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DNA标记技术在螨类系统学研究中的应用 *
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摘要：长期以来，螨类主要依靠其形态特征进行系统学研究。DNA标记是指能反映生物个体或物种间基因组中某种差异特征的

DNA片段。近年来，DNA标记技术在螨类系统学研究中得到越来越广泛的应用。本文综述了随机扩增多态性 RAPD、限制性内切

酶片段长度多态性 RFLP、微卫星 SSR、核酸序列扩增、扩增片段长度多态性 AFLP和直接扩增片段长度多态性 DALP等 6种

DNA标记技术在螨类系统学研究中的应用现状及前景。
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DNA Markers in the Systematic Study of Mites*

For a long time, mites mainly rely on the morphological characteristics in the systematic study. DNA markers are

DNA fragments which can reflect the characteristics of the genome between individual species or species. Recently, the application of

DNA markers has become more and more important in the systematic study of mites. The present situation and prospect of DNA mark-

ers, RAPD (Random Amplified Polymorphic), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat),

DNA Sequence Analysis, AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) and DALP (Direct Amplification of Length Polymor-

phism), used in the systematic study of mites are described here, which will be helpful for research on acarology.
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前言

螨类是一类微小的节肢动物，隶属于蛛形纲（Arachinida）

蜱螨亚纲（Acari）。由于螨类具有较小的个体、复杂的生活周期

的特点，并且多态性和生物型具有分化现象，因而仅仅依靠螨

类的形态特征很难区分近螨类的近缘种类和生物型[1]。20世纪

分子生物学的革命性变化，尤其在 80年代中期聚合酶链反应

技术和自动 DNA测序方法的产生，促进了分子生物学在螨类

系统学研究中的应用[2]。

随着分子生物学的迅速发展，新方法和新技术被不断地引

入到螨类系统学研究中。DNA标记作为新的分子生物技术标

记，它是一种特异性 DNA，能够反映生物个体或者种群之间基

因组的差异性。在螨类系统学研究中常用的 DNA标记技术有

随机扩增多态性 DNA技术（RAPD）、限制性片段长度多态性

技术（RFLP）、微卫星技术（Microsatellite）、核酸序列分析技术、

扩增片段长度多态性技术（AFLP）和直接扩增片段长度多态性

技术（DALP）。本文重点分析了这 6种 DNA标记技术在螨类

系统学研究中的应用现状及前景。

1 随机扩增多态性 DNA（RAPD）

RAPD技术于由William等创立[3]，设计具有随机性的寡核

苷酸单链（通常由 8-10个碱基组成）为引物，以单引物对研究

基因组进行 PCR扩增，退火温度一般比普通 PCR低，扩增结

果由电泳检测。随机引物在基因组 DNA上不同的结合结果通

过 RAPD图谱显示。由于物种的差异，图谱上条带具有差异性。

因此，RAPD图谱上 DNA片段的多态性反映了基因组相应区

域的 DNA的多态性[4,5]。

RADP技术自创立以来，在螨类系统学研究中已有较多的

应用。Yli-Mattila等（2000）运用 RAPD技术分析了芬兰真绥螨

（Euseius finlandicus），结果表明在形态类似的芬兰真绥螨中存

在 2个不同品系[6]。Rodrigues等（2004）同时对来自佛罗里达州

（美国）和圣保罗（巴西）的细须螨科（Tenuipalpidae）紫红短须螨

（Brevipalpus phoenicis）运用 RAPD技术和 CO I序列进行多态

性分析；研究结果证实了佛罗里达州（美国）和圣保罗（巴西）的

紫红短须螨为一个单系群，并且这 2种方法所得出的结论基本

一致 [7]。赵亚娥等（2009）运用 RAPD技术分析毛囊蠕形螨

（Demodex folliculorum）和皮脂蠕形螨（D. brevis）基因组 DNA

的多态性，对相关条带进行测序分析；结果显示，毛囊蠕形螨共

扩增出 15条带,皮脂蠕形螨共扩增出 12条带，两种蠕形螨既
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有共有条带，又分别有特异性条带；341 bp碱基序列为毛囊蠕

