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应用 DNA 条形码构建天敌-猎物食物网的方法* 
张珂宁 1, 2**  杨泉峰 1, 2  欧阳芳 1  乔  飞 1  戈  峰 1, 2*** 

（1. 中国科学院动物研究所，农业虫害鼠害综合治理研究国家重点实验室，北京 100101； 
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摘  要  定量构建天敌-猎物食物网是有效开展害虫管理的基础。常用的食物网构建方法有单克隆抗体法、

肠道内容物的 PCR 检测法、实时荧光定量 PCR 法等。这些方法灵敏度高、特异性强，但只能定性或定量

检测天敌对已知猎物物种，即已明确捕食或寄生关系的物种的捕食情况，并不能检测未明确捕食或寄生关

系的猎物种类和捕食量。而 DNA 条形码是一段具有物种特异性的 DNA 短片段，能够实现物种的快速鉴

定。它最早应用于昆虫分类学，现随着高通量测序技术的发展，基于高通量测序的 DNA 复合条形码技术，

对猎物的扩增范围更广，弥补了常规分子方法只能检测已知猎物的缺陷，可实现已知或未知猎物物种的迅

速确定，构建相对完整的食物网。为了提高猎物的检测率，完善食物网结构，本文总结了 DNA 条形码在

天敌-猎物昆虫食物网构建中的技术路线，介绍了条形码基因的选择原理、通用引物的设计及验证方法、

以及高通量测序及数据分析的基本流程，并以一个实例展示了该方法的实现过程，叙述了该方法的优点及

目前存在的争议，旨在为研究基于保护和利用天敌昆虫、增强食物网稳定性的害虫生态调控提供理论指导

和方法支持。 
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The use of DNA barcoding in the establishment of  
predator-prey food webs 
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Abstract  Quantitative establishment of predator-prey food web is the foundation of effective pest management. Common 

methods of establishing food webs include usingmonoclonal antibodies, PCR-based gut content analysis and real-time, 

fluorescent, quantitative PCR. These methods are highly sensitive and species-specific, but can only qualitatively, or 

quantitatively, detect known prey or host species. DNA barcoding is a system of species identification using short, 

species-specific DNA sequences that rapidly identify species and that was first used in insect taxonomy. With the development 

of high-throughput sequencing technology, DNA metabarcoding based on high-throughput sequencing has a wider range of 

PCR amplification for prey. Unlike conventional molecular methods, this method is not limited to detecting known prey (or 

host) species, but can rapidly identify both known, and unknown, prey (or host) species, thereby allowing the construction of 

relatively complete food webs. This paper summarizes the technological roadmap of using the DNA barcode technique to 

establish a predator-prey food web. It also introduces the selection principles for barcode genes, design and verification 

methods of universal primers, as well as the basic flow of high-throughput sequencing and data analysis. The application of the 

method is illustrated with an example. Finally, we describe the advantages of DNA barcoding and summarize the current 

controversy over the use of this method. The aim of this paper is to provide theoretical guidance and support for research on 
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the ecological regulation and management of pests based on the protection and utilization of their natural enemies, thereby 

enhancing the stability of food webs. 

Key words  DNA barcoding; high-throughput sequencing; food webs; predators; predation 

