
　!"#$% &'(#)*#"$ ##' 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

实 验 方 法 与 技 术

犈狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犕犲狋犺狅犱牔犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔

收稿日期：　２０１８ ０１１８　　　修订日期：　２０１８ ０３ １２
基金项目：　国家重点研发计划（２０１７ＹＦＣ１２００６００，２０１６ＹＦＣ１２０１２００）；农业部“９４８”项目（２０１６Ｘ４８）

 通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｇｕｉｆｅｎｚｈａｎｇ３＠１６３．ｃｏｍ

重大检疫性害虫玉米根萤叶甲的种特异性

犛犛犆犗Ⅰ快速检测技术研究
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摘要　玉米根萤叶甲在欧洲和美国是一种严重为害玉米的入侵性害虫，传播速度快，侵入我国的可能性极高。本文

针对其难以快速准确进行形态鉴别的问题，以玉米根萤叶甲为研究对象，以其他９种／生物型叶甲总科常见害虫为

参照，采用基于ＣＯⅠ基因的种特异性ＰＣＲ方法（ｓｐｅｃｉｅｓｓｐｅｃｉｆｉｃＣＯⅠ，ＳＳＣＯⅠ），研究其快速分子检测鉴定技术。

通过提取１０种／生物型叶甲ＤＮＡ和通用型引物扩增测序，获得其基因片段的碱基序列，并比对分析设计１对玉米

根萤叶甲特异性引物（ＤｖｖＺＣＥ１／ＤｖｖＺＣＦ１），其扩增片段为４６２ｂｐ。种特异性检验结果显示，该对引物只对玉米根

萤叶甲的ＣＯⅠ基因具有扩增能力，对其他常见叶甲类害虫，包括玉米双斑长跗萤叶甲、榆黄毛萤叶甲、黄曲条跳

甲、油菜蚤跳甲、黄点直缘跳甲、莲草直胸跳甲、枸杞负泥虫以及褐足角胸叶甲的棕黄型和蓝绿型没有扩增能力，该

对引物不仅对成虫有很好的扩增效果，对单粒卵、２龄幼虫以及成虫残体（包括触角、头部、胸部、腹部、前足、后足）

也具有同样的扩增效果，其最低检出阈值为１０２．７３ｐｇ／μＬ（相当于１／１２２８８０头雌性成虫）。玉米根萤叶甲特异性ＳＳ

ＣＯⅠ检测技术在其口岸检疫，以及有效阻截中具有重要意义。

关键词　玉米根萤叶甲；　ＳＳＣＯⅠ标记；　种特异性引物；　快速鉴定；　分子检测
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ＬｅＣｏｎｔｅ，又名玉米切根叶甲，属于鞘翅目，叶甲总

