
书书书

禹海鑫，蔡　波，孙民琴，等．长角天牛属部分种类ＤＮＡ条形码及系统发育的研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（２３）：１０２－１０６．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．２３．０２５

长角天牛属部分种类 ＤＮＡ条形码及系统发育的研究
禹海鑫１，蔡　波２，孙民琴１，郭骁驹１，杨晓军３，安榆林３

（１．南通出入境检验检疫局，江苏南通２２６００４；２．海南出入境检验检疫局热带植物隔离检疫中心，海南海口 ５７０３１１；
３．江苏出入境检验检疫局动植物与食品检测中心，江苏南京２１０００９）

　　摘要：长角天牛属天牛是严重危害林木的一类蛀干害虫。为了完善长角天牛属线粒体细胞色素Ｃ氧化酶亚基Ⅰ
（ｍｔＤＮＡＣＯⅠ）的基因数据库，研究该属部分种类的遗传进化关系，并探索利用ＣＯⅠ基因作为ＤＮＡ条形码鉴别长角
天牛种类的可行性。应用巢氏ＰＣＲ技术扩增了５种长角天牛标本的ＣＯⅠ序列，并与ＧｅｎＢａｎｋ记录的４种长角天牛
ＣＯⅠ序列进行对比，以解析其序列组成变异情况、碱基替换规律和遗传距离差异，最后再利用 ＭＥＧＡ５．２０构建系统
发育进化树。结果显示，长角天牛属不同种类间的遗传差异显著，可将此ＤＮＡ条形码用作长角天牛属不同种类的分
子鉴定依据。
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　　沟胫天牛亚科（Ｌａｎｉｉｎａｅ）隶属于鞘翅目（Ｃｌｅｏｐｔｅｒａ）叶甲
总科（Ｃｈｒｙｓｏｍｉｌｏｉｄｅａ）天牛科（Ｃｅｒａｍｂｙｃｉｄａｅ），是天牛科中种
类最多的一个亚科。其中，长角天牛属（Ａｃａｎｔｈｏｃｉｎｕｓ）天牛是
该亚科内极为重要的一类林木蛀干害虫，可危害鱼鳞松、油

松、马尾松、红松、山杨、核桃、栎属等多种针、阔叶树种。该属

天牛主要以幼虫钻蛀树木的木质部、韧皮部和边材组织为害，

常使树势衰弱，危害严重时还会导致树木整株死亡，给农林业

生产造成极大的经济损失［１］。截至目前，该属昆虫在全世界

范围内已被描述的种类约有１４种，广泛分布于欧洲、非洲北
部、俄罗斯、日本、朝鲜、中国台湾等国家和地区。我国已报道

的长角天牛属昆虫种类约有 ５种，包括白带长角天牛（Ａ．
ｃａｒｉｎｕｌａｔｕｓ）、大灰长角天牛（Ａ．ａｅｄｉｌｉｓ）、小灰长角天牛（Ａ．
ｇｒｉｓｅｕｓ）、黑带长角天牛（Ａ．ｓｔｉｌｌａｔｕｓ）和台湾长角天牛（Ａ．
ｇｕｎｄａｉｅｎｓｉｓ）［２－３］。其中，白带长角天牛被２００７年公布的《进
境植物检疫性有害生物名录》列为我国进境植物检疫性有害

生物。

近年来，随着我国进出口贸易的迅猛发展，原木、板材及

木质包装的进出口总量也与日俱增，这些货物中极易携带大

量天牛、小蠹等有害生物，对我国口岸生物安全造成极大威

胁。我国口岸曾多次在进境原木及木质包装中截获到长角天

牛属昆虫。例如，２０１３年深圳口岸检疫人员从进境罗马尼亚
云杉原木中截获了检疫性害虫———白带长角天牛［４］；２０１６
年，深圳蛇口口岸检疫人员在进境美国长叶松中首次截获到