在农林生态系统中，由同营养级物种之间的

竞争、不同营养级物种之间的捕食或寄生、以及

天敌之间的集团内捕食关系构成了较为复杂的

天敌-猎物的食物网（Pimm et al.，1991）。天敌-

猎物食物网的构建可理清主要害虫和天敌之间

的相互关系，发现不同天敌之间的集团内捕食关

系，由此为保护和利用天敌开展生物控害的害虫

生态调控研究提供理论支撑。 

传统的食物网构建方法包括：野外直接观察

法（Carter and Dixon，1982；Luck et al.，1988）、

消化道解剖法（Walker et al.，1988）、室内捕食

功能反应（Harssell and Varley，1969）等。随着

分子生物学的发展，食物网的研究方法逐渐趋向

多样化，如单克隆抗体法（Hagler and Naranjo，

2005；Schmidt et al.，2012）、肠道内容物 PCR

检测法（Schmidt et al.，2014；Ye et al.，2017）、

实时荧光定量 PCR 法 （Wang et al.，2013；

Rondoni et al.，2014）等。这几种基于天敌肠道

内容物的分子检测方法灵敏度高、特异性强，能

够有效揭示天敌与已知猎物之间定性、定量的捕

食关系。由于这几种方法可检测到的猎物种类有

限，不能检测到天敌的未知猎物，因此不能构建

相对完整的食物网。 

基于物种 DNA 序列的多态性，Hebert 等

（2002）提出了 DNA 条形码的概念，即以一段

具有特异性的 DNA 短片段作为每个物种所特有

的 DNA 标记，进而形成不同物种的鉴定系统，

实现物种的迅速鉴定。近几年，随着高通量测序

技术的发展，DNA 条形码在此基础上的发展更

为迅速，基于二者的 Metabarcoding 技术在食物

网的研究中更加深入、广泛（王雪芹等，2013）。

结合高通量测序的 DNA 条形码技术，对猎物

DNA 的扩增范围更广，可以检测到除已知猎物

外的其它猎物物种，发现生态系统中新的物种关

系，从而快速构建相对完整的食物网（Hrcek 

et al.，2011）。同时，依据高通量测序结果中的

序列相对读长丰度，还可以定量预测捕食者的食

谱宽度、取食量和重叠度（Kartzinel et al.，2015）。 

在“植物-害虫-天敌”的多营养级关系中，

DNA 条形码可以作为一项有利的工具，解析植

物、植食性昆虫、天敌之间的相互作用关系。

García-Robledo 等（2013）在野外采集了 4 种寄

主植物的样本，以植物的叶绿体 rbcL、trnH-psbA

基因、核基因 ITS2 共同构成条形码库，明确了

植食性昆虫与植物之间的取食关系。Eitzinger 等

（2018）收集了不同海拔高度的狼蛛及其潜在猎

物样本，利用两段 mini-bacode 构建了狼蛛的捕

食食物网，推测环境变化可能是通过对猎物群落

结构的影响来调节天敌的捕食行为。在寄主-初

级寄生蜂-次级寄生蜂的食物网体系中，人们往

往假定寄生蜂为专性寄生。但实际上很多寄生性

天敌为非专性寄生，因此，基于上述假设所构建

的食物网通常会漏掉部分未知昆虫。Smith 等

（2011）为了明晰寄生性天敌与寄主之间的关

系，以 COⅠ为 DNA 条形码重新构建的食物网

增加了 41%的结点，进而提高了食物网的准确

性。除此之外，天敌之间的相互作用关系对食物

网的稳定性和动态性也有重要作用（Thebault 

and Fontaine，2010）。Wirta 等（2015）利用 DNA

条形码，重新构建了鸟类、蜘蛛、寄生性天敌三

者之间及三者与猎物之间完善的食物网。 

综上，DNA 条形码既保留了常规分子检测

的灵敏度，又增加了猎物检测的范围，弥补了传

统分子方法上只能检测已知猎物的不足，从而实

现复杂食物网的构建。鉴于 DNA 条形码在天敌-

猎物食物网研究中的重要作用，本文简述了运用

DNA 条形码构建昆虫食物网的一般步骤和方

法，以一个实例叙述了该方法的原理与应用，并

对 DNA 条形码在昆虫生态学中应用的优点及争

议进行总结。 
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1  DNA 条形码构建的技术路线 

运用 DNA 条形码构建天敌-猎物食物网通

常分为两步：首先要选择条形码基因，从田间取

样及公共数据库获得潜在猎物的条形码序列，

设计并验证条形码区通用引物；其次需要提取

天敌肠道内容物 DNA，利用该条形码通用引物

进行高通量测序，并对高通量测序结果进行处

理，构建天敌-猎物食物网。同时，田间采集的

猎物样本所构建的潜在猎物物种参考库，可以

为食物网的正确构建提供参考，技术路线如图 1

所示。 
 

 
 

图 1  利用 DNA 条形码构建天敌-猎物食物网的技术路线图 

Fig. 1  The technical route of DNA barcoding in the establishment of predator-prey food webs 
 

2  构建的方法与步骤 

2.1  样品采集 

农林生态系统中存在着大量的广食性天敌，

由于其猎物范围广，生态系统中所存在的节肢动

物均可视为其潜在猎物。对生态系统中的节肢动

物进行取样，可以有效了解杂食性天敌的潜在猎

物群落，以便设计条形码区通用引物，并为食物

网的构建提供参考。 

常用的节肢动物取样方法有扫网法、陷阱

法、马氏网法、黄盘法、吸虫器法等（Elliott et al.，

2006； Reay-Jones，2014；Macfadyen and Muller，

2013）。扫网法和吸虫器法可采集到绝大多数植

株中上部的节肢动物，而往往会遗漏植株中下部

或地表的节肢动物。陷阱法可以诱捕到大部分的

地表节肢动物。马氏网对飞行类昆虫诱捕能力较

强，同时也可收集到大部分的地表节肢动物等。

为尽可能多得采集到不同种的节肢动物，多数研

究会采用上述两种或多种方法结合进行取样

（Clough et al.，2007；Schoenly et al.，2010；

公维敏等，2015；Mansion-Vaquié et al.，2017）。

节肢动物样品采集完成后，需保存至﹣20 ℃， 
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等待进行下一步的分子生物学操作。 