科，叶甲科，萤叶甲亚科，根萤叶甲属；原产于北美洲

的南部和中美洲的北部，是为害玉米的一种世界性

毁灭性检疫害虫［１２］，２００７年农业部将根萤叶甲属

列入《中华人民共和国进境植物检疫性有害生物名

录》［３］。玉米根萤叶甲的成虫和幼虫均可造成为害，

且幼虫较成虫为害更为严重；寄主植物包括禾本科、

菊科、豆科及葫芦科等，而玉米受害最为严重［４］。其

中，成虫主要以玉米植株的雌穗花丝，雄穗花穗、花

粉，叶片以及玉米的幼嫩籽粒等为食，亦可取食其他

植物的花粉和叶片；为害叶片时成虫主要取食叶片

的上表皮，形成玻璃窗样不规则的半透明条形斑；授

粉期为害雌穗花丝使花穗呈齐头剪断状，影响玉米

的授粉和受精，导致结实不良［５６］。幼虫主要以玉米

的须根和主根或其他寄主植物如小麦、大豆、南瓜、

向日葵等的根为食［４，７９］；初孵幼虫取食须根，大龄

幼虫钻入根部组织内蛀食为害，不仅影响水分和养

分的输送，形成瘪粒造成减产，甚或使植株干枯死

亡；此外，幼虫钻蛀所形成的伤口还可诱发病菌侵

染，导致植株根部腐烂，引发植株倒伏，甚至死

亡［５６，１０１１］。倘若防治不及时，可造成玉米减产１０％

～４０％，甚至高达９０％的产量损失
［１２１３］。如在欧

洲，据测算玉米根萤叶甲每年可造成大约４．７２亿欧

元的损失［１４］；在美国，则每年可造成大约８亿美元

的玉米产量损失和２亿美元的防治费用，并因此被

冠以“十亿美元害虫”的名号［５］。此外，玉米根萤叶

甲还可以传播玉米褪绿斑驳病毒（ＭＣＭＶ），使玉米

病毒病流行［１５］，造成绝产绝收。

１９５５年之前，玉米根萤叶甲主要在美国的中西

部地区发生与为害，是该地区玉米的一种重要害

虫［５］。然而，在此后的５０年间却以每年４４～１２５ｋｍ

的速度迅速向东扩张，１９８５－２００５年扩散至大西洋

沿岸并在北美和中美地区广泛分布，发生区域主要

包括加拿大、美国、墨西哥、哥斯达黎加、危地马拉和

尼加拉瓜等国家［１６］。１９９２年，玉米根萤叶甲首次在

位于欧洲东南部的塞尔维亚（前南斯拉夫）首都贝尔

格莱德国际机场附近的玉米田被发现［１７］，之后在欧

洲迅速扩散蔓延［１８１９］，目前已在阿尔巴尼亚、奥地

利、白俄罗斯、比利时、波黑（波斯尼亚 黑塞哥维

那）、保加利亚、克罗地亚、捷克共和国、法国、德国、

希腊、匈牙利、意大利、黑山共和国、荷兰（已根除）、

波兰、罗马尼亚、俄罗斯联邦、塞尔维亚（前南斯拉

夫）、斯洛伐克、斯洛文尼亚、瑞士、乌克兰、英国等

２４个国家发生与为害，使玉米产业遭受了严重打

击［９，１８１９］；已经成为欧美乃至世界玉米产业的一种

毁灭性害虫［１８１９］。尽管目前我国尚未有玉米根萤叶

甲的发生，然而由于我国每年从疫情发生国如美国、

匈牙利等大量进口玉米（海关信息网ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．

ｈａｉｇｕａｎ．ｉｎｆｏ／），其侵入我国的可能性极大
［２０］；进一

步的定性与定量风险分析表明，该种根萤叶甲属于

高度危险性有害生物（综合风险值为２．０８）
［２１］，并且

我国玉米的主要种植区域（如东北平原和华北平原）

与其适生区域高度吻合［２２］。因此加强对玉米根萤

叶甲的检疫检验和检测监测，是保障我国玉米，以及

小麦、向日葵等产业健康发展的首要前提。

以往，叶甲类害虫的识别与鉴定主要是依据成

虫的外部形态特征。玉米根萤叶甲为小型甲虫类昆

·０１１·
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虫，成虫体长约４．４～６．８ｍｍ，与其他近缘种叶甲的

形态极为相似［２３］，未经专业训练的普通植保植检人员

很难对其进行准确识别；至于它的卵（长０．６５ｍｍ、宽

０．４５ｍｍ，初产为白色，近孵化时为淡黄色）、幼虫

（初孵半透明，几近无色或白色）和蛹［１，２３］，即使是经

过专业培训亦难以将其与近缘种快速区分开来。故

而，本研究拟以线粒体ＤＮＡ细胞色素Ｃ氧化酶亚

基Ｉ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂ

ｍｉｔＩ，ｍｔＤＮＡＣＯⅠ）基因为靶标，研究建立靶定玉

米根萤叶甲的种特异性（ｓｐｅｃｉｅｓｓｐｅｃｉｆｉｃＣＯⅠ，ＳＳ

ＣＯⅠ）ＰＣＲ检测技术体系，以期为玉米根萤叶甲快

速检测鉴定，有效防范其侵入我国提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　供试虫源

玉米根萤叶甲分别来自匈牙利和美国，寄主植

物均为玉米；本文涉及的其他叶甲总科昆虫共计９

种，相关具体信息详见表１。

表１　玉米根萤叶甲及其近缘种的标本信息

犜犪犫犾犲１　犇犻犪犫狉狅狋犻犮犪狏犻狉犵犻犳犲狉犪狏犻狉犵犻犳犲狉犪犔犲犆狅狀狋犲犪狀犱狅狋犺犲狉犾犲犪犳犫犲犲狋犾犲狊狌狊犲犱犻狀狋犺犲狆狉犲狊犲狀狋狊狋狌犱狔

