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黄鳝大型多钩槽绦虫cox１基因的多态性研究①
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摘要:为阐明黄鳝大型多钩槽绦虫渝西地区分离株线粒体基因细胞色素c氧化酶第I亚基(cox１)的遗传变异情况,

本试验对黄鳝大型多钩槽绦虫cox１序列进行PCR扩增、克隆、测序及序列分析,并与 GenBank中已知绦虫相应基

因序列进行比较分析．结果显示渝西地区６个样品cox１碱基序列长度一致,均为４４４bp．同源分析发现渝西地区不

同分离株间的同源性较高,为９７３％~１００％,而６个大型多钩槽绦虫分离株与 GenBank中收录的其他绦虫相比,

同源性较低,为１０１％~１２１％．由于大型多钩槽绦虫cox１序列种内相对保守,种间差异较大,故可以作为种间

遗传变异研究的标记．
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大型多钩槽绦虫Polyonchobothriummagnum 隶属于扁形动物门Platyhelminthes、绦虫纲Cestoda、假

叶目Pseudophyllidea、头槽科Bothrioeephalidae[１]．大型多钩槽绦虫是寄生在黄鳝消化道内的主要寄生蠕

虫之一,虫体寄生于黄鳝的小肠内,以头节附于小肠前段,对宿主的危害主要是掠夺宿主的营养物质,

堵塞宿主的消化道和分泌毒素,使宿主出现一些病理症状,严重的可引起宿主死亡[２]．黄鳝通过吞食体

内带有原尾蚴Procercoidlarva的劳氏剑水蚤Mesocyclopsleuckarticlaus和透明剑水蚤ThermocyclopshyaＧ
linus而感染大型多钩槽绦虫．以往有关大型多钩槽绦虫这种假叶目绦虫的研究多在区系分布方面,对寄

