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伞裙追寄蝇不同地理种群遗传多样性的 ISSＲ分析
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摘要: 为从分子水平探索不同地区伞裙追寄蝇种群间的内在联系，本文利用 ISSＲ 分子标记技术对 8 个不同地区伞
裙追寄蝇自然种群进行遗传多样性、种群间分化程度以及聚类分析等研究。结果表明: 筛选出 11 对多态性稳定的
ISSＲ引物，对 8 个地区伞裙追寄蝇群体的 80 个个体进行 PCＲ扩增，共获得 166 个重复性好且清晰可辨的 ISSＲ 条
带，平均每条引物扩增出 15. 0909 个片段，且均为多态性条带，多态信息含量 ( PIC) 为 0. 8441 － 0. 8653; 香农信
息指数 ( I) 为 0. 1240 － 0. 3455; Nei's 遗传多样性指数 ( H) 为 0. 0841 － 0. 2285; 基因分化率 ( Gst) 为 28. 78%，
基因流 ( Nm) 的均值为 1. 5702，即遗传变异主要存在于个体之间，不同种群间基因交流处于中等水平; 8 个地区
伞裙追寄蝇种群被划分为 4 个类群，种群间的遗传分化与地理距离呈正相关关系。
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Abstract: In order to explore the genetic link of the different geographic populations of Exorista civilis at
the molecular level，the molecular marker technique based on inter-simple sequence repeat ( ISSＲ) was
used to assess the genetic diversity，population differentiation and cluster analysis in natural populations of
E. civilis from eight different regions. The results showed that eleven primers with stable polymorphic were
sieved from primers of ISSＲ and a total of 166 clear ISSＲ bands with high repeatable were amplified from
the 80 individuals，on average，each primer amplified segments were 15. 0909，and these were all the
polymorphic bands，Polymorphism Information Content ( PIC ) of per locus was 0. 8441 － 0. 8653; the
Shannon's Information Index ( I) and the Nei's Gene Diversities Index ( H) were 0. 1240 － 0. 3455 and
0. 0841 － 0. 2285，respectively; Coefficient of Gene Differentiation ( Gst) was 28. 78%，the index of Gene
Flow ( Nm) an average of 1. 5702，that is，genetic variability mainly exist in individual within population，
and moderate gene flow among the different popilations; E. civilis individuals from eight different habitats
natural populations were divided into four groups and between the genetic differentiation of interspecific and
geographical distance shows a positive correlation．
Key words: Exorista civilis; geographical population; ISSＲ; genetic diversity; genetic differentiation
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伞裙追寄蝇 Exorista civilis 属双翅目 Diptera 寄
蝇科 Tachinidae，是多主寄生性天敌昆虫 ( 相红燕
等，2012) 。近年来，因其对多种草地害虫，如小
地老虎 Agrotis ypsilon、棉铃虫 Helicoverpa armigera、
粘虫 Mythimna separata 和银纹夜蛾 Argyrogramma
agnata等有控制作用而逐渐引起重视，尤其是对
草地螟 Loxostege sticticalis L. 等间歇性大发生的害
虫有很好的防控作用 ( 王建梅等，2013 ) 。由于伞
裙追寄蝇的控害作用近几年才被人们发现，故对

伞裙追寄蝇的研究主要集中在其生物学特性等方

面 ( 相红燕等，2013) ，对不同地理种群伞裙追寄
蝇基因水平的研究国内外尚无报道。
简单重复序列间区 ( inter-simple sequence

repeat，ISSＲ) ，被认为是目前最简便有效的分子标
记技术之一，是基于 SSＲ 标记开发的一种分子标
记方法 ( Ziekienlcz et al. ，1994) 。因其操作简单、
多态性丰富、重复性好等优点 ( Gui et al. ，
2008) ，被广泛的应用到遗传多样性 ( 梁红蕾等，
2012; 宋忠魁等，2012; 朱勋等，2012 ) 、亲缘关
系 ( 贺学勤等，2005) 、种质资源鉴定 ( Ammiraju
et al. ，2001; 侯永翠等，2005; 卢家仕等，2013)
等研究当中。近年来 ISSＲ 技术主要应用于植物领

