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应用肠道内含物定量评价天敌捕食作用的方法* 
鞠  倩 1, 3**  欧阳芳 1  乔  飞 1  戈  峰 1, 2*** 
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2. 中国科学院大学生物互作卓越中心，北京 100049；3. 山东省花生研究所，青岛 266100） 

摘  要  【目的】 自然天敌在农田生态系统中发挥着重要的生物功能, 明确捕食性天敌对害虫猎物的控

制能力是充分发挥天敌控制作用的前提。【方法】 本文基于肠道内含物分子检测方法，以华北花生与玉米

组成的微景观系统中的花生/玉米-花生蚜-龟纹瓢虫为研究主线，对龟纹瓢虫 Propylaea japonica 肠道内含

物进行了分子检测。【结果】 结合室内和大田取样两种途径，通过测定龟纹瓢虫肠道内含物中花生蚜的阳

性检出率，显示龟纹瓢虫体内检测到花生蚜的扩增，阳性检出率最高时达到 26.25%。【结论】 基于天敌

肠道内含物的分子标记技术可作为定量评价田间实际天敌控害作用的有效方法之一，玉米作为功能植物

（作物）可通过涵养天敌瓢虫实现对花生蚜的控制作用。 
关键词  肠道内含物；龟纹瓢虫；花生蚜；控害功能 

Quantitative evaluation of predation based on  
molecular analysis of gut-content 
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Abstract  [Objectives]  Protecting and enhancing natural predator communities is an effective strategy for pest suppression 

in farmland and understanding the trophic structures of predators and food webs in agroecosystems has become a key issue in 

biological control. [Methods]  The peanut aphid COⅠ gene was used as a marker of peanut aphid predation by by the 

coccinellid Propylea japonica (Coleoptera: Coccinellidae) and PCR-based gut content analysis was used to measure predation 

by P. japonica on the peanut aphid. [Results]  Incorporating molecular tools and field studies provided direct evidence of 

peanut aphid predation by P. japonica and allowed the consumption of this pest by P. japonica to be evaluated under realistic 

field conditions. [Conclusion]  Molecular gut content analysis can help evaluate the trophic structure of natural predator food 

webs and thereby inform, and improve, pest control. 

Key words  gut content; Propylea japonica; peanut aphid; biological control 

自然天敌在农田生态系统中发挥着重要的

生物控害功能。据报道，在农田生态系统中，就

害虫控制而言，天敌的控害作用占 50%以上（戈

峰等，2014）。显然，保护和利用天敌是有效开

展害虫生态调控的基础，而明确捕食性天敌对害

虫猎物的控制作用的大小是充分发挥天敌控制

作用的前提。 
目前已发展了多种评价天敌捕食作用的方

法（王光华等，2008），如室内功能反应法、田

间直接观测法、生态能量学法、消化道解剖法、

稳定同位素法、色谱法、蛋白质电泳法、免疫学

方法、多克隆抗体免疫法、单克隆抗体免疫法、
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分子生物学方法、铷元素标记法等（Sopp et al.，
1992；Ouyang et al.，2014；蔡志平等，2019）。

但这些方法各有特点，也各有一定的局限性（宋

新元等，2008）。近年来，随着分子生物学方法

的发展，PCR 技术因其检测灵敏度高，操作简便、

迅速，分析过程简单易行，已逐步发展成为评价

捕食性天敌捕食作用的有效方法（庞帅等，

2017）。其中，利用天敌肠道内含物 PCR 检测

技术以定量评估捕食者和猎物之间的营养关系

已成为现今捕食作用研究的热点（Schmidt et al., 
2014）。 

已有研究表明，玉米种植有利于多种主要农

作物田的天敌多样性的增加（Lundgren and 
Fergen，2014；Liu et al.，2015，2018）。通过在

花生田种植玉米，可以利用玉米吸引龟纹瓢虫对

花生蚜进行控制。但国内外多项研究并没有直接

证据来定量评价玉米作为功能作物对靶标害虫

的控制能力的大小。为明确田间龟纹瓢虫对花生

蚜的捕食作用，本研究以常见捕食性天敌龟纹瓢

虫 Propylaea japonica 为例，以花生田主要地上

害虫花生蚜 Aphis craccivora Koch 为研究对象，

首先采用基于线粒体 DNA 细胞色素 C 氧化酶亚

基 Ⅰ（mitochondrial DNA cytochrome coxidase 
subunit Ⅰ，mtDNA COⅠ）基因的种特异（Species- 
specific COⅠ）PCR 技术建立捕食性天敌对花生

