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前  言 
 
白輪盾蚧屬 (Aulacaspis spp.) 昆蟲，由

於身體細小，繁殖力強，且常隨苗木、種子、

果實、塊莖和塊根等，侵入新地區而造成嚴重

的蟲害問題，是農業上重要的經濟害蟲，且被

列為國際重要的檢疫害蟲  (Burger and 

Ulenberg, 1990; Wu, 1994)。根據最新調查

資料顯示，目前在蘇鐵上嚴重危害的白輪盾

蚧，疑似為新侵入台灣的種類，將來若擴散或

轉移至其它寄主植物，將可能對農作物造成更

嚴重損害。 

白輪盾蚧屬的介殼蟲外形極為近似，即使

是熟練的分類學者鑑定這些種類也很困難。目
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摘  要 

介殼蟲蟲體微小且外形相似，幼體時期特徵不明顯，在鑑定上不易確定，造成在

檢疫工作上困難重重。本研究主要利用基因組核酸標誌 (genomic DNA markers) 建

立分子診斷技術，以鑑別三種白輪盾蚧屬 (Aulacaspis spp.) 之介殼蟲，分別為蘇鐵

白輪盾蚧 (A. yasumatsui Takagi)、月橘白輪盾蚧 (A. murrayae Takahashi) 和樟

白輪盾蚧 (A. yabunikkei Kuwana)。利用聚合 連鎖反應－限制 片段長度多態型 

(polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism, 

PCR-RFLP) 技術，探討核糖體形成基因 (ribosomal DNA, rDNA)，作為鑑別三種

介殼蟲的可行性。我們使用單隻標本分別萃取 DNA 後，利用 PCR 引子對 

(Amur18S-3 和 ITS6) 增幅 rDNA 之 部分的 18S、ITS1 及部分的 5.8S 區域，

蘇鐵白輪盾蚧和月橘白輪盾蚧均產生約 500 bp 的 DNA 片段；樟白輪盾蚧則產生

約 450 bp 的 DNA 片段。利用多種核酸內切 進行  DNA 片段切割，結果以 

TaqI、MspI、CfoI 和 HaeIII 核酸內切 ，所得圖譜的種類特異性較高，可容易地

區別三種白輪盾蚧。 
 

關鍵詞：白輪盾蚧、快速鑑定、聚合 連鎖反應 (PCR)、限制性片段長度多態型

(RELP)、轉錄區內空白段 1(ITS1)。 
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前，主要以雌成蟲的形態特徵為鑑定的依據，

至於若蟲和雄成蟲則限於形態不穩定或特徵

不明顯，鑑定極為不易，在檢疫上面臨極大的

難題 (Wu, 1986, 1994)。為了解決鑑定的瓶

頸，發展簡單、快速且準確的診斷鑑定技術，

能夠在單一或少量的標本基礎下，使用較少變

異的特徵來完成，對將來介殼蟲的檢疫工作相

當重要。 

近年來，由於分子生物學發展快速，利用

生物技術建立害蟲快速鑑定方法，已有長足進

步。在台灣，利用這類技術進行昆蟲鑑定也有

很好的研究成果 (Chang, 1998; Chiu et al., 

2000a, 2000b; Chou, 2000; Lin, 2000; 

Chang, 2001; Deng, 2001; Liu, 2001)。在發

展的鑑定技術中，主要以 RFLP 技術作為分

析的依據 (Caterino et al., 2000)。RFLP 在

快速鑑定上的應用常配合 PCR 技術，增幅細

胞核中的核糖體形成基因 (ribosomal DNA, 

rDNA) 或 粒 線 體  DNA (mitochondrial 

DNA, mtDNA)，進而進行核酸內切 切割，

選用適當的核酸內切 ，可以用來區別屬、種

的分類層級，或種以下的分類階元 (Loxdale 

and Lushai, 1998)。rDNA 或 mtDNA 在

同種昆蟲中穩定性高，而不同種昆蟲間的變異

性大，且在昆蟲體內複製單位多，並且已有多

種通用的增幅引子  (universal primers) 可

利用，可以很容易的增幅出大量需要之目標 

DNA，適合拿來作為鑑定分析之用 (White et 

al., 1990; Hillis et al., 1996; Armstrong et 

al., 1997)。本試驗即以 PCR-RFLP 方法，

進行三種白輪盾蚧之快速鑑定技術開發，期能

有助於將來介殼蟲防疫檢疫工作之推行。 

 

