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应用长 !"# 扩增蝗虫线粒体全基因组
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摘要：介绍了用两对长 )*+ 引物扩增蝗虫（,-./01/023）线粒体全基因组的方法。从 4*56 的核酸数据库

下载得到 7# 种已测昆虫线粒体全基因组，选取 -891-:.1;2 1（*89 1）、-891-:.1;2 1</03=2 =>?>@/9!（*A!）、

-891-:.1;2 1</03=2 =>?>@/9"（*A"）基因的保守区域设计两对引物。其中引物 B)"7 和 B)"$ 从 *A"向 *89
1 扩增；引物 B)*89 1 和 B)*A!从 *89 1 向 *A!扩增，两对引物扩增的片段之间有大约 % C? 的重叠。应

用这两对引物成功扩增出 %" 种蝗虫的线粒体基因组。考虑到在设计引物过程中所选序列在其他昆虫

中的保守性，它们应能在大部分昆虫线粒体基因组扩增中发挥作用。
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长 )*+ 技术由于其自身的优势，被用来扩

增线粒体基因组，在生命科学中发挥着重要的

作用［%］。然而在扩增大于 ’ C? 的线粒体 Z4,
（;9Z4,）片段技术上仍很困难，限制了长 )*+

的广泛应用［!，7］。现今，应用长 )*+ 扩增线粒

体序列在人类［$，’］及一些哺乳动物［#］、鱼类［(］、

鸟类、爬行类［W］、节肢动物［E，%"］等均有过报道，

但在昆虫中很少。

本文从 4*56 的核酸数据库下载得到 7# 种

昆虫线粒体全基因组。对下载序列加以比对，

选取线粒体 Z4, *89 1、*A!、*A"基因的保守

区域，参 照 引 物 设 计 原 则，设 计 出 两 对 引 物

B)*89 1 和 B)*A!、B)"7 和 B)"$ 分别可扩增长

W C? 和 E C? 的线粒体基因组片段。引物 B)*89
1 和 B)*A!，从 *89 1 向 *A!扩增；引物 B)"7
和 B)"$ 从 *A"向 *89 1 扩增。通过对 )*+ 反

应各影响因素进行优化组合，寻找到最适长

)*+ 反应条件，在 %" 种蝗虫中扩增出目的片
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段，为进一步测定这些物种的线粒体全基因组



提供了充足的材料。

! 材料与方法

!"! 细胞总 #$% 的提取 分析主要针对 !"
种蝗 虫（表 !）。配 制 # 液（"$""% &’()* +,-.、
"$"! &’()* /01(、"$"! &’()* 23+#；45 6$" 7
8$"）；9 液（"$%: ;3;）；1 液（"$< &=)&( 蛋白酶

>）。按 # 液 ? 9 液 ? 1 液 @ 8 ? ! ? ! 的比例配成匀

浆缓冲液。把标本的肌肉置于其中研磨后放在

A%B水浴消化 C D。用平衡酚（45 6$A 7 6$8）提

纯两次，再用 1E（氯仿 ? 异戊醇 @ <F ? !）提纯一

次。最后用 G <"B 预冷的 !"": 乙醇沉淀 和

6":乙醇洗涤总 3/#。在总 3/# 提取过程中，

最好在 FB下离心，离心不超过 !< """ =，防止总

3/# 的降解和断裂。

表 ! 实验标本概要

&’()* ! +,--’./0’1/23 24 5’-6)* /3 *76*./-*31

科

H0&-(I
属

JKLM.
标本名称

;0&4(K
采集地点

*’N0O-’L

时间

+-&K
（年 $ 月）

保存方式

P,K.K,Q0O-’L

斑翅蝗科 RKS-4’S-S0K 飞蝗属 !"#$%&’ 东亚飞蝗 !"#$%&’ ()*+’&"+)’ (’,)-.,%)% 海南海口 <""C$!" 乙醇浸泡

