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麦蚜 Cdc42 基因的准确组织定位和定量分

析方法研究
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The method of Cdc42 gene accurate tissue location and quantitative analysis in the wheat aphids. YU
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Abstract To determine the temporal and tissue － specific profile of Cdc42 gene expression，we performed in

situ hybridization ( ISH) on different tissues from different nymph instars and adults of alate and apterous

English grain aphids，Sitobion avenae ( Fabricius) . After dipping in the hybridization solution，some tissue

biopsies stained brown indicating Cdc42 gene expression，but no staining was apparent on the negative control.

Staining indicated the presence of the Cdc42 gene transcript in multiple tissues in different life stages，including

the head region and abdomen of both alate and apterous adults and between the compound eyes on the head

region. In embryos，staining was mainly evident on the abdomen. There was faint staining on the thorax of alate

aphids，but hardly any staining in apterous aphids. Tissue and stage specific transcriptive levels were

determined by Real Time fluorescence quantitative RT － PCR. This showed that the level of transcription was

higher in the first and forth instar than in others，in adults than nymphs in general，and in alate than apterous

aphids. We conclude that in situ hybridization and real － time fluorescence quantitative PCR can determine the

location and degree of expression of the Cdc42 gene in wheat aphids
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摘 要 本文采用原位杂交方法，对 Cdc42 在 麦 长 管 蚜 Sitobion avenae( Fabricius) 不 同 组 织 分 布 进 行 定

位，结果表明在滴加杂交液的组织切片被特异性的染成棕褐色，而阴性对照不着色;有、无翅蚜的头部和

腹部均有特异性着色点，头部的着色点集中在两复眼之 间，腹 部 的 着 色 点 几 乎 全 集 中 在 伪 胚 胎;有 翅 蚜

的胸部几乎全部被着色，而无翅蚜的胸部几乎没有特异着色点。再运用实时荧光定量 RT-PCR 技术，进

行了该基因的相对表达量测定，结果表明麦长管蚜 Cdc42 基因在不同组织及各虫期均能表达，若蚜期高

于成蚜期，有翅蚜高于无翅蚜，且伪胚胎就有较高 的 转 录 水 平。由 此 得 知，基 于 原 位 杂 交 与 实 时 荧 光 定

量 RT-PCR 的技术相结合的方法，可有效进行麦蚜 Cdc42 基因的准确组织定位和定 量 分 析，为 Cdc42 基

因在麦蚜的翅型分化调控上的功能研究奠定了分子检测基础。

关键词 麦长管蚜，Cdc42，原位杂交，荧光定量 RT-PCR
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麦长管蚜 Sitobion avenae(Fabricius) ，是世 界性的小麦重要害虫。蚜虫翅型分化是迁飞特
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性的一个重要因素，掌握其翅型分化机理和规

