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封面图说: 塞罕坝地处内蒙古高原南缘向华北平原的过渡带,地势分为坝上、坝下两部分。 解放初期,这里是“飞鸟无栖树,黄
沙遮天日冶的荒原沙丘,自 1962 年建立了机械化林场之后,塞罕坝人建起了 110 多万亩人工林,造就了中国最大的

人工林林场。 这是让人叹为观止的落叶松人工林海。
彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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两种书虱微卫星富集文库的构建及比较

魏丹丹,袁明龙,王保军,朱礼明,王进军*

(西南大学植物保护学院,昆虫学及害虫控制工程重庆市市级重点实验室,重庆摇 400716)

摘要:利用链霉亲和素与生物素之间的强亲和性原理,将链霉亲和素偶联的磁珠与微卫星探针(AC) 12、(TC) 12、(ATC) 8、
(ATG) 8、(AAC) 8、(ATAC) 6及(GATA) 6退火结合后,再亲和捕捉含接头和微卫星序列的单链书虱基因组 DNA 限制性酶切目的

片段,经 PCR 扩增形成双链后进行克隆、建库。 成功构建了嗜卷书虱和嗜虫书虱共 13 个微卫星富集文库,包括 6 个嗜卷书虱

文库,7 个嗜虫书虱文库,其平均阳性克隆率为 71. 17% 。 经检测发现共得到两种书虱 260 个微卫星位点。 这两种书虱微卫星

富集文库的建立和高多态性微卫星位点的筛选将为嗜卷书虱和嗜虫书虱的种群遗传与进化、基因连锁图谱构建、分子系统发育

研究等提供大量分子遗传标记,对其在实仓中的持续控制提供遗传学信息。
关键词:嗜卷书虱;嗜虫书虱;啮虫目;微卫星;富集文库

Construction and comparative analysis of enriched microsatellite library from
Liposcelis bostrychophila and L. entomophila genome
WEI Dandan, YUAN Minglong, WANG Baojun, ZHU Liming, WANG Jinjun*

Key Laboratory of Entomology and Pest Control Engineering,College of Plant Protection, Southwest University, Chongqing 400716, China

Abstract: The psocids Liposcelis bostrychophila and Liposcelis entomophila are major pests of stored grain and commonly
occur on a wide range of stored products. Their world鄄wide prevalence and increasing importance as pests contaminating
food and agricultural commodities have been documented in recent years. Intensive use of chemical insecticides for pest
control has facilitated resistance development in psocids, especially, resistance to PH3 . Control of these pests has proven
difficult because they do not respond to management tactics that have been developed for other stored鄄product pests.
Previous research has focused on psocids physiology, biochemistry, and basic biology in grain storage systems. However,
the population genetic structure has not been well categorized, which may be useful to understand the formation of resistance
mechanisms of psocids to insecticides. Therefore, a detailed understanding of L. bostrychophila and L. entomophila gene
flow patterns, determining the geographical origins and dispersal of source populations and the resultant genetic structure
among populations within China is needed. Microsatellites or simple sequence repeats (SSRs) are tandemly repeated motifs
of 1 6 genetic base pairs. Because of their ubiquity, neutrality, hyper鄄variability, co鄄dominance, sensitivity and high
polymorphism, microsatellite markers have become a powerful tool for revealing genetic variation and subsequently the
population structure in recent decades. Up to now, only 11 microsatellite loci have been isolated from Liposcelis decolor
(Pearman).

In the present paper, microsatellite鄄enriched libraries of L. bostrychophila and L. entomophila were constructed
utilizing methodologies that exploit the strong affinity between biotin (vitamin B7) and the protein streptavidin. We propose
a fast and easy protocol which is combination of two different published methods. Briefly, high鄄quality genomic DNA was
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digested by the restriction enzyme MseI and then ligated to designed adaptors. 250 1000 bp microsatellite鄄containing DNA
fragments were captured by streptavidin鄄coated magnetic beads. The beads affinity capture of microsatellite repeats using
biotinylated oligonucleotide probes ( AC) 12, ( TC) 12, ( ATC) 8, ( ATG) 8, ( AAC) 8, ( ATAC) 6, and ( GATA) 6 .
Subsequently, PCR was used to amplify the captured molecules for transferring single strand DNA to double strand DNA.
The PCR products ( enriched microsatellite DNA fragments) were ligated to pGEM鄄T Easy vector and transformed into
Trans5琢 competent cells. In total, 13 microsatellite enriched libraries were constructed: 6 for L. bostrychophila, and 7 for
L. entomophila.

