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　　摘要：白条天牛属的天牛是一类严重危害多种林木的蛀干害虫。为了丰富白条天牛属线粒体ＣＯⅠ基因数据库，
探索该属各种类的系统发育关系，以利于用ＣＯⅠ基因作ＤＮＡ条形码快速准确地鉴定白条天牛种类。应用ＰＣＲ技术
扩增３种白条天牛标本的ＣＯⅠ序列，并与ＧｅｎＢａｎｋ记录的４种白条天牛ＣＯⅠ序列进行比对，以分析其序列组成变
异及碱基替换规律，最后利用ＭＥＧＡ５．０构建系统进化树。结果显示，白条天牛的亲缘关系与地理分布有关，同一国
家的白条天牛之间的亲缘关系较近，不同国家的白条天牛之间的亲缘关系较远。
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　　沟胫天牛亚科（Ｌａｎｉｉｎａｅ）隶属于鞘翅目（Ｃｌｅｏｐｔｅｒａ）天牛
科（Ｃｅｒａｍｂｙｃｉｄａｅ），是天牛科种类数目最多的一个亚科，全世
界已知种类大约２００００种。其中白条天牛属（Ｂａｔｏｃｅｒａ）昆虫
是该亚科内十分重要的一类林木害虫，它的幼虫钻蛀取食树

木的树干及枝条的木质部、韧皮部，可危害柳树、苹果树、栎

树、杨树等多个阔叶树种，给农林业生产造成极大的经济损

失［１－２］。全世界白条天牛种类约有６０种，广泛分布在非洲、
澳大利亚、亚洲和东欧地区。我国约有１２种，包括锈斑白条
天牛（Ｂ．ｎｕｍｉｔｏｒＮｅｗｍａｎ）、麻栎白条天牛（Ｂ．ｑｕｅｒｃｉｎｅａＷａｎｇ
ｅｔＺｈａｎｇ）等［２－３］。除上述１２种外，余下约５０种在我国是没
有分布的，被 ２００７年发布的《进境植物检疫性有害生物名
录》列为我国检疫性昆虫［２］。

近年来，随着我国外向型经济的持续发展，原木和木质包

装进出口数量剧增，我国多个口岸在进境木材检疫查验中截

获了白条天牛。例如，２００９年乍浦口岸检疫人员从马来西亚
进境原木中首次截获托氏白条天牛（Ｂ．ｔｈｏｍｓｏｎｉ）［４］。２０１２
年张家港口岸从巴布亚新几内亚原木中截获白条天牛 Ｂ．
ｌａｅｎａ［５］。另据相关媒体报道，２０１３年张家港口岸从非洲原木
中截获到白条天牛Ｂ．ｗｙｌｌｅｉ［６］。２０１４年，吴江口岸在进境原
木中截获了婆罗白条天牛（Ｂ．ｔｉｇｒｉｓ）［７］。

目前，昆虫种类鉴定以形态学鉴定为主，但可用于形态比

较的特征数量有限且不稳定，同时国门口岸截获的昆虫往往

是以卵、幼虫、蛹或肢体残缺虫态出现，传统的形态学鉴定方

法显然不适用［８］；因此，需要探索新方法来解决传统形态学

鉴定中遇到的困境。随着分子试验技术的迅猛发展，利用

ＤＮＡ序列研究遗传进化、系统发育及种类鉴定已经成为昆虫
学研究的热点。其中，基于线粒体细胞色素 Ｃ氧化酶亚基Ⅰ

（ｍｔＤＮＡＣＯⅠ）基因序列的 ＤＮＡ条形码技术是当前相对成
熟的分子鉴定技术［９］。花婧等通过此技术对大小蠹属１７个
种进行了分子鉴定［１０］。Ｓｔａｕｆｆｅｒ等利用该技术，实现了对欧
洲７种齿小蠹的快速鉴定［１１］。

本研究对已获得的６种白条天牛的ＣＯⅠ基因片段进行
测序和对比，分析这些ＣＯⅠ序列（即ＤＮＡ条形码）的特征及
遗传系统发育关系，以获得能准确鉴定白条天牛种类的分子

方法，为研究其他天牛种类的分子鉴定方法提供有益

参考［１２］。

１　材料与方法

１．１　昆虫标本
本试验所用的标本由南通出入境检验检疫局有害生物检

疫实验室提供，包括锈斑白条天牛（Ｂ．ｄａｖｉｄｉｓ）、橙斑白条天
牛（Ｂ．ｎｕｍｉｔｏｒ）、印尼白条天牛（Ｂ．ｃｅｌｅｂｉａｎａ）３种白条天牛，
所有天牛标本均经国内天牛专家安榆林研究员鉴定。标本来

