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摘要：贝尼登类单殖吸虫是象山港海水养殖鱼类中一类危害严重的寄生虫。应用ＰＣＲ扩增及

ＤＮＡ序列分析的分子生物学手段，并结合对成虫的形态学分析，对象山港养殖大黄鱼体表寄生的
贝尼登类单殖吸虫（记作ＸＳｐ）进行了种类鉴定，结果表明ＸＳｐ从形态特征上属于新贝尼登虫属，
与梅氏新贝尼登虫高度相似。扩增得到 ＸＳｐ的２８ＳｒＤＮＡ 和ＩＴＳ１序列长度分别为３９３和

４２７ｂｐ，与梅氏新贝尼登虫和鱾新贝尼登虫的５个２８ＳｒＤＮＡ 序列、２个ＩＴＳ１序列的比对分析显
示相似性除１个为９７．４％外其余均大于９９％，提示ＸＳｐ与这几个鱾新贝尼登虫和梅氏新贝尼登
虫为种内关系，而ＸＳｐ与贝尼登虫的３个２８ＳｒＤＮＡ 和１个ＩＴＳ１序列相似性分别为８４．３％～
８９．５％和６０．２％。系统进化树显示该吸虫与梅氏新贝尼登虫和鱾新贝尼登虫形成一个紧密的簇，
而与贝尼登虫亲缘关系较远。根据普通生物学和序列特征分析，将ＸＳｐ定种为梅氏新贝尼登虫，
并且支持 Ｗｈｉｔｔｉｎｇｔｏｎ和 Ｈｏｒｔｏｎ（１９９６）提出的梅氏新贝尼登虫和鱾新贝尼登虫为同种异名的分
类观点。
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１　引言

贝尼登类单殖吸虫隶属于扁形动物门（Ｐｌａｔｙ－
ｈｅｌｍｉｎｔｈｅｓ）吸虫纲（Ｔｒｅｍａｔｏｄａ）单殖吸虫目（Ｍｏ－
ｎｏｇｅｎｅａ）分室科（Ｃａｐｓａｌｉｄａｅ　Ｂａｒｉｄ，１８５３）贝尼登亚
科（Ｂｅｎｅｄｅｎｉｉｎａｅ　Ｊｏｈｎｓｔｏｎ，１９３１），近年来已成为我
国东南沿海养殖鱼类的主要病原之一，大黄鱼
（Ｐｓｅｕｄｏｓｃｉａｅｎａ　ｃｒｏｃｅａ）、石 斑 鱼 （Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ
ｓｐ．）、鲈鱼（Ｌａｔｅｄａｂｒａｘ　ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）、真鲷（Ｐａｇｒｏｓｏ－
ｍｕｓ　ｍａｊｏｒ）等养殖品种均受侵染［１］。虫体以吸盘及
锚钩吸附于寄主体表、眼睛和鳍条等部位，造成创
伤，进而引起继发性细菌和纤毛虫感染，导致病鱼大
量死亡。２００７至２００９年浙江象山港海水养殖区贝

尼登虫病均有不同程度的暴发，主要养殖鱼类大黄
鱼、鮸鱼（Ｍｉｉｃｈｔｈｙｓ　ｍｉｉｕｙ）、鲈鱼、黑鲷（Ｓｐａｒｕｓ
ｍａｃｒｏｃｅｐｈｌｕｓ）均被侵染，尤以大黄鱼最为严重，经
济损失十分巨大。为了科学、有效地防治该病，有必
要先确定侵染象山港海域养殖鱼类的贝尼登类单殖