A total of 5218 clones were PCR screened for microsatellite content. The clones of L. bostrychophila and L.
entomophila were 2542, 2676, respectively. The percentage of the microsatellite positive clones ranged 9. 38% 100% .
The number of microsatellites detected for these two species was 260. In L. bostrychophila忆 s microsatellite鄄enriched
libraries, the ratio of microsatellite positive clones ranked from the highest to lowest were tri鄄nucleotide libraries > di鄄
nucleotide > tetra鄄 nucleotide. Compared to L. bostrychophila忆s microsatellite鄄enriched libraries, the ratio of microsatellite
positive clones of L. entomophila忆s enriched libraries ranked from the highest to lowest were di鄄nucleotide libraries > tri鄄
nucleotide libraries > tetra鄄 nucleotide libraries. Comparative analysis of microsatellite sequences for these two psocids
revealed that the microsatellite sequences exist in multiple copies in the psocid genome. In addition, they were found to
have similar or almost identical flanking regions. From our present study, the tri鄄nucleotide libraries yielded greater results
for determining gene flow.

Accumulation of multiple polymorphic microsatellite loci will greatly facilitate studies of individual identification and
they are crucial to investigations of population genetics and evolution, gene linkage mapping, and elucidating the molecular
phylogeny of psocids in China and internationally.

Key Words: Liposcelis bostrychophila; L. entomophila; psocoptera; microsatellite; enriched library

嗜卷书虱( Liposcelis bostrychophila) 和嗜虫书虱 ( L. entomophila) 同属于啮虫目 ( Psocoptera),书虱科

(Liposcelididae),书虱属(Liposcelis),是 2 种在世界范围内广泛发生为害的储藏物害虫。 两种书虱形态相似,
其中前者营孤雌生殖,后者营两性生殖,常混合发生,大量发生时可造成严重危害。 在我国,书虱已发展成为

“双低(低氧、低药剂)冶和“三低(低氧、低药剂、低温)冶储粮中的害虫优势种群;在澳大利亚,目前注册的所有

储藏物保护剂均不能有效控制书虱的为害,其对熏蒸剂的抗性发展亦相当迅速[1鄄2]。 书虱不仅直接取食储藏

物,而且能携带病原菌并造成食品污染[3鄄5]。 微卫星又被称作短串连重复(Short Tandem Repeats, STRs)或简

单重复序列(Simple Sequence Repeats, SSRs),每单元长度 1—6 bp,重复次数约为 10—60 次,在真核生物基因

组中广泛存在。 由于微卫星标记具有多态性和杂合度高、稳定性和重复性好、在不同种群中分布广、呈孟德尔

共显性遗传等优点[6鄄8],且对于探究种群遗传结构、评估遗传多样性以及研究最近的种群历史等都有明显的

优势,因此其正受到昆虫学家的重视,在昆虫学研究中扮演着日益重要的角色[9]。
目前,微卫星分子标记在书虱研究中应用还不多,仅报道了 11 个无色书虱(L. decolor)的微卫星位点[10],

并以此为分子标记解析了澳大利亚该书虱的种群遗传结构及其扩散途径[11]。 据此,本研究成功构建了嗜卷

书虱和嗜虫书虱的微卫星富集文库,以期使用具有多态性的微卫星位点对这两种书虱进行种群遗传结构分

析,这有助于详细地分析不同种群以及同一种群不同个体之间的遗传多样性,进而阐明书虱物种多样性的形

成进化机制、书虱与环境之间的相互作用关系、书虱种群内部基因流动范围及方式,为实仓中持续有效控制书

虱的危害提供种群遗传学信息。
1摇 材料和方法

1. 1摇 供试虫源

嗜卷书虱和嗜虫书虱来自西南大学昆虫学及害虫控制工程重点实验室采集饲养的重庆北碚种群。 在实

3814摇 15 期 摇 摇 摇 魏丹丹摇 等:两种书虱微卫星富集文库的构建及比较 摇
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验室 27. 5益、75%—80% RH、不予光照、不接触任何药剂的条件下以全麦粉、酵母粉及脱脂奶粉(10 颐1 颐1)混
合而成的饲料饲养 100 代以上的敏感品系。
1. 2摇 接头、引物和探针