网翅蝗科 #,NI4OK,-S0K 网翅蝗属 /+#01&.+’ 隆额网翅蝗 /+#01&.+’ #"+.’,’ 陕西眉县 <""<$"6 乙醇浸泡

癞蝗科 P0&4D0=-S0K 笨蝗属 2’1-"-+"1)% 笨蝗 2’1-"&+"1)% 3+$,,.+)’,’ 陕西眉县 <""<$"6 乙醇浸泡

剑角蝗科 #N,-S’-S0K 蚱蜢属（剑角蝗属）/#+)4’ 中华蚱蜢 /#+)4’ #),.+.’ 陕西韦曲 <""<$"6 乙醇浸泡

斑腿蝗科 10O0LO’4-S0K 星翅蝗属 5’--)1&’($% 意大利蝗 5’--)1&’($% )&’-)#$% 甘肃永靖 <""!$"8 乙醇浸泡

斑翅蝗科 RKS-4’S-S0K 车蝗属 6’%&+)(’+*$% 云斑车蝗 6’%&+)(’+*$% (’+("+’&$% 云南西双版纳 !TT8$"6 乙醇浸泡

斑腿蝗科 10O0LO’4-S0K 蹦蝗属 7),"1"4)%(’ 霍山蹦蝗 7),"1"4)%(’ 8"$%8’,’ 陕西柞水 <""<$"T 乙醇浸泡

癞蝗科 P0&4D0=-S0K 短鼻蝗属 9)-#8,.+.--’ 永登短鼻蝗 9)-#8,.+.--’ 0",*4.,*.,%)% 甘肃永靖 <""!$"8 乙醇浸泡

斑翅蝗科 RKS-4’S-S0K 皱膝蝗属 /,*’+’#+)% 红翅皱膝蝗 /,*’+’#+)% +8"4"1’ 甘肃永登 <""!$"8 乙醇浸泡

斑腿蝗科 10O0LO’4-S0K 稻蝗属 :;0’ 中华稻蝗 :;0’ #8),.,%)% 陕西长安 <""F$"T 新鲜个体

!"8 引物设计 从 /19E 的核酸序列数据库中

下载 CA 条昆虫线粒体全基因组，其中包括半翅

目（5K&-4OK,0）昆虫 6 种； 翅目（P(KN’4OK,0）昆

虫 ! 种；缨尾目（+DI.0LM,0）昆虫 ! 种；蜚蠊目

（9(0OO’SK0）昆虫 ! 种；鳞翅目（*K4-S’4OK,0）昆虫 %
种；双 翅 目（ 3-4OK,0）昆 虫 !! 种；啮 虫 目

（P.’N’4OK,0）昆虫 ! 种；膜翅目（5I&KL’4OK,0）昆

虫 < 种；缨翅目（+DI.0L’4OK,0）昆虫 ! 种；鞘翅目

（1’(K’4OK,0）昆虫 F 种；直翅目（R,OD’4OK,0）昆虫 !
种。选取 1IO 3、1R!、1R"基因的相应区域，

用 1(M.O0( U（!$8C）多重序列比对程序［!!］对这 C
组基因分别比对，找出保守序列。1R"基因中

还添加了几条本实验室自己测得的序列。参考

在 1IO 3、1R!、1R"这 C 个基因处的两对通用引

物 19V/V!!C<8［!<］、19VWV!!CC8［!<］、1R"VX*X［!C］、1R

!V1,’<［!C］，遵循引物设计原则［!F，!%］设计出长 P1X
引 物：*P"C（C<&K,）：%YV1#+++#++++J#++Z+++J
J[1#Z11#J##J+VCY。 其 他 C 条 引 物 *P"F

（C<&K,）：%YV####+[J1X+#[J1###+#X####

+#+1#++1VCY；*P1R!（C<&K,）：%YV+J#++#J1+
11#1###+++1+J##1#++J#11 V C Y；*P1IO 3（ C<
&K,）：%YV[#1#11#J++1#+#++3##11#J##+J
#+#++VCY。使用引物设计软件对引物作全面的

