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基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的谷斑皮蠹
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摘要: 【目的】谷斑皮蠹是一种重要的检疫性害虫ꎬ在新疆周边多个国家分布ꎬ口岸检疫人员多次从进境货物中截获谷斑皮

蠹ꎬ该虫对新疆的农业生产极具威胁ꎮ 【方法】以谷斑皮蠹的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因为靶序列ꎬ用昆虫通用引物对 ４ 种供试皮蠹进

行 ＰＣＲ 扩增ꎬ将扩增产物进行克隆和测序ꎬ用生物软件设计检测谷斑皮蠹的特异性引物与探针ꎮ 【结果】设计的特异性引

物(ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｆ / ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｒ)及所建立的常规 ＰＣＲ 方法能有效检测出谷斑皮蠹ꎬ其扩增产物的片段大小为 ２５０ ｂｐꎬ灵敏度为

３ ｎｇμＬ－１ꎮ 设计的特异性引物(ＴＧ￣Ｆ / ＴＧ￣Ｒ)和探针(ＴＧ￣ｐｒｏｂｅ)ꎬ以及所建立的实时荧光 ＰＣＲ 方法ꎬ对谷斑皮蠹的检测特

异性强ꎬ灵敏度达 ０.８ ｆｇμＬ－１ꎮ 【结论】建立的常规 ＰＣＲ 方法和实时荧光 ＰＣＲ 检测方法能够对谷斑皮蠹进行准确鉴定ꎬ为
口岸检疫人员检测进境货物中携带的谷斑皮蠹提供技术支持ꎮ
关键词: 谷斑皮蠹ꎻ １６Ｓ ｒＤＮＡꎻ 常规 ＰＣＲꎻ 实时荧光 ＰＣＲ
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　 　 近年来ꎬ随着我国对外贸易的日益频繁ꎬ多种

危险性害虫随进境货物相继传入我国ꎮ 谷斑皮蠹

Ｔｒｏｇｏｄｅｒｍａ ｇｒａｎａｒｉｕｍ Ｅｖｅｒｔｓ 属皮蠹科斑皮蠹属ꎬ是
国际上重要的危险性仓储害虫(Ｈｕｌｍｅꎬ２００９)ꎮ 谷

斑皮蠹可危害多种谷类及经济作物ꎬ对谷物造成约

２０％的损失(张生芳ꎬ２００４)ꎮ 该虫在新疆周边多个

国家分布发生ꎬ对新疆农业生产的威胁极大ꎮ 口岸

检疫人员经常从进境货物中检出该虫ꎮ 由于谷斑

皮蠹与黑斑皮蠹 Ｔ. ｇｌａｂｒｕ、花斑皮蠹 Ｔ. ｖａｒｉａｂｉｌｅ 和

条斑皮蠹 Ｔ. ｔｅｕｋｔｏｎ 等在形态上较为相似ꎬ特别是

幼虫形态差异很小ꎬ难以区分ꎬ因此需要借助分子

检测方法进行鉴定ꎮ 马骏等(２００９)以 ＣＯⅠ基因为
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靶序列设计了一对扩增谷斑皮蠹和黑斑皮蠹的特

异性引物ꎻ陈岩等(２０１０)以 ＣＯⅠ基因为靶序列ꎬ并
以黑斑皮蠹、花斑皮蠹、条斑皮蠹为对照ꎬ设计了一

对扩增谷斑皮蠹的特异性引物ꎻＣａｓｔａｌａｎｅｌｌｉ ｅｔ ａｌ.
(２０１１)根据扩增出的斑皮蠹属与相近属的 １８Ｓ ｒＤ￣
ＮＡ 和 ２ 个线粒体基因(ＣＯⅠꎬＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ)来分析

它们的系统发育关系ꎻ邓海娟等(２０１４)对斑皮蠹

属、皮蠹属、圆皮蠹属的样品 ＣＯⅠ基因序列进行分

析ꎬ同时构建了它们的系统法发育树ꎻＲａｃｈｅｌ ｅｔ ａｌ.
(２０１４)研究发现ꎬ１６Ｓ ｒＤＮＡ 较 ＣＯⅠ基因更适合鉴

别皮蠹科中的几种不同的属ꎮ 本研究以谷斑皮蠹

１６Ｓ ｒＤＮＡ 为靶序列ꎬ以花斑皮蠹、黑斑皮蠹、条斑

皮蠹为对照样品ꎬ利用通用引物对供试样品进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ将扩增产物进行克隆和测序ꎬ根据测序

