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家蝇（Musca domestica）是一种广泛分布的重要公

共卫生害虫［1-2］。开展其遗传学、分子生物学的研究为

认识和利用家蝇、有效地控制蝇传疾病提供科学依

据。遗传学、分子生物学的研究常需要用到DNA样品

和聚合酶链反应（PCR），特别是进行抗性遗传学的研

究如家蝇抗性等位基因（导致拟除虫菊酯抗性的

CYP6D1v1基因［3-4］）频率的检测中，需要检测成百上千

的家蝇个体，简单快速的提取方法可以为研究工作提

供极大的便利。另外，某些研究工作需要在提取DNA
的同时保证试虫的存活和繁殖能力［5］。例如，需要建

立携带某等位基因的家蝇品系，一种有效的策略是先

对家蝇个体的基因型进行鉴定，在保持试虫存活力和

繁殖力的情况下，用已知基因型的雄雌个体配对以产

生具有目标基因型的后代，这需要采用非致死的方法

提取基因组DNA。然而，现报道的家蝇基因组DNA方

法包括多个操作步骤，费时费力，且对生物样品是致死

的［6］，为 此 ，我 们 参 考 Carvalho 等［5］提 取 果 蝇
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摘要：目的 家蝇是一种广泛分布的重要公共卫生害虫，开展其遗传学、分子生物学的研究为认识和利用家蝇、有效地控

制蝇传疾病提供科学依据。遗传学、分子生物学的研究常需要用到DNA样品和聚合酶链反应（PCR），建立一种简单快速

的DNA提取方法，为研究工作提供极大的便利。方法 剪取家蝇的双翅或后足置于提取液中，温育1 h后获得家蝇基因

组DNA的样品；以此基因组DNA为模板，扩增CYP6D1v1基因；测定去翅或去后足的家蝇繁殖能力。结果 基因组DNA
成功地从家蝇个体的双翅或后足中提取，此DNA制备液可直接用于PCR扩增；剪除双翅或后足对家蝇个体无致命损伤，

不影响家蝇的正常繁殖。结论 该方法快速、简便、有效且样品非致死，提取的DNA可以应用于诸如用PCR法鉴定个体

基因型等的后续分析。
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Abstract: Objective The house fly Musca domestica (Diptera: Muscidae), is a very important disease vector. Research in
genetics and molecular biology on this pest is helpful for developing an effective control strategy. In genetic studies, it often needs
to use the DNA sample and polymerase chain reaction (PCR) technique. A simple and non⁃lethal method for isolation of genomic
DNA should facilitate studies in population genetics and the generation of fly lines of interest. Methods Genomic DNA was
isolated from immersing the hind legs or wings of house flies in the lysis buffer and incubating at 37 ℃ for 1 h. Results
Genomic DNA was extracted successfully from wings or legs of individual flies. A fragment of the CYP6D1v1 gene was amplified
with the DNA as template. Wing or leg ablation did not affect the survival and fertility of flies. Conclusion The method is fast,
simple, effective and non⁃lethal. The DNA prepared by this method can be used directly in PCR for subsequent analysis such as
genotyping. Flies without hind legs or wings can produce enough offspring to establish a population.
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（Drosophila melanogaster）DNA 的方法，建立了一种适

合家蝇基因组DNA提取的快速简便而非致死的方法。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器 本实验室BJD抗性品系家蝇，25 ℃

常规饲养。溶液A：10 mmol/L Tris⁃HCl（pH 8.2），1 mmol/L
EDTA，25 mmol/L NaCl，4 ℃保存；溶液B：20 mg/ml蛋
白酶K（proteinase K，MERK公司）用灭菌水配制，-20 ℃

保存。DNA提取液：溶液A和溶液B按100∶1混合（使

蛋白酶K终浓度为200 μg/ml），现用现配。

PCR试剂〔TaKaRa宝生物工程（大连）有限公司〕；

DNA Marker（天根生化科技有限公司）；琼脂糖（西班

牙Biowest公司）；PCR仪（MyCyclerTM thermal cycler，美
国 Bio⁃RAD公司），电泳仪、凝胶紫外分析仪（美国Bio⁃
RAD公司）；水浴锅。

1.2 基因组DNA提取 剪取家蝇双翅或1对后足，置

200 μl PCR管中，100 ℃孵育 3 min。取 30 μl DNA提

取液到 200 μl PCR 管中，浸没翅膀或足，37 ℃水浴

60 min，95 ℃孵育 5 min。所得样品可直接用于PCR，

也可以保存在4 ℃，1个月内稳定。

1.3 抗性相关CYP6D1v1等位基因的PCR检测 参考

Seifert和 Scott［3］的方法进行。 PCR总反应体系20 μl，
包括：10×PCR buffer 2 μl，dNTPs（各 2.5 mmol）2 μl，
引物 AS2（100 pmol/ml）（5′-CAT TGG ATC ATT TTT
CTC ATC-3′）0.4 μl，引物Slpr（100 pmol/ml）（5′-GCA
TTC GAA TCA TTC TGT TTC AC-3′）0.4 μ l，TaKaRa
Taq DNA聚合酶0.2 μl，DNA模板5 μl，灭菌水10 μl。
PCR 扩增程序：94 ℃ 5 min；94 ℃ 45 s，55 ℃ 30 min，
72 ℃ 50 s，循环 35 次；72 ℃ 5 min。吸取 8 μl PCR 产

