
 王蓝晨 等/显微注射法制备转基因家蝇技术的建立 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn Feb. 25, 2021, 37(2): 655−662 

DOI: 10.13345/j.cjb.200316 ©2021 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: June 1, 2020; Accepted: October 28, 2020 
Supported by: National Natural Science Foundation of China (No. 31560253), Guizhou Provincial Department of Education Major Research 
Group for Innovation Groups (No. Qian Jiao He KY [2016] 031), Guizhou Medical University Doctoral Research Startup Fund (No. Qian J2014 
Bohe001). 
Corresponding author: Guiming Zhu. Tel/Fax: +86-851-88174043; E-mail: zgmx926@sina.com 

国家自然科学基金 (No. 315600253)，贵州省教育厅创新群体重大研究项目 (No. 黔教合 KY字[2016]031)，贵州医科大学博士科研起

动基金 (No. 黔 J2014 博合 001) 资助。 

网络出版时间：2020-11-09         网络出版地址：https://kns.cnki.net/kcms/detail/11.1998.Q.20201106.1027.002.html 

655生 物 工 程 学 报  

                                                               

显微注射法制备转基因家蝇技术的建立 

王蓝晨 1，杨阳 1,3，尚小丽 2,3，王兵 1,2，袁林 2，朱贵明 1,2,3 

1 贵州医科大学 生物与工程学院 生物与医学工程重点实验室，贵州 贵阳  550025 

2 贵州医科大学 生物与工程学院 生物技术工程研究中心，贵州 贵阳  550025 

3 贵州医科大学 基础医学院现代病原生物学特色重点实验室，贵州 贵阳  550025 

王蓝晨, 杨阳, 尚小丽, 等. 显微注射法制备转基因家蝇技术的建立. 生物工程学报, 2021, 37(2): 655-662. 

Wang LC, Yang Y, Shang XL, et al. Preparation of transgenic Musca domestica by microinjection method. Chin J Biotech, 2021, 
37(2): 665-662. 

摘  要 : 旨在利用显微注射法对早期家蝇  (Musca domestica L.) 卵注射含有增强型绿色荧光蛋白  (Enhanced 

green fluorescent protein，EGFP) 基因的转座子载体，实现活体基因稳定表达并对其进行验证，为开展家蝇基因

功能的研究奠定基础。文中自制适用于显微注射家蝇卵的硼硅酸盐玻璃微量注射针，摸索出家蝇卵壳的软化处理

条件，以 Nanoject Ⅲ高精度微量注射器为主体构建适用于家蝇的显微注射技术平台；将含有眼部特异表达的 3×P3

启动子、EGFP 的重组质粒 PiggyBac-[3×P3]-EGFP 与稳定遗传表达辅助质粒 pHA3pig helper 显微注射到处理过的

家蝇卵中，待羽化观察眼部发光情况，检测 EGFP 的表达及转录水平。结果表明，将家蝇卵在漂白水中漂洗 35 s

时卵的正常孵化率为 55%，处理 35 s 的卵壳其硬度适宜注射且注射针头不易破碎；羽化后的家蝇眼部带有绿色

荧光的占比约为 3%，通过分子检测，家蝇的 DNA 和 RNA 中均扩增出 EGFP 特异片段，大小为 750 bp。通过该

技术平台，能够便捷、有效地实现报告基因在家蝇中的稳定表达，建立以家蝇为主体的生物反应器，为后续家蝇

基因功能的研究提供一定参考价值。 

关键词: 显微注射，家蝇，受精卵，增强型绿色荧光蛋白，转基因 
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Preparation of transgenic Musca domestica by microinjection 
method 
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Abstract:  The transposon vector containing enhanced green fluorescent protein (EGFP) was injected into early housefly (Musca 
domestica L.) eggs by microinjection method to realize stable gene expression in vivo for verification, and to study housefly gene 
function. A borosilicate glass micro injection needle suitable for microinjection of housefly eggs was made, the softening treatment 
conditions of housefly egg shells were explored, and a microinjection technology platform suitable for housefly was constructed with 

a high-precision microsyringe Nanoject Ⅲ as the main body. The recombinant plasmid PiggyBac-[3×P3]-EGFP containing the 

eye-specific 3×P3 promoter and EGFP and the stable genetic expression helper plasmid pHA3pig helper were microinjected into the 
treated housefly eggs. After emergence, the eye luminescence was observed, and the expression and transcription level of EGFP 
were detected. The results showed that the normal hatching rate of housefly eggs was 55% when rinsed in bleaching water for 35 s. 
The hardness of the egg shell treated for 35 s was suitable for injection and the injection needle was not easy to break. About 3% of 
the emerged housefly eyes had green fluorescence. Through further molecular detection, EGFP specific fragments with a size of  
750 bp were amplified from DNA and RNA of housefly. Through the technical platform, the stable expression of reporter genes in 
housefly can be conveniently and effectively realized, and a bioreactor with housefly as the main body can be established, which 
provides certain reference value for subsequent research on housefly gene function. 

