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　　摘要：应用扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＡＦＬＰ）技术对紫外线诱导的麦长管
蚜基因组变异进行筛选，对获得的６３个差异片段进行回收克隆测序。经Ｂｌａｓｔ分析，发现１９条同源性高的基因，按照
基因功能可将差异序列划分为５类：防御基因、调节能量和信号基因、蛋白质合成基因、损害基因、未知功能基因。蚜
虫对紫外线的响应机制涉及多种代谢过程的基因，如与能量代谢和信号传导、细胞凋亡等有关的基因，还涉及具有保

守结构域的调控因子等。
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　　蚜虫是小麦上的主要害虫，其中麦长管蚜［Ｓｉｔｏｂｉｏｎａｖｅ
ｎａｅ（Ｆａｂｒｉｃｉｕｓ）］作为麦蚜的优势种群，可通过传播病毒、刺
吸汁液、分泌蜜露等方式为害，严重影响小麦的产量和品质。

蚜虫作为ｒ对策者，环境是导致种群分化的主要因素［１－２］。

近年来，臭氧层空洞导致紫外线辐射剂量增加，特别是 ＵＶ－
Ｂ波段［３］，不可避免地对蚜虫的遗传与进化产生巨大的选择

压力。姚建秀等运用随机扩增多态性 ＤＮＡ标记（ｒａｎｄｏｍａｍ
ｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，简称ＲＡＰＤ）技术对麦长管蚜辐射诱
导一代的ＤＮＡ多态性进行分析表明，辐射条件下的遗传距离
增大，紫外线可诱导产生种下分化［４］。都二霞等通过设置不

同时间和强度的紫外线照射桃蚜，运用 ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔｓ）技术研究发现，Ｆ１代桃蚜产生可遗传变异致使 Ｆ２代
的ＤＮＡ也发生变异，且各处理平均多态位点率之间差异显
著［５］。赵惠燕等对桃蚜设置不同时间的紫外线诱导，采用

ＳＳＨ（ｓｐｒｉｎｇｓｔｒｕｔｓｈｉｂｅｒｎａｔｅ）技术提取了产生的特异基因，进
行克隆、测序，分析了差异基因的功能，得出６类相关基因参
与紫外线胁迫［６］。ＡＦＬＰ结合了限制性内切酶片段长度多态
性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＲＦＬＰ）的可
靠性与ＰＣＲ的便捷，具有重复性好、结果可靠等特点。ＡＦＬＰ
是较为理想的检测基因组差异的手段，原因在于它不需要提

前知晓基因组序列，可直接用于检测。张根发等对低能离子

诱导拟南芥引起的基因组ＤＮＡ变异采用ＡＦＬＰ进行检测，并
对差异片段进行克隆，测序发现突变可能存在突变热点［７］。

陈照立等应用ＡＦＬＰ成功回收了与二羟环氧苯并芘（ＢＰＤＥ）
相互作用产生的ＤＮＡ差异片段，经克隆测序及同源性比对发

现，９条可能导致 ＢＰＤＥ引发肺癌有关的基因片段［８］。然而

利用ＡＦＬＰ对紫外线诱导麦长管蚜的遗传变异分析尚未见报
道。本研究选择麦长管蚜为试验材料，利用 ＡＦＬＰ技术分析
经紫外线处理和对照组之间的ＤＮＡ变异，对差异基因进行筛
选、克隆、测序，分析差异基因的功能，初步探索蚜虫对紫外线

的响应机制，为蚜虫进化研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试虫
试验虫源由德国联邦农林生物研究中心提供。处理方

