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橘小实蝇无菌品系的构建方法* 
谢俊飞 1**  何文峰 2  邱  敏 2  舒浩然 3  林嘉欣 2  刘磊磊 1*** 

（1. 武汉生物工程学院生命科学与技术学院，武汉 430415；2. 华中农业大学植物科学技术学院，武汉 430070； 

3. 湖北工业大学生命科学与健康工程学院，武汉 430068） 

摘  要  【目的】 建立橘小实蝇 Bactrocera dorsalis 无菌品系的标准化培育方法，为探究其肠道微生物与

宿主之间的互作关系提供有力的技术支撑。【方法】 操作流程包括环境控制、材料灭菌、胚胎脱菌和无

菌培养四个环节。利用平板涂布结合细菌 16S rDNA 和真菌 ITS1 区 PCR 扩增与电泳检测，综合评价无菌

培育效果。【结果】 脱菌后的卵可稳定发育至蛹期。平板涂布培养及分子检测（16S rDNA 与 ITS1 区 PCR

扩增电泳）结果一致表明，所获幼虫体内外均无外源微生物污染。【结论】 本研究通过优化操作流程与

环境控制，建立了稳定、可重复的橘小实蝇无菌品系培育体系，可为肠道共生菌等功能研究提供标准化的

实验模型。 

关键词  橘小实蝇；肠道微生物；无菌培养，品系构建 

Method for constructing axenic strain of Bactrocera dorsalis 

XIE Jun-Fei1**  HE Wen-Feng2  QIU Min2  SHU Hao-Ran3   
LIN Jia-Xin2  LIU Lei-Lei1*** 

(1. School of Life Sciences and Technology, Wuhan University of Bioengineering, Wuhan 430415, China; 

 2. College of Plant Science and Technology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China;  

3. School of Life and Health Sciences, Hubei University of Technology, Wuhan 430068, China) 

Abstract  [Aim]  To establish a standardized method for cultivating germ-free strains of Bactrocera dorsalis, providing 

robust technical support for investigating the interactions between gut microbiota and host. [Methods]  The operational 

procedure comprised four key steps: Environmental control, material sterilization, embryo surface sterilization, and axenic 

cultivation. The effectiveness of the axenic rearing was comprehensively evaluated using plate culture combined with PCR 

amplification and electrophoretic detection of bacterial 16S rDNA and fungal ITS1 regions. [Results]  Following the above 

procedure, surface-sterilized embryos consistently developed to the pupal stage. Both plate culture and molecular detection 

(PCR amplification and electrophoresis of 16S rDNA and ITS1 regions) yielded consistent results, indicating no detectable 

exogenous microbial contamination inside or outside the obtained larvae. [Conclusion]  By optimizing operational 

procedures and environmental controls, this study established a stable and reproducible system for cultivating axenic strain of 

B. dorsalis, providing a standardized experimental model for functional studies on gut symbionts and other aspects. 

Key words  Bactrocera dorsalis; gut microbiota; axenic cultivation; strain establishment 

据估计，人类肠道中的微生物数量约是细胞

总数的 10 倍，其编码基因数量可达动物基因的

100 倍（Valdes et al.，2018）。随着科学家对肠

道共生菌功能研究的深入，其在宿主代谢、免疫

调节和行为调控等多方面的功能逐渐被揭示，因

而被视作一个虚拟的“功能器官”。与哺乳动物
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类似，昆虫肠道内寄居着大量的共生微生物，主

