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摘要: 【目的】田间调查发现草地贪夜蛾与甜菜夜蛾、斜纹夜蛾、粘虫常混合发生ꎬ传统的形态学鉴定方法

不能快速鉴别出该虫ꎬ当前亟需快速鉴别该虫的方法ꎮ 【方法】本研究分析了草地贪夜蛾与甜菜夜蛾、斜
纹夜蛾、粘虫 ｍｔＣＯＩ 基因序列的酶切位点ꎬ根据目的片段设计上游引物并进行 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 验证ꎮ 【结果】
草地贪夜蛾个体在 ｍｔＣＯＩ 片段的 ５５６~５６１ ｂｐ 处均存在 Ｓｂｆ Ｉ 内切酶酶切位点ꎬ斜纹夜蛾、甜菜夜蛾、粘虫

均无 Ｓｂｆ Ｉ 酶切位点ꎮ 草地贪夜蛾 ＰＣＲ 产物经过 Ｓｂｆ Ｉ 内切酶酶切ꎬ可出现 ４２０ ｂｐ 左右的特征带ꎬ斜纹夜

蛾、甜菜夜蛾、粘虫种群均不能被 Ｓｂｆ Ｉ 内切酶酶切ꎮ 【结论】基于新设计引物扩增的 ｍｔＣＯＩ 片段的 ＰＣＲ￣
ＲＦＬＰ 方法可有效鉴别草地贪夜蛾与其他 ３ 个形态相近昆虫ꎬ研究结果为草地贪夜蛾的快速鉴别提供了方法ꎮ
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　 　 草地贪夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ( Ｓｍｉｔｈ)ꎬ又
称秋粘虫ꎬ属鳞翅目 Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ 夜蛾科 Ｎｏｃｔｕｉｄａｅꎬ
原产于美洲热带和亚热带地区 ( Ｎａｇｏｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７ｂ)ꎬ近年来成为一种重大入侵农业害虫ꎮ 受国

际交流、进出口贸易和季风气候的影响ꎬ该虫于

２０１６ 年首次在非洲出现ꎬ后扩散到撒哈拉以南的大

部分国家以及亚洲的印度、也门、缅甸等国家(郭井

菲等ꎬ２０１８ꎻ Ｇｏｅｒｇｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ ２０１８ 年年底该

虫零星传入我国云南(吴秋琳等ꎬ２０１９)ꎬ随后在国

内扩散蔓延ꎮ 截至 ２０１９ 年 ７ 月 ５ 日ꎬ已入侵我国

２２ 个省的 １１２８ 个县区ꎬ危害面积达 ５５.６ 万 ｈｍ２(王
磊等ꎬ２０１９)ꎮ 草地贪夜蛾具有杂食性、迁飞性、暴
发性以及繁殖力强等特点ꎬ能危害多种植物ꎬ尤其

导致玉米等禾本科作物严重减产 (郭井菲等ꎬ
２０１９ａ)ꎬ对我国玉米等作物安全生产构成严重威

胁ꎮ 当前ꎬ全国各地广泛开展了草地贪夜蛾的田间

调查与监测工作ꎬ预防其进一步的扩散蔓延ꎮ
最近国内调查发现ꎬ草地贪夜蛾与甜菜夜蛾

Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘｉｇｕａ Ｈüｂｎｅｒ、斜纹夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｌｉｔｕｒａ
(Ｆａｂｒｉｃｉｕｓ)、粘虫 Ｍｙｔｈｉｍｎａ ｓｅｐａｒａｔａ (Ｗａｌｋｅｒ)常混

