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摘 要

2017—2021 年，收集 5 家饲养单位 12 种圈养珍稀鹤类的 284 份样品进行血孢子

虫病的流行调查。采用血孢子虫细胞色素 b（Cyt b）基因套式 PCR 检测和 Blast 序列比

对，结果显示：血孢子虫基因序列与已知长疟原虫（Plasmodium elongatum）DENVID02
进化支匹配度达到 100％；结合虫体形态学，确定该寄生虫所属类群为长疟原虫。长

疟原虫在黑颈鹤（Grus nigricollis）、白鹤（Leucogeranus leucogeranus）、丹顶鹤（Grus japo⁃

nensis）、白头鹤（G. monacha）、灰鹤（G. grus）和白枕鹤（Antigone vipio）6 种鹤类中被检

出，检出率为 8. 45%（24/284）。此外，感染长疟原虫 DENVID02 进化支的鹤类个体未

出现明显的临床症状，所有感染个体均未采取防治措施。在跟踪监测中，发现病原

体在鹤类体内消失或呈跨年度携带现象，推测鹤类可能对长疟原虫 DENVID02 具有

先天抵抗力。
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Abstract：To investigate the prevalence of Haemosporidia， the present study collected 284 samples from 12 species of 

captive rare cranes in five crane breeding bases from 2017 to 2021.  Using nested PCR of the cytochrome b （Cyt b） gene 

and Blast sequence alignment， the results showed that the sequence of the Haemoproteus parasites was 100% similarity in 

comparison with Plasmodium elongatum （lineage DENVID02） by Blast.  Combined with the morphology of the parasite， it 

was determined that the parasite belongs to P. elongatum.  P. elongatum （lineage DENVID02） was detected in the six crane 

species， including black-necked crane （Grus nigricollis）， Siberian crane （Leucogeranus leucogeranus）， red crowned crane 

（Grus japonensis）， hooded crane （G. monacha）， common crane （G. grus）， and white-naped crane （Antigone vipio）， with 

a total detection rate of 8. 45% （24/284）.  In addition， the infected crane individuals did not show obvious clinical symp⁃

toms， and no treatment measures for the parasites were taken.  In the follow-up monitoring， P.  elongatum disappeared in 

one year or two years.  All these indicated that the above cranes had innate resistance to the parasite.

血液寄生虫严重影响鸟类健康状况，症状表现

在生理、行为等多个方面，可能使寄主的适合度降

低，是导致物种灭绝的原因之一［1−2］。在各类血液寄

生虫的研究中，以血孢子虫最为深入［3］。能感染鸟

类的血孢子虫目（Haemosporidia）有 3 属，分别为疟

原虫属（Plasmodium）、血变原虫属（Haemoproteus）和

住白细胞原虫属（Leucocytozoon）［4］，通常通过吸血蚊

虫传播［5］。疟原虫是一种呈全球性分布的血液寄生

虫，已报道的疟原虫种类多达 200 余种［6］，通过形态

学特征进行明确鉴定的鸟类疟原虫已有 55 种［7］。长

疟原虫（Plasmodium elongatum）已在多种鸟类中被

检出，包括企鹅目（Sphenisciformes）、雀形目（Passeri⁃
formes）和无翼鸟目（Apterygiformes）等［8−10］。

鹤被称为评估湿地生态系统健康的“旗舰物

种”［11］。我国是世界上拥有鹤种类最多的国家之

一［12］，其中，白鹤（Leucogeranus leucogeranus）、白枕

鹤（Antigone vipio）、赤 颈 鹤（A. antigone）、黑 颈 鹤

（Grus nigricollis）、白头鹤（G. monacha）和丹顶鹤（G.