域 ( Bornet et al. ，2004; Li H et al. ，2009;
Christopoulos et al. ，2010; 李娜，2014; 周兰英，
2014) ，在动物、昆虫遗传结构研究方面也已有一
些报道 ( 余德亿等，2011; 林杰君等，2012 ) 。本
文首次采用 ISSＲ分子标记技术对不同地区伞裙追
寄蝇种群遗传多样性进行了研究，以期从分子水

平探索 8 个不同地区自然种群伞裙追寄蝇的基因
交流程度、遗传分化及内在联系，为今后利用伞
裙追寄蝇防控害虫提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 供试虫源
本实验所用伞裙追寄蝇成虫个体采自锡林郭

勒盟太仆寺旗 ( TQ) 、新疆哈巴河县 ( XJ) 、河北
康保县 ( KB) 、呼和浩特第七牧场 ( HH) 、四子
王旗 ( SQ) 、土默特左旗 ( TZ) 、兴安盟代钦塔拉
苏木 ( DS) 、兴安盟义和道卜苏木 ( YS) 8 个地
区的自然种群 ( 表 1 ) ，采集后的样本经 100%乙
醇浸泡后放置于 － 80℃冰箱中保存备用。每个种
群分别取 10 － 15 头个体进行 DNA的提取。

表 1 供试伞裙追寄蝇采集信息
Table 1 Collecting data of Exorista civilis

种群代码

Population code
采集地点 Collecting location

地理坐标

Geo-coordinates
海拔 ( m)
Altitude

TQ 太仆寺旗 Taipusi Banner 41°52'37. 92″N，115°16'58. 97″E 1451

XJ 新疆哈巴河县 Habahe County，Xinjiang 48°03'39. 13″N，86°25'07. 02″E 536

KB 河北康保县 Kangbao County，Hebei 41°34'36. 82″N，114°24'35. 77″E 1331

DS 代钦塔拉苏木 Daiqintala，Xing'an 45°13'07. 04″N，121°31'23. 65″E 289

YS 义和道卜苏木 Yihedaopu，Xing'an 44°51'19. 35″N，121°56'09. 37″E 275

HH 呼和浩特伊利第七牧场 Yiliranch seventh，Hohhot 40°33'36. 78″N，111°44'28. 42″E 1065

SQ 四子王旗 Siziwang Banner 41°14'31. 09″N，111°38'45. 92″E 1669

TZ 土默特左旗 Tumed Left Banner 40°34'00. 04″N，111°13'04. 32″E 997

注: 种群代码全文同。Note: Population code all same in this paper.

1. 2 基因组 DNA的提取与检测
伞裙追寄蝇虫体用无菌双蒸水冲洗 2 － 3 次，

晾干。单头伞裙追寄蝇，去头、足、翅于 1. 5 mL
离心管中，加液氮研磨成粉 ( 每个个体单独研磨，

不要混用研磨棒) 。使用天根 dp304 动物基因组
DNA提取试剂盒对样本进行 DNA 提取。提取出的

基因组 DNA 用 1%的琼脂糖凝胶电泳进行检测，
然后置于 － 20℃冰箱中保存备用。每个种群选取
10 个 DNA样品进行 ISSＲ遗传多样性分析。
1. 3 ISSＲ引物的合成与筛选
从加拿大哥伦比亚大学设计并公布的 100 条通

用引物中筛选出扩增条带明亮、清晰、重复性好
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的引物，用于伞裙追寄蝇遗传多样性的 ISSＲ-PCＲ
扩增反应，引物由上海生工生物工程技术服务有

限公司进行合成。
1. 4 ISSＲ-PCＲ扩增体系的优化及产物检测
经预实验，对 DNA 模板、Mg2 +、dNTPs、引

物和 Taq 聚合酶用量进行筛选，得到最适反应体
系 ( 20 μL) 为: 10 × PCＲ Buffer 2. 0 μL，DNA模
板 1. 0 μL，Mg2 + 1. 8 μL，dNTPs 1. 8 μL，引物
1. 0 μL，Taq 聚合酶 0. 4 μL，ddH2 O 补足。经预
实验得到最佳的扩增程序为: 94℃预变性 10 min;
94℃变性 45 s，54℃退火 45 s，72℃延伸 2 min，
40 个循环; 72℃补充延伸 10 min; 最后 4℃保存备
用。
扩增出的 ISSＲ-PCＲ 产物用 1. 5%的琼脂糖凝

