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兴义维蚋蚋卵（胚胎）原代培养细胞核型分析
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［摘　要］目的：分析兴义维蚋蚋卵（胚胎）原代培养细胞核型。方法：应用组织块法处理野外采集兴义维蚋
蚋卵（胚胎），以改良ＳｈｉｅｌｄｓａｎｄＳａｎｇＭ３为基础培养基，ｐＨ６０～６５，置于２８℃生化恒温培养箱中进行原代细
胞培养，选取１０个处于有丝分裂增殖时期的细胞，通过秋水仙素处理，制作中期染色体标本，进行核型分析。结
果：显微镜下观察，前中期染色体为３对（２ｎ＝６），染色体凝集程度未达最大化呈现长杆状，染色体长度为９４３
～１３５８μｍ；中期染色体为３对（２ｎ＝６），高度凝集呈现短杆状，染色体长度为２４３～４６７μｍ，两条中期染色体
臂比值＜１６７，属中着丝粒染色体，４条染色体臂比值 ＞１６７，属亚中着丝粒染色体。结论：初步阐析了兴义维
蚋蚋卵（胚胎）原代培养细胞核型特征。

［关键词］蚋科；兴义维蚋；胚胎；原代细胞；核型分析

［中图分类号］Ｑ９６２；Ｒ３８４．５　　［文献标识码］Ａ　　［文章编号］１０００２７０７（２０１６）１１１２４１０４
ＤＯＩ：１０．１９３６７／ｊ．ｃｎｋｉ．１０００２７０７．２０１６．１１．００１

ＫａｒｙｏｔｙｐｅＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｒｉｍａｒｙＣｅｌｌｓＣｕｌｔｕｒｅｄｆｒｏｍＢｌａｃｋｆｌｙＥｇｇｓ
（Ｅｍｂｒｙｏｓ）ｏｆＳｉｍｕｌｉｕｍ（Ｗｉｌｈｅｌｍｉａ）ｘｉｎｇｙｉｅｎｓｅ

ＺＨＯＵＪｉｎｇ１，ＬＩＵＺｈａｎｙｕ２，ＸＵＸｕ３，ＣＵＩＬｉｑｉｕ４，ＣＨＥＮＨａｎｂｉｎ４，ＹＡＮＧＭｉｎｇ４

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ；２．ＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，
ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧａｎｎａｎＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｇａｎｎａｎ３４１０００，Ｊｉａｎｇｘｉ，Ｃｈｉｎａ；３．ＬｉｖｅｒＤｉｓｅａｓｅＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，

ｔｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ；４．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃ
ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｃｕｌｔｕｒｅｐｒｉｍａｒｙｃｅｌｌｓｏｆｂｌａｃｋｆｌｙｅｇｇｓ（ｅｍｂｒｙｏｓ）ａｎｄａｎａｌｙｚｅｔｈｅｉｒｋａｒｙｏ
ｔｙｐｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｂｌｏｃｋｍｅｔｈｏｄｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｒｅａｔｔｈｅｂｌａｃｋｆｌｙｅｇｇｓ（ｅｍｂｒｙｏｓ）ｆｒｏｍＳｉｍｕ
ｌｉｕｍ（Ｗｉｌｈｅｌｍｉａ）ｘｉｎｇｙｉｅｎｓｅｔｈａｔｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｉｎｆｉｅｌｄ．Ｔｈｅｂｌａｃｋｆｌｙｅｇｇｓ（ｅｍｂｒｙｏｓ）ｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｉｎｔｈｅｍｏｄｉｆｉｅｄＳｃｈｎｅｉｄｅｒ＇ｓａｎｄＳａｎｇＭ３ｍｅｄｉｕｍａｔｐＨ６．０～６．５，ａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎａｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎ
ｃｕｂａｔｏｒａｔ２８℃．Ｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｉｔｏｔｉｃａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｐｈａｓｅｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ，ａｎｄｔｈｅｉｒｍｅｔａｐｈａｓｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄｆｏｒｋａｒｙｏｔｙｐｅａｎａｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｐｒｏ
ｍｅｔａｐｈａｓｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓａｒｅ３ｐａｉｒｓ（２ｎ＝６），ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｎｏｔａｇｇｒｅｇａｔｅｄａｔａｍａｘｉｍｕｍｄｅｇｒｅｅａｎｄ
ｓｈｏｗｅｄｔｈｅｍｓｅｌｖｅｓｌｏｎｇｒｈａｂｄｉｔｉｆｏｒｍ，ａｎｄｔｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｉｓ９．４３～１３．５８μｍ．Ｍｅｔａｐｈａｓｅ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｗａｓ３ｐａｉｒｓ（２ｎ＝６），ａｎｄｗｈｉｃｈｗｅｒｅｈｉｇｈｌｙａｇｇｒｅｇａｔｅｄａｎｄｓｈｏｗｅｄｔｈｅｍｓｅｌｖｅｓｓｈｏｒｔ
ｒｈａｂｄｉｔｉｆｏｒｍ，ａｎｄｔｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｗａｓ２．４３～４．６７μｍ．Ｔｗｏｍｅｔａｐｈａｓｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ＇ａｒｍ
ｒａｔｉｏｉｓｌｅｓｓｔｈａｎ１．６７，ｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｃｅｎｔｒｉｃｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ａｎｄｔｈｅ４ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ＇ａｒｍｒａｔｉｏｉｓｍｏｒｅｔｈａｎ
１．６７，ｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｔｈｅｓｕｂｍｅｔａｃｅｎｔｒｉｃｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ：Ｔｈｅｋａｒｙｏｔｙｐｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ

１４２１

第４１卷　第１１期
２０１６年１１月 　　　 贵 州 医 科 大 学 学 报

ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＧＵＩＺＨＯＵＭＥＤＩＣＡＬＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ　　　
Ｖｏｌ．４１　Ｎｏ．１１
２０１６．１１

 ［基金项目］国家自然科学基金（３０６６００２１）；贵州省社会发展科技攻关计划［黔科合（２０１２）３１００］；贵州省科技计划项目［黔科合ＬＨ字（２０１６）７３５７］；贵州
医科大学高等学校２０１５年大学生创新创业训练计划项目（２０１５１０６６００３４）
通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｃｕｌｅｘ＠ｇｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ
网络出版时间：２０１６－１１－１５　网络出版地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５２．１１６４．Ｒ．２０１６１１１５．１７５７．０２１．ｈｔｍｌ



ｐｒｉｍａｒｙｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｒｏｍｔｈｅｂｌａｃｋｆｌｙｅｇｇｓ（ｅｍｂｒｙｏｓ）ｏｆＳｉｍｕｌｉｕｍ（Ｗｉ．）ｘｉｎｇｙｉｅｎｓｅｗｅｒｅｐｒｅｌｉｍｉｎａ
ｒｉｌｙｅｌｕｃｉｄａｔｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］Ｓｉｍｕｌｉｉｄａｅ；Ｓｉｍｕｌｉｕｍ（Ｗｉｌｈｅｌｍｉａ）ｘｉｎｇｙｉｅｎｓｅ；ｅｍｂｒｙｏｓ；ｐｒｉｍａｒｙｃｅｌｌｓ；ｋａｒｙｏｔｙｐｅａｎａｌ
ｙｓｉｓ

　　蚋类，俗称黑蝇（ｂｌａｃｋｆｌｉｅｓ），是一类小型驼背
的双翅目吸血昆虫，可在人类和禽畜中传播盘尾丝

虫病（ｏｎｃｈｏｃｅｒｃｉａｓｉｓ）、禽鸟住白细胞虫病（Ｌｅｕｃｏ
ｃｙｔｏｚｏｏｎｓｉｓ）和水泡性口炎（ｖｅｓｉｃｕｌａｒｓｔｏｍａｔｉｔｉｓ）等，
严重危害人类和禽畜的健康和安全，对蚋类生态习

