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基于通用引物的多重 PCＲ 对小圆胸小蠹的分子鉴定
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摘要: 本研究利用通用引物的多重 PCＲ 方法开展小圆胸小蠹 Euwallacea fornicatus 的分子鉴定，以期探究多重

PCＲ 在昆虫分子鉴定中的可行性，并为开展小圆胸小蠹的有效、准确鉴定及综合防治等提供重要依据。使用多

重 PCＲ 方法扩增了小圆胸小蠹的 COI、16S 和 28S 的 3 个分子片段，并将获得的目的序列在 GenBank 中进行

BLAST 比对; 利用 MEGA 7 计算方胸小蠹属不同种间的遗传距离，并基于邻接法和最大似然法分别构建单基因

系统发育树。结果表明: 多重 PCＲ 可以用于小圆胸小蠹分子序列的获取; 基于 COI 和 16S 的遗传距离分析表明

了小圆胸小蠹的种内遗传距离均小于 2% ; 基于单个基因构建的系统发育树均显示本研究扩增的小圆胸小蠹 COI
和 16S 序列与 GenBank 中获取的小圆胸小蠹 COI 和 16S 序列聚为一支。多重 PCＲ 可以应用于小圆胸小蠹的分子

鉴定，该方法不仅可以提高物种鉴定的准确率，还可以减少 PCＲ 过程中的时间和 DNA 消耗。
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Abstract: In this study，the multiplex PCＲ with universal primers was used to conduct molecular
identification of Euwallacea fornicatus，so as to explore the feasibility of multiplex PCＲ in the molecular
identification of insect and provided an important basis for the effective and accurate identification and
integrated control of E. fornicatus. Three molecular fragments of COI，16S and 28S were amplified by
multiplex PCＲ，and the target sequences were blasted in GenBank. The genetic distance of Euwallacea
was calculated using MEGA 7. Phylogenetic analyses were performed based single-locus using neighbor-
joining and maximum likelihood approaches. Our results indicated that the multiplex PCＲ method could
be used to obtain molecular sequences of E. fornicatus. The genetic distance analysis based upon single-
locus showed that the intra-specific genetic distance within E. fornicatus were all less than 2%。Phylogenetic
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trees constructed based on a single gene showed that COI and 16S sequences of E. fornicatus amplified in
this study were clustered together with those COI and 16S sequences of E. fornicatus obtained from
GenBank. Multiplex PCＲ could be applied to the molecular identification of E. fornicatus，which could
not only improve the accuracy of species identification，but also reduced the time and DNA consumption
in the PCＲ process.
Key words: Multiplex PCＲ; Euwallacea fornicatus; molecular identification; COI; 16S rDNA;

28S rDNA

小 圆 胸 小 蠹 Euwallacea fornicatus Eichhoff，
1868 隶属于鞘翅目 Coleoptera 象甲科 Curculionidae
小蠹亚科 Scolytinae 方胸小蠹属 Euwallacea ( Smith
et al. ，2019) 。该虫在我国分布广泛，主要分布于

