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一

�����是一种

新类型的分子遗传标记
。

由于它是在 ��� 水平上进行的研究
，
因此 ����的分析不受环境

条件和发育时期的影响
。

用于 ����分析的克隆探针
，

可用 ���� 克隆
，

也可用基因组克

隆
，
不受数目的限制

。
����还具有遗传性稳定等特点

。

因此
，
����的研究已引起广泛的重

视
，

是近年来研究的十分活跃的领域之一
。

现在已被广泛应用于基因定位
、

基因诊断
、

遗传图

谱的构建和遗传育种等领域
。

在国内有关的研究也有报道
。

但是
，

有关大豆 ����的研究还

未见报道
。

大豆食心虫已
����������� ��������������� �����

�

�〕是大豆生产区的主要害虫
，

虫食率

一般在 �������
，

严重时达 ���以上
。

有关大豆食心虫方面的研究
，

过去虽然有些报道
，

但多数研究集中于抗源的筛选与签定等方面
，

有关机制方面的研究甚少
。

为了给大豆抗食心

虫基因的定位与分离创造条件
，

我们对抗性不同的两个大豆基因型进行了 ����的初步分

析
，

简要报道如下
。

材 料 与 方 法

供试材料为抗虫品种毛莱豆和感虫品种吉林 ��
。

选择子粒饱满的种子
，

在恒温培养箱

中黑暗条件下发芽
，

发芽采用发芽巾
，
温度为 ��℃ ，

�天后取芽贮存于一��℃冰箱中备用
。

��� 的提取
�
取冰冻豆芽

，
加人液氮研磨成细粉

，

然后迅速加入预热至 “ ℃的 ��� 提

取液中
，
��℃保温 ��分钟

。

�。 。���� 离心 �� 分钟
，

取上清
，

加入氯仿
�

异戊醇及复萃取 �次
，

取水相加入二借体积预冷的乙醇沉淀 ���
，

沉淀的 ��� 用 �����
酶解 �� 分钟

，

再用乙醇

沉淀 ���
，
���乙醇清洗

，

干燥
，

最终用 ��溶解
。

��� 的酶切
�

采用了 �种限制性内切酶
，
��� ��

、

��� ��
、
�主�����和 ��� �

，
采用厂商

推荐的缓冲液
，

在相应的温度下酶切过夜
�

琼脂搪凝胶电泳
�

凝胶浓度为 �
�

��
，

缓冲液为 ���
，

指示剂为澳酚蓝
，

分子量标记为经

��
� ��和 ��

��血酶切的入 ���
，

上样量 ��卜�����孔
。

�������
� 吸印

�

电泳完毕
，

凝胶板用 �
�

������� ��� 处理 �� 分钟�嗅酚蓝变黄后 �一�

分钟�
，

然后用蒸馏水清洗
�

采用碱法��
�

�� �����将 ���转移至尼龙膜上
。

吸印完毕
，
将

‘
吉林省农业科学院

二 中国科学院遗传研究所

DOI ：10．16423／j ．cnki ．1003－8701．1993．01．023



吉林农业科学

尼龙膜用 �� ���溶液漂洗 �� 分钟
，

用吸水纸吸去膜表面水分
，

贮于 �℃以备杂交用
。

分子杂交
�

本试验中采用的 �个探针�����
，
����

，
�����均由衣阿华大学的 ����� ��

��������� 惠赠
。

预杂交和杂交温度均为 “ ℃ ，

预杂交 �小时
，

杂交 �� 小时
。

杂交后滤膜分

别用 �� ���
、
�� ��� 和 �

�

�� ���各清洗 ��分钟
，

然后进行放射自显影
。 ’

结 果 与 分 析

本研究共采用 �种限制性内切酶
，
�个探针

，

共 �� 个探针�内切酶组合
，

杂交后 ��� 带
“

清晰
，

易于区别
，

表明所采用的探针为单拷贝顺序�图�
。

图 吉林 �� 和毛英豆的部分 ����图谱

� 为探针 ����
，
�为探针 ����

，
�为探针 �����

每对电泳带中前边为吉林 ��
，

后边为毛英豆
�

所用的内切醉为��
���和 ����一

。

表 吉林 �� 和毛英豆间的 ����

� 限 制 性 内 切 醉

����探针
��� �� ���

��， ���
� �� � ��� �

�，�‘

�
�

���� � �

���� � � � 十 � 斤

�表示具有多态性的探针�内切酶组分
�

从左表结果看到
，

在本实验的 �� 个探针

�内切酶组合中
，

有 �个具有多态性
，

说明这

一对抗
、

感虫基因型间的多态性是极为丰富

的
。

其中 �����在与探针的 �个组合中均表

现出了多态性
，
�����在 �个组合中具有多

态性
，

可能是由于这类 ����的形成涉及的

变异范围较大
，

如 ��� 片段的插入
、

缺失
、

易位
、

倒位等
，

这样的多态性可被多种酶检测到
。

而 �����和 ��� �只在一种组合中表现出

多态性
，

可能是由于个别碱基的突变所致
，
因此在只有当采用的限制性内切酶的识别位点与

突变位点相一致时才能检测到多态性
，

而其它的内切酶则检测不到
。

上述结果可以看出
，

本研究中所采用的一对抗
、

感大豆食心虫的基因型之间确实具有极

为丰富的多态性
。

但这些多态性与抗性水平是否有直接关系
，

由于采用的试材较少
，
还不足

以说明
。

但本研究为大豆抗食心虫机制研究提供了研究线索
。


