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摘要:为了探讨我国不同地区菜粉蝶种群之间的遗传分化情况 , 本研究运用克隆测序法 , 对我国 16个地区 79只菜

粉蝶ＰｉｅｒｉｓｒａｐａｅｒＤＮＡ的ＩＴＳ-1基因序列进行测定并分析;同时 , 以东方菜粉蝶Ｐｉｅｒｉｓｃａｎｉｄｉａ为外群 , 重建了它们的

系统发生树 , 初步探讨了它们的生物地理学分化格局。序列分析结果显示:所测菜粉蝶的ＩＴＳ-1序列长度介于 337 ～

458ｂｐ之间。经序列比对后 , 在 347个位点中共有 281个保守位点 , 63个变异位点 , 16个简约信息位点和 47个单

突变位点;ＡＭＯＶＡ软件分析其核苷酸多态性指数(ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ)Ｐｉ为 0.014, 每位点 Ｔｈｅｔａ(ｐｅｒｓｉｔｅ)Ｅｔａ为

0.041, 遗传分化指数(ＦＳＴ)为 0.351 (Ｐ<0.05);ＤｎａＳＰ软件共检测出 48个单倍型(ｈａｐｌｏｔｙｐｅ)序列 , 单倍型多样性

(ｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ)的频率为 0.989。系统发生分析结果表明:现存的菜粉蝶各地理种群与其地理分布没有直接的对

应关系根据系统发生树结果推测 , 该蝶种在我国的最早建群可能发生于辽宁 、内蒙古及北京一带 , 其后 , 通过幼虫寄

主植物的水陆运输以及成虫的迁飞向我国的不同地区扩散。
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　　菜粉蝶 ＰｉｅｒｉｓｒａｐａｅＬｉｎｎａｅｕｓ隶属于昆虫纲

(Ｉｎｓｅｃｔａ), 鳞 翅 目 (Ｌｅｐｉｄｏｐｅｔｅｒａ), 粉 蝶 科

(Ｐｉｅｒｉｄａｅ), 粉蝶属Ｐｉｅｒｉｓ, 广泛分布于中国大部分

地区 。其幼虫———菜青虫 , 为害十字花科 、菊科 、旋

花科 、百合科 、茄科 、藜科和苋科等 9科 35种植物(李

云瑞 , 2006), 对十字花科蔬菜 , 如芥蓝 、甘蓝 、油菜 、

花椰菜的危害尤为严重。目前该种蝶类的研究主要

集中于形态学 、显微技术 、生态毒理 、电生理研究 、同

工酶以及系统发生等方面(Ｋｉｍｅｔａｌ., 1988;王见杨

和黄可威 , 2001;Ｃｒｉｓｔｉａｎｅｔａｌ., 2002;郭晓霞和郑

哲民 , 2002;侯天德等 , 2005;Ｃｅｒｒｕｔｉｅｔａｌ., 2007;