的结果设计筛选出用于检测谷斑皮蠹的特异性引

物和探针ꎬ并建立谷斑皮蠹的常规 ＰＣＲ 及实时荧

光 ＰＣＲ 快速检测方法ꎬ可用于口岸检疫人员对进

境货物中携带的谷斑皮蠹的检测鉴定ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试样品

供试的谷斑皮蠹、花斑皮蠹样品由中国检验检

疫科学研究院提供ꎬ黑斑皮蠹、条斑皮蠹样品由新

疆出入境检验检疫局采集ꎮ

１.２　 样品 ＤＮＡ 提取

用磁珠法血液基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(天根

ＤＰ３２９)提取供试的 ４ 种皮蠹样品的 ＤＮＡꎬ－２０ ℃
保存备用ꎮ

１.３　 通用引物的 ＰＣＲ 扩增

用 Ｓｉｍｏｎ ｅｔ ａｌ. (１９９４)报道的昆虫通用引物对

４ 种供试样品进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 引物序列为 １６Ｓ ＬＲ￣
Ｊ￣１２９６１:ＴＴＴＡＡＴＣＣＡＡＣＡＴＣＧＡＧＧꎬ１６Ｓ ＬＲ￣Ｎ￣１３３９８:
ＣＧＣＣＴＧＴＴＴＡＡＣＡＡＡＡＡＣＡＴꎮ

ＰＣＲ 反应体系:２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ １２.５ μＬꎬ
上、下游引物(１０ μｍｏｌＬ－１)各 ０.５ μＬꎬＤＮＡ 模板

(１０ μｍｏｌＬ－１)２ μＬꎬ加水至 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条

件:９５ ℃ １５ ｍｉｎꎻ ９４ ℃ ４２ ｓꎬ ４２ ℃ ４５ ｓꎬ ７２ ℃
１ ｍｉｎꎬ共 ４０ 个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 取ＰＣＲ 产物５ μＬꎬ
用 １.０％琼脂糖凝胶进行电泳检测ꎬ用凝胶成像仪

观察照相ꎮ

１.４　 克隆与 ＰＣＲ 鉴定

凝胶成像仪下用刀片切下含目的片段的胶块ꎬ

用 ＤＮＡ 回收试剂盒(ＤＰ２０９￣０３)回收目的片段ꎮ 将

该片段与载体 ｐＧＭ￣Ｔ 进行连接ꎬ然后转化至 Ｔｏｐ １０
感受态细胞中ꎮ 在含有氨苄抗生素(ＡＭＰ ＋)的平

皿培养基上培养ꎬ从该平皿中挑取白色菌落至培养

液中ꎬ恒温摇床振荡培养ꎮ 用高纯度质粒小提试剂

盒(ＤＰ１０４)从培养液中提取重组质粒 ＤＮＡꎬＰＣＲ 检

测提取物ꎬ将阳性重组质粒送北京鼎国公司测序ꎮ

１.５　 常规 ＰＣＲ 检测技术

１.５.１　 特异性引物的设计　 将测序结果与 ＮＣＢＩ 上
发布的谷斑皮蠹序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对分析ꎬ验证

测序结果的准确性ꎬ然后用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｅｒｍｉｅｒ ５.０ 软件

设计出一对检测谷斑皮蠹的特异性引物ꎬ该对引物

的序列为 ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｆ:５′￣ＡＡＴＧＡＡＴＧＧＴＴＧＧＡＣＧＡＡＴ￣
ＧＡ￣３′ꎻ ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｒ: ５′￣ＣＴＡＧＡＡＧＡＡＴＴＡＣＧＣＴＧＴＴＡＴＣ￣
ＣＣ￣３′ꎮ 将合成的该对引物配成 １００ μｍｏｌＬ－１ 母

