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3. 山东农业大学植保学院, 泰安  271018) 

摘  要: 目的  探究以分子生物学技术和系统进化学手段鉴定具有完整生命周期的花生豆象(印度)的方法。

方法  对花生豆象线粒体细胞色素 C 氧化酶亚基 I (COI)基因进行 PCR 扩增, 获得 COI 基因序列, 再利用最大

简约法(maximum parsimony, MP)构建花生豆象与其他 14种豆象基于COI基因片段序列的分子系统进化树, 分

析亲缘进化关系。结果  通过 GenBank BLAST 证明所得序列为花生豆象的 COI 基因序列, 由 GenBank 获得

登录号。根据系统进化树得出同一地区的四纹豆象和花生豆象亲缘关系较近。结论  本研究为采用分子生物

学检疫鉴定进境花生豆象奠定了基础。 
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Preliminary exploration of identifying Caryedon serratus (Olivier) in peanuts 
from India by molecular biology techniques and systems 
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ABSTRACT: Objective  To explore the methods for the identification of Caryedon serratus (Olivier) in peanuts 

with a complete life cycle from India by molecular biology techniques and systems. Methods  The mitochondria 

cytochrome Coxidase I (COI) gene of Caryedon serratus mitochondria was amplified by PCR, and the COI gene 

sequence was obtained. Then the phylogenetic tree of Caryedon serratus and 14 kinds of other bean weevils based on 

COI gene fragment sequence was constructed by maximum parsimony (MP) method, and the phylogenetic 

relationship was analyzed. Results  The sequence was confirmed as COI gene of Caryedon serratus by GenBank 

BLAST, and submitted to GenBank for a login number. The phylogenetic tree showed that Callosobruchus maculates 

(Fabricius) and Caryedon serratus in the same area had a close phylogenetic relationship. Conclusion  This study 

lays a foundation for the use of molecular biology techniques and systems to identify Caryedon serratus (Olivier) in 

imported peanuts. 
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1  引  言 

2012 年, 原临沂出入境检验检疫局首次在印度进口

花生中截获了大量具有完整生命周期(含卵、幼虫、蛹、成

虫)的花生豆象, 因花生豆象的危害很大, 造成了进口花生

退运。花生豆象 Caryedon serratus (Olivier), 隶属豆象科

Bruchidae, 豆 象 亚 科 Bruchinae, 瘤 背 豆 象 属

Callosobruchus。花生豆象作为该属重要的仓储害虫, 1992

年曾被列入《中华人民共和国植物检疫危险性病、虫、杂

草名录》。但 2007 年颁布的《中华人民共和国进境植物检

疫性有害生物名录》未包括花生豆象, 原因可能是该虫已

在我国云南等地发生[1]。但由于花生豆象的严重危害和潜

在威胁, 日本、韩国、乌克兰等仍把花生豆象列为检疫对

象, 因此建议将其增补到中华人民共和国进境植物检疫性

有害生物名录中[2]。目前对检疫截获豆象类昆虫的鉴定工

作存在较大困难, 特别是幼虫需通过分子生物学分类技术

的研究。线粒体细胞色素 C 氧化酶亚基 I (COI)为主要标记

基因的 DNA 条形码技术[3], 利用 COI 基因 5’端的碱基序

列作为标记来实现物种的快速、准确鉴定与分类[4]。国内

还未将此技术用于花生豆象的鉴定。本研究利用 COI 基因

DNA 条形码技术扩增花生豆象 COI 基因序列, 提交源性

DNA、特异性引物和该虫态的具体序列, 建立与其他 14

种豆象基于 COI 基因片段序列的分子系统进化树, 为豆象

分子鉴定研究提供借鉴。其他研究尚未发现此项研究报道。

本研究运用分子生物学方法对印度进口花生中花生豆象线

粒体COI基因进行探索研究, 得到花生豆象COI基因序列, 

建立豆象的分子系统进化树, 明确进境豆象与国内种间的

亲缘关系和真实进化距离, 为其他进境豆象提供鉴定依据, 

并以此进行豆象种类鉴定, 为解决检疫上重要有害生物的

准确鉴定提供了强有力的技术支撑, 对维护我国内外贸易

都具有重要的意义。 

2  材料与方法 

2.1  材料及主要试剂 

2012 年, 原临沂出入境检验检疫局首次在印度进口

花生中截获了大量花生豆象的卵、幼虫、蛹、成虫, 本研

究将截获到的花生豆象成虫用 99%乙醇清洗干净后放到

80 ℃超低温冰箱保存。 

线粒体 DNA 提取试剂盒(北京索莱宝科技有限公司); 

