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摘要: 【目的】瘤胫实蝇为我国进境植物检疫性有害生物ꎮ 寄主范围广、危害大ꎬ形态与其同属近缘种相

似ꎬ传统鉴定方法是将果蔬上的各虫态饲养至成虫后进行分类鉴定ꎬ鉴定周期较长ꎬ影响口岸进境果蔬快

速通关ꎬ而采用分子鉴定不仅快速且不受虫态影响ꎮ 【方法】选用瘤胫实蝇为鉴定靶标ꎬ番石榴实蝇、锈
红果实蝇等 １９ 种实蝇作阴性对照ꎬ应用种特异性技术ꎬ基于 ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ线粒体基因序列ꎬ研究筛选并

设计一对种特异性引物(ＳＳ￣ＣＯⅠ)ＬＪＦ４００ 和 ＬＪＲ５６４ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增并将 ＰＣＲ 产物进行电泳检测ꎮ 【结
果】种特异性引物仅对靶标种瘤胫实蝇的 ＣＯⅠ基因有扩增能力ꎬ能扩增出一条单一的长度约 １６５ ｂｐ 清

晰的条带ꎬ而对其余阴性对照种均不具有扩增效果ꎬ未出现任何条带ꎮ 【结论】设计的种特异性引物具高特异性ꎬ能够快速

准确鉴定瘤胫实蝇ꎬ适用于各种虫态ꎬ对瘤胫实蝇的检疫鉴定和进境果蔬的快速通关具有重要意义ꎮ
关键词: 瘤胫实蝇ꎻ ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠꎻ 种特异性引物ꎻ 分子生物学技术ꎻ 快速鉴定
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　 　 瘤胫实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔａ (Ｂｅｚｚｉ)是危害

果蔬的重要害虫ꎬ被列入我国进境植物检疫性有害

生物名录ꎬ属双翅目 Ｄｉｐｔｅｒａ 实蝇科 Ｔｅｐｈｒｉｔｉｄａｅ 果

实蝇属 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ 果实蝇亚属 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ( Ｄｒｅｗꎬ
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２００７)ꎮ 目前ꎬ主要分布在老挝(邓裕亮等ꎬ２０１０)、
缅甸(肖枢等ꎬ２０１２)、不丹(Ｌｅｂｌａｎｃ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)、中
国的云南(Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９３)等国家和地区ꎮ 近年

来ꎬ中边贸易频繁ꎬ进境果蔬种类和数量都在不断

增加ꎬ邻国的老挝、缅甸等多为瘤胫实蝇疫区(陈鹏

和叶辉ꎬ２００９)ꎬ频繁的果蔬贸易给瘤胫实蝇的传入

带来了潜在的危险(蒋小龙ꎬ２００２)ꎮ
从多年口岸果蔬进境检疫的情况看ꎬ截获到的

实蝇类害虫多以幼虫、卵或蛹等不同虫态出现ꎮ 对

实蝇的鉴定主要依据成虫的形态学特征编列出分

类检索表进行分类检索鉴定ꎬ有时还需请专家进行

鉴定复核ꎬ时效长ꎻ而对于幼虫的鉴定ꎬ需将幼虫饲

养为成虫后再行鉴定ꎬ往往受到饲养时间和环境条

件的限制ꎬ周期长ꎬ直接影响了国际果蔬贸易的快

速通关ꎮ 所以ꎬ传统的形态分类鉴定方法已经难以

适应贸易性的果蔬携带的检疫性实蝇快速鉴定的

要求ꎮ
近年来ꎬ随着分子生物学技术的发展ꎬ越来越

多的分子鉴定技术被运用于昆虫的鉴定中(陈韶萍

等ꎬ２０１４ꎻ 黄可辉等ꎬ２００５)ꎬ可解决传统的形态学

分类方法难以解决的幼虫等不同虫态的鉴定问题ꎮ
为解决实蝇的幼虫、卵、蛹等未成熟虫态鉴定困难

和周期长等问题ꎬ张亮和张智英(２００７)采用 ＲＡＰＤ
技术构建了橘小实蝇 Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓ Ｈｅｎｄｅｌ、具条实蝇

