高蝗总科，尤其是近缘种鉴定结果的可

靠性，但不能完全脱离传统形态学方法。 

关键词  DNA 条形码；高山草原；蝗虫；线粒体 COⅠ；物种界定 

 
DNA barcoding based identification of locust species in the alpine 

grasslands of Gansu province  
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WANG Xing-Duo  DONG Zi-Xin  FU Liang-Hai  LIU Chang-Zhong*** 

(College of Plant Protection of Gansu Agriculture University，Biocontrol Engineering Laboratory of Crop  

Diseases and Pests of Gansu Province, Lanzhou 730070, China) 

Abstract [Objectives]  To accurately identify insects of the superfamily Acridoidea in the alpine grasslands of Gansu 

province. [Methods]  Sequences of the mitochondrial COⅠ  gene with a length of 657 bp were obtained from 106 

individuals of 20 species from the superfamily Acridoidea, and two homologous sequences of Oxya adentata were downloaded 

from GenBank as outgroups. A Maximum Likelihood (ML) phylogenetic tree was constructed using the Automatic Barcode 

Gap Discovery (ABGD) threshold method based on genetic distance classification, and the Molecular Defined Operational 

Taxonomic Units (jMOTU) threshold method based on sequence difference classification. [Results]  The phylogenetic tree 

placed Calliptamus abbreviatus, Calliptamus barbarus, Gomphocerus licenti, Compsorhipis davidiana and Epacromius 

coerulipes on two branches, and the other 15 species on separate branches. The results of jMOTU place Anaracris barabensis, 

Bryodema kozlovi, Bryodema nigroptera, Compsorhipis davidiana in one MOTU, and Filchnerella sunanensis and 

Filchnereua qilianshanensis in another MOTU which cannot be distinguished from each other. Identification of the other 14 
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species were consistent with the traditional morphological classification. ABGD divided the 108 samples into 28 groups, placing 

Angaracris barabensis, Bryodema kozlovi, Bryodema nigroptera, and Compsorhipis davidiana in one group. Identification of the 

other 16 species was consistent with morphological classification. [Conclusion]  DNA barcoding technology is an important 

auxiliary method for classifying and identifying locust species, improving the identification of species in the superfamily 

Acridoidea, especially closely-related species that cannot be reliably distinguished using traditional morphological methods.  

Key words  DNA barcoding; alpine steppe; locust; species definition; mitochondrial COⅠ 

