
养。这里将该饲养技术介绍给读者参考 。

1　水培法培育麦苗

1.1　种子处理

清水浸种(夏季可加少量的百菌清防止霉

变 ,一般不用加),浸种 24 h后 ,用清水将种子淘

干净 ,除去不完整的种子 ,以保证种子的发芽率。

1.2　育苗

将普通滤纸剪成直径大约为 9 cm的圆片 ,

平铺在直径9 cm 的玻璃或塑料培养皿(洗净 ,

60℃恒温烘干 ,定期灭菌)中 ,加入 6 ～ 8 mL 清

水(水量不宜过多 ,否则种子会烂掉 ,可视具体

情况适当增减水量),将事先准备好的种子均匀

的平铺在培养皿中 ,每皿大约 150 粒种子 。早

晚各往培养皿中加入 3 ～ 4 mL 水(可视具体情

况适当增减水量),1周后可 1天加 1次水 。一

般 ,在 25℃条件下 ,第 2天种子出芽;第 4天即

可接虫(见封底彩版 Ⅰ(图 1 ～ 4同):图 1)。

2　麦蚜的饲养

2.1　饲养条件

麦蚜在温度 18 ～ 25℃,相对湿度大约为

50%～ 70%,光照为 17h∶7h(日光灯)的条件下

饲养。有麦苗的培养皿放在长 67.5 cm , 宽 38

cm ,高 28.5 cm ,上下为玻璃 ,四周为100目尼龙

纱网的养虫笼中 ,阻止外界昆虫的进入饲养。

2.2　接虫与繁育

待麦苗长至第 4 天 ,如没有特殊试验要求

(例如单头饲养等),一般将新苗直接放到有虫

苗的旁边即可(图 2),麦蚜会自行爬到新苗上

进行繁育 , 一个培养皿苗上的蚜量多的可达

500头以上 ,一般也能到 300 ～ 400头(图 3);如

需进行单头饲养 ,则先对取虫部位的麦苗哈一

口气 ,麦蚜接受温热的反应 ,其口针会从麦苗组

织中拔出 ,待其爬动后 ,用毛笔从其尾部伸入腹

部下面将其挑起 ,接到新苗上 ,大约 10 d后 ,繁

育快 ,产若蚜多的(如麦禾谷缢管蚜),蚜量可达

150头以上 。麦长管蚜由于繁育慢 ,产若蚜数

少等特点 ,比其他麦蚜需要的时间长一些 ,但每

皿麦苗仍可达到 500头 。本实验室用此种方法

饲养麦蚜40多代 ,继代存活率高 ,能达到 90%

以上 ,繁殖率没有降低的现象 , 1头蚜虫(如禾

谷缢管蚜)一生可产若蚜 30头以上 。蚜虫平均

体重没有减轻的现象。

水培麦苗饲养麦蚜 ,麦苗发病率低 ,一批麦

苗可维持10 ～ 15 d左右 ,但为了给麦蚜提供优

良充足的营养 ,应及时更换补充新苗(7 d左右

更换 1次)。在此条件下饲养的麦蚜生长历期

为 5 ～ 9 d左右 ,个体大小均匀 。

利用水培麦苗饲养的麦蚜适用于喷雾 、浸

液 、药膜 、点滴等各种毒力测定方法以及其他研

究用。也可将内吸性杀虫剂加到清水中进行内

吸杀虫毒力测定 。图 4显示出麦蚜在室内大量

的饲养 。
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Abstract　To investigate chromosomes of Bactrocera dorsalis(Hendel), we performed karyotype analysis of the gonad
chromosomes and configuration observation of the salivary gland chromosomes by using an improved phenol fuchsin.
Our results show that:(a)the adult B .dorsalis has a diploid number of 12 chromosomes in the gonads with the
length continuously varying.The sex chromosomes were identified as the XX XY types;(b) In the polytene

complements of larval salivary glands , five long chromosomes (ten polytene arms) correspond to the five pairs of

autosomes in the adult.Our work thus confirms the effectiveness of the improved phenol fuchsin in studying

chromosomes of salivary glands and gonads of Bactrocera dorsalis.
Key words　Bactrocera dorsalis , the gonad , the salivary gland , chromosomes , improved phenol fuchsin

