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基基于柑橘木虱 CO玉基因的捕食性天敌
捕食作用评估

孟摇 翔1,2, 欧阳革成1, Xia Yulu3, 郭明昉1,*

(1. 广东省昆虫研究所,广州摇 510260; 2. 广东省科学院,广州摇 510070;

3. National Science Foundation Center for Integrated Pest Management, North Carolina State University,

1730 Varsity Dr. Suite 110,Raleigh,NC 27606,USA)

摘要:捕食性天敌是害虫生物防治中的重要角色,如何精确评估捕食性天敌的捕食作用是生态学中尚待研究的问题之一。 为探

索柑橘园捕食性天敌对柑橘木虱 Diaphorina citri 的捕食作用,根据柑橘木虱细胞色素氧化酶 I(CO玉)的基因序列设计了 PCR
特异性引物,并应用 DNA 标记方法检测捕食性天敌对柑橘木虱的捕食作用。 物种特异性检验结果发现:引物对 A 对柑橘木虱

DNA 扩增效果明显,对其他种类的害虫及其天敌不具有扩增作用。 田间检测结果表明:在所检测的 8 类群 20 种捕食性天敌中,
龟纹瓢虫 Propylea japonica、斜纹猫蛛 Oxyopes sertatus、丽草蛉 Chrysopa formosa 对柑橘木虱具有明显的捕食作用,其阳性反应检

出率分别达到 58.06%,57.89%,48.00%。 室内龟纹瓢虫对柑橘木虱的消化检测表明:龟纹瓢虫成虫取食 1 头柑橘木虱 4 龄若虫

或成虫时,检测阳性率均随消化时间的延长而下降,其消化半衰期分别为 4.93 h 和 12.98 h。 采用 DNA 标记技术探索捕食作

用,为筛选柑橘木虱的优势天敌拓展了新的思路,也为进一步田间生物防治柑橘木虱奠定了基础。
关键词:柑橘木虱;细胞色素氧化酶玉基因;捕食性天敌;DNA 标记

Predation evaluation of Diaphorina citri忆s (Homoptera: Chermidae) natural
enemies using the CO玉 marker gene
MENG Xiang1,2,OUYANG Gecheng1,XIA Yulu3,GUO Mingfang1,*

1 Guangdong Entomological Institute,Guangzhou 510260,China

2 Guangdong Academy of Sciences, Guangzhou 510070, China

3 National Science Foundation Center for Integrated Pest Management, North Carolina State University, 1730 Varsity Dr. Suite 110, Raleigh, NC

27606, USA

Abstract: Citrus Huanglongbing (HLB) is the most destructive disease in citrus production worldwide. The Asiatic citrus
psyllid (Diaphorina citri Kuwayama) is currently the only insect vector identified to transmit the citrus HLB pathogen and is
one of the most significant pests in citrus production. Although D. citri is being controlled chemically, alternative biorational
strategies should be developed. Predators play an important role in the biological control of agricultural pests, and arthropod
predators have been identified as an important factor in pest population growth control. Traditionally, approaches to measure
insect predation include direct observation, predator enhancement or exclusion, and direct or biochemical estimation of gut
contents. However, predators and prey are often small, mobile or live under dense vegetation. Thus, arthropod predation is
generally difficult to observe and estimate directly. These evaluations require a heavy workload in complicated ecological
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environments, which can influence their accuracy. How to evaluate predation accurately is one of the problems yet to be
solved in ecology.

