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摘  要  【目的】 DNA条形码技术是近年来生物分类鉴定的研究热点之一，已成为植物检疫性昆虫鉴定

的有力工具。为快速、准确地鉴定口岸截获的昆虫种类，实现“检得出、检得准、检得快”的要求，我们

研发了昆虫 DNA条形码试剂盒检测技术（Insect DNA barcoding identification kit）。【方法】 该检测技术

针对出入境植物检疫性及危险性昆虫的主要类群，选择合适的基因片段、设计引物、对目标基因进行扩增

测序，找出基因片段上区分每个物种的多态位点规律，作为该物种的鉴定特征并建立数据库，应用于植物

检疫性及危险性昆虫的物种鉴定。【结果】 以检疫性昆虫木蠹象属 Pissodes为例，确定了木蠹象属 5种昆

虫的多态位点规律（鉴定特征），构建了用于物种鉴定的数据库。通过比对数据库里的鉴定特征，将未知

样品鉴定为榛梢木蠹象 P. terminalis (相似度 100%)，与形态鉴定结果一致。本文介绍了检测技术的原理、

方法、技术流程及应用实例，并展望了其在有害生物检测中的推广应用前景。【结论】 昆虫 DNA条形码

试剂盒检测技术为建立标准化，准确性高的物种鉴定平台打下基础，有着良好的推广应用前景。 

关键词  DNA条形码，植物检疫，多态位点规律，鉴定特征 
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Abstract  [Objectives]  DNA barcoding has been one of the main focuses of insect taxonomic research in recent years and 

has become a powerful tool for the identification of plant quarantine insects. In order to accurately identify and intercept pest 

insects at ports of entry, we developed an insect DNA barcoding identification kit (IDK). This kit allows the quick and accurate 

identification of known, and potential, pest insects. [Methods]  New primers for specific insect genera or groups were 

designed to improve amplification efficiency. A combination of nucleotide diagnostic sites from molecular sequences of 

closely related species from the same genera was generated and a database was built specifically for species 

identification. [Results]  We took quarantine insects Pissodes for the example, the combination of nucleotide diagnostic sites 

(identification characteristics) of 5 Pissodes species were generated, and the database was bulit for species identification. One 

unidentified sample of Pissodes was compared to the identification characteristics stored in the library. Similarity between the 

query sequence and P. terminalis in database is 100%. This identification was confirmed by later morphological examination. 
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This paper introduces the principles, technical methods, identification process and application of this new kit, and discusses its 

prospective benefits for plant quarantine. [Conclusion] Insect DNA barcoding identification kit will lay a basis for 

establishment of standard and accurate species identification platform. It will has a good prospect of application. 

Key words  DNA barcoding, plant quarantine, combination of nucleotide diagnostic sites, identification characteristic 

 
 