分析评价，确保这些引物不会形成非常稳定的

引物间或引物内二聚体及发夹结构。设计出的

引物由 9JE *-\K +KND 1’]，*OS]合成并纯化。

!"9 长 :;< 扩增反应 用设计的 < 对引物扩

增东亚飞蝗的线粒体全基因组。对影响长 P1X
反应的各项因素，如模板浓度、引物浓度、̂ =< _

离子浓度、S/+P 浓度、退火温度和时间等进行

分析，找出适合模板和引物的最佳条件。参考

+0>0X0 *0 <’=+^（ +0>0X0 9-’OKNDL’(’=I 1’]，
*OS]）使用说明，配制 %"#( 反应混合液［!" ‘ *#
P1X 9M\\K, !（^=< _ H,KK），<$% &&’()* ^=1(<，每

种 S/+P 各 F""#&’()*，两种引物各 "$8#&’()*，

<$% 个单位的 +#>#X# *# <’= 酶，以及 "$! 7 !

#=总 3/# 模板，灭菌水补足到 %"#(］，在 9-’V
X0S ^ININ(K, P1X 仪中进行 P1X 反应，反应条
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件：!"#预变性，$ %&’；!$#变性，() *；+"#退

火，() *；+,#延伸，-$ %&’，扩增 $) 个循环；另

$) 个循环是在延伸步骤每一循环增加 $) *；最

后 +,#总延伸 . %&’。整个反应置于冰上操作，

反复 吹 吸 混 匀 反 应 液。长 /01 反 应 产 物 用

-2)3的琼脂糖凝胶电泳检测，!456 7!"#8"作

为标记，在紫外透射仪下观察电泳结果。

! 结 果

凝胶电泳检测（图 -）初步证实，引物 9/)(
和 9/)" 从 -) 种蝗虫总 456 中扩增出了目的

片段。为进一步证实扩增的目的片段是线粒体

456，将飞蝗产物切胶后用 :;<=’= 试剂盒（:;

<=’= >&?@=AB’?C?<D 0?E，9@8E）纯 化。用 >&<;4D=
F=G%&’H@?G I(2- 0DAC= *=JK=’A&’< L&@（ 6MMC&=8
>&?*D*@=%* /@D 9@8 E）和引物 9/0N#及 9/0D@$ 在

6> (-));6IH’@ O=’=@&A 6’HCDP=G （ 6MMC&=8
>&?*D*@=%* /@D 9@8 E）上直接测长 /01 产物两端

序列。在 50>Q 的核酸序列数据库中搜索与测

序结果匹配度最高的序列：上游引物 9/)( 所测

序 列 与 %&’()*+ *ME R4;$))( AD@?ABG?%= ?S&8H*=
*KTK’&@$（0N$）<=’=；下游引物 9/)" 所测序列

与 %&’()*+ ,"-.+*&."+ %&@?AB?’8G&?’ AD@?ABG?%= $
<=’= 具有最高的匹配度，这表明扩增产物是目

的片段。引物 9/0N#和 9/0D@ $ 的扩增情况

与引物 9/)( 和 9/)" 相似，在此不再赘述。

图 " 引物 #$%& 与 #$%’ 扩增蝗虫线粒体基因凝胶电泳检测结果

()*+" $,- ./01)2)3.4)56 52 35/01747 /)4538569:).1 *765/7; <)48 #$%& .69 #$%’ )6 476 =3:)95)97. ;073)7;
-2 东亚飞蝗；$2 隆额网翅蝗；(2 笨蝗；"2 中华蚱蜢；U2 意大利蝗；

+2 云斑车蝗；.2 霍山蹦蝗；,2 永登短鼻蝗；!2 红翅皱膝蝗；-)2 中华稻蝗。
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& 讨 论

