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摘要    快速准确识别鉴定昆虫的方法在植物检疫中具有重要意义. 长期以来, 基于形态特征的入侵害虫鉴定

研究由于经常遇到诸如幼期(包括卵、幼虫/若虫、蛹/前蛹/拟蛹), 隐存种、复合种以及样本受损等情况, 致使物

种的快速准确鉴定陷入举步维艰的境地. DNA 条形码技术的发展为上述问题的解决提供了新契机, 已成为昆虫

分类鉴定、植物及其产品的产地检疫和调运检疫以及出入境检验检疫中备受关注的一种新兴技术. 本文以重大

农林害虫类群介壳虫类、蓟马类、粉虱类和实蝇类等为例, 简要介绍 DNA 条形码技术在农林入侵害虫鉴定和溯

源研究中的应用, 并对 DNA 条形码技术的进一步完善进行了探讨和展望.   
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随着全球经济一体化的飞速发展, 生物入侵已

成为危及国家经济安全、生态安全、国际贸易与政治

利益的重大科学问题, 而我国是生物入侵形势最为

严峻的国家之一, 外来有害生物几乎遍布所有类型

的生态系统. 入侵我国的外来生物种类繁多, 截至

2014 年, 入侵中国大陆的外来种已达 560 种, 其中入

侵昆虫已达 125 种, 而在农林生态系统中暴发成灾的

就有 92 种[1]. 外来入侵生物给我国造成的经济损失

每年高达 1198 亿元, 对农林业生态系统的危害尤其

严重[1~3]. 而更加令人担忧的是, 危险性外来生物濒

临国门, 新的疫情不断突发. 据国家质量监督检验检

疫总局统计, 2015 年的前 8 个月, 中国出入境检验检

疫机构平均每月截获的各种进境有害生物就有 2123

种, 超过 7 万次; 其中, 检疫性有害生物 150 种、6660

次, 检疫性昆虫 76 种、2999 次.  

快速准确的物种识别与鉴定是外来有害生物检

测监测、阻截控制和根除扑灭, 保障农林业生产安全

和生态环境安全的必要前提; 同时, 也是深入开展外

来物种生物学、生态学研究和综合防控技术研究的基

础[4]. 然而, 由于截获到的外来害虫通常是未成熟虫

态(如卵、幼虫/若虫、蛹/前蛹/拟蛹)或成虫残体等, 加

之很多外来昆虫存在隐存种、复合种, 使传统形态学
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鉴定方法面临巨大的挑战[5]. 同时, 专业从事形态学

鉴定研究的技术人才严重匮乏, 更是直接影响了鉴

定工作的准确性和时效性. 目前, 我国正在逐步推进

“一带一路”战略, 而作为严防重大有害生物传播扩

散第一道防线的检验检疫工作亟待加强和改进, 显

然, 研发更为高效、简便易行的物种鉴定新方法迫在

眉睫, 而基于分子生物学和生物信息学的 DNA 条形

码技术提供了一个全新且高效的选择. 有关 DNA 条

形码技术在昆虫中的研究与应用, 杨倩倩等人 [6]于

2012 年即针对 DNA 条形码技术在发现和描述隐种、

种类分子鉴定以及系统发育等方面进行了综述; 之

后, 李志红等人[7,8]又对线粒体 DNA 细胞色素 C 氧化

酶亚基Ⅰ(mitochondrial cytochrome c oxidase subunit 

I, mtDNA COI)基因序列分析技术在实蝇类害虫的分

子鉴定、种群遗传结构分析和入侵来源等方面的研究

进行了概述. 本文就 DNA 条形码技术在常见农林重 

大入侵昆虫类群(包括介壳虫类、粉虱类、实蝇类、 

蓟马类等)的种类鉴定、分子溯源等研究中的应用进

行了概括, 以期为入侵害虫的快速鉴定与有效监测

和控制提供参考, 并服务于“一带一路”区域农业的

绿色生产与健康发展, 保障粮食安全和生态安全.  

1  DNA 条形码技术概况 

2003 年, 加拿大 Guelph 大学的动物学家 Hebert

博士提出, 通过比较物种间 mtDNA COI 基因中的一

段特定区域来对生物进行种类鉴定, 并称其为 DNA

条形码(DNA barcoding)[9,10]. 自此以后, 国际生命条

形码计划 (the international barcode of life project, 

iBOL)、生命条形码联盟(consortium for the barcode of 

life, CBOL)、生命条形码数据系统(barcode of life data 

system, BOLD)等相继成立, 旨在未来 20 年, 建立完

整的 DNA 条形码系统[11]. 截至 2015 年 9 月 13 日, 

BOLD 数据库已收录昆虫纲约 403.41 万条样本记录, 

312.19 万份样本的条形码记录和 16.24 万个物种的条

形码记录(http://www.barcodinglife.com/).  

通常, DNA 条形码技术的流程主要包括样品获

得、DNA 提取、PCR 扩增、序列测定、序列比对及

分析、重建系统发育等步骤[9,10,12]. 目前, 已在昆虫纲

31 个目的种类鉴定中得到广泛应用, 包括物种多样

性比较高的鳞翅目[13~15]、膜翅目[16]、双翅目[17,18]、鞘

翅目[19]和半翅目[20]等. 应用 DNA 条形码技术鉴定物

种不受物种的发育状态、性别以及标本完整性的限 

制[21,22], 而且还是发现新种和隐存种[13,23]、明确寄生

关系[16,24]、解析食物链结构[25,26]等的重要方法和手段. 

而在此基础上发展起来的种特异性 COI(species- 

specific COI, SS-COI)分子标记技术, 具有重现性好、

谱带单一, 适宜于大规模快速检验检疫分析 [27,28]等

诸多优点, 愈加得到广泛应用.  