律，对明确虫源性质和准确地预测预报具有重

要意义。
有关蚜虫 翅 型 分 化 的 研 究，从 20 世 纪 60

年代开始至今主要集中在外部环境因素和虫体

内部的激素调节两个方面，已经明确温度、光周

期、拥挤度、寄主营养条件等对翅型分化有显著

影响
［1］，同 时 虫 体 内 的 保 幼 激 素 对 有 翅 /无 翅

起着重要的调控作用
［2，3］。多年研究发现从亲

代获得的遗传物质是翅型分化的基本要素，但

在相同的遗传基础条件下，翅型表型仍可因外

界的环 境 条 件 不 同 而 发 生 不 同 的 变 化
［4］。这

意味着翅型分化是一个受多因子影响的调控体

系决定的。人们尝试利用现代分子生物学手段

寻找相同基因型的有翅和无翅蚜基因表达的差

异，从分子 水 平 上 探 明 翅 型 分 化 的 相 关 基 因。
曹敏用抑制消减杂交研究禾谷缢管蚜相同基因

型的有翅蚜和无翅蚜的差异表达基因时，得到

在有翅蚜 中 特 异 表 达 的 基 因 Cdc42，克 隆 了 禾

谷缢管蚜 Cdc42 基因
［5］;蒋红玲利 用 半 定 量 法

研究麦长管蚜 Cdc42 在不同组织及发育阶段的

转录水平时发现该基因在有翅蚜中特异表达，

并在 GenBank 比对，推测 Cdc42 基 因 编 码 的 小

G 蛋白 Cdc42 与麦蚜的翅型分化相关
［6］。

本文在以麦长管蚜 Cdc42 基因为材料，采

用原位杂交技术进行基因的准确组织定位，再

利用实时荧光定量 RT-PCR 的技术探讨建立该

基因的定量分析方 法，以 期 建 立 麦 蚜 Cdc42 基

因准确组织定位和定量，为深入开展该基因与

翅型分化的关系奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 材料、试剂和仪器

麦长管蚜:在饲养室盆栽麦苗上饲养，饲养

室温度(20 ± 1)℃ ;相对湿度 60% ～ 70% ;光周

期 L∶ D = 16∶ 8。
原位杂交试剂盒，4% 多聚甲醛 /0. 1M PBS

(pH7. 0 － 7. 6 ) 固 定 液，PBS 粉 剂，SSC 粉 剂，

DAB 显色试剂盒，苏木素显色剂等购自武汉博

士德公司;RNA 提取试剂 TRIzol 购自 Invitrogen

公司;pEASY － T3 克 隆 载 体，TOP10 感 受 态 细

胞，反 转 录 试 剂 盒 TransScriptⅡ First － Strand
cDNA Synthesis Kit 购 自 北 京 全 式 金 生 物 技 术

有 限 公 司; PCR 扩 增 试 剂，Mix Buffer，SYBY
Premix Ex TaqTM

购 自 TaKaRa 公 司。PCR 引 物

有北京三博远志生物工程有限公司合成。
ERM3000 切片 机 为 常 州 市 郝 思 琳 医 用 仪

器有限公 司 制 造;Olympus BH-2 万 能 显 微 镜;

ECP3000 三恒电泳 仪 为 北 京 六 一 仪 器 厂 生 产;

微量恒温器 HW-8C 购自绍兴市卫星医疗设备

制造有限公 司;恒 温 培 养 箱 DHP120 购 自 上 海

实验 仪 器 厂; 台 式 5145 型 离 心 机 和 台 式 冷 冻

5804R 型离心机购自德国 Eppendorf 公司;536-
TouchGene Gradient PCR 仪，TC-412 PCR 仪 购

自 英 国 EDVOTEK 公 司; 凝 胶 成 像 系 统

EagleEye System 购 自 美 国 STRAGENE 公 司;

MyiQTM 实时定量 PCR 仪购自美国伯乐公司。
1. 2 试验方法

1. 2. 1 原位杂交

1. 2. 1. 1 探 针 的 设 计 针 对 麦 长 管 蚜 Cdc42
基因的 mRNA，设 计 的 特 异 性 的 多 项 寡 核 苷 酸

探针，其序列为:

( 1 ) 5′-TACAC GACAA ACAAG TTTCC
TTCAG AATAT GTACC-3′

( 2 ) 5′-GAGCC ATATA CATTG GGTTT
ATTTG ATACA GCAGG-3′

( 3 ) 5′-ACTGA TGTGT TTCTT GTTTG
TTTCT CCGTG GTTTC-3′
1. 2. 1. 2 石蜡切 片 的 制 备 分 别 取 麦 长 管 蚜

的有翅和无翅的 3 龄、4 龄、成虫，用 4% 多聚甲

醛 /0. 1M PBS( pH7. 0 － 7. 6) 固定 60 min;然后

依次置于 75%、95%、100%、100% 各级酒精中

进行脱水，每级处理时间为 60 min;脱水后，样

本用 100% 二甲苯进行透明，处理 60 min，重复

2 次。把透明处理后的蚜虫放入 52 ～ 54℃ 的软

蜡内进行第 1 次浸蜡，时间为 60 min;待第 1 次

浸蜡后，将蚜虫转移到 54 ～ 56℃ 的软蜡进行第

2 次浸蜡，时间为 60 min;然后放入 58 ～ 60℃ 硬

蜡进行包埋。待硬蜡凉透后，对石蜡标 本 进 行

切片，切片厚度为 6 μm。
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1. 2. 1. 3 原位杂交 1) 经展片、烤片、脱蜡、复
水后的组织切片用于原位杂交;2)100 mL 蒸馏