采用 MseI AFLP 接头,序列为:MseI鄄A:5忆鄄TACTCAGGACTCAT鄄3忆;MseI鄄B:5忆鄄GACGATGAGTCCTGAG鄄3忆。
而检测用的单链引物为 AFLP 专用接头引物 MseI鄄N:5忆鄄GATGAGTCCTGAGTAAN鄄3忆。 用于磁珠亲和捕捉的微

卫星寡核苷酸探针为:(AC) 12、(TC) 12、(ATC) 8、(ATG) 8、(AAC) 8、(ATAC) 6和(GATA) 6,并分别在其 3忆端标

记上生物素。 以上接头、引物及探针均由上海英潍捷基(Invitrogen)生物技术有限公司合成。
1. 3摇 主要试剂

DNA 胶回收试剂盒购于上海华舜生物技术有限公司。 用于亲和捕捉的磁珠 ( Dynabeads M鄄 280
Streptavidin)和磁力架(123. 20D DynaMag鄄Spin)均购自北京思尔成生物技术有限公司;限制性内切酶为 MseI
(New England Biolabs);Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶购自 TaKaRa 公司。 DNA 片段连接载体为 Promega
pGEM鄄T Easy,转化用的 Escherichia coli Trans5琢 热感受态细胞购自 Transgen 公司。
1. 4摇 微卫星富集文库的构建

采用 Zane[12]的 FIASCO 法中的限制性内切酶 MseI 及相应的人工接头,磁珠捕捉微卫星片段的过程参照

Bloor[13]的方法进行,整个微卫星富集文库的构建为两种方法的结合。
1. 4. 1摇 基因组 DNA 提取、酶切及接头连接

基因组 DNA 的提取参照龚鹏等[14]的方法,并加以改进。 用 Nanovue 超微量紫外分光光度计检测 DNA 纯

度和浓度,并用 1%琼脂糖凝胶电泳进行检测。 提取的高质量基因组 DNA 于-20益保存备用。
酶切体系摇 基因组 DNA 50—250 ng;10 伊 BSA:0. 4 滋L;10 伊 NEB buffer 4 滋L;限制性内切酶MseI:5 U;用

ddH2O 补充酶切体系至 40 滋L。 37益酶切 5h 后,65益灭活 15 min。 在接头连接之前,首先进行人工接头的制

备:取 MseI鄄A(20 pmol)和 MseI鄄B(20 pmol)各 10 mL,经过如下程序(95益 5 min,80益 10 min,65益 10 min,
23益 60 min)即制备成 10 pmol / 滋L 的人工接头,-20益保存备用。

人工接头连接体系摇 MseI 人工接头(10 pmol / 滋L)5 滋L;酶切 DNA 40 滋L;10 伊 T4 ligase buffer 5. 3 滋L;T4
连接酶(350 U,TaKaRa)3 滋L,16益放置过夜。 用 PCR 检测接头是否成功,反应体系为接头鄄酶切 DNA 10 滋L,
MseI鄄N(20 pmol / 滋L)4 滋L,10 伊 PCR buffer 5 滋L,Mg2+(25 mmol / L)4 滋L,dNTP(10 mmol / L)5 滋L,ddH2O 21. 2
滋L,Taq 酶(5 U,TaKaRa)0. 8 滋L;反应程序为 94益 3 min,20 伊(94益 30 s,53益 40 s,72益 2 min),72益终延伸