2  DNA 条形码技术在重大农林入侵害虫研
究中的应用 

我国是遭受生物入侵最为严重的国家之一, 对

我国的农林业生产造成了巨大损失 [1,3,29]. 而潜在入

侵生物风险管理最基础的工作就是物种识别, 入侵

物种的识别鉴定不仅要求快速准确, 而且还得经济

有效[30]. DNA 条形码作为一种简便、快速、高效、准

确的物种鉴定手段, 已逐渐成为检测监测入侵物种

的一种有效工具. 目前, 很多国家将 DNA 条形码应

用于外来入侵物种的识别鉴定[31~33]. BOLD 也构建了

针对农林害虫的专门的条形码数据库 INBIPS (inter- 

national network for barcoding invasive and pest 

species, http://barcoding.si.edu/INBIPS.htm); 与此同

时, 我国入侵昆虫的 DNA 条形码研究也迅速发展, 

蓟马类、实蝇类、介壳虫类以及粉虱类等的研究取得

了相当进展, 并构建了中国主要外来入侵昆虫 DNA

条形码识别系统(http://www.chinaias.cn/lxxPart/DNA- 

code.aspx), 为检疫性害虫的快速检测和实时监测提

供了远程鉴定平台.  

2.1  在介壳虫类昆虫研究中的应用 

介壳虫是半翅目(Hemiptera), 蚧总科(Coccoidea)

昆虫的统称, 据 ScaleNet 估计有 48 科 1144 属约 7812

种介壳虫 (http://www.sel.barc.usda.gov/scalenet/classif. 

htm), 而且多为农林业中发生普遍、为害严重的经济

害虫[34]. 我国大陆已发现有 16科 249属 830余种, 其

中能够造成危害的有 13 科 84 属 211 种[35]. 介壳虫类

昆虫具有多形、多态、适应性强等特点. 近年来, 湿

地松粉蚧(Oracella acuta (Lobdell))[36]、扶桑绵粉蚧

(Phenacoccus solenopsis Tinsley)[37]、美地绵粉蚧(Ph. 

madeirensis Green)[38]、新菠萝灰粉蚧 (Dysmicoccus 

neobrevipes Beardsley)[39]、无花果蜡蚧 (Ceroplastes 

rusci (Linnaeus))[40] 、 七 角 星 蜡 蚧 (C. stellifera 
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(Westwood))[41]、木瓜秀粉蚧(Paracoccus marginatus 

Williams & Granara de Willink)[42]等相继入侵我国, 

对我国农林业生产造成了巨大危害. 此 外大洋臀纹

粉蚧(Planococcus minor (Maskell))、南洋臀纹粉蚧(Pl. 

lilacius Cockerell)[43] 、 葡 萄 绵 粉 蚧 (Pl. ficus 

(Signoret))[44] 、木薯绵粉蚧 (Ph. manihoti Matile- 

Ferrero)[45]等重大检疫性介壳虫类害虫濒临国门. 显

然, 快速准确的识别鉴定是有效预防和阻止介壳虫

类害虫入侵我国首要解决的前提.  

基于 DNA 条形码技术的介壳虫类昆虫的系统发

育和分子鉴定技术, 由于不受雌雄性别、样本完整程

度以及发育阶段的限制, 并且具有简便、快速、高通

量等特点, 而逐渐得到广泛应用[46~49]. 其中以粉蚧

科(Pseudococcidae)、盾蚧科(Diaspididae)和蜡蚧科

(Coccidae)居多. 例如, Gullan等人[50]通过扩增线粒体

COI 基因及核基因 28S/EF-1序列及其比对分析, 并

结合外部形态特征命名了一种新的粉蚧(Ferrisia gilli 

(Gullan)); Saccaggi 等人[51]通过对 COI 基因序列的分

析, 成功地将葡萄绵粉蚧、柑橘臀纹粉蚧(Pl. citri 

(Risso))和长尾粉蚧 (Pseudococcus longispinus 

(Targioni-Tozzetti))区别开来; Rung 等人[52]则将柑橘

臀纹粉蚧与其近缘种大洋臀纹粉蚧进行了区分. Park

等人[49]通过重新设计通用性较高的 COI 引物验证了

COI 基因在盾蚧科和粉蚧科昆虫物种鉴定中的准确

性和实用性, 并揭示了其 DNA 条形码序列核苷酸组

成的特性和进化关系. 田虎[53]构建了包含 8 科 29 属

40 种介壳虫 437 条条形码序列的介壳虫类 DNA 条形

码识别系统, 还发展了基于 COI 基因的扶桑绵粉蚧

SS-COI 快速检测技术[54]. 何衍彪等人[55]发现, 与

18S/28S 相比 mtDNA COI 序列变异率相对较高, 可

作为臀纹粉蚧属(Planococcus) 3 种粉蚧(大洋臀纹粉

蚧、柑橘臀纹粉蚧、葡萄绵粉蚧)分子鉴定的依据, 且

寻找到了稳定的鉴别位点. Deng 等人[56]对比了 COI

基因与 28S基因序列在鉴定蜡蚧科种类的有效性, 同

样发现 COI 基因更适用于同属不同种类介壳虫的鉴

定; 随后, Sethusa 等人[57]和 Wang 等人[58]的研究则发

现, 使用 18S/28S 等核基因作为 COI 基因的辅助鉴定

基因, 能增加同源序列之间的可比性, 通过联合分析

能大大提高条形码鉴定物种的准确性和成功率. 至

此, DNA 条形码技术在国内外介壳虫种类鉴定中得

到了广泛应用[59~66], 并且基于 COI 基因序列分析开

发了菠萝洁粉蚧(Dy. brevipes (Cockerell))、柑橘臀纹 

粉蚧、暗色粉蚧(Ps. viburni (Signoret))、葡萄绵粉蚧、

扶桑绵粉蚧[59]、康氏粉蚧(Ps. comstocki (Kuwana))[48]、

无花果蜡蚧[67]、Melanaspis glomerata (Green)[65]等的

种特异性 PCR 检测方法. 值得关注的是, Beltrà 等 

人[68]联合 COI, 28S 及内共生菌对 Delottococcus 属的

9 种粉蚧进行了准确鉴定, 同时对其体内的寄生蜂进

行了检测, 并提出利用长索跳小蜂属(Anagyrus)的一

种寄生蜂对入侵西班牙的灰粉蚧 (De. aberiae (De 

Lotto))进行生物防治.  

