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间棳但是具有一定的季节限制性棳在控制病害传播
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液棳沉淀用椃棸棩冰冻乙醇洗棻次棳棻棸棸棩冰冻乙醇洗

棻次棳室温干燥棳用棿棸毺斕纯水重悬棳棴棽棸曟保存暎
方法斻椇参考田英芳等椲棻棽椵的昆虫基因组 斈斘斄

提取方法稍加改进暎试剂及溶液椇匀浆缓冲液由椄
份 斄液暍棻份斅液及棻份斆液组成棬用时新鲜配制棭暎
斄 液椇斣旘旈旙棸灡棸椀 旐旓旍暏斕棴棻棳斘斸斆旍棸灡棻 旐旓旍暏斕棴棻棳
斉斈斣斄棸灡棻旐旓旍暏斕棴棻棳旔斎椃灡棸暙椄灡棸椈斅液椇椀棩的

斢斈斢椈斆 液椇棽 旐旂暏旐斕棴棻 的蛋白酶 斔棳平 衡酚
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旔斎椂灡椃暙椃灡椄棳另外棳氯仿暶异戊醇 棬棽棿暶棻棭棳无

水乙醇及椃棸棩乙醇暎操作步骤椇棬棻棭研磨椇采集人

工气候室内木虱棳棽棩斘斸斆旍斚浸泡棾棸旙棳椃椀棩酒精

浸泡棻旐旈旑棳无菌水清洗棻棸遍以上棳分别取棽棸暍
棾棸头置于棻灡椀旐斕离心管内棳加入棸灡椂旐斕匀浆液

用特制的与离心管相匹配的小杵研磨椈 棬棽棭水浴椇
棾椃曟水浴棻暙棾旇棳直至混合液消化得很清亮为止椈
棬棾棭酚抽提椇在混合液中加入等体积的平衡酚棳上

下缓慢颠倒棻棸次棳切勿剧烈振荡棳在台式高速离

心机上椂棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离心棻棸旐旈旑棳取上清液椈
棬棿棭重复步骤棾棳直至水相与酚相的界面处看不到

白色的蛋白质层为止棳取上清液椈棬椀棭氯仿暶异戊

醇 棬棽棿暶棻棭抽提椇在上清液中加入等体积的氯仿

暶异戊醇棳上下缓慢颠倒棻棸次棳在台式高速离心

机上椄棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离心棻棸旐旈旑棳取上清液椈 棬椂棭
沉淀 斈斘斄椇在上清液中加入棽倍体积的冷无水乙

醇 棬置棴棽棸曟冰箱内预冷棭沉淀 斈斘斄棳冰箱内放

置棻棸旐旈旑棳棻棽棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离心棻棸旐旈旑棳弃上清

液椈 棬椃棭洗涤 斈斘斄椇在留有沉淀的离心管中加入

棻旐斕椃椀棩冷乙醇洗涤斈斘斄棳在台式高速离心机上

棻棸棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离心椀旐旈旑棳去上清液椈 棬椄棭保

存椇自然干燥棳冰箱内棿曟长期保存棳使用时加入

超纯水或 斣斉溶解暎
方法斾椇采用 斊斸旙旚试剂盒提取基因组 斈斘斄暎

棬棻棭采 集 人 工 气 候 室 内 木 虱棳棽棩斘斸斆旍斚 浸 泡

棾棸旙棳椃椀棩酒精浸泡棻旐旈旑棳无菌水清洗棻棸遍以

上棳分别取棽棸暍棾棸头置于棻灡椀旐斕离心管内棳跟

进样品加入棻灡棸旐斕斆斕斢灢斣斆椈塑料研杵研磨暎棬棽棭
棻棿棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离心棻棸旐旈旑椈取上清椂棸棸暙椃棸棸毺斕
放入棽旐斕离心管棳加等体积的 斅旈旑旂斾旈旑旂斖斸旚旘旈旞棳
漩涡混匀 棬重要棭椈室温涡旋椀旐旈旑 棬低速棭椈 棬棾棭
棻棿棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻 离心 棻棸旙棳弃上 清椈加 椀棸棸毺斕
斢斉斪斢灢斖棳轻轻悬浮沉淀物椈棬棿棭棻棿棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离

