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摘　要:目的　测定核糖体 DNA内转录间隔区１(nuclearribosomalDNAinternaltranscribedspacer１,rDNAＧITS１)序
列进行库蠓种类鉴别与系统发育分析,以探究rDNAＧITS１序列在库蠓分子鉴定和系统发育研究方面的适用性.方法　采用

DNA 扩增、纯化、克隆及测序的方法获得荒川库蠓Culicoidesarakawai、凹缘库蠓C．holcus、连斑库蠓C．jacobsoni、印度库蠓

C．indianus、霍飞库蠓C．huffi和肩宏库蠓C．humeralis等６种库蠓的rDNAＧITS１序列,基于 Kimura２Ｇparameter公式计

算种内和种间遗传距离,应用 MEGA６．０６软件分析 DNA序列碱基组成并以环纹埃蠓Alloheleaannulata 为外群构建系统发

育树(邻接法和最大似然法).结果　上述６种库蠓的rDNAＧITS１序列经过 ClustalW 比对及人工校对和编辑后的长度为

３５２bp,其中 T、C、A、G４种碱基的含量分别为３６．８％、１３．０％、３０．０％和２０．１％,A＋T 的含量(６６．８％)高于 C＋G 的含量

(３３􀆰１％);KＧ２p遗传距离在种内和种间具显著差异(t＝３２．４３０,P＜０．０５);系统发育树中不同种类库蠓各自构成单系(群),同
种类不同地理种群聚为一支,其与形态学鉴定结果一致.结论　本研究证实了rDNAＧITS１序列可用于进行库蠓及其近似种

的分子鉴定和系统发育分析.
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SequenceandanalysisofrDNAＧITS１ofthegenus
Culicoides(diptera:ceratopogonidae)
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Abstract:WeanalysedthephylogeneticrelationshipandestablishmolecularidentificationofCulicoidesspeciesbysequenＧ
cingthenuclearribosomalDNAinternaltranscribedspacer１(ITS１)sequences．TheITS１sequencesofsixcloselyrelatedspeＧ
ciesofthegenusCulicoides,C．arakawai,C．holcus,C．jacobsoni,C．indianus,C．huffiandC．humeralis,wereobtained
byDNAsequencing．ThecalculationofgeneticdistancewasbasedonKimura２Ｇparameterformula．Thebasecompositionof
ITS１sequencesandconstructionofphylogenetictreeswhichtooktheAlloheleaannulateasoutgroupwereanalyzedbyMEGA
６．０６v．Approximately３５２bpofITS１sequencesweresequencedforthose６speciesandthecontentofT,C,A,GoftheseＧ
quenceswere３６．８％,１３．０％,３０．０％,２０．１％,respectively．Statisticalanalysisofgeneticdistancesshowedthatintraspecific
geneticdistanceswasdifferentfromthatofinterspeciessignificantly(t＝３２．４３０,P＜０．０５)．TheresultsofphylogeneticrelaＧ
tionshipwereconsistentwiththemorphologicalidentificationwhichindicatedthatthetopologiesofMaximumLikelihood(ML)

treeandNeighborＧJoining(NJ)treewerequitesimilar;distinguishedbetweendifferentspeciesofCulicoidesclearlyandno
crossbetweendifferentspecies;thesamespeciesgatheredcloselywitheachother．ThisstudyconfirmedthatrDNAＧITS１seＧ
quencescanbeusedformolecularidentificationandphylogeneticanalysisinthegenusCulicoides．
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　　库蠓(Culicoides Latreille)俗称“墨蚊”、“小
咬”,隶属于昆虫纲(insecta)、双翅目(diptera)、蠓科

(ceratopogonidae),全世界现有１３６８种、中国已知

３４８种[１Ｇ２],是引起野生和家养反刍动物流行病的重

要媒介昆虫,其通过刺吸动物血液来传播蓝舌病

(BT)、家 畜 流 行 病 出 血 热 (EHD)、非 洲 马 瘟 病

(AHS)等诸多动物传染病[３].上述疾病的病原通

过媒介库蠓和易感宿主之间的一系列复制循环而持

续存活于自然界中[４],因而其易于引发医疗卫生和

兽医等领域的家畜流行病,从而造成牛、羊等养殖业

的巨大经济损失,欧洲曾发生过蓝舌病大流行[５Ｇ６],
国内云南、广西、新疆和内蒙古等２９个省也曾先后

在牛羊血液中检测出蓝舌病病毒(BTV)[７].目前,

BT和 AHS已被世界动物卫生组织(OIE)列为 A
类传染病 [８],中国也将BT列为一类动物疫病[９].

