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摘要  

本文为白蛉标本的处理与制片提供了一套系统而全面的技术指南，这些技术对于物种鉴定以及病原体的检

测与分离至关重要。文章汇集并讨论了适用于野外条件与实验室内的多种技术方法。指南对白蛉的采集、

操作处理、覆盖与安死处理（本文建议采用干冻冷冻干燥技术或二氧化碳处理，而非化学试剂处死）作了

详细说明，同时介绍了多种标本保存方案，如低温保存与乙醇（ethanol）保存。文中强调，某些关键解剖

结构（如生殖器、头部及翅）的制备素质会直接影响显微观察效果，并对此给出了具体技术要点。文章还

详细描述标本处理流程，包括使用氢氧化钾及随后采用 Marc-André 溶液进行透明化处理。在封片方面，

文中比较了多种封片介质，重点分析其光学性能与长期保存潜力。Hoyer 封片溶液（又称氯醛树胶）因透

明度高，适用于快速观察，尤其受精囊等结构的检查，但不适宜长期保存。其他封片介质还包括聚乙烯醇

介质（polyvinyl alcohol）、Euparal®（有限耐水性）、以及加拿大胶（Canada balsam；烃溶性封片介质），

其中后两者更适合标本的长期保存。此外，文章还介绍了分子生物学新技术方法，如 DNA 测序与 

MALDI-ToF 鉴定技术；这些方法对标本处理与保存条件具有较高要求。为便于白蛉标本处理与制片技术

推广与统一化，指南还提供多种制片技术的简短教学视频，并附有 33 种语言译本，以满足全球科研人员

的多样需求。 
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分离，野外条件，培养，解剖，分子生物学，MALDI-ToF，模式标本 

 

Abstract – Abstract – This article provides a comprehensive guide for the processing and mounting of phlebotomine 
sand fly specimens, which is crucial for species identification and pathogen detection and isolation. It discusses a range 
of techniques suitable for both field and laboratory settings. The guide includes detailed instructions on sand fly collec-
tion, handling, covering, and euthanasia (recommending dry freezing or CO2 over chemicals) as well as conservation 
strategies, such as cold storage and preservation in ethanol. The quality of preparation of certain anatomical structures 
(genital organs, head and wings) is essential for their proper microscopic observation and is described in this work. The 
article also presents detailed sample processing, including the clearing process with agents such as potassium hydrox-
ide then Marc-André solution. The mounting process compares different media, emphasizing their optical properties 
and preservation potential. Hoyer fluid (also known as chloral gum) is recommended for quick observation, particularly 
for spermathecae, due to its clarity, although it is not suitable for long-term storage. Other media discussed include 
polyvinyl alcohol, Euparal® (for limited water tolerance), and Canada balsam (a hydrocarbon-soluble medium), with 
the latter two offering long-term preservation capabilities. Innovative molecular biology approaches such as DNA 
sequencing and MALDI-ToF, which require particular attention to sample processing, are also addressed. Furthermore, 
short video clips illustrating various mounting techniques as well as translations in many different languages are 
provided, allowing the guideline to reach the diverse needs and expectations of the global scientific community. 

Key words: Mounting, Phlebotomine sand fly, Hoyer fluid, Marc-André solution, Chloral gum, Polyvinyl alcohol, 
Euparal®, Canada balsam, Leishmania isolation, Field conditions, Culture, Dissection, Molecular biology, MALDI-
ToF, Type-specimens. 

引言 

白蛉为双翅目、蛾蚋科（Psychodidae）、白蛉亚科（

Phlebotominae）的小型昆虫，目前已知物种多于

1,063 种[21]。白蛉是多种病原体的重要传播媒介，包

括利什曼原虫（Leishmania）、虫媒病毒 arboviruses）
及巴尔通体（Bartonella），分别可引起利什曼病、虫

媒病毒感染和巴尔通体病。对白蛉的鉴定主要依赖于

显微镜下的精细形态观察，而这取决于仔细采集、适

当保存及标准化制片技术。所上述的流程步骤涉及多

种专门技术方法，各有其优势与局限。 

成虫白蛉的鉴定需要同时观察外部结构（如触角（

antennae）、下颚须（palpi）、雄性生殖器）和内部结

构（如咽部（pharynx）、口腔（cibarium）及受精囊

（spermathecae））。对后者进行解剖与分离有助于结

构清晰呈现，从而提高鉴定准确性。因此，与蚊或锥

蝽不同，白蛉在鉴定前通常需要把标本置于载玻片与

盖玻片之间，进行制片处理。 

在 20 世纪 80 年代之前，显微形态观察是白蛉鉴定的

唯一方法，至今仍为最常用技术。因此，当时的处理

与制片程序相对简单，主要在两类方法之间权衡：一

类为可实现长期保存的永久性封片方法，另一类为用

于快速鉴定但不适于长期保存的快速制片方法。例如，

采用树脂类封片溶液（如加拿大胶）进行永久封片虽

可长期保存标本，但过程耗时，且需对样本进行完全

脱水处理。同时，该类封片介质的折射率（refractive 
index）并不总是有利于受精囊结构的清晰观察。相比

之下，采用水性介质（如 Hoyer 封片溶液）制片速度

较快，且更有利于观察具有折光性的受精囊结构，但

由于该类介质容易吸收空气中的水分，通常不适于长

期保存。为了克服这一限制，科研人员可选措施之一

是在制片完全干燥后以指甲油封固载玻片边缘。两类

方法的利与弊至今仍然存在，制片方法的选择通常取

决于标本制备的具体目的。 

自 20 世纪 80 年代以来，白蛉鉴定研究逐步将形态学

方法与生化方法相结合。早期应用的方法为表皮烃类

分析技术，随后很快被分子生物学检测技术所取代，

如 随 机 扩 增 多 态 性  DNA （ random amplified 
polymorphic DNA（RAPD））、限制性片段长度多态

性 （ restriction fragment length polymorphism
（RFLP））、DNA 扩增与 Sanger 测序，以及新一代

测序技术（next-generation sequencing（NGS））。目

前，分子方法又进一步结合蛋白质组学技术，如



4    F.J. Randrianambinintsoa et al.: Parasite 2026, 33, 18 
 

 
 

MALDI-ToF。此外，基于 PCR 的分子鉴定还可同时

用于病原体检测（如利什曼原虫、锥虫、巴尔通体及

白蛉病毒），且均可通过终点 PCR 与实时 PCR 实现

检测，因此需要根据既定研究目标对采样与保存程序

进行相应调整[3, 32]。除了传统用于物种鉴定的形态

特征外，科研人员还可采用其他形态学分析方法，如

翅形几何形态测量（wing geomorphometry）。 

本研究主要基于作者的实践经验及已发表的科学文献

资料，旨在提出一套用于白蛉成虫标本处理与制片的

统一化技术指南，以优化形态学与分子生物学分析。

科研人员需备注，某些检测方法（如分子生物学分析

或 MALDI-ToF）需保留部分不参与形态鉴定的虫体形

态特征，因此在实验方案设计过程中需审慎选择处理

程序。 

本文重点介绍对白蛉活体样本的麻醉与安死处理方法、

保存方式以及制片程序，涵盖用于快速鉴定及用于长

期保存并支持后续研究的两类应用目的。 

前言说明：安全与法规要求应参考相关的安全数据表

（Safety Data Sheets（SDS）） 

本指南中涉及的所有化学试剂均须在严格的安全条件

下操作。各研究机构的健康与安全委员会（health and 
safety committees）可提供有关相关化学品危害性、操

作规范及废弃物处置流程的指导信息。同时，科研人

员必须严格遵守试剂使用与处置的安全规范。所有使

用者均有责任确保符合良好且安全的实验室操作规范，

以及遵循所在国家或研究机构适用的法律法规。此外，

部分化学品或其成分（如水合氯醛（chloral hydrate））

在某些国家属于受管制物质。本文所用缩略语见表 1。 

表 1： 缩略语表（Table 1: List of abbreviations） 

缩略语 英文翻译 中文翻译 

BME Basal medium Eagle 基础 Eagle 培养基 

CDC Centers for Disease Control and Prevention 美国疾病控制与预防中心 

CMCP Camphor-monochlorophenol 樟脑-单氯苯酚 

CMR Carcinogenic, mutagenic, reprotoxic substance 致癌、致突变及生殖毒性物质 

COI Cytochrome c oxidase subunit I gene 细胞色素 c 氧化酶亚基 1 基因 

CytB Cytochrome b gene 细胞色素 b 基因 

DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验 

EtOH Ethanol 乙醇 

M199 Medium 199 199 培养基 
MALDI-
ToF MS 

Matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry 

基质辅助激光解吸/电离飞行时间质谱 

MEM Minimum essential media MEM 培养基 

NGS Next-generation sequencing 新一代测序技术 

NNN Novy-MacNeal-Nicolle medium Novy-MacNeal-Nicolle/三 N/三恩 培养基 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

Lao PDR Lao People’s Democratic Republic 寮国 / 老挝人民民主共和国 

PNOC Prepronociceptin gene - 

qPCR Quantitative PCR (real-time PCR) 实时 PCR 
RAPD Random amplified polymorphic DNA 如随机扩增多态性 DNA 

RFLP Restriction fragment length polymorphism 限制性片段长度多态性 

RI Refractive index 折射率 

RNA Ribonucleic acid 核糖核酸 

RNases Ribonucleases 核糖核酸酶 

RNASS RNA stabilization solution RNA 稳定保存溶液 

RT-PCR Reverse transcription PCR 反转录 PCR 

TFA Trifluoroacetic acid 三氟乙酸 
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1. 白蛉的采集 