毋庸置疑, DNA 条形码技术在介壳虫类害虫的

识别鉴定中发挥了巨大作用. 同样, 该技术在介壳虫

类昆虫的系统发育和进化分析, 发现和揭示隐存种

和复合种, 解析入侵种来源和传播扩散途径等方面

亦意义非凡. 例如, Gullan 等人[69]利用 COI 基因并联

合延伸因子 EF-1及 28S rDNA 基因序列分析, 推测

双条拂粉蚧(F. virgate (Cockerell))可能存在复合种现

象, 并建议结合形态特征应将其分为几个亚种. 此

外, DNA 条形码技术还可用于同一物种不同地理种

群的遗传分化研究. 例如, 褚栋等人 [70]以及陈哲等 

人[71]的研究发现, 扶桑绵粉蚧存在 2 个进化支系, 入

侵我国的扶桑绵粉蚧仅为其中的一个谱系. Zhao 等

人[72]、Ahmed 等人[73]和 Wu 等人[74]对我国其他地区

和国外部分种群的分析验证了先前的推测, 并表明

我国不同地理种群的扶桑绵粉蚧其遗传差异较小 ; 

中国、印度、巴基斯坦和美国加州的种群构成一个支

系, 美国佛罗里达州的种群为另一支系. 此外, He 等

人[75]还探讨了菠萝洁粉蚧种群的遗传多样性, 发现

我国的菠萝洁粉蚧存在 3 种单倍型, 其中海南万宁种

群可能是其中的一个隐存谱系, 而大陆单倍型与菲

律宾种群相近; 推测我国 20 世纪初从东南亚大量引

进种植菠萝(Ananas comosus)可能无意使菠萝洁粉蚧

借机入侵大陆, 为入侵害虫菠萝洁粉蚧的溯源提供

了依据.  

2.2  在实蝇类害虫研究中的应用 

实蝇科(Tephritidae)是双翅目(Diptera)中最大的

类群之一, 分布广泛, 种类繁多, 寄主范围广, 危害

严重; 现已描述的实蝇种类约 500属 4500种, 绝大多

数种类是果蔬作物害虫, 其中具有重要经济意义的

达 250 余种[7]. 近年来, 随着国际贸易活动的日趋频

繁, 实蝇类害虫传播扩散的机率越来越大, 已成为世

界水果、蔬菜、花卉等进出口贸易中面临的重要检疫
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问题, 特别是地中海实蝇(Ceratitis capitata (Wiede- 

mann))、橘小实蝇(Bactrocera dorsalis (Hendel))、瓜

实蝇(B. cucuribitae (Coquillett))、枣实蝇(Carpomya 

vesuviana Costa)等. 因此, 实蝇类害虫的快速准确鉴

定受到世界各国的高度重视, 而有关实蝇类害虫的

DNA 条形码技术研究也取得了相当进展. 2006 年, 

生命条形码联盟发起了实蝇条形码计划(Tephritid 

barcode initiative, TBI), 该计划拟获得实蝇科约 50%

昆虫的 DNA 条形码, 并用于实蝇鉴定等方面的研 

究[76,77]. 截至 2015 年 9 月 13 日, BOLD 数据库共收

录了 979 种, 11359 条实蝇标本记录, 具有条形码序

列的标本达 845 种, 8803 个个体, 其中已公开 444 种, 

6330 条序列信息.  