材料與方法 
 

一、介殼蟲之調查、採集及種類鑑定 

定期至台灣各地依寄主植物、地理分布及

季節變化等，記錄並採集三種白輪盾蚧作為試

驗材料。部分介殼蟲作成玻片標本，依據外部

形態特徵，進行種類鑑定，並建立標本資料

庫，供分生技術鑑定時比對之用。其餘的標本

則浸泡於 95% 酒精，或直接冰存於 -80℃ 冰

箱中，供萃取 DNA 時使用。 

 

二、介殼蟲 DNA 萃取 
取已初步鑑定種類之介殼蟲標本，抽取並

純化蟲體 DNA。萃取 DNA 時，依種類及生

長期不同，分別單隻萃取。本試驗利用 

Viogene 公司的 DNA 純化試劑組 (Blood 

and Tissue Genomic DNA Miniprep 

System kit, cat. no. GG1001)，依照試劑組

中的說明書進行白輪盾蚧 genomic DNA 的

萃取，主要步驟略述如下：將單隻白輪盾蚧置

於  1.5 ml 離心管，加入  200 µl buffer 

LYS，將蟲體充分研磨後，加入  10 µl 

proteinase K (20 mg/ml) 於研磨液中，震盪

混合均勻後，置於  56℃ 水浴中加熱  2 小

時，隨後增溫至  70℃ 反應 20 分鐘，停止 

proteinase K 的作用。加入 200 µl buffer 

EX ，再置於 70℃，10 分鐘，隨之加入 210 

µl isopropanol 並混合均勻。將反應液轉移到 

spin column，以 6,000 xg 離心 2 分鐘。以 

wash buffer 500 µl 清洗 spin column，以 

6,000 xg 離心 2 分鐘，重覆此步驟清洗兩次

後，用 50 µl 已預熱 70℃ 的 ddH2O 將 

DNA 從 spin column 中洗提出，以 6,000 

xg 離心 2 分鐘，洗提液即含有白輪盾蚧的 

genomic DNA (約 0.1~0.4 ng/µl)，保存於 4

℃ 備用或 -20℃ 中長久保存。 

 

三、利用 PCR 技術大量增幅目標 rDNA 

利用通用 (universal primers) 及特定
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引子 (specific primers)，增幅三種介殼蟲 

rDNA 之 ITS1 和部分 18S 片段，進行定序

並比較  DNA 序列相似度。本試驗以 

Perkin-Elmer 公 司 的  GeneAmp PCR 

System 2400 溫度控制器，進行 PCR 的增

幅。取 PCR 專用 0.2 ml 微量離心管，加入 

5.0 µl 的白輪盾蚧  DNA 萃取液  (約 

0.5~2.0 ng DNA)、 0.6 units 之  DNA 

polymerase、1x reaction buffer (含  1.5 

mM Mg2+)、0.25 mM dNTPs 混合液、0.15 

µM 正向引子及 0.15 µM 反向引子，最後加

入 ddH2O 使總體積為 25 µl。溶液混合均勻

後，進行 PCR 增幅反應。PCR 反應條件為:  

96℃/3 min 預熱，然後進行 40 個循環的 94

℃/1 min, 56℃/1 min, 72℃/1 min，最後再

進行 72℃/5 min 的修補延伸。PCR 增幅時

所使用的引子序列及增幅的相關位置見表一

及圖一。 

 

四、rDNA 定序、比對及特定引子的設計 

將 PCR 的增幅產物，利用 PCR Clean 

Up-M Kit (購自  Viogene 公司 , cat. no. 

