
中国媒介生物学及控制杂志2012年10月第23卷第5期 Chin J Vector Biol & Control, October 2012, Vol.23, No.5

·专题报道·
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摘要：目的 了解云南省西双版纳地区蚊虫媒介的分布特点及当地虫媒病毒情况，为虫媒病毒病防治提供科学依据。

方法 在云南省西双版纳州采集蚊虫标本，用细胞培养法分离病毒，并用RT⁃PCR法检测常见虫媒病毒核酸；在西双版纳

州采集发热患者血清及脑脊液标本，并用ELISA法检测常见病毒性脑炎 IgM抗体。结果 共采获蚊虫 5属 29种 13 337
只，其中三带喙库蚊、中华按蚊、带足按蚊分别占蚊虫标本总数的79.98％（10 667/13 337）、7.95％（1060/13 337）和7.38％
（984/13 337），三带喙库蚊为当地优势蚊种。采用流行性乙型脑炎（乙脑）病毒、版纳病毒、甲病毒属、环状病毒等多种虫

媒病毒引物对214批蚊虫标本进行PCR检测，结果均为阴性；采用多种细胞对蚊虫标本进行病毒分离，结果也为阴性。用

相关脑炎病毒试剂盒对采集到的 52份急性期血清标本及 54份脑脊液标本进行ELISA检测，发现乙脑病毒 IgM阳性 16
例，单纯疱疹病毒 IgM抗体阳性4例，腮腺炎病毒 IgM抗体阳性13例，埃可病毒 IgM抗体阳性3例，登革热病毒 IgM抗体阳

性1例。结论 2011年西双版纳地区采集到的蚊虫标本中未检测到乙脑、版纳及环状病毒等虫媒病毒，但血清学检测结

果表明当地发热患者存在乙脑等多种病毒性脑炎感染。
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Abstract: Objective To investigate the distribution profiles of mosquitoes and arboviruses in Xishuangbanna,Yunnan province,
China, and to provide evidence for prevention and control of arbovirus diseases. Methods Mosquito samples were collected in
Xishuangbanna and then used for virus isolation by cell culture. RT⁃PCR was used to identify arbovirus. Serum and cerebrospinal
fluid samples were collected from fever patients, and the common encephalitis virus IgM antibodies were detected by ELISA.
Results A total of 13 337 mosquitoes, belonging to 29 species and 5 genera, were collected. The main mosquitoes were Culex
tritaeniorhynchus (79.98%, 10 667/13 337), followed by Anopheles sinensis (7.95%, 1060/13 337) and An. peditaeniatus (7.38%,
984/13 337). Several specific primers for Japanese encephalitis virus (JEV), Banna virus, alphavirus, and circovirus were used for
PCR detection in 214 batches of mosquitoes, and no virus was isolated from the mosquitoes. Also, no virus was found in isolation
using several types of cells. A total of 52 serum samples and 54 cerebrospinal fluid samples were collected from patients in acute
stage by kits for encephalitis viruses and then subject to ELISA. There were 16 cases with JEV IgM, 4 cases with Herpes simplex
virus IgM, 13 cases with mumps virus IgM, 3 cases with ECHO virus IgM, and 1 case with dengue virus IgM. Conclusion No
JEV, BAV, and circovirus were detected from mosquitoes collected in Xishuangbanna,Yunnan province, China in 2011. However,
serological results indicated that local fever patients were infected with several viruses such as JEV.
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虫媒病毒（Arbovirus）是指一类通过吸血昆虫叮咬

