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揖论 著铱
我国赫坎按蚊种团的分子鉴别及
中华按蚊的区系分布研究

彭恒 1，陈翰明 2，陈辉莹 2，王琰 2，李翔宇 1，李基旭 3，杨振洲 4，马雅军 2*

【摘要】 目的 改进赫坎按蚊种团部分成员种的多重 PCR 鉴别方法袁 鉴别赫坎按蚊种团中的中华按蚊袁
研究我国中华按蚊的区系分布及其影响因素遥 方法 依据赫坎按蚊种团成员种中华按蚊尧 八代按蚊尧 雷氏按
蚊尧 比伦按蚊和克莱按蚊的 rDNA鄄ITS2 序列差异设计种特异引物袁 改进多重 PCR 分子鉴别方法遥 2013-2018 年袁
在我国 8 个省 渊直辖市尧 自治区冤 共 18 个地点袁 以诱虫灯和人工吸取相结合的方法采集按蚊袁 依据形态特征初
步鉴定为赫坎按蚊种团的成员种遥 提取单只蚊虫基因组 DNA袁 使用改进的多重 PCR 方法鉴定种类遥 对多重 PCR
法无扩增产物的个体分析 rDNA鄄ITS2序列袁 在 GenBank 上进行 BLAST 比对袁 确定其种类遥 查找我国以及韩国和俄
罗斯远东地区用分子特征鉴别为中华按蚊的文献袁 结合本研究结果袁 汇总中华按蚊采集地的地理位置和气候数
据袁 使用地理探测器模型计算影响决定力 q袁 分析经度尧 纬度尧 年平均气温和年平均降雨量对中华按蚊分布的影
响遥 结果 改进的多重 PCR 法一次扩增即可依据扩增片段大小鉴别赫坎按蚊种团的 5 个成员种院 中华按蚊
渊490 bp冤尧 雷氏按蚊 渊313 bp冤尧 八代按蚊 渊216 bp冤尧 克莱按蚊 渊386 bp冤 和比伦按蚊 渊165 bp冤遥 在我国 18 个采
集点共捕获赫坎按蚊种团按蚊 365 只袁 多重 PCR 鉴别为中华按蚊 114 只 渊来自陕西尧 安徽与山东的采集点冤尧 八
代按蚊 34 只尧 雷氏按蚊 9 只尧 克莱按蚊 181 只和比伦按蚊 5 只遥 22 只多重 PCR 无扩增产物的蚊虫中袁 经 rDNA鄄
ITS2 序列分析鉴定为贵阳按蚊 2 只尧 类中华按蚊 1 只尧 朝鲜按蚊 8 只尧 林氏按蚊 7 只和帕氏按蚊 4 只遥 获取用分
子特征鉴别为中华按蚊的文献 17 篇袁 共汇总了 101 个采集地信息袁 其中有中华按蚊分布的采集点 80 个袁 无中华
按蚊分布的 21 个地点遥 地理探测器软件计算获得的 q 值袁 从大到小依次为 0.592 0 渊年平均气温冤尧 0.507 2 渊纬
度冤尧 0.351 2 渊经度冤 和 0.214 4 渊年平均降雨量冤遥 中华按蚊的分布与年平均气温关系最为密切袁 其次是纬度遥
综合分析分布地的纬度和年平均温度等结果显示袁 年平均气温 10 益可以作为划分中华按蚊在我国分布北界线的
依据遥 我国中华按蚊的分布范围包括云南尧 贵州尧 重庆尧 河南尧 山东尧 天津尧 江苏尧 安徽尧 湖北尧 浙江尧 上海尧
福建尧 江西尧 广西尧 广东尧 海南尧 台湾尧 香港尧 澳门等省 渊直辖市尧 自治区尧 特别行政区冤 的全境袁 以及西藏尧
四川尧 甘肃尧 陕西尧 山西尧 河北尧 北京尧 辽宁等省 渊直辖市尧 自治区冤 的南部部分地区遥 结论 改进的赫坎按

蚊种团多重 PCR分子鉴定方法快速简单尧 客观可靠遥 综合分析显示划分中华按蚊在我国分布北界线的依据是年平均气
温 10 益线袁 中华按蚊在我国的分布应小于之前记载的范围遥