PF1001) 進行 PCR 產物 DNA 純化，以此

純化的 DNA 供作定序使用。有關定序部分

委託明欣生物科技公司進行，將純化的 PCR 

增幅產物利用  ABI Prism kits (購 自 

Perkin-Elmer 公司 ) 以 dideoxynucleotide 

chain termination 的 方 式 ， 利 用 

Perkin-Elmer 公司的 ABI PRISM model 

377 核酸定序儀進行 DNA 定序。 

利用連結國家衛生研究院  (National 

Health Research Institutes) 的 GCG 網站 

(http://gcg.nhri.org.tw)，進行 DNA 序列的

分析比對，探討三種供試介殼蟲 rDNA 的 

ITS1 及部分 18S 核酸序列的相似度，並利

用網站提供的引子設計功能，進行三種介殼蟲

特定引子的設計。 

 

五、RFLP 分析 

利用特定引子，增幅出的三種白輪盾介殼

蟲 rDNA 之 ITS1 片段，分別進行核酸內切

切割的 RFLP 分析，以尋找能夠明顯鑑別

出不同種類白輪盾蚧的核酸內切 。取增幅出

的 rDNA 之 ITS1 片段 (約 1.0~1.5 µg)，

加入 1~2 units 的核酸內切 、1x reaction 

buffer，最後加入  ddH2O，使總體積為     

15 µl，依核酸內切 所需的溫度下，進行

切反應 2 小時。 切後的產物，以 2.0 % 

agarose gel (內 含  0.5 µg/ml ethidium 

bromide) 在 1x TAE buffer 中進行水平式

 
表一  增幅 rDNA 使用的 PCR 引子序列 
Table 1.  Sequences of PCR primers to amplify nuclear rDNA 

Location Primer name 

5.8S of rDNA 

Primer sequence (5’→3’) 

ITS6 GAGCCGAGTGATCCACCGCT 

18S of rDNA NS7 
NS8 
Amur18S-1 
Amur18S-3 
Amur18S-5 
Amur18S-7 

GAGCCGAGTGATCCACCGCT 
TCCGCAGGTTCACCTACGGA 
GGCTTTACCAGGAAACCCGCTGAAC 
CGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTG 
GCTCGCGTTGATTACGTCCC 
TACCAGGAAACCCGCTGAAC 

Reference 

White et al ., 1990 
White et al ., 1990 

self-designed 
self-designed 
self-designed 
self-designed 

Designed by Armstrong  
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危害蘇鐵的白輪盾蚧是新侵入的蘇鐵白輪盾

蚧，或是台灣近緣種轉移寄主危害，初步的分

析結果顯示，似與台灣近緣種不同，但仍須進

一步比對國外標本方能確知。 
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 Identification of Three Aulacaspis Species (Homoptera: 
Diaspididae) by PCR-RFLP Analysis for Quarantine Application 
 

Yi - Chung Chiu,  Wen- Jer Wu, and Cheng - Jen Shih* D e p a r t m e n t  o f  E n t o m o l o g y ,  N a t i o n a l  T a i w a n  U n i v e r s i t y ,  T a i p e i  1 0 6 ,  

Taiwan, R.O.C. 

ABSTRACT 

Most scale insects are small and similar in appearance. It is difficult to 
identify these species especially in their immature stages, and this causes 
problems for quarantine officers. This study attempted to develop a molecular 
diagnostic technique using genomic DNA markers for identifying three 
species of the genus Aulacaspis, A. murrayae, A. yabunikkei, and A. 
yasumatsui. Amur 18S-3 and ITS6 primer sets were used to amplify ITS1 and 
its flanking regions of rDNA from genomic DNA as a template extracted 
from a single specimen. DNA extracted from these three species yielded a 
single fragment after PCR amplification. The DNA fragment sizes of the 
PCR products were about 450 bp (for A. yabunikkei) and 500 bp (for A. 
murrayae and A. yasumatsui). These PCR products were then cut with 
various restriction endonucleases in order to compare the results of the 
restriction fragment length polymorphism (RFLP). Our results also reveal 
that it is possible to discriminate these three Aulacaspis  species based on the 
species-specific patterns acquired from digesting the PCR products with the 
endonucleases, TaqI, MspI, CfoI, and HaeIII. 
 
Key words: Aulacaspis, rapid diagnostic techniques, polymerase chain 

reaction (PCR), restriction fragment length polymorphism 
(RFLP), internal transcribed spacer I (ITS1). 

 