蚜捕食作用的定性检测技术（Ju et al.，2019），
确定了引物 AC_F2/R2 只对花生蚜及取食了花

生蚜的捕食性天敌有扩增作用，对同域发生的

其它种类的节肢动物线虫、软体动物没有扩增

效果。由此进一步以 AC_F2/R2 为试验引物，

利用 PCR 技术检测天敌肠道内含物，通过分析

花生蚜在龟纹瓢虫体内的阳性检出率，明确龟

纹瓢虫对花生蚜的直接捕食关系及其在不同寄

主植物间的转移扩散规律。从而为定量评价捕

食性天敌昆虫控害功能提供一种新的方法。 

1  材料与方法 

1.1  试验田设计 

采用花生/玉米 3∶2 种植模式（3 垄花生 2
垄玉米）间作种植。5 月 1 日前后同时播种玉米

和花生，按照常规管理措施管理试验田，整个试

验期间不喷施任何杀虫剂。其它时间试验田空

地，无轮作作物。 

1.2  试虫饲养 

本研究中所使用的花生蚜、龟纹瓢虫均采自

山东省花生研究所试验站。花生蚜、龟纹瓢虫饲

喂方法参考 Fan 等（2018）。 
花生蚜：以蚕豆 Vicia faba L.作为寄主植物，

混合龄级约 30 头 /株，于人工气候箱（Safe 
PRX-450C，宁波，中国）饲养。人工气候箱温

度为 22 ℃/20 ℃，光周期为 L∶D=16∶8，空

气相对湿度为 70%±10%。 
龟纹瓢虫：将田间采回的龟纹瓢虫饲养于人

工气候箱（Safe PRX-450C，Ningbo，China)内，

5 对/笼。以豌豆修尾蚜（中国科学院动物研究所

种群生态组提供）饲喂瓢虫，每个养虫笼每日投

放 3 龄若蚜各 50 头对龟纹瓢虫进行喂养。人工

气候箱温度为 22 ℃ /20 ℃，光周期为 L∶

D=16∶8，空气相对湿度为 70%±10%。 

1.3  样品基因组提取方法及模板验证 

样品基因组提取：使用改进的试剂盒法提取

基因组。首先用无水乙醇洗净样本，擦干乙醇后

将样本与适量小钢珠放入 2 mL 研磨管中，用球

磨仪将样本打碎，将样品转移至 1.5 mL 离心管

中。向离心管中加入 250 µL Buffer IL 和 20 µL 
Proteinase K，振荡或颠倒使样品混匀。将混匀后

的离心管放入恒温水浴锅中 55 ℃水浴 6 h 或过

夜消化样品，水浴消化期间需偶尔将样品颠倒混

匀。样品被消化完全后，13 000×g 离心 3 min，
转移上清液至新的 1.5 mL 离心管中。向离心管

中的消化液加入 500 µL Buffer IL（加一倍乙醇

稀释），涡旋混匀 30 s。把 HiPure gDNA Micro 
Column 装在 2 mL 收集管中，将混合液和沉淀一

起转移至柱子中，10 000×g 离心 30-60 s。加入

600 µL Buffer GW1 至柱子中，10 000×g 离心

30-60 s。加入 600 µL Buffer GW2 至柱子中。

10 000×g 离心 30-60 s。重复上述操作 1 次， 
13 000×g 离心 3 min。将柱子装在新的 1.5 mL 离
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心管中。加入 15-30 µL 预热至 55 ℃的 Elution 
Buffer 或 Buffer TE 至柱子的膜中央。放置 2 min，
13 000×g 离心 1min。于﹣20 ℃保存备用。 