许丽等 , 2007;翟兴礼和杨霞 , 2008;Ｊõｇａｒｅｔａｌ.,

2009), 而利用分子遗传标记开展菜粉蝶不同地理

种群遗传分化及系统地理学的研究鲜有报道。

利用分子生物学技术研究不同地区菜粉蝶种群

的遗传学关系 , 可以探索各地菜粉蝶种群在数量和

空间上的内在联系 , 从而为制定菜粉蝶在不同地区

的区域性控制方法及菜青虫的病虫害防治提供科学

依据。ＩＴＳ-1序列是 ｎｒＤＮＡ上位于 18Ｓ与 5.8Ｓ

ｒＤＮＡ之间的序列 , 由于其不参与核糖体的形成 ,

受自然选择的压力较小 , 进化速率较快 , 因此是研

究种间和种内分子进化 、系统发育以及种群遗传多

样性分析的最常用的基因之一 (Ｓｃｈｉｌｔｈｕｉｚｅｎｅｔａｌ.,

1995;唐伯平等 , 2002;ＡｎｎｅｔｔｅａｎｄＶｉｃｔｏｒ, 2004)。

本研究尝试运用ＤＮＡ克隆测序法对我国 16个

不同地理种群共 79个个体的菜粉蝶 ｎｒＤＮＡＩＴＳ-1

序列进行测定和比较分析 , 并运用系统发生分析软

件重建其系统发生树 , 初步探讨该种蝶类在我国的

建群历史及其随后的系统地理学分化格局 , 以期为

我国菜粉蝶的遗传分化状况和今后的系统地理学及

相关的应用研究提供部分基础资料。

1　材料与方法

1.1　实验材料

材料来源和采集时间见表 1。本实验所用标本

经鉴定后立即放入 95%的酒精中固定 , 带回实验室

放入冰箱中 -20℃保存 。

1.2　基因组ＤＮＡ的提取 、ＩＴＳ-1序列的扩增和测定

　　基因组ＤＮＡ采用试剂盒ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆Ｔｉｓｓｕｅ

Ｋｉｔ(ＱＩＡＧＥＮ)提取 , 所用引物参考 Ｊｉ等(2003)设

计的 1对引物:ＩＴＳ-1Ａ:5′-ＴＡＣＡＣＡＣＣＧＣＣＣＧＴＣＧ

ＣＴＡＣＴＡ-3′;ＩＴＳ-1Ｂ:5′-ＡＴＧＴＧＣＧＴＴＣＲＡＡＡＴＧＴＣＧＡＴ

ＧＴＴＣＡ-3′。引物由上海生工生物工程技术公司合成。

ＰＣＲ扩增体系共 50μＬ, 其中含基因组ＤＮＡ约

0.5ｎｇ, ＰＣＲ 反应程 序常规;ＰＣＲ 产物 采用

ＴＲＡＮＳＧＥＮ的ｐＥＡＳＹ-Ｔ3试剂盒进行克隆测序 , 测

序工作由上海生工生物工程技术公司完成。

1.3　序列处理和系统分析

用ＢｉｏＥｄｉｔ7.0(Ｈａｌｌ, 1999)将实验克隆后测出

的序列进行拼接 , 并辅以手工校正 。在 ＧｅｎＢａｎｋ

(ｈｔｔｐ://ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ/)上确定菜粉蝶的

ＩＴＳ-1序列的边界及长度。用 ＣｌｕｓｔａｌＸ 1.8软件

(Ｔｈｏｍｐｓｏｎｅｔａｌ., 1997)进行序列比对 。核酸序列

变异及单倍型分析使用 ＤｎａＳＰ 5.0 (Ｌｉｂｒａｄｏａｎｄ

Ｒｏｚａｓ, 2009)。以东方菜粉蝶为外群 , 用ＭＥＧＡ 4.0

软件(Ｔａｍｕｒａｅｔａｌ., 2007)的邻接法 (ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ,

ＮＪ)和最小进化法(ｍｉｎｉｍｕｍｅｖｏｌｕｔｉｏｎ, ＭＥ)重建不同

单倍型之间的系统发生树。采用 Ｔｒｅｅｖｉｅｗ软件

(ＲｏｄｅｒｉｃａｎｄＥｄｗａｒｄ, 1998)显示拓扑结构图 , 利用

Ａｒｌｅｑｕｉｎ3.11软件(Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒｅｔａｌ., 2007)的分子方差

法(ＡＭＯＶＡ)分析种群间的遗传多样性及分化程度。

2　结果与分析

2.1　ＩＴＳ-1序列组成及其遗传多样性参数

本研究选择齐齐哈尔的菜粉蝶和西安的东方菜

粉蝶进行双向克隆测序 , 所得结果用ＢｉｏＥｄｉｔ7.0进

行拼接 , 辅以手工校正 。并在 ＧｅｎＢａｎｋ上确定其

ＩＴＳ-1序列的边界及长度 , 其他地区的样品与之对

照。选择 16地区测序较好的 79条 ＩＴＳ-1序列进行

分析(表 2), 结果表明:ＩＴＳ-1序列长度在 337 ～

458ｂｐ之间 , 其中福建三明(ＦＪ)菜粉蝶ＩＴＳ-1序列

最短 , 辽宁铁岭(ＴＬ)的菜粉蝶序列最长 , 而外群辽

宁新城(ＸＣ)东方菜粉蝶仅为 268ｂｐ, 陕西西安

(ＸＡ)东方菜粉蝶却为 361ｂｐ, 与不同地理种群的

菜粉蝶有明显差异 , 其中北京(ＢＪ)、浙江椒江大陈

岛(ＤＣＤ)、贵州贵阳 (ＧＹ)、湖北神农架酒壶坪

(ＨＥＢ)、安徽芜湖(ＷＨ)和山西五台山(ＷＴＳ)6个

地区的菜粉蝶所测个体之间的序列长度完全一致 ,

ＩＴＳ-1序列呈现较高的稳定性(表 2), 而辽宁铁岭

(ＴＬ)的菜粉蝶序列间长度差异最大 , 高达 102ｂｐ;

除此之外 , 其他地理种群间菜粉蝶序列的差异很

小 , 仅为 1 ～ 4ｂｐ。序列经 ＣｌｕｓｔａｌＸ 1.8多重比对
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表 1　本研究使用的菜粉蝶地理种群样本和ＩＴＳ-1序列信息

Ｔａｂｌｅ1　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔＰｉｅｒｉｓｒａｐａｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓａｍｐｌｅｓａｎｄｔｈｅＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆｔｈｅｉｒＩＴＳ-1ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

种群代码

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ｃｏｄｅ

采集地点

Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｌｏｃａｔｉｏｎ

采集时间

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇｄａｔｅ

经度

Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

纬度

Ｌａｔｉｔｕｄｅ

个体数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

个体代码

Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

ｃｏｄｅ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ.