了结节长角天牛（Ａ．ｎｏｄｏｓｕｓ）［５］；２０１６年，江苏常州口岸检疫
人员在进境美国白松原木中首次截获到了斜带长角天牛（Ａ．
ｏｂｌｉｓｑｕｕｓ）［６］。

面对如此严峻的生物入侵形势，只有对有害生物进行快

速、精确的鉴定才可以采取针对性的措施有效阻止其入侵我

国。目前，各口岸主要采用传统的昆虫种类鉴定方法，即依据

形态特征，同时参照昆虫分类检索表的方法对长角天牛属天

牛进行分类鉴定。但在口岸检疫过程中，由于截获的天牛多

以卵、幼虫、蛹或肢体残缺成虫的虫态出现，利用形态学特征

进行鉴定相当困难，很多天牛标本就无法鉴定到种［７］。因

此，迫切须要探索新的鉴定技术来弥补传统鉴定方法的不足。

截至目前，利用分子生物学手段研究物种鉴定、系统发育已经

成为昆虫学科的研究热点。其中，由于线粒体细胞色素 Ｃ氧
化酶亚基Ⅰ基因（ｍｔＤＮＡＣＯⅠ）结构相对保守，且种间差异
比较大，因此，利用基于 ＣＯⅠ 基因序列片段的 ＤＮＡ条形码
技术进行近缘种间鉴定及系统发育的研究已经得到了更为成

熟的应用［８］。Ｓｔａｕｆｆｅｒ利用该ＤＮＡ条形码技术对欧洲７种齿
小蠹进行了快速准确的鉴定［９］。禹海鑫等应用该技术实现

了白条天牛属下１３个种类准确高效的鉴定［１０］。邬颖等也通

过该技术实现了光肩星天牛幼虫种类的快速鉴定［１１］。郑丝

竹深入研究了天牛科基因条形码的构建方法及分子快速鉴定

技术，为探索天牛种类的分子鉴定方法提供了极有价值的

参考［１２］。

白带长角天牛作为重要的检疫性有害生物，对其及所在

属内多个种类天牛进行快速鉴定具有重要意义。本研究收集

了５种口岸截获的长角天牛样本，对其 ＣＯⅠ 片段进行扩增
和测序，并与ＧｅｎＢａｎｋ中下载的９条ＣＯⅠ序列进行比对，分
析这些序列的碱基多样性、遗传距离和系统进化关系，以期获

得１种快速鉴定长角天牛种类的分子方法，为今后农林部门
及进出境植物检疫部门对长角天牛属昆虫的快速准确鉴定提

供依据［１３］。

１　材料与方法

１．１　试验样本
本试验所用标本由南通出入境检验检疫局有害生物检疫
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实验室提供，包括小灰长角天牛（Ａ．ｇｒｉｓｅｕｓ）、大灰长角天牛
（Ａ．ａｅｄｉｌｉｓ）、斜带长角天牛、Ａ．ｐｒｉｎｃｅｐｓ、白带长角天牛５种长
角天牛，所有天牛标本均由国内天牛专家安榆林研究员鉴定

复核。标本来源与采集时间见表１。另外，从 ＧｅｎＢａｎｋ网站
获得小灰长角天牛、大灰长角天牛、Ａ．ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｓ、Ａｃａｎｔｈｏｃｉｎｕｓ
ｓｐ．ＣＡ１４＿３．０１４种长角天牛，及作为外群的棕榈象甲
（Ｒｈｙｎｃｈｏｐｈｏｒｕｓｐａｌｍａｒｕｍ）的共９条 ＣＯⅠ 序列（表２），用于
比对分析。其中，白带长角天牛是我国进境植物检疫性昆虫，

其他长角天牛均是其同属近似种。

表１　供试标本的来源及采集时间

种名 来源地
采集时间

（年－月）

小灰长角天牛１ 俄罗斯 ２０１５－０８
小灰长角天牛２ 中国 ２０１５－０８
大灰长角天牛１ 意大利 ２０１３－０７
斜带长角天牛１ 美国 ２０１２－０７
斜带长角天牛２ 美国 ２０１２－０７
Ａ．ｐｒｉｎｃｅｐｓ１ 美国 ２０１２－０７
白带长角天牛 俄罗斯 ２００７－０７

表２　本研究使用的ＧｅｎＢａｎｋ下载的ＣＯⅠ基因序列信息

种名 ＧｅｎＢａｎｋ登录号
小灰长角天牛２ ＫＭ４５０６５６．１
小灰长角天牛３ ＫＭ４５０５３４．１
小灰长角天牛５ ＫＪ９６６９１５．１
大灰长角天牛２ ＨＭ９０９０６６．１
大灰长角天牛３ ＨＱ５５９２４２．１
大灰长角天牛４ ＫＣ５９３３０３．１
Ａ．ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｓ ＫＭ２８５８０３．１
Ａｃａｎｔｈｏｃｉｎｕｓｓｐ．ＣＡ１４＿３．０１ ＫＹ３５７６１９．１
棕榈象甲 ＡＹ１３１１２１．１

