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果园螟蛾总科部分种类DNA条形码鉴定
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摘要：为检验DNA条形码在鳞翅目螟蛾总科蛾类鉴定中的可行性，对采自山西省太原市晋源区螟

蛾总科26种78头蛾类标本分别提取了DNA，扩增了全部78头标本的线粒体cox1基因和其中75头

标本的核糖体28S基因，并通过构建系统发育树、计算遗传距离及种间差异阈值等方法，对所有标

本进行了鉴定和比较分析，检验了国际DNA条形码数据库BOLD（the barcode of life data）系统的鉴

定成功率。结果表明，基于cox1基因和28S基因的系统发育树鉴定成功率分别为100.00%和97.14%，

BOLD系统的鉴定成功率达到了67.94%。基于最大简约法、邻接法和最大似然法构建的系统发育

树，鉴定结果均相同。基于cox1基因的种内遗传距离全部小于1.00%，种内种间的遗传距离形成明显

的3.00%阈值现象。研究表明，cox1及28S基因均适用于供试螟蛾总科种类的鉴定，核糖体28S基

因可以作为DNA条形码鉴定的辅助基因；BOLD系统数据库仍有待充实，且标本鉴定工作相对滞后；

不同聚类分析方法对结果影响很小，其中邻接法计算速度快，更适合DNA条形码大数据的分析。
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DNA barcoding of some pyraloid moths (Lepidoptera: Pyraloidea)

in an apple orchard
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Abstract: In order to investigate the accuracy of DNA barcoding in identifying pyraloid moths of Lepi-

doptera, 78 samples (belonging to 26 species of pyraloids) from an apple orchard in Jinyuan District of

Taiyuan were collected. All samples were used for DNA extraction. The genes of cox1 and 28S were

successfully amplified for all of the 78 samples, except for the 28S genes of three samples. The sequenc-

es were used to construct phylogenetic trees, analyze the genetic distance and threshold, and test the

identification success rate of the barcode of life data (BOLD) system. The results showed that the suc-

cess rate according to the phylogenetic analysis using the genes of cox1 and 28S were 100.00% and

97.14%, respectively. The success rate of BOLD system was 67.94%. Furthermore, the results from the

phylogenetic trees based on different methods (maximum parsimony, neighbor-joining and maximum

likelihood) were consistent. The intra-species genetic distance was less than 1.00% in all species. There

was an obvious 3.00% threshold between the intra-species and the inter-species genetic distances. The

results indicated that cox1 and 28S genes were suitable for DNA identification of the tested pyraloid

moths, and 28S gene could be used as an auxiliary gene for DNA barcoding; the BOLD system database
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螟蛾总科Pyraloidea包括螟蛾科Pyralidae和草