10 min。 PCR 产物用 1. 2%的琼脂糖凝胶电泳检测,并对 250—750 bp 范围的片段纯化回收,回收产物(接头鄄
酶切 DNA 片段)溶解于 25 滋L Elution 中。
1. 4. 2摇 微卫星序列的富集及扩增

在 1. 5 mL 的离心管中加入 50 滋L 链亲和素磁珠(10 滋g / 滋L),置于磁力架上,吸取上清液。 用 100 滋L 1 伊
W / B 缓冲液(1 mol / L NaCl;10 mmol / L Tris鄄Cl,pH 7. 5;1 mmol / L EDTA,pH 8. 0)洗涤链亲和素磁珠 3 次后,
将磁珠重新悬浮于 200 滋L 的 2 伊 W / B 缓冲液(2 mol / L NaCl;10 mmol / L Tris鄄Cl,pH 7. 5;1 mmol / L EDTA,pH
8. 0)。 加入 5 滋L 浓度为 50 pmol / L 的探针,用 ddH2O 定容到 400 滋L,室温下放置 30 min。 依次用 400 滋L 1 伊
W / B 和 6 伊 SSC 洗涤 2 次,将探针鄄磁珠悬浮于 50 滋L 的 6 伊 SSC,然后将探针鄄磁珠混合物放在特定的水浴中

保温。 用一新的 1mL 的 EP 管,在其中加入以下组分:250—750 bp 酶切鄄接头 DNA 10 滋L,MseI鄄N(20 pmol /
滋L)1 滋L,20 伊 SSC 15 滋L,ddH2O 24 滋L。 在以上混合物 95益变性 5 min 后,当降温至各自预杂交温度时,迅
速将预热的探针鄄磁珠混合液加入,预杂交 30 min,杂交 3 h。 杂交即将结束时,将杂交混合物迅速置于磁力架

上约 40 s,快速吸去上清液,将磁珠悬浮于 100 滋L 的 2 伊 SSC 中,并移至 1. 5 mL 的 EP 管中,室温下依次用 1
mL 2 伊 SSC 和 1 伊 SSC 各洗 3 次,将磁珠悬浮于 300 滋L 的 1 伊 SSC 中,在不同探针特有的洗脱温度下孵育 10
min 后,室温下分别用 400 滋L TE、50 mmol / L NaCl 孵育 30 s,最后将富集有微卫星的磁珠悬浮于 50 滋L ddH2O
中。 预杂交、杂交及洗脱温度等如表 1 所示。
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表 1摇 不同类型微卫星探针与 DNA 混合物的孵育温度 / 益

摇 摇 Table 1摇 Incubation temperature of different microsatellite PROBES

with DNA mixture

探针类型
Probe

保温
Holding

变性
Denature

预杂交
Pre鄄

hybridization

杂交
Hybridization

洗脱
Washing

(AC) 12 70 95 65 70 68
(TC) 12 68 95 62 68 66
(ATC) 8 60 95 55 60 55
(ATG) 8 60 95 55 60 55
(AAC) 8 64 95 60 64 62
(ATAC) 6 55 95 50 55 48
(GATA) 6 55 95 50 55 48

摇 摇 随后对磁珠捕获的单链 DNA 片断进行 PCR 扩

增,反应体系 30 滋L 包括 10 伊 PCR buffer 3 滋L,MgCl2
(25 mmol / L) 2 滋L,dNTP(10 mmol / L) 3 滋L,MseI鄄N
(20 pmol / L)1 滋L,富集磁珠 15 滋L,ddH2O 5. 2 滋L,
Taq 酶(5 U / 滋L, TaKaRa)0. 8 滋L。 反应条件是:95益
预变性 5 min;6 伊(95益 30 s,57益 45 s,72益 45 s);
14 伊(95益 30 s,57益 55 s,72益 55 s);72益 延伸 10
min。 PCR 扩增产物用 1% 琼脂糖电泳检测并回收

250—1000 bp 片段,回收步骤参照试剂盒说明书。
1. 4. 3摇 微卫星富集 DNA 片段的克隆

将 PCR 胶回收片段连接到载体 pGEM鄄T Easy
中,再转化至 Trans5琢 高效感受态细胞。 经过蓝白斑筛选,将所有阳性克隆于 96 孔培养板中培养,即组成两