１．２　样品组织基因组ＤＮＡ提取
用ＧｅｎＭａｇＢｉｏ动物细胞组织／细胞基因组ＤＮＡ磁珠提取

试剂盒（北京金麦格生物技术有限公司）提取上述各个样品

组织的基因组ＤＮＡ。提取步骤如下：剪取适当大小的经乙醇
浸泡的各天牛样品肌肉组织（应少于３０ｍｇ），用双蒸水冲洗
干净后，装入 １．５ｍＬ离心管中并置于 ＭＭ４００球磨仪（德国
ｒｅｔｓｃｈ公司提供）中振荡研磨６０ｓ（３０次／ｓ），再将磨碎的组织
离心１０ｍｉｎ（转速为１２０００ｒ／ｍｉｎ）。离心后加入１８０μＬ裂
解缓冲液及２０μＬ蛋白酶Ｋ，漩涡振荡，重悬已经预处理的组
织样品，然后放入５５℃水浴锅中温浴１～３ｈ，直至组织样品
完全裂解消失。加２００μＬ无水乙醇、２００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ、
２０μＬ磁珠，磁珠用于吸附组织中的基因组 ＤＮＡ。加入
５００μＬＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ去除杂质后，再加入２０μＬＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，
静置１０ｍｉｎ后洗脱磁珠，便可获得样品组织的基因组 ＤＮＡ
溶液［１４－１５］。

１．３　ＣＯⅠ片段扩增与测序
本试验 ＰＣＲ扩增反应采用巢氏 ＰＣＲ，在 ＰｒｏＦｌｅｘＴＭ ＰＣＲ

仪（美国ＡＢＩ公司提供）上进行。反应采用２５μＬ体系，包括
１．０μＬ基因组 ＤＮＡ模板、２．０μＬＭｇＣｌ２（２５．０ｍｍｏｌ／Ｌ）、
２．５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ（不含Ｍｇ２＋）、１．０μＬｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、
０．４μＬｒＴａｑＤＮＡ聚合酶（５．０Ｕ／μＬ，购自 ＴａＫａＲａ公司），各

０．５μＬ上、下游引物（１０．０μｍｏｌ／Ｌ，由南京金斯瑞生物科技
有限公司合成），再加灭菌水补至总体积为２５μＬ。ＰＣＲ扩增
反应条件如下：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ４０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，３６个循环；７２℃１０ｍｉｎ。反应完毕后将产物送至南京
金斯瑞生物科技有限公司进行测序分析［１０，１２］。巢式 ＰＣＲ第
１轮反应引物为 Ｆ－１、Ｒ－１，第 ２轮 ＰＣＲ引物为 Ｆ－２、
Ｒ－２［１２］，各引物序列信息如表 ３所示。本研究采用巢式
ＰＣＲ，既降低了扩增出非目的基因条带的概率，又增强了该
ＰＣＲ检测的可信度和灵敏度［１２］。

表３　巢式ＰＣＲ所用引物序列

引物名称
引物序列

（５′→３′）

Ｆ－１ ＴＡＡＣＡＣＣＡＣＡＴＧＣＴＴＴＡＧＴＡ
Ｒ－１ ＧＧＡＴＴＧＴＣＴＧＡＧＴＡＴＣＧＴＧＧ
Ｆ－２ ＧＧＡＧＣＡＴＴＴＧＣＡＡＴＴＴＧＡＴＴＡＣＴＴ
Ｒ－２ ＣＣＣＣＧＴＡＡＡＡＴＴＡＡＴＴＡＴＡＡＡＣＴＴＣ

１．４　序列处理及分析
将各样品ＣＯⅠ序列测序结果导入ＤＮＡＳｔａｒ中的ＳｅｑＭａｎ

分析软件中进行拼接与手工校正［１６］。利用美国国立生物技

术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简
称ＮＣＢＩ）的Ｂｌａｓｔ工具进行序列相似性搜索，以确定序列的方
向和可信度。再将所测序列以及从ＧｅｎＢａｎｋ下载的８条长角
天牛序列一同载入ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３软件进行比对，输出格式为
ＦＡＳＴＡ［１７］。最后将所有比对结果导入 ＭＥＧＡ５．２０软件中［１８］