【关键词】 赫坎按蚊种团；中华按蚊复合体；分子鉴别；区系分布
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中华按蚊 渊Anopheles sinensis冤 隶属于蚊科
渊 Culicidae冤 尧 按蚊属 渊 Anopheles冤 尧 按蚊亚属
渊Anopheles冤 的赫坎按蚊种团 渊An. hyrcanus group冤遥
赫坎按蚊是一个非常复杂的按蚊类群袁 广泛分布于
古北界和东洋界遥 中国已记录的成员种共 22 种袁
包括 3个未定名的分子型 咱1鄄2暂遥 与其他许多按蚊种
团类似袁 赫坎按蚊种团中的某些成员种存在隐种 咱3暂袁
如 2005 年记录的模式产地在韩国的克莱按蚊 渊An.
kleini冤 和比伦按蚊 渊A n. belenrae冤 新种袁 与中华

按蚊之间缺乏稳定的形态鉴别特征咱4暂袁 三者之间的
亲缘关系密切 咱5鄄7暂袁 组成了中华按蚊复合体 渊An.
sinensis complex冤遥

业已证明袁 在用于蚊种鉴别的分子标志中袁 核
糖体 DNA 第 2 内转录间隔区 渊ribosomal DNA sec鄄
ond internal transcribe spacer, rDNA鄄ITS2冤 序列特
征对于按蚊亚属的种类解析度较为理想 咱8暂遥 近年
来袁 依据 rDNA鄄ITS2序列特征的研究使赫坎按蚊种
团中易混淆的隐种分类问题逐步得到澄清袁 如院 确

揖 Abstract铱 Objective To improve the multiplex PCR molecular methods to identify species of Anopheles
hyrcanus group, and investigate the faunal distribution of An. sinensis in China and the factors influencing its distri鄄
bution. Methods The species鄄specific primers were designed based on rDNA鄄ITS2 sequences of Anopheles (An.
sinensis , An. lesteri, An. yatsushiroensis , An. kleini and An. belenrae ) to improve the specificity and sensitivity of
the multiplex PCR method to identify the Anopheles mosquito species. Anopheles mosquitoes were collected from 18
locations in 8 provinces (municipalities or autonomous regions) in China using light trap and entomological aspirator
from 2013 to 2018. Those mosquitoes identified as members of An. hyrcanus group based on morphological
characteristics were used for further analysis. The genomic DNA of individual mosquito was extracted, and the
multiplex PCR assay was used to determine the species of An. hyrcanus group. For those mosquitoes without
multiplex PCR products, the rDNA鄄ITS2 was amplified and sequenced, and the sequences were subjected to BLAST
of the NCBI GenBank database to determine the species. Based on the results of this study and the review of 17
publications that identified An. sinensis using molecular biological methods in China, South Korea and the Far East
of Russian, as well as the collected geographical location and climate data, the influence q value was calculated
using the geo鄄detector software. The effects of longitude, latitude, annual average temperature and rainfall on the
distribution of An. sinensis were analyzed. Results The improved multiplex PCR method was able to
simultaneously identify five members of the An. hyrcanus group based on the size of the amplified fragments as An.
sinensis (490 bp), An. lesteri (313 bp), An. yatsushiroensis (216 bp), An. kleini (386 bp) and An. belenrae (165 bp). In
this study, the species of 365 Anopheles mosquitoes were identified by multiplex PCR, including An. sinensis (n =
114, collected from Shaanxi, Anhui and Shandong), An. yatsushiroensis (n = 34), An. lesteri (n = 9), An. kleini (n =
181), An. belenrae (n = 5). The 22 individuals without acquiring amplified products were identified as An.
kweiyangensis (n = 2), An. sineroides (n = 1), An. koreicus (n = 8), An. lindesayi (n = 7) and An. pattoni (n = 4)
by rDNA鄄ITS2 sequencing. The geographic and ecological data were collected from 101 sites, including 80 sites with
An. sinensis and 21 sites without An. sinensis distribution. The calculated q values were 0.592 0 for annual average
temperature, 0.507 2 for latitude, 0.351 2 for longitude and 0.214 4 for annual average rainfall. The results indicate
that the most significant factor affecting the distribution of An. sinensis is temperature, followed by latitude.
Comprehensive analysis of the impact of latitude and annual average temperature on the distribution of Anopheles
revealed that the annual average temperature of 10 益 could be used as the reference to determine the northern
boundary of An. sinensis distribution in China. An. sinensis was distributed in the entire provinces (municipalities or
autonomous regions) of Yunnan, Guizhou, Chongqing, Henan, Shandong, Tianjin, Jiangsu, Anhui, Hubei, Zhejiang,
Shanghai, Fujian, Jiangxi, Guangxi, Guangdong, Hainan, Taiwan, Hong Kong and Macao, and the southern parts of
the Tibet, Sichuan, Gansu, Shaanxi, Shanxi, Hebei, Beijing and Liaoning. Conclusion The improved multiplex PCR
assay used to identify An. hyrcanus group is fast, simple and reliable. The annual average temperature of 10 益
could be used as reference to determine the northern boundary for the geographical distribution of An. sinensis in
China, and the distribution range is smaller than that in the previously recorded document.