吸虫的种类。
以前对单殖吸虫的分类主要是通过肉眼和光学

显微镜观察来描述虫体及其主要器官形态、大小和
位置，但由于这种传统形态学分类方法的局限性，目
前国际上对贝尼登类单殖吸虫的定种仍存在分

歧［２－５］。如Ｙａｍａｇｕｔｉ［３］认为梅氏新贝尼登虫属包
括１０个种，而 Ｗｈｉｔｔｉｎｇｔｏｎ和 Ｈｏｒｔｏｎ［２］则认为这

１０个种之间存在同种异名，应合并为６个种。为避



免生存环境和样品处理引起虫体形态改变以及肉眼

观察带来的人为误差，有必要对贝尼登类单殖吸虫
进行分子分类学研究［４－５］。核糖体基因（ｒＤＮＡ）和
内转录间隔区 （ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ　ｓｐａｃ－
ｅｒ，ＩＴＳ）序列是目前种和种下水平分析常用的分子
指标，已被广泛用于多种寄生虫的 分 子 分 类
研究［６－１１］。
本研究记述了象山港网箱养殖大黄鱼体表寄生

的贝尼登类单殖吸虫的形态学特征，并通过２８Ｓ
ｒＤＮＡ和ＩＴＳ１基因序列的扩展和分析对其进行分
类鉴定，以确定危害象山港海域养殖鱼类的贝尼登
类单殖吸虫种类，并为该病的防治提供依据。

２　材料和方法

２．１　标本采集

２００９年８月于象山港海域养殖网箱采集感染
贝尼登类单殖吸虫的大黄鱼，带回实验室暂养于水
族箱中，从病鱼体表采集贝尼登类单殖吸虫活体成
虫（记为ＸＳｐ）。所采集虫体经过滤海水清洗后分为
两份：一份经轻度压片后用１０％中性甲醛固定，经
染色等处理后用于形态学研究；另一份用液氮速冻
后在－８０℃保存，用于ＤＮＡ提取。

２．２　形态特征观测
在光学显微镜下对所采虫体进行形态观察，并

显微测量体长、体宽、前吸器横轴长和纵轴长、口咽
部横轴长和纵轴长、后吸盘横轴长和纵轴长、前钩
长、后钩长及附甲片长等。共测量２０个活体样本和

２０张封片标本，文中量度单位为微米，括号内为平
均值。

２．３　基因组ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增
采用ＢｉｏＳｐｉｎ基因组ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮ－

ＧＥＮ公司），按说明进行基因组ＤＮＡ的抽提与纯化。
参照 Ｈａｓｓｏｕｎａ等［１２］的方法合成用于扩增２８Ｓ

ｒＤＮＡ序列的引物，序列分别为

Ｃ１：５′－ＡＣＣＣＧＣＴＧＡＡＴＴＴＡＡＧＣＡＴ－３′　位
于５′端２５位；

Ｃ３：５′－ＣＴＣＴＴＣＡＧＡＧＴＡＣＴＴＴＴＣＡＡＣ－３′　
位于５′端３９０位。
参照Ｌｉ等［１３］的方法合成用于扩增ＩＴＳ１的引

物，引物ＩＴ１和Ｅ５．８Ｓ分别位于１８Ｓ和５．８ＳｒＤＮＡ
的保守区，其引物序列分别为

ＩＴ１：５′－ＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧ－３′；

Ｅ５．８Ｓ：５′－ＧＣＴＧＣＡＣＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＣＧＣＲＣＧ－３′。

上述引物均由上海生工生物工程服务有限公司

（Ｓａｎｇｏｎ）合成。

２８ＳｒＤＮＡ和ＩＴＳ１基因的ＰＣＲ扩增反应体系
（２５μＬ）各成分含量为模板５０ｎｇ，１０ｍｍｏｌ／ｄｍ

３

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．３），５０ｍｍｏｌ／ｄｍ３　ＫＣｌ，１．５ｍｍｏｌ／

ｄｍ３　ＭｇＣｌ２，０．２ｍｍｏｌ／ｄｍ３　ｄＮＴＰ，上下游引物各

０．２μｍｏｌ／ｄｍ
３，０．２５ＵｒＴａｑ酶（Ｔａｋａｒａ）；ＰＣＲ扩增

条件：９５℃５ｍｉｎ→（９５℃４０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃
３０ｓ）×３０循环→７２℃１０ｍｉｎ。