源与采集时间如表１所示。另外，从 ＧｅｎＢａｎｋ网站获得４种
白条天牛共７条 ＣＯⅠ 序列（表２）用于比对。其中，印尼白
条天牛（Ｂ．ｃｅｌｅｂｉａｎａ）是在我国没有分布的国外种类，余下３
种天牛在我国均有分布。

表１　供试标本的来源及采集时间

种类 来源 采集时间（年－月）
锈斑白条天牛（Ｂ．ｎｕｍｉｔｏｒ） 云南 ２０１４－１０
橙斑白条天牛（Ｂ．ｄａｖｉｄｉｓ） 广西 ２０１４－０４
印尼白条天牛（Ｂ．ｃｅｌｅｂｉａｎａ） 印度尼西亚 ２０１３－０５

表２　７条白条天牛ＣＯⅠ序列ＧｅｎＢａｎｋ登录号

种名 ＧｅｎＢａｎｋ登录号
多斑白条天牛（Ｂ．ｈｏｒｓｆｉｅｌｄｉ１） ＫＦ７３７８２０．１
多斑白条天牛（Ｂ．ｈｏｒｓｆｉｅｌｄｉ２） ＤＱ２２４２４０．１
多斑白条天牛（Ｂ．ｈｏｒｓｆｉｅｌｄｉ３） ＪＱ９０４８７４．１
云斑白条天牛（Ｂ．ｌｉｎｅｏｌａｔａ１） ＦＪ５５９０６７．１
云斑白条天牛（Ｂ．ｌｉｎｅｏｌａｔａ２） ＪＮ９８６７９３．１
黄八星白条天牛（Ｂ．ｒｕｂｕｓ） ＦＪ５５９００５．１
印尼白条天牛（Ｂ．ｃｅｌｅｂｉａｎａ） ＡＢ４３９１．３７．１
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１．２　提取基因组ＤＮＡ
采用从北京金麦格生物技术有限公司购买的 ＧｅｎＭａｇＢｉｏ

动物细胞组织／细胞基因组ＤＮＡ磁珠提取试剂盒提取各样品
的基因组ＤＮＡ。提取方法：用双蒸水冲洗１００％乙醇浸泡的
天牛肌肉组织（应少于３０ｍｇ），转入１．５ｍＬ离心管中，置于
ＭＭ４００球磨仪研磨 ３０ｓ（３０次／ｓ）后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ。离心后加１８０ｍＬ裂解缓冲液及２０ｍＬＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ，
于５５℃水中温浴１０ｍｉｎ。再加２００ｍＬ无水乙醇、２００ｍＬ缓
冲液、２０ｍＬ磁珠，用磁珠来吸附基因组ＤＮＡ，然后加 ５００ｍＬ
ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ去杂。最后加２０μＬＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，静置５ｍｉｎ后
洗脱磁珠即得样品的基因组ＤＮＡ溶液［１０，１３］。

１．３　ＣＯⅠ片段扩增和测序
在ＰｒｏＦｌｅｘＴＭＰＣＲ仪（购自 ＡＢＩ公司）上进行 ＰＣＲ反应。

反应采用２５μＬ体系，其中２μＬＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），２．５μＬ
１０×ｂｕｆｆｅｒ，１μＬｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），０．４μＬｒＴａｑＤＮＡ聚合
酶（５Ｕ／μＬ）（购自ＴａＫａＲａ公司），上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）
（由南京金斯瑞生物科技有限公司合成）各０．５μＬ，加灭菌水
至２５μＬ。ＰＣＲ条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ４０ｓ，
５５℃ 退火３０ｓ，７２℃保持 １ｍｉｎ，设置 ３５个循环；最后在
７２℃ 下延伸１０ｍｉｎ。反应完毕将ＰＣＲ产物送到南京金斯瑞
生物科技有限公司进行测序［１３－１４］。本试验 ＰＣＲ反应采用巢
式ＰＣＲ，第１轮反应引物为 Ｆ１、Ｒ１，第２轮 ＰＣＲ引物为 Ｆ２、
Ｒ２［１３］，各引物序列如表３所示。本试验利用巢式 ＰＣＲ既降
低了扩出多个非目标基因条带的可能性，也提高了ＰＣＲ检测
的准确度和灵敏度［１３，１５］。