The cytochrome oxidase subunit I gene (CO玉) is known as a conservative protein鄄coding gene that has been widely
used in systematic studies of invertebrates. To understand the predation of key predators on D. citri in citrus orchards, a
DNA marker, CO玉 of D. citri, was developed in this study. Specific primers can be used in polymerase chain reactions to
amplify prey DNA from the gut content of generalist predators with high specificity and sensitivity. A prerequisite for
applying this approach to field studies is to confirm that primers are actually targeting specific prey species or prey groups
and do not produce false positive results by amplifying DNA either from the predator species or from the wide range of
potential alternative prey found under natural conditions. Our study was not confined to a species鄄specific molecular
systematics study, but used the population of pests and their enemies in their citrus orchard environment. The sequence鄄
characterized primers were designed according to the CO玉 gene sequence of D. citri. The specificity test results performed
with the primers showed that the primers were specific and efficient to detect the species鄄specific DNA of D. citri. The
positive detection of D. citri DNA in the predators collected in field samples showed that Propylea japonica, Oxyopes sertatus
and Chrysopa formosa had a significant predation on D. citri; the detection rates of these predators were 58.06%, 57郾 89%,
and 48.00%, respectively. The time that residual prey DNA can be detected by molecular analysis of a predator忆s gut鄄
content is very important, and it decides the practical feasibility of this DNA analysis technique. The lab digestion analysis
of P. japonica adults on D. citri indicated that detection decreased with the extension of digestion time. The half鄄lives of
DNA detectability for a single D. citri 4 th instar nymph and adult consumed by a P. japonica adult were 4.93 h and 12.98 h,
respectively. DNA marker technology has the advantages of a simple protocol and a quick inspection over the previously
described detection procedures for predators of D. citri. It provides an important theoretical basis to investigate the spectrum
of predatory natural enemies and the sustainable control of D. citri.

Key Words: Diaphorina citri Kuwayama;cytochrome oxidase subunit 玉 gene;predatory natural enemy;DNA marker

柑橘木虱 Diaphorina citri Kuwayama 属同翅目木虱科,是柑橘黄龙病亚洲种和美洲种唯一的传播媒介。
它取食黄龙病株后可终生带毒,且传毒率高[1鄄5]。 目前我国防治柑橘木虱主要采取化学防治措施,虽然有一

定的效果,但频繁的使用农药对生态环境破坏和产生严重的抗药性问题不容忽视[6鄄7],因此寻找新的防控方

法与途径是一项迫切的任务。
目前,天敌群落在农田生态系统中的地位越来越突出,利用天敌防治害虫已成为热点。 其中节肢动物捕

食者被认为是一种控制害虫种群增长的重要因子[8]。 捕食性天敌的利用是有害生物可持续控制的重要方法

之一。 在诸多研究捕食性天敌对害虫捕食效应的方法中,常规的室内捕食功能测定和田间捕食效果观察

法[9]不但工作量大,操作过程繁琐,且试验条件与实际生态环境存在较大差异;而以生化手段的研究方法,
如:免疫标记(ELISA)、单克隆抗体、同位素与放射性同位素标记、蛋白质电泳分析[10鄄12]等,虽然在一定程度提

高了检测的特异性和灵敏度,但其技术上多具有一定的局限性[13鄄14],如:必要的设备分析、复杂的抗体制备、
环境和安全的考虑等都限制了捕食作用评价的准确性。

然而,借助分子生物学技术 (如: ITS、 mtDNA、SCAR 和细胞色素氧化酶 (CO玉、域)基因标记等)检测天

敌消化道内是否含有害虫残体[15鄄16]已经成为探明不同生境捕食者鄄猎物的捕食动态和频率,揭示环境变化对

捕食控害能力的影响及其内在机制的主流技术,这些检测技术不仅大大提高了测试的敏感性,且操作简单,检
验迅速。 因此,其已逐步发展成为昆虫捕食效应研究的有效方法,并被广泛应用于相关研究[16鄄17]。

本研究通过 CO玉标记法设计柑橘木虱特异性片段扩增引物,并针对与柑橘木虱同域发生的其它害虫:
红蜘蛛、柑橘黑刺粉虱、蚜虫、卷叶蛾、潜叶蛾等以及捕食性天敌进行种特异性检验和田间主要捕食性天敌的