液ꎬ－２０ ℃保存ꎬ使用时将母液稀释 １０ 倍ꎮ
１.５.２　 常规 ＰＣＲ 检测及灵敏度测定　 用所设计并

合成的 ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｆ / ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｒ 一对引物扩增谷斑皮

蠹、花斑皮蠹、黑斑皮蠹和条斑皮蠹 ＤＮＡꎮ ＰＣＲ 反

应体系为 ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ １２.５ μＬꎬ上、下游引

物(１０ μｍｏｌＬ－１)各 １ μＬꎬＤＮＡ 模板(１０ μｍｏｌＬ－１)
２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ８.５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件为:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ
９５ ℃ ３０ ｓｅｃꎬ４７ ℃ ５０ ｓｅｃꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ共 ４０ 个循

环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ
将提取的谷斑皮蠹ＤＮＡ 质粒(８ ｎｇμＬ－１)稀释

成 ８ 个浓度梯度:８、７、６、５、４、３、２、１ ｎｇμＬ－１ꎬ其他条

件不变ꎬ进行 ＰＣＲ 检测ꎬ测定该方法的灵敏度ꎮ

１.６　 实时荧光 ＰＣＲ 检测技术

１.６.１　 特异性引物与探针的设计　 用 ＤＮＡＭＡＮ 软

件将重组质粒的测序结果与 ＮＣＢＩ 上发布的谷斑皮

蠹序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对分析ꎬ然后用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｅｒｍｉ￣
ｅｒ ５.０ 软件设计一对谷斑皮蠹的特异性引物和探

针ꎮ 该对引物和探针序列为 ＴＧ￣Ｆ:５′￣ＣＣＴＧＣＴＣ￣
ＣＣＴＧＡＴＴＧＡＴＴＴ￣３′ꎻＴＧ￣Ｒ:５′￣ＣＧＡＴＡＡＧＡＡＣＴＣＴＧ￣
ＴＡＧＡＡＧ￣３′ꎻＴＧ￣ｐｒｏｂｅ:ＦＡＭ￣ＣＴＧＧＡＡＴＧＡＡＴＧＧＴＴ￣
ＧＧＡＣＧＡＡＡＴＧ￣ＴＡＭＲＡ￣３ꎮ
１.６.２　 实时荧光 ＰＣＲ 检测及灵敏度测定　 用引物

ＴＧ￣Ｆ / ＴＧ￣Ｒ 和探针 ＴＧ￣ｐｒｏｂｅ 对供试的 ４ 种皮蠹进

行实时荧光 ＰＣＲ 扩增ꎮ 荧光 ＰＣＲ 反应体系:２.５×
ｒｅａｌ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ８ μＬꎬ上、下游引物各１ μＬꎬ探针０.５ μＬꎬ
２０×Ｐｒｏｂｅ Ｅｎｈａｎｃｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １ μＬꎬ模板 ２ μＬꎬ超纯水
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补至 ２０ μＬꎮ 荧光 ＰＣＲ 反应条件:９４ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃
２０ ｓꎬ５１ ℃ ２０ ｓꎬ６８ ℃ １ ｍｉｎꎬ共 ４０ 个循环ꎮ

将提取的谷斑皮蠹 ＤＮＡ 模板(８ ｎｇμＬ－１)进
行 １０ ×系列稀释成 ８ 个浓度梯度ꎬ作为模板进行实

时荧光 ＰＣＲ 扩增ꎬ其他条件不变ꎬ测定该引物和探

针及其检测方法的灵敏度ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 通用引物扩增结果

用通用引物 １６Ｓ ＬＲ￣Ｊ￣１２９６１ / １６Ｓ ＬＲ￣Ｎ￣１３３９８
扩增供试的谷斑皮蠹、花斑皮蠹、黑斑皮蠹和条斑

皮蠹等 ４ 种皮蠹ꎬ将 ＰＣＲ 扩增产物进行电泳ꎬ结果

表明ꎬ４ 种皮蠹均有扩增条带ꎬ各条带的片段大小均

为 ４２０ ｂｐ(图 １)ꎮ

Ｍ:２０００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ １~３:谷斑皮蠹ꎻ ４:黑斑皮蠹ꎻ ５:花斑皮蠹ꎻ ６:条斑皮蠹ꎻ ７:空白对照ꎮ
Ｍ: ２０００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ １~３: Ｔ. ｇｒａｎａｒｉｕｍꎻ ４: Ｔ. ｇｌａｂｒｕｍꎻ ５: Ｔ. ｖａｒｉａｂｉｌｅꎻ ６: Ｔ. ｔｅｕｋｔｏｎꎻ ７: Ｂｌａｎｋ.

