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入侵害虫梣粉虱的种特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ检测技术
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摘要: 【目的】梣粉虱是新近入侵中国大陆的一种危险性果树和园林植物害虫ꎬ针对其体型微小ꎬ与近缘种粉虱形态相仿ꎬ
很难快速准确区分的问题ꎬ以田间常见的 １１ 种 /隐种粉虱为参考ꎬ采用基于 ｍｔＤＮＡ 细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基Ⅰ(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ＤＮＡ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｏｘｉｄａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ⅰꎬ ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ)基因的物种特异性(ｓｐｅｃｉｅｓ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＣＯⅠꎬ ＳＳ￣ＣＯⅠ)ＰＣＲ 法ꎬ研究梣粉虱

快速分子检测鉴定技术ꎮ 【方法】利用 ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ基因通用型引物对 ＬＣＯ￣１４９０ / ＨＣＯ￣２１９８ 获得梣粉虱和其他常见粉虱的

ＣＯⅠ基因序列ꎬ根据测序结果设计梣粉虱特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物 １ 对(ＳＰＺＷＣＦ１ / ＳＰＺＷＣＲ１)ꎬ之后确定其对目的片段的扩增

长度ꎬ并对该引物对的物种特异性和检测灵敏性进行检验ꎮ 【结果】引物对 ＳＰＺＷＣＦ１ / ＳＰＺＷＣＲ１ 扩增片段的长度为 ４２６ ｂｐꎮ
物种特异性检验结果显示ꎬ该对引物只对梣粉虱的 ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ基因具有扩增效果ꎬ对我国常见的其他种类的粉虱包括 ５
种烟粉虱隐种(ＡｓｉａⅠ、ＡｓｉａⅡ１、ＡｓｉａⅡ３、ＭＥＤ、ＭＥＡＭ１ 隐种)以及桑粉虱、螺旋粉虱、黑刺粉虱、柑橘粉虱、双钩巢粉虱和温

室粉虱等不具有交叉反应和扩增能力ꎮ 灵敏性检验结果显示ꎬ该对引物不仅对不同性别、不同采集地的成虫具有良好的扩

增效能ꎬ对 ２~４ 龄若虫以及单粒卵和初孵若虫亦具有同样的扩增效力ꎬ其最低检测阈值为 ７５.１ ｐｇμＬ－１(相当于 １ / １０２４０
头雌性成虫)ꎮ 【结论】该技术体系可用于梣粉虱的快速准确鉴定及其检测和监测ꎬ对有效阻截其进一步传播扩散具有重要

作用ꎮ
关键词: 梣粉虱ꎻ 种特异性引物ꎻ 检测阈值ꎻ 快速鉴定ꎻ 分子检测ꎻ 监测
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　 　 梣粉虱 Ｓｉｐｈｏｎｉｎｕｓ ｐｈｉｌｌｙｒｅａｅ (Ｈａｌｉｄａｙ)ꎬ属半翅

目粉虱科虹管粉虱属ꎬ是一种世界性检疫性害虫

(Ｍａｒｔｉｎꎬ１９８７)ꎬ２００２ 年我国台湾将其列为重要的

防疫检疫性害虫(柯俊成和许洞庆ꎬ２００４)ꎬ２００６ 年

中国国家质量监督检验检疫总局将其列为需要关

注的进境检疫性有害生物(详见国质检动[２００６]
３１ 号文件)ꎮ 梣粉虱为多食性害虫ꎬ寄主植物多达

１１ 科 ２８ 属 ６０ 多种 /变种ꎬ且以果树和园林植物为

主ꎬ如蔷薇科、石榴科、芸香科、鼠李科、豆科、夹竹

桃科、紫葳科、木兰科、木犀科、茜草科及千屈菜科

等ꎬ尤其嗜好蔷薇科和木犀科的植物(Ｄｏｏｌｅｙꎬ２００９ꎻ
Ｓｔｏｃｋｓ ＆ Ｈｏｄｇｅｓꎬ２０００)ꎮ 其中ꎬ受害较为严重的果

树植物有蔷薇科的桃、杏、苹果、梨、山楂、木瓜ꎬ石
榴科的石榴ꎬ以及芸香科的金橘、橘子、橙子、柠檬

等ꎻ园林植物受害较重的有蔷薇科的樱花、海棠、榆
叶梅ꎬ木犀科的梣树、女贞、丁香ꎬ紫葳科的楸树ꎬ千
屈菜科的紫薇ꎬ茜草科的风箱树ꎬ以及木兰科的郁

金香树等(Ｂｙｒｎｅꎬ１９９１ꎻ Ｍａｒｔｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎮ 在非

洲北部、地中海地区以及南美洲和欧洲等地区ꎬ梣
粉虱还可以危害重要的油料兼果用植物———油橄

榄 Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌ. (Ｇóｍｅｚ￣ｄｅｌ￣Ｃａｍｐｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ
Ｎｇｕｙｅｎ ＆ Ｈａｍｏｎꎬ２０１４)ꎮ 梣粉虱原产于欧洲、地中