Keywords:  microinjection, housefly, fertilized egg, enhanced green fluorescent protein, genetically modified 

 

家蝇属于完全变态昆虫，是世界大部分地区

最常见、数量最多的一种昆虫[1-2]。其生活史包括：

卵、幼虫 (蝇蛆)、蛹和成虫 4 个时期。家蝇及其

幼虫数量大、繁殖快、成本低、养殖技术简单，

已实现大规模的人工饲养。家蝇体内富含丰富的

蛋白质以及必需的营养物质，例如多不饱和脂肪酸 

(Polyunsaturated fatty acids，PUFAs)、矿物质和维

生素等[3-6]，是一种具有开发前景的昆虫资源。 

转基因昆虫是利用转座子等载体将目的片段

插入昆虫基因组中使其表达特定基因，从而利用

该基因控制昆虫繁殖，并调节昆虫的生命周期[7]。

目前转基因昆虫被广泛应用于多个领域，例如害

虫防治、生物制药、疾病动物模型等。迄今为止，

成功构建的转基因昆虫模型有果蝇、家蚕、蜜蜂、

地中海的果蝇、埃及伊蚊、冈比亚按蚊，斯氏按

蚊等[8-10]。作为生物反应器的产业化昆虫主要有

家蚕和蜜蜂，可大规模生产具有重要商业价值的

外源蛋白[11-13]，目前该领域的研究已相当成熟。

由于昆虫独特的生物学优势和转基因技术的发

展，越来越多的国内外研究人员开始探索使用昆

虫作为生物反应器来生产高附加值的蛋白质。 

显微注射法是一种通过显微操作仪在解剖镜

或显微镜下将外源物质、细胞核或细胞注入到受

体中的生物微操作技术[14]，此技术应用广泛、可

靠性强、效果较好[15-16]。转座子是一种可以改变

宿主细胞基因组中插入位置的移动遗传因子，改

变插入位置的过程称为转座[10,17-18]，piggyBac 转

座子可以准确切出并转座到生物体的染色体中，

是一种广泛作用于鳞翅目等多种昆虫的基因表达

载体。目前 piggyBac 已在多种昆虫转基因中得到

应用，例如果蝇和家蚕，它已被用作高效、稳定

的转基因载体[19-22]。但果蝇较家蝇体积、重量小，
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潜在附加值可能会受到一定程度的影响。目前关

于具体的家蝇相关的显微注射技术来探讨其基因

功能的报道较少见，而基于显微注射的原理和在

其他昆虫中的成功案例如家蚕[23-26]，认为该技术

理论上是可以在家蝇中实现的。 

本研究以资源昆虫家蝇为材料，使用微注射技

术平台将含有报告基因EGFP的 piggyBac转座子导

入早期家蝇卵内，获得稳定表达报告基因的表型个

体；初步建立基于显微注射的家蝇功能基因组研究

技术平台，建立家蝇生物反应器，为后续家蝇基因

功能的研究提供一定参考价值，也可为蝇类及其他

小型昆虫的基因功能研究提供新的技术体系。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

研究所用家蝇饲养、保种于本实验室昆虫房，

培养条件为温度 25–28 ℃，湿度 70%，光照周期

12L︰12D。家蝇幼虫饲料的配制：麦麸︰水=65︰35，

家蝇成虫饲料的配制：白糖与奶粉 1︰1 混匀，饮

用水为 ddH2O。 

实验试剂：转座子载体 PiggyBac-[3×P3]-EGFP

与 pHA3PIG 辅助质粒由本实验室保存。上海晨光

文具海绵双面胶，小号毛笔，CLOROX (高乐氏) 

