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按蚊隶属昆虫纲（Insecta）、双翅目（Diptera）、蚊科

（Culicidae），有些种类可传播严重危害人体健康的疾

病。众所周知，按蚊中存在许多隐种，种间为典型的近

期分化，共同分享祖先的多态性致使按蚊形态特征非

常相似，故经典方法分类时，混淆和错订在所难免［1］。

分子特征的引入和应用为按蚊隐种的鉴别开辟了新的

途径，并愈来愈不可或缺。研究表明核糖体 DNA
（Ribosomal DNA，rDNA）第 2 内转录间隔区（second
internal transcribed spacer，ITS2）序列和28S第3编码区

（Third domain，D3）部分片段的序列在按蚊种内保守，

种间具有良好的解析度，系按蚊客观、可靠的鉴别特

征［2-3］。基于 ITS2和D3分子标志已被用来研究多个按

蚊种团或复合体，修订了成员种的分类地位；发现新分

子类型，描述对应标本的形态特征，记录新种［4］，此研

究模式（从分子到形态的反向分类学）已被愈来愈多的

学者认可，为分类学的发展提供了新的思路。

分子鉴别首先在冈比亚按蚊（Anopheles gambiae）
复合体中应用且较为集中［5］，我国也相继进行研究赫

坎按蚊（An. hyrcanus）种团［6-7］、多斑按蚊（An. maculatus）
种团［8］、大劣按蚊（An. dirus）复合体［9］和微小按蚊

（An. minimus）种团［10］等的部分种类，并取得有益的进

展。本研究依据 ITS2和D3分子特征对采自我国部分

地区的按蚊样本进行鉴别，其结果可更新各地按蚊的

种类组成，为媒介的控制策略制定提供理论依据。
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摘要：目的 阐明我国各地赫坎按蚊种团成员种的组成。方法 依据形态鉴定赫坎按蚊种团成员，种类应用PCR法和分

子特征确认，分析的分子特征为 rDNA⁃ITS2和 rDNA⁃28S⁃D3序列。结果 对采自我国12个省20个地点的按蚊样本（n＝
1259）进行分子鉴别结果显示，该研究样本中包括赫坎按蚊种团成员种（n＝1237）和其它按蚊3种（n＝22）；其中赫坎按蚊

种团的成员种为中华按蚊、雷氏按蚊、八代按蚊、贵阳按蚊、筠连按蚊、克莱按蚊、比伦按蚊，以及3个未定名种（LL1、LL2
和 LL3）；中华按蚊在大多数采集点密度最大。结论 赫坎按蚊种团非常复杂，综合分析确定其成员种类和分布非常

