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ＭＳＡＰ在水稻害虫白背飞虱中的应用研究
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摘　要：甲基化敏感的扩增多态性分析方法 （ＭＳＡＰ）是在扩增片段长度多态性技术基础上建立起来的主要用
来检测样品基因组ＤＮＡ甲基化情况的一种方法，特别适用于全基因组范围内检测ＣＣＧＧ位点的胞嘧啶甲基化情
况，在高等动物和许多植物上已广泛应用，但尚未有在昆虫中应用该方法的报道。从 ＤＮＡ提取、酶切基因组
ＤＮＡ用量、酶切和接头连接时间、电泳图谱显影方法等方面对 ＭＳＡＰ方法进行了改进，并在水稻重要害虫白背
飞虱上得到成功应用。这为将来在其它昆虫中使用该方法研究基因组ＤＮＡ甲基化情况提供了一定借鉴和指导价
值。且通过比较白背飞虱雌雄性别间和长短翅型间的ＭＳＡＰ图谱，发现雌雄性别间和长短翅型间的基因组 ＤＮＡ
甲基化式样都存在明显的差异，说明ＤＮＡ甲基化可能参与了性别和翅型分化的调节。
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　　甲基化敏感的扩增多态性分析方法 （ＭＳＡＰ）
主要用来检测样品 ＤＮＡ的甲基化情况，它是在扩
增片段长度多态性技术的基础上，结合用甲基化敏

感的限制性内切酶消化处理样品基因组的技术建立

起来的。该方法相对其它测定 ＤＮＡ甲基化程度的
技术有如下优点：①可在全基因组范围内检测
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ＣＣＧＧ位点的胞嘧啶甲基化情况；②不需知道被测
样品的ＤＮＡ序列信息，因此可用于ＤＮＡ序列未知
的生物。在高等动物和许多植物上已大量应

用［１－３］，但在昆虫上尚未发现应用该方法的相关报

道。

ＤＮＡ甲基化是表观遗传修饰的主要形式，在
植物和高等动物上已有大量报道，目前在果蝇、蚜

虫、家蚕、甘蓝夜蛾等昆虫中也已发现基因组中存

在ＤＮＡ甲基化现象［４－５］。在蚂蚁基因组中，ＤＮＡ
甲基化这种表观遗传修饰的现象也已得到证实，且

蚂蚁不同种属间在 ＤＮＡ甲基化谱上存在一定的差
异［６］。Ｐａｔａｌａｎｏ等［７］在ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎＣｅｌｌＢｉｏｌｏ
ｇｙ上曾撰文指出社会性昆虫的多型现象与 ＤＮＡ甲
基化相关。因此，昆虫中不仅存在大量 ＤＮＡ甲基
化现象，且在调控昆虫生长发育和多型性等方面发