螟科Crambidae，是鳞翅目的第 3大总科，仅次于夜

蛾总科Noctuoidea和尺蛾总科Geometroidea。全世

界已描述的螟蛾总科种类超过16 000种，中国记录

有 2 000余种（Solis，2007；马晓静，2010；刘家宇等，

2011）。大多数螟蛾总科幼虫为害粮食、蔬菜、果树

等各种植物，多数钻蛀取食，少数卷叶取食。与大多

数鳞翅目其它种类昆虫一样，螟蛾总科昆虫的鉴定

主要依靠成虫的外部形态特征，但幼虫的鉴定较为

困难。一些暴发性的农林害虫，如果在幼虫时期不

能准确鉴定，会贻误防治适期。还有一些检疫性害

虫，往往以幼虫附着在货物的包装材料内，单以外部

形态很难鉴定。而且，传统分类学方法鉴定物种需

要很强的专业知识和丰富的经验，具有较大的局限

性，很难同时、高效地对某一个地区、某一个项目所

得到的全部生物样本进行鉴定与记录。单靠传统的

人为鉴定已越来越难满足当前对鉴定工作准确度和

大规模的需求，亟需一种更加具有效率的生物物种

鉴定与记录体系。

2003 年加拿大圭尔夫大学生物学家 Hebert 提

出利用线粒体基因组上的一段线粒体细胞色素氧化

酶亚基 I基因（cox1）对物种进行鉴定（Hebert et al.，

2003）。通过预先构建基因条形码数据库，然后将未

知物种的基因在数据库中进行检索比对，根据序列

相似度进行鉴定，其过程如同超市里的条形码，称之

为DNA条形码（Hebert et al.，2003；2004a，b）。DNA

条形码技术可在物种生长发育的任一阶段对其进行

鉴定，甚至是某一物种的部分或碎片。目前已在昆

虫（Hajibabaei et al.，2006；Smith et al.，2008）、植物

（Kress & Erickson，2007）、鸟类（Hebert et al.，2004b）、

鱼类（Ward et al.，2005）、腹足类（Remigio & Hebert，

2003）、两栖类（Vences et al.，2005）及灵长类（Lorenz

et al.，2005）等多个种类中进行了研究和应用。DNA

条形码不但可以快速鉴定物种，而且可以同时为系

统发育学、种群遗传学提供海量数据，甚至为隐存种、

新种的发现提供了参考依据（Hebert et al.，2004a；

Monaghan et al.，2009）。

蛾类是鳞翅目中最丰富的类群，也是DNA条形

码研究较多的类群（杨聪慧等，2013；宋韶彬等，

2014）。但从地域角度来讲，尚缺乏关于山西省鳞翅

目类群的研究。在鳞翅目类群中，DNA条形码的通

用基因一般是 cox1，虽然鉴定效果很好，但在部分

类群中鉴定率还不能达到100%，有学者提出可以适

当增加一个基因片段以保证鉴定的准确性（Lahaye

et al.，2008）。针对不同类群，DNA条形码的计算方

法往往不同，最常用的是邻接法（neighbor-joining，

NJ）、最大简约法（maximum parsimony，MP）和最大

似然法（maximum likelihood，ML）等。不同计算方

法各有优劣，NJ法、MP法计算快，费时少，而ML法

更准确，但运算时间较长。本试验对采自山西省太

原市郊区的螟蛾总科26种78头蛾类标本进行鉴定，

基于线粒体 cox1基因，并增加核糖体 28S基因作为

辅助基因，检验国际DNA条形码数据库BOLD（the

barcode of life data）系统的鉴定成功率，并基于 cox1

基因计算种内及种间遗传距离，对不同的计算方法

所得鉴定结果进行比较分析，测试和分析DNA条形

码技术鉴定太原市晋源区螟蛾科类群的准确性，探

讨增加DNA条形码辅助基因的可行性，这对于构建

鳞翅目蛾类区域性 DNA 条形码数据库、螟蛾科地

理种的资源信息补充及害虫的防治和鉴定具有重

要意义。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫标本：78头螟蛾总科昆虫标本于2015年

8月份采自山西省太原市晋源区南大寺村苹果园。

夜间设置高压汞灯，诱集螟蛾成虫，8月份最低气温

为13℃，最高气温为32℃。8月3日、6日、9日、14日、

20日、23日共收集 6次，诱捕到蛾类 335头，其中准

确鉴定到螟蛾科的有78头。各取一侧后足，用无水

乙醇浸泡，置于-20℃冰箱保存。

试剂：DNA 提取试剂盒QIAGEN DNeasy® Tis-

sue Kit 2004、PCR MasterMix、LA Taq，天根生化科

技（北京）有限公司；DL2000 Marker，日本 TaKaRa

公司；BigDye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit，

美国Applied Biosystems公司；其余试剂均为国产分

析纯。

仪器：Philips 高压汞灯，北京长风仪器仪表公

still need to be enriched, and the specimen identification was somewhat lagging behind; different clus-

tering methods only had a little influence on the result, and the neighbor-joining method was more suit-

able for the analysis of DNA barcoding for its faster calculation.