浓缩漂白水，QIAGEN Endofree Plasmid Maxi Kit、

DNA marker、2×Taq PCR MasterMixⅡ购于天根生

化科技 (北京) 有限公司；氯化钠、酵母粉及胰蛋

白胨购于 Oxoid 公司；琼脂糖购于 Biosharp 公司；

石 蜡 油 购 于 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ；

DRUMMOND 硼硅酸盐玻璃毛细管，Bio-Rad 

GelDoc XR+凝胶成像系统，美国 DRUMMOND 显

微注射器 Nanoject  Ⅲ Auto-Nanoliter Injecto，

P-2000 激光微电极拉制仪 (sutter 拉针仪)，解剖

显微镜 (Olympus)、倒置荧光显微镜(Olympus)、

NanoDrop 微量分光光度计 (Thermo Scientific™)、

玻片、二氧化碳购于贵阳同辉气体有限公司。

引物合成由生工生物工程 (上海) 股份有限公司

完成。 

1.2  方法 

1.2.1  显微注射用玻璃毛细管针的制作 

本文使用仪器与手工 2 种拉制方法。仪器拉制

使用 P-2000 激光微电极拉制仪对 DRUMMOND 硼

硅酸盐玻璃毛细管进行拉制，使用断针仪对玻璃

毛细管进行高温熔断，而后使用磨针仪在显微镜

下摸索适用于家蝇卵注射的针尖角度；手工拉制

的操作方法为两手水平持针，放置酒精灯外焰 2 s

后快速向两边拉针，以防针尖弯曲，清洗消毒备

用，该方法简单但需多次练习。   

1.2.2  家蝇卵卵壳的处理 

配制 65%的湿麦麸，在家蝇产卵高峰期 (每日

14：00–17：00) 收集 30 min 内接到的新鲜卵块，

使用温度为 28 ℃的 1×PBS溶液清洗表面附着的麦

麸，用镊子将单只虫卵分离计数，采用 CLOROX 

(高乐氏) 浓缩漂白水 (主要成分为次氯酸钠和氢

氧化钠) 对家蝇卵进行漂洗，室温控制在 28 ℃。

将卵置于浓缩漂白水中，本实验设置 4 组时间梯

度，作用时间分别为 20、35、50、70 s，每组家

蝇卵 20 枚，重复 3 次。然后用 ddH2O 冲洗。将处

理过的家蝇卵依次排列在双面泡沫胶板上，再将泡

沫胶固定在玻片上，使用小号毛笔在固定好的虫卵

上涂适量的石蜡油，防止表面水分蒸发。 

1.2.3  注射用质粒 

显微注射缓冲液的配制：5 mmol/L KOH、  

0.5 mmol/L NaH2PO4、0.1 mol/L NaOH 调节至  

pH 7.2 后过滤除菌。使用试剂盒 (QIAGEN) 提取

PiggyBac-[3×P3]-EGFP 与辅助质粒 pHA3PIG，进

行 1︰1 混合，NanoDrop 微量分光光度计测量注

射质粒终浓度约为 1 600 ng/μL。使用 Nanoject Ⅲ

高精度微量注射器的 FILL 模式吸取石蜡油，后吸

取注射用混合质粒，观察钢针与玻璃毛细管针之

间的油水界面，遵循系统提示音进行操作。 

1.2.4  家蝇卵显微注射及后续饲养 

将玻片置于载物台上，将聚焦面调节到针尖与

虫卵处于同一接触面上，寻找合适的角度和力度轻

轻刺破虫卵，使用注射器的 INJECT 模式按照排列
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顺序依次注射，每只卵的注射量为 200–500 pL。注

射过程中观察家蝇卵表面的突起程度，有无外渗情

况。注射时要检查注射针的通畅度，防止造成管堵

塞。在熟练掌握整套系统运行后，1 h 内约可注射

800 只去掉卵壳的家蝇卵。注射后的虫卵连同载玻

片置于 65%的湿麦麸中待其发育。注射后的家蝇卵

相较于野生型家蝇卵孵化时间明显延长，在整个幼

虫期应尽量减少翻动，并及时补充麦麸中的水分。 

1.2.5  荧光筛查及 PCR 检测 

待家蝇羽化后使用 CO2 对待鉴定的家蝇进行

麻醉，在倒置荧光显微镜下观察家蝇眼部及其他

部位 EGFP 的表达情况，筛选表达荧光的阳性个

体(G0代)，将G0代转基因雌、雄成虫分别与野生

家蝇杂交保种。根据 PiggyBac-[3×P3]-EGFP 质粒

中 EGFP 基因序列设计引物，提取未表达绿色荧

光的注射家蝇 (对照组) 与转基因家蝇 G0 代 (实

验组) 的基因组 DNA 与 RNA，分别进行 PCR 与

RT-PCR 检测。RNA 的内参上游引物为 5′-CTTG 

AACGGTAAACTCACTGGTATGG-3′，下游引物

为 5′-TGGAGACGACTTCTTCATCGGTGTAG-3′；

检测 EGFP 上游引物为 5′-GGTCGCCACCATGGT 

GAGCAAG-3′，下游引物为 5′-GTACAAGTAAAGC 

GGCCGCGA-3′，预扩增片段大小为 750 bp。反应

体系：20 µL，加 1 µL DNA/cDNA (约 50 ng/µL) 

