
　第５６卷　第 １期
２０１７年　１月

中山大学学报 （自然科学版）

ＡＣＴＡ　ＳＣＩＥＮＴＩＡＲＵＭ　ＮＡＴＵＲＡＬＩＵＭ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＡＴＩＳ　ＳＵＮＹＡＴＳＥＮＩ
Ｖｏｌ５６　Ｎｏ１
Ｊａｎ　２０１７

　

ＤＯＩ：１０１３４７１／ｊｃｎｋｉａｃｔａｓｎｕｓ２０１７０１０１９

白背飞虱１８Ｓ核糖体基因克隆及系统发育

梁梓强，梁士可，刘婷婷，李广宏，王方海
（中山大学有害生物控制与资源利用国家重点实验室／／昆虫学研究所，广东 广州５１０２７５）

摘　要：以白背飞虱Ｓｏｇａｔｅｌｌａｆｕｒｃｉｆｅｒａ长翅雌虫为材料，提取其基因组ＤＮＡ，以已知的半翅目昆虫１８ＳｒＤＮＡ全
序列和白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ部分序列为参考，通过ＰＣＲ扩增出白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ的未知部分序列，最后通过拼
接，首次得到了白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ的全长序列，长度为１８９１ｂｐ，碱基组成比例均衡，分别为：２４１％ Ａ；
２３７％ Ｃ；２７７％ Ｇ；２４５％ Ｔ。将此全长序列与分属６个目 （半翅目、双翅目、膜翅目、直翅目、鞘翅目、等

翅目）昆虫的１８ＳｒＤＮＡ序列进行比较，一共发现有４个保守区域，其中第二个区域发生插入或缺失的情况最
少。以１８ＳｒＤＮＡ第二保守区域进行系统发育分析，发现原同翅目昆虫多数均与半翅目昆虫菜蝽亲缘关系较近，
但原同翅目飞虱科昆虫，如白背飞虱、褐飞虱则与半翅目昆虫菜蝽的亲缘关系较远，表明近年来将原同翅目昆

虫全部划归为半翅目还有待商榷之处。
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目Ｈｅｍｉｐｔｅｒａ飞虱科 Ｄｅｌｐｈａｃｉｄａｅ，是粮食作物水稻
的重要害虫。白背飞虱成虫常会出现长、短两种不

同的翅型个体，长翅型个体与短翅型个体相比有较

强的活动能力，可以进行远距离迁飞扩散，但是繁

殖能力较弱，白背飞虱不同翅型个体的比率是预测

其种群动态变化的关键指标之一［１］。

昆虫基因组存在 ＤＮＡ甲基化现象［２］，同时

ＤＮＡ的甲基化与昆虫的多型现象密切相关［３］。白

背飞虱中，ＤＮＡ甲基化的研究主要围绕其对性别
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分化［４－５］和翅型分化［６］的作用展开了探索。利用甲

基化敏感性代表性差异分析法 （ＭＳ－ＲＤＡ）分析
白背飞虱长、短翅型雌成虫基因组，发现两个特异

的ＤＮＡ甲基化片段分别与１８Ｓ和２８ＳｒＤＮＡ高度同
源［６］。因此获得核糖体基因全长序列将有助于进

一步分析其甲基化的具体式样和水平，找出不同翅

型个体间存在的差异，从而有可能弄明白核糖体

ＤＮＡ甲基化对白背飞虱翅型分化的具体作用和机制。
真核生物核糖体是细胞内合成蛋白质的场所，

由大、小两个亚基组成，主要成分为核糖体 ＲＮＡ
和蛋白质。核糖体ＲＮＡ具有自我复制和剪切功能。
２０世纪８０年代以来，伴随着序列分析软件和计算
机的发展，核糖体基因被广泛应用于昆虫的分子系