天敌可根据物种特性使用相应的方法进行

采集，例如使用盆拍法采集狼蛛、目测法采集瓢

虫等。采集到的天敌需立刻保存至含无水乙醇的

离心管中，低温保存，带回室内后置于﹣20 ℃

保存备用。 

2.2  条形码基因的选择 

不同生物类群的基因进化速率存在差异，不

同生物类群所选择的条形码基因也大不相同。在

昆虫研究中，COⅠ、16S rRNA、18S rRNA 等基

因由于变异速度适宜，种间差异较大等优势，因

此，通常都被选作为条形码基因。其中，线粒体

COⅠ（细胞色素氧化酶亚基）基因更是被广泛

应用于昆虫分类学（Hebert et al.，2003；Yu et al.，

2012）和生态学（Valentini et al.，2008）研究中。 

2.3  样品 DNA 提取 

分别采用 75%、50%、25%、0%的乙醇溶液

对天敌及节肢动物样品洗涤 2 次，单头提取节肢

动物总 DNA 及天敌昆虫的肠道内容物 DNA，可

采用 CTAB 法或试剂盒法进行总 DNA 的提取，

提取完成后进行凝胶电泳检测 DNA 质量，并对

DNA 浓度和纯度进行测定。 

2.4  潜在猎物物种参考库构建 

选定 DNA 条形码基因后，用该基因的通用

引物对提取的节肢动物 DNA 进行 PCR 扩增。

PCR 产物经凝胶回收、连接转化等纯化步骤后进

行测序，矫正并整理测序结果，并作系统发育分

析。对所有节肢动物的测序结果进行序列比对，

获得猎物物种信息，以此作为天敌的潜在猎物物

种参考库。 

2.5  条形码引物设计及验证 

DNA 条形码需要具备物种专一性，即该序

列片段内部碱基的排布需要存在物种差异。同

时，DNA 条形码又要具备同源性，即不同物种

DNA 条形码区序列的 5端以及 3端需具有一定

的相似性，能被同一对通用引物扩增出来。因此，

DNA 条形码引物设计区域需要满足以下条件：

1）具有一定的保守性，可在序列两端使用通用

引物；2）引物之间的序列具有一定的特异性，

即种间变异明显，能够将不同物种区分开来，同

时种内变异较小，能够保持物种的专一性；3）

长度较短，能够一个反应测完，且能够满足部分

降解的 DNA 的提取和扩增（宁淑萍等，2013）。 

除此之外，在食物网研究中，捕食者所取食

的猎物基因在其消化道内通常处于半降解状态，

DNA 完整性不强。针对这一情况，可设计迷你

条形码，在保证其分辨率的基础上，选择 100- 

200 bp 的小片段作为 mini-barcode 区（Meusnier 

et al.，2008）。 

对收集到的潜在猎物条形码基因进行整理

对齐，并在公共数据库（NCBI、BOLD 等）下

载其他潜在猎物的条形码基因序列。对潜在猎物

的基因序列进行多重比对后，根据 DNA 条形码

的原则，设计迷你条形码区的通用引物，并对其

退火温度进行探索。 

以提取的节肢动物 DNA 为模板，利用设计

好的迷你条形码区通用引物进行 PCR 扩增，根

据凝胶电泳的阳性条带情况，验证该引物的通用

性，使其能尽可能全得扩增出生态系统中所采集

到的节肢动物 DNA，提高天敌食物网的完整性。 

2.6  高通量测序及数据分析 

以天敌的肠道内容物 DNA 为模板，在条形

码区通用引物的两端加上接头，制备测序文库，

使用 Illumina 平台进行测序。 

测序原始结果经 fastqc 进行质量检测和过

滤，去掉低质量序列后，使用 Flash、Qiime 等

进行序列拼接、过滤，删除嵌合体序列。而后进

行 OTU 聚类，并在每个 OTU 中选择最长的序列

与公共数据库比对，获得物种信息（宋飏和黄原，

2016）。计算食物网参数，并采用 R 语言中的

“bipartite”包构建其可视化网络。 

3  研究实例 

为更好地阐述应用 DNA barcoding 构建天

敌 - 猎 物 食 物 网 的 方 法 ， 下 面 以 “ DNA 

metabarcoding of spiders, insects, and springtails 
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for exploring potential linkage between above- and 
below-ground food webs”这篇文章为例（Toju and 