要包括细菌、真菌、原生动物、病毒和古菌等，

广泛参与宿主的营养吸收、能量代谢、免疫、繁

殖和抗药性等生理过程 （Jang and Kikuchi，

2020；Schretter，2020；Wang et al.，2020）。一

方面，肠道可以为微生物定植与繁殖提供一个相

对稳定的内环境；另一方面，共生菌的代谢产物

也为宿主的生长发育和繁殖提供了必要的微量

因子。这种互惠互利的关系共同塑造了共生菌独

特的生物学特性（Rajagopal，2009；Jang and 

Kikuchi，2020）。 

昆虫与微生物的互作关系研究，一直是昆虫

学研究的热门领域之一。阐明宿主与肠道微生物

之间的关系及其互作机制，不仅有助于开发新的

微生物源生物制剂产品，也可为害虫防治提供重

要理论依据。例如，从中华按蚊 Anopheles 

stephens 卵巢内分离得到的可跨代传播的粘质沙

雷氏菌 Serratia marcescens，经工程化改造后能

在多种按蚊肠道内高效抑制或杀灭疟原虫，从而

在源头上切断疟疾的传播（Wang et al.，2017）。

类似地，自冈比亚按蚊 Anopheles gambiae 肠道

中分离的粘质沙雷氏菌，可通过分泌可溶性因子

干扰疟原虫动合子阶段的发育，进而抑制其传播

（Bahia et al.，2014）。本课题组前期研究发现，

补充肠道共生菌——产酸克雷伯氏菌 Klebsiella 

oxytoca，可显著提升辐照不育雄虫的交配竞争

力，为基于昆虫不育技术 SIT（Sterile insect 

technique）的害虫防治策略提供了新思路（Cai 

et al.，2018）。 

目前，昆虫肠道共生菌功能的研究主要采用

抗生素饲喂，以达到无菌或限菌的目的。然而，

不同抗生素的抗菌谱各异，实验前需要进行初步

筛选（Akami et al.，2019；Bai et al.，2019）。在

剂量控制方面，低浓度往往达不到清除的效果，

而高浓度则可能导致宿主线粒体功能障碍、氧化

损伤等负面效应，甚至影响取食、交配等行为

（Kalghatgi et al.，2013；Hughes et al.，2014；

Chabanol et al.，2020）。此外，部分昆虫肠道内

还存在耐抗生素菌株，这在很大程度上影响了该

方法的适用性与结果的可靠性（Coon et al.，

2016）。由于抗生素处理无法消除抗生素暴露对

昆虫生长发育可能产生的负面作用，该方法在实

际应用中的科学性与有效性备受质疑（Ridley 

et al.，2013；Zarrinpar et al.，2018；Chabanol et al.，

2020）。加之抗生素成本较高、常温下易失活等

特点，也增加了实验成本与难度。目前，除黑腹

果蝇 Drosophila melanogaster、埃及伊蚊 Aedes 

aegypti 及黑水虻 Hermetia illucens 等少数物种

外，大多数昆虫仍缺乏稳定可靠的无菌品系，这

严重制约了昆虫-微生物互作机制的深入解析

（Smith et al.，2007；Koyle et al.，2016；Correa 

et al.，2018）。 

橘小实蝇 Bactrocera dorsalis 隶属于双翅目

Diptera 实蝇科 Tephritidae 果实蝇属 Bactrocera，

是一种重要的果蔬园艺害虫。其寄主范围广

泛，可危害 40 余科植物的 350 多种瓜果

（Schutze et al.，2015）；近年研究表明，橘小实

蝇肠道内存在复杂的微生物群落（Guo et al.，

2022；Xie et al.，2023），然而，受限于无菌品

系构建技术的缺乏，这些特定微生物的生物学功

能至今尚未明确，亟待建立适用于该昆虫的无菌

培育体系，以推动相关研究的深入开展。 

1  材料与方法 

1.1  供试虫源 

供试橘小实蝇源于华中农业大学城市与园

艺昆虫所，在本实验室已经稳定传代 30 代以上。

幼虫取食人工饲料：麦麸 80 g，蔗糖 40 g；玉米

粉 40 g；酵母 15 g；苯甲酸钠 0.5 g；水：200 mL。

待化蛹前 1-2 d 转移到湿度为 70%蛭石中进行化

蛹，定期喷水保持湿度。羽化后成虫转入饲养笼

（40 cm×40 cm×40 cm）内，喂食蔗糖∶酵母= 

3∶1 的人工饲料，以蓄水的脱脂棉供给水源。

饲养条件：温度（27±1） ℃，相对湿度 70% ± 10%，

光照周期 12L∶14D。 

1.2  主要仪器和试剂 

1.2.1  仪器  超净工作台（苏州净化设备有限公

司），全自动高压灭菌锅（致微（厦门）仪器有

限公司），光照培养箱（武汉瑞华仪器设备有限

责任公司），PCR 仪（美国 Bio-Rad 伯乐生物技
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术公司)，电泳仪（北京六一生物科技有限公司），