胶在 100 V恒压条件下电泳 1 h，对扩增产物进行
检测。电泳完成后，在紫外凝胶成像仪上对结果
进行检测并拍照保存。
1. 5 数据统计与分析
对电泳图谱中清晰可见的扩增条带进行统计，

一些亮度较低、较模糊的条带视为无效的杂带。
在同一迁移位置上有清晰可辨的条带时，被认为

是同一 DNA片段产物，计为 “1”，无带的则计为
“0”，建立 “01”二元数据矩阵，对数据进行
分析。

采用群体遗传学分析软件 Popgene 32 ( Version
1. 31) 、Excel软件对多态位点百分率 ( P) 、Nei's
遗传多样性指数 ( H) 、香农信息指数 ( I) 、基因
分化系数 ( Gst) 、基因流 ( Nm) 、Nei's 遗传相似
度 ( S) 、遗传距离 ( D) 和多态信息含量 ( PIC)
进行计算 ( 孙洁茹等，2011 ) 。应用 MEGA 4. 0 软
件，通过 UPGMA ( unweighted pair-group method
with arithmetic averages) 聚类法构建聚类图。选用
TFPGA软件对遗传距离和地理聚类进行 mantel 测
定，其中地理距离由 Distance 3. 2 软件根据经纬度
坐标计算得出。

2 结果与分析

2. 1 8 个地区伞裙追寄蝇的 ISSＲ-PCＲ扩增结果
8 个地区自然种群伞裙追寄蝇的 ISSＲ-PCＲ 产
物部分电泳结果如图 1 和图 2。11 对 ISSＲ 引物共
扩增出 166 个色彩明亮、清晰可辨的条带，11 对
引物扩增出的条带数在 11 － 18 条，平均为
15. 0909，其中引物 841 和 809 扩增出的条带数最
多为 18 条，引物 848 扩增出的条带数最少为
11 条。本实验中 11 对引物扩增出的 166 个条带均
为多态性条带，平均多态信息含量 ( PIC ) 为
0. 8591，大于 0. 5，均呈现高度多态性 ( 表 2) 。

表 2 11 对 ISSＲ引物对 8 个伞裙追寄蝇种群扩增信息
Table 2 11 ISSＲ primers used in studying the genetic diversity of the 8 Exorista civilis populations

引物

Primer
扩增条带数

Number of bands
多态性 ( % )
Polymorphism

多态信息含量

PIC
基因分化系数

Gst
基因流

Nm

808 16 100 0. 8621 0. 1709 2. 4258

809 18 100 0. 8636 0. 1291 3. 3743

810 16 100 0. 8626 0. 1896 2. 1367

823 15 100 0. 8581 0. 3097 1. 1143

827 14 100 0. 8603 0. 5955 0. 3396

835 17 100 0. 8649 0. 3161 1. 0815

836 15 100 0. 8595 0. 3466 0. 9424

841 18 100 0. 8653 0. 1757 2. 3451

847 12 100 0. 8529 0. 3520 0. 9206

848 11 100 0. 8441 0. 3497 0. 9299

881 14 100 0. 8572 0. 2313 1. 6615

Mean 15. 0909 100 0. 8591 0. 2878 1. 5702
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图 1 引物 827 对伞裙追寄蝇的 ISSＲ扩增结果
Fig. 1 ISSＲ amplification of Exorista civilis

individuals using 827 primer
注: M，DNA 分子量标准物。图 2 同。Note: M，DNA
molecular weight marker. Some to Pig. 2．

图 2 引物 823 对伞裙追寄蝇的 ISSＲ扩增结果
Fig. 2 ISSＲ amplification of Exorista civilis

individuals using 823 primer

2. 2 伞裙追寄蝇种群的遗传多样性分析
由表 3 可知，伞裙追寄蝇 8 个不同地理种群扩

增出的条带范围为 75 － 127 条，其中土默特左旗种
群 ( TZ) 最多，新疆种群 ( XJ ) 最少，均值为
107. 1250。8 个地区伞裙追寄蝇种群扩增条带的多
态比例 ( P) 平均为 79. 85%，其中新疆种群最低
为 49. 33%，多态性条带 37 条，锡林郭勒盟太仆
寺旗种群 ( TQ) 最高为 88. 39%，多态性条带有