生在黄鳝等动物体内的大型多钩槽绦虫的病害状况还未有人考察．目前在人工养殖黄鳝的地区,由于养

殖规模不断扩大,了解这种绦虫的流行病学及分子水平的研究情况对于有效防治这种寄生蠕虫具有重

要的意义．
线粒体DNA(mtDNA)相对分子质量小、结构简单,复制速度相对较快且没有有效的校读功能,碱基

误配率高,加之 mtDNA的碱基切除修复、重组修复等自我修复机制系统并不完善,容易诱发损伤而引起

疾病发生,并可将其作为研究寄生虫种内及种间遗传变异情况的研究标记,是鉴别寄生虫常用的分子标记

之一[３－６]．细胞色素氧化酶基因是 mtDNA编码多肽的基因之一,因此可作为研究动物分子系统学和种群

遗传学最常用的分子标记．
本研究通过对重庆市璧山、江津、大足、荣昌、永川、双桥地区６个黄鳝大型多钩槽绦虫分离株线粒体

基因细胞色素c氧化酶第I亚基(cox１)的遗传变异情况进行研究,为今后黄鳝大型多钩槽绦虫病研究提供

一定的科学依据和理论参考．
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１　材料与方法

１１　虫　体

分别在渝西地区６个区县采集样本进行寄生虫种类鉴定．大型多钩槽绦虫具体来源见表１．

表１　大型多钩槽绦虫样品来源

样品来源 样品编码 样品数量 宿主 发育阶段

重庆荣昌 PmagnumＧRCisolate １３ 黄鳝 成虫

重庆大足 PmagnumＧDZisolate ７ 黄鳝 成虫

重庆永川 PmagnumＧYCisolate ９ 黄鳝 成虫

重庆双桥 PmagnumＧSQisolate ４ 黄鳝 成虫

重庆璧山 PmagnumＧBSisolate ６ 黄鳝 成虫

重庆江津 PmagnumＧJJisolate ５ 黄鳝 成虫

１２　主要试剂

TaqDNA聚合酶购自 TaKaRa公司;蛋白酶 K 购自 Merk公司;DNA 胶回收试剂盒购自 TransGen

Biotech公司;pMDTM１９ＧTVector购自 TaKaRa公司;DH５a购自大连宝生物公司．

１３　虫体DNA的提取

取单个成虫,用双蒸水洗净后,剪碎,加入２７０μL的SDS裂解液和３０μL蛋白酶 K,放入３７ ℃

恒温培养箱中消化１２~１６h．将消化好的虫体悬液采用酚/氯仿法抽提大型多钩槽绦虫基因组 DNA,

于－２０ ℃保存待用．

１４　cox１基因的PCR扩增

引用Bowles[７]报道的引物,线粒体cox１的保守序列,其核苷酸序列组成如下:上游引物JB３:５Ｇ

TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTATＧ３(２４bp);下游引物JB４５:５ＧTAAAGAAAGAACATAATＧ

GAAAATGＧ３(２４bp)由上海博亚生物技术公司进行合成．扩增体系为２５μL:１０×PCRbuffer(不含

Mg２＋ )２５μL、Mg２＋ (２５mM)４０μL、dNTPs(２５mM)２０μL、上游引物(１０μmol/L)０５μL、下游引

物(１０μmol/L)０５μL、模板DNA１０μL、rTaq酶０１２５μL、双蒸水１４３７５μL．反应条件为:９４℃预变

性５min,９４℃变性３０s,５０℃复性３０s,７２℃延伸３０s,共３５个循环,最后７２℃延伸５min．扩增产物

经１％的琼脂糖凝胶电泳检测,用凝胶成像系统观察并记录结果．

１５　PCR产物的克隆

采用 TransGenBiotech公司生产的 DNA 胶回收试剂盒切胶回收 PCR 产物后,进行 PCR 产物与

pMDTM１９ＧT载体的连接,在０５mL离心管中加入５μL的LigationSolutionⅠ,１μL的pMDTM１９ＧTVecＧ

tor,３μL的PCR纯化产物,１μL的ddH２O,１６℃连接４h．将上述连接产物转化至DH５a感受态细胞,涂

布于含 Amp(１００mg/mL),Xgal(２０mg/mL)和IPTG(２４mg/mL)的LB琼脂平板中,置恒温箱３７℃培

养１２~１６h．

１６　测序及序列分析

将经菌液PCR鉴定的阳性重组菌液送南京金斯瑞生物科技有限公司测序．将测得的序列在 NCBI上进

行BLASTX比对．为了比较测序所得序列与参照序列的遗传差异,采用 DNAStar５０软件中的 MegAlign

程序进行相似性分析及 MEGA４０软件中的 NJ法构建系统进化树．
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２　结果与分析

２１　PCR扩增结果

PCR扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测,在约４５０bp处可见相应条带,与理论大小相符;阴性对照

没有条带出现(图１)．
２２　重组质粒的菌液PCR鉴定

阳性克隆的重组菌液经PCR扩增后进行１％琼脂糖凝胶电泳检测,结果样品约在４５０bp处有相应条

带;阴性对照没有条带出现(图２)．

M:２０００bpDNA相对分子质量标准;１PmagnumＧRCisolate;

２PmagnumＧDZisolate;３PmagnumＧYCisolate;４PmagＧ

numＧSQisolate;５PmagnumＧBSisolate;６PmagnumＧJJisoＧ

late;７阴性对照．

图１　大型多钩槽绦虫cox１基因的PCR扩增结果

M:２０００bpDNA相对分子质量标准;１PmagnumＧRCisolate;

２PmagnumＧDZisolate;３PmagnumＧYCisolate;４PmagＧ

numＧSQisolate;５PmagnumＧBSisolate;６PmagnumＧJJisoＧ

late;７阴性对照．

图２　大型多钩槽绦虫重组质粒的PCR鉴定

２３　测序结果及分析

将经过菌液PCR鉴定为阳性的重组菌液送南京金斯瑞生物科技有限公司测序,结果显示由JB３和

JB４５为引物扩增渝西地区６个大型多钩槽绦虫分离株的cox１基因,其片段大小均为４４４bp．
２４　cox１基因核苷酸序列的同源性及种系发育进化树分析

经GenBank检索１２个相似序列,与测得的６个样本序列的cox１序列进行同源性分析．这些序列分别

是头槽绦虫Bothriocephalusacheilognathi(序列号:HM４３９３８４)、阔节裂头绦虫Diphyllobothriumlatum
(序列号:AY９７２０７１)、猬迭宫绦虫Spirometraerinaceieuropaei(序列号:GQ９９９９４６)、细粒棘球绦虫