ＷＨ1 ＧＵ319925

ＷＨ2 ＧＵ319931

ＷＨ
安徽芜湖

Ｗｕｈｕ, Ａｎｈｕｉ
2008.5 118.42 31.33 6

ＷＨ3 ＧＵ319924

ＷＨ4 ＧＵ319931

ＷＨ5 ＧＵ319926

ＷＨ6 ＧＵ319927

ＢＪ1 ＧＵ319889

ＢＪ2 ＧＵ319889

ＢＪ
北京王家园

Ｗａｎｇｊｉａｙｕａｎ, Ｂｅｉｊｉｎｇ
2009.4 116.4 39.88 6

ＢＪ3 ＧＵ319889

ＢＪ4 ＧＵ319889

ＢＪ5 ＧＵ319889

ＢＪ6 ＧＵ319888

ＦＪ1 ＧＵ319926

ＦＪ2 ＧＵ319900

ＦＪ
福建三明

Ｓａｎｍｉｎｇ, Ｆｕｊｉａｎ
2007.6 117.63 26.26 6

ＦＪ3 ＧＵ319901

ＦＪ4 ＧＵ319931

ＦＪ5 ＧＵ319931

ＦＪ6 ＧＵ319931

ＧＳ1 ＧＵ319904

ＧＳ
甘肃徽县

Ｈｕｉｘｉａｎ, Ｇａｎｓｕ
2007.6 106.11 33.78 4

ＧＳ2 ＧＵ319935

ＧＳ3 ＧＵ319902

ＧＳ4 ＧＵ319903

ＧＬ1 ＧＵ319909

ＧＬ2 ＧＵ319908

ＧＬ
广西桂林

Ｇｕｉｌｉｎ, Ｇｕａｎｇｘｉ
2008.8 110.29 25.25 5 ＧＬ3 ＧＵ319909

ＧＬ4 ＧＵ319907

ＧＬ5 ＧＵ319931

ＧＹ1 ＧＵ319906

ＧＹ2 ＧＵ319934

ＧＹ
贵州贵阳

Ｇｕｉｙａｎｇ, Ｇｕｉｚｈｏｕ
2008.8 106.66 26.63 5 ＧＹ3 ＧＵ319905

ＧＹ4 ＧＵ319934

ＧＹ5 ＧＵ319934

ＱＱＨＥ1 ＧＵ319918

ＱＱＨＥ
黑龙江齐齐哈尔

Ｑｉｑｉｈａｅｒ, Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ
2007.7 123.82 47.35 3 ＱＱＨＥ2 ＧＵ319918

ＱＱＨＥ3 ＧＵ319918

ＨＵＢ1 ＧＵ319913

ＨＵＢ

湖北神农架(九冲)

Ｓｈｅｎｎｏｎｇｊｉａ(Ｊｉｕｃｈｏｎｇ),

Ｈｕｂｅｉ

1998.7 112.21 31.02 4
ＨＵＢ2 ＧＵ319934

ＨＵＢ3 ＧＵ319913

ＨＵＢ4 ＧＵ319912
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续表 1Ｔａｂｌｅ1ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

种群代码

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ｃｏｄｅ

采集地点

Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｌｏｃａｔｉｏｎ

采集时间

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇｄａｔｅ

经度

Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

纬度

Ｌａｔｉｔｕｄｅ

个体数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

个体代码

Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

ｃｏｄｅ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ.

ＨＥＢ1 ＧＵ319917

ＨＥＢ

湖北神农架(酒壶坪)

Ｓｈｅｎｎｏｎｇｊｉａ(Ｊｉｕｈｕｐｉｎｇ),

Ｈｕｂｅｉ

1998.7 112.21 31.02 4
ＨＥＢ2 ＧＵ319915

ＨＥＢ3 ＧＵ319916

ＨＥＢ4 ＧＵ319914

ＤＬ1 ＧＵ319899

ＤＬ
辽宁大连

Ｄａｌｉａｎ, Ｌｉａｏｎｉｎｇ
2008.8 121.62 38.9 4

ＤＬ2 ＧＵ319934

ＤＬ3 ＧＵ319898

ＤＬ4 ＧＵ319897

ＴＬ1 ＧＵ319922

ＴＬ2 ＧＵ319922

ＴＬ
辽宁铁岭

Ｔｉｅｌｉｎｇ, Ｌｉａｏｎｉｎｇ
2008.7 123.82 42.27 6

ＴＬ3 ＧＵ319921

ＴＬ4 ＧＵ319920

ＴＬ5 ＧＵ319923

ＴＬ6 ＧＵ319919

ＨＨＨＴ1 ＧＵ319934

ＨＨＨＴ2 ＧＵ319910

ＨＨＨＴ
内蒙古呼和浩特

Ｈｕｈｅｈａｏｔｅ, ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａ
2008.8 111.74 40.83 6