合发生ꎬ形态极为相似ꎬ而传统的形态学鉴定方法

受到多种因素的影响ꎬ在调查时易将这 ４ 种害虫混

淆ꎬ不能准确快速地识别(郭井菲等ꎬ２０１９ｂ)ꎮ 因

此ꎬ该虫的田间调查、监测亟需快速准确的识别技

术ꎮ 目前ꎬ物种分子鉴定包括扩增片段长度多态性

(ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓꎬ ＡＦＬＰ)(杨
兆富和张雅林ꎬ２００５)、磷酸甘油醛异构酶基因(ｔｒｉ￣
ｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅꎬ Ｔｐｉ)(Ｎａｇｏｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)以
及线粒体细胞色素氧化酶亚基 Ｉ 基因(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｏｘｉｄａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｉꎬ ｍｔＣＯＩ)(马英等ꎬ２０１８ꎻ
Ｍｅａｇｈｅｒ ＆ Ｇａｌｌｏ￣Ｍｅａｇｈｅｒꎬ２００３)测序等方法ꎮ 近年

来ꎬＰＣＲ￣ＲＦＬＰ ( ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ￣ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)(秦丽等ꎬ２０１３)、ＳＣＡＲ
(ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｇｉｏｎ) (刘循等ꎬ
２００９)等方法也常用于种间快速鉴别ꎮ

本研究首先下载并比对了草地贪夜蛾与甜菜

夜蛾、斜纹夜蛾、粘虫的 ｍｔＣＯＩ 基因序列 (截至

２０１９ 年 ６ 月 １９ 日)ꎬ其次分析了草地贪夜蛾 ｍｔＣＯＩ
基因序列的酶切位点ꎬ筛选确定了能区分该虫与其

他 ３ 种害虫的候选酶切位点ꎬ然后根据 ｍｔＣＯＩ 基因

目的片段设计出新的上游引物并进行 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ
验证ꎮ 结果表明构建的 ｍｔＣＯＩ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 方法可

快速将草地贪夜蛾从其他 ３ 个形态相近昆虫中鉴

别出ꎮ 本研究结果为近期传入我国的草地贪夜蛾

的快速鉴别提供了方法ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 ｍｔＣＯＩ 基因序列下载与比对及酶切位点分析

从美国国家生物技术信息中心(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ
ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ＮＣＢＩ)下载草地贪夜

蛾(３６２ 条)和甜菜夜蛾(３８７ 条)、斜纹夜蛾(１１６
条)、粘虫(２００ 条)的对应 ｍｔＣＯＩ 基因序列(截至

２０１９ 年 ６ 月 １９ 日)ꎬ去除存在插入缺失等问题的低

质量序列ꎬ删除两端多余的序列ꎬ利用软件 ＤＮＡｓｐ５
分别将 ４ 种昆虫的 ｍｔＣＯＩ 序列归为不同的单倍型

并编号ꎮ 利用软件 ＭＥＧＡ ５.０５ 将下载整理后的序

列以邻接法(ｎｅｉｇｈｂｏｒ ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＪ)建树ꎬ各分支置

信度均进行 １０００ 次重复检验ꎬ并通过分析序列间

的遗传距离确定为 ４ 种不同种的昆虫ꎬ个体数等于

序列数ꎮ 将序列分析结果分别显示为草地贪夜蛾

与甜菜夜蛾、斜纹夜蛾、粘虫 ４ 种昆虫的所有 ｍｔＣＯＩ
基因序列利用 ＭＡＧＥ ５.０５ 进行比对分析ꎬ通过酶切

位点汇总在线工具( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｎｏｖｏｐｒｏ. ｃｎ / ｔｏｏｌｓ /
ｒｅｓｔ＿ｓｕｍｍａｒｙ.ｈｔｍｌ)对草地贪夜蛾 ｍｔＣＯＩ 基因序列

进行限制性内切酶位点分析ꎬ进一步筛选可以区分

草地贪夜蛾与其他 ３ 种形态相近昆虫的酶切位点ꎮ
１.２　 ｍｔＣＯＩ 基因序列目的片段引物设计

参照 ＮＣＢＩ 中下载整理后所分析试虫的 ｍｔＣＯＩ
基因序列ꎬ以包含 Ｓｂｆ Ｉ 酶切位点的序列为模板ꎬ利
用 网 站 ( ｈｔｔｐ: ∥ ｐｒｉｍｅｒ３ｐｌｕｓ. ｃｏｍ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｄｅｖ /
ｐｒｉｍｅｒ３ｐｌｕｓ.ｃｇｉ)对目的片段设计引物ꎬ其中上游简