japonensis）为国家一级重点保护野生动物［13］。我国

鹤类寄生虫性疾病发病数量占鹤类疾病发病数量的

26. 15％ ，尤 其 是 幼 鹤 感 染 血 孢 子 虫 后 致 死 率 较

高［14−16］。已有报道指出，长疟原虫会对非适应性鸟

类的健康造成威胁［8−10，17−19］，典型易感动物为麦哲伦

企鹅（Spheniscus magellanicus），其在圈养种群中传播

会导致高发病率和快速死亡［20−21］。然而长疟原虫在

圈养鹤类中的感染情况尚未被报道。2017—2021
年，以 5 家饲养单位 12 种珍稀鹤类的血液或组织样

品为研究对象，采用形态学和分子生物学等方法分

析样品中长疟原虫的感染情况，以期指导生产实践，

促进珍稀鹤类种群健康发展。

1　材料与方法

1. 1　样品采集与处理

采集北京动物园十三陵繁育研究基地（以下简

称““北京动物园””）、南京红山森林动物园、保定动物

园、杭州动物园和太原动物园 12 种珍稀鹤类的血液

或组织，共 284 份样品（表 1）。将新鲜血液样品分为

2 份，1 份用于制备血涂片，另 1 份置于 EDTA 抗凝管

内，-80 ℃保存备用；将新鲜组织样品制备成组织触

片后，-80 ℃保存备用。血涂片及脏器触片经甲醇

固定后，室温存放备用。

1. 2　DNA提取、扩增、测序和序列分析

按 照 Ezup 柱 式 血 液 基 因 组 DNA 抽 提 试 剂 盒

（B518253-0050，生工生物工程（上海）股份有限公

司）和 Ezup 柱 式 动 物 基 因 组 DNA 抽 提 试 剂 盒

（B518251-0050，生工生物工程（上海）股份有限公

司）的使用说明进行血液及组织样品的 DNA 提取。

采用巢式 PCR 法，扩增鸟类血液和组织寄生虫

细胞色素 b（Cyt b）基因片段［22］。第 1 轮扩增引物为 F
（5′-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3′；I 为通用碱

基，次黄（嘌呤核）苷）和 R（5′-ATAGAAAGATAAG-

AAATACCATTC-3′）。反应体系 20 μL，包括 2×Taq

酶混合溶液（B639295，Life Biotech，India Delhi）10 μL，

F、R 各 1 μL，ddH2O 6 μL，模板 DNA 2 μL。第 1 轮扩

增反应程序：94 ℃模板变性 3 min；94 ℃产物变性  
30 s，50 ℃退火 30 s，72 ℃引物延伸 45 s，20 个循环；
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72 ℃ 延 伸 10 min。 第 2 轮 扩 增 引 物 为 F（5′-ATG-

GTGCTTTCGATATATGCATG-3′）和 R（5′-GCATTA-

TCTGGATGTGATAATGGT-3′）。反应体系 25. 0 μL，

包 含 2×Taq 酶 混 合 溶 液 12. 5 μL，F、R 各 1. 0 μL，

ddH2O 8. 5 μL，模板 DNA 2. 0 μL，模板为第 1 轮扩增

产物。第 2 轮扩增反应程序：94 ℃模板变性 3 min；

94 ℃产物变性 30 s，50 ℃退火 30 s，72 ℃引物延伸

45 s，35 个循环；72 ℃延伸 10 min。用 1. 5% 琼脂糖

凝胶对 5 μL 第 2 轮扩增产物进行电泳检测，凝胶用

4S Green Plus 无毒核酸凝胶染液（生工生物工程（上

海）股份有限公司）染色，在凝胶成像仪（GenoSens 
1800，Clinx Science Instruments）中观察结果。电泳检

测为阳性的样品，送至生工生物工程（上海）股份有限

公司进行双向测序。所有样品均重复检测 3次。

计算珍稀鹤类某种疟原虫的感染率，感染率=某

种疟原虫阳性样品数/检测总样品数×100%。将双

向 测 序 的 序 列 拼 接 后 ，与 MalAvi 数 据 库（Version 
2. 5. 6，http：//130. 235. 244. 92/Malavi/about. html）和

