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大豆蚜细胞色素氧化酶!基因的克隆及其

在捕食性天敌昆虫鉴定中的应用
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摘要：利用通用引物，对大豆蚜 !-.+/ *)0"+&1/ P:#GA9A’: 的细胞色素氧化酶!（Q!!）基因序列进行克隆和测序。测

得的序列长度为 07) %H，并与已在 5&?6:?J 上登录的其他蚜虫 Q!!基因序列进行比较分析，验证其同源性，同时将

该序列在 5&?6:?J 进行了登记（登录号为 RS(*-.+C）。根据此片段的碱基序列设计了 7 对大豆蚜特异引物，其扩增

片段约为 (.) %H；种特异性检验结果表明，该引物只对大豆蚜具有扩增能力，对其他相关蚜虫种类不具有扩增效

果；并用此引物对大豆蚜捕食性天敌进行定性检测，结果表明，在取食过大豆蚜的异色瓢虫 2$3(’&+$ $403+5+/、龟纹

瓢虫 63’-0)$1$ 7$-’&+"$、大草蛉 8.30/’-$ /1-#1(-9&"#$#$ 幼虫以及小花蝽 :3+9/ /+(+)1/ 成虫和幼虫等捕食性昆虫的中肠

中均能检测到大豆蚜的 R3E 片段；而在未取食蚜虫的上述天敌中却未能扩增出来。
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大 豆 蚜 !-.+/ *)0"+&1/ P:#GA9A’: 属 同 翅 目

T$9$H#&’: 蚜科 EH>;I;I:& 蚜属 !-.+/，分布在东北、华

北、内蒙古、宁夏、台湾、华南、西南等省区，是栽培大

豆上主要的农业害虫之一。大豆蚜通过刺吸进行危

害，造成叶片卷曲、节间缩短、植株矮化等症状（王素

云等，7,,*），严重发生时可引起植株的死亡。大发

生年份若防治不及时，轻则减产 ()‘ a C)‘，重则

减产 -)‘以上（王春荣等，7,,0）。大豆蚜也是多种

植物病原病毒田间扩散、传播的媒介，常引起大豆花

叶病等病害在田间流行（李尉民和濮祖芹，7,,7）。

())) 年以来，大豆蚜的危害呈扩大趋势，先后侵入

到北美洲（N:=GI:<& 1# $) M，())+）和大洋州（Z<&#">&’
:?I R&G%$’$A=>，())(）等地区，对当地的农业生产构
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成了潜在的威胁，同时也正升级为一种受到广泛关



注的世界性害虫。

目前，利用天敌昆虫对大豆蚜进行生物防治，是

大豆蚜综合治理的一个重要方面。以往对捕食者!
猎物之间关系的研究常采用田间直接观察法（"#$%&$
#’( )*+,’，-./0；"#$%&$ !" #$ 1，-./2；3&4#56* !" #$ 1，
-..7；8&*96&: !" #$ 1，-..;；<=’>#’&?# #’( @A$>BC*，
-../）、天敌消化道解剖法（8&’4&D&:(，-./E）或酶联