成虫白蛉可采用多种方法进行采集，各方法可分别采

集活体或已死亡的标本。常用方法包括 CDC 微型诱光

灯诱捕器（CDC miniature light traps）、黏纸黏捕法

（sticky traps）、或者从 Shannon 诱捕帐（Shannon 
traps）或直接从环境中的静息场所（如畜舍）进行吸

捕采集。这些方法通常在适宜生态环境中布设诱捕器，

利用光源或其他诱引物（如二氧化碳或化学诱剂）吸

引白蛉，采集样本后再进一步后续分析。相关技术已

在多项研究中有所报道[2, 3, 32, 36, 49]。采集活体

白蛉可满足所有后续分析需求，而仅采集死亡个体则

无法进行利什曼原虫或病毒株的分离。部分采集方法

（如黏纸黏捕法法）在实际操作中常导致白蛉部分器

官（触角、下颚须、翅或足）缺失。此外，黏纸表面

的蓖麻油涂层易附着于白蛉体表面，在标本处理初期

必须予以清除，通常可采用一对一乙醇（ethanol）与

二乙醚（diethyl ether）混合液浸泡约 15 分钟进行处

理。 

2. 标本的安死处理 

白蛉采集后，活体个体必须进行安死处理。某些采集

方法（如黏纸黏捕法，或配备装有洗涤剂或乙醇收集

瓶的 CDC 诱光灯诱捕器）在采集过程中即可使白蛉死

亡。分子生物学可应用于那些直接收集于乙醇中的样

本，以及若能尽快存入乙醇的其他样本。然而，上述

安死方法均不适用于 MALDI-ToF 分析。此外，一些

安死方法可能导致某些形态特征的缺失。因此，为确

保物种鉴定的准确性以及凭证标本（即用于未来参考

或比较而长期保存的标本；voucher specimens）的长期

保存，选择合适且标准化的安死方法极其关键。常用

的化学安死剂包括乙酸乙酯（ethyl acetate）、乙醚

（ethyl ether）、四氯乙烷（tetrachloroethane）及氯仿

（chloroform）。科研人员可将上述液体浸透棉棉花球

后放置于装有白蛉的采集容器中进行安死处理。鉴于

上述试剂均具有一定毒性，使用时须严格遵循生产厂

商的安全操作建议。然而，基于作者经验，并不推荐

使用氯仿对白蛉进行安死处理，因为氯仿与分子生物

学研究的兼容性较差。综合考虑这些化学试剂的潜在

毒害害性及其在分子分析中的局限性，本文总体上不

建议采用化学试剂作为标准安死手段。 

目前应用最广泛且能够较好保存白蛉形态结构、DNA 、

及蛋白质的安死方法为干冻冷冻干燥技术处理。安死

时间应足以使白蛉完全麻醉，但不宜过长，以避免：

（i）标本发生过度干燥；或（ii）在拟从白蛉消化系

统分离利什曼原虫时，影响原虫存活性。因此，本文

建议在 −20 °C 条件下冷冻 15–20 分钟，并定期检

查样本状态，以确保白蛉仅麻醉而不致影响利什曼原

虫的活性。 

在缺乏冷冻条件的情况下，可采用二氧化碳（CO₂） 

进行安死处理。在野外条件下若无法使用 CO₂ 钢瓶，

可使用常见于苏打水抢（‘soda siphons’）中常用的小型

商用 CO₂ 容气瓶，但需注意其在航空运输中可能受到

限制。作为最后手段，可通过烟草烟雾法对白蛉进行

安死处理。具体方法为：将活体白蛉通过 CDC 诱捕

器采集后，用吸捕器收集并保留于吸捕器玻璃管中，

随后释放烟草烟雾将白蛉在数秒内安死。该方法适用

于各种野外条件，即使在偏远或条件受限的环境中亦

可实施。需要注意的是，由于玻璃器具会吸附烟雾残

留，未经彻底清洗前不宜再次用于活体白蛉的采集与

操作。然而，同一未经清洗的吸虫器仍可继续用于对

白蛉进行安死处理并用于后续标本保存。此外，操作

过程中须确认所有白蛉个体已从吸捕器中完全取出。

上述安死方法均与通过解剖白蛉消化道进行利什曼原

虫分离的研究目的相兼容。 

3. 处理前的标本保存 

在进行后续处理前，标本保存主要有四种方法： 

3.1 冷冻保存 

该方法通常在 −20 °C 条件下进行，或更理想地在 

−80 °C 条件下保存。目前，这类冷冻保存方式比液

氮保存方式更为常用。无论采用何种冷冻方式，均应

在白蛉被麻醉后尽快实施低温保存。使用冰箱冷冻的

优点在于可较完整地保存白蛉本体，同时在整个保存

期间较好地维持 RNA、DNA 和蛋白质的质量。相比

之下，液氮保存对白蛉形态能造成明显损伤，常见情

况包括翅、足、下颚须及触角的损坏甚至断裂，有时

会导致关键形态特征缺失。干冻冷冻干燥保存对标本

的损伤较小，但对于保存其脆弱易损的结构仍不够理

想。值得注意的是，在解冻过程中，由于冷凝过程，

翅、触角、下颚须或足可能黏附于保存容器内壁，进

而在取出时发生撕裂或脱落。此外，在野外研究条件

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
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下，冷冻保存并非总是可行，因为其需要配备冷冻设

备或液氮容器。总体而言，冷冻保存与基于分子技术

的病原体检测完全兼容，且不会降低检测灵敏度。但

对于 RNA 病毒的检测与分离，则应在 −80 °C 或液

氮条件下长期保存样本。 

然而，仅通过常规冷冻保存的标本通常不适用于通过

解剖消化系统分离利什曼原虫。例外情况是：若先将

白蛉置于液氮气相中预冷，随后再转入液氮中保存

（例如将样本置于小瓶罐中再放入网袋内），可在一

定程度上模拟利什曼原虫的低温保存条件，从而为后

续分离。 

3.2 酒精保存（乙醇或异丙醇；ethanol or isopropyl 
alcohol） 

酒精保存可能是目前最常用的白蛉保存方法，且在野

外条件下易于实施，即使在缺乏实验室条件的环境中

也可操作。酒精保存尤其适用于形态学研究，因为在

保存容器内无气泡的情况下，白蛉的脆弱器官（如翅、

足、触角或下颚须）通常能够完整保存。因此，建议

在保存容器内放置一小团棉花以去除气泡，并在棉塞

上方放置标签（图 1）。 

适宜的酒精浓度仍存在一定争议。一般不建议使用低

于 70% 的酒精浓度[45, 66]。较高浓度的酒精有利于 

DNA 的长期保存，但会使标本在形态学处理过程中更

加脆弱和易断裂。使用 96% 乙醇（共沸混合物；

azeotrope mixture）可保持浓度稳定，尤其适用于热带

等高潮湿地区。不过，95% 乙醇通常更易获取。总体

而言，乙醇对 DNA 的保存效果较好（但相较冷冻保

存仍略逊一筹，尤其是在 NGS 等分子分析中），而

对蛋白质的保存效果则明显较差，特别是在蛋白质组

学研究（如 MALDI-ToF 应用）中。在酒精中保存数

月的白蛉仍可进行形态学鉴定，但难以从这些标本中

获得用于建立参考数据库的蛋白质组学谱图。若将酒

精保存与 −20 °C 冷冻相结合，可在一定程度上提高

保存效果。−20 °C 冷冻主要通过减缓降解代谢过程

来改善生物分子的保存（如核酸），同时也可在一定

程度上减少组织分解过程，从而间接有利于形态结构

的保存，不过其对形态保存的改善程度不及对分子保

存的影响明显。 

在短期保存（通常不超过数月）且乙醇浓度不低于 70% 

的条件下，酒精保存也可用于 DNA 及 RNA 病毒的

检测。此外，在某些国家异丙醇更易获得，其对 DNA
保存 亦具有良好的效果，但会使标本变得较为坚硬而

脆弱。备注，异丙醇不具易燃性，因此在运输方面较

乙醇更为便利。如有需要，先前以液氮或干冻冷冻方

式保存的白蛉也可转移至酒精中保存，但此举可能同

时叠加两种保存方法的局限性。 

 

图 1：乙醇保存的白蛉标本。 

3.3 RNA 稳定保存液（RNA stabilization solution; 
RNASS）保存 

RNA 稳定保存液（RNA stabilization solution; RNASS）
是一种广泛应用的水性试剂，具有无毒特点，专门用

于稳定并保存新鲜组织和细胞样本中的 RNA。该试剂

可迅速渗透进入标本并灭活核糖核酸酶（RNases），

从而在无需立即冷冻的情况下有效防止 RNA 降解。

采用 RNASS 保存通常能够较好地维持组织及细胞的

整体形态结构，适用于后续组织学观察。尽管 RNASS 

的主要作用在于 RNA 稳定而非组织固定保存，但在

短期至中期保存过程中，标本的结构完整性通常仍能

得到较好保存。使用 RNASS 时，样本可在室温条件

下保存约 7 天，在 4 °C 条件下保存数周，或在 

−20 °C / −80 °C 条件下进行长期保存。因此，在

野外调查或临床环境中，尤其是在冷链条件受限的情

况下，该方法具有较高应用价值。在进行 RNA 提取

时，通常需先将样本从保存液中取出，并按照常规实

验流程进行后续处理。 
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3.4 室温干燥保存 

这是一种较早期的保存方法。若将干燥保存方法用于

白蛉整体标本（整虫），其主要缺点是对白蛉脆弱器

官（如翅、足、触角及下颚须）的保存效果较差。然

而，在使用干燥硅胶进行固定与脱水处理的情况下，

仍可开展基于 MALDI-ToF 的蛋白质组学研究。相比

之下，室温干燥保存的标本在分子分析方面（尤其是

针对 DNA 的研究）通常较为困难，因为 DNA 往往已

片段化且质量较低，因此相关分析比新鲜或冷冻保存

样本更具挑战性，特别是在核基因组研究中。不过，

近年来发展的一些技术，如博物馆标本基因组学

(museomics)，在一定程度上可应用于此类样本[34]。

因此，除非无其他可行替代方法，一般不推荐采用该

保存方式。该方法也可与低温保存结合使用，即将干

燥保存的标本置于 −20 °C 或 −80 °C 冷冻条件下

进一步保存。此类样本在后续处理中面临的主要困难，

是如何实现标本整体或用于鉴定的关键部位的有效制

片。为此，需首先进行复水处理。本文推荐使用 Triton 
X-100 的溶液进行复水，复水时间可从数小时至数天

不等，并应在过程中进行密切监督。待标本完全复水

后，应依次在清水浴中进行三次冲洗处理。 

3.5 滤纸保存 

滤纸保存的主要优点在于，能让未固定或已经干燥处

理的整虫标本和血细胞中的基因组 DNA 可在室温条

件下长期且稳定保存。滤纸通常制成小型卡片形式，

因此可在仅相当于一个小抽屉大小的空间内，于室温

条件下存放数百份样本，便于保存与管理。该类滤纸

基质通常预先浸渍可使病原体灭活的化学成分，从而

使样本不再被视为生物危害物。这一特性使样本在储

存和运输过程中无需采取严格的生物危害防护措施，

从而提高便利性[68]。 

 

4. 标本解剖 

与许多可通过观察整虫外部形态（如：直接针插保存）

进行鉴定的昆虫不同，白蛉的物种鉴定需通过解剖并

进行玻片制片，以观察其解剖的内、外部形态特征，

从而实现准确鉴定。无论采用何种处理与封片技术，

解 剖 技 术 基 本 相 同 （ 图 2 、 图 3 ）

(https://zenodo.org/records/18198006)。 

Triton X100 的使用：非离子型水溶液 

需注意，本节所述制片方法适用于新鲜采集或经适当

保存的标本。许多采集者所保存的昆虫样本，往往为

干燥保存（用于 MALDI-ToF 分析）或长期浸存于酒

精中。然而，酒精保存多年后并非理想状态，此类节

肢动物标本在解剖前常会遇到一些难题。常见问题包

括：存放样本的塑料容器老化降解，以及酒精逐渐挥

发。在这两种情况下，标本可能因长时间浸泡于酒精

中或完全干燥而难以恢复至适宜处理状态。因此，可

考虑使用湿润剂（而非强效去污剂）来改善标本状态。

Triton X100 为一种非离子型水溶液（亦称 4-(1,1,3,3-
tetramethylbutyl) phenyl-polyethylene glycol solution，或

t-octylphenoxypolyethoxyethanol, polyethylene glycol tert-
octylphenyl ether），在细胞与分子生物学中是一种广

泛使用的去污剂，可用于增加细胞膜及细胞核膜的通

透性。 

以下为使用 0.5% Triton X100 水溶液处理标本的推荐

步骤： 

- 先用无水乙醇充分浸润干燥标本。 

- 加入适量 0.5% Triton X100 溶液，使整个标

本完全浸没。 

- 处理时间约 5 分钟至数天不等，并需定期监

督，直至标本在溶液中完全分散、各个体彼此

分离。 

- 去除 Triton X100 溶液，并更换为氢氧化钾（

potassium hydroxide）溶液进行后续处理。 

https://zenodo.org/records/18198006
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图 2：白蛉制片所需工具。A：圆形盖玻片（直径 10 或 12 mm）；B：24 孔细胞培养板及钩针（如使用丁香油

（clove oil）或 Euparal® 精油处理白蛉，不应使用亚克力培养板，以免发生化学反应而损伤标本）；C：可用于标记

的载玻片；D：钩针的细节；E：针头（已连接于注射器上）；F：盛放待制片白蛉的表面皿（或同类容器）；G：

Dumont 镊子；H：塑料移液管/滴管（约 3-5ml），或巴斯德吸管；I：弯曲（经加热弯曲制成）的玻璃移液管，用于

将液体转移至各培养板孔中。 

 

图 3： 24 孔细胞培养板示意图，每个孔中分别放置

白蛉的头部及腹部末端。 

4.1 头部 

解剖可在体视显微镜下使用细针或昆虫针进行操作

（图 2、图 3）。常用的针规格包括：26G × 1/2"

