
昆 虫 学 报 !"#$ %&#’(’)’*+"$ ,+&+"$，!"#"$% &’’(，)*（)）：+,, - +*& .//0 ’)+)1(&*(

基金项目：国家科技部攻关项目（&’’23!45&!’*1’&）；国家自然基金资助项目（2’245&+(）
作者简介：姜淑芳，女，5*(+年 5月生，博士，研究方向为病原生物学，61789:：;$<’*5&=>8?@@A B@7A BC
! 通讯作者 !"%?@D <@D B@DDE$F@CGECBE，61789:：H?8@%>=C9BA I79 A 8BA BC
收稿日期 JEBE9KEG：&’’+15&1&*；接受日期 !BBEF%EG：&’’(1’+1’*

实验感染的三带喙库蚊和来亨鸡体内
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摘要：采用 L(M2(细胞培养分离活病毒、间接免疫荧光染色检测病毒抗原、JN1OLJ扩增病毒基因片段和 OLJ产物
测序等方法，对实验感染的三带喙库蚊 -.)/0 #1+#$/&+’123&"2.4和来亨鸡血液样本中的西尼罗病毒进行分离和鉴定。
结果表明，接种实验感染蚊虫研磨液和来亨鸡血液样本的 L(M2(细胞出现细胞融合、空泡形成的病变效应；用西尼
罗病毒抗血清进行间接免疫荧光染色，感染病毒的细胞呈现黄绿色荧光，为阳性反应；采用 2对不同引物的 JN1
OLJ体系扩增分别出现预期的 )’, IF、)*, IF和 ++* IF的基因片段，序列测定证实扩增序列与实验所用毒株相应的
基因序列基本相同。从而证实实验感染三带喙库蚊和来亨鸡体血液内的西尼罗病毒与实验感染所用的西尼罗病

毒 L?9C1’5株一致。
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近几年来，西尼罗病毒（‘E$% 09:E K9D"$，‘0a）的
流行区域不断扩大，在人群中爆发的频率急剧增加，

同时伴有野生鸟类的大量死亡（OE%ED$EC 8CG J@E?D9#，
&’’5）。西尼罗病毒 5*** 年在美国纽约首次爆发，
随后迅速蔓延，至 &’’)年美国已有感染病例5( 4’(
之多，死亡 (((例（U8>E$ /# $) A，&’’+），西尼罗病毒
病成为全球普遍关注的新发传染病之一。研究已证

明，鸟类是该病毒的保存宿主，带病毒的候鸟迁徙是

其远距离扩散的重要途径（J8FF@:E /# $) A，&’’’），蚊
虫是其主要的传播媒介。能够自然感染或实验感

染、传播西尼罗病毒的蚊虫媒介涉及范围甚广，包括

库蚊 -.)/0、伊蚊 !/5/4、轲蚊 -’6.+))/##+5+$、按蚊
!&’72/)/4、骚扰蚊属 8"2)/1’#$#.4 等共 55 个属 4’ 多
种蚊虫（U9##$ /# $) A，&’’)），其中库蚊是最主要的媒
介。虽然有些蚊虫在病毒传播过程中的作用尚不清
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楚，但是研究已证明，不同地区的主要媒介各不相



同，同一种蚊虫不同的地理株对于西尼罗病毒的易

感性及传播作用也有所不同（!"#$%，&’()）。
在我国有许多候鸟的栖息繁殖地，存在着许多

病媒蚊虫种群，部分地区的人群和鸟类血清中存在

*+,抗体（陈伯权等，&’(-；杨起饶等，&’((），说
明在一定程度上有 *+,爆发流行的可能。三带喙
库蚊 !" . #$%#&’(%)$*+(,*-. 是我国乙型脑炎病毒的主
要传播媒介，西尼罗病毒与乙型脑炎病毒同属于一

个抗原组，并且，国外研究证实在中东三带喙库蚊是

*+,的重要传播媒介（!"#$%，&’()；!/00% ’# &/ .，
122)）。因此，选择三带喙库蚊等重要的蚊虫进行经
口感染和传播 *+,的实验研究，对于提出我国潜
在的传播媒介，在将来可能的爆发流行中，针对媒介

