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(57) 摘要

本发明涉及用于快速鉴定 3 种入侵斑潜蝇的

特异性引物、试剂盒及检测方法，所述的特异性引

物序列如SEQ ID NO.1、SEQ ID NO.2、SEQ ID NO.3

和SEQ ID NO.4所示。采用本发明的扩增引物，能

准确而快速地鉴别 3 种入侵斑潜蝇，该方法操作

简便快捷，具有广泛的适用性。本发明为 3 种斑

潜蝇的快速鉴定及检疫检验提供了重要的技术支

撑，具有重要的实用价值。
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1.用于快速鉴定 3种重要斑潜蝇种类的特异性引物组，其特征在于，由 4条引物组成，

引物序列如 SEQ ID NO.1、SEQ ID NO.2、SEQ ID NO.3 和 SEQ ID NO.4 所示。

2.一种斑潜蝇 PCR 鉴定用试剂盒，包括 PCR 试剂和特异性引物，其特征在于，所述特异

性引物是由 4条引物组成的引物组，其序列如 SEQ ID NO.1、SEQ ID NO.2、SEQ ID NO.3 和

SEQ ID NO.4 所示。

3.一种用于3种重要斑潜蝇的分子鉴定方法，其特征在于，用权利要求1所述的4条特

异性引物对待测样品进行 PCR 扩增，根据扩增产物的大小鉴定出三叶斑潜蝇，美洲斑潜蝇，

南美斑潜蝇，其中三叶斑潜蝇的扩增片段为 705bp，美洲斑潜蝇的扩增片段为 1055bp，南美

斑潜蝇的扩增片段为 358bp。
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用于快速鉴定三种斑潜蝇的特异性引物、试剂盒及检测方

法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物检测鉴定技术，具体地说涉及对 3 种重要斑潜蝇分子鉴定的特异