筛选,拟为柑橘木虱捕食性天敌谱的研究提供分子生物学依据。 同时在室内条件下研究龟纹瓢虫成虫取食单

1347摇 23 期 摇 摇 摇 孟翔摇 等:基于柑橘木虱 CO玉基因的捕食性天敌捕食作用评估 摇



http: / / www.ecologica.cn

头柑橘木虱 4 龄若虫或成虫的消化反应,为特定捕食性天敌昆虫捕食作用的定性与定量检测提供借鉴。
1摇 材料与方法

1.1摇 供试虫源

摇 摇 柑橘木虱及田间节肢动物均用网捕、手捕法采自广东省四会市罗源镇实验田,田间常规管理,期间不施用

任何杀虫剂。
供取食消化实验的龟纹瓢虫于实验田采集后,带回广东省昆虫研究所虫鼠害生态控制研究中心养虫室饲

养(温度(25 依 1)益;光周期 L14 颐D10 ;相对湿度:60%—80%)备用。
1.2摇 DNA 的提取

DNA 提取采用单头匀浆法。 参考安瑞生等的方法[18],将单头虫用双蒸水清洗、吸干装入 1.5 mL 离心管,
加入 50滋L 提取缓冲液 A (1% SDS,50 mmol / LTris·Cl,25 mmol / L NaCl,25 mmol / L EDTA),-20益放置 5 min
后以研磨棒捣碎,然后用 100 滋L 提取缓冲液冲洗研磨棒;65益水浴 45 min,中间取出混匀 2 次;加入等体积的

提取液 B (3 mol / LKAC (pH 值 7.2)),冰上放置 1 h 以上;12 000 r / min 离心 10 min,移上清液于另一离心管

中 12 000 r / min 离心 10 min,加入 2 倍体积预冷的无水乙醇,混匀,放置-20益1 h 以上;12 000 r / min,离心 10
min,收集沉淀,用 70%乙醇洗涤 1—2 次;晾干沉淀;每管加入 50滋L 0.1伊TE,充分溶解后-20益保存备用。
1.3摇 柑橘木虱特异引物设计及 PCR 反应体系的建立

根据柑橘木虱细胞色素氧化酶玉(CO玉)基因序列(GenBank: JF509109.1)应用 primer premier 5.0 软件

设计特异片段扩增引物对 A 和 B,引物对 A:上游引物:5忆鄄TGGAGCTCCCGATATAGCTTTC鄄3忆;下游引物:5忆鄄
TCTCCACCTCCTGCTGGATCAA鄄3忆。 引物对 B:上游引物:5忆鄄 CCAAGGAGTAGGAACAGGCTGA鄄3忆;下游引物:
5忆鄄TCTCCACCTCCTGCTGGATCAA鄄3忆。 PCR 扩增反应体系为 25 滋L:Taq DNA 聚合酶 0.5 滋L;dNTP 2 滋L;10伊
buffer 2.5 滋L;上游引物 1 滋L;下游引物 1 滋L;DNA 模板 1 滋L;ddH2O 17 滋L。 PCR 扩增反应在 Eppendorf
Mastercycler ep 基因扩增仪中进行,对照反应体系中的 DNA 模板以双蒸水代替。 扩增程序为:94 益预变性 5
min;然后 94 益变性 30 s,55 益退火 30 s,72 益延伸 1 min,扩增 35 个循环;最后 72 益延伸 5 min;反应结束后,
取 5 mL PCR 产物进行 1.0% 琼脂糖凝胶电泳,电泳缓冲液为:0.5伊TBE (45 mmol / L Tris鄄硼酸盐,1 mmol / L
EDTA),以标准分子量 Marker 作为参照物检测扩增结果。
1.4摇 引物种特异性检验

以与柑橘木虱同域发生的节肢动物(龟纹瓢虫 Propylea japonica;日本刀角瓢虫 Serangium japonicum;红肩

瓢虫 Leis imidiate;小瓢虫亚属 Scymnus pullus ( sp);丽草蛉幼虫 Chrysopa sinica;八斑球腹蛛 Theridion
octomaculatum;大银腹蛛 Leucauge magnifica;草间小黑蛛 Erigonidium graminicolum;斜紋貓蛛 Oxyopes sertatus;
微蟹蛛属 Lysiteles (sp);黑细长蚁 Teraponera nigar;举腹蚁属 Crematogaster (sp);蚜虫 Aphidoidea sp;柑橘黑