心棻旐旈旑棳弃上清椈棻棿棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离心棻棸旙棳弃

残余液体椈用棻棸棸毺斕斈斉斢轻轻洗脱 斈斘斄棳椀椀曟
水浴椀旐旈旑椈棻棿棸棸棸旘暏旐旈旑棴棻离心 棻旐旈旑棳转移洗

脱后的斈斘斄棳棴棽棸曟保存暎
棻灡棾暋斈斘斄浓度和纯度检测

采用分光光度计测其斈斘斄浓度和斈斘斄纯度暎
棻灡棿暋斝斆斠反应条件

斝斆斠总反应体系棽椀毺斕棳包括椇棻棸暳斝斆斠 缓

冲液棽灡椀毺斕棳斾斘斣斝旙 棬各棽灡椀 旐旐旓旍暏斕棴棻棭棸灡椀
毺斕棳斖旂斆旍棽 棬椀棸旐旐旓旍暏斕棴棻棭棻毺斕棳棻椂斢旘斈斘斄通

用引物 棬棽棸旑旂暏毺斕棴棻棳由上海博尚合成棭棻毺斕棳
酶棸灡棾毺斕棳斈斘斄模板 棬棻棽暙棻椀旑旂暏毺斕棴棻棭棻

毺斕棳灭菌超纯水棻椄灡椃毺斕暎斝斆斠扩增程序椇椆棿曟椀
旐旈旑椈椆棿曟棾棸旙棳椀椀曟棿椀旙棳椃棽曟椆棸旙棳循环棾棸次椈
椃棽曟棻棸旐旈旑暎吸取棿毺斕在棻灡椀棩的琼脂糖凝胶上

电泳检测棳电压棻棸棸斨棳室温下电泳棿棸旐旈旑暎用

斦斨斏斅斄斘斈斨灡椆椆 系 统 照 相棳 根 据 斈斘斄 斖斸旘旊斿旘
斈斕棾棸棸棸判读斈斘斄条带大小暎进行斝斆斠扩增采用

正 向 引 物椇棽椃斊 棬椀曚灢斄斍斄斍斣斣斣斍斄斣斆斆斣斍斍斆灢
斣斆斄斍灢棾曚棭椈反向引物椇棻棿椆棽斠 棬椀曚灢斣斄斆斍斍斣斣斄灢
斆斆斣斣斍斣斣斄斆斍斄斆斣斣灢棾曚棭
棻灡椀暋斝斆斠产物的克隆试验

选择以上棿种斈斘斄提取方法中棳扩增效果较

好的斝斆斠产物棳进行克隆试验棳检测 斈斘斄 提取暍
扩增结果是否满足克隆条件暎
棽暋结果与分析

棽灡棻暋提取木虱内生菌斈斘斄的提取检测结果

由斈斘斄 提取检测的结果 棬图棻棭可知棳棿种

不同方法从棽棸暍棾棸头木虱提取内生细菌 斈斘斄 中棳
前棽种方法主带清晰棳但拖尾严重棳第棾种方法主

带不清晰棳拖尾也很严重棳说明样品 斈斘斄 完整性

遭到破坏棳斠斘斄 污染较为严重暎第棿种方法主带

清晰棳无拖尾现象棳说明样品 斈斘斄 完整性较好棳
无 斠斘斄污染暎
棽灡棽暋浓度检测结果

经检测斈斘斄浓度可知 棬表棻棭棳参考改进的提

取麦红 吸 浆 虫 基 因 组 斈斘斄 的 方 法暍参 考 桃 蚜

斈斘斄抽提 棬斅斿旑旂斾斿旘的方法略加改进棭暍一种简单

的昆虫总斈斘斄提取方法等棾种方法的 斈斘斄 浓度

较高棳斊斸旙旚斈斘斄 试剂盒法 斈斘斄 浓度相对较低棳
但其棽椂棸棷棽椄棸值在棻灡椄左右棳纯度较高暎

表棻暋细菌总斈斘斄的浓度

斣斸斺旍斿棻暋斣旓旚斸旍斈斘斄斻旓旑斻斿旑旚旘斸旚旈旓旑旓旀斺斸斻旚斿旘旈斸

样品编号 斚斈值棷棬旑旂暏毺斕棴棻棭 棽椂棸棷棽椄棸
斸棽棸 椂棾棽灡椃 棻灡棿棻
斸棾棸 棽椃椀椂灡椂 棻灡椀棽
斺棽棸 椆棽椆灡棸 棻灡椂棽
斺棾棸 椆椆椃灡椂 棻灡椂椄
斻棽棸 椄椆棻灡棻 棻灡椆棻
斻棾棸 棻椄椄棸灡棽 棻灡椆棿
斾棽棸 棻椄棻灡椃 棻灡椄棻
斾棾棸 棻椆椆灡棿 棻灡椃椀

注椇样品编号后斸暍斺暍斻暍斾分别表示棿种不同的 斈斘斄提取方法棳其后

的棽棸暍棾棸表示用于提取斈斘斄的木虱数量暎
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图棻暋棿种不同方法提取斈斘斄凝胶电泳图

斊旈旂灡棻暋斍斿旍斿旍斿斻旚旘旓旔旇旓旘斿旙旈旙斾旈斸旂旘斸旐旓旀斈斘斄斿旞旚旘斸斻旚斿斾旝旈旚旇棿斾旈旀旀斿旘斿旑旚旐斿旚旇旓斾旙
注椇斸暍斺暍斻暍斾分别表示不同的 斈斘斄 提取方法棳即参考改进的提取麦红吸浆虫基因组 斈斘斄 的方法暍参考桃蚜 斈斘斄 抽提