性的研究对蚋类的生物防治具有重要的理论和临

床意义。迄今，全球已知现生的２１５１蚋种中，研
究人员已对３９０种进行了细胞学研究［１－２］。蚋类

细胞通过有丝分裂确保遗传物质传递，使得细胞分

化和组织发生得以实现，确保了蚋虫的生长发育。

对于蚋类原代细胞染色体的核型分析，可以丰富蚋

类遗传学知识体系，指导蚋类分类系统研究，并为

蚋类细胞系建立提供鉴定依据［３］。目前，国外学

者对蚋类染色体在形态分类中的作用进行了研

究［４－６］，国内学者主要对河南纺蚋、黑山水蚋和兴

义维蚋等唾腺多线染色体进行研究［７－１１］，这些研

究主要是通过组织标本进行蚋类染色体研究，而对

于蚋类细胞有丝分裂增殖过程中染色体的核型研

究尚无相关报道。本研究以贵州省贵阳市郊区兴

义维蚋蚋卵（胚胎）为研究材料，在适宜的细胞培

养基和培养条件下对蚋卵（胚胎）组织进行原代细

胞培养，选取处于增殖生长旺盛时期的原代培养细

胞，制备原代细胞前中期和中期染色体，进行核型

分析，以期为蚋类细胞系鉴定奠定一定的理论基

础。

１　材料与方法

１．１　材料
用于原代细胞培养的组织均为蚋科前幼虫期

卵块标本，从贵阳市郊区（花溪、羊昌、乌当）野外

采集蚋卵（胚胎），未发育至前幼虫期蚋卵可经蚋

类槽式循环饲养系统处理，待其发育至前幼虫期

（肉眼为棕黑色，镜下通过透明卵壳可见红眼点出

现，破卵器形成）［１］，经鉴定为兴义维蚋后用于原

代细胞培养。

１．２　方法
１．２．１　原代细胞培养及观察　将野外采集的蚋卵

（胚胎）从卵阀上分离，无菌水清洗４～５次进行消
毒前预处理；７０％乙醇浸泡１０ｍｉｎ，无菌水冲洗２
～３次；１％过氧乙酸浸泡１５ｍｉｎ，无菌水冲洗３～４
次；２８％ ＮａＣｌＯ浸泡 ５ｍｉｎ，无菌水冲洗 ４～５
次［１２］。将消毒好的蚋（卵）胚胎吸入２ｍＬ离心管
中，眼科剪剪碎，加入 １／２体积的 ０２５％胰蛋白
酶，２７℃处理１０ｍｉｎ，纱布过滤，滤液８００ｒ／ｍｉｎ，离
心５ｍｉｎ，去除上清，应用改良型 ＳｈｉｅｌｄｓａｎｄＳａｎｇ
Ｍ３（２０％ ＦＢＳ、５００Ｕ／ｍＬ青霉素、５００ｍｇ／Ｌ硫酸链
霉素、１２５ｍｇ／Ｌ两性霉素Ｂ、５ｍｇ／Ｌ胰岛素）细胞
培养基悬浮组织细胞并计数，按１×１０５个／ｍＬ，接
种于经多聚赖氨酸 （ＰＬＬ）处理一次性塑料培养皿
中，置于２８℃生化恒温培养箱中培养。组织细胞
悬液接种后，根据细胞生长情况，进行１／２、１／３及
１／４部分换液，倒置显微镜下定期观察组织细胞的
贴壁情况及细胞的迁移、增殖状态，并拍照分析。

１２２　原代细胞染色体制备　选取处于有丝分裂
增殖期的原代培养细胞，秋水仙素培养处理 ５～
６ｈ，ＫＣｌ低渗处理２次，Ｃａｒｎｏｙ’ｓ固定液固定后置
于载玻片上，姬姆萨染色，中性树胶封片。在４０倍
物镜下寻找背景干净、染色体分散较好的有丝分裂

相，在１００倍物镜下 ＣＣＤ获取染色体图像。选取
染色体分散较好的１０个分裂相细胞，进行染色体
计数，测量染色体的长度，计算臂比值，对染色体进

行分类［１３］。统计分析各条染色体的相对长度，根

据相对长度对染色体进行列队，排出核型图，进行

核型分析［１４－１６］。

２　结果

２１　原代细胞培养
根据细胞生长情况，定期对原代培养细胞进行

换液处理。蚋卵（胚胎）组织块接种１２ｈ后，组织
细胞贴壁生长；培养１周，大量细胞从组织块周围
脱落迁移生长。培养３周，可见圆形细胞有丝分裂
为两个子代细胞（图１Ａ），细胞增殖较为明显（图
１Ｂ）。该时期细胞增殖活跃，可作为蚋卵（胚胎）原
代细胞核型分析材料。
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２２　核型分析
选取染色体分散较好的前中期或中期分裂相

细胞共１０个进行拍照，显示前中期染色体为３对
（２ｎ＝６），按照染色体长度进行编号排序，３对染色
体分别以Ⅰ１、Ⅰ２，Ⅱ１、Ⅱ２，Ⅲ１、Ⅲ２进行编号，该期

染色体长度为９４３～１３５８μｍ（表１）。中期染色
体染色体为３对（２ｎ＝６），染色体编号与前中期相
同，该期染色体长度为２４３～４６７μｍ，臂比值结
果显示２条染色体为中着丝粒染色体，４条染色体
为亚中着丝粒染色体（表２）。蚋卵（胚胎）原代细
胞染色体核型模式图显示：前中期染色体未达最大

