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SNPs分子标记技术在昆虫学研究中的应用*

董 辉

钱海涛 柳晓利 丛 斌



(沈阳农业大学植物保护学院 害虫生物防治研究 沈阳 110866)

摘 要 单核苷酸多态性( single nucleotide polymorphisms，SNPs)主要是指在染色体基因组水平上由于单个核

苷酸的变异而引起的 DNA 序列多态性，包括单碱基的转换或颠换引起的点突变，其中最少出现 1 种等位基因

频率不小于 1%，常以双等位基因的形式出现，稳定而可靠。在目前的昆虫基因组研究中，SNPs 标记的研究主

要集中在果蝇、蚊媒、家蚕等一些模式生物。本文对 SNPs 标记在昆虫的种类鉴定、遗传图谱构建、种群遗传学、

抗药性分子机理等方面进行了综述，最后展望了 SNPs 在种群遗传、标记辅助选择和生物进化等研究领域中的

应用前景。
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Abstract Single nucleotide polymorphisms (SNPs) mainly refer to sequence polymorphism in DNA caused by a single

nucleotide variation at the genomic level. These include point mutations caused by single base transversions or

conversions in which the frequency of one kind of allele is not less than 1% . Stable and reliable SNPs often involve two

alleles. The use of SNPs markers in current research on insect genomes is still mainly restricted to a few model

organisms; for example，the fruit fly，mosquito and silkworm. This paper summarizes the types of SNPs markers useful in

entomological research，including taxonomy，genetic map construction，population genetics and elucidating molecular

mechanisms of pesticide resistance. Future prospects for the application of SNPs，in fields such as population genetics，

marker-assisted selection and evolution，are discussed.
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分子标记是继形态标记、细胞标记和生化标
记之后发展起来的一种新的遗传标记形式。由于
分子标记直接以 DNA 的形式表现，不受环境条件
和发育阶段的影响，且标记的数目多，多态性高，

其研究与应用已得到了迅猛的发展，相继出现了

20 多种 DNA 分子标记方法。1996 年，美国麻省
理工学院人类基因组研究中心的 Lander(1996)第
一次 提 出 单 核 苷 酸 多 态 性 ( single nucleotide
polymorphisms，SNPs) 可以作为新一代的分子标
记。目前，该标记已经成为继限制性片段长度多
态性 ( restriction fragment length polymorphisma，

RFLP) 和微卫星标记 ( simple sequence repeats，
SSR)之后最有前途的第三代分子标记，正在农业、
生物学、医学等众多学科发挥着巨大作用。近年
来，伴随着昆虫 DNA 序列数据增加和 51 种昆虫
全基因组测序计划的完成或部分完成 ( http: / /
www. ncbi. nlm. nih. gov / genomes / leuks. cgi)，DNA
序列数据库海量递增，为我们研究单个核苷酸水

平的变异提供了前所未有的机遇 ( Black and
Vontas，2007)。本文对 SNPs 标记在昆虫的种类鉴
定、遗传图谱构建、种群遗传学、抗药性分子机理
等方面进行了综述。
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1 SNPs 标记在昆虫种类和生物型鉴定中
的应用

DNA 作为遗传载体，信息含量大，在不同种类
或生物型内具有高度的遗传稳定性，且不受外界

环境因素和生物发育阶段及器官组织差异的影

响，因此用 SNPs 标记进行昆虫种类和生物型鉴
定，尤其是对昆虫近缘种的鉴别非常有效。
伊蚊属、按蚊属、库蚊属内各蚊种形态相似，

但在生理、生态习性、媒介效能和对化学杀虫剂的
敏感性等方面均存在一定的差异，快速而准确地

对蚊种、种团、复合体的鉴别是蚊媒和蚊媒病防治
的关键。Scott 等(1993)以 PCR 为基础的，建立了
利用 特 异 性 引 物 区 分 冈 比 亚 按 蚊 Anopheles
gambiae， 阿 拉 伯 按 蚊 A. arabiensis， A.
quadriannnulatus 和 A. melas 4 个种，3 个 A. melas
地理 种 群 间 存 在 单 碱 基 差 异 的 鉴 定 方 法。
Bourguet 等(1998) 利用 ScaI 内切酶酶切发现在
Culex pipiens 和 C. quinquefasciatus 的乙酰胆碱酯酶
基因第二外显子上的 SNPs 数量存在差异，并根据
SNPs 位点数量的变化，利用等位基因特异性 PCR
成功鉴定出世界范围内的 30 个自然种群的库蚊
姐妹种。上述两种 SNPs 的鉴别方法的不足之处
在于 PCR 扩增条件复杂、准确性差、易产生假阳性
(Wilkins et al.，2006)。因此，将上游引物设定为
通用引物，在下游引物 3′末端倒数第 3 位引入一
个人为错配的碱基，并将下游引物的最后一个碱