统学研究［７］。

昆虫分类经典的方法主要以形态学为基础，相

对简单且快捷，但限制形态学鉴定的因素较多，如

昆虫生活环境、分类经验不足等，所以只靠形态特

征进行分类，难以保证绝对的准确性。核糖体基因

中１８ＳｒＤＮＡ具有序列高度保守性，并且许多生物
的１８ＳｒＤＮＡ已被发表［８－９］，所以比较适合用于各

类生物系统发生等进化关系的研究。

本研究参考了大量半翅目昆虫的１８ＳｒＤＮＡ全
序列信息，克隆和分析了白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ全长
序列，为日后研究白背飞虱核糖体基因全序列甲基

化水平和翅型分化的关系奠定基础。同时，我们将

白背飞虱和六个目昆虫的１８ＳｒＤＮＡ序列进行比较
分析，并根据１８ＳｒＤＮＡ的同源保守区进行了进化
树的描绘，能为分子系统学研究提供参考。

１　材料和方法
１１　供试昆虫

白背飞虱成虫采自广州市华南农业大学水稻试

验田。将００１ｇ长翅雌成虫置于液氮中研磨成粉，
其基因组 ＤＮＡ的提取采用 ＵｎｉｖｅｒｓａｌＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ
ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＴａＫａＲａ），具体方法和步骤参照该
试剂盒的说明书。

１２　引物设计
从ＧｅｎＢａｎｋ上搜索已经发表的白背飞虱 １８Ｓ

ｒＤＮＡ序列 （登录号 ＪＦ７７３１５０，１７３３ｂｐ；登录号
ＪＸ５５６７７９，１２８１ｂｐ；登陆号 ＨＭ０１７２５０，１２００
ｂｐ）和白背飞虱１８ＳＩＴＳ１－５８Ｓ－ＩＴＳ２－２８Ｓ核糖
体序列 （ＡＢ６２５６０７，ＡＢ６２５６０６，ＡＢ６２５６０５），拼
接成一条长度为１８５６ｂｐ的１８ＳｒＤＮＡ序列。

根据已经公布的半翅目昆虫的１８ＳｒＤＮＡ全序
列 （表１），利用 Ｍｅｇａｌｉｇｎ软件分析表１中的８个

序列和上述已拼接好的１８ＳｒＤＮＡ序列，可以得知
拼接的白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ不是完整序列，缺失５′
端部分。

表１　半翅目昆虫１８ＳｒＤＮＡ全序列的登录号
Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐｌｅｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅＨｅｍｉｐｔｅｒａ１８ＳｒＤＮＡ

Ｓｐｅｃｉｅｓ ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

Ｐｈｉｌａｅｎｕｓｓｐｕｍａｒｉｕｓ Ｕ０６４８０
Ｓｐｉｓｓｉｓｔｉｌｕｓｆｅｓｔｉｎｕｓ Ｕ０６４７７
Ｈｅｎｅｓｔａｒｉｓｏｓｃｈａｎｉｎｉ ＡＹ３２４８５３
Ｌｙｇｕｓｈｅｓｐｅｒｕｓ Ｕ０６４７６

Ｐａｃｈｙｇｒｏｎｔｈａａｎｔｅｎｎａｔａ ＡＹ３２４８５２
Ｈｅｍｉｏｗｏｏｄｗａｒｄｉａｗｉｌｓｏｎｉ ＡＦ１３１１９８
Ｏｋａｎａｇａｎａｕｔａｈｅｎｓｉｓ Ｕ０６４７８
Ｈａｃｋｅｒｉｅｌｌａｖｅｉｔｃｈｉ ＡＦ００４７６６

为了确定白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ的５′端序列，我
们分别对柑橘木虱 （ＧＣＡ＿０００４７５１９５１）和褐飞
虱 （ＧＣＡ＿０００７５７６８５１）的基因组进行分析，找
到其１８ＳｒＤＮＡ及其上游１０００ｂｐ序列，根据１８Ｓ
ｒＤＮＡ和上游序列的保守区域设计了一对引物用于
扩增白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ缺失的５′端序列 （图１），
引物具体如下：