库蠓体型微小、鉴别特征稀少,传统分类鉴定尚

存在诸多问题.首先是非成虫阶段的虫态和虫体残

缺的成虫均难以鉴定,其次受库蠓性别限制,雄虫借

助外生殖器等形态特征易于鉴别,而雌虫缺乏良好

的尾器特征而不易鉴别,最后库蠓表型可塑性和遗

传可变性等也容易导致误判[１０Ｇ１２].因此,库蠓分类

中亟需快速、准确鉴定种类的技术方法,对蠓传疾病

的监控、防治具有重要意义.
随着分子生物学和生物信息学的快速发展,分

子生物学技术已应用于昆虫分类鉴定和系统演化等

领域,这在很大程度上弥补了传统形态分类的不足,
尤其是近似种或隐种的分类[１３Ｇ１５].在昆虫核基因

中,串联重复是核糖体 DNA(rDNA)的存在形式,
同时其一个转录单元包括１８S、５􀆰８S、２８S三个部

分,而ITS１和ITS２两个可变区则分别位于１８S和

５．８S以及５．８S和２８S之间[１６].目前,昆虫分子系

统学研究也主要集中在rDNA 的ITS、２８SrRNA
和１８SrRNA等区域.高度保守的序列通常应用于

高级分类阶元的系统发育研究,如２８SrRNA 和

１８SrRNA [１７];而变异较大、选择压力小的序列则

适用 于 种 属 水 平 上 的 研 究,如ITS１ 和ITS２ 序

列[１８],且已广泛应用于媒介昆虫的种类鉴定[１９Ｇ２０].
然而,蠓 科 昆 虫 的 分 子 系 统 学 研 究,自 １９９２ 年

Tabachnick等[２１]报道变翅库蠓(CulicoidesvariＧ
ipennis)种群的基因差异开始,之后国外关于蠓科

分子系统学的研究与日剧增[２２Ｇ２６],但国内相关研究

严重不足.
因此,本研究以埃蠓属的环纹埃蠓 Allohelea

annulata 为外群,对库蠓属中的凹缘库蠓C．holＧ
cus、连斑库蠓C．jacobsoni、印度库蠓C．indianus、
荒川库蠓C．arakawai、霍飞库蠓C．huffi和肩宏

库蠓C．humeralis等６种库蠓进行分类研究(凹缘

库蠓C．holcus、和连斑库蠓C．jacobsoni为二囊亚

属近似种),通过联合形态学特征和核糖体 DNAＧ
ITS１序列数据,弥补传统形态鉴定的不足,进一步

证实ITS１序列在库蠓及其近似种的分类鉴别方面

的适用性,为解决蠓科昆虫分类中形态学数据难以

解决的问题提供更多的数据支撑.

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　库蠓标本　本研究共使用７种２３只蠓虫标

本的数据,其中１８只为本研究组２０１５年７月采自

广西大瑶山自然保护区,其余５只的数据来自 GenＧ
Bank数据库,详见表１.

１．１．２　主要试剂及仪器　基因组提取试剂盒(QIAＧ
GEN,德国)、pEASYＧT１克隆试剂盒(北京全式金

公司,中国)、PCR MasterMix(TIANGEN,中国)、
引物(上海捷瑞生物工程有限公司)、琼脂糖凝胶回

收试 剂 盒 (TIANGEN,中 国)、琼 脂 糖 (Biowest
Agarose,西班牙)、PCR扩增仪(美国BOIＧRAD公

司)、UVP凝胶成像系统(美国BOIＧRAD公司)等.

１．２　方法

１．２．１　库蠓采集　采用网捕法和灯诱法,在广西大

瑶山自然保护区不同生境设置采样点进行蠓虫收

集,并将其保存于无水乙醇中.

１．２．２　标本鉴定　按照常规方法进行标本的分选、
解剖、制片、鉴定以及拍照,且胸部标本单独编号保

存在无水乙醇中.

１．２．３　基因组 DNA　将库蠓标本研磨至无明显组

织块,按照 QIAGEN DNeasyBlood& TissueKit
说明书进行其基因组 DNA 提取,并保存至－２０℃
备用.

１．２．４　PCR 扩增　PCR 扩增的上游引物为 PanＧ
CulF (５′ＧGTAGGTGAACCTGCGGAAGGＧ３′),下
游引物为 PanCulR (５′ＧTGCGGTCTTCATCGACＧ
CCATＧ３′),由上海捷瑞生物工程有限公司合成.

PCR扩增的体系如表２所示,其反应条件为９４ ℃
预变性３min;９４℃３０s,４０℃６０s,６８℃６０s,循
环５次;９４℃６０s,４４℃６０s,６８℃６０s,循环３５
次;最后６８℃延伸１０min.
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表１　供试库蠓的详细信息

