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① rD NA- ITS2 应用于赤眼蜂分子鉴定的研究

李正西3 　沈佐锐
(中国农业大学 植物保护学院, 北京 100094)

摘　要　本研究通过对拟澳洲赤眼蜂 T richog ramm a conf usum、甘蓝夜蛾赤眼蜂 T. brassicae、广赤眼蜂 T.

evanescens、食胚赤眼蜂 T. em bry op hag um , 及松毛虫赤眼蜂 T. d end rolim i 的 6 个地理种群的 rDNA 2IT S2 进

行克隆测序, 又运用软件DNA Star 的M egA lign 程序对不同赤眼蜂属间、赤眼蜂属种间、同种不同地理种群

之间以及同一赤眼蜂个体不同拷贝之间的 IT S2 序列的遗传分歧及相似性进行了分析。结果表明: 赤眼蜂属

与外群 IT S2 序列的遗传相似性很低、赤眼蜂属内不同种之间 IT S2 序列保守性适中、种内或不同地理种群之

间以及同一个体不同 IT S2 拷贝间非常保守。说明 IT S2 序列可作为赤眼蜂种级水平分类鉴定的良好靶标序

列。
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Abstract 　T he in ternal t ran scribed spacer 2s ( IT S2) of rib som al DNA of T richog ram m a

conf usum , T. brassicae, T. evanescens, T. em bry op hag um and 6 geo2popu la t ion s of T. d en2
d rolim i are cloned and sequenced. T he iden t ity and varia t ion of IT S2 sequences betw een gen2
era, species, and popu la t ion s, and cop ies w ith in an individual w ere then analyzed by b io2
softw are DNA Star. T he resu lts show ed that the IT S2 iden t ity betw een the genera of T ri2
chog ram m a and ou tgroup w as very low , w hereas the IT S2 sequences betw een species of T ri2
chog ram m a w ere modera tely con served. O u r resu lts a lso m an ifested that the IT S2s at in2
t raspecies level o r w ith in an individual of T richog ram m a w ere very con served. T hese resu lts

suggested that IT S2 is a reasonab le target reg ion fo r mo lecu lar iden t if ica t ion of

T richog ram m a spp.

Key words　T richog ram m a; in ternal t ran scribed spacer 2 of ribo som al DNA ; mo lecu lar

iden t if ica t ion

赤眼蜂属 (T richog ram m a W estw ood) 是世界上防治对象最多、应用面积最广的天敌昆

虫, 是赤眼蜂科 T richogramm atidae 的模式属, 大多数种寄生于鳞翅目昆虫卵内。但其幼期和

成虫形态特征甚难区分, 加上寄主所诱导的生理学和形态学变异以及赤眼蜂存在的产雌孤雌
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生殖方式, 使分类鉴定一直存在不少疑难问题[1 ]。赤眼蜂传统分类方法一般以雄性外生殖器作

