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摘  要  【目的】 应用 PCR技术检测甘肃地区中华按蚊 Anopheles sinensis蚊胃血来源，研究其吸血习性。

【方法】根据中华按蚊可能吸血对象(人、牛、猪、羊、鼠、鸡)的线粒体 DNA 细胞色素 b 序列的差异，

设计种特异引物，建立聚合酶链反应（PCR）体系鉴定中华按蚊蚊胃血来源。同时，对人血、猪血、牛血、

羊血、鼠血、鸡血及未吸血中华按蚊中提取的 DNA进行检测，验证该方法的特异性；对吸饲人血后不同

时间（6、12、24、36、48、60 h）的中华按蚊进行检测，测试该方法的敏感性。【结果】 该方法可从已

知动物血样和中华按蚊提取的 DNA中分别扩增得到 689 bp（人）、271 bp（牛）、453 bp（猪）、225 bp

（羊）、485 bp（鼠）、266 bp(鸡)和 468 bp（中华按蚊）大小的特异性条带；吸人血 36 h内的中华按蚊

均能扩增出特异性条带，在吸人血后 48 h、60 h的中华按蚊中，均未扩出特异性条带。共检测 10只现场

中华按蚊，血源来自人、牛、猪分别为 5只、2只、3只，其中 1只蚊子兼吸人血和猪血。【结论】 建立

的 PCR 检测方法可鉴定中华按蚊蚊胃血来源，结果稳定可靠；甘肃地区中华按蚊不仅嗜吸人血，也可兼

吸其他动物血。 
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Identification of Anopheles sinensis blood meals with PCR 
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JIANG Zhi-Kuan1    TAN Wei-Long1*** 
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Abstract  [Objectives]  To develop a PCR method for identifying the source of Anopheles sinensis blood meals and 

determining the host preferences of A.sinensis. [Methods]  Species-specific primers were designed based on the 

mitochondrial cytochrome b sequences of common mosquito hosts (human, cow, pig, goat, mouse and chicken) to identify the 

animal blood ingested by wild-caught A. sinensis. Meanwhile, DNA was extracted from the blood of common mosquito hosts, 

and from A.sinensis that had not ingested a blood meal, to verify the specificity of the method. DNA extracted from A. sinensis 

mosquitoes 6, 12, 24, 36, 4 h and 60 h after ingesting a blood meal was analyzed to determine the sensitivity of the method. 

[Results]  Specific PCR products (689, 453, 225, 485, 266 and 468 bp) were amplified from the DNA extracted from 

different animal hosts. Host DNA was detectable in frozen mosquitoes for as long as 36 h after ingestion but could not be 

amplified 48 h and 60 h after ingestion. PCR analysis of the DNA in wild-caught specimens indicates that A. sinensis fed 

mainly on the blood of humans (50%), followed by that of pigs (30%) and cows (20%). A mixed blood meal comprised of both 

human and pig blood was detected in a single mosquito. [Conclusion]  The PCR assay proved an accurate and reliable 

method of identifying the blood meals of wild-caught A. sinensis. A. sinensis feeds on both human and animal blood. 
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中华按蚊 Anopheles sinensis 是我国间日疟