凝胶成像仪（美国 Bio-Rad 伯乐生物技术公司），

全自动样品快速研磨仪（上海净信实业发展有限

公司）。 

1.2.2  耗材  果蝇培养瓶（Biosharp, BC021），

诱卵杯（一次性纸杯，在杯子侧壁留有孔洞，诱

卵时内置香蕉，以引诱橘小实蝇产卵），孵化盒

（采用 38 cm×26 cm×21 cm 的收纳盒改造而成，

盒底平铺海绵用于蓄水保湿，两端设有通气软管

于补充氧气）。除上述专用装置外，实验所用常

规耗材还包括：烧杯、培养皿、试管、细毛笔刷、

无菌水、塑料套管、巴氏吸管、滤网、量筒、标

签纸、洗瓶等。 

1.2.3  试剂  2×Taq PCR Master Mix（上海翊圣

生物科技有限公司），酵母粉（英国 OXOID 公

司），琼脂糖（西班牙 Biowest 公司），溴化乙锭

（美国 Sigma-Aldrich 公司），新洁尔灭消毒液

（山东德新康医疗科技有限公司），75%消毒酒

精（武汉兴和达商贸有限公司），蔗糖（国药集

团化学试剂有限公司），Triton-X 100（国药集团

化学试剂有限公司），E.Z.N.A.® Soil DNA Kit 

（美国 Omega Bio-Tek 公司） 。 

1.3  无菌品系构建流程 

橘小实蝇无菌品系幼虫的构建主要包括以

下四个环节： 

1.3.1  环境控制  a）环境消毒：用新洁尔灭工

作液喷洒到工作环境周边，20 min 后再用 84 消

毒液工作液处理 20 min；b）仪器消毒：用新洁

尔灭工作液擦拭超净工作台台面，20 min 后用再

用 75%酒精擦拭，然后开紫外灯 30 min；培养箱、

无菌培养盒消毒同超净工作台操作；c）衣物消

毒：用新洁尔灭工作液喷洒到实验服等物品上，

消毒 30 min 以上；d）操作人员：穿戴实验服，

佩戴一次性医用外科口罩和乳胶手套。 

1.3.2  材料灭菌  将培养基、烧杯、培养皿、量

筒、滤网、毛笔刷等材料洗涤干净，灭菌袋包裹

后进行高温高压灭菌（121℃，20 min）；之后转

移至超净工作台，开启紫外灯灭菌 30 min。幼虫

人工饲料和不宜灭菌的实验材料需采用钴-60 辐

照灭菌，或根据饲料特性分开灭菌，如将饲料分

为 A、B 两组，分开灭菌后在超净工作台内混匀

（A 组：麦麸、玉米淀粉；B 组：蔗糖、酵母粉

和无菌水）。 

1.3.3  胚胎脱菌  a）将诱卵杯放入产卵盛期的

种群中诱卵 30 min，用无菌水冲洗掉粘附于内壁

的卵，200 目滤网过滤收集，随后转移至超净工

作台进行后续操作；b）将卵连同滤网浸没在盛

有 75%酒精的烧杯中，表面消毒 3-5 min；c）无

菌水中洗涤 1 min，然后转移至含 2%次氯酸钠

（有效氯含量）溶液处理 60-80 s，以脱去卵壳；

d）无菌水洗涤 1 min，转移到新的含 75%酒精的

烧杯中消毒 3-5 min；e）依次在 500 mL、1 L 无

菌水中洗涤 1 min ； f ）用 100 mL 0.02% 

Triton-X100 润洗，然后置于培养皿上；g）用毛

笔刷将胚胎转移至饲料表面，盖紧瓶塞，放置到

无菌培养盒，并补充氧气。 

1.3.4  无菌幼虫培养  将无菌培养盒转移至光

照培养箱中培养，定期消毒，并及时补充氧气。 

1.4  实验方法 

1.4.1  LB 和 PDA 平板涂布检测  取 5 头无菌

和常规培养的 3 龄幼虫于 1.5 mL 离心管中，加

入 1 ml 无菌水和钢珠，离心管放入研磨仪适配

器中研磨，研磨频率和时间：70 hz/s，60 s； 取

10 倍稀释的研磨匀浆液 100 µL 均匀涂布在平板

表面，放入培养箱中培养 24-48 h（LB 培养基，

37 ℃；PDA 培养基，25 ℃）。 

1.4.2  DNA 提取、PCR 扩增和凝胶电泳检测 

在解剖镜下解剖无菌和常规培养幼虫的肠

道组织，采用 E.Z.N.A.® Soil DNA Kit 提取肠道

总菌。细菌采用 16S rDNA 通用引物 27F

（5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′）和 1492R

（5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′）进行 PCR

扩增。真菌采用 18S rDNA 的通用引物 ITS1（5′- 

TCCGTAGGTGAACCTGCGC-3′）和 ITS4（5′- 

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3）进行PCR扩增。

以橘小实蝇β-actin 基因作为内参（β-actin-F：

5′-TCGATCATGAAGTGCGATGT-3′，β-actin-R：

5′-ATCAGCAATACCGGGGTACA-3′）。引物由金
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斯瑞生物合成。PCR 反应体系：2 × Taq Mix 