１８Ｓ－Ｆ：５′ＡＣＧＡＡＴＣＡＴＧＡＧＣＴＧＣＴＧＡＣ３′
１８Ｓ－Ｒ：５′ＡＴＧＧＣＴＴＡＡＴＣＴＴＴＧＡＧＡＣＡＡＧ３′
１８Ｓ－Ｆ和１８Ｓ－Ｒ预期扩增的序列大小为５１５ｂｐ。

图１　ＰＣＲ扩增白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ５′序列
Ｆｉｇ１ＰＣＲｓｔｒａｔｅｇｙｔｏａｍｐｌｉｆｙ５′ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ

Ｓｆｕｒｃｉｆｅｒａ１８ＳｒＤＮＡ
灰色部分为白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ上游序列；黑色部分为白
背飞虱１８ＳｒＤＮＡ序列；矩形部分为序列保守区域；１８Ｓ
－Ｆ和１８Ｓ－Ｒ为扩增白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ５′端引物

１３　ＰＣＲ及检测
ＰＣＲ的反应体系为：模板 ＤＮＡ２μＬ，上、下

游引物各 ４μＬ，ＰｒｅｍｉｘＴａｑ（ＴａＫａＲａ）２５μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ１５μＬ。ＰＣＲ循环条件为：９４℃３０ｓ；９４℃
２０ｓ，５１℃ ３０ｓ，７２℃ ２４ｓ，３０个循环；７２℃ ８
ｍｉｎ，４℃ ∞。反应结束后，取５μＬＰＣＲ产物进
行ｗ＝１％凝胶电泳检测，然后将目的条带纯化回
收，克隆并测序。

２２１
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１４　１８ＳｒＤＮＡ序列比对及系统发育分析
从ＧｅｎＢａｎｋ中下载了昆虫纲６个目共９个１８Ｓ

ｒＤＮＡ的序列 （表２），结合白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ全
序列，利用ＤＮＡｓｔａｒ和ＭＥＧＡ５软件进行分析。

表２　昆虫１８ＳｒＤＮＡ序列来源
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｓｏｕｒｃｅｏｆｉｎｓｅｃｔ１８ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｏｒｄｅｒ Ｓｐｅｃｉｅｓ ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

鞘翅目 黄粉虫Ｔｅｎｅｂｒｉｏｍｏｌｉｔｏｒ Ｘ０７８０１
双翅目 果蝇Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ＮＲ１３３５５９
膜翅目 蚜茧蜂Ｌｉｐｏｌｅｘｉｓｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｓ ＡＹ２１６６９９
直翅目 中华稻蝗Ｏｘｙａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＡＹ０３７１７３
等翅目 澳白蚁Ｍａｓｔｏｔｅｒｍｅｓｄａｒｗｉｎｉｅｎｓｉｓ ＡＹ４９１１５２
半翅目 褐飞虱Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ ＪＦ７７３１４８
半翅目 沫蝉Ｐｈｉｌａｅｎｕｓｓｐｕｍａｒｉｕｓ Ｕ０６４８０
半翅目 褐色橘蚜Ｔｏｘｏｐｔｅｒａｃｉｔｒｉｃｉｄａ ＡＹ２１６６９７
半翅目 菜蝽Ｅｕｒｙｄｅｍａｍａｒａｃａｎｄｉｃａ ＪＸ９９７８０７

２　结果与分析
２１　白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ基因克隆及序列分析

白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ５′端序列的ＰＣＲ扩增结果
见图２。将 ＰＣＲ产物克隆后进行测序，测序完成
后，与步骤１２中已拼接出的白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ
序列进行再次拼接。

根据表１中８个半翅目昆虫的１８ＳｒＤＮＡ基因
序列，比较分析 １８ＳｒＤＮＡ基因的起始位点 （图

３），最终确定了白背飞虱 １８ＳｒＤＮＡ全序列，共
１８９１ｂｐ，其ＧｅｎＢａｎｋ的登录号为 ＫＵ５１８３５２。白背
飞虱１８ＳｒＤＮＡ全序列碱基组成分别为：２４１％ Ａ；
２３７％ Ｃ；２７７％ Ｇ；２４５％ Ｔ，碱基组成比例均衡。
２２　昆虫１８ＳｒＤＮＡ同源性及系统发育关系分析