揖Key words铱 Hyrcanus group; Anopheles sinensis complex; Molecular identification; Faunal distribution
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定了嗜人按蚊 渊An. anthropophagus冤 是雷氏按蚊
渊An. lesteri冤 的同物异名 咱1,9鄄12暂遥 笔者曾在 2000 年
建立了赫坎按蚊种团 4 成员种的 PCR 分子鉴别方
法 咱13暂袁 但由于新种的记录和分子特征数据的积累袁
导致该方法已无法准确鉴别中华按蚊复合体咱14暂袁 因
此需要更新分子鉴别方法遥

基于形态鉴别袁 以往认为中华按蚊在中国的分
布范围是除了青海省和新疆维吾尔自治区的所有地

区咱2暂遥 然而袁 随着近年来应用分子鉴别方法的研究
增多袁 在我国山东省尧 辽宁省和吉林省逐渐发现比
伦按蚊和克莱按蚊 咱14鄄16暂袁 并且分子鉴别的结果显
示袁 在以往我国记录的分布地中袁 东北部分地区地
区可能并无中华按蚊的分布 咱14,15,16鄄18暂遥 故此亟待广
泛收集按蚊样本袁 在分子鉴别的基础上进一步阐明
中华按蚊在我国的分布情况遥 本研究对赫坎按蚊种
团部分成员种 渊包括中华按蚊复合体冤 的多重 PCR
鉴别方法进行了改进袁 应用该方法对我国北方部分
地区的赫坎按蚊种团进行鉴别袁 并结合文献报告袁
研究中华按蚊在我国的分布及其影响因素袁 为我国
疟疾消除后期的防控袁 以及防止输入性疟疾再传播
管理策略的制定提供理论依据遥
1 材料与方法

1.1 蚊虫采集

本研究所用的蚊虫为 2013-2018 年采自中国 8
个省 渊直辖市尧 自治区冤 的 18 个地点 渊表 1冤遥 在
牲畜圈或人房内以诱虫灯和人工吸取相结合的方法

采集蚊虫袁 氯仿麻醉后袁 依据形态特征初步鉴定选
出赫坎按蚊种团的成员种咱2暂袁 单只干燥保存或 75%
乙醇浸泡袁 带回实验室进行分子鉴别遥
1.2 主要试剂与仪器

吸血昆虫光谱诱捕装置 渊MYFS鄄HJY鄄1 型冤 购
自深圳厚积电子科技有限公司曰 DNAzol 购自美国
Invitrogen Life Technologies 公司曰 Taq PCR 预混液
和 DNA标志物购自北京艾德莱生物科技有限公司曰
PCR 扩 增 仪 渊 SH901F 型 冤 购 自 美 国 Applied
Biosystem 公司曰 数码凝胶成像系统 渊Tanon鄄2500冤
购自北京陆希科技有限公司遥
1.3 分子鉴别方法

单只成蚊置 60 滋L DNAzol 中袁 按照说明书步
骤抽提基因组 DNA遥
1.3.1 种特异引物设计 依据不同按蚊间的 rDNA鄄
ITS2序列差异设计种特异引物袁 在 GenBank中下载
本课题组登记的赫坎按蚊种团常见成员种的 ITS2
序列袁 即中华按蚊 渊GenBank登录号院 AJ004942.2冤尧