99 条。8 个地区伞裙追寄蝇的香农信息指数 ( I)
为 0. 1240 － 0. 3455，平均值 0. 2736。新疆种群最
低，土默特左旗种群最高。Nei's 遗传多样性指数
( H) 在 0. 0841 － 0. 2285，平均值为 0. 1814。新疆
种群最低，土默特左旗种群最高。以上结果表明:
锡林郭勒盟太仆寺旗种群和土默特左旗种群的遗

传多样性程度最丰富，而新疆种群的遗传多样性

较差。

表 3 伞裙追寄蝇 8 个种群的种群内遗传变异统计
Table 3 Genetic variation of the 8 Exorista civilis populations

种群

Populations
总条带数

N
多态条带

Q
多态比例 ( % )

P
Nei's遗传多样性

H ± SD
香农信息指数

I ± SD

TQ 112 99 88. 39 0. 2118 ± 0. 2004 0. 3170 ± 0. 2849

XJ 75 37 49. 33 0. 0841 ± 0. 1683 0. 1240 ± 0. 2421

KB 107 86 80. 37 0. 1867 ± 0. 1988 0. 2793 ± 0. 2866

DS 105 88 83. 81 0. 1876 ± 0. 2003 0. 2809 ± 0. 2864

YS 119 104 87. 39 0. 2103 ± 0. 1897 0. 3195 ± 0. 2719

HH 123 105 85. 37 0. 2006 ± 0. 1848 0. 3084 ± 0. 2642

SQ 89 69 77. 53 0. 1418 ± 0. 1871 0. 2144 ± 0. 2716

TZ 127 110 86. 61 0. 2285 ± 0. 1887 0. 3455 ± 0. 2702

Mean 107. 125 87. 25 79. 85 0. 1814 ± 0. 1898 0. 2736 ± 0. 2722

注: N，扩增总条带数; Q，多态性条带数; P，多态比例; H，Nei's 遗传多样性; I，香农信息指数; SD，标准差。Note:
N，Number of bands; P，Percentage of polymorphism; H，Nei's gene diversity; I，Shannon's information index; SD，Standard
deviation.

2. 3 伞裙追寄蝇种群间的遗传分化分析
11 对 ISSＲ引物对 8 个地区伞裙追寄蝇自然种
群的扩增中 ( 表 2 ) ，基因分化系数 ( Gst ) 在
0. 1291 － 0. 5955，均值为 0. 2878，其中引物 827
最大，引物 809 最小。基因流 ( Nm ) 平均值为
1. 5702，引物 809 最大，为 3. 3743，引物 827 最
小，为 0. 3396。对于整个群体而言，平均遗传分
化率为 28. 78%，说明有 71. 22%的变异来源于个

体之间，群体内的变异远高于群体间的变异; 根

据基因流的大小，种群间基因交流较大 ( Nm ＜ 1 )
的位点有 827、836、847、848，种群间基因交流
较小 ( Nm ＞ 4 ) 的位点没有，其余位点在各种群
间存在中等程度的分化。
根据 11 对引物扩增片段大小的统计分析，计

算出伞裙追寄蝇 8 个种群间遗传距离 ( D) 和 Nei's
遗传相似度 ( S) ，进一步分析了种群间的遗传分
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化程度 ( 表 4) 。四子王旗种群 ( SQ) 与土默特左
旗种群 ( TZ) 之间的遗传距离最小，为 0. 0734，
新疆种群 ( XJ) 与四子王旗种群之间的遗传距离
最大，为 0. 3556; Nei's 遗传相似度的范围在

0. 7008 － 0. 9292，其中新疆种群与四子王旗种群之
间最小，S为 0. 7008，四子王旗种群与土默特左旗
种群之间最大，S为 0. 9292。

表 4 伞裙追寄蝇 8 个地理种群间的遗传距离和遗传相似度系数
Table 4 Genetic distance and genetic identity of the 8 Exorista civilis populations