ＨＨＨＴ3 ＧＵ319934

ＨＨＨＴ4 ＧＵ319910

ＨＨＨＴ5 ＧＵ319911

ＨＨＨＴ6 ＧＵ319910

ＣＦ1 ＧＵ319891

ＣＦ2 ＧＵ319890

ＣＦ
内蒙古赤峰

Ｃｈｉｆｅｎｇ, ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａ
2008.8 118.9 42.24 6

ＣＦ3 ＧＵ319892

ＣＦ4 ＧＵ319893

ＣＦ5 ＧＵ319894

ＣＦ6 ＧＵ319910

ＷＴＳ1 ＧＵ319929

ＷＴＳ
山西五台山

Ｗｕｔａｉｓｈａｎ, Ｓｈａｎｘｉ
2008.8 113.32 38.72 3 ＷＴＳ2 ＧＵ319930

ＷＴＳ3 ＧＵ319928

ＹＮ1 ＧＵ319931

ＹＮ2 ＧＵ319932

ＹＮ
云南昆明

Ｋｕｎｍｉｎｇ, Ｙｕｎｎａｎ
2009.4 102.74 25.02 6

ＹＮ3 ＧＵ319935

ＹＮ4 ＧＵ319934

ＹＮ5 ＧＵ319933

ＹＮ6 ＧＵ319934

ＤＣＤ1 ＧＵ319896

ＤＣＤ2 ＧＵ319934

ＤＣＤ
浙江台州

Ｔａｉｚｈｏｕ, Ｚｈｅｊｉａｎｇ
2008.7 121.44 28.67 5 ＤＣＤ3 ＧＵ319934

ＤＣＤ4 ＧＵ319895

ＤＣＤ5 ＧＵ319934

ＸＣ1 ＧＵ319939

ＸＣ2 ＧＵ319937

ＸＣ
辽宁兴城

Ｘｉｎｇｃｈｅｎｇ, Ｌｉａｏｎｉｎｇ
2008.8 120.73 40.61 5 ＸＣ3 ＧＵ319938

ＸＣ4 ＧＵ319940

ＸＣ5 ＧＵ319941

ＸＡ1 ＧＵ319936

ＸＡ
陕西西安

Ｘｉａｎ, Ｓｈａａｎｘｉ
2007.7 108.95 34.25 3 ＸＡ2 ＧＵ319936

ＸＡ3 ＧＵ319936
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后 , 发现部分地理种群内和种群间序列相同 , 其中

北京(ＢＪ)、浙江大陈岛(ＤＣＤ)、湖北神农架(ＨＥＢ,

ＨＵＢ)、黑龙江齐齐哈尔(ＱＱＨＥ)、辽宁铁岭 (ＴＬ)、

广西桂林(ＧＬ)的种群内部分序列相同;而福建三

明(ＦＪ)、贵州贵阳(ＧＹ)、内蒙古呼和浩特(ＨＨＨＴ)、

内蒙古赤峰(ＣＦ)、安徽芜湖(ＷＨ)、甘肃徽县(ＧＳ)

等地理种群间部分个体序列却存在相同性(表 3)。

经ＭＥＧＡ 4.0软件分析后 , 在 347个序列比对位点

中有 281个碱基序列为保守位点(ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅｓ),

变异位点 (ｖａｒｉａｂｌｅｓｉｔｅｓ)63个 , 简约信息位点

(ｐａｒｓｉｍｏｎｉｏｕｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅｓｉｔｅｓ)16个和 47个单突变

位点(ｓｉｎｇｌｅｔｉｏｎｓｉｔｅｓ)。经ＤｎａＳＰ5.0软件分析 , 其

核酸多态性指数(ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ)Ｐｉ为 0.014,

每位点 Ｔｈｅｔａ(ｐｅｒｓｉｔｅ)Ｅｔａ=0.041, 共检测出 48

个单倍 型 (ｈａｐｌｏｔｙｐｅ)序 列 , 单 倍 型 多 样性

(ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｄｉｖｅｒｓｉｔｙ)频率为 0.989, 其中共享单倍

