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青海湖裸鲤舌状绦虫裂头蚴的分子鉴定及系统发育研究
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摘要: 通过PCR方法扩增了青海湖裸鲤体腔寄生舌状绦虫18S rRNA、COⅠ和COB基因部分序列, 并进行分子

鉴定, 分析了3种基因的同源性, 利用这3种基因进行分子进化和系统发育研究。结果显示, 经过分子鉴定, “面
条样”绦虫为肠舌状绦虫,  克隆的18S rRNA、COⅠ和COB基因序列分别与AF254121(中国)、AF153910(中
国)和JQ279109(阿尔及利亚)的核苷酸序列同源性为100.00%、99.49%和93.32%。同时, 利用GenBank中其他

种属绦虫的18S rRNA、COⅠ和COB基因序列构建系统发育树, 均与已鉴定的肠舌状绦虫聚在同一支上, 且
与肠舌状绦虫中国广州分离株种属亲缘关系较近, 与其他绦虫所属分支相距较远。初步阐明了鉴定的肠舌状

绦虫分离株与其他种属之间的系统发育关系。
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青海湖(Qinghai Lake)位于我国青藏高原东北

部、青海省境内, 是我国最大的内陆咸水湖。该湖

孕育的青海湖裸鲤(Gymnocypris przewalskii)是湖

中唯一特有鱼类, 又名青海湖湟鱼, 不仅是青海湖

及其支流的重要高原特色耐低温盐碱性经济鱼类,
还是《中国物种红色名录》收录特色珍稀保护物

种
[1, 2]

。肠舌状绦虫裂头蚴(Ligula intestinalis plero-
ceroid)是引起鱼类寄生虫病的一种绦虫幼虫, 其成

虫寄生于水鸟的肠道中, 由水鸟排出带虫卵的粪便

到水中并孵化为钩蚴, 钩蚴被水蚤吞食后在其体内

发育为原尾蚴, 带原尾蚴的水蚤被鱼类吞食后发育

为裂头蚴, 感染裂头蚴的鱼被水鸟捕食后在其肠内

发育成成虫并产卵, 就此完成寄生生活史
[3]
。肠舌

状绦虫裂头蚴在青海湖裸鲤体内可生长发育, 且
生长可达数十厘米甚至几米, 严重挤压裸鲤体内器

官迫使其萎缩, 特别是对鱼性腺的发育造成巨大影

响
[4], 严重时导致裸鲤死亡, 是裸鲤养殖及渔业资源

保护的大敌
[3—5]

。感染有肠舌状绦虫裂头蚴的裸鲤

被水鸟水禽等吞食后, 裂头蚴可在肠中发育为成虫,
成虫对鸟类的健康可能同样会造成影响。

形态学鉴定是经典的传统的分类鉴定方法, 但
是对于形态特征简单, 或者幼虫相似的鉴定存在局

限性, 这就需要用分子生物学方法对寄生虫进行辅

助分类鉴定。其中, PCR扩增及DNA序列多态性同

源性分析是更有效的方法之一
[6]
。Bouzid等[5]

选用

COⅠ和COB基因进行遗传分子进化研究, 发现不

同地区的L. intestinalis及其宿主特异性是L. intes-
tinalis发生生殖隔离及种系进化的重要力量, 鸟类

的迁徙可能使种系同质, 打破了生殖隔离的遗传障

碍。本研究利用舌状绦虫核基因18S rRNA基因和

线粒体基因COⅠ和COB基因进行裸鲤舌状绦虫裂

头蚴分子鉴定, 并基于这3个基因的联合分析对舌

状绦虫裂头蚴分离株分子进化发育进行研究。
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1    材料与方法

1.1    样品获取及基因组DNA的提取

当地兽医从死亡的青海湖裸鲤体内发现“面条

样”寄生虫: 虫体呈现乳白色, 扁平长带状不分节,
长约40 cm(图 1)。剪取0.5 cm3

大小的组织块分别

放入新的保存管中 ,  用剪刀剪碎组织 ,  利用天根

DNA提取试剂盒提取DNA, 具体操作步骤按照试

剂盒使用说明书进行, DNA置于–20℃长期保存。

1.2    PCR分子鉴定

利用Primer3 Input (version 0.4.0)软件, 基于

GenBank基因组数据库18S rRNA基因和COⅠ和

COB基因设计引物进行PCR分子生物学鉴定。所

用引物由苏州金唯智生物科技有限公司合成(表 1)。
PCR扩增酶为宝生物工程(大连)有限公司的Pre-
mixTaq酶, 扩增反应体系如下: Premix Taq 25.0 μL,
上下游引物(浓度10 μmol/L)各2 μL, 模板DNA 3 μL,
补充水18 μL至PCR反应体系为50 μL。扩增后