免疫吸附法（多克隆F单克隆抗体免疫法）（8#4:&$ !"
#$ 1，-..G；刘雨芳等，0EE0）。在田间直接观察捕食

者是非常困难的，而且浪费时间；而免疫学分析法

虽然比较有效，但费用昂贵。基于这些原因，在分子

水平上发展了一系列鉴定被捕食者残留物的技术，

特别是 )HI 技术。利用分子生物学技术及生物共

用的保守区序列，在未知目标昆虫基因组的情况下，

借助通用的引物就可扩增相关的基因。此外，通过

对多种目标种类系统发育研究，获得其序列，并设计

特异引物，其序列公开后，就可被广泛使用。现在

J"K 技术已成为分子生物学中强有力的工具之一。

我们克隆和测定了大豆蚜细胞色素氧化酶!
（"@!）基因序列，利用 "@!基因对大豆蚜天敌昆

虫进行 J"K 技术鉴定，拟为大豆蚜捕食性天敌谱的

研究提供分子生物学依据，同时为特定捕食性天敌

昆虫捕食作用的定性检测提供借鉴，为充分利用自

然天敌提供理论依据。

! 材料与方法

!"! 材料

实验昆虫：从田间采集大豆蚜在人工培养箱中

进行饲养，温度 0LM，光周期 -G3 N --)。麦二叉蚜

%&’()#*’(+ ,-#.(/0.、桃 蚜 12)0+ *!-+(&#!、玉 米 蚜

3’4*#$4+(*’0. .#(5(+、禾谷缢管蚜 3’4*#$4+(*’0. *#5(
和麦长管蚜 %("46(4/ #7!/#! 采集于东北农业大学香

坊区小麦、玉米试验田；茄无网长管蚜 8&2-"’4+(*’4/
+4$#/( 采集于东北农业大学香坊区大豆试验田。

主要试剂：J"K 试剂和 O#P 酶购自宝泰克生物

科技公司。J"K 产物纯化试剂盒、6<)-/!O 载体、质

粒提取试剂盒均购自 O#Q#K# 公司。转化宿主细胞

为 R<-E. 大肠杆菌。

!"# 方法

!"#"! 蚜虫总 )HI 的提取：将蚜虫用蒸馏水洗净，

按 ST= 和 U$&&’5%,’&（-...）提取总 )HI 的方法提取

大豆蚜基因组 )HI。

!"#"# J"K 扩增与检测："@!基因扩增上游引物：

LV!"IOO"IOIOO"IUIIOOI""!GV； 下 游 引 物： LV!
UIUI""IOOI"OOU"OOO"IUO"IO"O!GV。 引 物 由 北

京赛百盛公司合成。J"K 扩增条件：引物 EW0"9,:F
3；(HOJ EWE7 99,:F3；<40 X 0 99,:F3；O#P 聚合酶

-W0L Y；)HI 模板 0"3；-E Z A=[[&$ 0WL"3；灭菌双

蒸水补齐至 0L"3。J"K 扩增程序：.LM预变性 L
9*’、.2M 变性 - 9*’、LEM 退火 - 9*’、;0M 延伸 -
9*’，共 GE 个循环，最后 ;0M延伸 -E 9*’。扩增反应