福建、海 南、广 东、广 西、台 湾、四 川、云 南、
贵州等地，国外则分布于东南亚、澳洲、美洲的

23 个 国 家 和 地 区 ( Ｒabaglia et al. ，2006; Hulcr
et al. ，2007; 何华和伍苏然，2016 ) 。小圆胸小蠹

是一种国际性的重大林木害虫，也是近年国内外

爆发成灾的重大蛀干害虫之一，其寄主植物十分

广 泛， 在 全 球 范 围 内 包 括 63 科 342 种

( Cooperband et al. ，2016; 李巧等，2018) 。小圆胸

小蠹主要通过虫、菌结合来危害寄主植物，成虫

在寄主植物体内羽化后，即开始钻蛀到新寄主植

物枝干内进行产卵。在成虫钻蛀的过程中，其体

表携带的真菌孢子散落在蛀道内，并开始生长。
菌丝的过度生长会阻塞寄主植物的维管束，影响

树体水分传输，与该虫共同危害树木 ( Walgama，

2012; 何华和伍苏然，2016; 李巧等，2018) 。
对害虫进行快速、准确地鉴定是实施害虫防

治的基础和关键。目前，对于农业害虫的鉴定大

都采用传统的形态学方法，但昆虫形态学鉴定主

要是以成虫为研究对象，而昆虫的卵、幼虫和蛹

的形态特征很难辨认。因此，利用以分子生物学

手段为基础的 DNA 条形码技术对害虫进行分子鉴

定，能够在很大程度上弥补形态学鉴定中的不足。
Hebert 等 ( 2003 ) 首次提出 DNA 条形码的概念，

即利用线粒体细胞色素氧化酶亚基 I ( mitochondrial
cytochrome c oxidase subunit I，COI) 约 658 bp 的分

子片段对物种进行快速鉴定。目前，该技术已广

泛应用于象甲科昆虫的新种描述和物种鉴定等领

域，并 展 现 出 了 极 大 的 应 用 潜 力 ( Skuhrovec
et al. ，2018; Cognato et al. ，2020 ) 。除 序 列 COI
外，在鞘翅目昆虫 DNA 条形码研究中涉及的分子

片段还包括核基因的 28S rDNA ( 28S) 、18S rDNA
( 18S) 、延长 因 子 EF-1α 等，线 粒 体 基 因 的 16S

rDNA ( 16S ) 、12S rDNA ( 12S ) 、COII 等 ( 张媛

等，2011) 。
多重 PCＲ ( multiplex PCＲ) 是指在一次 PCＲ

反应体系中同时加入多对引物，从而产生多条目

的片段的技术，最早由 Chamberlain 等 ( 1988 ) 提

出。目前，多重 PCＲ 技术主要应用于病原微生物

的快 速 检 测: 如 Potrykus 等 ( 2014 ) 利 用 多 重

PCＲ 成功检测了欧洲马铃薯 Solanum tuberosum L.
上侵染的 Pectobacterium 病 原 菌; Kim 等 ( 2015 )

则利用多重 PCＲ 成功检测了感染人类的 5 种 Vibrio
病原菌。该技术目前也被应用于节肢动物物种的

鉴定中，如王彦坤等 ( 2020 ) 利用 COI 和 16S 的

通用引物结合双重 PCＲ 技术对 3 纲 8 目 14 科的

14 种节肢动物物 种 进 行 了 鉴 定，结 果 显 示 双 重

PCＲ 技术不仅可以保证物种鉴定的高准确率，还

可以明显减少时间与 DNA 样本量的消耗。然而，

关于使用多重 PCＲ 技术 ( 即在一个反应体系内同

时扩增 3 个或 3 个以上的分子标记) 对昆虫进行

快速鉴定仍未见报道，其可行性需要进一步探究。
本研究选择在鞘翅目分子鉴定中常用的 COI、

16S 和 28S 三个分子片段，利用多重 PCＲ 的方法

开展小圆胸小蠹的分子鉴定。目的在于: 一方面

探究多重 PCＲ 在昆虫分子鉴定中的可行性，另一

方面建立小圆胸小蠹的分子鉴定方法，以期为开

展小圆胸小蠹的有效、准确鉴定及综合防治等提

供重要依据。

1 材料与方法

1. 1 标本采集

小圆胸小蠹成虫样本采自于广东省潮州市潮

安 区 凤 凰 镇 ( 纬 度: 23. 851108; 经 度:

116. 632647; 海拔: 539. 32 m) 。田间采集后，至

于无水乙醇中保存，带回实验室至于 － 20℃ 低温

贮存 备 用。成 虫 的 形 态 鉴 定 主 要 依 据 Gomez 等

( 2018) 和 Smith 等 ( 2019) 的文献描述。
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图 1 小圆胸小蠹成虫生态照