龟纹瓢虫基因组模板验证：根据 GenBank
中已知的龟纹瓢虫 18s 序列，设计了一对龟纹瓢

虫特异引物 18s-F：GTAATGATTAACAGGAA-
CGGATGG，18S-R：GTGCCCTTCCGTCAAT-
TCCTT，其扩增片段大小为 306 bp。以龟纹瓢虫

基因组为模板，18s-F/R 为引物，验证基因组模

板质量。利用提取质量较好的基因组模板进行肠

道内含物花生蚜的分子检测。 

1.4  捕食性天敌肠道内含物花生蚜的分子检测 

花生蚜的 COⅠ分子标记技术参考 Ju 等

（2019）并改进。以花生蚜基因组为模板，采用

mtDNA COI 基因通用型引物（Schmidt et al.，
2014）进行 PCR 扩增。根据扩增产物的测序结

果，设计多对花生蚜虫特异性引物。以花生蚜虫

为阳性对照，以在同一花生田采集的、与花生蚜

同生境的节肢动物、线虫、软体动物样本 DNA
为模板检验引物的种特异性。确定 1 对专化性引

物 AC_F2：TTGTTACAATTCATGCTTTCATTAT
和 AC_R2：TGAAATACCTGCTAAATGAAGAG
（扩增片段 299 bp）。PCR 反应体系为 25 µL，

其中模板 DNA 0.5 µL，5×Buffer (含 Mg2+) 5 µL，

dNTPs (2.5 mmol·L-1)2 µL，上游引物和下游引物

（10 μmol·L-1）各 0.5 µL，Taq DNA 聚合酶

（2.5 U·μL-1）0.2 µL，ddH2O 补加至 25 µL。PCR
反应条件为：94 ℃预变性 3 min；98 ℃10 s，
55 ℃5 s，72 ℃20 s，35 个循环；72 ℃延伸