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

寄主植物

Ｈｏｓｔｐｌａｎｔ

采集地点

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

采集时间／

年 月

Ｄａｔｅ

叶甲科Ｃｈｒｙｓｏｍｅｌｉｄａｅ

　萤叶甲亚科Ｇａｌｅｒｕｃｉｎａｅ

　　玉米根萤叶甲犇犻犪犫狉狅狋犻犮犪狏犻狉犵犻犳犲狉犪狏犻狉犵犻犳犲狉犪ＬｅＣｏｎｔｅ 玉米 Ｍａｉｚｅ 匈牙利格德勒Ｇｏｄｏｌｌｏ，Ｈｕｎｇａｒｙ ２０１５ ０７

玉米 Ｍａｉｚｅ 美国密苏里 Ｍｉｓｓｏｕｒｉ，ＵＳＡ ２０１３ １０

　　双斑长跗萤叶甲犕狅狀狅犾犲狆狋犪犺犻犲狉狅犵犾狔狆犺犻犮犪（Ｍｏｔｓｃｈｕｌｓｋｙ） 高粱Ｓｏｒｇｈｕｍ 甘肃兰州Ｌａｎｚｈｏｕ，Ｇａｎｓｕ，Ｃｈｉｎａ２０１３ ０８

　　榆黄毛萤叶甲犘狔狉狉犺犪犾狋犪犿犪犮狌犾犻犮狅犾犾犻狊（Ｍｏｔｓｃｈｕｌｓｋｙ） 榆树Ｅｌｍ 北京海淀Ｈａｉｄｉａｎ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ２０１６ ０７

　跳甲亚科Ａｌｔｉｃｉｎａｅ

　　黄曲条跳甲犘犺狔犾犾狅狋狉犲狋犪狊狋狉犻狅犾犪狋犪（Ｆａｂｒｉｃｉｕｓ） 小白菜ＳｅｅｄｌｉｎｇｏｆＣｈｉｎｅｓｅｃａｂｂａｇｅ 北京顺义Ｓｈｕｎｙｉ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１５ ０６

　　油菜蚤跳甲犘狊狔犾犾犻狅犱犲狊狆狌狀犮狋犻犳狉狅狀狊Ｂａｌｙ 二月兰Ｏｒｙｃｈｏｐｈｒａｇｍｕｓ 北京顺义Ｓｈｕｎｙｉ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１５ ０６

　　黄点直缘跳甲犗狆犺狉犻犱犪狓犪狀狋犺狅狊狆犻犾狅狋犪Ｂａｌｙ 黄栌Ｃｏｍｍｏｎｓｍｏｋｅｔｒｅｅ 北京海淀Ｈａｉｄｉａｎ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ２０１６ ０７

　　莲草直胸跳甲犃犵犪狊犻犮犾犲狊犺狔犵狉狅狆犺犻犾犪Ｓｅｌｍａｎ＆Ｖｏｇｔ 空心莲子草Ａｌｌｉｇａｔｏｒｗｅｅｄ 湖南长沙Ｃｈａｎｇｓｈａ，Ｈｕｎａｎ，Ｃｈｉｎａ２０１６ ０７

负泥虫科Ｃｒｉｏｃｅｒｉｄａｅ：负泥虫亚科Ｃｒｉｏｃｅｒｉｎａｅ

　　枸杞负泥虫犔犲犿犪犱犲犮犲犿狆狌狀犮狋犪狋犪Ｇｅｂｌｅｒ 枸杞Ｃｈｉｎｅｓｅｗｏｌｆｂｅｒｒｙ 北京海淀Ｈａｉｄｉａｎ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ２０１５ ０９

