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运用犇犖犃条形码技术鉴定茶园蜘蛛物种
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摘要　运用ＤＮＡ条形码技术，对广东潮州茶园蜘蛛物种进行了分子鉴定。本研究利用基因测序技术获取了凤凰

山区域茶园５０种蜘蛛的７４条线粒体细胞色素Ｃ氧化酶亚基Ｉ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔⅠ，ＣＯⅠ）基

因序列。使用邻接法 （ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统发育树，运用ＡＢＧＤ（ａｕｔｏｍａｔｉｃｂａｒｃｏｄｅｇａｐｄｉｓｃｏｖｅｒｙ）软件

对蜘蛛样本进行聚类分析。结果表明：邻接法构建的系统发育树聚类结果与ＡＢＧＤ软件划分结果以及形态分类鉴

定结果相一致，运用ＤＮＡ条形码可以有效地对蜘蛛物种进行分子鉴定。这对茶园蜘蛛疑难物种和新物种的鉴定

具有重要意义，在茶园蜘蛛物种多样性的研究中也具有重要价值。由此表明，基于ＣＯⅠ基因的ＤＮＡ条形码对于

本研究中所涉及的蜘蛛物种的划分具有较好的区分结果，可以作为一种有效的工具在茶园蜘蛛物种鉴定中进行

应用。

关键词　蜘蛛；　分子鉴定；　系统发育树；　ＡＢＧＤ
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　　茶园病虫害的生态防控是实现凤凰单丛茶可持

续发展的有效途径之一。蜘蛛是农林业害虫重要的

捕食性天敌，是调控虫害的重要生态因子［１］。因

此，深入研究保护茶区的蜘蛛物种多样性至关重要。

传统的形态学分类已有２５０多年的历史，全世界蜘

蛛已知近４７０００种
［１］，我国仅记录蜘蛛４２８２种

［２］，

还有大量的物种没有发现。传统蜘蛛分类的方法是

依据蜘蛛身体外部形态及其生殖器结构的差异区分

物种，但对于体形、大小、体色相似的蜘蛛物种，或

因区域环境变化引起的种内个体差异，及处于不同

发育阶段的幼蛛，仅依靠形态特征难免会鉴定错

误［３］，这也是传统分类学鉴定物种受限的原因。自

从加拿大科学家 Ｈｅｂｅｒｔ等
［４］提出把ＤＮＡ条形码

应用到生物物种鉴定之后，ＤＮＡ条形码就成为了

分类学研究的热点，尤其在动物物种鉴定上发展迅

猛。动物线粒体基因重组率低，进化速率较快，且

大多数物种ＣＯⅠ基因可以使用通用引物进行扩增。

Ｈｅｂｅｒｔ等利用一段６５８ｂｐ标准化的ＣＯⅠ基因片

段对动物进行ＤＮＡ序列分析，并准确地对动物物

种进行了分子鉴定［５］。由此表明，利用ＣＯⅠ基因
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片段对蜘蛛物种进行分子鉴定具有一定的可行性。

