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基于Chelex-100和蛋白酶K的蚊虫足样本DNA提取技术
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摘要:【目的】探索出一种蚊虫附肢(如单只足)微量DNA的提取方法,用于蚊虫分子鉴定和基因型研究。【方法】采用

Chelex-100溶液和蛋白酶K结合的方法用于单只蚊虫足的微量DNA的提取。基于该方法,将不同方法保存的不同蚊种

的足作为实验材料,从中提取蚊虫基因组DNA;以之为模板,扩增核糖体DNA的D2,D3,ITS2区以及线粒体COI 和

COII基因,并对PCR扩增产物进行测序。【结果】提取到了高质量的基因组DNA,PCR扩增获得了高质量的DNA扩增

片段,进一步测序获得了高质量的序列。【结论】该方法价格便宜,操作简单方便,减少了对蚊虫样本的依赖。单只足用于

DNA提取不影响对剩下的部分开展形态学等研究,可以作为蚊虫分子生物学研究中微量DNA样本提取的重要方法,也

为其他昆虫微量DNA的提取提供理论依据。
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蚊科(Culicidae)昆虫是最重要的医学昆虫类群,它能传播疟疾、登革热、流行性乙型脑炎等多种传染病
[1]。

蚊媒病是人类健康的主要威胁,每年全球有7亿人受感染,其中有上百万人死亡
[2]。世界卫生组织(WHO)估

计:2015年有2.14亿人感染疟疾,43.8万人因疟疾死亡;每年约0.67亿至1.36亿人感染登革热
[3-4]。目前,疟

疾仍是中国主要的公共健康问题
[5]。近些年来,尽管疟疾病例明显减少,但输入性恶性疟疾病例逐年增多

[6]。

登革热正在成为中国人类健康新的威胁,例如:2014年7—10月在广东爆发登革热,病例达到44497例
[7]。

蚊虫分子生物学研究是蚊虫控制措施研究的基础,而这些研究往往需要使用大量的蚊虫微量样本提取

DNA。蚊虫存在大量隐存种,因此蚊虫分类学者不仅要做蚊虫形态学鉴定,还需要做进一步的分子鉴定。传统

的分子鉴定使用整只蚊虫提取DNA,不仅破坏稀少的样本,而且不利于后续的分子数据与形态特征相对应。因

此,急需探索一个高效的微量组织样本DNA提取技术。另外在功能基因组的研究方面,往往需要研究不同组织

样本的基因表达;由于蚊虫个体小且组织样本不易获得,故而同样也急需微量组织样本的DNA提取技术。

Chelex-100是一种螯合型离子交换树脂。它是由苯乙烯和苯乙二烯组成的聚合物,可以与二价金属离子螯

合,高选择性地去除样品和缓冲液中的金属离子,从而避免样品中存在的金属离子在高温和低离子强度溶液中

作为催化剂使DNA降解。Chelex-100悬液在碱性和100℃水浴条件下可使细胞膜破裂,DNA因而可从细胞核

中释放出来
[8-9]。Walsh等人

[10]最早使用Chelex-100用于法医生物材料的DNA提取和检验,随后一些报道确

认Chelex-100可高效提取微量生物材料的DNA
[11-14]。本研究把Chelex-100溶液和蛋白酶K相结合,探索出了

一种蚊虫微量组织(后足)基因组DNA提取的方法。通过该方法提取的DNA经过多个基因片段的PCR扩增和

测序,结果表明:与以往的微量组织提取方法如微量DNA提取试剂盒相比,该方法更加简单、快捷、廉价,且对于

蚊虫标本保存的方法要求低,可以作为蚊虫分子生物学研究中获取DNA模版的重要方法。
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1材料与方法

