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摘要：有瓣蝇类 Calyptratae 隶属于昆虫纲 Insecta 四大超适应辐射类群之一的双翅目

Diptera，包括虱蝇总科、蝇总科、狂蝇总科。该类群多为腐食性、植食性、寄生性等，

因而在媒介、法医、畜牧等领域具有不可取代的重要作用；同时，有瓣蝇类在物种多样

性、地理分布、生物学习性等方面均充分体现了双翅目昆虫的适应性，是探究双翅目昆

虫成功适应辐射历史的关键类群。本文总结了野外采集有瓣蝇类的常用方法，概述了有

瓣蝇类针插、浸制标本的制作与保存方法，针对我国有瓣蝇类的鉴定编制了分科检索表，

并在近年来作者的研究基础上综述了利用线粒体基因组、转录组等数据开展有瓣蝇类分

子系统学研究的分析方法。 

关键词：双翅目，野外采集，鉴定，线粒体基因组，转录组 

 

研究背景 

有瓣蝇类Calyptratae 隶属于昆虫纲 Insecta四大超适应辐射类群之一的双翅目Diptera 

(范滋德，1992；薛万琦和赵建铭，1996；Pape et al., 2011)。目前已知 23,000 余种 

(Pape et al., 2011)，约占双翅目物种多样性的 20%，是有缝组 Schizophora (双翅目：
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短角亚目) 中物种多样性最为丰富的类群之一 (Pape et al., 2011)；其分布地遍及南极

大陆以外的世界各地 (Kutty et al., 2010)；且生物学习性极为多样，以幼虫阶段尤为显

著，不仅涵盖了捕食性、植食性、腐生性、寄生性、盗猎寄生性等昆虫纲全部常见的生

物学习性类型，还包含专性寄生于哺乳动物皮下、颅腔或消化道的昆虫纲中唯一的哺乳

动物专性内寄生类群——狂蝇科 Oestridae (Zumpt, 1965; Kutty et al., 2010)，是媒介、

法医、畜牧等领域的热点研究类群。该类群在物种数量、地理分布及生物学习性多样性

等方面充分展现了双翅目昆虫的适应性，是探究双翅目系统发育 (phylogeny) 关系及成

功适应辐射历史的关键类群。 

 

材料与试剂 

1. 胶水 

2. 冻存管 

3. 标本盒 

4. 乙酸乙酯 

5. 乙二醇乙醚 

6. 甘油 

7. RNAlater 

8. 液氮 

9. 乙醇 

10. 无菌水 

11. PCR 缓冲液 

12. dNTP 

13. DNA 聚合酶 

 

仪器设备 

1. 捕虫网、马来氏网、黄盘 

2. 昆虫针 

3. 水浴锅 

4. 体视显微镜 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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5. 镊子 

6. 小型细软毛刷 

7. 剪刀 

8. 低温冷冻冰柜 

9. PCR 仪 

 

软件 

1. BioEdit version v7.0.9.0 (Hall, 1999) 

2. SeqMan (DNAStar, Steve hearDown, 1998-2001 version, DNASTAR Inc., USA) 

3. BLAST (Altschul et al., 1990) 

4. MITOS (Bernt et al., 2013) 

5. DNAMAN (version 8, Lynnon Corp., Canada) 

6. FastQC (Andrews, 2010) 

7. Trimmomatic (Bolger et al., 2014) 

8. idba-ud (Peng et al., 2012) 

9. MAFFT (Katoh and Standley, 2013) 

10. SequenceMatrix (Vaidya et al., 2011) 

11. PartitionFinder2 (Lanfear et al., 2017) 

12. MrBayes 3.2.1 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) 

13. IQ-TREE (Nguyen et al., 2015) 

14. Trinity (Grabherr et al., 2011) 

15. Geneious (Biomatters, Auckland, New Zealand) 

16. Orthograph version 0.6.1 (Petersen et al., 2017) 

17. OrthoFinder version 1.1.10 (Emms and Kelly, 2015) 

18. FASconCAT-G (Kück and Longo, 2014) 

19. MARE version 0.1.2-rc (Misof et al., 2013) 

20. IQ-TREE (Nguyen et al., 2015) 

21. ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) 

