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摘要　甘薯小象甲是国内外重要的检疫性害虫，除本身为害薯块外，引起的伤口还会诱致病菌侵入，使受害薯块发生

恶臭和苦味无法食用。准确鉴定云南地区的甘薯小象甲，特别是研究其遗传变异可为检疫提供依据。本研究采集了

云南元谋县甘薯小象甲，采用Ｃｈｅｌｅｘ１００法快速提取甘薯小象甲基因组ＤＮＡ，分别对雌雄成虫ｒＤＮＡＩＴＳ１序列进行

系统发育分析，首次发现云南元谋县的甘薯小象甲属于东亚分支的东南亚亚支，与我国之前报道的甘薯小象甲属于东

亚分支的东北亚亚支不同，说明云南元谋县的甘薯小象甲种群来源与中国广东、福建、浙江和重庆的种群来源不同。
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　　甘薯犐狆狅犿狅犲犪犫犪狋犪狋犪狊（Ｌ．）Ｌａｍ．是旋花科番薯属

一年生或多年生块根作物，其分布广泛、适应性强，经济

价值高，广泛种植于世界上１００多个国家
［１］。我国是世

界上最大的甘薯生产国，每年种植面积约６００万ｈｍ２，

年生产量约１．２亿ｔ，在我国粮食生产中的面积仅次

于水稻、小麦和玉米，位居第４位
［２］。

甘薯小象甲犆狔犾犪狊犳狅狉犿犻犮犪狉犻狌狊又称甘薯蚁象

甲，隶属鞘翅目锥象科，是国内外重要的检疫性害

虫［２］。甘薯小象甲成虫啃食甘薯的嫩芽梢、茎蔓与

叶柄的皮层，并将块根咬食成许多小孔，严重影响甘

薯的生长发育和薯块的质量与产量。其幼虫钻蛀匿

居于块根或薯蔓内，不但能抑制块薯的发育膨大，且
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其排泄物充塞于潜道中，助长病原侵染，导致薯块腐