蚊虫进行有效防控具有重要意义。

实验感染的蚊虫和来亨鸡体内病毒的检测和鉴

定是进行蚊虫传播 *+,实验研究的必要手段。本
研究用细胞接种分离活病毒、免疫荧光染色检测病

毒抗原、345673扩增病毒不同基因片段和 673 产
物测序等方法对实验感染三带喙库蚊和来亨鸡体内

的 *+,进行分离和鉴定，以确保感染和实验检测
结果的准确和可靠。

! 材料与方法

!"! 实验动物、病毒株和细胞
89小鼠（0-. 1-.,-/-.，& : - 日龄的乳鼠带母

鼠）、;"<=>?小鼠（@ : (周龄，雌性）由军事医学科学
院实验动物中心提供。来亨鸡（A$0BCDE ?B/?F$E ，& :
-日龄）购自北京实验动物中心梅里亚维通公司。
三带喙库蚊 !-/’" #$%#&’(%)$*+(,*-. G/<$%云南株，由云
南省流行病研究所赠送，本研究室常规保种传代。

西尼罗病毒 7B/E52&株为军事医学科学院微生物流
行病研究所毒种库保存，用 & : -日龄的 89乳鼠脑
内接种法进行传代。白纹伊蚊 7@>-@细胞由本所细
胞库提供，1(H，IJ 7K1 培养条件下，L9M9
（LN<=$?C’% 9CO/P/$O M"0<$’% 9$O/NQ）培养液（含 &2J
胎牛血清）传代培养。

!"# 主要仪器与试剂
台式冷冻离心机是 R/0Q"公司产品；673扩增

仪（G$E$SQT 673 R#%U$Q1)22）是 6M38V+ MA9M3 公
司产品；4D/WC< 和 L9M9（LN<=$?C’% 9CO/P/$O M"0<$’%
9$O/NQ）是 G/=/?C 公司产品；345673 试剂、L+S
9"DF$D LA1222和 L+S纯化试剂盒是 4"8"3"公司产
品；胎牛血清是 !#?<CE$ 公司产品；引物由 R;R

G$E$U$?B公司合成；XV47标记羊抗鼠 V0G是中杉金
桥生物技术有限公司产品。

!"$ 西尼罗病毒抗原的制备
参照文献（谢超等，1221；杨发青等，122)）制

备 @2J的西尼罗病毒 89 乳鼠脑悬液，经 I@H，-2
Q/E进行病毒灭活后，)H，&1 222 D>Q/E，离心 &2 Q/E，
取上清液作为免疫用病毒抗原。

!"% 西尼罗病毒抗血清的制备
首次免疫，将病毒抗原与弗氏完全佐剂充分混

合，采用多点注射法接种 @ : ( 周龄、雌性 ;"<=>?小
鼠，2YI QA >只。以后每隔 Z天加强注射纯病毒抗原
一次，2YI QA>只，共 -次。最后一次注射 Z天后，采
取小鼠尾血，用间接免疫荧光法（方法参照下文

&YZ）进行抗体效价测定后，收集鼠血，分离血清，
[ 12H冻存备用。
!"& 实验感染蚊虫及来亨鸡样本的处理
蚊虫实验感染、传播方法和检测样本的采集参

照文献（GCOO"DO ’# &/ Y，1221；8CQ"D ’# &/ Y，122-；
郭晓霞等，122)）进行。实验前将蚊虫断糖水饥饿
12 : 1) B，饲喂感染血餐（12J病毒鼠脑悬液 \新鲜
鼠血液 \ (J糖水）& B后，挑选饱血蚊，常规饲养 &)
天，再次断糖水饥饿 12 : 1) B，使其刺叮来亨鸡 & B。
随即将吸血蚊虫冻麻，加蚊虫稀释液（含有胎牛血清

的 L9M9 ）& QA >只进行研磨，研磨液冻存于
[ Z2H，用于病毒检测。于刺叮传播实验后第二天
采取来亨鸡颈静脉血液 2Y& QA >只，加入 2Y’ QA血
液稀释液（含有胎牛血清和肝素的 L9M9）中，混匀，
冻存于 [ Z2H，用于病毒检测。于接种细胞前用针
式滤器（滤膜直径为 2Y11!Q）将蚊虫研磨液和来亨
鸡血液样本进行抽滤除菌。用饲喂不含病毒悬液血