Baba，2018），叙述该方法的具体实现过程和应

用该方法解决的科学问题。 

蜘蛛是一类活跃在地上、地表的捕食性天

敌，研究蜘蛛的捕食行为可以探索地上、地表

食物网之间的潜在联系。Toju 和 Baba（2018）

以 捕 食 性 蜘 蛛 为 研 究 对 象 ， 利 用 DNA 

metabarcoding 的方法构建了蜘蛛的捕食食物网，

阐明了蜘蛛在耦合地上、地表食物网中的重要

作用。 

Toju 和 Baba（2018）首先选择 rRNA 为条

形码基因，以 ITS2 为条形码区，从公共数据库

中下载了六足总纲和蛛形纲含有 5.8s rRNA 序

列。其次，在 5.8s rRNA 区域内设计了通用引物

上游，以修改后的 ITS4 通用引物作为条形码区

的下游引物。另外根据蛛形纲的序列特征，设计

了蛛形纲特异性的阻断引物（图 2）。包括上下

游引物在内，条形码区的片段总长约为 350 bp。

采用试剂盒法对蜘蛛 DNA 进行提取，在 PCR 

反应体系中同时加入含接头的通用引物及少量

的阻断引物构建文库，根据阻断引物的用量，共

设置了 4 组 PCR 体系。PCR 产物经纯化后进行

Illumina 平台测序。测序结果转换成 FASTQ 格

式，使用 Claident 对原始序列进行过滤，去除低

质量序列，再以 97%的相似度进行 OTU 聚类。

基于 QCauto 和 LCA 算法，对合格 OTU 进行分

子鉴定。为探究阻断引物加入量对测序结果的影

响，作者将 OTU 矩阵分为 4 个，使用 R 语言中

的“vegan”包展现了阻断引物不同用量下的 reads

数与六足总纲/蛛形纲 OTU 之间的关系（图 3）。

最后，作者采用 R 语言中的“bipartite”包构建

出了蛛形纲与六足总纲之间的营养互作网络

（图 4）。 

结果发现，蜘蛛的猎物中既有地上的缨翅

目、鳞翅目、双翅目、膜翅目、半翅目昆虫，也

包括地表的弹尾目等，阐明了蜘蛛的捕食行为连

接了地上、地表的生物群落。除此之外，寄生蜂

是蜘蛛食物网中的重要组成部分，进而揭示了天

敌间的集团内捕食作用。 
 

 
 

图 2  5.8S rRNA 区域的正向引物位置（该图引自 Toju and Baba，2018） 

Fig. 2  Forward primer position within 5.8S rRNA region ( This figure is quoted from Toju and Baba, 2018) 
在 5.8S rRNA 区域的插入/缺失位点附近，核苷酸序列在除了鳞翅目和胸喙亚目外的六足总纲中是很保守的。在插入/

缺失位点设计了六足总纲和蛛形纲的引物以及蛛形纲的特异性阻断引物。 

Around the insertion/deletion site within the 5.8S rRNA region, nucleotide sequences are well conserved within Hexapoda 
except for Lepidoptera and Sternorrhyncha. Hexapoda, and Araneae primers and Araneae-specific blocking primers were 

developed around the insertion/deletion site. 
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图 3  六足总纲的 reads 数和 OTU 数的分类组成（该图引自 Toju and Baba，2018） 

Fig. 3  Taxonomic composition of obtained Hexapoda reads and OTUs  
(This figure is quoted from Toju and Baba, 2018) 

A. 六足总纲中各目在 4 个 PCR 体系中的 reads 数；B. 六足总纲中各目在 4 个 PCR 体系中的 OTU 数。 

A. Taxonomic composition of Hexapoda sequencing reads in the four PCR settings;  
B. Taxonomic composition of Hexapoda OTUs in the four PCR settings. 