性引物及快速分子鉴定方法。

背景技术

[0002] 斑潜蝇属 (Liriomyza) 的昆虫统称为斑潜蝇，隶属于双翅目 (Diptera)，潜蝇科

(Agromyzidae)，植潜蝇亚科 (Phtomyzinae)。目前全世界已知斑潜蝇 300 种，并均为植

食性害虫 (Spence,1973 ；陈小琳和汪兴鉴，2000 ；陈文龙等，2007)。在已知的斑潜蝇种类

中，许多种类均为重要的农业害虫，对农作物造成严重危害，在许多国家被列为检疫性害虫

(Spence,1989 ；康乐，1996)。根据国内外文献记载和各地的普查统计，目前我国记录斑潜

蝇 19 种 ( 陈小琳和汪兴鉴，2000 ；陈文龙等，2007)，其中发生最为严重有 3 种，即美洲斑潜

蝇 (Liriomyzasativae)、三叶斑潜蝇 (L.trifolii)、南美斑潜蝇 (L.huidobrensis)，它们

均为外来有害生物，也是我国进境检疫性害虫。近年来，随着设施栽培的发展，蔬菜斑潜蝇

的发生与危害程度日趋严重。因此，准确地利用分子生物学技术对这 3 种斑潜蝇进行快速

而准确鉴定，对生产上指导这些害虫的防治具有重要意义；同时也可为检疫部门进行快速

通关的检验检疫提供技术支撑。

[0003] 由于上述 3 种重要斑潜蝇的外部形态相似，生态位重叠严重，其鉴定容易混淆，常

给检疫、测报和防治等工作带来困难，同时由于在田间采集的斑潜蝇大多为潜食在叶片中

的幼虫，想要经济方便的鉴定其种类必须等到成虫羽化后通过形态学特征加以鉴定费时费

力。因此开发者3种重要斑潜蝇的快速鉴定技术显得极为重要。目前国内外对其鉴定识别

大多为形态学上的，分子鉴定方法的研究也多为通过传统的分子检测方法，利用 DNA 测序

技术虽然能够准确鉴定，但一方面测序成本比较高，另一方面测序过程所需时间周期比较

长，达不到快速的要求。因此目前需要尽快建立一套快速灵敏的鉴定检测方法，以便对这三

种斑潜蝇作出准确、快速的鉴定，从而确保对外贸易的正常发展。

发明内容

[0004] 本发明目的是提供一套用于快速鉴定三种重要斑潜蝇种类的特异性引物，它能满

足现有技术的上述需求。

[0005] 用于快速鉴定三种重要斑潜蝇种类的特异性引物组，由 4 条引物组成，引物序列

如 SEQ ID NO.1、SEQ ID NO.2、SEQ ID NO.3 和 SEQ ID NO.4 所示。

[0006] 一种对于 3 种重要斑潜蝇的分子鉴定方法，用上述的 4 条特异性引物对待测样品

进行 PCR 扩增，根据扩增产物的大小鉴定出三叶斑潜蝇，美洲斑潜蝇，南美斑潜蝇，其扩增

片段的大小分别为 705bp、1055bp 和 358bp。

[0007] 本发明还公开了三种重要斑潜蝇线粒体 COI 基因序列扩增方法，是采用上述的引

物，用 25μl PCR 体系在特定 PCR 扩增条件下进行目标片段扩增。
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[0008] 所述的25μl PCR体系是：5μl 10×buffer(+Mg2+)，1μl dNTP(2.5mM)，1μl引

物 (10μM) 共 4μl，0.5μlrTaq 酶 (5μ/μl)，2μl DNA 模板 (100ng)，12.5μl 双蒸水。

[0009] 所述的PCR扩增条件是：94℃预变性3分钟，94℃变性1分钟，58℃ (Tm)退火 1分

钟，72℃延伸 1分钟，共 35 个循环，最后 72℃延伸 10 分钟。

[0010] 本实验从分子水平依据三种斑潜蝇线粒体 COI 基因设计出四条引物，利用这四条

引物，在利用多重 PCR 技术进行扩增，结果显示这四条引物的扩增结果能够有效快速地区

分出三种斑潜蝇。同时每种斑潜蝇都设置了 4 个重复，结果显示该套引物对于不同的斑潜

蝇以及同种斑潜蝇的 3 个重复均体现出较好的稳定性，保证了鉴定结果的准确性，说明该

套引物具有较高的灵敏度。

[0011] 另外，可以将本发明引物以及相关试剂组装成试剂盒，以方便使用。一种斑潜蝇

PCR 鉴定用试剂盒，包括 PCR 试剂和上述特异性引物组。本发明的试剂盒可以是由多个隔

断所形成，以容纳固定一个或多个如管或小瓶的容器。这些容器之一或者多个可以装有本

发明的引物，根据需要该引物可以是冻干形式或溶于缓冲液中的状态。另外，本发明的试剂

盒中还可以包括用于 PCR 反应的一种或多种酶 / 试剂，以及实施本发明所需要的其它成分

及用具。该试剂盒能够同时快速准确地鉴别出三叶斑潜蝇，美洲斑潜蝇，南美斑潜蝇，三种

斑潜蝇，同时该试剂盒检测方法无需对反应体系及反应程序进行调整，而且整个检测过程

(包括PCR反应和电泳检测)耗时不到3小时，大大缩短了检测时间。本试剂盒的缺点是必

须确定待测样品属于三叶斑潜蝇，美洲斑潜蝇，南美斑潜蝇才能适用，一旦超出这三种斑潜

蝇范围，该试剂盒不再适用，但可以根据需要重新设计一对或多对上游引物，利用其扩增结

果及其组合，在原来试剂盒的基础上重新修改构成一个新的试剂盒，因此，利用该种方法构

建的试剂盒可控性很好，可以随时根据检疫对象而扩大试剂盒的检测范围。能显著降低实

验成本，缩短实验周期，提高实验的准确性。

附图说明

[0012] 图 1是本发明引物组对扩增三种斑潜蝇成虫电泳检测图谱。

[0013] 其中，泳道 1-3 号为三叶斑潜蝇，4-6 号为美洲斑潜蝇，7-9 号为南美斑潜蝇 M 为

Marker DL2000。

[0014] 图 2是本发明引物组对扩增三叶斑潜蝇各虫态的电泳检测图谱。

[0015] 其中，泳道1-3号为三叶斑潜蝇幼虫，4-6号为三叶斑潜蝇蛹，7-9号为三叶斑潜蝇

成虫 M为 Marker DL 2000。

具体实施方式

[0016] 1. 引物设计

[0017] 下载 GenBank 中已测的 3种斑潜蝇的 mtDNA COI 基因序列的登记号分别为：三叶

斑潜蝇 (Liriomyzatrifolii，EU219614)，美洲斑潜蝇 (Liriomyzasativae，AY375175)，南

美斑潜蝇 (Liriomyzahuidobrensis，EU219615)。根据引物设计原则及注意事项，尽量在特

异性区域进行引物的设计，使用Primer Premier 5.0和Oligo 6.71引物设计软件在3种斑

潜蝇的mtDNA COI基因范围内自动搜索出合适的引物，用Oligo 6.71软件对每条引物进行

评价和修改，以避免存在引物内或引物间二聚体以及引物错配位点的出现等，最终设计出 3
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种斑潜蝇的 4条引物 (表 1)。