和丝虫病的重要媒介，中华按蚊的嗜血习性与疟

疾传播密切相关，中华按蚊的吸血对象决定病原

储存与传播的宿主范围（邵柏等，2002）。甘肃

省地处我国西北地区，四季分明，冬无严寒，夏

无酷暑，中华按蚊是当地疟疾传播的主要媒介种

群（翟士勇等，2006）。建国初期，甘肃省数十

个县（市）均有疟疾流行，目前在甘肃南部的一

些区（县）仍有原发病例散发（李凡等，2012）。

因此，确定甘肃省地区中华按蚊蚊胃血来源有助

于了解其可能的动物保存宿主和病原传播人群，

为该地区疾病防治工作提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验用蚊 

由北京军事医学科学院媒介生物学实验室

提供 3~5 日龄中华按蚊 A. sinensis（饲养条件：

温度 24~27℃，相对湿度 65％~80％）；现场在

甘肃兰州郊区村庄（35°47′18.37″N，104°09′7.50″E 

2014 年 6 月）应用二氧化碳诱蚊灯在牛棚、猪圈

及居民院落和居室捕获中华按蚊，并立即用乙醚

麻醉处死，单只分装，管内置干燥剂，带回实验

室，﹣20℃保存待用。 

1. 2  主要试剂和仪器 

DNA 提取试剂盒，胶回收试剂盒，PCR 相

关试剂购自 TaKaRa宝生物工程有限公司；凝胶

成像仪（GeLX-1520）购自上海欧翔科学仪器有

限公司；PCR仪（TC-512型）购自英国 Techne

公司；离心机（TGL-16）购自湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司；CO2诱蚊灯(市售)。 

1.3  模板 DNA 

1.3.1  不同血液来源血样的 DNA 提取  取人血、

猪血、牛血、羊血、鼠血、鸡血各 200 μL，置

1.5 mL离心管中，按照试剂盒说明书提取 DNA，

﹣20℃保存备用。 

1.3.2  吸血及未吸血中华按蚊 DNA 的提取  取 1

只吸人血后不同时间的饱血按蚊，置 1.5 mL离

心管，加 1×PBS 100 μL，用研磨棒将其充分研

碎，按照试剂盒说明书提取，﹣20℃保存备用。 

1.4  按蚊种群的分子鉴定 

中华按蚊和嗜人按蚊在我国分布广，种群数

量大，外部形态极其形似，而二者的媒介效能具

有很大差异。本文研究中华按蚊的吸血习性，因

此进行中华按蚊和嗜人按蚊的种群鉴定具有重

要意义。根据中华按蚊和嗜人按蚊 rDNA-ITS2

序列，按照文献（Rutledge et al.，1996）分布设

计两种蚊的共有引物（UP）和种特异性引物（PS，

PA），见表 1。 

1.5  中华按蚊蚊胃血鉴定方法的建立及其鉴定 

PCR引物是基于中华按蚊、鸡、鼠、猪、牛、

羊及人的线粒体 DNA细胞色素 b序列差异而设

计（表 1）。按照 DNA试剂盒说明书提取 DNA

作为 PCR 反应的模板。PCR 反应体系为模板 2 

μL、上下游引物各 0.5 μL、酶 0.5 μL、10×Buffer 

2 μL、dNTP 2 μL、去离子水 12.5 μL。PCR扩增

程序为 94℃ 3 min；94℃ 30 s；53℃（羊）、

54℃（牛、猪）、57℃（人、鼠、鸡）、59℃（中

华按蚊）30 s；72℃ 1 min；72℃ 7 min；扩增

循环 35次。扩增产物用 1.5%琼脂糖凝胶（含 0.5 

μg/mL溴化乙锭）电泳后紫外灯下观察、拍照。

切胶回收 PCR 扩增的特异性片段，送华大基因

测序公司测序；测得的特异片段序列在 GenBank

进行 Blast比对。应用建立的蚊胃血源 PCR鉴定

方法检测现场采集的中华按蚊标本。 

2  结果与分析 

2.1  按蚊种特异性扩增结果 

在含有 UP、PS及 PA 3种引物的同一反应

体系中，在相同条件下扩增，在含有已知中华按

蚊和嗜人按蚊模板反应中，结果分别出现 253 

bp、425 bp的单一清晰条带，与引物间预期距离

一致，证明为种特异性。对来自甘肃兰州现场采

集的 10 个按蚊进行了检测，结果显示均为单一

425 bp扩增条带，因此证实现场采集的 10个按 
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表 1  中华按蚊分子鉴定及蚊胃血血源鉴定的引物序列 
Table 1  Primer sequences for identification of mosquito blood meals and molecular identification of  

Anopheles sinensis 

        引物 
        Primer 

序列(5'→ 3') 
Sequences (5'→ 3') 

扩增长度 
Amplification length (bp) 