基与按蚊的 SNPs 位点相同，成功地鉴定出上述 4
种按蚊复合体。同前两种方法相比既增加了反应
的特异性扩增，也不需要限制性内切酶识别位点，

同时免去了限制性内切酶的酶切检测过程，只需

一次 PCR 反应即可检测出变异位点的两个等位基
因，是一个快速、方便和费用低的 SNPs 检测方法。
近年来，在 PCR 技术基础上发展起来的一种

基于 TaqMan 探针的高度灵敏、高通量检测单核苷
酸多态性的方法也被用于昆虫的鉴定。在冈比亚
按蚊和阿拉伯按蚊的鉴定中，其反应的特异性和

灵敏性上均超过常规 PCR 方法(Walker et al.，
2007)，该方法甚至可以检测单个新鲜的或者用二
氧化硅干燥的足(Bass et al.，2007)。但上述方法
由于只是采用单个探针，在反应的成功率、鉴定的
准确率以及鉴定种类的数量上仍有不足之处。为
了克服上述缺陷，Bass 等(2008)利用制备的三重

荧光探针，建立的单核苷酸多态性基因分型方法

可以同时鉴定出传播疟疾的两种按蚊及其姊妹

种，并运用该方法对撒哈拉南部非洲 l3 个国家收
集的 450 头按蚊进行分析，证明该多重荧光定量
方法具有更高的反应特异性和灵敏性。
此外，SNPs 标记和其它种类分子标记相结

合，在昆虫生物型判断中也有一定的应用。金小
蜂属寄生蜂作为双翅目蝇类的蛹期特异性寄生

蜂，对蝇类有很好的控制作用，是蝇类重要的生物

防治种类。由于金小蜂属种类个体微小，难以从
形态学进行准确地区分，也缺少准确可靠的分子

标记技术。Niehuis 等(2007)利用 EST 数据库，开
发出了快速准确鉴定丽蝇蛹集金小蜂 Nasonia
vitripennis 和 N. giraulti 及其混合种的 8 个 SNPs 标
记和 3 个 STS 标记，为金小蜂属经济性状相关基
因的 QTL 作图奠定了基础。

B 型和 Q 型烟粉虱 Bemisia tabaci 抗药性强，
两种生物型全球分布，快速、准确的生物型鉴定方
法是其防治的关键。 Jones 等(2008)利用提交到
GeneBank 中的 B 型和 Q 型烟粉虱线粒体 COⅠ序
列进行比对鉴定出的 SNPs，建立了利用荧光染料
探针标记的实时荧光定量 PCR 方法，成功地将烟
粉虱的两种生物型分开，并对世界不同地区已知

生物型的 72 头烟粉虱进行验证，鉴定准确率为
100%。这种快速高通量的鉴定方法对 B 型和 Q
型烟粉虱的抗药性监测、综合治理以及确定入侵
害虫的起源地具有重要意义。

2 SNPs 标记在昆虫遗传图谱构建中的应
用

基因组作图是基因组学和功能基因组学研究

的重要内容，是基因图位克隆和基因结构与功能

研究的基础。SNPs 作为脊椎动物和无脊椎动物基
因组中最常见，最丰富的 DNA 序列变异形式，随
着高通量检测技术的发展，极大地促进了该标记

的开发。该标记最具吸引力的方面就是利用群体
遗传学中的连锁不平衡原理来进行高密度图谱的

构建和进行关联分析。
黑腹果蝇 Drosophila melanogaster 作为遗传研

究的模式生物，构建高密度的分子遗传图谱是定

位候选基因的保障。Teeter 等(2000)首次利用比
较基因序列(大量的基因片段和 STS 序列)分析方
法建立了一个低分辨率的黑腹果蝇基因组的 SNPs
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物理图谱，此后不久，大量的 STS 序列被测序，为
黑腹果蝇开发出一张贯穿整个基因组的高密度的