10 min。 

1.5  花生蚜在龟纹瓢虫体内的消化、降解情况

及田间捕食作用分析 

在花生蚜 COⅠ分子标记技术的基础上，在

室内可控条件下，利用 PCR 技术测定花生蚜在

龟纹瓢虫捕食后不同时间段的消化和降解情况。

进一步在田间条件下，根据阳性检出率分析龟纹

瓢虫在不同寄主植物间的转移扩散及对花生蚜

的捕食作用。 
室内龟纹瓢虫样品收集：取羽化时间一致的

未接触花生蚜的龟纹瓢虫（每组 240 头成虫，即

每个时间处理 20 头成虫重复），单头放入 35 mm
培养皿，饥饿处理 24 h，喂食单头 2 龄花生蚜虫。

将瓢虫取食完毕的时刻计为 t=0（舍弃 2 h 内未

取食完毕的瓢虫），分别于 0 、1、2、4、6、8、
16、20、24 和 48 h 取样瓢虫，将样品浸泡在无

水乙醇中，于﹣20 ℃冰箱保存，以备用于通过

肠道内内含物的分子检测。 
田间龟纹瓢虫样品收集：在间作田的玉米植

株上对花生蚜的捕食性天敌龟纹瓢虫进行取样。

所有田间采集的昆虫样本，浸泡在无水乙醇中，

于﹣20 ℃冰箱保存，以备用于通过肠道内含物

的分子检测确定龟纹瓢虫对花生蚜的捕食作用。 

1.6  统计分析方法 

所有描述性统计（平均值和标准误差）和差

异分析均由 SPSS 22.0 完成。利用 probit 模型得

出捕食性天敌肠道内含物猎物 DNA 的消化半衰

期曲线。 

2  结果与分析 

2.1  龟纹瓢虫基因组提取及模板验证 

为确定提取龟纹瓢虫基因组的质量，以龟纹

瓢虫基因组为模板，18s-F/R 为内参引物，验证

基因组模板质量。图 1 中龟纹瓢虫基因组提取质

量验证显示，以田间收集的随机 20 个龟纹瓢虫

样本为例，其基因组均可扩增出 306 bp 的特异

条带，表明基因组提取质量良好。用上述方法验

证其它样品，均可扩增出同等大小的 18s 特异条

带，说明提取样品基因组均可用于后续天敌体内

猎物基因的分子检测试验。 

2.2  龟纹瓢虫肠道内含物中花生蚜基因的分子

检测 

进一步从室内和田间收集的龟纹瓢虫基因

组样本中随机抽取 16 个样本，以其基因组为模

板，AC_F2/R2 为引物，利用 PCR 技术检测龟纹

瓢虫对花生蚜虫的捕食作用。结果显示 16 个样

本中有 8 个样本可检测到花生蚜 DNA 残留，表

明此 8 个样本的龟纹瓢虫对花生蚜均有捕食作 
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图 1  龟纹瓢虫基因组提取质量验证 
Fig. 1  Quality verification of ladybug genome 

M：DNA 分子量标准 DNA marker（DL500）；1-20：龟纹瓢虫基因组。 
M: DNA marker (DL500); 1-20: Ladybug genome. 

 

 
 

图 2  龟纹瓢虫肠道内含物中花生蚜基因的分子检测 
Fig. 2  Detection of predation of ladybug on peanut aphids 

M：DNA 分子量标准 DNA marker（DL500）；1-20：龟纹瓢虫基因组。 
M: DNA marker (DL500); 1-20: Ladybug genome. 

 
用。引物 AC_F2/R2 验证可用于龟纹瓢虫对花生

蚜的捕食作用检测。 

2.3  花生蚜在龟纹瓢虫体内的消化半衰期测定 

对龟纹瓢虫体内花生蚜随消化时间的阳性

检出率可知，在取食 0 h 时，所有供试龟纹瓢虫

体内均能检测到花生蚜的 DNA，阳性检出率为

100.0%；但随着消化时间的延长，阳性检出率逐

渐下降，在 20 h 时为 0；检出的最长时间为 16 h，
该时间下，阳性检出率为 10.0%。由龟纹瓢虫对

花生蚜捕食作用的阳性检出率和消化时间的拟

合曲线得知，花生蚜在龟纹瓢虫体内的消化半衰

期 DS50 为 4.355 h（R2=0.933 7）（图 3）。 

2.4  龟纹瓢虫对花生蚜的捕食作用评价 

通过从花生-玉米间作田中玉米植株上收集

龟纹瓢虫，提取其基因组后，利用花生蚜虫 COⅠ

基因引物 PCR 扩增，测定不同时间段收集样品

的阳性检出率。田间样品捕食作用检测结果表 1 

 
 

图 3  龟纹瓢虫对花生蚜捕食作用的阳性检出率和 
消化时间的拟合曲线（Ju et al.，2019） 

Fig. 3  The fitted curve of peanut aphid DNA  
half-life experiments (Ju et al., 2019) 

 

表明，龟纹瓢虫种群密度与花生蚜种群密度没有

直接关系，花生蚜在龟纹瓢虫体内的阳性检出率

随着花生蚜种群密度的增加而增加。其中，7 月

10 日，在百株花生蚜种群密度 log 值达到最高值

3.04 时，花生蚜在龟纹瓢虫体内的阳性检出率达

到最大，为 26.25%（表 1）。 
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表 1  不同时期花生蚜、龟纹瓢虫种群密度及花生蚜在龟纹瓢虫体内阳性检出率 
Table 1  Density of peanut aphid and predator in peanut/maize intercropping field and  

positive responses of peanut aphid DNA 

调查日期（月-日） 
Date (month-day) 

花生蚜数量（log/百株） 
Number of peanut aphid (log/100 plants)