烂霉坏，变黑发臭［３４］。

ＩＴＳ序列在昆虫学、植物学和分类学方面具有

重要应用价值［５６］。其作为一种分子标记，主要应用

于昆虫的品系鉴定、亲缘关系鉴定及系统发育、进化

与扩散及昆虫与生态环境的关系等方面［７１４］。

昆虫基因组ＤＮＡ的提取方法有很多，传统的

酚／氯仿抽提法是ＤＮＡ提取的经典方法，但是该方

法操作步骤复杂、耗时长，容易产生交叉污染，残留

在ＤＮＡ溶液中的有机物质对ＤＮＡ聚合酶有抑制

作用。试剂盒法相对来说操作简单、高效，提取的

ＤＮＡ质量较高，但价格昂贵，提取量少。安瑞生

等［１５］和陈保锋等［１６］分别通过改变研磨方式以及改

进蛋白酶Ｋ法提高昆虫基因组ＤＮＡ提取效率，但

是操作仍较为复杂。另外，酚、氯仿等有机溶剂易造

成环境污染，有损操作者健康。因此寻求一种简单、

快速并且高效的甘薯小象甲ＤＮＡ提取方法，显得

尤为重要。

Ｃｈｅｌｅｘ１００是一种由苯乙烯和苯二乙烯组成的

独特螯合树脂，可以高选择性地结合多价阳离子，去

除样品和缓冲液中的金属离子，避免煮沸过程中模

板ＤＮＡ的降解。目前Ｃｈｅｌｅｘ１００法广泛应用于医

学微量血痕ＤＮＡ
［１７］和微生物ＤＮＡ提取

［１８］，以及植

物转基因检测模板ＤＮＡ的制备
［１９］，而很少用于昆

虫ＤＮＡ的提取，对于甘薯小象甲ＤＮＡ的提取更是

未见报道。本试验首次利用Ｃｈｅｌｅｘ１００法快速提

取甘薯小象甲ＤＮＡ，使其ＩＴＳ基因的ＰＣＲ扩增更

加简便、省时。

目前关于甘薯小象甲研究主要集中在生物学、

发生特点调查［２０２１］及综合防治方面［２２２３］，对于甘薯

小象甲的ｒＤＮＡＩＴＳ序列研究较少，Ｋｉｙｏｈｉｓａ等
［２４］

基于ｒＤＮＡＩＴＳ序列对世界主要疫区的甘薯小象甲

作了遗传变异研究，国内仅有于海滨等［２５］对中国４

个省市６个地区的甘薯小象甲ｒＤＮＡＩＴＳ序列进行

了分析，关于云南甘薯小象甲种群的ＩＴＳ序列尚未

有报道。为了明确云南的甘薯小象甲的遗传变异及

来源，本研究采集了云南元谋县的甘薯小象甲，分别

对雌雄成虫ｒＤＮＡＩＴＳ１序列进行了分析。

１　材料与方法

１．１　甘薯小象甲

甘薯小象甲采自云南省元谋县，在实验室内采用甘

薯块根饲养多代，饲养条件如下：温度为（２８±０．５）℃，相

对湿度为７５％±５％，光周期为Ｌ∥Ｄ＝０ｈ∥２４ｈ。分别

取雌雄成虫各３头用于测序及系统发育分析。

１．２　基因组犇犖犃的提取

１．２．１　Ｃｈｅｌｅｘ１００法提取

取甘薯小象甲成虫除去鞘翅，用灭菌ｄｄＨ２Ｏ清

洗干净后在灭菌滤纸上干燥，干燥后取单头甘薯小

象甲置于１．５ｍＬ的离心管中，用灭菌玻璃棒充分

研磨，加入１５０μＬ悬浮好的５％Ｃｈｅｌｅｘ１００溶液，

１００℃金属浴５ｍｉｎ，漩涡溶液５ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，上清液即可作为ＰＣＲ反应的ＤＮＡ模板。

１．２．２　试剂盒提取

取甘薯小象甲成虫用ｄｄＨ２Ｏ清洗干净后在滤

纸上干燥，按基因组ＤＮＡ提取试剂盒（北京全式金

生物技术有限公司生产）说明提取ＤＮＡ。

１．３　试验处理

１．３．１　Ｃｈｅｌｅｘ１００法提取和试剂盒提取对比

分别采用Ｃｈｅｌｅｘ１００法和试剂盒法提取单头

甘薯小象甲，各重复３次。

１．３．２　不同保存方式标本提取对比

分别以新鲜活虫、干制标本以及７５％乙醇保存

的甘薯小象甲为材料用Ｃｈｅｌｅｘ１００法提取ＤＮＡ，各

重复３次。

１．３．３　模板保存时间的探索

将单头提取的甘薯小象甲ＤＮＡ模板保存在－

２０℃冰箱中，分别对保存０、３０、６０、９０ｄ的模板进行

ＰＣＲ扩增。

１．４　犐犜犛１区犘犆犚扩增

ＩＴＳ１区ＰＣＲ扩增引物：正向５′ＴＴＧＡＴＴ

ＡＣＧＴＣＣＣＴＧＣＣＣＴＴＴ３′；反向５′ＡＣＧＡＧＣ

ＣＧＡＧＴＧＡＴＣＣＡＣＣＧ３′
［８］，引物由上海生工生

物工程有限公司合成。扩增反应在３０μＬ反应体系

中进 行：１１μＬ ｄｄＨ２Ｏ，１５μＬ２×犜犪狇 ＰＣＲ

ＳｔａｒＭｉｘ，正反引物各１．５μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ。扩

增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性６０ｓ，５５℃退火

９０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，循环３５次；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，

置于４℃冰箱保存。

取２μＬＰＣＲ扩增产物和３μＬ核酸染料混合，

于１．２％的琼脂糖凝胶上电泳检测，电泳缓冲液为

０．５×ＴＢＥ，在１２０Ｖ电压下进行４５ｍｉｎ，置于ＵＰＶ

紫外成像系统上观察成像，并拍照。目的条带的纯

化、测序和序列正反拼接均由华大基因完成。

１．５　数据分析

将测得的６个甘薯小象甲ＩＴＳ１序列在ＮＣＢＩ

上进行比对，选取ＧｅｎＢａｎｋ中同源性较高的甘薯小

象甲以及中国６个地区甘薯小象甲的ＩＴＳ１序列

·５５１·
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（表１），采用ＭＥＧＡ６．０６进行同源性比较，以稻水