图 １　 通用引物 １６Ｓ ＬＲ￣Ｊ￣１２９６１ / １６Ｓ ＬＲ￣Ｎ￣１３３９８ 对样品的 ＰＣＲ 检测结果
Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒ １６Ｓ ＬＲ￣Ｊ￣１２９６１ / １６Ｓ ＬＲ￣Ｎ￣１３３９８

２.２　 常规 ＰＣＲ引物特异性检测及灵敏度测定结果

用设计的引物 ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｒ / ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｒ 扩增供试

的谷斑皮蠹、花斑皮蠹、黑斑皮蠹和条斑皮蠹ꎬ将
ＰＣＲ 扩增产物进行电泳ꎬ结果表明ꎬ仅谷斑皮蠹出

现 ２５０ ｂｐ 大小的扩增片段ꎬ其他样品则无扩增片

段ꎬ说明该对引物的特异性很强ꎬ能够有效地区分

谷斑皮蠹与其他 ３ 种皮蠹(图 ２)ꎮ

Ｍ:２０００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１:谷斑皮蠹 ２:黑斑皮蠹

３:花斑皮蠹 ４:条斑皮蠹 ５:空白对照ꎮ
Ｍ: ２０００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ １: Ｔ. ｇｒａｎａｒｉｕｍꎻ ２: Ｔ. ｇｌａｂｒｕｍꎻ

３: Ｔ. ｖａｒｉａｂｉｌｅꎻ ４: Ｔ. ｔｅｕｋｔｏｎꎻ ５: Ｂｌａｎｋ.
图 ２　 特异性引物 ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｒ / ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｒ 扩增结果

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ
ｐｒｉｍｅｒ ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｒ / ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｒ

　 　 从常规 ＰＣＲ 的灵敏度测定结果来看ꎬ第 １~６ 号

泳道均有不同亮度的电泳条带ꎬ其中 １ 和 ２ 号泳道的

条带亮度最亮ꎬ以 ２ 号泳道条带最亮ꎬ因此ꎬ最佳模

板浓度是 ７ ｎｇμＬ－１ꎮ 从 ５ 号泳道开始ꎬ随着模板用

量的减少ꎬ条带的亮度也减弱ꎬ６ 号泳道仍有较弱的

条带ꎬ第 ７ 号泳道则完全没有条带ꎬ这说明该对引物

及其所建立的常规 ＰＣＲ 检测方法可以特异性地检测

到 ＤＮＡ 浓度为 ３ ｎｇμＬ－１的谷斑皮蠹(图 ３)ꎮ
２.３　 实时荧光 ＰＣＲ 引物与探针特异性验证及灵

敏度检测结果

用引物 ＴＧ￣Ｆ / ＴＧ￣Ｒ 和探针 ＴＧ￣ｐｒｏｂｅ 对 ４ 种皮

蠹进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ结果表明ꎬ谷斑皮蠹荧光信号指

数增加ꎬ其他 ３ 种皮蠹在荧光信号收集结束前未出

现增长(图 ４)ꎮ
对谷斑皮蠹 ＤＮＡ 质粒稀释的 ８ 个浓度梯度进

行实时荧光 ＰＣＲ 检测ꎬ结果表明ꎬＤＮＡ 浓度越大ꎬ
Ｃｔ 值越小ꎬ当 ＤＮＡ 浓度为 ８×１０－７ ｎｇμＬ－１时ꎬ仍可

检测到荧光信号ꎬ当 ＤＮＡ 浓度为８×１０－８ ｎｇμＬ－１

时ꎬ则未检测到荧光信号ꎬ说明能够检测到的最低

ＤＮＡ 浓度为 ０.８ ｆｇμＬ－１(图 ５)ꎮ
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１~８ 泳道模板浓度:８、７、６、５、４、３、２、１ ｎｇμＬ－１ꎻ Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １~８: ８ꎬ ７ꎬ ６ꎬ ５ꎬ ４ꎬ ３ꎬ ２ꎬ １ ｎｇμＬ－１ꎻ Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００.