1.1供试材料

用于实验的9个样本取自重庆师范大学昆虫与分子生物研究所常年野外采集及实验室饲养种群的蚊虫,具
体样品信息及编号见表1。

表1 用于蚊虫DNA提取的样品

Tab.1 MosquitosamplesusedforDNAextraction

样本名称 编号 采集地点 采集时间 保存方法 取样部位

白纹伊蚊(Aedesalbopictus) AD-1 重庆大学城 2015-08-01 干燥保存 单只后足

白纹伊蚊 AD-2 重庆大学城 2015-08-01 体积分数为85%的酒精,-20℃保存 单只后足

三带喙库蚊

(Culextritaeniorhynchus)
CX-1 重庆大学城 2015-08-01 干燥保存 单只后足

三带喙库蚊 CX-2 重庆大学城 2014-08-05 体积分数为85%的酒精,-20℃保存 单只后足

中华按蚊(Anophelessinensis) AN-1 实验室种群 2015-08-01 干燥保存 单只后足

中华按蚊 AN-2 实验室种群 2015-08-01 干燥保存 单只后足

中华按蚊 AN-3 云南元阳 2011-07-19 干燥保存 单只后足

中华按蚊 AN-4 安徽五河 2012-06-27 体积分数为85%的酒精,-20℃保存 单只后足

骚扰阿蚊(Armigeressubalbatus) AR-1 重庆青木关 2015-08-01 干燥保存 单只后足

1.2试剂

本研究中的主要试剂有:Chelex-100(C7901,Sigma公司),蛋白酶K(规格:20mg·mL-1,Takara公司),无
菌水(双蒸水,121℃灭菌),2×TaqMasterMix(北京康为世纪生物科技有限公司),Chelex-100溶液(称取一定

质量的Chelex-100用无菌水配成质量分数为5%的溶液,4℃冰箱保存)。

1.3主要实验仪器及设备

本研究中的主要实验仪器及设备参见

表2。

1.4微量组织DNA的提取

1.4.1试剂添加 将100μL的枪头用剪刀

剪去尖部少许,取质量分数为5%的Chelex-
100溶液(预先摇匀)50μL到250μLEP管

中,另取2μL蛋白酶K加入其中。

1.4.2样品处理 取蚊虫的单个后足或中足

置于上述EP管中,并用枪头或研磨棒将整

根蚊腿捣碎后,轻微涡旋震荡30s,并离心

混匀。

表2 主要实验仪器及设备

Tab.2 Maininstrumentandequipmentfortheexperiment

仪器/设备 生产厂家 仪器/设备 生产厂家

ND-2000全 波 长

微量测浓度仪
NanDrop 电子天平

上海精密科学

仪器有限公司

电 泳 仪、水 平 电

泳槽及配件
Bio-Rad

MilliQPlus
超级纯水仪

MilliPORE

微量移液枪 Eppendorf 数显恒温水浴锅 江苏荣华

高速离心机 Eppendorf PCR仪 Bio-Rad

1.4.3裂解 将经过处理的样品置于56℃恒温水浴锅中水浴6h,然后95℃水浴3min,最后以14000r·min-1离
心3min,取上清液作为所提取的基因组DNA模板。

1.5PCR扩增和测序

PCR反应总体积为25μL,PCR扩增的反应体系为:模板DNA1μL,正反向引物(10μmol·L
-1)各1μL,

ddH2O9.5μL,再加入TaqMastermix12.5μL到25μL。PCR扩增反应的引物及扩增条件见表3。扩增的

PCR产物经质量分数为1%的琼脂糖凝胶电泳检测,后送往上海生物工程有限公司测序。
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表3 PCR扩增反应的引物及扩增条件

Tab.3 PrimersandamplificationconditionsusedforPCR

引物名称 引物序列 扩增长度/bp 扩增条件 参考文献

D2

CP12(正向):5'-GTGGATCCAGT-
CGTGTTGCTTGATAGTGCAG-3'
CP15(反向):5'-GTGAATTCTTGGTC-
CGTGTTTCAAGACGGG-3'

540
95℃预变性5min;95℃变性40s,

55℃退火40s,72℃延伸1min,35
个循环;72℃延伸6min

Krzywinski等人[15]

D3

D3a(正向):5'-GACC-
CGTCTTGAAACACG-GA-3'
D3b(反向):5'-TCGGAAGGAACCAG-
CTAC-TA-3'

335~367
95℃预变性5min;95℃变性40s,

55℃退火40s,72℃延伸1min,35
个循环;72℃延伸6min

Chen等人[16]

ITS2

ITS2A(正向):5'-TGTGAACTG-
CAGGACA-CAT-3'
ITS2B(反向):5'-TATGCTTAAATT-
CAGGG-GGT-3'

512
95℃预变性5min;95℃变性40s,

55℃退火40s,72℃延伸1min,35
个循环后;72℃延伸6min

Beebe等人[17]