重要。
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1 材料与方法

1.1 蚊虫样本 研究样本为 2004－2012年采自我国

12个省（直辖市、自治区）共20个地点的成蚊（表1），在
牲畜圈或人房内应用诱蚊灯和人工采集2种方法相结

合，获得的按蚊样本用乙醚麻醉处死后，依据形态特征

初步鉴定种类［1］，单蚊单管干燥保存或 70%乙醇浸泡

带回实验室待用。

1.2 分子鉴别 参照文献方法抽提单蚊的基因组

DNA［10］，分子鉴别采用的策略和步骤如下。

1.2.1 种特异性 PCR鉴别 本研究应用的 PCR鉴别

方法是由马雅军等［11］于2000年建立，所应用的种特异

引物是依据 rDNA⁃ITS2的差异设计，并进行多年的验

证和优化［7，12］，根据扩增片段的长度多态性可区分赫坎

按蚊种团常见的 3成员种，即中华按蚊（An. sinensis）、

雷氏按蚊（An. lesteri）和八代按蚊（An. yatsushiroensis）［7］。

本研究对形态鉴别为赫坎按蚊种团成员种的个体，首

先应用PCR法鉴别，反应体系和条件参照文献［7］。
1.2.2 ITS2和D3片段的扩增和序列测定 对上述部

分PCR鉴别阳性的样本、所有PCR鉴别无扩增条带的

样本和非赫坎按蚊种团成员种的样本，参照文献方法

扩增 ITS2［13］和D3［3］，PCR产物经1%琼脂糖（含0.002%
Goldview）凝胶电泳后，纯化、回收扩增片段，用四色荧

光标记双脱氧链终止法测序（ABI 3730测序仪，上海铂

尚生物技术有限公司）。

若PCR产物测序的峰图杂乱或存在套峰，则需对

其克隆至pGEMX⁃T载体（北京艾德莱生物科技有限公

司），转化TOP10感受态细胞〔宝生物工程（大连）有限

公司〕，每个样本至少挑取5个单克隆，通用引物测序。

1.2.3 序列分析 所测序列用 Lasergene软件包检查

峰图，应用Clustal X比对所测序列，序列间的差异性在

Mega 5.0软件中计算。在碱基完全一致的序列中选择

1条在GenBank中以默认参数进行Blast搜索，若该序

列仅与1种蚊种相同，即可确定该序列的按蚊种类；反

之，需要结合样本的来源，并分析登记序列的信息，谨

慎判断。

基于 ITS2序列对我国赫坎按蚊种团的部分成员

种在Mega 5.0软件中进行聚类分析，构建最大似然树，

所用 ITS2序列均采用本课题组在GenBank注册和登

记的序列。

2 结 果

分子鉴别各地按蚊样本1259只，包括1237只赫坎

按蚊种团成员种，以及22只其它按蚊种。

2.1 PCR鉴别赫坎按蚊种团成员3种 将形态初步鉴

别为赫坎按蚊种团成员种的个体数共1237只，进一步

进行PCR鉴别，结果判定依据文献［7］，包括中华按蚊

（n＝810）、八代按蚊（n＝225）、雷氏按蚊（n＝108）及无

扩增产物的样本（n＝94）（表2）。

2.2 序列分析

2.2.1 序列特征鉴别的按蚊种类 通过对蚊种的 ITS2
或D3序列特征进行比对和分析，确定上述 PCR鉴别

无扩增产物的个体中，包括赫坎按蚊种团的贵阳按蚊

（An. kweiyangensis，n＝3）、筠连按蚊（An. junlianensis，
n＝4）、克莱按蚊（An. kleini，n＝4）、比伦按蚊（An. belenrae，

表1 采集按蚊样本信息
Table 1 Collection sites and times of Anopheles samples

采集地点

省份

云南

湖北

贵州

河南

广东

山东

上海

陕西

辽宁

广西

重庆

江西

县、乡

盐津县兴隆乡和普洱乡

勐腊县磨憨口岸

广水市广庙乡和陈巷乡

随州市安居镇

从江县下江镇

桐柏县淮源镇

珠海市横琴岛

济宁市唐口镇

荣成市郊区

曹县魏湾乡

嘉定区华亭镇

宁陕县旬阳坝

东港市郊区

阜新市郊区

铁岭市郊区

天峨县下老村

开县渠口镇

永修县吴城镇

采集时间

2006年7－8月
2009年10月
2007年7月

2007年8月
2007年8月
2007年10月
2007年7月
2012年7月
2004年7月
2012年7月
2012年8月
2007年7月
2004年8月
2008年8月

2005年7月
2008年7月
2009年9月

表2 按蚊样本PCR鉴别结果
Table 2 PCR identification results of Anopheles samples

采集省份

云南

辽宁

湖北

河南

贵州

广东

山东

陕西

广西

重庆

江西

上海

合计

样本数（n）
490
71
83
98
97

119
156

4
18
25
28
48

1237

中华按蚊

324
0

79
44
77
89
74
4

18
25
28
48

810

八代按蚊

136
15
2

50
5
1

16
0
0
0
0
0

225

雷氏按蚊

23
52
2
2
0

29
0
0
0
0
0
0

108

无扩增产物

7
4
0
2

15
0

66
0
0
0
0
0

94
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n＝66），以及未定名种（n＝17）（表 3）。另外，通过分