SNPs 图谱(Hoskins et al.，2001)，该图谱共鉴定出
474 个双等位基因 SNPs 标记定位于果蝇染色体，
其中常染色体上 225 kb 内存在 1 个新标记，性染
色体每百万 kb 内存在一个新标记。此后，又有 52
个 SNPs 标记被定位在性染色体上，138 个 SNPs 标
记被定位在 2 号染色体上，其中有 73 个 SNPs 标
记被定位在 3 号染色体的右臂上 ( 3R) (Martin
et al.，2001)。随后又有 89 个 SNPs 标记被定位在
3 号染色体上(Behura，2006)。然而，这些图谱的
分辨率仍然相对较低，在很多情况下还不足以定

位某些候选基因。最近，Chen 等 ( 2008 ) 利 用
TAMS( tag-array mini-sequencing) 检测技术，在实
验室普通黑腹果蝇品系上发现 27 367 个 SNPs，并
制作了一个分辨率高达 50. 3 kb 遗传图谱，平均
6. 3 个基因一个 SNPs，这个新的图谱为果蝇新的
主效基因的发现、定位和克隆打下了良好的基础，
同时也为其他昆虫遗传图谱的开发提供了借鉴。
在许多物种中发现、收集与鉴定的 SNPs 已经

构成了庞大的序列变异数据库，这些工作将会极

大地促进遗传图谱的构建。Fulton 等(2001)利用
SSCP 筛选 94 个埃及伊蚊 Aedes aegypti 的 cDNA 克
隆，建立了一个总长度 134 cM，标记间平均距离为
2 cM 的连锁图谱。Holt 等(2002)的研究表明，在
冈比亚按蚊长达 2. 78 × 108 bp 的基因组序列中有
40 万个 SNPs，之后密度增加到 12 个 SNPs / kb，转
换与颠换比例为 2:1，核苷酸多样性与碱基替换成
正相关(Morlais and Severson，2003)，揭示了冈比
亚按蚊基因组 DNA 存在广泛的多态性。Wondji
等(2007)鉴定了致死按蚊 A. funestus 50 个基因中
494 个 SNPs 标记，其中 303 个 SNPs 标记位于基因
的编码区，转换与颠换的比率约为 2:1，平均密度
为 7 个 SNPs / kb。在之后的埃及伊蚊基因内的平
均密度达到了 12 个 SNPs / kb ( Urdaneta-Marquez
et al.，2008)，该图谱的密度与冈比亚按蚊和黑腹
果蝇的接近，使得蚊类遗传图谱的精度得到进一

步提高。
用 SNPs 标记还有助于将遗传图谱和物理图

谱进行进一步的整合(Rafalski，2002)。物理图谱
通常是由 BAC 克隆的重叠群组成，这样可以通过
检测 BAC 末端的重复序列来发现 SNPs，然后再将
这些来自 BAC 末端的 SNPs 标记进行遗传作图，

从而达到将遗传图谱和物理图谱进行整合的目

的。Yamamoto 等(2006)首次利用 BAC 末端序列
开发出家蚕 Bombx mori P50T 和 C108T 两个品种
的 534 个 SNPs 标记，建立了一个总长度 1 305
cM，覆盖家蚕的全部 28 个连锁群，标记间平均距
离 2. 5 cM 的连锁图谱，使得家蚕基因组图谱分辨
率达到 1. 3 个 SNPs / kb，该图谱几乎是先前报道的
2 倍(Cheng et al.，2004)。Yamamoto 等(2008)又
在原图的基础上将 SNPs 标记的数量增加到 1 755
个，使得家蚕基因组中平均 0. 81 cM(约 270 kb)就
有 1 个 SNPs 标记，利用该标记建立的高密度连锁
图谱，已经将 87%的家蚕基因组测序结果成功地
拼接到了家蚕的 28 个连锁群上(Xia et al.，2004;
2008)，这些研究结果显示出 SNPs 标记及其分型
在家蚕遗传学研究和应用中的作用越来越重要。

3 SNPs 标记在昆虫种群遗传学研究中的
应用

种群遗传学研究在很大程度上依赖于特定的

遗传标记，每种新的遗传标记的发现和应用都会

对其发展产生重要影响(Buckler and Thornsberry，
2002)。在分子水平上的种群遗传学研究取决于
能否得到足够的 DNA 多态性，尽管与一些常用的
分子标记(如 SSR)相比，二等位基因的 SNPs 显得
多态性并不高，但如果考虑到由许多单碱基位点

