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苹果蠹蛾线粒体 DNA COⅠ基因克隆与序列分析*
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摘 要 本研究采集新疆阿拉尔地区苹果蠹蛾 Cydia pomonella(L． )幼虫，对其线粒体 DNA 细胞色素氧化酶Ⅰ亚

基(COⅠ)基因进行了扩增、克隆和测序，并对 COⅠ序列进行了分析。结果显示:苹果蠹蛾 DNA 扩增出的 COⅠ基

因序列片段长度为 709 bp，序列中 A + T 含量极高，占 68. 7%，而 G + C 的含量只有 31. 3%。经基因序列比对，与

其它几种食心虫的同源性为 85. 4% ～ 88. 1%，遗传距离为 0. 130 ～ 0. 162;采用 NJ 法构建了卷蛾科系统树，所得的

聚类结果与传统的分类结果基本一致。本研究结果为苹果蠹蛾快速鉴定的 DNA 条形码技术研究提供重要基础。
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Abstract The mitochondrial COⅠ gene fragment of codling moth Cydia pomonella (L． ) specimens from the Alar area of

Xinjiang was amplified via PCR and the PCR products were purified，cloned and sequenced． 709 bp nucleotide sequences

were obtained with a very high A + T content (68. 7% ) and relatively low G + C content (31. 3% ) ． Comparing the COⅠ
sequence of the codling moth with that of several other moth species，the homologies of nucleotides ranged from 85. 4% to

88. 1% and the genetic distances ranged from 0. 130 to 0. 162. Reconstructing the molecular phylogenetic tree of the

Tortricidae with the Neighbor-Joining ( NJ ) method produced a result in accord with the traditional morphological

classification． The results of this study provide an important basis for the rapid identification of C． pomonella with DNA

barcode technology．
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苹果蠹蛾 Cydia pomonella( L． )原产于欧洲，
对苹果、桃、杏、樱桃、胡桃、油桃、石榴、山楂、李、
枣、梨等多种水果都能造成极大危害(秦晓辉等，
2006)。张学祖(1957)首次发现苹果蠹蛾在我国
新疆局部发生，到目前为止该虫已传入我国甘肃、
内蒙古、宁夏、黑龙江、辽宁省的多个县市(秦占毅
等，2007;许永锋，2008;武宇鹏和陆俊姣，2011)。
随着我国水果产品的大量进口、出口和在国内频

繁调运，苹果蠹蛾从我国新疆等地以及邻国传入
内地的可能性迅速加大。一旦传入，势将对我国
的水果生产造成重大损失，也对我国的水果出口
产生严重影响(张孝峰，2008)。因此，在农产品的
贸易运输中对该虫的准确鉴定十分重要。但是，
苹果蠹蛾幼虫的鉴定目前仍是一个难题，特别是
对于非昆虫专业人员而言。随着分子生物学和信
息技术的发展，分子鉴定已成为时代潮流，其已越
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来越广泛地应用于各个实践领域。其中，以线粒
体 COⅠ基因序列为基础的 DNA 条形码技术在物
种鉴定方面的优势已经在学术界备受关注(肖金
花等，2004; 宁淑萍等，2008; 钱路和安 榆林，
2009)。鉴于线粒体 COⅠ基因在物种鉴别方面的
独特优点，相对于传统形态鉴定，分子鉴定不受待
测物种的生物型，性别和发育阶段的限制，方法简
便，成本低廉，非专业人员也可以利用合适的分子
标记进行物种鉴定，目前已在国境卫生检疫中昆
虫等物种的鉴定方面得到应用(欧阳小艳，2007;
谭玲等，2009)。为了揭示苹果蠹蛾 DNA 的分子
特性，更好地利用 DNA 条形码信息，建立快速高
效的苹果蠹蛾鉴定方法，本研究对苹果蠹蛾线粒
体中的 DNA COⅠ基因片段进行了克隆，并对获得
的序列进行了分析。

1 材料与方法
1. 1 主要试剂

DNA 提取试剂盒 ( EasyPure Genomic DNA
Kit)、DNA 凝胶回收试剂盒 ( EasyPure Quick Gel
Extraction Kit)、Taq DNA 聚合酶(EasyTaqTM DNA
Polymerase )、TA 载 体 ( pEASYTM-T1 Cloning
Vector)、DH5α 感受态细胞 ( Trans5α Chemically
Competent Cell)等均购自北京全式金生物技术有
限公司。PCR 扩增引物由上海生工生物工程有限
公司合成。

