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松墨天牛成虫标本保存及其 DNA提取质量比较*
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摘 要 【目的】 探讨适合 DNA 提取的天牛成虫标本保存方法。【方法】 采用 SDS-蛋白酶 K消化法对
液氮中冷冻保存、无水乙醇－20℃冷冻保存、无水乙醇室温保存和干标本室温保存且保存时间在 2年以上
的松墨天牛 Monochamus alternates Hope成虫标本基因组 DNA进行提取，并对不同保存方式提取的 DNA样
本进行了质量比较和分析。【结果】 在上述常见的松墨天牛成虫标本 4种保存方式中，以液氮中冷冻保存效
果最佳，其次为无水乙醇－20℃冷冻保存，插针干标本室温保藏效果最差。利用昆虫线粒体基因COⅠ和COⅡ
的通用引物从上述 DNA中均能够成功扩增出目的片段，测序结果证实扩增片段符合预期。【结论】 液氮和
无水乙醇－20℃冷冻保存适合松墨天牛成虫标本长期保存，且不影响后续的 PCR扩增和测序。
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Comparison of the quality of genomic DNA extracted from adult
specimens ofMonochamus alternatus preserved by different methods
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Abstract [Objectives] To find which method of preserving Monochamus alternatus specimens produced the best quality

genomic DNA. [Methods] Genomic DNA from Monochamus alternatus adults that had been preserved using different

methods (liquid nitrogen, 100% ethanol at 20℃, 100% ethanol at room temperature and museum specimens) for more than 2 years,

was extracted using the SDS-proteinase K method and the quality of the extracted genomic DNA compared. [Results] The best
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quality genomic DNA was obtained from specimens that had been stored in liquid nitrogen, and the next best from those that

had been preserved in 100% ethanol at 20℃. [Conclusion] The best quality DNA was extracted from specimens that had

been frozen in liquid nitrogen or preserved in 100% ethanol at 20℃ . The DNA samples obtained from such specimens are

suitable for PCR amplification and sequencing.

Key words Monochamus alternates, longicorn adult, DNA extraction, preservation methods

松墨天牛 Monochamus alternatus Hope，曾
用名为松褐天牛，属鞘翅目 Coleoptera，天牛科
Cerambycidae，沟胫天牛亚科 Lamiinae，墨天牛
属 Monochamus，是我国松树上的重要蛀干害虫
（萧刚柔，1992；孙飞等，2010）。松墨天牛除
通过直接取食为害导致松树衰弱甚至死亡外，同

时又是松树毁灭性病害松材线虫病（Pine wilt
disease，PWD）的主要媒介昆虫，能有效传播松
材线虫病的致病原松材线虫 Bursaphelenchu
xylophilus（Steiner and Buhrer 1934）（Nickle
1970）而导致松树的大面积死亡（Kobayashi
et al.，1984；Mamiya，1988；杨宝君等，2003；
Akbulut et al.，2012；柳建定等，2012），已成为
我国为害最严重的生物灾害之一，给林业造成重

大的生态灾难和巨大经济损失。

有效控制松墨天牛种群数量，切断松材线

虫、媒介昆虫和松树三者之间侵染循环已成为当

前防治松材线虫病的主要策略（王四宝等，2003；
宁眺等，2004；Togashi，2008；Akbulut and
Stamps，2012；杨忠岐等，2012）。随着对松墨
天牛研究的深入，从 DNA水平上研究松墨天牛
的系统发育和遗传进化，以及开展重要基因的功

能研究等逐渐成为研究中的新热点（Kawai
et al.，2006；Shoda-Kagaya，2007；Song et al.，
2008）。然而，如何妥善保存野外采集到的松墨
天牛样本，提取高质量的基因组 DNA是开展上
述工作的基础，基因组 DNA 提取质量的优劣与
下游实验的成功与否密切相关。目前对松墨天牛