蝗总科（Acridoidea）是昆虫纲（Insect）直

翅目（Orthoptera）蝗亚目（Caelifera）中 为广

泛分布的类群，全世界约有 12 000 种，我国已

记载 1 200 余种（卢迎春, 2019）。2020 年以来，

因为气候变化异常，起源于非洲的沙漠蝗虫爆发

成灾，威胁到亚非大陆多个国家的生态安全（刘

海涛和徐艳玲，2021）。甘肃省草地蝗虫种类繁

多，草地类型多样，部分地区蝗灾危害严重（柳

小妮，2004）。蝗虫种类的准确鉴定，是其生物

学、生态学研究的基础，更是对蝗虫实施科学有

效的预测预报及防治的保障，因此蝗虫分类研究

一直是草原有害生物防控的研究热点。 

自林奈提出双名法近 200 多年时间，人类共

描述和鉴定超过了 170 万种生物，但这仅占到分

类学家预计物种数量的 15%左右，给如此众多的

物种进行分类和鉴定仍然是一项长期而艰巨的

任务（王荣亮等，2016）。21 世纪初，加拿大学

者 Hebert 等（2003）提出 DNA 条形码技术：将

一段标准 DNA 序列作为标记对物种进行快速有

效的鉴定，并且建议动物物种鉴定所用条码序列

为 线 粒 体 细 胞 色 素 C 氧 化 酶 亚 基 Ⅰ

（Mitochondrial cytochrome c oxidase subunitⅠ，

COⅠ）5′端的一段长度为 658 bp 的片段。经过

多年来的发展，这项技术在大部分生物鉴定中得

到应用（张蒙等，2019）。如姜帆等（2011）利

用 DNA 条形码成功鉴定出广西地区苦瓜中的

实蝇科（Bactrocera）幼虫；Woodcock 等（2013）

利用 DNA 条形码对加拿大 3 203 头鞘翅目

（Coleoptera）昆虫进行了多样性及生境的研究，

总共鉴定了  320 个分子操作类单元；王玉生

（2016）以线粒体 COⅠ基因和核糖体 28S rRNA

为靶标，研究探讨了双基因 DNA 条形码在粉蚧

科（Pseudococcidae）鉴定中的作用，评价了该

技 术 对 重 大 潜 在 入 侵 害 虫 大 洋 臀 纹 粉 蚧

Planococcus minor 的鉴定有效性；田小娟（2018）

对体型微小的捕食性蝽科（Hemiptera）昆虫进

行了鉴定；韩武（2020）对双翅目（Diptera）摇

蚊科（Chironomidae）昆虫进行了分子鉴定以及

系统发育分析迄今，已经有许多学者将 DNA 条

形码技术应用于直翅目昆虫的研究。例如，潘

程莹等（2006）将线粒体 COⅠ基因作为媒介对

7 种蝗虫进行分类，结果显示分子序列构成的系

统发育树划分结果和形态学鉴定结果基本一

致；汪晓阳等（2011）利用 18S rRNA 基因全序

列对 78 种直翅目昆虫进行扩增，并构建了各个

分类单元之间的系统发育关系；赵玲等（2015）

将 DNA 条形码技术用于形态学难以区分的蝗

蝻，利用样本序列构建系统发育树结果显示

DNA 条形码技术可以鉴定蝗蝻；卢慧（2018）

利用形态学与 COⅠ基因相结合的方法对云南

一种蛉蟋新种进行了描述，并确定了其分类地

位。而关于甘肃省高山草原蝗虫利用分子技术

进行物种鉴定的报道较少。因此，本研究基于

高山草原蝗虫的调查结果，结合形态分类和

DNA 条形码技术对其分布种类进行鉴定，通过

比对分析线粒体 COⅠ基因序列，并利用分子系

统树、遗传距离和序列差异分析甘肃省高山 

草原蝗虫系统发育关系，为蝗虫鉴定提供分子

数据。 

1  材料与方法 

1.1  供试虫源 

供试蝗虫样本于 2020-2021 年 8 至 10 月采

自甘肃省永昌县、山丹县、肃南县、天祝县和夏

河县（表 1），试验将样线法、样方法相结合采

集蝗虫，并将样本浸泡于无水乙醇备用，或取后

足置于–20 ℃冰箱保存备用。 
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表 1  供试蝗虫名录及采集信息 