形螨和皮脂蠕形螨所共有，同源性高达 99.4%，序列片段为 855

bp的特异性条带为毛囊蠕形螨所特有。研究结果显示：RAPD

技术可实际应用在这两种人体蠕形螨基因组 DNA的多态性研

究中[8]。Guerra等（2010）用 RAPD技术分析了巴西及其它美洲

地区的狄斯瓦螨（Varroa destructor）的种群分布情况；结果显示

在巴西及南美周边地区，俄罗斯基因型占优，而日本基因型只

存在巴西的迪诺罗尼亚岛[9]。赵岩（2011）用 RAPD技术对寄生

于人体的毛囊蠕形螨（D. folliculorum）、皮脂蠕形螨（D. brevis）

和寄生于山羊的山羊蠕形螨（D. caprae）进行分类地位上的分

析；筛选了 12条引物，以有代表性的 5条引物进行扩增分析，

结果显示毛囊蠕形螨和皮脂蠕形瞒均寄生于人体，虽然寄生宿

主一样，但亲缘关系却较远；皮脂蠕形螨与山羊蠕形瞒虽寄生

宿主不一样，但亲缘关系反而较近[10]。

RAPD技术有如下特点：运用 RAPD技术所扩增的基因片

段具有随机性，可用于研究未知基因组；在技术上具有快速、简

便、多态性检出率高、可自动分析等优点。

2 限制性内切酶片段长度多态性（RFLP）

RFLP技术首先是用特定种类的限制性内切酶处理基因组

DNA，依据产生的 DNA片段的差异性，构建多态性酶切图谱，

最终进行系统进化和亲缘关系分析的技术。由于不同种群的个

体基因的差异性，在进行酶切处理后，会产生具有种群特异性

的酶切图谱。酶切图谱的多态性反映了基因组相应区域的

DNA的多态性。PCR-RFLP技术是基于传统 RFLP技术的一种

改进，首先通过设计特异引物对某一特定基因片段进行扩增，

再进行 RFLP分析。

PCR-RFLP技术可以检测基因组内的变异，由于不受螨类

自身发育阶段和所处环境条件的影响，被广泛用于各种螨类系

统学的研究。Liu等（2004）用 PCR-RFLP技术分析研究了来自

恙虫病东方体山东分离株和恙虫病病人全血，以及小盾纤恙螨

匀浆中提取的 DNA Sta56基因，同时将其与 Nested PCR的结

果进行比较发现：山东地区恙虫病东方体流行株主要基因型与

日本地方株 Kawasaki型类似，但与日本地方株存在遗传差异，

其结果与 Nested PCR 基因分型的结果相一致 [11]。Carew 等

（2004）通过分子标记方法分析了 3种危害葡萄的害螨芽瘿螨

（Bud mite）、疱螨（Pagenstecher）和锈螨（Nalepa）的分类地位及

群体遗传结构；基于 ITS 1基因的 PCR-RFLP方法结果证明：

锈螨在种分类上的具有独立地位并且发现芽瘿螨和疱螨形态

学上类似，但属于不同的物种。对芽瘿螨和疱螨种群 SSR分析

显示，芽瘿螨和疱螨种群处于低运动层次；这表明：在防治芽瘿

螨和疱螨种群时，本地化的控制策略是必要的，可以有效地控

制它们的传播[12]。Wong SF等（2011）建立的依据 ITS 2基因的

PCR-RFLP 方法用来分析、鉴定屋尘螨（Dermatophagoides

pteronyssinus）、粉尘螨（D. farinae）、热带无爪螨（Blomia tropi-

calis）、腐食酪螨（Tyrophagus putrescentiae）和椭圆食粉螨

（Aleuroglyphus ovatus）；结果显示不同的螨类可以通过依据

ITS 2基因的 PCR-RFLP方法区分，表明这种方法可以有效地

应用到其它螨类的系统学研究中[13]。Bouneb等（2014）建立依

靠 CO I基因的 PCR-RFLP方法，简单、快速、准确检测树芽中

瘿螨总科（Eriophyoidea）羽瘿螨科（Juniperinus）的分布情况，对

树芽的防治具有重要作用[14]。崔玉楠（2014）基于形态学和 ITS