1. 2 虫源
选择新疆阿拉尔地区苹果蠹蛾危害较重的香

梨园，在树干老翘皮下，采集老熟幼虫带回室内，
放入 25℃的人工气候箱保存备用。

1. 3 苹果蠹蛾总 DNA 提取
使用 DNA 提取试剂盒 ( EasyPure Genomic

DNA Kit)提取苹果蠹蛾总 DNA。挑选活跃健康的
苹果蠹蛾幼虫，用蒸馏水冲洗 3 次，放在灭菌的载
玻片上，用灭菌的手术刀切取 20 ～ 50 mg 的组织，
按照 DNA 提取试剂盒说明书步骤提取总 DNA。
用核酸浓度分析仪测定提取的苹果蠹蛾总 DNA
浓度、纯度。

1. 4 苹果蠹蛾 COⅠ基因片段 PCR 扩增
PCR 反应采用 25 μL 反应体系，其中含有

DNA 模板 2 μL、10 × buffer (Mg2 + ) 2. 0 μL、10
μmol·L － 1引物各 1 μL、2 mmol·L － 1 dNTPs 2. 0

μL、Taq DNA 聚合酶(5U /mL)0. 5 μL。PCR 反应
条件为:95℃变性 3 min，94℃ 1 min，47℃ 1 min，
72℃1 min 30 s，35 个循环后 72℃ 延伸 10 min。
PCR 产物经琼脂糖电泳后置于紫外透射仪上观察
照相。

1. 5 COⅠ基因片段的克隆与序列分析
使用手术刀从凝胶中回收 PCR 产物，然后使

用 DNA 凝胶回收试剂盒 ( EasyPure Quick Gel
Extraction Kit)纯化。在连接酶的作用下将高纯度
的 PCR 产物与载体连接，实现外源片段的克隆。
连接反应(15 μL 体系) 中含 DNA 10 μL、pUC18
载体 2. 5 μL、5 × buffer 1. 5 μL、T4 ligase (3 U /
μL) 1 μL，16℃放置过夜(用 PCR 仪)。将连接产
物转化到感受态细胞中，涂布于含有异丙基-β-D-
硫代吡喃半乳糖苷( IPTG)、Xgal、抗生素 (氨苄青
霉素，Amp)的 LA 平板，37℃培养 12 ～ 16 h，经蓝
白筛选，挑取白色菌落接种于含 Amp 的 LB 培养
基中 37℃摇床培养过夜，鉴定正确的克隆菌送上
海生工生物工程有限公司测序部测序。基因片段
核苷酸应用生物软件进行序列分析。

2 结果与分析
2. 1 苹果蠹蛾全基因组的提取

苹果蠹蛾全基因组提取后，经过 0. 8%琼脂糖
凝胶电泳，结果见图 1。试验提取的苹果蠹蛾基因
组 DNA 经紫外分光光度计测定，OD260 /OD280 值
界于 1. 8 ～ 2. 0 之间，表明其纯度较高;从电泳结
果看，DNA 条带清晰，无拖尾降解现象，可用于特
定核酸序列的扩增试验。

2. 2 苹果蠹蛾 COⅠ基因片段 PCR 扩增
苹果蠹蛾线粒体 COⅠ序列的扩增引物为无脊

椎动物通用引物:LCOI490 /HCO2198(上海生工生
物工程技术有限公司合成)。扩增的产物经 0. 8%
琼脂糖凝胶电泳，结果见图 2。电泳结果表明，扩
增的目的条带结果理想，具有很好的扩增特异性
和扩增效率。

2. 3 苹果蠹蛾 COⅠ基因片段序列分析
扩增到的目的片段回收克隆后所培养的菌液

送上海生物工程有限公司测序。经过重复测序，
测得目的片段有效序列大小为 709 bp。获得的序
列与卷蛾科几种食心虫线粒体 COⅠ基因同源性比
对结果见图 3 和图 4。从图 3 和图 4 中可以看出，
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图 1 苹果蠹蛾基因组 DNA