 

实验步骤 

1. 有瓣蝇类野外采集方法 

1.1 网捕法 (Sweep netting) 

http://www.bio-protocol.org/e1010201


             

Copyright © 2021 The Authors; exclusive licensee Bio-protocol LLC. 

www.bio-protocol.org/e1010671 
 

 
DOI:10.21769/BioProtoc.1010671 
 

网捕法能够在绝大部分生境类型中有效采集双翅目昆虫。捕虫网 (图 1) 是最基

本的采集工具，由一个坚固的金属圈、合金或木质的杆和一个带细孔的网袋组成，

不同的采集人可根据需要对捕虫网进行多样化的设计。此外，还需要使用毒瓶来

处死采获的昆虫。毒瓶一般用 500 ml 的塑料广口瓶制作，制作方法如下：取一

块与瓶底同样大小的海绵，放入广口瓶底，或铺一层约 1 cm 厚的脱脂棉，然后

加入 10-20 ml 乙酸乙酯。 

网捕法用途广泛，可用于捕捉单独个体、飞行中的群体或在矮枝、灌木丛、

杂草中飞行的蝇类。用捕虫网捕捉飞翔的昆虫，昆虫扫入网兜后，迅速挥网使昆

虫落入网底，用手捏住网口，将有虫的网底部装入毒瓶中，进行根据虫体大小进

行 1-5 分钟左右的熏杀后取出。体型较大的个体可直接取出放入单个管中，体型

较小的个体可用吸虫管吸出。野外采集过程中也可将撕成条状卫生纸放入矿泉

水瓶，制作成简易的采集瓶，暂时保存采集到的标本，防止标本过快干燥；同时，

卫生纸还可以将个体隔开，防止标本之间互相挤压而导致的破损。 

 

 
图 1. 捕虫网和毒瓶 

 

1.2 马来氏网 (马氏网) 诱捕法 (Malaise trapping) 

马来氏网诱集装置 (图 2) 被认为是过去几十年中双翅目和其他飞行昆虫采集方

法最大的进步。1937 年，瑞典昆虫学家 René Malaise 开发出第一个马来氏诱

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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捕器，之后经过了多次其他设计，修改和改进，但是马来氏诱捕器的原理基本保

持不变。 

马氏网本质上是基于昆虫向光飞行习性的飞行拦截陷阱，其形状类似于一

个帐篷，有开放的两侧供昆虫飞入，还有一个高大的屏障板，可引导拦截到的昆

虫向上飞至装有杀虫剂的圆柱体中 (通常是一上一下两个收集瓶，两瓶口相对，

上方瓶侧面有开口通向马氏网，下方瓶中装有无水乙醇)。选择合适的地点来布

设马氏网对于最大限度地增加通过陷阱开口的昆虫数量至关重要，这必须通过

评估该地区的自然特征来确定，如地形、植被类型、风向和水源地等各项因素。

马氏网通常布设在两棵树之间，两树间的距离不应太近也应太远，还需要选择合

适的树杈或树枝以支撑网体。除此之外，还需要确保收集瓶在阳光的直射下。选

择好合适的位置后，主要支撑绳可以绑在平石或周围的重木块上，以将整个网中

轴吊起来，这一步完成后，使用其他绳索保持陷阱展开，并绑在周围的树枝、植

被或石头上 (根据生境决定)。 

 

 
图 2. 布设完成的马来氏网 

 

1.3 盘诱捕法 (Pan trapping) 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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使用各种颜色的盘陷阱是采集昆虫常用方法之一，盘陷阱对大部分双翅目，尤其