UP Forward: CCATGACGTACACATACTTG   

PS Reverse: GTTGTCCAGCCCGCTAACAT  425 

PA Reverse: GCTCCATCTACACACAGCGT  253 

人 
Human 

F: CTTCCTACACATCGGGCGAG  
R: GTGATTGGCTTAGTGGGCGA  

689 

猪 
Pig 

F: CCT CGCAGCCGTACATCTC  
R: GGTTGTCCTCCAATTCATGTTA  

453 

牛 
Cow 

F: GCCATATACTCTCCTTGGTGACA  
R: GTAGGCTTGGGAATAGTACGA  

271 

羊 
Goat 

F: TTAAAGACTGAGAGCATGATA  
R:ATGAAAGAGGCAAATAGATTTTCG  

225 

鼠 
Mouse 

F: ACCACTCATTCATTGACCTACCTGC  
R: GGTCAAGGTGGCTTTGTCTACTGAG  

485 

鸡 
Chicken 

F: GGGACACCCTCCCCCTTAATGACA  
R: GGAGGGCTGGAAGAAGGAGTG  

268 

中华按蚊 
Anopheles sinensis 

F:GGACAAATATCATTTTGAGGAGCAACAG  
R:ATTACTCCTCCTAGCTTATTAGGAATTG  

468 

 
蚊均为中华按蚊（图 1）。 

2.2  PCR 检测方法的特异性 

本实验建立的 PCR体系， 每个物种扩增的

特异性条带长度分别为 689 bp（人）、485 bp（鼠）、

468 bp（中华按蚊）、453 bp（猪）、271 bp（牛）、

268 bp（鸡）225 bp（羊）。实验分别以上述已 

 

 

图 1  中华按蚊和嗜人按蚊 ITS2 序列扩增结果 
Fig.1   PCR of molecular identification of Anopheles 

sinensis and Anopheles anrhropophagus 

M：DNA标志物；1：对照（嗜人按蚊）；2：对照（中

华按蚊）；3~12：现场采集中华按蚊。 

M:Marker；1: Control (A. anrhropophagus)；2:Control(A. 

sinensis)；3-12: Field-collected A. sinensis. 

知动物血样及中华按蚊胃血标本进行 PCR，获得

的扩增条带长度与理论预测值一致（图 2），对

不同物种特异片段的序列进行 Blast 比对，显示

均为目的动物的线粒体 DNA细胞色素 b序列，

碱基无差异。 

 

 

图 2  不同动物血样和中华蚊按蚊 PCR 扩增结果 
Fig. 2   Amplification result of PCR from DNA of six 

animals and Anopheles sinensis 

M：DNA标志物；1：人血；2：牛血；3：猪血； 

4：羊血；5：鼠血；6：鸡血；7：中华按蚊。 

M: Marker；1: Human blood；2: Cow blood；3: Pig blood；

4: Goat blood；5: Mouse blood；6: Chicken blood； 
7: A. sinensis. 
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2.3  吸人血不同时间后的按蚊蚊胃血检测结果 

用 PCR 检测吸人血中华按蚊标本，吸血后

6、12、24和 36 h中华按蚊所提取的 DNA均能

扩增出特异性条带；吸血后 48 h和 60 h中华按

蚊均未能扩增出特异性条带，并且重复 3次实验

结果一致（图 3）。 

2.4  现场中华按蚊的 PCR 检测结果 

应用 PCR法对甘肃兰州现场采集的 10只中

华按蚊进行检测，结果显示，吸人血中华按蚊 5

只，吸猪血中华按蚊 3只，吸牛血中华按蚊 2只，

另有 1只为未知血液样本，并且有 1只中华按蚊

兼吸人血和猪血（图 4）。 

 

 

图 3  吸血后不同时间中华按蚊 PCR 检测结果 
Fig. 3  Result of PCR from different post feeding time 

of blood meals in mosquitoes 

M：DNA标志物；1~4：吸血后 6、12、24和 36 h；5~6：

吸血后 48 h和 60 h；7：未吸血蚊。 

M: Marker；1-4: 6, 12, 24, 36 h post-feeding; 5-6: 48 h and 

60 h post-feeding; 7: No blood meals in A. sinensis. 