COI

LCO1490(正向):5'-GGTCAACAAA-
TCA-TAAAGATATTGG-3'
HC02198(反向):5'-TAAACTT-
CAGGGTGACCAAAAAATCA-3'

710

95 ℃ 预 变 性 5 min;95 ℃ 变 性

1min;55℃退火1min,72℃延伸

1.5min,35 个 循 环;72 ℃ 延 伸

7min

Folmer等人[18]

COII

LEU(正向):5'-TCTAATATGGCA-
GAT-TAGTGCA-3'
LYS(反向):5'-ACTTGCTTTCAGT-
CATCT-AATG-3'

685
95℃预变性5min;95℃变性40s,

55℃退火40s,72℃延伸1min,35
个循环;72℃延伸6min

Chen等人[16]

2结果与分析

2.1基因组DNA提取及吸光值测定

对从9只蚊虫样本单只后足中提取到的基因组DNA的质量浓度和纯度进行检测。由于DNA提取量少,用
琼脂糖凝胶电泳直接检测无法检测出条带,故用Nanodrop检测DNA的A260/A280值及质量浓度。表4显示,
从2015年采集的样本中提取到的DNA样品A260/A280值大多处在1.5~1.9之间,说明DNA纯度较高;而从

2011年和2012年采集的样本 AN-3和 AN-4中提取到的微量DNA样品 A260/A280的值分别只有1.02和

1.23,说明DNA纯度较低。从表4还可以看出,标本的保存年限和保存方式对从标本中提取到的DNA质量浓

度影响不大。
表4 从单只蚊足提取的基因组DNA的紫外吸光度值及质量浓度

Tab.4 TheUVabsorbancevaluesandmassconcentrationsofgenomicDNAsextractedfromsinglemosquitoleg

样本编号 A260/A280 质量浓度/(ng·μL
-1) 样本编号 A260/A280 质量浓度/(ng·μL

-1)

AD-1 1.71 35.8 AN-2 1.37 44.1

AD-2 1.46 40.2 AN-3 1.02 69.7

CX-1 1.78 56.3 AN-4 1.23 32.5

CX-2 1.65 50.6 AR-1 1.98 78.5

AN-1 1.80 46.2

2.2模板DNAPCR的扩增效果

对提取到的微量DNA开展了核糖体DNA的D2,D3,ITS2区以及线粒体基因COI和COII的PCR扩增并
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检测扩增效果。PCR产物的电泳条带和测序结果显示:电泳条带都比较明亮单一,测序结果较好(图1)。在

NCBI进行Blast比对后,最终确认相关结果与之前形态学鉴定的种类完全一致。

图1 个基因片段扩增产物琼脂糖凝胶电泳

Fig.1 Theagarosegelelectrphoresisofamplificationproductsof5genomicloci

3讨论

Chelex-100是一种由苯乙烯、二乙烯苯共聚体组成的化学螯合树脂,含有成对的亚氨基二乙酸盐离子,可螯

合多价离子,特别是对高价金属离子有很高的亲和力和螯合作用。Chelex-100在低离子强度、碱性及煮沸的条

件下,可以使细胞膜破裂,并使蛋白质变性;Chelex颗粒可通过离心除去,从而使结合的物质与DNA分离
[19]。

用Chelex-100法提取DNA,提取过程始终在同一个试管内进行,不涉及转移,可减少污染机会,同时也降低了检

材的损失,很适合微量检材的DNA提取。虽然该方法的提取纯度不高,但作为PCR反应模板制备拥有良好的

效果
[20]。

3.1提取效果

对生物学材料中DNA的提取一般采用“SDS裂解材料+有机溶剂抽提”的方法。这样的方法步骤繁琐,费
时费力,达不到微量提取的效果;且在提取过程中加入的SDS等裂解物质会严重干扰PCR反应,可能出现假阳