２．４　ＰＣＲ产物的克隆、序列测定与分析

ＰＣＲ扩增产物经１％ （Ｗ／Ｖ）琼脂糖凝胶电泳
分离后，用 ＱＩＡｑｕｉｃｋ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ试剂盒（ＱＩＡ－
ＧＥＮ）纯化。纯化产物连接至ｐＭＤ１９－Ｔ－Ｓｉｍｐｌｅ载
体（Ｓｉｇａｍａ），转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＴＧ１感受态细胞，通过氨
苄抗性及蓝白斑筛选阳性克隆，抽提质粒经ＰＣＲ初
步鉴定后，由上海生工生物工程服务有限公司
（Ｓａｎｇｏｎ）进行测序。用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 程序（ｈｔｔｐ：／／

ｃｌｕｓｔａｌｗ．ｄｄｂｊ．ｎｉｇ．ａｃ．ｊｐ／）进行多重序列比对，用

ＭＥＧＡ　４．０软件［１４］作系统进化树分析。

３　结果

３．１　形态学特征

ＸＳｐ虫体呈长椭圆形，体长２　３５２～４　３２５μｍ
（３　５１３μｍ）（包括后吸盘），体宽１　１２１～２　６７１μｍ
（１　９２２μｍ）（见图１ａ）。前端具一对并列的前吸器，大
小为［３３５～４３１μｍ（４１０μｍ）］×［３０８～４４１μｍ
（３４７μｍ）］；两前吸器之间的中后下方有两对呈“八”
字形排列的黑色眼点，前小后大（见图１ｂ）。边缘膜
宽１４～３８μｍ，虫体前端通常稍微宽于后端。咽大小
为［１４０～５２５μｍ（３５１μｍ）］×［１６８～４７７μｍ（２９１

μｍ）］，分６瓣。肠管向后伸展到虫体的末端，终止于
盲端；肠叉部分向中央和侧边缘各发出２到３级分
支；后藤腺部分可见（见图１ｂ）。后吸器呈盘状，大小
为［８８９～１　２５６μｍ（９９３μｍ）］×［９９４～１　２４３μｍ
（１　０８９μｍ）］，不分瓣，无隔膜；附甲片长９６～２５７μｍ
（１８４μｍ），坚硬，末端分支且不等长，内侧支长３０～
５１μｍ（４７μｍ），外侧支长２０～３０μｍ（２４μｍ）；前钩长

１２７～４０４μｍ（３５２μｍ），前端锋利，内弯坚固；后钩长

５０～１６２μｍ（１０６μｍ），未硬化且有细长内弯；后吸盘

７对边缘小钩呈辐射状排列（见图１ｃ）。
睾丸［２２６～３９６μｍ（３３１μｍ）］×［２２８～４２７μｍ

（３２９μｍ）］，位于虫体中部，紧贴卵巢，并列一起，部
分样品有缺刻，里面有带孔的管道；细小的输精管在
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图１ 象山港梅氏新贝尼登虫成虫

ａ．整体，ｂ．前端，ｃ．后吸盘，ａｓ．附甲片，ａｈ．前钩，ｐｈ．后钩，

ｈｏ．边缘小钩，ｍ．边缘膜，ｔ．睾丸，ｐｓ．阴茎囊，ｐｅ．阴茎，

ｇ．卵巢，ｉｃ．受精囊，ｐｅ．阴茎，ｖｒ．卵黄囊，ｅ．卵

卵巢后面发出，输精管向左绕到卵巢和卵黄囊，继续
几个环绕后从储精囊进入到阴茎囊中；雄性交接器
呈棒状，位于咽后缘，由副腺储蓄泡和储精囊组成，
两者终止于阴茎囊，阴茎前端细长短小；卵巢长
［２３６～４１１μｍ（３６２μｍ）］× 宽 ［２４６～４０５μｍ
（３４３μｍ）］，位于中部，内含受精囊，缺少阴道；卵黄