敏感的脊椎动物在人、畜间传播的病毒［1-2］。虫媒病毒

主要集中在披膜病毒科甲病毒属、黄病毒科、布尼亚病

毒科和呼肠孤病毒科，引起的症状有3种类型，分别表

现为发热、皮疹和关节痛，发热和脑炎以及发热和出

血［1-2］。虫媒病毒的传播媒介为吸血节肢动物（主要为

蚊和蜱［1-3］）。全世界已经发现的大约3000种蚊虫中，

约 300 种可以传播虫媒病毒，其中以伊蚊（Aedes
mosquitoes）和库蚊（Culex mosquitoes）为主［1］。西双版纳

地区曾分离到版纳病毒和流行性乙型脑炎（乙脑）病毒

等多种虫媒病毒［4-6］。本研究于2011年在当地继续开

展虫媒病毒研究，为虫媒病毒病的预防控制提供依据。

1 材料与方法

1.1 标本采集

1.1.1 蚊虫标本采集 2011 年 4 月 24－30 日及 8 月

4－7日，在西双版纳州的景洪市、勐腊及勐海县选择

临近稻田或植被丰富的居民区为调查点，在人房和畜

圈进行蚊虫采集。采集工具为紫外诱蚊灯（功夫小

帅），于 20：00 至次日 08：00 在畜圈采集蚊虫标

本，-20 ℃冰箱冷冻致死后，在冰排上分类鉴定，根据

蚊种及采集地不同，按照50～100只分装，液氮保存运

输至实验室备检。

1.1.2 临床病例患者标本采集 2011年6－8月，在当

地医疗机构采集不明原因发热及病毒性脑炎患者血清

及脑脊液标本。

1.2 病毒检测及其分离

1.2.1 蚊虫标本的研磨 将蚊虫标本从液氮中取出，

迅速放入冰盒。在生物安全柜内将蚊虫按对应管号倒

入 2 ml EP 管。每管加研磨液（10％双抗的细胞培养

液）1.5 ml，用组织研磨机（Tissuelyser）处理，25次/s的
速度振荡 3 min。将研磨液转移到 1.5 ml EP 管（研磨

珠留在原管中），采用Eppendorf公司 5415 R型离心机

离心，4 ℃，12 000 r/min 离心30 min。吸取上清200 μl
于另一套1.5 ml EP管用于细胞接种和空斑试验，原管

用冷冻盒保存置-80 ℃冰箱备用；另取 200 μl上清液

混于事先加有 800 μl Trizol的另一套 1.5 ml EP管中，

用于分子生物学鉴定。

1.2.2 细胞培养 BHK-21细胞（金黄地鼠肾细胞）株

及C6/36细胞株为本实验室保存。事先准备足量单层

BHK-21 细胞生长至 70%～80％时的细胞板（24 孔

板），弃去细胞培养液（要留取少量），每板孔加入100 μl
分装的标本研磨液，置 37 ℃、5％CO2培养箱（C6/36细

胞置28 ℃温箱），每隔15 min轻摇以促进病毒的吸附，

1 h后取出，在生物安全柜内弃去液体，加入2 ml含1％
FBS的细胞维持液，置 37 ℃、5％CO2培养箱中（C6/36
细胞置 28 ℃温箱）继续培养。每 24 h观察 1次，显微

镜下观察约有 75％细胞发生病变时收获，冻存

于-20 ℃冰箱。如果未出现病变则继续观察，连续观

察6～7 d后置-20 ℃冰箱。将冻存-20 ℃冰箱的细胞

板拿出并迅速反复冻融 3 次，置相应编号的 1.5 ml
EP管中，离心后取上清按上述方法在细胞内连续传代

3次后，保留有病变的管，无病变的则弃掉。

1.2.3 分子生物学鉴定 Trizol法提取核酸，用随机引

物以及英国 GE Healthcare 公司的 Ready⁃to⁃GoTM You⁃
Prime First⁃Strand Beads 制备 cDNA 文库。用乙脑病