龟纹瓢虫数量/m2 
Number of P. japonica/m2

阳性检出率（%） 
Proportion of positive (%)

6-20 20-June 0.34±0.19c 5.95±2.15a 10.94±6.44a 

6-30 30-June 1.56±0.37b 4.20±1.41a 11.25±3.75a 

7-10 10-July 3.04±0.50a 3.48±1.02a 26.25±7.72b 

表中数据为平均值±标准误；同列数据后标有不同小写字母表示在 P<0.05 水平的差异显著（单因素方差分析法）。 
Dates in the table are mean±SE, and followed by different letters in the same column indicate significant difference at 0.05 
level by one-way analysis of variance (ANOVA). 

 

3  讨论 

3.1  DNA分子标记技术可作为分析田间捕食行

为与作用的有效方法 

自然天敌在农田生态系统中发挥着重要的

生物控害功能。通过增加农田景观系统多样性，

如在农田周边种植蛇床草、二月兰、香根草等，

可为天敌提供庇护、花蜜、替代猎物/宿主和花

粉，增加对天敌的涵养，从而充分发挥天敌对害

虫的生态调控作用（Letourneau et al.，2011；Gurr 
et al.，2017；Liu et al.，2018；Skidmore et al.，
2019；Yang et al.，2019）。而这些有关天敌生

态调控作用的评价大都只局限于定性范畴，即只

明确了某种天敌是否具有捕食靶标害虫的能力，

而真正用于追溯还原并定量评价农田景观-捕食

性天敌-害虫控害作用的研究鲜有报道。近年来

随着分子标记技术的发展，基于天敌肠道内含物

的 PCR 分析已成为评估农田系统中作物-捕食性

天敌-害虫三营养级和生物控制潜力的常用方

法。本文结合前期研究报道，以华北花生与玉米

组成的微景观系统中的花生/玉米-花生蚜-龟纹

瓢虫为研究主线，开发了一种分子标记方法用于

定量评价农田生态系统中的实际天敌捕食作用。

其具体操作流程如下图 4。 
 

 
 

图 4  应用肠道内含物定量评价天敌捕食作用方法流程图 
Fig. 4  The protocol of quantitative evaluation of the predation based on gut-content molecular analysis 
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利用上述方法分析了捕食性天敌龟纹瓢虫

对花生蚜虫的捕食作用，发现在花生蚜虫发生初

期到末期作用不同。而花生蚜种群密度升高，并

未引起龟纹瓢虫种群密度的增加，但却增加了龟

纹瓢虫对花生蚜的捕食作用。这可能是因为龟纹

瓢虫的发生受温度影响较大；但另一方面，由于

花生蚜种群密度的增大提高了害虫与天敌的相

遇几率，同时高密度的害虫刺激了天敌的功能反

应，使其取食量增加，从而提高了龟纹瓢虫对花

生蚜的捕食作用。同时，本研究中的天敌捕食作

用检测用试虫均采自花生-玉米间作田的玉米植

株，而花生蚜为专食性害虫，不为害玉米。但龟

纹瓢虫肠道内含物 PCR 检测显示，龟纹瓢虫体

内检测到花生蚜的扩增，阳性检出率最高时达到

26.25%。由此可以证实，花生和玉米植株间存在

龟纹瓢虫的转移扩散现象，表现为龟纹瓢虫在花

生田植株上取食花生蚜后回到玉米植株上栖息；

玉米作为功能植物（作物），可通过涵养天敌实

现对花生田靶标害虫的控制作用。上述结果说明

基于天敌肠内含物 PCR 分析的方法可用于定量

评价农田生态系统中的实际天敌捕食作用。 

3.2  基于COⅠ基因的DNA分子标记技术的应用 

利用分子标记手段定量评估捕食性天敌对

害虫的控害作用经历了多个发展阶段。Hebert
等（2003）曾利用 mtDNA COⅠ基因中的一段序

列对生物物种类别进行分子鉴定，并将这种技术

命名为 DNA 条形码技术（DNA barcoding），此

技术可通过对昆虫特定基因片段的测序及对比

而准确确定其分类地位。近年来，基于 COⅠ基

因的 DNA 分子标记技术被证明是检测农业生态

系统中天敌-害虫间捕食作用的有效手段之一

（Greenstone et al.，2014；Andújar et al.，2018；
Wang et al.，2018；Whitney et al.，2018）。但国