囊发达，横卧于卵巢之前，子宫粗短；卵长［１１０～１２３

μｍ（１１４μｍ）］×宽［９７～１０９μｍ（１０５μｍ）］，四面体
形，有２个触角和１条细长丝状物（图１ｂ）。

３．２　２８ＳｒＤＮＡ序列测定与系统发育分析
经测序，扩增得到ＸＳｐ的２８ＳｒＤＮＡ　５′端序列

片段长度为３９３ｂｐ。与ＧｅｎＢａｎｋ中２种新贝尼登
虫和 ３ 种 贝 尼 登 虫 （ＦＪ９７２００４：Ｎ．ｇｉｒｅｌｌａｅ；

ＦＪ９７２００５：Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ；ＡＹ０３３９３９：Ｂ．ｌｕｔｊａｎｉ；

ＦＪ９７１９６９：Ｂ．ｒｏｈｄｅｉ；ＡＹ０３３９４１：Ｂ．ｓｅｒｉｏｌａｅ）以及
福建３种新贝尼登虫（ＸＧＭ：Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ；ＰＤＭ：Ｎ．
ｍｅｌｌｅｎｉ；ＸＧＪ：Ｎ．ｇｉｒｅｌｌａｅ）［１５］的２８ＳｒＤＮＡ多序列
比对显示，ＸＳｐ与ＦＪ９７２００４：Ｎ．ｇｉｒｅｌｌａｅ相似性为

１００％；与 ＸＧＪ：Ｎ．ｇｉｒｅｌｌａｅ相似性为９９．４％；与

ＸＧＭ：Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ和ＰＤＭ：Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ相似性均为

９９．１％；与 ＦＪ９７２００５：Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ相似性分别为

９７．４％；与３种贝尼登虫属的相似性为８４．３％～
８９．５％（见表１，图２ａ）。
基于２８ＳｒＤＮＡ序列的系统进化树（图２ｂ）显

示，外群指环虫（ＥＦ１００５３８：Ｄａｃｔｙｌｏｇｙｒｕｓ　ｓｐ．ＹＹ）
与贝尼登亚科的９种吸虫被分成２大类，ＸＳｐ与新
贝尼登虫属成员形成一个紧密的簇，再与贝尼登虫
属成员相聚。