析 rDNA 序列鉴定了其它 3 种按蚊，即微小按蚊

（An. minimus，n＝4）、林氏按蚊（An. lindesayi，n＝10）和
帕氏按蚊（An. pattoni，n＝8）（表3）。

表3 按蚊样本依据序列特征鉴别结果
Table 3 Identification results of Anopheles samples by sequences analysis

采集省份和样本编号

云南

山东

辽宁

陕西

贵州

河南

22-43/22-44/24-9
24-1/26-16/28-38/28-41
min1-4
SD45/SD56/SD63/CXA1201-03/BHL1201-24/BHA1201-36
TL2-TL4
FX4
SX06-SX12
LI1-LI3
PA01-PA08
GK15/GK32/GK57/GK79/GK804/GK89/GK92/GK98
GK03/GK35/GK40/GK66/GK71/GK81/GK97
HN33
HN6

样本数
（n）

3
4
4

66
3
1

10

8
8
7
1
1

分子特征/GenBank登记号

ITS2
贵阳按蚊/AF261150
筠连按蚊/AY170921

比伦按蚊/GU384712
克莱按蚊/GU384716

林氏按蚊/JX944708

帕氏按蚊/EU570060
未定名种 sp. LL1/JX944687～JX944703
未定名种 sp. LL2/JX944704
未定名种 sp. LL2/JX944704
未定名种 sp. LL3/JX944705～JX944707