雷氏按蚊 渊AY803797.1冤尧 八代按蚊 An. yatsushi鄄
roensis 渊AY186791.2冤尧 克莱按蚊 渊FJ875072.1冤 和
比伦按蚊 渊AF145464.1冤袁 应用 MEGA 软件包进行
比对袁 从不同蚊种特异碱基的位置袁 同时考虑扩增
产物的长度设计反向引物袁 以 5.8S 引物作为正向
通用引物 渊图 1袁 表 2冤遥
1.3.2 多重PCR分子鉴别方法 PCR反应体系中包
含 2 伊 Taq PCR 预混液 10 滋L袁 10 滋mol/L 正向引
物 0.5 滋L尧 5 种反向引物各 0.5 滋L袁 模板 DNA 1
滋L袁 加双蒸水至 20 滋L遥 反应条件为院 94 益 2 min曰
94 益 30 s袁 45 益 30 s袁 72 益 30 s袁 共 35 个循环曰
72 益 5 min遥 PCR 产物经 2%琼脂糖电泳袁 随机选
择单一 阳性条带进行测序验证袁 序列正确者判断

其相应引 物具有种特异性袁 可依据扩增的阳性片

段长度鉴别种类遥
1.3.3 ITS2序列分析 对于多重 PCR 法扩增无条
带的样本袁 参照文献方法扩增 ITS2咱9暂袁 PCR产物经
纯化后袁 用四色荧光标记双脱氧链终止法双向引物
测序 渊ABI 3730 测序仪袁 上海铂尚生物技术有限
公司冤遥 获得的序列在 GenBank 上以默认参数进行
BLAST比对袁 依据序列相似性确定种类遥
1.4 中华按蚊在中国的分布范围

收集以中国尧 韩国和俄罗斯远东地区为采集
地袁 使用分子特征鉴别中华按蚊的文献遥 结合本研
究的结果袁 统计各采集地的经度尧 纬度尧 年平均温
度和降雨量 渊来源于中国气象共享网 http://data.
cma.cn袁 其中包含中国 756 个基本基准地面气象观
测站及自动站 1981-2010 年的日值数据集冤遥 使用
地理探测器模型 渊http://www.geodetector.org/冤 分析
不同因素对中华按蚊分布的影响遥 将有无中华按蚊
分布 y 设为 1尧 0袁 变量 x 分别为经度尧 纬度尧 年
平均气温和年平均降雨量袁 计算不同变量对中华按
蚊分布影响的决定力 q遥
1.5 伦理批准和患者知情同意

本研究不涉及伦理批准和患者知情同意遥
2 结 果

2.1 改进的多重PCR鉴别方法
本研究建立的多重 PCR 法袁 通过一次 PCR 扩

增袁 依据阳性片段大小可同时鉴别赫坎按蚊种团的
5个成员种遥 其中中华按蚊尧 雷氏按蚊和八代按蚊
的种特异引物与笔者之前报告的相同咱14暂袁 增加了中
华按蚊复合体的比伦按蚊和克莱按蚊的种特异引

物袁 可同时鉴别 5种赫坎按蚊种团成员种 渊图 2冤遥
随机选择阳性扩增的片段共 20 条袁 进行测序验证遥
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采集地点Collection site 经度/纬度Longitude/latitude 采集时间Date 生态环境Habitant
采集按蚊数No. of collected
Anopheles

分子鉴别按蚊数No. of Anophelesidentified bymolecular marker
陕西 Shaanxi 榆林市小纪汗乡 XiaojihanTownship, Yulin City 38.45毅N, 109.58毅E 2009-08 猪圈 Pigsty 23 23

2013-08 猪圈 Pigsty 18 18
宁陕县旬阳坝镇Xunyangba Town, NingshanCounty

33.56毅N, 108.56毅E 2013-07 牛圈 Cattle housing 130 42

安徽 Anhui 旌德县蔡家桥镇 CaijiaqiaoTown, Jingde County 30.35毅N, 118.49毅E 2013-07 猪圈 Pigsty 35 30
黄山市屯溪区 TunxiDistrict, Huangshan City 29.70毅N, 118.32毅E 2013-07 猪圈 Pigsty 63 30

河南 Henan 陕县西张村镇 XizhangcunTown, Shaanxi County 34.24毅N, 110.10毅E 2015-07 居室和院落 Roomand courtyard 7 7
山西 Shanxi 武乡县大河西村和陌峪村Dahexi Village and MofuVillage, Wuxiang County