种书虱微卫星富集文库。
1. 5摇 含有微卫星的阳性克隆的筛选及测序

微卫星阳性克隆的筛选中,TongF(5忆鄄TAATACGACTCACTATAGGGC鄄3忆)和 TongR(5忆鄄ATTTAGGTGACAC鄄
TATAGAATAC鄄3忆)分别与引物(AC) 12、(TC) 12、 (ATC) 8、(ATG) 8、(AAC) 8、(ATAC) 6和(GATA) 6微卫星探针

配合,对文库进行菌液 PCR 检测。 电泳检测出现两条或两条以上扩增带的克隆,则有可能含有相应探针核心

重复的微卫星序列,将该含有微卫星的阳性克隆送往 Invitrogen 测序。
2摇 结果

2. 1摇 基因组 DNA 提取

用经典的 SDS 法提取的嗜卷书虱和嗜虫书虱总基因组 DNA 浓度和纯度均较高,可满足实验的要求

(OD260 / 280 = 1. 8—2. 1)。 琼脂糖凝胶电泳检测显示,基因组比较完整,没有降解,其大小在 23 kb 左右(图 1)。
2. 2摇 基因组 DNA 酶切、人工接头连接及其 PCR 产物检测

基因组 DNA 经限制性内切酶 MseI 酶切 5h 后,酶切产物与 MseI 人工接头连接,并在 16益下连接过夜。
以连接产物为模板,用 MseI鄄N 作为引物进行 PCR 扩增,扩增结果如图 2,扩增产物主要集中于 250—550 bp,
证明 DNA 酶切片段和接头连接成功。

23kb

M 1 2 3 4 5 6 7

图 1摇 书虱基因组 DNA 提取结果

摇 Fig. 1摇 Genomic DNA of L. bostrychophila and L. entomophila

M:姿DNA; 1, 2, 3, 4:嗜卷书虱基因组 DNA; 5, 6, 7: 嗜虫书虱

基因组 DNA

1 2 3 4 5 6M

2000bp

1000bp
750bp
500bp

250bp

图 2摇 接头连接 PCR 检测结果

摇 Fig. 2 摇 PCR amplification of Adaptor鄄digested genomic

DNA fragments

M:分子量标准 DL2000; 1, 2, 3: 嗜卷书虱接头检测结果; 4, 5,

6: 嗜虫书虱接头检测结果

2. 3摇 磁珠捕捉和 PCR 扩增

对接头连接成功的酶切 DNA 片段切胶回收纯化,经过磁珠链亲和素和探针生物素的亲和反应、探针和

DNA 片断杂交、带接头 DNA 片断的变性、高严紧洗涤至低严紧和热洗脱等过程,获得单链目的片段,再以
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1 2 M 3 4

2000bp

1000bp

750bp

500bp

250bp

图 3摇 微卫星富集片段 PCR 扩增电泳结果

Fig. 3摇 Microsatellite鄄enriched DNA fragments from PCR products

摇 M:分子量标准 DL2000; 1, 2: 嗜卷书虱微卫星磁珠富集 PCR 电

泳图; 3, 4: 嗜虫书虱微卫星磁珠富集 PCR 电泳图

MseI鄄N 为引物进行 PCR 扩增,即得双链微卫星富集目

的片段。 嗜卷书虱和嗜虫书虱微卫星富集片段 PCR 扩

增电泳结果见图 3,扩增片段主要集中在 250—1000 bp
大小之间,适于微卫星文库的构建。
2. 4摇 微卫星富集片段的克隆

将磁珠捕捉产物的 PCR 产物连接到载体 pGEM鄄T
Easy 中,并转化至大肠杆菌,建立了嗜卷书虱 (AC) 12、
(TC) 12、 (ATC) 8、(ATG) 8、(AAC) 8和(GATA) 6 6 个和

嗜虫书虱 (AC) 12、(TC) 12、 (ATC) 8、(ATG) 8、(AAC) 8、
(ATAC) 6和(GATA) 6 7 个微卫星富集文库。
2. 5摇 微卫星富集文库的抽样检测和微卫星鉴别