计算各种类间的遗传距离、转换和颠换值及其比值（Ｒ）、变异
位点（ｖａｒｉａｂｌｅｓｉｔｅｓ，简称 Ｖ）及保守位点（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｔｅｓ，简称
Ｃ）等数值［１３］，同时，利用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，简称ＮＪ），
选取Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ遗传距离模型，建立系统发育树。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ凝胶电泳结果
本试验对５种长角天牛共７个样本的基因组 ＤＮＡ进行

ＣＯⅠ基因片段巢式ＰＣＲ扩增，由图１的电泳结果可以看出，
７个样本在５２５ｂｐ处均有清晰且特异性良好的目的条带，可
满足后续基因测序的需要。

２．２　长角天牛ＣＯⅠ序列解析
２．２．１　ＣＯⅠ基因序列组成和变异特征　将测序和下载的各
条序列导入 ＭＥＧＡ５．２０软件中，剪切成同等长度片段

—３０１—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第２３期



（４３４ｂｐ）［１９］。结果发现，保守位点（Ｃ）、变异位点（Ｖ）、自裔
位点（Ｓ）和简约信息（Ｐｉ）位点分别有 １９９、２３５、５６、１７９个。
另外，统计所有位点的碱基平均含量发现，Ａ平均含量为
２９．８％，Ｔ为３４．１％，Ｇ为１４．４％，Ｃ为２１．７％ ［１２］。其中，Ａ、
Ｔ的含量相近，且Ａ＋Ｔ含量高达６３．９％，明显高于 Ｇ＋Ｃ含
量（３６．１％），表现出明显的Ａ＋Ｔ碱基偏嗜，这也基本符合昆
虫线粒体基因碱基组成的基本规律 ［１９－２０］。

２．２．２　碱基替换规律分析　用 ＭＥＧＡ５．２０软件分析序列

各位点碱基替换规律［２１］。由表４可以看出，整体位点的转换
主要出现在Ｃ与Ｔ之间，颠换则主要出现在 Ｔ与 Ａ之间，转
换／颠换比值（Ｒ值）为０．８３。对密码子各位点分析发现，转
换和颠换主要在密码子第２位点上发生，且转换与颠换值相
当（Ｒ＝０．７４）。此外，第１、３位点Ｒ值分别为０．５９、１．２９。无
论整体或是密码子各位点，Ｒ值均小于２，表明该序列转换与
颠换未达到饱和，在构建系统发育树时要考虑转换与颠换的

发生概率。

表４　核甘酸碱基替换结果

类别 ｉｉ ｓｉ ｓｖ Ｒ ＴＴ ＴＣ ＴＡ ＴＧ ＣＴ ＣＣ ＣＡ ＣＧ ＡＴ ＡＣ ＡＡ ＡＧ ＧＴ ＧＣ ＧＡ ＧＧ 总计

Ａｖｇ ３４４．００４１．００ ４９．００ ０．８３ １１７．００１９．００ １４．００ ２．００１２．００６９．００５．００ ２．００１２．００９．００１０４．００６．００ ２．００ ３．００ ４．００５３．００４３３．７５
１ｓｔ １３５．００ ４．００ ６．００ ０．５９ ５６．００ １．００ １．００ ０．００ １．００３９．０００．００ １．００ ２．０００．００ ２１．００１．００ ０．００ ２．００ １．００１９．００１４５．００
２ｎｄ ８６．００２５．００ ３４．００ ０．７４ ３２．００１３．００ １１．００ １．００ ７．００ ９．００４．００ ０．００ ９．００７．００ ４５．００３．００ １．００ １．００ ２．００ １．００１４４．７５
３ｒｄ １２２．００１２．００ ９．００ １．２９ ２９．００ ５．００ ２．００ １．００ ３．００２２．００１．００ ０．００ ２．００２．００ ３９．００２．００ ２．００ ０．００ ２．００３３．００１４４．００

　　注：Ａｖｇ表示平均频率，１ｓｔ表示第１位点，２ｎｄ表示第２位点，３ｒｄ表示第３位点，ｉｉ表示相同碱基对，ｓｉ表示转换碱基对，ｓｖ表示颠换碱基对，Ｒ表示转换碱基
对／颠换基对。

２．２．３　遗传距离分析　根据 Ｋｉｍｕｒｅ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ模型分析
７种１５头长角天牛和１个外种群之间的遗传距离，将转换和
颠换考虑在内，利用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值（１０００次）进行检验［２１］。由