性的结果
[21]。为了满足法医DNA检验中对原始检材需求量小、PCR扩增良好、检验结果准确等多方面的要求,

除了传统的生物学提取方法外,Chelex-100法被广泛应用于医学检验。本研究采用了Chelex-100溶液与蛋白酶

K结合的方法提取蚊虫微量组织DNA,对所提取的DNA纯度与质量浓度、PCR产物和测序结果进行分析,发现

蚊虫标本保存方式与时长对DNA提取的效果影响不大。所以整体来看,应用该技术提取微量DNA时间较短、
质量较高,不失为一种操作简单、节省成本的方法。

3.2适用范围

本研究中使用的Chelex-100现已被广泛应用于法医鉴定
[22],但是在昆虫标本材料的分子鉴定方面也逐步

被应用。邹志文等人
[14]曾用质量分数为5%的Chelex-100溶液提取单头螨(Arachnoidea)的DNA,并成功应用

于COI基因的PCR扩增。随后湛孝东等人
[23]也将该方法用于单头螨线粒体基因组提取并用于扩增COI基因,

效果较好。应用Chelex-100的方法进行蚊虫微量DNA的提取目前尚未见报道。本研究采用Chelex-100溶液

与蛋白酶K结合的方法成功提取了不同种属、不同保存方法及保存年限的单只蚊足基因组DNA,并使用较少的

DNA模板进行了线粒体基因、核基因等基因片段的扩增,均获得了良好的扩增和测序效果。综合以上几点,笔
者认为本方法可作为分子生物学研究提取中小型昆虫样本微量DNA的一个重要方法。

3.3裂解试剂与时长

本研究中选取的材料为单只蚊足。由于昆虫腿部组织含角质层和肌蛋白较多,不易研磨破碎,不利于DNA
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的释放
[24];因此在放有蚊足的EP管中加入质量分数为5%的Chelex-100悬浮液后,还要加入蛋白酶K,并用尖

锐的枪头将蚊足捣碎,并保证在56℃水浴保温裂解过程中蚊足浸没于液面下方。同时,由于腿足组织断裂效果

较差,本研究也对保温裂解的时间进行了梯度摸索,分别采用2,4,6和10h共4个时间梯度,最后确定6h为最

佳裂解时间。对于其他昆虫或节肢动物而言,应根据材料的组成成分、裂解的难易程度来摸索裂解的时间。

3.4纯化与保存

如要对提取到的DNA进行纯化,需要去除其中蛋白质、脂类和离子等物质的污染。先用终质量浓度为

50μg·mL
-1的RNase在37℃下水浴1h,然后采用混合的有机溶剂(其中酚︰氯仿︰异丙醇的体积比为25︰

24︰1)抽提去除蛋白质得到纯净的DNA
[25]。但由于该方法提取出来的DNA量较少,一般情况下不建议进行纯

化。对提取到的DNA进行保存时应注意:1)如是在近期内需要使用,应在-20℃进行存放;2)如长时间不需

要使用而仅是作为样品存留时,应放置在-80℃的超低温冰箱中保存。
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AnimalSciences

ADNAExtractionTechniqueforMosquitoLegsBasedonChelex-100andProteinaseK

YANZhentian,SIFengling,XIANPengjie,HEZhengbo,CHENBin
(ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,ChongqingKeyLaboratoryofVectorInsects,

InstituteofEntomologyandMolecularBiology,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]AtraceamountDNAextractiontechniquewasexploredforamosquitoesappendage(e.g.,asingleleg),using
forthemolecularidentificationandgene-typingresearch.[Methods]ThemicroDNAextractionofasinglelegofmosquitowas

performedcombinedChelex-100withproteinaseK.Accordingtothismethod,thegenomicDNA wereobtainedfromdifferent
mosquitospeciesandpreservedwithdifferentmethodsasexpmetalmaterials.UsingtheextractedDNAsastemplates,weamplified
andsequencedtheribosomeDNAD2,D3andITS2lociandmitochondrialCOIandCOIIgenes.[Results]Usingthistechnology,

high-qualifiedgenomicDNA,amplificationproductsandsequencingresultshasbeenobtained.[Conclusions]Thetechniqueis
advancedwithlowDNAextractionexpenditure,operationsimplicity,andmoreimportantlytheneedofmicro-quantifiedsample.
TheuseofasinglelegforDNAextractioncanleavethemosquitobodyforsubsequentmorphologicalstudy.Thetechniqueisnot
onlyappropriateforDNAextractionoftranceamountofmosquitosample,butalsoforotherinsects.
Keywords:Chelex-100;proteinaseK;mosquito;leg;DNAextraction;PCRamplification
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