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摘要　本研究以在检疫中经常被截获的５种豆象为研究对象，通过对ＧｅｎＢａｎｋ中５种豆象ｍｔＤＮＡＣＯⅠ序列的查

询，并进行序列比对，共设计了３０对引物，通过筛选获得５对能分别鉴定５种豆象的特异引物，并用５０、２５、１０、５、１、

０．５、０．１、０．０５ｎｇ／μＬ８个不同浓度系列的豆象ＤＮＡ模板来检测灵敏度，结果表明，豌豆象和四纹豆象特异引物对

的灵敏度为０．１ｎｇ／μＬ，蚕豆象、菜豆象和绿豆象特异引物对的灵敏度为０．５ｎｇ／μＬ。该方法可用于快速准确地鉴

定５种豆象，对于豆象类害虫的检测监测具有重要意义。
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　　豆象是豆象科昆虫的总称，分布于除南极之外的

各大陆，尤其以亚洲的热带区以及中美和南美地区数

量最多［１］。豆象科昆虫目前全世界记录约１４００种，

分属于５８个属
［２］。该科昆虫大约有８４％的种类取

食豆科植物种子，成为栽培豆科植物的一类重要害

虫［３］。１９９７年浙江宁海曾发生蚕豆象大规模为害，

为害率高的达到８０％以上，经济损失严重
［４］。绿豆

象严重为害绿豆、豇豆、鹰嘴豆、蚕豆和豌豆等多种

豆类［５６］，主要在仓内蛀食储藏的豆粒，造成的损失

达３０％以上
［７］。我国共记载有１８种储藏物中豆象

科昆虫，其中绿豆象犆犪犾犾狅狊狅犫狉狌犮犺狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊、蚕豆

象犅狉狌犮犺狌狊狉狌犳犻犿犪狀狌狊和豌豆象犅狉狌犮犺狌狊狆犻狊狅狉狌犿

为我国主要的储藏豆类害虫；而菜豆象犃犮犪狀狋犺狅狊

犮犲犾犻犱犲狊狅犫狋犲犮狋狌狊和四纹豆象犆犪犾犾狅狊狅犫狉狌犮犺狌狊犿犪犮狌犾犪

狋狌狊为我国规定禁止入境的检疫性害虫
［８］。

目前口岸检验检疫部门对豆象科昆虫的鉴定主

要以成虫的外部形态特征作为鉴定依据，但本研究涉

及的５种豆象个体微小（约２～５ｍｍ），且寄主范围、

生活习性和种间外部形态极为相似，给种类鉴定工作

带来了极大的困难［１，９］。同时，豆象能够以卵、幼虫、

蛹、成虫随寄主果实和运输工具等进行远距离人为传

播，且主要以卵、幼虫、蛹等非成虫形态为主，需将其
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饲养至成虫才能进行种类鉴定，整个检疫鉴定过程长