Ｂ. ｓｃｕｔｅｌｌａｔａ (Ｈｅｎｄｅ１)、黑漆实蝇 Ｂ. ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｓ (Ｂｅｚ￣
ｚｉ)、南瓜实蝇 Ｂ. ｔａｕ (Ｗａｌｋｅｒ)、瓜实蝇 Ｂ. ｃｕｃｕｒｂｉｔａｅ
(Ｃｏｑｕｉｌｌｅｔｔ)和番石榴实蝇 Ｂ. ｃｏｒｒｅｃｔａ (Ｂｅｚｚｉ)等 ６
种实蝇指纹图谱的快速鉴定方法ꎻ Ｃｈｕａ ｅｔ ａｌ.
(２０１０)采用 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 技术ꎬ实现橘小实蝇复合种

木瓜实蝇 Ｂ. ｐａｐａｙａｅ 和洋桃实蝇的鉴定ꎮ 但 ＲＡＰＤ
技术对实验环境因子变化要求较为敏感ꎬ扩增产物

的重复性和稳定性等较低ꎻＲＦＬＰ 技术需通过检测

内切酶识别位点的变异来确定昆虫种间亲缘关系

和昆虫种属特异性ꎬ操作繁琐、多态性低ꎬ检出率不

理想ꎬ所以ꎬＲＡＰＤ 和 ＲＦＬＰ 技术的应用受到一定的

限制ꎮ 线粒体基因组由于具有基因组成稳定、基因

排列相对保守、普遍为母系遗传、极少发生重组等

特征ꎬ被广泛应用于分子进化、系统发育、物种鉴

定、种群遗传结构及生物动力学等研究(Ｐｒａｂｈａｋａｒ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎮ 不同类群的线粒体基因组表现出独

特的特征与进化方式ꎮ 在实蝇科昆虫研究中ꎬ基因

序列的研究为实蝇类害虫的鉴定提供了大量分子

生物学技术信息数据(Ｂｅａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９３ꎻ Ｎａｒｄｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ 线粒体细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基 Ⅰ
(ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ)基因的结构相对保守ꎬ排列的顺序

比较稳定紧密ꎬ种间变异较大ꎬ容易被通用引物扩

增ꎬ又有足够的特异性能将不同物种区分开ꎬ利用

ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ基因可以进行 ＤＮＡ 条形码识别、近缘

种间的比较鉴定和系统进化研究ꎬ已成为许多系统

学研究的标准ꎬｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ是被应用于昆虫分子

进化系统研究较多的标记基因之一 (黄振等ꎬ
２０１５)ꎬ也越来越多地被用到实蝇近缘种的系统发

育研究中(范京安等ꎬ２００９)ꎮ ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ被作为

一种快速进化的分子标记ꎬ已成为研究近缘种生物

进化的重要材料(Ｊａｍｎｏｎｇｌｕｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３ａꎬ２００３ｂ)ꎮ
本研究采用种特异性引物 ＳＳ￣ＣＯⅠ( ｓｐｅｃｉｅｓ￣

ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＣＯⅠ)技术ꎬ基于 ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ基因序列ꎬ
筛选设计目标物种特异性引物(张桂芬等ꎬ２０１２)ꎬ
快速鉴定瘤胫实蝇ꎬ克服了对截获的疑似瘤胫实蝇

的卵、蛹、幼虫、成虫及残体等不同虫态的鉴定困

难ꎬ建立了一种利用分子手段快速鉴定瘤胫实蝇的

可行性方法ꎬ为口岸快速通关和有效防治瘤胫实蝇

提供依据ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试实蝇

本试验供试的虫样有果实蝇属果实蝇亚属 ９
种:腿端黑实蝇 Ｂ. ａｔｒｉｆｅｍｕｒ Ｄｒｅｗ ＆ Ｈａｎｃｏｃｋ、杨桃

果实蝇 Ｂ. ｃａｒａｍｂｏｌａｅ Ｄｒｅｗ ＆ Ｈａｎｃｏｃｋ、番石榴果实

蝇、橘小实蝇、辣椒果实蝇 Ｂ. ｌａｔｉｆｒｏｎｓ Ｈｅｎｄｅｌ、锈红

果实蝇 Ｂ. ｒｕｂｉｇｉｎａ Ｗａｎｇ ＆ Ｚｈａｏ、瑞丽果实蝇 Ｂ.
ｒｕｉｌｉｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇꎬ Ｌｏｎｇ ｅｔ Ｚｈａｎｇ)ꎬ ｓｐ. ｎｏｖ.、瘤胫实

