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摘要:为了解渝西地区黄鳝胃瘤线虫分离株线粒体细胞色素C氧化酶第I亚基(cox1)的遗传变异情况及与其他

科线虫的种群遗传关系,本研究对该地区黄鳝胃瘤线虫cox1部分序列进行了克隆测序和进化分析.结果表明渝

西地区6株胃瘤线虫分离株的cox1序列长度一致,均为441bp;各分离株之间的相似性为97.5%~100%.种系

发育树表明,6个胃瘤线虫分离株均位于同一分枝.由于胃瘤线虫cox1序列种内相对保守,种间差异较大,故可

作为种间遗传变异研究的标记.本研究结果为胃瘤线虫的分类鉴定以及进一步的分子流行病学调查和群体遗传

研究奠定了基础.
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胃瘤线虫Eustrongylidesspp.隶属于膨结科Dioctophmidae胃瘤线虫属Eustrongylides,是黄鳝体内

常见的寄生虫.胃瘤线虫多数寄生在黄鳝的中肠,呈聚集分布,幼虫为优势虫种[1].其中较多且较大的虫体

以包囊形式存在,一般情况下1个包囊内只有1条线虫.少部分较小的虫体依附在中后肠或肠系膜的外表

面生存,且不结囊.一些更小的虫体则单独寄生在消化道内[2].淡水螺类和鱼类、黄鳝等可能分别为其第一

中间宿主和第二中间宿主,白鸾、夜鸾等水鸟则可能是其终末宿主[3-5].黄鳝中寄生的均为胃瘤线虫的幼

虫,对养殖业造成不同程度的危害.
线粒体DNA(mitochondrialDNA,mtDNA)具有相对分子质量小、结构简单、进化速度快、无组织特

异性、突变率高、碱基误配率高、缺乏修复机制、系母性遗传等优点,是研究动物分子系统学和种群遗传学

最常用的分子标记[6-8].细胞色素氧化酶基因是 mtDNA编码多肽的基因,常作为研究寄生虫种内及种间

遗传变异情况的标记,是鉴别寄生虫常用的分子标记之一[9-11].本研究对黄鳝胃瘤线虫线粒体基因细胞色

素C氧化酶第I亚基(cox1)部分序列的遗传变异情况进行研究,构建胃瘤线虫的种群遗传变异关系,从而

明确黄鳝胃瘤线虫线粒体cox1基因部分序列能否成为理想的种间遗传标记.

1 材料和方法

1.1 样本来源

分别在渝西地区的荣昌、永川、大足、江津、双桥和璧山等6个采样点采集虫体样本,并进行胃瘤线虫

的形态学鉴定(表1).
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表1 胃瘤线虫样品来源

样本编码 样本来源 发育阶段 宿 主

E.sp.-RCisolate 重庆荣昌 幼虫 黄鳝

E.sp.-YCisolate 重庆永川 幼虫 黄鳝

E.sp.-DZisolate 重庆大足 幼虫 黄鳝

E.sp.-JJisolate 重庆江津 幼虫 黄鳝

E.sp.-SQisolate 重庆双桥 幼虫 黄鳝

E.sp.-BSisolate 重庆璧山 幼虫 黄鳝

1.2 主要试剂

PCR试剂(Buffer,MgCl2,dNTPs等)、rTaq酶、pMDTM19-TVector、DL2000DNAMarker、琼脂糖、

Amp、X-gal、IPTG购自大连宝生物公司;酵母浸出粉(Yeastextract)、胰蛋白胨(Tryptone)购自Oxiod公

司;EasyPureTMQuickGelExtractionKitDNA胶回收试剂盒购自TransGenBiotech公司;蛋白酶K购自

Merk公司;重组质粒 WizardTMPlusSV MiniprepsDNAPurificationSystem试剂盒购自Promaga公司;

DH5α感受态细胞实验室制备保存.
1.3 样本DNA的提取

从70%酒精中取出单个虫体,用双蒸水反复吹打冲洗2次后,再用纯净水反复冲洗2~3次,置于

新的1.5mLEppendorf管中,用灭菌的眼科剪将虫体组织剪碎,加入270μL的SDS裂解液(包括30μL
100mmol/LTris-Cl(pH=8.0),60μL500mmol/LNaCl溶液,150μL50mmol/LEDTA(pH=8.0),