表５可以看出，长角天牛属内相同物种内的遗传距离数值介
于０．０００～０．０１６内，平均遗传距离为０．０１，其中小灰长角天
牛种内距离最小，为０～０．０１４；斜带长角天牛种内距离最大，
为０．０１６；长角天牛属不同种间的遗传距离介于０．０５５～０．

６２９之间，平均遗传距离为０．３５０，其中相似种Ａ．ｐｒｉｎｃｅｐｓ与白
带长角天牛之间的遗传距离最小，为０．０５５；斜带长角天牛１
与Ａ．ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｓ之间的遗传距离最大，为０．６２９。可见，同一
物种内的遗传距离较近，基本不受其地理分布的影响；同属不

同种类间的遗传距离较远，呈现出较为明显的遗传差异性，可

考虑将此段序列作为鉴别不同物种的依据。

表５　基于Ｋｉｍｕｒｅ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ模型长角天牛属的种内、种间遗传距离

物种序号
遗传距离

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５
２ ０．０００
３ ０．１３５ ０．１３５
４ ０．６０６ ０．６０６ ０．５９８
５ ０．６０４ ０．６０４ ０．５９９ ０．０１６
６ ０．５５３ ０．５５３ ０．５３２ ０．１１９ ０．０９８
７ ０．５４３ ０．５４３ ０．５７４ ０．１１３ ０．１００ ０．０５５
８ ０．０１３ ０．０１３ ０．２３２ ０．６２３ ０．６１５ ０．５８１ ０．５５２
９ ０．００９ ０．００９ ０．１３６ ０．６０１ ０．５９９ ０．５４９ ０．５４３ ０．０１４
１０ ０．００５ ０．００５ ０．１３８ ０．６０６ ０．６０４ ０．５４７ ０．５３７ ０．０１３ ０．０１４
１１ ０．１３９ ０．１３９ ０．０１２ ０．６１０ ０．６１１ ０．５４２ ０．５８６ ０．２４０ ０．１３９ ０．１４２
１２ ０．１２７ ０．１２７ ０．０１２ ０．５９３ ０．５９５ ０．５２７ ０．５７６ ０．２２８ ０．１３３ ０．１３０ ０．０１９
１３ ０．１２７ ０．１２７ ０．０１２ ０．５９３ ０．５９５ ０．５２７ ０．５７６ ０．２２８ ０．１３３ ０．１３０ ０．０１９ ０．０００
１４ ０．１３４ ０．１３４ ０．１０６ ０．６２９ ０．６２３ ０．５７６ ０．５９５ ０．２２０ ０．１３４ ０．１３７ ０．１１６ ０．１１２ ０．１１２
１５ ０．０１４ ０．０１４ ０．１４５ ０．５８０ ０．５６６ ０．５１１ ０．５１９ ０．１７６ ０．０２８ ０．０１４ ０．１４８ ０．１４２ ０．１４２ ０．１３７
１６ ０．６６２ ０．６６２ ０．５８１ ０．７５２ ０．７２４ ０．７６６ ０．７６２ ０．６４１ ０．６５７ ０．６６２ ０．６０３ ０．６００ ０．６００ ０．５９８ ０．６６５

　　注：１表示小灰长角天牛１；２表示小灰长角天牛２；３表示大灰长角天牛１；４表示斜带长角天牛１；５表示斜带长角天牛２；６表示Ａ．ｐｒｉｎｃｅｐｓ；
７表示白带长角天牛；８表示小灰长角天牛５；９表示小灰长角天牛３；１０表示小灰长角天牛４；１１表示大灰长角天牛２；１２表示大灰长角天牛３；
１３表示大灰长角天牛４；１４表示Ａ．ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｓ；１５表示Ａｃａｎｔｈｏｃｉｎｕｓｓｐ．ＣＡ１４＿３．０１；１６表示棕榈象甲。

２．２．４　系统发育树的建立　采用 ＭＥＧＡ５．２０分析软件，选
择棕榈象甲为外群，以长角天牛属７种昆虫共１５条 ＣＯⅠ序
列为靶标，使用邻接法建立系统发育树。从图２可以看出，从
整体上看，长角天牛属各近似种聚为一大支，而外群棕榈象甲

单独成１支，此聚类结果与形态学鉴定结果一致。在长角天
牛属所聚的一大支中，７种长角天牛又分聚为２支，其中小灰
长角天牛、大灰长角天牛、Ａ．ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｓ和 Ａｃａｎｔｈｏｃｉｎｕｓｓｐ．