法：取发育一致的成虫，分成对照组和试验组。试验组经紫外

线照射时间为１、２、３、４、６、８ｈ；对照组采用正常光照。光源高
度统一为蚜虫上方３０ｃｍ处。处理后的当代成蚜标记为 Ｆ０
代，继续培养２代，均按照同样处理照射成虫，并依繁殖次序
收集成虫标记为Ｆ１、Ｆ２代。
１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ池的构建及 ＡＦＬＰ反应体系　分别对不同处理
时间的蚜虫构建 ＤＮＡ池。ＤＮＡ的提取方法及 ＡＦＬＰ反应体
系参考文献［９］。
１．２．２　差异表达片断的回收、克隆与测序　用刀片切取差异
条带，用ｄｄＨ２Ｏ浸泡后，取上清液重新扩增，从琼脂糖凝胶上
回收二次扩增差异片段。将回收产物连接于ｐＭＤ１８－Ｔ载体
上，转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，复苏后３７℃培养过夜，
挑取阳性（白斑）克隆进行菌落 ＰＣＲ。经鉴定的阳性克隆送
上海生工生物工程公司测序。

１．２．３　同源性比对　测序结果输入美国国家生物技术信息
中心 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）网站，并应用
Ｂｌａｓｔ工具对差异片段序列同源性进行比对。

２　结果与分析

２．１　差异片断的ＡＦＬＰ分析
扩增的差异性主要体现为条带的增加或缺失（图１）。通
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过统计差异条带数目，计算不同处理的变异频率发现，变异频

率随着处理时间的增加而增大，且二者之间存在着正相关，此

结论与文献［１０］研究结果一致。

２．２　差异片段的克隆与菌落ＰＣＲ鉴定
由图２可知，质粒的扩增片段大小与回收的差异片段一

致，表明差异片段成功连接在质粒载体上。

２．３　同源性功能分析
对６３个克隆成功的序列经测序并通过 Ｂｌａｓｔ比对分析，

发现有１９个同源性高的基因序列，在比对的过程中发现，有
４个序列经同源性检测都为 Ｆｇｄ６ｐｒｏｔｅｉｎ鸟嘌呤核苷酸交换
因子，２个序列为ＨＳＰ１５热休克蛋白。主要可能参与胁迫响

应的基因功能如表１所示，未列出未知功能基因。进一步分
析相关基因的功能，可以将１９个序列分成５大类：防御基因，
约占２１％；调节能量与信号基因，约占 ３７％；蛋白质合成基
因，约占５％；损害基因，约占１１％；未知功能基因，约占２６％
（图３）。

表１　部分差异片段的克隆序列分析

基因分类 长度 登录号 同源基因 来源物种 期望值
一致性

（％）

防御基因 １３６ｂｐ ＸＭ９６４２４８．２ ＡＧＡＰ００９６３８－ＰＡ凝 集 素 样
蛋白

Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍｃａｓｔａｎｅｕｍ（Ｈｅｒｂｓｔ）赤
拟谷盗

４×１０－７ ７４

２８４ｂｐ ３ＢＢＸ－Ｂ ＨＳＰ１５热休克蛋白 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ大肠杆菌 ６×１０－５ １００

调节能量和信号基因 １７２ｂｐ ＤＹ７６３００３．１ ４ｓｉｎ１光系统ＩＰ７００脱辅基蛋白 ＳｉｎｐａｌｄａｌｋｏｎｇＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａ野生型
大豆

３×１０－４ ８８

３２０ｂｐ ＡＪ８９０３３６．１ Ｈｅｐｉｃｉｄｉｎ铁调肽／铁调节激素 Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｘｍａｃｕｌａｔｕｓ花鲈 ２×１０－１０ １００
７３ｂｐ ＤＱ１７３２７５．１ ｍｐｄ１质膜蛋白 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．伯克霍尔德氏菌 １×１０－７ ８４

１０５ｂｐ ＸＭ００１９４５１４８．１ Ｆｇｄ６ｐｒｏｔｅｉｎ鸟嘌呤核苷酸交换
因子

Ａｃｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎｐｉｓｕｍ豌豆蚜 ４×１０－１７ ９１

蛋白质合成基因 １４３ｂｐ １ＰＮ７－Ｃ Ｓ１２，Ｌ１１ｐｒｏｔｅｉｎ、ｐｔＲＮＡ核糖体
蛋白、肽酰转移酶

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ大肠杆菌 ４×１０－８ １００

损害基因 １７６ｂｐ Ｌ３６４６２．１ Ａｌｐｈａ－ｈａｅｍｏｌｙｓｉｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ
ｇｅｎｅｓα－溶血素

Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ嗜水气单
胞菌

３×１０－１１ ８９

１７２ｂｐ ＤＹ７６３００３．１ ９４ｓｉｎ１硫酸糖基化蛋白 ＳｉｎｐａｌｄａｌｋｏｎｇＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａ野生型
大豆

３×１０－４ ８８

３　结论与讨论

通过ＡＦＬＰ技术，共有６３个差异片段克隆并测序成功，
结果表明，经紫外线诱导的蚜虫ＤＮＡ变异可以采用 ＡＦＬＰ技

术进行差异检测与筛选。本研究与赵惠燕等的研究结论［６］

一致，经紫外线胁迫后调节能量与信号基因和防御基因表达

明显增多，表明蚜虫面对胁迫能积极作出应激反应。如

Ｈｓｐ１５，作为小分子应激蛋白热休克蛋白，可以与质膜结

—３０１—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第５期



合［１１］，而质膜是细胞吸收外界物质的动态屏障，也是信息传

递的通道，起到保护作用。同时小分子热激蛋白因为具有分

子伴侣的作用，所以在不良条件下可以降低蛋白的合成折叠

出现异常的概率和稳定性，在不良条件下提高生存率［１２］。部

分热激蛋白在序列上与细胞防脱水蛋白存在某种相似性，这

种相似性可以抑制细胞脱水，使溶质不易发生渗透，从而减轻

冷胁迫对细胞膜的损害，使组织的抗冷性增强［１３］。质膜蛋白

家族成员众多，底物多样，功能也较多，包括对抗生素产生抗

性、转换信号、表达抗原等［１４－１５］，但它们有共同的特点，能结

合并水解 ＡＴＰ，通过细胞膜转运各种物质［１６］。核糖体蛋白

Ｌ１１在蛋白质合成过程中必不可少，并且是高度保守的蛋白
质［１７］。Ｌ１１的Ｎ－末端具有分子开关功能，在ＥＦ－Ｇ依赖的
迁移过程和 ＲＦ１识别终止密码子 ＵＡＧ的过程中都是必须
的。Ｈａｒｍｓ等研究表明，Ｌ１１在核糖体的翻译过程中起到分
子开关的作用［１８］。在胁迫的过程中发现，有损害功能的基因

参与其中，如硫酸糖基化蛋白（９４ｓｉｎ１），对细胞的存活及增殖
分化有负性调节作用［１９］，但具体作用机制还不清楚。除了已

知的功能基因外，本研究还得到许多同源性较高，但功能未知

的基因，有待进一步研究其在紫外线耐受方面的功能。

研究表明，蚜虫对紫外线的胁迫响应机制非常复杂，涉及

多途径多种基因协同作用。虽然本研究获得的差异基因反映

的信息不够全面，但通过筛选鉴别这些特异基因，分析其功

能，是阐明蚜虫对紫外线胁迫分子变异和响应机制的必要前

提，同时为蚜虫的分子进化提供理论依据。
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［７］张根发，聂艳丽，石小明，等．低能离子注入拟南芥 ＤＮＡ变异的
ＡＦＬＰ检测及差异片段的序列分析［Ｊ］．遗传学报，２００４，３１
（９）：１０２１．

［８］陈照立，金　敏，郭向飞，等．用ＡＦＬＰ结合免疫纳米磁珠技术富
集分离 ＢＰＤＥ－ＤＮＡ片段［Ｊ］．解放军预防医学杂志，２００７，２５
（５）：３２４－３２７．