棬斅斿旑旂斾斿旘的方法略加改进棭暍一种简单的昆虫基因组 斈斘斄 提取方法暍斊斸旙旚斈斘斄 试剂盒提取木虱 斈斘斄椈棽棸暍棾棸分别表示提取

斈斘斄的木虱头数暎

棽灡棾暋斝斆斠反应结果

利用棿种方法提取的总斈斘斄进行斝斆斠扩增时棳
统一稀释至棻棽暙棻椀旑旂暏毺斕棴棻棳采用通用引物棻椂斢
旘斈斘斄扩增棬图棽棭棳参考改进的提取麦红吸浆虫基因

组斈斘斄的方法暍参考桃蚜 斈斘斄抽提棬斅斿旑旂斾斿旘的方

法略加改进棭暍一种简单的昆虫基因组斈斘斄提取方法

提取产物扩增后经凝胶电泳无条带棳而斊斸旙旚斈斘斄试

剂盒法提取斈斘斄的斝斆斠扩增效果较好暎

图棽暋斊斸旙旚斈斘斄试剂盒法提取 斈斘斄的斝斆斠扩增产物凝

胶电泳图

斊旈旂灡棽暋斍斿旍斿旍斿斻旚旘旓旔旇旓旘斿旙旈旙斾旈斸旂旘斸旐旓旀斝斆斠斸旐旔旍旈旀旈斻斸旚旈旓旑
旀旘旓旐斈斘斄斿旞旚旘斸斻旚斿斾旝旈旚旇斊斸旙旚斈斘斄旊旈旚

注椇棻为 斖斸旘旊椈棽暙椀为斝斆斠扩增产物棿个重复暎

棽灡棿暋斝斆斠产物克隆结果

随机挑取棻棸个克隆子斝斆斠进行验证棳结果显

示斊斸旙旚斈斘斄试剂盒法提取 斈斘斄 进行斝斆斠扩增后

产物的克隆效率较高 棬图棾棭暎将菌液提取质粒测

序鉴定棳其中 棽 个分别为沃尔巴克氏内共生菌

棬 棭暍合胞体内

共生体 棬 棭棳其最高相似

度分别为棻棸棸棩暍椆椆棩暎由以上结果可见斊斸旙旚斈斘斄
试剂盒法提取斈斘斄可以很好地用于后续试验暎

图棾暋随机选择的阳性克隆子

斊旈旂灡棾暋斝斸旘旚旓旀旘斸旑斾旓旐旍旟旙斿旍斿斻旚斿斾旔旓旙旈旚旈旜斿斻旍旓旑斿旙
注椇棻为 斖斸旘旊椈斖灢棻暙斖灢棻棸分别表示随机挑取的棻棸个克隆子暎

棾暋讨暋论

昆虫体内是一个复杂的微生态系统棳存在大量

的微生物棳这些微生物对寄主发育暍营养吸收和防

御方面都起着十分重要的作用椲棻棾椵暎已有研究发现棳
昆虫内生细菌和寄主之间少数属于病原菌与寄主的

关系椲棻棿椵棳同时这些共生微生物在抵御外来细菌的

入侵暍定殖和加强免疫系统的功能中也起着重要作

用暎因此昆虫体内生菌群的功能以及与机体的相互

关系的研究非常重要暎细菌基因组 斈斘斄 往往要用

于斝斆斠扩增等后续分子生物学操作棳斈斘斄的浓度
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和纯度对于后续试验操作会有很大影响棳因此提取

的总 斈斘斄 是否能很好应用于 斝斆斠 扩增也是检测

斈斘斄质量的一个重要方面暎本研究比较了棿种提

取木虱内生细菌总斈斘斄 的方法棳为后续分子生物

学技术的开展提供微生物的斈斘斄模板暎
结果显示参考贺红等椲棻棸椵暍李正西等椲棻棻椵暍田英

芳等椲棻棽椵方法改进的棾种方法提取的总斈斘斄完整性

较低棳斝斆斠扩增需要进一步摸索暎斊斸旙旚斈斘斄 试剂

盒法提取的总斈斘斄纯度和完整性较高棳浓度相对

较低棳但是浓度为棻棽暙棻椀旑旂暏毺斕棴棻棳棻毺斕就可以

得到很好的扩增效果暎斝斆斠 扩增产物可以很好地

进行 克 隆 测 序暎缺 点 是 成 本 相 对 较 高暎 由 于

斊斸旙旚斈斘斄试剂盒法提取柑橘木虱内生菌 斈斘斄 操

作简单棳结果稳定棳纯度高棳重复性好棳节省时

间棳所以针对木虱内生菌总 斈斘斄棳试剂盒提取法

应为首选方法暎
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