（0.45 × 13 mm）、30G × 1/2"（0.3 × 13 mm）

或 25G × 5/8"（0.5 × 16 mm）。 

在进行物种鉴定的标本制备时，至少应将头部与虫体

分离，并以腹面(ventral)朝上的方式进行制片，以便

观察口腔（cibarium）和咽部（pharynx）；而胸部和

腹部则在解剖后以侧面位置进行封片。将头部以腹面

朝上（ventro-dorsal position）放置，可使后头大孔

（occipital foramen）朝上，从而能够直接观察口腔结

构。若将头部完全分离，则更有利于这些解剖结构的

观察。 

4.2 翅与胸部 

翅应以平展状态进行封片。每侧翅可在基部将其解剖

分离后分别单独封片，亦可仅取一侧翅进行制片，而

将另一侧翅保留于胸部。若计划进行翅形几何形态测

量（geometric morphometry）分析，则在封片前必须准

确区分并标记左右翅。胸部分为多个部位，各部位均

包含重要的物种鉴定信息[20, 64]。通常将胸部以侧

面位置进行封片，以便观察刚毛毛序（chaetotaxy）及

体色分布。在某些胸部部位存在的刚毛痕迹（bristle 
scars）可用于区分 Brumptomyia 属的部分物种。体色

分布特征还可用于新热带区（Neotropical）白蛉在不同

分类层级上的区分，例如属级（如 Bichromomyia）、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
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种群系列（如 Pintomyia），甚至同属不同种之间的鉴

别（如 Micropygomyia、Nyssomyia、Psathyromyia 和 

Psychodopygus）[20]。因此，若胸部不用于分子分析，

应在封片过程中尽量保持其完整，避免造成损伤。需

要特别指出的是，在分类鉴定中，关键并非颜色的深

浅度，而是其在胸部的分布。因此，透明化处理过程

不会消除其色素或改变其分布特征。 

4.3 生殖器 

在对白蛉雌、雄个体进行生殖器封片时需特别谨慎，

因为这些结构对于属、亚属及种级鉴定至关重要。无

论雌雄，生殖器均为成对结构，在制片过程中应注意

保持其完整与相对。 

4.3.1 雄性生殖器 

雄蛉的生殖器为外生殖器，由成对的抱器构成。每侧

抱 器 包 括 背 侧 的 上 抱 器 基 节 — 上 抱 器 端 节

（gonocoxite–gonostyle；也称 1和 2节）连接结构，以

及腹侧的下抱器（epandrial lobe）。上抱器端节上具有

长毫结构，有时还具刚毛，这些结构应能够清晰计数，

其着生位置也应明确可见。对上抱器基节内侧面的观

察尤为重要，该部位有时可见一簇无柄刚毛，或附着

于突起体（tubercle）上的刚毛[22]。解剖经验较少的

科研人员可采用较为简单的侧位封片方法，即不需将

生 殖 器 从 腹 部 末 端 完 全 分 离

（https://zenodo.org/records/18311158）。在此情况下，

由于生殖器两侧结构可能发生重叠，可能会影响某些

细节（如上抱器基节内侧刚毛）的计数，但可降低因

解剖操作不当而损伤生殖器的风险。若采用侧位封片

方式（易导致结构重叠），则必须确保标本经过充分

透明化处理，以提高内部结构的可见性。对于经验较

丰富的科研人员，可尝试将生殖器分开以便观察。具

体操作为：使用针头斜面（如注射针）从结构间穿过，

在不完全切断的情况下将其轻轻分离，从而使上抱器

基 节 – 上 抱 器 端 节 结 构 分 开

（https://zenodo.org/records/18311158）。这样可更清

楚地观察内侧面，同时也有利于观察间中附器

（parameres）及阳茎结构（parameral sheaths），避免

相互遮挡。 

4.3.2 雌性生殖器 

雌 蛉 的 生 殖 器 为 内 生 殖 器 ， 主 要 由 受 精 囊

（spermathecae）构成。在未进行解剖的情况下，可通

过腹部表皮直接观察，并将腹部以腹面朝上的方式进

行封片。无论选择何种封片介质，通常均可较好地观

察受精囊本体，尤其当受精囊的表面结构较为粗糙明

显、且标本未经完全透明化处理。然而，对于表面光

滑（不粗糙）、囊壁较薄的受精囊，在折射性较差的

封片介质中观察时可能较为困难。此外，对受精囊管

（spermathecal duct）基部的观察对于物种鉴定尤为关

键，例如在 Larroussius 亚属中即是重要特征[35, 37, 

38]；该类群是旧大陆 利什曼原虫（ Leishmania 
infantum）的主要传播媒介。若无法观察到这一结构，

则难以完成准确的物种鉴定。为克服这类观察上的困

难，建议将包含生殖叉（genital furca）与受精囊的结

构 自 腹 部 中 分 离 后 再 进 行 封 片

（https://zenodo.org/records/18311106）。在解剖过程

中，受精囊通常较难直接辨认，而生殖叉相对容易定

位。由于受精囊管开口于生殖叉处，通过分离生殖叉

通常即可同时分离出受精囊结构。若在操作过程中不

慎切断受精囊，其并不会丢失，仍可在腹部表皮内观

察到（图 4）。 

https://zenodo.org/records/18311158
https://zenodo.org/records/18311106
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图 4： 新鲜标本解剖并以 Marc-André 溶液封片的受精囊。A：Idiophlebotomus longiforceps（老挝人民民主共和国）

；B：Sergentomyia minuta（法国）；C：Phlebotomus ariasi（法国）；D：Sergentomyia anodontis（老挝人民民主共和

国）。 

4.4 用于利什曼原虫分离的胃（中肠）解剖 

对白蛉雌虫消化道进行解剖是检测和分离利什曼原虫

的关键步骤，可在野外或实验室条件下操作，以评估

其传播能力。本文建议使用刚完成安死处理的雌蛉进

行操作。首先用清水或含温和洗涤剂的生理盐水

（saline）清洗雌蛉体表，以去除多余的体毛。该步骤

有助于在分离利什曼原虫时保持无菌条件，同时尽量

保留用于形态鉴定的关键结构特征。为查找并分离利

什曼原虫，应小心取出中肠，并将其置于一滴无菌生

理盐水（0.9% NaCl）中。在光学显微镜下观察活动的

寄生虫后（推荐放大倍数约为 200×），可使用注射器

或微量移液器移液管将其转移至培养基中进行培养

（更多细节见第 4.4.3 节）。 

头部及生殖器可直接置于 Marc-André 溶液中进行透明

化处理。重要提示：必须避免 Marc-André 溶液与利什

曼原虫接触—无论是直接接触，还是通过器具的间接

接触——因为该溶液会导致寄生虫死亡。 

雌蛉的解剖可在一张或两张载玻片上进行，两种方法

各 有 其 优 缺 点 （ 图  5 ；

https://zenodo.org/records/18311154）。 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
https://zenodo.org/records/18311154
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图 5：利什曼原虫分离方法示意图。 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
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4.4.1 双载玻片解剖法 

第一种方法是使用两张独立的载玻片进行操作：一张

载玻片中滴加无菌生理盐水，用于取出中肠；另一张

载玻片用于将头部及受精囊置于 Marc-André 溶液中进

行封片。然而，在野外条件下，通常由两至三人同时

进行白蛉解剖，并将解剖所得样本交由一名研究人员

统一负责物种鉴定及中肠利什曼原虫感染检测。在此

情况下，同时管理两张载玻片可能会对样本的可追溯

性造成困难，尤其是在发现中肠呈阳性时，可能难以

准 确 对 应 回 到 受 感 染 的 个 体

（https://zenodo.org/records/18311154）。 

4.4.2 单载玻片解剖法 

采用单张载玻片进行操作可确保实验结果的可追溯性，

但在实施过程中需注意若干关键事项。为了在操作过

程中尽可能保持无菌条件，科研人员应定期使用含酒

精免洗消毒液清洁双手。应使用无磨砂面的载玻片及

方形盖玻片（22 × 22 mm），并以铝箔纸包裹后通

过干热灭菌（Poupinel 干热灭菌箱）处理，同时每次

解剖均应使用新的无菌针头（建议规格：25G，直径 

0.5 mm × 16 mm）。 

操作时，将白蛉置于载玻片中央的一滴无菌生理盐水

中。首先切下头部，并在第 6 与第 7 腹背板（tergite）
及腹板（sternite）之间切开，但应避免切断消化道

（若预期受精囊较长，可在更靠前的位置切开）。随

后用一根针固定胸部，另一根针轻轻牵拉腹部后端数

节，将中肠缓慢抽出。若此方法未能成功，可用针固

定腹部末端，从消化道前端将其牵出；若仍失败，则

需尽量去除包围消化道的体壁组织（tegument），以便

取出中肠。成功取出中肠后，应切断其与腹部末端节

段的连接，并将中肠转移至载玻片一侧新滴加的一滴

无菌生理盐水中，再轻轻覆盖无菌方形盖玻片（22 × 

22 mm）。头部及腹部末端节段则转移至载玻片另一

端的一小滴 Marc-André 溶液中进行处理，并确保与利

什曼原虫无任何接触。头部应正确摆置（后头打孔朝

上），同时按前述方法分离出包含生殖叉的受精囊结

构，并覆盖小型圆形盖玻片（直径 12 mm，注意不要

与用于无菌操作的方形盖玻片混淆）。其余的虫体残

余部分及翅可保留在载玻片中央的生理盐水滴中

（https://zenodo.org/records/18311154）。 

在检测结果呈阳性或需进行分类学研究时，胸部与腹

部可保留用于后续分子或蛋白质组学分析，而翅则可

在水性介质中进行封片。为提高封片的稳定性，可将

多余的 Marc-André 溶液替换为水性封片介质，如氯醛

树胶（= Hoyer 封片溶液）或基于聚乙烯醇（polyvinyl 
alcohol）的封片介质。 

相关操作流程已有详细视频演示（白蛉中肠解剖：

https://zenodo.org/records/18303014；白蛉唾液腺解剖：

https://zenodo.org/records/18302850），因此本文不再

对其进行详细说明。 

4.4.3 白蛉胃（中肠）内利什曼原虫的分离与培养 

从受感染雌蛉胃（中肠）中分离寄生虫是一项技术要

求较高的操作，应先在无寄生虫的标本上进行练习以

熟悉流程。解剖后，将中肠转移至一滴新的无菌生理

盐水（0.9% NaCl）或 Locke 溶液中进行清洗[4]。随

后，可采用两种方式进行处理：（i）在光学显微镜下

观察，以识别不同发育阶段的前鞭毛体（promastigotes）
及其在中肠内的分布位置，尤其应重点观察前胃瓣

（stomodeal valve）区域；（ii）打开中肠以促使前鞭

毛体逸出，从而便于进行规模化培养[4]。由于在野外

发现受感染的白蛉个体相对少见，充分的前期操作练

习有助于提高成功分离的概率。 

若在中肠中观察到利什曼原虫，应更换新的无菌针头，

并通过毛细作用在盖玻片边缘加入少量无菌生理盐水，

使寄生虫释放出来。随后应迅速而小心地撕开中肠，

使寄生虫进入盐水中。使用 100 µL 微量移液器或注

射器收集寄生虫，并接种至已正确标记的培养基中。 

体外（In vitro）培养前鞭毛体： 分离得到的寄生虫可

首先在 SNB-9 血琼脂斜面（blood agar slopes）或 

Novy-McNeal-Nicolle（NNN）培养基上培养[16]，并

覆盖无菌 α-MEM 培养基[16, 65]或 M199 培养基。

上述培养基需补充以下成分以促进寄生虫生长：10% 

经热灭活的无菌胎牛血清（sterile fetal calf serum；FCS
）、1% BME 维生素、2% 无菌人尿（经 Filtropur® S 

0.2 µm 注射器滤膜过滤灭菌）、250 μg/mL 阿米卡星

（amikacin）（或 50 µg/mL 庆大霉素（Gentamicin）
，或抗生素与氨基酸混合液： L-谷氨酰胺（ L-
glutamine）200 mM、青霉素（Penicillin）10 000 U、

https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18303014
https://zenodo.org/records/18302850
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链霉素（Streptomycin）10 mg/mL）[47]。培养 3 天