水加入 10 mL 的 30% H2O2 在室温下浸泡玻片

5 min，以灭活 内 源 酶 活 性;3) 经 DEPC 水 清 洗

后的 玻 片，每 张 切 片 滴 加 20 μL 胃 蛋 白 酶

(1 mL 3% 柠 檬 酸 + 2 滴 浓 缩 型 胃 蛋 白 酶，混

匀) ，室 温 消 化 10 min，暴 露 mRNA 核 酸 片 段，

然后使用原位杂交专用 PBS 清洗 5 min × 3 次，

再用 DEPC 水洗 1 次 × 3 min;4) 胃蛋白酶消化

后，再用 1% 多 聚 甲 醛 /0. 1 m PBS 在 室 温 下 后

固定 10 min;5) 经 DEPC 水充分清洗的玻片，按

每张切 片 20 μL 加 预 杂 交 液 ( 阴 性 对 照 使 用

DEPC 水 ) ，放 在 湿 盒 ( 在 底 部 加 20% 甘 油

20 mL以保持湿度) 内，置于 38℃ 下反应 3 h;6)

吸取多余液体，按每张切片 20 μL 探针杂交液

加入在切片上，然后用原位杂交专用盖玻片盖

在切片 上，于 38℃ 杂 交 过 夜 ( 不 要 超 过10 h) ;

阴性对照 为 不 滴 加 杂 交 液;7) 杂 交 后，揭 掉 盖

玻片，在 37℃ 水 温，用 2 × SSC 洗 涤 5 min × 2
次，0. 5 × SSC 洗涤 15 min × 1 次，0. 2 × SSC 洗

涤 15 min × 1 次 ( 注* 如有 非 特 异 性 染 色，重

复 0. 2 × SSC 洗涤 15 min 1 ～ 2 次) ;8) 将玻片

放置湿盒中每张切片滴加 20 μL 封 闭 液，37℃
温育反应 30 min;9) 吸 干 封 闭 液，每 张 切 片 滴

加 20 μL 生 物 素 化 鼠 抗 地 高 辛，37℃ 温 育 60
min，后用 PBS 浸洗切片 5 min × 4 次;10) 每张

玻片滴加 20 μL SABC，放置湿盒中，37℃ 温育

20 min 后，用 PBS 浸洗 5 min × 3 次;11) 每张切

片加 20 μL 生物素化过氧化物酶，放置湿盒中

37℃ 温育 20 min，后 用 PBS 浸 洗 切 片5 min × 4
次;12) 用 DAB 显色试 剂 盒 配 显 色 液 (1 mL 蒸

馏水 + 显色剂 A. B. C 各 1 滴混 匀) ，加 至 标 本

上，显色 20 min。若无背景出现可持续显色;充

分洗净 DAB 显 色 液，每 个 玻 片 加 入 苏 木 素 20
μL 显色，最多 60 s;充分清洗后用 Na2HPO4 浸

洗 2 min，充分显色;13) 充分水洗后，玻片依次

放入 75%、95%、100%、100% 各级酒精中进行

脱水及二甲苯透明 2 次;14) 用中性树胶封片，

镜检。
1. 2. 2 实时荧光定量 RT-PCR

1. 2. 2. 1 引物设 计 根 据 GenBank 登 录 号 为

AY581120 的麦长管蚜 Cdc42 的基因序列，应用

引物设计软件 Primer 3 设计该基因的实时荧光

PCR 引 物。内 参 引 物 选 用 蒋 红 玲
［6］

设 计 的

18srRNA。荧 光 定 量 PCR 引 物: 正 向 引 物:

QPS3: 5′-TGG TGA TGG AGC TGT TGG TA-3′
反向 引 物:QPA3: 5′-CAA AGG TCT GAG

GCG ATC AT-3′
内参引物为:正向引物:18ss: 5′-CGG CTA

CCA CAT CCA AGG AA-3′
反 向 引 物: 18sa: 5′-GCT GGA ATT ACC

GCG GCT-3′
1. 2. 2. 2 实时 荧 光 定 量 RT-PCR 扩 增 分 别

取有翅和无翅蚜的各龄若蚜及成虫的头、胸、腹
部、伪胚胎及不同龄期的整蚜，立即置于液氮中

冻存，或 转 入 － 70℃ 冰 箱 中 保 存 备 用。采 用

TRIzol 方法提取有翅和无翅麦长管蚜不同龄期

的整虫 ( 含 伪 胚 胎 和 去 除 伪 胚 胎 ) 和 各 部 位

( 头、胸、腹、伪 胚 胎 ) 的 RNA。测 定 RNA 的

OD260 /OD280，对 RNA 进行定量。
不同处理的 RNA 定量至 500 ng /μL，按照

反转 录 试 剂 盒 TransScriptⅡ First-Strand cDNA
Synthesis Kit 的操 作 手 册 进 行 反 转 录。反 应 体

系 为: Total RNA 2 μL，Random Primer ( N9 )

(0. 1 μg /μL) 1 μL，2xTSⅡ Reaction Mix 10
μL，TransScriptⅡ RT /RI Enzyme Mix 1 μL，

RNase-free Water 6 μL;轻轻混匀，在室温孵育 5
～ 10 min 后，置 于 50℃ 孵 育 50 min，然 后 在

70℃ 加热 15 min 以失活 TransScriptⅡ RT;最后

在 － 20℃ 中保存备用。
反转 录 后 进 行 RT-PCR 检 测。反 应 体 系

为:Mix Buffer 5 μL，正 向 引 物 ( 10 pmol /μL)

0. 2 μL，反 向 引 物 (10 pmol /μL) 0. 2 μL，模 板

( cDNA 第一链)0. 4 μL;加双蒸水至 10 μL;反

应程序为:94℃ 5 min;94℃ 30 s，55 ～ 65℃ ( 设

置 12 个温度梯度) 18 s，72℃ 12 s，35 个循环。
72℃ 7 min;4℃ 保 存。经 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳

检测，选择最佳退火温度。PCR 产物再经电泳

回收纯化后，克隆到 pEASY-T3 载体上，然后转

化大肠杆菌 TOP10 感受态细胞，挑取阳性克隆
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并用 PCR 鉴定、序列测定。
荧 光 定 量 RT-PCR，反 应 体 系 为: SYBY

Green Mix 10 μL，正 向 引 物 ( 10 pmol /μL )

0. 4 μL，反 向 引 物 (10 pmol /μL) 0. 4 μL，模 板

( cDNA 第一链)2 μL;加双蒸水至 20 μL;每个

样品设 置 3 个 重 复。反 应 程 序 为:95℃ 30 s;
95℃ 30 s，95℃ 10 s，2 个 循 环;95℃ 5 s，58℃
18 s，72℃ 12 s，45 个 循 环; 95℃ 1 min; 58℃
10 s;50℃ 10 s，90 个循环，并且从 50℃ 开始，每