［９］赵永田，王兴娥，赵惠燕，等．麦长管蚜ＡＦＬＰ银染分析体系的建
立与优化［Ｊ］．贵州师范大学学报（自然科学版），２０１０，２８（１）：
１－５．　

［１０］赵永田，赵惠燕．紫外线胁迫麦长管蚜 ＤＮＡ变异的 ＡＦＬＰ分析
［Ｊ］．生物技术通报，２００９（１０）：１４２－１４５，１５５．

［１１］ＬｉｎＣＹ，ＣｈｅｎＹＭ，ＫｅｙＪＬ，ｅｔａ１．Ｓｏｌｕｔｅｌｅａｋａｇｅｉｎｓｏｙｂｅａｎ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓｕｎｄｅｒｖａｒｉｏｕｓｈｅａｔｓｈｏｃｋｒｅｇｉｍｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａｎｄＣｅｌｌ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９８５，２６（８）：１４９３－１４９８．

［１２］ＳｏｔｏＡ，ＡｌｌｏｎａＩ，ＣｏｌｌａｄａＣ，ｅｔａｌ．Ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｌａｎｔ
ｓｍａｌｌｈｅａｔ－ｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｅｎｈａｎｃｅｓＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｖｉａｂｉｌｉｔｙｕｎｄｅｒ
ｈｅａｔａｎｄｃｏｌｄｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９９，１２０（２）：５２１－
５２８．　

［１３］邵　玲，陈向荣．热激蛋白与植物的抗逆性［Ｊ］．北方园艺，
２００５（３）：７３－７４．

［１４］ＴａｃｈｉｋａｗａＨ，ＴａｋｅｕｃｈｉＹ，ＦｕｎａｈａｓｈｉＷ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃ
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｙｅａｓｔｇｅｎｅ，ＭＰＤ１，ｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｗｈｉｃｈｓｕｐ
ｐｒｅｓｓｅｓｉｎｖｉａｂｉｌｉｔｙｃａｕｓｅｄｂｙｐｒｏｔｅｉｎｄｉｓｕｌｆｉｄｅｉｓｏｍｅｒａｓｅｄｅｐｌｅｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔｅｒｓ，１９９５，３６９（２／３）：２１２－２１６．

［１５］ＳｃｈｎｅｉｄｅｒＥ，ＨｕｎｋｅＳ．ＡＴＰ－ｂｉｎｄｉｎｇ－ｃａｓｓｅｔｔｅ（ＡＢＣ）ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ｓｙｓｔｅｍｓ：ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｓｐｅｃｔｓｏｆｔｈｅＡＴＰ－ｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇ
ｓｕｂｕｎｉｔｓ／ｄｏｍａｉｎｓ［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＲｅｖｉｅｗｓ，１９９８，２２（１）：
１－２０．　

［１６］吴丽娜，林向民，任海霞，等．Ｈａｌｏｍｏｎａｓａｑｕａｍａｒｉｎａ盐敏感质膜
蛋白组的研究［Ｊ］．厦门大学学报（自然科学版），２００５，４４（增
刊１）：１３９－１４１．

［１７］王玉瑶，张志云，梁爱华．核糖体蛋白 Ｌ１１及其功能［Ｊ］．生命
的化学，２００８，２８（１）：１０４－１０６．

［１８］ＨａｒｍｓＪＭ，ＷｉｌｓｏｎＤＮ，ＳｃｈｌｕｅｎｚｅｎＦ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａ
ｔｉｏｎｖｉａＬ１１：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｗｉｔｃｈｅｓｏｎｔｈｅｒｉｂｏｓｏｍｅｔｕｒｎｅｄｏｎａｎｄｏｆｆｂｙ
ｔｈｉｏｓｔｒｅｐｔｏｎａｎｄｍｉｃｒｏｃｏｃｃｉｎ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌ，２００８，３０（１）：
２６－３８．　

［１９］蓝儒竹，叶章群，王齐襄，等．硫酸糖基化蛋白２在去势大鼠前
列腺中的表达［Ｊ］．中华实验外科杂志，２００１，１８（５）：４１５－４１７．
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