达数周，不适应口岸快速检验检疫的要求，且容易混

淆误检，无法适应实际工作的需要。我国在进口货物

上截获的豆象不单单存在于豆类上，在玉米、小麦、棉

花等货物中也存在，极大地增加了检疫的难度［２］。因

此，寻找一种正确快速的鉴定方法对口岸检验检疫具

有十分重要的指导意义。

分子标记是实现分子鉴定的重要技术手段，目

前已应用于昆虫近缘种、地理种群的鉴别。细胞色

素Ｃ氧化酶含有１３个亚基，其中细胞色素氧化酶亚

基Ⅰ（ＣＯⅠ）是细胞色素氧化酶的重要组成部分，编

码该亚基的基因片段不同位置的进化速率有所不

同，通过选取该基因的适宜基因片段进行测序和序

列分析，进而在ＤＮＡ水平上对物种进行正确地识

别鉴定，已成为生物分类学研究的发展方向［１０１１］。

相比于其他分子标记技术，由于其具有统一性和标

准性而成为生物分类学研究中应用最为广泛的分子

手段之一［１２１３］。目前，ＣＯⅠ基因已用于鳞翅目、膜

翅目、半翅目等物种鉴定，并对基于形态学的物种分

类进行了验证或修正［１４１５］。

本研究以在检疫中经常被截获的５种豆象为研

究对象，设计了以ＣＯⅠ为目标基因的特异性引物并

对其特异性进行验证，旨在建立豆象类害虫快速分

子鉴定技术，为有效截阻豆象类害虫的传入及进一

步扩散，保障我国豆类安全生产提供技术保障。

１　材料与方法

１．１　供试虫源

本研究所用的昆虫样品、来源和寄主见表１。

所有虫源样品均用体式显微镜进行鉴定，以确定种

类。用于分子生物学试验的豆象标本用１００％乙醇

浸泡并保存于－２０℃冰箱。

表１　５种豆象来源及寄主

犜犪犫犾犲１　犛狅狌狉犮犲狊犪狀犱犺狅狊狋狊狅犳犳犻狏犲犫犲犪狀狑犲犲狏犻犾狊

昆虫样品

Ｓａｍｐｌｅ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

寄主

Ｈｏｓｔ

绿豆象

犆犪犾犾狅狊狅犫狉狌犮犺狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊
北京门头沟

绿豆

犞犻犵狀犪狉犪犱犻犪狋犪

豌豆象

犅狉狌犮犺狌狊狆犻狊狅狉狌犿
湖北武汉

豌豆

犘犻狊狌犿狊犪狋犻狏狌犿

蚕豆象

犅狉狌犮犺狌狊狉狌犳犻犿犪狀狌狊
湖北武汉

蚕豆

犞犻犮犻犪犳犪犫犪

四纹豆象

犆犪犾犾狅狊狅犫狉狌犮犺狌狊犿犪犮狌犾犪狋狌狊
重庆永川

绿豆

犞犻犵狀犪狉犪犱犻犪狋犪

菜豆象

犃犮犪狀狋犺狅狊犮犲犾犻犱犲狊狅犫狋犲犮狋狌狊
云南曲靖

菜豆

犘犺犪狊犲狅犾狌狊狏狌犾犵犪狉犻狊

１．２　主要试剂

犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶、蛋白酶 Ｋ、ＤＬ１０００ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ、Ｔｒｉｓ、ＥＤＴＡ、ＳＤＳ均购自 ＴａＫａＲａ公司。

胶回收试剂盒购自天根生化科技有限公司，其他生

化试剂均为国产分析纯。

１．３　基因组犇犖犃的提取

豆象基因组ＤＮＡ的提取参照Ｓｕｎｎｕｃｋ等
［１６］的盐

析法并稍作改进。将单头豆象于１．５ｍＬ离心管中研

磨粉碎，加入３００μＬＴＥＮＳ（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ７．５，

４００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．５％ＳＤＳ）和

１００μｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ，于３７℃水浴４ｈ，加入８５μＬ

５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ剧烈振荡１５ｓ；１４０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，取上清液，加入等体积无水乙醇沉淀ＤＮＡ，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，用７０％乙醇洗涤沉淀

２次，沉淀充分干燥后，加入３０μＬ蒸馏水溶解

ＤＮＡ，－２０℃保存备用。

１．４　特异引物对的设计

通过ＧｅｎＢａｎｋ中登录的豌豆象（ＥＦ５７００９７）、四

纹豆象（ＡＹ６２５４１７）、蚕豆象（ＡＹ９９７３１３）、菜豆象

（ＫＦ１５７２８１）和绿豆象（ＡＹ６２５４１６）的ｍｔＤＮＡＣＯⅠ序

列，用ＤＮＡＭＡＮ软件对目标种的ｍｔＤＮＡＣＯⅠ序

列进行比对分析，根据分析结果，针对目的基因序列

人工设计特异引物，并用Ｐｒｉｍｅｒ５对引物进行评

估，检查引物犜ｍ值、ＧＣ％、错配、二聚体和发夹结构

等，并用ＧｅｎＢａｎｋ中的ＢＬＡＳＴ程序检查同源序

列［１７］。本研究共设计了３０对引物，通过筛选获得

能分别特异鉴定５种豆象的特异引物５对（表２），引

物筛选的原则是所有引物在所设计的ＰＣＲ反应体

系和反应条件下能特异地鉴定出某一种豆象。引物

由武汉擎科生物技术有限公司合成。

１．５　犘犆犚扩增

分别以单头豆象的基因组ＤＮＡ为模板，用表２

的特异性引物进行ＰＣＲ扩增，以水作阴性对照。ＰＣＲ

反应体系（２５μＬ）：１０×ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）２．５μＬ、

２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２．５μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ引物（上、