36.47毅N, 113.05毅E 2017-08 羊圈尧鸡圈 Goathousing, chickenhousing
30 30

山东 Shangdong 济宁市唐口镇 TangkouTown, Jining City 35.25毅N, 116.45毅E 2018-07 猪圈尧牛圈 Pigsty,cattle housing 263 20
辽宁 Liaoning 宽甸满族自治县石湖沟乡Shihugou Township,Kuandian ManchuAutonomous County

40.74毅N, 124.71毅E 2018-07 牛圈渊含鸡尧鸭等冤Cattle housing(including chickenand ducks)

73 20

东港市郊刘家泡村Liujiabu Village, suburb ofDonggang City
39.54毅N, 124.81毅E 2018-08 牛圈 Cattle housing >2 000 10

吉林 Jilin 图们市月晴镇 YueqingTown, Tumen City 42.90毅N, 129.83毅E 2018-08 养猪场 Pig farm >5 000 20
汪清县明月沟村Mingyuegou Village,Wangqing County

43.30毅N, 129.85毅E 2018-08 猪圈尧牛圈 Pigsty,cattle housing >5 000 20

珲春市英安镇 Ying'anTown, Hunchun City 42.91毅N, 130.37毅E 2018-08 猪圈 Pigsty 90 20
黑龙江 Heilongjiang 绥芬河市郊红花岭村Honghualing Village,suburb of Suifenhe City

44.38毅N, 130.99毅E 2018-08 猪圈尧牛圈 Pigsty,cattle housing 423 29

内蒙古 InnerMagnolia 扎鲁特旗郊区 Suburb ofZalute 44.50毅N, 120.89毅E 2018-08 养猪场 Pig farm 1 1
河北 Hebei 承德市双滦区西地镇 XidiTown, Shuangyu District,Chengde City

40.94毅N, 117.68毅E 2018-08 养猪场 Pig farm 178 20

隆化县隆化镇 LonghuaTown, Longhua County 41.33毅N, 117.74毅E 2018-08 养猪场 Pig farm 50 20
围场满族蒙古族自治县御
道乡 Yudao Township,Weichang ManchuMongolian AutonomousCounty

42.15毅N, 116.98毅E 2018-08 养牛场 Cattle farm 7 5

表1 中国8个省按蚊样本的采集信息
Table 1 Collection site information of Anopheles samples from 8 provinces of China

测序结果显示袁 碱基序列和片段大小均与预计相同
渊图 2冤遥 另外袁 应用赫坎按蚊种团成员种的类中华
按蚊 渊 An. sineroides冤 和按蚊亚属的朝鲜按蚊
渊An. koreicus冤 进行了特异性验证袁 均无特异性扩
增产物遥

共鉴别 365只按蚊袁 其中中华按蚊 114只尧 八
代按蚊 34 只尧 雷氏按蚊 9 只尧 克莱按蚊 181 只和
比伦按蚊 5只袁 22只无扩增条带 渊表 3冤遥
2.2 rDNA鄄ITS2序列分析

22 只多重 PCR 无扩增产物的蚊虫经 rDNA鄄
ITS2 序列分析袁 鉴定为贵阳按蚊 渊An. kweiyangen鄄
sis冤 2只尧 类中华按蚊 1 只尧 朝鲜按蚊 8只尧 林氏
按蚊 渊An. 1indesayi冤 7 只和帕氏按蚊 渊An. pat鄄
toni冤 4只 渊表 3冤遥
2.3 中华按蚊在中国的分布

共汇总了在中国尧 韩国和俄罗斯远东地区进行
赫坎按蚊种团分子鉴别的文献 17 篇袁 采集地共
101 个 袁 其中 80 个有中华按蚊分布 咱14,16,18,20鄄30暂袁
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黄色标注为引物位置遥 UP院 通用引物曰 BP院 比伦按蚊引物曰 YP院 八代按蚊引物曰 LP院 雷氏按蚊引
物曰 KP院 克莱按蚊引物曰 SP院 中华按蚊引物
The primer position was marked in yellow. UP: universal primer; BP: An. belenrae primer; YP: An.
yatsushiroensis primer; LP: An. lesteri primer; KP: An. kleini primer; SP: An. sinensis primer

图1 赫坎按蚊种团5个成员种的rDNA鄄ITS2序列比对
Fig. 1 rDNA鄄ITS2 sequence alignment of 5 members in Anopheles hyrcanus group