Key words: orchard; Pyraloidea; DNA barcoding
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司；Mastercycler Gradient 5341 PCR 仪，德国Eppen-

dorf公司；DYY-11 电泳仪、WD-9403F 紫外仪，北京

六一仪器厂；ABI-377 自动测序仪，美国 Applied

Biosystems公司。

1.2 方法

1.2.1 螟蛾总科昆虫标本的PCR扩增和测序

将浸泡于无水乙醇中的78头标本后足取出，晾

干，分成 2~3 段，放入 1.5 µL 的离心管中。按照

DNA提取试剂盒使用手册说明进行总DNA提取。

抽提的 DNA 溶于 200~300 µL AE 缓冲液中，并置

于-20℃冰箱保存备用。线粒体 cox1扩增通用引物

为 LCO1490（5ʹ - GGTCAACAAATCATAAAGATA-

TTGG-3）́和HCO2198（5ʹ-TAAACTTCAGGGTGAC-

CAAAAAATCA-3）́。核基因 28S 扩增通用引物为

28SU1（5ʹ-GACTACCCCCTGAATTTAAGCAT-3）́和

28SD1（5ʹ-GACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAG-3）́。

反应体系均为 25 μL：上下游引物各 0.5 μL、PCR

MasterMix 12.5 μL、DNA 模板 3 μL、ddH2O 8.5 μL。

取 3 μL PCR 扩增产物使用 1%的琼脂糖胶电泳检

验。cox1扩增反应条件：94℃预变性 2 min；94℃变

性 1 min，53℃退火45 s，72℃延伸1 min，进行35个循

环。28S 扩增反应条件：94℃预变性 2 min；94℃变

性 1 min，58℃退火 45 s，72℃延伸 1 min，进行 35个

循环。引物合成及 PCR产物测序由生工生物工程

（上海）股份有限公司完成。

1.2.2 BOLD系统鉴定

将1.2.1中所得的78条 cox1样本序列进行校对

后，在BOLD系统中逐一进行鉴定，记录相似度最高

的鉴定结果。并与形态鉴定结果进行对比，检验

BOLD系统的鉴定成功率。

1.2.3 种间遗传距离计算

在NCBI中下载螟蛾总科cox1基因序列418条，

与78条样本 cox1基因序列进行整合，使用ClustalW

进行比对，剔除错误序列，得到长度为 659 bp 的

cox1 序列 491 条。用 Mega 6.0 软件（Tamura et al.，

2013）计算属内、种内种间遗传距离，分别生成散点

图，以检验种内种间差异是否存在阈值。

1.2.4 系统发育树鉴定

为了比较基于 cox1与 28S的鉴定结果差异，以

及DNA条形码不同算法的差别，从491条 cox1序列

中筛选出 127 条同源序列，包括 78 条 cox1 样本序

列，使用 ClustalW 进行比对，得到长度为 655 bp 的

cox1序列集。将 75条 28S样本序列进行校对后，使

用ClustalW进行比对，得到长度为 591 bp的 28S序

列集。基于 cox1和 28S分别整合形成的数据集，分

别用Mega 6.0软件选择MP法构建系统发育树；选

择 NJ 法、K2P（Kimura-2-Parameter）模型（Kimura，

1980）构建系统发育树；选择ML法、Jukes-Cantor模

型（Jukes & Cantor，1969）构建系统发育树。Boot-

strap自检值1 000，其它参数为默认值。

2 结果与分析

2.1 采集标本的鉴定

采集的 78头标本均成功扩增到线粒体 cox1基

因，其中75头标本扩增到核糖体28S基因。根据形

态特征，72头标本均成功鉴定到种，有6头标本鉴定

到暗野螟属Bradina，共24属26种（表1）。

2.2 BOLD系统鉴定结果

将 78头标本的 cox1序列在BOLD系统进行鉴

定，有 53 个样本与形态鉴定结果相同，成功率为

67.94%。在鉴定成功的 53 个样本中，相似度达到

100.00%的样本有 28 个，除了编号为 201507015 和

201507016的 2 个样本相似度较低，分别为 95.79%

和95.85%外，其它样本的相似度均在98.51%以上，

但这 2个样本的鉴定结果正确，与形态鉴定结果相

同，均为三斑绢野螟 Glyphodes pyloalis。编号为

201507042~201507049 的 8 个样本形态鉴定为库氏