并引物为 ５′￣ＡＣＣＷＴＴＡＡＴＡＴＴＡＧＧＡＧＣＹＣＣＷＧＡ￣
３′ꎻ因酶切位点与所分析 ｍｔＣＯＩ 基因序列末端距离

仅 ３６ ｂｐꎬ无法设计便于实验和观察结果的下游引

物ꎬ因此下游引物直接利用 Ｎａｇｏｓｈｉ ｅｔ ａｌ. (２０１７ａ)
实验中所设计的下游引物 ( ５′￣ＧＡＴＧＴＡＡＡＡＴＡＴ￣
ＧＣＴＣＧＴＧＴ￣３′)ꎮ 扩增产物预期长度为 ６７２ ｂｐꎮ 经

ＰＣＲ 验证ꎬ此对引物可以分别对草地贪夜蛾和甜菜

夜蛾、斜纹夜蛾、粘虫的 ｍｔＣＯＩ 基因序列进行有效

扩增ꎮ
１.３　 样本采集及基因组 ＤＮＡ 提取

所有样品均采于 ２０１９ 年ꎮ 包括草地贪夜蛾青

岛种群、草地贪夜蛾玉溪种群、草地贪夜蛾日照种

群、甜菜夜蛾青岛种群、斜纹夜蛾广东种群、斜纹夜

蛾济南种群、粘虫济南种群和粘虫青岛种群共 ８ 个

􀅰７１􀅰　 第 １ 期 孔子艺等: 利用 ｍｔＣＯＩ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 技术鉴别草地贪夜蛾与其他 ３ 种形态相近昆虫

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 



种群ꎮ 从每个种群中随机选取 ３ 头ꎬ提取单头虫体

腿部 ＤＮＡꎮ 样品 ＤＮＡ 的提取采用 ＴＩＡＮａｍｐ Ｇｅ￣
ｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒ꎬ单头虫体腿部用液氮研磨

后ꎬ按照说明书进行标准操作提取 ＤＮＡꎮ
１.４　 目的片段的 ｍｔＣＯＩ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ

对 ｍｔＣＯＩ 目的片段采用 ＴａＫａＲａ Ｔａｑ 酶进行

ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 扩增的体系如下(１３ μＬ):ＤＮＡ 模

板 ２ μＬꎬ上下游引物各 ０. ２６ μＬꎬｄＮＴＰ ０. ２６ μＬꎬ
ＴａＫａＲａ Ｔａｑ 酶 ０.１３ μＬꎬ１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ (Ｍｇ２＋)１.３
μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ８.７９ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９４ ℃预变性 ５
ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ５０ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 １
ｍｉｎꎬ７２ ℃ 延伸 ７ ｍｉｎꎬ共 ３５ 个循环ꎬ扩增片段为

６７２ ｂｐꎮ 每个个体的 ｍｔＣＯＩ 基因序列 ＰＣＲ 扩增产

物共 ２４ 个样本交由北京擎科生物科技有限公司测

序ꎬ结果用于物种鉴定和序列分析ꎮ 相关 ＰＣＲ 扩

增产物进一步用限制性内切酶 Ｓｂｆ Ｉ 进行酶切ꎬ后
使用 ２.０％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 观察并分析凝胶