国内学者对利用ＤＮＡ条形码进行物种分类的研究

起步较晚，对蜘蛛的分子鉴定研究也较少，如，王丽

艳对环京津地区的平腹蛛科［６］、刘娜对我国西南地

区狼蛛科和漏斗蛛科［７］、曹潇巍对中国拟遁蛛属［８］

及何静超等对河北小五台山蟹蛛科［９］进行了ＤＮＡ

条形码的分类研究。因此，我国蜘蛛分类学家ＤＮＡ

条形码序列基因库的建设和完善还任重道远。蜘蛛

分布广，适应性强，其形态与体型易受环境变化的

影响，因此，传统形态学分类方法对一些隐存种、

相近种的雌雄配对，以及对处于不同发育期的幼

蛛的分类鉴定有一定困难，而运用ＤＮＡ条形码技

术可以解决传统分类上存在的疑难问题。本研究

选用分布于凤凰山茶区的５０种蜘蛛７４个样本作

为试验材料，利用线粒体ＣＯⅠ基因片段构建基于

分子数据的系统发育树，探索了ＤＮＡ条形码技术

对凤凰山茶区蜘蛛物种鉴定的准确性，对明确凤

凰单丛茶区的蜘蛛资源及蜘蛛物种的多样性具有

重要意义。该成果将填补凤凰山茶区蜘蛛分类学

及其多样性研究的学科空白，同时对该茶区生境

的保护与评价、蜘蛛资源在生物防治中的应用等具

有积极意义。

１　材料与方法

１．１　标本采集及形态鉴定

本研究所用的蜘蛛样本采集于潮州凤凰山茶区

不同海拔高度的茶园，包括凤凰镇桥头村茶园（海拔

３６０ｍ）、上春村茶园和筽岭村茶园（海拔５２０ｍ）、叫

水坑村茶园（海拔６９０ｍ）和天池茶园（海拔９３０ｍ）。

本次测序使用了５０种蜘蛛的７４个样本，测序前使

用形态学分类的方法对蜘蛛样本进行物种鉴定，蜘

蛛分类结果如表１所示。

表１　所用蜘蛛标本信息

犜犪犫犾犲１　犛狆犻犱犲狉狊犪犿狆犾犲狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

科

Ｆａｍｉｌｙ

属

Ｇｅｎｕｓ

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

样本数

Ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ

样本代号

ＳａｍｐｌｅＩＤ

跳蛛科Ｓａｌｔｉｃｉｄａｅ 蛤莫蛛属犎犪狉犿狅犮犺犻狉狌狊 鳃蛤莫蛛犎犪狉犿狅犮犺犻狉狌狊犫狉犪犮犺犻犪狋狌狊 ２ ＦＨＴＣ０１

斑蛛属犈狌狅狆犺狉狔狊 白触斑蛛犈狌狅狆犺狉狔狊犪犾犫狅狆狅狆犱犻狊 ２ ＦＨＴＣ０２

哈沙蛛属犎犪狊犪狉犻狌狊 花哈沙蛛犎犪狊犪狉犻狌狊犪犱犪狀狊狅狀犻 ２ ＦＨＴＣ０３

猎蛛属犈狏犪狉犮犺犪 白斑猎蛛犈狏犪狉犮犺犪犪犾犫犪狉犻犪 １ ＦＨＸＢ０４

猫跳蛛属犆犪狉狉犺狅狋狌狊 黑猫跳蛛犆犪狉狉犺狅狋狌狊狓犪狀狋犺狅犵狉犪犿犿犪 １ ＦＨＪＳＫ０５

蝇虎属犚犺犲狀犲 暗宽胸蝇虎犚犺犲狀犲犪狋狉犪狋犪 １ ＦＨＪＳＫ０６