Taq DNA Ploymerase 酶、deoxy-ribonucleoside triphosphates 

(dNTPs) (天根生化科技(北京)有限公司); RNAiso Plus、

PMD 18-T Vector Takara、DNA 片段回收纯试剂盒(上海生

工生物工程有限公司); 长链高保真 PCR 酶(宝生物工程大

连有限公司); SMART MMLV 反转录酶、PCR 引物(宝生物

工程(上海)有限公司)。 

2.2  花生豆象完整生命周期的鉴定特征 

花生豆象卵、幼虫、蛹、成虫的形态如图 1 所示。 
 

 
 

注: a: 卵; b: 幼虫; c: 蛹; d: 成虫。 

图 1  花生豆象完整生命周期形态 

Fig.1  Morphology of the whole life cycle of Caryedon serratus 
(Olivier) 

 
卵: 长约 1 mm, 椭圆形, 明显大于常见的豆象卵。卵

外壳有明显暗色格状网纹[5]。 

幼虫: 老熟幼虫长 4~6 mm, 黄褐色, 肥胖, 弯曲略呈

“C”形。足退化[6]。 

蛹: 长 5~6 mm, 椭圆形, 初为乳白色, 渐变为黄棕色[7]。 

成虫: 体长 3.5~6.8 mm, 宽 1.8~3.0 mm, 体棕褐色, 

鞘翅上有明显暗色斑。前胸背板中区无暗色纵纹。触角第

5~10 节向一侧扩展呈锯齿状。复验大而突出, 复眼前缘有

轻微凹陷, 触角红棕色, 鞘翅长约为宽的 1.5 倍, 小盾片矩

形, 鞘翅末端圆形不遮住臀板。后足腿节极发达[8], 腹面中

央有一大齿, 向端部方向跟随 8~12 个小齿。雄性外生殖器

的外阳茎腹瓣端部不分裂[9], 内阳茎有大的骨化刺 4 对, 

其中 1 对呈牛角状, 另 1 对强烈弯曲[5]。 

2.3  豆象线粒体 DNA 的提取及 PCR 扩增 

取 2.1 材料中的花生豆象成虫, 参照文献[10]的方法提

取 线 粒 体 DNA 。 目 的 片 段 扩 增 使 用 引 物 序 列 为 : 

5’-GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC- 3’ (f)5’-CCCG 
GTAAAATTAAAATATAAACTTC-3’ (r)。PCR 反应体系 (25 μL): 

模板 DNA 2 μL, 10×PCR buffer: 2.5 μL, D-NTP: 1 μL, 引物

f: 1 μL, 引物 r: 1 μL, 酶: 0.5 μL, 无菌水: 17 μL。PCR 反应

条件: 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 50 s, 56 ℃退火 50 s, 

72 ℃延伸 l min, 以上步骤从 94 ℃变性起进行 40 个循环, 

最后 72 ℃延伸 10 min。反应结束后 4 ℃保存。PCR 产物

的检测方法[6]: 取 PCR 产物 15 pL, 点样到 0.8%琼脂糖凝

胶测定电泳, 然后于 1 μg/mL 的 Ethidium Bromide(EB)中

染色 10 min, 在凝胶成像仪中观察照胶成像, 再于长波紫

外灯下切取目的条带。使用快捷型琼脂糖凝胶 DNA 回收

试剂盒 II(DPl721)进行纯化回收, 测序[11]。 
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2.4  数据分析 

利用 MEGA5.5 将克隆得到的花生豆象 COI 基因片段

序列及 BLAST 搜索得到的其他昆虫样品 COI 基因序列对

齐。为了便于数据分析, 以花生豆象样本 COI 基因序列长

度为标准, 剪掉其他分析样本序列的多余序列后, 对基因

片段序列碱基组成和结构采用 DNAMAN 6.0 软件进行分

析, 利用 MEGA 5.5 软件分析各物种 COI 基因的碱基变异

和遗传距离, 并用邻接法和最大简约法, 构建花生豆象与

其他 14 种昆虫基于 COI 基因片段序列的系统发生树[11]。 

3  结果与分析 

3.1  花生豆象 PCR 扩增 

按照 2.3 方法进行 PCR 反应, PCR 产物用 0.8％琼脂

糖电泳检测, 结果如图 2。PCR 产物为 500 bp 左右, 且产

物条带单一, 大小与预测大小基本一致, 因此可以初步判

断得到花生豆象 COI 基因序列。 

3.2  测序及序列提交 

经宝生物工程(上海)有限公司测序 , 得到花生豆象

COI 基因如下:  