基因的 PCR-RFLP相结合的方法，对叶螨科（Tetranychidae）内

6个物种：卢氏叶螨（T. ludeni）、截形叶螨（T. truncatus）、二斑叶

螨（T. urticae）、豆叶螨（T. phaselus）、神泽氏叶螨（T. kanzawai）

和皮氏叶螨（T. piercei）进行鉴定。通过检测和分析种间 ITS序

列的差异、DNA多态性及酶切片段特异性，筛选到 3个限制性

内切酶（RsaI、DdeI、MfeI）可用于建立 RFLP图谱；研究表明基

于形态学和 ITS基因的 PCR-RFLP相结合的方法能够准确鉴

定这 6个物种[15]。岳秀利（2014）建立以 PCR产物直接测序和

PCR-RFLP技术相结合的应用手段，检测了室内二斑叶螨抗甲

氰菊酯种群靶标的突变位点；研究表明：具有特异性的 2对引

物 B1和 B2、C1和 C2可检测室内二斑叶螨抗甲氰菊酯种群的

两种突变；研究表明：以 PCR产物直接测序和 PCR-RFLP技术

相结合的方法具有一定的田间应用可行性[16]。

PCR-RFLP技术能反映 DNA分子水平上的差异，结果稳

定可靠，重复性好；分析种群多态性的信息量大，在构建系统演

化，群体遗传连锁图谱和指纹图谱中有重要应用价值。

3 微卫星（SSR）

微卫星（Microsatellite）又称简单串联重复序列（SSR），在

真核生物基因组重复序列中，其占主要部分，SSR是由核心序

列和侧翼序列组成。其中核心序列是由重复单元重复串联组

成，每个重复单元碱基个数在 2-6之间，重复单元之间无间隔，

整个核心序列长度从几十到几百 bp不等。侧翼序列具有特异

性，为单拷贝序列，一般位于核心序列的两端。SSR原理是根据

较保守的侧翼序列设计特异性引物进行 PCR扩增，根据扩增

产物的差异性来反应微卫星的多态性[4]。

虽然微卫星 DNA通常被认为普遍存在于真核生物中[17]，

但是有研究表明，节肢动物基因组内 SSR含量较为稀少，开发

难度大[18]。Evans等（2007）对大蜂螨（Varroa jacobsoni）通过分

析比较，得到 9个微卫星位点[19]，随后 Evans等（2008）证明微

卫星标记技术适用于该螨的种群遗传结构研究[20]。李婷（2008）

利用微卫星标记的方法，分析了中国二斑叶螨和朱砂叶螨（T.

cinnabarinus）的种群遗传结构，通过比较两者种群遗传结构的

差异，进一步研究了两者的亲缘关系。这为防治害螨的入侵，减

少其造成的危害奠定了理论基础[21]。Sun等（2014）研究了来自

柑桔全爪螨（Panonychus citri）表达序列标签（EST）的 15个新

的多态性微卫星，发现其中 12个微卫星位点显著偏离哈迪 -

温伯格平衡，造成这种现象的原因很可能是地理隔离引起的近

亲交配和等位基因遗传漂变[22]。魏丹丹等（2016）通过磁珠法构

建了柑橘全爪螨的微卫星富集文库，发掘柑橘全爪螨基因组微

卫星（gSSR）序列。同时，利用柑橘全爪螨转录组数据库，筛选

其功能微卫星（EST-SSR）分子标记，设计柑橘全爪螨微卫星

（SSR）引物并验证其适用性。结果显示柑橘全爪螨 gSSR核心

重复次数要远多于从转录组数据库获得的 EST-SSR，gSSR和

EST-SSR，并且其中具有三碱基 SSR具有更好的优化率[23]。

微卫星技术有如下特点：结果稳定可靠、重复性好；在基因

组中多态性高，并且等位基因数目多、呈共显性遗传。

4 核酸序列分析

核酸序列分析技术是一种通过同源核酸序列之间的比较
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来进行分析的技术。基于不同种群之间基因的差异性，构建系