Tab．１　Detailedinformationofthebitingmidgesinthisstudy

属 亚属 种名 雌雄 采集地点 标本编号 GenBank登录号

库蠓属

Culicoides
带纹亚属

Beltranmyia
荒川库蠓

C．arakawai
雄虫 广西大瑶山自然保护区 GX６ MH８０９９５１

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX２３７ MH８０９９５２

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX４ MH８０９９５３

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GXＧ５ MH８０９９５４

雌虫 中国广东省 ——— AJ４８９５０３．１

雌虫 日本鹿儿岛 ——— AB４６２２６５．１

三囊亚属

Trithecoides
肩宏库蠓

C．humeralis
雌虫 日本鹿儿岛 ——— AB４６２２８２．１

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX２３５．９ MH８０９９５５

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX２３５．８ MH８０９９５６

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX２３５．２ MH８０９９５７

二囊亚属

Avaritia
连斑库蠓

C．jacobsoni
雌虫 日本鹿儿岛 ——— AB４６２２６２．１

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX１８ MH８０９９５８

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX１９ MH８０９９５９

凹缘库蠓

C．holcus
雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX１２ MH８０９９６０

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX１３ MH８０９９６１

库蠓亚属

Culicoides
印度库蠓

C．indianus
雌虫 日本鹿儿岛 ——— AB４６２２６８．１

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX１４ MH８０９９６２

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX１５ MH８０９９６３

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX１６ MH８０９９６４

屋室亚属

Oecacta
霍飞库蠓

C．huffi
雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX２３９．１ MH８０９９６５

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX１０ MH８０９９６６

埃蠓属

Allohelea
——— 环纹埃蠓

A．annulata
雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX２５６．１ MH８０９９６７

雌虫 广西大瑶山自然保护区 GX１ MH８０９９６８

表２　PCR扩增体系

Tab．２　PCRamplificationsystem

　　组份 体系/μL

DNA模板 １．５

上游引物(１０μmol/L) １

下游引物(１０μmol/L) １

２×PCR MasterMix １２．５

ddH２O ９

合计 ２５

１．２．５　PCR 扩增产物纯化、克隆及测序　将 PCR

扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳,同时利用 DNA 回

收试剂盒进行DNA产物的纯化,之后使用pEASＧ
YＧT１克隆试剂盒进行DNA克隆,最后用６０％甘油

保存阳性克隆菌液并送至上海生物工程股份有限公

司进行双向测序.

１．２．６　rDNAＧITS１ 序列分析 　 利用 ClustalX、

DNA MAN、MEGA６．０６等软件对本研究中rDＧ
NAＧITS１序列进行比对、编辑、比较等分析,统计序

列中各碱基(A、T、C、G)的组成比例以及保守位点

(Conservedsites,C)、变异位 点 (Variablesites,

V)、简约信息位点(ParsimＧImformativesites,Pi)
和自裔位点(Singletonsites,S)的数量.同时,以
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Kimura双参数模型计算遗传距离,并以环纹埃蠓

A．annulata 为外群,通过邻接法(NJ)、最大似然法

(ML)构建分子系统树,并通过 Bootstrap１０００次

自举检验系统树中各结点的置信值.

１．２．７　统计学方法　采用SPSS２１．０软件进行统计

分析,数据以均数±标准差表示.两两比较采用两

独立样本t检验,P＜０．０５表示差异有统计学意义.

２　结　果

２．１　形态学特征对比　本研究内群的６种库蠓形

态上比较接近,尤其是凹缘库蠓C．holcus和连斑库

蠓C．jacobsoni最为近似,以凹缘库蠓C．holcus、
连斑库蠓C．jacobsoni和荒川库蠓C．arakawai为

例(表３、图１)进行形态特征比较.上述３种库蠓中

雄虫可根据其尾器的４个特征进行有效鉴别,但雌

虫中仅荒川库蠓C．arakawai可直接根据头部、翅
部和腹部的明显差异进行准确区分,另外二囊亚属

的两近似种除翅部特征的细微差别外,余未见差异,
故鉴定非常困难.

表３　本研究三种库蠓形态特征对比

Tab．３　 ComparisonofmorphologicalfeaturesofthreeCulicoides

种类

头部 翅部 腹部(雌) 尾器(雄)

复眼

是否

连接

小眼面

间有无

柔毛

触须第

３节有

无感觉

器窝

翅面淡、
暗斑是

否明显

径端淡

斑是否

延伸至

中１脉

径５室

淡斑是

否远离

端缘

中４室

基部前

缘是否

有淡色带

臀室

淡斑

数目

臀室淡

斑是否

连接

受精

囊

形态

受精

囊

数目

第９
背板

形态

第９
腹板

形态

阳茎

中叶

形态

阳基

侧突

形态

凹缘库蠓

C．holcus
是 无 有 否 否 是 否 ２ 否

近椭

圆形
２

后缘两

侧呈宽

的钝角

后缘中

部凹陷

宽而较

深

宽大端

部呈叉

形

侧 突 基

部细,末
端略尖

连斑库蠓

C．jacobsoni
是 无 有 是 否 是 否 ２ 是 椭圆形 ２

后缘钝

圆中部

凹陷无

侧突

后缘中

部凹陷

宽而深

近 锥

形,端

部 短,
指状

侧 突 基

部分离,
末 端 分

细枝

荒川库蠓

C．arakawai
否 无 有 是 否 否 是 ４ 是 梨形 １

后缘中

部突起

后缘呈

弧形浅

凹,膜

有微毛

端部呈

扩展的

截形

侧 突 基

部扩展,
端 部 向

外 侧 缘

弯

１:凹缘库蠓C．holcus;２:连斑库蠓C．jacobsoni;３:印度库蠓C．indianus;４:荒川库蠓C．arakawai(雌);５:荒川库蠓C．

arakawai(雄);６:环斑埃蠓A．annulata;７:霍飞库蠓C．huffi;８:肩宏库蠓C．humeralis

图１　库蠓近似种一侧翅图

Fig．１　Wingofonesideofsiblingspecies

２．２　DNA序列分析　本研究获得的 DNA 序列经

ClustalW 比对和人工校对后,得到rDNAＧITS１的

序列长度为３５２bp,该序列中存在较多的插入和缺

失位点.通过 MEGA６．０６软件分析ITS１序列中
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T、C、A、G 四种碱基的平均含量分别为 ３６．８％、

１３􀆰０％、３０．０％和２０．１％,其中 A＋T平均含量约为

６６．８％,C＋G平均含量约为３３．１％;而在３个密码

子位 点 中,第 １ 位 点 的 A＋T 含 量 相 对 最 高

(６７􀆰７％),第 ３ 位 点 A＋T 平 均 含 量 相 对 最 低

(６４􀆰６％).此外,ITS１序列中保守位点(C)、变异

位点(V)、简约信息位点(Pi)和自裔位点(S)的个数

分别为１６３、１８９、１８２和７,其中变异位点(V)占比约

为５３．７％.