ＣＡ１４＿３．０１聚为１支，说明这４种长角天牛的遗传进化关系
较为接近，互为近缘种；同时，又与聚为另１支的斜带长角天
牛、Ａ．ｐｒｉｎｃｅｐｓ及白带长角天牛遗传进化关系较远，也说明彼
此之间的亲缘关系较远，２支互为姊妹群。从局部来看，同一
种类不同个体之间各聚为一小支，且置信度很高，这样就很容

易和其他种类的长角天牛区分开来。上述结果表明，长角天

牛属不同种类之间的系统进化差异明显，因此可将此ＤＮＡ条
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形码用作长角天牛属不同种类分子鉴定的依据。

３　结论与讨论

一般而言，使用ＤＮＡ条形码对物种进行快速准确的鉴定
须要满足２个必要条件：首先每个物种都要具有独特且又相
对保守的ＤＮＡ条形码序列；其次是该条形码序列种间差异必
须远大于其种内的差异［８］。本研究所采用的线粒体ＣＯⅠ基
因序列就满足上述条件。首先，地球上几乎所有真核生物都

含有线粒体ＣＯⅠ基因，且该基因含有很多相对保守的遗传
信息位点。其次，对７种１５头长角天牛基于线粒体ＣＯⅠ基
因的种内及种间遗传距离进行计算，发现种内遗传距离为

００００～０．０１６，平均为 ０．０１；种间遗传距离介于 ０．０５５～
０６２９之间，平均为０．３５；种间遗传距离是种内遗传距离的
３５倍，完全符合种间差异应大于种内差异１０倍以上的物种
鉴定原则。事实上，线粒体 ＣＯⅠ 基因常被作为 ＤＮＡ条形
码，用于昆虫种类鉴定及系统发育学的研究，类似的基因还有

Ｃｙｔｂ、１８Ｓ、２８Ｓ、５．８Ｓ、ＩＴＳ、ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ等［２２］。王颖等利用ＣＯⅠ
基因作为ＤＮＡ条形码，实现了对山东口岸进境原木截获蚊虫
种类的快速鉴定［２３］。董昆应用 ＣＯⅠ 基因分析了苹果蠹蛾
不同地理种群间的遗传差异，并实现了对其幼虫的快速鉴

定［２４］。赵文静等利用ＣＯⅠ 及 ＩＴＳ序列作 ＤＮＡ条形码深入
研究了环带库蚊的分类地位和杂鳞库蚊复组内各亲缘种的系

统发育关系［２５］。

目前我国口岸昆虫种类鉴定主要依赖于完整成虫的形态

特征，而实际上口岸截获到的多是昆虫的卵、幼虫、蛹及肢体

残破的成虫。卵、幼虫和蛹须要花费较长时间培养至成虫阶

段才能进行种类鉴定，而肢体残破的成虫则失去了形态学鉴

定的价值。用ＤＮＡ条形码技术就能很容易突破上述形态学
鉴定方法遇到的瓶颈［２６］。但是目前该技术［２７］在长角天牛属

种类鉴定中的应用还鲜有报道。本研究通过对５种长角天牛
ＣＯⅠ基因所测序列与 ＧｅｎＢａｎｋ部分长角天牛 ＣＯⅠ 序列进
行比对分析，发现该段序列既能高效区分部分长角天牛种类，

又能提供丰富的物种亲缘关系信息。此外，本研究还首次对

斜带长角天牛、白带长角天牛和Ａ．ｐｒｉｎｃｅｐｓ的ＣＯⅠ基因序列
进行测序，不仅补充了长角天牛属ＣＯⅠ基因数据库，还将为
基于ＣＯⅠ基因快速鉴定其他种类天牛的研究提供有益参
考。值得注意的是，由于本研究未收集到全部的长角天牛属

种类，仅能针对部分种类进行分析，因此本研究采用的 ＤＮＡ
条形码尚不能确定可以完全鉴别所有的长角天牛种类，只能

说明ＤＮＡ条形码技术［２７］在长角天牛属昆虫分子鉴定上具有

可行性。后续研究应围绕收集长角天牛属其他种类，完善

ＣＯⅠ 基因数据库，结合多个基因共同分析等方向努力，以期

获得更高效的 ＤＮＡ条形码，进而得到更精确的系统发育进
化树。
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［１４］花　婧，郑斯竹，安榆林，等．基于线粒体ＣＯⅠ基因的大小蠹属昆
虫ＤＮＡ条形码研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（３）：３０－３２．