型共 3种:其中 ＤＬ2, ＹＮ6 , ＹＮ4, ＤＣＤ2, ＤＣＤ3,

ＤＣＤ5, ＧＹ2, ＧＹ4, ＧＹ5, ＨＨＨＴ1, ＨＨＨＴ3和ＨＵＢ2

为第一共享单倍型 (记作 ＨａｐⅠ );ＹＮ1, ＷＨ2,

ＷＨ4, ＧＬ5, ＦＪ4, ＦＪ5和ＦＪ6为第二共享单倍型(记作

ＨａｐⅡ);ＱＱＨＥ1, ＱＱＨＥ2和ＱＱＨＥ3为第三共享单倍型

(记作ＨａｐⅢ)。而独享单倍型所占的比率以及分布频

率都比较高 , 各种群独享单倍型的存在及分布表明这

些地理种群之间已呈现出一定程度的遗传分化。

用ＭＥＧＡ(ｖｅｒｓｉｏｎ4.0)软件对 16个种群的菜

粉蝶的碱基(Ｔ, Ｃ, Ａ和Ｇ)组成作了计算 , 发现其

碱基组成差异不大 , 79个个体的Ｔ, Ｃ, Ａ和Ｇ的平

均含量分别为 33.0%, 20.6%, 25.6%和 20.8%。

Ｇ+Ｃ的含量明显低于Ａ+Ｔ的含量 。
表 2　菜粉蝶与东方菜粉蝶 ＩＴＳ-1序列长度

Ｔａｂｌｅ2　ＴｈｅｎｕｃｌｅａｒＩＴＳ-1ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｚｅｓｏｆＰｉｅｒｉｓ

ｒａｐａｅＬｉｎｎａｅｕｓａｎｄＰ.ｃａｎｉｄｉａＳｐａｒｒｍａｎ

种群

　Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

序列长度(ｂｐ)

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｌｅｎｇｔｈ

种群

　Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

序列长度(ｂｐ)

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｌｅｎｇｔｈ

ＢＪ 340(6) ＨＵＢ 339(3);340(1)

ＣＦ 339(1), 340(5) ＨＨＨＴ 339(2), 340(4)

ＤＣＤ 343(5) ＱＱＨＥ 341(1), 342(2)

ＤＬ 382(2), 342(2) ＴＬ 356(3), 357(1), 458(2)

ＦＪ 337(1), 338(1), 339(4) ＷＨ 340(6)

ＧＬ 342(2), 343(3) ＷＴＳ 340(3)

ＧＳ 338(1), 339(3) ＹＮ 337(1), 339(4), 340(1)

ＧＹ 339(5) ＸＣ
266(1), 267(1), 268

(2), 272(1)

ＨＥＢ 339(5) ＸＡ 356(1), 363(1), 364(1)

括号内数字表示序列个数。Ｆｉｇｕｒｅｓｉｎｂｒａｃｋｅｔｓｄｅｎｏｔｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ.

表 3　菜粉蝶种群内和种群间具有相同ＩＴＳ-1序列的个体列表

Ｔａｂｌｅ3　ＴｈｅｌｉｓｔｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅＩＴＳ-1ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｗｉｔｈｉｎａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＰｉｅｒｉｓｒａｐａｅＬｉｎｎａｅｕｓ

序号

Ｎｏ.

