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日本血吸虫主要寄生于人尧 畜的门静脉尧 肠系膜静脉和
渊或冤 盆腔静脉袁 造成急性或慢性肠炎尧 肝硬化袁 并导致腹泻尧
消瘦尧 贫血与营养障碍等疾患咱1暂遥

由于自然环境的长期阻隔袁 各地日本血吸虫存在不同程度
的遗传变异袁 传统方法已无法解释日本血吸虫各地理株的遗传
分化遥 线粒体 DNA 渊mtDNA冤 是一种核外遗传物质袁 与核
DNA相比袁 具有分子较小尧 同质性尧 拷贝数多尧 编码效率高尧
进化速率高和母性遗传等特性袁 且在种间和种内具有广泛的多
态性袁 因此被许多研究者用来研究种间和种内的遗传变异 咱2-8暂遥
本研究对采自湖南省 4个不同地区的日本血吸虫线粒体 nad4
基因部分片段进行多态性研究袁 以便为血吸虫分类及鉴别奠定
基础遥

1 材料与方法

1.1 虫体来源 日本血吸虫成虫采自湖南长沙 渊SjCS冤尧 岳
阳钱粮湖农场 渊SjQLH冤 尧 岳阳君山 渊 SjJS冤 和岳阳汨罗

渊SjML冤 等地的水牛肝脏袁 用棉线结扎后腔静脉袁 另一端用自
来水管冲洗袁 收集血吸虫袁 用生理盐水将虫体洗涤干净袁 70豫
乙醇保存遥
1.2 主要试剂 蛋白酶 K为美国 Merck公司产品袁 DNA提取
试剂盒 渊WizardTM DNA Clear鄄UP System冤尧 pGEM鄄T Easy载
体试剂盒均为为美国 Promega公司产品袁 Ex Taq 酶 渊具有扩
增效率高尧 错配率低的优良性能冤尧 限制性内切酶 EcoR玉尧
DNA 标志物尧 异丙基鄄B鄄D鄄硫代半乳糖苷渊IPTG冤和 5鄄溴鄄4鄄氯鄄
3鄄吲哚鄄B鄄D鄄半乳糖苷渊X鄄gal 冤为宝生物工程渊大连冤有限公司产
品袁 DNA 胶回收试剂盒为上海生物工程技术服务有限公司产
品遥
1.3 虫体 DNA提取 分别取每个地区收集的 5条成虫袁 用双
蒸水反复吹打冲洗 2次袁 再用超纯水反复冲洗 2耀3次袁 置于
1.5 ml的 Eppendorf管中遥 将虫体剪碎袁 加入十二烷基磺酸钠
渊SDS冤 裂解缓冲液 270 滋l和 30 滋l蛋白酶K消化过夜袁 按试剂
盒说明书提取虫体基因组 DNA袁 -20益保存遥
1.4 基因扩增 根据日本血吸虫和肝片吸虫 nad4 基因序列
渊GenBank登录号为 NC002544和 NC002546冤 设计一对简并引
物遥 上游引物 SJFH1 序列为 5忆鄄AGTAGTKTKCCKWTGCT鄄3忆袁
下游引物 SJFH2为 5忆鄄TACGASWACCASWAAYC鄄3忆袁 由上海联
合基因有限公司合成遥 PCR反应条件为院 94益 5min曰 94 益 30 s袁
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50 益 30 s袁 72 益 30 s袁 共 38个循环曰 最后 72 益 5 min遥 同
时设不加 DNA模板的阴性对照以及宿主 渊牛冤 基因组 DNA为
模板的宿主对照遥 扩增产物经 1豫琼脂糖凝胶电泳袁 紫外投射
仪 渊广州深华生物技术有限公司冤 观察结果遥
1.5 目的基因的克隆尧 筛选及鉴定 上述 PCR产物经 DNA凝
胶纯化试剂盒回收后袁 与 pGEM鄄T 载体在 4 益条件下连接过
夜遥 连接产物转化大肠埃希菌 DH5琢袁 接种于含 IPTG和 X鄄gal
及氨苄青霉素的 LB平板袁 37 益培养过夜遥 挑取 8个白色单菌
落袁 分别接种于含氨苄青霉素的液体培养基中袁 提取质粒袁 进
行 EcoR玉酶切鉴定遥 将 PCR及酶切鉴定均为阳性的重组菌送
上海博亚生物技术有限公司测序袁 结果用 DNAstar 渊5.01版冤
软件进行分析袁 并与 GenBank收录的序列进行比较遥