以引物对花生豆象基因进行 PCR 扩增, 样本的扩增

产物经琼脂糖凝胶电泳检测, 条带大小均在 500 bp 左右

(图 2), 与预期结果相符。回收、纯化后测序, 将两端引物

序列的不稳定序列剪切掉, 得到 481 bp 的 COI 基因片段。

该片段序列在 GenBank 进行 BLAST 搜索, 结果同登录号

KP331465的 Caryedon serratus的 COI基因相似度极高, 证

明所得序列为花生豆象的 COI 基因片段序列。将花生豆象

样本的序列提交到 GenBank, 获得登录号 KX011461。 
 

 
 

注: M: Trans2K Plus DNA Marker; 1~2、4~6: 花生豆象样品; CK: 

阴性对照。 

图 2  花生豆象 COI 基因序列 PCR 扩增电泳结果 

Fig.2  The PCR and electrophoresis result of Caryedon serratus 
(Olivier) COI gene sequence 

 

3.3  花生豆象及其他 14 种昆虫的 COI 基因序列系

统进化分析 

利用 MP 法构建花生豆象与其他 14 种豆象基于 COI

基因片段序列的分子系统进化树(图 3), 分子系统进化树 

 

 
 

注: KF157281 XAX2 菜豆象(巴西); KF157278 TOL5 菜豆象(巴西); KF157268 SOB 18 菜豆象(巴西); AY390695 蚕豆象(法国); AY390697

兵豆象(意大利); DQ459042 灰豆象(日本); DQ459046 四纹豆象(日本); KP331465 花生豆象(中国); DQ459040 鹰嘴豆象(缅甸); HQ646176

四纹豆象 (印度); HQ646182 四纹豆象 (印度); KM444792 咖啡豆象(荷兰); KM446808 咖啡豆象(新西兰); KQ349462 咖啡豆象(中国); 节

点数字表示 1000 次自检验的置信度。 

图 3  花生豆象与其他 14 种豆象基于 COI 基因片段序列的分子系统进化树 

Fig.3  The phylogenetic tree based on COI gene sequence of Caryedon serratus (Olivier) and 14 other bean weevil species 
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有 2 个明显分支: 瘤背豆象属的昆虫聚集在一起形成 1 个

分支; 长角豆象属的昆虫聚集在一起形成另 1 个分支。在

前一分支里, 瘤背豆象科的每个豆象种类之间的亲缘关系

都小于 85, 没有表现出极相似的亲缘关系。在后一个分支

里, 长角象科的昆虫聚在一起形成一簇, 四纹豆象和花生

豆象(印度)单独形成一个亚支, 说明印度的四纹豆象和花

生豆象进化关系较近。由此可见，利用不同单 

基因来分析进化关系时，会产生矛盾的结论，需要 

参考多方面因素进行综合考虑[12]。 

4  结论与讨论 

研究表明, 利用 DNA 条形码鉴定的物种 63.7%的序

列都来自昆虫纲[13], 其中研究较多的是鳞翅目[4], 其次为

双翅目[14]、鞘翅目[15], Herbert 等[16]对昆虫线粒体基因序列

进行分析, 发现同属各种的 COI 基因序列的平均差异程度

为 11.3%, 而种内的序列差异程度低于 2%。本研究表明, 

绝大多数昆虫能够根据 COI 基因片段区分开[17]。与传统进

化关系不同的是, 本研究中花生豆象和四纹豆象没有与其

他国家的瘤背豆象属的物种在 1 个分支上, 原因可能是研

究中使用的 COI 基因片段涵盖的信息尚不完整, 因此用

COI 基因片段作为标记的 DNA 条形码分析物种系统进化

关系还存在一定的缺陷, 导致二者与长角象科的昆虫聚在

了 1 个大分支里。但本研究对印度花生豆象的 COI 基因扩

增得到 COI 基因序列, 对口岸建立重要危害性豆象包括检

疫性豆象的特征性基因库提供了最新数据, 为口岸采用分

子检测技术鉴定非中国种类豆象提供借鉴。 
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