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人体蠕形螨基因组 ＤＮＡ提取方法的
比较研究
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　　【摘要】　目的　比较两种人体蠕形螨基因组ＤＮＡ提取方法，用随机扩增多态性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍａｍ
ｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）方法进行初步分析。　方法　分别用经典方法和小型昆虫试剂盒提取
人体蠕形螨基因组ＤＮＡ，并设计５条随机引物，应用ＲＡＰＤ技术对人体毛囊蠕形螨基因组 ＤＮＡ进行随
机扩增，扩增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳后分析。　结果　小型昆虫试剂盒提取人体蠕形螨基因组
ＤＮＡ的纯度高于酚氯仿抽提方法，但浓度低。引物 Ｐ３扩增出２条人体蠕形螨条带。引物 Ｐ４扩增出３
条条带。　结论　经典方法提取人体蠕形螨基因组的ＤＮＡ能够满足基因组ＤＮＡ的ＲＡＰＤ分析要求。
　　【关键词】　毛囊蠕形螨；ＤＮＡ抽提；随机扩增多态性ＤＮＡ
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　　蠕形螨是一类小型永久性体表寄生虫，寄生于
人和哺乳动物的毛囊和皮脂腺内。寄生于人体的蠕

形螨主要有毛囊蠕形螨（Ｄｅｍｏｄｅｘｆｏｌｌｉｃｕｌｏｒｕｍ，Ｄｆ）
和皮脂蠕形螨（Ｄｅｍｏｄｅｘｂｒｅｖｉｓ，Ｄｂ），人群普遍易感，
呈世界性分布，国内报道人群感染率在 ０．８％ ～
８１．０％［１］。近年临床调查结果显示，面部皮肤病的

蠕形螨检出率为９２．５５％［２］，感染以毛囊蠕形螨为

主，皮脂蠕形螨次之，混合感染相对较少［３］，颜面、

鼻、额、眼睑和外耳道的部位寄生密度较高，虫体以

细胞液等为营养物质，其强壮的螯肢对宿主的皮肤

组织有不同程度的损害，临床上可致皮肤瘙痒、脂溢

性皮炎、痤疮、酒渣鼻等。

由于蠕形螨个体微小（１００～４００μｍ），体外培养
困难，离开人体后短时间内即变形、死亡，这成为影响

人体蠕形螨深入研究的瓶颈。目前，对蠕形螨病的许

多基础理论问题尚未完全清楚，研究多限于流行病学

调查和药物的研发，尚未发现有效的预防和治疗措

施。ＧｅｎＢａｎｋ中有关人体蠕形螨的基因组资料也较
少。本实验通过对人蠕形螨基因组ＤＮＡ提取方法进
行探讨，并对两种方法提取的ＤＮＡ进行随机扩增多
态 性 ＤＮＡ （ｒａｎｄｏｍ ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，
ＲＡＰＤ）初步分析，比较两种ＤＮＡ抽提方法的优劣。

１　材料和方法
１．１　标本

人体蠕形螨由泸州医学院附属医院皮肤科采集

患者鼻部皮脂，采用自制刮取式取螨器、昆虫针作为

取螨工具。选用２％ （安利）餐具洗洁精作为皮脂溶
解剂，用凹玻片作为清洗容器，从受检者的皮脂分泌
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物中完整地分离出清洁的活毛囊螨［４］，置１．５ｍｌ离
心管中，２０μｌ的 ＰＢＳ保存，１００只／管，－４℃保存。
微小按蚊和大劣按蚊由第三军医大学病原生物学教

研室提供，实验室常年传代饲养。成蚊饲养条件为室

温２４～２５℃，相对湿度７０％ ～８０％，蚊羽化第３天给
予正常小白鼠血餐一次，随后喂１０％蔗糖水。

１．２　试剂
蛋白酶 Ｋ、饱和酚（ｐＨ８．０）、氯仿、异戊醇和

ＲＮＡ酶等均购自上海生工生物技术有限公司，ＰＣＲ
试剂盒及Ｔａｑ酶购自大连宝生物公司，溴化乙锭购
自Ｓｉｇｍａ公司，小型昆虫 ＤＮＡ抽提试剂盒购自
ＯＭＥＧＡＢｉｏＴｅＫ公司。

１．３　随机引物
采用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件，以引物中不同的 ＧＣ含

量，自行设计５条随机引物，由上海基康生物技术有
限公司合成。引物序列和ＧＣ含量见表１。

表 １　随机引物种类、序列和ＧＣ含量

Ｔａｂｌｅ１　Ｒａｎｄｏｍｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｒｉｍｅｒｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇ＋Ｃ
（％）

Ｐ１ ５＇ＧＴＡＧＴＣＡＣＡＴ３＇ ４０
Ｐ２ ５＇ＧＴＡＧＡＣＣＧＡＴ３＇ ５０
Ｐ３ ５＇ＣＡＡＴＣＧＣＣＧＴ３＇ ６０
Ｐ４ ５＇ＣＡＧＣＡＣＣＣＡＣ３ ７０
Ｐ５ ５＇ＣＧＧＣＣＣＣＴＧＴ３＇ ８０

１．４　基因组ＤＮＡ的提取
人体毛囊蠕形螨５０只，加入ＴＥ缓冲液（ｐＨ８．０，

１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）３００μｌ，将微型小
杵置于１．５ｍｌ离心管底，置冰浴中充分研磨。