电泳结果ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 ｍｔＣＯＩ 基因序列分析

从 ＮＣＢＩ 数据库下载于 ２０１９ 年 ６ 月 １９ 日前发

布的草地贪夜蛾和甜菜夜蛾、斜纹夜蛾、粘虫的对

应 ｍｔＣＯＩ 基因序列ꎮ 因草地贪夜蛾与其他 ３ 种形

态相近鳞翅目昆虫均具有部分未知序列ꎬ已知 ｍｔ￣
ＣＯＩ 基因序列经对齐筛选整理后仅可保留分析 ５３８
ｂｐꎬ例如草地贪夜蛾 ｍｔＣＯＩ 基因序列 ＧＵ４３９１４８.１２
其中的 ５３８ ｂｐꎬ如下:ＴＡＴＴＧＴＡＡＣＡＧＣＣＣＡＴＧＣＴＴＴ
ＴＡＴＴＡＴＡＡＴＴＴＴＴＴＴＴＡＴＡＧＴＴＡＴＡＣＣＡＡＴＴＡＴＡＡＴＴ
ＧＧＡＧＧＡＴＴＴＧＧＡＡＡＴＴＧＡＣＴＴＧＴＡＣＣＴＴＴＡＡＴＡＴＴＡ
ＧＧＡＧＣＣＣＴＧＡＴＡＴＡＧＣＴＴＴＣＣＣＡＣＧＴＡＴＡＡＡＴＡＡＴ
ＡＴＡＡＧＴＴＴＴＴＧＡＣＴＴＴＴＡＣＣＣＣＣＡＴＣＴＴＴＡＡＣＴＴＴＡＴ
ＴＡＡＴＴＴＣＴＡＧＴＡＧＣＡＴＴＧＴＡＧＡＡＡＡＴＧＧＡＧＣＡＧＧＡ
ＡＣＴＧＧＡＴＧＡＡＣＡＧＴＴＴＡＣＣＣＣＣＣＣＣＴＣＴＣＣＴＣＴＡＡＴ
ＡＴＴＧＣＴＣＡＴＧＧＧＧＧＴＡＧＴＴＣＡＧＴＡＧＡＴＴＴＡＧＣＴＡＴＴ
ＴＴＣＴＣＡＣＴＴＣＡＴＴＴＡＧＣＴＧＧＡＡＴＴＴＣＡＴＣＴＡＴＴＴＴＡＧ
ＧＡＧＣＴＡＴＴＡＡＣＴＴＴＡＴＴＡＣＣＡＣＴＡＴＴＡＴＴＡＡＴＡＴＡＣ
ＧＡＴＴＡＡＡＴＡＡＴＴＴＡＴＣＡＴＴＴＧＡＴＣＡＡＡＴＡＣＣＴＴＴＡＴ
ＴＴＡＴＴＴＧＡＧＣＴＧＴＡＧＧＴＡＴＴＡＣＣＧＣＡＴＴＴＴＴＡＴＴＡＴ
ＴＡＴＴＡＴＣＴＴＴＡＣＣＴＧＮＴＴＴＡＧＣＴＧＧＡＧＣＴＡＴＴＡＣＴＡ
ＴＡＴＴＡＣＴＴＡＣＴＧＡＴＣＧＡＡＡＴＣＴＡＡＡＴＡＣＡＴＣＡＴＴＴＴ
ＴＣＧＡＴＣＣＴＧＣＡＧＧＡＧＧＡＧＧＮＧＡＴＣＣＴＡＴＴＣＴＴＴＡＴＣ

ＡＡＣＡＴＴＴＡＴＴＴꎮ
利用软件 ＤＮＡｓｐ５ 分别将 ４ 种昆虫的 ｍｔＣＯＩ 序

列归为不同的单倍型并编号ꎬ对整理后 ｍｔＣＯＩ 基因

序列利用软件 ＭＥＧＡ ５.０５ 进行系统树发育分析判

断不同物种(图 １)ꎬ分别得到草地贪夜蛾、甜菜夜

蛾、斜纹夜蛾、粘虫的 ｍｔＣＯＩ 基因序列 １１７、２８１、
１０１、５６ 条ꎮ
２.２　 ｍｔＣＯＩ 酶切位点分析

通过酶切位点汇总在线工具(ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.ｎｏ￣
ｖｏｐｒｏ.ｃｎ / ｔｏｏｌｓ / ｒｅｓｔ ＿ ｓｕｍｍａｒｙ. ｈｔｍｌ)对比寻找得出:
Ｎａｇｏｓｈｉ ｅｔ ａｌ. (２０１７ａ)上下游引物获得 ８１１ ｂｐ 的