PCR产物在1.5%的琼脂糖凝胶中进行电泳(电压

120 V, 时间30min), 电泳完成后在凝胶成像仪中观

察结果并拍照。

1.3    基因测序分析

PCR阳性产物测序委托北京金唯智生物科技

有限公司完成, 采用Sanger双脱氧链终止法进行双

向测序。测序结果经峰图分析后, 在GenBank上用

采用BLAST(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
方法进行同源序列搜索, 应用MEGA 5.0软件和

Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalo/)在线软件进行分析核苷酸序列和氨基酸序

列的同源性。

1.4    序列比对与构建系统发育树

通过NCBI提供的BLAST在线搜索服务软件获

取其他舌状绦虫的18S rRNA基因和COⅠ和COB基
因序列。使用MEGA 5.0软件的系统发育树构建功

能对这些基因序列进行分析, 选择邻近法(Neigh-
bor-Joining method, NJ)构建系统发育树, 并使用自

展值(Bootstrap)检验其可靠性, 重复次数为2000, 分
析不同分离株绦虫间的进化关系。

2    结果

2.1    PCR分子鉴定

利用基因组DNA提取试剂盒提取DNA后, 基
于18S rRNA基因进行PCR扩增, 扩增出约569 bp的
目的片段; 基于COⅠ基因进行PCR扩增鉴定, 扩增

出396 bp的目的片段; 同样基于COB基因进行PCR
扩增鉴定, 扩增出405 bp的目的片段; 将PCR产物进

行测序, 所得序列在GenBank用BLAST进行同源序

列搜索并上传至GenBank(18S rRNA基因登录号为

KY321842、COⅠ基因登录号为KY321844和COB
基因登录号为KY321843), 分别与L. intestinalis三种

基因具有较高的同源性(表 2), 结果表明疑似样品

在分子生物学上鉴定为L. intestinalis。
2.2    基因同源性比较分析

用Clustal Omega在线软件的Clustal2.1方法, 将
本研究鉴定克隆序列KY321842 (18S rRNA基因序

列)、KY321844 (COⅠ基因序列)和KY321843
(COB基因序列)与已上传到GenBank上的L. intesti-
nalis核苷酸序列分别进行同源性比较(表 2), 结果

表明18S rRNA基因序列与AF254121 (中国)、
KC900974 (伊朗)的核苷酸序列同源性分别为

100.00%和98.99%; COⅠ基因序列与AF153910 (中
国)、JQ279102 (突尼斯)、JQ279074 (阿尔及利

亚)的核苷酸序列同源性分别为99.49%、93.38%和

表 1    舌状绦虫PCR分子生物学鉴定所用引物

Tab. 1    Primers used for identification of Ligula intestinalis

靶基因
Target gene

引物序列
Primers sequences (5′—3′)

Tm参考值
Tm reference value (℃)

PCR产物大小
PCR product length (bp)

18S rRNA基因 AAGGACATTACACGTTCCGTCTAT
AGTGATCCACCGCATAGAGTTGTA 60 569

COⅠ基因 TACGTCTTAATTTTACCTGGTTTTG
TACCACGAATCAAGTATCATGTA 55 396

COB基因 ATGGATTTAACTAATGATTCA
ATGCAAGTAGAATAAATGTAA 48 405

 
图 1   “面条样”虫体标本

Fig. 1   The specimen of noodle-like parasite
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93.13%, 与EU241310 (俄罗斯)、EU241238 (乌克

兰)、JQ279085 (爱沙尼亚)、EU241303 (英国)的核

苷酸序列同源性分别为92.62%、92.37%、92.11%
和91.86%; COB基因序列与JQ279109 (阿尔及利

亚)、JQ279139 (突尼斯)、EU241200 (法国)、
EU241218 (乌克兰)的核苷酸序列同源性分别为

93.32%、93.07%、89.88%和89.60%。同源性比较

分析发现, 不同基因的分子标记得出的结论可能不

同, 核基因分子标记显示物种变异小, 而线粒体基

因标记则显示物种差异较大; 本研究鉴定的分离株

与我国的分离株(18S rRNA基因和COⅠ基因, Gen-
Bank中未有我国COB基因记录)序列同源性较高,
同时发现L. intestinalis在亚洲(中国和伊朗)、欧洲