后，如未见生物污染，可将培养物转移至预先配制好

的冷冻保存液中，并在 −80 °C 条件下保存 1–2 年，

或置于 −196 °C 的液氮中进行长期保存，以供后续

实验使用[7]。 

4.5 唾液腺 

对白蛉唾液腺进行解剖是研究媒介–病原相互作用（

vector-pathogen interactions）的重要技术手段，尤其适

用于检测虫媒病毒，如白蛉病毒属（Phlebovirus）（

例如托斯卡纳病毒 Toscana virus）[44, 75]。由于白

蛉个体极为微小，该操作需在体视显微镜下进行，并

使用精细镊子或显微解剖针分离脆弱的唾液腺组织，

从 而 避 免 唾 液 腺 破 裂 或 污 染 （

https://zenodo.org/records/18302850）[51, 61]。保持唾

液腺结构的完整性对于后续分子检测的可靠性至关重

要。分离后的唾液腺可进行匀浆处理，并通过 RT-
PCR、qPCR 或免疫学方法（immunoassays）检测病毒 

RNA 或抗原[12]。在唾液腺中检测到病毒，而不仅是

在中肠或血腔（hemocoel）中发现病毒，通常表明病

原体已完成体外潜伏期，并可在吸血过程中传播[71]。 

由于白蛉唾液腺体积极小，解剖过程具有较高技术难

度，需要较为丰富的经验以避免样本降解[1, 51]。此

外，病毒载量可能较低，因此需要采用高灵敏度的检

测方法，如巢式 PCR（nested PCR）或高通量测序技

术[54]。同时，样本生物污染的风险也强调了无菌操

作的重要性。除技术因素外，生物因子亦会影响检测

成功率，例如不同白蛉种类的媒介能力存在差异，而

感染率也会随生态环境及季节变化而波动[33, 61]。 

在唾液腺中检测病毒可为评估传播风险提供重要依据，

从而有助于制定针对性的监测与防控措施[15]。例如，

在流行区发现托斯卡纳病毒的存在，已为相关诊断流

程的建立及公共卫生预警提供了依据[18]。此外，研

究病毒与唾液成分之间的相互作用，还有助于发觉潜

在的传播阻断疫苗或治疗靶点（therapeutics）[15, 18]。 

白蛉唾液腺亦可作为抗原来源，通过免疫学方法（优

选 ELISA）检测宿主对白蛉唾液的抗体反应。该方法

可用于评估宿主对白蛉叮咬的暴露程度（host exposure 
to sand fly bites），从而支提出白蛉防控措施效果的评

价[25]，并有助于评估利什曼原虫传播风险[40]。 

4.6 吸血来源鉴定 

从诱捕样本中分离出的吸血雌蛉应使用一次性器具进

行解剖，以防止交叉污染。在体视显微镜下观察其腹

部，以判断血餐的消化阶段。建议优先选择腹部呈红

色、红褐色或深红色且尚未出现卵巢发育迹象的雌蛉

进行分析。 

为便于后续形态学鉴定，应切取腹部末端（包括受精

囊）并在透明化处理后用于物种鉴定。其余主要腹部

部分（不含受精囊）则应置于 Eppendorf® 离心管中，

并在 −20 °C 条件下保存以备后续分析。常用于血源

鉴定的遗传标记（如 PNOC[5, 30, 50]、CytB[67] 
或 COI[13]）已在文献中有充分报道，因此本文不再

赘述（图 6）。此外，也可采用 MALDI-ToF 肽谱

（peptide mapping）分析技术进行宿主血源鉴定[31]。

研究表明，该方法可在吸血后较长时间内仍能识别宿

主来源，因此尤其适用于血液已明显消化的吸血雌蛉

样本。样本宜在 −20 °C 或 4 °C 条件下保存，但

短时间室温保存亦可能获得可靠的分析结果。 

在分析前，应将吸血雌蛉的腹部从其余虫体部分分离，

并在蒸馏水（distilled water）中进行匀浆处理。其余虫

体部分仍可用于其他分子或形态学研究。在从匀浆中

取出部分样品用于 MALDI-ToF 肽谱分析后，其余部

分还可用于 DNA 提取，以进一步确认宿主血源或检

测是否存在利什曼原虫感染。与基于 DNA 的分子检

测方法相比，该技术在样本制备及分析所需时间方面

明显更短。 
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图 6： 用于分子生物学、蛋白质组学和/或病毒学研究的白蛉样本处理流程示意图。 

 

5. 标本的形态学（morphological studies）
处理流程（图 3、6、7、8；附录 1、2、

3、4） 

本节介绍仅用于形态学研究的白蛉标本制片前处理原

则，并在此基础上说明其他用于非形态学研究的相应

调整方法。然而，理解这一基础流程十分重要，因为

在面对不同类型样本时，可据此对处理步骤进行灵活

的调整。 

该处理流程主要通过一系列连续的抽吸与注入操作完

成，通常使用配有柔性橡胶吸球的巴斯德吸管进行。

强烈建议使用圆底玻璃容器，因为其结构更有利于上

述操作的顺利进行，同时玻璃材质对各种试剂具有良

好的化学惰性。 

为防止试剂挥发，容器应配备盖子，并避免装液过满，

以免在开启或关闭时发生溢出；同时也可防止灰尘落

入样本中。用于透明化处理及标本处理的相关试剂见

表 2。 

 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
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表 2：所用试剂的配方  
 

氢氧化钾溶液 10%  酸性品红溶液（蒸馏水配制）1% 

氢氧化钾 10 g 酸性品红（粉末） 1 g 
蒸馏水 100 mL  蒸馏水 99 mL 
  

氯醛树胶封片介质（Hoyer 封片溶液） Marc-André 溶液（酸性品红染色） 

蒸馏水 50 mL Marc-André 溶液 10mL 
水合氯醛 200 g 1% 酸性品红溶液 50 μL 
阿拉伯树胶 50 g  

丙三醇（又称甘油） 20 mL  

  

Marc-André 溶液 Enecê 封片介质 

水合氯醛 40 g 纯白松香（colophony） 22 g 
冰醋酸（即纯度在 99.5% 以上的无水乙酸） 30 mL 醇溶性 copal 树胶 12 g 
蒸馏水 30 mL 无水乙醇 20 mL 
 樟脑 10 g 
 松节油 （Turpentine essence）10 mL 
 桉油精（eucalyptol） 26 mL 

 

 

图 7：白蛉标本处理的经典流程示意图。 
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5.1 透明化处理 

在将白蛉标本制作为永久玻片标本之前，需先采用适

当的方法和透明化试剂进行透明化处理（如 10% 醋酸

溶液，或含水合氯醛的 Marc-André 溶液——后者因化

学成分在许多国家属于受管制物质），以使标本透明

化。透明化过程可去除体内组织、脂肪、分泌物及蜡

质，使标本呈半透明状态，从而便于观察外骨骼

（exoskeletal）结构（如刚毛毛序）、体表特征（如色

素分布）以及透过体壁组织（tegument）可见的内部结

构（如受精囊）。 

该透明化流程通常分为两个步骤：首先使用强碱（如

氢氧化钾），随后再使用弱酸（如含冰乙酸的 Marc-
André 溶液）。两者在生化作用上各有不同功能[74]。

强碱可通过皂化作用及蛋白质变性分解软组织（如蛋

白质、脂肪和肌肉），同时保存几丁质外骨骼，从而

使结构更加清晰便于观察。随后使用弱酸可中和残留

碱性物质，防止进一步降解，并可对几丁质产生轻微

漂白作用，从而提高透明度[74]。专研人员也可通过

在蒸馏水中冲洗标本两次、每次 15 分钟，达到中和

碱性的效果。这种依次处理的方法既能有效去除组织，

又可温和地保存标本结构，从而确保其适用于显微镜

观察。 

在进入下一步骤前，建议先用蒸馏水冲洗两次，每次

约 20 分钟。 

 

5.1.1 软组织消解处理（图 8） 

氢氧化钠（NaOH）或氢氧化钾（KOH）是常用的化

学消解剂，其使用浓度及处理时间可根据标本的大小

和脆弱程度进行调整。常规且较为有效的方法是将白

蛉浸泡于强碱溶液中（如 10% KOH 或 NaOH）过夜，

以溶解软组织。为缩短处理时间，可适当提高溶液浓

度（例如使用 20% KOH 处理约 6 小时），并可在 

37 °C 条件下加温，以增强消解效果。 

 

5.1.2 透明化与染色处理 

在软组织消解之后，通常需进行进一步的透明化处理，

一般采用醋酸与水合氯醛的组合（如 Marc-André 溶液）

进行。透明化完成后，必须将标本在蒸馏水中彻底冲

洗，至少进行两次连续水浴，每次约 20 分钟，以去

除残留化学试剂。 

Marc-André 溶液是制备白蛉标本时常用的透明化试剂，

其优点在于既能有效提高透明度，又可在较大程度上

减少对翅、触角等脆弱结构的损伤。该溶液应现配现

用，或密封保存以防止挥发和变质。当与增亮或染色

技术结合使用时，Marc-André 溶液尤其有助于突出特

定形态结构细节。其具体配方与制备方法见附录 2。 

对于透明度较高的标本，在封片前可能需要进行染色

以增强结构的可见性。目前可选用多种染料，不同染

料针对不同的化学成分发挥作用，因此应选择与标本

性质及所用封片介质相兼容的染料。本方法可根据需

要进行调整，例如可在 Marc-André 溶液中加入 0.1% 

酸性品红以实现染色效果。 

此外，对于保存在水性溶液中的标本，若计划使用树

脂类封片介质进行封片，则需先进行脱水处理（见 

5.2 脱水处理步骤），因为大多数天然或合成树脂类

封片介质与水不相容。New（1974）曾指出，某些染

料在特定封片介质中可能会发生变性或褪色[53]。例

如，酸性品红常与加拿大胶配合使用，也可在 

Euparal® 中固定。然而，使用酸性品红染色的标本容

易发生褪色，尤其是在持有丁香油（用于最后透明化

步骤中）残留的情况下更为明显。若标本长时间存放

于丁香油中，可能在数日内出现明显褪色现象。 

5.2 脱水处理 

脱水过程通常通过将标本依次转移至不同浓度的乙醇

溶液中逐步完成，浓度梯度为：50%、70%、80%、90% 

或 95%，最后为 100% 乙醇，每一步浸泡时间至少为 

20 分钟。由于乙醇挥发较快，在处理过程中应确保容

器密封良好。当标本完全脱水后，若需要暂时暂停后

续处理步骤，可将样本暂时置于 Euparal® 精油中保存

数日。该 Euparal® 精油方法优于使用丁香油。过去曾

广泛用于此处理的山毛榉杂酚油（beech creosote）由

于具有毒性，目前已被全面禁用。 

脱水处理的关键在于确保标本内部所含液体能够与所

选封片介质相兼容，以避免出现混浊、结构塌陷或变

形等现象，从而影响标本用于分类学研究的形态特征

的准确观察与比对。 

5.3 封片介质 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0


    F.J. Randrianambinintsoa et al.: Parasite 2026, 33, 18               
17 
 

 
 

5.3.1 封片介质的选择与应用 

理想的封片介质应具有尽可能接近玻璃的折射率（约

为 1.5）。此外，还应满足以下基本要求：无色透明；

在干燥后及长期保存过程中保持良好的透明度；与所

用染料相容；能够充分渗透至标本的各组织结构；在

封片过程中不应干燥过快或产生雾状混浊；封片后不

应发生明显收缩。选择合适的封片介质是标本制备中

的关键环节，因为并不存在一种适用于所有研究目的

的理想介质。在选择时，应综合权衡以下几个主要因

素： 

- 光学特性：封片介质的折射率应能够提供足够的对

比度与折射效果，以清晰显示用于分类鉴定或形态描

述的关键结构，如受精囊、叉形刺（ascoids）、牛氏

刺（Newstead sensilla）、口腔前齿（anterior/vertical 
cibarial teeth）及咽甲齿（pharyngeal teeth）。这些结构