象甲序列为外群，用ＮＪ法构建系统发育树，遗传距

离采用ｐｄｉｓｔａｎｃｅ法，空位成对删除，用自展法对构

建的系统发育树进行内部分支检验，重复１０００次。

表１　甘薯小象甲来源、犐犜犛１序列长度以及犌犲狀犅犪狀犽登录号１
）

犜犪犫犾犲１　犗狉犻犵犻狀狊狅犳犆狔犾犪狊犳狅狉犿犻犮犪狉犻狌狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔，犐犜犛１狊犲狇狌犲狀犮犲犾犲狀犵狋犺狊犪狀犱犌犲狀犅犪狀犽犪犮犮犲狊狊犻狅狀狀狌犿犫犲狉

采集地点

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ

标本编号

Ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ

序列长度／ｂｐ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｌｅｎｇｔｈ

基因登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

日本高知县Ｋｏｕｃｈｉ，Ｊａｐａｎ Ｋｏｕｃｈｉ，１，２ ５７１，５６４ ＡＢ１９７８７９，ＡＢ１９７８８０

日本屋久岛Ｙａｋｕｓｈｉｍａ，Ｊａｐａｎ Ｙａｋｕｓｈｉｍａ，３ ５６６ ＡＢ１９７８８１

日本中之岛Ｎａｋａｎｏｓｈｉｍａ，Ｊａｐａｎ Ｎａｋａｎｏｓｈｉｍａ，４ ５６７ ＡＢ１９７８８２

日本宝岛Ｔａｋａｒａｊｉｍａ，Ｊａｐａｎ Ｔａｋａｒａｊｉｍａ，５ ５６６ ＡＢ１９７８８３

日本宫古岛 Ｍｉｙａｋｏｊｉｍａ，Ｊａｐａｎ Ｍｉｙａｋｏｊｉｍａ，６ ５７４ ＡＢ１９７８８６

日本石垣岛Ｉｓｈｉｇａｋｉｊｉｍａ，Ｊａｐａｎ Ｉｓｈｉｇａｋｉｊｉｍａ，７ ５６６ ＡＢ１９７８８７

日本波照间岛 Ｈａｔｅｒｕｍａｊｉｍａ，Ｊａｐａｎ Ｈａｔｅｒｕｍａｊｉｍａ，８ ５６４ ＡＢ１９７８８９

日本与那国岛Ｙｏｎａｇｕｎｉｊｉｍａ，Ｊａｐａｎ Ｙｏｎａｇｕｎｉｊｉｍａ，９ ５７１ ＡＢ１９７８９０

日本父岛列岛Ｃｈｉｃｈｉｊｉｍａ，Ｊａｐａｎ Ｃｈｉｃｈｉｊｉｍａ，１０ ５６５ ＡＢ２４４５８６

日本东京小笠原群岛Ｂａｉｊｉｍａ，Ｊａｐａｎ Ｂａｉｊｉｍａ，１１ ５６５ ＡＢ２４４５８８

日本向岛 Ｍｕｋｏｊｉｍａ，Ｊａｐａｎ Ｍｕｋｏｊｉｍａ，１２ ５６７ ＡＢ２４４５８７

中国台湾嘉义市Ｃｈｉａｙｉ，Ｃｈｉｎａ Ｃｈｉａｙｉ，１３，１４ ５６５，５６５ ＡＢ１９７８９１，ＡＢ２４４５８９

中国台湾台南市Ｔａｉｎａｎ，Ｃｈｉｎａ Ｔａｉｎａｎ，１５，１６ ５６４，５６２ ＡＢ１９７８９２，ＡＢ１９７８９３

越南河内市Ｈａｎｏｉ，Ｖｉｅｔｎａｍ Ｈａｎｏｉ，１７，１８ ５６７，５６７ ＡＢ１９７８９５，ＡＢ１９７８９６

越南胡志明市ＨｏＣｈｉＭｉｎｈ，Ｖｉｅｔｎａｍ ＨｏＣｈｉＭｉｎｈ，１９ ５６７ ＡＢ１９７８９７

菲律宾吕宋岛Ｌｕｚｏｎ，Ｐｈｉｌｉｐｐｉｎｅｓ Ｌｕｚｏｎ，２０ ５６８ ＡＢ１９７８９８

印度尼西亚苏门答腊岛Ｓｕｍａｔｒａ，Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ Ｓｕｍａｔｒａ，２１ ５５７ ＡＢ１９７９００