海和非洲北部地区ꎬ寄主范围广ꎬ 适生能力强

(Ｐａｕｌａ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９５)ꎬ极易随植物苗木的贸易活动进

行远距离传播扩散ꎬ一旦在新入侵区域成功定殖ꎬ
就会导致数百万美元的经济损失 ( Ｔｏｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９２)ꎮ 目前ꎬ梣粉虱已扩散至北美洲的美国、墨西

哥ꎬ南美洲的秘鲁、委内瑞拉ꎬ以及亚洲的以色列、
叙利亚、印度、巴基斯坦、日本等多个国家和地区

(冼晓青等ꎬ２０１５ꎻ ＣＡＢＩꎬ２０１４)ꎮ
粉虱类害虫是我国入侵事件发生最为频繁的

外来入侵生物类群之一ꎬ自 ２００３ 年发现烟粉虱

ＭＥＤ 隐种 Ｂｅｍｉｓｉａ ｔａｂａｃｉ (Ｇｅｎｎａｄｉｕｓ) (Ｑ 型)入侵

以来(褚栋等ꎬ２００５)ꎬ已先后有螺旋粉虱 Ａｌｅｕｒｏｄｉｃｕｓ
ｄｉｓｐｅｒｓｅｓ (Ｒｕｓｓｅｌｌ) (虞国跃等ꎬ２００７)、双钩巢粉虱

Ｐａｒａｌｅｙｒｏｄｅｓ ｐｓｅｕｄｏｎａｒａｎｊａｅ Ｍａｒｔｉｎ ( 虞 国 跃 等ꎬ

２０１０)、小巢粉虱 Ｐａｒａｌｅｙｒｏｄｅｓ ｍｉｎｅｉ Ｉａｃｃａｒｉｎｏ(虞国

跃等ꎬ２０１４ꎻ 朱文静和符悦冠ꎬ２０１３)、甘蓝粉虱 Ａｌ￣
ｅｙｒｏｄｅｓ ｐｒｏｌｅｔｅｌｌａ (Ｌ.)(张桂芬等ꎬ２０１４)等多种粉虱

类害虫入侵中国大陆ꎬ同时ꎬ园林和果树重大害虫

梣粉虱也不请自来(冼晓青等ꎬ２０１５)ꎬ对我国果树

以及园林绿化产业构成了严重威胁ꎮ 通常ꎬ粉虱类

害虫的鉴定主要依据拟蛹的外部形态特征ꎬ或雄性

成虫的外生殖器特征ꎬ如双钩巢粉虱(虞国跃等ꎬ
２０１０ꎻ Ｍａｒｔｉｎꎬ２００１)ꎮ 然而ꎬ梣粉虱个体微小ꎬ成虫

体长０.８０~１.１０ ｍｍꎬ含翅体长约为 １.４０ ｍｍ (Ｓｔｏｃｋｓ
＆ Ｈｏｄｇｅｓꎬ２０００)ꎬ且与其他粉虱类昆虫间的形态非

常相似ꎮ 因此ꎬ未经过专业训练的非粉虱分类人员

很难对其进行准确鉴定ꎮ 为此ꎬ本研究拟以线粒体

ＤＮＡ 细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基 Ⅰ (ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ＤＮＡ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｏｘｉｄａｓｅ ｓｕｂｍｉｔ Ⅰꎬ ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ)
基因为靶标ꎬ建立靶向梣粉虱的种特异性(ｓｐｅｃｉｅｓ￣
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＣＯⅠꎬ ＳＳ￣ＣＯⅠ) ＰＣＲ 检测技术体系ꎬ以期

