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库蚊黄病毒的病毒滴度测定方法建立
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摘要：目的 建立我国分离库蚊黄病毒（Culex flavivirus，CxFV）毒株（SDDM06-11）的病毒滴度测定方法。方法 在

6孔细胞培养板中培养C6/36细胞，感染库蚊黄病毒，加入甲基纤维素培养 4 d，结晶紫进行染色，通过统计空斑数量

计算病毒的噬斑形成单位。结果 使用甲基纤维素-结晶紫空斑方法观察，发现CxFV（SDDM06-11）毒株感染C6/36
细胞后形成清晰的圆形噬斑，大小如针尖，成功测定CxFV（SDDM06-11株）滴度在 106.85 pfu/ml。结论 甲基纤维素-
结晶紫空斑法可用于测定CxFV滴度。
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Abstract: Objective To establish a method for determining the virus titer of the Culex flavivirus (CxFV) strain

(SDDM06-11) isolated in China. Methods C6/36 cells were cultured in a 6-well cell culture plate and were then

inoculated with CxFV. Methylcellulose was added to the cells and cultured for 4 days. Crystal violet was used for

staining, and the number of plaques was determined to calculate the plaque forming unit of the virus. Results

Observation of plaques using methylcellulose and crystal violet showed that CxFV (SDDM06-11) strain formed clear

round plaques with the size of a needle tip after infecting C6/36 cells, and the virus titer of SDDM06-11 strain was

successfully determined as 106.85 pfu/ml. Conclusion The methylcellulose-crystal violet plaque forming assay can be

used to determine the titer of CxFV.
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库蚊黄病毒（Culex flavivirus，CxFV）属于黄病毒

科黄病毒属的蚊传虫媒病毒。2003年，日本学者首

次在日本和印度尼西亚的淡色库蚊（Culex pipiens
pallens）和三带喙库蚊（Cx. tritaeniorhynchus）中分离

到CxFV毒株［1］。随后在北美洲的美国，中美洲的危

地马拉、墨西哥、特立尼达和多巴哥，南美洲的阿根

廷，非洲的乌干达相继分离到 CxFV。目前分离的

CxFV分为 2个基因型别，日本、印度尼西亚、美国的

毒株属于基因 1型，非洲、危地马拉和墨西哥的毒株

属于基因2型。我国于2006年从山东省东明市采集

的淡色库蚊中分离到1株库蚊黄病毒（SDDM06-11）。
基于E基因的系统进化分析显示，该毒株属于基因

1型病毒，但不同于日本、印度尼西亚和美国的病毒

株，在进化树中单独成支［2］。CxFV能够引起白纹伊

蚊（Aedes albopictus）卵细胞（C6/36）病变，但在其他

哺乳动物细胞系，如金黄地鼠肾细胞（BHK-21）、非
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洲绿猴肾细胞（Vero）均未发现细胞病变，接种乳鼠