泰国那坤巴统ＮａｋｈｏｎＰａｔｈｏｍ，Ｔｈａｉｌａｎｄ ＮａｋｈｏｎＰａｔｈｏｍ，２２ ５５８ ＡＢ１９７８９９

美国夏威夷岛 Ｈａｗａｉｉ，ＵＳＡ Ｈａｗａｉｉ，２３ ５６７ ＡＢ１９７９０５

美国佐治亚州Ｇｅｏｒｇｉａ，ＵＳＡ Ｇｅｏｒｇｉａ，２４，２５ ５６８，５６６ ＡＢ１９７９０４，ＡＢ２４４５９１

圣基茨和尼维斯圣基茨岛Ｓｔ．Ｋｉｔｔｓ，ＳａｉｎｔＫｉｔｔｓａｎｄＮｅｖｉｓ Ｓｔ．Ｋｉｔｔｓ，２６ ５６５ ＡＢ２４４５９２

印度奥里萨邦Ｏｒｉｓｓａ，Ｉｎｄｉａ Ｏｒｉｓｓａ，２７，２８ ５８７，５８２ ＡＢ１９７９０１，ＡＢ２４４５９３

印度喀拉拉邦Ｋｅｒａｌａ，Ｉｎｄｉａ Ｋｅｒａｌａ，２９，３０ ５８７，５８３ ＡＢ１９７９０２，ＡＢ１９７９０３

中国广东省Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，３１ ５６７ ＡＢ１９７８９４

广东省湛江市Ｚｈａｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ Ｚｈａｎｊｉａｎｇ，３２ ５６９ －

广东省广州市Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，３３ ５６５ －

福建省福州市Ｆｕｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ Ｆｕｚｈｏｕ，３４ ５６９ －

福建省龙岩市Ｌｏｎｇｙａｎ，Ｃｈｉｎａ Ｌｏｎｇｙａｎ，３５ ５６６ －

浙江省Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ Ｚｈｅｊｉａｎｇ，３６ ５７０ －

重庆市Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，３７ ５６６ －

云南省元谋县Ｙｕａｎｍｏｕ，Ｃｈｉｎａ Ｙｕｎｎａｎ，３８，３９，４０ ５５８，５５８，５５８ －

云南省元谋县Ｙｕａｎｍｏｕ，Ｃｈｉｎａ Ｙｕｎｎａｎ，４１，４２，４３ ５６０，５６０，５６０ －

　１）“－”表示暂无基因登录号。

“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｎｏａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ．

２　结果与分析

２．１　犆犺犲犾犲狓１００法提取与试剂盒提取对比

电泳检测结果显示（图１：泳道编号１～６）：试剂

盒提取单头甘薯小象甲ＤＮＡ经ＩＴＳ１ＰＣＲ扩增，

电泳条带较暗，其中一个重复没有条带，而Ｃｈｅｌｅｘ

１００法则均获得清晰明亮的电泳条带，表明试剂盒

提取单头甘薯小象甲基因ＤＮＡ的效果没有Ｃｈｅｌｅｘ

１００法理想，甚至有可能存在失败的情况，而Ｃｈｅｌ

ｅｘ１００法可抽提到适于ＰＣＲ扩增反应的ＤＮＡ模

板，可为后续ＰＣＲ试验提供足量的模板。

２．２　不同保存条件标本犆犺犲犾犲狓１００法抽提效果对比

结果表明（图１：泳道编号７～９）３种保存方式

保存的样品采用Ｃｈｅｌｅｘ１００法均能抽提到有效的

ＤＮＡ模板，但是电泳条带亮度显示：新鲜活虫＞干

制标本＞７５％乙醇保存标本。

２．３　模板保存时间对犘犆犚效果的影响

Ｃｈｅｌｅｘ１００使用说明上指出该法所获得模板应

当于１周内使用，保存时间较短。而本试验结果显

示（图１：泳道编号１０～１３）：置于－２０℃下保存１～３

个月后的模板经ＰＣＲ扩增，仍能获得较为清晰的电

泳条带，但是电泳条带的亮度变暗，表明Ｃｈｅｌｅｘ１００

法提取的单头甘薯小象甲ＤＮＡ模板在－２０℃下可

以保存较长的时间。
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４３卷第３期 徐可成等：Ｃｈｅｌｅｘ１００法提取甘薯小象甲ＤＮＡ及云南地区甘薯小象甲的分子鉴定