30μL10%SDS)和30μL50μg/μL蛋白酶K,充分混匀,放于37℃恒温箱中消化12~48h.采用酚/氯

仿法抽提样本DNA,提取出的DNA样品分装后,于-20℃冰箱保存备用.
1.4 PCR扩增

以Bowles等[12]报道的一对保守引物JB3和JB4作为扩增胃瘤线虫线粒体cox1,其序列为上游引物

JB3:5􀆳-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3􀆳(24bp),下 游 引 物JB4.5:5􀆳-TAAAGAAAGAA-
CATAATGAAAATG-3􀆳(24bp),预期扩增片段大小约为450bp.引物由上海生工生物技术公司进行合

成,使用时加灭菌超纯水进行稀释,其稀释度为10pmol/μL,分装后于-20℃保存备用.
反应体系为25μL,其中2.5μL10×PCRbuffer(不含 Mg2+),2.0μLdNTPs(2.5μmol/L),3μL

Mg2+(25mmol/L),0.5μL上游引物JB3(10μmol/L),0.5μL下游引物JB4.5(10μmol/L),2.0μL模板

DNA,0.2μLrTaq酶(5U/μL),灭菌双蒸水14.3μL.反应在Biometra循环反应仪上进行.扩增条件:

94℃预变性5min;然后94℃变性30s,52℃退火30s,72℃延伸45s,循环30次;最后72℃延伸

5min.取5μLPCR产物在10g/LTAE琼脂糖凝胶电泳检测.
1.5 PCR产物的克隆

按DNA胶回收试剂盒说明书回收PCR产物,然后进行pMDTM19-T载体与PCR产物的连接.在微量

离心管中依次加入1μLpMDTM19-TVector载体,5μLLigationSolutionI,1μLddH2O,3μLPCR纯化

产物,混匀,置于4℃冰箱连接过夜.将上述连接产物转化至DH5α感受态细胞,涂布于含Amp,IPTG和

X-gal的LB琼脂平板中,于恒温箱37℃培养12~16h.
1.6 测序及序列分析

筛选阳性克隆进行PCR鉴定,送菌液到上海生工生命技术公司测序,测序结果经过BLAST比对后用

DNAstar5.0软件EditSeq程序对基因的核苷酸序列进行基本分析.从GenBankTM检索并下载相关cox1序

列,应用ClustalX1.83软件进行比对;为了比较测序所得序列与参照序列的遗传差异,采用DNAStar
5.0软件中的 MegAlign程序进行相似性分析及 MEGA4.0软件中的邻接法(Neighbour-joining,NJ法)构
建系统进化树,进化树的可靠性用Bootstrap进行分析,共1000个重复.

2 结 果

2.1 PCR扩增结果

PCR扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测,与DL2000DNAMarker进行比较,在约450bp处可见相
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应条带,与预期片段长度相符合,无非特异性条带,空白对照为阴性,结果见图1.
2.2 胃瘤线虫cox1基因PCR产物的克隆及鉴定

将6个样品纯化的PCR产物克隆到pMDTM19-TVector载体中,每个样品取4个白色菌落和一个蓝色菌

落进行PCR鉴定,结果白色的4个均为阳性,蓝色的为阴性.其中各取1个阳性样品为代表,结果见图2.

M.2000bpDNA相对分子质量标准;1.E.sp.-RCisolate;2.E.

sp.-DZisolate;3.E.sp.-YCisolate;4.E.sp.-SQisolate;5.E.

sp.-BSisolate;6.E.sp.-JJisolate;7. 阴性对照.

图1 胃瘤线虫cox1基因的PCR扩增结果

M.2000bpDNA相对分子质量标准;1.E.sp.-RCisolate;2.E.

sp.-DZisolate;3.E.sp.-YCisolate;4.E.sp.-SQisolate;5.E.

sp.-BSisolate;6.E.sp.-JJisolate;7. 阴性对照.