Table 1  List of tested locusts and collection information 

科 
Family 

属 
Genus 

种 
Species 

样品数量
Sample size

采集地点 
Collection location 

经度（°）
Longitude 

纬度（°）
Latitude

斑翅蝗科
Oedipodidae 

皱膝蝗属 
Angaracris 

鼓翅皱膝蝗 
Angaracris barabensis 

4 肃南县 Sunan county 

夏河县 Xiahe county 

101.77 
102.50 

37.82 
35.05 

 
尖翅蝗属 
Epacromius 

大垫尖翅蝗 
Epacromius coerulipes 

6 山丹县 Shandan county 101.34 38.70 

 
异痂蝗属 
Bryodemella 

黄胫异痂蝗 
Bryodemella holdereri 
holdereri 

2 永昌县 Yongchang county 

山丹县 Shandan county 

101.85 
101.34 

38.22 
38.70 

 
胫刺蝗属 

Compsorhipis
大胫刺蝗 
Compsorhipis davidiana 

3 肃南县 Sunan county 

夏河县 Xiahe county 

101.77 
102.50 

37.82 
35.05 

 
痂蝗属 

Bryodema 

黑翅痂蝗 
Bryodema nigroptera 

6 天祝县 Tianzhu county 102.00 36.97 

  
科氏痂蝗 
Bryodema kozlovi 

8 肃南县 Sunan county 

永昌县 Yongchang county 

101.77 
101.85 

37.82 
38.22 

 
束颈蝗属 

Sphingonotus
盐池束颈蝗 
Sphingonotus yenchinensis

8 永昌县 Yongchang county 

山丹县 Shandan county 

101.85 
101.34 

38.22 
38.70 

 
小车蝗属 

Oedaleus 
亚洲小车蝗 
Oedaleus decorus asiaticus

8 永昌县 Yongchang county 

肃南县 Sunan county 

101.85 
101.77 

38.22 
37.82 

斑腿蝗科
Catantopidae 

星翅蝗属 

Calliptamus 
短星翅蝗 
Calliptamus abbreviatus 

8 永昌县 Yongchang county 

肃南县 Sunan county 

101.85 
101.77 

38.22 
37.82 

  
黑腿星翅蝗 
Calliptamus barbarus 

8 永昌县 Yongchang county 101.85 38.22 

网翅蝗科
Arcypteridae 

雏蝗属 

Chorthippus 
黑翅雏蝗 
Chorthippus aethalinus 

3 夏河县 Xiahe county 

肃南县 Sunan county 

102.50 
101.77 

35.05 
37.82 

  
小翅雏蝗 
Chorthippus fallax 

4 夏河县 Xiahe county 

肃南县 Sunan county 

102.50 
101.77 

35.05 
37.82 

  
白边雏蝗 
Chorthippus albomarginatus

7 山丹县 Shandan county 101.34 38.70 

  
华北雏蝗 
Chorthippus brunneus 
huabeiensis 

2 夏河县 Xiahe county 

肃南县 Sunan county 

102.50 
101.77 

35.05 
37.82 

 
蚍蝗属 

Eremippus 
祁连山蚍蝗 
Eremippus qilianshanensis

2 山丹县 Shandan county 

肃南县 Sunan county 

101.34 
101.77 

38.70 
37.82 

槌角蝗科
Comphoceridae 

蚁蝗属 

Myrmeleotettix
宽须蚁蝗 
Myrmeleotettix Palpalis 

5 山丹县 Shandan county 

夏河县 Xiahe county 

101.34 
102.50 

38.70 
35.05 

 
大足蝗属 

Gomphocerus

李氏大足蝗 
Gomphocerus licenti 

5 夏河县 Xiahe county 102.50 35.05 

癞蝗科
Pamphagidae 

短鼻蝗属 

Pseudotmethis
祁连山短鼻蝗 
Filchnereua qilianshanensis

6 永昌县 Yongchang county 

天祝县 Tianzhu county 

101.85 
102.00 

38.22 
36.97 

  
肃南短鼻蝗 

Filchnerella sunanensis 

5 永昌县 Yongchang county 

肃南县 Sunan county 

101.85 
101.77 

38.22 
37.82 

 
华癞蝗属 

Sinotmethis 
短翅华癞蝗 
Sinotmethis brachypterus 

6 永昌县 Yongchang county 101.85 38.22 
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1.2  试验方法 