刺粉虱 Aleurocanthus spiniferus;红蜘蛛 Tetranychus cinnbarinus;卷叶蛾 Homona magnanima ;稻蝗属 Oxya (sp);
红脊长蝽 Tropidothorax elegans;柑橘潜叶蛾 Phyllocnistis citrella;螳螂科 Mantidae (sp))饥饿 48 h 的 DNA 作为

模板,以取食 2 头柑橘木虱若虫的龟纹瓢虫成虫作为阳性对照、清水作为阴性对照,分别以引物对 A 和 B 进

行扩增,检验 CO玉引物的种特异性,以避免在使用柑橘木虱特异性引物的 PCR 中出现假阳性。 PCR 反应体

系与程序同上。
1.5摇 田间柑橘木虱捕食性天敌检测

于 2011 年 10 月 1 日至 12 月 1 日柑橘木虱盛发期每周调查 1 次,在样田内随机采集捕食性天敌,单头分

装,-20 益冻存待测。 以引物对 A 检测捕食性天敌对柑橘木虱的捕食作用。
1.6摇 消化时间对特异性引物检测效果研究

以田间采集的龟纹瓢虫成虫为实验材料,龟纹瓢虫成虫饥饿处理 48 h 后,饲喂柑橘木虱 4 龄若虫 1 头或

成虫 1 头。 取食柑橘木虱后的龟纹瓢虫置 25 益恒温下培养,期间只给水,不饲喂任何食物。 分别在取食柑橘

木虱后 0,1,3,6,12,24,48,72,96 h,单头提取龟纹瓢虫成虫 DNA,用于 PCR。 PCR 以引物对 A 作引物,反应
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体系与程序同上。 实验每处理重复 10 次,最后统计出阳性检出率。
2摇 结果与分析

2.1摇 引物种特异性验证

通过对 21 种节肢动物的验证结果发现:引物对 A 和 B 对柑橘木虱及取食 2 头柑橘木虱的龟纹瓢虫成虫

(阳性对照)均具有明显的扩增效果,且条带明显。 所扩增片段大小分别约为 420 bp 和 322 bp。 其中,引物对

A 对其它种类无扩增作用,物种特异性强。 引物对 B 还分别可以从数种其他节肢动物的 DNA 模板中扩增出

与目标片段相同的 PCR 产物。 可见引物对 B 对柑橘木虱不具有特异性。 引物对 A 在试验涉及的物种范围

内具有对柑橘木虱的种的特异性,可用于进一步试验(图 1)。

图 1摇 引物对 A 和引物对 B 特异性验证的 PCR 产物电泳图

Fig.1摇 PCR amplification of some species in citrus orchards using primers A and primers B

M:DNA Marker;1:阴性对照 Negative control;2:柑橘木虱若虫 nymph of Diaphorina citri;3:阳性对照 (喂食 2 头柑橘木虱若虫的龟纹瓢虫)

Positive control Propylea japonica;4:龟纹瓢虫 Propylea japonica;5:日本刀角瓢虫 Serangium japonicum;6:红肩瓢虫 Leis imidiate;7:小瓢虫亚属

Scymnus pullus (sp);8:丽草蛉幼虫 Chrysopa sinica;9:八斑球腹蛛 Theridion octomaculatum;10:大银腹蛛 Leucauge magnifica;11:草间小黑蛛

Erigonidium graminicolum;12:斜紋貓蛛 Oxyopes sertatus;13:微蟹蛛属 Lysiteles (sp);14:黑细长蚁 Teraponera nigar;15:举腹蚁属 Crematogaster

(sp);16:蚜虫 Aphidoidea sp;17:柑橘黑刺粉虱 Aleurocanthus spiniferus;18:红蜘蛛 Tetranychus cinnbarinus;19:卷叶蛾 Homona magnanima ;20:

稻蝗属 Oxya (sp);21:红脊长蝽 Tropidothorax elegans;22:柑橘潜叶蛾 Phyllocnistis citrella;23 螳螂科 Mantidae (sp)

