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蚋类（blackflies）是医学昆虫中一个世界性分布的

重要类群。蚋类幼虫唾腺细胞中有多线染色体，其多

态性和特异性的染色体带型已被广泛地应用于细胞遗

传、系统分类、基因的定位以及基因结构的研究［1］。近

年来，蚋类细胞遗传学研究发展较快，迄今，在全球已

知的1660种蚋中，已有311种做过细胞学研究，约占蚋

种总数的 19%［2］。我国蚋类细胞遗传学研究明显滞

后，仅见少量报道［3-5］。这与蚋类个体比较小，染色体

制备困难有一定关系。传统制备多线染色体的染色方

法有2种［6］，一种是标准Feulgen染色法，另一种是应用

乳酸、醋酸和丙酸处理后用地衣红或洋红染色法，两者

都有一定的局限性。故本研究对传统制备方法进行了

改进，包括改良了染色液，使用冲洗液、背景净化液等

新制剂和新步骤，使染色体标本背景干净，染色体完整

而清晰，取得良好的制片效果，更加易于染色体观察和

分析。现将结果报告如下。

1 材料与方法

1.1 材料来源 采集自野外的蚋成熟幼虫。将幼虫

标本保存在新鲜配制的Carnoy’s固定液中，更换固定

液2次。贮存于4 ℃冰箱中备用。

1.2 溶液配制

（1）选用改良苯酚品红染色液，配制如下：

A液：称 3 g碱性品红溶于 100 ml 70%乙醇中（此

液可长期保存）；

B液：量取 10 ml A液，加入 90 ml 5%苯酚水溶液

中（此液限2周内使用）；

C 液：量取 45 ml B 液，加入 6 ml 冰醋酸和 6 ml
37%甲醛；

D液：量取 10 ml C液，加入 90 ml 45%醋酸和 1 g
山梨醇即制成改良苯酚品红染色液（放置2周后使用，

染色能力显著增加）。

（2）背景净化液：30%盐酸40 ml、45%冰醋酸50 ml、
甘油10 ml。

（3）冲洗液：45%冰醋酸98 ml、甲醛1 ml、乙醇1 ml、
苯酚0.4 g。

（4）50%乙酸。

（5）1 mol/L盐酸溶液。

1.3 操作步骤

1.3.1 唾腺的剥离 取经Carnoy’s液固定的成熟幼虫

标本放到载玻片上，加2滴Carnoy’s液，再将载玻片放

到解剖镜下。用解剖针从虫体的后环做一个腹面切

口，将唾腺从幼虫腹部拉出，于载玻片上滴加 2～3滴
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50%乙酸，放置30～120 s。
1.3.2 解离 将腺体放入1 mol/L盐酸中浸泡2～5 min，
软化唾腺上的脂肪组织。

1.3.3 漂洗 用吸水纸吸去唾腺上的盐酸溶液，加上

1滴蒸馏水于腺体上约1 min后再用滤纸吸干水分，重

复3～4次即可洗净残留的盐酸。

1.3.4 去背景 将背景净化液滴加到载玻片上，用镊

子夹持载玻片，在酒精灯上微烤约 3 s，以净化染色体

背景。倾斜载片，滴冲洗液数次，彻底冲掉背景净化液。

1.3.5 染色 将腺体移到新的凹玻片上，滴加2～3滴
改良苯酚品红染色液，放置20～30 min。
1.3.6 压片 制片前将干净无油的载玻片放入 0～
4 ℃冰箱中处理 1～2 h，将染色好的唾腺迅速置于冰