肖叶甲科Ｅｕｍｏｌｐｉｄａｅ：肖叶甲亚科Ｅｕｍｏｌｐｉｎａｅ

　　褐足角胸叶甲（棕黄型）

　　犅犪狊犻犾犲狆狋犪犳狌犾狏犻狆犲狊（Ｍｏｔｓｃｈｕｌｓｋｙ）ｂｉｏｔｙｐｅｂｒｏｗｎｙｅｌｌｏｗ
玉米Ｍａｉｚｅ 北京顺义Ｓｈｕｎｙｉ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１５ ０７

　　褐足角胸叶甲（蓝绿型）犅．犳狌犾狏犻狆犲狊ｂｉｏｔｙｐｅｂｌｕｅｇｒｅｅｎ 玉米Ｍａｉｚｅ 北京顺义Ｓｈｕｎｙｉ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２０１５ ０７

１．２　犇犖犃提取

以玉米根萤叶甲以及其他９种／生物型叶甲（包

括双斑长跗萤叶甲、榆黄毛萤叶甲、黄曲条跳甲、油

菜蚤跳甲、黄点直缘跳甲、莲草直胸跳甲，枸杞负泥

虫、褐足角胸叶甲（棕黄型）和褐足角胸叶甲（蓝绿

型））为对象，以盐渍法［２４］略加改进，提取单头叶甲总

ＤＮＡ。将单头叶甲成虫的部分组织（其中，黄曲条跳

甲和油菜蚤跳甲为单头整个虫体，其余种类均为腹部

１／４）置于１．５ｍＬ的离心管中，加入液氮后以玻璃研

磨棒充分研磨，然后以１５０μＬ缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１％ＳＤＳ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ；ｐＨ８．０）分２次清洗研磨棒，混匀，加入５μＬ

蛋白酶Ｋ（２０ｍｇ／ｍＬ），充分混匀后于６０℃水浴１ｈ

（中途混匀１次）；然后沸水浴８ｍｉｎ，加入２２０μＬ氯

仿／异戊醇（犞∶犞＝２４∶１）抽提液，轻柔混匀数十次

后，冰上放置３０ｍｉｎ；４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

取上清液约３５０μＬ移入另一离心管，加入８００μＬ

预冷的无水乙醇，轻轻混匀，待出现少量絮状沉淀后

于－２０℃放置３０ｍｉｎ；４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

小心弃去上清液。加入３００μＬ预冷的７５％乙醇洗

涤，４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，小心弃去上清

液；然后将离心管倒扣于洁净滤纸上，自然干燥

３０ｍｉｎ后每管加入３０μＬ超纯水，充分溶解，以超微

量分光光度计（ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒＴＭＰ３３０，Ｉｍｐｌｅｎ，

Ｍｕｎｉｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）测定提取的ＤＮＡ浓度，－４０℃

保存备用。

１．３　叶甲类昆虫犆犗Ⅰ基因序列的犘犆犚扩增

以玉米根萤叶甲以及其他９种／生物型常见叶

甲总科害虫的ＤＮＡ为模板，以ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因

的通用型引物对ＬＣＯ１４９０／ＨＣＯ２１９８（上游引物和下
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２０１９

游引物的碱基序列分别为ＬＣＯ１４９０：５′ＧＧＴＣＡＡ

ＣＡＡＡＴＣＡＴＡ ＡＡＧＡＴＡ ＴＴＧＧ３′和ＨＣＯ２１９８：

５′ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ３′）

进行ＰＣＲ扩增，扩增片段的长度约为６８０ｂｐ
［２５］。

ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，其中，１０×Ｂｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ
２＋）