毒、版纳病毒、布尼亚病毒属、黄病毒属、甲病毒属、卡

地皮诺病毒、辽宁病毒、环状病毒引物对蚊虫标本进行

PCR扩增，经 1％琼脂糖凝胶电泳显示 PCR结果。引

物均由生工生物工程（上海）有限公司合成（表1）。
表1 实验所用的引物序列

Table 1 Primers used in study
引物名称

LNV12S2
LNV12R2
LNV10SFOR1
LNV10SREV1
KDV12S
KDV12R
FU1
cFD2
BUP
BDW
BAV-12-S
BAV-12-R
JE-251F
JE-925R

引物扩增区段

第12片段

第12片段

第10片段

第10片段

第12片段

第12片段

Bunyavirus
Bunyavirus
第12片段

第12片段

C/PrM
C/PrM

引物序列

CAC TGG CTC CGG CTG TAG TAA CAG
CTG TTC GGA TCA TCT GGA ATT TGA
ATG AGT AAC GTG ACA GAG ATT CGT GC
GTT CCC GGA CTT TCA CAG CTA CTT TC
GAC GCT TTG AGA TTA TCT CGA C
GCT CAA TCG CAT TCT CAC C
TAC CAC ATG ATG GGA AAG AGA GAG AA
GTG TCC CAG CCG GCG GTG TCA TCA GC
ATG ACT GAG TTG GAG TTT GAT GTC GC
TGT TCC TGT TGC CAG GAA AAT
CAC GAC GCT TTG AGA TTA TCT CG
GCC CAG TAC GAT TAT CAG TTA TC
CgT TCT TCA AGT TTA CAg CAT TAg C
CCY RTG TTY CTG CCA AGC ATC CAM CC

扩增片段（bp）
435

844

354

310

250

850

674

参考文献

［7-8］

［7-8］
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1.3 血清及脑脊液标本检测 乙脑病毒 IgM检测采

用捕获法 ELISA（EEB ⁃ IgM Enzyme Immunoassay Test
Kit，上海贝西生物科技有限公司），单纯疱疹病毒 IgM
检测用间接法ELISA（HSV1/2 Virus IgM，Virion/Serion），
腮腺炎病毒 IgM 检测采用间接法 ELISA（Mumps virus
IgM，Virion/Serion），埃可病毒 IgM 检测采用间接法

ELISA（Echo virus IgM，Virion/Serion），乙脑病毒 IgM及

登革热病毒 IgM 采用捕获法 ELISA（JE⁃DENGUE IgM
COMBO ELISA，PANBIO）。
2 结 果

2.1 蚊虫采集及地点分布 在西双版纳州景洪市、勐

腊及勐海县的7个乡镇共采集到蚊虫5属29种13 337
只，其中三带喙库蚊（Culex tritaeniorhynchus）10 667
只，中华按蚊（Anopheles sinensis）1060 只，带足按蚊

（An. peditaeniatu）984 只 ，致 倦 库 蚊（Cx. pipiens
quinquefasciatus）186只，白斑阿蚊（Armigeres inchoatus）
53 只，须喙按蚊（An. barbirostris）54 只，白纹伊蚊