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis

AF145464.1 Anopheles belenraeFJ875072.1 Anopheles kleiniAY803797.1 Anopheles lesteriAJ004942.2 Anopheles sinensisAY186791.2 Anopheles yatsushiroensis
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引物 Primer 引物序列渊5'寅3'冤Primer sequence (5'寅3')
片段长度/bpFragment length/bp

通用引物 5.8s (UP)Universal primer GAATGTGAACTGCAGGACAC
比伦按蚊引物(BP)
An. belenrae primer TCATTTTTCACGACTGCGACGG 165
八代按蚊引物(YP)
An. yatsushiroensisprimer

GCTTAACACCGCGTTTCTTCA 216

雷氏按蚊引物(LP)
An. lesteri primer GCTCCATCTACACACAGCGT 313
克莱按蚊引物(KP)
An. kleini primer CATACTGTCTCAACGAAACCT 386
中华按蚊引物(SP)
An. sinensis primer GTTGTCCAGCCCGCTAACAT 490

表2 多重PCR法分子鉴别赫坎按蚊种团5成员种的引物序列
Table 2 Universal primer and species鄄specific primers used in

multiple PCR assay

图3 中华按蚊在中国的分布范围 渊斜线区域冤
Fig. 3 Distribution of Anopheles sinensis in China

(italic lines region)

M院 DNA标志物曰 1~7院 依次为中华按蚊尧 雷氏按蚊尧 八代按蚊尧
比伦按蚊尧 克莱按蚊尧 朝鲜按蚊尧 类中华按蚊
M: DNA marker; 1 -7: Anopheles sinensis , Anopheles lesteri ,
Anopheles yatsushiroensis , Anopheles belenrae , Anopheles kleini ,
Anopheles koreicus , Anophe les sineroides

图2 多重PCR法鉴别赫坎按蚊种团5成员种
Fig. 2 Identification of the five members of Anopheles

hyrcanus group by multiplex PCR assay

M 1 2 3 4 5 6 7

500
400
300
200

100

490 bp
313 bp

216 bp
165 bp

386 bp

bp

21个地点无中华按蚊分布咱15,31,32暂遥 应用地理探测器
软件计算获得的 q 值从大到小依次为 0.592 0 渊年
平均气温冤尧 0.507 2 渊纬度冤尧 0.351 2 渊经度冤尧
0.214 4 渊年平均降雨量冤遥

有中华按蚊分布的地点中袁 最低年平均气温
是 9.98 益袁 纬度最高的为 40毅44忆N袁 但 37毅25忆N耀
40毅44忆N范围内有 4个地点无中华按蚊分布遥 据此
推断袁 年平均气温 10 益线可以作为划分中华按蚊
在中国分布北界线的依据遥 对照中国地图的范围袁
提示中国中华按蚊的分布范围包括云南尧 贵州尧
重庆尧 河南尧 山东尧 天津尧 江苏尧 安徽尧 湖北尧
浙江尧 上海尧 福建尧 江西尧 广西尧 广东尧 海南尧
台湾尧 香港尧 澳门等省 渊直辖市尧 自治区尧 特别
行政区冤 的全境袁 以及西藏尧 四川尧 甘肃尧 陕西尧

山西尧 河北尧 北京尧 辽宁 渊直辖市尧 自治区冤 的
南部地区遥
3 讨 论

蚊媒种类的准确鉴别是蚊媒流行病学与防控

研究的重要基础袁 更是研究其区系分布的保证遥
经典的分类鉴定通常依据形态特征袁 但许多按蚊
存在复合体隐种袁 其形态分类鉴定非常困难且复
杂袁 主要原因是种间为典型的近期分化袁 共同分
享祖先的多态性遥 根据 DNA 序列的差异进行分子
鉴定袁 可有效地弥补形态鉴定的不足遥 多项研究
结果显示袁 rDNA鄄ITS2序列特征是鉴别按蚊隐种尤
其是赫坎按蚊种团成员种理想的分子标志咱8,15,16,18暂遥
笔者课题组在 2000年建立了多重 PCR 方法鉴别赫
坎按蚊种团的 4 个成员种 咱13暂袁 但之后隐种经过了
修订袁 使得上述方法中部分种特异引物的特异性
不足咱4,14暂遥 本研究综合分析了已建立的多重 PCR方
法咱14,15,33暂袁 比对了所有已登记的赫坎按蚊种团成员
种的 rDNA鄄ITS2 序列袁 重新设计了部分种特异引
物袁 改进了多重 PCR 的方法遥 通过一次扩增袁 依
据 PCR 产物的长度可以同时鉴别比伦按蚊尧 八代
按蚊尧 雷氏按蚊尧 克莱按蚊和中华按蚊等 5 个成
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采集地Sampling site 样本数No. of samples
赫坎按蚊种团 Hyrcanus group