优列蛛科Ｅｕｔｉｃｈｕｒｉｄａｅ 红螯蛛属犆犺犻狉犪犮犪狀狋犺犻狌犿 皮氏红螯蛛犆犺犲犻狉犪犮犪狀狋犺犻狌犿狆犻犮犺狅狀犻 １ ＦＨＴＣ０７

精美红螯蛛犆犺犲犻狉犪犮犪狀狋犺犻狌犿犲狓狇狌犲狊狋犻狋狌犿 ２ ＦＨＴＣ０８

猫蛛科Ｏｘｙｏｐｉｄａｅ 猫蛛属犗狓狔狅狆犲狊 类斜纹猫蛛犗狓狔狅狆犲狊狊犲狉狋犪狋狅犻犱犲狊 ４ ＦＨＪＳＫ０９

斜纹猫蛛犗狓狔狅狆犲狊狊犲狉狋犪狋狌狊 １ ＦＨＪＳＫ１０

线纹猫蛛犗狓狔狅狆犲狊犾犻狀犲犪狋犻狆犲狊 １ ＦＨＷＤ１１

细纹猫蛛犗狓狔狅狆犲狊犿犪犮犻犾犲狀狋狌狊 １ ＦＨＷＤ１２

蟹蛛科Ｔｈｏｍｉｓｉｄａｅ 蟹蛛属犜犺狅犿犻狊狌狊 满蟹蛛犜犺狅犿犻狊狌狊狅狀狌狊狋狌狊 １ ＦＨＴＣ１３

角红蟹蛛犜犺狅犿犻狊狌狊犾犪犫犲犳犪犮狋狌狊 ２ ＦＨＪＳＫ１４

球蛛科Ｔｈｅｒｉｄｉｉｄａｅ 球蛛属犜犺犲狉犻犱犻狅狀 黑丽蛛犆犺狉狔狊狊狅狀犻犵狉犪 １ ＦＨＪＳＫ１５

漏斗球蛛犜犺犲狉犻犱犻狅狀犮犺狅狀犲狋狌犿 ３ ＦＨＴＣ１６

多色球蛛犜犺犲狉犻犱犻狅狀狏犪狉犻犪狀狊 １ ＦＨＴＣ１７

胡氏球蛛犜犺犲狉犻犱犻狅狀犺狌犻 １ ＦＨＭＬ１８

肖蛸科Ｔｅｔｒａｇｎａｔｈｉｄａｅ 银鳞蛛属犔犲狌犮犪狌犵犲 肩斑银鳞蛛犔犲狌犮犪狌犵犲犫犾犪狀犱犪 ２ ＦＨＴＣ１９

西里银鳞蛛犔犲狌犮犪狌犵犲犮犲犾犲犫犲狊犻犪狀犪 １ ＦＨＴＣ２０

肖蛸属犜犲狋狉犪犵狀犪狋犺犪 羽斑肖蛸犜犲狋狉犪犵狀犪狋犺犪狆犻狀犻犮狅犾犪 ２ ＦＨＸＢ２１

前齿肖蛸犜犲狋狉犪犵狀犪狋犺犪狆狉犪犲犱狅狀犻犪 １ ＦＨＸＢ２２

皿蛛科Ｌｉｎｙｐｈｉｉｄａｅ 盖蛛属犖犲狉犻犲狀犲 黑斑盖蛛犖犲狉犻犲狀犲狀犻犵狉犻狆犲犮狋狅狉犻狊 １ ＦＨＴＣ２３

沟瘤蛛属犝犿犿犲犾犻犪狋犪 食虫沟瘤蛛犝犿犿犲犾犻犪狋犪犻狀狊犲犮狋犻犮犲狆狊 １ ＦＨＪＳＫ２４

巨蟹蛛科Ｓｐａｒａｓｓｉｄａｅ 巨蟹蛛属犎犲狋犲狉狅狆狅犱犪 白额巨蟹蛛犎犲狋犲狉狅狆狅犱犪狏犲狀犪狋狅狉犻犪 ３ ＦＨＳＣ２５

漏斗蛛科Ａｇｅｌｅｎｉｄａｅ 漏斗蛛属犃犵犲犾犲狀犪 森林漏斗蛛犃犵犲犾犲狀犪狊犻犾狏犪狋犻犮犪 １ ＦＨＪＳＫ２６

异漏斗蛛属犃犾犾犪犵犲犾犲狀犪 机敏异漏斗蛛犃犾犾犪犵犲犾犲狀犪犱犻犳犳犻犮犻犾犻狊 ２ ＦＨＴＣ２７

栅蛛科 Ｈａｈｎｉｉｄａｅ 栅蛛属犎犪犺狀犻犪 栓栅蛛犎犪犺狀犻犪犮狅狉狋犻犮犻犮狅犾犪 ２ ＦＨＪＳＫ２８

梨形栅蛛犎犪犺狀犻犪狆狔狉犻犳狅狉犿犻狊 １ ＦＨＪＳＫ２９
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续表１　犜犪犫犾犲１（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