摘　要　以橘小实蝇 Bactrocera dorsalis(Hendel)性腺和唾液腺为材料 , 采取改良苯酚品红染色后压片法 ,
制备染色体标本。对橘小实蝇进行染色体组型研究和唾液腺染色体形态学的观察。结果表明:橘小实
蝇成虫性腺染色体数目为 2n=12 条 ,染色体长度基本呈连续性变化 , 其性染色体属于 XX XY型。幼虫
唾液腺染色体包含 5条较长的多线染色体 ,与成虫常染色体相对应。实验显示苯酚品红染色后压片为
制备染色体标本简单有效的方法。
关键词　橘小实蝇 , 性腺 , 唾液腺 , 染色体 , 改良苯酚品红

　　橘小实蝇 Bactrocera dorsalis (Hendel)又名

东方实蝇 、黄苍蝇 、果蛆 , 属双翅目(Diptera),

实蝇科(Tephritidae)。该虫寄主范围广 , 主要

危害番石榴 、芒果等 46个科 250多种果树 、蔬

菜和花卉 , 世界许多国家和地区把它列为重要

的危险性检疫对象 。目前 ,国内外对橘小实蝇

在形态描述 ,综合防治 ,分子遗传标记有部分

报
[ 1 ,2]
,而在染色体水平上的报道较少 。梁广勤

等采用橘小实蝇 3龄幼虫的脑组织细胞进行了

染色体的组型分析
[ 3]
。

染色体是生物遗传物质的载体 ,其结构特

征具有相对恒定性 ,可以作为生物鉴别分类的

参考依据
[ 4]
,对进一步研究染色体畸变 、分子水

平的基因定位和基因转移具有重要价值 。

双翅目幼虫唾腺细胞中具有多线化的巨大

染色体 ,其染色体复制多次而不分裂 ,染色线紧

密地结合在一个染色体结构之内 , 每个染色体

上带纹的宽窄 、数目 、疏密及排列顺序都因物种

不同而异 。每一种幼虫唾腺及其染色体都有各

自独特的形态结构 ,这种形态结构差异可为种

群分化的研究提供十分有利的条件 。

本研究对橘小实蝇成虫的性腺进行染色体

组型分析 。对 3龄幼虫的唾液腺染色体进行了

观察 ,并比较了数种制片技术 ,以期为进一步研

究该虫的遗传防治和抗药性机理奠定基础。

1　材料与方法

1.1　材料

实验所用的橘小实蝇采自暨南大学 ,利用

性引诱剂捕捉 ,于温箱饲养 。

1.2　方法

1.2.1　染色体标本制备方法:(1)性腺染色体

标本制备方法(Ⅰ):参照陈斌等的方法
[ 5]
,取羽

化时间较短 ,尚未交配的雄虫 ,解剖性腺浸泡于

0.05%的秋水仙素溶液中 8 h 后取出 ,置于

0.07mol L KCl溶液中低渗 30 min ,在甲醇:冰

乙酸=3∶1的固定液中固定 45 min。将性腺置

于载玻片加 1滴 50%冰乙酸软化后 ,盖上玻

片 ,压片使细胞分散 ,小心地移去盖玻片。载玻

片置于无尘处晾干 ,10∶1 Giemsa染液(pH=6.8

的磷酸缓冲液配制),扣染 20 min ,冲洗多余染

液晾干后 ,镜检观察。

(2)性腺染色体标本制备方法(Ⅱ):性腺于

0.07 mol L KCl溶液中低渗 20 min ,改良苯酚品

红染液(常规配法)染色 20 min ,用 1滴 45%冰

乙酸分色后压片 ,镜检观察 。

(3)唾液腺染色体标本制备方法:取肥壮的

3龄幼虫解剖唾液腺 ,0.2 mol L HCl解离 1min ,

水洗后 ,用改良苯酚品红(同上)染色 20 ～ 30

min , 加 1 滴 45%冰乙酸分色后压片 , 镜检观

察 。

1.2.2　染色体镜下观察与拍照:将制作较好的

玻片标本置于 OLYMPUS 光学显微镜下观察分

析 ,选择好的分裂相拍照(1 000×)。

1.2.3　染色体数目统计和组型分析:取性腺中
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期分裂相照片 , 进行染色体数目统计 , 依据