增加一个循环温度上升 0. 5℃绘制融解曲线。
1. 3 数据处理

参照 Livak 和 Schmittgen［7］
相 对 定 量 方 法

进行数 据 处 理。以 管 家 基 因 18srRNA 为 内 参

照，利用比较阈值法来测定目的基因的相对表

达，即目的基 因 相 对 表 达 量 = 2 － △△Ct ( 其 中，Ct
是热循环仪检测到反应体系中荧光信号的强度

值) ，△△Ct = ( Ct目 的 基 因 － Ct管 家 基 因 ) 实 验 组 －

(Ct目 的 基 因 － Ct管 家 基 因 ) 对 照 组 ，所以，2 － △△Ct
为实验

组目的基因的表达相对于对照组的变化倍数，

以麦长管蚜有翅成虫的整虫为对照，设为 1，使

用这一方法可以直接得到目的基因相对于管家

基因的相对定量。

2 结果与分析

2. 1 原位杂交检测结果

经镜检观察后可见，滴加杂 交 液 的 组 织 切

片被特异性的染成棕褐色，而阴性对照的组织

切片没有被特异染色，组织呈现蓝色( 图 1)。
如图 2 所示，有翅蚜的胸 部 几 乎 全 部 被 着

色，而无翅蚜的胸部没有特异着色点，这是因为

胸部是有翅蚜翅的位置所在;有翅蚜和无翅蚜

的头部和腹部均有特异性着色点，头部的着色

点集中在两复眼之间;腹部的着色点几乎全集

中在伪胚胎，由此初步推断，蚜虫翅的分化可能

从伪胚胎开始。
2. 2 实时荧光定量 RT-PCR 检测结果

2. 2. 1 RNA 质量检测及引物的筛选 提取的

麦长 管 蚜 各 部 分 RNA，经 分 光 光 度 计 检 测，

OD260 /280 值均在 1. 8 ～ 2. 1 之间，经 2% 琼脂

糖变性凝胶电泳显示( 图 3) ，所提取总 RNA 在

4. 5 kb 和 1. 9 kb 处 分 别 有 两 条 亮 带 (28sRNA
和 18sRNA) ，表明 RNA 相对分子量分布正常，

未发生降解和基因组 DNA 的污染现象。

图 3 麦长管蚜胸部 RNA 的检测

在同一 PCR 扩增条件下，5 对引 物 QPS1 /
QPA1、QPS2 /QPA2、QPS3 /QPA3、QPS4 /QPA4、
QPS5 /QPA5 扩增的产物检测结果显示( 图 4) ，

除了第 1 对 引 物 QPS1 /QPA1 以 外，其 余 4 对

引物都获得了扩增片段，长度分别为 236、184、
215、148 bp。以 18ss /18sa 为引物，获得了内参

基因 18srRNA 一个 186 bp 的片段。经胶回收测

序后发现，QPS3 /QPA3 的扩增序列与 Cdc42 对

应序列的同源性为 99%。

图 4 荧光定量 RT-PCR 的 Cdc42 基因和

18srRNA 片段扩增的引物筛选

18s:为引物 18ss /18sa 扩增的内参基因片段; 1 ～ 5:分别表示

5 对 引 物 QPS1 /QPA1、QPS2 /QPA2、QPS3 /QPA3、 QPS4 /

QPA4、QPS5 /QPA5 扩增 Cdc42 基因的目的片段;M:为 100 bp

Mark 片段;M 为 100 bp DNA Marker。

筛选获得扩增目标基因和内参基因片段的

引物 QPS3 /QPA3 和 18ss /18sa，扩 增 片 段 分 别

为 184 bp 和 186 bp，适于荧光定量 RT-PCR 要

求。
分别 以 18ss /18sa 和 QPS3 /QPA3 为 引 物，

在 55 ～ 65℃ 范 围 内 的 12 个 退 火 温 度 条 件 下，
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扩增的内参基因( 图 5) 和目标基因( 图 6) 条带

清晰，且无杂带，其中在 58℃ 时条带最清晰，为

最适退火温度。

图 5 不同退火温度下内参基因 18srRNA

的目的片段的扩增

以 18ss /18sa 引物，在 55 ～ 65℃ 退 火 梯 度 下 内 参 基 因

18 srRNA 片段的扩增结果。1 ～ 12 分别表示为 55 ～ 65℃

退 火 梯 度: 55. 0、55. 5、56. 0、57. 0、58. 0、59. 4、60. 6、

61. 8、63. 0、64. 0、64. 5、65. 0℃ ; M 为 100 bp DNA

Marker。( 图 6 同)

