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［摘　要］目的：综合利用ＤＮＡ条形码序列和形态学特征鉴定蚋种。方法：利用车载式捕虫网于２０１４年７～
９月在贵州省雷山、江口、德江、关岭和开阳５县采集蚋类标本，并进行初步的形态学鉴定；测定雌蚋ＤＮＡ条形码
序列，利用生命数据条形码系统（ＢＯＬＤ）及系统发育分析方法鉴定蚋种。结果：初步确定划分蚋属下蚋种的
Ｋ２Ｐ距离阈值为４％，利用该阈值及生命数据条形码系统鉴定１５３只雌蚋为麻子绳蚋。结论：麻子绳蚋为贵州
省蚋类新记录，分布于雷山、江口、德江、关岭和开阳５县。
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　　蚋类，又称黑蝇（Ｂｌａｃｋｆｌｙ），属于双翅目（Ｄｉｐ
ｔｅｒａ）、蚋科（Ｓｉｍｕｌｉｉｄａｅ），是医学昆虫中一类重要的
媒介昆虫。蚋类通过刺叮吸血，骚扰人畜禽或传播

疾病，在生活和生产上给人类带来不同程度的危

害［１］。蚋类具有突出的形态相似性，种属鉴定通

常需要不同发育时期（包括幼虫、蛹和成虫）的成

套标本，对单一虫期标本的鉴定往往十分困难［２］。

近年来，本研究借鉴国外方法，利用车载式捕虫网

采集蚋类成虫，涉及对单个雌虫进行鉴定的问

题［３］。单个雌虫无法用形态学方法予以准确鉴

定，需利用ＤＮＡ条形码技术（ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ）进行
辅助鉴定。ＤＮＡ条形码技术由 Ｈｅｂｅｒｔ等［４］于

２００３年提出，核心思想是以线粒体ＣＯⅠ基因５′端
一长６５８ｂｐ的序列（称为 ＤＮＡ条形码）作为鉴定
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动物物种的通用遗传标记，该技术在双翅目、直翅

目、膜翅目、蜻蜓目［９］等昆虫的物种鉴定上得到了

很好的应用，该技术也应用于蚋类种属鉴定［５－１０］。

Ｃｏｎｆｌｉｔｔｉ等［１１］结合ＤＮＡ条形码与地理及生态信息
鉴定克蚋属（Ｃｎｅｐｈｉａ）５蚋种，Ｄａｙ和 Ｂｅｒｎｏｔｉｅｎ
等［１２－１３］以ＤＮＡ条形码来厘清爬蚋复组（Ｓ．ｒｅｐ
ｔａｎｓｃｏｍｐｌｅｘ）的近缘种分类问题。本研究室２００８
年开始蚋类ＣＯⅠ基因序列研究，逐渐建立了可用
于贵州省蚋类鉴定 ＤＮＡ条形码大纲（ｐｒｏｆｉｌｅ）［１４］。
贵州省蚋类分类学研究比较成熟，现已发现 １属
３５种［２］。本文用 ＤＮＡ条形码技术对车载式捕虫
网采集到的蚋类进行研究，结合系统发育分析方

法，发现尚未报道分布于贵州省的蚋种麻子绳蚋

（Ｓ．ａｓａｋｏａｅ），报告如下。

１　材料与方法

１．１　主要材料、试剂与软件
体视显微镜（日本）、电热恒温水浴锅（中国）、

ＵＶＰ凝胶成像系统（美国）、梯度 ＰＣＲ扩增仪（德
国）、蛋白核酸分析仪（美国）、Ｅｚｕｐ柱式动物基因
组ＤＮＡ抽提试剂盒（上海生工生物技术有限公
司）、２ＸＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（含染料）（上海生工
生物技术有限公司）、Ｔｒａｎｓ２ｋＤＮＡＭａｒｋｅｒ（上海生
工生物技术有限公司）、ＴｒａｎｓＤＮＡＭａｒｋｅｒＩ（上海生
工生物技术有限公司）。主要应用软件为 Ｃｈｒｏｍａｓ
２．４１、ＤＮＡＭＡＮＶ６、ＭＥＧＡ６．０６和ＰＨＹＬＩＰ３６９５。
１．２　方法
１．２．１　标本采集　参照 Ｄａｖｉｅｓ和 Ｒｏｂｅｒｔｓ［３］的方
法，设计制作车载式捕虫设备，采集蚋类成虫。于

２０１４年７～９月在贵州雷山、江口、德江、关岭和开
阳进行采集。依据蚋喜于晨曦和薄暮寻求血源、侵

袭人畜最为频繁的特点，选择采集时间在日出和日

落前后１ｈ。
１．２．２　形态学鉴定　在体视镜下解剖雌蚋，尾器
制片作为凭证标本，蚋其余部位保存于９５％酒精
中，用于提取基因组 ＤＮＡ。按常规方法进行形态
学鉴定［１］。