变异所构成的单倍型时，SNPs 在昆虫基因组中非
常丰富，这一丰富的变异性为开展种群水平的研

究提供了有力的工具。
蚊媒种类表型多态性强，传毒能力差异大，利

用 SNPs 标记研究其种群遗传变异和基因交流，对
于蚊媒的监测追踪、预测重要遗传性状(比如抗药
性，传毒能力)的时空分布具有重要意义。Beck 等
(2005)收集了美国爱荷华州、明尼苏达州、威斯康
星州的 564 头 Ochlerotatus triseriatus 的蚊虫样本，
利用 SNPs 评估该蚊的线粒体 ND4 基因交流程度
和模式，只检测到 4 个单倍型，检测到的 8 个 SNPs
中有 7 个处于连锁不平衡状态，其中仅存在一个
非同义突变(Met ←→ Ile)，说明不同地理种群基
因间遗传分化程度较低，不同种群间的遗传距离

没有显著差异，作者认为采集地之间的河流与公

路的阻隔并没有阻碍该蚊的基因交流而引起遗传

隔离。与上述检测样本数量相似情况下，在墨西
哥 A. aegypti 的 ND4 基因中检测到 25 个单倍型
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(Gorrochotegui-Escalante et al.，2000)，在委内瑞拉
A. aegypti 的 ND4 基因中则检测到 6 个单倍型，该
蚊个体间存在 11 个 SNPs，作者认为是由于安第斯
山的地理隔离阻碍了该蚊的基因交流所 致

(Urdaneta-Marquez et al.，2008)。上述两种蚊类
的差异可能是由于每种蚊均存在各自的交配系

统，同时也反映了 O. triseriatus 在迅速扩张过程中
由于瓶颈效应的影响增加了连锁不平衡。这些研
究对于昆虫种群的遗传突变和估计以及种群演变

和分化提供了科学依据。

4 SNPs 标记在昆虫抗药性研究中的应用

当杀虫剂被频繁地、高剂量地用来防治害虫
时，由于杀虫剂的选择作用，导致害虫对杀虫剂产

生不同程度的抗药性。这种抗药性多为基因控
制，显性遗传，是一种人为的、自然选择的重要进
化现象。当前人们对 SNPs 产生如此之大的兴趣
就在于它作为一种标记，可以用于鉴定导致这种

生物特定性状的基因。因此，基于 SNPs 标记较早
发现害虫对杀虫剂的抗药性是害虫抗药性治理策

略的先决条件，不仅比传统的生物测定方法更准

确、可靠，而且可以指导新农药的研发。
研究发现电压敏感的钠通道作为 DDT 和拟除

虫菊酯类杀虫剂的主要靶标，昆虫和其他节肢动

物对 DDT 和拟除虫菊酯类杀虫剂的敏感性降低会
产生击倒抗性( kdr)，该基因的点突变是昆虫产生
击倒抗性的主要分子机制。来自美国、英国、日本
三地的头虱 Pediculus humanus capitis De Geer 样本
检测发现电压敏感的钠通道基因的 3 个点突变
(M815I，T929I，L932F)会导致头虱对苄氯菊酯抗
药性(Lee et al.，2000 ; Tomita et al.，2003)。之
后，在丹麦头虱样本内也检测到导致头虱对苄氯

菊酯抗药性的后 2 个突变( T929I，L932F)及一个
新突变(G943A)的存在，这说明 T929I，L932F 这 2
个突变广泛存在于对苄氯菊酯产生抗药性的头虱

内，尤其是突变 T929I 的碱基替换引入了 SspI 内
切酶酶切位点(Kristensen，2005)。基于上述研究
方法同样发现在德国小蠊 Blattella germanica 的
Rdl 基因存在对狄氏剂产生抗药性 A302S 突变(G

←→T 颠换)，该突变引入了 BsmAI 内切酶酶切位
点(Hansen et al.，2005)。
乙酰胆碱酯酶是有机磷和氨基甲酸酯类杀虫

剂作用的靶标位点，该基因的点突变是引起乙酰

胆碱酯酶对杀虫剂不敏感性上升的重要机制，目

前已有 60 多种昆虫对有机磷和氨基甲酸酯类杀
虫剂产生抗性，其抗性均是由于编码 AChE 基因突
变引起的(Oakeshott et al.，2005)。在田间采集库
蚊 C. pipiens 的 3 个复合种样本内均存在由 AChE
基因 G119S 突变引起的氨基甲酸酯类杀虫剂抗药
性，从而引起对氨基甲酸酯类杀虫剂产生抗药性

(Weill et al.，2003)。然而，在另外一个库蚊 C.
tritaeniorhynchus 的 AChE 基因内存在的 P331T 突
变同时对有机磷和氨基甲酸酯类两类杀虫剂均产