后不能引起乳鼠死亡。为进一步开展此类病毒系统

生物学研究，首先要准确测定病毒滴度，完成病毒定

量。病毒噬斑试验是经典的病毒定量方法，但是

C6/36细胞属于半悬浮细胞，传统的琼脂糖培养基

覆盖方法操作难度较大，因此，本研究尝试建立由甲

基纤维素代替琼脂糖覆盖，结晶紫染色后，通过噬斑

计算病毒滴度。

1 材料与方法

1.1 细胞 C6/36细胞（白纹伊蚊卵细胞）由本实验

室保存。

1.2 病毒 CxFV（SDDM06-11株）由本实验室分

离、鉴定并保存。

1.3 病毒滴度测定 （1）将对数生长期 C6/36细胞

接种至 6孔培养板中（300 μl/孔），置于 28 ℃，5%
CO2培养箱培养，细胞长至单层待用。（2）取出冻存

的 SDDM06-11株病毒悬液，做 10倍递次稀释，使之

成为 10-1～10-11，共 11个稀释度的病毒悬液。（3）每

个病毒稀释度中吸取 100 μl依次加入到 6孔细胞培

养板中，28 ℃，5% CO2孵箱孵育 1 h。（4）加入 1.2%
的甲基纤维素 4 ml/孔，置于 28 ℃、5% CO2培养箱培

养，观察。（5）培养 4 d后，在显微镜下观察到明显的

噬斑时，弃去培养基，用磷酸盐缓冲液（PBS）洗 2遍
后，加入染色液（结晶紫∶草酸混合液为 1∶4），室温

染色 1 h后，用水轻缓冲洗掉染色液，计算每个稀释

度的噬斑数。

2 结 果

2.1 噬斑试验 使用甲基纤维素-结晶紫空斑方法

观察CxFV（SDDM06-11株）发现，感染C6/36细胞后

形成清晰的噬斑，大小为针尖样圆形。稀释度为

10-3 的 CxFV形成的噬斑基本成片，不易于计算，稀

释 度 为 10-4～10-6 形 成 的 噬 斑 较 好 ，利 于 计

算（图1）。

2.2 病毒定量 在 10-4、10-5、10-6稀释度中分别有

72、7和1个噬斑，10-7～10-11稀释度无噬斑。实验的

阳性和阴性对照均成立 ，计算病毒的滴度为

1×106.85 pfu/ml。
3 讨 论

通过对蚊虫的病原谱进行分析表明，蚊虫体内

可以携带多种昆虫病毒，并且未表现出任何严格的

地理限制［3］。其中，从库蚊属中鉴定出大量病毒，表

明库蚊属蚊虫可能是具有广泛地理分布和高病毒丰

度的各种病毒的主要宿主或载体［4］。CxFV在我国

分布广泛，我国于 2006年在山东省首次分离到 1株
此病毒，命名为 SDDM06-11［2］。随后，在我国的辽宁

省丹东地区［5］、甘肃省河西走廊地区［6］、台湾地区［7］、

新疆维吾尔自治区艾比湖湿地［8］、陕西省、河南省相

继分离到大量CxFV毒株或检测到病毒核酸序列［9］。

CxFV虽然对人类和其他脊椎动物致病性尚不

清楚，但由于与其他具有明确致病性的黄病毒成员

如登革病毒（Dengue virus，DENV）、西尼罗病毒

（West Nile virus，WNV）、圣路易脑炎病毒（St Louis
encephalitis virus，SLEV）、日本脑炎病毒（Japanese
encephalitis virus，JEV）和 黄 热 病 毒（Yellow fever
virus，YFV）等在生态学和遗传学上存在密切的关

系［10］，且 近 年 来 在 辽 宁 省 发 现 的 朝 阳 病 毒

（Chaoyang virus）［11］以及在云南省分离的广平病毒

（Quang Binh virus，QBV）［12］，在遗传进化分析上也显

示与 CxFV亲缘关系较近，近年来受到人们越来越

多的关注。

目前关于CxFV的研究主要以地区分布研究为

主，对于进一步的病毒学研究尚待深入。病毒定量

是对病毒进行深入研究的基础，测定病毒滴度经典

的方式是噬斑检测（Plaque assay），以噬斑形成单位

（pfu/ml）表示。CxFV只能引起 C6/36细胞病变，且

C6/36细胞属于半悬浮细胞（28 ℃培养）。常规的病

毒空斑形成试验多采用琼脂糖作为培养基，中性红

染色，由于琼脂糖对于温度控制要求较高，实验操作

难度较大，并且中性红较易褪色，不适合长期保存。

本文改用甲基纤维素法在 6孔细胞培养板中首次完

成我国新分离的 CxFV SDDM06-11株病毒定量，结

果清晰，易于计算，而且方法简便，便于操作，同时结

果可以长期保存。在我国新分离的虫媒病毒中，还

有病毒具有类似的情况，如：东南亚十二节段双链

注：1～5表示病毒稀释度为10-1～10-5；6表示细胞对照。

图1 SDDM06-11株感染C6/36细胞4 d后的噬斑
（结晶紫染色）

Figure 1 Plaque of C6/36 cells infected with SDDM06-11
strain for 4 days（crystal violet staining）
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RNA 病 毒 属（South-East Asian dodeca RNA virus，
Seadornavirus）中的版纳病毒［13］（Banna virus，BAV）、

辽宁病毒［14］（Liaoning virus，LNV）和Kadipiro病毒［15］

（Kadipiro virus，KDV），这 3种病毒均只能引起C6/36
细胞病变，因此，对于这些病毒的定量同样可以采用

此方法完成。

对于虫媒病毒而言，对相关传播媒介以及病原

体进行检测，对于预防和控制虫媒疾病十分重

要［16］。我们已经建立了 CxFV 的实时荧光 PCR
（Real-time polymerase chain reaction，RT-PCR）又称

实时定量PCR（qPCR）的检测方法［17］，从而直接测定

病毒母液中的病毒RNA拷贝数（vg/ml），减少接种细

胞、病毒液稀释和感染等繁琐操作步骤。下一步，我

们还将利用宏基因组测序技术对我国不同地区的蚊

虫进行进一步调查，以得到更多CxFV的本底资料。
利益冲突 无
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