物，与 2 μl加样缓冲液混匀上样，在 2%的琼脂糖凝胶

上电泳检测，电压 160 V，室温下电泳 18 min。根据

DNA Marker 100 bp Ladder读DNA条带大小。

1.4 去翅或足后家蝇繁殖力测定实验 取BJD品系

家蝇的蛹单独装入玻璃管中，待家蝇羽化后，用镊子与

剪刀配合剪去家蝇双翅或后足，雌雄单对饲养。将配

对家蝇放入铺好麦麸的塑料杯中饲养，同时提供食物

（红糖奶粉混合）与水。待其子代开始孵化后，移除亲

本成虫，添加新鲜麦麸于塑料杯中。记录子代成虫

数。每处理设3个重复，并设立未去翅和足的对照组。

1.5 统计学处理 采用SPSS 13.0软件，用单因素方差

分析（ANOVA）对研究结果进行统计学分析，平均数差异

采用Tukey’s HSD检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 DNA 直接用于 PCR 用上述方法提取的家蝇基

因组DNA用于PCR扩增。图1显示，取双翅和后足制

备的基因组 DNA 均可以得到较好的 PCR 扩增结果，

PCR产物条带清晰，特异性强（单一条带），无非特异性

扩增。该方法可以用于检测大量样品的基因型。

2.2 去翅或足不影响家蝇交配繁殖 非致死的DNA
提取方法采用家蝇双翅或足提取DNA，繁殖率试验结

果表明（图 2），去除双翅或后足的家蝇可以正常交配

产生后代，对家蝇F1代成虫数量有一定的影响（F2，6＝

11.535，P＝0.009）。平均数多重比较结果显示，对照

组与去翅组 F1 代的成虫数差异无统计学意义（P＞
0.05）。尽管去除后足处理组F1代成虫数只有对照组

的 77%（P＜0.05），但每对家蝇产生的后代数＞80个。

可见去除双翅或后足的家蝇，获得后代的数目可以满

足下一步实验要求，不影响家蝇的传代和品系的建立。

3 讨 论

分子生物学技术在家蝇等病媒生物的研究中应用

越来越广泛，经常需要用到基因组DNA。尤其在种群

遗传学研究中，由于研究样本量大，既要保证DNA的

样品质量，又需要在操作上快速有效，甚至还要保证生

物样品的存活，因此建立一种简便非致死的方法具有

重要意义。

（下转第197页）

注：M. Marker 100 bp DNA Ladder；1～2. 后足；3～9. 双翅；10. 成
虫（传统提取方法DNA）［6］。

图1 CYP6D1v1等位基因的PCR扩增结果

Fig. 1 PCR amplification results of CYP6D1v1 allele

注：不同字母表示各组经ANOVA分析，在P＝0.05水平上差异有

统计学意义。

图2 单对家蝇交配F1代总虫数量

Fig. 2 The number of offspring produced per single paired flies
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本研究提出的DNA提取方法是非致死的，实验证

明剪除双翅对家蝇的生长繁殖能力无明显影响（图2）。
另外，本文描述的方法具有简便、有效、省时等优点，在

进行DNA提取时，不需采用低温、液氮，无需用酚、氯

仿等有毒试剂抽提，可避免有毒试剂对实验操作人员

身体的侵害，减少对环境的污染。提取过程中省去了

无水乙醇沉淀，也无需70%乙醇洗涤和RNAase消化等

步骤，制备的样品可以直接用于PCR（图1），整个过程

仅耗时1.5 h。该方法满足了快速、简便且非致死的要

求，类似的策略可望推广用于其它昆虫。

在 DNA 提取过程中，为保证 DNA 提取的质和量

以及得到好的PCR结果，需要注意几个细节：①配制

溶液 A 时 pH 值一定要控制在 8.2 左右，否则会影响

PCR效果；②在取材时，注意剪去翅膀不要伤到虫体，

以保证试虫的存活和繁殖；③在DNA的提取过程中，

100 ℃孵育3 min可以使双翅更容易浸没在提取液中，

以提高DNA的得率；④煮沸过程中，盖紧管盖，避免沸

水进入200 μl PCR管中；⑤注意双翅需浸泡于DNA提

取液中，与提取液充分接触；⑥用该方法提取的DNA

用于PCR时，根据反应体系调整DNA的模板量，DNA
样品的体积不超过PCR体系总体积的1/4。
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2000～3000 m之间的林带或高山草甸带，可能是该海

拔区间内植物覆盖度较好，适合昆虫的繁衍生息。但

寄蝇种类依然相对有限，分析原因可能是采集时间均

为2010－2011年的7、8月，时间相对较短，物种多样性

有可能被低估，并且该地区气候特点属于干旱与半干

旱，植被相对稀疏，海拔又相对较高，不适于其他区系

昆虫的渗透。
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