标本的保存研究主要集中在幼虫，松墨天牛成虫

体壁坚硬，透水和透气性较差，其室内保存和

DNA提取相对较为困难，目前有关这方面的研
究鲜有报道。本文通过对松墨天牛成虫室内常见

的几种保存方式及其对 DNA提取质量的影响进
行比较研究，以期为今后深入开展松墨天牛的分

子系统学及其他分子生物学研究提供借鉴。

1 材料与方法

1.1 供试昆虫及处理

松墨天牛成虫为 2008年 7月采集于浙江省
杭州市余杭区（表 1），活体带回实验室后分别
按以下 4种方式进行保存：①液氮冷冻保存；②
无水乙醇－20℃冷冻保存；③无水乙醇室温保
存；④插针干标本保存。

在提取松墨天牛成虫基因组 DNA时，先按
照下述方式对标本进行预处理：①液氮冷冻保

存、无水乙醇－20℃保存和无水乙醇室温保存的
松墨天牛成虫标本先用双蒸水漂洗，然后用双蒸

水侵泡 24 h后冲洗晾干；②插针干标本保存的
松墨天牛放在 STE 缓冲液(0.1 mol/ L NaCl，10
mmol/ L Tris-Cl pH 8.0，1 mmol/ L EDTA pH 8.0)
中侵泡 24 h后用双蒸水冲洗后晾干。

1.2 样本基因组 DNA提取

松墨天牛成虫标本基因组 DNA提取方法在

参照Wheeler等（1993）的基础上略有改进，每
种保存方式的样本重复提取 5次，具体操作方法
如下：①用灭菌剪刀剖开预处理后的松墨天牛成

虫胸部，用镊子取胸部肌肉置于提前遇冷的研钵

表 1 松墨天牛成虫标本采集与保存

Table 1 The situation of Monochamus alternatus adult samples
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保存方式

Preservation methods
保存虫态

Insects development
采集地点

Locality site
采集时间

Collection date
DNA提取时间
Extraction date

液氮冷冻保存 成虫 浙江杭州 2010.7 2012.9

Liquid nitrogen Adult Hangzhou,
Zhejiang

无水乙醇－20℃保存 成虫 浙江杭州 2010.7 2012.9

100% ethanol at－20℃ Adult Hangzhou,
Zhejiang

无水乙醇室温保存 成虫 浙江杭州 2010.7 2012.9

100% ethanol at room temperature Adult Hangzhou,
Zhejiang

干标本室温保存 成虫 浙江杭州 2010.7 2012.9

Museum specimens at room temperature Adult Hangzhou,
Zhejiang

中，加入液氮后研磨至粉末状。②快速称取研磨

后的样品 100 mg于 1.5 mL离心管中，然后加入
1 mL SDS 消化液(20 mmol/L Tris-HCl，pH 7.4；
20 mmol/L EDTA，pH 8.0；0.5% SDS) 在漩涡振
荡器上充分震荡，再加入 30 μL浓度为 20 mg/mL
的蛋白酶 K，充分摇匀后将混合液置于 65℃的水
浴锅中消化 12 h。③12 000 r/ m离心 10 min，取
上清，加入酚和氯仿/异戊醇（24︰1）各 0.5 mL，
充分混匀，12 000 r/min 离心 10 min，取上清，
并重复此步骤 2 次。④加入 1 mL 氯仿/异戊醇
（24︰1），充分混匀后 12 000 r/m 离心 10 min，
取上清；加入 2倍体积的无水乙醇和 1/10 体积
3 mol/ L 的醋酸钠（pH 5.2)充分混匀后置于
20℃冰箱中 2 h。⑤12 000 r/m 离心 10 min，
弃水相，70%乙醇洗涤沉淀 2 次，倒掉乙醇后
风干，将沉淀物溶于 20 μL TE中（pH 8.0），并
加入 RNaseA 进行消化，然后放入－20℃冰箱
中保存备用。