Armstrong 和 Ball[78]采用 COI 基因对新西兰口岸

多年截获的实蝇标本进行研究发现, 条形码的鉴定

结果与之前采用限制性片段长度多态性(restriction 

fragment length polymorphism, RFLP)技术的鉴定结

果基本一致, 且能将 RFLP 技术未能鉴定的种进行

属、种确认, 显示了 DNA 条形码技术在入侵物种鉴

定中的巨大潜力. Van Houdt 等人[76]针对长时间保存

的馆藏标本其 DNA 条形码区段通用型引物扩增效率

较低的问题 , 开发出了基于重叠微型条形码 (mini 

barcodes)的扩增方法, 得到了 658 bp 的 DNA 条形码

标准序列, 为馆藏标本条形码区段的扩增提供了参

考. Virgilio 等人[79]的研究发现, COI, ND6 等线粒体

基因以及 ITS1, period 等核基因, 均无法区分小条实

蝇属(Ceratitis)的 C. fasciventris (Bezzi)、黑羽小条  

实蝇(C. anonae Graham)、纳塔尔小条实蝇(C. rosa 

Karsch)复合种, 并推测 C. fasciventris 这一形态种可

能为隐种复合体. 显然, 由于实蝇科存在同物异名、

隐存种和复合种等现象, 故而在一定程度上影响了

条形码鉴定物种的效力. Barr 等人[77]的研究则发现, 

基于 COI 基因的遗传距离、单倍型网络图和序列特

征 等 分 析 , 均 不 能 将 地 中 海 实 绳 (C. capitata 

(Weidemann))与其近缘种 C. caetrata Munro进行有效

区分, 但能有效地鉴别非洲地区其他种类的实蝇. 而

Blacket 等人[80]的研究则发现, 细胞核线粒体 numt1

假基因对利用 mtDNA COI 条形码鉴定昆士兰果实蝇

(B. tryoni (Froggatt))具有干扰扩增的作用, 并为此设

计了 1 对仅针对 mtDNA COI 基因条形码区段的通用

型引物; 同时, 他们的研究还发现在现有物种体系

下, COI 基因序列无法区分昆士兰果实蝇复合种, 但

与其他线粒体基因相比, 逐渐扩大的 COI 基因序列

数据库将会使鉴定结果更加可靠. Khamis 等人[81]通

过形态指标分析, 确证了条形码对不同地理种群入

侵果实蝇(B. invadens Drew, Tsuruta & White)的鉴定

结果; 同时系统发育分析表明, 入侵果实蝇与橘小实

蝇复合种的亲缘关系非常近. 与此同时, 进一步的深

入研究推测, 橘小实蝇复合种可能存在同物异名现

象, 并为此开展了大量的遗传分化和系统发育研究. 

例如, Schutze 等人[82,83]和 Boykin 等人[84]联合应用

COI 基因与 ND4, CAD(carbamoyl-phosphate synth- 

etase), period, ITS1, ITS2 等分子标记或形态学特征, 

通过系统发育重建和单倍型网络分析等, 对现行的

橘小实蝇复合种分类提出了挑战; 并在形态学、分子

遗传学、细胞遗传学、化学生态学和生物学等多学科

证据的基础上对橘小实蝇复合种的分类进行了重新

界定 , 将橘小实蝇、入侵果实绳、木瓜果实蝇 (B. 

papaya Drew & Hancock) 和 菲 律 宾 果 实 绳 (B. 

philippinensis Drew & Hancock)确定为同一物种[85]. 

然而, 大多数实蝇复合体的物种界定尚不明晰. 此

外, 条形码序列数据库的覆盖度, 即是否存在相当数

量的来自近缘物种的序列, 能否完全覆盖种内、种间

差异等, 也极大程度地影响了条形码鉴定的可靠性. 

例如, Virgilio 等人[86]利用在非洲地区收集的 602 条

实绳 COI 基因序列, 评估了数据不完备时条形码数

据库的鉴定效果, 表明条形码技术对数据库中已含

有充分序列的物种能进行准确的鉴定, 但并非适用

于非洲所有实蝇种类的鉴定, 并提出误检概率与遗

传距离阈值的对应关系. Smit等人[87]在对欧洲地区的

实蝇进行研究时, 也发现了类似的问题.  

与此同时, 我国相关学者也广泛开展了实蝇类

害虫条形码技术的研究. 例如, 梁亮等人[88]以 25 种

果实蝇、155 条 COI 基因序列为靶标, 通过遗传距离

和系统发育分析, 证实了基于 COI 基因的条形码技

术在除橘小实蝇复合种以外的果实蝇属大多数物种

鉴定中的有效性; 进一步的亲缘关系分析推测, 泰国

果实蝇(B. thailandica Drew & Hancock)和瑞丽果实

蝇(B. ruiliensis Wang, Long et Zhang, sp. nov.)可能是

同物异名. Li 等人[89]构建了包括 150 种实蝇 400 条

COI 基因序列以及物种形态和地理分布信息等的实

蝇条形码鉴定系统, 基本实现了国内外常见实蝇的
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快速鉴定. 刘慎思等人[90]则将 COI 基因条形码应用

于实蝇类害虫幼体及残体的鉴定, 提高了口岸检验

检疫效率. 同时, 该团队还以口岸经常截获的 21 种

重要经济性实蝇为靶标, 证实 DNA 条形码适用于实

蝇的物种鉴定, 并提出应以 1.54%的遗传分化水平作

为实蝇物种的界定阈值; 而且, DNA 条形码技术目前

尚无法有效地区分橘小实蝇复合种[91]; 并在此基础

上, 构建了能准确鉴定 5 属 185 种实蝇类害虫的条形

码数据库[92]. Jiang 等人[93]通过遗传距离、序列特征和

系统发育重建等方法对果实蝇属 73种实蝇的 1426条

DNA 条形码序列进行分析时发现, 复合种的存在大

大降低了 DNA 条形码对实蝇的鉴定准确性; 如果将

复合种视为同一物种或去除复合种, DNA 条形码的

鉴定成功率接近 100%; 并进而构建了包含 6 属 181

种 2252 条 COI 基因序列的检疫性实蝇条形码库[94]. 

同时, 在条形码序列分析的基础上, 还研发出了 27

种检疫性实蝇的 SS-PCR[95,96]技术、TaqMan MGB 实

时荧光 PCR 技术以及集成流路芯片鉴定技术, 基本

形成了较为完善的检疫性实蝇的分子鉴定技术体系. 

此外, 采用 COI 基因序列比对及系统发育分析, 分别

对广西苦瓜(Momordica charantia L.)中的瓜实蝇幼虫

和南亚果实蝇(B. tau (Walker))幼虫[97]、采自泰国的番

石榴实蝇(B. correcta (Bezzi))幼虫[18]、采自布迪隆的

入侵果实蝇[98]、进境越南西瓜(Citrullus lanatus)中截

获的瓜实蝇幼虫[99]及芒果(Mangifera indica L.)上的

入侵果实蝇幼虫和非洲芒果实蝇(C. cosyra Walker)

幼虫[100]等检疫截获标本进行了鉴定, 表明基于 COI

基因的条形码技术是一种实用、高效且可靠的实蝇鉴

定方法.  