的可见性在很大程度上取决于封片介质的光学性能。 

- 保存性：对于模式标本或需长期保存于标本馆的标

本，所选封片介质必须具备良好的长期稳定性和耐久

性。相反，对于昆虫区系调查或流行病学监测等研究，

需长期保存的要求相比较低，则可使用短期性或半永

久性封片介质。 

5.3.2 封片介质的要求 

研究人员常根据特定研究需求发展出具有针对性的复

杂的制片技术。然而，这些技术往往忽视了一些关键

因素，如保存质量、介质的兼容性、操作标准化程度，

以及操作便利性与长期保存的稳定性。缺乏统一标准

也会给受赠标本的整合与长期馆藏管理带来困难。 

不同的科研应用场景，对封片介质有着各不相同的要

求。分类学研究者通常对整虫标本进行封片，并倾向

于选择能够温和消解内部组织的介质，以增强角质结

构的可见性。此外，封片介质的折射率应与标本本身

及载玻片之间存在一定差别，以提高结构的可见性。

商业化封片介质通常被设计为具有接近玻璃的折射率，

以减少光线在载玻片—封片介质—盖玻片系统中的折

射与散射。然而，在明场显微镜观察条件下，可有意

选择与标本折射率略有差异的封片介质，因而调节未

染色标本的天然对比度，提高其在背景中的可见性 

5.3.3 封片介质的类别（表 3、4） 

在显微镜观察中，封片介质的折射率（refractive index；
RI）决定了光线在载玻片、封片介质及标本之间的传

播与折射情况。当封片介质的折射率与盖玻片玻璃

（约 1.515）接近时，光线可较为均匀地通过。这从

而减少散射和光学畸变，提高分辨率，并有助于细微

结构的观察。相反，若折射率差异过大，则可能产生

模糊、光晕或使未染色结构难以辨认。因此，由于不

同封片介质具有不同的折射率，选择合适的介质对于

优化对比度、清晰度及整体图像的质量至关重要。 

在白蛉标本制片过程中，封片介质的折射率对细微结

构的可见性影响尤为明显。白蛉的一些结构，如口腔

前齿、受精囊、触角各节以及翅脉的排列，较为纤细

况且角质化程度较低，因此在折射率较高的封片介质

中往往较难清晰观察。 

对于白蛉标本，常用的封片介质包括水性介质（如氯

醛树胶封片介质）以及溶剂型介质（如加拿大胶和 

Enecê–Nelson Cerqueira（NC）树脂）。Rawlins[60] 
将封片介质分为两大类：（1）永久性封片介质：可随

时间逐渐硬化，适用于长期保存；（2）半永久性封片

介质：不会完全硬化，通常用于短期性制片。 
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表 3：所选封片介质的成分 

封片介质 溶剂 潜在的预聚物或聚合物 备注 

Hoyer（氯醛树胶） 丙三醇（ glycerol），

水 
阿拉伯树胶相关化合物 具有组织消解作用的成

分：水合氯醛（chloral 
hydrate） 

CMCP-9（羧甲基纤维

素 - 苯 酚 ； carboxy 
methyl cellulose phenol
） 

水（CMCP-9：51–60%
） 

完全水解的聚乙烯醇（

CMCP-9：0–5%） 
CMCP(P)-9：低黏度型

：高黏度型 

DMHF（二甲基乙内酰

脲 甲 醛 ； dimethyl 
hydantoin formaldehyde
） 

水 N,N′-dimethylol 
dimethyl hydantoin (di-
methylol DMH)； 

醚键/亚甲基桥联低聚

物；Crosslinked DMH–
formaldehyde polymer 
network 

 

加拿大胶 二甲苯（xylene）；树

脂中部分挥发性成分（

Δ³-carene、 levopimaric 
acid 、 limonene 、

myrcene、palustric acid
、 β-phellandrene 、 α-
pinene、β-pinene） 

树脂成分（abienol、松

香酸（abietic acid）、
isopimaric acid 、

sandaracopimaric acid） 

中 和 剂 ： 碳 酸 钾 （

potassium carbonate）；
Abies balsamea（Linné, 
1758） 树脂 

Euparal® 桉油精（eucalyptol）、
paraldehyde；以及部分

挥发性的山达拉克树脂

（gum sandarac）成分

（ limonene 、 α-pinene
、β-pinene） 

山达拉克树脂相关化合

物（ communic acid、
manool、polycommunic 
acid、 sandaracopimaric 
acid 、 12-acetoxy-
sandaracopimaric acid、
sugiol、torulosic acid、
torulosol、totarol） 

透明化剂：水杨酸甲酯

（methyl salicylate）；
Euparal® 呈绿色：因含

铜盐（松香酸铜 copper 
abietinate ） ；

Tetraclinis articulata（
Vahl, 1791）树脂 

Enecê 乙醇；并含樟脑、桉油

精及松节油（turpentine 
essence） 

Copal 树脂与 松香（

colophony）的相关成

分 
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封片介质可为液态、树胶型或树脂型，并可溶于水、

酒精或其他溶剂（如甲苯（ toulene ）、二甲苯

（xylene））（见表 3）。封片完成后，应使用不溶性

的封边溶剂进行密封，以避免受空气中湿气等环境因

素影响。为便于区分不同类别的封片介质，可参考以

下方式进行分类： 

a. 水溶性封片介质——该类介质（如氯醛树胶封片介

质及聚乙烯醇类介质）可直接溶于水，适用于短期或

半永久性封片。通常操作简便，但需进行封边处理以

防止受空气湿度影响，尤其在热带高湿环境中更应注

意防潮。 

b. 有限耐水封片介质——该类介质对水分的敏感性较

低，但仍需避免长时间接触高湿环境中。与水溶性介

质相比，其长期稳定性更好，常用于半永久性封片。 

c. 烃类封片介质——该类介质（如中性加拿大胶、DPX）

溶于有机溶剂，如二甲苯、甲苯或 Enecê 溶剂等，主

要用于永久性封片。这类介质具有优良的长期稳定性，

并能有效抵抗潮湿及降解，适合用于长期保存。 

总结而言，水溶性介质适用于短期性封片或需要后期

取出标本的情况下使用；有限耐水介质适用于需一定

耐久性的半永久性封片；而烃类封片介质则更适用于

用于馆藏保存及长期保存的永久性封片标本。 

 

表 4：所选封片介质的优缺点比较。基于多位研究者的未发表观察[52]。 

封片介质 优点 缺点 

*加拿大胶 介质耐久性极高，保存寿命可超过 

150 年。 

可使用丁香油或苯酚进行标本脱水，

并用作制片前短期性保存标本的过渡

介质。 

含有有害成分，需在通风柜中操作。 

需完整且耗时的脱水流程。 

乙醇脱水与二甲苯或丁香油过渡可能

使标本变脆弱易断裂。对此，有以下

几种替代溶剂可供选择有助于降低标

本 破 损 的 发 生 率 ： 异 丙 醇

（ isopropanol ） 、 n-butanol 、

Cellosolve™、1,4-二氧六环（1，4-

dioxane ） 、 Histoclear 或 松 油 醇

（terpineol）等。 

若用苯酚替代二甲苯或残留氢氧化钾

未完全去除，标本可能变黑。 

折射率较高，可能降低未染色结构的

可见性。 

若不加热干燥，完全固化可能需数

年。 

若用丁香油透明化处理，可能随时间

逐渐发黄、变暗。 

某些染料会逐渐失效。 

DMHF 透明度高。 

折射率适宜。 

结构可见性良好。 

制片稳定性较好。 

与多种染色方法兼容。 

对标本保护效果好。 

可能随时间发黄。 

可能改变某些染料特质。 

不适用于对甲醛敏感的染色。 

易产生气泡且干燥时间较慢。 

对湿度敏感。 

制片后较难拆除重新封片。 
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载玻片与盖玻片之间附着性强。 含甲醛，具有毒性、刺激性与致癌性

。 

Euparal®（透明型） 耐久性好，可保存 50 年以上。 

可直接从 80%乙醇进行封片。 

不掩盖未染色结构，长期不发黄、不

变脆。 

折射率比加拿大胶更适合双翅目昆

虫。 

收缩小、气泡少，适合较厚标本。 

在 95%乙醇中仍可溶解，多年后仍可

重新封片。 

含有有害成分，需在通风柜中操作。 

乙醇脱水与 Euparal® 
精油过渡可能使

标本变脆弱易断裂。对此，可使用异

丙醇助于降低标本破损的发生率。 

Hoyer 封片溶液 可直接从活体或水、乙醇、甲醛保存

液中封片。 

消解作用可产生优良的角质层观察效

果。 

折射率适中，可通过添加碘染（

iodine staining）增强对比度。 

配方中的醋酸可使节肢动物附肢伸展

。 

某些标本可稳定保存 40–60 年。 

水溶性，便于重新封片 

由于溶液注入过快易导致植物等脆弱

标本塌陷，故操作较为耗时。 

10年内可能形成空腔（cavities）或结

晶。 

若氯醛水合物浓度过高或透明化处理

时间过长，消解可能过度。 

介质成分可能发生分离，并在数月或

数年内产生细颗粒沉积。 

介质可能逐渐变黑。 

CMCP-9 可直接从水、乙醇、甘油或含甲醛溶

液中封片。 

可对内部组织产生一定消解作用，便

于整体观察与制备。 

可能随时间逐渐形成结晶并变暗。 

有时对标本消解过度。 

对于较厚标本，若封边不严，该封片

介质易收缩，并在盖玻片边缘形成空

隙。 

不适用于染色标本或钙化标本。 

干燥速度比 CMC 较慢。 

Eukitt™ 耐久性良好，可保存 30 年以上。 

与 多 种 溶 剂 兼 容 ， 如 acetone, 
benzene, chloroform, dioxan, ether, 
isopropanol, methyl benzoate, terpineol, 
toluene, and xylene。 

干燥快，pH 略呈酸性。 

不会随时间而明显变暗。 

适 用 于 多 种 染 料 ， 如 fuchsin, 
hematoxylin, methyl green, methyl 
violet, methylene blue。 

可通过长期浸泡于二甲苯中重新封

片。 

含有有害成分，需在通风柜中操作。 

需要完整且耗时的脱水流程。 

对较厚标本不理想，该封片介质易收

缩，并产生气泡。 

若盖玻片未充分清洁并密封，可能随

时间脱落。 

在胶原纤维周围可能出现聚合不完全

现象。 

Enecê 非常耐久，可保存至少 50 年。 

不会随时间变暗。 

需要完整且耗时的脱水流程。 

乙醇脱水与丁香油过渡可能使标本变

脆弱易断裂。 
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介质具可塑性，可在其中进行昆虫解

剖并有足够时间调整结构位置。 

成本较低。 

标本可能持续缓慢透明化，导致极细

微结构（如牛氏刺、叉形刺及细刚

毛）观察困难。 

 

5.3.4 推荐封片介质说明（表 3、4） 

用于短期性观察的介质 

氯醛树胶（Chloral gum） = Hoyer 封片溶液（折射率 

RI = 1.48） 

Marc-André 溶液是用于短期观察受精囊的最佳介质，

通常可维持数小时。若将载玻片置于湿室中，甚至可

延长观察时间，并适用于拍照（图 4）或绘图记录。

如果需保存已观察的受精囊结构，应将其重新封片于

水性介质中，以实现中期保存。不建议将其脱水后再

转封于树脂类介质中（存在标本丢失的风险）。 

氯醛树胶与 Hoyer 封片溶液通常视为同义名称。该类

介质因其与水相容、操作简便、制片快速且折射率适

中，常用于观察内部结构形态，尤其有利于显示受精

囊等精细结构。然而，若配制不当或未在适宜湿度条

件下保存，氯醛树胶也存在明显缺点，如结晶、变色

以及黏度下降等问题。对盖玻片进行封边并不能完全

避免这些问题，因为封片介质可能与封边溶液发生反

应而明显变色（有时甚至接近黑色），特别是在使用 

Euparal® 进行封边时更为明显。 

从光学性能角度来看，Hoyer 封片溶液一直被认为是

观察白蛉标本的最佳介质之一，因此被广泛使用。该

介质有多种相近的配方，通常由阿拉伯树胶、甘油及

水合氯醛组成，但是相关配方在文献中曾被误解或误

引[74]。 

尽管 Hoyer 封片溶液非常适合用于观察白蛉受精囊，

但不宜用于长期保存。其优势在于短期观察，如拍照、

绘图或影像记录。水性封片介质总体适用于短期性制

片，但无法保证长期保存。相比之下，树脂类封片介

质具有极高的耐久性，可保存数十年至数百年，但其

较高的折射率可能削弱受精囊的折光性，从而使部分

精细结构难以清晰观察。 

Hoyer 封片溶液会随着时间而逐渐脱水而发生降解

（图 8），形成细小的白色不透明水合氯醛结晶。即

便如此，标本通常仍可从结晶化的载玻片中取回，因

为其角质层在化学上仍保存完整，但在晶体生长过程

中可能产生一定的物质损伤。在某些情况下，可通过

在温暖、潮湿环境中重新对封片介质进行复水，并加

入麝香草酚以防止真菌生长，从而恢复结晶化的制片。

另一种方法是将载玻片浸泡于水中，再用冰醋酸脱水，

随后重新封片于加拿大胶中。 

DMHF（二甲基乙内酰脲甲醛；dimethyl hydantoin 
formaldehyde）（RI = 1.48） 

这是一种水性封片介质[72]，在光学性能方面表现优

良。这类介质与 Berlese 封片介质相似，且操作简便

程度也与其相当。但与 Berlese 不同的是，DMHF 不会

出现变黑或结晶的现象。该介质适用于白蛉及其他蛾

蚋科（Psychodidae）昆虫的制片观察。 
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图 8：标本重新封片示意图。A：已损坏且干燥的 Hoyer 介质封片；B：干燥白蛉标本的显微图像；C：受损白蛉标本