是潮湿地区的食腐性类群非常有效。最常用的为黄盘诱集法，用黄盘 (碗) 盛肥

皂液或洗衣粉液，被黄盘吸引来的昆虫落入其中后死亡，达到诱捕效果。 

2. 有瓣蝇类标本制作与保存 

2.1 针插标本制作与保存 

主要设备及工具：水浴锅 (用于还软昆虫尾器)；体视显微镜；胶水；各种规格的

冻存管；镊子；小型细软毛刷；剪刀；昆虫针等。 

1) 整姿 

大部分保存为干标本的昆虫都用于分类鉴定，昆虫在处死后接触空气会变得

干硬发脆，只有在适当放松的状态下才能安全固定，因此，最好的方式就是

在昆虫死后不久立即固定，制成针插标本。最常用的昆虫针有 0 至 5 号几种

不同型号，从 0 号至 5 号依次变粗，针插时需依据虫体大小选择粗细合适的

昆虫针，在有瓣蝇类中 1、2、3 号针较常用，不建议使用比 1 号针更细的昆

虫针直接固定，因为针太细容易弯曲，且无法将标签固定到位，容易松动。 

针插时先将标本轻轻捏在食指和拇指的指尖上部，然后将昆虫针垂直插

入胸部中心稍偏右侧的位置（如果标本右侧状态优于左侧，则插入偏左侧的

位置，以保证有一侧完整）。在针插标本时，可能会出现足部脱落的情况，此

时应将分离的足部应保存于冻存管，或粘在对应位置的针下方。针插入标本

后，从下方将标本轻轻调整至适当高度（通常为昆虫针整体的上三分之一处），

在标本上方留出足够的空间以在不接触标本的情况可以直接拿起针头观察

标本，又要保持标本下方有足够的空间来针插所有的信息标签 (图 3)。固定

完成后，用镊子轻拉足部到自然舒展的姿势，之后将标本针插在标本盒中妥

善保存。 

如需将酒精浸制标本改制成针插标本，先将酒精保存的标本倒入一个分

拣盘中，用精细镊子小心夹住翅基部抬起，放在干纸巾上以吸去多余的酒精，

之后用镊子将标本放入装有乙二醇乙醚 (C4H10O2) 的小管中，放置 24 h，

使用移液管将乙二醇乙醚吸出，直到小瓶内几乎干燥，再用移液管将乙酸乙

酯倒入管中直到没过标本，再次放置 24 h，之后将标本取出放置在干纸巾上

直到完全干燥，干燥后可直接制成干制标本。 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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2) 标签 

附有适当和准确信息的标签对于所有标本和样品至关重要，标签上的信息反

映标本的来源和历史，没有数据标签的标本对科学研究毫无价值。标本及其

相关标签为一个整体，应附在标本上的基本信息有：国家、地区、省、国家

公园/保护区的名称、精确地名、GPS 坐标、采集日期、采集人姓名、采集

方法、生境类型等。标签应尽可能小，同时满足标签上的信息便于查看，最

后按照标签的大小依次针插于标本下。 

3) 外生殖器解剖 

对于许多外部形态极其相似的有瓣蝇类来说，只有通过雄性或雌性外生殖器

特征才能较为准确的进行鉴定，即需要将标本腹部的全部或部分切除，溶解

部分组织使骨化结构可见，以观察可用于鉴定的特征。 

在体视显微镜下用镊子小心将腹部与标本分离，将腹部放置在含有 5%

或 10%的氢氧化钾溶液、乳酸或氢氧化钠溶液中，放在水浴锅中加热，直到

标本的骨化结构完全显现出来，再用镊子小心将尾器取出，转移至少量冰醋

酸中 (可中和氢氧化钠的腐蚀作用)，之后在体视显微镜下解剖出关键结构。

所有解剖部分都应保留下来，并放入装有甘油的小管中，固定于相应标本下

方 (图 3)。 

  

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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图 3. 解剖了外生殖器的有瓣蝇类标本 

 