表３　巢式ＰＣＲ所用引物序列

引物名称 引物序列（序列方向５′→３′）
Ｆ１ ＴＡＡＣＡＣＣＡＣＡＴＧＣＴＴＴＡＧＴＡ
Ｒ１ ＧＧＡＴＴＧＴＣＴＧＡＧＴＡＴＣＧＴＧＧ
Ｆ２ ＧＧＡＧＣＡＴＴＴＧＣＡＡＴＴＴＧＡＴＴＡＣＴＴ
Ｒ２ ＣＣＣＣＧＴＡＡＡＡＴＴＡＡＴＴＡＴＡＡＡＣＴＴＣ

１．４　序列分析和建树
将测得的ＣＯⅠ序列导入 ＳｅｑＭａｎ分析软件中进行拼接

及校正［１６］。利用ＮＣＢＩ中的Ｂｌａｓｔ工具搜索相似性序列，以确
认序列的方向和可信度。再将所测序列与从 ＧｅｎＢａｎｋ上获
得的白条天牛序列共同载入 ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３软件中进行比
对［１７］。将序列比对结果导入ＭＥＧＡ５．０５软件中［１８］算出白条

天牛种类间的转换／颠换（Ｒ）、变异位点（Ｖ）、保守位点（Ｃ）
等［１２，１４］。最后使用ＭＥＧＡ５．０５软件采用邻接法构建系统发

育树，重复１０００次。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ凝胶电泳结果
本试验对３种白条天牛样品基因组 ＤＮＡ进行巢式 ＰＣＲ

扩增，结果（图１）表明，３个样品在５２５ｂｐ处均有清晰明亮、
特异性好的条带，且没有非特异性条带出现，可满足后续基因

测序的需要。

２．２　白条天牛ＣＯⅠ序列解析
２．２．１　ＣＯⅠ序列特征　将各序列导入ＭＥＧＡ５．０５软件，均
切成同等长度（４３４ｂｐ）的片段［１５］。结果发现，共有变异位

点、保守位点、自裔位点和简约信息位点分别为 ３１４、１２０、
１１７、１９５个。另外，统计所有位点碱基的平均含量，结果显
示，Ａ的平均含量为２９．５％，Ｔ的平均含量为３３．８％，Ｇ的平
均含量为１９．０％，Ｃ的平均含量为１７．７％［１２－１４］。其中，Ａ和
Ｔ的含量相当，且Ａ＋Ｔ的含量为６３．３％，明显高于 Ｇ＋Ｃ的
含量（３６．７％），显示出了显著的 Ａ＋Ｔ碱基偏嗜。这也与昆
虫线粒体基因各碱基组成的基本规律相吻合［１５，１９］。

２．２．２　碱基替换规律分析　用ＭＥＧＡ５．０５软件分析序列各
位点碱基替换规律［２０］，结果（表４）表明，位点转换主要出现
在Ｃ与Ｔ之间，颠换主要出现在 Ｔ与 Ａ之间，Ｒ的平均值为
０．７８。对密码子各位点研究发现，在第２位点上易发生转换
和颠换，且转换值与颠换值相近（Ｒ＝０．７７）。此外，第１、第３
位点的Ｒ值分别为０．６７、０．９１。此结果表明，序列各位点 Ｒ
值均小于２，说明该序列转换与颠换未达饱和，构建系统发育
树要充分考虑转换和颠换的发生比率。