1.3 基因组 DNA纯度及质量浓度检测

每 个 样 品 取 2 μL DNA 溶 解 液 在
NanoDrop2000 超微量分光光度计（ Thermo

Fisher Scientific 公司，美国）测定波长 260 和
280 nm 的光吸收值（OD），并自动计算 OD260

/OD280 的比值以及相应的质量浓度值，比较不

同保存条件下提取样品 DNA的浓度和纯度。一
般情况下，OD260/OD280比值低于 1.6时，认为提
取的样品中存在蛋白质或酚污染；其比值若高于

1.9，则认为样品中存在有 RNA污染。

1.4 基因组 DNA琼脂糖凝胶电泳检测

取 5 μL DNA 溶解液于 0.8%的琼脂糖凝胶
上电泳，用凝胶成像系统（Syngene G:BOX，英
国）拍照并保存试验结果。

1.5 目标 DNA扩增及测序

利用文献报道的通用引物扩增松墨天牛的

线粒体 DNA细胞色素 c氧化酶亚基Ⅰ基因和Ⅱ
基因（mtDNA COⅠ和 mtDNA COⅡ），扩增 CO
Ⅰ基因的上游引物为 J-1718：5′-GGAGGATT
TGGAAATTGATTAGTTCC-3 ′，下游引物为 N-
2191：5 ′-CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTT
C-3 ′，扩增片段大小为 504 bp左右；扩增 COⅡ
基因的上游引物为 0-tleu： 5′-TAGTGCAATG
GATITAAACC-3 ′，下游引物 0-tlys：5′-GTTTAA
GAGACCAGTACTTC-3 ′（Wheeler et al.，1993；
Kim et al.，1999），扩增片段大小为 750 bp 左
右。 PCR 反应总体积为 50 μL，包含 2×Taq
MasterMix 25 μL，正反引物各 2 μL，ddH2O 19
μL，DNA 模板 2 μL。PCR 扩增程序为：95℃
预变性 5 min，然后进行 35个循环，94℃ 30 s，
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COⅠ基因退火温度 53℃ 1 min，COⅡ基因退
火温度 48℃ 1 min，72℃ 延伸 90 s。循环结束
后 72℃ 延伸 7 min。所有扩增引物由北京赛百
盛基因技术有限公司合成，2×Taq MasterMix 购
自北京康为世纪生物科技有限公司，PCR 扩增
产物测序由北京三博远志生物技术有限公司完

成，测序结果与网上比对以确定扩增结果是否

为目标片段。

2 结果与分析

2.1 DNA浓度与纯度比较

利用 NanoDrop2000超微量分光光度计检测
每个提取样本基因组 DNA 的 OD260和 OD280，

并统计相应的 OD260/OD280 的比值以及其质量浓

度值（表 2）。实验结果表明，在松墨天牛成虫 4
种常见的保存方式中，以液氮中冷冻保存标本提

取的基因组 DNA浓度最高（331 μg/mL），其次
为无水乙醇－20℃保存（260 μg/mL）和无水乙
醇室温保存（123 μg/mL），插针干标本室温保存
方式提取的 DNA浓度最低（43 μg/mL），4种不
同保存方式提取的基因组 DNA 浓度经 Duncan
氏多重比较后差异均极显著（P＜0.01）。此外，
松墨天牛成虫 4 种保存方式中提取的基因组
DNA 样品 OD260/OD280值均在 1.6～1.9 之间，
DNA纯度达到要求，属于高质量的 DNA。

2.2 DNA琼脂糖凝胶电泳检测

松墨天牛成虫 4 种不同保存方式提取的基

表 2 不同保存方式下样品基因组 DNA纯度与浓度检测
Table 2 The purity and concentration of DNA samples obtained with different preservation methods

标本保存方式
Preservation methods of samples

OD260

Absorbance with
260 nm

OD280

Absorbance
with 280 nm

OD260/OD280

Ration of
absorbance

DNA浓度
（μg/mL）
Concentration

液氮冷冻保存 6.62 ± 0.45 3.62 ± 0.06 1.85 ± 0.07 331 ± 11.91 d

Liquid nitrogen

无水乙醇－20℃保存 5.20 ± 0.14 2.83 ± 0.04 1.83 ± 0.06 260 ± 7.98 c

100% ethanol at－20℃

无水乙醇室温保存 2.46 ± 0.15 1.34 ± 0.06 1.83 ± 0.08 123 ± 8.33 b

100% ethanol at room temperature

插针干标本室温保存 0.86 ± 0.20 0.50 ± 0.03 1.69 ± 0.04 43 ± 9.91 a

Museum specimens at room temperature

表中数据为 5次重复的平均值±标准差(mean ± SD)，样品浓度列数据后不同字母表示各处理经 Duncan’s新复极差法进
行多重比较后，在 P＜0.01水平上差异显著。
Values in the table are mean of five observations ± standard deviation, and values within concentration column followed by
different letters are significantly different at 0.01 by Duncan’s multiple range test.