为有效阻截梣粉虱的进一步传播扩散ꎬ实时监测其

种群扩张趋势及对其有效防控提供技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试虫源

梣粉虱采自上海闵行区和江苏南京玄武区ꎬ寄
主植物均为石榴树ꎮ 本研究涉及到的其他种 /隐种

粉虱共计 １１ 种:烟粉虱 ＭＥＤ 隐种(Ｑ 型)、ＭＥＡＭ１
隐种(Ｂ 型)以及温室粉虱 Ｔｒｉａｌｅｕｒｏｄｅｓ ｖａｐｏｒａｒｉｏｒｕｍ
(Ｗｅｓｔｗｏｏｄ)均饲养在中国农业科学院植物保护研究

所温室ꎬ寄主植物分别为番茄和棉花ꎻ烟粉虱 ＡｓｉａⅠ
隐种和 ＡｓｉａⅡ１ 隐种(ＺＨＪ￣２ 型)由浙江大学赠送ꎬ
ＡｓｉａⅡ３ 隐种(ＺＨＪ￣１ 型)由华南农业大学赠送ꎻ桑
粉虱 Ｂｅｍｉｓｉａ ｍｙｒｉｃａｅ Ｋｕｗａｎａ 和柑橘粉虱 Ｄｉａｌｅｕｒｏ￣
ｄｅｓ ｃｉｔｒｉ (Ａｓｈｍｅａｄ)均采自中国农业科学院院内花

园ꎬ寄主植物分别为紫椹果桑树和月季ꎻ螺旋粉虱

和双钩巢粉虱均采自海南省海口市ꎬ寄主植物分别

为番石榴和小叶榕ꎻ黑刺粉虱 Ａｌｅｕｒｏｃａｎｔｈｕｓ ｓｐｉｎｉｆｅｒｕｓ
(Ｑｕａｉｎｔａｎｃｅ)采自湖北省荆州市ꎬ寄主植物为柑橘ꎮ
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１.２　 ＤＮＡ 提取

以梣粉虱以及其他 １１ 种 /隐种粉虱为靶标ꎬ参
照李小凤等(２０１４)的方法ꎬ提取单头粉虱总 ＤＮＡꎮ
提取的 ＤＮＡ 以 ４０ μＬ 超纯水复溶ꎬ以超微量分光

光度计(ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒＴＭ Ｐ３３０ꎬ Ｉｍｐｌｅｎꎬ Ｍｕｎｉｃｈꎬ
Ｇｅｒｍａｎｙ)测定浓度ꎬ－４０ ℃保存备用ꎮ

１.３　 粉虱类昆虫 ＣＯⅠ基因序列的 ＰＣＲ 扩增

以梣粉虱以及其他 １１ 种 /隐种粉虱 ＤＮＡ 为模

板ꎬ以 ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ基因的通用型引物对 ＬＣＯ１４９０
(５′̄ ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ￣３′)和 ＨＣＯ２１９８
(５′￣ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ￣３′)进行

扩增ꎬ片段长度约为 ７００ ｂｐ (Ｆｏｌｍｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９４)ꎮ
ＰＣＲ 反应体系为 ３０ μＬꎬ其中ꎬ１０× Ｂｕｆｆｅｒ (含 Ｍｇ２＋)
２.５ μＬꎬｄＮＴＰｓ (１０ ｍｍｏｌＬ－１) ０.５ μＬꎬ上游引物和

下游引物(５ ｐｍｏｌＬ－１)分别为 ０.５ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚

合酶(２.５ ＵμＬ－１ꎬ北京全式金生物技术有限公

司) ０.４ μＬꎬ模板 ＤＮＡ １.０ μＬꎬ以 ２４.６ μＬ 超纯水补

齐ꎮ 扩增程序为９５ ℃预变性２ ｍｉｎꎻ３５ 个循环:９４ ℃
４０ ｓꎬ ５２ ℃ ４０ ｓꎬ ７２ ℃ ４０ ｓꎻ最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 扩增反应在基因扩增仪(ＡＢＩ￣９７００)上运行ꎮ
取 ４ μＬ ＰＣＲ 产物在含有 ＧｏｌｄＶｉｅｗ 的 １.０％ (ｗ / ｖ)
琼脂糖凝胶上以 ９０ Ｖ 电泳 ( Ｂｉｏ￣Ｒａｄ Ｐｏｗｅｒ￣Ｐａｃ
Ｂａｓｉｃ)分离 ４５ ｍｉｎ 后ꎬ检测电泳结果ꎮ

