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技术与方法

一种经济高效提取实蝇基因组 DNA 的方法
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Abstract An effective method for extracting genomic DNA from individual specimens is important for the study

of molecular phylogenitics in the fruit fly. This paper presented a method for extracting genomic DNA from

individual fruit fly. The results showed that the genomic DNA could be successfully extracted from adult，larval

and pupal of fruit flies. Meanwhile，this method is also suitable for dried specimens or specimens preserved in

alcohol. Compared with traditional methods like CTAB and SDS，it is pretty simple，time saving and effective.
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摘 要 单头实蝇高质量基因组 DNA 的获得为 实 蝇 分 子 生 态 学 研 究 奠 定 了 重 要 基 础。本 文 提 出 一 种

经济高效的实蝇基因组 DNA 提取方法，该方法广泛适用于不同虫态、不同保存条件的实蝇标本，与传统

的 CTAB 法和 SDS 法相比操作简单、耗时短，得率高。
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实 蝇 是 双 翅 目 Diptera 实 蝇 科 Tephritidae

一大类昆虫的统称，由于其中部分种类如地中

海实蝇 Ceratitis capitata、昆士兰实蝇 Bactrocera
tryoni、橘小实 蝇 B. dorsalis 等 危 害 广，经 济 意

义大，长期以来一直是国内外研究的 热 点。近

些年来，随着分子生物学技术在生物学各个领

域的不断渗透，从而使得对实蝇的研究也更加

深入，如 1999 年 He 等用 EPIC 和 RFLP-PCR 相

结合的方法对美国地中海实蝇的起源进行了研

究
［1］。2001 年 Bonizzoni 等用微卫星标记 分 析

了加利福尼亚地中海实蝇的起源问题
［2］。2004

年 Gilchrist 等 通 过 26 个 微 卫 星 标 记 检 测 了

2000 ～ 2002 年 在 Adelaide 所 捕 获 的 昆 士 兰 实

蝇，对昆士兰实蝇在澳大利亚南部发生的原因

进行了分析
［3］。在国内，李文芬等采用基因芯

片的方法对地中海实蝇及其近缘种的检测进行

了研究
［4］。而 这 些 研 究 的 开 展 都 离 不 开 高 质

量基因组的提取这一前提。纵观国内外进行实

蝇分子生物学研究方面的文章发现，大多数的

研究者倾向于使用试剂盒来进行实蝇基因组提

取，少部分使用其他方法。对于标本数 量 不 多

的定性类研究，试剂盒不失为一种可行的方法。
但是对于标本数量很大的分子生态学研究，试

剂盒显然过于昂贵。并且还存在着因实蝇个体

小，有些稀有种类难于获得新鲜标本等一系列

问题。为了能更好更深入地开展实蝇分子生物

学相关研究，解决基因组提取这一瓶颈，本文就

DNA 提取所存在的问题进行了全方位的探讨，
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旨在提出一种省时、高效、经济的方法。

1 材料和方法

1. 1 材料

橘小实蝇幼虫和蛹为无水乙醇浸泡 － 20℃
保存 1 年 的 标 本。2008 年 采 集 的 橘 小 实 蝇 成

虫一部分用无水乙醇 － 20℃ 保存，一 部 分 自 然

干燥，室温下保存于标本盒中。
1. 2 试剂

所 用 PCR 试 剂 ( Taq 酶，dNTPs，10 ×
buffer) ，D2000Marker 购 自 天 根 生 物 工 程 公 司。
蛋白酶 K 购自 Merck KgaA 公司。引物为大连

宝生 物 公 司 合 成。Tris Base、SDS、EDTA 均 为

sigma 公司出品，其余试剂为国产分析纯。
1. 3 方法

1. 3. 1 基因组提取 参考 分 子 克 隆 所 述 提 取

哺乳动物 DNA 方法，并经改进
［5］。具体步骤如

下:

(1) 把单 头 虫 放 入 2. 0 mL EP 管 中，加 入

液氮用塑料研杆彻底研磨。
(2) 加 入 600 μL 裂 解 缓 冲 液 (10 mmol /L

Tris-HCl pH 8. 0，1 mmol /L EDTA pH 8. 0，

0. 1% SDS)。
(3) 向 裂 解 液 中 加 入 3 μL 蛋 白 酶 K (20

mg /mL) ，混匀后于 55℃ 水浴 2 h。
(4) 消化液置 4℃ 预冷后，加入 200 μL 醋

酸钾溶液(60 mL 5 mol /L 醋 酸 钾，11. 5 mL 冰

醋酸，28. 5 mL 水) ，振荡混合。
(5)12 000 r /min 离心 15 min，转移上清到

新 EP 管，加入等体积异丙醇，充分混合，12 000
r /min 离心 15 min。

(6) 小心 倾 倒 上 清，加 入 70% 乙 醇 清 洗 2
次，干 燥 后 加 入 40 μL TE ( 内 含 20 μg /mL
RnaseA) ，放入 37℃ 温箱 30 min，取出后 － 20℃
保存。

CTAB 法 参 考 张 迎 春 等 改 进 的 DNA 提 取

方法
［6］，干标本法参考朴美花等提出的膜翅目

昆虫干标一基因组提取方法
［7］。

1. 3. 2 PCR 反应 反应体系为:50 μL 体积，

50 ng 模板 DNA，0. 5 μL 2. 5U Taq 酶，5 μL 10

× buffer，2 μL 10 mmol /L Primers，4 μL 2. 5
mmol /L dNTPs。 PCR 反 应 在 eppendorf
mastercycle gradient thermal cycler 上进行。

引 物: 采 用 mtDNA COⅠ 基 因 的 一 段 序

列
［8］

正向引物 UEA7
(5′TACAGTTGGAATAGACGTTGATAC3′)
反向引物 UEA10
(5′TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA3′)
扩 增 条 件: 94℃ 5 min，95℃ 40 s，48℃

30 s，72℃ 1 min，30 个循环，72℃ 延伸 7 min。
目标产物片断长度约为 700 bp。
从反 应 混 合 液 中 取 出 5 μL 扩 增 产 物 用

1. 5% Agarose 电泳分析。
各部分实验均设 5 个平行样并重复 3 次。

2 结果

2. 1 不同虫态

2. 1. 1 基 因 组 DNA 电 泳 结 果 采 用 本 文 叙

述的 DNA 提 取 方 法 分 别 提 取 了 实 蝇 成 虫、幼

虫、蛹 的 基 因 组 DNA，可 以 看 到 均 有 较 亮 的 带

( 图 1)。说 明 该 方 法 适 用 于 不 同 虫 态 基 因 组

DNA 的提取。

图 1 不同虫态基因组 DNA 电泳结果

1: 成虫 2: 幼虫 3: 蛹

2. 1. 2 PCR 电泳结果 用上文所提取的基因

组 DNA 为模板进行 COⅠ基因部分片断的 PCR
反应，可以看到均有较亮的目的条带( 图 2) ，说

明用该方法提取的基因组 DNA 适用于以 PCR
反应为基础的一系列后续实验。
2. 2 不同保存条件

2. 2. 1 基 因 组 DNA 电 泳 结 果 用 本 文 DNA
提取方法提取了橘小实蝇成虫自然干燥标本和
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图 2 不同虫态 PCR 电泳结果

