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技术与方法

Calcofluor White M2R与 Sytox Green双重染色法
鉴别蜜蜂微孢子虫*
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摘 要 东方蜜蜂微孢子虫(Nosema ceranae)是一种广泛寄生于东方蜜蜂 Apis cerana，西方蜜蜂 Apis mellifera 和熊

蜂 Bombus Latreille 上的寄生虫，对蜜蜂和熊蜂的危害较大，进而影响养蜂业的发展。本实验采用荧光染色试剂
Calcofluor White M2R 与核酸染料 Sytox Green 双重染法来鉴别蜜蜂或熊蜂体内的 N． ceranae 及孢子的存活状态。

结果得出，在荧光显微镜下可见死孢子被染上黄绿色荧光，活的呈现蓝白色荧光，而寄主细胞、细菌、病毒等不被

染色。这是一种快速有效鉴别 N． ceranae 及其死活的方法，从而判定蜜蜂或熊蜂体内的微孢子虫在是否具有侵染

活性，对微孢子虫的研究及药物防治具有重要作用。
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Detection and identification of Nosema ceranae by dual
fluorescent staining with Calcofluor White M2R and Sytox Green
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Abstract Nosema ceranae is a microsporidian parasite of Apis cerana，Apis mellifera and bumblebees that has an adverse

effect on pollination，especially of fruits and vegetables，and apiculture． In this study，Calcofluor White M2R and Sytox

Green stains were used to discriminate between live and dead N． ceranae． The results show that dead N． ceranae spores

had yellow-green fluorescence whereas live spores fluoresced white － blue． This method allows easy detection and

identification of live and dead N． ceranae and should therefore contribute to further research on N． ceranae and its

treatment．
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微孢子虫是一类细胞内专性寄生的单细胞微
生物，在分子进化和系统发育的研究中将微孢子
虫归属于真菌(万永继和沈佐锐，2005)。它们广
泛寄生于脊椎动物和无脊椎动物，是经济昆虫、鱼
类、兔类、产毛动物、啮齿类及灵长类的常见致病
原(Accoceberry et al．，1999)。近年来，东方蜜蜂

微孢子虫(Nosema ceranae)大肆感染我国主要蜜
蜂饲养区，染病蜜蜂消化系统紊乱，工蜂寿命缩
短，采集能力下降，进而引发细菌病和病毒病的继
发感染，导致群势下降，甚至跨群 (Higes et al．，
2007，2009; Naug and Gibbs，2009)。与此同时，

欧洲和美洲许多地区的西方蜜蜂多次因感染
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N． ceranae而爆发微孢子虫病，甚至有学者认为 N．
ceranae 引起蜜蜂蜂群崩溃失调症(CCD)的重要因
素 ( Higes et al．，2006，2008a; Paxton et al．，
2007; Chen et al．，2009)。近期国内外学者相继
在自然界的熊蜂中也发现有 N． ceranae，说明其可
感染异源寄主( Plischuk et al．，2009; 陈文锋等，
2010)，在熊蜂的工厂化繁育过程中，花粉作为熊
蜂的饲料是由蜜蜂采集而来的，而花粉中可能含
有 N． ceranae (Higes et al．，2008b)，这将成为熊
蜂繁育、授粉过程中的一个致病隐患。

蜜蜂及熊蜂微孢子虫的检测与鉴定方法通常
包括常规生物学方法、分子生物方法、免疫学方法
等，传统的光学显微镜检虽然比较方便，但对感染
初期和轻度感染的容易漏检，且在显微镜下观察
时易被其他病原物所干扰 (吴杰等，2010);基于
PCR 技术为基础的分子生物学方法灵敏度高而且
技术比较成熟，但费用高且检测周期较长 (Higes
et al．，2006; Paxton et al．，2007; Chen et al．，
2009);高灵敏的免疫学方法检测微孢子虫又可能
导致高的交叉反应与非特异性反应( Leiro et al．，
2002; 李艳红等，2006; 刘锋，2009)。但目前这些
方法只能证明寄主体内存在微孢子虫，并不能检
测到寄主体内微孢子虫的活性。因此，建立荧光
染色鉴定微孢子虫的方法就显得至关重要，而有
关荧光染色鉴定蜜蜂及熊蜂微孢子虫的报道并不
多，本研究主要探讨 Calcofluor White M2R 与 Sytox
Green 2 种染料的双重荧光染色法鉴定 N． ceranae
及其死活。通过鉴定 N． ceranae 的死活，可确定
其是否侵染寄主细胞，感染后寄主体内 N． ceranae
数量与寄主病症的关系等，以期为 N． ceranae 的
防治奠定基础。