图 6 不同退火温度下 Cdc42 基因片段的扩增结果

以 QPS3 /QPA3 为引 物，在 55 ～ 65℃ 退 火 梯 度 下 Cdc42 基 因

片段的扩增结果。

2. 2. 2 不同龄期两型蚜虫整虫 Cdc42 基 因 荧

光定量熔解曲线 麦长管蚜有翅和无翅型不同

组织部位的荧光定量 RT-PCR 熔解曲线如图 7
所示，18srRNA 和 Cdc42 基 因 的 熔 解 曲 线 均 为

单一峰。通 过 Ct 数 值 用 2 － △△Ct
处 理 后 获 得

Cdc42 基因的相对表达。
2. 2. 3 同型蚜虫不同组织部位的 Cdc42 基 因

表达量 在相同龄期的无翅蚜中( 图 8 ∶ A) ，头

部 Cdc42 的表达量明显高于胸部和腹部 ( 去伪

胚胎) ，可达 3 倍以上，头部、胸部、腹部的表达

量随着龄期的增长呈递减趋势;伪胚胎的表达

量最高，可达胸部和腹部 3. 5 ～ 12 倍，且随着龄

期的增长表达量呈递增趋势。
在相同龄期的有翅蚜中 ( 图 8 ∶ B) ，胸部的

表达量 明 显 高 于 头 部 和 腹 部 ( 去 伪 胚 胎 ) ，头

部、胸部、腹部的相对表达量随着龄期的递增呈

递减趋势;伪胚胎的表达量也很高，随龄期增长

呈递增趋势。
由此 可 见，应 用 原 位 杂 交 和 荧 光 定 量 RT-

PCR 方法能检测到 Cdc42 基因在麦长管蚜有翅

和无翅两型的不同发育阶段、不同组织部位都

能表达，而且能精确确定表达量的差 异。研 究

结果表明有、无翅蚜中表达量存在差异;相同龄

期同一组织部位的两型蚜 Cdc42 表达量有翅型

高于无翅型;有翅若蚜高于成蚜期;有翅型的头

部和胸部 Cdc42 基因的 表 达 水 平 远 高 于 腹 部，

且伪胚胎就检测到。因此原位杂交和荧光定量

RT-PCR 方法可用于蚜虫等微型昆虫基因的定

位和定量研究。

3 结论与讨论

Cdc42 属于小 G 蛋 白 质 RhoGTP 酶 家 族 中

一类结构和功能相对保守的蛋白，它们之间的

氨基酸同源性在 75% ～ 100%。Cdc42 像一个开

关，对外源和内源信号发生响应 并 能 够 传 递 信

号、激活生物途径的下游分子，能将信号传递到

肌动 蛋 白 细 胞 骨 架
［8］。小 G 蛋 白 Cdc42 具 有

GTP 酶活性，能够通过不同的效应器调控许多生

物过程，调控肌动蛋白的重组、细胞极性的形成

和细胞的增殖及 JNK /MAPKA 途径等
［9］。在对

果蝇的研究过程中发现 Cdc42 参与调节肌动蛋

白的分布和功能
［10］，在 Marcus 提出的果蝇翅脉

发育新模型中，Cdc42 与 Jun-N-端激酶信号途径

调控第一阶段决定着翅脉的数量和位置
［11］。

原位杂交( ISH) 技术采用特异性探针在组

织切片与细胞内特定的基因进行分子杂交，从

形态学角度对组织细胞内某特定基因通过光镜

进行时 空 表 达 研 究
［12］，该 技 术 使 用 Digoxin 标

记探针，具有高敏感性和特异性、操作 简 便、无

同位素 污 染 等 优 点。从 基 因 定 位 的 准 确 性 来

看，原位杂交方法可以将基因定位在某一染色

的特定区段上，这是其他方法无法比 拟 的。因

此，原位杂交是目前比较理想的一种基因定位

法，被广泛应用。例如，Yerle 等将猪 LHCGR 基

因 定 位 在3 q22 ～ q23［13］。本 实 验 针 对 麦 长 管
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图 1 原位杂交探针的检测( × 400)