表１　 ９种贝尼登虫２８ＳｒＤＮＡ的相似度（％）和遗传距离

ＸＳｐ
ＦＪ９７

２００４
ＸＧＪ　 ＸＧＭ　 ＰＤＭ

ＦＪ９７

２００５

ＦＪ９７

１９６９

ＡＹ０３

３９３９

ＡＹ０３

３９４１

ＸＳｐ １００　 ９９．４　 ９９．１　 ９９．１　 ９７．４　 ８９．５　 ８８．７　 ８４．３

ＦＪ９７２００４　 ０．０００　 ９９．４　 ９９．１　 ９９．１　 ９７．４　 ８９．５　 ８８．７　 ８４．３

ＸＧＪ　 ０．００６　 ０．００６　 ９９．７　 ９９．７　 ９９．４　 ８８．７　 ８７．８　 ８３．３

ＸＧＭ　 ０．００９　 ０．００９　 ０．００３　 ９９．４　 ９９．１　 ８８．４　 ８７．５　 ８３．０

ＰＤＭ　 ０．００９　 ０．００９　 ０．００３　 ０．００６　 ９９．１　 ８８．４　 ８７．５　 ８３．０

ＦＪ９７２００５　 ０．０２６　 ０．０２６　 ０．００６　 ０．００９　 ０．００９　 ８９．５　 ８８．７　 ８５．２

ＦＪ９７１９６９　 ０．１０５　 ０．１０５　 ０．１１３　 ０．１１６　 ０．１１６　 ０．１０５　 ９８　 ８７．５

ＡＹ０３３９３９　 ０．１１３　 ０．１１３　 ０．１２２　 ０．１２５　 ０．１２５　 ０．１１３　 ０．００２　 ８７．５

ＡＹ０３３９４１　 ０．１５７　 ０．１５７　 ０．１６７　 ０．１７０　 ０．１７０　 ０．１４８　 ０．１２５　 ０．１２５

注：对角线上方为相似度百分比，对角线下方为遗传距离。

３．３　ＩＴＳ１序列测定与系统发育分析
经测序，扩增得到ＸＳｐ的ＩＴＳ１序列片段长度为

４２７ｂｐ。与ＧｅｎＢａｎｋ中２种新贝尼登虫和１种贝尼
登虫 （ＡＹ５５１３２３：Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ；ＡＹ５５１３２６：Ｎ．ｇｉｒｅｌ－
ｌａｅ；ＡＹ５５１３２４：Ｂ．ｓａｒｇｏｃｅｎｔｒｏｎ）的ＩＴＳ１多序列比对
结 果 显 示，ＸＳｐ 与 ＡＹ５５１３２３：Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ 和

ＡＹ５５１３２６：Ｎ．ｇｉｒｅｌｌａｅ的相似性均为９９．７％，与

ＡＹ５５１３２４：Ｂ．ｓａｒｇｏｃｅｎｔｒｏｎ的相似性为６０．２％（见图

３ａ，表２）。基于ＩＴＳ１序列的系统进化树（见图３ｂ）显
示，外群内吸虫（ＡＹ５５１３２５：Ｅ．ｃｏｒｏｎａ）与贝尼登亚
科的４种吸虫被分成２大类，ＸＳｐ与新贝尼登虫属成
员形成一个紧密的簇，再与贝尼登虫属成员相聚。
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图２　 ９种贝尼登虫２８ＳｒＤＮＡ部分序列比较（ａ）和系统树（ｂ）

ｂ中分支上的数值为Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｌ　１　０００次循环的自举检验值（＜６０％的不显示）

表２　 ４种贝尼登虫ＩＴＳ１部分序列的相似度（％）和遗传距离

ＸＳｐ　 ＡＹ５５１３２３ ＡＹ５５１３２６ ＡＹ５５１３２４

ＸＳｐ　 ９９．７　 ９９．７　 ６０．５

ＡＹ５５１３２３　 ０．００３　 ９９．４　 ６０．２

ＡＹ５５１３２６　 ０．００３　 ０．００６　 ６０．２

ＡＹ５５１３２４　 ０．３９５　 ０．３９８　 ０．３９８

注：对角线上方为相似度百分比，对角线下方为遗传距离。

４　讨论

长期以来，单殖吸虫的分类主要依赖传统的形

态学分类方法，通过肉眼和光学显微镜观察、依靠描
述虫体及器官的形态、大小和位置进行分类鉴定。
本研究对象山港海域养殖大黄鱼体表贝尼登类单殖

吸虫的形态学研究显示，其虫体后吸盘不分隔且具
有３对中央大钩和７对边缘小钩，缺少阴道，副腺位
于阴茎囊内。根据 Ｙａｍａｇｕｔｉ［３］与 Ｗｈｉｔｔｉｎｇｔｏｎ和

Ｈｏｒｔｏｎ［２］的分类方法该虫均属于新贝尼登虫属，其
形态特征虽与杨文川等［１］记述的侵染厦门海域养殖

鱼类的梅氏新贝尼登虫高度相似，但仍不能确定具
体种。
由于对虫体、附甲片的形态、大小等是种的标志

５２１２期　苗亮等：象山港养殖大黄鱼寄生新贝尼登虫成虫形态学和２８ＳｒＤＮＡ，ＩＴＳ１分子鉴定



图３　 ４种贝尼登虫ＩＴＳ１部分序列比较（ａ）和系统树（ｂ）

ｂ中分支上的数值为Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｌ　１　０００次循环的自举检验值（＜６０％的不显示）