另外采用 COI 条形码区段, 通过分析入侵实蝇

的不同地理种群以及不同生态系统的种群遗传结构

和系统发育进化, 还能揭示外来实蝇的入侵来源、扩

散路径和扩张趋势, 而与靶标物种特异性快速鉴定

技术的结合, 对入侵生物的防控与监测更是意义重

大. 其中, 橘小实蝇和瓜实蝇 [101~103]、番石榴果实 

蝇 [104,105]、南亚果实蝇 [106]、油橄榄实蝇 (B. oleae 

Gmelin)[107,108]、桃果实蝇(B. zonata (Saunders))[109]、

辣椒实蝇(B. latifrons (Hendel))[110]等的相关研究已有

陆续报道. 例如, 对橘小实蝇的系统研究显示, 该实

蝇从东南亚地区传入我国并进而向北扩张, 同时对

其入侵路径以及各区域的起源进行了预测[111~114].  

2.3  在粉虱类害虫研究中的应用 

粉虱属半翅目(Hemiptera), 粉虱科(Aleyrodidae), 

其个体微小, 种类繁多, 分布广泛, 据估计全世界有

161 属 1550 余种粉虱[115], 我国报道的粉虱有 31 属

170 多种[116]. 近年来, 粉虱入侵我国的事件频频发

生, 如 2003 年烟粉虱(Bemisia tabaci (Gennadius)) 

MED隐种[117]、2006年螺旋粉虱(Aleurodicus disperses 

Russell)[118] 、 2007 年 双 钩 巢 粉 虱 (Paraleyrodes 

pseudonaranjae Martin)[119]、2010年梣粉虱(Siphoninus 

phillyreae (Haliday))[120]、2012 年甘蓝粉虱(Aleyrodes 

proletella (Linnaeus))[121]等相继入侵我国, 给我国的

农林业生产造成了巨大损失和潜在威胁[29].  

然而, 仅依靠传统的基于形态学的物种识别方

法已经不能满足对粉虱进行快速准确鉴定的需求 , 

特别是由众多隐种组成的烟粉虱复合种. 研究表明, 

进行烟粉虱隐种鉴定以及遗传分化研究的最有效的

方法就是基于 COI 基因的条形码技术. 例如, Thomas

和 Ramamurthy[122]的比较研究分析发现, COI 基因的

3′端与 5′端和 ITS 相比能更准确地鉴别烟粉虱的不同

隐种. 国内, 罗晨等人[123]利用 COI 基因将采自北京、

广东、陕西、新疆等 4 个区域的 5 个烟粉虱种群鉴定

为烟粉虱 MEAM1 隐种; 褚栋等人[117]通过 COI 基因

序列分析, 首次报道了烟粉虱 MED 隐种入侵我国. 

此后, 陆续有学者采用 COI 条形码对我国不同区域

的烟粉虱种群进行了鉴定[124~130], 明确了我国烟粉虱

隐种的分布状况以及隐种多样性, 并通过系统发育

分析揭示了超级害虫烟粉虱 MEAM1 和 MED 隐种的

入侵来源及其传播扩散途径. 同时研究发现, 基于

mtDNA COI 基因的条形码能有效地鉴别烟粉虱的不

同遗传支系或单倍型 [ 1 3 1 , 1 3 2 ] ;  进一步的研究显示 , 

2004 年之前, 烟粉虱 MEAM1 隐种为我国的主要粉

虱类群 ,  并己在我国的大部分地区暴发成灾 [ 1 3 3 ] ; 

2003 年, MED 隐种入侵我国并迅速定殖扩散[134], 逐

步取代 MEAM1 隐种[134~136]. 此外, Chu 等人[137]、縢

希[138]、Ahmed 等人[139]、许丽丽等人[131]和陈苗苗[132], 

采用基于 COI 基因的序列分析技术对来自不同国家 

的烟粉虱 MED 隐种进行系统发育分析, 推测中国、 

西班牙、韩国、葡萄牙、日本、危地马拉的烟粉虱

MED 隐种均来自西地中海地区, 并形成了 Q1 分支, 

Q1 分支传至美国、亚洲和南美洲; 来自东地中海以

色列、塞浦路斯等地区的 MED 隐种形成 Q2 分支, 并
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入侵美国的佛罗里达州和加利福尼亚州[140]; Q1 和

Q2 分支 COI 基因的单倍型明显不同[141]. 此外, Chu

等人[141]的分析还发现, 原产地的 MED 隐种其 Q1 分

支具有丰富的线粒体单倍型, 而我国的 MED 隐种其

COI基因的遗传多样性明显低于原产地种群. 据此推

测, 我国的烟粉虱 MED 隐种在入侵过程中经历了严

重的瓶颈效应和奠基者效应. 然而, 微卫星标记分析

发现, 入侵种群的核基因多样性并没有明显减少, 并

由此推测较高的核基因多样性在 MED 隐种成功入侵

中具有重要作用[141].  

mtDNA COI基因不仅可用于烟粉虱隐种的鉴定, 

在其系统发育研究中亦占有重要地位. 例如, Boykin

等人[142]、Dinsdale 等人[143]、De Barro 和 Ahmed[140]

相继采用贝叶斯法、遗传距离法、单倍型网络图等, 

分析探讨了基于 COI 基因的烟粉虱系统进化和隐种

的存在. Dinsdale 等人[143]则提出以大于或等于 3.5%

的遗传分化水平作为烟粉虱隐种的划定界限, 并指

出烟粉虱至少存在 24 个隐种; 此后, 其他烟粉虱隐

种相继被报道[136,144,145]; 然而, 也有研究认为 3.5%的

遗传分化界定需要提高至 4%[146]. 现今, 已报道的烟

粉虱隐种已多达 36 个[145].  