/01 技术是现今分子生物学实验室应用相

当广泛的技术之一。用它分析 %@456 避免了

传统方法分离 %@456 的费力和耗时，避免了常

规 /01 非特异性扩增核内假基因的干扰。但

稳定扩增长于 U LT 的长片段仍有许多困难［(］。

这是因为长 /01 技术与常规 /01 技术相比，对

反应中各因素的要求更严格。

各种来源的、降解的、有缺刻的和未纯化

456 都在常规 /01 中成功的应用过，但较长的

模板 456 中有更多位点容易在变性步骤中发

生脱嘌呤和脱氨，所以长 /01 反应中模板要求

是完整的 456 模板［-+，-.］，特别是在一步扩增全

线粒体基因组中，对 /01 模板要求更严格［-,］。

本次实验将全线粒体基因组分成两部分来扩

增，适当降低长 /01 反应对模板的苛刻要求。

引物的好坏往往是 /01 成败的关键，对于

长 /01 反应而言更是如此。所选引物的好坏

决定了 /01 产物的大小、位置以及 /01 反应条

件和扩增产量等一些重要物理参数。好的引物

可以避免背景和非特异性产物的产生。标准

/01 的引物设计原则，如引物与模板的序列要

紧密互补，引物与引物之间避免形成稳定的二

·(+·$ 期 刘 念等：应用长 /01 扩增蝗虫线粒体全基因组



聚体及发夹结构，引物不能在模板的非目的位

点引发 !"# 聚合反应（即错配）等［$$，$%］，也适用

于长 &’( 技术。

通过从 "’)* 的核酸序列数据库中下载 +,
条昆 虫 全 线 粒 体 基 因 组，在 通 用 引 物 ’)-"-
$$+%.［$/］、’)-0-$$++.［$/］、’1!-(2(［$3］、’1"-
’45%［$3］的基础上，遵守引物设计原则，向 +6端或

36端延伸或删除数个碱基以达到长 &’( 引物的

要求。在修改通用引物的过程中尽量选取保守

性好的位点，防止多义碱基的出现，特别是尽量

避免引物 +6末端位于密码子的第三位，避免 +6
末端的简并。总之引物简并位点引入要谨慎，

虽然引物使用简并位点后，其适用性增强，但特

异性也降低了。引物简并后 &’( 反应当在比

较高的引物浓度下进行，因为在反应混合物中

的大多数寡聚物并不是被用来引发专一反应，

而只是产生高的背景而已［$%］。

本次实验的引物设计过程参考了一些通用

引物，以确保引物的通用性。长 &’( 的引物一

般较长，引物每增加一个核苷酸能使反应提高

大约 / 倍的特异性［$,］。例如在 ’1!中通过多

重序列比对发现几个较为保守的区域。特别是

通用引物 ’1!-(2(［$3］36- 778#777777887’#
7’’#8##87-+6所在区域。考虑通用引物所在

区域 36端保守性较 +6端好，向 36端延伸 . 个碱

基并对其中 + 个多义位点采取简并，得到长

&’(引物：2&9+（+%:;4）：36-’#777#77778#77<
77788=’#<’’#8##87-+6。用 同 样 的 方 法 设

计出其他 + 条引物。在此次实验中，通过对长

&’( 各个影响因素的优化组合，成功扩增出东

亚飞蝗、隆额网翅蝗、笨蝗；中华蚱蜢、意大利

蝗、云斑车蝗、霍山蹦蝗、永登短鼻蝗、红翅皱膝

蝗、中华稻蝗。等直翅目昆虫线粒体基因组。

考虑在引物设计过程中，选用了 "’)* 的核酸

序列数据库中 +, 条昆虫全线粒体基因组，包括

有翅亚纲 $% 个目的昆虫的代表，通过对长 &’(
反应条件的优化，这两对引物应该在其他目昆

虫中有更广泛的应用。
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