[0018] 表 1. 本研究设计的 4条特异性引物序列

[0019] 

[0020] 2. 斑潜蝇基因组 DNA 的提取

[0021] 本实验采用 Axygen 公司的 AxyPrep 基因组 DNA 小量试剂盒提取 3 种斑潜蝇基因

组 DNA。该方法操作简单、快速、高效且无毒，提取的 DNA 的质量符合本研究的需要，具体操

作步骤如下 ：

[0022] 1) 用镊子挑取浸渍在 100％乙醇中的单头斑潜蝇，用双蒸水充分洗涤两次后置于

1.5mL 离心管中；

[0023] 2) 加入 175μL Buffer PBS 和 0.45μL RNase A, 温和研磨 30s ；

[0024] 3)分别加入75μL Buffer C-L和 10μL Proteinase K，立即漩涡振荡1min混合

均匀。短暂离心后将离心管置于 56℃水浴 10min ；

[0025] 4)在水浴后产物中加入175μL Buffer P-D，漩涡振荡30s混合均匀，12000rpm离

心 10min ；

[0026] 5) 将 DNA 制备管置于 2mL 离心管中，将上述产物上清液移至制备管中，12000rpm

离心 1min ；

[0027] 6)弃滤液，将制备管置回原来的2mL离心管中，加入250μL Buffer W1，12000rpm

离心 1min ；

[0028] 7)弃滤液，将制备管置回原来的2mL离心管中，加入350μL Buffer W2，12000rpm

离心 1min ；

[0029] 8) 以同样的方法，用 350μL Buffer W2 再洗涤一次；

[0030] 9) 弃滤液，将制备管置回原来的 2mL 离心管中，12000rpm 离心 1min ；

[0031] 10) 将 DNA 制备管置于另一洁净的 1.5mL 离心管中，在制备管摸中央加 40μL 

Eluent，室温静置 1min，12000rpm 离心 1min 洗脱 DNA ；

[0032] 11) 获得的基因组 DNA 保存在 -20℃冰箱中备用。

[0033] 3.PCR 产物扩增

[0034] 表 2. 本发明中 25μl PCR 反应体系

[0035] 
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[0036] 本发明中25μl PCR反应体系如表2，PCR反应程序为：94℃预变性3分钟，94℃变

性 1分钟，58℃ (Tm) 退火 1分钟，72℃延伸 1分钟，共 35 个循环，最后 72℃延伸 10 分钟。

[0037] 4.PCR 产物的电泳检测

[0038] 取 5μL PCR 产物，加 1μL 左右上样缓冲液，混合均匀。加样于 0.5×TBE 缓冲液

配制的 1％琼脂糖凝胶孔中，点样后，120V 恒压条件下电泳，至溴酚兰接近胶板前缘，停止

电泳。将凝胶置于紫外透射仪中或凝胶成像系统中观察，记录结果并拍照。

[0039] 5. 实验结果

[0040] 根据以上 4 条引物扩增的结果，通过扩增出的产物的大小可以得出这样的结论：

本发明引物组对三叶斑潜蝇扩增片段为 705bp( 图 1，泳道 1-3)，美洲斑潜蝇扩增片段为

1055bp( 图 1，泳道 4-6)，南美斑潜蝇扩增片段为 358bp( 图 1，泳道 7-9) ；同时对三叶斑潜

蝇各虫态的扩增稳定 (图 2)。

[0041] 6. 试剂盒的研制

[0042] 在利用斑潜蝇线粒体 COI 基因进行快速检测时，四条引物对于我们来说是已知

的，而具体哪种斑潜蝇是未知的，对于同一头斑潜蝇我们用 4 条引物同时进行多重 PCR 扩

增，可以按照各引物的扩增结果进行快速鉴定，三叶斑潜蝇扩增片段为 705bp，美洲斑潜蝇

扩增片段为 1055bp，南美斑潜蝇扩增片段为 358bp，从而判断出具体的斑潜蝇种类，形成一

个快速有效的试剂盒，为检疫部门提供一套快速灵敏的鉴定检测方法。
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图 1

图 2
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