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致倦库蚊主要组织结构的石蜡切片观察
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摘要:【目的】蚊虫是传播人类多种疾病的重要媒介害虫，对其组织形态学的认识是开展众多领域研究的基础。本文
通过研究致倦库蚊 Culex pipiens quinquefasciatus成虫组织结构及形态，为媒介蚊虫的抗药性研究及有效防治提供基础
材料。【方法】采用改进的石蜡切片法和 HE染色，结合活体内脏器官解剖及光学显微镜观察，从形态学和组织学水
平对致倦库蚊组织结构做详尽展示。【结果】获得结构完整、染色清晰、定位准确的消化排泄系统、生殖系统、神经
系统、呼吸系统等 HE染色石蜡切片。【结论】探讨了改进制片和染色过程中一些步骤及注意事项。研究结果为利用
原位杂交、免疫组化等方法研究蚊虫体内抗药性基因的准确定位及基因功能分析提供了可靠的基础。
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Histological observation of major structures of the mosquito Culex pipiens
quinquefasciatus ( Diptera: Culicidae) using paraffin tissue section
YAN Liang-Zhen1，2，QIAO Chuan-Ling2，ZHANG Jian-Zhen1，MA En-Bo1，CUI Feng2，* ( 1． Institute of
Applied Biology，Shanxi University，Taiyuan 030006，China; 2． State Key Laboratory of Integrated
Management of Pest Insects ＆ Rodents，Institute of Zoology，Chinese Academy of Sciences，Beijing
100101，China)
Abstract: 【Aim】Mosquitoes are important vectors of many human diseases． The knowledge of their
histological structures is the basis of various researches． The histological and morphological structures of
Culex pipiens quinquefasciatus exhibited in this study provide the basis for the research of insecticide
resistance and control of mosquitoes． 【Methods】 Improved consecutive paraffin tissue sections，
Hematoxylin-Eosin ( HE) staining and organ dissection were performed to study the histological structures of
C． pipiens quinquefasciatus on the levels of morphology and histology． 【Results】The digestive，excretory，
reproductive，nervous and respiratory systems of C． pipiens quinquefasciatus were obtained and demonstrated
clearly． 【Conclusion】 Detailed and improved protocols of parraffin tissue section preparation and
Hematoxylin-Eosin staining were discussed． This study provides the information of histological structures of
C． pipiens quinquefasciatus，which will shed light on the exploration of gene functions of mosquito using in
situ hybridization，immunohistochemistry，etc．
Key words: Culex pipiens quinquefasciatus; paraffin tissue section; histological structure; anatomy;
Hematoxylin-Eosin ( HE) staining

蚊虫作为疟疾、登革热和乙脑等传染病的主要
传播载体，一直以来都是科学研究的重要对象。了
解蚊虫的组织结构是开展许多研究的基础，如明确
病毒颗粒在蚊虫体内的组织分布对研究传染病的传
播途径及防控有重要意义 ( Faran et al．，1986;
Girard et al．，2004) ，明确抗药性基因在蚊虫体内的
表达部位有助于认识其编码蛋白的功能( Zhu et al．，
2010) 。组织切片法是研究细胞与组织形态等最基

本的方法，该方法能完整地保持组织的原始形态结
构，同时也能够较好地保存实验材料的 mRNA、
DNA和蛋白质等分子信息( 黄淇和赵瑞波，2002 ) ，
这为利用原位杂交、免疫组化等技术研究感兴趣基
因的表达与分布提供了良好的基础条件。目前关于
昆虫的石蜡切片制作苏木精-伊红( HE) 染色有诸多
报道，如尘螨 Dermatophagoides pteronyssinus 连续石
蜡切片的制作及染色 ( 张莺莺等，2007 ) ，粘虫
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Mythimna seperata Walker 幼虫石蜡切片的制作等
( 王海舟等，2006) ，但对蚊虫组织结构的研究报道
甚微，仅见对白纹伊蚊 Aedes albopictus 的石蜡连续
切片技术进行探讨的报道( 谢超等，2007) 。国外也
有学者利用电镜扫描进行组织结构的研究，但研究
重点主要集中于较容易观察和解剖的中肠( Schaefer
et al．，1967; Zieler et al．，2000 ) ，而对蚊虫整体组
织结构的基础研究却受到忽视。
致倦库蚊 Culex pipiens quinquefasciatus 是尖音