个体数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

个体代码

Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｃｏｄｅ

1 3 ＤＣＤ2,ＤＣＤ3,ＤＣＤ5

2 6 ＧＹ2,ＧＹ4,ＧＹ5,ＨＨＨＴ1,ＨＨＨＴ3,ＨＵＢ2

3 2 ＱＱＨＥ2,ＱＱＨＥ3

4 3 ＹＮ1,ＷＨ2,ＷＨ4

5 2 ＦＪ4,ＦＪ6

6 2 ＨＵＢ1,ＨＵＢ3

7 1 ＦＪ1,ＷＨ5

8 2 ＧＳ2,ＹＮ3

9 2 ＴＬ1,ＴＬ2

10 2 ＧＬ2,ＧＬ4

11 6 ＢＪ1,ＢＪ2,ＢＪ3,ＢＪ4,ＢＪ5,ＢＪ6

12 4 ＣＦ6,ＨＨＨＴ2,ＨＨＨＴ4,ＨＨＨＴ6

2.2　种群间ＩＴＳ-1序列的遗传距离

本研究采用 ＡＭＯＶＡ软件对菜粉蝶的单倍型

(ｈａｐｌｏｔｙｐｅ)数据进行分析 , 结果显示 , 其单倍型多

样性为 0 ～ 1.5之间 , 平均为 0.989 , 其中浙江大陈

岛(ＤＣＤ)、福建三明(ＦＪ)、贵州贵阳 (ＧＹ)、北京

(ＢＪ)、内蒙古呼和浩特(ＨＨＨＴ)和湖北神农架九冲

(ＨＵＢ)值最高 , 为 0.5 ～ 1.5;而黑龙江齐齐哈尔

(ＱＱＨＥ)最低;其核苷酸多样性为 0 ～ 0.96之间 ,

平均为 0.014, 其中湖北神农架酒壶坪(ＨＥＢ)值最

高 , 为 0.2 ～ 0.96之间 , ＱＱＨＥ最低;平均核苷酸

差异数最高和最低的种群分别为湖北神农架酒壶坪

(ＨＥＢ)和黑龙江齐齐哈尔(ＱＱＨＥ)(表 4)。

结果还显示:菜粉蝶的平均遗传分化距离为

0.351(Ｐ<0.05), 其种群内和不同种群间均有较

高的遗传变异 。但总的来说 , 变异主要来源于种群

内(占总变异的 64.93%), 其种群间和种群内的遗

传分化指数(ＦＳＴ)见表 5。

2.3　聚类分析

以西安(ＸＡ)和辽宁兴城(ＸＣ)的东方菜粉蝶为

外群 , 分别以邻接法(ＮＪ树)、最小进化法(ＭＥ)构

建了 16个地理种群共 48个不同单倍型的系统进化

树 , 重复 1 000次抽样估算系统树上各分枝的自引

导值 。结果显示两种树的拓扑结构基本一致 , 现以

ＮＪ树为例说明(图 1):各地理种群均具有较高的单

倍型多样性 , 且同一种群的不同单倍型之间有一定

的分歧 , 形成不同的簇类关系 , 其中大陈岛

(ＤＣＤ)、桂林(ＧＬ)、云南(ＹＮ)和湖北神农架九冲

(ＨＵＢ)变异最为明显 。其中 , 北京(ＢＪ)、呼和浩特
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表 4　菜粉蝶不同地理种群的基因单倍型 、核苷酸多样性 、ＴａｊｉｍａｓＤ中性检验及平均核苷酸差异数

Ｔａｂｌｅ4　Ｔｈｅｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ, ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ, ＴａｊｉｍａｓＤｎｅｕｔｒａｌｉｔｙｔｅｓｔａｎｄｍｅａｎｎｕｍｂｅｒ

ｏｆｐａｉｒｗｉｓｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＰｉｅｒｉｓｒａｐａｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

种群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

单倍型多样性

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ(Ｈｄ)

核苷酸多样性

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ(π)
ＴａｊｉｍａｓＤ

平均核苷酸差异数

Ｍｅａｎｎｕｍｂｅｒｏｆｐａｉｒｗｉｓｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ＤＬ 1.0000±0.2722 0.015595±0.012865 0.00000 2.66667

ＨＥＢ 1.0000±0.1768 0.581952±0.380973 1.43823 182.33333

ＷＴＳ 1.0000±0.2722 0.005900±0.005562 0.00000 2

ＧＳ 1.0000±0.2722 0.011799±0.010028 0.00000 3.33333

ＹＮ 0.7576±0.0927 0.006818±0.004510 -0.64365 1.65152

ＤＣＤ 1.0000±0.5000 0.011628±0.013000 0.00000 4

ＧＬ 1.0000±0.2722 0.019380±0.015691 0.00000 5.33333

ＧＹ 1.0000±0.5000 0.005900±0.007226 0.00000 2

ＦＪ 1.0000±0.5000 0.014749±0.016157 0.00000 4

ＴＬ 1.0000±0.1265 0.152174±0.093039 -2.58268 7.2

ＷＨ 1.0000±0.1768 0.010294±0.007871 -0.06501 2.16667

ＱＱＨＥ 0.0000±0.0000 0.000000±0.000000 0.00000 0.00000

ＢＪ 1.0000±0.5000 0.002941±0.004159 0.00000 1

ＨＨＨＴ 1.0000±0.5000 0.008824±0.010189 0.00000 3

ＨＵＢ 1.0000±0.5000 0.023460±0.024884 0.00000 5

ＣＦ 1.0000±0.1265 0.014118±0.009687 -1.19955 4.4

表中Ｈｄ和 π值为平均值 ±标准差。ＴｈｅＨｄａｎｄπｖａｌｕｅｓａｒｅｍｅａｎ±ＳＤ.

表 5　不同地理种群间菜粉蝶的遗传分化指数(Ｆ
ＳＴ
)值

Ｔａｂｌｅ5　ＴｈｅＦＳＴｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅ16Ｐｉｅｒｉｓｒａｐａｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ＤＬ ＨＥＢ ＷＴＳ ＧＳ ＹＮ ＤＣＤ ＧＬ ＧＹ ＦＪ ＴＬ ＷＨ ＱＱＨＥ ＢＪ ＨＨＨＴ ＨＵＢ ＦＳＴ