为鉴定种类的依据[2 ] , 如林乃铨据此共记述我国赤眼蜂科 41 属 142 种[3 ] , 但庞雄飞[4 ]提出其

中 5 种赤眼蜂, 即广赤眼蜂、螟黄赤眼蜂、拟澳洲赤眼蜂、澳洲赤眼蜂和稻螟赤眼蜂之分类争议

问题。虽然我国赤眼蜂的应用处于国际先进行列, 但基础研究尚需加强, 如: 确认赤眼蜂种类的

快捷方法、监测赤眼蜂产品的生产、监控赤眼蜂的田间生防效果以及选育蜂种优良品系等等。

近年来分子生物学技术的进展可为上述问题的解决提供新的途径。分子鉴定通过构建具

有分类意义的分子标记对物种、种群乃至品系进行分型鉴别, 其技术基础是探针或引物技术以

及靶标基因的定位、扩增、测序及特异引物的设计和筛选。分子标记多种多样, 关键是选择符合

应用目的的标记类型。rDNA 是真核细胞中最为保守的结构基因[5 ] , 其不同区段进化速率存在

差异, 若能定位 rDNA 中的“属保守”和“种保守”序列, 并以其为引物, 就有可能通过PCR 扩增

进行属、种甚至品系或生物型特异性的扩增。本研究对来自国内外多种赤眼蜂及其地理种群之

核糖体核糖核酸基因第二内部转录区 (rDNA 2IT S2) 进行了克隆测序, 分析了不同赤眼蜂属

间、种间、地理种群之间 IT S2 序列以及个体内部不同 IT S2 拷贝之间的遗传分歧和相似性, 为

进一步构建不同蜂种的快速分子鉴定和检测技术提供科学依据。

1　材料和方法

1. 1　供试虫源

本研究采用的赤眼蜂样本均经过庞雄飞教授和林乃铨教授的形态学鉴定 (表 1) , 饲养及

样品处理见参考文献[ 6 ]。饲养条件: 25 ℃ö昼夜, 12 L ∶12 D , R H 70%～ 80%。成蜂羽化后,

将活虫分多头和单头分装于 1. 5 mL 消毒微量离心管中, 迅速置- 80 ℃冰箱保存待用。

1. 2　主要分子生物学试剂

T 载体试剂盒pGEM 2T V ecto r System I、DNA 快速纯化试剂盒W izard PCR P rep s DNA

Pu rif ica t ion System 及内切酶B stZ I 均为 P rom ega 公司产品; T aq 酶为 G IBCOBRL (巴西) 产

品; 自动测序和引物合成委托上海生物工程公司完成; 亚克隆受体菌为 E. coliDH 5Α; 蛋白酶 K

和 dN T P 混合液为M B I公司产品。

1. 3　D NA 提取、PCR 扩增及电泳

DNA 提取、PCR 扩增及电泳[6 ]: 样品研碎后加适量 SD S (终浓度为 1% )和蛋白酶K, 置 56

℃水浴 2 h, 接着 95～ 99 ℃加热 10 m in 使蛋白酶 K 失活。扩增 IT S2 区段的引物为: fo rw ard2
IT SN 2 5′2T TC TCG CA T CGA T GA A GA A CG23′和 reverse2IT SB 5′2TCC TCC GCT TA T

T GA TA T GC23′。PCR 循环为 95 ℃变性 3 m in。接着进行 32 个循环: 94 ℃变性 1 m in、50 ℃

退火 1 m in、72 ℃延伸 2 m in。最后 72 ℃延伸 7 m in, 置 4 ℃保存。PCR 产物用 1% 琼脂糖

(Span ish)凝胶电泳分离, 溴化乙锭 (EB )染色。

1. 4　 ITS2 片段克隆测序

采用DNA 快速纯化试剂盒回收 PCR 产物, 每样收集 25 ΛL。亚克隆连接反应、热激转化

和蓝白斑筛选都参考分子克隆实验指南[7 ]。阳性克隆鉴定采用B stZ I(其酶切位点位于 T 7 端

31 碱基位和 SP6 端 62 碱基位)。将阳性克隆菌液冷冻后交上海生物工程公司自动测序。为了

研究赤眼蜂单个个体内部 IT S2 不同拷贝间的序列差异, 可将同一板 (来自同一个体的DNA )

多个阳性克隆测序。
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1. 5　序列分析

先将所测得的 IT S2 序列在 GenBank 中作BLA ST 搜索, 利用核酸序列分析软件DNA 2
M AN V 4. 0 (L ynnon B ioSoft) 对序列进行排序剪裁, 留下两端的保守序列作标记。然后使用

DNA Star 的M egA lign 模块 (DNA STA R Inc. ) 对赤眼蜂属种间、地理种群内以及同一个体不

同拷贝间之 IT S2 序列的遗传分歧及遗传相似性进行分析。外群是尤氏赤眼蜂属的模式种U s2
cana sem if um ip enn is (U SU 74608)。

2　结　果

2. 1　赤眼蜂 ITS2 序列

本研究所测定之不同赤眼蜂种群之 IT S2 全序列已在 GenBank 注册 (表 1)。

表 1　不同赤眼蜂种及地理种群 ITS2 全序列 GenBank 登录号列表

赤眼蜂种群 来　源 GenBank 登录号 (A ccession N o. )