歧角螟Endotricha kuznetzovi，在BOLD系统中的鉴

定相似度虽然均达到 98.00%以上，但只鉴定到科，

没有准确种名，所以没有鉴定成功（表1）。

2.3 种内与种间遗传距离

NCBI下载序列与本试验78条样本序列整合筛

选的491条cox1序列，共44属81种，含本研究的26种。

种内遗传距离在0~0.61%之间，平均种内遗传距离为

0.04%，除了品缟螟 Aglossa pinguinalis 和二型陶螟

Tosale oviplagalis这2个种的遗传距离分别为0.61%

和0.32%外，其余种的遗传距离均小于0.30%。81个种，

种与种两两之间计算的种间遗传距离，形成3 240对，

遗传距离在1.00%~83.00%之间，有18对小于3.00%，

其余均大于3.00%。18对为秆野螟属Ostrinia内种间

的遗传距离，有4对标本为1.00%，包括2个种欧洲玉

米螟O. nubilalis和远东秆野螟O. orientalis，有14对

标本为2.00%，包括6个种：酒花秆野螟O. kurentzovi、

麻秆野螟O. narynensis、远东秆野螟、欧洲玉米螟、亚

洲玉米螟O. furnacalis和麻田豆秆野螟O. scapulalis。

表明基于 cox1基因的种内遗传距离全部小于1.00%

（图1-A）。除了秆野螟属的个别种之外，种间遗传距

离都大于3.00%，3.00%阈值现象较为明显（图1-B）。
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表1 螟蛾科部分种类样本信息及BOLD系统鉴定结果

Table 1 Information of the pyraloid species and identification of BOLD system

样本编号
Specimen

no.

201507001

201507002

201507003

201507004

201507005

201507006

201507007

201507008

201507009

201507010

201507011

201507012

201507013

201507014

201507015

201507016

201507017

201507018

201507019

201507020

201507021

201507022

201507023

201507024

201507025

形态鉴定结果
Morphological

identification result

金黄螟 Pyralis regalis

金黄螟 Pyralis regalis

金黄螟 Pyralis regalis

二点织螟
Melissoblaptes zelleri

二点织螟
Melissoblaptes zelleri

二点织螟
Melissoblaptes zelleri

二点织螟
Melissoblaptes zelleri

二点织螟
Melissoblaptes zelleri

二点织螟
Melissoblaptes zelleri

二点织螟
Melissoblaptes zelleri

二点织螟
Melissoblaptes zelleri

二点织螟
Melissoblaptes zelleri

Hypsotropa solipunctella

三斑绢野螟
Glyphodes pyloalis

三斑绢野螟
Glyphodes pyloalis

三斑绢野螟
Glyphodes pyloalis

艾锥额野螟
Loxostege aeruginalis

条螟
Chilo sacchariphagus

条螟
Chilo sacchariphagus

条螟
Chilo sacchariphagus

Nacoleia sibirialis

细条纹野螟
Tabidia strigiferalis

细条纹野螟
Tabidia strigiferalis

细条纹野螟
Tabidia strigiferalis

麻楝锄须丛螟
Termioptycha margarita

cox1

长度
Length
（bp）

615

597

612

616

614

614

615

597

597

597

617

615

610

606

606

597

617

606

606

599

600

597

597

606

610

GenBank
登录号

GenBank
accession

no.