ＤＬ 0.505

ＨＥＢ 0.257 -1.10

ＷＴＳ 0.450 0.254 0.528

ＧＳ 0.391 0.251 0.182 0.514

ＹＮ 0.550 0.606 0.218 0.222 0.520

ＤＣＤ 0.606 0.139 0.676 0.571 0.669 0.521

ＧＬ 0.486 0.254 0.435 0.385 0.522 0.345 0.496

ＧＹ 0.352 0.116 0.143 0.032 0.105 0.625 0.327 0.532

ＦＪ 0.410 0.119 0.357 0.250 0.434 0.571 0.384 0.222 0.516

ＴＬ 0.356 0.391 0.339 0.337 0.614 0.230 0.291 0.231 0.245 -0.043

ＷＨ 0.470 0.334 0.303 0.268 0.148 0.626 0.343 0.197 0.242 0.382 0.515

ＱＱＨＥ 0.719 0.129 0.842 0.721 0.738 0.857 0.597 0.878 0.762 0.263 0.693 0.542

ＢＪ 0.678 0.123 0.789 0.667 0.702 0.783 0.478 0.786 0.700 0.238 0.640 0.933 0.537

ＨＨＨＴ 0.619 0.123 0.687 0.587 0.663 0.696 0.398 0.667 0.600 0.230 0.567 0.800 0.333 0.527

ＨＵＢ 0.389 0.112 0.333 0.250 0.336 0.455 0.103 0.167 0.235 0.197 0.042 0.500 0.182 0.000 0.501

ＣＦ 0.588 0.391 0.539 0.507 0.577 0.616 0.421 0.479 0.529 0.436 0.477 0.582 0.185 0.059 0.096 0.502

最后一列为种群内ＦＳＴ值。ＴｈｅＦＳＴｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｌａｓｔｃｏｌｕｍｎｓｈｏｗｔｈｏｓｅｗｉｔｈｉｎｅａｃｈｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ.

(ＨＨＨＴ)、辽宁铁岭(ＴＬ)及赤峰(ＣＦ)种群之间具有较

近的亲缘关系 , 与其实际地理距离呈现出一定的相关

性 , 但是这些种群内的部分序列却也出现了一定的分

化 , 如ＣＦ5与ＹＮ1和ＷＨ1具有较高的同源性。

3　讨论

3.1　不同地理种群间的菜粉蝶的遗传分化

群体遗传结构是指遗传变异在物种或群体中的

一种非随机分布 , 即遗传变异在群体内 、群体间的分

布样式以及在时间上的变化(ＨａｍｒｉｃｋａｎｄＬｏｖｅｌｅｓｓ,

1989)。这种非随机分布是由不同过程共同作用产生

的 , 包括物种长期的进化历史 、分布区改变 、生境破

碎 、群体隔离 、突变 、遗传漂变 、繁育系统 、基因流与选

择等(Ｓｌａｔｋｉｎ, 1987, 1995)。因此 , 要阐明生物进化

的过程 、式样和机理 , 必须首先探讨生物群体遗传变

异大小 、遗传结构及其变化规律以及影响群体遗传结
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图 1　菜粉蝶 48个ＩＴＳ-1单倍型的ＮＪ系统发生树(以东方菜粉蝶为外群)

Ｆｉｇ.1　Ｎｅｉｇｈｂｏｒ-ｊｏｉｎｉｎｇｔｒｅｅｏｆｔｈｅ48ＰｉｅｒｉｓｒａｐａｅＩＴＳ-1ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｕｓｉｎｇＰ.ｃａｎｉｄｉａａｓｔｈｅｏｕｔｇｒｏｕｐ

构的各种因素(Ｈａｍｒｉｃｋ, 1983)。

Ｗｒｉｇｈｔ(1978)提出遗传分化指数(ＦＳＴ)介于 0

～ 0.05之间的种群遗传分化很弱 , 介于 0.05 ～

0.15之间的种群遗传分化中等 , 介于 0.15 ～ 0.25

之间的种群遗传分化很大 , 大于 0.25表明种群遗

传分化极大 。本研究表明:菜粉蝶主要的遗传变异

应来源于种群内 , 各种群内的 ＦＳＴ值一般在 0.5左

右 。而种群间的情况比较复杂 , 其中 , 北京与黑龙

江齐齐哈尔种群的遗传分化指数(ＦＳＴ)值最大 , 高

达 0.933;黑龙江的齐齐哈尔与山西五台山 、浙江椒

江大陈岛及贵州贵阳也高达 0.8以上;而湖北神农

架酒壶坪与浙江大陈岛 、贵州贵阳 、福建三明 、黑龙

江齐齐哈尔 、北京 、内蒙古呼和浩特 、湖北神农架九

冲;湖北神农架九冲与广西桂林 、内蒙古赤峰和呼

和浩特;云南昆明与贵州贵阳 、安徽芜湖以及内蒙

古赤峰与呼和浩特的ＦＳＴ值皆小于 0.15;另外湖北

神农架九冲与内蒙古呼和浩特的 ＦＳＴ值却仅为 0。

除此之外 , 辽宁大连和其他所有种群间;湖北神农

架酒壶坪与山西五台山 、甘肃徽县 、云南昆明 、广西

桂林等其他种群间的ＦＳＴ却大于 0.25。
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总的来说 , 菜粉蝶种群的遗传分化较为明显 ,