［１５］常　虹．口岸截获小蠹科昆虫 ＤＮＡ条形码技术研究［Ｄ］．南
京：南京林业大学，２０１３：１０－２６．

［１６］ＰａｒｃｈｍａｎＴＬ，ＧｅｉｓｔＫＳ，ＧｒａｈｎｅｎＪＡ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｉｎａｎｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｌｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｔｒｅｅｓｐｅｃｉｅｓ：ａｓｓｅｍｂｌｙ，
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ，ａｎｄｍａｒｋｅｒｄｉｓｃｏｖｅｒｙ［Ｊ］．ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０１０，
１１：１８０．

［１７］ＣｈｅｎｎａＲ，ＳｕｇａｗａｒａＨ，ＫｏｉｋｅＴ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ
ｗｉｔｈｔｈｅｃｌｕｓｔａｌｓｅｒｉｅｓｏｆｐｒｏｇｒａｍｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，
２００３，３１（１３）：３４９７－３５００．

［１８］ＫｕｍａｒＳ，ＮｅｉＭ，ＤｕｄｌｅｙＪ，ｅｔａｌ．ＭＥＧＡ：ａｂｉｏｌｏｇｉｓｔ－ｃｅｎｔｒｉｃ
ｓｏｆｔｗａｒｅｆｏｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．
ＢｒｉｅｆｉｎｇｓｉｎＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００８，９（４）：２９９－３０６．
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［１９］郑斯竹，张　凯，杨晓军，等．墨天牛属昆虫ＣＯⅠ基因比较及系

统学初步研究［Ｊ］．应用昆虫学报，２０１５，５２（２）：３７０－３８１．
［２０］ＬｉｕＨ，ＢｅｃｋｅｎｂａｃｈＡＴ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ

ｏｘｉｄａｓｅⅡ ｇｅｎｅａｍｏｎｇ１０ｏｒｄｅｒｓｏｆｉｎｓｅｃｔｓ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，１９９２，１（１）：４１－５２．

［２１］ＴａｍｕｒａＫ，ＰｅｔｅｒｓｏｎＤ，ＰｅｔｅｒｓｏｎＮ，ｅｔａｌ．ＭＥＧＡ５：ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｄｉｓｔａｎｃｅ，ａｎｄｍａｘｉｍｕｍ ｐａｒｓｉｍｏｎｙｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１１，２８（１０）：２７３１－２７３９．

［２２］张裕君，刘跃庭，廖　芳，等．ＤＮＡ条形码技术研究进展及其在植
物检疫中的应用展望［Ｊ］．中国植保导刊，２０１０，３０（４）：１５－１７．

［２３］王　颖，王　勇，高　涛，等．ＤＮＡ条形码技术用于原木携带蚊
种的鉴定［Ｊ］．中国国境卫生检疫杂志，２０１３（４）：２４９－２５１．

［２４］董　昆．基于ＣＯⅠ基因的苹果蠹蛾地理种群遗传差异分析及
幼虫快速分子鉴定［Ｄ］．杨凌：西北农林科技大学，２０１０．

［２５］赵文静，张春林，陈汉彬，等．基于ＣＯⅠ与ＩＴＳ序列的杂鳞库蚊
复组（双翅目：蚊科）分子系统发育［Ｊ］．环境昆虫学报，２０１６
（４）：８２１－８３０．

［２６］彭居俐，王绪桢，何舜平．ＤＮＡ条形码技术的研究进展及其应用
［Ｊ］．水生生物学报，２００８，３２（６）：９１６－９１９．

［２７］袁俊杰，马新华，龙　阳，等．利用 ＤＮＡ条形码对１０种苍耳属
杂草的鉴定［Ｊ］．杂草学报，２０１６，３４（３）：１１－１６．

杨　婷，李仟仟，史红安，等．３种酚类物质对油茶炭疽病病菌的抑菌机制［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（２３）：１０６－１０９．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．２３．０２６

３种酚类物质对油茶炭疽病病菌的抑菌机制
杨　婷１，２，李仟仟１，史红安１，吴梅风１，张志林，王立华１

（１．湖北工程学院特色果蔬质量安全控制湖北省重点实验室／湖北工程学院生命科学技术学院，湖北孝感 ４３２０００；
２．湖北大学生命科学学院，湖北武汉４３００６２）

　　摘要：为明确酚类物质对油茶炭疽病的多重作用方式及活性机制，从香芹酚、丁香酚、异丁香酚对油茶炭疽菌菌丝
的细胞膜通透性、可溶性蛋白和还原糖含量的影响进行研究。结果表明：处理后，油茶炭疽菌菌丝畸变，粗细不均，分

支增多，局部膨大；油茶炭疽菌菌丝处理液的电导率随处理时间和酚类化合物浓度增加而
!