其他蚊种 Others克莱按蚊
An. kleini

比伦按蚊
An. belenae

八代按蚊
An.

yatsushiroensis
雷氏按蚊
An. lesteri

中华按蚊
An.

sinensis

类中华按蚊
An.

sineroides

贵阳按蚊
An.

kweiyangensis
陕西 Shaanxi
榆林 Yulin 41 19 0 21 1 0 0 0 0
宁陕 Ningshan 42 0 0 0 0 36 0 2 帕氏按蚊 (n=4)

An. pattoni (n=4)
安徽 Anhui
旌德 Jingde 30 0 0 0 0 30 0 0 0
黄山 Huangshan 30 0 0 0 0 30 0 0 0

河南 Henan
陕县 Shaanxi 7 0 0 0 0 0 0 0 林氏按蚊(n=7)

An. 1indesayi (n=7)
山西 Shanxi
武乡 Wuxiang 30 21 0 9 0 0 0 0 0
山东 Shandong
济宁 Jining 20 0 2 0 0 18 0 0 0

辽宁 Liaoning
宽甸 Kuandian Manchu 20 11 0 0 0 0 1 0 朝鲜按蚊(n=8)

An. koreicus (n=8)
东港 Donggang 10 0 2 0 8 0 0 0 0

吉林 Jilin
图们 Tumen 20 17 0 3 0 0 0 0 0
汪清 Wangqing 20 20 0 0 0 0 0 0 0
珲春 Hunchun 20 19 0 1 0 0 0 0 0

黑龙江 Heilongjiang
绥芬河 Suifenhe 29 29 0 0 0 0 0 0 0

内蒙古 Inner Mongolia
扎鲁特 Zalute 1 1 0 0 0 0 0 0 0

河北 Hebei
承德 Chengde 20 20 0 0 0 0 0 0 0
隆化 Longhua 20 19 1 0 0 0 0 0 0
围场 Weichang 5 5 0 0 0 0 0 0 0
总计 Total 365 182 4 34 9 114 1 2 19

表3 分子鉴别赫坎按蚊种团成员种的结果
Table 3 Molecular identification results of Anopheles hyrcanus group

员种遥 应用该方法袁 对多地的赫坎按蚊种团成员种
进行了鉴别和验证袁 证实该方法快速简单尧 客观
可靠遥

自 1828 年中华按蚊新种发表以来袁 相关的分
类鉴别研究屡见报道袁 并经过多次修订 咱2暂遥 近年袁
有学者报告泰国尧 日本和中国台湾地区的中华按蚊
分为染色体核型 A 和 B 咱34暂袁 两型的纯化品系在实
验室杂交袁 显示子代可育 咱34暂袁 但未发现 ITS2 序列
的固定差异 咱8暂遥 比伦按蚊与克莱按蚊是 2005 年在
韩国记录的新种 咱3暂袁 随后在中国多地也有发现
咱14,16,20暂袁 基于线粒体和核糖体多个分子特征研究发
现袁 三者的亲缘关系很近 咱5鄄7暂袁 组成中华按蚊复合
体遥 笔者在中国辽宁省野外群体中发现了中华按蚊
与克莱按蚊的杂合子 渊未发表资料冤袁 韩国也有类似
报告咱36,37暂袁 提示中华按蚊与克莱按蚊存在生殖不完