统发育树，以此推断不同类群间的系统发育关系。在不同的分

类阶元进行核酸序列分析时，依据分类阶元选取不同的基因至

关重要：研究高阶元时一般选取进化速率慢的基因，反之选取

进化速率快的基因。在螨类核酸序列分析中常用的基因主要来

自：核糖体基因和线粒体基因。

4.1 核糖体基因在螨类核酸序列分析中的应用

在螨类核酸序列分析中常用的核糖体基因有 18S rDNA、

28S rDNA。Maraun等（2004）以甲螨目（Oribatida）中有代表性

的无性生殖种类和有性生殖种类为研究模版，测序分析了 28S

rDNA的第三结构域（D3），分析结果表明了核糖体第三结构域

（D3）是一个较好的分子标记[24]。李国庆等（2010）通过研究核糖

体 28S rRNA的 D1、D2部分来阐述叶螨科 6个属 11个物种的

系统发生关系；研究结果证实了以前从形态学上定义的叶螨属

（Tetranychus）、岩螨属（Petrobia）、全爪螨属（Panonychus）、裂爪

螨属（Schizotetranychus）、缺爪螨属（Aponychus）和双叶螨属

（Amphitetranychus）6个属分别形成一个单系，但是没有很好地

确定叶螨属内土耳其斯坦叶螨（T.turkestani）、截形叶螨（T.

Truncatus）、朱砂叶螨（T. Cinnabarinus）、神泽叶螨（T. Kanza-

wai）和二斑叶螨（T. Urticae），及全爪螨属内柑橘全爪螨（Pa.