KY816438

KY816439

KY816440

KY816588

KY816441

KY816442

KY816443

KY816444

KY816445

KY816446

KY816447

KY816448

KY816449

KY816450

KY816451

KY816452

KY816453

KY816454

KY816455

KY816456

KY816457

KY816458

KY816459

KY816460

KY816461

基于cox1的BOLD系统鉴定结果
BLOD identification based on cox1

科名
Family

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Pyralidae

属名
Genus

Pyralis

Pyralis

Pyralis

Lamoria

Lamoria

Lamoria

Lamoria

Lamoria

Lamoria

Lamoria

Lamoria

Lamoria

Immyrla

Glyphodes

Glyphodes

Glyphodes

Loxostege

crambJanzen01

spilobiolep01

Donacaula

Nacoleia

Tabidia

Tabidia

Tabidia

种名
Species

regalis

regalis

regalis

imbella

imbella

imbella

imbella

imbella

imbella

imbella

imbella

imbella

nigrovittella

pyloalis

pyloalis

pyloalis

aeruginalis

Janzen06

biolep304

sibirialis

strigiferalis

strigiferalis

strigiferalis

相似度
Similarity
（%）

99.67

100.00

100.00

91.54

92.12

92.28

92.16

91.92

92.26

92.09

92.52

92.32

89.93

100.00

95.85

95.79

98.86

89.72

89.72

89.61

99.67

99.83

100.00

100.00

95.38

28S

长度
Length
（bp）

546

546

546

508

508

508

508

504

504

504

500

506

464

489

488

488

496

498

498

497

495

501

501

500

485

GenBank
登录号

GenBank
accession

no.

KY816513

KY816514

KY816515

KY816516

KY816517

KY816518

KY816519

KY816520

KY816521

KY816522

KY816523

KY816524

KY816525

KY816526

KY816527

KY816528

KY816529

KY816530

KY816531

KY816532

KY816533

KY816534

KY816535

KY816536

KY816537
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样本编号
Specimen

no.

201507026

201507027

201507028

201507029

201507030

201507031

201507032

201507033

201507034

201507035

201507036

201507037

201507038

201507039

201507040

201507041

201507042

201507043

201507044

201507045

201507046

201507047

201507048

201507049

201507050

201507051

201507052

201507053

形态鉴定结果
Morphological

identification result

Tylostega tylostegalis

Tylostega tylostegalis

旱柳原野螟
Proteuclasta stotzneri
旱柳原野螟
Proteuclasta stotzneri
旱柳原野螟
Proteuclasta stotzneri
褐翅黄纹草螟
Xanthocrambus lucellus
褐翅黄纹草螟
Xanthocrambus lucellus
暗野螟属 Bradina sp.

暗野螟属 Bradina sp.

暗野螟属 Bradina sp.

暗野螟属 Bradina sp.

暗野螟属 Bradina sp.

暗野螟属 Bradina sp.

桃蛀野螟
Conogthes punctiferalis
桃蛀野螟
Conogthes punctiferalis
桃蛀野螟
Conogthes punctiferalis
库氏歧角螟
Endotricha kuznetzovi
库氏歧角螟
Endotricha kuznetzovi
库氏歧角螟
Endotricha kuznetzovi
库氏歧角螟
Endotricha kuznetzovi
库氏歧角螟
Endotricha kuznetzovi
库氏歧角螟
Endotricha kuznetzovi
库氏歧角螟
Endotricha kuznetzovi
库氏歧角螟
Endotricha kuznetzovi
豆荚斑螟
Etiella zinckenella
豆荚斑螟
Etiella zinckenella
豆荚斑螟
Etiella zinckenella
豆荚斑螟
Etiella zinckenella

cox1

长度
Length
（bp）

615

614

597

606

606

609

617

617

617

617

617

617

617

606

610

601

617

615

615

617

617

617

510

615

617

597

604

597

GenBank
登录号

GenBank
accession

no.