NCBI 数据库中的 Blast 模块进行比对，鉴定血液寄生

虫所属类群［23］，DNA 序列相似度达到 100% 的归为

相同进化支。多序列比对使用 ClustalX 1. 83 软件。

1. 3　血涂片检测

使用瑞氏-吉姆萨染液（417101，珠海贝索生物

技术有限公司）将固定的血涂片和组织触片染色   
15 min，双蒸水漂浮后流水冲洗，风干后在光学显微

镜下观察。先在 40×物镜下找到目标位置，再用 60×
油镜检测，判断个体是否感染血孢子虫以及寄生虫

的形态特征，判断血孢子虫所属类群，每个血涂片观

察 100 个视野［8］。

2　结果

2. 1　长疟原虫序列分析

经巢式 PCR 法检测、序列拼接和比对分析后，发

现寄生虫所属类群为长疟原虫。Cyt b 扩增部分序

列长度为 479 bp，与 DENVID02 进化支（GenBank 登

录号：KU057965）匹配度达 100％，与 pGRW6 进化支

（GenBank 登录号：DQ368381）仅有 1 个碱基差异，即

C 转换为 T（图 1）。

2. 2　长疟原虫形态学特征

经外周血涂片瑞氏-吉姆萨染色镜检，发现红细

胞 内 裂 殖 体 和 配 子 体 的 形 态 符 合 长 疟 原 虫 的 特

征［24］。寄生于红细胞中的长疟原虫早期滋养体形态

不规则，边缘偶有轻微变形（图 2A）。裂殖体（图

2B~D）常见于成熟红细胞中，疟色素呈棕黑色，常聚

表 1　珍稀鹤类样品采集信息（2017—2021 年）

Tab. 1　Sample collection from rare cranes（2017-2021）
采样时间

Sampling time

2017-10-27

2017-11-27
2017-12-16
2018-06-15
2018-08-23
2018-08-28
2018-09-26
2018-11-07
2019-06-26
2019-10-23
2020-08-28
2021-09-23

饲养单位
Feeding unit

北京动物园

南京红山森林动物园

保定动物园

杭州动物园

北京动物园

北京动物园

太原动物园

北京动物园

北京动物园

北京动物园

北京动物园

北京动物园

物种（数量）
Species and number

丹顶鹤（Grus japonensis，11）、白鹤（Leucogeranus leucogeranus，10）、白枕鹤（An⁃
tigone vipio，4）、黑颈鹤（Grus nigricollis，6）、肉垂鹤（Bugeranus carunculatus，
3）、赤颈鹤（Antigone antigone，2）、蓝鹤（Anthropoides paradiseus，4）、灰冠鹤

（Balearica regulorum，6）、黑冠鹤（Balearica pavonina，7）
丹顶鹤（2）、黑冠鹤（1）、白枕鹤（1）、白鹤（1）、蓑羽鹤（Anthropoides virgo，1）
丹顶鹤（5）、灰鹤（Grus grus，1）
死亡丹顶鹤（1）
死亡黑颈鹤（1）
死亡黑颈鹤（1）
蓑羽鹤（6）
丹顶鹤（10）、白鹤（9）、白枕鹤（7）、黑颈鹤（8）、肉垂鹤（3）、赤颈鹤（2）、蓝鹤

（4）、灰冠鹤（3）、黑冠鹤（4）
丹顶鹤（1）、白枕鹤（2）、黑颈鹤（2）、灰冠鹤（5）
丹顶鹤（14）、白鹤（10）、白枕鹤（10）、黑颈鹤（8）、蓝鹤（1）、肉垂鹤（3）、赤颈鹤

（2）、灰冠鹤（1）、黑冠鹤（7）、白头鹤（Grus monacha，2）
白鹤（11）、白枕鹤（7）、黑颈鹤（13）、白头鹤（1）
丹顶鹤（11）、黑颈鹤（11）、黑冠鹤（8）、灰冠鹤（2）、白鹤（9）、白枕鹤（5）、灰鹤

（4）、白头鹤（4）、蓝鹤（3）、蓑羽鹤（2）、肉垂鹤（1）

样本总量
Total number 

of samples

53

6
6
1
1
1
6

50
10
58
32
60

样品种类
Sample 

type

血液

血液

血液

组织

组织

组织

血液

血液

血液

血液

血液

血液
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集成一个团块；在成熟裂殖体中，裂殖子的数量从   
2 个到 11 个不等，呈圆形或椭圆形，有时形状不规

则；当裂殖子数量多达十几个时，裂殖体体积较大，

可占据宿主细胞浆一半的空间，使宿主细胞核移位

（图 2D）。大配子体（图 2E）、小配子体（图 2F）形状

细长，边缘粗糙，细胞质中有多个疟色素颗粒；大配

子体细胞质蓝染，较小配子体染色深。

Plasmodium.  本次鹤类样本检出的长疟原虫序列；KU057965.  NCBI 数据库 DENVID02 分支序列登录号；DQ368381.  NCBI 数据库 pGRW6 序

列登录号。黑色箭头为差异碱基。

Plasmodium.  The sequence of Plasmodium elongatum detected in crane samples； KU057965.  GenBank accession number of DENVID02； 
DQ368381.  GenBank accession number of pGRW6.  The black arrows are different bases.