库蚊复组 Culex pipiens complex之一，主要分布于我
国南方，是班氏丝虫和西尼罗河病毒的传播媒介。
从 20 世纪 60 年代开始，我国对于尖音库蚊的研究
主要集中在抗药性方面，如不同地理种群尖音库蚊
的抗性羧酸酯酶( 刘俊娥和乔传令，2001; 崔峰等，
2005; 李春晓和赵彤言，2006; Liu et al．，2008 ) ，抗
药性动态及遗传多样性( 吴中华等，2009) ，抗药基
因的筛选、鉴定 ( 田海生等，2001; Gong et al．，
2005) 等。研究方法主要采用生物测定、酶活性检
测、聚丙烯酰胺凝胶电泳、淀粉凝胶电泳和Western
杂交等技术对蚊虫抗药性基因进行蛋白和分子水平
的研究，但对抗药基因在蚊虫体内的表达部位研究
甚少。明确蚊虫的组织结构对许多基础研究都是非
常必要的，如研究与蚊虫传病相关的重要功能基因
在蚊虫不同组织的表达模式，蚊虫对杀虫剂产生抗
性的重要基因和蛋白的组织表达，这些研究都是基
于对组织的清晰认识，尤其是利用原位杂交和组织
免疫组化的方法更离不开石蜡切片的制作和组织的
辨认。本文采用琼脂糖包埋后再以石蜡包埋的方法
制作蚊虫连续石蜡切片，结合活体内脏器官的解
剖，对致倦库蚊的组织结构做了较系统的研究，这
可为利用原位杂交、免疫组化等方法研究蚊虫的重
要功能基因提供参考。

1 材料与方法
1． 1 蚊虫的解剖
1． 1． 1 实验材料: 致倦库蚊: 2007 年 7 月采自深
圳，在实验室常年繁殖饲养，条件是温度 25 ± 1℃，
光周期 14L∶ 10D。实验用雌虫采用产卵后 1 d 成
虫，雄虫采用羽化后 3 － 4 d成虫。
1． 1． 2 实验方法: 将 1 头蚊虫( 雌虫或雄虫) 放在
培养皿置于冰上，在解剖镜下用镊子去除腿。在虫
体上滴加一滴生理盐水，用解剖针和手术刀将虫体

腹部侧面划开，去除表皮。由于蚊子内部器官是透
明的，为了在解剖时不划伤器官，在除去少部分表

皮后滴加几滴苏木精染料，几秒后被着色的器官轮

廓清晰可见，然后做更细致的解剖。最后在解剖镜

( Olympus，SZ61) 下观察、拍照。本实验中雌虫和
雄虫各解剖 5 头，挑选解剖完整的、质量好的拍照。
2． 1 蚊虫连续石蜡切片的制备及染色
2． 1． 1 主要试剂及仪器: 石蜡( Leica) ，多聚甲醛
( PFA，Sigma) ，苏木精( Sigma) ，伊红( Sigma) ，包埋
机( Leica，EG1150C) ，切片机( Leica，RM2135) 等。
2． 1． 2 蚊虫的固定: 将蚊虫置于冰上，用镊子去
除翅、足后浸入固定液。固定液: 0． 25% TritonX-
100; 4%多聚甲醛( PFA) 。常温下固定 4 h后 4℃过
夜，然后置于 70%乙醇中保存备用。
2． 1． 3 包埋: 将蚊虫按身体纵向分别摆放于塑料
圆形小孔板中，加入冷却到 60℃左右的 2%琼脂
糖，然后置于 4℃迅速冷却，该过程要避免虫体漂
浮起来和气泡的产生。将冷却后的琼脂糖块从小孔
板中取出，置于包埋盒中。然后将上述方法处理过
的蚊虫依次用不同浓度梯度的乙醇溶液逐级脱水，