ｍｔＣＯＩ 片段(图 ２)ꎬ所有草地贪夜蛾个体在该片段

的 ５５６~５６１ ｂｐ 处均存在 Ｓｂｆ Ｉ 内切酶酶切位点(表
１)ꎬ因有些单倍型中所包含的 ｍｔＣＯＩ 基因序列过

多ꎬ此处仅列举具有代表性的序列ꎻ其他 ３ 种形态

相近昆虫均无 Ｓｂｆ Ｉ 酶切位点(图 ２)ꎮ 草地贪夜蛾

ＰＣＲ 产物经过 Ｓｂｆ Ｉ 内切酶酶切ꎬ可出现 ４２０ ｂｐ 左

右的特征带ꎻ斜纹夜蛾、甜菜夜蛾、粘虫种群均不能

被 Ｓｂｆ Ｉ 内切酶酶切ꎮ
２.３　 ｍｔＣＯＩ 基因序列分析

从每种昆虫采集样品的每个种群中随机选取 ３
头进行 ｍｔＣＯＩ 扩增、测序ꎬ共得到 ２４ 条序列ꎬ系统

发育分析确定分别为 ９ 个草地贪夜蛾个体、３ 个甜

菜夜蛾个体、６ 个斜纹夜蛾个体及 ６ 个粘虫个体ꎮ
对样品的 ｍｔＣＯＩ 基因序列对比分析发现ꎬＮａｇｏｓｈｉ ｅｔ
ａｌ. (２０１７ａ)上下游引物获得 ８１１ ｂｐ 的 ｍｔＣＯＩ 片段

５５６~５６１ ｂｐ 处ꎬ所有草地贪夜蛾个体(９ 个个体)的
ｍｔＣＯＩ 基因序列均存在 Ｓｂｆ Ｉ 酶切位点(且 ５６１~８１１
ｂｐ 间均不存在此酶切位点)ꎬ其余 ３ 个物种所有个

体(１５ 个个体)在此处均无 Ｓｂｆ Ｉ 酶切位点(图 ２)ꎮ
２.４　 基于 ｍｔＣＯＩ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 鉴定及分析

新设计的上游引物与下游引物结合可分别对

草地贪夜蛾与甜菜夜蛾、斜纹夜蛾、粘虫进行有效

扩增(图 ３)ꎮ 图 ４ 表明ꎬ将草地贪夜蛾的 ＰＣＲ 扩增

产物酶切后电泳ꎬ结果中出现一条 ４２０ ｂｐ 左右的特

征带ꎻ其他 ３ 种形态相近昆虫的 ＰＣＲ 扩增产物酶切

后电泳均不出现此特征带ꎮ 因此ꎬｍｔＣＯＩ ＰＣＲ￣ＲＦＬ
技术可以区分草地贪夜蛾与其他 ３ 种形态相近昆

虫ꎬ若出现此 ４２０ ｂｐ 左右的特征带ꎬ即为草地贪夜

蛾ꎻ反之ꎬ则为其他 ３ 种形态相近昆虫ꎮ
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图 １　 基于 ｍｔＣＯＩ 对草地贪夜蛾与其他 ３ 种形态相近昆虫的系统发育分析
Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｔＣＯＩ ｇｅｎｅ

图 ２　 Ｓｂｆ Ｉ 酶切位点的分布
Ｆｉｇ.２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｂｆ Ｉ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ

圆点表示酶切位点ꎻ灰色表示未知序列ꎮ
Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｃｉｒｃｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｓｂｆ Ｉ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒａｙ ｂｏｘ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｕｎｋｎｏｗｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.
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表 １　 草地贪夜蛾与其他 ３ 种形态相近昆虫 ｍｔＣＯＩ 基因序列代表 Ｓｂｆ Ｉ 酶切位点
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｂｆ Ｉ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｉｎ Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

单倍型
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

ｍｔＣＯＩ 基因
序列数
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｍｔＣＯＩ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

代表序列
ＧｅｎＢａｎｋ
Ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ

ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ.