D3

微小按蚊/AY737089

克莱按蚊/FJ875072

2.2.2 未定名蚊种的 ITS2序列分析 在进行序列比

对和分析时，发现 3种新的 ITS2序列类型，无法定名，

暂时以LL1、LL2和LL3命名（表3）。
LL1序列类型共有 8个个体，均采自贵州省，序列

比对结果显示在465 bp之前无差异，但之后均为套峰

（图1）；对465 bp长度的序列进行搜索，显示与凉山按

蚊（An. liangshanensis）（AY170922）的 ITS2序列相似性

约为80%。克隆后获得30条序列，比对后显示共17个
类型（JX944687～JX944703），套峰是由于单碱基的缺

失造成，个体内序列除存在散在的单碱基突变外，

LL1-17与其他相比，有一小片段（13个碱基）插入（图2），
其间差异性的范围为0.002～0.012（p距离）。

LL2序列类型也有8个个体，分别采自贵州和河南

省（表 3），长度为 563 bp，个体间无差异（JX944704），

Blast搜索结果显示与GenBank登记号为HM488272的

序列同源性为100%，该序列的描述为来自泰国的赫坎

按蚊种团成员未定名种（An. hyrcanus group sp. 3
CPE-2010 isolate TR3）ITS2部分序列［14］。LL3序列来

自河南省的1个个体，其4个阳性克隆的序列比对结果

显示为 3个类型（JX944705～JX944707），其间有 1处

单碱基插入和 2 处突变，与 GenBank 中的比伦按蚊

（GU384712）ITS2序列相似性最高，约为 93%，该序列

由韩国学者登记［15］。

本研究构建了我国赫坎按蚊种团部分蚊种的最大

似然树（图 3），确定未定名种与该种团成员种的亲缘

关系，拓扑结构显示分为 3支。sp. LL2与其它种的亲

缘关系最远，为独立的第1支；第2支包括5种：八代按

蚊、筠连按蚊、赫坎按蚊、带足按蚊和克劳按蚊；第3支
共10种：雷氏按蚊、sp. 1、比伦按蚊、sp. LL3、中华按蚊、

克莱按蚊、昆明按蚊、凉山按蚊、贵阳按蚊和 sp. LL1。
3 讨 论

由于许多按蚊存在隐种或种内形态变异，故分子

特征作为按蚊鉴别的重要依据，已在多个复合体或种

团中应用，为其分类地位的确认起到了关键性作用［16］。

现已证明，rDNA⁃ITS2和 28S⁃D3序列特征是理想的按

蚊鉴别分子标志，但笔者已发现D3序列在赫坎按蚊种

团部分成员种间缺乏解析度，故在按蚊亚属蚊种中应

用时需要谨慎。

本研究对我国 20个采集地的按蚊进行分子鉴别

结果显示，各地按蚊群体中主要是赫坎按蚊种团成员

种，除个别地点外，比例最高的均为中华按蚊。赫坎按

蚊种团是一个非常复杂而重要的按蚊类群，广泛分布

图1 LL1序列类型的比对峰图（箭头之后均为双峰）
Figure 1 Alignment of LL1 sequences

(double peaks after the arrow)
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LL1-01 GAATGTGAAC TGCAGGACAC ATGAACATTG ATAAGTTGAA CGCATATTGC ACGCCGTGGG AACCTACCAT GATGTACACA TACTTGAGTG CTTATAATTA
LL1-02 .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-03 .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-04 .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-05 ......A... .......-.. .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-06 .......... .......-.. .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-07 T......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-08 .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-09 .......... .....-.... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... .C........
LL1-10 .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-11 .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..C.......
LL1-12 .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-13 .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-14 .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-15 .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-16 .......... -......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........
LL1-17 .......... .....-.... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... ..........

LL1-01 GAAGT--GGA AAACAGCGGA CTACGGATTG ATTTGGTGCC GGTCACCACG TCATGAT-GT GCATAATGAT GTAAGAG-GG ATCTCGCCGA TCCGCTTGCA
LL1-02 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........
LL1-03 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........
LL1-04 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........
LL1-05 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........
LL1-06 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........
LL1-07 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........
LL1-08 ..G..--... .......... .......... .......... .......... .......-.. ...A...... .......-.. .......... ..........
LL1-09 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. ...A...... .......-.. .......... ..........
LL1-10 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. ...A...... .......-.. .......... ..........
LL1-11 .....--... ......T... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........
LL1-12 .....--... ......T... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........
LL1-13 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........
LL1-14 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........
LL1-15 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... .C.....-.. .......... ..........
LL1-16 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........
LL1-17 .....--... .......... .......... .......... .......... .......-.. .......... .......-.. .......... ..........

LL1-01 TTGAAGGCTT GTGTTGAAAG ACCGTGAAGA CGAACAAGTA GCAAGGCTTT TGTGTTCCCG ---------- ---CGAACGG CGGAAGTATA TACAAGCGTG
LL1-02 .......... .......... .......... .......... .......... .......... ---------- ---....... .......... ..........
LL1-03 .........C .......... .......... .......... .......... .......... ---------- ---....... .......... ..........
LL1-04 .......... .......... .......... .......... .......... .......... ---------- ---....... .......... ..........
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图2 赫坎按蚊种团未定名种 sp. LL1的序列比对图（箭头为双峰出现位置，方框为LL1-17的插入片段）
Figure 2 Sequence alignment of An. hyrcanus group sp. LL1

(The arrow denotes double peaks; the box denotes the insert fragment of LL1-17)



