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摘 要 综述了利用 现 代生物技术
,

即同功酶分析
、

线粒 体 D N A R F L P 分析 以 及

R A卫D
-
1
〕
( : R 判别等进行蚜虫种下分类研究的概 况与进展

,

比较了这几种方法在蚜虫种下分

类研究中的优缺点
.

作者认为
,

同功酶法分析的是基 因表达的产物
.

进行种下分类有局限性
,

需大量筛选最合适的酶类
.
R F L P

、

R A P D 方法较准确
,

但需筛选大量限制性内切酶和随机引物
。

关键词 蚜虫种下分类
,

同功酶
,

线粒体
,

限制性片段长度多态性
,

随机扩增多聚酶链反应

中图分类号 Q 9 6 9
.

3 5 7
.

2 0 9

以同功酶电泳
、

R F L P 技术及重组 D N A 为标志的生物技术
,

自提出迄 今已经历了 20

多年
,

这些崭新技术的出现及其在应用上的发展
,

影响之广
,

几乎涉及各个学科和研究领

域
。

经典的生物学研究历来都是由宏观到微观
,

由个体解剖到组织系统
,

由机体水平到细

胞水平
,

由遗传表现型到基因型
。

现代生物技术的出现改变了这一传统的研究方法
,

常 由

微观到宏观
,

由基因的结构功能到编码蛋白质的功能来阐明重大的生命现象
,

这就是反向

生物学的研究方法
。

由于生命活动的本质是蛋白质的功能
,

而蛋白质立体结构的信息蕴藏

在其一级结构中
。

一级结构由基因编码
,

由此
,

从基因结构与功能出发去阐明复杂的生命

现象在技术上既简便又迅速
,

可以大大加快生命科学研究的进程
。

这正是现代生物技术飞

速发展的原因
。

这些新技术广泛渗入到昆虫学各个研究领域
,

才使蚜虫种下分类成为可能
。

l 蚜虫种下分类的困难与意义

蚜虫种类繁多
,

生殖方式奇特
,

繁殖速度惊人
,

适应性强
,

它既能通过刺吸植物汁液
,

造成直接危害
,

又是病毒病的传播媒介
,

引起问接危害
。

每年农业上可造成 15 %一 30 % 的

产量损失
。

蚜虫是同翅 目中进化最快的类群之一
,

原因在于其庞大的种群 (例如
,

一亩地叶

片和嫩枝上的蚜虫可达 3
.

76 x 1 05 头 以上「’
· ’ : )和由此带来的较高突变频率

。

按照真核生

物基因突变频率 1 0 ’

~ 10 ” 计算
,

一亩地上的蚜虫可有上千的突变发生
。

当然突变是随机

多方向性的
,

致死基因被淘汰
,

有利基因不断彩尹累
,

新的适应 种
、

亚种或型不断产生
,

这就

是几乎所有植物上都有蚜虫存在的根本原因
。

蚜虫这种进化快
、

适应性广的特点
,

使一些

蚜虫种内形态变异很大
。

相反
,

又由于进化的多向性和 自然选择的定向性
,

使得另一些蚜

虫的近缘种
、

近缘属的形态又 极为相似
,

因而极难区分近缘种和种下阶元
。

为此
,

各国学者

不断探讨新方法
,

以对蚜虫种下阶元进行分类
。

所用指标
、

代表物种以及研究者 见表 1
.

2 同功酶法与蚜虫种下分类

以同功酶方法进行分类的研究开创于 60 年代 中期
。

尽管研究者们已在不同真核生物
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表 1 蚜虫种下分类的各种鉴定指标与方法

序号 指 标与方法

植物对蚜虫的抗性 与耐性
,

以 、 为指标

形态结构的统计判别分析
,

多个形态指标

用被食过的植 物饲养蚜虫 观察同 种不同克

隆群蚜虫反应

黄 化叶百分率比较
、

病理学指标

对 杀虫剂的敏感与否

夭敌对蚜虫的取食与寄生的喜好

染色体细胞学判别 (长度分析 )