从文库中随机抽取克隆,通过菌落 PCR 检测(图
4),菌落 PCR 中含有 2 条或 2 条以上产物带即可能是

含有微卫星的阳性克隆,选择实际插入片断 250—750
bp 的克隆进行测序。 测序数据用 SSRHunter1. 3 过滤

微卫星位点。

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

2000bp

1000bp

500bp

250bp

图 4摇 微卫星阳性克隆的 PCR 筛选

Fig. 4摇 PCR screening for identifications of positive clones with microsatellite

M:为分子量标准 DL2000; 2, 3, 5, 9, 12, 13, 18 可能含有微卫星位点

两种书虱 13 个文库共随机检测 5218 个克隆,其中嗜卷书虱 2542 个克隆;嗜虫书虱 2676 个克隆。 PCR
扫描微卫星文库发现其可能含有微卫星的克隆数占各自检测克隆总数的百分率分别依次为嗜卷书虱 AC 文

库 14. 06% 、TC 文库 3. 81% 、ATC 文库 14. 06% 、ATG 文库 16. 67% 、AAC 文库 9. 9% 、GATA 文库 4. 82% ;嗜虫

书虱 AC 文库 21. 18% 、TC 文库 15. 89% 、ATC 文库 52. 08% 、ATG 文库 39. 58% 、AAC 文库 15. 56% 、ATAC 文

库 9. 72% 、GATA 文库 7. 29% 。 从上述数据可以看出,嗜卷书虱三碱基重复微卫星与两碱基重复微卫星在基

因组中出现的频率大致相等;而在嗜虫书虱中,三碱基重复的微卫星数量明显多于二碱基微卫星。 随机抽样

测序鉴定的微卫星统计结果见表 2,微卫星阳性克隆的标准是碱基核苷酸重复数逸5, 单核苷酸重复不予

统计。
从表 2 可以看出,微卫星阳性克隆率在 9. 38%—100%之间,平均阳性克隆率为 71. 17% 。 嗜卷书虱中三

碱基富集文库的阳性克隆率最高,二碱基次之,四碱基最低。 而在嗜虫书虱中,除 ATC 富集文库的阳性克隆

率达到了 100%之外,二碱基微卫星富集文库的阳性克隆率高于三碱基,而四碱基最低。 两种书虱富集文库

的阳性克隆率比较发现嗜卷书虱 TC 文库显著低于嗜虫书虱 TC 文库。 这从侧面表明嗜卷书虱基因组内 TC
核心重复的微卫星位点数量比嗜虫书虱的要少。 此外,从测序的结果来看,微卫星测序结果重复率较高,且无

论是嗜卷书虱还是嗜虫书虱,其两碱基微卫星测序结果重复率显著高于三碱基和四碱基微卫星。 如嗜卷书虱
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所得的两碱基微卫星中一个最多重复的微卫星序列就有 6 个,而三碱基中最多的一个重复次数为 3 个。 根据

微卫星核心序列排列方式的不同,Weber 将微卫星分为完美型、不完美型和复合型微卫星[15],对两种书虱测

序所得微卫星序列进行分析可知,嗜卷书虱 108 个微卫星中,完美型占 31. 48% 、非完美型占 65. 74% 、复合型

占 2. 78% ;在嗜虫书虱 152 个微卫星中,完美型占 23. 03% 、非完美型占 75% 、复合型占 1. 97% 。 此外,对所

得微卫星序列的侧翼序列的长度进行了统计,当两侧翼序列均大于 30 bp 时才有可能较好地设计引物。 因

此,以 30 bp 为标准,两侧翼序列均大于 30 bp 的微卫星序列个数为 213 个,占全部微卫星序列的总数的

81郾 92% 。 部分书虱微卫星核心序列和侧翼序列及其类型如表 3 所示。

表 2摇 嗜卷书虱和嗜虫书虱微卫星富集文库随机抽样测序统计结果

Table 2摇 Statistical results of microsatellites from sequenced clones in L. bostrychophila and L. entomophila microsatellite enriched library