１.４　 梣粉虱的种特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物对的设计

将 １.３ 中检测合格的 ＰＣＲ 产物进行双向测序

(北京三博远志生物技术有限公司)ꎬ然后根据测序

结果以软件 Ｏｌｉｇｏ ６.０ 设计 １ 对靶向梣粉虱 ＣＯⅠ基

因的种特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物对ꎬ并命名为 ＳＰＺＷＣＦ１ /
ＳＰＺＷＣＲ１ꎮ 上游引物 ＳＰＺＷＣＦ１ 的碱基序列为 ５′￣
ＡＡＧＡＧＡＡＴＴＡＡＧＴＡＡＴＡＧＡＧＧＧ￣３′ꎬ 下 游 引 物

ＳＰＺＷＣＲ１ 的碱基序列为 ５′￣ＧＡＴＴＣＡＡＡＴＣＴＴＡＴ￣
ＡＣＣＣＡＡＴＡＧＴ￣３′ꎻ引物由生工生物工程(上海)股

份有限公司合成ꎮ

１.５　 梣粉虱 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物对的特异性检验

分别以单头不同隐种的烟粉虱(包括 ＡｓｉａⅠ、
ＡｓｉａⅡ１、ＡｓｉａⅡ３、ＭＥＤ 和 ＭＥＡＭ１ 隐种)以及桑粉

虱、螺旋粉虱、黑刺粉虱、柑橘粉虱、双钩巢粉虱和

温室粉虱的 ＤＮＡ 为模板ꎬ以梣粉虱为阳性对照ꎬ验
证 梣 粉 虱 特 异 片 段 扩 增 引 物 对 ＳＰＺＷＣＦ１ /
ＳＰＺＷＣＲ１ 的物种特异性ꎮ 反应体系为 ２５ μＬꎬ其

中ꎬ１０× Ｂｕｆｆｅｒ ２.５ μＬꎬｄＮＴＰｓ ０.２ μＬꎬ上游引物和下

游引物分别为 ０.２ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０.２ μＬꎬ模
板 ＤＮＡ １.０ μＬꎬ以 ２０.７ μＬ 超纯水补齐ꎮ 反应条件

为 ９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ３０ 个循环:９４ ℃ ３０ ｓꎬ ５０ ℃
３０ ｓꎬ ７２ ℃ ３０ ｓꎻ最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 扩增产物

的检测方法同 １.３ꎮ 每种 /隐种粉虱各检测 ８ 头ꎮ

１.６　 梣粉虱 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物对的灵敏性检测

以不同性别(单头雌性成虫和雄性成虫)、不同

虫态(单粒卵ꎬ单头 １、２、３、４ 龄若虫和拟蛹)和不同

采集地(上海和江苏)的梣粉虱 ＤＮＡꎬ以及 ２ 倍递

减稀释(１９.２×１０３、９.６×１０３、４.８×１０３、２.４×１０３、１.２×
１０３、０.６ × １０３、０. ３ × １０３、１５０. ２、７５. １、３７. ５５、１８. ７８、
９.３９、４.６９、２. ３５ 和 １. １７ ｐｇμＬ－１ꎬ相当于 １ / ４０、
１ / ８０、１ / １６０、１ / ３２０、１ / ６４０、１ / １２８０、１ / ２５６０、１ / ５１２０、
１ / １０２４０、 １ / ２０４８０、 １ / ４０９６０、 １ / ８１９２０、 １ / １６３８４０、
１ / ３２７６８０和 １ / ６５５３６０ 头)的单头成虫(雌性) ＤＮＡ
为模板ꎬ进行灵敏性检测ꎮ 每个性别、每个虫态、每
个地区以及每个浓度各检测 ８ 头ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 粉虱类害虫 ＣＯⅠ基因碱基序列扩增及种特异

性标记分析

电泳检测结果表明ꎬ１２ 种 /隐种粉虱都能扩增

出一条清晰明亮的目的片段(图 １)ꎮ 将电泳检验

合格的 ＰＣＲ 产物进行双向测序ꎬ结果表明该片段

的长度大约为 ７１０ ｂｐ(梣粉虱 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为

ＨＦＳ.２０１２.２０１１９９.５.１)ꎮ 根据碱基序列测定结果设

计梣粉虱特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物 １ 对 ( ＳＰＺＷＣＦ１ /
ＳＰＺＷＣＲ１)ꎬ其扩增片段的大小为 ４２６ ｂｐꎮ

２.２　 梣粉虱 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物的种特异性验证

电泳检测结果表明ꎬ种特异性引物 ＳＰＺＷＣＦ１ /
ＳＰＺＷＣＲ１ 只对梣粉虱具有扩增效果ꎬ对其他田间

常见的 １１ 种 /隐种粉虱不具有扩增能力ꎬ说明该对

引物为梣粉虱的特异性引物(图 ２)ꎮ
２.３　 种特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物对不同性别、虫态和地