Fig. 1 Ecological photograph of the adults of Euwallacea fornicatus

1. 2 基因组 DNA 的提取

血 液 /组 织 /细 胞 基 因 组 织 提 取 试 剂 盒

( TIANamp Genomic DNA Kit) 用于目标昆虫 DNA
的提取。选择小圆胸小蠹后足组织用于 DNA 的提

取，详细的提取步骤严格按照试剂盒的说明书进

行。提取后的 DNA 至于 － 20℃保存备用。
1. 3 PCＲ 扩增及测序

试验设计了 4 组多重 PCＲ 体系， ( 1 ) COI +
28S + 16S; ( 2) COI + 16S; ( 3) COI + 28S; ( 4)

16S + 28S; 并且分别扩增了 28S、16S 和 COI 的单

个片段。引物序列信息和参考文献见表 1。
PCＲ 扩 增 体 系 为 50 μL: PCＲ Mix 24 μL

( TransGen Biotech，Beijing) ，上下游引物各 1 μL，

DNA 模板 1 μL，然后使用无菌水补充至 50 μL。
反应程序为: 94℃ 预变性 3 min; 94℃ 变性 30 s，
50℃ 退火 30 s，72℃ 延伸 1 min，共 35 个循环;

72℃最终延伸 5 min。最后将 PCＲ 产物在 1. 5% 琼

脂糖凝胶中电泳，经 EB 染色后，在紫外灯下照

射，对符合目的片段长度的产物进行回收，并送

至上海生工生物工程有限公司进行双向测序。

表 1 本研究使用的引物

Table 1 Primers used in this study

基因

Genes
引物

Primers
序列

Sequences
参考文献

Ｒeferences

COI LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al. ，1994

HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

16S 16S-F TＲACTGTＲCAAAGGTAGC Schulmeister，2003

16S-Ｒ TTAATTCAACATCGAGGTC

28S 28S Ｒd 4. 8a ACCTATTCTCAAACTTTAAATGG
Ｒobertson
et al. ，2013

28S Ｒd 7b1 GACTTCCCTTACCTACAT

1. 4 序列分析

在软件 Geneious 7. 1. 4 ( Kearse et al. ，2012 )

中将测序获得的基因序列进行拼接和人工校准，

去除两端引物。然后将拼接完成的序列输出文件

格 式 为 FASTA， 在 NCBI ( https: / /www. ncbi.
nlm. nih. gov / ) 网站上进行 BLAST 序列同源性分

析，以确认目的片段被扩增。使用软件 MEGA 7
( Kumar et al. ，2016) 分别统计了小圆胸小蠹 COI、
16S 和 28S 的碱基组成。为了计算种间的遗传距

离，本研究从数据库中下载了部分小圆胸小蠹和

其它 方 胸 小 蠹 属 的 分 子 序 列， 并 利 用 MUSLE
( Edgar，2004 ) 对 序 列 进 行 比 对， 然 后 使 用

MEGA 7 分析各种间的遗传距离 ( 表 2 ) 。由于本

研究扩增的小圆胸小蠹的 28S 片段与数据库中小

圆胸小蠹的 28S 片段不属于同一区域，因此本研

究中 28S 的扩增仅用于探究多重 PCＲ 的可行性而

不用于后续的遗传距离计算和系统发育树的构建。
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表 2 本研究所用到的序列信息

Table 2 Information of sequences used in this study

基因

Gene
编号

No.
物种

Species
GenBank 登录号

GenBank ID

COI

1
小圆胸小蠹

Euwallacea fornicatus*
MT946291

2 小圆胸小蠹 E. fornicatus MG642816

3 小圆胸小蠹 E. fornicatus MH729189

4 E. funereus MN619929

5 E. semirudis MN619944

6 方胸小蠹某种 Euwallacea sp. KM406725

7 阔面方胸小蠹 E. validus KP250549

8 Xylosandrus borealis MN620064

16S

9 小圆胸小蠹 E. fornicatus* MT946906

10 小圆胸小蠹 E. fornicatus KU727059

11 小圆胸小蠹 E. fornicatus KU727060

12 小圆胸小蠹 E. fornicatus KU727063

13 坡面方胸小蠹 E. interjectus KM406655

14 方胸小蠹某种 Euwallacea sp. KM406651

15 阔面方胸小蠹 E. validus KM406662

16
单刻材小蠹

Xyleborus monographus
AJ495567

注: * 表示本研究新生成的序列。Note: * represented these
sequences were new generated in this study．