化凝集呈现长杆状（图２Ａ），染色体数目２ｎ＝６，按
照染色体长度进行编号排序（图２Ｂ）；中期染色体
高度凝集呈现短杆状（图３Ａ），按照臂比值可划分
为中着丝粒和亚中着丝粒染色体，并对其进行编号

排序，其中中着丝粒染色体２条、占总染色体数目
的１／３，亚中着丝粒染色体４条、占总染色体数目
２／３（图３Ｂ）。

表１　兴义维蚋蚋卵前中期染色体长度
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｐｒｏｍｅｔａｐｈａｓｅ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｏｆＳｉｍｕｌｉｕｍ（Ｗｉｌｈｅｌｍｉａ）

ｘｉｎｇｙｉｅｎｓｅ

染色体编号 前中期染色体长度（μｍ）

Ⅰ１ １３５８

Ⅰ２ １３４６

Ⅱ１ １１２５

Ⅱ２ １０４７

Ⅲ１ ９５７

Ⅲ２ ９４３

表２　兴义维蚋蚋卵中期染色体绝对长度、相对
长度、臂比值、染色体类型（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｍｅｔａｐｈａｓｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｏｆＳｉｍｕｌｉｕｍ（Ｗｉｌｈｅｌｍｉａ）ｘｉｎｇｙｉｅｎｓｅ

染色体

编号

中期染色体

绝对长度（μｍ）
（ｐ＋ｑ）

相对长度（ｐ＋ｑ）
／（Ⅰ＋Ⅱ＋Ⅲ）

臂比值

（ｑ／ｐ）
染色体

类型

Ⅰ１ ３７２７±０９５０ ０１９５±０００２ １０５５±００３６ Ｍ
Ⅰ２ ３６６２±０１０１ ０１９２±０００３ １１０４±０１３１ Ｍ
Ⅱ１ ３３１４±０１３８ ０１７３±０００４ １６８５±０１００ ＳＭ
Ⅱ２ ３２３６±０１２１ ０１６９±０００４ １６９７±０１５９ ＳＭ
Ⅲ１ ２６３６±０１２５ ０１３８±０００５ １７２１±０１１８ ＳＭ
Ⅲ２ ２５４５±０１１２ ０１３３±０００３ １７７８±０１０４ ＳＭ

注：ｐ为短臂，ｑ为长臂，Ｍ为中央着丝粒，ＳＭ为亚中央着
丝粒

３　讨论

昆虫核型分析是对细胞前中期和中期染色体

数目、大小、形态等特征的分析研究［１７］。对于遗传

疾病机制、物种亲缘关系与进化，远缘杂种的鉴定

具有重要意义，同时也是建立细胞系时对不同物种

来源细胞系鉴定的最佳方法［１８－２０］。

蚋类核型分析是蚋类遗传防治和蚋类分类鉴

定的重要实验方法，本研究主要通过兴义维蚋蚋卵

（胚胎）原代细胞培养，选取细胞增殖过程中处于

有丝分裂旺盛时期的原代细胞制作染色体，进行核

型分析。研究结果显示兴义维蚋前中期和中期染

色体数目均为３对（２ｎ＝６），中期染色体高度凝集
长度在４μｍ左右，Ⅰ号染色体具中央着丝粒，Ⅱ
和Ⅲ号染色体均为亚中央着丝粒（图３）。与黄丽
等［１０］制备兴义维蚋唾腺多线染色体数目２ｎ＝６相
一致。兴义维蚋多线染色体是唾腺细胞中多股染

色单体平行排列形成一种缆状巨大染色体，长度在

２０μｍ左右［８］。

本研究主要是展示了蚋类原代细胞有丝分裂

过程中前中期和中期染色体核型特征，一方面可协

助分子分类鉴定培养细胞的种属来源；另一方面，

完善了蚋类原代细胞培养的历史档案，便于与后期

建成的细胞系的核型特征进行比较分析。不同蚋

种来源细胞中期染色体在数量上较恒定（２ｎ＝６）。
但对于不同蚋种细胞中期染色体大小、形态及带型

上的差异及规律还有待进一步探索研究。
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