2.2 浸制标本保存方法 

收集用于获取分子数据的标本都应附有保存完好的凭证标本 (voucher)，并且具

有完整的采集信息，以便对物种鉴定进行交叉验证，并将标本科学的用于不同的

研究中。随着自然栖息地的日益丧失和人为干扰的加重，收集和保存样品对于开

展生物多样性、生态学和遗传学研究十分迫切。目前的许多研究都采用高通量测

序技术，提供了大量有关基因和基因组、基因表达和遗传变异水平的信息，这有

赖于大量保存完好的组织样品才能获得高实验室产量。因此，保存标本及其基因

组的长期低温储存设施现在也成为现代自然历史收藏的主要组成部分。 

乙醇浸制是保存样品 DNA 最为快捷、高效的方法，也是最常用的方法。专

门用于 DNA 提取的样品应直接杀灭并储存在浓度较高的乙醇中 (96-100%)，并

且最好在长期储存前多次更换 96%的乙醇来实现彻底脱水。为了更好的保存

DNA，乙醇浸制标本也最好在低温下保存，如保存于在标准冰柜 (-20 °C) 中，

-80 °C 或液氮深冻。用于获取 RNA 数据的样品应使用无菌工具处理后保存于

RNAlater 中，或直接使用液氮冻存。 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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对于通过马氏网等工具采获的样品，最大的问题之一是常与鳞翅目等同时

取样，它们很容易掉落鳞片，对有瓣蝇类造成影响。因此，最好在收取样品后及

时将鳞翅目等昆虫分拣出来，定时更换酒精。 

3. 有瓣蝇类鉴定 

有瓣蝇类成虫主要形态学特征如下： 

1) 具额囊缝； 

2) 通常具有发达的下腋瓣； 

3) 具髭； 

4) 触角第二节 (梗节) 背外方具纵贯全长的纵缝； 

5) 具内倾下眶鬃 (额鬃)； 

6) 侧额与头顶的侧顶片不存在明显界限，着生在侧额下部的鬃距眼前缘远； 

7) 前腹部气门通常开口于背板，第一、二背板常愈合为第 1 + 2 合背板； 

8) 翅后胛明显； 

9) 中胸盾沟明显且完整，仅极少数中断； 

10) 常具肩后鬃与翅内鬃； 

11) Sc 脉完整地达于 C 脉； 

12) M1脉末段直或向翅前缘弯曲； 

13) 雄性额常较雌性狭； 

14) 外口孔有喙齿。 

 

中国有瓣蝇类分科检索表 

1 身体背腹扁平；各足基节相互远离；爪强，弯曲，通常具齿；成虫外寄生于鸟类或哺乳动

物 ......................................................................................................................................... 2 

身体不是明显的背腹扁平；各足基节相互靠近；爪不强烈弯曲，不具齿；成虫非体外寄生

虫 ......................................................................................................................................... 4 

2 头部向后折叠于中胸背板的凹槽内；各足第一分跗节长，至少与剩余跗节等长；外寄生于

蝙蝠 .................................................................................................... 蛛蝇科 Nycteribiidae 

头部不向后折叠；各足第一分跗节短，与第二分跗节近乎等长 ......................................... 3 

3 复眼小或无，眼高不超过头高的 1/2；外寄生于蝙蝠 .............................. 蝠蝇科 Streblidae 

复眼大，眼高至少为头高的 3/4；外寄生于鸟类和除蝙蝠外的哺乳动物 ..............................  

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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 ......................................................................................................... 虱蝇科 Hippoboscidae 

4 下侧片在后气门的前下方常有呈曲尺形或弧形排列的 (凹面朝前) 的成行的鬃 (狂蝇科 

Oestridae 下侧片具成簇的长毛或毛状鬃) ；翅侧片具鬃或毛；M1 脉常向前作角形弯曲，

弯曲处有时有 1 赘脉，或则 M1 脉和 R4+5脉接合成 1 柄状脉，极少呈缓缓的弧形弯曲，或

则 M1脉直，不达翅缘即中断 .............................................................................................. 5 

下侧片通常无鬃，至多具短细毛；如后气门前下方有鬃，则决不排列成行，且翅侧片无鬃

或毛，M1 脉常直或终末于翅后缘 ........................................................................................ 9 

5 口器窝大小正常，附近的髭与鬃均发达；喙部发育良好 .................................................... 6 

口器窝小，喙缺失或极小 ..........................................................................狂蝇科 Oestridae 

6 后小盾片退化、不明显或不很发达...................................................................................... 7 

后小盾片发达，凸出在小盾片和中胸后背片之间；多数种类体被长而多的鬃 .....................  