挥着重要作用。

白背飞虱 Ｓｏｇａｔｅｌｌａｆｕｒｃｉｆｅｒａ（Ｈｏｒｖａｔｈ）为水稻
重要害虫，其成虫有长翅型和短翅型两种类型。长

翅型成虫具有远距离迁飞的能力，可以大范围内迁

移扩散；短翅型成虫则具有产卵量大且产卵期长等

特点，可以使种群数量在短期内快速增长。因此，

成虫的长、短翅型比率发生动态是预测稻飞虱数量

的一个重要参数［８－９］。长期以来人们一直致力于研

究稻飞虱的性别分化和繁殖机理以及翅型分化，一

旦取得重要突破，将有助于开发新的方法控制该种

害虫的危害。

本研究首先对ＭＳＡＰ方法进行改进，使其可以
应用在身体较小的昆虫样品中，并用白背飞虱为材

料，对雌雄性别和长短翅型个体分别进行了 ＤＮＡ
甲基化式样检测，结果发现无论是雌雄性别间还是

长短翅型间，ＤＮＡ甲基化式样都存在一定的差异，
为今后进一步从 ＤＮＡ甲基化的角度探讨性别分化
和翅型转换的机理打下良好的基础，同时也为今后

在其它昆虫中应用ＭＳＡＰ方法提供一定的借鉴和指
导。

１　材料和方法
１１　供试昆虫

白背飞虱采自广州市华南农业大学水稻试验田

内。挑选部分雌雄成虫及长翅型和短翅型雌成虫为

供试昆虫。

１２　基因组ＤＮＡ的提取
分别采集白背飞虱长翅型雄成虫、长翅型雌成

虫和短翅型雌成虫各２０头，用微型玻璃匀浆器匀
浆抽提基因组ＤＮＡ，储存在－２０℃的冰箱中待用，

具体方法参照 ＴａＫａＲａ公司的基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒的方法和步骤。

１３　基因组ＤＮＡ的酶切
ＭＳＡＰ方法主要参照 Ｘｉｏｎｇ等［１０］的研究报道，

使用了两种对甲基化敏感性不同的限制性内切酶

ＨｐａⅡ和ＭｓｐＩ，以及内切酶 ＥｃｏＲⅠ，并进行了部
分修改。选取每样品基因组 ＤＮＡ１００ｎｇ，分别用
ＥｃｏＲＩ／ＭｓｐＩ或 ＥｃｏＲＩ／ＨｐａＩＩ酶切组合 （ＴａＫａＲａ
公司）在３７℃下酶切 ２０ｈ，随后在６６℃的恒温
下处理 ２０ｍｉｎ使酶灭活，未甲基化的 ＣＣＧＧ位点
被切割成黏性末端，而甲基化的位点则未被切割。

具体酶切体系为１５μＬ：样品ＤＮＡ１００ｎｇ，１０倍缓
冲液１５μＬ，ＥｃｏＲＩ酶 （１５Ｕ／μＬ）０１５μＬ，Ｍｓｐ
Ｉ酶 （１０Ｕ／μＬ）或ＨｐａＩＩ酶 （１０Ｕ／μＬ）０２μＬ，
灭菌水补足体积至１５μＬ。
１４　接头及引物的配制

合成了 Ｅｌｉｎｋ１、Ｅｌｉｎｋ２和 ＨＭｌｉｎｋ１、ＨＭｌｉｎｋ２
共４个单链序列 （见表１），分别将这些单链序列
ＤＮＡ配制成浓度为 ５００ｐｍｏｌ／μＬ的溶液，将互补
的单链序列分别取１００μＬ配对混匀后于５６℃孵育
２ｍｉｎ，然后以每２ｍｉｎ递降２℃的速度逐步冷却到
１０℃，使其自身退火形成Ｅ接头和ＨＭ接头备用。
引物分为预扩增引物 Ｅ０、ＨＭ０和选择性扩增引物
Ｅ１、ＨＭ１ＨＭ３（见表 １）。将预扩增引物配制成
５００ｎｇ／μＬ的母液、选择性扩增引物配制成质量浓
度为３００ｎｇ／μＬ的母液备用。分别取预扩增引物和
选择性扩增引物的母液４μＬ，加水３６μＬ配制成
５０ｎｇ／μＬ和３０ｎｇ／μＬ的质量浓度待用。

表１　ＭＳＡＰ方法中所使用的接头和引物序列
Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓａｎｄａｄａｐｔｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒＭＳＡＰ

接头名称 序列

Ｅｌｉｎｋ１ ５′－ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ－３′
Ｅｌｉｎｋ２ ５′－ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ－３′
ＨＭｌｉｎｋ１ ５′－ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡ－３′
ＨＭｌｉｎｋ２ ５′－ＣＧＴＴＣＴＡＧＡＣＴＣＡＴＣ－３′
预扩增引物

Ｅ０ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ－３′
ＨＭ０ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＴ－３′

选择性扩增引物

Ｅ１ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣＴ－３′
ＨＭ１ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＴＴＣ－３′
ＨＭ２ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＴＡＣ－３′
ＨＭ３ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＴＡＧ－３′

１５　ＤＮＡ片段与接头连接
选取各样品的酶切产物１５μＬ，分别加入Ｅ接

９９
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头和ＨＭ接头各１μＬ，在 Ｔ４ＤＮＡ连接酶 （ＴａＫａ
Ｒａ公司） （３５０Ｕ／μＬ）作用下，１６℃连接１４ｈ，
随后于６５℃下恒温处理３０ｍｉｎ使 Ｔ４ＤＮＡ连接酶
失活。按照ＤＮＡ片段纯化试剂盒 （ＴａＫａＲａ公司）
纯化上述连接产物。