1. 5 系统发育树构建

本研究 分 别 基 于 单 个 分 子 片 段 使 用 邻 接 法
( Neighbor-Joining，NJ) 和最大似然法 ( Maximum
likelihood，ML) 用于系统发育树的构建。NJ 树的

构建 实 施 于 MEGA 7 中，基 于 K2P ( Kimura-2-
parameter) 双 参 数 模 型。ML 树 的 构 建 实 施 于
ＲAxML 8. 2. 8 ( Stamatakis，2014) 中，同时使用自

举值重复 1 000 次以检验各节点的可信度。在 ML
树构建之前，使用 Modeltest ( Posada and Crandall，
1998) 分别推算 COI 和 16S 数据集的最佳替换模

型。ML 分 析 在 CIPＲES Science Gateway 上 运 行
( Miller et al. ，2010) 。

2 结果与分析

2. 1 通用引物的多重 PCＲ 检测

基于通用引物的小圆胸小蠹的多重 PCＲ 检测

结果显示: 在包含 COI、16S 和 28S 的反应体系 1
中产生 3 条目的条带，但 COI 条带较弱。在包含

COI 和 16S 的体系 2 中，COI 条带也较弱，16S 则

产生明亮条带。对比包含 COI 和 28S 的体系 3 中，

COI 和 28S 均产生明亮条带。在包含 16S 和 28S 的

反应体系 4 中，也产生了 2 条明亮条带。此外，基

于单个 PCＲ 反应的 COI、16S 和 28S 均产生了符合

目的片段大小的明亮条带 ( 图 1) 。

图 2 小圆胸小蠹的多重 PCＲ 扩增结果

Fig. 2 Amplification result of Euwallacea fornicatus
with multiplex PCＲ

注: 1，Marker 2000; 2，COI + 16S + 28S; 3，COI + 16S;

4，COI + 28S; 5，16S + 28S; 6，COI; 7，16S; 8，28S。

2. 2 基因序列分析

将序列拼接完成、去除两端引物后，扩增得

到小圆胸小蠹的 COI 序列长度为 658 bp，16S 序列

长 度 为 302 bp，28S 序 列 长 度 为 908 bp。在

GenBank 中进行 BLAST 检索显示所获得序列为目

的序列。在 COI 的所有位点中，碱基 A、T、G 和

C 的 含 量 分 别 为 33. 0%、 33. 1%、 14. 9% 和

19. 0%，且 A + T 含量高于 G + C 含量。在 16S 的

所有位点中，碱基 A、T、G 和 C 的含量分别为

37. 4%、39. 0%、15. 1% 和 8. 5%，且 A + T 含量

高于 G + C 含量。在 28S 的所有位点中，碱基 A、
T、G 和 C 的含量分别为 24. 3%、21. 8%、29. 9%
和 24. 0%，而 A + T 含量稍低于 G + C 含量。本研

究新测序的分子序列均已上传至 GenBank 中; COI
登录 号 为 MT946291，16S 登 录 号 为 MT946906，

28S 登录号为 MT940909。
2. 3 遗传距离分析

基于 COI 的遗传距离分析显示本研究扩增获

取的序列与数据库中小圆胸小蠹的 COI 序列的遗

传距离为 0. 009 ～ 0. 014; 而与其它方胸小蠹属的
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遗传距离为 0. 104 ～ 0. 162 ( 表 3) 。基于 16S 的遗