大；香芹酚、丁香酚、异丁

香酚在浓度为４００μｇ／ｍＬ时，处理１２ｈ后病原菌菌丝体内的可溶性蛋白含量分别为７．５５、７．６９、８．０１ｍｇ／ｇ，还原糖含
量分别为４．９５、６．１８、５．７１ｍｇ／ｇ。试验结果为将香芹酚、丁香酚、异丁香酚开发成天然杀菌剂应用于农业生产实践提
供了理论依据。

　　关键词：酚类物质；油茶炭疽病；抑菌机理；通透性；可溶性蛋白；还原糖
　　中图分类号：Ｓ７６３．７４４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）２３－０１０６－０４

收稿日期：２０１７－０７－１８
基金项目：湖北省教育厅科研项目（编号：Ｂ２０１６１８５）；湖北省自然科
学基金（编号：２０１４ＣＦＢ５７１）；特色果蔬质量安全控制湖北省重点
实验室开放课题。

作者简介：杨　婷（１９９０—），女，湖北孝感人，硕士研究生，研究方向
为植物病虫害。Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｇｙａｎｇｔｉｎｇ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：张志林，博士，研究方向为化学生态学。Ｅ－ｍａｉｌ：
ｚｈａｎｇｚｈｉｌｉｎ９１３＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　油茶（ＣａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａＡｂｅｌ）属山茶科（Ｔｈｅａｃｅａｅ）山茶属
（Ｃａｍｅｌｌｉａｌ）植物，为我国特有的优质食用油料植物［１］。茶油

易被人体吸收，且烟点高，不含对人体有害的黄曲霉毒素、棉

酚、芥酸等成分［２－３］。此外，茶油还具有保健功能，能提高人

体免疫能力，减轻脂肪堆积，降低血浆中胆固醇浓度，有效改

善和预防高血压、冠心病、动脉硬化等心血管疾病［４－６］，是一

种高档的保健食用油。茶油被联合国粮食及农业组织作为重

点推广对象［７］。但是随油茶种植面积的增加，油茶病害日趋

严重，生产绿色无公害茶油，已成为我国油茶产业可持续发展

急需解决的关键问题［８］。

油茶炭疽病病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｒｉｏｉｄｅｓ）是油茶的
主要病害之一，严重影响油茶的生长和产量［９］。萜类化合物

为植物代谢的主要产物，具有抑菌活性强、低毒、易降解、不污

染环境、不易产生抗性等优点，是一种安全高效的天然杀菌

剂［１０－１１］。前期研究发现，萜类化合物中香芹酚、丁香酚、异丁

香酚对油茶炭疽病病菌具有较好的抑制活性。本试验研究香

芹酚、丁香酚、异丁香酚对油茶炭疽病病菌细胞膜通透性、可

溶性蛋白和还原糖含量的影响，了解其作用机制，以期为将香

芹酚、丁香酚、异丁香酚开发成天然杀菌剂提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试萜类化合物
香芹 酚 （ｃａｒｖａｃｒｏｌ）、丁 香 酚 （ｅｕｇｅｎｏｌ）、异 丁 香 酚

（ｉｓｏｅｕｇｅｎｏｌ）购自梯希爱（上海）化成工业发展有限公司，纯度
大于９５％。
１．２　供试病原菌

油茶炭疽病病菌从湖北省孝感市区植物病株上采得，采

用常规组织分离法分离纯化病原菌，并观察其形态学特征，同

时结合ｒＤＮＡ－ＩＴＳ（内转录间隔区）序列分析，对病原菌进行
分离和分子鉴定得到［１２］。

１．３　试验方法
１．３．１　萜类化合物对病原菌菌丝形态的影响　在无菌条件
下，用６ｍｍ打孔器在培养好的供试菌菌落边缘打取长势相
同的菌饼接入萜类化合物系列浓度梯度为 ５０、１００、２００、
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