(乌克兰、俄罗斯、英国和法国)、非洲(突尼斯和

阿尔及利亚)都曾被发现并鉴定。

2.3    系统进化分析

选取GenBank已发表的相应序列运用MEGA5.0
中的邻近法构建包含分离株的3种基因的相应进化

树(图 2—4)。基于18S rRNA基因构建的进化树显

示: 本研究鉴定克隆的序列KY321842与AF254121

表 2    三种不同基因与其参考序列的核苷酸序列的同源性比较

Tab. 2    The homology comparison of nucleotide sequences of three different genes and reference sequences

18S rRNA基因参考序列
18S rRNA gene reference

sequence

核苷酸同源性
Nucleotide

homology (%)

COⅠ基因参考序列
COⅠgene reference

sequences

核苷酸同源性
Nucleotide

homology (%)

COB基因参考序列
COB gene reference

sequences

核苷酸同源性
Nucleotide

homology (%)
KC900981   92.56 EU241312 91.60 EU241218 89.60
KC900973   97.79 AF153910 99.49 JQ279123 88.86

AF254121 100.00 JQ279102 93.38 JQ279138 92.57

KC900978   98.11 JQ279078 92.88 JQ279109 93.32

KC900979   96.57 JQ279074 93.13 JQ279139 93.07

KC900976   95.94 JQ279070 79.13 JQ279113 93.07

KC900974   98.99 EU241303 91.86 JQ279140 92.29

KC900972   98.96 JQ279085 92.11 JQ279107 93.09

KC900977   98.72 EU241310 92.62 JQ279147 93.09
KC900975   97.48 EU241238 92.37 EU241200 89.88

KC900986 Digramma interrupta
KC900994 Digramma interrupta
KC900992 Digramma interrupta
KC900988 Digramma interrupta
KC900984 Digramma interrupta
KC900975 Ligula intestinalis
KC900972 Ligula intestinalis
KC900978 Ligula intestinalis
KC900974 Ligula intestinalis
KC900982 Digramma interrupta
KC900987 Digramma interrupta
KC900976 Ligula intestinalis
KC900977 Ligula intestinalis
KC900985 Digramma interrupta
KC900989 Digramma interrupta
KC900991 Digramma interrupta
AF254122 Digramma interrupta
AF254121 Ligula intestinalis
KY321842 Ligula intestinalis

DQ768179 Diphyllobothrium dendriticum
JN153006 Diphyllobothrium dendriticum

AB288368 Diphyllobothrium nihonkaiense
DQ768182 Diphyllobothrium nihonkaiense
KF218247 Diphyllobothrium latum

KF218251 Diphyllobothrium latum
AB298512 Diplogonoporus grandis
AB298510 Diplogonoporus grandis
AB449349 Diplogonoporus balaenopterae
AB449351 Diplogonoporus balaenopterae
FM204788 Diphyllobothrium pacificum
KF218253 Diphyllobothrium pacificum
FJ886751 Spirometra erinaceieuropaei
KC561781 Spirometra erinaceieuropaei

AJ237778 Echinococcus multilocularis 
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图 2    基于18S rRNA基因序列以邻近法所构建的系统发育树(NJ树)
Fig. 2    The Neighbor-Joining phylogenetic tree based on nucleotide sequences of 18S rRNA gene
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中国分离株聚成一支, 也与双线绦虫AF254122中
国分离株聚在一大支; 同样L. intestinalis伊朗分

离株(KC900976/77)与双线绦虫伊朗分离株(KC
900985/89/91)也聚在一支上, L. intestinalis伊朗分

离株(KC900972/4/5/8)与双线绦虫伊朗分离株

(KC9009/82/84/86/87/88/92/94)也聚在一支上; 同时

发现舌状绦虫、双线绦虫中国分离株与伊朗的分

离株是分开的, 分别聚成两大类群。基于COⅠ基

JQ279084 Ligula intestinalis
EU241304 Ligula intestinalis

EU241238 Ligula intestinalis

EU241316 Ligula intestinalis

JQ279103 Ligula intestinalis
EU241309 Ligula intestinalis
EU241300 Ligula intestinalis

JQ279087 Ligula intestinalis
EU241285 Ligula intestinalis
EU241311 Digramma interrupta
EU241229 Digramma interrupta

AF153910 Ligula intestinalis
KY321844 Ligula intestinalis
AF524041 Digramma interrupta
EU241293 Ligula colymbi
EU241308 Ligula colymbi