科

Ｆａｍｉｌｙ

属

Ｇｅｎｕｓ

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

样本数

Ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ

样本代号

ＳａｍｐｌｅＩＤ

平腹蛛科Ｇｎａｐｈｏｓｉｄａｅ 平腹蛛属犌狀犪狆犺狅狊犪 佐贺平腹蛛犌狀犪狆犺狅狊犪犽狅犿狆犻狉犲狀狊犻狊 １ ＦＨＳＣ３０

长纺蛛科 Ｈｅｒｓｉｌｉｉｄａｅ 长纺蛛属犎犲狉狊犻犾犻犪 波纹长纺蛛犎犲狉狊犻犾犻犪狊狋狉犻犪狋犪 １ ＦＨＪＳＫ３１

亚洲长纺蛛犎犲狉狊犻犾犻犪犪狊犻犪狋犻犮犪 １ ＦＨＪＳＫ３２

狼蛛科Ｌｙｃｏｓｉｄａｅ 水狼蛛属犘犻狉犪狋犪 真水狼蛛犘犻狉犪狋犪狆犻狉犪狋犻犮狌狊 １ ＦＨＭＬ３３

盗水狼蛛犘犻狉犪狋犪狆狉犪犲犱狅 １ ＦＨＭＬ３４

拟水狼蛛犘犻狉犪狋犪狊狌犫狆犻狉犪狋犻犮狌狊 １ ＦＨＪＳＫ３５

细毛小水狼蛛犘犻狉犪狋狌犾犪狋犲狀狌犻狊犲狋犪犮犲狌狊 １ ＦＨＪＳＫ３６

马蛛属犎犻狆狆犪狊犪 格里马蛛犎犻狆狆犪狊犪犵狉犲犲狀犪犾犾犻犪犲 ３ ＦＨＴＣ３７

豹蛛属犘犪狉犱狅狊犪 沟渠豹蛛犘犪狉犱狅狊犪犾犪狌狉犪 ２ ＦＨＪＳＫ３８

幼豹蛛犘犪狉犱狅狊犪狆狌狊犻狅犾犪 ３ ＦＨＸＢ３９

管巢蛛科Ｃｌｕｂｉｏｎｉｄａｅ 管巢蛛属犆犾狌犫犻狅狀犪 谷川管巢蛛犆犾狌犫犻狅狀犪狋犪狀犻犽犪狑犪犻 １ ＦＨＪＳＫ４０

羽斑管巢蛛犆犾狌犫犻狅狀犪犼狌犮狌狀犱犪 １ ＦＨＪＳＫ４１

米图蛛科 Ｍｉｔｕｒｇｉｄａｅ 黄蛛属犡犪狀狋犺犪狉犻犪 盔黄蛛犡犪狀狋犺犪狉犻犪犵犪犾犲犪 １ ＦＨＪＳＫ４２

园蛛科Ａｒａｎｅｉｄａｅ 园蛛属犃狉犪狀犲狌 黄斑园蛛犃狉犪狀犲狌狊犲犼狌狊犿狅犱犻 １ ＦＨＴＣ４３

黑斑园蛛犃狉犪狀犲狌狊犿犻狋犻犳犻犮狌狊 ３ ＦＨＴＣ４４

艾蛛属犆狔犮犾狅狊犪 突尾艾蛛犆狔犮犾狅狊犪犮狅狀犻犮犪 ３ ＦＨＪＳＫ４５

浊斑艾蛛犆狔犮犾狅狊犪犮狅狀犳狌狊犪 １ ＦＨＪＳＫ４６

日本艾蛛犆狔犮犾狅狊犪犼犪狆狅狀犻犮犪 １ ＦＨＳＣ４７

八氏蛛属犢犪犵犻狀狌犿犻犪 叶斑八氏蛛犢犪犵犻狀狌犿犻犪狊犻犪 １ ＦＨＴＣ４８

盲蛛目Ｏｐｉｌｉｏｎｅｓ Ｏｐｉｌｉｏｎｅｓｓｐ．１ １ ＦＨＴＣ４９

Ｏｐｉｌｉｏｎｅｓｓｐ．２ １ ＦＨＴＣ５０

１．２　犇犖犃提取与犘犆犚扩增

ＤＮＡ提取采用Ｓａｍｂｒｏｏｋ等
［１０］和杨聪慧等［１１］

的方法，利用ＡｎｉｍａｌｔｉｓｓｕｅＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ提

取蜘蛛总ＤＮＡ，操作步骤依照试剂盒的操作说明进

行。提取的总 ＤＮＡ 用琼脂糖电泳检测后置于

－８０℃冰箱保存、备用。采用Ｆｏｌｍｅｒ等
［１２］的方法，

使用通用引物 ＬＣＯ１４９０（５′ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴ

ＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ３′）和 ＨＣＯ２１９８（５′ＴＡ

ＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ３′）对 供

试的７４个蜘蛛样本进行线粒体ＣＯⅠ基因扩增，扩增

片段的长度约为６８０ｂｐ。ＰＣＲ扩增体系
［１３］为２５μＬ：

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，ＬＣＯ１４９０（１０μｍｏｌ／Ｌ）＼ＨＣＯ

２１９８（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．８μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．９μＬ，ＤＮＡ

模板２．０μＬ。ＰＣＲ扩增的反应条件为：９４℃预变性

５ｍｉｎ；３５个循环，９４℃预变性３０ｓ，４５℃退火４０ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ；－２０℃保存。

１．３　数据分析

１．３．１　ＤＮＡ序列的比对

ＰＣＲ产物用１％的琼脂糖凝胶电泳法检测，上

样量为２μＬ，电压１００Ｖ，在ＵＶＰ凝胶成像系统下

观察和拍照。扩增结果良好（约７００ｂｐ有单一的亮

带）的ＰＣＲ产物，委托苏州金唯智生物科技有限公

司进行双向测序。测序结果以Ｃｈｒｏｍａｓ软件判断

基因测序峰图质量，人工校对碱基，确定ＣＯⅠ基

因片段序列的正确性，以ＤＮＡＳＴＡＲ６．０软件中的

子程序ＳｅｑＭａｎ拼接双向测序结果，ＦＡＳＴＡ格式

输出，采用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件
［１３１４］对最终校对确认的

ＤＮＡ序列进行多重序列比对分析。

１．３．２　系统发育树的构建与遗传距离的计算

利用ＭＥＧＡ６．０软件，采用双参数模型（Ｋｉｍｕｒａ

２ｐａｒａｍｅｔｅｒ，Ｋ２Ｐ）
［１６］计算各分类单元之间的种

间遗传距离，同时分析其序列的碱基组成情况及

密码子的使用率。画出频率分布直方图，进行

“ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ”
［１７］分析。以盲蛛序列作为外群，

邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建蜘蛛的系统发

育树，并进行内部分支检验与１０００次ｂｏｏｔｓｔｒａｐ

检验分析，确定各支系的置信度。如果在进化树

上同一个物种能聚成一个单系，则认为ＮＪ分子

系统发育树能将此物种与其他物种区分开，反之

则不能区分开。

１．３．３　ＡＢＧＤ的划分

使用ＡＢＧＤ（ａｕｔｏｍａｔｉｃｂａｒｃｏｄｅｇａｐｄｉｓｃｏｖｅｒｙ）软

件［１８］，基于遗传距离划分样本，划分在同一组的样

本被认定属于同一物种。本试验将５０种蜘蛛７４个

样本的Ｋ２Ｐ遗传距离矩阵在线提交到ＡＢＧＤ网站

（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗａｂｉ．ｓｎｖ．ｊｕｓｓｉｅｕ．ｆｒ／ｐｕｂｌｉｃ／ａｂｇｄ／），犘
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（ｐｒｉｏｒｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｆｉｃｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ）设为０．００１～０．１，