备用。
2． 1． 4 脱水、透明和浸蜡: 将上述步骤获得的 2%
琼脂糖固定的蚊虫在 70%，80%，95%，100%
( Ⅰ) 和 100% ( Ⅱ) 乙醇溶液中各浸泡 30 min; 透明:
在乙醇: 二甲苯( 1∶ 1 配制) 和二甲苯溶液中浸泡各
20 min; 浸蜡: 在二甲苯 ∶ 石蜡( 1 ∶ 1 配制) 、石蜡
( Ⅰ) 、石蜡( Ⅱ) 溶液中浸泡各 1 h。最后，用石蜡
包埋机进行包埋。
2． 1． 5 切片: 将组织块修成较小的梯形方块，用
莱卡连续轮转式切片机进行连续切片，切片厚度为

5 μm。将切片置于 42℃恒温水浴中展片，然后分
成 5 ～ 7 个的小片段贴在多聚赖氨酸处理过的载玻
片上，于 37℃恒温箱中烘烤过夜。本实验共做了 6
头蚊虫( 雌雄各 3 头) 的石蜡切片。
2． 1． 6 HE 染色: 采用常规 HE 染色，流程如下:
①用二甲苯将切片脱蜡 3 次，每次 5 min，再用
100%乙醇洗 3 次，每次 2 min，然后用 95%，80%
和 75%乙醇各洗 2 min，最后蒸馏水洗 2 min; ②滴
加苏木精染色 5 min，自来水冲洗 3 ～ 5 s; ③1%盐
酸乙醇( 70% ) 分化 30 s;④自来水浸泡促蓝液返蓝
15 min;⑤滴加伊红染色 2 min，自来水漂洗 3 ～ 5 s;
⑥脱水、透明: 70% 乙醇、80% 乙醇、95% 乙醇、
100%乙醇( I) 、100%乙醇( Ⅱ) 、二甲苯( I) 、二甲
苯( Ⅱ) 二甲苯( Ⅲ) 各 1 min;⑦滴加中性树脂封片。
将 6 头蚊虫的石蜡切片中各个组织角度好、染色好
的切面挑选拍照。

2 结果
从蚊虫组织解剖观察( 图 1: a) 和整体的 HE石
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图 1 致倦库蚊内部组织结构解剖图
Fig． 1 Internal anatomical structures of Culex pipiens quinquefasciatus adults

a: 雄性成蚊消化排泄结构与生殖结构 Digestive，excretory and reproductive systems of male adult; b: 腹支囊 Air sac; c: 背支囊 Back sac; d: 卵巢
Ovary． AS: 腹支囊 Air sac; BS: 背支囊 Back sac; E: 食管 Esophagus; HG: 后肠 Hindgut; MG: 中肠 Midgut; MT: 马氏管 Malpighian tubules; T:

精巢 Testis; R: 直肠 Rectum．

蜡切片( 图 2) 中可以看出，致倦库蚊的组织结构主
要包括: 消化排泄系统，如前肠( foregut ) 、中肠
( midgut ) 、后肠 ( hindgut ) 、马氏管 ( malpighian
tubules) 和唾液腺( salivary glands) 等; 生殖系统，如
卵巢( ovary) 和精巢( testis) ; 神经系统，如脑( brain)

和神经节( ganglia) 等; 感觉器官，如复眼( compound
eye) 等; 呼吸系统，如腹支囊( air sac ) 和背支囊
( back sac) 等。
2． 1 消化排泄系统
蚊虫的消化排泄系统主要包括前肠( 咽、食



376 昆虫学报 Acta Entomologica Sinica 54 卷

图 2 雌性致倦库蚊石蜡切片 HE染色整体图
Fig． 2 Overview of paraffin tissue sections of Culex pipiens quinquefasciatus female adults with HE staining

a，b显示不同的切面图 a and b show different sections． AS: 腹支囊 Air sac; B: 脑 Brain; C: 表皮 Cuticle; CE: 复眼 Compound eye; DM: 背部肌

肉 Dorsal muscle; E: 食管 Esophagus; L: 足 Legs; M: 肌肉Muscle; MG: 中肠Midgut; MT: 马氏管Malpighian tubules; O: 卵巢 Ovary; SG: 唾液