１６　连接产物的ＰＣＲ扩增
将上述各样品连接产物用 ｄｄＨ２Ｏ稀释１０倍，

取２μＬ作为模板，加入１μＬ质量浓度为５０ｎｇ／μＬ
的Ｅ０和ＨＭ０引物，在 ＬＡＴａｑ酶 （ＴａＫａＲａ公司）
（５Ｕ／μＬ）作用下进行ＰＣＲ预扩增。２０μＬ的反应
体系，９４℃１ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃１
ｍｉｎ，２５个循环，７２℃ １０ｍｉｎ，４℃ ｆｏｒｅｖｅｒ。

预扩增产物用ｄｄＨ２Ｏ稀释２０倍后，取２μＬ作
为模板，加入Ｅ１引物和ＨＭ１－３中的任一引物各１
μＬ，在ＬＡＴａｑ酶 （ＴａＫａＲａ公司）（５Ｕ／μＬ）作用
下进行ＰＣＲ选择性扩增。２０μＬ的反应体系，９４℃
１ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，６５℃３０ｓ（每个循环降０７℃），
７２℃１ｍｉｎ，１３循环；９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，２３个循环，７２℃１０ｍｉｎ，１２℃ ｆｏｒｅｖｅｒ。
１７　非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

将最终得到的各样品选择性扩增产物进行非变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳，凝胶质量分数为６％ ，先

５０Ｖ恒压电泳２０ｍｉｎ，再经１３０Ｖ恒压电泳２５ｈ。
电泳完毕后，小心分开两玻璃板，将固着有聚丙烯

酰胺凝胶的亲水玻璃板放入预先准备好的 φ＝１０％
的醋酸固定液中浸泡。随后进行银染，具体银染方

法参照文献［１１］。

１８　数据分析
在ＭＳＡＰ方法中，常用到ＤＮＡ内切酶ＭｓｐＩ和

ＨｐａＩＩ，这２种酶虽然都能识别和分解同样的５′－
ＣＣＧＧ－３′位点，但对 ＤＮＡ甲基化的敏感性不同。
根据ＥｃｏＲＩ＋ＭｓｐＩ或 ＥｃｏＲＩ＋ＨｐａＩＩ组合的酶切
样品的扩增产物电泳图谱，可以将５′－ＣＣＧＧ－３′
位点的甲基化式样分为以下４种类型 （表２）。Ｉ：
ＨｐａＩＩ（Ｈ）和ＭｓｐＩ（Ｍ）泳道中均出现条带，表明
２条ＤＮＡ链中的１条里面胞嘧啶被甲基化，或没
有甲基化发生，通常被看作未甲基化；ＩＩ：条带只
出现在 ＨｐａＩＩ泳道中，在 ＭｓｐＩ泳道中没有条带，
表明２条 ＤＮＡ链中的１条外面胞嘧啶被甲基化，
通常被看作半甲基化；ＩＩＩ：条带只出现在 ＭｓｐＩ泳
道中，在 ＨｐａＩＩ泳道中没有条带，表明 ２条 ＤＮＡ
链中的里面胞嘧啶均被甲基化，通常被看作全甲基