最小相对ｇａｐ宽度值 Ｘ（ｍｉｎｉｍｕｍｒｅｌａｔｉｖｅｇａｐ

ｗｉｄｔｈ）为１．０，然后将样本划分结果与形态鉴定结

果比较对照。

２　结果与分析

２．１　犆犗Ⅰ基因碱基组成

利用ＭＥＧＡ６．０软件
［１５］对５０种蜘蛛ＣＯⅠ基

因的７４条序列和１个外群２条序列进行碱基组成

分析，结果见表２。Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ的平均含量分别为

４２．３％、１３．１％、２６％和１８．７％，Ａ＋Ｔ含量为６８．３％，

有明显的ＡＴ偏向性。蜘蛛ＣＯⅠ基因各位点碱基

组成频率及替换型式，如表３所示。平均碱基相同

位点为４３４个，平均转换数为３９个，平均颠换数为

５５个，平均颠换与转换比为０．７２；颠换主要以ＡＴ

为主，转换主要以ＴＣ为主。

表２　犆犗Ⅰ基因碱基组成１
）

犜犪犫犾犲２　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀狅犳犆犗Ⅰ犵犲狀犲

长度／ｂｐＬｅｎｇｔｈ Ｃ／个 Ｖ／个 Ｐｉ／个 Ｓ／个 Ｔ／％ Ｃ／％ Ａ／％ Ｇ／％ Ａ＋Ｔ／％

５２９ ２２９ ３００ ２７７ ２３ ４２．３ １３．１ ２６．０ １８．７ ６８．３

　１）Ｃ：保守位点；Ｖ：变异位点；Ｐｉ：简约信息位点；Ｓ：单态位点。

Ｃ：Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅ；Ｖ：Ｖａｒｉａｔｉｏｎｐｏｉｎｔ；Ｐｉ：Ｐａｒｓｉｍｏｎｙｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅｓｉｔｅ；Ｓ：Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓｉｔｅ．

表３　犆犗Ⅰ基因碱基组成频率及替换模型１
）

犜犪犫犾犲３　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊狌犫狊狋犻狋狌狋犻狅狀犪狀犱犳狉犲狇狌犲狀犮狔犪狀犱狊狌犫狊狋犻狋狌狋犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狅犳犆犗Ⅰ犵犲狀犲

Ｄｏｍａｉｎ ｉｉ ｓｉ ｓｖ Ｒ ＴＴ ＴＣ ＴＡ ＴＧ ＣＴ ＣＣ ＣＡ ＣＧ ＡＴ ＡＣ ＡＡ ＡＧ ＧＴ ＧＣ ＧＡ ＧＧ

１ ４３４．０３９．０ ５５．０ ０．７２１９２．０ ８．０ １９．０ ６．０ ７．０ ５９．０ １．０ １．０ １９．０ ２．０ １０４．０１３．０ ５．０ ２．０ １３．０ ７９．０

１ｓｔ １７０．０ ３．０ ４．０ ０．７２ ８１．０ １．０ １．０ ０．０ １．０ ４１．０ ０．０ １．０ ０．０ ０．０ ２１．０ ０．０ ０．０ １．０ ０．０ ２７．０

２ｎｄ １０９．０２５．０ ４２．０ ０．５８ ６４．０ ３．０ １６．０ ４．０ ３．０ ０．０ １．０ ０．０ １６．０ １．０ ４１．０ ９．０ ４．０ ０．０ ９．０ ４．０

３ｒｄ １５６．０１２．０ ８．０ １．４１ ４８．０ ３．０ ３．０ １．０ ３．０ １８．０ ０．０ ０．０ ３．０ ０．０ ４２．０ ３．０ １．０ ０．０ ３．０ ４８．０

　１）ｉｉ：相同碱基位点；ｓｉ：转换数；ｓｖ：颠换数；Ｒ（ｓｉ／ｓｖ）：转换／颠换比。

ｉｉ：Ｉｄｅｎｔｉｃａｌｐａｉｒ；ｓｉ：Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｐａｉｒ；ｓｖ：Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎａｌｐａｉｒ；Ｒ：ｓｉ／ｓｖ．

２．２　基于犘距离的碱基替换饱和性分析

ＤＮＡ的碱基替换类型有转换（ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＴＳ）

和颠换（ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ，ＴＶ）两种类型。本研究对５０

种蜘蛛７４个样本进行ＤＮＡ条形码序列扩增分析，

以ＴＳ和ＴＶ为纵坐标，以遗传距离为横坐标，建立

二维坐标图用以估计ＤＮＡ序列碱基饱和度状况。

图１显示，ＴＳ、ＴＶ随着犘距离的增加而线性增加，

未表现出饱和态势，说明凤凰山区茶园的蜘蛛有很

强的系统发育信号，碱基的位点及置换关系均可用

于分析和解释蜘蛛的系统发育，见图１。

图１　犆犗Ⅰ基因碱基替换饱和性分析

犉犻犵．１　犛狌犫狊狋犻狋狌狋犻狅狀狊犪狋狌狉犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆犗Ⅰ犵犲狀犲