1 材料与方法
1． 1 东方蜜蜂微孢子虫的提取与纯化

2010 年 12 月份在北京周边地区的西方蜜蜂
蜂群中发现大量感染微孢子虫致死的工蜂，将其
腹部剪下，用研钵研磨，加入适量生理盐水，通过
100 ～ 150 目分样筛过滤后，差速离心得到微孢子
的粗提物。

用 100%的 Percoll 试剂(中科瑞泰公司分装)
对粗提的微孢子虫进行纯化。吸取 40 mL 的
Percoll 细胞分离液加入离心管，将 1 mL 微孢子虫
粗体物用移液器轻轻加于 Percoll 细胞分离液的液

面。放入高速离心机中，配平后 46 000 × g，4℃，
离心 90 min。底层乳白色沉淀物即为纯化的微孢
子虫，用上述差速离心方法洗涤带有 Percoll 的纯
化物。纯化后的微孢子虫置于 4℃冰箱保存备用
(刘锋等，2009)。

1． 2 Calcofluor White M2R 与 Sytox Green 的染
色与观察

吸取微孢子虫纯化物 50 μL，在 PBS 中洗 3 次
并重新悬浮微孢子，每 100 μL H2O 加 50 mmol /L
SYTOX Green ( invitrogen 公司，S7020 ) 的酸性染
料，室温孵育 30 min。再用蒸馏水洗涤 2 次，吸取
5 μL 的混合液置于载玻片上。载玻片快干的时候
迅速用甲醇混合，并用 5 mg /ml 的 Calcofluor White
M2R( sigma 公司 )染色 5 min，清水冲洗后晾干
(Green et al．，2000)。

将载玻片置于 TCS SP5 激光共聚焦荧光显微
镜(Leica)上，低倍镜下找到孢子后 40 × 物镜观
察，在(485 ± 10) nm 激发光波长下和(405 ± 10)
nm 激发光波长下观察孢子的荧光显色与形态特
征。每个载玻片上统计 10 个点的孢子。

2 结果与分析

经 Calcofluor White M2R 和 Sytox Green 双重
染色后，在 400 倍的显微镜下观察，活的 N．
ceranae 在(405 ± 10) nm 激发光波长下呈现蓝白
色荧光，而寄主组织碎片、病毒、细菌等不被染色，
从而判定寄主体内是否存在微孢子虫，而死的微
孢子虫在(485 ± 10)nm 激发光波长下呈现黄绿色
荧光(表 1)。通过图像软件处理，将同一视野下
的死和活的微孢子虫叠加到一张图片上，根据颜
色判别孢子(图 1 ～ 3)，统计出死和活孢子的数

表 1 Calcofluor White M2R 与 Sytox Green 双重荧

光染色后 Nosema ceranae 死活的颜色对比
Table 1 The difference of Nosema ceranae by dual

fluorescent staining with Calcofluor White

M2R and Sytox Green

激发光波长
(nm)

Excitation-
wavelength

荧光核酸染料 Fluorochrome

Calcofluor White M2R Sytox Green

395 － 415 可见蓝白色椭圆状 不可见
470 － 490 不可见 可见黄绿色椭圆状
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图 1 Calcofluor White M2R 染色后，活的
Nosema ceranae 呈现蓝白色荧光(400 × )