 .................................................................................................................寄蝇科 Tachinidae 

7 胸部侧面观可见外方的一个肩后鬃的位置比沟前鬃低，二者的连结线略与背侧片的背缘并

行 (若非如此，则末胸部具淡色绵毛或具下述几点特征的综合)；体色多数呈青、绿、黄 

等色且具金属光泽，较少为底色黑而粉被显著的灰色种 ................... 丽蝇科 Calliphoridae 

胸部侧面观可见外方的一个肩后鬃的位置比沟前鬃高，或在同一水平线上，二者的连结线

与背侧片的背缘相交............................................................................................................ 8 

8 体躯底色黑，一般具明显的灰白色粉被；胸部背面常具三条黑色纵条，腹部背面具棋盘格

状粉被斑 .......................................................................................... 麻蝇科 Sarcophagidae 

后小盾片在远离小盾片的一侧轻微凸出；后气门前、后厣都呈羽状，或则后厣不发达，上

述两种情况都不能把整个气门掩蔽起来 ...................................... 邻寄蝇科 Rhinophoridae 

9 雄性额窄，雌性额宽；下腋瓣发达.................................................................................... 10 

雌雄两性额均宽；下腋瓣不发达，呈线状；体常具浓密的黄毛 ... 粪蝇科 Scathophagidae 

10 成虫 CuA+CuP 脉不达于翅缘，小盾片下面不具纤毛.......................................................11 

成虫 CuA+CuP 脉达于翅缘，小盾片下面具纤毛 ............................. 花蝇科 Anthomyiidae 

11 CuA+CuP 脉很短，而 A1 脉较长且其端部显然弯到 CuA+CuP 脉的外方 (或 A1 脉的延 

伸线位于 CuA+CuP 脉末端于翅缘之间)；腹部通常较扁，常为卵形、长扁形，亦有部分

类群雄性腹部向后去变宽呈刮匙状，少数种类长筒状 ............................. 厕蝇科 Fanniidae 

CuA+CuP 脉大多超过该翅脉延伸距之半，而 A1 脉端部未弯到 CuA+CuP 脉的外方；腹

部通常为卵圆形 ............................................................................................ 蝇科 Muscidae 

 

4. 有瓣蝇类分子系统学研究 
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系统发育关系的构建是重现生物类群演化历史、阐明不同生物类群间协同演化的基