２．３　系统发育树聚类结果

本试验中，对７４头蜘蛛样本采用邻接法，以

２条盲蛛目的ＣＯⅠ序列为外群构建凤凰山茶区蜘蛛

群落的ＮＪ系统发育树，聚类结果如图２所示。聚类

结果表明，外群两种盲蛛与５０种蜘蛛被划分为姐妹

群，７４个蜘蛛样本聚类后没有出现物种交叉的现象，

５０种蜘蛛各自聚成一个单系群，不同蜘蛛被明显区

分。ＮＪ树中显示，除白触斑蛛犈狌狅狆犺狉狔狊犪犾犫狅狆狅狆犱犻狊

外，其余不同种蜘蛛的支持率均超过９０％以上。

２．４　遗传距离与犃犅犌犇划分结果分析

以Ｋ２Ｐ模型计算５０种蜘蛛ＣＯⅠ序列的种间

遗传距离结果表明，５２２条序列的种间平均距离为

０．０２～０．２２９，其中，黑斑盖蛛犖犲狉犻犲狀犲狀犻犵狉犻狆犲犮狋狅狉犻狊

与皮氏红螯蛛犆犺犻狉犪犮犪狀狋犺犻狌犿狆犻犮犺狅狀犻之间的平均

遗传距离最大，为０．２２９，突尾艾蛛犆狔犮犾狅狊犪犮狅狀犻犮犪

与浊斑艾蛛犆狔犮犾狅狊犪犮狅狀犳狌狊犪、日本艾蛛犆狔犮犾狅狊犪犼犪

狆狅狀犻犮犪之间平均遗传距离最小，为０．０２。７４个

蜘蛛样本序列依据１％的序列差异被分为５０组。

其中，除白触斑蛛犈狌狅狆犺狉狔狊犪犾犫狅狆狅狆犱犻狊两个样本

不支持该物种外，其余蜘蛛物种全部一一对应，

ＤＮＡ条形码分子鉴定与形态学鉴定的结果吻合度

为９８％（４９／５０）。

·７４·
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图２　基于犆犗Ⅰ序列构建的凤凰单丛茶园蜘蛛的系统发育树（犖犑树）

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狋犺犲狊狆犻犱犲狉狊犫犪狊犲犱狅狀犆犗Ⅰ犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊犻狀犉犲狀犵犺狌犪狀犵犇犪狀犮狅狀犵狋犲犪狆犾犪狀狋犪狋犻狅狀（犖犑狋狉犲犲）
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　　本试验对７４个蜘蛛样本（包含外群）的ＡＢＧＤ划

分结果包括初始划分（ｉｎｉｔｉａｌｐａｒｔｉｔｉｏｎ）和递归划分（ｒｅ

ｃｕｒｓｉｖｅｐａｒｔｉｔｉｏｎ）两种情况。递归划分较为稳定，遗

传距离在０．００１～０．１之间，包括外群在内的７４个蜘

蛛样本被分成５０组，支持５０个蜘蛛物种（见图３）。

而初始化分结果在０．００１～０．００１７之间，被分成

４２．６７组，支持４２．６７个蜘蛛物种；遗传距离在

０．００２８～０．００４６之间，被划分为４８组；遗传距离在

０．００７７～０．１０００之间，被划分为５０组。遗传距离在

４２．６７～５０．００之间，犘值范围浮动较大，不够稳定，

而递归划分较为稳定，包括外群在内的７４个蜘蛛样本

被分成５０组，与形态学的鉴定结果吻合度较高（表４）。

ＡＢＧＤ的划分结果与ＮＪ树呈现对应关系，每个ＡＢＧＤ

的划分结果ＮＪ发育树上均已标明，如图２所示。

图３　基于犓２狆的茶园蜘蛛种间遗传距离分布及犃犅犌犇划分结果

犉犻犵．３　犌犲狀犲狋犻犮犱犻狊狋犪狀犮犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀犪狀犱犃犅犌犇狆犪狉狋犻狋犻狅狀犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲狊狆犻犱犲狉狊狆犲犮犻犲狊犻狀狋犺犲狋犲犪狆犾犪狀狋犪狋犻狅狀犫犪狊犲犱狅狀犓２狆

表４　凤凰单丛茶园蜘蛛最小相对犌犪狆宽度值为１．０阈值分类与形态种类对照

犜犪犫犾犲４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲犿犻狀犻犿狌犿狉犲犾犪狋犻狏犲犌犪狆狑犻犱狋犺狅犳狋犺犲１．０狋犺狉犲狊犺狅犾犱犮犾犪狊狊犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱狋犺犲犿狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾狋狔狆犲狅犳狋犺犲