传距离分析显示本研究扩增获取的序列与数据库

中小圆胸小蠹的 16S 序列的遗传距离为 0. 000 ～

0. 007; 而与其它方胸小蠹属的遗传距离为 0. 081 ～
0. 114 ( 表 4) 。

表 3 基于 COI 基因的小圆胸小蠹与其它小蠹的遗传距离分析

Table 3 Genetic distance between Euwallacea fornicatus and other species of Euwallacea based on COI gene

编号 No. 1 2 3 4 5 6 7

1

2 0. 014

3 0. 014 0. 009

4 0. 134 0. 140 0. 148

5 0. 147 0. 161 0. 153 0. 159

6 0. 104 0. 113 0. 110 0. 130 0. 155

7 0. 162 0. 160 0. 164 0. 172 0. 153 0. 158

注: 表中编号 1 ～ 7 与表 2 中编号相对应。Note: Number 1 ～ 7 in this table correspond to those in table 2．

表 4 基于 16S 基因的小圆胸小蠹与其它小蠹的遗传距离分析

Table 4 Genetic distance between Euwallacea fornicatus and other species of Euwallacea based on 16S gene

编号 No. 8 9 10 11 12 13 14

8

9 0. 007

10 0. 000 0. 007

11 0. 004 0. 011 0. 004

12 0. 089 0. 097 0. 089 0. 085

13 0. 081 0. 085 0. 081 0. 081 0. 109

14 0. 114 0. 122 0. 114 0. 118 0. 119 0. 140

注: 表中编号 8 ～ 14 与表 2 中编号相对应。Note: Number 8 ～ 14 in this table corresponded to those in table 2．

2. 4 系统发育树构建

系统发育分析结果表明，无论是基于何种建

树方法还是不同的分子片段，本研究扩增的小圆

胸小蠹的分子序列与数据库中小圆胸小蠹的分子

序列均聚为一支，且得到较高的支持率 ( 图 2，

图 3) 。此外，小圆胸小蠹与其它方胸小蠹属的物

种区分明显，表明 COI 和 16S 分子序列可作为小

圆胸小蠹分子鉴定的依据。

3 结论与讨论

DNA 条形码鉴定的前提是 DNA 条形码间隙

( barcode gap) 的存在，即种间遗传距离大于种内

遗传 距 离 ( Hebert et al. ，2003; 2004; Puillandre

et al. ，2012; Taylor and Harris，2012 ) 。Hebert 等
( 2004) 指出种间遗传距离分化至少应大于种内遗

传分化的 10 倍; 然而，后续的研究表明遗传距离

阈值对于 不 同 类 群 来 说 是 不 一 致 的 ( Havermans
et al. ，2011; Song et al. ，2018) 。例如，2% ～ 3%
被表明适用于膜翅目、蜉蝣目、襀翅目和毛翅目

部分 类 群 的 种 类 鉴 定 ( Monaghan et al. ，2005;

Zhou et al. ，2010; Webb et al. ，2012; Schmidt
et al. ，2015) ; 3% ～5%适用于一些双翅目和鞘翅

目物种的种类鉴定 ( Lin et al. ，2015; Nzelu et al. ，

2015; Huang et al. ，2020) ; 而 6% ～ 8% 则适用于

毛 翅 目 纹 石 蛾 科 Hydropsychidae 的 物 种 鉴 定
( Pauls et al. ，2010) 。在本研究中，基于 COI 基因

的遗传距离分析表明本研究扩增的小圆胸小蠹的
DNA 条形码序列与数据库中的序列差异小于 2%，
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图 3 基于 COI 基因的小圆胸小蠹与其它小蠹构建的系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic tree of Euwallacea fornicatus and other species of Euwallacea based on COI gene
注: 图中节点旁边为自举值 ( 左: NJ; 右: ML) ，红色方形表示本研究中生成的序列。Note: Numbers at
nodes represented bootstrap value for NJ ( left) and ML ( right) ． Ｒed rectangle represented this sequence was new
generated in this study．