图 1　长疟原虫序列比对结果

Fig. 1　Multiple sequence alignment of Plasmodium elongatum

A.  红内期滋养体； B~D.  红内期裂殖体； E.  红内期大配子体； F.  红内期小配子体。 “无柄双箭头”示滋养体； “短柄箭头”示裂殖子； “长

柄箭头”示宿主细胞核； “无柄单箭头”示疟色素（血涂片，瑞氏-吉姆萨染色，600×）。

A.  Endoerythrocytic trophozoite； B-D.  Endoerythrocytic schizont； E.  Macrogametocyte； F.  Microgametocyte.  Double arrowhead represents tro⁃
phozoite； Short simple arrow represents merozoite； Long simple arrow represents host cell nuclei； Arrowheads represents pigment granule （Giemsa-

stained thin blood smear， 600×）.
图 2　长疟原虫形态特征

Fig. 2　Morphological characteristics of Plasmodium elongatum
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2. 3　长疟原虫感染情况

分析发现 5 家动物园 284 份珍稀鹤类样本中，有

24 个样本感染了长疟原虫，检出率为 8. 45%。阳性

样品均来自北京动物园，包括黑颈鹤（n=11）、白鹤 
（n=3）、白头鹤（n=3）、丹顶鹤（n=2）、灰鹤（Grus grus，

n=2）和白枕鹤（n=2）共计 6 个物种 23 只个体，且感染

个体均未出现临床症状及发病死亡现象。其他 4 家

动物园的鹤类样本未检测出长疟原虫。对采样年

份、个体来源、年龄及性别等信息进行分析，发现：

（1）2017—2021 年，北京动物园均有鹤类呈长疟原虫

阳性，2017、2018、2019、2020、2021 年阳性样本数分

别为 3、4、2、1、14；在感染的 23 只个体中，22 只个体

呈单一年份感染，而 2018 年出壳的黑颈鹤（7Q045）
在当年和次年均呈阳性，2020 年转为阴性；（2）野生

个体和圈养出生个体均可被感染；（3）幼体（<1 岁）、

亚成体（1~4 岁）和成体（≥4 岁）均可被感染；（4）在  
感 染 的 23 只 个 体 中 ，16 只 为 雌 性 ，7 只 为 雄

性（表 2）。

表 2　北京动物园珍稀鹤类长疟原虫检测情况（2017—2021 年）

Tab.  2　Detection of Plasmodium elongatum in the rare cranes at Beijing Zoo（2017-2021）

种类
Species

黑颈鹤 Grus nigricollis

黑颈鹤 Grus nigricollis

黑颈鹤 Grus nigricollis

黑颈鹤 Grus nigricollis

黑颈鹤 Grus nigricollis

黑颈鹤 Grus nigricollis

黑颈鹤 Grus nigricollis

黑颈鹤 Grus nigricollis

黑颈鹤 Grus nigricollis

黑颈鹤 Grus nigricollis

黑颈鹤 Grus nigricollis

白鹤 Leucogeranus leucogeranus

白鹤 Leucogeranus leucogeranus

白鹤 Leucogeranus leucogeranus

丹顶鹤 Grus japonensis

丹顶鹤 Grus japonensis

白头鹤 Grus monacha

白头鹤 Grus monacha

白头鹤 Grus monacha

灰鹤 Grus grus

灰鹤 Grus grus

白枕鹤 Antigone vipio

白枕鹤 Antigone vipio

阳性个体/只 Infected individual

编号
Number

77148
Q0009
Q0010
Q0011
7Q045

仔 1
7N029
7N020
7N081
7N093
7N025
Q0015
5Q647
Q0072
Q0088
Q198

7M036
7M037
D0028
7N042
7M014
7Q092
5Q643

采样年份
Year of collection

2017
+
-
+
×

×
×
×
×
×
+
×
-
-
×
×
×
×
×
×
×
×
3

2018
×
+
-
+
+

×
×
×
×
×
-
+
-
-
×
×
×
×
×
×
-
×
4

2019
×
×
-
×
+

×
×
×
×
×
×
-
-
+
×
×
×
×
×
×
-
×
2

2020
×
-
-
×
-
+
×
×
×
-
×
-
-
-
-
×
×
×
×
×
×
×
×
1

2021
×
×
-
×
×
×
+
+
+
+
+
×
-
+
×
+
+
+
+
+
+
+
+
14

感染年龄/岁
Age of infection

未知

未知

未知

未知

<1
0
1
1
1
2
2

26
3

38
2

24
2
2

未知

未知

未知

3
10

性别
Gender

♀

♀
♀
♀

♀
♀
♀
♀
♀
♀
♀

♀
♀
♀
♀

♀

备注
Notes

C
B
B
B
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
C
D
C
A
A

注：“+”示长疟原虫检测阳性； “-”示长疟原虫检测阴性； “×”示该个体当年未采样。 “采样年份”纵列空白示个体当年未出生； “仔 1”为

2020 年初生个体， 采样时无环号。 “A”示圈养出生； “B”示野外来源； “C”示引进； “D”示捐赠。 野外来源、引进和捐赠个体出壳日期不详。

Note：“+” indicates a positive test for Plasmodium elongum； “-” indicates a negative test for Plasmodium elongum； “×” indicates that the indi⁃
vidual was not sampled in that year.  The “year of collection” column blank indicates that the individual was not born in that year； “仔 1” is an individual 
born in early 2020， no number at the time of sampling.  “A” indicates born in captivity； “B” indicates wild source； “C” indicates introduced； “D” indi⁃
cates “donated”.  The dates of birth of the introduced and donated individuals are unknown.
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3　讨论