域梣粉虱的扩增效果

以不同性别、虫态以及采自 ２ 个地域的梣粉虱

ＤＮＡ 为模板ꎬ 采用种特异性引物对 ＳＰＺＷＣＦ１ /
ＳＰＺＷＣＲ１ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 检测结果表明ꎬ不同性

别、不同虫态以及 ２ 个地域的梣粉虱均能扩增出

４２６ ｂｐ 的特异性片段(图 ３)ꎮ
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Ｍ:标准 ＤＮＡ 分子质量ꎻ １－１３:梣粉虱、烟粉虱 ＡｓｉａⅠ隐种、烟粉虱 ＡｓｉａⅡ１ 隐种、烟粉虱 ＡｓｉａⅡ３ 隐种、烟粉虱 ＭＥＤ 隐种、
烟粉虱 ＭＥＡＭ１ 隐种、桑粉虱、螺旋粉虱、黑刺粉虱、柑橘粉虱、双钩巢粉虱、温室粉虱、阴性对照(模板为水)ꎮ

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌｉｎｅ １－１３: Ｓｉｐｈｏｎｉｎｕｓ ｐｈｉｌｌｙｒｅａｅꎬ Ｂｅｍｉｓｉａ ｔａｂａｃｉ ＡｓｉａⅠꎬ Ｂ. ｔａｂａｃｉ ＡｓｉａⅡ１ꎬ Ｂ. ｔａｂａｃｉ ＡｓｉａⅡ３ꎬ Ｂ. ｔａｂａｃｉ ＭＥＤꎬ Ｂ. ｔａｂａｃｉ
ＭＥＡＭ１ꎬ Ｂ. ｍｙｒｉｃａｅꎬ Ａｌｅｕｒｏｄｉｃｕｓ ｄｉｓｐｅｒｓｅｓꎬ Ａｌｅｕｒｏｃａｎｔｈｕｓ ｓｐｉｎｉｆｅｒｕｓꎬ Ｄｉａｌｅｕｒｏｄｅｓ ｃｉｔｒｉꎬ Ｐａｒａｌｅｙｒｏｄｅｓ ｐｓｅｕｄｏｎａｒａｎｊａｅꎬ

Ｔｒｉａｌｅｕｒｏｄｅｓ ｖａｐｏｒａｒｉｏｒｕｍꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｕｓｉｎｇ ｕｌｔｒａ￣ｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ ａｓ ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅ) .
图 １　 ＣＯⅠ基因通用型引物 ＬＣＯ１４９０ / ＨＣＯ２１９８ 对梣粉虱及其他 １１ 种 /隐种田间常见粉虱 ＤＮＡ 的扩增效果
Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｏｆ Ｓ. ｐｈｉｌｌｙｒｅａｅ ａｎｄ １１ ｏｔｈｅｒ ｗｈｉｔｅｆｌｙ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｒ ｃｒｙｐｔｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｍｏｎ ｉｎ

ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｐａｉｒ ｏｆ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＬＣＯ１４９０ / ＨＣＯ２１９８ ｔａｒｇｅｔ ｔｏ ＣＯⅠ ｇｅｎｅ

Ｍ:标准 ＤＮＡ 分子质量ꎻ １－１３:梣粉虱、烟粉虱 ＡｓｉａⅠ隐种、烟粉虱 ＡｓｉａⅡ１ 隐种、烟粉虱 ＡｓｉａⅡ３ 隐种、烟粉虱 ＭＥＤ 隐种、
烟粉虱 ＭＥＡＭ１ 隐种、桑粉虱、螺旋粉虱、黑刺粉虱、柑橘粉虱、双钩巢粉虱、温室粉虱、阴性对照(模板为水)ꎮ

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌｉｎｅ １－１３: Ｓｉｐｈｏｎｉｎｕｓ ｐｈｉｌｌｙｒｅａｅꎬ Ｂｅｍｉｓｉａ ｔａｂａｃｉ ＡｓｉａⅠꎬ Ｂ. ｔａｂａｃｉ ＡｓｉａⅡ１ꎬ Ｂ. ｔａｂａｃｉ ＡｓｉａⅡ３ꎬ Ｂ. ｔａｂａｃｉ ＭＥＤꎬ Ｂ. ｔａｂａｃｉ
ＭＥＡＭ１ꎬ Ｂ. ｍｙｒｉｃａｅꎬ Ａｌｅｕｒｏｄｉｃｕｓ ｄｉｓｐｅｒｓｅｓꎬ Ａｌｅｕｒｏｃａｎｔｈｕｓ ｓｐｉｎｉｆｅｒｕｓꎬ Ｄｉａｌｅｕｒｏｄｅｓ ｃｉｔｒｉꎬ Ｐａｒａｌｅｙｒｏｄｅｓ ｐｓｅｕｄｏｎａｒａｎｊａｅꎬ