KY816462

KY816463

KY816464

KY816465

KY816466

KY816467

KY816468

KY816469

KY816470

KY816471

KY816472

KY816473

KY816474

KY816475

KY816476

KY816477

KY816478

KY816479

KY816480

KY816481

KY816482

KY816483

KY816484

KY816485

KY816486

KY816487

KY816488

KY816489

基于cox1的BOLD系统鉴定结果
BLOD identification based on cox1

科名
Family

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

属名
Genus

Tylostega

Tylostega

Euclasta

Euclasta

Euclasta

Thisanotia

Thisanotia

Bradina

Bradina

Bradina

Bradina

Bradina

Bradina

Conogethes

Conogethes

Conogethes

Etiella

Etiella

Etiella

Etiella

种名
Species

tylostegalis

tylostegalis

stoetzneri

stoetzneri

stoetzneri

chrysonuchella

chrysonuchella

sp.2ZY

sp.2ZY

sp.2ZY

sp.2ZY

sp.2ZY

sp.2ZY

punctiferalis

punctiferalis

punctiferalis

zinckenella

zinckenella

zinckenella

zinckenella

相似度
Similarity
（%）

99.84

99.18

100.00

100.00

100.00

93.20

92.81

99.67

100.00

100.00

99.67

100.00

100.00

100.00

99.84

100.00

100.00

99.84

99.84

99.84

100.00

100.00

99.80

100.00

98.51

98.83

98.51

98.83

28S

长度
Length
（bp）

500

500

496

495

496

496

496

493

493

493

493

493

304

498

493

492

486

492

492

486

486

486

490

519

485

485

489

489

GenBank
登录号

GenBank
accession

no.

KY816538

KY816539

KY816540

KY816541

KY816542

KY816543

KY816544

KY816545

KY816546

KY816547

KY816548

KY816549

KY816550

KY816551

KY816552

KY816553

KY816554

KY816555

KY816556

KY816557

KY816558

KY816559

KY816560

KY816561

KY816562

KY816563

KY816564

KY816565

续表1 Continued
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样本编号
Specimen

no.

201507054

201507055

201507056

201507057

201507058

201507059

201507060

201507061

201507062

201507063

201507064

201507065

201507066

201507067

201507068

201507069

201507070

201507071

201507072

201507073

201507074

201507075

201507076

201507077

201507078

形态鉴定结果
Morphological

identification result

豆荚斑螟
Etiella zinckenella

贯众伸缘野螟
Uresiphila gracilis

贯众伸缘野螟
Uresiphila gracilis

贯众伸缘野螟
Uresiphila gracilis

四斑绢野螟 Glyphodes
quadrimaculalis

四斑绢野螟 Glyphodes
quadrimaculalis

四斑绢野螟 Glyphodes
quadrimaculalis

甜菜白带野螟
Spoladea recurvalis

甜菜白带野螟
Spoladea recurvalis

甜菜白带野螟
Spoladea recurvalis

草地螟
Loxostege sticticalis

草地螟
Loxostege sticticalis

草地螟
Loxostege sticticalis

红云翅斑螟
Oncocera semirubella

红云翅斑螟
Oncocera semirubella

红云翅斑螟
Oncocera semirubella

尖锥额野螟
Sitochroa verticalis

尖锥额野螟
Sitochroa verticalis

尖锥额野螟
Sitochroa verticalis

尖锥额野螟
Sitochroa verticalis

欧洲玉米螟
Ostrinia nubilalis

Plodia interpunctella

Plodia interpunctella

Pyrausta contigualis

米蛾
Corcyra cephalonica

cox1

长度
Length
（bp）

597

561

608

610

606

606

606

606

599

606

606

606

606

615

614

615

610

617

617

597

606

609

609

617

659

GenBank
登录号

GenBank
accession

no.