化；ＩＶ：在ＭｓｐＩ和ＨｐａＩＩ泳道中均没有条带出现，
表明２条ＤＮＡ链中的外面胞嘧啶均被甲基化。

表２　基因组ＤＮＡ被ＨｐａＩＩ和ＭｓｐＩ酶切后呈现出的甲基化类型１）

Ｔａｂｌｅ２　ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＨｐａＩＩａｎｄＭｓｐＩ

类型 甲基化状态
酶的敏感性

ＨｐａＩＩ ＭｓｐＩ
电泳带型

ＥｃｏＲＩ／ＨｐａＩＩ ＥｃｏＲＩ／ＭｓｐＩ
Ⅰ ＣＣＧＧ Ｃ５ｍＣＧＧ 有 有 ＋ ＋

ＧＧＣＣ ＧＧＣＣ
Ⅱ ５ｍＣＣＧＧ 有 无 ＋ －

ＧＧＣＣ
Ⅲ Ｃ５ｍＣＧＧ 无 有 － ＋

ＧＧＣ５ｍＣ
Ⅳ ５ｍＣＣＧＧ 无 无 － －

ＧＧＣＣ５ｍ

１）“＋”＝有电泳条带出现；“－”＝无电泳条带出现；５ｍ＝该位点被甲基化

２　结果与分析

２１　ＭＳＡＰ方法的改进
ＭＳＡＰ方法主要由 Ｘｉｏｎｇ等［１０］于１９９９年发展

起来，该方法主要包括 ＤＮＡ提取、双酶切、接头
连接、两轮 ＰＣＲ、电泳等几个步骤。我们参照了
Ｘｉｏｎｇ等的方法，对部分环节进行了适当改进，使
其适用于体型很小的昆虫，并用白背飞虱具体进行

了实验，结果比较理想。我们主要在如下５个方面

进行了部分改进 （见表 ３）：①ＤＮＡ提取采用了
Ｔａｋａｒａ基因组纯化试剂盒，不仅提取时间大为缩
短，且获得的基因组 ＤＮＡ纯度较高；②酶切时基
因组ＤＮＡ用量从原方法的２μｇ减少到１００ｎｇ，这
样不但减少了酶的用量，节约成本，且更适合体形

较小、难以收集大量样本材料的多数昆虫；③酶切
时间比原先增加了１４ｈ，这样使得基因组 ＤＮＡ被
酶解得更彻底；④接头连接时间从原先的４ｈ增加
到１４ｈ，这样可以让多数相关ＤＮＡ片段连上接头；
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⑤电泳胶片的观察，原先方法是利用放射性标记的
引物进行 ＰＣＲ反应，电泳胶片采用放射显影的方
法进行观察。我们采用了银染方法观察胶片的条

带，这样就不需要使用放射性标记的引物，减少了

放射性操作和污染。

表３　ＭＳＡＰ方法被改进的５个方面
Ｔａｂｌｅ３　ＦｉｖｅａｓｐｅｃｔｓｏｆＭＳＡＰｉｍｐｒｏｖｅｄｉｎｏｕｒｍｅｔｈｏｄ

有改动的地方 Ｘｉｏｎｇ的方法［１０］ 本文的方法 改动后的优点

ＤＮＡ提取 苯酚一氯仿抽提法 Ｔａｋａｒａ基因组纯化试剂盒 ＤＮＡ纯度较高
被酶切的ＤＮＡ量 ２μｇ １００ｎｇ 减少酶用量

酶切时间 ６ｈ ２０ｈ 酶切更彻底

接头连接时间 ４ｈ １４ｈ 连接更充分

电泳胶片的观察 放射显影 银染 不需进行有关放射性操作实验

２２　白背飞虱雌、雄成虫的ＭＳＡＰ图谱
利用改进后的方法，对白背飞虱雌雄成虫的基

因组ＤＮＡ进行了 ＭＳＡＰ分析，利用３对引物组合
Ｅ１ＨＭ１、Ｅ１ＨＭ２和Ｅ１ＨＭ３，扩增到很多条带，多
数介于１００～６００ｂｐ之间 （图１），显示出的带型
表明在白背飞虱雌雄成虫中既有全甲基化的５′－
ＣＣＧＧ－３′位点，也有半甲基化的５′－ＣＣＧＧ－３′位
点。同时还发现白背飞虱雌雄成虫间的带型存在一

定差异，说明雌雄虫间基因组的甲基化式样应有所

不同。那么基因组甲基化式样的差异会不会影响白

背飞虱的雌雄性别分化？还需今后进一步深入研究。

图１　雌雄白背飞虱样品的ＭＳＡＰ电泳图
Ｆｉｇ１　ＭＳＡＰｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅ

ｓａｍｐｌｅｓｓｏｆＳｏｇａｔｅｌｌａｆｕｒｃｉｆｅｒａ
引物组合为Ｅ１ＨＭ１，Ｅ１ＨＭ２和Ｅ１ＨＭ３；Ｈ：由ＥｃｏＲＩ＋
ＨｐａＩＩ酶解；Ｍ：由ＥｃｏＲＩ＋ＭｓｐＩ酶解；雄：雄虫样品；
雌：雌虫样品；Ｍａｒｋ：ＤＮＡ相对分子质量标准；Ｉ：未甲
基化条带；ＩＩ：半甲基化条带；ＩＩＩ：全甲基化条带

２３　白背飞虱雌成虫长、短翅型的ＭＳＡＰ图谱
利用改进后的方法，也对白背飞虱雌成虫长、

短翅型的基因组 ＤＮＡ进行了 ＭＳＡＰ分析，利用３
对引物组合，扩增到的条带多数介于１００～３００ｂｐ
之间 （图２），显示出的带型既有全甲基化的５′－
ＣＣＧＧ－３′位点，也有半甲基化的５′－ＣＣＧＧ－３′位
点。同时还发现长翅型样品和短翅型样品的带型存

在明显差异，说明不同翅型间虫体基因组的甲基化

式样应有所不同。那么 ＤＮＡ的甲基化有没有参与
白背飞虱翅型分化的调控？如果参与的话，其具体

调控机制又是什么？还有待今后深入研究。

图２　长、短翅白背飞虱样品的ＭＳＡＰ电泳图
Ｆｉｇ２　ＭＳＡＰｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｍａｃｒｏｐｔｅｒｏｕｓ
ａｎｄｂｒａｃｈｙｐｔｅｒｏｕｓｆｅｍａｌｅａｄｕｌｔｓｏｆＳｏｇａｔｅｌｌａｆｕｒｃｉｆｅｒａ　　

引物组合为Ｅ１ＨＭ１，Ｅ１ＨＭ２和Ｅ１ＨＭ３；Ｈ：由ＥｃｏＲＩ＋
ＨｐａＩＩ酶解；Ｍ：由ＥｃｏＲＩ＋ＭｓｐＩ酶解；短：短翅型雌虫
样品；长：长翅型雌虫样品；Ｍａｒｋ：ＤＮＡ相对分子质量
标准；Ｉ：未甲基化条带；ＩＩ：半甲基化条带；ＩＩＩ：全甲
基化条带
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３　讨　论
ＭＳＡＰ是在扩增片段长度多态性技术基础上建

立起来的主要用来检测样品 ＤＮＡ甲基化情况的一
种方法，特别适用于全基因组范围内检测ＣＣＧＧ位
点的胞嘧啶甲基化情况，在高等动物和许多植物上

已广泛应用。ＤＮＡ甲基化是表观遗传修饰的主要
形式，在脊椎动物和高等植物上已有大量研究成

果［１，１２］，然而，在无脊椎动物昆虫中甲基化的研究

相对较晚，文献报道主要集中于这几年［５］，目前

尚未有在昆虫中应用ＭＳＡＰ方法的报道。为了能将
ＭＳＡＰ方法应用于体型较小的昆虫，对该方法进行
了部分改进：采用 Ｔａｋａｒａ试剂盒提取样品 ＤＮＡ、
降低酶切时基因组 ＤＮＡ用量、增加酶切和接头连
接时间、用银染方法取代放射显影技术 （具体见

结果中的描述）。利用改进后的方法，在白背飞虱

中进行了具体实验，成功获得了与性别或长短翅型

相关联的ＭＳＡＰ图谱，这为将来在其它昆虫中使用
该方法研究基因组 ＤＮＡ甲基化情况提供了一定借
鉴和指导价值。

本研究成功获得了白背飞虱雌雄性别和长短翅

型的ＭＳＡＰ图谱，发现无论是雌雄性别间，还是长
短翅型间，其基因组 ＤＮＡ甲基化式样都存在一定
的差异，说明ＤＮＡ甲基化可能参与了性别和翅型
分化的调控。这为今后从 ＤＮＡ甲基化的角度研究
白背飞虱性别和翅型分化的调控机制打下了良好的

开端。
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