餐的三带喙库蚊研磨液作为阴性对照，处理方法与

实验样本相同。

!"’ 实验样本的分离接种与细胞病变观察
在 1I ?Q1 的细胞培养瓶中，常规制备 7@>-@细

胞单层。接种已经抽滤过的感染蚊虫研磨液和被感

染蚊虫刺叮的来亨鸡血液样本，-22!<>瓶，置 -ZH，
IJ 7K1 孵箱中，吸附 1Y2 B，期间轻轻摇动细胞培养
瓶数次，促进病毒吸附和侵入细胞。吸出接种液，加

入细 胞 维 持 液（ L9M9，含 IJ 胎 牛 血 清），
IY2 QA>瓶，置 -ZH，IJ 7K1孵箱中孵育，每天观察
细胞变化。并与接种病毒鼠脑悬液的阳性对照、接

种未感染蚊虫研磨液的阴性对照细胞进行比较。

!"( 病毒抗原的间接免疫荧光（)*+),-./ )001*23415
2,-6.-*.- 76678，9:;）检测
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接种病毒鼠脑悬液、感染蚊虫研磨液和被感染

蚊刺叮的来亨鸡血液样本的 !"#$" 细胞孵育 $ % &
天，吸除部分细胞维持液，然后轻轻将细胞悬浮，滴

加到微孔玻片上，使细胞自然沉降、干燥后，用冷丙

酮固定 ’( )*+，作为抗原片。每张微孔玻片上留 ,
个孔，加接种阴性对照蚊虫研磨液和来亨鸡血液样

本的细胞悬液。将自制抗血清按照效价稀释后，加

入微孔中，放置湿盒内，于 $-.孵箱中反应 ’/0 1，然
后用 0/0’ )23#4的 567缓冲液（89 -/&）充分洗片，
加用伊文氏蓝溶液稀释为工作浓度（’ : &0）的 ;<=!
标记羊抗鼠 <>?，覆盖细胞膜，放 $-.孵箱中反应
,0 )*+，用 0/0’ )23#4的 567 缓冲液（89 -/&）充分
洗片，加磷酸甘油封片后，置荧光显微镜下观察。

!"# $%&’($及其产物测序
分别取冻存于 @ -0.的蚊虫研磨液和来亨鸡血

液样本 ’(0!3，提取总 ABC。A=D5!A操作参照文献
（71* !" #$ /，,00’；EFGHH)F+ !" #$ /，,00$）和 =FEFAF
公司 A=D5!A试剂说明书加以改进后进行。采用的
$ 对 引 物 分 别 为，5’： (ID==?=?==??!=!=!==
??!?==!==D$I， 5,： (ID!C?!!?C!C?!C!=??C
!C==!C=CD$I，扩增病毒 8JK区 ,$, % "&0 L8之间的
&0M L8 片段；5N：(IDC=?C!CCC!?=?!=?C!!!C?D
$I，5’0：(ID=??!?=?=??==!!=!CCC!D$I，扩增病毒
O蛋白区的 ’ ,’’ % ’ -0M L8 之间的 &NM L8 片段；
5&N： (IDC===?!=!!?!=?=!!!=?D$I， 5(0： (ID
===?==!C! !!C?=!!=!!=?D$I，扩增病毒 B7 区的
’0 0$0 % ’0 (MM L8之间的 ((N L8片段。其中，5’和
5,扩增体系已经过优化（另文发表），产物进行了测
序，序列与实验所用 PBQ !1*+D0’ 株同源性为
’00R，在此研究中作为阳性控制体系。5N#5’0 和
5&N#5(0的 A=反应体系为 ’0!3，主要包括：

( S反应缓冲液 ,/0!3，&种脱氧三磷酸核苷混
合液（,/( ))23#4 TFU1）&/0 !3，ABC 酶抑制物
0/,(!3，反转录酶 0/( !3，下游引物 0/( !3，9,V
’/-(!3，样本 ABC ’/0!3。反应循环为 ((. $0 )*+；
NN. ( )*+，(. ( )*+。5!A反应体系为 ,(!3，包括
’0 S反应缓冲液 ,/(!3，&种脱氧三磷酸核苷混合液
（,/( ))23#4 TFU1）’/( !3，热 启 动 =FW 酶（ OX
=FW=K97）0/,!3，上游引物 0/,!3，下游引物 0/’!3，
9,V ’N/0!3，反转录产物 ’/(!3。反应循环为 N&.，