Ｔｒｉａｌｅｕｒｏｄｅｓ ｖａｐｏｒａｒｉｏｒｕｍꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｕｓｉｎｇ ｕｌｔｒａ￣ｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ ａｓ ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅ) .
图 ２　 种特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物 ＳＰＺＷＣＦ１ / ＳＰＺＷＣＲ１ 对梣粉虱以及其他 １１ 种 /隐种田间常见粉虱类害虫的扩增效果

Ｆｉｇ.２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｏｆ Ｓ. ｐｈｉｌｌｙｒｅａｅ ａｎｄ １１ ｏｔｈｅｒ ｗｈｉｔｅｆｌｙ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｒ ｃｒｙｐｔｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＳＳ￣ＣＯⅠ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＳＰＺＷＣＦ１ / ＳＰＺＷＣＲ１

２.４　 梣粉虱特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物的检测阈值

将单头梣粉虱成虫(雌性)的 ＤＮＡ 模板以 ２ 倍递

减稀释ꎬ检测结果显示ꎬ所有的个体都可以扩增出特异

性的目的条带ꎮ 当浓度为 ２.３５~３７.５５ ｐｇμＬ－１时ꎬ依
然有 ２０％~ ５０％的个体能扩增出较弱的目的片段

(图 ４)ꎬ表明该引物对的灵敏性较高ꎬ检测阈值大

约为 ７５.１ ｐｇμＬ－１(即 １ / １０２４０ 头成虫)ꎮ

３　 讨论
我国是遭受外来入侵生物危害最为严重的国

家之一ꎮ 梣粉虱于 ２００２ 年首次在中国台湾发生危

害(柯俊成和许洞庆ꎬ２００４)ꎻ２０１０ 年在上海被发现

为害蔷薇科的梨树ꎬ２ 年后又被发现其为害石榴科

的石榴树、木犀科的桂花树等(史苹香ꎬ２０１２ꎻ 冼晓

青等ꎬ２０１５)ꎻ２０１５ 年笔者又在江苏省发现其踪迹ꎮ
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目前ꎬ梣粉虱只在我国局部区域发生危害ꎬ一旦进

一步传播扩散ꎬ必将对我国的园林绿化行业、水果

产业以及饮料行业等造成巨大经济损失ꎮ

Ｍ:标准 ＤＮＡ 分子质量ꎻ １－１２:１ 龄若虫、２ 龄若虫、３ 龄若虫、４ 龄若虫、拟蛹、雄性成虫、雌性成虫、卵、雌性成虫(上海)、
雄性成虫(南京)、雌性成虫(南京)、阴性对照(模板为水)ꎮ

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌｉｎｅ １－１２: １ｓｔ ｉｎｓｔａｒ ｎｙｍｐｈꎬ ２ｎｄ ｉｎｓｔａｒ ｎｙｍｐｈꎬ ３ｒｄ ｉｎｓｔａｒ ｎｙｍｐｈꎬ ４ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｎｙｍｐｈꎬ ｒｅｄ￣ｅｙｅｄ ｎｙｍｐｈꎬ ｍａｌｅ ａｄｕｌｔꎬ
ｆｅｍａｌｅ ａｄｕｌｔꎬ ｅｇｇꎬ ｆｅｍａｌｅ ａｄｕｌｔ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎ Ｓｈａｎｇｈａｉꎬ ｍａｌｅ ａｄｕｌｔ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎ Ｎａｎｊｉｎｇꎬ ｆｅｍａｌｅ ａｄｕｌｔ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎ Ｎａｎｊｉｎｇꎬ

ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｕｓｉｎｇ ｕｌｔｒａ￣ｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ ａｓ ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅ) .
图 ３　 种特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物 ＳＰＺＷＣＦ１ / ＳＰＺＷＣＲ１ 对不同虫态、不同性别和 ２ 个地域梣粉虱的 ＰＣＲ 扩增效果