1.2.1  DNA 提取方法  采用常规的酚-氯仿抽

提法（周明等，2019）。 

组织样品处理：取样品后足肌肉组织

（<30 mg），置于 1.5 mL 离心管中，加入 550 µL

的细胞裂解缓冲液（即核裂解液），充分研磨，

匀浆至不见组织块。加入 5 μL 蛋白酶 K（20 

mg/mL）消化，充分振荡混匀。再加入 20 μL SDS

（20%）振荡离心管数次以混匀。56 ℃孵育 3-4 

h 或过夜。 

酚/氯仿/异戊醇抽提及纯化：56 ℃孵育过

后，可见管底有部分沉淀，上清，室温冷却几分

钟。4 ℃，4 700 r/min，离心 10 min。将上清液

转入新管中，加入等体积酚/氯仿/异戊醇（25︰

24︰1），颠倒混匀（50-60 次）。4 ℃，4 700 r/min，

离心 10 min，将上清液转入新管中。 

基因组 DNA 沉淀及溶解：从﹣20 ℃冰箱取

出预冷的异丙醇，按体积 1∶1 的比例加入到上

一步的上清中，颠倒混匀。4 ℃，4 700 r/min，

离心 10 min，去上清保留沉淀加入 1 mL 预冷的

70%乙醇，轻弹离心管，重悬沉淀。4 ℃，

12 000 r/min，离心 2 min 去上清。置于 37 ℃干

燥 15 min，检查确保酒精挥发完全。加入 100 μL 

ddH2O 溶解 DNA，同时加入 2 μL RNase A，混

匀，37 ℃放置 30 min。 

1.2.2  PCR 扩增、纯化和测序  COⅠ条形码引

物使用通用引物 LCO1490 和 HCO2198。 

上游引物 LCO1490：5′-GGTCAACAAAT-

CATAAAGATATTGG-3′；下游引物 HCO2198：

5′-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3′。 

本试验采用的 PCR 体系为 25 μL：DNA 模

板 2 μL，2×PCR MIX 12.5 μL，上游引物和下游

引物各 1 μL，ddH2O 8.5 μL。线粒体基因 COⅠ

片段 PCR 反应条件：95 ℃预变性 2 min，95 ℃

变性 30 s，52 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 50 s，35

个循环，72 ℃终延伸 5 min，4 ℃保存。 

1.3  数据处理和分析  

  序列拼接和比对参考杨兰（2020）的方法，具

体如下：对于测序结果，使用 DNA 分析软件

Chromas 查看图谱文件的峰图进行校对，对于理

想序列，直接进行分析处理。将其正反向序列在

Seqman 中核查，根据序列峰图信息，对序列进

行科学校正，将校对好的序列保存为 fas 文件格

式，得到的序列分别在 NCBI 上通过 Blast 功能

进行同源比对，以确定扩增片段的目的序列是否

为所需序列。通过 MEGA7 把所有的序列放于同

一个文件夹下。得到 fas 文件之后，用 ClustalX

软件进行比对。 

1.4  物种界定方法 

1.4.1  重建系统发育树  使用 MEGA7 程序分

析校对序列，并使用基于 Kimura-2-P 参数模型

（K2P）的序列通过 大似然法（Maximum 

Likelihood）将无齿稻蝗的 2 条同源序列作为外

群重建系统发育树。此系统发育分析使用 1 000 

次引导复制来验证树中每个节点的支持率。 

1.4.2  ABGD 阈值分析   ABGD（Automatic 

barcode gap discovery（Puillandre et al.，2012））

阈值分析是根据遗传距离划分样本，将一组样本

视为同一物种（余海军和王茜，2021）。所有序

列的 FASTA 文件在线提交到 ABGD 网站

（ https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/ ）， 除

Kimura (K80) TS/TV 设置为 0.9（此参数下分子

分类结果稳定， 接近形态分类），其余参数保

持默认值。然后将样本划分结果与形态识别结果

进行比较（Chen et al.，2018）。 

1.4.3  jMOTU 阈值分析  jMOTU（Jones et al.，

2011）阈值分析是基于序列差异的 DNA 分类方

法，即利用 COⅠ序列之间的差异来识别分子定

义的操作分类单元（MOTU）。序列差异小于指

定阈值的样本被划分为一个 MOTU。由于不同

的阈值会导致不同的 MOTU 划分结果，因此选

取多个序列差分阈值进行分析。 后，对样本划

分结果进行分析，并与形态识别结果进行比较

（宋韶彬等，2014）。 

2  结果与分析 

2.1   系统发育树分析 

本研究共获取 20 种蝗虫的 106 条线粒体
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DNA 序列，利用 DNA 条形码引物 PCR 扩增，

经测定， 终选用的每个样本均得到 1 条长度为

657 bp 的 COⅠ序列，扩增成功率为 100%，此

外在 GenBank 下载无齿稻蝗 2 条 COⅠ序列作为

外群，用 MEGA7.0 重建 ML 系统发育树（图 3），

结果表明除短星翅蝗 Calliptamus abbreviatus、黑

腿星翅蝗 Calliptamus barbarus、李氏大足蝗

Gomphocerus licenti、大胫刺蝗 Compsorhipis 

davidiana 和大垫尖翅蝗 Epacromius coerulipes

分别分为 2 个分支外，其余 16 种均有独立的分

支，自举率高，COⅠ序列对物种具有较好的分

析能力。但在科级水平，斑翅蝗科 Oedipodidae

与癞蝗科 Pamphagidae 和斑腿蝗科 Catantopidae

聚为一支，不能明确它们之间的系统发育关系。 

2.2  jMOTU 阈值分析 

分子序列差异值和可操作分类单元数的结

果如图 1 所示。图 1 显示，当序列差异数在 29-41

时，MOTU 数趋于稳定形成一个平台，将 108

个序列划分为 27 个 MOTU。每个 MOTU 分类的

结果都已标记在系统发育树上（图 3）。与形态

鉴定结果进行比较，发现鼓翅皱膝蝗 Angaracris 

barabensis、科氏痂蝗 Bryodema kozlovi、黑翅痂

蝗 Bryodema nigroptera 及大胫刺蝗为 1 组，肃南

短鼻蝗 Filchnerella sunanensis 和祁连山短鼻蝗

Filchnereua qilianshanensis 为 1 组，不能互相区

分，其余 15 种形态分类结果一致。此外由于地

理分布的影响，同一种划分为不同组，例如黄胫

异痂蝗划 Bryodemella holdereri holdereri 分为 2

组、小翅雏蝗 Chorthippus fallax 划分为 3 组、

祁连山蚍蝗 Eremippus qilianshanensis 划分为 2

组等。 

2.3  ABGD 阈值分析 

ABGD 结果包括初始分区和递归分区（如图

2 所示）。我们选择了较为稳定的初始划分结果，

将 108 个样本分为 28 组，与形态鉴定结果进行

比较，发现鼓翅皱膝蝗、科氏痂蝗、黑翅痂蝗、

大胫刺蝗为 1 组，其它 17 种与形态分类一致。

与 jMOTU 相比，ABGD 可以区分开肃南短鼻蝗

和祁连山短鼻蝗。由于地理分布的影响，ABGD 

也存在同一种划分为不同组，例如大垫尖翅蝗划

分为 2 组、小翅雏蝗划分为 3 组、宽须蚁蝗

Myrmeleotettix Palpalis 划分为 2 组等。 
 

 
 