蝇和五指山实蝇 Ｂ. ｗｕｚｈｉｓｈａｎａ Ｌｉｎ ＆ Ｙａｎｇꎻ镞果实

蝇亚属 Ｚｅｕｇｏｄａｃｕｓ ７ 种:近黑颜实蝇 Ｂ. ｐａｒａｔｅｒ
(Ｚｈａｏ ＆ Ｌｉｎ)、二颜带实蝇 Ｂ. ｃｉｌｉｆｅｒａ Ｈｅｎｄｅｌ、瓜实

蝇 Ｂ. ｃｕｃｕｒｂｉｔａｅ Ｃｏｑｕｉｌｌｅｔｔ、 黑颜实蝇 Ｂ. ｄｉａｐｈｏｒａ
Ｈｅｎｄｅｌ、黑膝实蝇 Ｂ. ｓｃｕｔｅｌｌａｒ Ｂｅｚｚｉ、具条实蝇和南

亚果实蝇 Ｂ. ｔａｕ Ｗａｉｋｅｒꎻ滇寡鬃实蝇 Ｂ. ｍｏｄｉｃａ、何
氏华实蝇 Ｂ. ｈｏｃｈｉｉ Ｚｉｎꎬ以及 Ｃａｒｐｏｍｙａ 属枣实蝇 Ｃ.
ｖｅｓｕｖｉａｎａ Ｃｏｓｔａ 和 Ｄａｃｕｓ 属瓜棍腹实蝇 Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｒ￣
ｎｉｓ Ｗｉｅｄｅｍａｎｎꎬ共 ３ 属 ４ 个亚属 ２０ 种实蝇ꎮ 其中ꎬ
腿端黑实蝇为 ２０１０ 年在福州机场进境旅客的携带

水果中检疫截获ꎬ饲养为成虫后鉴定ꎬ为中国大陆

首次截获(黄振等ꎬ２０１１)ꎮ 另除杨桃果实蝇、番石

榴果实蝇、橘小实蝇、辣椒果实蝇、瓜实蝇、具条实
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蝇、南亚果实蝇为口岸进境果蔬中截获ꎬ从卵、幼虫

等饲养为成虫鉴定外ꎬ其余为诱捕剂诱到的实蝇ꎬ
均为成虫ꎬ寄主无法确定ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 基因组 ＤＮＡ 提取和质量检测　 取已复核鉴

定的瘤胫实蝇虫样的部分组织ꎬ采用 ＯＭＥＧＡ Ｅ.Ｚ.
Ｎ.Ａ.ＴＭ Ｉｎｓｅｃｔ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒提取各虫样基因组

ＤＮＡꎮ 提取步骤按照试剂盒操作说明进行ꎮ 提取

的 ＤＮＡ 通用引物:上游引物 ＬＣＯ１４９０ 碱基序列为

５′￣ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧ￣３′ꎬ下游引物

ＨＣＯ２１９８ 碱基序列为 ５′￣ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣ￣
ＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ￣３′ꎮ 对提取的实蝇虫样基因组 ＤＮＡ
进行质量检测ꎬ在定量梯度 ＰＣＲ 仪上进行 ＰＣＲ 反

应ꎮ 反应体系为:２×ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ (天根

生化科技有限公司)１２.５ μＬꎬ上下游引物各 １ μＬꎬ
ＤＮＡ 模板各 ２ μＬꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至总体积 ２５ μＬꎮ 反

应条件:预变性 ９４ ℃ ５ ｍｉｎꎬ变性 ９４ ℃ ４０ ｓꎬ４８ ℃
３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎬ最后一次循环后延伸