冷的载玻片上，并滴加 1～3滴 50%乙酸，用解剖针将

腺体腔中胶冻样物质去尽，立即加盖盖玻片，随后覆盖

吸水纸，用拇指适度用力垂直按压，染色体即可分散开。

1.3.7 镜检 压好的临时片直接在显微镜（1000×）下

观察，摄影。

1.3.8 永久片制作 将分散好的唾腺染色体装片用冰

冻法揭片，滴加冲洗液冲去染色液，择带有材料的载片

或盖片，分别经过乙醇及冰醋酸（3∶1）1次、无水乙醇2
次，无水乙醇及二甲苯（1∶1）1次，二甲苯2次，每次各

2～3 min。最后用中性树胶封固，即成为永久性制

片。显微镜（1000×）下观察，摄影。

2 结果

将上述制得的标本置于显微镜下观察。从细胞分

散度、染色体分散度、染色体形态等方面进行比较，结

果确定。制成的多线染色体标本片中染色体臂充分伸

展，分散良好，染色体带纹清晰，染色带呈紫红色不等，

间带着色，细胞质不着色，染色体背景干净明亮（图

1），便于观察染色体形态和研究染色体结构变异等。

3 讨论

3.1 染色方法 传统制备多线染色体的染色方法有2
种，一种是标准Feulgen染色法［7］，该法的优点是通常

只对细胞核和染色体着色，染色均匀一致，背景清晰，

组织软化较好，易于压片；缺点是在压片时染色体不易

分散而易于重叠或粘连，并且水解条件必须严格控制，

否则影响染色效果。另一种是应用乳酸、醋酸和丙酸

处理后用地衣红或洋红染色法［8，9］。其优点是醋酸洋

红或地衣红的配制和染色都比较简单，对细胞穿透力

较强，染色体和核仁均可染色。但其染色强度和分色

效果不及其他染色剂，通常只作临时染色观察，不用

于制作永久性装片。而本研究选用改良苯酚品红染色

法［10，11］，该染色法既具有醋酸洋红的染色简便、快速的

特点，又同时具有Feulgen染色法分色清晰的优点。用

此法制得的染色体具有耐保存、高稳定、持久不褪色的

优点，这是前 2种染色方法所不及的。虽然其缺点仍

然是染色效果与盐酸的解离条件密切相关，但对温度

条件不是很苛刻。另外染液的配制和保存也比 Schiff
试剂简单，而且其染色能力随着放置的时间越久染色

效果越好。

3.2 背景净化液的使用 对蚋幼虫唾腺的染色，以往

无论采用何种染色液，如醋酸洋红、改良苯酚品红等，

都会因细胞质着色使染色体背景底色深重，既不美观，

又影响染色清晰度和观察效果。为了克服这一缺点，

本研究配制和使用了背景净化液［12］，其成分为盐酸、冰

醋酸、甘油，呈酸性，能分解细胞质成分，故在染色过程

中，细胞质不着色，背景清晰，图像层次分明。在背景

净化液中加入甘油，因其不易挥发，使得玻片标本不易

干涸，提高了制片的成功率，同时甘油能增加玻片标本

的清晰度，使得片子更加美观。

3.3 冲洗液的使用 本方法中使用的冲洗液［13］，除不

含有碱性品红和山梨醇之外，其余成分近似于改良苯

酚品红染液，既适用于染色前后冲洗，也适用于压片之

后将盖片脱落，可防止在脱盖片时易出现的细胞散落。

3.4 载玻片冰冻处理［14］ 采用经过0～4 ℃冰箱处理

后的载玻片压片更有利于染色体臂的充分伸展，几乎

每张装片中都可以找到伸展良好的染色体，并且装片

背景干净，清晰，更适合显微摄影。

因此，上述多线染色体制备方法的改进为获得染色

清晰，背景干净，染色体臂充分伸展的玻片标本打下了良

好基础，便于观察染色体形态和研究染色体结构变异等。
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2007年10月27日,浙江省常山县天马镇某村发生猪咬人的