的显微图像；D：放置干燥玻片的湿室；E：标本 B 头部，于 Euparal®重新封片后；F：标本 B 胸与腹部，于 Euparal®

重新封片后；G：受损标本 C 头部，于 Euparal®重新封片后；H：受损标本 C 胸与腹部，于 Euparal®重新封片后。 

 

CMCP （ 樟 脑 - 一 氯 苯 酚 ； camphor-mono-
chlorophenol）（RI = 1.41） 

这是一种以甘油为基础的水溶性封片介质，可用于制

备透明的永久性玻片标本，适用于包括白蛉在内的脆

弱样本。其优点在于标本可直接从水或乙醇中转入封

片。该介质可迅速使白蛉组织松弛并完成透明化处理，

使角质层变软，从而便于调整标本姿态，特别适用于

展开翅或进行生殖器解剖。尽管有研究指明该介质可

用于长期保存标本，但其实际可保存时长仍不明确。

该封片介质的主要局限在于其成分中含有苯酚，这是

一种具有毒性和刺激性的物质，因此在使用过程中需

谨慎操作。 

 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0


    F.J. Randrianambinintsoa et al.: Parasite 2026, 33, 18               
23 
 

 
 

用于永久封片的介质 

加拿大胶（Canada balsam）（RI = 1.52–1.54） 

加拿大胶最早于 19 世纪 30 年代由 Andrew Pritchard 
提出作为透射光显微镜的封片介质。因这类介质已被

证实的档案级保存性能，至今仍是应用最广泛的封片

介质之一，已有超过 150 年的使用历史。与 Hoyer 封
片溶液不同，加拿大胶不会发生结晶，也不易吸收空

气中的水分。然而，加拿大胶具有较强的自发荧光特

性，这在某些显微技术中可能成为不利因素 [60] 。

在制片过程中，使用低毒性溶剂替代二甲苯可降低操

作风险，但也可能带来一些缺点，如干燥速度减慢以

及封片介质较早出现变暗现象。 

Euparal®（RI = 1.48） 

Euparal® 是加拿大胶的常用替代介质之一，适用于永

久性封片，具有良好的长期稳定性，且折射率与加拿

大胶相近。其主要特点如下：（1）需进行脱水处理：

在最终转入封片介质前，标本必须完成脱水，通常需

经过 95% 乙醇过渡至无水乙醇；（2）处理时间较长：

无论使用加拿大胶还是 Euparal® 进行树脂封片，均需

先完成脱水步骤，因此整体样本处理时间会相应延长。

当无法使用有机溶剂进行脱水时，可将从无水乙醇中

取出的标本先转入一种过渡溶液中处理，该过渡溶液

由等体积的 Euparal® 与 Euparal® essence 精油混合而

成，之后再进行最终封片。 

Enecê（RI = 1.467） 

Enecê 是一种以树脂为基础的封片介质，主要用于小

型昆虫的制片，在巴西尤为常用。其基质由松香

（colophony）与 copal 树脂溶解于酒精、樟脑、松节

油精及桉油精中制成。Cerqueira [11] 曾将 Enecê 作
为加拿大胶的替代介质，用于制作幼虫、未成熟期蜕

皮以及成蚊的永久玻片标本，随后该介质也被广泛应

用于白蛉标本的封片。Enecê 是一种成本较低的永久

性封片替代方案，具有良好的长期稳定性，并具备较

为充足的干燥时间，便于在封片过程中进行解剖操作

及精确调整各形态结构的位置。 

5.4 玻片制备与干燥 

已封片标本的充分干燥对于确保其长期稳定性与保存

质量至关重要。在考虑进行长期保存前，玻片必须彻

底干燥。一般建议使用永久性封片介质制备的玻片需

水平放置干燥 2–3 周，而使用半永久性封片介质制

备的玻片通常干燥 1–2 周即可。为获得更理想的干

燥效果，建议使用恒温培养箱，并根据所用封片介质

设定适当温度，同时避免温度过高以免损伤标本。推

荐的干燥温度范围为 30–37 °C。该步骤对于防止玻

片变形、标本劣化或封片介质在储存期间发生不稳定

现象尤为关键。 

在玻片标签上应始终注明所使用的封片介质类型。如

条件允许，还应记录所用配方、制片人员姓名以及制

备日期。实际工作中，标本最初常仅用于短期观察制

片，并未考虑长期保存。然而，当标本的身份发生变

化（例如被指定为模式标本系列的一部分）时，则应

改用更为永久性的封片介质，以确保其能够长期保存

并供未来分类学研究使用。 

5.5 其他制片方法：卡片固定法（card mounting） 

卡片固定法是一种常用于多类昆虫的制片技术，可将

标本直接用针固定在昆虫卡片上，或粘附于卡片表面

进行保存。然而，由于白蛉个体极小，且物种鉴定需

要通过透明化处理观察其内部结构（见第 5 节），因

此该方法并不适用于白蛉标本的制备与保存。 

5.6 受损标本的重新封片 

对于稀有或珍贵标本，建议采用下述“复水-封片”两

步 法 进 行 处 理 （ 参 考 视 频 ：

https://zenodo.org/records/18315029）。其一，在不拆

解的情况下进行复水，以便进行初步观察。应于培养

皿中放置一个可容纳多张载玻片的支架作为支撑。将

需要复水的载玻片置于支架上方，并向培养皿内注入

数毫米深的溶剂以形成湿室，同时确保载玻片本身不

与溶剂接触（图 8D）。复水所需时间取决于标本的状

态，可能从一天至数天不等，应每日检查并耐心等待。

当载玻片充分复水后，可将其从湿室中取出，并放入

恒温培养箱中放置数小时，再进行显微观察、拍照或

绘图。其二，若需重新封片，可将载玻片再次放回湿

室中数小时或过夜。随后在体视显微镜下进行拆片操

作。使用细针小心移除盖玻片，确保没有白蛉结构粘

附在盖玻片上（https://zenodo.org/records/18315029）。

接着将解剖得到的各部分结构收集起来，在小型容器

（例如破坏性 DNA/RNA 提取所用的小孔板）中用清

水冲洗标本，然后进行脱水处理，并重新封片于树脂

https://zenodo.org/records/18315029
https://zenodo.org/records/18315029
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类封片介质中。在拆解旧玻片时，必须首先确定原先

使用的封片介质类型，以便选择合适的溶剂进行处理。

对于水性封片介质，应使用水进行处理。若为树脂类

封片介质（如加拿大胶或 Euparal®），则应使用二甲

苯溶解，并需在通风柜内操作，同时佩戴适当的个人

防护装备，包括口罩。 

对于模式标本或馆藏标本的重新封片，必须事先获得

馆藏负责人及/或标本所属机构的许可，方可进行操作。 

 

6. 标本鉴定 

6.1 形态学鉴定 

白蛉的鉴定主要依赖其形态特征的观察，包括胸部与

翅的形态、生殖器结构、刚毛的分布，以及各结构之

间的特定形态测量关系。研究人员通常通过分类检索

表、参考标本以及模式标本的描述，将采集到的标本

与已知分类单元进行比对。在白蛉的物种鉴定中，关

键特征尤为重要，例如雌雄两性的翅脉特征及头部形

态、雄性生殖器的结构，以及雌性受精囊的形态等，

均具有较高的分类学价值。准确鉴定通常需要借助显

微镜进行精细观察：复式显微镜主要用于观察生殖器、

受精囊等微细结构，而体视显微镜则适用于整体形态

特征的观察。 

近年来，成像技术的发展促进了数字影像在白蛉鉴定

中的应用。通过获取关键形态特征的高分辨率照片或

数字图像，并与参考资料进行比对，或借助计算机辅

助鉴定系统进行分析，可进一步提高形态分类鉴定的

准确性与可及性。 

6.2 翅形几何形态 

翅的几何形态是白蛉物种鉴定与分类的重要特征之一。

白蛉的翅通常呈细长形，翅脉发达，并具有特征性的

结构与排列模式（图 9、图 10）。翅脉的分布方式在

属及物种间可存在差异，因此可作为重要的鉴别特征。

因此，翅形几何形态的研究在物种鉴定与系统分类学

研究中具有重要意义。 

 

 

6.3 翅形几何形态测量 

科研人员常采用多种方法对白蛉翅的形状与大小进行

分析与比较，其中几何形态测量是一种常用技术，可

用于不同物种或种群之间的比较。对翅形几何形态的

研究不仅有助于分类学分析，还可为理解其行为特征、

栖息地偏好及飞行能力提供重要信息。 

在几何形态测量研究中，通常需先将翅小心地解剖分

离，必要时进行染色处理，然后将其水平置于载玻片

上，封片。制备完成的玻片在体视显微镜下拍摄图像，

随后进行数字化处理，并开展形态测量分析。该方法

在已发表的文献中已有较为详细的描述[6, 27, 42, 56, 

57, 59] 。对于成对结构，通常建议始终使用同一侧

（左翅或右翅）进行分析，以避免潜在的负向异速生

长效应对研究结果产生影响 [62] 。 

 

图 9： Trichophoromyia ininii 的翅。 

 

图 10： Phlebotomus ariasi 的翅（已染色）。 

用于几何形态测量分析的翅制备 

为获得清晰的翅脉显示效果，应先去除翅上的鳞片并

进行适当染色。制备前，需在小型孔槽中（如细胞培

养板的孔槽）分别加入所需试剂，包括亚甲蓝

（methylene blue）、乙醇、水以及二甲苯替代（xylene 
substitute）溶剂。首先，将保存在 70% 乙醇、室温条

件下的翅从 Eppendorf 管中取出，可通过将管子倒置
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并将液体倒入孔槽中实现，。然后，用细钩针沿翅的