１０ ｍｉｎꎮ 分别提取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物在含 ＤＮＡ 染色剂

的 １.５％的琼脂糖凝胶多功能电泳仪上电泳 ３０ ｍｉｎ
(１２０ Ｖ)ꎬ通过凝胶成像分析仪检测扩增ꎬ拍摄观察

扩增条带的位置ꎮ
１.２.２　 种特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物的设计 　 选用通用

引物 ＬＣＯ１４９０ 和 ＨＣＯ２１９８ 对靶标实蝇提取的基因

组 ＤＮＡ 进行扩增并测序ꎬ由上海英潍捷基贸易有

限公司进行测序ꎬ测序的序列为 ５′￣ＣＴＧＡＧＣＴＧＧ￣
ＴＡＴＡＧＴＡＧＧＡＡＣＡＴＣＴＣＴＴＡＧＡＡＴＴＴＴＡＧＴＧＣＧＡＧ
ＣＡＧＡＡＣＴＡＧＧＡＣＡＣＣＣＧＧＧＡＧＣＣＣＴＡＡＴＴＧＧＣＧＡ
ＴＧＡＴＣＡＡＡＴＣＴＡＴＡＡＣＧＴＡＡＴＴＧＴＡＡＣＡＧＣＣＣＡＴＧ
ＣＡＴＴＴＧＴＡＡＴＡＡＴＴＴＴＴＴＴＣＡＴＡＧＴＴＡＴＡＣＣＴＡＴＴＡＴ
ＡＡＴＴＧＧＡＧＧＡＴＴＣＧＧＴＡＡＴＴＧＡＴＴＡＧＴＧＣＣＴＴＴＡＡＴ
ＧＣＴＡＧＧＡＧＣＣＣＣＡＧＡＴＡＴＡＧＣＡＴＴＣＣＣＣＣＧＡＡＴＡＡ
ＡＴＡＡＴＡＴＡＡＧＣＴＴＴＴＧＡＴＴＡＣＴＡＣＣＧＣＣＣＴＣＴＣＴＣＡ
ＣＡＴＴＡＣＴＴＴＴＡＡＣＡＡＧＣＡＧＴＡＴＡＧＴＡＧＡＡＡＡＴＧＧＡ
ＧＣＴＧＧＡＡＣＡＧＧＣＴＧＡＡＣＣＧＴＴＴＡＴＣＣＣＣＣＣＣＴＴＴＣＴ
ＴＣＴＧＣＴＡＴＣＧＣＣＣＡＣＧＧＡＧＧＡＧＣＴＴＣＴＧＴＡＧＡＣＴＴ
ＡＧＣＴＡＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＡＣＡＴＴＴＡＧＣＣＧＧＡＡＴＣＴＣＡＴＣ
ＣＡＴＴＴＴＡＧＧＡＧＣＣＧＴＡＡＡＴＴＴＣＡＴＴＡＣＣＡＣＡＧＴＴＡ
ＴＴＡＡＴＡＴＡＣＧＡＴＣＡＡＣＣＧＧＡＡＴＴＡＣＡＴＴＣＧＡＣＣＧＴ
ＡＴＡＣＣＴＴＴＡＴＴＴＧＴＴＴＧＡＧＣＡＧＴＴＧＴＡＴＴＡＡＣＡＧＣＣ
ＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣＴＡＣＴＴＴＣＣＴＴＡＣＣＡＧＴＡＴＴＡＧＣＴＧＧＡ
ＧＣＴＡＴＴＡＣＡＡＴＡＴＴＡＴＴＡＡＣＴＧＡＣＣＧＡＡＡＴＴＴＡＡＡＴ

ＡＣＴＴＣＡＴＴＣＴＴＣＧＡＣＣＣＡＧＣＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＡＣＣＣ
Ｔ￣３′ꎮ 将所测序列通过数据库(ＮＣＢＩ)比对查找瘤

胫实蝇已公布的登录序列ꎬ并进行综合比较分析ꎬ
最后选定登录号为 ＫＦ６５９８１２ꎬ下载其登录号的

ＦＡＳＴＡ 格式ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ￣Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 进行人工筛