在 3,’4U&’& J"K 仪上进行。取 /"3 J"K 产物加入

0"3 上样缓冲液，用 -WE\琼脂糖凝胶经 ]^ 染色后

电泳，电泳条件：电压 /E _，室温下电泳 GE 9*’；随

后 用 Y_‘^IH) _.W. 系 统 分 析，最 后 选 用 )HI
<#$C&$ )30EEE 分析 )HI 片段大小。

!"#"$ J"K 产物回收、纯化、克隆、转化与测序：将

J"K 扩增产物回收并从琼脂糖上切下放入 -WL 93
]J 管中，按照胶回收试剂盒的使用说明，回收相应

的目的条带。纯化后的 J"K 产物与 6<)-/!O 载体

连接，之 后 将 -E "3 连 接 产 物 转 化 到 -EE "3 的

R<-E. 感受态宿主菌中，取 --E"3 转化产物涂在含

氨苄（质量浓度 -EE 94F3）的 3^ 平板上 G;M恒温箱

过夜，然后挑取单个白色菌斑接入 3^ 液体培养基

中 G;M（00E $F9*’）过夜培养，采用碱裂解法提取质

粒，质粒经 9&4K#和 :+"#双酶切鉴定正确后，将提

取质粒送往大连宝生物工程有限公司进行测序。

!"#"% 数据分析：用 )HI9#’ 软件进行同源排序和

序列分析。

!"#"& 特异引物设计：利用 @:*4, 软件对所测得的

大豆蚜 "@!基因序列与 U&’^#’C 相应序列进行排

序分析，设计出一对大豆蚜的特异引物。上游引物：

LV!IIOI""OO"O"O""I"OOI"OO!GV；下 游 引 物：LV!
OOU"OIUO"OOUUUIOIUO!GV。J"K 扩增条件：引物

-"9,:F3；(HOJ EW- 99,:F3；<40 X 0WL 99,:F3；O#P
聚合酶 -W0L Y；)HI 模板 0"3；-E Z A=[[&$ 0WL"3；

灭菌双蒸水补齐至 0L"3。J"K 扩增程序：.2M预

变性 L 9*’、.2M变性 - 9*’、L;M退火 2L 5、;0M延伸

- 9*’，共 GL 个循环，最后 ;0M延伸 L 9*’。取 -E"3
反应产物，在 -WL\琼脂糖凝胶中电泳，分析电泳结

果。

!"#"’ 特异引物验证：以大豆蚜、麦二叉蚜、桃蚜、

玉米蚜、禾谷缢管蚜、麦长管蚜和茄无网长管蚜基因

组 )HI 为模板，用大豆蚜的特异引物按上述的反应

体系和扩增程序进行扩增。

!"#"( 大豆蚜天敌的 J"K 鉴定：捕食性天敌采集

于东北农业大学香坊区大豆试验田，于大豆蚜盛发
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期间采集捕食性天敌：异色瓢虫 !"#$%&’" "()#’*’+、
龟 纹 瓢 虫 ,#%-)."/" 0"-%&’1"、大 草 蛉 23#)+%-"
+/-4/$-5&14"4"、小花蝽 6#’5+ +’$’./+。在实验 !" # 前

将天敌的食物除去，然后用大豆蚜喂食天敌，观测直

到他们已取食大豆蚜，而对于那些没有取食大豆蚜

的昆虫从本实验中除去。提取那些已取食蚜虫天敌

的基因组 $%&，然后用大豆蚜的特异引物进行扩

增。对大豆蚜捕食性天敌进行检测时，以大豆蚜为

阳性对照，以饥饿 !" # 的异色瓢虫幼虫、龟纹瓢虫

幼虫、大草蛉幼虫、小花蝽幼虫和成虫为阴性对照。

! 结果与分析

!"# 大豆蚜 $%!基因扩增结果

以大豆蚜总 $%& 为模板，用通用引物进行 ’()
扩增，可得到约 *++ ,- 的 $%& 片段，其中阴性对照

没有出现条带，证明扩增的条带真实可靠（图 .）。

图 . ’() 扩增结果

/012 . 3#4 546789 :; ’()
.：分子量标准 $%& <=5>45 $?!+++；!，@：’() 扩增产物 ’5:A7B9 :;

