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1　材料与方法
1.1　供试叶螨品系

供试二斑叶螨抗性品系:由敏感品系经过多代

抗性选育获得。

1.2　化学药品与试剂

CTAB(溴化十六烷三甲基铵);琼脂糖 ,溴乙

锭;DL2000Marker;TaqDNA 聚合酶 、10 ×反应缓

冲液 、MgCl2 、DN TP。

1.3　仪器与设备

PTC-200 PCR 扩增仪;FinePixS602ZOOM 数

码相机;微量移液枪;Air Tech无菌操作台;JA2003

型电子天平;TCL-16G 型台式离心机;HH-4型数

显恒温水浴锅;85-1型恒温磁力搅拌器等 。

1.4　基因组 DNA 的提取

将适量二斑叶螨挑到滤纸上 ,放入漏斗中 。用

灭菌水清洗一次后 ,将虫体装入 1.5 mL 离心管中 。

向管中加入50μL提取缓冲液 ,置于-20℃冰箱中 ,

5 min后取出 ,用研磨棒捣碎 ,匀浆;研磨棒用 150

μL 提取缓冲液冲洗;离心管置于 65℃水浴保温 1

h;再加入 500 μL 氯仿异戊醇(24∶1)反复混匀 ,

13 000 r·min-1离心 15 min;取上清液 ,加入 2倍体

积预冷的无水乙醇 ,轻轻混匀 ,出现少数絮状沉淀 ,

放置于-20℃1 h以上;沉淀用新昆虫针挑出 ,移入

新管后于室温下晒干;在离心管中加入 50 μL 无菌

双蒸水 ,沉淀充分溶解后 ,保存于-20℃备用 。

1.5　DNA 浓度测定(琼脂糖凝胶电泳法)

5×TBE电泳缓冲液:称取 27 g T ris 、13.75 g

硼酸 , 溶于适量蒸馏水中 , 加入 10 mL EDTA

(pH8.0),蒸馏水定容至 500 mL ,高压蒸汽灭菌 ,制

成 5×TBE 母液 ,储藏于 4℃备用。用时稀释为 1

×TBE 。

0.1%溴酚蓝点样缓冲液:称取溴酚蓝 100 mg ,

加ddH2O10 mL ,室温下过夜 ,待溶解后再称取蔗糖

50 g ,加 ddH 2O溶解后移入溴酚蓝溶液中 ,混匀后

加 ddH 2O 定容到 100 mL ,加 10N NaOH1 ～ 2滴 ,

调制蓝色。于 4℃冰箱内保存备用 。

1 mg·mL-1溴化乙锭溶液(EB):称取 1 mg 溴

化乙锭溶于 1 mL ddH2O 中。

配制 1.2%琼脂糖凝胶:称取 1.2 g 琼脂糖 ,放

入三角瓶中 ,加入 1×TBE缓冲液 100 mL ,微波炉

溶解;待溶化好的琼脂糖冷却至 60℃左右时 ,加入

EB溶液使其中浓度为 0.5 μg·mL
-1
,混匀;将电泳

槽胶水平放置;选择适宜的点样梳 ,倒入厚度为 3 ～

5 mm 左右的琼脂糖凝胶溶液 ,放置 25 min至胶完

全硬化;小心拔出点样梳 ,将胶槽放入电泳槽 ,点样

孔一端靠近电泳槽的负极;加入 1×TBE 缓冲液 ,叶

面高于胶面 1 ～ 2 mm ,待用。

取 10 μL 0.1%溴酚蓝点样缓冲液加入 PCR管

中 ,离心混匀;取 10 μL 混匀后的样品加于 1.2%琼

脂糖凝胶孔中电泳。80 V 稳压电泳 1 h左右 , 254

nm 紫外灯下观察 。

1.6　随机引物序列

所选用的随机引物序列见表 1 。

表 1　随机引物序列

引物号 引物序列 引物号 引物序列

S1 G TT TCGCTCC S11 GTAGACCCGT

S2 TGA TCCCT GG S12 CCT TGACGCA

S3 CAT CCCCCTG S13 TT CCCCCGCT

S4 GGACTGGAG T S14 TCCGCTCTGG

S5 TGCGCCCT TC S15 GGAGGGTG TT

S6 TGCTCTGCCC S16 TT TGCCCGGA

S7 GGTGACGCAG S17 AGGGAACGAG

S8 GTCCACACGG S18 CCACAGCAGT

S9 TGGGGGACTC S19 ACCCCCGAAG

S10 CTGCTGGGAC S20 GGACCCT TAC

1.7　RAPD扩增体系和扩增程度

1.7.1　反应体系　总体积 25 μL ,含有:

10×buf fe r 2.5 μL

4种 dN TP(各 2.5 mmol·L
-1
) 2.5 μL

引物 2.5 μL
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ddH2O水 14.5μL

Taq酶 1 U

模板 DNA 2 μL

1.7.2　扩增程序　取 10 μL 扩增产物 ,用 1.5%的

琼脂糖凝胶(含 0.5 mg·mL-1 EB)电泳 , 5V/cm ,约

3 ～ 4 h ,同时 100 bpDNA 作 Marker ,电泳完毕于紫

外灯下观察结果 。

94℃ 2 min 1个循环

94℃ 2 min

35℃ 1 min 1个循环

72℃ 2 min

94℃ 1 min

35℃ 1 min 40个循环 4℃保存

2　结论与讨论
害虫抗药性的产生是在杀虫剂施用量不断加大

的外界环境条件下 ,由于突变和选择的作用 ,与抗药

性有关的遗传变异在种群中产生和扩散的结果。由

于害虫遗传学理论尚不完善和缺乏抗性突变体的诊

断技术等原因 ,以往对抗性机理的研究多局限于生

理学方面 ,而极少深入到分子水平。RA PD技术一

出现 ,随即迅速地被用于害虫抗性机理的研究 ,在检

测与害虫抗药性有关的变异及分析昆虫种群遗传结

构等方面 , RAPD技术也发挥了重要作用。梁革梅

等[ 1]利用 RAPD技术 ,成功地扩增得到 105条多态

性条带 ,并通过聚类分析发现 ,棉铃虫对 Bt 产生抗

性后在基因水平上发生了变异 ,说明 RA PD技术不

仅可以用来鉴定棉铃虫对 Bt是否产生抗性 ,而且可

以区分不同的 Bt抗性种群 。程罗根等
[ 2]
用 RAPD

方法研究了小菜蛾对杀虫双和杀螟丹的抗药性遗传

标记 ,为进一步研究抗性基因的分子结构和功能奠

定了基础。陈克平等[ 3] 用 200个 RAPD 随机引物

进行扩增 ,获得了 OPB-08850和OPB-10917两个与

家蚕耐氟性有关的分子标记 。 Riaz Shah , Karen

A rmstrong 等[ 4] 用此技术研究了二斑叶螨对有机磷

农药抗性产生的机制。他们选用了 20 种随机引物

在 R和 S两亲本之间进行扩增。结果表明引物 B8

扩增出来的条带 ,可以用来区分二斑叶螨的敏感种

群和抗性种群。

本研究选取了 20种随机引物 ,对二斑叶螨抗性

品系和敏感品系进行 PCR扩增 ,结果只有引物 S18

在抗性品系中扩增出一条大小约为 225 bp 的条带 ,

其他引物都没有扩增出条带 ,关于抗性品系的分子

标记有待今后进一步研究。
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