同功酶差异分析
,

以谱带多寡与密度为指标

D N A 印迹法

R F L P 法

R A P D
一

P C R 法

D N A 的时空分布

线粒体 D N A 多态

代表物种

麦二叉蚜 等

多种蚜虫

麦二叉蚜 等

研 究者

P u t e r
k

a
G J 等

D i x o n A D F 等

F o r m sE
a n

S 等

麦双尾蚜 等

棉蚜
、

桃蚜

棒树蚜等

棉蚜
、

麦二叉蚜

麦蚜
、

桃蚜
、

麦长管蚜等

智̀蚜等

悬钩子蚜等

桃蚜
、

棉蚜
、

豆蚜

桃蚜等

禾 谷级管蚜
、

麦二叉蚜

P
u t e r

k
a

G J

0
’
b

r i n e P J 等

R
u s s e

l l H 等

赵惠燕
、

M a y o Z B 等

M
a y R B 薛增召等

W e b e r
G 等

B i r e
h A N E 等

C e n i s J L 等

cS h u t r a n
K A 等

M
a r , i o e z

D 等

8910111213

中建立了总共 57 种同功酶的分析技术
,

但就某一生物而言
,

可供分析的同功酶很少
。

就蚜

虫种下分类
,

有的研究认为
:

同功酶电泳技术能 简单有效地测定个体和种群中的遗传变

异 「3〕 。

大部分研究结果表明
:

种间有差异
,

种内克隆群间无差异或差异极小
〔̀ 一 “ 二。

然而
,

S t e i n e r
等对采 自美国南部和西部四地区的玉米蚜 R h oP

a zo s净人u m m a l’d i : ( f i t e h )不同地理

群所作的同功酶研究表明
,

不同地理群间同功酶的差异显著 9[,
’ “ 〕 ,

因而对众所公认的玉米

蚜北迁的理论提出挑战
。

蚜虫种下分类所用的酶类见表 .2

表 2 蚜虫种下分类所用过的酶类

酶酶类 符号号
}

酶类 符号号

酸酸性磷酸酶 A C P HHH

{ 碱性碑酸酶 AL KP HHH

醉醉脱氢酶 A D HHH
} 淀粉醉 A M YYY

过过氧化物醉 PO DDD
} 醛氧化物酶 A OOO

正正负醋酶 士 E S TTT } 延胡 梭酸醒 UF MMM

葡葡萄糖脱氢酶 G D HHH } 谷草转氨酶 G o TTT

异异柠棣酸脱氢酶 ID HHH } 苹果酸脱氢醉 MDHHH
苹苹果酸醉 M EEE

}
-6 砚酸葡 萄枪脱氢酶 “

一
P

一

G D HHH

葡葡萄糖确酸变位醉 PG MMM }
uJ 梨醇脱 氢酶 S O R D HHH

轻轻基 丁酸脱氢醉 HB D HHH
} 酩氨酸酶 YT RRR

黄黄嗦吟脱氢醉 X D HHH … 确酸 己糖异构酶 ” IIIH
亮亮氨酸氮基肚酶 L A PPP 一 乌头酸酶 A C OOO

己己糖激酶 HKKK 一 谷 氨酸脱 氢酶 G D HHH

乳乳酸脱氢酶 L D HHH l 肚酶 P E PPP

在诸多种类的同功酶中
,

对种下克隆群或型表现有差异的仅为个别种类
。

例如
:
S

u o -

m a l a i n e n
等

〔, 二用豌豆蚜 A卿八入o s
p l’p 入。 。 p i s u m ( H a r r i s )试验

,

仅发现一种同功酶在克隆间

有差异
,

而参试的 15 种酶均无差异
。

M a y 等 ( 19 7 5 ) 在桃蚜 场
z u : p

e r s i c a 亡 ( s u l
z e r

) 9 个种

群的同功酶中没有发现异质性
,

在马铃薯长管蚜 aM cr os 动 h “ m t uP ho br la
。

( T h 。 m a 、 ) 中

仅 发现 微小 差 异
,

占 0
.

07 %
.