DS YS XJ TQ KB HH TZ SQ

DS － 0. 92 0. 8194 0. 8483 0. 7388 0. 7966 0. 8114 0. 78

YS 0. 0834 － 0. 8375 0. 8613 0. 785 0. 8249 0. 806 0. 8022

XJ 0. 1992 0. 1773 － 0. 7359 0. 7124 0. 7196 0. 7214 0. 7008

TQ 0. 1645 0. 1494 0. 3067 － 0. 8395 0. 804 0. 8604 0. 8151

KB 0. 3027 0. 242 0. 3391 0. 175 － 0. 8158 0. 8167 0. 7798

HH 0. 2274 0. 1925 0. 329 0. 2181 0. 2036 － 0. 8877 0. 8852

TZ 0. 2089 0. 2157 0. 3266 0. 1504 0. 2025 0. 1191 － 0. 9292

SQ 0. 2485 0. 2204 0. 3556 0. 2045 0. 2487 0. 1219 0. 0734 －

注: 对角线上方为遗传相似度系数，对角线下方为遗传距离。Note: Genetic similarity index is above the diagonal，while the
genetic distance is below the diagonal.

图 3 伞裙追寄蝇 8 个种群间基于 Nei's遗传距离的
UPGMA聚类图

Fig. 3 UPGMA cluster analysis of the 8 Exorista civilis
populations generated from the Nei's

genetic distance

2. 4 伞裙追寄蝇种群间的聚类分析
采用 UPGMA方法聚类，对供试的 8 个不同地

理种群伞裙追寄蝇进行聚类分析，得到聚类图

( 图 3) 。11 对引物对 8 个地区伞裙追寄蝇种群的
聚类分析结果如下: 兴安盟代钦塔拉苏木种群、
兴安盟义和道卜苏木种群以及锡林郭勒盟太仆寺

旗种群聚为第 1 支; 呼和浩特第七牧场种群、四
子王旗种群及土默特左旗种群聚为第 2 支; 河北
康保县种群单独聚为第 3 支; 新疆哈巴河县种群
单独聚为第 4 支。伞裙追寄蝇 8 个种群的聚类结果
与其自然地理分布呈现出一定的规律性，说明地

理距离较近的种群聚为同一组或相邻组，伞裙追

寄蝇种群间的遗传距离与其地理距离呈正相关

关系。
2. 5 遗传距离与地理距离的相关性分析
利用 TFPGA软件对伞裙追寄蝇 8 个种群间的

遗传距离与相应的地理距离进行 Mantel 测定
( 图 4) ，回归方程为 y = 7410. 8x － 625. 60，相关
系数 r = 0. 6292 ( P = 0. 0130) 。由此可见，伞裙追
寄蝇种群间的遗传距离与其地理距离呈显著正相

关关系。

图 4 伞裙追寄蝇 8 个种群的遗传距离与
地理距离间的回归分析

Fig. 4 Ｒegression analysis between genetic distance and
geographical distance of the 8 Exorista civilis populations
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3 结论与讨论

ISSＲ分子标记技术在遗传学研究领域发挥着
重要作用，在昆虫上的应用多数以农业、蔬菜、
瓜果类害虫为主 ( 朱振华等，2005; 张长禹，
2007; 王帅宇，2010; 张敏哲等，2013; 韩海斌
等，2013; 陈英才，2014; 高立志，2014 ) ，但应
用 ISSＲ分子标记技术对天敌昆虫遗传多样性研究
却少有报道。本研究首次选用 ISSＲ 标记的方法对
伞裙追寄蝇种群的遗传多样性进行研究，从分子

水平上探讨了伞裙追寄蝇不同地理区域自然种群

的内在联系，为进一步研究天敌昆虫伞裙追寄蝇

提供了理论依据。
多态信息含量 ( PIC) 是衡量遗传多样性较好

的指标，其值大小反映基因丰富程度 ( 杨建宝等，

2012) 。Botstein 等 ( 1980 ) 提出，当 PIC ＞ 0. 5
时，该基因位点为高度多态性位点。本文检测到
11 对 ISSＲ引物的 PIC 值均大于 0. 5，呈现高度多
态性，能为本研究的遗传多样性分析提供充足信

息。其中引物 841 的多态信息含量最高，为
0. 8653，引物 848 的多态信息含量最低，为
0. 8441。说明不同引物对伞裙追寄蝇种群的多态
性表现不同，故对不同种群的伞裙追寄蝇群体，