KY816490

KY816491

KY816492

KY816493

KY816494

KY816495

KY816496

KY816589

KY816497

KY816498

KY816499

KY816500

KY816501

KY816502

KY816503

KY816504

KY816505

KY816506

KY816507

KY816590

KY816508

KY816509

KY816510

KY816511

KY816512

基于cox1的BOLD系统鉴定结果
BLOD identification based on cox1

科名
Family

Pyralidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Pyralidae

Pyralidae

Pyralidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Crambidae

Pyralidae

Pyralidae

Crambidae

Pyralidae

属名
Genus

Etiella

Uresiphita

Uresiphita

Uresiphita

Talanga

Talanga

Talanga

Spoladea

Spoladea

Spoladea

Loxostege

Loxostege

Loxostege

Oncocera

Oncocera

Oncocera

Sitochroa

Sitochroa

Sitochroa

Sitochroa

Ostrinia

Plodia

Plodia

Pyrausta

Corcyra

种名
Species

zinckenella

gracilis

gracilis

gracilis

quadrimacul-
alis

quadrimacul-
alis

quadrimacul-
alis

recurvalis

recurvalis

recurvalis

sticticalis

sticticalis

sticticalis

semirubella

semirubella

semirubella

verticalis

verticalis

verticalis

verticalis

furnacalis

interpunctella

interpunctella

contigualis

cephalonica

相似度
Similarity
（%）

98.83

100.00

99.83

100.00

100.00

99.83

99.83

99.46

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

99.84

99.84

99.84

99.84

100.00

99.84

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

28S

长度
Length
（bp）

489

492

492

497

491

501

491

496

496

496

494

489

489

489

495

496

496

494

492

491

491

497

GenBank
登录号

GenBank
accession

no.

KY816566

KY816567

KY816568

KY816569

KY816570

KY816571

KY816572

KY816573

KY816574

KY816575

KY816576

KY816577

KY816578

KY816579

KY816580

KY816581

KY816582

KY816583

KY816584

KY816585

KY816586

KY816587
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图1 螟蛾科部分种类种内（A）和种间（B）遗传距离散点图

Fig. 1 Scatter plot of inter-species（A）and intra-species（B）genetic distances of some pyraloid moths