Ｓｂｆ Ｉ 酶切
位点
Ｓｂｆ Ｉ

ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｓｉｔｅｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

单倍型
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

ｍｔＣＯＩ 基因
序列数
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｍｔＣＯＩ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

代表序列
ＧｅｎＢａｎｋ
Ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ

ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ.

Ｓｂｆ Ｉ 酶切
位点
Ｓｂｆ Ｉ

ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｓｉｔｅｓ

草地贪夜蛾 Ｈ１ １ ＫＭ３６２１７６.１ ５５６~５６１ 粘虫 Ｈ１ １ ＭＨ９００４４８.１ －
Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ Ｈ２ １ ＨＭ１３６５８９.１ ５５６~５６１ Ｍ. ｓｅｐａｒａｔｅ Ｈ２ １ ＭＨ９００３８５.１ －

Ｈ３ ２７ ＨＭ１３６５９０.１ ５５６~５６１ Ｈ３ １ ＭＨ９００３８３.１ －
Ｈ４ １ ＨＭ１３６５９３.１ ５５６~５６１ Ｈ４ １ ＭＨ９００３９０.１ －
Ｈ５ １ ＨＭ１３６５９４.１ ５５６~５６１ Ｈ５ ２ ＭＨ９００３９２.１ －
Ｈ６ １ ＨＭ１３６５９５.１ ５５６~５６１ Ｈ６ １ ＭＨ９００３９４.１ －
Ｈ７ １ ＨＭ１３６５９６.１ ５５６~５６１ Ｈ７ １ ＭＨ９００３９６.１ －
Ｈ８ １ ＨＭ１３６５９７.１ ５５６~５６１ Ｈ８ １ ＭＨ９００３９６.１ －
Ｈ９ １ ＨＭ１３６５９８.１ ５５６~５６１ Ｈ９ ２ ＭＨ９００４５４.１ －
Ｈ１０ ５７ ＨＭ１３６５９９.１ ５５６~５６１ Ｈ１０ １ ＭＨ９００４５１.１ －
Ｈ１１ １ ＨＭ１３６５８７.１ ５５６~５６１ Ｈ１１ １ ＭＨ９００４４４.１ －
Ｈ１２ １ ＧＵ０９４７５６.１ ５５６~５６１ Ｈ１２ ３ ＭＨ９００４４２.１ －
Ｈ１３ １ ＨＱ９６４５２７.１ ５５６~５６１ Ｈ１３ ４ ＭＨ９００４２５.１ －
Ｈ１４ １ ＭＫ３６８８１０.１ ５５６~５６１ Ｈ１４ １ ＭＨ９００４２０.１ －
Ｈ１５ ２ ＪＦ８５４７４６.１ ５５６~５６１ Ｈ１５ １ ＭＨ９００４１９.１ －
Ｈ１６ １ ＭＨ６３９００４.１ ５５６~５６１ Ｈ１６ ４ ＭＨ９００４１７.１ －
Ｈ１７ １ ＭＨ６３９００６.１ ５５６~５６１ Ｈ１７ １ ＭＨ９００４１６.１ －
Ｈ１８ １ ＭＨ６３９００７.１ ５５６~５６１ Ｈ１８ ３ ＭＨ９００４１４.１ －
Ｈ１９ １ ＭＨ６３９００８.１ ５５６~５６１ Ｈ１９ １ ＭＨ９００４１３.１ －
Ｈ２０ １ ＭＨ７５３３２３.１ ５５６~５６１ Ｈ２０ １ ＭＨ９００４０９.１ －
Ｈ２１ １ ＭＨ７５３３２８.１ ５５６~５６１ Ｈ２１ １ ＭＨ９００４００.１ －
Ｈ２２ １ ＭＨ７５３３３１.１ ５５６~５６１ Ｈ２２ １ ＭＨ９００４３０.１ －
Ｈ２３ １２ ＭＨ８１９３６１.１ ５５６~５６１ Ｈ２３ １ ＭＨ９００４４５.１ －