2 结果

2.1 目的基因克隆 PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳袁 可见
约 500 bp的条带袁 与预期目的片段长度相符曰 阴性对照和宿
主对照无条带 渊图 1冤遥 将克隆到的片段转化至大肠埃希菌
DH5琢中袁 经菌落 PCR鉴定与酶切鉴定袁 表明克隆到目的基因遥

2.2 测序结果及分析 测序获得代表性样品 SjCS1尧 SjQLH1尧
SjQLH2尧 SJML3尧 SJML4及 SjJS1的部分 nad4序列袁 长度均为
480 bp 渊GenBank 登录号为 AM689525耀AM689530冤遥 将样品
序列与 GenBank 收录的日本血吸虫的相应序列 渊登录号为
NC_002544冤 进行比较 袁 经 DNAStar5.01 软件分析显示 袁
SjCS1尧 SjQLH1尧 SjQLH2尧 SjJS1尧 SjML3 及 SjML4 之间的碱
基差异为 0.4豫耀1.3豫 渊表 1冤遥 用 Clustal W 方法进行对比袁
通过相似性分析发现 SjCS1与 SJML3之间相似性最高袁 为 99.6%袁
而 SjJS1与NC_002544的相似性也最高袁 为 99.6%遥

3 讨论

有研究者认为中国的日本血吸虫是一虫株复合体 渊strain
complex冤袁 存在明显的遗传变异咱9暂遥 分子生物学的发展从基因水

平上为寄生虫的分类提供了有力的实验手段袁 如核糖体 DNA
渊rDNA冤 微卫星等被应用于日本血吸虫的基因多态性研究咱10暂遥
线粒体 DNA演化速度快于核 DNA 咱11暂袁 且线粒体为母系遗传袁
线粒体基因间不发生重组袁 可反映母系的进化历史袁 因此线粒
体的一个基因就可代表整个线粒体基因组的变异情况 遥
S覬rensen等咱12暂通过用 PCR鄄RFLP方法研究 mtDNA中 nad1片段袁
对我国 6个不同省份流行区的日本血吸虫进行分析袁 发现有一
定的种群差异 渊0耀0.6豫冤遥

本研究对来自我国湖南 4个不同地区的日本血吸虫样品
进行多态性分析袁 筛选出 6个代表性 nad4基因遥 分析所测序
列结果袁 并对其序列的变异情况进行比较袁 发现 6个序列间存
在 0.4豫耀1.3豫的差异袁 在 GenBank上登录的日本血吸虫 nad4
部分序列进行比较袁 也不完全一致袁 这种差异可能为不同地理
株所造成的遥 该研究结果有助于阐明日本血吸虫的种类遗传结构遥
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表 1 日本血吸虫 6个 pnad4序列差异性比较[%渊碱基个数冤]

基因名称
NC002544
SJCS1
SJQLH1
SJQLH2
SjJS1
SJML3
SjML4

NC002544
-

0.8渊4冤
0.8渊4冤
0.6渊3冤
0.4渊2冤
0.8渊4冤
0.6渊3冤

SJCS1
-

1.3渊6冤
1.0渊5冤
0.8渊4冤
0.4渊2冤
1.0渊5冤

SJQLH1

-
1.0渊5冤
0.8渊4冤
1.3渊6冤
1.0渊5冤

SJQLH2

-
0.6渊3冤
1.0渊5冤
0.8渊4冤

SjJS1

-
0.8渊4冤
0.6渊3冤

SJML3

-
1.0渊5冤

SjML4

-

M院 DNA 标志物 渊DL2000冤袁 1院 SjCS1袁 2院 SjQLH1袁 3院 SjJS1袁
4院 SjML1袁 5院 宿主对照袁 6院 阴性对照遥
图 1 日本血吸虫 pnad4基因片段 PCR扩增产物的琼脂糖电泳分析
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