全隔离现象 渊属于交配后隔离冤遥 这些研究说明中
华按蚊目前应是从种内分化到新种形成的不同阶

段袁 其间尚未形成稳定的可用于鉴别的表型特征遥
中华按蚊广泛分布于亚洲袁 包括日本尧 韩国尧

朝鲜和中国咱2,38鄄39暂袁 且是当地群体数量较大的种类袁
被认为是重要的传疟媒介遥 自中华按蚊的隐种记录
后袁 韩国学者对克莱按蚊和比伦按蚊的生态习性和
传疟作用进行了深入研究袁 提示 3种均为分布地潜
在的传疟媒介袁 克莱按蚊在现场的按蚊种群比例最
高的时间是每年的春末和初夏袁 中华按蚊是夏末 咱40鄄41暂遥
从实验室感染的结果看袁 克莱按蚊的传疟能力超过
中华按蚊 咱30,40鄄43暂遥 已有的研究表明袁 在韩国最重要
的传疟媒介是雷氏按蚊和克莱按蚊咱29,41暂遥 克莱按蚊
与中华按蚊没有完全的生殖隔离袁 通过两蚊种在自
然界的基因渗透机制是否影响传疟能力均亟待进一
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步研究遥
区系分布研究是蚊虫系统分类工作的重要内容

之一袁 有学者将中国的按蚊分布分成 45毅N 以北袁
32毅N耀45毅N袁 25毅N耀32毅N 和 25毅N 以南等 4 个区
域袁 按蚊区系自北至南逐渐变化袁 仅中华按蚊的分
布遍及各区咱44鄄45暂遥 严格地说袁 按蚊区系分布应该遵
循以自然区划为基础袁 并综合蚊虫的生物学特点为
原则袁 以纬度为惟一标准的划分方法不够合理遥 本
研究基于分子鉴别的结果袁 汇总有或无中华按蚊分
布的所有采集地袁 应用地理探测器软件分析其与经
纬度尧 温度和降雨量的关系袁 结果提示袁 年平均气
温是影响中华按蚊分布的最重要的变量指标袁 其次
才是纬度遥 中华按蚊以成蚊越冬袁 温度是决定其能
否顺利越冬的重要因素袁 分析有中华按蚊分布地点
的年平均气温最低的是 9.98 益袁 说明中华按蚊在
该温度下可以顺利越冬袁 故年平均气温 10 益以上
地区应是中国中华按蚊的分布地区遥

1997 年蚊虫志记载中华按蚊除青海省与新疆
维吾尔自治区外均有分布咱2暂遥 2017年 Feng 等 咱46暂依
据332 个采集地的文献 渊 1954 年 1 月-2016 年 9
月冤 进行综述袁 中华按蚊的分布范围与之前的记
录一致 遥 但上述研究均为基于形态分类的结果袁
对于形态上难以准确鉴别的赫坎按蚊种团部分成员

种袁 尤其是中华按蚊复合体袁 其区系分布存在一定
的偏差遥 本研究基于分子标志袁 进一步区分了中华
按蚊及其隐种袁 发现中华按蚊在中国的分布应该小
于之前记载的范围遥 按照行政区划袁 除了中国的青
海尧 新疆尧 吉林尧 黑龙江尧 内蒙古和宁夏的全区袁
以及甘肃尧 西藏尧 四川尧 山西尧 陕西尧 河北和辽宁
的北部袁 其他地区均是中华按蚊的分布区遥 依据目
前初步记录的中国中华按蚊复合体的比伦按蚊和克

莱按蚊的分布地袁 从南到北的基本趋势是克莱按蚊
在按蚊群体中的比例越来越高袁 即在纬度高的地
区袁 克莱按蚊是优势种袁 推测克莱按蚊可在更冷的
环境下越冬袁 而比伦按蚊则相反遥 应用多重 PCR
法鉴别中华按蚊复合体袁 澄清克莱按蚊和比伦按蚊
在中国的分布范围袁 并进一步研究其传疟作用袁 为
中国疟疾消除后的媒介监测和防控策略制定提供理

论依据遥
志谢 感谢陈君 渊辽宁丹东冤袁 张婷婷 渊辽宁东港冤袁 黄海燕 渊黑
龙江绥芬河冤袁 王玥 渊黑龙江哈尔滨冤袁 杨洋 渊内蒙古扎鲁特冤袁 卢
国际尧 杜国军尧 石翔云 渊河北冤袁 程璟侠尧 赵俊英尧 代培芳 渊山西
武乡冤袁 张红卫 渊河南陕县冤 等同志对本研究样本采集的帮助遥 感
谢王劲峰教授在应用地理探测器软件分析方面的指导和帮助遥
出版授权 作者同意以纸质版和网络版的形式同时出版遥

数据和材料的可及性 本研究中的相关材料和数据可以向同行提

供袁 如有需要袁 可与马雅军联系遥
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