２．３　序列同源性比对　将本研究所获全部库蠓

ITS１序列与 GenBank数据库中的序列进行同源比

对,搜索到部分同源序列,即荒川库蠓C．arakawai
(登 录 号:AB４６２２６５、AJ４８９５０３,序 列 相 似 度:

９９％)、连斑库蠓C．jacobsoni (登录号:AB４６２２６２,
序列相似度:９７％)、印度库蠓C．indianus(登录号

为 AB４６２２６８,序列相似度:９３％).

２．４　遗传距离　利用 MEGA６．０６软件计算本研究

中蠓虫ITS１序列的遗传距离,种内和种间的遗传

距离范围分别为０．０００~０．０２０和０．１１３~０．６２１,通
过统计软件分析得出种内组和种间组的遗传距离

(均数±标准差)分别为０．００９±０．００８和０．３９１±
０􀆰１６９,两者差异具有统计学意义(t＝３２．４３０,P＜
０．０５).

２．５　系统发育分析　以环纹埃蠓A．annulata 为

外群,采用邻接法(NJ)和最大似然法(ML)分别构

建６种库蠓的系统发育树,得到基本一致的拓扑结

构(图２、３).系统发育树聚类分析表明:１)各物种

间分别构成单系(群),同种不同地理种群聚为一支,
且种间无交叉.２)物种间亲缘关系明显,二囊亚属

的凹缘库蠓C．holcus和连斑库蠓C．jacobsoni两

种首先聚在一起,亲缘关系较近并构成一个姊妹群,
再与库蠓亚属的印度库蠓C．indianus 并为一大

支,同时带纹亚属的荒川库蠓C．arakawai与三囊

亚属的肩宏库蠓C．humeralis 亲缘关系较近先聚

为一小支,再与屋室亚属的霍飞库蠓C．huffi结合

构成一大支,之后两大支聚合形成内群,而外群埃蠓

属的环纹埃蠓A．annulata 在树的根部,外群与内

群形成完整的有根树.

３　讨　论

核糖体DNA内转录间隔区１(nuclearribosoＧ
malDNAinternaltranscribedspacer１,rDNAＧ
ITS１)基因位于核糖体 DNA 的１８S和５．８S之间,
其特点为:①属于中度重复序列;②不承担编码蛋白

质的功能,也不参与核糖体的形成,故承受的选择压

各分支上的数字为自举检验置信值１０００次

图２　基于rDNAＧITS１序列构建的NJ树

Fig．２　NeighborＧJoiningtreeconstructedbasedonrDNAＧ
ITS１sequence

各分支上的数字为自举检验置信值１０００次

图３　基于rDNAＧITS１序列构建的 ML树

Fig．３　MaximumLikelihoodtreeconstructedbasedonrDＧ
NAＧITS１sequence

力较小,进化速度相对较快,从而具有高变性;③在

ITS１序列两侧的１８S和５．８S序列具有保守性,便
于通用引物的设计、PCR 扩增和测序;④序列的组

成、长度以及折叠方式存在多态性,可用于属、种和

种群水平的研究[２７Ｇ２８].目前,应用ITS１解决亲缘

关系较近的库蠓分类以及系统关系的研究较多,如

Mathieu等[２９]通过设计ITS１Ｇ５．８SＧITS２ 的 TaqＧ
Man探针对不显库蠓(Culicoidesobsoletus)和苏格

兰库蠓(Culicoidesscoticus)进行双重实时荧光定

量PCR 实 验,Deblauwe等[３０]通 过 设 计 ITS１ 的
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DNA微阵列形式的探针杂交对不显库蠓种群(ObＧ
soletusgroup)的库蠓进行分子鉴定,说明ITS１是