A ib d 等
r`」用 12 种 同 功 酶研 究 了麦二 叉 蚜 sc h i az p hl

、

g ar m l’n u m ( R o n da in )等 6 种生物型的种内差异
,

仅 6
一

磷酸葡萄糖脱氢酶 6
一

P G D H 表现有

种内差异
。

因此
,

用同功酶 电泳方法进行蚜虫种下分类
,

首先要大量筛选合适的酶类
,

否则
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将不会得到好的结果
。

3 蚜虫线粒体 D NA 的

结构与种下分类

线粒体是蚜虫细胞 内重要

的细胞器
,

蚜虫线粒体 D N A 为

双 链 环 状 D N A ( 简 写 为

m t D N A )
。

由于 m t D N A 的基因

组 比较小
,

它 的组 织结构
、

遗传

密码和复制体系又具有一些不

同于核基因组的重要特点
,

特别

是其进化快
,

已成为当前分子分

类研究中一个十分活跃的领域
。

昆 虫线 粒体 D N A 主 要含

有 13 个 蛋 白基因
,

2 个 核糖体
r
R N A 基 因

,

2 2 个 转 移 t R N A

基因
,

还有一个 D
一

环控制区
,

此

图 l 禾谷级管蚜 m t D N A 限制位点 图 (仿 M
a r t i n e z )

阴影区
.

H
. n d , 富 含 A + T 区 : a .

A
e e l . b

.

E
e o R I ; c

.

E e o R V ;

d
.

H a e , : e
.

H i n d , . f
.

H p a l 书 9
.

玩 nr H I番h
.

P 5 t l ; i
.

R 5 a
l ;一 S f u l ; 1

.

X b是
皿
I

区具有转录复制和控制调节 m t D N A 复制与表达的功能
。

m t D N A 的结构特点是
:

①基因

排列非常紧凑
,

基因间的序列很少或没有
; ②结构基因内无内含子 i( nt r o sn ) ;③ t R N A 基

因分散在编码蛋白基因和
: R N A 基因之间

;④大多数调节序列都位于 D
一

环中
。

由于长期进化的结果
,

蚜虫遗传变异性多种多样
。

除外界环境因素外
,

内因使核昔酸

序列发生了变化
。

正如 P o w e r
所言

:

由于蚜虫 m t D N A 的核酸多态性的迅速积 累
,

使得

m t D N A 成为快速鉴定种下型的理想方法
〔” 〕 。

用 m t D N A 进行蚜虫种下分类的一般程序

为
:
( 1 )提取 m t D N A ; ( 2 )限制性内切酶酶切

,

电泳分离
; ( 3 )筛选探针

; ( 4 ) S o u t h e r n 杂交
,

放射自显影
,

确定与比较 m t D N A 片段
。

实际上
,

目前所用 m t D N A 分类法的原理是限制

性片段长度多态性 ( R e s t r ie t io n F r a g m e n t L e n g t h P o l y m o r p h is m s ,

简写为 R F L P )
,

比较

的是限制性内切酶酶切 m t D N A 片段的长度差异
。

M a r

itn
e :
等

仁川 比较了西班牙四个远距离间隔地区的禾谷缴管蚜 p h oP al os z’P llu m P a -

dl’ ( iL n n a e us )的 m tD N A 变异
。

他发现 m t D N A 分子的长度变异在 4 地区禾谷缴管蚜克隆

中广泛存在
,

证明禾谷袋管蚜 m tD N A 为 16
.

1 ~ 16
.

5 K b p 的环状结构
。

参试的 8 种限制

性 内切酶 ( aB m H I
,

K p ln 等 )在禾谷缀管蚜 m t D N A 上无内切位点
,

而 X b a l
、

H p a l 等内切

酶在 m t D N A 上有 1个内切位点
,

E co IR 和 E co R v
有 2 个 内切位点

。

上述内切酶内切位点

在 m t D N A 上定位如图 1 所示
。

在不同地区的克隆内
,

仅 R sa L I 内切酶在 m t D N A 表现 2

种多态形式
:

即 A
.

3 个内切位点
; B

.