腺 Salivary glands; TG: 胸神经节 Thoracic ganglia; VM: 腹部肌肉 Ventral muscle．

道) 、中肠、后肠( 前后肠、直肠) 、马氏管和唾液腺
等，消化系统在进行 HE 染色时嗜染性极强，细胞
质被染成粉红或桃红色，细胞核为蓝紫色，形态清

晰可见。中肠上皮细胞形态呈柱状紧密排列( 图 3:
c) ，而前肠和前后肠的细胞为单层扁平细胞( 图 3:
f) ，直肠细胞为单层排列的圆形细胞( 图 4: b) 。马
氏管组织的细胞形态较大，着色较深，细胞核为深

蓝色，细胞质为深紫色，细胞膜则为淡紫色( 图 3:

f) 。唾液腺组织形态比较规则( 图 2: a; 图 3: a) 。
2． 2 生殖系统
卵巢和精巢在 HE 染色中呈现很强嗜染性，图

3( b) 中有一半呈深蓝色颗粒状，而另一半则为无规
则状浅蓝色，我们推测其为处于不同发育状态的精

巢，即无规则浅蓝色部分处于发育后期，深蓝色颗

粒状处于未发育或发育前期。图 3( d) 、图 1 ( d) 为
雌性卵巢的形态结构，整个组织呈现深紫色。
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2． 3 感觉器官与神经系统
复眼作为蚊虫的感觉器官，由许多小眼

( ommatidia) 组成，经 HE染色的复眼最外层弧形角
膜呈现粉红色，角膜晶体表面染成淡蓝色( 图 3:
i) ，内层晶锥细胞则为黑色( 图 3: h) 。触角是蚊虫

另一个感觉器官，可以感受环境中的温度和湿度，

并产生相应的化学变化，起到寻找食物、血源或栖
息地的目的。染色结果表明蚊虫的触角柄节
( scape) 部分细胞非常多( 图 4: a) ，由此可以看出
其灵敏性。

图 3 致倦库蚊不同组织的石蜡切片( Ⅰ)
Fig． 3 Paraffin tissue sections of different organs of Culex pipiens quinquefasciatus adults ( Ⅰ)

a: 唾液腺 Salivary glands; b: 雄性致倦库蚊的后肠、精巢与马氏管 Hindgut，testis and Malpighian tubules of male adult; c: 中肠及其柱状上皮细
胞 Midgut and columnar epithelial cells; d: 腹神经节 Abdominal ganglia; e: 卵巢 Ovary; f: 马氏管、后肠与腹神经节 Malpighian tubules，hindgut
and abdominal ganglia; g: 食管 Esophagus; h: 脑与复眼 Brain and compound eye; i: 复眼 Compound eye． AG: 腹神经节 Abdominal ganglia; E: 食
管 Esophagus; B: 脑 Brain; CE: 复眼 Compound eye; HG: 后肠 Hindgut; MG: 中肠 Midgut; MT: 马氏管 Malpighian tubules; O: 卵巢 Ovary; SG:

唾液腺 Salivary glands; T: 精巢 Testis．
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图 4 致倦库蚊不同组织的石蜡切片( Ⅱ)
Fig． 4 Paraffin tissue sections of different organs of Culex pipiens quinquefasciatus adults ( Ⅱ)

a: 触角与咽部肌肉 Antenna and esophageal muscle; b: 后肠和直肠 Hindgut and rectum; c: 食管下神经节 Suboesophageal ganglia; d: 腹支囊 Air

sac; e: 脂肪体 Fat body． A: 触角 Antenna; AG: 腹神经节 Abdominal ganglia; AS: 腹支囊 Air sac; B: 脑 Brain; EM: 咽部肌肉 Esophageal

muscle; FB: 脂肪体 Fat body; HG: 后肠 Hindgut; R: 直肠 Rectum; SeG: 咽下神经节 Suboesophageal ganglia; TG: 胸神经节 Thoracic ganglia．