２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，上游引物和下

游引物（５ｐｍｏｌ／Ｌ）各为０．５μＬ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶

（２．５Ｕ／μＬ，北京全式金生物技术有限公司产品）

０．３μＬ，模板ＤＮＡ２．０μＬ，以１８．７μＬ超纯水补齐。

扩增程序为９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５１℃３０ｓ，

７２℃５０ｓ，３５个循环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ扩

增反应在基因扩增仪（ＡＢＩ９７００）上运行。取５μＬ

ＰＣＲ产物在含有ＧｏｌｄＶｉｅｗ的１．０％（犠∶犞）琼脂糖

凝胶上以９０Ｖ电泳（ＢｉｏＲａｄＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ）分离

４５ｍｉｎ后，以ＧｅｌＤｏｃＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄＩＩ型凝胶成

像系统（ＢＩＯＲＡＤＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）检测电泳结果。经

电泳检测验证合格的ＰＣＲ产物，送生工生物工程

（上海）股份有限公司进行双向测序。依据标本采集

情况，分别检测３～８头。

１．４　玉米根萤叶甲犛犛犘犆犚引物的设计

根据本研究中测序获得的玉米根萤叶甲和其他

９种／生物型叶甲以及数据库中已公开的玉米根萤

叶甲的碱基序列，以软件ＭＥＧＡ６、Ｏｌｉｇｏ７进行比对

分析，设计玉米根萤叶甲特异性ＳＳＣＯⅠ引物１对

（ＤｖｖＺＣＥ１／ＤｖｖＺＣＦ１），上游引物ＤｖｖＺＣＥ１的碱基

序列为５′ＧＴＡＣＧＡＧＣＡＧＡＡＴＴＡＧＧＡＡＧＧ

３′，下游引物 ＤｖｖＺＣＦ１的碱基序列为５′ＡＡＴ

ＴＡＣＧＡＣＡＧＣＴＣＡＡＡＣＡＡＡＴＡＧＧ３′（生工

生物工程（上海）股份有限公司协助合成），可扩增出

４６２ｂｐ的片段。

１．５　犛犛犆犗Ⅰ引物的种特异性和灵敏性检验

分别以田间常见９种／生物型叶甲的成虫ｍｔＤＮＡ

为模板，以玉米根萤叶甲为阳性对照，检验玉米根萤

叶甲ＳＳＣＯⅠ引物 ＤｖｖＺＣＥ１／ＤｖｖＺＣＦ１的种特异性。

ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，其中１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ（含

Ｍｇ
２＋），ｄＮＴＰｓ０．５μＬ（０．２ｍｍｏｌ／Ｌ），上游引物和

下游引物各０．５μＬ（５ｐｍｏｌ／Ｌ），犜犪狇ＤＮＡ聚合酶

（５Ｕ／μＬ）０．３μＬ，模板ＤＮＡ２μＬ，超纯水１８．７μＬ。

反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５３℃３０ｓ，

７２℃４０ｓ，３５个循环；最后７２℃ 延伸７ｍｉｎ。每种

叶甲分别检测８头成虫。同时，以卵（单粒）、２龄幼

虫（腹部１／３）以及成虫残体［包括触角（１对）、头部、

胸部（１／２）、腹部（１／４）、前足（１对）、后足（１对）］

ＤＮＡ为模板，进行灵敏性检验；以梯度稀释的单头雌

性成虫（腹部１／４）ＤＮＡ为模板，进行最低检测阈值测

定，每种虫态／成虫残体或浓度梯度分别检测８头。

２　结果与分析

２．１　叶甲类昆虫犆犗Ⅰ基因５′端序列扩增及犛犛犆犗Ⅰ

标记分析

　　以玉米根萤叶甲以及其他９种／生物型叶甲即

双斑长跗萤叶甲、榆黄毛萤叶甲、黄曲条跳甲、油菜

蚤跳甲、黄点直缘跳甲、莲草直胸跳甲、枸杞负泥虫、

褐足角胸叶甲（棕黄型）和褐足角胸叶甲（蓝绿型）成

虫的 ｍｔＤＮＡ 为模板，以通用型引物 ＬＣＯ１４９０／

ＨＣＯ２１９８进行ＰＣＲ扩增。电泳检测结果显示，１０

种叶甲均能扩增出一条清晰的目的片段（图１）；对

经电泳检测合格的ＰＣＲ产物进行双向测序，结果表

明，该片段约６８０ｂｐ，为线粒体ＤＮＡＣＯⅠ基因５′

端的克隆片段。根据１０种叶甲的测序结果设计玉

米根萤叶甲特异性ＳＳＣＯⅠ引物１对（ＤｖｖＺＣＥ１／

ＤｖｖＺＣＦ１），其扩增片段的大小为４６２ｂｐ。

图１　犿狋犇犖犃犆犗Ⅰ基因通用型引物犔犆犗１４９０／犎犆犗２１９８

对玉米根萤叶甲及其他９种／生物型常见叶甲的

扩增结果电泳检测

犉犻犵．１　犌犲犾犻犿犪犵犲狊狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犮狅狀狊狅犳犇犻犪犫狉狅狋犻犮犪狏犻狉犵犻犳犲狉犪