Echinococcusgranulosus(序列号:HF９４７５６５)、多头带绦虫Taeniamulticeps(序列号:EF３９３６２０)、日本海

裂头绦虫Diphyllobothriumnihonkaiense(序列号:AB５４４０６４)、伏氏棘球绦虫Echinococcusvogeli(序列号:

JX３１５６１６)、多头带绦虫Tmulticeps(序列号:DQ３０９７６９)、侏儒绦虫Paranoplocephalakalelai(序列号:

AY１８１５１３)、阔节裂头绦虫Diphyllobothriumsp(序列号:AY９７２０７２)、细粒棘球蚴EchinococcusgranuＧ
losus(序列号:GU９５１５１１)、曼氏迭宫绦虫Spirometrasp(序列号:HQ６９９０７６)．

对本次所测得的Pmagnum 序列中cox１序列联机 BLAST,进行同源性分析和构建树形进化图

(图３、图４所示)．渝西地区各分离株之间相应序列的相似性为９７３％~１００％;与 GenBankTM 中下

载的侏儒绦虫Pkalelai(序列号:AY１８１５１３)的相似性最高为１２１％;与多头带绦虫Tmulticeps
(序列号:DQ３０９７６９)相似性最低为１０１％．

用 MEGA４０的 NJ法构建种系发育进化树显示(图４),６个大型多钩槽绦虫分离株位于同一分枝,

具有高度同源性,与 GenBankTM中收录的同科头槽绦虫(序列号:HM４３９３８４)所属分支相隔较近．６个大
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型多钩槽绦虫分离株与多头带绦虫(序列号:DQ３０９７６９)、细粒棘球蚴(序列号:GU９５１５１１)、细粒棘球

绦虫(序列号:HF９４７５６５)、伏氏棘球绦虫(序列号:JX３１５６１６)、侏儒绦虫(序列号:AY１８１５１３)所属分

支相隔较远．

Percentidentify表示两序列同源性的百分率;Divergence表示两序列异质性的百分率．

１:BacheilognathiＧHM４３９３８４;２:DlatumplerocercoidＧAY９７２０７１;３:DnihonkaienseＧAB５４４０６４;４:DspＧAY９７２０７２;５:EgranulosusＧ

GU９５１５１１;６:EgranulosusＧHF９４７５６５;７:EvogeliＧJX３１５６１６;８:PkalelaiＧAY１８１５１３;９:SerinaceieuropaeiＧGQ９９９９４６;１０:S spＧ

HQ６９９０７６;１１:TmulticepsＧDQ３０９７６９;１２:TmulticepsＧEF３９３６２０;１３:PmagnumＧBSisolate;１４:PmagnumＧDZisolate;１５:PmagnumＧ

JJisolate;１６:PmagnumＧRCisolate;１７:PmagnumＧSQisolate;１８:PmagnumＧYCisolate．

图３　大型多钩槽绦虫与其他１２种绦虫cox１序列的同源性分析

图４　基于cox１基因序列以传统邻接法(NJ)所构建系统的进化树
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３　讨　论

根据DNAstar５０软件的多序列比对程序,对黄鳝大型多钩槽绦虫cox１序列进行同源性分析,结果

显示,黄鳝大型多钩槽绦虫渝西地区分离株有较高的相似性,核苷酸序列的同源性在９７３％~１００％之间．

６个大型多钩槽绦虫分离株位于同一分枝,具有高度同源性,与 GenBank中收录的同科头槽绦虫(序列号:

HM４３９３８４)所属分支相隔较近．由于大型多钩槽绦虫cox１序列种内相对保守,又存在一定的种间差异,可

以作为种间遗传变异研究的标记．
由于地理、自然等生态环境因素的长期影响,种株之间存在不同程度的遗传分化,然而这些变化或许

不能被形态学鉴定等传统方法所区分．形态学鉴定是寄生虫学研究中最传统的分类鉴定方法,但随着生物

种群的不断进化和发展,这种方法越来越显出它的局限性,特别是对那些相似种或近缘种来说,很难从形

态上进行区分．随着分子生物学研究的发展,DNA技术可精确地测量生物自然种群的遗传变异程度,是目

前进行物种遗传变异、分类和分子种系发生等研究的主要手段之一．在动物遗传关系分析中,尤其是对较

低的分类阶元,如同属的种间及种内水平的谱系关系的确定,应用线粒体 DNA 作为分子标记进行分析,

是目前最常应用的方法．在寄生虫的分类鉴定和群体遗传变异方面,很多学者研究认为cox１基因序列是理

想的遗传标记．例如,Nakao等[８]分析了多房棘球绦虫和猪带绦虫的线粒体基因,发现它们之间存在一定

的差别,提出了可用线粒体基因分析它们之间的分类关系并进行鉴别诊断．Gasser等[９]对来自世界不同地

区的带科绦虫中的９个成员(猪带绦虫、泡状带绦虫、羊带绦虫、牛带绦虫、豆状绦虫、多头绦虫、连续带

绦虫、巨颈绦虫、亚洲带绦虫)的cox１部分基因进行克隆,并建立了进化树,认为该基因可以成功地用于

鉴别各种带科绦虫．赵光辉等[１０]利用RTＧPCR技术对猪囊尾蚴河南分离株cox１序列进行种系发育关系的

研究,认为猪囊尾蚴cox１基因可以用于带科绦虫病和囊尾蚴病的PCR鉴别诊断．此外,一些学者对犬弓

首蛔虫Toxocaracanis、片形吸虫Fasciola、日本血吸虫Schistosomajaponicum[１１－１３]的cox１基因序列进行

研究,结果都证明cox１基因序列是理想的遗传标记．
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PolymorphismoftheMitochodrialcox１Geneof
PolyonchobothriummagnumIsolatedfromMonopterusalbus

WANGZhiＧying,　LUOYongＧli
DepartmentofVeterinaryMedicine,SouthwestUniversity(RongchangCampus),RongchangChongqing４０２４６０,China

Abstract:Toinvestigatethegeneticvariationofthemitochondrialcytochromecoxidasesubunit１(cox１)

geneamongPolyonchobothrium magnum (cox１)isolateswhichwerecollectedfrom Monopterusalbusin

WesternChongqingarea,cox１genesfromthesestrainswereamplifiedusingPCRamplification,cloned

andsequenced,respectively．ThehomologyanalysisofthesesequenceswereperformedusingBLASTand

MegAlignprogramsofthesoftwareDNAStarversion５０bycomparingthem withthecorrespondingseＧ

quencesofnematodesavailableinGenBankTM．Theresultsshowedthatallthesixcox１sequencesofP
magnumsampleswereofthesamelength－４４４bp．ItwasfoundPmagnumisolatesfrom MonopterusalＧ

businWesternChongqingareahadhighhomologyamongthemselves(９７３％~１００％),whilethesimilarity
betweenPmagnumandtheothertapewormswerelow,rangingfrom１０１％to１２１％．Sincethereisno

significantvariationincox１sequenceswithinPmagnum,whileinterＧspecificdifferenceisobvious,itisconＧ

cludedthatcox１sequencescanbeusedasgeneticmarkersforpopulationgeneticstudiesofPmagnum．The

resultofthisstudyprovidesascientificbasisandtheoreticalreferenceonthemolecularlevelandepidemiology
surveyofPmagnum．

Keywords:Monopterusalbus;Polyonchobothriummagnum;subunit１(cox１);PCR;sequenceanalysis
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