　　　T. conf usum 　　　吉林省长春市 　　　　　A F422845

　　　T. evanescens 　　　联邦德国哈桑实验室 　　　　　A F453563—A F453565

　　　T. brassicae 　　　北京市延庆县 　　　　　A F453566—A F453567

　　　T. em bry op hag um 　　　联邦德国哈桑实验室 　　　　　A F453562

　　　T. d end rolim i T dCN XZ 　　　陕西省长安县 　　　　　A F453560

　　　T. d end rolim i T dCN YBL 　　　吉林省长春市 　　　　　A F453561

　　　T. d end rolim i T dCN GZ 　　　广东省广州市 　　　　　A F453555—A F453557

　　　T. d end rolim i T dCN JL 　　　吉林省仁和市 　　　　　A F453558

　　　T. d end rolim i T dCN RH 　　　江苏省徐州市 　　　　　A F453559

　　　T. d end rolim i T dCN CHA 　　　黑龙江省亚布力 　　　　　A F453554

2. 2　赤眼蜂属间和种间 ITS2 序列相似性分析

采用DNA STA R 的M egA lign 模块, 基于CLU STAL 算法, 对赤眼蜂属各种与外群进行

IT S2 序列相似性分析和聚类 (表 2) , 数据显示: 外群与赤眼蜂属种之间的遗传分歧最大, 而遗

传相似性最小。

表 2　赤眼蜂属 5 种及其与外群间的遗传分歧和相似性

赤眼蜂种 T. conf usum T. d end rolim i T. em bry op hag um T. evanescens T. brassicae U scana sp.

T. conf usum — 66. 8 67. 8 73. 7 71. 2 29. 0

T. d end rolim i 12. 6 — 66. 4 67. 4 70. 1 28. 0

T. em bry op hag um 36. 3 33. 8 — 60. 6 70. 5 21. 9

T. evanescens 10. 8 16. 0 44. 5 — 70. 5 27. 3

T. brassicae 11. 1 9. 7 35. 0 11. 7 — 27. 8

U scana sp. (外群) 100. 1 105. 9 112. 8 104. 6 106. 8 —

　注: 对角线以上为遗传相似性, 对角线以下为遗传分歧。下同。

聚类结果 (图 1)表明: 外群与赤眼蜂属种类被分成 2 大类, 而食胚赤眼蜂与其他赤眼蜂属

种类缘系较远。松毛虫赤眼蜂、拟澳洲赤眼蜂、广赤眼蜂和甘蓝夜蛾赤眼蜂共同形成一簇, 缘系

较近。
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图 1　赤眼蜂属 5 种与外群基于 ITS2 之聚类图 (C lusta l 算法)

　

2. 3　赤眼蜂种内或地理种群之间 ITS2 序列相似性分析

采用上述软件, 基于CLU STAL 算法, 对松毛虫赤眼蜂地理种群之间进行 IT S2 序列相似

性分析 (表 3) , 表明地理种群之间的 IT S2 序列相似性极高 (大多在 96% 以上)。

表 3　松毛虫赤眼蜂 6 个地理种群的遗传分歧和相似性

地理种群 TdYBL (亚布力) TdGZ (广州) TdJL (吉林) TdRH (仁和) TdXZ (徐州) TdCHA (长安)

T dYBL (亚布力) — 98. 0 97. 8 99. 3 99. 8 97. 8

T dGZ (广州) 0. 7 — 96. 1 98. 3 97. 8 99. 8

T dJL (吉林) 1. 0 0. 7 — 98. 5 97. 5 95. 9

T dRH (仁和) 0. 7 0. 5 0. 2 — 99. 0 98. 0

T dXZ (徐州) 0. 2 1. 0 1. 2 1. 0 — 97. 5

T dCHA (长安) 1. 0 0. 2 1. 0 0. 7 1. 2 —

2. 4　赤眼蜂单一个体的不同 ITS2 拷贝间序列相似性分析

采用上述相同软件, 基于CLU STAL 算法, 对赤眼蜂单一个体内不同 IT S2 拷贝间进行序

列相似性分析和聚类 (表 4) , 显示个体内不同 IT S2 拷贝间的序列相似性极高 (大多在 96% 以

上) , 与种群内 (同一种)不同个体间 IT S2 序列相似性没有显著区别。

表 4　3 种赤眼蜂单一个体的不同 ITS2 拷贝间相似性及遗传分歧 (算法)