12.5 µL，10 μmol/L Forward 引物 1 μL，10 μmol/L 

Reverse 引物 1 μL，模板 DNA 3 μL，Nuclease-free 

water 7.5 μL。扩增程序参照 Correa 等（2018）， 

95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，52 ℃退火

45 s（16S rDNA）或 1 min（18S rDNA），72 ℃

延伸 1 min，共 32 个循环；最后在 72 ℃充分延

伸 10 min，在 4 ℃条件下保存。取 5 µL PCR 产

物进行琼脂糖凝胶电泳检测。 

2  结果与分析 

采用平板涂布法与基于分子生物技术的真 

菌 ITS 及细菌 16S rDNA 序列扩增法，对构建的

无菌幼虫种群进行微生物污染双重验证。如图 1

（A-D）所示，在 LB 和 PDA 培养基平板上，传

统饲养幼虫的肠道样本涂布后可见密集的微生

物菌落，而无菌幼虫样本的平板中未出现肉眼可

见的菌落。该结果初步表明，经本流程所构建的

幼虫种群体内外均未检出可培养的微生物。 

进一步提取幼虫肠道组织总 DNA，以其为

模板分别扩增内参基因β-actin、细菌 16S rDNA

及真菌 ITS 序列，取 5 µL 扩增产物进行琼脂糖

凝胶电泳分析。结果如图 2 所示，在传统饲养组

中，16S rDNA 与 ITS 扩增产物均可见清晰的目 
 

 
 

图 1  橘小实蝇 Bactrocera dorsalis 幼虫肠道样本 LB 平板和 PDA 平板涂布结果 

Fig. 1  Microbial culture of Bactrocera dorsalis larval gut homogenates on LB and PDA plates 

A. 无菌饲养幼虫匀浆的 LB 平板涂布结果；B. 传统饲养幼虫匀浆的 LB 平板涂布结果； 

C. 无菌饲养幼虫匀浆 PDA 的平板涂布结果；D. 传统饲养幼虫匀浆的 PDA 平板涂布结果。 

A. LB plate plating of axenically-reared larval homogenate; B. LB plate plating of conventionally-reared  
larval homogenate; C. PDA plate plating of axenically-reared larval homogenate;  

D. PDA plate plating of conventionally-reared larval homogenate. 
 

 
 

图 2  橘小实蝇 Bactrocera dorsalis 幼虫肠道微生物分子检测凝胶电泳图 

Fig. 2  Electrophoresis analysis of PCR products amplifying bacterial 16S rDNA and fungal 
 ITS regions from Bactrocera dorsalis larval gut samples 

M：DNA 分子量标准；ITS：真菌内转录间隔区序列； 

16S rDNA：细菌 16S rRNA 基因片段；β-actin：橘小实蝇内参基因。 
M: DNA marker; ITS: Fungal internal transcribed spacer region;  

16S rDNA: Bacterial 16S ribosomal RNA gene fragment; β-actin: Housekeeping gene of B. dorsalis. 
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的条带，表明幼虫肠道内存在丰富的细菌与真菌