表４　核苷酸碱基替换值

位点
相同

碱基对

转换

碱基对

颠换

碱基对
Ｒ值 ＴＴ ＴＡ ＴＣ ＣＣ ＴＧ ＣＧ ＣＡ ＡＧ ＡＡ ＧＧ ＣＴ ＡＴ ＡＣ ＧＴ ＧＣ ＧＡ 总计

第１位点 １０７．００ １４．００ ２１．００ ０．６７４５．００５．００ ５．００１７．００４．００ ３．００ ２．００ ３．００２５．００２０．００３．００ ２．００ ２．００ ２．００ １．００ ４．００１４２．６７
第２位点 １０２．００ １７．００ ２２．００ ０．７７３２．００６．００ ５．００１９．００４．００ ２．００ ２．００ ５．００３７．００１４．００５．００ ５．００ １．００ ２．００ １．００ ２．００１４０．７３
第３位点 １０２．００ １９．００ ２１．００ ０．９１３０．００５．００ ４．００２１．００２．００ ２．００ ２．００ ５．００３３．００１８．００６．００ ６．００ １．００ １．００ １．００ ３．００１４２．６４

２．２．３　ＣＯⅠ 序列比对　将上述白条天牛 ＣＯⅠ 序列录入
ＭＥＧＡ５．０５软件进行比对，结果（图２）表明，不同种类白条
天牛同段ＣＯⅠ序列均存在着特定的特异性位点，表明该序
列适用于白条天牛种类的分子鉴定。

２．２．４　建立系统发育树　利用ＭＥＧＡ５．０５软件建立白条天
牛属系统发育树，由图３可知，Ｂ．ｈｏｒｓｆｉｅｌｄｉ１与Ｂ．ｈｏｒｓｆｉｅｌｄｉ２
聚为一小支，且与 Ｂ．ｈｏｒｓｆｉｅｌｄｉ３聚为一支；Ｂ．ｌｉｎｅｏｌａｔａ１与
Ｂ．ｌｉｎｅｏｌａｔａ２聚为一小支。说明同种类白条天牛个体间均可
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以分别聚为一支，因此，同种类白条天牛可以和其他种类白条

天牛较好地区分开来，这也与形态学鉴定结果一致。从整体

上看，我国已有分布的 ５种（８头）白条天牛 Ｂ．ｒｕｂｕｓ、Ｂ．
ｈｏｒｓｆｉｅｌｄｉ、Ｂ．ｄａｖｉｄｉｓ、Ｂ．ｌｉｎｅｏｌａｔａ、Ｂ．ｎｕｍｉｔｏｒ聚为一大支，而我

国尚未有分布的１种（２头）白条天牛Ｂ．ｃｅｌｅｂｉａｎａ聚为一支，２
支亲缘关系较远，互为姊妹群。结果表明，白条天牛的亲缘关

系与地理分布有关，同一国家白条天牛种类之间的亲缘关系

较近，但与其他国家白条天牛种类之间的亲缘关系较远。

３　结论与讨论

线粒体ＣＯⅠ基因含有较多既相对保守又有足够变异的
遗传信息位点，常被当作ＤＮＡ条形码用于物种鉴定及系统发
育学研究中［２１］。黄丽莉等利用ＣＯⅠ基因实现了对６个不同
地理种群茶黄蓟马与其他４种常见蓟马的快速鉴定［２２］。李

京通过对天牛科６６种天牛线粒体 ＣＯⅠ 基因序列特征及系
统发育的研究，初步弄清楚了各类群间亲缘关系的远近［２３］。

郑丝竹也对天牛科５亚科１６０种天牛进行了ＣＯⅠ基因序列
特征数据库构建，并由此建立了１６０种天牛快速分子鉴定的
技术体系［２４］。

近年来，随着我国外向型经济水平的持续提升，各口岸进

出口货物量剧增。我国口岸从进口货物中截获的天牛科昆虫

种类、数量增多，但这些天牛多以卵、幼虫及蛹虫态和肢体残

缺的成虫等形态出现，用传统的形态学方法鉴定存在较大困

难。用线粒体ＣＯⅠ 基因片段作 ＤＮＡ条形码用于昆虫种类
的分子鉴定，极大程度上克服了传统形态学鉴定的缺陷［２５］；

但是，目前该方法在白条天牛种类鉴定中的应用还未见报道。

本研究通过对３种白条天牛 ＣＯⅠ 基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
中已公开的白条天牛 ＣＯⅠ 基因序列进行比对分析，发现该
序列既可有效区分白条天牛种类，又能提供丰富的物种亲缘