生抗药性(Nabeshima et al.，2004)，该突变位点在
桃蚜 Myzus persicae 和二斑叶螨 Tetranychus urticae
中也被检测到。与此相类似，棉蚜 Aphis gossypii 的
AChE 基因 S431F 的突变会引起对抗蚜威不敏感，
S431F 和 A302S 突变同时存在会引起对有机磷和
氨基甲酸酯类杀虫剂均不敏感( Andrews et al.，
2004)。Hawkes 等(2005)利用 PCR-RFLP 在橄榄
果蝇 Bactrocera oleae 的 AChE 基因上检测到 2 个
对乐果不敏感的突变( I214V 和 G488S)，分析发现
这 2 个突变位点可以分别被 AccI 和 BssHII 内切酶
酶切。
上述昆虫抗药性的分子机制主要是基于单个

靶标(钠通道基因或 AChE 基因)抗性的研究，对
多靶标抗性的分子机制研究相对较少。Cassanelli
等(2005)在桃蚜的 AchE 基因和 Para 型-纳通道
基因内就检测到同时存在对氨基甲酸酯类和拟除

虫菊酯类杀虫剂不敏感的 S431F 和 L1014F 2 个非
同义突变位点，而且这两个突变位点可以分别被

BssSI 和 SspI 内切酶酶切。上述方法同样也被应
用在检测 Q 型烟粉虱对氨基甲酸酯类和有机磷类
杀虫剂的抗性研究上，利用 DdeI 和 BsrI 两种内切
酶可以分别检测 Q 型烟粉虱钠通道基因对拟除虫
菊酯类杀虫剂不敏感的 L925I 突变以及 AchE 基因
对有 机 磷 类 杀 虫 剂 不 敏 感 的 T929V 突 变
(Tsagkarakou et al.，2009)。这两项研究为制定昆
虫抗性治理策略，减缓抗药性产生的速度提供了

支持。
细胞色素 P450 是昆虫体内的主要解毒酶系，

该酶系的活性增强被认为是昆虫产生代谢抗性的

主要生理机制。从分子机制角度来说，该酶活性
增强则主要是由于编码该酶系的 CYP 基因表达的
变化。B 型和 Q 型烟粉虱 CYP 基因家族内的
CYP6CM1 外显子区域发生的 3 个 SNPs 造成 CYP
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基因过量表达引起所编码的 P450 单加氧酶氧化
解毒能力增强，进而使烟粉虱对吡虫啉产生抗性

(Rauch and Nauen，2003 ; Karunker et al.，2008)。
这 3 个 SNPs 标记的发现为鉴定 B 型和 Q 型烟粉
虱的抗性与敏感种群以及筛选吡虫啉和其他烟碱

类杀虫剂防治 B 型和 Q 型烟粉虱提供了重要依
据。

5 结论与展望

SNPs 作为第三代遗传标记具有诸多优点，为
昆虫学研究提供了更广阔的应用前景，但目前的

许多实际问题制约了 SNPs 在标记昆虫基因组研
究中的应用。第一，开发和制作 SNPs 标记的图谱
需要自动化、高通量的分型方法，由于开发、检测
成本过高，一般实验室难以开展该工作。第二，该
标记研究主要集中在果蝇、蚊媒、家蚕等一些模式
生物，而且大多数普通的 SNPs 位点包含的信息量
较少，主要用于研究昆虫的抗药性机理和种群遗

传结构变化。第三，SNPs 还存在专利问题，如果
SNPs 的开发得不到足够经费的支持，会导致缺乏
大规模的、具有普遍意义的昆虫 SNPs 数据库，而
且能提供详尽的 SNPs 位点信息供科研工作者使
用的非常少，无法确定利用某个 SNPs 解决特定的
遗传问题。第四，表达序列标签(EST)包含的大量
SNPs 位点可能存在基因型分析的突变是否中性问
题使得其应用范围受到了制约。
可以相信随着昆虫基因组计划的逐步深入，

高密度基因芯片、DNA 微阵列技术等 SNPs 高通量
分型技术的不断完善、检测成本的下降，SNPs 分子
标记技术与其它生物技术的有机结合，在对非模

式昆虫的种类的快速鉴定、抗药性的分子遗传机
制、种群历史衍化和地理分布格局、昆虫遗传图谱
的构建以及关联分析等研究中将发挥巨大的作

用。此外，在以上研究内容的基础上应加强利用
SNPs 标记开拓昆虫的病原物与媒介昆虫互作机
制、重要经济性状的遗传机理分析及功能基因的
快速定位和筛选等新领域，推动昆虫学科的发展。
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