选设计引物ꎬ再利用 Ｏｌｉｇｏ ６.４４ 对引物进行评定和

评价ꎬ最后利用 ＮＣＢＩ 数据库中提供的 Ｐｒｉｍｅｒ￣
ＢＬＡＳＴ 程序检查同源序列ꎬ筛选设计种特异性引

物ꎮ 最终选择的鉴定瘤胫实蝇的种特异性引物为

ＬＪＦ４００ 和 ＬＪＲ５６４ꎮ 引物由上海英潍捷基贸易有限

公司 合 成ꎮ 特 异 性 引 物 ＬＪＦ４００ 的 序 列 为 ５′￣
ＡＣＴＣＴＧＴＴＴＡＧＣＣＧＧＧＡＴＣＴ￣３′ꎻ ＬＪＲ５６４ 的序列为

５′￣ＣＣＧＧＣＴＡＡＡＡＣＴＧＡＴＧＧＡＧＡ￣３′ꎮ
１.２.３　 引物 ＳＳ￣ＣＯⅠ的种特异性的测试 　 选用瘤

胫实蝇为阳性对照ꎬ其余的 １９ 种实蝇为阴性对照ꎬ
设置反应的体系和条件ꎬ在定量梯度 ＰＣＲ 仪上测

试本试验所设计引物的种特异性ꎮ 利用凝胶成像

分析仪检测扩增出的目标片段ꎮ
１.２.４　 引物 ＳＳ￣ＣＯⅠ的灵敏度测试 　 利用核酸蛋

白分析仪对提取的瘤胫实蝇 ＤＮＡ 模板的浓度进行

测试ꎬ并将其 ＤＮＡ 模板浓度按 １０－１、１０－２、１０－３倍 ３
种梯度稀释ꎬ使用种特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ测
试引物的灵敏度ꎮ
１.２.５　 引物 ＳＳ￣ＣＯⅠ的种特异性的验证 　 利用由

云南口岸局提供的在我国云南边境监测到的瘤胫

实蝇虫样ꎬ包括解剖到的果蔬中的幼虫(饲养到成

虫并经过形态鉴定)等不同虫态虫样 １２ 份提取的

ＤＮＡ 为模板ꎬ使用种特异性引物 ＬＪＦ４００ 和 ＬＪＲ５６４
进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ验证该方法的稳定性与准确性ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 引物 ＳＳ￣ＣＯⅠ的种特异性测试

提取各虫样基因组 ＤＮＡ 并进行质量检测ꎬ可
见所有实蝇 ＤＮＡ 均能扩增出约 ７００ ｂｐ 单一且清晰

的目标条带(张桂芬等ꎬ２０１３)ꎬ结果见图 １ꎮ
测试筛选设计引物的种特异性ꎬ结果表明:仅

瘤胫实蝇在长度约 １６５ ｂｐ 位置扩增出一条清晰且

单一的目标条带ꎬ其他 １９ 种实蝇种类均未出现任

何条带(图 ２)ꎮ 本试验对从西双版纳、海口、勐腊

口岸 ３ 个口岸诱捕的瘤胫实蝇样本和阴性对照的

１９ 份实蝇样本的 ＤＮＡ 模板重复试验 ３ 次ꎬ结果均

一致ꎬ表明本试验筛选设计的种特异性引物 ＬＪＦ４００
和 ＬＪＲ５６４ 具有较强的特异性和稳定性ꎮ
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得到的 ＰＣＲ 产物经上海英潍捷基贸易有限公

司测序ꎬ将测序所得到的序列提交数据库(ＮＣＢＩ)
经 ＢＬＡＳＴ 检查同源序列ꎬ结果表明:该段序列与数

据库中的瘤胫实蝇序列具 １００％的一致性ꎮ

图 １　 采用通用型引物 ＬＣＯ１４９０ 和 ＨＣＯ２１９８ 对 ２０ 种实蝇提取的 ＤＮＡ 模板的质量检测结果
Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｍｍｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ ＬＣＯ１４９０ ａｎｄ ＨＣＯ２１９８ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ＤＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ２０ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｆｌｉｅｓ
Ｍ:１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ:１:瘤胫实蝇ꎻ２:洋桃果实蝇ꎻ３:番石榴果实蝇ꎻ４:橘小实蝇ꎻ５:辣椒果实蝇ꎻ６:锈红果实蝇ꎻ７:瑞丽果实蝇ꎻ