（Aedes albopictus）51只，微小按蚊（An. minimus）38只，

刺扰伊蚊（Ae. vexans）35只，棕头库蚊（Cx. fuscocephata）
33 只，其它蚊种的蚊虫（每种＜30 只）共 176 只。三

带喙库蚊、中华按蚊及带足按蚊分别占蚊虫标本总

数的 79.98％、7.95％和 7.38％（表 2），三带喙库蚊为

优势蚊种。

2.2 病毒分离 用BHK-21及C6/36细胞对采集到的

214批共计 13 337只蚊虫进行病毒分离，盲传 3代后，

显示均为阴性。

2.3 PCR 扩增检测 使用乙脑病毒、版纳病毒、布尼

亚病毒属、黄病毒属、甲病毒属、Kadipiro病毒、辽宁病

毒、环状病毒等多种虫媒病毒引物对蚊虫标本进行

PCR检测，结果均为阴性。

2.4 血清及脑脊液标本检测 共采集到70例患者的

52份血清及 54份脑脊液。使用ELISA方法对所采集

到的全部血清和脑脊液标本进行病毒 IgM抗体检测，

结果显示 16例为乙脑病毒 IgM抗体阳性，4例为单纯

疱疹病毒 IgM抗体阳性，13例腮腺炎病毒 IgM抗体阳

性，3例埃可病毒 IgM抗体阳性，1例登革热病毒 IgM抗

体阳性。这几种病毒抗体检测的总阳性率为 52.9%
（37/70），其中乙脑阳性率为 22.9%（16/70），腮腺炎病

毒阳性率为 18.6%（13/70），单纯疱疹病毒阳性率为

5.7%（4/70），埃可病毒阳性率为4.3%（3/70），登革热病

毒阳性率为1.4%（1/70）。
3 讨 论

云南省是虫媒病毒高发省，西双版纳州地处我国

西南边陲，与缅甸和老挝接壤，泰国及越南为近邻，国

境线长达 966 km。该州辖景洪市、勐海和勐腊县，面

积为19 582.45 km2，人口100多万［3］。当地曾有基孔肯

雅、乙脑、辛德毕斯、版纳和环状病毒等报道［6，9-10］。本

研究所选西双版纳地区以往曾有乙脑病毒流行的报

道，也曾在患者脑脊液及蚊虫中分离到版纳病毒［11-19］，

提示当地存在多种虫媒病毒。

2011年 4、8月我们在西双版纳地区的景洪市、勐

腊及勐海县共采集到蚊虫5属29种13 337只。蚊虫标

本研磨后经过细胞培养病毒分离，并对常见虫媒病毒

核酸进行检测均未获得阳性结果，此与细胞培养病毒

分离结果一致。虫媒病毒作为媒介传播疾病，受气候、

地理、环境改变而明显改变。此外，不同时间采集的蚊

虫体内病毒含量有明显差异。本研究阴性结果提示，

由于蚊虫的生活周期及活动范围等影响，所检测病毒

在此次蚊虫标本采集地区局部及时间段内并不活跃，

即在采集活动发生时点相应媒介蚊种带病毒率不高；

另外，本研究检测所用引物均为当地及附近地区较为流

行的虫媒病毒，并未涉及其他已知或未知虫媒病毒的检

测，更系统的研究也许有助于其他虫媒病毒的发现。

对西双版纳州70例不明原因发热患者52份血清

及54份脑脊液进行多种病毒性脑炎的ELISA检测，显

示当地夏季病毒性脑炎病例中具有多病原感染特性，

乙脑、单纯疱疹及腮腺炎等病毒是主要病原体。该结

果说明当地人群中存在以上病毒感染，此发现为当地

夏季临床不明原因发热及脑炎等疾病的诊断提供了线

索。基于此发现，建议下一步应当加大对患者标本血

清学方面的研究，为当地不明原因发热患者的病因诊

断提供科学依据。
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表2 2011年云南省西双版纳州采集的主要蚊虫数量及地区分布
Table 2 Numbers and distributions of main mosquito samples

collected in Xishuangbanna,Yunnan province in 2011
蚊种

三带喙库蚊

中华按蚊

带足按蚊

致倦库蚊

其它蚊种

合计

勐腊县

数量
（只）

353
124

4
131
193
805

构成比
（%）

43.85
15.40
0.50

16.27
23.98

100.00

勐海县

数量
（只）

8 739
611
952
55

122
10 479

构成比
（%）

83.40
5.83
9.09
0.52
1.16

100.00

景洪市

数量
（只）

1575
325
28
0

125
2053

构成比
（%）

76.72
15.83
1.36
0.00
6.09

100.00

合计

数量
（只）

10 667
1 060

984
186
440

13 337

构成比
（%）

79.98
7.95
7.38
1.39
3.30

100.00
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SCID-LO2小鼠，感染后SCID-LO2小鼠发病时间较集

中，出现病毒血症和器官损伤，感染后第7天血清DENV2
和DENV4检出率分别为 75%和 80%。组织病理学检

测发现，SCID-LO2 小鼠在 DENV2 感染后第 7 天肝脏

表现为严重的出血、淤血、水肿和炎症细胞的浸润；脑

也有出血表现；同时小肠肠腔内有较多分泌物，肠绒毛

排列不规则，有出血。SCID-LO2小鼠感染DENV4后具

有相似的表现，说明本研究构建的小鼠模型对不同的病

毒株具有良好的适应性和稳定性。进一步实验中，将继

续探讨DENV1和DENV3对LO2-SCID的感染情况。

本研究构建的SCID-LO2小鼠模型与既往研究相

比，其优点：①SCID-LO2小鼠感染病毒后未出现神经

系统麻痹等无关症状。②LO2是正常细胞，对机体的

损害远小于HepG2细胞，小鼠的生存期延长，能够用

于观察时间相对长的实验；并且腹腔注射的移植方法，

相比之前的脾脏移植，更加简单易行。

综上所述，腹腔移植的 LO2细胞能够支持DENV
在体内复制，并部分复制了人类DENV感染的症状，进

一步说明 SCID小鼠腹腔移植LO2细胞是一种简便有

效的构建DENV感染动物模型的方法。
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