内外学者利用 DNA 分子标记技术进行捕食者-
猎物间营养关系的研究大多涉及淡水、海洋系统

中的水生动物种类（Verschut et al.，2018），而

有关农业害虫的研究相对滞后。宋新元等（2008）
曾利用DNA标记方法检测了 14种捕食性天敌对

大豆蚜的捕食行为，证实捕食性天敌的阳性检出

率与大豆蚜的种群密度呈显著正相关。Wang 等

（2018）利用基于天敌肠道内含物 PCR 分析的

方法，验证了绿盲蝽在不同发育历期的取食偏好

性，有力地支持了种群丰度与不同植物田间取食

偏好的正相关关系。王倩等（2013）针对华北农

田生态系统中五种常见蚜虫种类逐一设计 COⅠ

基因特异扩增引物，并以同域的 59 种昆虫为对

照进行种特异性 PCR 扩增，初步筛选得到花生

蚜的种特异性引物。本研究进一步扩大了种特异

性引物的筛选范围，将同域昆虫扩增到节肢动

物、软体动物等，从而进一步筛选出更加专一性

的花生蚜 COⅠ基因特异扩增引物，可用于定量

分析天敌对花生蚜的捕食作用，也为定量评估捕

食性天敌的控害作用提供了一种新方法。 
进一步研究证明，在农业生态系统中，天敌

捕食作用检测可确定并量化天敌对靶标害虫的

季节性选择，并从多种捕食性天敌中明确重要天

敌或从多种猎物中明确天敌的主要捕食对象，最

终形成给定生态系统中的最优觅食理论（Verschut 
et al.，2018；Whitney et al.，2018）。这为在田

间实际生产中，最大化提高捕食性天敌的控害能

力提供了理论依据。 

3.3  DNA 分子标记技术的影响因素 

利用 DNA 分子标记技术来定量评估天敌捕

食作用的方法受到多种因素的影响。如分子检测

样本的类型、样本量、COⅠ基因片段的大小、

取样天敌的环境温度、不同龄期靶标昆虫的体型

大小等都在很大程度上影响了猎物 DNA 阳性  
检出率的准确度（Greenstone et al.，2014）。
Kamenova 等（2018）比较了 3 种样本类型，发

现天敌昆虫的全虫样本、粪便样本和回吐物样本

的猎物阳性检出率均不相同，全虫和回吐物样本

中猎物的阳性检出率显著高于粪便样本。因此，

本文推荐采用天敌昆虫全虫或回吐物 DNA 作为

PCR 扩增试验的模板。此外，捕食性天敌体内靶

标害虫的可检测性与靶标片段大小密切相关。在

给定的捕食者-猎物系统中，扩增子大小和可检

测半衰期呈负相关；一般认为，当靶标片段在

200-300 bp 范围内时，可成功检测到天敌对猎物

的捕食作用，并可避免对天敌食腐行为的误测

（Foltan et al.，2005）。 
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3.4  DNA 分子标记技术的局限性 

与现有天敌捕食作用评价方法相比，DNA
分子技术具有检测灵敏度高，操作简便、迅速，

分析过程简单易行等优点，但也存在一定的局限

性。譬如，对于特定种类的捕食者肠道内含物分

析，DNA 分子技术以较低的费用、较短的检测

时间和较高的可检测半衰期几率优胜于单克隆

抗体技术；但相较于 PCR 检测，单克隆抗体技

术具有更高的特异性（Chen et al.，2000）。同时，

间接捕食对捕食作用研究的干扰，也是 DNA 分

子标记技术未来需要解决的问题之一。 
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