关系信息。建立的系统发育进化树中包含的信息与传统的形

态学鉴定结果相符，同时也证实了白条天牛种类间的亲缘关

系与地理分布有关。本试验的结果不仅对白条天牛 ＣＯⅠ基
因序列的数据库进行了补充和完善，也为下一步将 ＣＯⅠ 基
因分析方法应用于口岸多种检疫性天牛的种类鉴定及系统发

育学研究提供基础。值得关注的是，由于不同的基因含有不

同的遗传进化信息，也具有不同的遗传进化速率，因此，在后

续的检疫性天牛系统发育学研究中，为了得到更精确的系统

发育进化树，还需要在结合多个基因分析、多种成虫、幼虫形

态特征及多种建树方法等方面努力。
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丁草胺对水稻后茬作物幼苗生长的影响
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　　摘要：研究了我国稻田常用的酰胺类土壤处理除草剂丁草胺对水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）后茬作物小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ）、油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ）、萝卜（Ｒａｐｈａｎｕｓｓａｔｉｖｕｓ）幼苗生长的影响。通过 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ曲线拟合得到丁草胺对小麦、
油菜、萝卜幼苗根长抑制率５０％（ＧＲ５０）的剂量分别为３５．３９、２７．５０、４２．４７ｍｇ／Ｌ，对小麦、油菜、萝卜幼苗芽长ＧＲ５０的

剂量分别为１９．５９、３３．２９、７７．６９ｍｇ／Ｌ。由此可知，稻田正常使用丁草胺不会对后茬的这３种作物产生残留药害。
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　　丁草胺分子式Ｃ１７Ｈ２６ＣｌＮＯ２，是一种高效、选择性、用于芽
前处理的酰胺类除草剂［１］。酰胺类除草剂在全球范围内被

广泛应用，其主要作用机理是抑制植株的呼吸作用，干扰植物

体的蛋白质生物合成，影响生物膜的完整性。酰胺类除草剂

具有较强的选择性，除草活性高，药剂在植物体内易于降解，

对哺乳动物毒性低，使用较安全。酰胺类除草剂多用于水稻、

大豆、玉米、花生、十字花科作物等，可用于作物播前或播后、

苗前土壤处理，防除多种禾本科杂草和阔叶杂草，此类除草剂

在近代农田化学除草中一直占据重要地位，目前已有５３个品
种商品化［２］。自孟山都公司于１９５６年成功开发酰胺类除草
剂的第１个品种———二丙烯草胺问世以来，大量选择性强、活
性高的酰胺类除草剂被相继开发［３］。目前，丁草胺已经成为

我国稻田用量最大的土壤封闭处理除草剂之一，也是我国使

用量最大的除草剂之一，与丁草胺相关的除草剂登记种类数

量繁多，各种制剂和复配剂层出不穷，多用于稻田杂草防

控［４］。目前关于丁草胺对稻田后茬作物影响的研究较为缺

乏，研究重点集中在丁草胺对稻田当茬作物的影响。曹仁林

等采用盆栽法未观察到丁草胺对小白菜植株生长的影响及其

在植物体内的残留，表明丁草胺适用于小白菜前茬或当茬作

物杂草防除［５］。陈军等采用室内盆栽法，将３种酰胺类除草
剂丁草胺、乙草胺、异丙甲草胺与尿素混用，结果表明，尿素与

丁草胺混用后对１叶１心期水稻的安全性显著提高［６］。韩玉

军等通过盆栽试验，探讨丁草胺不同施药剂量对水稻安全性

影响，结果表明，不同剂量丁草胺于不同时期施药对水稻的安

全性不同［７］。目前对于轻型栽培稻田使用丁草胺后对后茬

作物的安全性尚未有相关报道［４，８］。本研究探讨了丁草胺对

水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）后茬作物小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ）、油菜
（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ）、萝卜（Ｒａｐｈａｎｕｓｓａｔｉｖｕｓ）幼苗主根长度和芽
长的影响，并结合丁草胺在土壤中的降解情况，判断稻田施用

丁草胺后对３种后茬作物的安全性，旨在为丁草胺在机插秧
等轻型栽培稻田杂草防除的开发利用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　供试药剂和作物
供试药剂为湖南农大海特农化有限公司的６０％丁草胺

乳油，登记用于水稻移栽田毒土法施药防治一年生杂草，推荐

用药剂量为９００～１３５０ｇａ．ｉ．／ｈｍ２。３种供试水稻后茬作物
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