2.2摇 田间柑橘木虱捕食性天敌检测结果

以柑橘木虱田间采集的各种捕食性天敌为对象,应用引物对 A 单头检测其对柑橘木虱的捕食作用。 结

果表明(表 1):在所检测的 8 类群 20 种捕食性天敌中,瓢虫、草蛉、食蚜蝇、猎蝽、蚂蚁等天敌均具有捕食柑橘

木虱的能力,其中以龟纹瓢虫 Propylea japonica、斜纹猫蛛 Oxyopes sertatus、丽草蛉 Chrysopa formosa 最为明显,
其阳性反应比率分别为 58.06%,57.89%和 48.00%。
2.2摇 消化时间对特异性引物检测效果的影响

以引物对 A 对龟纹瓢虫成虫腹内的柑橘木虱 4 龄若虫和成虫成分分别进行阳性检测,结果表明(图 2):
在取食后 0 h 处理的龟纹瓢虫中均能检测到柑橘木虱成分,但随着消化时间的延长,其 DNA 条带扩增效果降

低,阳性比率下降,两者呈负相关。 应用 Probit 模型模拟龟纹瓢虫成虫取食柑橘木虱 4 龄若虫和成虫的阳性

比率与消化时间的关系,以引物对 A 进行检测,拟合良好(Chi鄄Square = 0.769,P = 0.979;Chi鄄Square = 0郾 833,
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P= 0.975),半衰期分别为 4.93 h 和 12.98 h。

表 1摇 柑橘园捕食性天敌对柑橘木虱捕食作用的 CO玉检测

Table 1 摇 The predatory detection of predators based on CO玉 gene of Diaphorina citri in citrus orchards

天敌种类
Predator species

检测数量
Number of tested

阳性反应数量
Number of positive

阳性反应比率 / %
Percentage of positive

瓢虫类 Coccinellidae 84 29 34.52
摇 龟纹瓢虫 Propylea japonica 31 18 58.06
摇 六班月瓢虫 Menochilus sexmaculata 27 11 40.74
摇 红肩瓢虫 Leis imidiate 7 0 0
摇 刀角瓢虫 Serangium japonicum 17 0 0
摇 食螨瓢虫 Stethorus sp. 2 0 0
草蛉类 Chrysopidae 34 15 44.12
摇 丽草蛉 Chrysopa formosa 25 12 48.00
摇 中华草蛉 Chrysopa sinica 9 3 33.33
摇 螨类 mites 6 1 16.67
摇 胡瓜钝绥螨 Neoseiulus cucumeris 6 2 16.67
食蚜蝇类 Syrphoidea 15 1 6.67
摇 食蚜蝇 Syrphus sp. 15 1 6.67
猎蝽类 Reduviidae 29 3 10.34
摇 红小猎蝽 Vesbius purpureus 21 2 9.52
摇 轮刺猎蝽 Scipinia horrida 8 1 12.50
蚂蚁类 Formicidae 44 6 13.64
摇 黑细长蚁 Teraponera nigar 25 1 4.00
摇 举腹蚁属 Crematogaster sp 19 5 26.32
蜘蛛类 Araneae 70 20 28.57
摇 斜紋貓蛛 Oxyopes sertatus 19 11 57.89
摇 草间小黑蛛 Erigonidium graminicolum 12 4 33.33
摇 大银腹蛛 Leucauge magnifica 17 3 17.65
摇 八斑球腹蛛 Theridion octomaculatum 8 1 12.50
摇 三突花蛛 Misumenops tricuspidatus 11 1 9.09
摇 蝇虎 Asemonea tanikawai sp. 3 0 0
虎甲类 Cicindelidae 3 0 0
摇 金斑虎甲 Cicindela aurulenta 3 0 0

图 2摇 利用特异性引物对 A 检测龟纹瓢虫成虫对柑橘木虱捕食的阳性检出率与消化时间的关系

Fig.2摇 The relations of Diaphorina citri DNA detection probability and different digestion time in Propylea japonica samples after feeding,

using primers A

A 为龟纹瓢虫成虫捕食 1 头柑橘木虱 4 龄若虫 Propylea japonica fed one Diaphorina citri 4th nymph; B 为龟纹瓢虫成虫捕食 1 头柑橘木虱成虫