’()；"：’() 阴性对照 ’() C09#:79 94<-8=942

!"! 序列测定结果与分析

经序列测定，测得的基因长度为 *.+ ,-。将所

得的基因序列在 %(DE 网站（#99-：FFCCC2 GB,0 2 G8<2
G0# 2 1:HF）上进行 D?&I3 相似性搜索，结果显示，所得

序列为大豆蚜部分 (J!基因、完整的 (J"基因序

列以及两侧亮氨酸 9)%& 基因和赖氨酸 9)%& 基因。

大豆蚜 (J"基因 &、3、K 和 ( 含量分别为 "+LMMN、

@OL"@N、MLM"N和 .!L+PN，& Q 3 含量为 *+L!+N，K
Q ( 含量为 .OLMON，表现出非常强的 & Q 3 含量偏

向性；大豆蚜与禾谷缢管蚜、麦长管蚜、麦二叉蚜、

玉米 蚜、茄 无 网 长 管 蚜 的 核 苷 酸 同 源 性 分 别 为

O!LRMN、O!L*@N、O.LP@N、O@N和 O@L@!N。图 ! 为

图 ! 大豆蚜细胞色素氧化酶"基因核苷酸序列

测定结果及其推衍的氨基酸序列

/012 ! %7B84:90A4 =GA A4A7B4A =<0G: =B0A 64S74GB4
:; (J"14G4 ;5:< 7-3’+ 8.)1’&/+

大豆蚜细胞色素氧化酶!基因核苷酸序列测定结果

及其 推 衍 的 氨 基 酸 序 列（ K4GD=G> 登 录 号 为

$T!RPM"@）。

图 @ 大豆蚜特异引物 ’() 扩增和鉴定结果

/012 @ ’() =<-80;0B=90:G =GA 0A4G90;0B=90:G :;
7-3’+ 8.)1’&/+ 760G1 6-4B0;0B -50<45

.：分子量标准 $%& <=5>45 $?!+++；!：大豆蚜 7-3’+ 8.)1’&/+；

@：茄无网长管蚜 71)#43%+’-3%& +%."&’；"：麦 长 管 蚜 9’4%:’%&

";/&"/； P： 禾 谷 缢 管 蚜 <3%-".%+’-35$ -"*’； R： 玉 米 蚜

<3%-".%+’-35$ $"’*’+；M：桃 蚜 =)>5+ -/#+’1"/；*：麦 二 叉 蚜

913’>"-3’+ 8#"$’&5$ 2

!"& 大豆蚜特异引物 ’$( 扩增及鉴定结果

以大豆蚜总 $%& 为模板，用特异引物进行 ’()

RPM 昆虫学报 714" ?&4%$%.%8’1" 9’&’1" "O 卷



扩增，可得到约 !"# $% 的 &’( 片段，且条带单一。

以所设计的特异引物对大豆蚜及麦二叉蚜、桃蚜、玉

米蚜、禾谷缢管蚜、麦长管蚜、茄无网长管蚜进行

)*+ 扩增及电泳检测。结果表明，该引物只对大豆

蚜具有扩增效果，对其他蚜虫种类不具有相应的扩

增能力，即该引物为大豆蚜的特异引物（图 ,）。

!"# 大豆蚜天敌 $%& 鉴定结果

按 -.!.- 节的方法提取 / 种天敌的总 &’(，然

后利用大豆蚜的特异引物进行扩增，其扩增产物均

与以大豆蚜总 &’( 为模板，利用特异引物扩增的

)*+ 产物大小相一致的 &’( 片段。因此，证明我们

可以利用 )*+ 方法，在取食过大豆蚜的异色瓢虫幼

虫、龟纹瓢虫幼虫、草蛉幼虫、小花蝽成虫和幼虫的

中肠中检测到大豆蚜的 &’( 片段；而在未取食蚜

虫的上述天敌中却不能扩增出来，证明本实验的可

靠性（图 0 1 /）。

图 0 喂食大豆蚜后大草蛉（(）、异色瓢虫（2）和龟纹瓢虫（*）幼虫 )*+ 扩增结果

3456 0 )*+ 78%94:4;7<4=> =: !"#$%&’( %)’*)+’,-.*(*(（(），/(#+&-0( (1$#020%（2）

7>? 3#&’$4()( 5(’&-0.(（*）:@? => 6’"0% 74$.0-)%
-：分子量标准 &’( 87AB@A &C!###；!：大豆蚜 )*+ 扩增产物 )*+ 78%94:4;7<4=> =: 6 6 74$.0-)%；,，0：喂食大豆蚜后大草蛉（(）、异色瓢虫

（2）和龟纹瓢虫（*）幼虫 )*+ 扩增产物 )*+ 78%94:4;7<4=> =: ! 6 %)’*)+’,-.*(*(（(），/ 6 #020%（2）7>? 3 6 5(’&-0.(（*）:@? => 6 6 74$.0-)%；

/：未取食大豆蚜的大草蛉（(）、异色瓢虫（2）和龟纹瓢虫（*）幼虫 )*+ 扩增产物 )*+ 78%94:4;7<4=> =: ! 6 %)’*)+’,-.*(*(（(），/ 6