纵向将其轻轻提起。将翅短暂从乙醇转入水中，再返

回乙醇，以去除附着的刚毛。随后将翅置于亚甲蓝中

染色 6 分钟，并确保其在染色过程中漂浮于液面。染

色后，小心取出翅并置于二甲苯替代溶剂中浸泡 2 分

钟（时间约为亚甲蓝染色时间的三分之一）。可轻轻

用针敲击孔槽壁，使翅逐渐下沉。二甲苯替代溶剂有

助于固定染色效果。最后，将翅取出并置于载玻片上

一小滴 Euparal
®
 中。在放大镜下轻轻将翅展开，并小

心覆盖盖玻片。应在 Euparal
®
 凝固前及时完成拍摄，

因为可能需要在盖玻片下微调翅的位置以实现最佳对

齐。 

6.4 分子生物学技术 

除了形态学方法之外，分子生物学技术在昆虫学研究

中的重要性日益提升，广泛应用于分类学、群体遗传

学 （ population genetics ） 及 系 统 发 生 研 究

（ phylogenetic studies ） ， 同 时 也 用 于 病 原 体 

DNA/RNA 检测、吸血来源鉴定以及媒介行为研究等

流行病学相关领域[70]。DNA 测序可用于物种确认或

区分形态上相近的隐存种，从而提供更为准确可靠的

鉴定手段。此外，多种先进分子技术（如 PCR、DNA 

测序、NGS 等）以及 MALDI-ToF 质谱分析技术在物

种快速而准确的鉴定中正日益发挥重要作用，可作为

传统形态学方法的重要补充[46]。尽管如此，形态学

鉴定仍然是分类学研究的基础与参照标准，而分子数

据的解释通常也需建立在形态学鉴定结果之上。 

6.4.1 破坏性核酸提取 

核酸提取是许多生物学研究中的常规步骤，目前已发

展出多种从生物材料中提取 DNA 的方法[48]，并有

大量商业化 DNA 提取试剂盒可用于简化这一过程

[14]。然而，常用于节肢动物形态学鉴定的标本处理

方法往往会对 DNA 分析造成不利影响，因为这些技

术可能损伤或破坏标本的关键形态特征[10]。多数用

于昆虫组织的 DNA 提取流程本质上具有破坏性[43]，

这对于体型较小的标本尤为值得关注，因为这方式可

能影响重要形态结构[72]。因此，在选择 DNA 提取

方法时，标本的类型及其保存状态是需要重点考虑的

因素[29]。 

对白蛉进行准确鉴定、理解其种群动态（population 
dynamics）以及减少对非目标物种影响的需求，推动

了分子诊断技术的发展[23]。目前，分子方法已常用

于补充传统形态分类手段。例如，昆虫 DNA 条形码

分析的标准流程通常包括 DNA 提取与测序，但这往

往会导致原始标本的耗失。因此，开发既能获取分子

数据又能尽量保留标本形态完整性的非破坏性 DNA 

提取方法显得尤为重要。 

除病原体检测外，白蛉 DNA 也常用于物种鉴定。目

前已有多种核酸提取方法应用于白蛉研究。所需核酸

的数量与质量取决于后续的分子分析类型，因为不同

技术对核酸的数量与质量要求不同[9]。例如，研究发

现白蛉的复眼组织可能对 PCR 扩增产生抑制效果[69]。

一些商业试剂盒的操作流程已被研究人员针对白蛉进

行了改进[8]，从而提高核酸提取的产量和/或质量[8, 

9, 69]。此外，一些为其他节肢动物开发的改良方法

同样可应用于白蛉[58, 76]。 

针对小片段线粒体 DNA（如 COI 或 CytB）的鉴定 

PCR 通常可兼容 DNA 高度片段化的提取方法。而某

些长读长测序技术（如 Oxford Nanopore 和 PacBio）
则需要完整度较高且片段较长的高质量 DNA。一般而

言，基于离心柱（spin column）的提取方法可获得长

度可达约 60 kb 的基因组 DNA 片段，而酚-氯仿

（phenol-chloroform）提取法则可获得最长约 150 kb 
的 DNA 片段[77]。表 5 总结了不同的白蛉 DNA 提取

技术，并指出了这些方法是否针对白蛉 DNA 提取做出

了专门调整。表中未列出核酸产量，因其取决于标本

大小和制备方法。“针对小型节肢动物提取的方案改

良”一栏提供了针对白蛉或其他小型节肢动物的核酸

提取方案的参考文献。 

在选择提取方法时，应综合考虑多种因素，如样本数

量、提取所需时间以及后续所采用的技术类型。虽然 

NGS 技术通常需要高分子量的基因组 DNA，但本文

所述的各种方法均可用于基于 PCR 的常规分析。此外，

已有多项研究探索了适用于小型陆生节肢动物、已干

燥保存的博物馆标本以及软体节肢动物的非破坏性 

DNA 提取方法[19, 26, 28, 55, 63]。 

6.4.2 非破坏性核酸提取 

在节肢动物（尤其是白蛉）的分子分析中，一个重要

挑战是如何在获取 DNA 信息的同时，将标本保留并纳

入昆虫标本馆收藏。多数 DNA 提取流程需要对组织

进行消解处理，从而影响原始标本的保存状态。然而，
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非破坏性核酸提取方法旨在提取核酸物质，而不会对

样本造成物理损，并且不影响其保存价值。这类方法

在处理珍贵或数量有限的标本时尤为重要，例如白蛉，

因为保持其结构完整性对于未来的分类学、形态学及

诊断研究至关重要。一种常用的技术是非破坏性浸泡

法，即将白蛉固定后，轻柔地浸入含蛋白酶 K
（proteinase K）的裂解缓冲液中。 

温和裂解技术（mild-vectolysis）已成功应用于白蛉，

特别是模式标本[24]。该方法基于常规离心柱试剂盒

（如 DNeasy Blood and Tissue kit，QIAGEN，德国希

尔登），并通过对流程进行改良，在不损坏标本的情

况下提取 DNA。通过调整裂解步骤（如调整裂解缓冲

液体积及增加冷冻步骤）[17]，可促进核酸释放，同

时尽量减少对形态结构的损伤[24]。在白蛉研究中，

还可使用 HotSHOT DNA 提取试剂盒（Bento Bioworks 
Ltd，英国伦敦）[73]，该方法快速且成本较低，适用

于样本的高效处理。用于形态学鉴定的白蛉标本在完

成核酸提取后可进行冲洗处理。接着，采用 DNeasy 
Blood and Tissue 试剂盒处理的标本需使用 Marc-André 
溶液进行透明化；而采用 HotSHOT DNA 提取方法处

理的标本通常已具有足够透明度，可直接在水性介质

中封片，或按本文所述流程脱水后在树脂介质中封片

[73]。提取获得的核酸物质可进一步用于后续分析，

如通过 PCR 扩增特定遗传标记。 

总体而言，非破坏性核酸提取方法对于研究白蛉的遗

传特征具有重要意义，包括鉴定其可能携带的病原体。

在保留标本完整性的同时，研究人员仍可获取关键遗

传信息，并使该样本可继续用于其他分析或后续研究。 

 

表 5：白蛉基因组 DNA（gDNA）提取方案的平均成本、应用、及小型节肢动物（如白蛉）核酸提取的方案改良 

提取方案 成本 应用 针对小型节肢动物提取的方案改良 

离心柱法 2.5–3.55 美元 [39] PCR，NGS [9] 
酚–氯仿法 

（Phenol–chloroform） 

0.24 美元 [69] PCR，NGS [9] 

HotSHOT  <0.01 美元 [69] PCR - 
盐析法（Salting out） 0.12 美元 [69] PCR - 
Chelex  0.02 美元 [41] PCR [41, 76] 

 

6.5 MALDI-ToF 质谱技术 

MALDI-ToF MS（基质辅助激光解吸/电离飞行时间质

谱）是一种基于质谱分析的技术，用于检测和分析生

物样本特有的蛋白质谱图（“指纹”）。近年来，该

技术逐渐成为医学与兽医学重要节肢动物鉴定中的重

要工具。研究表明，该方法能够有效鉴定白蛉的不同

发育阶段，包括未成熟期个体以及吸血雌虫体内的血

餐来源。该方法也已在不同保存与匀浆的条件下成功

区分雌雄个体及不同物种[28, 30, 73, 74]。此外，该

技术在亚属、物种乃至种群水平上均具有较高的分辨

能力。MALDI-ToF 能够实现快速而准确的物种鉴定，

这对于理解白蛉的分布、行为及其在疾病传播中的作

用具有重要意义。通过比较蛋白质谱图差异，该技术

在流行病学研究及媒介控制策略制定中发挥着关键作

用。 

目前该技术的常规应用仍面临两项主要限制。首先是

质谱设备的可获得性问题。此类仪器价格昂贵，仅为

白蛉或其他节肢动物物种鉴定而专门购置往往难以实

现。所幸的是，许多蛋白质组学平台或临床检测机构

已将质谱仪（mass spectrometers）作为常规研究设备，

研究人员可预约使用该仪器，从而部分克服这一限制。

其次是公开数据库中白蛉参考数据较为匮乏。因此，

研究人员通常需要基于已准确鉴定的标本建立本地参

考数据库，并获取对应的参考蛋白谱图。理想情况下，

这些标本应通过形态学鉴定并结合适当遗传标记（如 

COI、CytB 等）的测序结果加以确认。随着更多研究

团队逐步将其内部参考数据纳入由法国巴黎公立医院

集团（Assistance Publique-Hôpitaux de Paris, Sorbonne 
University, France）运行的 MSI 平台，以及比利时布鲁

塞尔（Brussels, Belgium）的 BCCM/IHEM/Sciensano 
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标 本 库 ， 这 一 问 题 有 望 逐 步 得 到 改 善

（https://msi.happy-dev.fr/）。 

当计划使用 MALDI-ToF 进行蛋白质谱分析时，样本

应优先采用干冻保存，或保存在 70% 分子级乙醇中，

并避免接触环境温度。由于目前尚缺乏统一的样本制

备规范，建议将 30 mg芥子酸（sinapic acid）溶于 1 mL

溶剂中（通常为 60%乙腈（acetonitrile）、40%水和 0.3%

三氟乙酸（TFA））作为 MALDI-ToF 基质制备

（matrix preparation），以提高所得蛋白谱与已发表白

蛉数据之间的可比性。 

用于 MALDI-ToF MS 的样本制备（图 7） 

在不同条件下保存的昆虫标本，首先需在室温下自然

风干，然后进行解剖。将头部和腹部分离，以获取含

有关键形态特征的结构，用于玻片制备及形态学分析。

胸部可用于 MALDI-ToF 分析，而剩余的腹部则可保

留用于 DNA 提取。在进行蛋白质谱分析时，将胸部

置于 1.5 mL 微量离心管中，加入 10 μL 匀浆液，并

使用一次性研磨棒（pestle）和研磨颗粒（pellets）进

行手工匀浆。常用的两种匀浆液为无菌蒸馏水或 25% 

甲酸溶液（formic acid）。 

 