斜纹夜蛾 Ｈ１ ８９ ＫＸ８６１８３２.１ － Ｈ２４ １ ＭＨ９００４３６.１ －
Ｓ. ｌｉｔｕｒａ Ｈ２ １ ＫＪ９４０２０６.１ － Ｈ２５ ２ ＭＨ９００４３９.１ －

Ｈ３ ６ ＭＫ０００７２９.１ － Ｈ２６ １ ＭＨ９００４２２.１ －
Ｈ４ １ ＫＪ６３４３０４.１ － Ｈ２７ １ ＭＨ９００４２３.１ －
Ｈ５ １ ＫＪ９４０２０７.１ － Ｈ２８ １ ＭＨ９００４０８.１ －
Ｈ６ １ ＭＫ４９１１７５.１ － Ｈ２９ １ ＭＨ９００４０７.１ －
Ｈ７ １ ＫＪ９４０２１３.１ － Ｈ３０ １ ＭＨ９００４０７.１ －
Ｈ８ １ ＭＧ９５４４５１.１ － Ｈ３１ １ ＭＨ９００４３８.１ －

甜菜夜蛾 Ｈ１ ４０ ＪＮ２９０２１４.１ － Ｈ３２ １ ＭＨ９００４４０.１ －
Ｓ. ｅｘｉｇｕａ Ｈ２ ９ ＪＮ２９０２１３.１ － Ｈ３３ ２ ＭＨ９００４２７.１ －

Ｈ３ １８３ ＪＦ８５３５５２.１ － Ｈ３４ １ ＭＨ９００４４０.１ －
Ｈ４ ４２ ＨＱ９９１４１６.１ － Ｈ３５ １ ＭＨ９００４１２.１ －
Ｈ５ １ ＫＹ４０７７４２.１ － Ｈ３６ １ ＭＨ９００４１０.１ －
Ｈ６ １ ＫＸ０４５９４３.１ － Ｈ３７ １ ＭＨ９００４４６.１ －
Ｈ７ ２ ＨＭ７５６０７７.１ － Ｈ３８ １ ＭＨ９００４０６.１ －
Ｈ８ １ ＨＱ９５０５０４.１ － Ｈ３９ １ ＭＨ９００４０４.１ －
Ｈ９ １ ＫＦ５２２６５０.１ － Ｈ４０ １ ＭＨ９００４０３.１ －
Ｈ１０ １ ＨＭ７５６０７８.１ － Ｈ４１ １ ＭＨ９００４０２.１ －
Ｈ４２ １ ＭＨ９００４０１.１ －

图 ３　 新设计上游引物位置
Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｗｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅ

圆点表示酶切位点ꎻ灰色表示未知序列ꎮ
Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｃｉｒｃｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｓｂｆ Ｉ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒａｙ ｂｏｘ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｕｎｋｎｏｗｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.
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图 ４　 草地贪夜蛾与其他 ３ 种形态相近昆虫 ｍｔＣＯＩ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 电泳图谱
Ｆｉｇ.４　 ｍｔＣＯＩ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｍ:Ｔｒａｎｓ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ Ｉ (７００ ｂｐ)ꎻＡ:１~３ 为草地贪夜蛾青岛种群ꎬ４~６ 为草地贪夜蛾玉溪种群ꎬ７~９ 为草地贪夜蛾日照种群ꎬ
１０~１２ 为甜菜夜蛾青岛种群ꎮ Ｂ:１~３ 为斜纹夜蛾广东种群ꎬ４~６ 为斜纹夜蛾济南种群ꎬ