JQ279079 Ligula intestinalis
JQ279100 Ligula intestinalis

AM778554 Diphyllobothrium latum

AY972071 Diphyllobothrium latum

AM412738 Diphyllobothrium dendriticm

KC812047 Diphyllobothrium dendriticm

AB374999 Diphyllobothrium nihonkaiense

AB610797 Diphyllobothrium nihonkaiense

AB375660 Diphyllobothrium klebanovskii
AB375661 Diphyllobothrium klebanovskii
FM209182 Diphyllobothrium ditremum
JQ245473 Diphyllobothrium ditremum

AB474567 Diplogonoporus balaenopterae
AB474568 Diplogonoporus balaenopterae
KM520151 Diphyllobothrium pacificum

HF969325 Diphyllobothrium pacificum
AB461413 Echinococcus multilocularis 
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图 3    基于COⅠ基因序列以邻近法所构建的系统发育树(NJ树)
Fig. 3    The Neighbor-Joining phylogenetic tree based on nucleotide sequences of COⅠgene

JQ279109 Ligula intestinalis

JQ279139 Ligula intestinalis

JQ279113 Ligula intestinalis

JQ279140 Ligula intestinalis

JQ279138 Ligula intestinalis

KY321843 Ligula intestinalis

EU241153 Digramma interrupta

EU241209 Digramma interrupta

EU241218 Ligula intestinalis

JQ279123 Ligula intestinalis

AB979528 Diphyllobothrium hottai

AB979529 Diphyllobothrium hottai

AB522613 Diphyllobothrium dendriticm

AB522614 Diphyllobothrium dendriticm

AB522608 Diphyllobothrium latum

AB522609 Diphyllobothrium latum

AB924491 Diphyllobothrium nihonkaiense

AB924494 Diphyllobothrium nihonkaiense

AB425839 Diplogonoporus balaenopterae

KJ599679 Spirometra decipiens

KT376546 Spirometra erinaceieuropaei

KT376547 Spirometra erinaceieuropaei

AB374426 Echinococcus multilocularis 
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图 4    基于COB基因序列以邻近法所构建的系统发育树(NJ树)
Fig. 4    The Neighbor-Joining phylogenetic tree based on nucleotide sequences of COB gene
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因的进化树显示: 克隆序列KY321844与AF153910
舌状绦虫中国分离株聚成一小分支, 也与AF524041
双线绦虫中国分离株聚在一支; 舌状绦虫突尼斯

(非洲)分离株与其他欧洲国家的舌状绦虫分离株聚

在一支。基于COB基因的进化树显示: 克隆序列

KY321843与舌状绦虫阿尔及利亚分离株(JQ279109/
13)和舌状绦虫突尼斯分离株(JQ279138/39/40)聚在

一大支; 同时发现舌状绦虫分离株(EU241218和
JQ279123)与双线绦虫分离株(EU241153/209)聚在

一大支。结果表明, 本研究鉴定的舌状绦虫分离株

(青海)与舌状绦虫中国分离株(广州)种属亲缘关系

较近, 与其他绦虫所属分支相隔较远, 在进化上得

到了很好的鉴别; 中国分离株在进化上与其他地区

的分离株遗传进化距离较远。

从3个进化树的分支状况还可发现, 不同地区

的舌状绦虫和双线绦虫虽然存在分支跨越, 但是均

聚在一个大的分支上, 与其他属种明显分开。这些

结果还表明, 18S rRNA和COⅠ基因均可用于舌状

绦虫种的系统发育研究。

3    讨论

本研究利用18S rRNA、COⅠ和COB基因进行

了舌状绦虫的分子鉴定。L. intestinalis核基因组中

的18S rRNA基因虫种间的同源性较高(表 2), 而线

粒体基因组中的COⅠ和COB基因的同源性较低(表
2); 而数据显示同一地区的虫种的线粒体基因的同

源性较高。可见, 不同基因分子标记可能得出不同

的结论, 特别核基因和线粒体基因, 核基因分子标

记显示虫种变异小, 而线粒体基因标记则显示虫种

差异较大; 同时发现Digramma spp.的线粒体基因与

Ligula spp.的线粒体基因同源性也较高。Li等[7]
研

究认为传统分类学上Ligula分为2个属(Ligula Bloch
1782和Digramma Cholodkovsky 1914)也是有争议

的, 在基因序列水平上, Digramma spp. 种的28S
rRNA基因和COⅠ基因序列与Ligula spp.的序列相

似性是一致的; 只在ITS1基因和ND1基因上分别有

0.7%和7.4%的不同。28S rRNA、COⅠ、ITS1
和ND1基因都是高度保守的, Digramma spp.与
Ligula spp.之间的4个基因的低遗传分歧表明Digram-
ma spp.可能不是独立的属, 还认为中国不同地方采