作为模板，10 µL 2×Taq PCR MasterMixⅡ，引物

各 1 µL (10 µmol/L)，7 µL ddH2O。反应程序：

95 ℃预变性 5 min；95  30 s℃ ，60  30 s℃ ，72  ℃

30 s，共 30 个循环；72 ℃延伸 5 min，1%的琼脂

糖凝胶电泳检测。 

2  结果与分析 

2.1  显微注射法制备转基因家蝇整套平台 

显微注射法制备转基因家蝇需要的主要仪器

设备和耗材由解剖显微镜 (Olympus)、DRUMMOND

显微注射器 Nanoject Ⅲ、玻片、泡沫双面胶及硼

硅酸盐玻璃微量注射针组成。泡沫双面胶以 EVA

泡棉为基材，柔软性好、防震、防滑、抗压力性

强，用来固定家蝇卵，以防卵在玻片上来回滑动。 

2.2  毛细管针的拉制 

使用拉针仪对玻璃微量注射针进行处理，熔断

温度设置在 62.5 ℃，使用磨针仪在镜下将针尖与砂

轮轻轻接触形成约 45 角，调节砂轮转速。打磨后

使用含水的 1 mL 注射器检测通畅程度。仪器拉制

的针头内径约为 1 μm，手工拉制的注射针内径则会

更小 (图 1)。手工拉制针头没有仪器拉制得直，但

其极少出现针头堵塞的情况，消毒后可直接使用。 

2.3  去卵壳处理对家蝇的影响 

经漂白水处理后的家蝇卵形态出现变化 (图 2：

A–D)，孵化时间明显延长，孵化率也不同，经过 
 

 
 

图 1  两种玻璃微量注射针的比较 
Fig. 1  Comparison of two glass microinjection needles. 
(A) Instrument processing glass microinjection needle. 
(B) Handling glass microinjection needles. 

 

 
 

图 2  漂白水处理家蝇卵的形态改变 
Fig. 2  Morphological changes of housefly eggs treated 
with bleach. (A) Bleach treatment of egg shells for 20 s. 
(B) Bleach treatment of egg shells for 35 s. (C) Bleach 
treatment of egg shells for 50 s. (D) Bleach reatment of 
egg shells for 70 s. 
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验证表明，漂白水作用 20 s 时孵化率为 77%，随着

作用时间的增加，孵化率逐步降低，作用 70 s 时卵

孵化率仅为 13% (图 3)。为保证充分去除卵壳同时

孵化率又达到一定水平，本研究中选择漂白水作用

35 s 组进行卵壳处理，家蝇的孵化率约为 55%。 

2.4  显微注射液的配制 

大量提取注射用转座子载体 PiggyBac-[3×P3]- 

EGFP 与辅助质粒 pHA3PIG (图 4)，乙醇沉淀浓

缩，最后使用配制的缓冲液溶解，NanoDrop 测量

浓度并进行电泳检测。 

2.5  显微注射后的眼部绿色荧光筛查 

由于 piggBac 转座子载体上带有 3×P3 特异性

眼部表达启动子，在家蝇羽化后，复眼部会发出

明显的绿色荧光。在该技术平台下，注射每批次

100 只可筛选到 3–5 只眼部有明显绿色荧光的家

蝇。将注射后眼部未表达绿色荧光蛋白的家蝇设

为对照组 (图 5)，A、B、C 表示对照组家蝇在镜

下不同角度的复眼荧光的观察，D 图为对照组家

蝇其他组织部位的观察；E、F、G 实验组家蝇在

镜下不同角度的复眼荧光的况观察，H 图为其他

组织部位亦可有绿色荧光的分布表达。 

 
 

图 3  漂白水对家蝇卵孵化率的影响 
Fig. 3  Effect of bleaching water on hatchability of 
housefly eggs. 