选择合适的引物十分重要。
多态位点比例 ( P) 、香农信息指数 ( I ) 和

Nei's遗传多样性指数 ( H) 是衡量种群多样性最
常用的指标。综合以上 3 个反映群体遗传多样性
的重要参数指标表明，锡林郭勒盟太仆寺旗种群

和土默特左旗种群的遗传多样性程度最丰富，而

新疆种群的遗传多样性较差。这可能是由于太仆
寺旗、土默特左旗两地地势平坦，无高山河流的
阻隔，自然种群基因交流频繁，从而导致遗传多

样性比较丰富，而新疆哈巴河县的伞裙追寄蝇自

然种群由于与其他采集地区相隔较远，基因交流

受阻，其遗传多样性较差。
基因分化系数 ( Gst) 是反映群体间遗传分化

的重要指标。根据 Wright ( 1978 ) 提出的标准，
本研究中 Gst平均值为 0. 2878 ( Gst ＞ 0. 15) ，说明
伞裙追寄蝇 8 个种群的遗传分化较大，群体中有
28. 78%的变异来自种群间，71. 22%的变异来源于
群体内，即群体间的变异远低于群体内的变异。
基因流 ( Nm) 的基本作用是消弱种群间的遗传差
异，故其存在是影响种群间遗传分化的重要因素。

本研究中，11 对 ISSＲ引物检测到基因流的均值为
1. 5702 ( 1 ＜ Nm ＜ 4 ) ，说明不同种群间基因交流
处于中等水平。
群体间的遗传距离揭示了群体遗传分化的程

度。本研究中 8 个种群伞裙追寄蝇的 UPGMA聚类
分析结果表明，8 个地理种群共聚为 4 支。兴安盟
的代钦塔拉苏木种群、义和道卜苏木种群以及锡
林郭勒盟太仆寺旗种群聚为第 1 支; 呼和浩特第
七牧场种群、四子王旗种群、土默特左旗种群聚
为第 2 支; 河北康保县种群、新疆哈巴河县种群
分别单独聚为第 3 支和第 4 支。其中兴安盟代钦塔
拉苏木与义和道卜苏木相邻，为伞裙追寄蝇种群

之间的交流提供了便利条件，且相似的生活习惯

也使得基因交流变得容易。锡林郭勒盟太仆寺旗
种群与以上两地区种群共同聚为一支，可能是农

作物在收割过程中夹带被伞裙追寄蝇寄生过的害

虫，由于交通贸易与当地的伞裙追寄蝇种群进行

基因交流，造成锡林郭勒盟太仆寺旗与兴安盟两

地伞裙追寄蝇种群遗传距离较近而共同聚为一类;

呼和浩特第七牧场、四子王旗、土默特左旗三地
地理距离较近，故三地伞裙追寄蝇种群在基因交

流上受到的阻碍较小，基因交流频繁; 而新疆地

区种群单独聚为一支可能是因为地理距离较远，

与其他种群形成较大的地理隔离造成的，并且新

疆哈巴河县种群样本采集于贺兰山以西，由于贺

兰山的阻隔，在某种程度上起着天然屏障的作用，

地理隔离较大，在生物资源方面有一定的差异，

总体与其它种群差距较大，故而新疆哈巴河县种

群单独聚为一支; 河北康保县种群单独聚为一支

可能是由于康保县位于阴山山脉以东，内蒙古高

原南缘的坝上草原地区，同其他种群的基因交流

较少引起的。地形的差异可能是伞裙追寄蝇种群
遗传变异的重要因素。Mantel 检测结果发现，种
群间遗传分化与地理距离呈正相关。地理距离和
地形差异是限制其种群间基因交流，导致遗传分

化较高的主要原因。说明伞裙追寄蝇不同群体间
的地理距离通过影响基因流而形成了现有的遗传

结构。综上所述，伞裙追寄蝇 8 个种群的遗传分
化较大，不同种群间基因交流处于中等水平。
由于 ISSＲ分子标记技术不能区分显性纯合基

因型和杂合基因型 ( 张民照和康乐，2002 ) ，为伞
裙追寄蝇种群遗传结构分析所提供的信息量比较

有限，加之本文所涉及伞裙追寄蝇的个体数量和

种群还不足以覆盖全国，故本文虽为伞裙追寄蝇
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不同地理种群的遗传多样性提供了有价值的分子

生物学依据，但由于技术和采集数量的局限，很

难全面反映全国各地伞裙追寄蝇的整体情况，尚

需进一步研究。
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