因组DNA经 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测结果见图
1。结果显示，所有保存方式的样品均可获得一
定量的基因组 DNA，但不同保存方式提取的
DNA质量存在较大差异。从图 1可以看出，其
质量顺序依次为：液氮冷冻保存>无水乙醇20℃
保存>无水乙醇室温保存>插针干标本室温保存。

在 4种保存方式中，插针干标本室温保存的样品
DNA降解严重，电泳条带微弱且扩散现象较为
明显。

2.3 目标基因扩增与测序

分别以提取 4 种保存方式松墨天牛成虫基
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因组 DNA为模板，利用合成的通用引物对松墨

天牛线粒 DNA的 COⅠ和 COⅡ基因的保守区域

进行 PCR扩增，扩增预期片段大小依次为 504 bp

和 750 bp。PCR扩增结果经琼脂糖凝胶电泳检测

结果如图 2和图 3，在 500 bp 和 750 bp处各有

一条明显的目标亮带，片段大小符合预期。为进

一步验证扩增结果是否为目标片段，对松墨天牛

线粒 DNA 的 COⅠ和 COⅡ基因的 PCR扩增结

果直接送交北京三博远志生物技术有限公司进

行 DNA测序，测序结果经 GenBank比对证实扩
增片段为目标片段。

图 1 不同方法保存的松墨天牛成虫基因组

DNA的电泳图谱
Fig. 1 Agarose gel electrophoresis pattern of

genomic DNA from longicorn adults in
different preservation methods

1：无水乙醇  20℃保存 Samples preserved in 100%
ethanol under  20℃ ; 2：插针干标本保存 Museum
specimen longicorn beetles; 3：无水乙醇室温保存
Samples preserved in 100% ethanol under room
temperature; 4：液氮冷冻保存 Samples preserved in liquid
nitrogen.

图 2 不同方法保存松褐天牛成虫 COⅠ基因 PCR扩增

电泳检测图谱

Fig. 2 PCR amplification of COⅠgene inMonochamus
alternatus samples under different preservation methods

M: DNA marker; 1-2: 无水乙醇  20℃保存 Samples
preserved in 100% ethanol under 20℃; 3-4: 插针干标本
保存 Museum specimen longicorn beetles; 5-6: 无水乙
醇室温保存 Samples preserved in 100% ethanol under
room temperature; 7-8: 液氮冷冻保存 Samples preserved
in liquid nitrogen; 9-10: 无模板对照 No template control.

图 3 不同方法保存松褐天牛成虫 COⅡ基因 PCR扩增
电泳检测图谱

Fig. 3 PCR amplification of COⅡ gene inMonochamus
alternatus samples under different preservation methods

M: DNA marker; 1-2: 无水乙醇  20℃保存 Samples
preserved in 100% ethanol under 20℃; 3-4: 插针干标本
保存 Museum specimen longicorn beetles; 5-6: 无水乙醇
室温保存 Samples preserved in 100% ethanol under room
temperature; 7-8: 液氮冷冻保存 Samples preserved in
liquid nitrogen; 9-10: 无模板对照 No template control.

3 讨 论

DNA作为生物体重要的遗传资源，包含着
丰富的生物学信息，是生物进化史的重要记录

者，获取高质量的基因组 DNA是开展任何 DNA
下游工作的前提和基础。在活体细胞中，因 DNA
存在完善的修复机制能够确保 DNA的完整性。
当机体死亡后，DNA因缺乏修复机制易通过水
解或氧化作用等而自发地降解（庞峻峰和张亚

平，2001）。因此，研究昆虫标本的妥善保存方
法，以及基因组 DNA提取方法，阻止或延缓其
基因组 DNA的降解，对深入开展其分子生物学
研究具有重要意义。
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液氮保存（196℃）是一种能使保存的活细
胞物质代谢和生长几乎完全停止的超低温冷冻