１．２．３　基因组 ＤＮＡ提取　使用上海生工生物公
司Ｅｚｕｐ柱式动物基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒提取单
个蚋基因组ＤＮＡ，－２０℃贮存备用。
１．２．４　ＰＣＲ引物选择　沿用本课题组自行设计
的蚋类ＣＯⅠ基因通用引物ｃｕ１＼ｃｄ２和Ｈｅｂｅｒｔ等［４］

的引物序列 Ｌｃｏ１４４９０＼Ｈｃｏ２１９８。ｃｕ１的引物序列

为５′ＡＣＣＡＣＴＴＴＴＡＴＣＡＧＣＣＡＴＴＴ３′，ｃｄ２的引
物序列 ５′ＣＡＣＴＡＡＴＣＴＧＣＣＡＴＡＴＴＡＧＡ３′，产
物约 １６００ｂｐ。Ｌｃｏ１４４９０的引物序列为 ５′ＧＧＴ
ＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ３′，Ｈｃｏ２１９８
引物序列为５′ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡ
ＡＡＴＣＡ３′，产物约７１０ｂｐ。引物由上海生工生物
技术有限公司合成。

１．２．５　ＰＣＲ扩增反应体系　ＰＣＲ扩增应体系的
总体积为 ２５μＬ，包括 １２５μＬＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，
１０７μＬ蒸馏水，０４μＬ的上游引物和０４μＬ的
下游引物，１μＬ模板。反应条件为：９４℃预变性
５ｍｉｎ后进入３０个循环，９４℃变性４５ｓ，５２℃退火
４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，最后７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃
保存。

１２６　ＰＣＲ产物检测与测序　吸取５μＬＰＣＲ产
物，１％琼脂糖凝胶电泳，恒压１８０Ｖ电泳２０ｍｉｎ，
在ＵＶＰ凝胶成像系统下观察并记录结果。ＰＣＲ产
物测序由英潍捷基公司进行，双向测序。

１２７　蚋类 ＣＯⅠ基因序列处理　用 ＤＮＡＭＡＮ
Ｖ６序列拼接程序剪切出用于分析的６５８ｂｐＤＮＡ
条形码序列。

１２８　蚋种鉴定　在 ＢＯＬＤＳＹＳＴＥＭＳ的动物 ＣＯ
Ⅰ鉴定页面（ｈｔｔｐ：／／ｂｏｌｄｓｙｓｔｅｍｓｏｒｇ／ｉｎｄｅｘｐｈｐ／
ＩＤＳ＿ＯｐｅｎＩｄＥｎｇｉｎｅ）中输入待鉴定的蚋类 ＣＯⅠ基
因６５８ｂｐ序列，提交鉴定，并记录结果［１５］。

１２９　Ｋ２Ｐ距离（Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒｄｉｓｔａｎｃｅ）分
析　利用ＰＨＹＬＩＰ３６９５软件中的ｄｎａｄｉｓｔ程序进行。
１２１０　序列比对与系统发育分析　用 ＭＥＧＡ６．０６
软件包的 ＡｌｉｇｎｍｅｎｔＥｘｐｌｏｒｅｒ工具进行序列比
对［１６－１７］。以邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）进行系统
发育分析，选择Ｋ２Ｐ模型，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设为１０００。

２　结果

根据形态学特征，对１５３个属同一蚋种（但不
是贵州省已知蚋种）的雌蚋个体（表１）进行 ＣＯⅠ
基因序列分析。测定１５３个个体的ＤＮＡ条形码序
列，共得２８种不同序列，其他１２５个个体的序列分
别与这２８种序列相同。２８种序列的 Ｋ２Ｐ距离最
大为３７％。用 ＢＯＬＤＳＹＳＴＥＭＳ对２８种序列进行
鉴定，１７种被鉴定为麻子绳蚋Ｓｉｍｕｌｉｕｍ（Ｇｏｍｐｈｏｓ
ｔｉｌｂｉａ）ａｓａｋｏａｅ，１１种未得到鉴定。检索 ＧｅｎＢａｎｋ
和ＢＯＬＤＳＹＳＴＥＭＳ中包含完整６５８ｂｐ条形码且已
知蚋种的蚋属（Ｓｉｍｕｌｉｕｍ）序列，分别获得４６４条和
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表１　１５３个雌蚋的分布
Ｔａｂ．１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ１５３ｆｅｍａｌｅｂｌａｃｋｆｌｉｅｓ