图2 胃瘤线虫重组质粒的PCR鉴定

2.3 测序结果及分析

将经过菌液PCR鉴定为阳性的重组菌液送至上海生工生命技术公司进行序列测定,结果显示由JB3
和JB4.5为引物扩增渝西6个地区胃瘤线虫的cox1基因,其片段大小均为441bp.对6个不同区县胃瘤线

虫的cox1基因序列进行了种内比较,结果显示胃瘤线虫所测的cox1基因片段的碱基 T含量最高,为

39.00%~40.36%;碱基C含量最低,为11.79%~12.93%,A+T含量为59.18%~60.09%;G+C含量

为39.31%~40.82%(表2).
表2 胃瘤线虫线粒体DNAcox1基因片断的碱基含量 % 

样本来源 A含量 G含量 T含量 C含量

RC 19.73 28.12 40.36 11.79
DZ 19.73 28.12 40.36 11.79
YC 20.18 27.89 39.00 12.93
SQ 19.73 28.12 40.14 12.02
BS 19.73 28.12 40.36 11.79
JJ 19.73 27.89 40.14 12.24

2.4 胃瘤线虫cox1基因序列的相似性及种系发育进化树分析

运用DNAstar5.0和 MEGA4.0软件将本次所测得的序列与从GenBank中检索下载的其他12个基

因序列进行相似性对比分析,构建种系发育进化树.这些序列分别是中国Contracaecumogmorhini(序列

号:AJ616895,AJ616897,AJ616898,AJ616899,AJ616900)、中国 Toxocaracanis(序列号:AJ920056、

AJ920062)、美国 Leptorhynchoidesthecatus(序列号:AY690564)、中国 Pallisentiscelatus(序列号:

JQ943583)、以 色 列 Desmapsammaanchorata(序 列 号:HE591461)、美 国 Adinetauage(序 列 号:

JX184001)、美国Uityazicrinussp.(序列号:GU327847).
对本次所测得的6株序列中的cox1基因序列联机BLAST,应用 MegAlign程序进行相似性分析(图3).

渝西地区各分离株之间相应序列的相似性为97.5%~100%;与GenBank中下载的中国C.ogmorhini(序列

号:AJ616898)的相似性最高为70.5%;与美国L.thecatus(序列号:AY690564)相似性最低为28.1%.
用 MEGA4.0的NJ法构建的种系发育进化树显示(图4),代表性的6株渝西地区分离株都在同一大

分支上,系统发生树中的Bootstrap值较高.与中国T.canis(AJ920062)关系最相近,与美国L.thecatus
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(AY690564)和U.sp.(GU327847)的序列分支相隔较远.

1:E.sp.-BSisolate;2:E.sp.-DZisolate;3:E.sp.-RCisolate;4:E.sp.-SQisolate;5:E.sp.-YCisolate;6:E.sp.-JJisolate;7:

AJ616895;8:AJ616897;9:AJ616898;10:AJ616899;11:AJ616900;12:AJ920056;13:AJ920062;14:AY690564;15:GU327847;

16:HE591461;17:JQ943583;18:JX184001.

图3 渝西6地区胃瘤线虫与GenBank中检索的12种cox1基因的相似性对比分析

图4 邻接法构建的胃瘤线虫cox1基因序列的种系发育进化树

3 讨 论

随着分子生物学的发展,近年来应用DNA技术在寄生虫分子分类学和分子遗传学等方面的研究已取

得了很大进展.为了有效地防控寄生虫病,有必要对寄生虫虫株进行精确的分类和鉴定.传统的形态学鉴定

对那些相似种或近缘种已很难进行区分,选择以基因为分子标记进行研究,则能获得比较满意的结果.
DNA技术是目前进行生物种群遗传变异、分类和分子种系发生等研究的主要手段之一[13-16].对于研究亲

缘关系较近类群的遗传结构,选取适当的DNA片段作为不同分类水平的研究材料已显得尤为重要,而

mtDNA作为一种核外遗传物质,是真核细胞内较为简单的DNA分子,具有结构简单、进化速度快、极少
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发生重组、无组织特异性、系母系遗传等特点.也正是由于mtDNA的这些特点,使之成为研究寄生虫系统

进化的一种很好的分子标记.这样线粒体的一个基因就可以代表整个线粒体基因组的变异情况.在寄生虫

的分类鉴定和群体遗传方面,许多学者研究认为cox1基因序列可作为某些吸虫和线虫虫种、虫株特异的

遗传标记[11,15,17-20],如细粒棘球绦虫Echinococcusgranulosus、内弯宫脂线虫 Hysterothylaciumadun-
cum、肝片吸虫Fasciolahepatica 和大片吸虫F.gigantica、华支睾吸虫Clonorchissinensis等.王凝等[11]