试虫
Species

探针
Probe

PCR 检测克隆数
Number of

clonesscreened

可能含有微卫星
的克隆数

Clones containing
SSR

测序克隆
Number of clones

sequenced

微卫星数量
Number of SSR

identified

微卫星阳性
克隆比例 / %

SSR / sequenced
clones

嗜卷书虱 AC 768 108 38 33 86. 84
L. bostrychophila TC 420 16 16 4 25. 00

ATC 192 27 23 22 95. 65
ATG 192 32 29 28 96. 55
AAC 202 20 20 18 90. 00
GATA 768 37 32 3 9. 38

嗜虫书虱 AC 576 122 54 45 83. 33
L. entomophila TC 384 61 26 23 88. 46

ATC 192 100 20 20 100. 00
ATG 288 114 32 23 71. 88
AAC 180 28 28 22 78. 57
ATAC 288 28 16 11 68. 75
GATA 768 56 26 8 30. 76

总计 Total 5218 749 360 260 72. 22

表 3摇 嗜卷书虱和嗜虫书虱部分微卫星核心序列及其部分侧翼序列

Table 3摇 The core sequences and types of part microsatellites in psocid genome

试虫
Species

克隆编号
Clone

5忆侧翼序列
5忆flanking sequence

核心序列
Core sequence

3忆侧翼序列
3忆flanking sequence

微卫星类型
Microsatellite Types

嗜卷书虱 Lb160 GACTTGTAGG (AC) 12 CTGGCTTTTA 完美型

L. bostrychophila Lb859 TAGTACATTA (TC) 23 AATCCAATAT 完美型

Lb1301 ATTACGCCCC (ATC) 6GTC(ATC) 4 AAACCTTGGC 非完美型

Lb1480 AACAGCATCG (GCATCA) 9 GCACCCACAC 完美型

Lb1725 ACAGCTTCAA (CAG)4(CAA)12(CAG)2(CAA)5 CAGCAACCAA 复合型

Lb2211 TAGGTAGGTA (GATA) 1 4 TTTTGGGCAC 完美型

嗜虫书虱 Le175 CTTTTTAATT (CA) 34 TAAGACTCCA 完美型

L. entomophila Le633 TCAGAAAGTA (TC) 27 GTGATTAGTA 完美型

Le1051 TAAAGTTGAC (ATC) 7CCC(ATC) 5 GACGCGATGA 非完美型

Le1239 TGACAGTGGG (ATG) 1 5 ACGATGAACT 完美型

Le1349 TTGGTACAGT (ACA) 19 ATTTCTCCAT 完美型

Le1552 GCGTGTACAC (ATAC) 3(AC) 4(ATAC) 4 ATATTCACGC 复合型

Le1996 ATGTTAACTA GATAGACA(GATA) 8 TGACGTTACA 非完美

3摇 结论与讨论

本研究成功构建了两种书虱的 13 个微卫星富集文库,其微卫星阳性克隆率为 9. 38%—100% 。 传统的

从基因组文库直接杂交筛选微卫星的方法效率很低[16],节肢动物一般平均阳性克隆率为 2% [10]。 对于微卫

星相对缺乏的节肢动物来说[17],采用高效的富集方法分离微卫星位点显得更为必要。 磁珠富集法是近年来

国内外广泛采用的分离微卫星位点的方法,如人行道蚂蚁 Tetramorium spp. 和 T. tsushimae[18],中华按蚊
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M-280

M-280
M-280

M-280

人工接头连接至酶切 DNA并进行PCR扩增,
胶回收PCR扩增产物

探针固定于磁珠

磁珠捕捉微卫星片段

洗脱非微卫星片段

扩增捕捉片段并使其恢复至双链

克隆

微卫星阳性克隆PCR检测

将含有微卫星的阳性克隆送出测序

Linker LinkergDNA

gDNALinker Linker

限制性内切酶Msel酶切总基因组DNA

gDNA

gDNA gDNA

图 5摇 书虱微卫星富集文库构建过程

摇 Fig. 5摇 Overview of genomic DNA SSR鄄enriched library protocol

for psocids

(Anopheles sinensis)[19],东方粘虫(Pseudaletia separate)[20]