目前, 基于 COI 基因的其他粉虱类害虫的 DNA

条形码鉴定技术研究也取得了一定进展 . 例如 , 

Malumphy 等人[147]利用 COI 基因序列比对并结合形

态学鉴定 , 成功地将蜡粉虱属的桂花粉虱 (Trial- 

eurodes lauri Signoret)和蓖麻粉虱(Tr. ricini Misra)进

行了区分. Ovalle 等人[148]利用 DNA 条形码准确鉴定

了 9 种粉虱, 并在 COI 基因序列分析的基础上研发了

其 RFLP 检测技术, 该技术不仅可以鉴定粉虱的种类, 

还可用于天敌昆虫控害效果的检测评价. 于卫卫[149]

以上海地区的 17 种粉虱为对象, 研究其 DNA 条形码

鉴定技术, 表明 mtDNA COI 基因可用于粉虱类昆虫

的物种识别鉴定. 李小凤等人[150]以我国常见粉虱为

靶标的研究发现, COI 基因序列的 5′端较 3′端更适用

于粉虱类害虫的物种识别鉴定研究, 并构建了包括

22 属 62 种粉虱(共 4464 条 DNA 序列)的国内首个粉

虱类昆虫 DNA 条形码数据库[151]. 截至 2015 年 9 月

13 日, BOLD 数据库共收录粉虱 101 种、5991 条标本

记录, 具有条形码序列的粉虱达 82 种、4532 个个体, 

其中已公开序列信息(3155 条)的粉虱有 47 种.  

此外, Dickey 等人[152]利用 DNA 条形码对入侵佛

罗里达州的无花果粉虱(Singhiella simplex Singh)、秋

葵粉虱(Aleurod. rugioperculatus Martin)、庞达巢粉虱

(Paral. bondari Peracchi) 等 3 种粉虱进行了准确鉴

定. 另外, 基于 mtDNA COI 的 DNA 条形码技术在黑

刺粉虱(Aleurocanthus spiniferus (Quaintanca))[153]、螺

旋粉虱[154]、双沟巢粉虱[155]等的分子鉴定中也常有应

用; 并且, 人们基于 COI 基因序列分析分别研发出了

螺旋粉虱[156,157]、双钩巢粉虱[28]、甘蓝粉虱[158]等的种

特异性 SS-COI 快速检测技术. 此外, 在粉虱遗传分

化方面, Maruthi 等人[159]和 Chu 等人[160]的研究均表

明, 非洲小粉虱(B. afer (Priesner & Hosny))种内存在

明显分化, 可能为隐种复合体; Maruthi 等人[159]还开

发了其种特异性检测方法 .  而对温室粉虱 ( T r . 

vaporariorum (Westwood))不同地理种群的研究发现, 

由于其入  侵来源单一或者内共生菌对线粒体遗传

的影响[161], 温室粉虱的 COI 基因变异较小, 不存在 

隐种现象[161~163].  

2.4  在蓟马类昆虫研究中的应用 

缨翅目(Thysanoptera)昆虫统称蓟马, 目前有记

载的蓟马约 5500 种[164]. 蓟马个体微小、食性杂、寄

主范围广、适生性强、繁殖率高、危害严重且初期不

易被发现 [164], 因此极易随国际贸易往来传播扩散 , 

广泛入侵, 如棕榈蓟马(Thrips palmi (Karny))、西花蓟

马(Frankliniella occidentalis (Pergande))等[165,166].  

自 2003年Hebert提出DNA条形码概念以来, 国

内外基于 COI 基因的蓟马类昆虫条形码技术研究的

报道逐渐增多. 例如, Asokan 等人[167]利用 COI 序列

分析将烟蓟马(Th. tabaci (Lindeman))和棕榈蓟马进

行了有效区分, 并研发了针对这两种蓟马的特异性

引物和检测鉴定方法. Glover 等人[168]通过对棕榈蓟

马、烟蓟马、黄蓟马(Th. flavus Schrank)、豆黄蓟马(Th. 

nigropilosus (Uzel))、西花蓟马的研究显示, COI 基因

与 COII 和 COIII 基因以及 ITS-2 和 H3 基因相比较, 

由于其具有足够的变异, 更适用于蓟马以及其他昆

虫类群的物种鉴定. 魏书军等人[169]通过将未知种蓟

马的 COI 基因序列与 BOLD 数据库中的 38 种蓟马的

COI基因序列进行比对分析, 确定该种蓟马为美洲棘

蓟马(Echinothrips americanus Morgan), 一种新入侵

我国的外来蓟马类害虫; 同时, 证实了基于 COI 基因

的条形码技术在鉴定未知种蓟马中的有效性. 游中

华等人[170]和黄华[171]也利用基于 COI 基因的条形码 
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技术对 10 种危害芒果的蓟马进行了鉴定, 并分析了

种间遗传分化及亲缘关系, 发现不同寄主植物的茶

黄硬蓟马(Th. setotus Moulton)已具有一定程度的遗

传分化. 张利娟等人[172]利用 COI 基因研究了云南榕

母管蓟马(Gynairothrips uzeli Zimmerman)不同地理

种群的遗传关系, 发现各地理种群间已有明显的遗

传分化. Macharia 等人[173]通过对肯尼亚番茄上蓟马的

鉴定研究, 发现番茄蓟马(Ceratothripoides brun- neus 

Bagnall)、西花蓟马、烟蓟马(孤雌产雄品系)为该国的

优势蓟马种类 . Tyagi 等人 [174]的鉴定则确认 , Th. 

parvispinus (Karny)已入侵印度. 而基于 SS-COI 技术

对不同地理种群和虫态的西花蓟马[175]和烟蓟马[176]的

检测鉴定研究, 也常见报道. 此外, DNA 条形码技术

在蓟马种类鉴定中亦得到了广泛应用 [177~179]. 例如, 

乔玮娜等人[180]对我国常见的 25 种蓟马的 COI 基因

序列进行了分析, 表明基于 COI 基因的条形码技术

完全可用于蓟马的快速准确鉴别; 同时整合团队现

有研究和数据库已有的数据和信息, 构建了蓟马类

昆虫 DNA 条形码识别系统, 该系统收录了 133 种蓟

马共计 1671 条 COI 基因序列信息[181], 初步实现了蓟

马类害虫的远程鉴定和实时监测.  