还是种内分化特征等问题存在争议，另外环境温度、
寄生虫年龄、样本采集处理方法等可能导致虫体形
态的改变，特别是有些新贝尼登虫寄主种类非常多，
如梅氏新贝尼登虫已被报道寄生于１００多种海水鱼
类，寄主种类的不同也会引起虫体某些特征出现变
异［２］，这都使新贝尼登虫的准确分类变得困难，目前
国际上对新贝尼登虫属的定种仍存争议：Ｙａｍａｇｕ－
ｔｉ［３］将梅氏新贝尼登虫（Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ）和鱾新贝尼登
虫（Ｎ．ｇｉｒｅｌｌａｅ）分别列为独立种，Ｂｏｎｄａｄｒｅａｎｔａｓｏ
等［１６］和 Ｙｏｓｈｉｎａｇａ等［１７］赞同此观点，而 Ｗｈｉｔｔｉｎｇ－
ｔｏｎ和 Ｈｏｒｔｏｎ［２］则认为 Ｎ．ｇｉｒｅｌｌａｅ和 Ｎ．ｐａｒ－
ｇｕｅｒａｅｎｓｉｓ均为Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ的同种异名，Ｄｅｖｅｎｅｙ
等［１８］赞同此观点。
利用以ＰＣＲ和序列分析为基础的分子分类学

方法，从分子水平对贝尼登类单殖吸虫进行亲缘关
系探讨和系统进化分析，可有效避免虫体形态改变
和肉眼观察带来的误差，对研究贝尼登类单殖吸虫
的准确定种、遗传变异等是非常必要的［４－５］。２８Ｓ
ｒＤＮＡ，ＩＴＳ１序列分析和ＳＳＣＰ技术已被用于贝尼
登类单殖吸虫的研究［１３，１５，１９－２０］：张纹等［１５］测定分析
了福建海区的梅氏新贝尼登虫和鱾新贝尼登虫的

２８ＳｒＤＮＡ序列，发现两者遗传相似度高达９９．７％，
甚至高于不同海区、不同宿主梅氏新贝尼登虫间的
相似度（９９．４１％）；Ｌｉ等［１３］对贝尼登类单殖吸虫进
行的ＰＣＲ－ＳＳＣＰ分析结果显示Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ和Ｎ．

ｇｉｒｅｌｌａｅ具有相同的ＩＴＳ１序列特征带，这两个研究
结果都提示梅氏新贝尼登虫和鱾新贝尼登虫为同一

种。另外，杨文川等［２１］研究发现梅氏新贝尼登虫和
鱾新贝尼登虫在从虫卵、钩毛蚴到童虫各个发育阶
段的形态特征均高度相似，揭示两者应为同种异名。
本研究对象山港海域养殖大黄鱼体表贝尼登类

单殖吸虫的２８ＳｒＤＮＡ和ＩＴＳ１基因进行了扩增和
测序，并与已发布的多个新贝尼登虫和贝尼登虫

２８ＳｒＤＮＡ和ＩＴＳ１序列进行比对分析和系统进化
树构建。基于２８ＳｒＤＮＡ序列和ＩＴＳ１序列的系统
进化树均显示ＸＳｐ与新贝尼登虫形成一个紧密的
单系簇，与贝尼登虫亲缘关系较远，这与 Ｗｈｉｔｔｉｎｇ－
ｔｏｎ等［２０］的研究结果相一致。序列比对显示，除与
登录号为ＦＪ９７２００５的Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ　２８ＳｒＤＮＡ序列
相似性为９７．４％外，ＸＳｐ的２８ＳｒＤＮＡ和ＩＴＳ１与
几个Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ和Ｎ．ｇｉｒｅｌｌａｅ的序列相似性均大
于９９％，而与几种贝尼登虫序列相似性均小于

９０％，提示ＸＳｐ，Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ和Ｎ．ｇｉｒｅｌｌａｅ应为种
内关系。
根据上述分析，象山港养殖大黄鱼体表寄生的

贝尼登类单殖吸虫可定种为梅氏新贝尼登虫（Ｎ．
ｍｅｌｌｅｎｉ），基于２８ＳｒＤＮＡ和ＩＴＳ１的分子分类结果
支持 Ｗｈｉｔｔｉｎｇｔｏｎ和 Ｈｏｒｔｏｎ ［２］提出的梅氏新贝尼

登虫（Ｎ．ｍｅｌｌｅｎｉ）和鱾新贝尼登虫（Ｎ．ｇｉｒｅｌｌａｅ）为
同种异名的分类观点。
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