集的Digramma spp.应属于Ligula spp.[7], 这与本研

究有一定的一致性(图 2—4)。同样, Logan等[8]
研究

认为裂头科中的舌状属(Ligula)、双线属(Digram-
ma)和裂头属(Diphyllobothrium)等分类有效性需修

订, 认为双线属(Digramma)应属于舌状属(Ligula),

为一个分类群的复合体, 这与本研究的结果中, 不
同地区的舌状绦虫分离株和双线绦虫的分离株都

有聚在一支上的现象相吻合(图 2—4)。
Bouzid等[5—9]

研究认为发现, 宿主特异性和地

理隔离是促使舌状绦虫种系进化的重要力量, 在欧

洲-地中海不同的地区同时存在有宿主特异性的舌

状绦虫和地理特异性的舌状绦虫; 如在埃塞俄比亚

塔纳湖同一水域却同时存在着两种种系的舌状绦

虫。在本研究中, 可见明显的地理特异性的舌状绦

虫种系存在, 舌状绦虫中国分离株均聚在同一支进

化树上(图 2和图 3)。同时, 不同的欧洲地理株型上

大体均聚在一大分支上, 表现了一定的聚集遗传关

系, 有较弱的遗传进化关系。终末宿主候鸟均存在

频繁迁移现象, 寄生的舌状绦虫种群种系却较为均

一, 而在宿主鱼中的舌状绦虫不同地区却有多样化

的种群种系关系, 这可能与适应地中海的高浓度盐

水的鱼种特异性有关, 鱼群不能够长距离的迁移,
阻碍了舌状绦虫的基因交流

[5—9]; 这与青海湖高纬

度高盐度冷水湖的裸鲤相似, 寄生于裸鲤的舌状绦

虫具有了地理株型的特异性。Britton等[10]
研究也

发现, 在肯尼亚的巴林戈纳湖和奈瓦夏流域的不同

宿主中表现出舌状绦虫进化的高度宿主特异性。

本研究对我国青海湖特有鱼种青海湖裸鲤体

内感染的L. intestinalis幼虫的18S rRNA、COⅠ和

COB基因序列进行克隆测序列并进行了分子鉴定;
同时, 运用3种基因进行了裂头科常见属种之间的

分子系统发育初步探究, 比较了主要虫种间基因的

序列同源性, 得到了系统发育树, 初步阐明了鉴定

种与其他种属之间的系统发育关系。
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MOLECULAR IDENTIFICATION AND PHYLOGENETIC STUDY OF LIGULA
INTESTINALIS PLEROCEROID IN GYMNOCYPRIS PRZEWALSKII FROM

THE QINGHAI LAKE, CHINA

ZHANG Xue-Yong1, 2, JIAN Ying-Na1, 2, LI Xiu-Ping1, 2, PEI Quan-Bang3, WANG Ge-Ping1, 2,
WANG Guang-Hua1, 2, CAI Qi-Gang1, 2 and MA Li-Qing1, 2

(1. State Key Laboratory of Plateau Ecology and Agriculture, Qinghai Universit, the Academy of Animal and Veterinary Sciences,
Qinghai University, Xining 810016, China; 2. Qinghai Academy of Animal Sciences and Veterinary Medicine, Xining 810016,

China; 3. Sanjiaocheng Sheep Breeding Farm of Qinghai Province, Gangcha 812300, China)

Abstract: To identify Ligula intestinalis pleroceroid parasitizing in the abdominal cavity of Gymnocypris przewalskii
and analyze its phylogenic status from Qinghai Lake, China, polymerase chain reaction (PCR) of 18S ribosomal RNA
gene, COⅠand COB gene was carried out. Their sequences homologies with other tapeworm species were analyzed
and the phylogenetic relationships were inferred. The results showed that the noodle-like parasite was identified as L.
intestinalis, and that its 18S rRNA gene homogeneity was 100.00% with AF254121 (China), and COⅠand COB gene
homogeneities were 99.49% and 93.32% with AF153910 (China) and JQ279109 (Algeria), respectively. Furthermore,
the phylogenetic trees based on the 18S rRNA, COⅠand COB gene sequences indicated that the collected tapeworm
was in the same branch with L. intestinalis, which are close to the isolated species from China. The phylogenetic rela-
tionship between the identified L. intestinalis and other tapeworm species was elucidated.

Key words: Qinghai Lake; Gymnocypris przewalskii; Ligula intestinalis; Molecular identification; Phylogeny
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