, )*+后，进入循环 N&. $0 Y，(M.或 (0. $0 Y，-,.
’ )*+，共 &(个循环，-,.延伸 ’0 )*+。
分别将引物 5N#5’0 和 5&N#5(0 扩增的产物

’00!3进行琼脂糖凝胶电泳分离，在紫外灯照射下，

切取特异性条带，用微量 ZBC纯化试剂盒进行纯化
后，送 =FEFAF公司直接用下游引物测序。

) 结果与分析

)"! 西尼罗病毒抗血清的效价
抗血清经 ’0 倍系列稀释后，’ : M0 稀释孔可见

(0R以上细胞荧光染色阳性，因此，抗血清效价为
M0。
)") 样本的分离接种与细胞病变观察
孵育 $ % &天后，部分细胞出现形态改变，表现

为细胞融合，空泡形成，细胞病变严重时，可全部漂

起，类似细胞衰老的表现，但是比较而言，接种病毒

鼠脑悬液和感染样本的细胞出现形态改变时间早，

并且较多。阴性对照细胞中个别细胞也可有衰老表

现，但是出现时间较晚。

)"* 免疫荧光染色检测病毒抗原
接种病毒鼠脑悬液、感染蚊虫研磨液和被感染

蚊刺叮的来亨鸡血液样本的 !"#$" 细胞孵育 $ % &
天后，经荧光染色，出现多少不一、荧光强弱不同的

黄绿色荧光细胞，为阳性；阴性对照样本细胞均呈

红色荧光，为阴性。见图 ’。
)"+ $%&’($及其产物测序

$对引物分别扩增出预期的特异性区带，阴性
对照和空白对照则没有目的条带（图 ,）。经分离、
纯化后测序，用 63FY[ 进行比对，5N#5’0 和 5&N#5(0
扩增的基因序列与 !1*+D0’ 同源性分别为 ’00R和
NN/-NR。用 ZBCY[FJ软件对扩增序列与 !1*+D0’ 株
序列进行碱基对比，5&N#5(0 扩增的 ((N L8 片段与
PBQ !1*+D0’基因序列在 ’0 ’"( L8处相差一个碱基
（CD?）。观察发现在测序图谱中，此处显示了碱基
多态性，有 C和 ?两个峰值，相比较而言 C峰值较
高。

* 讨论

实验感染的蚊虫和来亨鸡血液样本中病毒的检

测与鉴定，是进行蚊虫实验感染和传播西尼罗病毒

研究的必要手段。为了保证实验结果的准确和可

靠，我们采用多种方法对实验感染的三带喙库蚊和

来亨鸡血液样本中的病毒进行了鉴定。

病毒分离接种法是经典的病毒检测技术，用于

分离检测活的病毒。常用的方法有两种，乳鼠脑内

接种法和细胞分离接种法。早期有关西尼罗病毒蚊

0N( 昆虫学报 %&"# ’(")*)$)+,&# -,(,&# &N卷



图 ! 接种实验样本的 "#$%#细胞间接免疫荧光检测（&’(）结果（)** +）
’,-. ! &’( /012341 56 "#$%# ,75823940: 0;<0/,=07493 19=<301（)** +）

(：接种感染蚊虫研磨液 &75823940: 0;<0/,=074933> ,760840: =51?2,45 19=<301；@：接种被感染蚊刺叮的来亨鸡血液 &75823940: A355: 56

B0-C5/7 8C,8D07 1427- A> ,760840: =51?2,45 19=<301；"：接种病毒鼠脑悬液 &75823940: E,/21 ,7 ,760840: =5210 A/9,7 4,11201；F：接种阴性对照