保存方式，其保存效果虽明显优于其他 3种保存
方法，但因液氮不便于携带且具有挥发性，长时

间保存昆虫标本需要专门的设备和大量资金，保

存成本较高，从而极大限制其在昆虫标本保存中

的应用。乙醇能够迅速渗透进入昆虫组织细胞使

蛋白质凝固，致使多种水解酶失活而不损伤

DNA，从而达到保存 DNA 的目的（闫华超等，
2011）。此外，乙醇保存具有成本低，简单方便，
便于携带且保存效果较好等优点，特别适用于野

外长时间采集标本和室内保存（张德华等，

2004）。本研究通过试验证实松墨天牛成虫标本
在无水乙醇中室温和 20℃保存 2 年以上均可
提取到高质量的 DNA，且低温保藏效果优于室
温保存，该实验结论与前人研究结果吻合（张迎

春等，2002；谭亮魁和王文凯，2008；闫华超等，
2011；郑斯竹等，2012）。在本文中提及的松墨
天牛成虫 4种保存方式中，以插针干标本室温保
存效果最差，虽然其经 STE缓冲液浸泡 24 h预
处理，但最终提取的基因组 DNA 浓度仅为 43
μg/mL，远低于在液氮中（331 μg/mL）和无水乙
醇（260 μg/mL 和 123 μg/mL）中的保存结果。
造成这种结果的原因除与标本采集后的处理方

式和标本保存条件等因素有关外，干标本基因组

DNA提取方法的优化、改进和完善也是今后急
需加强研究的重要科学问题。

为从昆虫干标本中提取高质量 DNA用于后
续研究，在标本处理和保存过程中应重视下述问

题：（1）尽快处死采集到的昆虫标本。熊平等
（2010）通过研究证实人体组织细胞中 DNA含
量随死亡时间延长呈下降趋势，两者之间存在线

性关系；谭亮魁和王文凯（2008）亦通过试验证
实天牛死亡时间的长短与其基因组 DNA提取成
功与否密切相关。因此，昆虫样本采集后应尽快

将其处死，以尽可能减少其对 DNA的不利影响。
（2）选择合适的固定剂。为较好地保存标本外
形和内部分子结构，常用固定剂对野外采集的昆

虫标本进行固定处理。目前常用的固定剂主要是

甲醛和乙醇（宋伦等，2006；闫华超等，2011）。

甲醛虽具有渗透力强、固定速度快、防腐杀菌、

对标本的形态结构固定得较好等优点，但易使保

存标本的 DNA受损。研究证实甲醛在低浓度时
对 DNA的损伤主要表现为断裂，高浓度时则以
交联作用为主，并且存在 DNA-DNA 交联和
DNA-蛋白质交联两种形式，而且甲醛因其羰基
亲电性和较小的空间位阻，使其易于与核酸及蛋

白质发生交联-加合反应，从而影响蛋白酶 K对
蛋白质消化的效率，进而影响样本的 DNA 提取
质量（Kaufman et al.，2000；袭著革等，2004；
闫华超等，2011）。同时，甲醛还可对 DNA的碱
基进行甲基化等化学修饰，从而潜在影响后续的

PCR 扩增和测序等（Masuda et al.，1999）。此
外，甲醛因空气中易氧化成甲酸而对 DNA有较
强的降解作用，会对保存标本的 DNA 分子造成
严重的破坏（徐来祥等，2002；杜世章和陈立侨，
2004；季清娥等，2005；黄为等，2008；闫华超
等，2011）。因此，若保存的昆虫样本是用于 DNA
提取和开展分子生物学研究，应谨慎使用甲醛作

为标本固定剂。乙醇作为昆虫标本的固定剂已在

昆虫标本保存中广泛应用，王义权等（1999）和
季清娥等（2005）认为用含乙二胺四乙酸的乙醇
更有利于保存标本的 DNA。黄为等（2008）通
过试验证实聚乙二醇作为标本固定剂对标本