石。在测序技术普及以前 (约为 1990 年前)，形态学特征是唯一的系统发育信息来

源，因此早期的系统发育研究采用形态学特征构建矩阵，基于最大简约法原则构建

系统发育关系，这一时期为支序系统学时代 (Kjer et al., 2016b)。1975 年桑格测序

(Sanger Sequencing) 技术的诞生使得获取 DNA 序列成为可能 (Sanger and 

Coulson, 1975)，分子系统学研究的序幕也由此揭开。这一时期的分子系统学主要

采用数个基因甚至单个基因建树 (Kjer et al., 2016a and b)，相比于支序系统学时

代，DNA 序列获取的便捷性、分子数据本身的进化稳定性及其蕴含的巨大系统发育

信息量 (于黎和张亚平，2006)，使得昆虫系统发育研究乃至生命之树的重建都得到

了极大推动。但由于桑格测序技术测序速度的局限，这一时期获得的数据量依然很

小，系统发育信息也十分有限，导致许多有争议的系统发育问题未能得到妥善解决

(Kjer et al., 2016b)。近年来，高通量测序技术的出现使得线粒体基因组、转录组、

基因组等分子大数据被成功应用于昆虫和其他类群的系统发育关系构建 

(Wiegmann et al., 2011; Cameron, 2014; Zhang et al., 2016)，分子系统学研究正

式进入了系统发育基因组学 Phylogenomics 研究时代。国际千种昆虫转录组演化

(1K Insect Transcriptome Evolution, 1KITE) 项目组于 2014 年发表的 Science 封

面文章 (Misof et al., 2014) 也将昆虫分子系统学研究推向了新的高潮。系统发育基

因组解决了历史遗留的部分问题 (如捻翅目 Strepsiptera 的系统地位)，大大提高了

系统发育树的稳健性和置信度，但其仍有自身的局限性：大量系统发育信息中隐藏

的进化噪音导致的系统误差仍然存在，同时，对系统发育基因组学数据的分析需要

巨大的计算力才能实现 (于黎和张亚平，2006；Kjer et al., 2016b)。 

4.1 多基因片段及线粒体基因组 

线粒体基因组是昆虫分子系统学研究领域应用十分普遍的另一分子标记并受到

广泛关注 (Cameron, 2014)。许多学者从多方面对使用线粒体基因组构建昆虫

不同类群系统发育关系的方法论进行了探讨 [如 Cameron (2014)、Zhang et al. 

(2016)]，但对于有瓣蝇类乃至双翅目，利用线粒体基因组构建的系统发育关系

常存在冲突，其在系统发育关系重建研究中的作用也长期存有争议 (Cameron, 

2014)。得益于通用引物的设计，线粒体基因组一直被广泛应用于系统发育重建

研究，如 Zhang et al. (2016)、Yan et al. (2019)，即使在高通量测序技术极大发
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展的今天，由于线粒体基因组比核基因进化速率快，其还是被认为是有效的分子