2.4 系统发育树鉴定结果

本试验采集的26个种，在基于cox1基因所构建

的MP、NJ、ML系统发育树中，其鉴定结果均相同，

因此仅给出了NJ系统发育树图（图2）。剔除4个没

有同源序列的种（米蛾Corcyra cephalonica、黑斑尖

腹 斑 螟 Hypsotropa solipunctella、西 伯 网 脉 野 螟

Nacoleia sibirialis 和麻楝锄须丛螟 Termioptycha

margarita），其它22个种均有同种类的同源序列，且

全部成功聚在一起，鉴定成功率为 100.00%。暗野

螟属Bradina sp.没有鉴定到种，在BOLD系统中的

鉴定结果也仅到属，但在基于 cox1基因的系统发育

树中，有2个编号为201507034和201507037的暗野

螟属种与白斑暗水螟B. atopalis（KC135909）形成单

系（图 2），说明二者的同源性很高，这 2个种的关系

需要在后续研究中通过生殖器的解剖来进行进一步

鉴定。

通过 28S基因构建的MP、NJ、ML系统发育树，

拓扑结构有一定的差别，但是鉴定结果没有差别，因

此本文仅给出了NJ系统发育树图（图3）。除了四斑

绢野螟 Glyphodes quadrimaculalis 同种名的 2 个样

本没有聚在一起外，其它同种名的序列均聚在一起，

并且都为单系，鉴定结果与形态鉴定完全相同，鉴定

成功率为97.14%（图3）。

3 讨论

本研究中，在BOLD系统中鉴定成功的53个样

本中，除了三斑绢野螟的 2 个样本序列相似度为

95.79%和 95.85%外，其它鉴定成功的序列相似度

均在98.51%以上。从BOLD系统中查询得知，DNA

条形码数据库中三斑绢野螟的现有序列来自于美国

和中国，与本试验所采集的同种相似度差异超过4.00%，

表明有隐存种存在的可能性（Burns et al.，2008），因

为缺少形态数据，尚无法准确确定，需要更多的信息

进行深入研究。BOLD系统所推荐的物种鉴定成功

标准为相似度大于98.00%（Ratnasingham & Hebert，

2007）。从BOLD系统鉴定结果来看，本研究鉴定结

果基本符合BOLD系统推荐的标准；但利用BOLD

系统的鉴定成功率为67.94%，说明虽然BOLD系统

的数据量已经很庞大，现已有超过 530万条基因序

列，但仍然存在盲区，需要继续充实数据。而且，有

相当一部分种类虽然已经有同源序列，但形态鉴定

工作滞后，仅鉴定到科，没有鉴定到种，导致鉴定成

功率降低。近年来，我国已启动了多个行业或类群

的DNA条形码研究项目（陈岩等，2014），中国生命

条形码数据门户的标本数量已达到5.5万头，序列数

达到6.9万条。期望将来通过国内外学者的不断努

力，能很好地解决上述问题。



图2 基于cox1基因构建本试验中26种螟蛾总科昆虫及相关昆虫的NJ系统发育树

Fig. 2 NJ tree based on cox1 gene sequences of 26 pyraloid moths in this study and other related insects

标星序列为本试验的样本序列。The sequences marked with a star are from this study.
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图3 基于28S基因构建本试验中26种螟蛾总科昆虫及相关昆虫的NJ系统发育树

Fig. 3 NJ tree based on 28S gene sequences of 26 pyraloid moths in this study and other related insects

标星序列为本试验的样本序列。The sequences marked with a star are from this study.
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基于 cox1基因构建的系统发育树，鉴定成功率

为100.00%，表明 cox1作为螟蛾总科种类DNA条形

码的通用基因毋庸置疑。基于MP、NL和ML方法

构建的系统发育树仅在拓扑结构上存在较小差异，

对鉴定结果没有影响，其中NJ法由于计算速度快，

费时少，更适应于大数据的处理，建议作为DNA条

形码的主要分析方法。在本研究采集的螟蛾总科种

类中，28S基因的鉴定成功率很高，达到 97.14%，但

在其它一些类群中，28S基因不能很好地鉴定种一

级分类单元（武宇鹏等，2016），常被用于较高阶元的

系统发育分析（陈诚等，2010；梅洪等，2007）。28S

基因在不同类群中的研究结果差异较大，这可能与

类群或取样有关，下一步将继续在不同类群中进行

尝试，并将加大取样。

秆野螟属的种间遗传距离较小，在 1.00%~

2.00%之间，该属在全球分布有20余种，地理分布广

泛，形态特征复杂，种间生殖隔离较小，甚至有共享

性诱剂的现象，寄主和生态区重叠严重，所以种间差

异较小（杨瑞生等，2007）。Hebert et al.（2003）根据

鳞翅目研究结果发现种内遗传距离一般都低于

1.00%，种间遗传距离至少为 3.00%，本研究结果与

该结果相似。种内和种间遗传距离虽然有一些重

叠，但3.00%阈值现象仍比较明显，这一结果与武宇

鹏等（2016）对夜蛾科种类的研究结果也一致。

DNA条形码自问世以来，在某些方面仍存在争

议，主要集中在基因的筛选、计算方法的选择、种间

差异阈值的有无等方面。本试验通过研究发现，

cox1及 28S基因均适用于螟蛾总科种类的鉴定，核

糖体 28S基因可以作为DNA条形码鉴定的辅助基

因。不同聚类分析方法对结果影响很小，对于本试

验所选取螟蛾总科部分类群而言，种内、种间差异阈

值明显存在。
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