采集地 采集地经纬度 数目

雷山 ２６°２３′３６２４″Ｎ，１０８°４′２８９２″Ｅ １７
江口 ２７°４１′２２１３″Ｎ，１０８°５０′４４７９″Ｅ ７６
德江 ２８°１５′１９２９″Ｎ，１０８°０６′５２２５″Ｅ ７
关岭 ２５°５５′５９４６″Ｎ，１０５°３６′２５４２″Ｅ ２３
开阳 ２７°０３′１４１３″Ｎ，１０６°５８′３０８３″Ｅ ３０

４８６条序列，与本课题组之前测定的１０３条已知蚋
种序列（未发表）一起，成为包含１０５３条序列的蚋
类ＤＮＡ条形码大纲。该大纲含１４９个蚋种，平均
Ｋ２Ｐ距离为１４７％。在１４９个蚋种组成的１１０２６
个物种对中，仅有１０４对的 Ｋ２Ｐ距离小于４％，占
全部物种对的０９％。因此，选择４％的 Ｋ２Ｐ距离
为划分蚋属下蚋种的阈值。以上述２８种序列与蚋
类ＤＮＡ条形码大纲的１０５３条序列一起，进行系
统发育分析，发现２８种序列与已知麻子绳蚋序列
（共 ３条，ＧｅｎＢａｎｋ编号为 ＫＭ４１０１７０、ＫＭ４１０１７１
和ＫＭ４１０１７２）构成单独的分支（ｂｒａｎｃｈ）。２８种序
列与已知麻子绳蚋序列（３条）的 Ｋ２Ｐ距离为
１１％～３４％，在种内差异范围内。２８种序列与
已知非麻子绳蚋序列（１０５０条）的 Ｋ２Ｐ距离为
５７％～２１１％，达到种间差异水平。进一步检视
２８种序列相应的尾器凭证标本（图１），发现符合
麻子绳蚋形态特征，即生殖板三角形、内缘骨化和

侧缘中凹，生殖叉突前臂骨化、后臂无外突及两端

骨化，从而确认２８种序列代表的蚋种为麻子绳蚋。
麻子绳蚋为贵州省蚋类新记录，分布于雷山、江口、

德江、关岭和开阳５县。

３　讨论

现已知蚋类２２０４种，其中，蚋属１７４５种［１８］。

我们根据蚋属１４９种的已知 ＤＮＡ条形码，初步确
定以４％的 Ｋ２Ｐ距离为划分蚋属下蚋种的阈值。
由于１４９个蚋种构成的物种对中，Ｋ２Ｐ距离小于
４％的占０９％，意味着以４％为蚋种划分标准，准
确性可以达到９９％以上。Ｈｅｂｅｒｔ等［４］在研究鳞翅

目昆虫时，以３％（Ｋ２Ｐ）为判断物种的阈值，准确
性可达到 ９８％。Ｈｅｂｅｒｔ等［４］认为，同一属下的物

种，可能因为成种时间晚近，而使得ＣＯⅠ基因序列
的趋异较小。对于 Ｋ２Ｐ距离较小（＜４％）的蚋类
物种对，可能还存在其他解释。例如，在我们分析

的１４９个蚋种中，节蚋（Ｓｎｏｄｏｓｕｍ）和素木蚋（Ｓ

图１　麻子绳蚋雌性尾器（４０×）
Ｆｉｇ．１　ＦｅｍａｌｅｇｅｎｉｔａｌｉａｏｆＳｉｍｕｌｉｕｍａｓａｋｏａｅ

ｓｈｉｒａｋｉｉ）的ＤＮＡ条形码序列完全一致，即 Ｋ２Ｐ距
离为０，说明节蚋和素木蚋很可能就是同一蚋种。
关于节蚋和素木蚋是否为同一蚋种，在分类学上尚

存在争议，这与本课题组的研究结果相符。

已报道麻子绳蚋分布于马来西亚、泰国、越南

及中国香港［２，１８］，因此本文综合形态特征、ＢＯＬＤ
ＳＹＳＴＥＭＳ鉴定和系统发育分析所鉴定的麻子绳
蚋，为贵州省新记录种。贵州省已知的蚋属３５蚋
种，均为在幼期孽生地（河流、溪流）采集标本，对

幼期标本（幼虫或蛹）及从蛹羽化而得的成虫进行

鉴定而定种［２］。本文报道的贵州省新记录麻子绳

蚋，系以车载式捕虫网采获，且发现该蚋种在贵州

省分布较为广泛，分布于雷山、江口、德江、关岭和

开阳５县。但以传统方法采集标本时，并未发现该
蚋种，说明车载式方法对于蚋类研究是一个很好的

补充。
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