标记而广泛应用于快速进化类群的系统发育关系研究。 

1) 数据获取 

利用 Sanger 测序获取多基因片段及线粒体基因组：通过聚合酶链式反应

(Polymerase Chain Reaction，PCR) 利用引物对目标类群的线粒体基因组

进行分段扩增。一般的PCR反应体系为 25 μl，包括 1 μl DNA模板 (10 μM)，

17.2 μl 无菌水，2.5 μl 10x PCR 缓冲液 (Es Taq PCR Buffer)，2 μl dNTP 

(2.5 mM)，DNA 聚合酶 0.3 μl (1.5 个活性单位)，双向引物 (10 μM) 各 1 μl。

PCR 反应在热循环仪中进行，反应条件为 95 °C, 10 min (酶激活)，95 °C 1 

min (变性)，适宜温度退火 0.5 min (退火)，再 72 °C 延伸时间延伸，变性、

退火、延伸共进行 35 个循环，最终 72 °C 10 min (终延伸)。所得 PCR 产物

通过琼脂糖凝胶电泳检测，将有目的条带的产物进行 Sanger 测序。所得测

序结果利用 BioEdit version v7.0.9.0 (Hall, 1999) 和 SeqMan (DNAStar，

Steve hearDown，1998-2001 version，DNASTAR Inc.，USA) 进行拼接组

装。最后，对于线粒体基因组，结合 BLAST (Altschul et al., 1990)、MITOS 

(Bernt et al., 2013)、DNAMAN (version 8，Lynnon Corp.，Canada) 对组

装后的线粒体基因组序列进行基因注释。 

利用高通量测序获取线粒体基因组方法：将混合的 DNA 样品建库后利

用 Illumina Hiseq 2500 测序仪等高通量测序平台进行双端测序。所得数据

先以 FastQC (Andrews, 2010) 和 Trimmomatic (Bolger et al., 2014) 进行

质量评估和低质量数据过滤以获得 Clean Data。Trimmomatic 被设置为去除

掉序列两端质量不高于 30 的位点以及长度短于 36 bp 的序列，以 Illumina 

发布的接头序列为参考去除接头，直到利用 FastQC 对过滤后的数据进行检

测时，“每位点序列质量”均超过 30，“过表达序列”和“接头”中均不包含接头序

列。获得有效数据后，参考 Crampton-Platt et al. (2015) 使用 idba-ud 工具

(Peng et al., 2012) 进行基因组组装，再用基于相应 COI 序列为诱饵 (Bait)，

利用 BLAST (Altschul et al., 1990) 从组装结果中“钓取”目标线粒体基因组

序列。其后，结合 BLAST、MITOS (Bernt et al., 2013)、DNAMAN (version 

8，Lynnon Corp.，Canada) 对线粒体基因组序列进行注释。 
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2) 数据分析 

使用 MAFFT 在线比对工具分别比对 13 个蛋白编码基因、2 个 rRNA 基因

进行比对。比对完成后，用 SequenceMatrix (Vaidya et al., 2011) 将各基因

串联生成建树矩阵。分区 (Partition) 策略及最适碱基替代模型的选择采用

PartitionFinder2 进行。采用贝叶斯推断 (Bayesian Inference，BI) 和最大

似然法 (Maximum Likelihood，ML) 进行系统发育关系构建。贝叶斯推断一

般采用 MrBayes 3.2.1 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003)，建树过程分 2

个独立运行，每个运行包括 4 条运行链 (1 条冷链，3 条热链)，运行 100 万

代或当离散频率 (Split Frequencies) 标准差低于 0.01；每 1000 代取样一

次，前 25%作为 burn-in 弃去。最大似然法采用 RaxML 或 IQ-TREE 进行。 

4.2 系统发育基因组 

系统发育基因组学 (Phylogenomics) 最早由 Eisen (1999) 提出并被应用于基

因功能预测，其后被广泛应用于系统发育关系研究。近年来飞速发展的测序技术

将系统发育关系研究带进了系统发育基因组时代，利用转录组等系统发育基因

组数据开展各种类群、不同阶元系统发育关系的研究大量涌现 [如 (Jarvis et al., 

2014; Misof et al., 2014; Zhang et al., 2014; Faircloth et al., 2015; Young et al., 

2016; Branstetter et al., 2017; Peters et al., 2017)]。目前开展系统发育基因组

研究的常见思路是利用高通量测序获取系统发育基因组数据，对组装后的数据

进行单拷贝同源基因分配(Orthology Assignment)，对每个同源基因分别比对，

串联成超级矩阵后建树(Concatenation Based Phylogeny Construction)，或分

别构建基因树再构建物种树  (Coalescent Based Phylogeny Construction) 

(Delsuc et al., 2005)。 

现代分子生物学技术的发展使得可用于系统发育关系重建的数据极大增长，

有力推动了生命之树 (Tree of Life，TOL) 的研究进展 (Kjer et al., 2016a)。尤

其是随着高通量测序技术的发展，系统发育基因组被用于不同类群、分类阶元的

生命之树重建研究，如哺乳类 (Sims et al., 2009)、鸟类 (Zhang et al., 2014)、

节肢类 (Meusemann et al., 2010)，昆虫纲 Insecta 目以下阶元 (Kutty et al., 

2018) 等。系统发育基因组因具有大量系统发育信号，被普遍认为是解决生命演

化历史“疑难”类群的有力手段 (Dunn et al., 2008; Yeates et al., 2016)。目前常
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用的系统发育基因组数据包括基因组、转录组、AHE (Anchored Hybrid 

Enrichment)、UCE (Ultra-Conserved Element) 数据，主要研究流程如图 4 所

示。 

  

 
图 4. 采用的研究及数据分析流程 (闫利平，2019；改自 1KITE 项目) 

 