图１　不同处理下甘薯小象甲狉犇犖犃犐犜犛１序列犘犆犚扩增凝胶电泳

犉犻犵．１　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犇犖犃犐犜犛１狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狉狅犿犆狔犾犪狊犳狅狉犿犻犮犪狉犻狌狊犫狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊

２．４　甘薯小象甲狉犇犖犃犐犜犛１系统发育分析

由于有些地区的甘薯小象甲序列相似度较高，差

异不明显，因此系统发育树的部分分支自展值偏低，

但是３个地域性分支的自展值都在９０以上（图２）。

图２　基于犖犑法构建的甘薯小象甲狉犇犖犃犐犜犛１序列的系统发育树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犐犜犛１狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犆狔犾犪狊犳狅狉犿犻犮犪狉犻狌狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犪狉犲犪狊狌狊犻狀犵狋犺犲犖犑犿犲狋犺狅犱
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　　该树表明甘薯小象甲被分为东亚分支和印度

分支两大主支，东亚分支又分为东北亚亚支和东南

亚亚支，其中东北亚亚支包括日本各地区，中国台

湾、浙江、广东、福建和重庆地区，越南河内，美国

佐治亚州、夏威夷岛以及圣基茨和尼维斯的圣基茨

岛；东南亚亚支包括越南胡志明市，菲律宾吕宋

岛，印度尼西亚苏门答腊岛，泰国以及中国云南地

区，其中云南地区３个甘薯小象甲序列长度和泰国

一致，且雌雄成虫的ＩＴＳ１序列长度并无明显差

异，同源性达到１００％。

３　结论

与传统酚／氯仿抽提法相比，Ｃｈｅｌｅｘ１００法未使

用苯酚去除蛋白，因此ＤＮＡ纯度不高，但ＰＣＲ对模

板纯度的要求较低，Ｃｈｅｌｅｘ１００法获得的ＤＮＡ足

以扩增出所需的基因片段，因此结果是可靠的［２６］。

本试验首次利用Ｃｈｅｌｅｘ１００法快速提取甘薯小象

甲ＤＮＡ，与试剂盒法需裂解３ｈ相比较，Ｃｈｅｌｅｘ１００

法提取的整个过程只需１５ｍｉｎ左右，使其ＩＴＳ基因

的ＰＣＲ扩增更加简便、省时，克服了利用传统形态

学鉴定的困难，在快速鉴定甘薯小象甲以及大规模

提取其基因组ＤＮＡ等方面具有重要意义。但是

ＰＣＲＲＦＬＰ等精细分子试验以及其他昆虫的基因

组ＤＮＡ的提取能否采用Ｃｈｅｌｅｘ１００法还有待进一

步的研究。

甘薯小象甲起源于印度［２７］，由于其飞行能力

差［２８］，主要通过人为运输带虫甘薯传播［２７］。经与国

内外的甘薯小象甲序列进行比较分析，研究结果与

Ｋｉｙｏｈｉｓａ等
［２４］的研究结果基本一致，甘薯小象甲可

以分成两个明显的地域性主支，即印度分支和东亚

分支，东亚分支又分为东北亚亚支和东南亚亚支。

此外，印度分支和东亚分支的序列长度差异较大，东

亚分支的甘薯小象甲ＩＴＳ１序列长度范围在５５７～

５７４ｂｐ，明显短于印度地区的甘薯小象甲。其中云

南地区的３个甘薯小象甲ＩＴＳ１序列长度和泰国地

区的一致，且位于东南亚亚支的同一分支上，由此说

明云南地区３个甘薯小象甲很有可能是由泰国传入

的。与于海滨等［２５］的报道不同，他们的研究表明中

国甘薯小象甲至少有两个来源，但都处于东北亚亚

支上。本研究首次发现中国云南地区的甘薯小象甲

处于东南亚亚支上，也就是说，云南元谋县的甘薯小

象甲种群来源与中国广东、福建、浙江和重庆的不

同。至于云南的甘薯小象甲是否还存在其他的遗传

变异，还有待更多地区的标本进行分析。
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