7. 结论 

本文旨在为科研人员提供一套针对不同研究目的而优

化的白蛉制片方法，以促进物种的准确鉴定及病原体

检测。需要指出的是，并不存在一种普遍适用于所有

情况的最佳方法，而是有多种可选方法，各自具有不

同的优势与局限性。 

在补充材料中，我们提供了多种用于白蛉标本制备与

鉴定的详细制片操作流程。这些规范化流程（包括配

套的教学视频）以分步骤形式呈现，可针对不同研究

目标进行选择与应用，从而确保操作的准确性与结果

的可靠性。通过整合这一套系统而全面的技术指南，

我们希望能够帮助科研人员根据研究目的选择并应用

最合适的制片技术。 
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附录 1：生化理论基础 

本文主要讨论的节肢动物为白蛉，但其基本原理同样

可适用于其他常见节肢动物，尤其是那些只能通过内

部形态特征进行鉴定的类群。在这些昆虫中，一些内

部器官部分发生几丁质化，其形态特征能够提供重要

的分类信息。因此，观察消化系统（如口腔、咽甲）、

受精囊及其受精囊管管等结构具有重要意义。在本指

南所涉及的各类试剂处理中，应始终注意，从昆虫固

定到最终封片的整个过程，本质上都是一系列氧化还

原反应的应用。操作过程中需要遵循的基本原则是：

避免将还原性试剂与氧化性试剂混合使用。 

乙醇： 

该试剂在标本处理过程中具有多种用途。酒精分子对

水具有很强的亲和力，因此具有显著的脱水作用。然

而，低浓度酒精（即含水量过高）反而可能促进核酸

降解。 

将昆虫置于乙醇中，不仅是为了保存标本，同时也是

为了对组织进行固定。在组织学中，常区分两个重要

概念：渗透速率与固定速率。理想的固定剂应当能够

迅速渗透至组织深层，然后再完成固定作用。以 96% 

乙醇为例，其渗透系数约为 1.05（相比之下，0.75% 

苦味酸试剂（picric acid）的渗透系数为 0.45，而 3% 

重铬酸钾（potassium dichromate）溶液为 1.45）。 

将采集的昆虫及其他节肢动物长期保存于乙醇之中，

在实践层面难以实现。诚然，将野外采集的样本留存

下来，以供后续研究或留给未来的科研人员，无疑是

值得尊敬的。然而，从细胞学或组织学的角度来看，

这种长期保存方式并不可行。当样本在固定液中存放

时间过长后，往往会变得几乎无法再次处理或利用。

因此，保存时间超过 10 年的样本通常会变得难以使

用，甚至完全无法再用于相关研究。 

另一个需要考虑的重要因素是待固定节肢动物的体积

与固定液体积之间的比例。在动物学或医学中，通常

建议固定液体积应为标本体积的 60 倍。在实际操作

中，对于微型节肢动物，建议每一定体积的标本至少

加入 4–5 倍体积的酒精。需要注意的是，随着酒精

逐渐从组织中吸收水分，其浓度会降低，从而削弱其

固定与保存效果。 

总结： 

- 乙醇属于还原性化学试剂（因此不宜与氧化性

固定剂同时使用）； 

- 可强烈促使蛋白质沉淀（protein precipitation）
并使其变性（denaturation）； 

- 能溶解某些复杂脂类，并使糖原发生沉淀； 

- 会引起组织明显收缩，并使其硬化。 

氢 氧 化 钾 （ potassium hydroxide ） 或 氢 氧 化 钠

（sodium hydroxide）碱性溶液： 

在昆虫学研究中，这类溶液的应用主要以氢氧化钾为

主，但其使用原因往往并未被明确说明。 

氢氧化钠 [E524] 通常以溶液形式存在，可配制成不同

浓度或不同当量浓度，也可为颗粒状或片状。其主要

缺点是极易吸湿（比 KOH 更强）。当其与蛋白质反

应时，会使蛋白质溶解。与脂类反应时，则通过皂化

作用将其转化为坚硬的皂类（这一点与 KOH 不同，

KOH 皂化通常生成液态皂）。 

氢氧化钾 [E525] 有浓缩液和颗粒状（约 0.1 克/颗粒）

两种形式，后者尤其方便用于配制稀释液。例如，将

一粒 0.1 g 的颗粒加入 1 mL 蒸馏水中，即可配制成

约 10% KOH 溶液。氢氧化钾颗粒的另一优点是对碳酸

化反应的敏感性较低（KOH 溶液对 CO₂ 具有较强吸

附能力，易形成碳酸盐（carbonated salts））。 

这些强碱主要用于通过皂化反应将脂肪酸转化为可溶

于水的皂类，从而实现脂质的溶解。需要注意的是，

固定剂（如乙醇）在前期已溶解了部分脂类。然而，

当样本转入含强碱的水性环境后，较为复杂的脂肪酸

可能发生沉淀，此时强碱会在常温下完成皂化反应。

在某些情况下，例如雌虫体内脂肪组织较多时，可适

当提高温度至 35–40°C 以加快反应速度，或在室温

条件下延长处理时间，以增强皂化效果。
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有色酸性溶液／无色 Marc-André 溶液： 

下文将对 Marc-André 溶液的优点与局限性进行分析。

该溶液由水合氯醛（trichloracetaldehyde monohydrate）
、醋酸和水组成，是一种具有较强氧化性的溶液（酸

与醛的混合物）。它能够中和样本中残留的过量氢氧

化钾，同时不会使在氢氧化钾处理过程中形成的碱性

皂类发生沉淀。此外，这种氧化性溶液还能作用于构

成几丁质的氨基葡萄糖中的仲醇基团，通过氧化作用

使几丁质软化。其另一作用是溶解样本中存在的某些

无机盐。 

当 Marc-André 溶液预先以酸性品红进行染色（即处于

氧化状态）时，它可固定于几丁质结构中的仲醇基团

上。经过 Marc-André 溶液处理并完成染色后，标本仅

需用乙醇进行冲洗，即可进入后续的脱水处理。 

优点： 

- 可中和残留的碱性溶液； 

- 可使几丁质结构软化； 

- 可对几丁质进行染色，从而更清晰地观察已几

丁质化的内部结构。 

缺点： 

水合氯醛具有催眠作用，曾用于人类医学。使用时必

须在通风柜内操作，并严格遵守相关化学品安全法规。 

脱水溶液： 

据观察，对于体型极小的样本，无需依次通过浓度递

增的乙醇梯度进行脱水。若样本较大，则通常从 80% 

乙醇开始，依次转入 90%、95%，最后至无水乙醇。对

于极小的样本，仅需先在 90% 乙醇中处理，再转入无

水乙醇即可。在此阶段需要注意，无水乙醇具有很强

的吸水性，会吸收空气中的水分。 

在昆虫学中，样本脱水过程常以山毛榉木焦油（beech 
creosote）处理作为最后一步。然而，这种物质广泛用

于杀虫、防霉及木材防腐，因其强烈气味（含多环芳

香烃 polycyclic aromatic hydrocarbons）以及被认为具有

生殖毒性、致癌性、持久性有机污染物特性，并对水

生生物具有生态毒性，如今已不推荐使用。 

本文建议使用 Euparal® 与 Euparal® 精油（详见下文

）作为封片前的过渡处理溶液。将样本在 90% 乙醇处

理后，转入 Euparal® 与 Euparal® 精油的混合液中，

通常可获得良好的处理效果，并有利于后续封片操作

。 

附录 2：所用试剂的配方 

10% 氢氧化钾溶液 

氢氧化钾 10 g 

蒸馏水（q.s.）加至 100 mL 

 

氯醛树胶封片介质（Hoyer 封片溶液） 

蒸馏水 50 mL 

水合氯醛 200 g 

阿拉伯树胶 50 g 

丙三醇（甘油）20 mL 

 

Marc-André 溶液 

水合氯醛 40 g 

冰醋酸 30 mL 

蒸馏水 30 mL 

 

1% 酸性品红溶液（蒸馏水配制） 

酸性品红粉末 1 g 

蒸馏水 99 mL 

 

酸性品红染色的 Marc-André 溶液 

Marc-André 溶液 10 mL 

1% 酸性品红溶液 50 μL 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
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附录 3：Euparal®、加拿大胶、聚乙烯醇

及其他封片介质 

聚乙烯醇（polyvinyl alcohol）：当缺乏用于充分脱水

的必要试剂时，聚乙烯醇可作为替代封片介质使用。

通常将聚乙烯醇与 Amman 乳酚溶液（lactophenol）混

合后用于封片。然而，此类封片方式存在明显缺点。

首先，随着水分蒸发，封片可能发生干燥或聚乙烯醇

结晶。此外，当其中的苯酚发生氧化时，封片介质还

可能出现变黑现象。因此，该方法更适用于短期性封

片，而不适合长期保存。 

 

加拿大胶（Canada balsam）：这类介质用于标本的封

片。封片前必须先对标本进行充分脱水处理。其制备

过程中常需使用二甲苯（xylene）或甲苯（toluene）等

溶剂，但这些溶剂在操作与安全性方面均存在一定不

便与风险。 

 

Enecê 封片介质：与加拿大胶类似，使用 Enecê 在载

玻片与盖玻片之间封片时，同样需要对标本进行脱水

处理。Enecê 配方包括纯白松香（colophony）22 g，
醇溶性 copal 树脂 12 g，无水乙醇 20 mL，樟脑

（camphor）10 g，松节油精（turpentine essence）10 

mL，与桉油精（eucalyptol）26 mL。 

制备方法：在容器（如锥形瓶）中先加入无水乙醇与

樟脑，随后加入松香与 copal 树脂。用塞子密封后摇

匀，再将其置于水浴（建议 bain-marie实验装置）中以

温和温度加热，使混合物充分溶解但避免沸腾。当内

容物完全液化后，加入松节油精，并在仍处于热态时

进行过滤，最后向滤液中加入桉油精。当该封片介质

黏度增加、流动性下降时，可使用稀释用的 Enecê 溶
液进行调配，其配方如：无水乙醇 30 mL，樟脑 17 g，
松节油精 15 mL，桉油精 38 mL（Cerqueira，1943）。 

 

Euparal®：Euparal® 是一种来源于柏树  Tetraclinis 
articulata（Vahl，1791）的树脂，由 Gilson 于 1906 

年进行研究并加以开发。其主要优点在于不会发生聚

合反应。因此，夹在载玻片与盖玻片之间封片的样本

，可通过酒精，或者更理想地通过 Euparal® 
精油处理

而较容易地重新取出。该树脂亦称为 sandarac，对乙

醇具有较好的相容性，可接受自 80% 浓度起的乙醇处

理后的标本。 

 

Triton X100 的应用：非离子型水溶液 

Triton X100 是一种非离子型水溶液（ 4-(1,1,3,3-
tetramethylbutyl) phenyl-polyethylene glycol solution, or t-
octylphenoxypolyethoxyethanol, polyethylene glycol tert-
octylphenyl ether），在细胞生物学和分子生物学中广

泛用作去污剂。它能够增加细胞膜及细胞核膜的通透

性。 

长期保存在酒精中的昆虫标本非常常见。然而，酒精

保存并非理想的长期保存方式，往往会导致节肢动物

标本逐渐难以进行标本显微观察的制备。盛放样本的

塑料容器也常发生降解，随后导致酒精挥发。在这两

种情况下，标本与酒精的长期接触或干燥都会带来明

显问题。2008 年，Jonque 曾发表一则关于使用润湿剂

（如摄影中使用的 Agepon）对蜘蛛标本进行复水的技

术说明[26]，从而启发了采用非强力去污剂类润湿剂

进行标本复水。 

以下为使用 0.5% Triton X100 溶液的操作流程： 

- 先用无水乙醇充分浸润干燥标本； 

- 加入适量 0.5% Triton X100 溶液，使标本完

全浸没； 

- 静置约 5 分钟或更长时间，使各个节肢动物

个体在溶液中充分分离； 

- 移除 Triton X100 溶液，并以氢氧化钾溶液替

换。 

随后按前文所述流程继续进行处理。 
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附录 4：Euparal® 或加拿大胶封片操作

流程 

基本原则： 

1. 标本必须充分脱水（若呈现浑浊或乳白状，说

明脱水不完全）。 

2. 脱水可依次通过浓度递增的乙醇梯度进行。 

3. 标本可由 99% 乙醇或无水乙醇转入透明剂中

进行处理。 

 

操作步骤： 

1. 将成虫白蛉放置于 70% 乙醇中。 

2. 去除乙醇，加入 10% 氢氧化钾，并用载玻片

覆盖白蛉标本。 

3. 进行组织消解处理，直至昆虫体变为透明。 

4. 去除氢氧化钾。 

5. 加入蒸馏水覆盖标本，静置 30–45 分钟。 

6. 去除水，再用蒸馏水冲洗 30 分钟。该时间取

决于处理样本数量：样本越多，冲洗时间需越

长；样本较少，尤其是单个处理时，可适当缩

短。 

7. 去除水。 

8. 加入 Marc-André 溶液（可用酸性品红染色）

，处理 24 小时。 

9. 去除 Marc-André 溶液。 

10. 加入蒸馏水覆盖标本，静置 30–45 分钟。 

11. 去除水，再用蒸馏水冲洗 30 分钟。 

12. 去除水。 

13. 加入 70% 乙醇并进行解剖： 

a. 对于头部与腹部：轻轻将头部或腹部

从胸部分离； 

b. 对于胸部：用一把镊子固定胸部，另

一把在翅基部将翅取下。也可根据研

究重点进行矢状面解剖，将胸部分为

左右两部分。 

14. 依次通过不同浓度乙醇进行梯度脱水：50% → 

80% → 95% → 无水乙醇。 

15. 使用 100% 乙醇清洗标本两次，每次 10 分

钟，以完成最终脱水。 

16. 去除乙醇，在室温下将标本浸入丁香油中 15 

分钟。 

17. 将标本从丁香油转移至洁净载玻片上的一滴 

Euparal® 或加拿大胶中。 

18. 调整标本位置：在解剖显微镜下，用细针或镊

子分离并排列头部、胸部和腹部。头部必须从

身体上分离，并以腹面朝上（ventro-dorsal）
方式封片，即使后头大孔朝上，以便直接观察

口腔结构。解剖操作应在封片介质中进行。 

19. 静置标本，直至封片介质表面变得略具黏性。 

20. 用无水乙醇润湿一片洁净盖玻片，并以倾斜角

度将其缓慢覆盖于 Euparal® 或加拿大胶上。 

21. 将制好的玻片存放于专用的干燥保存盒中。 

 