1) 数据获取 

对来源于 DNA 的数据 (基因组、AHE、UCE 数据)，取组织样品提取 DNA

后，直接利用高通量测序平台进行基因组测序 (基因组数据)，或先利用探针

富集目标序列后再进行高通量测序 (AHE、UCE 数据)。 

2) 数据分析 

所得原始测序数据分别用 FastQC (Andrews, 2010) 和 Trimmomatic 

(Bolger et al., 2014) 进行质量评估和低质量数据过滤。设置 Trimmomatic

参数为：去除掉序列两端质量不高于 30 (即测序错误率高于 10-3，或准确率

低于 99.9%) 的位点，以 Illumina 发布的接头序列为参考去除接头序列，最

终保留序列长度不低于 36 bp 的序列，直到最终利用 FastQC 对过滤后的数

据进行检测时，“每位点序列质量”均超过 30，“过表达序列”和“接头”中均不包

含接头序列。 
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通过上述流程获得 Clean Data 后，利用 Trinity (Grabherr et al., 2011)

或其他转录组组装软件进行转录组数据从头组装。组装后将测序序列 

(Reads) 回溯 (Mapping) 至转录本，并过滤掉平均覆盖度不超过 10 的转录

本序列。过滤后的转录本序列再用 Geneious version 7.1.5 (Biomatters，

Auckland，New Zealand) 以 UniVec Core 为参考去除质粒序列，其后输出

序列长度超过 200 bp 的转录本，进行后续分析。 

单拷贝同源基因的分配采用 Orthograph version 0.6.1 (Petersen et al., 

2017)。Orthograph 是可以在参考序列和目标序列间做双向搜索的工具，最

终仅输出在双向搜索中匹配度最高的结果。选取已完备测序和注释的参考物

种基因组，使用 OrthoFinder version 1.1.10 (Emms and Kelly, 2015) 识别

出其共享的单拷贝同源基因，并构建单拷贝同源基因数据库，作为

Orthograph 进行单拷贝同源基因分配的参考数据库。成功进行单拷贝同源

基 因 分 配 后 ， 使 用 Orthograph 自 带 的 perl 脚 本

(summarize_orthograph_results.pl) 在核苷酸 (nucleotide，NT) 和氨基酸

(amino acid，AA) 层面分别汇总各基因序列。利用 MAFFT version 7.310 

(Katoh and Standley, 2013)，采用 L-INS-i 算法，对汇总后的氨基酸序列进

行比对，得到多序列比对序列 (Multiple Sequence Alignments，MSA)。所

得的 MSA 按照 (Petersen et al., 2017) 中的流程先后进行异常序列筛查、

优化、排除后，以比对后的氨基酸序列为模板，利用 PAL2NAL (Suyama et 

al., 2006) 进行核苷酸序列比对。通过在默认设置条件下运行 Aliscore 

(version 2.2) (Misof and Misof, 2009; Kück et al., 2010; Meusemann et al., 

2010)，本研究识别并移除比对后各氨基酸序列中的歧义位点，随后移除核

苷酸序列中相应的位点。 

氨基酸和核苷酸序列起始和末端的空位分别以 X 和 N 补齐；再利用

FASconCAT-G (Kück and Longo, 2014) 将全部氨基酸的 MSA 串联

(Concatenate) 成为超级矩阵；为提高整体系统发育信息，用 MARE version 

0.1.2-rc (Misof et al., 2013) 对该矩阵进行“压缩”，得到氨基酸 (AA) 矩阵，

再通过 FASconCAT-G 获得各矩阵组相应的核苷酸矩阵。可分别利用 Alistat 

analysis (version 1.6) (https://github.com/thomaskf/AliStat) 和  symtest 
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(version 2.0.47) 评估了各矩阵的数据完整性 (Completeness) 和异质性

(Heterogeneity) 情况。 

利用 IQ-TREE (Nguyen et al., 2015) 对全部 6 个建树矩阵分别进行系

统发育构建。先以 IQ-TREE 自带的 ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 

2017) 按照 Akaike's Information Corrected Criterion (AICc) 标准对各数据

分区 (Partition) 进行最佳系统发育模型筛选，基于筛选出的模型搜索最优

树 (BEST_TREE)，再采用标准自举检验 (Standard Bootstrap) 进行 100次

重建树以评估节点支持率。 
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