Fig． 1 Genome DNA of Cydia pomonella

1 ～ 4:总 DNA; M:marker。

1 － 4:genome DNA; M:marker．

图 2 苹果蠹蛾 COⅠ基因片段 PCR 扩增
Fig． 2 PCR amplification of mitochondrial

COⅠ gene fragment from Cydia pomonella

1 ～ 4:PCR 的产物; M:marker;下图同。

1 － 4:PCR products; M:marker． The same below．

所测序列与卷蛾科几种食心虫线粒体 COⅠ基因具
有很高的同源性，同源性为 85. 4% ～ 88. 1%，遗传
距离为 0. 130 ～ 0. 162，因此可以确定这序列为苹
果蠹蛾线粒体 COⅠ基因。序列中各个碱基组成分
别为 A 275 个、T 212 个、G 114 个和 C 108 个，A +
T 含量极高，占 68. 7%，而 G + C 的含量只有
31. 3%。AT 含量高是节肢动物线粒体 DNA 碱基
组成中普遍存在的现象。同时，也证实了 COⅠ扩

增产物来自线粒体 DNA，而非核基因组 DNA 或假
基因。苹果蠹蛾 COⅠ 基因序列已 经提 交到
GenBank，登录号为 JF707773。

2. 4 系统进化树的构建
为了比较本试验中所研究苹果蠹蛾和已报道

的卷蛾科其他食心虫线粒体 DNA COⅠ 基因的序
列差异，从 GenBank 中查找并下载了卷蛾科 4 属 5
种食心虫的 COⅠ序列进行比对。采用 NJ 法构建
了卷蛾科系统树，并对各分支均进行 1 000 次的重
复检验。从系统进化树(图 5)可知，6 种卷蛾科食
心虫聚在一起，分为 2 个大的支系。其中小食心
虫属的李小食心虫 Grapholita funebrana 和梨小食
心虫 G． molesta 聚为 1 支;然后与小卷蛾属的苹果
蠹蛾和白小卷蛾属的苹果白卷蛾 Spilonota ocellana

聚成的 1 支共同组成 1 个支系;而蛀果蛾属的桃
蛀果蛾 Carposina sasakii 和 C． smaragdias 单独聚
为 1 个支系，所得的聚类结果与传统的分类结果
基本一致。

3 讨论

细胞色素氧化酶亚基Ⅰ(COⅠ)基因是线粒体
基因组中研究较多的基因，由于其进化速度快，故
不仅适于种群水平差异的检测，也可用于种间分
析。目前已经将 COⅠ基因作为 1 种 DNA 条形码
(DNA barcode)，成功的应用于害虫种类的鉴定
(褚栋等，2005;潘程莹等，2006;欧阳小艳，2007;
游中华等，2007)。本研究扩增了苹果蠹蛾 COⅠ基
因 709 bp 片段，序列中 A + T 含量极高，占
68. 7%，而 G + C 的含量只有 31. 3% ;经基因序列
比对，与其它几种食心虫 COⅠ基因的同源性为
85. 4% ～ 88. 1%，遗传距离为 0. 130 ～ 0. 162;采用
NJ 法构建的卷蛾科系统树与传统的分类结果基本
一致，表明该序列为苹果蠹蛾线粒体 COⅠ基因。

苹果蠹蛾的传统鉴定方法是通过形态学特征
来识别，主要依赖于经验丰富的昆虫分类学专家。

但对于残片、虫卵、形态学上难以区分的幼虫，形
态学的鉴定就受到局限，同时鉴定所需时间长，不
适合检验检疫部门快速检疫通关的要求。随着分
子技术的发展，基于基因线粒体 DNA 细胞色素氧
化酶 I 亚基(COⅠ)基因的 DNA 条形码技术在昆
虫分子鉴定中已得到广泛应用，目前国内外关于
医学媒介蚊类和农业害虫实蝇的 DNA 条形码研



·1506· 应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology 49 卷

图 3 苹果蠹蛾和几种食心虫 COⅠ基因序列比对结果
Fig． 3 Comparison outcome of COⅠ gene sequence of Cydia pomonella with several other moth

苹果蠹蛾 Cydia pomonella JF707773，李小食心虫 Grapholita funebrana FJ217780，苹果白卷蛾 Spilonota

ocellana FJ412964，Carposina smaragdias GU828805，桃蛀果蛾 C． sasakii EF684934，梨小食心虫 G． molesta

FJ217765．

究项目已经展开，未来的发展趋势是将 DNA 条形
码与 DNA 芯片技术相结合 ( Pfunder et al．，2004;
Garaizar et al．，2006;Peplies et al．，2006)，建立一
套高通量、低成本、灵敏准确的快速检测技术。从
本研究的初步结果看，用苹果蠹蛾线粒体 COⅠ基
因进行食心虫种类鉴定，具有一定的可行性，有望
成为未来进出口检疫检验中的有利工具。
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