蚊虫研磨液 &75823940: 70-94,E0 8574/53 =51?2,45G

图 H %对引物扩增蚊虫研磨液和来亨鸡血液的 IJKL"I结果
’,-. H I012341 56 IJKL"I A> % 1041 56 </,=0/1

M：FN(分子量标准 FBH*** FN( M9/D0/；!，H：引物 L!$LH扩增 )*O A<片段 )*O A< </5:284 A> </,=0/1 L!$LH；%，)：引物 LP$L!*扩增

)PO A<片段 )PO A< </5:284 A> </,=0/1 LP$L!*；Q，#：引物 L)P$LQ*扩增 QQP A<片段 QQP A< </5:284 A> </,=0/1 L)P$LQ*；R S P：阴性对照

N0-94,E0 8574/53；!* S !H：空白对照 @397D 8574/53G

虫媒介的研究主要采用的是乳鼠脑内接种法（T9>01
!" #$ G，!PO)）。将蚊虫研磨处理后，接种一定数量的
乳鼠脑内，通过观察乳鼠是否出现散窝、弓背、震颤、

抽搐、甚至死亡等症状，判断其是否感染。同时，可

以根据发病鼠数量计算病毒的滴度。细胞分离接种

法，主要用 "#$%#细胞和 U0/5细胞进行，由于西尼罗
病毒产生的细胞病变不明显，难以判断，分离阳性率

较低。无论是乳鼠脑内接种法还是细胞分离接种

法，均操作繁琐，实验周期长，特别是出现阴性结果

时，需要进行盲传 H V %代，以排除可能由于活病毒

量少而导致的假阴性。如果进行病毒检测，一般该

法不单独应用，需要配合用其他方法，如免疫荧光、

IJKL"I等加以证实（N918, !" #$ G，H**H；J,9W1,/,12<
!" #$ .，H**)，H**Q）。IJKL"I用于病毒的检测具有
快速、敏感、特异等优点，近几年在媒介生物学研究

中具有重要的应用价值。

本研究将病毒鼠脑悬液、实验感染样本接种

"#$%#细胞单层，发现 XNU 能够引起细胞病变效
应，表现为细胞融合和空泡形成。但是，当病毒量较

少，出现的细胞病变效应轻微时，难以与阴性对照细

!PQ)期 姜淑芳等：实验感染的三带喙库蚊和来亨鸡体内西尼罗病毒的分离与鉴定



胞的衰老现象相鉴别，因此，需要进一步验证

（!"#$%"&"%’( !" #$ )，*++,）。本研究将接种样本的细
胞悬起制备抗原片后，借助免疫荧光染色方法检测

-./抗原，以明确实验感染蚊虫和来亨鸡血液中有
无 -./ 抗原的存在。虽然有研究结果表明
（01"234’&5，678*；9: ;#<&"< #5< =>&2:&?":@<，67A8），
-./与其他虫媒病毒具有相同抗原性，存在免疫交
叉反应，但是，本研究所用蚊虫为实验室稳定传代蚊

虫，来亨鸡为清洁级实验动物，且阴性对照均未出现

阳性荧光细胞，因此，认为本实验中所用蚊虫和来亨

鸡体内无与 -./相关的抗原存在，细胞免疫荧光
反应阳性者，则表明有 -./抗原。同时，选取 B对
引物，对病毒核酸 B 个不同的区域进行的 C!D=EC，
分别扩增出预期的 8+F 4(，87F 4(和 ,,7 4(特异性
区带，阴性对照和空白对照均无此扩增带。进一步

进行基因序列测定结果表明，=6、=* 扩增的 8+F4(
片段基因序列与所用-./ E3"5D+6同源性为 6++G；
=7H=6+和 =87H=,+ 扩增的基因序列与 E3"5D+6 同源
性分别为 6++G和 77IA7G。所以，认为所扩增序列
与实验感染所用的西尼罗病毒 E3"5D+6株基本一致。
综上结果，本研究应用细胞接种分离活病毒、间

接免疫荧光染色检测病毒抗原、C!D=EC三种方法对
实验感染的三带喙库蚊和来亨鸡体内的西尼罗的病

毒进行了分离和鉴定，结果证明为实验感染所用的

-./ E3"5D+6株，从而为正确评价中国重要蚊虫感
染和传播西尼罗病毒的潜在能力奠定了基础。
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