 

2.6  分子水平检测 EGFP 的整合及其表达 

在倒置荧光显微镜下已观察到家蝇眼部带有

明显的绿色荧光，说明表达载体已成功转入家蝇体

内，收集注射后但未表达绿色荧光的家蝇 (对照组) 

与带有绿色荧光蛋白的转基因家蝇 (实验组)，设置

阴性对照，提取家蝇总 DNA 与 RNA，检测家蝇体

内 EGFP 基因的表达及转录情况。结果表明   

(图 6)，眼部有荧光的家蝇 (实验组)，体内在 DNA

与 RNA 水平均检测到 EGPF，大小为 750 bp，表明

该技术成功实现了外源基因在家蝇体内的表达。 

 

 
 
图 4  注射用质粒图谱 
Fig. 4  Plasmid map for injection. 
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图 5  家蝇荧光蛋白镜下观察 
Fig. 5  Detection of housefly fluorescent protein under microscope. (A–D: under fluorescence) Detection of each part 
of housefly in control group. (E–H: under fluorescence) Detection of each part of housefly in test group. 
 

 
 

图 6  EGFP 在家蝇中的整合情况及其表达 
Fig. 6  The integration and expression of EGFP in housefly. (A) Expression of EGFP in housefly DNA. M: DNA 
marker D2000; 1: negative control; 2: control housefly DNA; 3: test group housefly DAN. (B) Housefly internal control 
expression. M: DNA marker D2000; 1: negative control; 2: control housefly internal control; 3: test group housefly 
internal control. (C) Expression of EGFP in housefly RNA. M: DNA marker D2000; 1: negative control; 2: control 
housefly RNA; 3: test group housefly RNA. 
 
 
 

3  讨论 

昆虫纲是动物界中种类最多的类群，种群数

量庞大，在生长条件、时间、行为和环境等因素

上出现显著的差异。因此，转基因昆虫模型的制

备和筛选并没有统一标准。转基因技术的环节为

重组 DNA，具体涉及到目的基因的取得、基因的

转移、产物的表达等过程。根据外源基因导入的

方法和对象的不同，常用方法主要有显微注射法、

逆转录病毒感染法、胚胎干细胞法及精子载体法、

电穿孔法、基因枪法等[10,20-22]。目前转基因技术 

的研究已广泛渗透到遗传学、发育生物学、遗传学、

发育生物学、医学、畜牧兽医学等各个不同学科领

域，而且已构建了大量的转基因动物模型用于发育

及基因的表达调控、疾病的发病机理等基础研究。

同时通过转基因动物方法制造生物反应器，以获

得人类需要的某些生物活性蛋白质[27]。 

转基因技术中关键参数的摸索以及如何获得

稳定的转基因品系都是需要克服的问题。本研究

中选取家蝇作为研究对象，在基因导入过程中出

现家蝇卵壳坚硬、大小和极方向不明显等问题，

解决这些问题是转基因家蝇构建过程中的一个关

键步骤。参照果蝇卵壳的软化步骤[28]，使用含有

次氯酸钠的漂白水处理后，外壳被完全或部分移 
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除，基因导入会相对容易。若卵壳漂洗过度，整

个胚胎就会非常脆弱，即使注射成功卵在后期仍

不能正常发育；卵壳漂洗时间不够，则会影响操

作的进行，甚至破坏注射用的玻璃微量注射针。

与此同时，注射针头拉制的过程中，仪器拉制的

针头直但会出现针头堵塞情况，而手工拉制的不

易堵塞且针尖直径更小，所以制备便于注射且创

伤性小的注射针头也十分重要。 

至今 P 因子和 piggyBac 联手己插入诱变了

70%以上的果蝇基因。piggyBac 转座系统已成为

在昆虫中使用最广的转座子，它已被证明能够在

5 个目 (鳞翅目、双翅目、膜翅目、鞘翅目和直翅

目) 的 20 多种昆虫中转座[29-30]。本文将携带 EGFP

的转座子载体导入家蝇卵中，待家蝇羽化后观察

EGFP 在家蝇中表达。对转基因阳性个体进行 PCR

和 RT-PCR 的鉴定。结果显示在家蝇眼部出现明显

的绿色荧光，阳性个体中可以扩增出 EGFP 片段。

但转基因阳性个体体质差、抗病性弱、易感性强、

对生存环境要求较高、生长发育明显滞后于野生型

家蝇，并出现了不同程度的畸形、死亡、蛹化异常

等问题，这些问题都会影响到转基因家蝇品系的建

立。本研究在家蝇水平优化了显微注射技术，成功

使 EGFP 基因在大家蝇体内表达，对家蝇基因功

能的研究具有重大意义和应用价值。 

随着科学技术尤其是转基因技术的不断进步

与发展，期望转基因家蝇能够在未来作为一种真

正实现安全转基因的昆虫甚至动物范本，通过不

断消除转基因生物的安全隐患，推动安全转基因技

术的多元化发展及转基因经济昆虫的产业化开发。 
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