 

 

图 4   现场采集中华按蚊的扩增结果 
Fig.4  Amplification result of PCR from DNA of 

field-collected Anopheles sinensis 

M：DNA标志物；1：人血、猪血；2：5~7：人血； 

3：未知血源标本；4，8：猪血；9~10：牛血。 

M:Marker；1:Human, pig blood；2: 5-7: Human blood； 

3: The unknown blood sample；4, 8: Pig blood； 

9-10: Cow blood. 

3  讨论 

中华按蚊嗜吸人血、禽和畜血，是我国疟疾

和丝虫病的重要传播媒介，疟原虫和丝虫病均经

蚊虫吸血传播，因此，研究蚊虫的吸血习性能有

效确定病原保存与传播的宿主范围。本研究结果

表明，甘肃地区中华按蚊偏吸人血，同时对常见

动物（猪、牛、羊）也均有不同程度的嗜吸。根

据该地区中华按蚊对人、猪、牛、羊的偏吸性，

可以有针对性地采取措施，有效控制疟疾的传

播。该地区养殖业比较发达，动物种内种群的数

量比较大，下一步，我们将根据不同的牛、羊种

设计鉴别方法，了解不同牛种、羊种对中华按蚊

吸血习性的影响，加强疾病防治的针对性。 

本研究通过鉴定甘肃兰州地区中华按蚊胃

血来源不仅可以了解蚊媒传染病可能的动物保

虫宿主，也是判定其是否能传播疟疾的重要方

法。传统的蚊虫胃内血源鉴定方法有环状沉淀实

验、酶联免疫吸附实验和被动血凝抑制实验等

（郭绍水等，2012；Massebo et al.，2013），但

它们均有不足之处，沉淀实验的特异性较差；

ELISA检测的宿主种类有限；被动血凝抑制实验

操作复杂。目前，基于分子标志的各种鉴定技术，

因其具有较高可靠性、特异性和灵敏的特点而被

国内外广泛应用。 Rebekah（ 2005）基于

mtDNA-Cytb 基因，采用多重 PCR 技术鉴定了

按蚊、致倦库蚊等蚊胃血来源； Chang等（2008）

运用 PCR 技术鉴定了台湾地区微小按蚊的吸血

习性。帅淑芬等（2013）应用 PCR 体系鉴定现

场白纹伊蚊的胃血来源，并对其吸血习性进行研

究。基于 DNA的分子鉴定方法具有良好的应用

前景。本研究基于 mtDNA-Cytb基因，设计针对

人、牛、羊、猪、鼠、鸡和中华按蚊的特异性引

物，采用 PCR 对上述血样进行扩增，获得的扩

增条带长度与理论预测值一致，表明该方法可以

特异性鉴定中华按蚊胃内人血、牛血、羊血、猪

血、鼠血和鸡血。 

PCR 鉴定蚊胃血血源的成功率与蚊胃血消

化情况密切相关。Oshaghi等（2006）用 PCR检

测蚊胃中的人血，检测时限不超过吸血后 36 h。
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刘耀宝等（2009）建立的按蚊胃内人血源 PCR

检测技术能稳定地检出吸血后 24 h 内中华按蚊

胃中的人血源 DNA，吸血 40 h后不能进行人血

的鉴定。杨曼尼和马雅军（2008）用多重 PCR

检测吸人血白纹伊蚊标本，结果显示，吸血后

48 h内 PCR检测均阳性，48 h后检测无扩增条

带。可见检测的成功率与胃血消化时间密切相

关。本实验结果显示，蚊吸血后 36 h 内均可成

功检测，48 h之后则无法检测，与已有研究结果

有一致性。因此，本实验建立的 PCR 技术可用

于对吸血后 36 h 以内的中华按蚊现场样本胃血

血源的检测。 
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