图 4 基于 16S 基因的小圆胸小蠹与其它小蠹构建的系统发育树

Fig. 4 Phylogenetic tree of Euwallacea fornicatus and other species of Euwallacea based on 16S gene
注: 图中节点旁边为自举值 ( 左: NJ; 右: ML) ，红色方形表示本研究中生成的序列。Note: Numbers at nodes represented
bootstrap value for NJ ( left) and ML ( right) ． Ｒed rectangle represented this sequence was new generated in this study．

而和其它方 胸 小 蠹 属 的 序 列 差 异 则 为 10. 4% ～
16. 2%。同样地，在基于 16S 基因的遗传距离分析

中也揭示了本研究扩增的小圆胸小蠹的 16S 序列

与数据库中小圆胸小蠹的 16S 序列具有极高的相

似性。目前，一些研究表明基于 COI 单个分子的

物种鉴定结果经常被一些偏差所影响，包括假基

因的存在、不完全谱系选择和基因渗透 ( Funk and
Omland，2003; Dupuis et al. ，2012; Talavera et al. ，

2013; Huang et al. ，2020 ) 。因此，为了增加分子

鉴定的可信度，其它的基因片段，如 12S、16S、
18S 和 28S 被提出作为互补的分子片段用于物种鉴

定 ( Leray et al. ，2013; Elbrecht et al. ，2016) 。本

研究中，利用多个分子片段同时用于小圆胸小蠹

的分子鉴定，遗传距离和系统发育分析的结果表

明 COI 和 16S 分子片段可用于小圆胸小蠹的快速、
准确鉴定，同时也强调了使用多个分子片段在准

确鉴定物种方面的重要性。
在本研究中，首次使用 3 对通用引物来开展小

圆胸小蠹的分子鉴定，并探究多重 PCＲ 在昆虫中

应用的 可 行 性。结 果 表 明，在 设 置 的 4 个 多 重
PCＲ 反应体系中均可以产生符合目的片段大小的

单一条带。但在体系 1 和体系 2 中，COI 产生的条

带则较暗，通过比较体系 3 和体系 4 中的引物配

置，推测由于体系 1 和体系 2 中包含了 16S 的扩增
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引物，从而影响了 COI 的扩增效果。引物的选择

与优化被认为是影响多重 PCＲ 效果的最主要因素

( Elnifro et al. ，2000 ) 。由于 COI 和 16S 同属于线

粒体基因，且大多数昆虫线粒体基因组排列与昆

虫线粒 体 基 因 组 原 始 排 列 顺 序 一 致 ( Cameron，

2014) ，因此这两个片段的引物可能会发生相互干

扰。由于本研究中的多重 PCＲ 反应体系为 50 μL，

使得仍可以通过胶回收获取足量的 COI 扩增产物

以满足测序的要求。为解决在多重 PCＲ 反应中部

分条带较弱的问题，一些研究提出在反应体系中

增加对应引物的量，可以有效的增加引物与模板

结合 的 概 率 ( Elnifro et al. ，2000; 郝 少 东 等，

2015) 。
本研究证实了多重 PCＲ 应用于昆虫分子鉴定

的可行性。在一个 PCＲ 反应体系中产生的多条分

子序列，不仅提高了物种鉴定的准确率，而且节

省了 PCＲ 反应所需时间和模板的消耗; 在样品材

料十分珍贵的情况下，这两点显得尤为重要。此

外，通过 COI、16S 和 28S 提供的序列信息和多重

PCＲ 方法，建立了小圆胸小蠹的分子鉴定方法，

为开展小圆胸小蠹的准确鉴定及综合防治等奠定

了基础。考虑到当前数据库丰富的分子序列和引

物设计的便捷，建议在研究不同类群时挑选合适

的基因和不同的引物组合，采用多重 PCＲ 开展物

种的鉴定工作，以增加物种鉴定的准确性。
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