于古北界和东洋界，最新记录的成员种共 27种（有些

种类仍需确认）［17］。赫坎按蚊种团有些成员种的正确

鉴别几乎不可能根据生活史中 1个或几个时期的形

态进行，故此多位学者基于分子特征进行研究，澄清

一些混淆的问题，如：依据 ITS2序列确定嗜人按蚊

（An. anthropophagus）是雷氏按蚊的同物异名［18］；以新

的 ITS2序列类型描述并命名 2个新种：比伦按蚊和克

莱按蚊［4］；依据形态、染色体和分子特征质疑韩国八代

按蚊的分类地位，认为应是暗灰按蚊（An. pullus）的同

物异名等（因未对模式产地和分布我国的标本进行比

对，本研究仍沿用八代按蚊）［19］。综合分析近年和本研

究的分子鉴别结果［6-7，20］，目前在我国分布的赫坎按蚊

种团成员种为19种，以及4个序列类型。然而，赫坎按

蚊种团的复杂程度远远超出了分类学家的预计，除已

报告的多个新序列类型外［14］，还发现同种中不同的染

色体核型（中华按蚊A和B型、暗灰按蚊A和B型、雷

氏按蚊PH1和CKJ型）［21-23］，以及实验室的杂交不完全

隔离现象［22，24］，并在韩国［25］和我国辽宁省（笔者未发表

资料）野外群体中发现中华按蚊与克莱按蚊的杂合子

等，这些均有待进一步研究。

中国的赫坎按蚊种团成员种名录（＊尚无分子特征）：

银足按蚊＊An. argyropus（Swellengrebel，1914）
比伦按蚊An. belenrae Rueda，2005
克劳按蚊An. crawfordi Reid，1953
海拉尔按蚊＊An. hailarensis Xu et Luo，1998
黑河按蚊＊An. heiheensis Ma，1981
赫坎按蚊An. hyrcanus（Pallas，1771）
筠连按蚊An. junlianensis Lei，1996
昆明按蚊An. kunmingensis Dong et Wang，1985
贵阳按蚊An. kweiyangensis Yao et Wu，1944
雷氏按蚊An. lesteri Baisas et Hu，1936
凉山按蚊An. liangshanensis Kang，Tan et Cao，1984
克莱按蚊An. kleini Rueda，2005

图3 基于 ITS2序列的我国赫坎按蚊种团成员种间的聚类关系
（最大似然树）

Figure 3 Maximum⁃likelihood tree of An. hyrcanus group
members in China based on ITS2 sequences
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最黑按蚊＊An. nigerrimus Giles，1900
小洁按蚊＊ An. nitidus Harrison，Scanlon et Reid，

1973
带足按蚊An. peditaeniatus（Leicester，1908）
八代按蚊An. yatsushiroensis Miyazaki，1951
中华按蚊An. sinensis Wiedemann，1828
拟中华按蚊＊An. sineroides Yamada，1924
许氏按蚊＊An. xui Dong，Zhou，Dong et Mao，2007
未定名 sp. 1/AY306128［3］

未定名 sp. LL1（本研究）

未定名 sp. LL2（本研究）

未定名 sp. LL3（本研究）

马雅军等［11］在 2000年建立PCR法鉴别赫坎按蚊

种团部分成员种时，因参考序列中无之后描述的新种

比伦按蚊（原文雷氏按蚊）和克莱按蚊［4］，导致鉴别比

伦按蚊时出现假阳性，而中华按蚊、雷氏按蚊（原文嗜

人按蚊）和八代按蚊可获得准确鉴别。本研究还发现

一些赫坎按蚊种团成员种群体组成与以往调查不同的

新问题。如：文献报告在河南省桐柏中华按蚊为绝对

优势种群［26］，而本次采集的样本中八代按蚊与中华按

蚊在群体中所占比例几乎相同，其他实验室也有类似

结果（个人通讯）；许锦江和王世平［27］于1993年在山东

省荣成首次记录八代按蚊，但其群体密度远低于中华

按蚊，而本研究样本中未发现中华按蚊。出现上述问

题的原因可能较为复杂，与采集地的环境变化、采集方

法和时间关系密切，有待进一步扩大样本确定。
志谢 承蒙广西壮族自治区疾病预防控制中心黄亚铭赠送标

本，诸多省（直辖市、自治区）疾病预防控制中心有关人员协助

采集标本，包括王丕玉、顾云安、黄光全、李蓬、涂晓斌、徐友祥、

黄利群、张稷博、陈哲和程鹏等，一并志谢
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