狂犬病致死病例，现将流行病学调查结果报告如下。

1 对象与方法

1.1 资料来源 常山县疾病预防控制中心（CDC）档案室流行

病学个案调查表及调查报告和衢州市人民医院、常山县人民医

院患者个案住院病历。

1.2 诊断标准 依据《 狂犬病诊断标准及处理原则 》

GB 17014-1997，病例经市、县人民医院临床诊断和市、县CDC
复核确定。

1.3 方法 按照《浙江省狂犬病应急调查处置技术方案》开展

流行病学调查。

2 结果

2.1 基本情况 常山县天马镇某村共有农户 350户，1250人。

患者家有王某夫妇、儿子、儿媳及孙子共5人；家养幼犬、仔猪各

1只；2007年 9－10月间王某夫妇及孙子 3人先后被家养仔猪、

幼犬咬伤。

2.2 临床资料 王某，男，57岁，农民，于2007年10月20日17：00
发病，22日 21：00到常山县人民医院就诊，被诊断为“疑似狂犬

病”，11时转入衢州市人民医院急诊科，23日入住传染病房。患

者于 10月 27日 21：00左右经救治无效死亡，病程 7 d。死亡诊

断为狂犬病。患者入院后体温 36.7 ℃，心率 70次/min，血压

164/108 mm Hg（1 mm Hg＝0.133 kPa），意识清楚，但精神紧张，

狂躁，两眼凝视，心律齐，双肺未闻及啰音，喘鸣样呼吸，咳嗽、咳

痰明显，吐大量白色黏液痰，偶有肢体阵发性痉挛，感胸闷不适，

但拒绝吸氧，偶有胡言乱语，幻听，怕风，怕水，但怕光不明显。

血常规结果：WBC 15.1×109/L，中性粒细胞83.6%；胸片、心电图

均无异常。

2.3 流行病学调查结果

2.3.1 猪咬伤暴露史及暴露后处置情况 9月27日晚家中仔猪

从栏内跑出，28日早上未归栏，患者在抓仔猪回栏时右手虎口

被咬，皮肤破损，但无明显出血。被仔猪咬伤后，伤口仅用清水

冲洗，未进行规范处理，未接种狂犬病疫苗和抗狂犬病免疫球蛋

白或免疫血清。10月20日17：00发病，潜伏期22 d。
2.3.2 伤人动物调查情况 患者家养幼犬于2007年7月从本村

村民家抓来，9月2日出现烦躁、外出不归等异常现象。9月3－
4日，先后攻击患者王某的妻子（于2007年11月7日发病，11月
9日晚症状加重，19：00以“疑似狂犬病”收入常山县人民医院，

11月10日2：00经救治无效死亡，死亡诊断为狂犬病）和孙子，4
日当天幼犬被打死；据查该犬未伤及其他人，同窝生产的其他幼

犬无异常表现。仔猪是患者于9月2日从本村购买，9月2－4日
与幼犬共栏圈养3 d，9月27日仔猪多次从栏内跑出，29日9：00
不明原因死亡，调查结果此仔猪也未伤及其他人，同窝生产的其

他仔猪无异常表现。

3 讨论 2007年 10月 27日,浙江省常山县天马镇某村发生猪

咬人的狂犬病疫情，这是本县自1990年以来再次发生狂犬病疫

情。伤人动物仔猪和幼犬在病家共同圈养3 d，且在伤人前有反

常行为，其中仔猪伤人后又不明原因死亡，幼犬因先后攻击患者

的妻子及其孙子后被打死。患者王某被猪咬伤后伤口仅用清水

冲洗，未进行规范处理，未接种狂犬病疫苗和抗狂犬病免疫球蛋

白或免疫血清而死亡。王某的孙子在犬伤暴露后，及时到常山

县CDC进行伤口处理，并接种了狂犬病疫苗和注射人抗狂犬病

病毒免疫球蛋白，到目前尚未发病。

我国狂犬病的疫源动物主要是犬，其次是猫，其他动物则很

少。本次调查结果,是一起由猪咬人的狂犬病疫情。以猪传人

的狂犬病暴发疫情报道不多。为此，猪伤人也应该引起足够的

重视。要加强对猪等畜类圈养管理。同时加强宣传教育，普及

狂犬病的防治知识，提高群众的自我防护意识与能力，在犬伤暴

露后，应及时规范处理伤口，并到医疗机构接种狂犬病疫苗和注

射抗狂犬病血清或人抗狂犬病病毒免疫球蛋白。
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