分别取雌性大劣按蚊成蚊、微小按蚊（去头）各

５只，蚊体用无菌生理盐水反复洗涤３次，迅速置入
１．５ｍｌ匀浆器进行充分研磨［５］。

按经典的ＤＮＡ提取方法分别将以上３个组各
加入３０μｌ蛋白酶 Ｋ（终浓度１００～２００μｇ／ｍｌ），震
荡混匀，５６℃水浴３ｈ，沸水煮５ｍｉｎ，分别用等体积
的饱和酚、酚∶氯仿∶异戍醇（２５∶２４∶１）各抽提１遍。
加入１／１０体积３ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠和２倍体积冷无水
乙醇，混匀后置于－２０℃３０ｍｉｎ以上，１３４００×ｇ离
心２０ｍｉｎ，弃上清。沉淀 ＤＮＡ用 ７０％乙醇洗涤 ２
次，６５℃水浴挥干。

小型昆虫ＤＮＡ抽提试剂盒提取人体蠕形螨基
因组ＤＮＡ：研磨方法同前，其余步骤按试剂盒说明

书进行。

用紫外分光光度计检测所提取ＤＮＡ的含量。

１．５　ＰＣＲ反应
ＰＣＲ反应体系：模板 ５μｌ，１０×缓冲液 ５μｌ，

ｄＮＴＰ４μｌ，引物５μｌ，Ｍｇ２＋４μｌ，Ｔａｑ酶１μｌ，补充灭
菌双蒸水至 ５０μｌ。ＰＣＲ反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；
９４℃ ３０ｓ，３６℃ ３０ｓ，７２℃ ９０ｓ，共 ４５个循环；
７０℃ ５ｍｉｎ。取扩增产物２０μｌ于１．５％琼脂糖凝
胶１２５Ｖ电泳分离３０ｍｉｎ，用溴化乙锭染色，在紫外
荧光检测仪下观察电泳结果，凝胶图像扫描仪取图

并分析。

２　实验结果
２．１　ＤＮＡ提取

用紫外分光光度计检测所提取的基因组，结果经

典方法提取的微小按蚊、大劣按蚊和人体毛囊蠕形螨

的吸光度（Ａ）值依次为１．８３、２．２０和１．８１，浓度依次
为７３８．２、１０３８．１和３４６．８９μｇ／ｍｌ。试剂盒提取的人
体毛囊蠕形螨的 Ａ值为２．０５，浓度为７３．４μｇ／ｍｌ。
实验证明，采用经典方法提取的蠕形螨基因组 ＤＮＡ
含量较高，而采用小型昆虫试剂盒提取出的基因组

ＤＮＡ含量较低。两种方法检测的Ａ值均在正常范围
内。

２．２　人体蠕形螨基因组ＤＮＡ的ＲＡＰＤ结果
引物Ｐ３扩增微小按蚊ＤＮＡ得到１条２００ｂｐ带，

扩增大劣按蚊 ＤＮＡ有１条条带（１００～４００ｂｐ）。扩
增经典方法提取的蠕形螨 ＤＮＡ得到２条带（２００～
３００ｂｐ），而试剂盒提取的未见条带（图１）。

图１　随机引物Ｐ３扩增ＤＮＡ结果
Ｍ：ＤＮＡ标志物，１：经典方法提取的微小按蚊ＤＮＡ，２：经典方法
提取的大劣按蚊ＤＮＡ，３：经典的方法提取的蠕形螨ＤＮＡ，

４：试剂盒提取的蠕形螨ＤＮＡ
Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＲＡＰＤｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒ３

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，１：ＤＮＡｏｆＡｎ．ｍｉｎｉｍｕｓｂｙｐｈｅｎｏｌｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ，
２：ＤＮＡｏｆＡｎ．ｄｉｒｕｂｙｐｈｅｎｏｌｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ，３：ＤＮＡｏｆｆｏｌｌｉｃｌｅｍｉｔｅｓ
ｂｙｐｈｅｎｏｌｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ，４：ＤＮＡｏｆｆｏｌｌｉｃｌｅｍｉｔｅｓｂｙｉｎｓｅｃｔＤＮＡ

ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｋｉｔ
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　　引物Ｐ４扩增微小按蚊ＤＮＡ获得４条带（１５０～
７５０ｂｐ），扩增大劣按蚊ＤＮＡ得到１００～４００ｂｐ明亮
弥散条带。扩增经典方法提取的蠕形螨 ＤＮＡ获得
３条带（２００～６００ｂｐ），而试剂盒提取的未见条带
（图２）。

图２　随机引物Ｐ４扩增ＤＮＡ结果
Ｍ：ＤＮＡ标志物，１：经典方法提取的微小按蚊ＤＮＡ，２：经典
方法提取的大劣按蚊ＤＮＡ，３：经典方法提取的蠕形螨ＤＮＡ，

４：试剂盒提取的蠕形螨ＤＮＡ
Ｆｉｇ．２ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＲＡＰＤｆｒｏｍＤＮＡｂｙｐｒｉｍｅｒｓＰ４