Fig． 1 Live Nosema ceranae spores were

stained by Calcofluor White M2R in

white-blue fluorescence

图 2 Sytox Green 染色后，死的
Nosema ceranae 呈现黄绿色荧光(400 × )

Fig． 2 Dead Nosema ceranae spores were

stained by Sytox Green in yellow-green fluorescence

量，计算出活孢子的比率，进而推断出微孢子虫对
寄主的侵染性和危害程度。

3 讨论

本研究通过 Calcofluor White M2R 与 Sytox
Green 双重荧光染色，在激发光共聚显微镜下活的
N． ceranae 在(405 ± 10) nm 激发波长下呈现蓝白
色荧光，而死孢子则基本看不见;死的微孢子虫在
(485 ± 10) nm 激发光波长下呈现黄绿色荧光，同
样活孢子也看不见，这说明该方法特异性很强。

图 3 Calcofluor White M2R 与 Sytox Green 双重染色

后，活的 Nosema ceranae 呈现蓝白色荧光，

死的则显现为黄绿色荧光(400 × )

Fig． 3 Staining with Calcofluor White M2R and

Sytox Green，live Nosema ceranae spores

were in white-blue fluorescence and dead were

in yellow-green fluorescence

通过图像重叠，在同一视野下观察到死、活孢子的
情况，在有孢子悬浮液的情况下该检测全过程只
需不到 2 h，比分子生物学和免疫学方法快很多。

Calcofluor White M2R 是一种非特异性荧光染
料，最早用于检测裂殖类的真菌，目前主要用于鉴
别人和其他哺乳动物病原微孢子虫的荧光染色剂
( Kimura et al．， 1966; Weiss and Vossbrinck，
1998; Harrington and Hageage， 2003; Rasconi
et al．，2009)。该荧光增色剂主要是通过与真菌
几丁质上的 β-1，4 糖苷键特异结合反应的，而微
孢子虫外壳是不含几丁质的，几丁质主要是在微
孢子虫的内壁，Calcofluor White M2R 必须穿透微
孢子虫的外壳而染色，因此，染色后荧光相对稳定
( Pavenstdt-Grupp and Ruthmann， 1989;
Ovcharenko， 2003 )。这 与 家 蚕 微 孢 子 虫 经
Calcofluor White M2R 染色后在 600 倍呈现蓝白色
荧光的结果一致，但该研究只能判定微孢子虫的
存在与否(刘吉平和曾玲，2007)，而不能确定家蚕
微孢子虫的死活状况。

而核酸染料可作为寄生虫细胞活性鉴定的指
示剂，Belosevic 等 (1997)用核酸燃料 Sytox 59 免
疫荧光染色检测 Cryptosporidium parvum 卵囊的活
性。SYTOX Green 核酸燃料是一种带有 3 个正
电荷的非对称花青素，能够轻易穿透受损的细胞，
但又不会穿过活的细胞。用 SYTOX Green 染色
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孵育一段时间后，细菌和真核生物的光谱分析会
有所不同，在 488 nm(450 ～ 490 nm)氩离子激发光
光波下，死细胞发出黄绿色荧光 ( Langsrud and
Sundheim，1996 ; Roth et al．，1997)。通过荧光
染色的方法可用于鉴定细胞悬浮液中 Escherichia
coli O157:H7 的死活及总数(Burnett and Beuchat，
2002)，辨别 Encephalitozoon cuniculi 微孢子的死活
(Green et al．，2000)，均与本研究结果一致。

因此，经 Calcofluor White M2R 与 Sytox Green
双重荧光染色可快速有效的区分微孢子虫与其他
细菌、病毒等病原物，并在同一视野下对死孢子和
活孢子进行计数观察，确定死活孢子的百分比，寄
主体内孢子的活性及对寄主的传染性等。这有利
于进一步研究抗真菌药物对寄主体内微孢子虫活
性的影响作用和微孢子虫的抗药性等研究，为蜜
蜂及熊蜂微孢子虫病的致病机理及药物防治奠定
了基础。
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