图 ３　 不同 ＤＮＡ 模板浓度的 ＰＣＲ 扩增结果
Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ａ:谷斑皮蠹ꎻＢ:花斑皮蠹ꎻＣ:黑斑皮蠹ꎻＤ:条斑皮蠹ꎻＥ:空白对照ꎮ
Ａ: Ｔ. ｇｒａｎａｒｉｕｍꎻ Ｂ: Ｔ. ｖａｒｉａｂｉｌｅꎻ Ｃ: Ｔ. ｇｌａｂｒｕｍꎻ Ｄ: Ｔ. ｔｅｕｋｔｏｎꎻ Ｅ: Ｂｌａｎｋ.

图 ４　 实时荧光 ＰＣＲ 检测供试样品的结果
Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ Ｔｒｏｇｏｄｅｒｍａ ｓｐｐ. ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

１~８ 质粒浓度:８×１０－１、８×１０－２、８×１０－３、８×１０－４、８×１０－５、８×１０－６、８×１０－７、８×１０－８ ｎｇμＬ－１ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐｏｔｅｎｃｉｅｓ ｏｆ １~８: ８×１０－１ꎬ ８×１０－２ꎬ ８×１０－３ꎬ ８×１０－４ꎬ ８×１０－５ꎬ ８×１０－６ꎬ ８×１０－７ꎬ ８×１０－８ ｎｇμＬ－１ .

图 ５　 实时荧光 ＰＣＲ 中不同质粒浓度检测谷斑皮蠹结果
Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ Ｔ. ｇｒａｎａｒｉｕｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐｏｔｅｎｃｉｅｓ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
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３　 讨论
通过以谷斑皮蠹的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因为靶序列所

设计的引物 ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｒ / ＴＧ￣ＳＮＰ￣Ｒꎬ对供试的 ４ 种

皮蠹进行常规 ＰＣＲ 扩增ꎬ能够有效区分谷斑皮蠹

与其他 ３ 种皮蠹ꎬ说明该对引物的特异性强ꎬ且灵

敏度较高ꎬ能够检测到 ＤＮＡ 浓度为 ３ ｎｇμＬ－１的

谷斑皮蠹ꎮ 此外ꎬ用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因为靶序列所设

计的引物 ＴＧ￣Ｆ / ＴＧ￣Ｒ 和探针 ＴＧ￣ｐｒｏｂｅꎬ对供试的 ４
种皮蠹进行实时荧光 ＰＣＲ 扩增ꎬ也能够有效地区

分谷斑皮蠹与其他 ３ 种皮蠹ꎬ说明该对引物和探针

的特异性很强ꎬ且灵敏度高ꎬ能够检测到 ＤＮＡ 浓度

为 ０.８ ｆｇμＬ－１的谷斑皮蠹ꎮ
马骏等(２００９)、陈岩等(２０１０)、刘聪等(２０１２)

和邓海娟等(２０１４)在针对皮蠹科斑皮蠹属不同种

的区分时ꎬ均以各种皮蠹的线粒体 ＤＮＡ 的 ＣＯⅠ基

因为靶序列ꎬ然后根据 ＣＯⅠ基因序列比对结果设

计特异性引物ꎬ或选用限制性内切酶进行酶切分

析ꎬ区分了同源性接近的斑皮蠹属的不同种ꎮ 本项

研究以皮蠹的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 为靶序列ꎬ设计了特异性

引物和探针ꎬ建立了能有效检测出谷斑皮蠹的常规

ＰＣＲ 方法和实时荧光 ＰＣＲ 方法ꎬ经验证ꎬ这 ２ 对引

物和探针及其所建立的 ＰＣＲ 检测方法的特异性

好ꎬ灵敏度高ꎬ优于前人以 ＣＯⅠ基因为靶序列所设

计的引物及检测方法ꎮ
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