８: 腿端黑实蝇ꎻ９:五指山实蝇ꎻ１０:二颜带实蝇ꎻ１１:瓜实蝇ꎻ１２:黑颜实蝇ꎻ１３:近黑颜实蝇ꎻ１４:黑膝实蝇ꎻ１５:具条实蝇ꎻ
１６:南亚寡鬃实蝇ꎻ１７:滇寡鬃实蝇ꎻ１８:何氏华实蝇ꎻ１９:瓜棍腹实蝇ꎻ２０:枣实蝇ꎻ２１:空白对照ꎮ

Ｍ: １００ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ:１: Ｂ. ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔａꎻ ２: Ｂ. ｃａｒａｍｂｏｌａｅꎻ ３: Ｂ. ｃｏｒｒｅｃｔａꎻ ４: Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓꎻ ５: Ｂ. ｌａｔｉｆｒｏｎｓꎻ ６: Ｂ. ｒｕｂｉｇｉｎａꎻ
７: Ｂ. ｒｕｉｌｉｅｎｓｉｓꎻ ８: Ｂ. ａｔｒｉｆｅｍｕｒꎻ ９: Ｂ. ｗｕｚｈｉｓｈａｎａꎻ １０: Ｂ. ｃｉｌｉｆｅｒａꎻ １１: Ｂ. ｃｕｃｕｒｂｉｔａｅꎻ １２: Ｂ. ｄｉａｐｈｏｒａꎻ

１３: Ｂ. ｐａｒａｔｅｒꎻ １４: Ｂ. ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｓꎻ １５: Ｂ. ｓｃｕｔｅｌｌａｔａꎻ １６: Ｂ. ｔａｕꎻ １７: Ｂ. ｍｏｄｉｃａꎻ
１８: Ｂ. ｈｏｃｈｉｉꎻ １９: Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｒｎｉｓꎻ ２０: Ｃ. ｖｅｓｕｖｉａｎａꎻ ２１: ｄｄＨ２Ｏ.

图 ２　 瘤胫实蝇引物 ＬＪＦ４００ 和 ＬＪＲ５６４ 的种特异性测试
Ｆｉｇ.２　 Ｔｅｓｔ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ＬＪＦ４００ ａｎｄ ＬＪＲ５６４ ｆｏｒ Ｂ. ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔａ

Ｍ:１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ:１:瘤胫实蝇ꎻ２:洋桃果实蝇ꎻ ３:番石榴果实蝇ꎻ４:橘小实蝇ꎻ５:辣椒果实蝇ꎻ６:锈红果实蝇ꎻ７:瑞丽果实蝇ꎻ
８:腿端黑实蝇ꎻ９:五指山实蝇ꎻ１０:二颜带实蝇ꎻ１１:瓜实蝇ꎻ１２:黑颜实蝇ꎻ１３:近黑颜实蝇ꎻ１４:黑膝实蝇ꎻ１５:具条实蝇ꎻ

１６:南亚寡鬃实蝇ꎻ１７:滇寡鬃实蝇ꎻ１８:何氏华实蝇ꎻ１９:瓜棍腹实蝇ꎻ２０:枣实蝇ꎻ２１:空白对照ꎮ
Ｍ:１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ:１: Ｂ. ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔａꎻ ２: Ｂ. ｃａｒａｍｂｏｌａｅꎻ ３: Ｂ. ｃｏｒｒｅｃｔａꎻ ４: Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓꎻ ５: Ｂ. ｌａｔｉｆｒｏｎｓꎻ ６: Ｂ. ｒｕｂｉｇｉｎａꎻ