库蠓种间和种内遗传分化程度及系统进化研究的良

好指标.因此,基于库蠓形态特征和rDNAＧITS１
序列数据的基础上对６种吸血蠓进行鉴定和分析,
其研究结果表明形态学特征与分子数据具有一致

性,共同验证了rDNAＧITS１基因序列在吸血库蠓

(包括近似、近缘种)鉴别和系统发育研究中的适

用性.
本研究rDNAＧITS１序列的碱基组成中 A＋T

的平均含量 (７６．８％)远高于 C＋G 的平均含量

(３３􀆰２％),具有 AT偏向显著.同时,该序列的变异

位点(１８９个)较多,占比约为５３．７％,且相对于线粒

体基因(如COI和Cytb)其还存在较多的插入和缺

失位点.CêtreＧSossah等[３１]利用ITS１序列对盛行

于非洲和欧洲的蓝舌病及非洲马瘟病的主要传播媒

介库蠓———残翅库蠓C．imicola 进行分子鉴定,通
过设计特异引物可得到长度各不相同的ITS１扩增

产物,根据电泳条带的位置即可进行种类鉴别;同
时,Gomulski等[３２]利用rDNAＧITS２序列探究库蠓

亚属及近缘种的系统发生,研究发现其存在明显的

多态性,表明绝大多数库蠓的ITS序列存在多态

性,而并非是由于 PCR 扩增过程中产生的错误

所致.
进一步对库蠓遗传距离研究发现,各种间遗传

距离(０．１１３~０．６２１)明显大于各种内遗传距离

(０􀆰０００~０．０２０),其中最大种内遗传距离(印度库蠓

C．indianus:０．０２０)亦小于最小种间遗传距离(凹缘

库蠓C．holcus与连斑库蠓C．jacobsoni:０．１１３),进
一步说明库蠓种间和种内遗传距离不存在重叠区,
足以 进 行 准 确 区 分.同 时,种 间 平 均 遗 传 距 离

(０􀆰４１１)为种内平均遗传距离(０．０１０)的４１倍,也完

全符合 Hebert等[３３Ｇ３４]提出的物种鉴定规则.因

此,rDNAＧITS１基因可应用于库蠓的分子分类.然

而,本研究中印度库蠓C．indianus 的种内遗传距

离相对其他种类略大(０．０２０),Matsumoto等[３５]在

基于ITS１和ITS２对２５种库蠓进行研究的过程中

发现印度库蠓C．indianus存在ITS１长和短两种

序列类型,这可能就是造成本研究中其种内遗传距

离偏大的原因.另外,关于昆虫近缘种杂交的问题,

Pesson等{３６]在对白蛉亚科昆虫进行研究时发现其

确实存在近缘物种杂交,但本研究中采自统一地点

的凹缘库蠓C．holcus和连斑库蠓C．jacobsoni并

未发现任何基因渗透现象,这与 Ritchie等[３７]和

Augot等[１５]关于库蠓的研究结果相一致.

此外,在对６种库蠓的 DNA 序列聚类分析研

究中发现,其与形态学鉴定和遗传距离计算的结果

基本相同,如凹缘库蠓C．holcus和连斑库蠓C．jaＧ
cobsoni两近似种同属二囊亚属,其形态学特征相似

且种间遗传距离(０．１１３)最小,在系统发育树中优先

聚在一起构成姊妹群.然而,来自日本的连斑库蠓

C．jacobsoni(AB４６２２６２．１)与我国广西的种类首先

分开,从拓扑结构上来看我国广西的凹缘库蠓C．
holcus和连斑库蠓C．jacobsoni聚为一支,但是从

时间节点和分支长短来看同属连斑库蠓C．jacobＧ
soni的种类具有更近的亲缘关系.此外,构建的 NJ
树和 ML树的拓扑结构也基本一致,在种间和种内

的分支上均具较高的置信值,说明应用rDNAＧITS１
基因构建的分子进化树能明显区分库蠓及其近似

种,可靠程度较高.然而,荒川库蠓C．arakawai和

肩宏库蠓C．humeralis的种内存在置信值高低不

等的差异,这与 Gomulski等[３８]在基于同为核糖体

DNAＧITS区的 ITS２序列对包括不显库蠓CuliＧ
coidesobsoletus在内的二囊亚属进行系统发育关系

的研究过程中的情况类似,究其原因可能主要是两

种建树方法之间存在建树理论基础和建树偏向性方

面的差异.与此同时,在种内个别分支上亦存在相

对较低的置信值,如凹缘库蠓C．holcus和连斑库蠓

C．jacobsoni之间的置信值仅为５１,这与李玮玮[３９]

等对小蔗螟的研究以及秦芳[４０]等对利川马遗传多

态性的研究得到的结果相似,其可能是由于ITS１
序列在碱基组成及变异速度方面存在差异以及

ITS１序列片段短(３５２bp,且存在插入和缺失位点)
和样本数量少(n＝２３)等导致提供的有效分子遗传

学信息有限有关.
在广泛使用ITS１等核糖体内转录间隔区的基

因序列进行分析时,发现它存在基因的横向转移、重
复以及外显子拼接、域拼接等非线性的现象,说明其

并非对所有物种都具有适用性[２８].同时,在核基因

组研究中发现其存在线粒体假基因(NUMTs)的插

入现象,这毋庸置疑是影响核基因的分子鉴定过程

中准确性的又一不利因素[４１].目前,蠓科学者在进

行库蠓的系统发育分析时,不仅仅是从传统形态学

角度进行单因素的分析,同时还联合线粒体基因、核
基因,甚至是三维形态重建等多方面进行综合比对

分析,如 Augot等[１５]联合 Cytb、COI、ITS１和形态

学特征可进行翅痣库蠓(Culicoidesstigma)和帕罗

库蠓(Culicoidesparroti)等近似种的准确鉴别.同

时,分类学家们也在不断发掘新的分子标记和分类

技术,如CAD基因和几何形态学等在库蠓的分子
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系统学研究中的应用[４２Ｇ４３].因此,在后续的昆虫分

子系统学研究领域中的趋势将是结合生态学、形态

学特征和多个分子标记数据等多重分类变量以及开

发新分子标记和分类技术来进行更为全面、系统的

分析.