７~９ 为粘虫济南种群ꎬ１０~１２ 为粘虫青岛种群ꎮ
Ｍ:Ｔｒａｎｓ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ Ｉ (７００ ｂｐ)ꎻＡ: １－３ ａｒｅ Ｑｉｎｇｄａｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａꎬ ４－６ ａｒｅ Ｙｕｘｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａꎬ ７－９ ａｒｅ Ｒｉｚｈａｏ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａꎬ１０－１２ ａｒｅ Ｑｉｎｇｄａｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓ. ｅｘｉｇｕａ. Ｂ: １－３ ａｒｅ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓ. ｌｉｔｕｒａꎬ ４－６ ａｒｅ Ｊｉｎａｎ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓ. ｌｉｔｕｒａꎬ ７－ ９ ａｒｅ Ｊｉｎａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｍ. ｓｅｐａｒａｔａꎬ １０－１２ ａｒｅ Ｑｉｎｇｄａｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｍ. ｓｅｐａｒａｔａ.

３　 讨论
草地贪夜蛾的毁灭性极强ꎬ是威胁世界粮食作

物生产的跨国界迁飞性重大害虫ꎮ 因为该虫刚侵

入我国不久ꎬ且与甜菜夜蛾、斜纹夜蛾、粘虫的体

长、体色、翅展长度等形态特征相近(马丽等ꎬ２０１６ꎻ
Ｙｉｎꎬ２０１０ꎻ 赵胜园等ꎬ２０１９)ꎬ田间为害特点相似

(郭井菲等ꎬ２０１９ｂ)ꎬ传统的形态学鉴定方法受到虫

态等限制ꎬ很容易与这 ３ 种鳞翅目害虫混淆ꎬ不能

对其进行准确识别ꎮ 因此ꎬ对草地贪夜蛾迅速准确

地进行物种识别ꎬ快速鉴定当地是否有草地贪夜蛾

入侵ꎬ是对该虫进行监测、预警和防治的关键ꎬ具有

重要理论意义和现实意义ꎮ
目前ꎬ可应用于物种鉴定的分子生物学技术方

法很多ꎬ如 ＡＦＬＰ (杨兆富和张雅林ꎬ２００５)、ＲＡＰＤ
(Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)、ＳＳＲ(丁思敏等ꎬ２０１８)等ꎬ但是这

些技术操作复杂、成本高、速度相对较慢或其他一

些因素限制其大规模应用ꎬ而 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 技术具有

快速、灵敏、简便、稳定等特性(周新改等ꎬ２０１２)ꎬ是
国内外广泛采用的一种快速高效物种鉴定分子生

物学手段ꎮ 本研究对草地贪夜蛾及其他 ３ 种形态

相近鳞翅目昆虫的 ｍｔＣＯＩ 基因序列分析发现ꎬ所有

草地贪夜蛾在 ５５６ ~ ５６１ ｂｐ 处均存在 Ｓｂｆ Ｉ 酶切位

点ꎬ而其他 ３ 种害虫均无此酶切位点ꎬ实验也证实

所选取的上下游引物通用性强ꎬ在草地贪夜蛾及甜

菜夜蛾、斜纹夜蛾、粘虫中均能进行有效扩增ꎬ利用

Ｓｂｆ Ｉ 作为内切酶的 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 方法可以鉴别草地

贪夜蛾与其他 ３ 种形态相近鳞翅目昆虫ꎮ
本研究中ꎬ由于甜菜夜蛾、斜纹夜蛾、粘虫 ｍｔ￣

ＣＯＩ 在所用片段的 ５９６ ｂｐ 后未知ꎬ若在此后存在酶

切位点ꎬ电泳结果也有可能出现 １ 条>４５７ ｂｐ 和 １
条<２１６ ｂｐ 的 ２ 条带ꎬ在进行物种判断的时候需要

注意ꎮ 此外ꎬ本研究仅对草地贪夜蛾及甜菜夜蛾、
斜纹夜蛾、粘虫的 ｍｔＣＯＩ 基因已知序列进行了对比

分析ꎬ如果存在其他物种ꎬ也可能影响该技术的应

用ꎬ尚需对其他物种进行验证ꎮ

致谢: 感谢为本研究提供斜纹夜蛾样品的仲恺农

业工程学院农业与生物学院申建梅博士ꎬ以及参与

样品采集的所有人员ꎮ
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