 
4  优缺点分析 

DNA 条形码最初是为了解决分类学上鉴定

困难等问题，自 2003 年发展至今，其应用范围越

来越广，基于高通量测序的 DNA 条形码技术也逐

渐成熟，在昆虫食物网构建中大致具有以下优点： 

1）灵敏度高，可实现猎物物种的快速鉴定；

2）片段小，可弱化由猎物 DNA 降解而造成可检

测到的物种种类减少的问题；3）扩增范围广，

可发现食物网中的新种，构建广食性天敌的复杂

食物网结构，研究生态系统中的食物资源空间分

配等问题。 

尽管 DNA 条形码技术已获得主流认可，但

仍存在部分争议，主要集中在以下几个方面： 

1）条形码的分辨率。在昆虫生态学中，食

物网构建主要采用昆虫的线粒体 COⅠ基因进行

研究，然而针对 COⅠ基因究竟能否作为条形码，

目前仍存在部分争议： 

① COⅠ是否对所有物种通用？ 

前人针对 COⅠ序列能否作为条形码进行了

大量研究，最终发现 COⅠ的对物种的分辨率达

到 92%以上，然而由于不同物种进化速率不同，

COⅠ对鳞翅目和双翅目等具有偏好性，因此，

COⅠ在某些物种（如膜翅目）的鉴定上仍存在

争议（Kaartinen et al.，2010；Clarke et al.，2014）。

针对这一问题，也有研究提出，可以采用多条基

因组合，共同构成条形码，用于物种鉴定

（Pompanon et al.，2012）。 

②线粒体假基因是否会影响鉴定结果？ 

线粒体 COⅠ基因转移到细胞核中，会形成

线 粒 体 假 基 因 （ Nuclear mitochondrial-like 

sequences，Numts），而 Numts 会作为 COⅠ的旁

系同源序列参与反应，进行协同扩增，进而导致

鉴定结果的偏差。当 Numts 参与协同扩增时，

PCR 产物会出现电泳杂带、测序双峰、背景噪音

或模糊等现象（杨倩倩等，2012）。 
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图 4  食物网结构 

Fig. 4  Food-web structure 

蜘蛛种类(左)与六足总纲 OTU(右)之间的取食关系，由对 4 种 PCR 体系的结果合并而来。结网性蜘蛛与不结网性蜘蛛

用不同的颜色来表示。连线的粗细表示研究每种蜘蛛和六足总纲的捕食关系时使用蜘蛛样品的数目。每种猎物进行分

子鉴定时的最低分类等级为 OTU，后接目水平的缩写。矩形的大小表示样本的数量。COLL，弹尾目；COLEO， 

鞘翅目；DIP，双翅目；HEMI，半翅目；LEPI，鳞翅目；THY，缨翅目（该图引自 Toju and Baba；2018）。 

Spider species (left) are linked to the Hexapoda OTUs (right) detected. The results of all the four PCR settings are combined. 
Web-weaving and non-web-weaving spiders are indicated by color. The thickness of the link represents the number of spider 

samples from which a focal spider- Hexapoda association was observed. The lowest taxonomic rank indicated by the 
automatic molecular identification is shown for each prey OTU, followed by the abbreviation of order-level taxonomy. Box 
size represents the number of samples. COLL, Collembola; COLEO, Coleoptera; DIP, Diptera; HEMI, Hemiptera; HYM, 

Hymenoptera; LEPI, Lepidoptera; THY, Thysanoptera (This figure is quoted from Toju and Baba, 2018). 
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③其他因素 

胞内共生菌 Wolbachia（Xiao et al.，2012）、

线粒体异质性（Rubinoff et al.，2006）、地域分

化（Li et al.，2015）等原因都可能影响 COⅠ作

为 DNA 条形码的准确性。 

2）猎物 PCR 的扩增效率。在 PCR 过程中，

由于天敌的 DNA 浓度过高，拥有极低浓度的猎

物 DNA 扩增可能会受到竞争性抑制，进而导致

其扩增效率低下，这也是目前该方法的争议点之

一。基于此，有研究在 PCR 过程中，设计了针

对天敌的阻断引物，即天敌的特异性引物，能够

在反应初始迅速结合天敌 DNA，抑制通用引物

对天敌自身序列的扩增。然而在实际应用中，阻

断引物的的效果有时微乎其微（Gomez-Polo 

et al.，2015a，2015b）。然而阻断引物可能对其

他物种，尤其是天敌的近缘种也有阻断作用，基

于此，有研究提出了，在不使用阻断引物的前提

下，也能够读取足够的猎物序列，完成复杂的食

物网结构（Piñol et al.，2013）。 

3）条形码通用性的可靠度。由于食物降解

等原因，通常选用 200 bp 以内的短片段作为

mini-barcode，该区域的通用性通常决定了扩增

出的物种数量，若通用性过低，则扩增出的猎物

种类较少，食物网构建也会产生一定的偏差，因

此 mini-barcode 通用性程度也是目前食物网构

建过程中的一大争议。 

4）现有的数据库内容不够完善。尽管 NCBI

和 BOLD 等公共数据库可以作为条形码的参考

依据，但是进行条形码研究的物种并不是 100%，

因而会出现序列匹配不到物种的情况。 

5）不能用于区分同类捕食、腐食性取食以

及次级捕食（即检测不到猎物的猎物的 DNA）。 
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