等。 在多种不同物种应用中,筛选 2—4 核苷酸基序的

微卫星,其富集效率达到 20%—90% [21],而本研究中微

卫星阳性克隆率最高的达到 100% 。 我们也采用此种

方法对柑橘全爪螨(Panonychus citri)进行微卫星富集

文库的构建,阳性克隆率在 60%—80% 之间。 本研究

的微卫星富集文库构建过程如图 5 所示,是 Zane 的 FI鄄
ASCO 法和 Bloor 的微卫星磁珠富集法的结合。 使用

MseI AFLP 接头代替 Bloor 方法中所使用的限制性内切

酶 Sau3AI 使用的接头 oligo A 和 oligo B,将大大提高酶

切和接头连接的效率。 利用这种方法,我们发现嗜卷书

虱和嗜虫书虱基因组内二碱基微卫星是比较丰富的,这
与前人利用尼龙膜法筛选无色书虱微卫星时二碱基微

卫星的阳性克隆率极低的结果有所差异[10]。 该方法不

用进行酶切产物胶回收纯化,避免使用放射性的实验步

骤,一般的分子实验室均可开展。
在本研究的基础上,结合前人在对昆虫基因组中微

卫星的研究来看,书虱基因组内三碱基微卫星的丰度最

高,这与褐飞虱 (Nilaparvata lugens) [22] 和赤拟谷盗

(Tribolium castaneum) [23] 相似。 在对所得微卫星序列

分析时发现,与鳞翅目昆虫微卫星的基本特征一样[24],
书虱两碱基微卫星多以多拷贝微卫星位点存在,且其中

有相当一部分是以基因家族的形式存在,有许多不同的

位点的侧翼序列(一侧)极为相似(最高达 63. 64% ),这
也造成后续因 PCR 效果不好而不适于用作分子标记而

被淘汰。 研究结果表明三碱基重复微卫星在最终得到

的单拷贝多态性位点中所占的比例要远高于二碱基微

卫星,并具有较高的优化率。 因此在以筛选微卫星

DNA 标记为目的的啮虫目基因组 DNA 文库构建过程

中,更宜以三碱基重复作为微卫星探针。
在微卫星建库时,微卫星探针类型的选择直接关系

文库成败和优劣。 据真核生物或昆虫微卫星不同重复

类型在基因组出现频率的研究发现,两碱基 AC 和 TC 重复比较丰富,三碱基 AAC、ATG 较为丰富,四碱基重

复微卫星在真核生物中出现的频率比两碱基和三碱基低得多[25鄄26]。 基因组酶切时采用合适的限制性内切酶

和相关接头以及提高人工接头和酶切 DNA 片段的连接效率也是文库优劣的关键[7]。
此外,本研究中微卫星测序结果重复率很高,这是由于在磁珠富集法的过程中,经历了两次 PCR 扩增;同

时,使用多头虫体提取总基因组 DNA 也导致了测序结果重复率增加。 Zane 的研究表明,富集文库中约有

50%的阳性克隆重复出现了 5—20 次[12],因此完全避免测序结果的重复率是不现实的。 通过从不同的文库

板中挑取阳性克隆、电泳检测其插入片段大小以及减少 PCR 时的循环数来降低测序结果重复率。
书虱微卫星位点筛选为构建书虱遗传图谱及全基因组图谱提供定位标记;对书虱物种多样性的形成进化

机制、书虱与环境之间的相互作用关系及其微卫星分布、核心序列和侧翼序列的变异等进行深入研究提供理
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论基础,也可以为比较基因组学和生物进化的研究提供证据;利用微卫星位点的多态性可研究书虱不同自然

种群的微卫星多态性特征,期望能够为目前书虱抗药性治理方案的制定提供遗传学信息。
致谢:感谢四川大学生命科学学院岳碧松教授和张修月博士在微卫星建库过程中给予的帮助;感谢 Helen
Hull鄄Sanders 博士对英文摘要的润色。
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