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，１：ＤＮＡｏｆＡｎ．ｍｉｎｉｍｕｓｂｙｐｈｅｎｏｌｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ，
２：ＤＮＡｏｆＡｎ．ｄｉｒｕｂｙｐｈｅｎｏｌｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ，３：ＤＮＡｏｆｆｏｌｌｉｃｌｅ
ｍｉｔｅｓｂｙｐｈｅｎｏｌｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ，４：ＤＮＡｏｆｆｏｌｌｉｃｌｅｍｉｔｅｓ

ｂｙｉｎｓｅｃｔＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｋｉｔ
　

　　将引物Ｐ１Ｐ５对微小按蚊和大劣按蚊以及人体
毛囊蠕形螨 ＤＮＡ模板随机扩增结果见表２。从表
中可见，经典方法提取的两种按蚊和蠕形螨基因组

ＤＮＡ均获得较理想ＲＡＰＤ结果，小型昆虫试剂盒提
取的蠕形螨基因组ＤＮＡ由于含量太低，经ＲＡＰＤ后
均未见任何条带。

表 ２　引物Ｐ１Ｐ５对微小按蚊和大劣按蚊及用经典方法
提取的蠕形螨基因组ＤＮＡＲＡＰＤ扩增结果

Ｔａｂｌｅ２　ＬｅｎｇｔｈｏｆＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆｔｗｏｍｏｓｑｕｉｔｏｓａｎｄ
ＤｅｍｏｄｅｘｆｏｌｌｉｃｕｌｏｒｕｍａｍｐｌｉｆｌｉｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓＰ１Ｐ５ｂｙＲＡＰＤ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅｓ

ＤＮＡ条带数
Ｎｏ．ｏｆ
ＤＮＡｂａｎｄｓ

扩增ＤＮＡ片段长度（ｂｐ）
ＬｅｎｇｔｈｏｆＤＮＡ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ（ｂｐ）

Ｐ１ 微小按蚊 ０
大劣按蚊 ０
人蠕形螨 ０

Ｐ２ 微小按蚊 ３ １５０，６００，１３００
大劣按蚊 １ １００～５００
人蠕形螨 ０

Ｐ３ 微小按蚊 １ ２００
大劣按蚊 １ １００～４００
人蠕形螨 ２ ２００，３００

Ｐ４ 微小按蚊 ４ １５０，４００，５００，７５０
大劣按蚊 １ １００～４００
人蠕形螨 ３ ２００，４００，６００

Ｐ５ 微小按蚊 １ ２００
大劣按蚊 １ １００～４００
人蠕形螨 ０

３　讨论
基因组ＤＮＡ的提取是分子生物学研究的一项

基础技术，是后续试验成功的关键［６］，基因组 ＤＮＡ
的提取方法较多，但人体蠕形螨的基因组研究较少，

仅见２００７年赵岩等［７］的报道，用自制水晶研钵研磨

后采用经典方法提取毛囊螨基因组 ＤＮＡ，琼脂糖电
泳检测其大小为２３ｋｂ。因而，有必要寻找一种有
效、简便的基因组 ＤＮＡ提取方法，为人体蠕形螨分
子遗传学的相关研究奠定基础。

　　本实验采用微型小杵做研磨工具，操作时与
１．５ｍｌ离心管管壁紧密磨合，研磨充分，研磨后可直
接在离心管内提取基因组 ＤＮＡ，最大限度避免标本
的损失，具有高效、快捷等优点。此方法适用于采集

困难、样本量少的标本。

实验证明，小型昆虫试剂盒提取基因组ＤＮＡ虽
然能获得较高纯度样品，但由于过柱时丢失太多，致

使浓度太低而无法进行ＲＡＰＤ。经典方法提取虽然
纯度不及前者，但能获得较高浓度的 ＤＮＡ样品，从
而获得较理想的 ＲＡＰＤ结果。所以，提取人蠕形螨
基因组ＤＮＡ采用经典方法更适宜。ＲＡＰＤ技术具
有样品用量少、灵敏度高、特异性强和检测容易等优

点，还可缩短研究周期，提高研究效率［８］。本研究

初步结果提示通过ＲＡＰＤ技术在人体蠕形螨分子遗
传学的相关研究中是可以尝试的。

近年来，随着社会的日益发展，人们越来越注重

面部皮肤的美容和健康。临床研究发现皮肤蠕形螨

感染者中有的有临床表现，多数人则无明显变化。通

过人体蠕形螨分子遗传学的相关研究对临床上有体

征和无体征感染者体表虫体的遗传多态性和致病性

进行研究和分析，结合临床表现，比较不同来源螨虫

种间差异，筛选和寻找致病基因，从分子流行病学角

度寻找蠕形螨分子遗传标志和螨虫易感基因，为促进

人类健康，尤其是青少年的身心健康提供基础资料。
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