A:特异性染色的组织切片;B:阴性对照

图 2 有翅和无翅成蚜的特异染色( × 400)

A:有翅成蚜;B:无翅成蚜;图中的箭头所示为被特异染色的部位
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图 7 麦长管蚜有翅成蚜与无翅成蚜不同组织部位实时荧光定量 RT-PCR 熔解曲线

E1，E2:18 sRNA;F1，F2:Cdc42;G1:有翅蚜整虫的 18 sRNA 和 Cdc42，G2:无翅蚜整虫的 18 sRNA 和 Cdc42;

H1:有翅蚜头部的 18 sRNA 和 Cdc42;H2:无翅蚜头部的 18 sRNA 和 Cdc42;I1:有翅蚜胸部的 18 sRNA

和 Cdc42;I2:无翅蚜胸部的 18 sRNA 和 Cdc42;J1:有翅蚜腹部的 18 sRNA 和 Cdc42;J2:无翅蚜腹部的 18 sRNA 和 Cdc42。
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图 8 不同龄期麦长管蚜 Cdc42 相对表达量比较

A:无翅;B:有翅

蚜 Cdc42 基因的 mRNA，设 计 特 异 性 的 多 相 寡

核苷酸探针序列，再经地高辛标记。由 于 采 用

多相寡核苷酸探针和高敏感标记技术，并配合

使用敏感性加强型的原位检测方法，具有敏感

性特别高，背景清晰，结果准确可靠，能 够 明 确

Cdc42 基因在 麦 长 管 蚜 中 的 组 织 定 位:有 翅 蚜

的胸部几乎全部被特异性着色，而无翅蚜的胸

部没有特异着色点，说明该基因在有翅蚜的胸

部特异表达，这是因为胸部是翅的位置所在;有

翅 蚜 和 无 翅 蚜 的 头 部 和 腹 部 均 有 特 异 性 着 色

点，头部的着色点集中在两复眼之间，这是因为

头部是细胞信号传导的中枢，分布着接受来自

体内外信息的重要感觉器官;腹部的着色点几

乎全集中在伪胚胎。由此初步推断，蚜 虫 翅 的

分化可能从伪胚胎开始。

实时荧光定 量 RFPCR 技 术 是 目 前 核 酸 定

量较为准确的方法，具有效率高、灵敏 度 大、可

实现高通量及进行多重 PCR 等优点，已在多个

领域得到相当广泛的应用，如基因组 DNA 的定

量、基因表 达 的 研 究、基 因 芯 片 分 析 结 果 的 复

证、转 基 因 品 种 中 外 源 基 因 拷 贝 数 的 检 测

等
［14，15］。

为了进一步明确 Cdc42 基因在麦长管蚜中

转录水平表达的情况，应用实时荧光定量 PCR
技术对 该 基 因 进 行 相 对 表 达 量 的 确 定。通 过

Ct 数值 用 2 － △△Ct
处 理 后 获 得 Cdc42 基 因 的 相

对表达量为:在各龄期的有翅及无翅蚜中，头部

Cdc42 的表达 量 很 高，在 无 翅 蚜 中 高 于 胸 部 和

腹部( 去伪胚胎)3 倍以上;在相同龄期的有、无
翅蚜中，有翅蚜胸部的表达量明显高于无翅蚜;

伪胚胎的表达量很高，可达腹部 3. 5 ～ 12 倍，且

随着龄期的增长表达量呈递增趋势。由 此，进

一步推断翅型的分化可能从伪胚胎开始，且在

翅型的分化和发育过程中起到正调控作用。
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通过原位杂交技术能够明确该基因在麦长

管蚜中的组 织 定 位;实 时 荧 光 定 量 RT-PCR 能

够确定该基因在麦长管蚜不同龄期和不同组织

中相对表达量，初步检测出该基因的表达差异。
研究结果为进一步精确比较有翅和无翅蚜的该

基因表达的差异，以及该基因与蚜虫翅型分化

的关系奠定有效分子检测技术，也为建立微型

昆虫基因的准确组织定位和定量分析方法奠定

基础。
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