并且主要体现于种群内。其各地理种群间遗传差异

形成的主要原因 , 可能与人为因素导致的地理种群

间基因流的有无和大小有关 。同时 , 本研究显示 ,

海拔高度是限制菜粉蝶的基因交流的一个重要因

素 , 如湖北神农架的九冲和酒壶坪处于明显不同的

海拔高度 , 从而对两地的菜粉蝶产生了明显的隔离

作用。

物种的适应能力 、生存能力和进化潜力与其遗

传多样性高低密切相关 , 一般而言 , 单倍型间的核

酸多态性指数(ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ)Ｐｉ是衡量群体

内变异程度的重要指标之一。对于大多数动物来

说 , Ｐｉ值在 0.01以上时被认为变异较大(Ｎｅｉｇｅｌｅｔ

ａｌ., 1993)。本实验显示 , 菜粉蝶单倍型间的核酸

多态性指数Ｐｉ为 0.014, 也在一定程度上说明其各

主要种群间的遗传多样性较高 。

Ｐａｓｈｌｅｙ(1986)通过研究表明 , 对植食性昆虫

来说 , 异域分布的昆虫产生种下分化是由地理和人

为的双重作用决定的 。随着栽培技术的发展和交通

的便利 , 菜粉蝶的寄主植物之间的交流日益频繁 ,

而菜粉蝶也随着寄主植物被带到不同的地区 , 表现

出基因型相似程度升高。同时研究也发现相同地域

的菜粉蝶个体之间共享单倍型出现的机率相对较

高 , 而跨地域不同个体之间却也拥有相同的基因

型 , 单倍型的出现没有一定的规律可循 。本研究的

系统树拓扑结构显示 , 不同种群间的系统发生格局

与它们的地理分布之间没有明显的关联。如果排除

人为因素 , 仅靠菜粉蝶自身的迁移很难形成如此复

杂的基因流 。因而 , 人为因素可能是影响菜粉蝶种

群遗传结构和遗传多样性的重要因素 。

菜粉蝶以十字花科(Ｃｒｕｃｉｆｅｒａｅ)为主要寄主植

物 , 尤其偏食厚叶片的甘蓝ＢｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａＬ.类蔬

菜 , 有研究表明甘蓝类蔬菜起源于地中海沿岸 , 多

数学者认为其起源于现存的一种一年生杂草

Ｂｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａｖａｒ.ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ, 也有人认为其起源

于地中海地区 4种野生近缘种的复合体 (王建林

等 , 2006)。甘蓝类蔬菜是从清朝年间开始逐步传

入我国 , 在我国的栽培历史还比较短(刘英和王超 ,

2006), 而菜粉蝶的另外一种寄主植物 ———大白菜 ,

是中国土生土长的一种蔬菜。有研究表明:美国的

菜粉蝶传入是在 1620年以后随十字花科植物由欧

洲人带入的(陈学新 , 1997), 那么中国的菜粉蝶也

可能是由甘蓝类蔬菜的输入而进入国内的 。根据图

1的结果推测 , 菜粉蝶在中国的建群事件可能发生

于北京 、内蒙古和辽宁铁岭附近。随着时间推移 , 一

部分向北蔓延 , 到达齐齐哈尔等地;一部分向西部 、

西南部扩张到了山西 、甘肃 、贵州 、云南等地;另一部

分沿海延伸到沈阳 、福建 、浙江 、安徽 、广西等地。

3.2　ＩＴＳ-1序列在蝶类系统发育中的应用

菜粉蝶作为广布性有害昆虫 , 其病虫害研究在

生物学 , 尤其在分子系统学方面的研究还很匮乏。

本研究结果表明 , 不同地理种群间的菜粉蝶ｒＤＮＡ

的ＩＴＳ-1序列遗传分化较大 , 同时存在明显的种群

内个体间变异 。本研究表明核 ＩＴＳ区为高变区 , 是

探讨种内种群间遗传分化和系统发生的有效分子标

记 , 同时也可作为相似种间快速鉴定的分子标记

(本研究中它可以较快鉴定形态上相似 、较易混淆

的菜粉蝶与东方菜粉蝶)。

本研究所采用的试验材料虽然涉及的地理范围

很广 , 但总体而言 , 由于采样方式 、采样条件 、试验

设备及研究时间等诸多因素的影响 , 可能会对某些

试验结果产生影响 。为了更全面掌握菜粉蝶地理种

群空间分布规律的内在联系 , 有必要在今后的研究

中进一步增加样品的数量和应用其他分子标记 , 以

期进一步佐证本研究的结果 , 为菜粉蝶的区域性控

制 、病虫害防治及分子系统地理学研究提供更为全

面的分子生物学数据。
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