Ｆｉｇ.３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓꎬ ｓｅｘｅｓ ａｎｄ ａｄｕｌｔｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎ
ｔｗｏ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓ. ｐｈｉｌｌｙｒｅａｅ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＳＳ￣ＣＯⅠ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＳＰＺＷＣＦ１ / ＳＰＺＷＣＲ１

Ｍ:标准 ＤＮＡ 分子质量ꎻ １－１５ 分别为 １９.２×１０３、９.６×１０３、４.８×１０３、２.４×１０３、１.２×１０３、０.６×１０３、０.３×１０３、１５０.２、７５.１、３７.５５、１８.７８、
９.３９、４.６９、２.３５、１.１７ ｐｇμＬ－１(即 １ / ４０、１ / ８０、１ / １６０、１ / ３２０、１ / ６４０、１ / １２８０、１ / ２５６０、１ / ５１２０、１ / １０２４０、

１ / ２０４８０、１ / ４０９６０、１ / ８１９２０、１ / １６３８４０、１ / ３２７６８０ 和 １ / ６５５３６０ 头雌性成虫)ꎮ
Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌｉｎｅ １－１５ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｓｅｒｉｅｓ: １９.２×１０３ꎬ ９.６×１０３ꎬ ４.８×１０３ꎬ ２.４×１０３ꎬ １.２×１０３ꎬ ０.６×１０３ꎬ ０.３×１０３ꎬ １５０.２ꎬ ７５.１ꎬ

３７.５５ꎬ １８.７８ꎬ ９.３９ꎬ ４.６９ꎬ ２.３５ꎬ １.１７ ｐｇμＬ－１ꎬ ｅｑｕａｌ ｔｏ １ / ４０ꎬ １ / ８０ꎬ １ / １６０ꎬ １ / ３２０ꎬ １ / ６４０ꎬ １ / １２８０ꎬ １ / ２５６０ꎬ １ / ５１２０ꎬ １ / １０２４０ꎬ
１ / ２０４８０ꎬ １ / ４０９６０ꎬ １ / ８１９２０ꎬ １ / １６３８４０ꎬ １ / ３２７６８０ ａｎｄ １ / ６５５３６０ ｏｆ ａ ｗｈｏｌｅ ｆｅｍａｌｅ ａｄｕｌｔꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
图 ４　 种特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物 ＳＰＺＷＣＦ１ / ＳＰＺＷＣＲ１ 对梣粉虱线粒体 ＤＮＡ 的检测阈值

Ｆｉｇ.４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｆｏｒ ｄｉｌｕｔｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ａｄｕｌｔｓ ｏｆ Ｓ. ｐｈｉｌｌｙｒｅａｅ ｕｓｉｎｇ
ＳＳ￣ＣＯⅠ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＳＰＺＷＣＦ１ / ＳＰＺＷＣＲ１

　 　 本研究采用基于 ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ基因的物种特异

性 ＳＳ￣ＣＯⅠ标记方法ꎬ研发出了靶向梣粉虱的特异

性引物对 ＳＰＺＷＣＦ１ / ＳＰＺＷＣＲ１ 及其快速检测技

术ꎮ 该对引物只对梣粉虱的目的基因片段具有扩

增能力ꎬ对田间常见的其他 １１ 种 /隐种粉虱(包括

烟粉虱 ＡｓｉａⅠ隐种、ＡｓｉａⅡ１ 隐种、ＡｓｉａⅡ３ 隐种、
ＭＥＤ 隐种和 ＭＥＡＭ１ 隐种ꎬ以及桑粉虱、螺旋粉虱、

黑刺粉虱、柑橘粉虱、双钩巢粉虱和温室粉虱)不具

有扩增效果ꎮ 同时ꎬ该技术体系具有比较高的灵敏

度ꎬ不仅对梣粉虱成虫(包括雌性和雄性)、２~４ 龄若虫

和拟蛹具有好的扩增效果ꎬ对单粒卵和初孵若虫亦具

有同样的扩增能力ꎬ其检测阈值约为 ７５.１ ｐｇμＬ－１ꎬ
相当于 １ / １０２４０ 头雌性成虫ꎮ 进一步的数据库同

源性比对分析结果表明ꎬ没有任何一种近缘种粉虱

７７２　 第 ４ 期 张桂芬等: 入侵害虫梣粉虱的种特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ检测技术