狏犻狉犵犻犳犲狉犪犪狀犱狅狋犺犲狉狀犻狀犲犮狅犿犿狅狀犾犲犪犳犫犲犲狋犾犲狊狆犲犮犻犲狊／犫犻狅狋狔狆犲狊

狌狊犻狀犵犿狋犇犖犃犆犗Ⅰ犵犲狀犲狌狀犻狏犲狉狊犪犾狆狉犻犿犲狉狆犪犻狉犔犆犗１４９０／犎犆犗２１９８

２．２　玉米根萤叶甲犛犛犆犗Ⅰ引物种特异性检验

以玉米根萤叶甲和其他９种／生物型常见叶甲的

成虫ＤＮＡ为模板，以上述所设计的特异性ＳＳＣＯⅠ引

·２１１·
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物对ＤｖｖＺＣＥ１／ＤｖｖＺＣＦ１进行ＰＣＲ扩增，电泳检测结

果显示，该引物只对玉米根萤叶甲具有扩增效果，对

其他９种近缘种／生物型叶甲不具有扩增能力，表明

该对引物为玉米根萤叶甲的特异性引物（图２）。

图２　玉米根萤叶甲犛犛犆犗Ⅰ引物犇狏狏犣犆犈１／犇狏狏犣犆犉１种特异性检验

犉犻犵．２　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狅犳犿狋犇犖犃狅犳犇犻犪犫狉狅狋犻犮犪狏犻狉犵犻犳犲狉犪狏犻狉犵犻犳犲狉犪狌狊犻狀犵犛犛犆犗Ⅰ

狆狉犻犿犲狉狆犪犻狉犇狏狏犣犆犈１／犇狏狏犣犆犉１

２．３　玉米根萤叶甲犛犛犆犗Ⅰ引物灵敏性检验

以玉米根萤叶甲的卵、２龄幼虫、雄性成虫以及

雌性成虫及其残体ＤＮＡ为模板，以ＳＳＣＯⅠ引物

ＤｖｖＺＣＥ１／ＤｖｖＺＣＦ１进行ＰＣＲ扩增，电泳检测结果显

示，不同虫态、不同性别以及雌性成虫的不同残体均

能稳定地扩增出４６２ｂｐ的特异性靶标片段（图３）。

图３　特异性引物犇狏狏犣犆犈１／犇狏狏犣犆犉１对玉米根萤叶甲卵、幼虫及成虫残体的犛犛犆犗Ⅰ犘犆犚扩增结果电泳检测

犉犻犵．３　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狅犳犿狋犇犖犃狅犳犲犵犵，犾犪狉狏犪犪狀犱犪犱狌犾狋犱犲犫狉犻狊狅犳犇犻犪犫狉狅狋犻犮犪狏犻狉犵犻犳犲狉犪狏犻狉犵犻犳犲狉犪

狌狊犻狀犵犛犛犆犗Ⅰ狆狉犻犿犲狉狆犪犻狉犇狏狏犣犆犈１／犇狏狏犣犆犉１
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２．４　玉米根萤叶甲犛犛犆犗Ⅰ引物的检测阈值

将玉米根萤叶甲雌性成虫ＤＮＡ模板以２倍递

减梯度进行稀释，检测结果显示，当ＤＮＡ浓度稀释

为１０２．７３ｐｇ／μＬ（相当于１／１２２８８０头雌性成虫）

时，所有个体均可扩增出４６２ｂｐ的靶标片段，而且

条带清晰明亮（图４）。

图４　特异性引物犇狏狏犣犆犈１／犇狏狏犣犆犉１对玉米根萤叶甲的检测阈值

犉犻犵．４　犜犺狉犲狊犺狅犾犱狅犳犛犛犆犗Ⅰ狆狉犻犿犲狉狆犪犻狉犇狏狏犣犆犈１／犇狏狏犣犆犉１犻狀犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犿狋犇犖犃狅犳犇犻犪犫狉狅狋犻犮犪狏犻狉犵犻犳犲狉犪狏犻狉犵犻犳犲狉犪