狊狆犻犱犲狉犻狀犉犲狀犵犺狌犪狀犵犇犪狀犮狅狀犵狋犲犪狆犾犪狀狋犪狋犻狅狀

ＡＢＧＤ
样本代号

ＳａｍｐｌｅＩＤ

蜘蛛物种

Ｓｐｉｄｅｒｓｐｅｃｉｅｓ
ＡＢＧＤ

样本代号

ＳａｍｐｌｅＩＤ

蜘蛛物种

Ｓｐｉｄｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

ＡＢＧＤ４４ ＦＨＴＣ４４ 犃狉犪狀犲狌狊犿犻狋犻犳犻犮狌狊 ＡＢＧＤ２４ ＦＨＪＳＫ２４ 犝犿犿犲犾犻犪狋犪犻狀狊犲犮狋犻犮犲狆狊

ＡＢＧＤ４８ ＦＨＴＣ４８ 犢犪犵犻狀狌犿犻犪狊犻犪 ＡＢＧＤ４６ ＦＨＪＳＫ４６ 犆狔犮犾狅狊犪犮狅狀犳狌狊犪

ＡＢＧＤ３１ ＦＨＪＳＫ３１ 犎犲狉狊犻犾犻犪狊狋狉犻犪狋犪 ＡＢＧＤ４７ ＦＨＳＣ４７ 犆狔犮犾狅狊犪犼犪狆狅狀犻犮犪

ＡＢＧＤ３２ ＦＨＪＳＫ３２ 犎犲狉狊犻犾犻犪犪狊犻犪狋犻犲犪 ＡＢＧＤ４３ ＦＨＴＣ４３ 犃狉犪狀犲狌狊犲犼狌狊犿狅犱犻

ＡＢＧＤ２９ ＦＨＪＳＫ２９ 犎犪犺狀犻犪狆狔狉犻犳狅狉犿犻狊 ＡＢＧＤ４５ ＦＨＪＳＫ４５ 犆狔犮犾狅狊犪犮狅狀犻犮犪

ＡＢＧＤ２６ ＦＨＪＳＫ２６ 犃犵犲犾犲狀犪狊犻犾狏犪狋犻犮犪 ＡＢＧＤ０９ ＦＨＪＳＫ０９ 犗狓狔狅狆犲狊狊犲狉狋犪狋狅犻犱犲狊

ＡＢＧＤ２７ ＦＨＴＣ２７ 犃犾犾犪犵犲犾犲狀犪犱犻犳犳犻犮犻犾犻狊 ＡＢＧＤ１２ ＦＨＷＤ１２ 犗狓狔狅狆犲狊犿犪犮犻犾犲狀狋狌狊

ＡＢＧＤ２８ ＦＨＪＳＫ２８ 犎犪犺狀犻犪犮狅狉狋犻犮犻犮狅犾犪 ＡＢＧＤ１０ ＦＨＪＳＫ１０ 犗狓狔狅狆犲狊狊犲狉狋犪狋狌狊

ＡＢＧＤ２０ ＦＨＴＣ２０ 犔犲狌犮犪狌犵犲犮犲犾犲犫犲狊犻犪狀犪 ＡＢＧＤ１１ ＦＨＷＤ１１ 犗狓狔狅狆犲狊犾犻狀犲犪狋犻狆犲狊

ＡＢＧＤ１９ ＦＨＴＣ１９ 犔犲狌犮犪狌犵犲犫犾犪狀犱犪 ＡＢＧＤ１４ ＦＨＪＳＫ１４ 犜犺狅犿犻狊狌狊犾犪犫犲犳犪犮狋狌狊

ＡＢＧＤ２５ ＦＨＳＣ２５ 犎犲狋犲狉狅狆狅犱犪狏犲狀犪狋狅狉犻犪 ＡＢＧＤ１３ ＦＨＴＣ１３ 犜犺狅犿犻狊狌狊狅狀狌狊狋狌狊

ＡＢＧＤ３０ ＦＨＳＣ３０ 犌狀犪狆犺狅狊犪犽狅犿狆犻狉犲狀狊犻狊 ＡＢＧＤ３３ ＦＨＭＬ３３ 犘犻狉犪狋犪狆犻狉犪狋犻犮狌狊

ＡＢＧＤ０１ ＦＨＴＣ０１ 犎犪狉犿狅犮犺犻狉狌狊犫狉犪狀犮犺犻犪狋狌狊 ＡＢＧＤ３５ ＦＨＪＳＫ３５ 犘犻狉犪狋犪狊狌犫狆犻狉犪狋犻犮狌狊

ＡＢＧＤ０５ ＦＨＪＳＫ０５ 犆犪狉狉犺狅狋狌狊狓犪狀狋犺狅犵犺狉犪犿犿犪 ＡＢＧＤ３４ ＦＨＭＬ３４ 犘犻狉犪狋犪狆狉犪犲犱狅

ＡＢＧＤ０６ ＦＨＪＳＫ０６ 犚犺犲狀犲犪狋狉犪狋犪 ＡＢＧＤ３６ ＦＨＪＳＫ３６ 犘犻狉犪狋狌犾犪狋犲狀狌犻狊犲狋犪犮犲犪

ＡＢＧＤ０３ ＦＨＴＣ０３ 犎犪狊犪狉犻狌狊犪犱犪狀狊狅狀犻 ＡＢＧＤ３７ ＦＨＴＣ３７ 犎犻狆狆犪狊犪犵狉犲犲狀犪犾犾犻犪犲

ＡＢＧＤ０４ ＦＨＸＢ０４ 犈狏犪狉犮犺犪犪犾犫犪狉犻犪 ＡＢＧＤ３８ ＦＨＪＳＫ３８ 犘犪狉犱狅狊犪犾犪狌狉犪

ＡＢＧＤ０２ ＦＨＴＣ０２ 犈狌狅狆犺狉狔狊犿狅狀犪犱狀狅犮犽 ＡＢＧＤ３９ ＦＨＸＢ３９ 犘犪狉犱狅狊犪狆狌狊犻狅犾犪

ＡＢＧＤ１６ ＦＨＴＣ１６ 犜犺犲狉犻犱犻狅狀犮犺狅狀犲狋狌犿 ＡＢＧＤ０７ ＦＨＴＣ０７ 犆犺犲犻狉犪犮犪狀狋犺犻狌犿狆犻犮犺狅狀犻

ＡＢＧＤ１５ ＦＨＪＳＫ１５ 犆犺狉狔狊狊狅狀犻犵狉犪 ＡＢＧＤ０８ ＦＨＴＣ０８ 犆犺犲犻狉犪犮犪狀狋犺犻狌犿犲狓狇狌犲狊狋犻狋狌犿

ＡＢＧＤ１８ ＦＨＭＬ１８ 犜犺犲狉犻犱犻狅狀犺狌犻 ＡＢＧＤ４１ ＦＨＪＳＫ４１ 犆犾狌犫犻狅狀犪犮狅狉狉狌犵犪狋犪