图 1  0-7.5% COⅠ 序列差异与分子可操作分类单元数目的关系 

Fig. 1  Relationship between 0-7.5% COⅠ sequence differences and the number of molecularly operable taxa 

 

3  结论与讨论 

本研究通过形态特征，初步确定蝗虫种类，

以线粒体 COⅠ基因对物种扩增，基于 DNA 条

形码，在分子水平上，利用系统发育树、遗传距

离和序列差异阈值对甘肃省高山草原 20 种蝗虫

进行比较分析。DNA 条形码技术是近年来发展

快速的一种生物鉴定分类方法，与传统分类学中 
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图 2  以 0.001-0.1 的先验值区间对 108 条序列 ABGD 划分结果 

Fig. 2  ABGD division results of 108 sequences with a priori value interval of 0.001-0.1 

 
的鉴定方法相比较，DNA 条形码具有更加客观、

简便、准确、快捷等优点，在系统学等方面的研

究已经日渐成熟稳定，利用分子生物学手段筛选

出快速鉴定 DNA 条形码将是发展方向之一（陈

光辉等，2018）。本试验结果显示，21 种蝗虫(含

外群) 基于 ML 系统发育树、ABGD 和 jMOTU

划分后，其中分别对应 16、15 和 17 种蝗虫与传

统形态学分类结果一致。在种级水平，对比物种

采集信息，发现同一物种虽然采集地域不同，但

在系统发育树中以高自举聚集为一个分支，并在

ABGD 和 MOTU 结果中分别聚集为一组，如盐

池束颈蝗（2+6 序列）、亚洲小车蝗（3+5 序列）。 

这有力地证明了 DNA 条形码技术是一种非常有

效的识别方法。 

此外，系统发育树部分结果与传统形态学分

类结果不一致，如 ML 系统发育树无法明确区分

鼓翅皱膝蝗和科氏痂蝗、李氏大足蝗和华北雏

蝗、这些案例都发生在同一科中，并且在形态分

类上非常相似，推测这些物种可能是 近分化的

物种，遗传差异没有达到阈值，或者它们之间存

在不完全谱系分选现象（白茜茜，2018）。本研

究其他类群中，各科种类均不能聚为独立一支，

呈现平行进化，与传统分类形成差异。这可能是

DNA 条形码片段相对进化较快且具有异质性，

或短序列包含的信息有限，不适合高级阶元进化

关系推断，该结果与郝金凤等（2017）观点相吻

合。ABGD 和 jMOTU 结果显示相同种划分为不

同组，如黄胫异痂蝗被划分为 2 组、小翅雏蝗被

划分为 3 组、宽须蚁蝗被划分为 2 组，华北雏蝗

被划分为 2 组。查阅采集信息后发现这些蝗虫采

自不同研究区，推测可能存在线粒体异质性，这

是由于 mtDNA 的突变导致同一细胞中同时存在

野生型 mtDNA 和突变型 mtDNA，因此可以在

单个样本中产生两种不同的 DNA 条形码（张克

瑶等，2019）。因此，多个物种的深度测序表明，

线粒体异质性是一种普遍现象，当线粒体 DNA

用作系统发育标记和种群分析时，应考虑异质性

的影响。此外，同一物种之间的核苷酸替换通常

比不同种之间的核苷酸替换要少（花远，2020），

而蝗虫群落中偶尔出现同一物种中核苷酸替换

多于正常替换同样会导致 COⅠ条形码识别的分

类不可靠。因此，DNA 条形码在物种鉴定和分

析中离不开形态学方法。此外，由于单分子标记

的局限性，其他基因片段可以与 COⅠ一起作为 
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图 3  基于 COⅠ序列构建的 ML 系统发育树、ABGD 和 JMOTU 划分结果 

Fig. 3  ML phylogenetic tree, ABGD and JMOTU division results based on COⅠ sequence 
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DNA 条形码的标记基因，以满足物种鉴定的需

要（何静超等，2016）。 

综上所述，DNA 条形码技术尽管在单个物

种的鉴定中存在一些问题，但对蝗总科的物种鉴

定是非常有效和有益的，且不可脱离形态学鉴定

手段。作为物种鉴定的有效工具，研究人员应该

增加物种测序的数量，丰富 DNA 条形码数据库，

可以大大提高物种鉴定的可靠性和准确性。 
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