随着世界经济、贸易一体化进程的加速，出

入境人员及货物逐年递增，特别是随着进口木材

及木质包装量持续增长，出入境检验检疫机构在

口岸截获的危险性林业有害生物的种类和数量

逐年递增。在世界各地造成严重危害的森林有害

生物，以及许多潜在的危险性有害生物如大兵压

境，严重威胁我国森林资源及国家生态安全（安

榆林等，2010；安榆林，2012）。 

有害生物物种的准确鉴定是检验检疫工作

中的重要一环。目前植物检疫性昆虫鉴定以形态

学方法为主，传统的形态鉴定存在一定的局限

性，如昆虫的早期形态与残缺虫体难以辨认、鉴

定结果受主观影响大、鉴定周期较长等，在一定

程度上影响了口岸检疫工作的准确性和疫情检

出率。DNA条形码技术（DNA barcoding）的发

展弥补了传统分类的诸多不足，为有害生物的分

子鉴定提供了新的手段（刘勇等，2010；岳巧云

等，2011；伏建国等，2012）。DNA条形码是利

用基因组中一段公认标准的、相对较短的 DNA

片段来进行物种鉴定的分子诊断新技术，是近年

来生物分类鉴定的研究热点。该技术广泛应用于

发现和描述新种或隐存种、物种分子鉴定、系统

发育等研究（Hebert et al.，2003a，2003b；Hebert 

and Gregory，2005）。 

常用的 DNA条形码的分析方法有 3种：建

树法、距离法、特征法（Sarkar et al.，2002；Hebert 

et al.，2003a；Hebert et al.，2004）。建树法和距

离法广受关注，但也面临一些问题和争议

（Hickerson et al.，2006；Trewick，2008；Yassin 

et al.，2010）。特征分析法是最新提出的分析方

法，是寻找某分类单元内成员共享、并可以将其

与其他分类单元区分开的固定核苷酸位点。一个

物种独特的碱基组合可以作为鉴定该种的诊断

特征，类似于经典分类学中的形态特征。特征法

在近缘物种的鉴定上有一定优势，表现出更高的

鉴定效力（Rach et al.，2008；Yassin et al.，2010；

Zou et al.，2012；杨聪慧等，2013；邹山梅，2013；

宋韶彬等，2014）。 

为快速、准确地鉴定口岸植物检疫截获的昆

虫，我们研发了昆虫 DNA条形码试剂盒检测技

术（DNA barcoding identification kit），将基因片

段上的核苷酸多态位点规律作为物种的鉴定特

征，并通过比对数据库进行物种鉴定。本文详细

介绍了检测技术的原理、方法、技术流程、应用

实例，并展望了该技术在有害生物检测中的推广

应用前景。 

1  研发原理 

昆虫 DNA条形码试剂盒检测技术针对我国

出入境植物检疫性及危险性昆虫的主要类群，选

择合适的目标基因片段，设计引物，提高扩增效

率。将目标基因序列上的多态位点规律作为物种

的鉴定特征，为检疫性物种建立身份证，构建数

据库，应用于检疫性及危险性昆虫的鉴定。通过

比对数据库中的鉴定特征，可以确定未知昆虫样

品的分类地位，并准确地将其与近似种区分开来

（图 1）。 

常用的昆虫条形码通用引物 LCO1490、

HCO2198，Jerry、Pat（Folmer et al.，1994；Simon 

et al.，1994）等在部分检疫性昆虫类群中的扩增

效率不高，导致物种无法准确鉴定。针对某属

（类）昆虫设计引物（或巢式引物），可以提高

PCR扩增效率和测序成功率，保证该类群的昆虫

在不同的实验条件下都能特异性扩增及准确测

序，确保实验的通用性和可重复性。使用新设计

的引物尽可能多的对该类群昆虫不同地理种群

的个体进行测序，结合从 Genbank，BOLD等公

开数据库下载的序列，找出该类群昆虫种内种间

均保守的碱基位点，将这些位点形成的保守碱基
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规律作为该类群的鉴定特征；将种内保守，种间

变异的多态位点形成的差异碱基规律作为种的鉴

定特征。种特有的碱基位点（标记性碱基），是指

基因片段上物种特有的多态位点，可用于进一步

的分子快速鉴定，如设计特异性引物或探针等。 

各物种的鉴定特征及标记性碱基信息储存

在数据库中。使用多态位点规律作为种的鉴定特

征，将昆虫种间的差异追溯到 DNA序列上碱基

的差异，直观形象。 

2  开发昆虫 DNA 条形码试剂盒的

方法 

昆虫 DNA条形码试剂盒的研制步骤：筛选

目标基因片段、设计引物、生成鉴定特征，构建

数据库。 

2.1  筛选目标基因片段 

选择合适的基因片段是确定鉴定特征的基

础。细胞色素 c 氧化酶亚基Ⅰ（Mitochondrial 

cytochrome c oxidase subunit Ⅰ，COⅠ）基因是

动物通用的物种鉴定标记，相对保守同时有足够

的变异，在许多动物类群中得到成功应用

（Hebert et al.，2003a）。对昆虫不同类群及不同

分类水平可采用不同的基因。常用的基因片段有

昆虫线粒体基因 COⅠ、COⅡ、12S rRNA、16S 

rRNA 等以及核基因 ITS2 等（Hebert et al.，

2003a； Yeap et al.，2009；张媛等，2011）。例

如检疫性昆虫天牛、小蠹、长蠹、实蝇、鳞翅目

等普遍采用 COⅠ基因（刘殿锋和蒋国芳，2005；

常虹等，2012；刘慎思，2012；郑斯竹，2012；

李婧，2013），白蚁使用 16s rRNA 、COⅡ等基

因（Yeap et al.，2009）。 

2.2  设计引物 

引物的扩增产物长度视基因片段类型而定，

COⅠ基因可以扩增 300～500 bp的短片段，运用

于 DNA降解严重的标本，短片段更容易扩增和

测序，准确性好；对于一些保存时间较长的昆虫

标本，可以使用巢氏 PCR 方法，提高扩增效率

和特异性（常虹等，2012；郑斯竹，2012）。 

 

图 1  检测技术的原理 

Fig. 1  Principle of identification technology 

 

 

图 2  物种鉴定流程图 

Fig. 2  Workflow of species identification 

 
为昆虫特定类群设计引物时，从公开数据库

下载序列进行比对分析。使用软件确定新引物的

通用性，引物结合的上下游保守区域在目标类群

所有序列中都应是保守的。尽可能多的对该类群

下物种的 DNA模板进行 PCR扩增，确定退火温

度范围，说明其通用性和灵敏性。PCR扩增产物

经琼脂糖凝胶电泳成像分析，目的条带应当清晰

明亮，没有杂带。对扩增产物纯化测序，得到双

向测序峰图文件。为确保测序结果的可靠性，需

对测序质量进行评估，去除测序结果两端的低质

量序列，序列方向应与 PCR 扩增正向引物方向

一致。质量评估以碱基的 Q 值为依据，可以通
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过 CodonCode软件查看（陈士林，2012）。需要