ＡＢＧＤ１７ ＦＨＴＣ１７ 犜犺犲狉犻犱犻狅狀狏犪狉犻犪狀狊 ＡＢＧＤ４２ ＦＨＪＳＫ４２ 犡犪狀狋犺犪狉犻犪犵犪犾犲犪

ＡＢＧＤ２１ ＦＨＸＢ２１ 犜犲狋狉犪犵狀犪狋犺犪狆犻狀犻犮狅犾犪 ＡＢＧＤ４０ ＦＨＪＳＫ４０ 犆犾狌犫犻狅狀犪狋犪狀犻犽犪狑犪犻

ＡＢＧＤ２２ ＦＨＸＢ２２ 犜犲狋狉犪犵狀犪狋犺犪狆狉犪犲犱狅狀犻犪 ＡＢＧＤ５０ ＦＨＴＣ５０ Ｏｐｉｌｉｏｎｅｓｓｐ．２

ＡＢＧＤ２３ ＦＨＴＣ２３ 犖犲狉犻犲狀犲狀犻犵狉犻狆犲犮狋狅狉犻狊 ＡＢＧＤ４９ ＦＨＴＣ４９ Ｏｐｉｌｉｏｎｅｓｓｐ．１
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３　讨论

本研究以邻接法与通用引物对凤凰山茶园的

７４个不同种类的蜘蛛样本构建ＮＪ系统发育树，７４

个样本１％的ＣＯⅠ序列利用ＡＢＧＤ分成了５０组，

ＤＮＡ条形码技术的分子鉴定结果中，只有白触斑

蛛不支持形态学鉴定结果，其余蜘蛛物种的分子鉴

定与形态学鉴定结果高度吻合。分子阈值分类结果

与形态学鉴定的误差只有２．００％，证明了ＤＮＡ条

形码技术对物种进行分子鉴定的有效性。除白触斑

蛛外，每个蜘蛛物种聚类明显，没有出现物种交叉

现象，并且均各自聚成一个单系群，且各单系分支

的支持率均超过９０％，ＣＯⅠ序列在凤凰山茶园蜘

蛛的鉴定中准确性较高，表明本研究的ＤＮＡ条形

码可以作为凤凰山蜘蛛鉴定的重要数据。

ＡＢＧＤ方法是基于一定范围的先验值犘自动

探测给定数据集的“ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ”
［１９２０］，在一定程

度ＡＢＧＤ减少了阈值定义的人为因素，降低了基于

最小距离法分类法界定的主观性，并且具有较高的

准确性。本研究中运用ＡＢＧＤ软件对凤凰山蜘蛛

７４个样本进行分组划分，结果与传统形态学分类鉴

定的结果完全一致，本研究初步评估了凤凰山茶区

蜘蛛物种的多样性［２１］，ＤＮＡ条形码技术为该茶区

蜘蛛分类学、生态学及相关研究开拓了物种分类新

的研究领域和更具备前沿技术的新方法，为保护和

恢复该茶区蜘蛛种群提供了可靠依据［２２］。但对一

些动物分化期较短的物种，因其极小的种内遗传距

离，从而导致基于进化树和遗传距离的条形码技术

不能准确鉴定这些物种。因此，ＤＮＡ条形码技术

在众多物种鉴定中还需要大量试验的验证，才能更

好地完善其在更多生物物种分类上的应用。自然界

中生物因地理区域分布、环境及气温等各种因素的

影响，物种分化期和进化速率不同，只依靠ＤＮＡ条

形码技术还不能完全区分自然界中千变万化的生物

物种。因此，运用ＤＮＡ序列的分析对蜘蛛进行分

子鉴定必须结合传统的形态分类学方法，才是快

捷、准确鉴定蜘蛛物种的科学方法［２３］，脱离传统分

类学而开展ＤＮＡ条形码研究不可能取得科学准确

的成果［２４２５］。由于蜘蛛存在潜在的新种、隐存种或

复合种，因此，对蜘蛛物种进行单分子标记是ＤＮＡ

条形码技术应用的关键，对某一蜘蛛选择特征性的

基因片段与其ＣＯⅠ序列共同作为ＤＮＡ条形码的

标记基因，对这些疑难种进行分子鉴定才能获取更

高的正确率［２６］。在本研究中，由于受到采集时间、

地理区域等因素的限制，采集的蜘蛛样本数量偏

少，从而凸显所鉴定的蜘蛛物种代表性欠缺。我们

在以后的研究中，将补充各季节和不同海拔、不同

环境茶区的蜘蛛标本，采集更多的茶区蜘蛛ＤＮＡ

条形码序列的数据，初步构建一个较为完整的凤凰

山茶区蜘蛛条形码数据库。
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