群落；而在无菌饲养组中，上述两条引物扩增结

果均为阴性，未见任何特异性条带。此外，两组

样本中均成功扩增出橘小实蝇内参基因 β-actin，

说明 DNA 提取与扩增体系有效。综上，平板涂

布与分子检测结果一致，表明本实验所建立的无

菌幼虫品系未受到可检测的外源微生物污染，满

足后续无菌昆虫功能研究的要求。 

3  讨论 

长期以来，昆虫与微生物互作一直以来都是

昆虫学领域的研究热点。既往研究通常采用抗生

素处理以试图获得无菌或少菌的昆虫个体，但该

方法难以精确控制菌群状态，且可能干扰宿主正

常生理，极大地制约了人们对肠道共生微生物与

宿主复杂作用机理的深入探索。目前，仅在少数

昆虫，如埃及伊蚊 A. aegypti（Correa et al.，

2018）、黑腹果蝇 D. melanogaster（Shin et al.，

2011；Koyle et al.，2016）、黑水虻 H. illucens（Li 

et al.，2023）等报道成功构建无菌品系。由于无

菌昆虫的培育与维持对环境控制、操作流程及种

群维系等均有系统性要求，而已有报道多集中于

胚胎表面脱菌等单一环节，对整体实验环境控制

与后续饲养管理缺乏系统阐述。为此，本研究围

绕环境控制、材料灭菌、胚胎脱菌和无菌培养四

个关键环节，建立了橘小实蝇无菌品系的标准化

培育体系。 

微生物在自然环境中广泛存在，这构成了培

育橘小实蝇无菌品系的主要挑战。因此，建立并

维持一个高度洁净的操作环境，是获得可靠无菌

个体的关键前提。本研究依据不同消毒剂的理化

特性与杀菌谱等，对操作环境进行消毒剂的优化

组合使用（郑吟秋等，2017；潘明明等，2019）。

如 84 消毒液可有效杀灭肠道致病菌、化脓性球

菌和细菌芽孢，适用于操作区域周边环境的喷洒

消毒。但因其对金属具有腐蚀性，应避免接触超

净工作台等金属设备。新洁尔灭具有广谱杀菌作

用与良好的洁洗效果，尤其对革兰阳性菌繁殖体

杀灭效果显著，可用于操作台面的清洁消毒。

75%酒精能穿透细菌细胞膜，使菌体内部蛋白质

凝固，从而实现快速有效的表面消毒。 

除无菌操作环境外，配制洁净、无外源污染

物的人工饲料，是成功培育无菌幼虫的另一关键

环节。然而，以往研究较少详细描述饲料无菌化

处理的具体细节。鉴于不同饲料原料在理化性质

上存在差异，需采用与之相适应的灭菌方法以确

保效果。例如，含淀粉成分的人工饲料经高温高

压灭菌后易发生糊化，室温放置后变板结硬化，

不利于幼虫钻蛀取食。而富含蛋白质和蔗糖的饲

料在高温高压条件下可能发生美拉德反应，导致

营养组分改变，同时高温亦会破坏维生素等热敏

性微量元素，影响幼虫的正常发育。紫外线因穿

透能力有限，通常仅适用于材料表面消毒。相比

之下，辐照灭菌已广泛应用于医疗器械与食品保

鲜领域，其在杀灭微生物的同时可较好保持物料

原有性状。例如，在埃及伊蚊人工饲料灭菌中，

采用钴-60 辐照处理，可在彻底清除外源微生物

的同时，最大限度保持饲料的理化特性与营养价

值（任春磊等，2008）。 

目前，胚胎脱菌主要采用漂白剂处理以去除

外层卵壳，再辅以其他消毒剂进行二次灭菌

（Romoli et al.，2021；Li et al.，2023）。为抑制

可能残留的微量微生物，部分研究还会在后续培

养过程中添加低浓度抗生素（Storelli et al.，

2011；Ridley et al.，2013）。其中，漂白剂浓度

与处理时间是影响脱菌效果及胚胎存活的关键

因素，需在彻底灭菌与维持胚胎活性之间取得平

衡。此外，脱去卵壳的胚胎结构脆弱，在转移时

应使用柔软笔刷或巴氏吸管小心操作，以减少机

械损伤。由于无菌饲养容器通常处于相对封闭状

态，还需适时补充高浓度氧气，以满足幼虫正常

发育的代谢需求，避免因缺氧导致生长迟缓或发

育异常。 

为验证所建立无菌品系的质量，需对昆虫消

化道内容物进行微生物检测。常用的方法包括平

板涂布培养，以检测可培养微生物的污染情况；

针对不可培养微生物，则需提取肠道样本总

DNA，通过扩增真菌 ITS 序列和细菌 16S rDNA

并进行电泳或测序分析，进一步判断是否存在微

生物污染（Koyle et al.，2016；Correa et al.，
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2018）。结合上述两种方法，可系统评估昆虫体

内是否残留外源微生物，从而确认无菌品系建立

的可靠性。此外，本文所述的无菌胚胎制备流程，

也为昆虫胚胎细胞系的建立提供了前期处理基

础，具有一定的拓展应用潜力。 
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