参考文献:
[１]BorkentA．Worldspeciesofbiting midges(Diptera:CeratoＧ

pogonidae)[J]．BullAm MusNatHist,２００６,２３３(２３３):１Ｇ２５７．
[２]ChangQQ,JiangXH,LiuGP,etal．Aspecieschecklistofthe

subgenusCulicoides(Avaritia)inChina,withadescriptionofa

newspecies(Diptera,Ceratopogonidae)[J]．ZooKeys,２０１７,

７０６:１１７Ｇ１３５．DOI:１０．３８９７/zookeys．７０６．１３５３５
[３]PurseBV,CarpenterS,VenterGJ,etal．BionomicsoftemperＧ

ateandtropicalCulicoidesmidges:knowledgegapsandconseＧ

quencesfortransmissionofCulicoidesＧborneviruses[J]．Annu

RevEntomol,２０１５,６０:３７３Ｇ３９２．DOI:１０．１１４６/annurevＧentoＧ

０１０８１４Ｇ０２０６１４
[４]WhiteDM,WilsonWC,BlairCD,etal．StudiesonoverwinteＧ

ringofbluetonguevirusesininsects[J]．JGenVirol,２００５,８６
(Pt２):４５３Ｇ４６２．DOI:１０．１０９９/vir．０．８０２９０Ｇ０

[５]HoffmannB,ScheuchM,HoperD,etal．NovelorthobunyavirＧ

usincattle,Europe,２０１１[J]．EmergInfectDis,２０１２,１８(３):

４６９Ｇ４７２．DOI:１０．３２０１/eid１８０３．１１１９０５
[６]SaegermanC,BerkvensD,MellorPS．Bluetongueepidemiology

intheEuropeanUnion[J]．EmergInfectDis,２００８,１４(４):

５３９Ｇ５４４．DOI:１０．３２０１/eid１４０４．０７１４４１
[７]王飞鹏,黄恩炯,蔡亨忠,等．吸血蠓及其传播的疾病[J]．昆虫

知识,２０１０,４７(６):１２７０Ｇ１２７３．DOI:１０．７６７９/j．issn．２０９５Ｇ１３５３．

２０１０．２３０
[８]PerrinA,CetreＧSossahC,MathieuB,etal．PhylogeneticanalyＧ

sisofCulicoidesspeciesfromFrancebasedonnuclearITS１ＧrDＧ

NAsequences[J]．MedVetEntomol,２００６,２０(２):２１９Ｇ２２８．

DOI:１０．１１１１/j．１３６５Ｇ２９１５．２００６．００６１６．x
[９]李楠,朱建波,肖雷,等．云南蓝舌病病毒１型毒株 M６基因序

列分析[J]．中国畜牧兽医,２０１６,４３(２):３４０Ｇ３４７．DOI:１０．

１６４３１/j．cnki．１６７１Ｇ７２３６．２０１６．０２．００８
[１０]贺骥,宋福春,苏水宽,等．DNA条形码技术应用于口岸吸血

蠓类快速分子鉴定的研究[J]．中华卫生杀虫药械,２０１４,２０
(２):１３１Ｇ１３５．

[１１]闫娇,姜丽,郭琴,等．DNA条形码技术在双翅目昆虫中的应

用[J]．天津师范大学学报(自然科学版),２０１５,３５(３):６６Ｇ７２．

DOI:１０．３９６９/j．issn．１６７１Ｇ１１１４．２０１５．０３．０１５
[１２]YanaseT,MatsumotoY,MatsumoriY,etal．MolecularidenＧ

tificationoffieldＧcollectedCulicoideslarvaeintheSouthern

partofJapan[J]．JMedEntomol,２０１３,５０(５):１１０５Ｇ１１１０．

DOI:１０．１６０３/me１１２３５
[１３]BoykinLM,ShattersRGJr,RosellRC,etal．GlobalrelationＧ

shipsofBemisiatabaci(Hemiptera:Aleyrodidae)revealeduＧ

singBayesiananalysisofmitochondrialCOIDNAsequences
[J]．MolPhylogenetEvol,２００７,４４(３):１３０６Ｇ１３１９．DOI:１０．

１０１６/j．ympev．２００７．０４．０２０

[１４]MontiMM,NappoAG,GiorginiM．MolecularcharacterizaＧ

tionofcloselyrelatedspeciesintheparasiticgenusEncarsia
(Hymenoptera:Aphelinidae)basedonthemitochondrialcytoＧ

chromeoxidasesubunitIgene[J]．BullEntomolRes,２００５,９５
(５):４０１Ｇ４０８．DOI:１０．１０７９/ber２００５３７１

[１５]AugotD,NinioC,AkhoundiM,etal．Characterizationoftwo

crypticspecies,CulicoidesstigmaandC．parrotibasedonbarＧ

coderegionsandmorphology[J]．JVectorEcol,２０１３,３８(２):