Citri）和苹果全爪螨（Pa. Ulmi）的系统发生地位；研究结果同时

表明虽然 28S r RNA序列无法将叶螨鉴定到种水平，但却为属

水平上的鉴定提供了重要的参考依据[25]。张素卿（2011）基于

18SrDNA和 28SrDNA对肉食螨亚科 Cheyletinae常见的 4 种

肉食螨：马六甲肉食螨（C.malaccensis）、强壮肉食螨（C. Fortis）、

转开肉食螨（C. Aversor）和磷翅触足螨（Ch. Lepidopterorm）的

系统关系进行了分析，结果发现马六甲肉食螨与强壮肉食螨为

同物异名种。同时对 5个地理种群的马六甲肉食螨的 18SrD-

NA和 28SrDNA基因进行测序分析，结果表明此两段核糖体

基因相对比较保守,不适于做肉食螨种内差异分析[26]。Dabert等

（2014）依据 28S rDNA的第二结构域(D2)和 CO I基因，分析了

异羽蟎科（Alloptidae）2属的分类地位及进化关系[27]。

转录间隔区 ITS在螨类核酸序列分析中也是常用的核糖

体基因。Navajas（1992）首次将 ITS2运用在螨类的分类学上，表

明 ITS 2适合分析属内的系统发育关系[28]。古小彬等（2009）依

据 ITS 2对动物寄生螨虫疥螨属（Sarcoptes）和足螨属（Chori-

optes）的常见螨种的亲缘关系进行了研究[29]。邹志文等（2011）

分析比较钝绥螨（Amblyseiinae）的 ITS 1、ITS 2，探讨其作为分

子手段应用于种类鉴定，同时应用此分子标记来分析钝绥螨的

亲缘关系，数据结果支持尼氏真绥螨（E. Nicholsi）和卵圆真绥

螨（E. Ovalis）现在的分类地位，而小新绥螨属（Neoseiulus）与钝

绥螨属（Amblyseius）似乎未达到属间差异，其分类地位有待进

一步确定[30]。罗奇花（2011）依据 ITS 1、ITS2和 CO I调查了中

国西方蜜蜂群内小蜂螨（Tropilaelaps）的自然种系构成。结果发

现：寄生在中国西方蜜蜂群内的小蜂螨全部属于梅氏热厉螨

（T. Mercedesae），而并非早期定义的亮热厉螨（T. Clareae）[31]。

4.2 线粒体基因在螨类核酸序列分析中的应用

螨类核酸序列分析中使用较多的线粒体基因有 16S rD-

NA、12S rDNA和 CO I基因。De等（2001）依据 16S rDNA分析

了 6种鼻刺螨及两个亚种的系统发育关系；分析结果表明 6种

鼻刺螨可以被分为两大类群，这与传统形态分类结果是统一

的，并且通过测序差异结果可以明确鉴定出为两个亚种，研究

结论证实了 16S rDNA较适合分析相近种类的系统发育关系
[32]。Skerratt等（2002）依据 12S rDNA研究了来自不同宿主的疥

满的种群关系，结果显示，依据 12S rDNA能将来自三个不同

宿主的疥螨很好区分开，12S rDNA基因适合疥螨的种群关系

的研究[33]。Suarez-Martinez等（2005）分析尘螨 4科：屋尘螨、私

食甜螨（Glycyphagus privatus）、椭圆食粉螨和热带无爪螨（Blo-

mia tropicalis）的 12S rDNA序列，对不同科类属不同种属间的

尘螨的鉴别提供了理论依据[34]。Sastre（2012）等用 16S rDNA分

析了三种犬蠕形螨的系统发育关系[35]。

Emsting等（2006）用 CO I研究了台湾蚌螨（Unionicola for-

mosa）系统发育关系[36]。程剑等（2008）利用线粒体 COI基因序

列探讨蚌螨的系统发育，从基因层次上对中国淡水水域中营寄

生生活的蚌螨进行系统发育分析[37]。Yang等（2011）用 ITS 2和

CO I基因分析了无气门亚目 6种螨类：椭圆食粉螨、热带无爪

螨、粉尘螨、屋尘螨、腐食酪螨和梅氏嗜霉螨（Euroglyphus

maynei）的系统发育关系，并证实 ITS 2和 CO I适合作为可靠

的分子标记分析属内的系统发育关系[38]。古小彬等（2013）以兔

痒螨为研究对象，通过 PCR方法扩增兔痒螨的部分线粒体基

因组序列，同时与 GenBank中登陆的其他螨类的同源基因进

行比较分析。报道了兔痒螨部分线粒体基因 COⅠ、COⅡ、12S

rDNA和 16S rDNA等序列，为进一步痒螨分子分类学研究奠

定了基础[39]。

5 扩增片段长度多态性（AFLP）

AFLP技术是由荷兰科学家 Vos发明的集 RFLP的可靠性

和 RAPD的高效性于一体的一项专利技术[40]。AFLP标记的原

理：首先对基因组 DNA进行特定酶切，之后经 PCR反应进行

特异性选择扩增。由于不同来源 DNA片段之间的差异性，产生

的酶切片段存在差异，进而 PCR选择性扩增产生的产物具有

多态性，扩增产物的多态性反映了基因组的多态性[41]。Weeks

等在螨类系统学的研究中成功应用 AFLP技术，运用 AFLP技

术对来自两种不同寄主植物上的二斑叶螨种群进行了研究；研

究表明：由于寄主植物的不同，这两种群产生差异，在分类系统

中聚类成两个分支。同时他们研究了适用于螨的 AFLP程序，并

分析了此技术用于螨类不同种群间系统学的研究的优缺点[42]。

6 直接扩增片段长度多态性（DALP）

DALP技术由法国科学家 Desmarais基于随意扩增技术的

基础上发展而来，通过扩增产物直接测序来检测基因多态性的

一种技术[43]。

DALP技术在技术原理上看仍属于随机引物扩增技术的

领域，其特点是采用了以特异性序列M13为核心设计扩增的

引物，极大地简化了扩增后进一步的测序和序列分析步骤。其

中特异性基因序列M13广泛存在于原核、真核细胞基因组当

中，且具有于多个重复区域，这使 DALP的广泛应用成为可能。

同时，DALP是共显性标记，适用于检测种群间的遗传变异等。

7 小结与展望

分子生物技术的不断发展为螨类系统学的研究提供了新

的研究手段，上述的几种 DNA标记技术的应用，使螨类的系统
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发育建立在稳定可靠的分子数据基础之上，在很大程度上提高

了螨类在系统学分类鉴定上的可重复性和依靠性[4]。

诸多 DNA标记中，核酸序列分析技术成为螨类系统学研

究中热门的 DNA标记手段。在核酸序列分析技术中，选择适合

不同分类阶元的进化速率基因尤为重要。在螨类系统学研究中

已经有一些比较成熟方法的应用，并且一些特定螨类种群的基

因序列已经被测定，这证明了 DNA标记技术的稳定可靠[39]。然

而在实际应用中，如果仅仅依据 DNA标记技术，经常会出现与

形态系统分类结果不一致的情况，因此采用基于形态学与

DNA标记技术相结合对螨类系统学进行综合性研究，不失为

一个可靠的方法[44]。随着 DNA标记技术不断的改进，DNA标

记技术将在螨类系统学研究中得到更广泛的应用。
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