７: Ｂ. ｒｕｉｌｉｅｎｓｉｓꎻ ８: Ｂ. ａｔｒｉｆｅｍｕｒꎻ ９: Ｂ. ｗｕｚｈｉｓｈａｎａꎻ １０: Ｂ. ｃｉｌｉｆｅｒａꎻ １１: Ｂ. ｃｕｃｕｒｂｉｔａｅꎻ １２: Ｂ. ｄｉａｐｈｏｒａꎻ
１３: Ｂ. ｐａｒａｔｅｒꎻ １４: Ｂ. ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｓꎻ １５: Ｂ. ｓｃｕｔｅｌｌａｔａꎻ １６: Ｂ. ｔａｕꎻ １７: Ｂ. ｍｏｄｉｃａꎻ

１８: Ｂ. ｈｏｃｈｉｉꎻ １９: Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｒｎｉｓꎻ ２０: Ｃ. ｖｅｓｕｖｉａｎａꎻ ２１: ｄｄＨ２Ｏ.

２.２　 引物 ＳＳ￣ＣＯⅠ的灵敏度测试

利用核酸蛋白分析仪提取的瘤胫实蝇 ＤＮＡ 模

板的浓度ꎬ测试结果为 ５５.９７ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎮ 将其稀释

至 ３ 种不同梯度浓度后ꎬ进行 ＤＮＡ 模版最低阈值

的测定ꎬ结果在原浓度稀释 １０－１倍后ꎬ仍可见有明

显条带(图 ３)ꎬ说明该引物具有较高的灵敏度ꎮ
２.３　 引物 ＳＳ￣ＣＯⅠ的种特异性的验证

取瘤胫实蝇虫样:西双版纳瘤胫实蝇 ８ 份、海

口瘤胫实蝇 ２ 份、勐腊瘤胫实蝇 ２ 份ꎬ共 １２ 份实蝇

提取的 ＤＮＡ 模板进行种特异性测试验证ꎬ均显示

出目标条带ꎮ 结果表明:本试验 ＳＳ￣ＣＯⅠ种特异性

引物可以快速鉴定靶标实蝇瘤胫实蝇ꎬ鉴定结果与

形态学鉴定结果一致(图 ４)ꎬ验证结果也表明 ＳＳ￣
ＣＯⅠ引物具有较强的特异性和稳定性ꎬ可以应用于

瘤胫实蝇的鉴定ꎮ
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图 ３　 瘤胫实蝇引物 ＬＪＦ４００ 和 ＬＪＲ５６４ 的
灵敏度测试

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ＬＪＦ４００ ａｎｄ ＬＪＲ５６４
ｏｆ Ｂ. ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔａ

Ｍ:１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１:１００ꎻ２:１０－１倍ꎻ３:１０－２倍ꎻ
４:１０－３倍ꎻ５:空白对照ꎮ

Ｍ: １００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ １: １００ꎻ ２: １０－１ ｔｉｍｅｓꎻ ３: １０－２ ｔｉｍｅｓꎻ
４: １０－３ ｔｉｍｅｓꎻ ５: ｄｄＨ２Ｏ.

图 ４　 瘤胫实蝇的种特异性引物(ＳＳ￣ＣＯⅠ)
验证结果

Ｆｉｇ.４　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＳ￣ＣＯⅠ ｆｏｒ Ｂ. ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔａ
Ｍ:１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１~８:西双版纳瘤胫实蝇ꎻ９~１０:
海口瘤胫实蝇ꎻ１１~１２:勐腊瘤胫实蝇ꎻ１３:空白对照ꎮ

Ｍ:１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ １－８: Ｂ. ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔａ ｏｆ Ｘｉｓｈｕａｎｇｂａｎｎａꎻ
９－１０: Ｂ. ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔａ ｏｆ Ｈａｉｋｏｕꎻ １１－１２:
Ｂ. ｔｕｂｅｒｃｕｌａｔａ ｏｆ Ｍｅｎｇｌａꎻ １３: ｄｄＨ２Ｏ.