２６０Ｇ２６５．DOI:１０．１１１１/j．１９４８Ｇ７１３４．２０１３．１２０３９．x
[１６]TautzD,HancockJM,WebbDA,etal．Completesequences

oftherRNAgenesofDrosophilamelanogaster[J]．MolBiol

Evol,１９８８,５(４):３６６Ｇ３７６．DOI:１０．１０９３/oxfordjournals．

molbev．a０４０５００
[１７]DietrichCH,RakitovRA,HolmesJL,etal．Phylogenyofthe

majorlineagesofMembracoidea (Insecta:Hemiptera:CicadoＧ

morpha)basedon２８SrDNAsequences[J]．MolPhylogenet

Evol,２００１,１８(２):２９３Ｇ３０５．DOI:１０．１００６/mpev．２０００．０８７３
[１８]KuhlsK,MauricioIL,PratlongF,etal．Analysisofribosomal

DNAinternaltranscribedspacersequencesoftheLeishmania

donovanicomplex[J]．MicrobesInfect,２００５,７(１１/１２):１２２４Ｇ

１２３４．DOI:１０．１０１６/j．micinf．２００５．０４．００９
[１９]KengneP,AwonoＧAmbeneP,AntonioＧNkondjioC,etal．MoＧ

lecularidentificationoftheAnophelesniligroupofAfricanmaＧ

lariavectors[J]．MedVetEntomol,２００３,１７(１):６７Ｇ７４．DOI:

１０．１０４６/j．１３６５Ｇ２９１５．２００３．００４１１．x
[２０]GentileG,DellaTorreA,MaeggaB,etal．GeneticdifferentiaＧ

tionintheAfricanmalariavector,Anophelesgambiaes．s．and

theproblemoftaxonomicstatus[J]．Genetics,２００２,１６１(４):

１５６１Ｇ１５７８．PMID:１２１９６４０１
[２１]Tabachnick WJ．Geneticdifferentiationamongpopulationsof

Culicoidesvariipennis(Diptera:Ceratopogonidae),theNorth

Americanvectorofbluetonguevirus[J]．Ann EntomolSoc

Am,１９９２,８５(２):１４０Ｇ１４７．DOI:１０．１０９３/aesa/８５．２．１４０
[２２]PagesN,MunozＧMunozF,TalaveraS,etal．Identificationof

crypticspeciesofCulicoides(Diptera:Ceratopogonidae)inthe

subgenusCulicoidesanddevelopmentofspeciesＧspecificPCR

assaysbasedonbarcoderegions[J]．VetParasitol,２００９,１６５
(３/４):２９８Ｇ３１０．DOI:１０．１０１６/j．vetpar．２００９．０７．０２０

[２３]AugotD,SauvageF,JouetD,etal．DiscriminationofCuliＧ

coidesobsoletusandCulicoidesscoticus,potentialbluetongue

vectors,bymorphometricalandmitochondrialcytochromeoxiＧ

dasesubunitIanalysis[J]．InfectGenetEvol,２０１０,１０(５):

６２９Ｇ６３７．DOI:１０．１０１６/j．meegid．２０１０．０３．０１６
[２４]SturE,BorkentA．WhenDNA barcodingand morphology

mesh:CeratopogonidaediversityinFinnmark,Norway[J]．

Zookeys,２０１４,(４６３):９５Ｇ１３１．DOI:１０．３８９７/zookeys．４６３．

７９６４
[２５]AnderM,TroellK,ChiricoJ．Barcodingofbitingmidgesin

thegenusCulicoides:atoolforspeciesdetermination[J]．Med

VetEntomol,２０１３,２７(３):３２３Ｇ３３１．DOI:１０．１１１１/j．１３６５Ｇ

２９１５．２０１２．０１０５０．x
[２６]AugotD,NinioC,AkhoundiM,etal．Characterizationoftwo

crypticspecies,CulicoidesstigmaandC．parroti (Diptera:

３９０１１２期 岑常活等:库蠓核糖体 DNA 内转录间隔区１序列的测定与分析



Ceratopogonidae),basedonbarcoderegionsand morphology
[J]．JVectorEcol,２０１３,３８(２):２６０Ｇ２６５．DOI:１０．１１１１/j．

１９４８Ｇ７１３４．２０１３．１２０３９．x
[２７]马婷婷,陈光,刘春香．ITS序列的特点及其在昆虫学研究中

的应用[J]．应用昆虫学报,２０１１,４８(３):７１０Ｇ７１５．DOI:１０．

７６７９/j．issn．２０９５Ｇ１３５３．２０１１．１２１
[２８]刘延滨,姬兰柱．核rDNAＧITS序列在昆虫学研究上的应用

[J]．应用生态学报,２００７,１８(５):１１３７Ｇ１１４２．DOI:１０．３３２１/j．

issn:１００１Ｇ９３３２．２００７．０５．０３４
[２９]MathieuB,DelecolleJC,GarrosC,etal．SimultaneousquantiＧ

ficationoftherelativeabundanceofspeciescomplexmembers:

application to Culicoidesobsoletus and Culicoidesscoticus
(Diptera:Ceratopogonidae),potentialvectorsofbluetongue

virus[J]．VetParasitol,２０１１,１８２(３/４):２９７Ｇ３０６．DOI:１０．

１０１６/j．vetpar．２０１２．０９．０２４
[３０]DeblauweI,deWitteJC,deDekenG,etal．Anewtoolfor

themolecularidentificationofCulicoides,speciesoftheObsolＧ

etusgroup:theglassslidemicroarrayapproach[J]．MedVet

Entomol,２０１２,２６(１):８３Ｇ９１．DOI:１０．１１１１/j．１３６５Ｇ２９１５．

２０１１．００９７９．x
[３１]CêtreＧSossahC,BaldetT,DelécolleJC,etal．MoleculardetecＧ

tionofCulicoidesspp．andCulicoidesimicola,theprincipal

vectorofbluetongue(BT)andAfricanhorsesickness(AHS)