DNA的保存效果优于乙醇，并认为其可作为一
种安全便利的、可替代乙醇且有良好发展前景的

固定剂应用于生物标本的保存。（3）标本的干燥
方式。Pääbo（1989）认为，从动物死亡到标本
完全干燥时间的长短是决定该标本能够保留多

大 DNA分子最关键的因素，而与标本保存年代
无关。从生物化学角度分析，酶活动对 DNA的
保存十分不利，动物死亡后因其体内代谢停止，

导致细胞内酶系统失去调控而开始自身降解，但

酶这种自身降解作用会随着细胞内水分的丧失

逐渐减少直至停止。因此，水分存在与否、存在

时间的长短与 DNA的保存密切相关。国内学者
在对瓢虫干标本基因组提取研究中亦证实基因

组 DNA 提取效果与标本的保存年代无直接关
系，并通过试验进一步证实烘干标本在 DNA提
取效果方面明显优于自然干燥标本（张迎春和郑
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哲民，1999；张迎春等，2002）。本研究中松墨
天牛成虫插针标本采取室内自然条件阴干保存

的方法，因松墨天牛体壁坚硬，透气和透水性差，

其在室内阴干的时间较长，从而导致其 DNA部
分降解，这可能是导致该标本 DNA提取效果较
差的关键因素。（4）标本的保存方式。昆虫标本
的保存方式与其最终 DNA的提取效果亦密切相
关，在标本保存过程中应尽可能避免高温、氧化

和化学修饰等不利因素对标本 DNA的影响，采
用干燥、低温、密封等不利于标本 DNA降解的
保存方式，同时还需注意防霉与防虫。

改进和优化提取方法是提高昆虫干制标本

DNA质量的另一重要因素。目前对于昆虫干标
本 DNA的提取尚缺乏成熟的技术，试验中主要
采用蛋白酶 K消化后用酚、氯仿去除蛋白质的
抽提方法，大部分报道过的标本提取法均属于这

种或对此法稍加修改（庞峻峰和张亚平，2001）。
昆虫干制标本因体内细胞长期失水易导致 DNA
与蛋白质高度交联，而目前昆虫标本 DNA提取
过程中使用的蛋白酶K因不能水解DNA-蛋白质
交联体致使大部分 DNA 在随后的抽提过程中
随蛋白质一起被去除（Kaufman et al.，2000；庞
峻峰和张亚平，2001）。因此，寻求针对 DNA-
蛋白质交联体的裂解酶是提高干制标本 DNA提
取质量的关键因素。在尚未研发出针对干制标本

中 DNA-蛋白质交联体的高效裂解酶前，可通过
对已有提取方法优化而提高干制标本的 DNA提
取质量。（1）干制标本的预处理。在干制标本
DNA提取前，需要提前掌握该标本保存前的处
理和干燥等信息情况并采取相应的预处理措施。

朴美花等（2002）认为，在提取干标本 DNA前
让其在 STE缓冲液中浸渍数小时后再用冲洗缓
冲液冲洗是从干标本中提取基因组 DNA的重要
环节，可大大减少基因组 DNA提取过程中造成
的机械断裂及其他阻断剂，有利于保护干标本基

因组 DNA 和减轻或排除对 PCR 扩增反应的影
响。此外，研发更加高效的干制标本浸渍缓冲液，

并研究其适宜浸渍时间可能是今后改进干制标

本 DNA提取质量的有效措施之一。（2）干制标
本的提取过程。在干制标本 DNA 提取过程中，

增加裂解液体积和蛋白酶 K 浓度、延长裂解时
间、增加苯酚抽提次数等措施能够提高 DNA 样
品的纯度和产量 ( Kösel and Graeber，1994；
Díaz-Cano and Brady，1997；张国彦和翟保
平，2009)，在消化过程中加入还原剂（巯基乙
醇或二硫苏糖醇）亦可提高 DNA的得率（Pääbo，
1989)。张国彦和翟保平（2009）研究证实利用
溴化十六烷三甲基铵法（CTAB）和传统 SDS-
蛋白酶 K消化法提取样本 DNA效果显著高于传
统的 SDS-蛋白酶 K抽提方法。此外，标本的取
样部位和取样总量亦影响最终 DNA 的提取效
果。（3）干制标本 DNA性质的研究。目前对昆
虫干制标本 DNA性质的了解还远远不够，加强
该方面的研究是改进和完善其基因组 DNA提取
方法的前提。相信在不久的将来，随着对干制标

本 DNA性质研究的不断深入及各学科的密切合
作，最终会在干制标本基因组 DNA提取方法上
取得新的突破。
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