蚊虫的神经系统由脑和腹神经索组成，腹神经

索( ventral nerve cord) 位于消化道的下方，由一系
列神经节组成，主要有咽下神经节( suboesophageal
ganglia) ( 图 4: c) 、胸神经节( thoracic ganglia) ( 图
2: a; 图 3: g; 图 4: d ) 、腹神经节 ( abdominal
ganglia) ( 图 3: d，f) 以及纵向连接各神经节的神经
连索组成。HE 染色结果发现，脑( 图 2: a，b; 图

3: g，h; 图 4: c) 和神经节在染色时情况相似，外
表面均有蓝色颗粒状物质包围，中心为粉红色胶状

物质，连接神经节之间的神经连索均被染成粉红

色。另外，位于腹部最末端的神经节与腹部中部的
神经节相比，形态较膨大( 图 4: b) 。
2． 4 背支囊与腹支囊
蚊虫的背支囊与腹支囊组织呈管状或泡状，在
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HE染色中着色不明显，切片时很难切到完整的器
官，仅见腹支囊切片( 图 2; 图 4: d) 。腹支囊由单
层扁平细胞构成，细胞核染为淡蓝色，细胞浆为淡

粉色。腹支囊与背支囊中充满气泡( 图 1: b，c) 。
事实上，在蚊虫生命旺盛的时期，其背、腹支囊中
并不能观察到成堆的气泡，随着蚊虫的衰老或在饥

饿 2 ～ 3 d 的状况下，背、腹支囊才会出现如图 1
( b，c) 中的情况，其中图 1 ( c) 中腹支囊显得细长
则是由于解剖过程中过度拉伸的结果，正常状态见

图 1( b) 。
2． 5 脂肪体
图 4( e) 为蚊虫体内的脂肪体组织，在染色时

脂肪粒不被着色，显微镜下观察时呈白色圆形颗粒

状，均匀分布于蚊虫表皮组织下方。

3 讨论

昆虫体壁覆盖有一层蜡质，可以防止昆虫水分

过度流失，但这也导致在进行蚊虫形态固定时，虫

体易漂浮在固定液的液面，而且乙醇、石蜡等也难
以充分进入体内。针对这些问题，我们在固定液中
加入 0． 25%的表面活性剂 Triton X-100，使虫体能
够完全浸入固定液中。固定液的选择和用量、固定
时的环境温度以及固定时间的长短，都是影响固定

效果的关键因素。一般来说，固定液用量在虫体的
30 倍以上，固定温度越低、固定时间越短产生的形
变越小，固定越均匀( 王海舟等，2006) 。采用 PFA
固定可以很好地保存蚊虫的 mRNA 和细胞组织结
构，时间一般为 24 h 以上( 黄淇和赵瑞波，2002 ) 。
本研究先在常温( 25℃左右) 固定 4 h，然后 4℃过
夜固定，取得了良好的固定效果。在整个步骤中，
没有进行负压处理( 谢超等，2007 ) ，简化了实验
过程。
由于蚊体小且较轻，为了利于后续石蜡包埋，

本研究先用 2%琼脂糖对虫体进行方位固定，这样
有助于切到蚊虫身体中轴线左右的器官。同时要对
HE染色时间进行控制，才能保证组织较好的染色
效果。图 2( b) 中即由于染色时间过长，导致染色
过深而影响了整个细胞形态的观察。
在对蚊虫的解剖时发现，饥饿 2 ～ 3 d的蚊虫其

体内背支囊和腹支囊会充满气泡( 图 1: b，c) ，具
体原因可能是由于蚊虫在饥饿状态下生命力下降的

表现。但这种方法却提供了一种观察到背支囊、腹
支囊的简易方法。

本研究中许多组织的染色结果与白纹伊蚊的相

一致，如消化排泄系统、神经系统、生殖系统和感
觉器官复眼等( 谢超等，2007) ，但输卵管和受精囊
等结构在本研究中没有能够观察到。与白纹伊蚊的
组织结构研究相比，本研究提供了更为详细清晰的

HE染色石蜡切片和内脏解剖图片，增加了对背支
囊、腹支囊、脂肪体和触角等描述。这两项研究内
容互补，将为利用原位杂交、免疫组化等方法研究
蚊虫重要基因的功能奠定坚实的基础。
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