Levan等的标准进行组型分析。

2　结果与分析

2.1　橘小实蝇的染色体数目

橘小实蝇成虫性腺的中期分裂相染色体数

目众数值为2n=12 ,与多数实蝇类染色体的数

目一致
[ 4 ,6]
。12条以下次之 ,另见少数染色体

数目为13条。产生非众数分裂相的原因可能

有部分染色体随试剂液体漂流而丢失 ,或者染

料颗粒及杂质与染色体混淆 ,或者是计数时的

误差 。

2.2　橘小实蝇的染色体组型

染色体组型分析是在对染色体进行测量计

算的基础上 ,进行分组 、配对进行形态分析的过

程。组型分析对于探讨物种亲缘关系与进化 、

远缘杂种的鉴定都有重要意义 。

橘小实蝇完整的二倍体(2n=12)中 ,可配

对的常染色体为 5对 。同大多数双翅目昆虫一

样
[ 4 ,6 , 7]

,橘小实蝇的性染色体为 XY 型。除 Y

染色体外 ,其它染色体多为中部和近中部着丝

粒 ,无明显特殊性结构 。5 对常染色体中 ,2 对

较大 ,3对中等大小 ,从 1号到 5号递减。X染

色体较短 ,稍大于 Y染色体 。有的细胞分裂相

缺少 X染色体。Y染色体最小呈点状 ,不易看

清楚着丝粒的位置。染色体组型图见封底彩插

图版Ⅳ:图 1。

2.3　异染色质的位置

通常用 CBG 显带方法来观察染色体中异

染色质
[ 8]
。而用苯酚品红染色也可以观察到异

染色质 。位于常染色质的基因容易被 DNA 酶

接近 ,而异染色质被压缩成紧凑的结构 , 基因

不容易被 DNA酶接近
[ 9]
。未经 DNase-Ⅰ 切口

移位的染色体部位对碱性品红(苯酚品红的主

要原料)有较大的亲和力 , 形成深带。但经

DNase-Ⅰ 切口移位的染色体部位 ,失去了嗜碱

性品红的特性 ,形成 DNase-Ⅰ 敏感区特征性的

浅带
[ 10]
。故异染色质部位容易被碱性品红深

染。图1部分染色体(如 1号染色体)可以清楚

地看到染色体的着丝粒和端粒部位被苯酚品红

深染 。由于不同种类昆虫的常 ,异染色质的部

位差异很大
[ 11]
。因此异染色质的分布可以做

为物种的鉴别和研究之用。

2.4　橘小实蝇幼虫唾液腺染色体

多线染色体由 Balbiani首先在双翅目幼虫

的唾腺细胞发现 ,它存在于双翅目幼虫的组织

细胞如唾腺 、气管 、肠和马尔比基氏管 。多线染

色体来源于核内 DNA多次复制而细胞不分裂 ,

产生的子染色体并行排列且同源染色体配对紧

密联结
[ 12]
,同时 ,染色质丝长度 、数目的增加和

盘旋的染色质丝的横向分离 ,都有助于形成多

线染色体。

橘小实蝇幼虫的唾液腺染色体包含 10条

较长的多线染色体 ,与有丝分裂细胞的常染色

体对应。橘小实蝇唾液腺染色体形态特点 、带

纹见封底彩插图版Ⅳ:图 2。

染色体上带纹是物种所固有的形态特征 ,

其数目 、分布 、疏密程度等恒定且可靠 。横纹被

认为是染色小粒横向排列而成的 ,其线性排列

与基因的线性排列密切相关 ,是研究染色体的

部分缺失 、倒位 、重复 、反复 、易位等现象的标

记 。1条横纹带可以包含 1 个以上的基因 ,间

带也可能有基因定位
[ 13]
。在带和间带上 ,常染

色质和异染色质的密度和分布不同 ,可以用作

物种鉴别的标记
[ 14]
。巨大染色体多线化程度

的差异性导致相应染色体在长度 、宽度 、伸展度

与缠绕程度 、带纹可见数目 、染色性能等方面的

变化。双翅目幼虫唾腺染色体因种的不同而在

这些方面表现出差异
[ 15]
。

2.5　染色体标本制片方法的分析

2.5.1　性腺染色体标本制备的 2种方法分析:

通常昆虫的性腺染色体制片方法多为秋水仙素

处理 、低渗 、固定 、晾干后用 Giemsa 染液染色 ,

方法(Ⅰ)采用的基本是这种方法 。

分散细胞的方法一般有压片后液氮冰冻揭

片法
[ 16]
, 撕片法

[ 17]
和离心制取细胞悬液滴片

法
[ 18]
等。根据不同情况可以采取不同的方法 ,

本实验采用的是压片后揭片法。当材料数量有

限时 ,不宜采用离心法 。又该虫的性腺很小 ,用

解剖针撕片不易操作 ,镜检时看到大部分组织
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并未分开;使用解剖针操作常会因用力不当而

在载玻片上刻出划痕 ,影响观察 。压片前用 1

滴50%冰乙酸软化 ,然后盖片 ,固定住盖玻片

并严防移动 ,用玻璃瓶胶塞将性腺从中间向四

周轻轻压散 ,直到肉眼看不见有形组织为止 。

然而揭片后部分细胞沾染到盖玻片上造成损

失 ,有待改进。

图3为采用方法(Ⅰ)的照片 。可见图 4的

染色体聚缩而短粗 ,故其组型分析的效果欠佳 。

原因可能是秋水仙素的使用和载玻片的晾干处

理引起染色体收缩 ,难以显示正常的染色体形

态和精细结构
[ 19]
。

与方法(Ⅰ)相比 ,方法(Ⅱ)操作简单且效

果更好 。省去秋水仙素处理和甲醇:冰乙酸固

定液固定的步骤 ,而且压片后不用揭片就可以

直接观察 。在制片过程中使用方法(Ⅰ)的玻片

标本 ,其细胞数和分裂相数目均少于方法(Ⅱ),

原因在于方法(Ⅰ)中盖玻片的揭取会损失一部

分细胞 ,扣染和染色后的水洗又使更多的细胞

流失 。而方法(Ⅱ)保留全部组织和细胞 ,因此 ,

能够观察到较多的细胞分裂相 。

2.5.2　染液的选择:吉姆萨染液是常规的细胞

学研究染色液 ,具有广泛的用途 ,但也有其缺

陷:缓冲液的 pH 值要求严格 ,必须现配现用;

染色分化不易控制
[ 20]
。

实验证明 ,改良的苯酚品红是性腺和唾液

腺染色体的优良染色剂 ,着色力强且背景清晰 。

用此法制得的染色体具有耐保存 、高稳定性 、持

久不褪色的优点 。

本实验曾比较醋酸洋红和苯酚品红等几种

染色剂的着色力 ,结果显示苯酚品红的效果包

括染色深度
[ 21]
、清晰度 、染色体的形态更好 ,染

色体与背景的反差更大 ,染色耗时更短
[ 22]
。且

发现配好后并保存 5个月的改良苯酚品红染液

(常规配法)的着色力强于新配置的染液 。

3　小结

昆虫染色体的研究可以丰富昆虫遗传学的

理论内涵与知识体系 , 揭示昆虫的种类演替和

进化的客观规律 , 并指导害虫的遗传防治 , 也
为探明昆虫抗药性形成的机理提供新的途径 。

本研究以重要经济害虫橘小实蝇的性腺和唾液

腺染色体为材料 ,分析了橘小实蝇染色体的数

目和组型特征并展示了唾液腺多线染色体的形

态特点 ,有利于对橘小实蝇的遗传特性和抗药

性机理的进一步研究。改良苯酚品红压片法操

作简便 ,效果优良 ,是制作橘小实蝇染色体标本

较为理想的方法 ,可以更广泛地应用于其它昆

虫染色体的研究和实践中。
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