对所有序列的阅读框架进行确认, 没有出现碱

基缺失和插入现象, 能全部翻译成氨基酸序列，

排除线粒体假基因（Numts）的干扰。将测序结

果进行 BLAST比对，证明可以特异性扩增该基

因片段。 

2.3  生成鉴定特征  

使用新设计的引物尽可能多的对该类群昆

虫不同地理种群的个体进行扩增测序。对测序得

到和公开数据库下载的基因序列进行数据分析，

其中公开数据库的序列经过重新整理，排除了含

简并碱基的序列，未鉴定到种的序列。去除测序

结果两端的低质量序列，使用 MEGA 软件检验

序列是否能正确翻译为蛋白质，以确保序列的正

确性。应用 MEGA软件包中 CLUSTAL W软件

将序列剪切对齐，保证长度一致，种内的序列按

照统一格式命名，然后保存为 Fasta格式的文件。

以 COⅠ全序列（全长 1 545 bp）为参考序列，

确定多态位点的位置。 

我们自行设计了基因条码分析软件（植物有

害 生物检疫 鉴定系统 ， http://58.211.92.14/ 

sysinspect/comparegene.aspx），软件能够识别并

排除种内的变异位点，保证生成的多态位点规律

的准确性。登陆植物有害生物检疫鉴定系统，上

传比对好的序列文件，软件会自动输出该昆虫类

群的鉴定特征，各物种的鉴定特征和标记性碱基

信息。 

2.4  构建数据库 

将基因条码分析软件输出的鉴定特征，标准

条码名称，多态位点的位置，引物名称，上传人

等信息提交至数据库，保存在植物有害生物检疫

鉴定系统中。数据库主要应用于检疫性昆虫的物

种鉴定，目前以 COⅠ序列为主。基本原理是通

过基因条码分析软件，比对数据库中的鉴定特征

进行物种准确鉴定。植物有害生物检疫鉴定系统

整合了数据库、有害生物的信息检索、辅助鉴定、

数字标本库等模块，并在进一步完善之中。 

3  物种鉴定流程 

检测技术适用于植物检疫性及危险性昆虫

的物种鉴定，也适合其它物种类群。对数据库范

围内的昆虫样品进行鉴定时，首先采用 DNA条

形码试剂盒提供的引物，通过 DNA提取和 PCR

扩增测序，得到目的基因序列后进行比对分析和

结果判定（图 2）。 

（1）DNA提取 

使用常规方法提取待鉴定昆虫样品的

DNA。针对微量或 DNA模板质量不高的样品，

推荐使用磁珠试剂盒法或基于玻璃纤维膜的

DNA提取方法（Ivanova et al.，2006；2007；郑

斯竹，2012），可得到质量较高的 DNA模板。 

（2）引物扩增和测序 

使用试剂盒提供的引物对昆虫样品进行

PCR扩增和测序，对双向测序峰图的质量进行评

估后，得到目的基因序列。去除测序结果两端的

低质量序列，序列方向应与 PCR 扩增正向引物

方向一致，保存为 Fasta格式的文件。 

（3）结果判定 

登 陆 植 物 有 害 生 物 检 疫 鉴 定 系 统

（http://58.211.92.14/sysinspect/comparegene.aspx），

使用基因条码分析软件对查询序列进行分析比

对，通过比对数据库中的鉴定特征，将符合该类

群鉴定特征的且相似度为 100%的物种判定为该

未知种。 

操作方法如下：首页选择“基因条码”模

块，在“输入比对的序列”窗口中黏贴查询序

列。点击“比对”，软件会在数据库范围内比对，

输出物种鉴定结果。也可以指定数据库范围内具

体的昆虫类群进行比对，缩小比对范围，鉴定到

种级水平。在“更多比对结果”里，可进一步查

看有害生物的详细信息（形态鉴定特征，生物学

信息等）。 

4  研究实例 

我们以重要林木检疫性昆虫木蠹象属

Pissodes 为例，研制了木蠹象属 DNA 条形码试
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剂盒，应用于物种鉴定。使用巢氏引物扩增木蠹