克 隆 株　　
广赤眼蜂

YQ 03
甘蓝夜蛾赤
眼蜂 GER 2

松毛虫赤眼
蜂 GZ1

松毛虫赤眼
蜂 GZ2

松毛虫赤眼
蜂 GZ3

广赤眼蜂
YQ 01

广赤眼蜂
YQ 02

甘蓝夜蛾赤
眼蜂 GER 1

广赤眼蜂 YQ 03 — 75. 4 67. 7 67. 0 67. 0 100. 0 93. 5 70. 5

甘蓝夜蛾赤眼蜂 GER 2 10. 7 — 70. 8 68. 1 68. 1 75. 4 69. 1 96. 1

松毛虫赤眼蜂 GZ1 14. 0 8. 7 — 98. 8 98. 8 67. 7 65. 3 70. 4

松毛虫赤眼蜂 GZ2 13. 9 8. 6 0. 0 — 100. 0 67. 0 64. 6 68. 1

松毛虫赤眼蜂 GZ3 13. 9 8. 6 0. 0 0. 0 — 67. 0 64. 6 68. 1

广赤眼蜂 YQ 01 0. 0 10. 7 14. 0 13. 9 13. 9 — 93. 5 70. 5

广赤眼蜂 YQ 02 2. 1 12. 1 16. 6 16. 4 16. 4 2. 1 — 74. 6

甘蓝夜蛾赤眼蜂 GER 1 11. 0 0. 2 9. 0 8. 9 8. 9 11. 0 12. 3 —

3　结论与讨论

从本研究结果可以获得以下基本结论:

1) 赤眼蜂属各种与外群基于 IT S2 序列的同源性接近随机水平 ( 25% 左右) , 同时

CLU STAL 聚类将赤眼蜂属与外群分成明显的 2 大类, 说明 IT S2 变异速率较高, 因此在属之

间可能难以找到共同的 IT S2 保守区段用于属特异引物的设计;
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2)赤眼蜂属不同种之间表现出一定的 IT S2 序列保守性 (60%～ 75% 之间) , 变异速率适

中, 因此一方面能找到赤眼蜂属不同种的共同 IT S2 保守区段, 用于赤眼蜂属的特异引物设

计, 另一方面又能基于属内种间 IT S2 序列差异设计不同种的特异引物, 从而构建赤眼蜂种快

速鉴定和检测技术体系;

3)赤眼蜂种内或不同地理种群之间 IT S2 非常保守 (95. 9%～ 99. 8% 之间) , 其保守程度

与同一个体内不同 IT S2 拷贝间的保守性 (93. 5%～ 100% 之间)没有显著差异。

因此更进一步证明设计赤眼蜂种的特异引物是完全可行的, 但同时无法找到足够大的种

内 IT S2 序列差异用于品系间的分子鉴定, 说明 IT S2 序列只能作为赤眼蜂种一级水平分类鉴

定的良好靶标序列。

在赤眼蜂近缘种的分子鉴别方面, 国外报道了利用RA PD 技术鉴别微小寄生蜂的遗传多

态性[8 ] , 但任意引物的筛选较繁琐, 而且RA PD 本身存在操作的标准化和结果的可重复性问

题。也有研究者通过 rDNA 直接 PCR 扩增来揭示赤眼蜂的遗传多态性[9 ] , 但直接扩增存在伪

带、共迁移和检测的灵敏度问题, 同时很难明确地将不同蜂种区分开, 因此不能实现赤眼蜂种

准确、快速的鉴定。本研究通过克隆测序, 并利用核酸序列数据库的共享资源, 发现 rDNA 2
IT S2 能作为赤眼蜂种级分子鉴定的良好靶标序列, 进一步的研究将在此基础上设计蜂种特异

引物, 并通过 PCR 筛选蜂种诊断引物, 最终实现赤眼蜂种的快速鉴定和检测, 促进赤眼蜂的进

一步利用。
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