或其他昆虫的 ＤＮＡ 序列与梣粉虱特有的 ４２６ ｂｐ 片

段完全一致(碱基序列一致性≤８２％)ꎬ表明该检测

技术体系可以用于口岸园林植物及果树苗木等国

际贸易活动的检验检疫ꎬ以及国内地区间种苗的调

运检疫及其种群扩张趋势的监测ꎮ
基于 ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ基因的序列测定以及据此发

展起来的物种特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ标记技术ꎬ是目前用

于鉴定外来入侵粉虱类害虫的最为常用的方法之

一ꎮ 如罗晨等(２００２)和 Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ.(２００９)以 ＣＯⅠ基

因 ３′端为靶标ꎬ采用 ＤＮＡ 序列测定法成功鉴定了

Ｂ 型 (ＭＥＡＭ１ 隐种)、Ｑ 型 (ＭＥＤ 隐种) 和 Ｃｖ 型

(Ａｓｉａ Ⅱ ７ 隐种)烟粉虱ꎻＯｖａｌｌｅ ｅｔ ａｌ.(２０１４)以 ＣＯⅠ基
因 ５′端序列为靶标ꎬ鉴定了在哥伦比亚发生的 ９ 种

重要的粉虱科害虫 [包括螺旋粉虱、 Ａｌｅｕｒｏｎｕｄｕｓ
ｍｅｌｚｅｒｉ Ｂｏｎｄａｒ、 丝 绒 粉 虱 Ａｌｅｕｒｏｔｈｒｉｘｕｓ ｆｌｏｃｃｏｓｕｓ
Ｍａｓｋｅｌｌ、 Ａｌｅｕｒｏｔｒａｃｈｅｌｕｓ ｓｏｃｉａｌｉｓ Ｂｏｎｄａｒ、 辣 椒 粉 虱

Ａｌｅｕｒｏｔｒａｃｈｅｌｕｓ ｔｒａｃｈｏｉｄｅｓ Ｂａｃｋ、烟粉虱、 Ｌｅｃａｎｏｉｄｅｕｓ
ｆｌｏｃｃｉｓｓｉｍｕｓ Ｍａｒｔｉｎ、温室粉虱和木瓜粉虱 Ｔｒｉａｌｅｕｒｏｄｅｓ
ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ (Ｑｕａｉｎｔａｎｃｅ)等]ꎬ并表明研究结果对上述

粉虱类害虫捕食性天敌的保护利用意义非凡ꎻ李小

凤等(２０１４)则分别以 ＣＯⅠ基因 ５′端和 ３′端为靶

标ꎬ对包括烟粉虱 ＭＥＤ 隐种、双钩巢粉虱、螺旋粉

虱等入侵种在内的我国田间常见的 １６ 种粉虱进行

了分子鉴定ꎬ并指出 ５′端序列更适用于基于 ＤＮＡ
条形码技术的物种鉴定ꎻ陈苗苗等(２０１５)和张桂芬

等(２０１３)基于 ＣＯⅠ基因序列ꎬ采用 ＳＳ￣ＣＯⅠ标记技

术ꎬ分别建立了入侵种甘蓝粉虱和双钩巢粉虱的快

速检测技术体系ꎮ
准确、快速、高效的物种鉴定方法对实时掌控

梣粉虱在我国的扩张动态ꎬ制定行之有效的靶向性

防控策略具有重要指导意义ꎮ 本研究研发建立的

梣粉虱特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物对 ＳＰＺＷＣＦ１ / ＳＰＺＷＣＲ１
及其快速检测技术体系ꎬ弥补了基于外部形态特征

鉴定法的不足ꎬ不仅准确性高、灵敏度强ꎬ而且操作

简便、快捷有效ꎬ在梣粉虱种群扩张趋势实时监测

和有效阻截与防控中将发挥重要作用ꎮ 然而需要

注意的是ꎬ粉虱类害虫种类比较多ꎬ其中有些常见

种类在本研究中并未涉及ꎬ如分布于欧洲可对柑橘

造成危害的 Ｓｉｐｈｏｎｉｎｕｓ ｉｍｍａｃｕｌａｔｕｓ (Ｈｅｅｇｅｒ)ꎮ 因

此ꎬ该对 ＳＳ￣ＰＣＲ 引物的特异性还需要进一步考证ꎮ

致谢: 浙江大学昆虫科学研究所刘银泉教授提供

烟粉虱 ＡｓｉａⅠ隐种和 ＡｓｉａⅡ１ 隐种标本ꎬ华南农业

大学资源环境学院邱宝利教授提供烟粉虱 ＡｓｉａⅡ３
隐种标本ꎬ特表感谢ꎮ
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