inAfricaandEurope[J]．VetRes,２００４,３５(３):３２５Ｇ３３７．

DOI:１０．１０５１/vetres:２００４０１５
[３２]GomulskiLM,MeiswinkelR,DelécolleJC,etal．Phylogeny

ofthesubgenusCulicoidesandrelatedspeciesinItaly,inferred

frominternaltranscribedspacer２ribosomalDNAsequences
[J]．MedVetEntomol,２００６,２０(２):２２９Ｇ２３８．DOI:１０．１１１１/

j．１３６５Ｇ２９１５．２００６．００６２０．x
[３３]HebertPD,StoeckleMY,ZemlakTS,eta１．Identificationof

birdsthroughDNAbarcodes[J]．PLoSBiol,２００４,２(１０):

e３１２．DOI:１０．１３７１/journal．pbio．００２０３１２
[３４]HebertPD,PentonEH,BurnsJM,eta１．Tenspeciesinone:

DNAbarcodingrevealscrypticspeciesintheneotropicalskipper

butterflyAstraptesfulgerator[J]．ProcNatlAcadSciUSA,

２００４,１０１:１４８１２Ｇ１４８１７．DOI:１０．１０７３/pnas．０４０６１６６１０１
[３５]MatsumotoY,YanaseT,TsudaT,etal．Characterizationof

internaltranscribedspacer (ITS１)ＧITS２regionofribosomal

RNAgenefrom２５speciesofCulicoidesbitingmidges(DipterＧ

a:Ceratopogonidae)inJapan．[J]．JMedEntomol,２００９,４６
(５):１０９９Ｇ１１０８．DOI:１０．１６０３/０３３．０４６．０５１７

[３６]PessonB,ReadyJS,BenabdennbiI,etal．Sandfliesofthe

Phlebotomusperniciosuscomplex:mitochondrialintrogression

andanewsiblingspeciesofP．longicuspisintheMoroccanRif
[J]．MedVetEntomol,２００４,１８(１):２５Ｇ３７．DOI:１０．１１１１/j．

０２６９Ｇ２８３x．２００４．０４７１．x
[３７]RitchieA,BlackwellA,MallochG,etal．Heterogeneityof

ITS１sequencesinthebiting midgeCulicoidesimpunctatus
(Goetghebuer)suggestsapopulationinArgyll,Scotland,may

begeneticallydistinct[J]．Genome,２００４,４７(３):５４６Ｇ５５８．

DOI:１０．１１３９/g０４Ｇ００３
[３８]GomulskiLM,MeiswinkelR,DelécolleJC,etal．PhylogenetＧ

icrelationshipsofthesubgenusAvaritia,Fox,１９５５including

Culicoides obsoletus, (Diptera,Ceratopogonidae)inItaly

basedoninternaltranscribedspacer２ribosomalDNA seＧ

quences[J]．SystEetomol,２００５,３０(４):６１９Ｇ６３１．DOI:１０．

１１１１/j．１３６５Ｇ３１１３．２００５．００２８６．x
[３９]李玮玮,张修月,陈伟才,等．小蔗螟Cytb基因序列的分析研

究 (鳞翅目:螟蛾总科:草螟亚科)[J]．四川动物,２００９,２８
(３):３５３Ｇ３５７．DOI:１０．３９６９/j．issn．１０００Ｇ７０８３．２００９．０３．００８

[４０]秦芳,王小斌,张云生,等．利川马 mtDNACytb基因遗传多

态性分析[J]．湖北农业科学,２００９,４８(１２):２９３５Ｇ２９３７．DOI:

１０．３９６９/j．issn．０４３９Ｇ８１１４．２００９．１２．００７
[４１]BensassonD,ZhangDX,HewitGM．Frequentassimilationof

mitochondrialDNAbygrasshoppernucleargenomes[J]．Mol

BiolEvol,２０００,１７(３):４０６Ｇ４１５．DOI:１０．１０９３/oxfordjournＧ

als．molbev．a０２６３２０
[４２]BellisG,DyceA,GopurenkoD,etal．RevisionoftheCuliＧ

coidesAvaritiaimicolacomplexKhamala& Kettle(Diptera:

Ceratopogonidae)fromtheAustralasianregion[J]．Zootaxa,

２０１４,３７６８:４０１Ｇ４２７．DOI:１０．１１６４６/zootaxa．３７６８．４．１
[４３]HajdHenniL,SauvageF,NinioC,etal．Winggeometryasa

toolfordiscriminationofobsoletusgroup (Diptera:CeratoＧ

pogonidae:Culicoides)inFrance[J]．InfectGenetEvol,２０１４,

２１,１１０Ｇ１１７．DOI:１０．１０１６/j．meegid．２０１３．１０．００８

收稿日期:２０１８Ｇ０５Ｇ１６　编辑:张智芳

４９０１ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０１８,３４(１２)