1: 成虫 2: 幼虫 3: 蛹 M: Marker D2000

酒精保存标本。可看到 2 种保存条件下的标本

都能提取出质量较好的 DNA，但酒精保存标本

DNA 质量优于自然干燥标本( 图 3)。

图 3 不同保存条件基因组 DNA 电泳结果

1: 酒精浸泡标本 2: 自然干燥标本

2. 2. 2 PCR 电 泳 结 果 图 4 中，用 上 文 所 提

取的 DNA 为 模 板 进 行 COⅠ 基 因 部 分 片 断 的

PCR 反应，均能很好地扩增出目的条带( 图 4)。

图 4 不同保存条件 PCR 电泳结果

1: 酒精浸泡标本 2: 自然干燥标本

M: Marker D2000

2. 3 不同方法

2. 3. 1 CTAB 法 ( 1 ) 基 因 组 DNA 电 泳 结

果:采用 CTAB 法 与 本 试 验 所 采 用 的 方 法 同 时

进行基因组 DNA 提取，所用材料橘小实蝇成虫

均是无水乙醇 － 20℃ 保存 1 年的标本。从图 5
中可 以 看 出 用 本 试 验 方 法 所 提 取 的 基 因 组

DNA 不论是完整性还是量上都优于 CTAB 法。

图 5 不同方法基因组 DNA 电泳结果

1: CTAB 法 2:本试验方法

(2)PCR 电 泳 结 果 以 上 述 基 因 组 DNA
为模板进行 COⅠ基因部分片断 PCR，结果显示

2 种方法均能获得高质量的目的条带( 图 6)。

图 6 不同方法 PCR 电泳结果

1: CTAB 法 2: 本试验方法 M: Marker D2000

2. 3. 2 干标本提取法 (1) 基因组 DNA 提取

采用膜翅目昆虫干标本基因组提取方法和本文

所提出的方法同时进行基因组 DNA 提取，所用

材料为 2008 年采集的橘小实 蝇 成 虫 自 然 干 燥

标本。从图 7 中可以看出，本实验方 法 所 提 取

的基因组 DNA 完整性更好。
(2)PCR 电 泳 结 果 COⅠ 基 因 部 分 片 断

PCR 结果显示 2 种方法都能扩增出高质量的目

的条带( 图 8)。

3 结论与讨论

从结果可以看出本试验所用方法适用于不

同虫态，不同保藏条件下单头实蝇基因组 DNA
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图 7 不同方法基因组 DNA 电泳结果

1: 本试验方法 2: 干标本法

图 8 不同方法 PCR 电泳图

1: 本实验方法 2: 干标本法 M: Marker D2000

的提取，且 DNA 的量和完整性都能达到后续试

验的要求。与 CTAB 法 相 比 较 而 言，因 为 省 去

了酚仿抽提这一繁琐步骤，不仅减轻了有机溶

剂对实验 人 员 健 康 的 损 害、降 低 了 成 本，而 且

DNA 的提取 量 和 完 整 性 都 得 到 了 提 高。同 时

当进行种群遗传多样性研究时，由于需要进行

大规模基因组 DNA 的提取，使用该方法不仅大

大节约了人力物力，也可使研究的工作效率得

到很大提高。与膜翅目干标本提取法 相 比 较，

保存期在 1 年以内的干标本，不论是本文所用

方法还是膜翅目干标本法均能获得 DNA，但显

然本文方法更省时省力。同时也可看到保存标

本最好用无水乙醇浸泡低温冻存，这也和张迎

春等的结果一致
［6］。本文所介 绍 的 DNA 提 取

方法在其他昆虫中有过类似研究，如石晶等比

较过不同方法对蚧虫 DNA 提取的效果，其中的

醋 酸 钾 法 和 氯 化 钠 法 与 本 试 验 方 法 同 属 盐 析

法
［9］，但技术路线与本方法有较大差异。若单

从 操 作 步 骤 上 来 说 本 试 验 方 法 要 更 为 简 便 省

时。作者实验室采用本方法成功提取了长蠹科

和豆象科害虫基因组 DNA，但本方法的适应性

有多广，还有待进一步研究。尽管如此，本方法

还不失为一种简单、高效、低成本、适用 性 好 的

昆虫基因组 DNA 提取方法。
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