(1$#020%（2）7>? 3 6 5(’&-0.(（*）D4<E=F< :@@?4>5 6 6 74$.0-)% 6

图 / 喂食大豆蚜后小花蝽幼虫（(）和成虫（2）)*+ 扩增结果

3456 / )*+ 78%94:4;7<4=> =: 8#0,% %0+04)% 97AG7（(）7>? 7?F9<（2）:@? => 6’"0% 74$.0-)%
-：分子量标准 &’( 87AB@A &C!###；!：大豆蚜 )*+ 扩增产物 )*+ 78%94:4;7<4=> =: 6 6 74$.0-)%；,，0：喂食大豆蚜后小花蝽幼虫（(）和成虫（2）

)*+ 扩增产物 )*+ 78%94:4;7<4=> =: 8 6 %0+04)% 97AG7（(）7>? 7?F9<（2）:@? => 6 6 74$.0-)%；/：未取食大豆蚜的小花蝽幼虫（(）和成虫（2）)*+ 扩增

产物 )*+ 78%94:4;7<4=> =: 8 6 %0+04)% 97AG7（(）7>? 7?F9<（2）D4<E=F< :@@?4>5 6 6 74$.0-)% 6

’ 讨论

&’(分析已成为许多传统研究领域的重要辅

助手段之一。线粒体基因是常用的目的基因，这主

要是因为线粒体基因组分子量小，拷贝数多，符合严

格的母系遗传方式，与核基因组相比较具有更高的

进化速率。在线粒体基因组中，细胞色素氧化酶!
基因（*H!）是在昆虫系统进化研究中使用最多的

蛋白质编码基因之一，是生物进化上一个保守的区

域，大豆蚜 *H!基因的测定为蚜科昆虫亲缘关系和

进化历史的研究提供了重要依据。

"/"/ 期 高红秀等：大豆蚜细胞色素氧化酶!基因的克隆及其在捕食性天敌昆虫鉴定中的应用



研究捕食者!猎物间关系一直是生态学相互作

用研究中最困难的问题之一，随着分子生物学的发

展与进步，"#$ 技术已在捕食者!猎物间关系的研究

中得到广泛应用，通常可选用线粒体基因作为研究

靶标。本实验以大豆蚜细胞色素氧化酶!基因为目

标序列，利用 "#$ 方法鉴定了大豆蚜的捕食性天

敌，在豆田四种捕食性天敌体内都能够检测到大豆

蚜的特异基因片段。验证了我们能够利用 "#$ 方

法定性检测害虫的天敌，从而证明利用分子生物学

方法检测特定害虫的捕食性天敌谱切实可行。

应用 "#$ 技术研究捕食者!猎物间关系最主要

的局限是大量的生物体缺少序列信息，而且这个以

"#$ 技术为基础的分析要求基因组的一个独特区域

在其他种中是不能存在的（%&’()* !" #$ +，,---），并

且此技术的准确性受检测片段的大小、环境温度、消

化时间等因素的影响，当温度较高时消化速度较快，

温度较低时消化速度较慢。但是由于 "#$ 技术在

近代实验中表现高效和多用途的优点，它很可能将

迅速取代其他所有的方法。

在害虫生物防治的研究和实践中，需要客观评

估天敌动物的控害作用。天敌控害作用的评估可分

为定性和定量两个方面。定性评估就是要明确所评

估的天敌是否具有寄生或捕食目标害虫的能力；而

定量评估则是要明确该天敌对目标害虫有多大的寄

生或捕食能力，在一定的生境中能将害虫种群密度

压低到哪一个水平。而从害虫治理和作物保护而

言，最重要的评估标准是：天敌的寄生和捕食能否

减少或免除害虫对作物的危害，从而使作物的经济

性状得到有效保护？常规 "#$ 技术虽以广泛应用

于研究捕食者!猎物间的关系，但往往只在定性方面

检测某种捕食者是否取食某些猎物，究竟何种天敌

对某一特定害虫种类具有控制潜能？这就需人们对

其进行定量评价。随着人们对环境保护意识的增

强，以及 "#$ 技术的不断完善，捕食者!猎物关系的

定量研究将成为今后生态学领域研究的热点及难点

之一。
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