北京动物园圈养的黑颈鹤、白鹤、白头鹤、丹顶

鹤、灰鹤和白枕鹤感染的长疟原虫（DENVID02）进化

支仅在巴西圣保罗动物园的白脸树鸭（Dendrocygna 
viduata）和北京地区的戈氏岩鹀（Emberiza godlews⁃
kii）样 本 中 被 检 出［25−26］。 通 过 比 对 DENVID02 与

pGRW6 的 Cyt b 序 列 ，仅 有 1 个 碱 基 差 异（图 1）。

pGRW6 进化支在除澳大利亚和南极洲外的其他地

区均有分布，鸟类宿主范围有 60 余种［24］。此外，

DENVID02 的分布和宿主范围显著少于 pGRW6，且

该进化支的发现和研究也晚于 pGRW6，因此，学者

推测 DENVID02 是由 pGRW6 进化所得［26］。本研究

检出的 DENVID02 进化支基因序列与北京地区的雀

形目戈氏岩鹀中报道［26］的进化支序列一致（图 1），

推测该进化支可能已经在北京地区，甚至向周边其

他地区传播，但这一推测需要进一步扩大宿主和地

域监测范围来验证。本研究中长疟原虫 DENVID02
的形态学数据显示，红细胞内裂殖体和配子体的形

态特征符合长疟原虫的特征，同时发现存在大量含  
2 个裂殖子的成熟裂殖体，这区别于金丝雀（Serinus 
canaria）长疟原虫的形态［24］，引起圈养鹤类长疟原虫

（DENVID02）进化支形态学特征发生变化的因素有

待进一步验证。

长疟原虫不同进化支对鸟类的致病性存在显著

差异，侵染非适应性鸟类种群时，如麦哲伦企鹅和几

维鸟（Apteryx mantelli）感染 pGRW6 进化支可能出现

严重的临床症状，甚至死亡［20−21，27］，然而，当紫翅椋

鸟（Sturnus vulgaris）和红交嘴雀（Loxia curvirostra）感

染 pGRW6 进化支时，却无明显致病性，推测这两种

鸟可能具有先天抗性［28］。长疟原虫（GenBank 登录

号：DQ659588）在新西兰鞍背鸦（Philesturnus carun⁃
culatus）中被检出，单独感染无明显致病性［29］。新西

兰马尔伯勒海峡 2 个近海岛屿在 2002 年和 2007 年

曾爆发鞍背鸦大量死亡事件，原因是禽痘病毒和长

疟原虫混合感染导致［30］。本研究中，圈养黑颈鹤、白

鹤和丹顶鹤等感染长疟原虫（DENVID02）后，并未发

病和死亡，且感染个体未经治疗即自愈，因此推测这

几种鹤对此长疟原虫有一定的抵抗力。当发现鹤类

感染长疟原虫（DENVID02）后，如无临床症状，无需

采取干预措施，但建议对感染个体实施跟踪监测，及

时了解动物健康状况，避免出现因抵抗力下降所致

的继发或混合感染现象。

本研究于 2017—2021 年共检测 12 种鹤类，其

中，在黑颈鹤、白鹤、白头鹤、丹顶鹤、灰鹤和白枕鹤 
6 种鹤类中检出感染个体，而其他鹤类并未检出，推

测不同鹤类是否感染长疟原虫可能与动物自身的易

感性有关，未来需进一步研究验证。本研究发现，不

同年龄和不同性别的鹤类个体均可感染长疟原虫

（DENVID02），今后可持续关注感染长疟原虫的个体

状态，为进一步研究长疟原虫在珍稀鹤类中的流行

特点积累数据。综上，未来应扩大监测范围，特别是

要加强对动物园、保护区的圈养鸟类及野生鸟类血

孢子虫的主动监测力度，了解血孢子虫病的流行特

点，探讨病原、宿主与传播媒介间的相互依存关系，

提出有针对性的防治措施，以期为疾病防控和预警

提供科学依据。
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