在蓟马系统发育和遗传进化方面, DNA 条形码

也取得了广泛应用. Buckman 等人[182]将 COI 基因与

18S, 28S, Histone 3, Tubulin-alphaⅠ基因相结合, 以 9 

科 70 属 99 种缨翅目昆虫为靶标, 基于最大简约法、 

最大似然法和贝叶斯法, 探讨了其分类系统. 武晓云

等人[183]通过对 COI 基因和 ITS2 序列的比较分析, 发

现与 ITS2较大的变异相比, COI基因更适用于西花蓟

马的遗传分析. Brunner 和 Frey[184]联合 DNA 条形码

与微卫星标记对美国西部的西花蓟马种群进行遗传

结构分析, 发现在起源地西花蓟马种群已发生了明

显分化, 且存在株系或隐存种现象, 进而推测, 该分

化是由环境差异造成的, 与形态无关, 并据此将其分

为温室品系和羽扇豆品系. 而 Rugman-Jones 等人[185]

的研究, 也发现了类似的现象. Mirnezhad 等人[186]则

利用 DNA 条形码鉴定发现, 采自荷兰的所有西花蓟

马种群均为温室品系. 而国内对西花蓟马种群遗传

结构的研究表明, 我国的西花蓟马亦存在两个分支, 

其遗传距离为 3.3%, 表明温室品系和羽扇豆品系均

已入侵我国[183,187,188]; 广泛入侵我国的温室品系可能 

存在多个入侵来源, 或是同一来源的多次入侵, 或是

多个来源的多次入侵[188]. 入侵我国的西花蓟马其种

群的遗传多样性低于原产地, 而且在其种群快速扩

张过程中存在桥头堡效应和遗传瓶颈现象(genetic 

bottleneck)[187]. 同时, Kobayashi 和 Hasegawa[189]利用

基于 COI 基因的条形码技术对烟蓟马进行分析, 发

现烟蓟马具有不同的亚种或隐存种, 并将其分为孤

雌产雄(arrhenotoky)和孤雌产雌(thelytoky)两个分支, 

与之前 Brunner 等[190]及 Toda 和 Murai[191]的研究结果

一致. 烟蓟马还存在寄主植物适应性和传播番茄斑

萎病毒能力的分化[190,192,193]. 此外, Nault 等人[194]研

究发现, 田间采集的 565 头烟蓟马个体中存在有 8 种

COI 基因单倍型, 且均为孤雌产雌支系; 利用 DNA

条形码技术, 明确了不同单倍型的烟蓟马在田间的

种群动态. Sogo 等人[195]的研究则发现, 基于 COI 基

因的序列进化分析由于将少部分孤雌产雄个体归入

了孤雌产雌分支, 因此建议最好结合其他的分子标

记方法进行进一步的分析研究 .  另外 ,  以棕榈蓟   

马[196]、豆带巢针蓟马(Caliothrips fasciatus (Perg- 

ande))[ 1 9 7 ]、芒果茶黄蓟马(Scirtothrips dorsalis 

Hood)[196,198,199]等为靶标的研究也发现了隐存种现象. 

而 COI 基因结合核基因的研究还发现, 芒果茶黄蓟

马存在 9 个隐种和 2 个形态上可以鉴别的种, 其中

South Asia 1 具有高度的入侵性, South Asia 2 和 East 

Asia 1 则尚处于全球入侵的初始阶段, 而其他种则为

本地种[200]. 与此同时, Rebijith 等人[201]利用 DNA 条

形码对 151种蓟马的 COI基因序列的分析发现, 其种

内遗传距离小于 7.9%, 种间遗传距离为 8.7%~31.2%, 

亦验证了上述蓟马的隐存种现象, 同时也进一步证

实了 DNA 条形码技术在蓟马隐种发现中的作用 .  

2.5  在其他重大农林入侵害虫研究中的应用 

与此同时, 基于 COI 基因的 DNA 条形码技术在

其他重大农林入侵害虫的种类鉴定和系统发育研究

中同样亦得到了广泛应用. 例如, 针对重大检疫性害

虫苹果蠹蛾(Cydia pomonella (L)), Firlej 等人[202]和李

腾等人[203]验证了 DNA 条形码技术在幼虫鉴定中的

有效性, 基于 COI 基因研发出了苹果蠹蛾 种特异性

PCR 检测技术[204]和荧光定量 PCR 检测技术[205]. 此

外, Meraner 等人[206]通过联合应用 COI 基因和线粒体
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ND5 及控制区序列分析, 发现中欧地区的苹果蠹蛾

存在两个支系, 并推测更新世的冰川作用可能是导

致地理隔离的主要原因. 而董昆[207]、李亦松[208]和 Li

等人[209]通过与国外苹果蠹蛾种群线粒体 COI 等基因

的比较分析发现, 我国疫区的苹果蠹蛾遗传变异度

较低, 尚无明显的地理分布格局, 推测我国的苹果蠹

蛾来源于欧洲, 具有自西向东扩张的趋势, 其中甘肃

的苹果蠹蛾可能由新疆传入, 而黑龙江的种群可能

为多重入侵. 针对重大危险性害虫红火蚁(Solenopsis 

invicta Buren), 何晓芳等人[210]通过对国内 13 个种群

的研究发现, 入侵我国的红火蚁存在 3 种单倍型, 其

中香港地区的红火蚁种群多样性最丰富, 其来源地

可能是阿根廷或南美洲. 之后, 陈岩等人[211]以 COI

基因为靶标, 构建了包括红火蚁在内的火蚁属部分

种类 DNA 条形码鉴定系统. 徐浪等人[212]则基于 COI

基因的序列分析, 开发了红火蚁的荧光定量 PCR 检

测技术. 此外, Armstrong[213]利用 DNA 条形码技术完

成了对不同体色美国白蛾(Hyphantria cunea Drury)幼

虫的鉴定.  