下游引物）各１．０μＬ、２．５Ｕ／μＬ犜犪狇酶０．２μＬ、基

因组ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１６．８μＬ。ＰＣＲ反应条件：

９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ、５４℃退火３０ｓ、

７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。

取５μＬＰＣＲ产物进行１．２％琼脂糖凝胶电泳检测，

溴化乙锭（ＥＢ）染色，在凝胶成像系统中观察并成像

分析。

·１２１·
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表２　引物序列及扩增产物

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪狀犱犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋狊

引物　Ｐｒｉｍｅｒ 豆象种类　Ｓｐｅｃｉｅｓ 序列５′３′　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 目标片段长度／ｂｐ　Ｌｅｎｇｔｈ

Ｂｐ１

Ｂｐ２

Ｃｍ１

Ｃｍ２

Ｂｒ１

Ｂｒ２

Ａｏ１

Ａｏ２

Ｃｃ１

Ｃｃ２

豌豆象

犅狉狌犮犺狌狊狆犻狊狅狉狌犿

四纹豆象

犆犪犾犾狅狊狅犫狉狌犮犺狌狊犿犪犮狌犾犪狋狌狊

蚕豆象

犅狉狌犮犺狌狊狉狌犳犻犿犪狀狌狊

菜豆象

犃犮犪狀狋犺狅狊犮犲犾犻犱犲狊狅犫狋犲犮狋狌狊

绿豆象

犆犪犾犾狅狊狅犫狉狌犮犺狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊

ＡＧＴＴＧＧＧＧＧＴＴＴＡＡＣＴＧＧＴＧＴＡ

ＴＧＴＴＡＡＡＣＣＴＧＴＡＡＡＴＡＡＴＧＧＧ

ＧＧＴＣＣＣＴＡＣＴＧＧＡＡＴＴＡＡＡＧＴＡ

ＡＡＡＧＴＡＡＣＴＣＣＧＧＴＡＡＡＡＡＧＧ

ＡＧＴＧＧＧＡＧＧＡＴＴＧＡＣＴＧＧＴＧＴＴ

ＡＧＴＴＡＡＴＣＣＴＧＴＡＡＡＴＡＡＴＧＡＡ

ＣＡＴＧＡＴＡＧＣＴＡＴＣＧＧＡＴＴＡ

ＡＣＣＴＡＡＡＡＡＴＡＴＡＧＴＡＡＴＡＡＡＴＴＧＧＧ

ＡＧＴＡＣＣＡＡＣＣＧＧＡＡＴＣＡＡＡＧＴＡ

ＡＧＴＧＡＣＡＣＣＡＧＴＡＡＡＡＡＧＡＧＧＡ

１６６

２７６

１６７

４３２

２７４

１．６　犘犆犚产物回收测序

ＰＣＲ产物采用天根琼脂糖凝胶回收试剂盒进

行切胶回收纯化，回收纯化后的ＰＣＲ产物由武汉擎

科生物科技有限公司进行测序。

１．７　特异引物对的灵敏度检测

供试豆象的基因组ＤＮＡ用蒸馏水进行系列

稀释，得到基因组 ＤＮＡ 浓度分别为：５０、２５、

１０、５、１、０．５、０．１、０．０５ｎｇ／μＬ。分别取每种稀

释液１μＬ为模板（水为阴性对照），用上述５对

特异性引物分别对５种豆象的基因组ＤＮＡ进

行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物在１．２％琼脂糖凝胶电

泳上检测。

２　结果与分析

２．１　引物特异性验证

用设计的特异性引物对所有供试豆象的基因组

ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，其中Ｂｐ１／Ｂｐ２仅在豌豆象基因组

ＤＮＡ扩增出１６６ｂｐ特异性条带（图１）；Ｃｍ１／Ｃｍ２仅在四

纹豆象基因组ＤＮＡ中扩增出２７６ｂｐ特异性条带（图２）；

Ｂｒ１／Ｂｒ２仅在蚕豆象基因组ＤＮＡ中扩增出１６７ｂｐ特异

性条带（图３）；Ａｏ１／Ａｏ２仅在菜豆象中扩增出４３２ｂｐ特异

性条带（图４）；Ｃｃ１／Ｃｃ２仅在绿豆象中扩增出２７４ｂｐ特异性

条带（图５），其他豆象基因组ＤＮＡ及水对照均无扩增片

段。表明设计的引物在供试豆象范围内具有特异性。

图１　５种豆象的特异性检测

犉犻犵．１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犳犻狏犲犫犲犪狀狑犲犲狏犻犾狊狑犻狋犺狊狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊
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２．２　犘犆犚产物测序验证