2 个内切位点
。

用内切酶 iH dn 班所获的不同地理型的

m t D N A 差异也是明显的
。

变异片段长度单位约 100 b p
,

见表 .3
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表 3 禾谷组管蚜种群用内切酶 iH
n d , 所获变异片段的分布与频率

虫源地 克隆数
变异 片段 的大小 ( k b) k d

变异系数

M
a 〔 l r记

Z a r a g o az

C o r
d o b a

T
a r r a g o n a

合计

1 l

l 4

7

3

3 5

0
.

0 9 1

0
.

0 7 1

0
.

3 3 9

0
.

0 2 9

0
.

3 3 3

0
.

0 8 6

一 0
.

8 1 8 0
.

0 9 1 0
.

2 86

0
.

2 14 0
.

7 1 4 一 0
.

4 0 8

一 0
.

8 5 7 0
.

14 3 0
.

2 1 0

一 0
.

3 3 3 一 0
.

4 4 5

0
.

0 8 6 0
.

7 4 3 0
.

0 5 7 0
.

4 6 5

P o w e r S
等用 n 种限制性内切酶对麦二叉蚜 m t D N A 提取液进行 内切发现

:

同型不

同克隆间无差异 〔” 二。

通过比较 m t D N A 限制性多态图谱
,

确定了麦二叉蚜种下型 B
、

C
、

E

和 F
.

比较这 4 种生物型核酸序列共享片段发现
:

由于长期进化
,

这些生物型 已经分化了

普通祖先的 m t D N A
.

多态片段分析结果表明
:

生物型 C 与 E 的关 系较近
; 生物型 B 与 C

、

E 相对等距
,

而生物 型 F 是独特的 m t D N A 品
系

,

其关系如图 2 所示
。

/ /
’

4 R A P D
一

P C R 与蚜虫种下分类

1 9 90 年美国两个独立的研究室几乎同时报

道了一种崭新的分 子生物技术— 随机扩增多

聚酶链反应 ( R a n d o m l y A m p l i f ie d P o l y m o r p h i。

D N A
一

P o l y m e r a s e C h a i n R e a e t i o n ,

简 写 为

R A P D
一

P C R 〔’ 3
· ’ `二)

。

它利用的是 生物体内 D N A

复制的原理
,

在试管中用 随机设计的单个寡核

昔酸引物
,

在嗜热 T aq D N A 聚 合酶的催化下
,

使

图 2 麦二叉蚜生物型 m t D N A 分析结果

(据 P o w e r s

等资料绘制 )

提取的 D N A 经过几十次变性
、

复性
、

链延长的循环
,

将 D N A 多态片段扩增达 肉眼可观

测
。

这种方法省去了传统生物工程中的建库 ( D N A 文库 )
、

筛库和筛探针等一套费时
、

费力

的操作
,

简便而快速地将不同生物材料的 D N A 成指数递增
。

通过扩增能产生随机多态性

D N A 谱带
,

而这种图谱又 为每种生物所特有
。

因此
,

它能有效地作为研究近缘种和种下分

类的标记
。

由于 R A P D
一

P C R 的引物是随机合成的
,

无需预先知道被研究生物的基因组核

昔酸排列顺序
,

这 祥
,

研究 者可以使用多个随机引物获得大量的 D N A 多态性
。

通过比较

不同物种的遗传标记
,

即可对生物进行快速有效的鉴定与分类
,

这使得利用生物技术进行

分子分类的方法大大前进 了一步
。

在蚜虫种间或种内用 R A P D
一

P C R 法可产生一系列分离的 D N A 片段 (图 3 )
,

这些片

段变异范围很大
,

常在 1 0 0一 2 0 0 0 b p 之间
,

以用于区别 种间或种内差异和鉴定
。

例如
:

在

麦双尾蚜 D i ur
a
P h i 、 no x ia (M or d vil k o) 的不同地理群间明显存在多态性

;
南非种群中存在

有一套低密度条带 ( 18 0一 6 5 0 b p )
,

而叙利亚种群则无 ; 南非 种群在 1 9 0 0
,

6 50 和 4 4 0 b p

的条带上表现多态性
,

成为两种基因型
,

而叙利亚种群仅表现一种基因型
。

麦二叉蚜地理生物型近年来成为研究的热门
,

已经分化为 A
,

B
,

C
,

D
,

E
,

F
,

G
,

H S个

地理生物型
。

除了 2 种生物型表现全周期外
,

大多生物型都是孤雌生殖
f ` 7 〕 。

1 9 9 3 年 lB a c k

用 R A P D
一

P C R 对 8 个地理生物型间和生物型内的 D N A 进行检测
,

发现大 量随机引物
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中
,

B A M 能检 出较 多的 型间多

态
,

可用于生物型的快速鉴定
。

比较蚜虫 种下分类所用 的

同 功 酶 分 子 分 类
,

m t D N A 的

R F L P 分析以及 R A P D
一

P C R 判

别三种方法
,

各有其优缺点
。

与

同 功 酶 分 子 分 类 方 法 相 比
,

R F L P 与 R A P D 多态分类的 优

点在于
:

研究对象是遗传物质本

身 (不象同功酶标记是研究基因

转 录翻译加工的产物 )
,

不受显

隐性关系
、

环境条件和发育阶段

的影响
; R F L P 方法不仅可以测

出编码区的变异
,

也可测出非编

码区的变异
。

另外
,

R F L P 起源

于 m t D N A 的 自然变异
,

可获得

能反映遗传物质种类学特征的

大量多态性
,

用以物种分类或组

建高密度遗传图谱
。

9 1「、

1
}

} {

1 .二几} 、 }
,
; )

1 飞几( ) l
)
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1 1 1` ) l、 一)
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一一……………………
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图 3 用 R A P仆CP R 方法扩增的麦双尾蚜 D N A 片段

前 10 条带是单个母蚜 燕殖的 10 个后代的叙利亚地 理型
,

后 7 条带

是南非地理型成虫和若虫混合种群的 7 个个体的扩增片段

用 R P L P 与 R A P D 多态进行蚜虫种下分类有其独特的优点及充分的可靠性
。

但

R F L P 多态的取得依赖于限制性内切酶识别 D N A 位点中碱基的改变或识别位点的位置

移动
,

这很大程度上限制了该方法的应用
。

另外
,

m t D N A 的 R F L P 种下分类需要进行多

种酶切
、

标记
、

转移
、

分子杂交等工作
,

步骤多
、

工作量大
,

并且接触的放射性污染也多
,

价

格 昂贵
,

这些给大量研究带来一定的困难
。

据统计
,

用同功酶进行分类的蚜虫种数仅占用

m t D N A R F L P 与 R A P D
一

P C R 判别的 1 / 3
,

而后者的分类速度则为前者的 1 / 1 0
.

另外
、

同功

酶分析的是基因表达的产物
,

因而分析种内差异具有一定的局限性
。

后两种方法起源于

D N A 的自然变异
,

在数量上几乎不受限制
,

可随机选取足够量的能代表整个基因组的标

记
。

特别是 R A P D
一

P C R 检测速度快
,

不需大量限制酶等 昂贵试剂和建库筛库等复杂手

续
,

更无需知道序列信息的探针
。

还有 R A P D
一

P C R 所需样品的 D N A 量很少
,

仅几个 n g

( 纳克 ) 甚至几面个 p g (微微克 )就能清晰看到扩增产物的遗传多态性
,

而所需要的 D N A

量仅是 m t D N A R F L P 的 0
.

1%一 0
.

5%
.

这对于单头蚜虫样品受限制的情况大有用处
。

用

R A P D
一

P C R 进行蚜虫种下分类可以与计算机联接处理数据
,

使结果更可靠快速
。

R A P D
一

P C R 技术 已被广泛用于物种分类和鉴定
、

研究系统发育及绘制系统发育图
,

尤其在种内水平
。

当然
,

R A P D
一

P C R 也有某些缺陷
,

如不能准确区分杂 合子
,

扩增产物不

稳定等
。

但其能在一限试管内将所要研究的一个 目的基因或某一 D N A 片段在数小时内

扩增千万乃至千百万倍
,

使肉眼可直接观察和判断该基因或该 D N A 片段的存在
,

这无疑

是一项
“

具有革命性的创举
” ,

上述这些生物技术对生物分类
,

乃至整个生命科学的发展具

有不可估量的促进作用
。
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