３　讨论

玉米根萤叶甲是玉米的毁灭性害虫，也是我国

禁止进境的植物检疫性有害生物，极易随进口玉米

（如青储玉米）（海关信息网ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｈａｉｇｕａｎ．

ｉｎｆｏ／）等的国际贸易活动侵入我国
［９］。玉米根萤叶

甲主要以幼虫取食玉米须根、蛀食玉米主根，使植

株倒伏乃至死亡［５６］，同时还可传播玉米褪绿斑驳

病毒，使病毒病大流行［１５］，造成玉米绝产绝收，一

旦传入将严重影响我国玉米产业以及小麦等其他

禾本科粮食作物的健康发展，严重威胁我国粮食安

全和生态安全。

玉米根萤叶甲可以藏匿在植物生长介质中的

卵，钻蛀在根或根茎中的幼虫，以及隐藏在嫩芽、

叶片、茎秆、花序中的成虫等，借助贸易活动进行

远距离传播［９］。目前，玉米根萤叶甲尚未入侵我

国，但该种叶甲已在２０多个国家包括我国的邻邦

俄罗斯发生，并且进一步传播扩散趋势明显，其潜

在适生区与我国玉米的主要种植区极度吻合［２２］，

因此研发快速准确的检测鉴定技术是防止玉米根

萤叶甲入侵我国，保障我国粮食安全和生态安全的

紧要前提，而以往基于外部形态特征的比较形态学

鉴定法不能满足快速通关和有效阻截的基本需求。

本研究研发的玉米根萤叶甲特异性ＳＳＣＯⅠ检测

技术专一性强，只对玉米根萤叶甲具有扩增作用，

对其他常见的近缘种叶甲没有扩增效果。而且，该

检测技术的灵敏度高，不仅可以检测玉米根萤叶甲

的单粒卵，还可检测成虫的残体，包括头部、胸部、

腹部以及触角、前足、后足等；以成虫ＤＮＡ为模板

进行梯度稀释，其最低检测阈值为１０２．７３ｐｇ／μＬ，

相当于１／１２２８８０头雌性成虫。将特异性引物Ｄｖ

ｖＺＣＥ１／ＤｖｖＺＣＦ１扩增片段的测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ

进行比对，结果显示，该片段与玉米根萤叶甲的同

源性为９９％～１００％，而与其他种类昆虫的同源性

为８７％～９０％，包括同属近缘种十一星根萤叶甲

犇犻犪犫狉狅狋犻犮犪狌狀犱犲犮犻犿狆狌狀犮狋犪狋犪（Ｌ．）（同源性８８％）和

巴氏根萤叶甲犇犻犪犫狉狅狋犻犮犪犫犪狉犫犲狉犻Ｓｍｉｔｈ＆Ｌａｗｒｅｎｃｅ

（同源性９０％）（ｈｔｔｐｓ：∥ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ＃７４３１７２７６０）。显示该检测技术完全可

以用于口岸进境植物检疫中玉米根萤叶甲的检测。

目前，基于分子生物学的叶甲类昆虫识别鉴定

技术研究时有报道，如 ＲＦＬＰ（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔ

ｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）技术
［２６２７］、基于ｍｔＤＮＡＣＯⅠ单

基因［２８］和ｍｔＤＮＡＣＯⅠ／ｒＤＮＡＩＴＳ２联合基因
［２９］
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的条形码技术、实时荧光ＰＣＲ技术
［３０］等。然而，这

些技术各具优缺点，比如ＲＦＬＰ技术操作较为繁琐

且需要酶切，对ＤＮＡ的需求量也比较大；ＤＮＡ条

形码技术需要对ＰＣＲ产物进行回收纯化、序列测定

及比对分析；实时荧光ＰＣＲ技术所需要的仪器设备

较为昂贵、应用受限。种特异性ＳＳＣＯⅠ技术由基

于多拷贝的ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因标记技术发展而来，

具有特异性强、操作简便、检测灵敏度高，与实时荧

光ＰＣＲ技术的检测灵敏度相当
［３０］，以及谱带单一、

结果直观、重复性能好等诸多优点，完全可以用于大

规模快速检测分析［３１］。
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