３　 讨论
３.１　 引物的特异性是鉴定靶标实蝇的关键

本试验选用线粒体基因 ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ作为标记

基因ꎬ 研究筛选设计了特异性引物 ＬＪＦ４００ 和

ＬＪＲ５６４ꎬ测试监测到的瑞丽果实蝇、滇寡鬃实蝇和

口岸进境果蔬中检疫截获的 ２０ 种的实蝇虫样ꎬ并
对西双版纳、海南海口和勐腊口岸诱捕监测的瘤胫

实蝇的成虫和成虫的腿节、翅膀等残体共 １２ 份提

取到的 ＤＮＡ 模板进行 ＰＣＲ 扩增、测试验证ꎬ仅瘤胫

实蝇能稳定地扩增出一条长度约 １６５ ｂｐ 的单一且

清晰的特异性目标条带ꎬ其他 １９ 种实蝇均无任何

条带发现ꎬ验证了本试验筛选设计引物的种特异

性ꎬ表明引物的特异性是鉴定靶标实蝇的关键ꎮ
３.２　 应用种特异性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物建立快速鉴定方

法的可行性

近年来ꎬ分子标记技术发展迅速ꎬ也逐步被应

用于实蝇类害虫不同虫态的鉴定ꎮ 本研究基于

ｍｔＤＮＡ ＣＯⅠ基因技术ꎬ设计靶标瘤胫实蝇种特异

性 ＳＳ￣ＣＯⅠ引物ꎬ对 １８ 个同属近缘种和其他属 ２ 种

共 ２０ 种实蝇样本进行鉴定ꎬ时间只需 ８ ｈꎬ解决了

口岸在进境果蔬中截获的幼虫虫态实蝇ꎬ需要饲养

至成虫后进行形态鉴定的周期长和饲养环境条件

局限等存在的问题ꎮ 研究表明:检测到的 ＤＮＡ 模

板浓度可低至 ５.５９７ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ用量低ꎬ且具有较高

的灵敏度ꎮ 可见ꎬ建立的 ＳＳ￣ＣＯⅠ种特异性引物的

检测方法ꎬ只要能提取到 ＤＮＡꎬ就能实现对靶标种

的鉴定ꎬ用时短ꎬ快速准确ꎬ并具有可行性ꎮ
实蝇科昆虫具有重要经济意义ꎬ种类多ꎬ目前

已完成线粒体基因组测序的实蝇科种类只有 ３ 属

ｌ４ 个物种(姜帆等ꎬ２０１６)ꎬ更多实蝇科昆虫种类的

线粒体基因组序列的分析研究有待进一步深入ꎮ
应用特异性引物 ＳＳ￣ＣＯⅠ检测技术快速鉴定ꎬ不仅

适用于不同虫态实蝇的鉴定ꎬ也能利用实蝇成虫的

残体部分ꎬ如腿节残肢、翅膀等ꎬ提取到微量的

ＤＮＡꎬ即可快速鉴定ꎬ该方法为其他实蝇的种特异

性引物检测技术的研究提供了参考ꎬ对开展和促进

进境果蔬的实蝇检疫鉴定有着积极的作用和现实
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ｔｔ) ( Ｄｉｐｔｅｒａ: Ｔｅｐｈｒｉｔｉｄａｅ ) ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｙｔｏ￣
ｃｈｒｏｍｅ ｏｘｉｄａｓｅ ( ＣＯ Ⅰ) ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. Ｇｅｎｅｔｉｃａꎬ １４０
(３): ８３－９１.

ＮＡＲＤＩ Ｆꎬ ＣＡＲＡＰＥＬＬＩ Ａꎬ ＢＯＯＲＥ Ｊ Ｌꎬ ＲＯＤＥＲＩＣＫ Ｇ Ｋꎬ
ＤＡＬＬＡＩ Ｒꎬ ＦＲＡＴＩ Ｆꎬ ２０１０. Ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｌｉｖｅ ｆｌｙ
ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｍｕｌｔｉ￣ｒｅｇｉｏｎａｌ ｈｏｓｔ ｓｈｉｆｔ ｔｏ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｏｌｉｖｅｓ: ｃｏｍ￣
ｐａｒａｔｉｖｅ ｄａｔｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅｓ. Ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ５７: ６７８－６８６.
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􀅰４８１􀅰 生物安全学报　 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｓａｆｅｔｙ 第 ３１ 卷　