分别对扩增出的ＰＣＲ产物进行测序和序列分

析，对产物的特异性进行进一步确认。经测序表明，

豌豆象特异引物对扩增的ＰＣＲ产物与原序列有５

个碱基的差异，四纹豆象特异引物对扩增的ＰＣＲ产

物序列与原序列有４个碱基的差异，蚕豆象特异引

物对扩增的ＰＣＲ产物与原序列有９个碱基的差异，

菜豆象特异引物对扩增的ＰＣＲ产物与原序列有６

个碱基的差异，绿豆象特异引物对扩增的ＰＣＲ产物

与原序列没有碱基的差异，造成这些差异的原因可

能是测序的差异或者不同地理种群间序列存在

差异。

２．３　特异引物灵敏度检测

ＰＣＲ方法的检测灵敏度分别用５０、２５、１０、５、１、

０．５、０．１、０．０５ｎｇ／μＬ等８种不同浓度的豆象ＤＮＡ

为模板来确定。由图２可知，当模板浓度为０．０５ｎｇ／

μＬ时，豌豆象和四纹豆象特异引物对均没有扩增

出特异性条带，当模板浓度为０．１ｎｇ／μＬ及以上

时，均产生特异性条带，而水对照即ＣＫ无扩增片

段（图２）。由此可知，应用本试验的ＰＣＲ鉴定方

法可以检测到浓度为０．１ｎｇ／μＬ的豌豆象和四纹

豆象基因组ＤＮＡ，灵敏度非常高。从图８～１０可

以看出，蚕豆象、菜豆象和绿豆象特异引物对的灵

敏度为０．５ｎｇ／μＬ。

图２　特异引物的灵敏度检测

犉犻犵．２　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狊狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犳犻狏犲犫犲犪狀狑犲犲狏犻犾狊

３　讨论

现代分子生物学技术尤其是分子标记技术为研

究生物之间的进化关系开辟了新手段。ＰＣＲ的广

泛应用以及基因测序的精确和简便使分子系统分析

达到空前的水平。许多研究者利用ＲＦＬＰ或ＲＡＰＤ

标记分析物种或地理种群的遗传多态性，并据此推

导其亲缘关系。如顾耕等［１８］采用ＲＡＰＤ技术对生

活在辣椒、番茄和烟草上的棉铃虫进行了寄主种群遗

传分化的研究。魏晓棠等［１９］利用ＡＦＬＰ技术对我国

４个地理种群的棉褐带卷蛾进行遗传结构分析，为不

同地理种群的棉褐带卷蛾的分类鉴定和遗传变异分

析提供参考依据。但ＲＦＬＰ需要筛选大量的限制酶，

而ＲＡＰＤ需要筛选大量随机引物。以核酸序列测定

为基础，扩增单一的稳定条带，实现豆象的分子鉴定

具有方便、稳定和可靠的优点。顾杰等［２０２１］结合ＰＣＲ
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和酶切技术，从分子水平对鹰嘴豆象和四纹豆象进

行了快速检测，鉴定灵敏度达１０ｎｇ／μＬ，并检测了

四纹豆象４个地理种群的Ｃｙｔｂ和ＣＯⅠ基因序列，

对不同地理种群间遗传结构多态性进行了研究。

本研究通过序列搜索比对，并对设计的相关引物进

行筛选鉴定，获得５对能特异鉴定５种豆象的特异

性引物，灵敏度达０．５ｎｇ／μＬ以上，且该方法具有

不受豆象发育阶段和环境条件的影响，对于非成虫

态的样品及形态结构不完整的成虫样品，均能从基

因序列上获得准确、可靠的鉴定信息等优点。该技

术操作简便快捷，缩短了检测时间，提高了工作效

率。因此，该技术可以用于豆象的检测鉴定工作，

并在检疫性害虫的检疫检验与检测监测中具有重

要应用价值。
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