通过使用ＤＮＡｓｔａｒ中的ＭｅｇＡｌｉｇｎ程序对９个

１８ＳｒＤＮＡ序列进行排序处理，比对发现４个具有
较高同源性的区域，分别相当于白背飞虱１８ＳｒＤ
ＮＡ的１～２０２，３３５～６２９，７７９～１４３１和１５１０～１
７６０ｂｐ的序列。４个同源区域中，发生插入或缺失
的几率低，主要为转换，而在非同源区域中，发生

插入或缺失的几率大大增加，如双翅目或膜翅目昆

虫在此区域就存在较多的插入序列。

图２　白背飞虱１８ＳｒＤＮＡ基因５′端序列扩增结果
Ｆｉｇ２　ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＳｆｕｒｃｉｆｅｒａ１８ＳｒＤＮＡ５′ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｍ：ＤＬ－２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：扩增产物

基于以上的分析，如果根据１８ＳｒＤＮＡ全序列
进行系统发育分析，结果就会不太可靠。由于在第

二个同源区域中，出现插入或缺失的现象最少，所

以本研究根据第二个同源区域进行系统发育树的构

建，图４为所构建的系统进化树。
根据图４所示，我们发现白背飞虱和褐飞虱位

于同一分支上，与双翅目的果蝇亲缘关系最接近，

与鞘翅目的黄粉虫最远。而同属半翅目的沫蝉、褐

色橘蚜、菜蝽３种昆虫亲缘关系接近，但与白背飞
虱和褐飞虱的亲缘关系较远。

图３　半翅目１８ＳｒＤＮＡ基因起始位点
Ｆｉｇ３　ＴｈｅｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｓｉｔｅｏｆＨｅｍｉｐｔｅｒａ１８ＳｒＤＮＡ

黑色箭头指向的核苷酸为半翅目１８ＳｒＤＮＡ基因起始位点
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图４　基于昆虫１８ＳｒＤＮＡ保守区域的系统发生树
Ｆｉｇ４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ１８ＳｒＤＮＡｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎ

３　讨　论
核糖体基因一直以来都是人们研究的对象，

１８ＳｒＤＮＡ基因同样也是白背飞虱研究的热点之
一［６，１０］。过去我们虽然能得到很多有关白背飞虱

１８ＳｒＤＮＡ基因的信息，但是这些基因信息均为部
分片段，使得所做的研究具有局限性。通过对白背

飞虱雌雄个体和长、短翅个体的 ＭＳＡＰ图谱的分
析，发现ＤＮＡ甲基化有可能参与了白背飞虱性别
和翅型分化的调控［１１］，其中不同翅型白背飞虱基

因组中存在与１８ＳｒＤＮＡ同源的差异ＤＮＡ甲基化片
段。本研究首次得到了白背飞虱 １８ＳｒＤＮＡ全序
列，为１８ＳｒＤＮＡ基因的甲基化分析提供可靠的序
列参考，并且为今后研究１８ＳｒＤＮＡ基因甲基化式样
和水平对白背飞虱性别和翅型分化的调控打下基础。

碱基组合比例对系统发育的构建有较大的影

响［１２］，白背飞虱及其它用于构建进化树的昆虫的

１８ＳｒＤＮＡ的碱基组合比例均无偏异，故从１８ＳｒＤ
ＮＡ基因角度可较为真实反映各目昆虫的进化情
况。原属同翅目的白背飞虱、褐飞虱、沫蝉、褐色

橘蚜与半翅目的菜蝽的亲缘关系各有不同，沫蝉、

褐色橘蚜与菜蝽较接近，而白背飞虱和褐飞虱与菜

蝽则较远。如果从 １８ＳｒＤＮＡ基因进化角度来看，
近年来把原同翅目昆虫全部划归为半翅目，似乎还

值得商榷，因为飞虱科昆虫与半翅目昆虫间亲缘关

系并不接近。
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