3  展望 

近年来, 基于 COI 基因的 DNA 条形码鉴定技术

发展迅猛, 极大地促进了外来物种的鉴定及其分子

系统学研究的发展, 为重大农林入侵害虫的检测监

测提供了一种快速准确的方法, 也为探究外来入侵

昆虫的分类地位、入侵来源、扩散途径, 揭示其入侵

机制 , 提供了一种强有力的技术手段 . 然而 , 基于

COI 基因的单基因条形码技术亦受到部分专家的质

疑, 而且不可避免地存在一定的局限性. 因此, 要充

分认识到 DNA 条形码不应完全脱离经典的形态学研

究方法, 应正确定位 DNA 条形码在物种识别鉴定中

的地位和作用, 并将其与形态学、生态学等特征有机

地结合, 互为补充, 更好地服务于入侵昆虫学的相关

研究. 因而, 发展无损伤 DNA 提取技术具有非常重

要的现实意义 . 同时 , 联合应用扫描电子显微镜

(scanning electron microscopy, SEM)等技术和DNA条

形码, 减少形态学鉴定对 DNA 提取的影响, 进而实

现形态学鉴定与分子生物学鉴定的完美结合, 亦不

失为一种两全之策[214].  

就基于 COI 基因的 DNA 条形码而言, 由于入侵

昆虫相关类群的种类繁多, 且具有丰富的遗传变异, 

而大量的同源序列对 DNA 条形码鉴定物种的有效性

又至关重要, 因此应继续扩大 DNA 条形码数据库对

种内和种间遗传变异的覆盖度; 在扩充 COI 基因序

列数据的同时还应增补物种的形态、分布、危害等生

物学信息, 以增加其检测鉴定的可靠性. 而针对通用

型引物对部分物种扩增的有效性不高以及 numt 假基

因的干扰问题[80,215], 则应在大量序列分析的基础上

设计基因特异性更高[80]、物种通用性更强[216,217]的引

物, 实现对更多物种的条形码鉴定. 针对长久保存的

馆藏标本发展的 mini-barcode 技术, 尚有待进一步深

化研究[76,218]. 此外, 基于进化树、遗传距离以及序列

特征值等的序列分析方法的创新, 对提高条形码鉴

定的成功率和准确度亦十分必要[219~222].  

其次, 对于存在杂交和基因渗透的类群、新分化

的物种、演化速度比较慢的物种, 以及存在隐存种或

复合种的类群, 基于 COI 基因的 DNA 条形码鉴定技

术仍存在些许不足[223,224]. 因此, 必须突破单一分子

标记的局限性, 将线粒体基因与核基因等分子标记

联合应用, 以实现入侵物种的有效鉴定[84]. 基于线粒

体基因组甚至全基因组的遗传变异位点分析[225,226], 

同样有助于挖掘有效的物种鉴定的分子标记. 针对

隐存种和复合种, 需要结合形态学、遗传学、行为学

等多学科证据开展进一步研究, 明确物种的界定标

准. 同时还应注意的是, 大多数种类 的昆虫具有共

生菌, 而内共生菌的存在亦会导致 mtDNA 序列的种

内遗传距离的变化, 进而显著影响基于 COI 基因的

DNA 条形码物种鉴定的准确性; 因此, 将内共生菌

基因与条形码技术综合分析, 必将有助于从更深层

次揭示昆虫的遗传进化和系统发育[68,227,228].  

此外, 还要充分发挥 RFLP 技术、单核苷酸多  

态性 (single nucleotide polymorphism, SNP)分手标  

记[229]、环介导等温扩增技术(loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP)[230]、荧光定量 PCR 技术、微卫

星标记[187]、基因芯片技术[94]等其他分子手段在昆虫

鉴定中的作用. 诚然, 系统化、规模化和标准化的昆

虫物种鉴定手段的形成与完善, 必将在外来入侵物

种预警和监控中发挥巨大的作用, 并为“一带一路”

区域农业绿色生产与健康发展, 以及国家粮食安全

与生态安全提供强有力的保障.  
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Application of DNA Barcode Technique in Identifying and Tracing Invasive 
Pest Insects in Agriculture and Forestry 

WANG YuSheng, WAN FangHao & ZHANG GuiFen 
State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 

100193, China 

 
It is imperative to establish rapid and reliable methods to identify invasive pest insects in plant quarantine. 
Identification of invasive insects based on morphological characteristics often encounters a variety of complex 
situations, including immature stages (e.g., egg, larva/nymph, prepupa, and pupa/subnymph), cryptic species, species 
complex and damaged sample or debris. All of these situations will limit the rapid and accurate identification of the 
exotic species. DNA barcoding based on mitochondrial DNA cytochrome oxidase subunit I (mtDNA COI) gene has 
provided a new opportunity for addressing these challenges. It has become one of the emerging techniques in 
phylogenetic analysis, entry-exit inspection and quarantine as well as in quarantine of plants in the production place 
and during transportation of products. In the present study, the applications of DNA barcode technique in identifying 
and tracing invasive insect species in agriculture and forestry were introduced using scale insects, thrips, fruit flies 
and whiteflies as case studies. Finally, the ways for further improvement of the DNA barcode techniques were 
proposed and discussed. 
 
invasive insects, DNA barcode technique, mtDNA COI, species identification, traceability 
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