象属昆虫COⅠ基因片段 3′端（769 -1 139位点）

371 bp的片段。巢氏第1轮引物 Jerry、Pat （Simon 

et al.， 1994），第 2 轮引物 PF46（ 5′

-ACTATCAATCAAGAACGAGG -3′）、PR416

（5′- ACATAATGGAAGTGGGCTAC -3′）（自

行设计）。琼脂糖电泳检测结果显示目的条带清

晰明亮，没有杂带，测序结果经过 Blast 比对结

果显示均为目的基因。通过对自行测序得到及

GenBank下载的木蠹象属 5个种的 45条COⅠ序

列进行比对分析，确定了木蠹象属昆虫的保守位

点规律，属下 5种昆虫的多态位点规律及标记性

碱基信息（图 3，图 4），构建了数据库。 

由图 3，图 4可以看出基因条码分析软件在

COⅠ基因片段序列（769-1 139位点，371 bp）

上共检测到 46个多态位点和 37个标记性碱基。

这些多态位点形成的规律作为木蠹象属昆虫的

鉴定特征，可以根据特征对该属物种进行准确鉴

定。标记性碱基（图 4）的确定为木蠹象属昆虫

的分子快速鉴定提供了实验依据。 

对木蠹象属昆虫样品进行分子鉴定时，首先

使用试剂盒提供的巢氏引物对样品扩增测序。得

到双向测序结果后，进行序列拼接并去除两端低

质量序列。登陆植物有害生物检疫鉴定系统，选

择“基因条码”模块，使用基因条码分析软件将

查询序列与数据库中的鉴定特征进行比对，比对

结果显示查询序列与数据库中木蠹象属的相似

度最高，为 100%（图 5）。进一步的比对结果显

示（图 6），查询序列与该属的榛梢木蠹象 P. 

terminalis Hopping的相似度最高，为 100%。结

果显示昆虫样品为榛梢木蠹象，与形态鉴定结果

一致。 

5  讨论  

在昆虫某些类群中，线粒体 DNA的碱基置

换率在同一种内和不同种的个体间差异度很大， 
 

 

图 3  木蠹象属昆虫的鉴定特征（COⅠ基因片段长度 371 bp） 
Fig. 3  The identification characteristics of genus Pissodes (the length of COⅠfragment is 371 bp) 

 

 

图 4  木蠹象属昆虫的标记性碱基信息（COⅠ基因片段长度 371 bp） 

Fig. 4  Species-specific sites of genus Pissodes (the length of COⅠfragment is 371 bp) 
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图 5  榛梢木蠹象 Pissodes terminalis 在数据库里的比对结果 1 
Fig. 5  Compasion results 1 of Pissodes terminalis in the database 

 

 

图 6  榛梢木蠹象 Pissodes terminalis 的比对结果 2 
Fig. 6  Compasion results 2 of Pissodes terminalis in the database 

 
导致物种种内种间序列遗传距离出现重叠，进而

影响鉴定的准确性（肖金花等，2004；Rubinoff  

et al.，2006）。有些物种由于进化时间较短，部

分物种表现出较小的种间遗传距离，在系统进化

树上会形成嵌套关系，不构成单系群。基于核苷

酸位点的物种鉴定不依赖于遗传距离和拓扑结

构，通过寻找种内保守、种间变异的多态位点，

将近缘物种清晰的区分开来（Rach et al.，2008；

Yassin et al.，2010；Goldstein and DeSalle，2010；

杨聪慧等，2013；邹山梅，2013）。昆虫 DNA

条形码试剂盒检测技术为植物检疫性有害生物

鉴定提供了新的解决方法。安榆林等（2006）通

过实验证明光肩星天牛与其近缘种、外缘种间在

序列上存在明显规律性差异，中国、美国、韩国

等不同地理来源的光肩星天牛样品间存在一定

的碱基差异。使用多态位点鉴定有望进一步解决

地理种、复合种、隐存种等鉴定难题。 

针对昆虫科，属或类群设计 DNA条形码试

剂盒，可以实现不同分类阶元物种的鉴定。对于

包含物种多的昆虫类群（如种类多的属），很难

收集到该属所有昆虫种类的标本和序列用于研

究，可采取优先针对形态上相近的物种或不同地
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区的地理种及不同寄主上的种类设计试剂盒，以

缩小数据库的检测范围，提高物种鉴定的准确性

和试剂盒的使用效率，达到区分近似种的目的。

口岸植物检疫是特殊的预防手段。针对外来危害

严重、在国内未发生（或分布未广）的有害生物，

形成 DNA条形码试剂盒，起到“预防为主”的

效果。研制试剂盒时，可以充分利用现有公开数

据库里的序列信息，收集足够的基础数据，序列

需涵盖该类群的大部分常见种，确保数据库用于

物种鉴定的准确性。 

随着研究的不断深入和数据的积累，数据库

将不断补充完善，检测范围将不断扩大，有望应

用于植物病原真菌、细菌、病毒、杂草、线虫及

软体动物的检疫鉴定。昆虫 DNA条形码试剂盒检

测技术为建立标准化，准确性高的物种鉴定平台

打下基础，有着良好的推广应用前景，有利于提

高外来有害生物的检出率，有效防范外来有害生

物传入，加快通关速度，促进对外贸易健康发展。 
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