和 Ma等[17]分别对中国青藏高原地区47个和521个棘球绦虫分离株的cox1序列变异情况进行了研究,结

果显示王凝等[11]的47个样品均被确定为细粒棘球绦虫G1基因型,分为10个单倍型;而 Ma等[17]的521
个样本中的177个有变异位点,检测到105个单倍型,分属于4种棘球绦虫E.shiquicus,E.multilocu-
laris,E.granulosus和E.canadensis.Wannasan等[15]利用线粒体和核糖体DNA对泰国的肝片吸虫和大

片吸虫进行鉴定,发现存在上述2种片形吸虫的中间种.Elliott等[20]对澳大利亚三氯苯咪唑耐药株、敏感

株及田间分离株肝片吸虫的遗传多样性进行了研究,发现其存在很高的遗传变异率,其中利用cox1基因

确定了6个单倍体型.
本文对渝西地区6个区县黄鳝胃瘤线虫分离株cox1基因的遗传多态性进行了研究,序列分析发现胃

瘤线虫的cox1基因片段大小均为441bp,其中6个分离株cox1基因片段的碱基T含量均最高,而碱基C
含量均最低.相似性分析表明,渝西地区胃瘤线虫各分离株之间的相似性为97.5%~100%,与GenBank
中下载的中国C.ogmorhini的相似性最高,为70.5%,与美国L.thecatus相似性最低,为28.1%.说明

渝西地区胃瘤线虫种内差异不明显,而种间差异明显,因此cox1可以进行黄鳝胃瘤线虫的种间鉴定.
种系发育进化树显示代表性的6株渝西地区胃瘤线虫分离株均在同一大分支上,系统发生树中的

Bootstrap值较高,与中国T.canis遗传距离最相近,与美国L.thecatus和U.sp.的序列分支相隔较远,
表明渝西地区胃瘤线虫分离株与其他蛔虫所属分支相隔较远,能够很好地得以鉴别,因此线粒体cox1基

因序列适合作为胃瘤线虫种间的遗传标记.本研究结果为黄鳝胃瘤线虫的分类鉴定及进一步的分子流行病

学调查和群体遗传研究奠定了基础.
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PolymorphismoftheMitochondrialcox1Geneof
EustrongylidesSpp.from MonopterusAlbus

HUANGHan-cheng1, WANGZhi-ying2, LIN Jie2,3,
MAGuang-xu2, ZHUHong-hong2, ZHOURong-qiong2

1.DepartmentofAnimalScience,SouthwestUniversity(RongchangCampus),RongchangChongqing402460,China;

2.DepartmentofVeterinaryMedicine,SouthwestUniversity(RongchangCampus),RongchangChongqing402460,China;

3.DazhouAnimalDiseaseControlandPreventionCenter,DazhouSichuan635000,China

Abstract:ThestudywascarriedouttoexaminethegeneticvariationsofthemitochondrialCytochromeC
oxidasesubunit1gene(cox1)amongEustrongylidesspp.isolatesofMonopterusalbusin Western
Chongqingarea,andtoinvestigatethephylogeneticrelationshipamongothernematodesaswell.Molecular
cloningwasperformedtoobtainthepartialcox1sequenceofeachE.spp.sample,andthehomologyanal-
ysisofthesesequenceswereconducted.Theresultsshowedthesamelengthofcox1sequences(441bp.)
of6E.spp.isolateswithsimilarityof97.5%-100%.Phylogeneticanalysisofthesesequencesshowed
thatallE.spp.isolatesweregroupedintoasingleclade.Therewassignificantdiscrepancybetweeninter-
specificsequenceandintra-specificsequenceintermsofcox1sequence,suggestingcox1genecouldbeused
asgeneticmarkerforthespecificidentification.Theresultofthisstudyprovidesscientificbasisandtheo-
reticalreferenceonthemolecularlevelandepidemiologysurveyofparasiticEustrongylides.
Keywords:Eustrongylidesspp.;MitochondrialDNA;cytochromecoxidasesubunit1(cox1)gene;phy-

logeneticrelationship
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