Propylea japonica fed one Diaphorina citri adult
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3摇 结论与讨论

捕食者鄄猎物系统是一个复杂的相互作用系统,是群落生态学中的一个重要组成部分,也是进行害虫生物

防治和天敌利用的重要科学依据。 DNA 分子标记技术为研究捕食者鄄猎物关系提供了更为有效、准确的方

法。 本研究根据已知柑橘木虱 CO玉基因序列,寻找柑橘木虱不同于其他种的独特区域。 针对单一物种设计

引物通常会受到相近种序列高度相似的干扰[19]。 本研究不局限于分子分类学研究,而是从柑橘园本身的害

虫和天敌种群及其生态环境出发,针对与柑橘木虱同域发生的近似种及其他害虫和天敌成功设计了柑橘木虱

特异性 PCR 引物,并在田间天敌检测和室内消化检测中得到了进一步验证。 实验结果进一步明确和丰富了

柑橘木虱的主要捕食性天敌种类,表明捕食性天敌是柑橘木虱综合防治中值得利用的重要天敌资源。 可见基

于 CO玉基因的分子标记方法适合柑橘木虱捕食性天敌的筛选与捕食作用的评估。
在消化道内含物的分子分析时,捕食者消化道中猎物残留 DNA 的可检测时间非常重要,其决定了 DNA

技术的实际可行性。 如:鳞翅目昆虫 Eupithecia sp 的卵被瓢虫 Halmus chalybeus 取食后,24 h 可检测率为

85%;小菜蛾 Plutella xylostella 在姬蝽肠道内,16 h 可检测率为 67%,在狼蛛 Lycosa sp 肠道内,72 h 可检测率

为 80%[20鄄22]。 本研究通过 PCR 阳性反应检测,可以追踪到龟纹瓢虫成虫取食 1 头柑橘木虱 4 龄若虫或成虫

24 h 的可检测率分别为:10%和 30%,其最长检测时间分别为 48 h 和 72 h。 根据 DNA 可检测的时限性,我们

可以推测柑橘木虱在田间被龟纹瓢虫捕食的时间范围。 此外,在自然生态系统中,由于一些捕食者食性广泛

又具有一定的选择性,其间接捕食作用会对消化道内含物的分子分析和评估造成一定影响。 本实验所研究的

龟纹瓢虫属于广食性天敌,其在自然环境中对柑橘木虱的捕食作用与间接捕食作用的关系及其影响因素尚有

待进一步研究。
不同捕食者对同一猎物的消化能力呈较丰富的多样性。 如马铃薯甲虫卵在瓢虫肠道中的半衰期是 7.0

h,在刺肩蝽中的半衰期是 50. 9 h[23],而本研究结果同样表明同一捕食者(龟纹瓢虫成虫)对猎物(柑橘木虱)
不同虫态的消化能力也呈较丰富的多样性,龟纹瓢虫成虫分别取食 1 头柑橘木虱 4 龄若虫或成虫的消化半衰

期分别为 4.93 h 和 12.98 h。 可见,食物链 DNA 跟踪技术可在某种程度上阐明龟纹瓢虫在空间与时间上对柑

橘木虱的捕食规律。
此外,由于昆虫等是变温动物,代谢水平随温度升高而加速,猎物可被检出的时间会随温度的升高而变

短,因此猎物在天敌肠道内滞留时间分析时,尚需考虑温度对变温动物消化的影响[19]。 本试验在室内特定条

件下进行,捕食者和猎物均处于一个简单的封闭系统内,其生存条件和自然条件存在很大差异。 对生活在自

然界的节肢动物来说,其捕食作用受到各种环境因子的影响,每次的试验结果与实际情况下的捕食量、捕食后

的消化速率以及捕食频率都有一定差异。 可见,节肢类捕食者捕食作用的定量评价是一件十分困难的事情。
因此,柑橘木虱主要捕食性天敌对柑橘园其他昆虫的捕食作用及生态关系还有待进一步探索研究。
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