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基于线粒体基因分析的中华血吸虫
      分 子种 系发 生研 究
张广军’ 邱持平’ 邱东川才 夏明仪卜

    【摘要】 目的 测定中华血吸虫线粒体细胞色素C氧化酶亚基1 (CO”和NADH脱氢酶亚基1 (NDI)基因序列

并根据这些序列构建分子系统发生树，探讨中华血吸虫在裂体属内的系统发生位置 方法 以GNT-K法抽提虫体基

因组DNA用特异引物PCR扩增目的基因 PCR扩增产物经纯化后克隆于质粒载体，以纯化后的阳性质粒DNA作为模

板.M13(F/R)为引物于Licor测序仪侧序。检索Genllank,查找曼氏血吸虫等相关血吸虫两线粒体基因序列 作基因排

序及比较分析后，用PHYLIP和MEGA以邻接法和最大简约法绘制系统发生树 结果 克隆了中华血吸虫的Col

和ND 1基因片段，并测定了两基因片段的核昔酸序列，根据这些序列构建了系统发生树 结论 中华血吸曳C(”和

\Dl基因的系统发生树结果一致 提示中华血吸虫归属于亚洲血吸虫组

    【关健词】 中华血吸虫;COI; NDl;系统没生分析
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Study on Molecular Phylogeny of Schistosoma
                          Mitochondrial Genes

sinensium Based on

              ZHANG Guang-jun'，QIU Chi-ping'，QIU Doing-chuan', XIA Ming-yi"

          (1 Institute for Parasitic Disease Control and Prevention, Chinese Center for Disease Control and
      Prenention"，Shanghai 200025;   2 Institute of Parasitic diseases of Sichuan Province. Chengdu 610041)

    [Abstract] Objective   To determine the phylogenetic position of Schistosoma .naensium m the genus Schistosoma us

ing mitochondrial cytochrome C oxidase 1 (COI) and NADH dehydrogenase l (NDI) as molecular markers.   Methods

the genomic DNA of adult worms were extracted by the GNT-K method. The target regions were amplified by PCR using

specific primers. The PCR products were purified before ligation into the plasmid Zero-Blunt. Recombinant plasmids were

amplified in E. colt, extracted and purified using routine methods and then sequenced using M13 primers (F/R) on a Licor

long-read auto-sequencer. Sequences of related schistosomes were retrieved from GenBank and aligned with our data in the

sequence editor ESEE. Gene trees were constructed in PHYLIP and MEGA using both maximum parsimony and neighbor-

joining methods. For parsimony analysis, all characters were treated as unordered and with equal weights. At least 3 000

cycles of bootstrapping were carried out. For analysis in MEGA, all gap columns were deleted. The third position of radon

was included.   Results  The nucleotide and amino acid sequences of C(11 and NDl of S. sineraium were obtained.   Con

elusion   Fhe phylogenetic trees from these molecular data suggested that S. simensium belongs to the Asian schistosome

group, and the results coincided with the previous rDNA (ITS2乙LSU) analysis results

    [Key words]   Schistosorna sinensium, cytochrome C oxidase 1(C01 ), NADH dehydrogenase 1 (1401). phylogenetic

analysis
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中华血吸虫(Schistosoma sinensium)寄生于啮齿动

卫生部科学研究基金资助项目(No. 97-1-023 )
飞 中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所.世界卫生
组织疟疾、血吸虫病和丝虫病合作中心.卫生部病原与媒介
生物学重点实验室，上海200025, 四川省寄牛虫病研
究所.成都.。。4卜 单行本索要函寄夏明仪

物u;，其虫卵具有类似曼氏血吸虫种群的长侧刺，而其

成虫体表类似日本血吸虫，其染色体核型的研究发现

中华血吸虫II号染色体为嵌合型，可能是由亚非血吸

虫虫种杂交而成刀。这些生物学特性提示该虫对裂体

属血吸虫系统发生研究可能具有较重要的意义、川。裂
体属血吸虫通常分为 3组:非洲组 〔曼氏和埃及血吸
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虫种群)、亚洲组 〔日本血吸虫种群)和印地血吸虫

组 作者曾对该虫的细胞核核糖体基因(TDNA)进

行研究，结果提示该虫归属于亚洲血吸虫组，且是该

组血吸虫中较古老的虫种一s7。为进一步证实以上结果，

本次选取了另一类研究系统发生常用的分子标记—

线粒休基因进行研究

primer  cycle  sequencing  kit  with  7-deaza-dG'I}F

RPN2538 (Amersham Pharmacia Biotech)。使用Gene-

Doc将测得的核昔酸序列根据曼氏血吸虫遗传密码

子川翻译成氨基酸序列。

材料与方法

l 血吸虫成虫的采集和基因组DNA抽提

同文献 「5l0

2 目的墓因体外扩增

    为扩增Col基因，选用引物JB3和JB4. 5[s;，两

引物的序列分别为:

JB3 (forward):5'-TTT TTT GGG CAT CCT GAG GTT TAT-3';

JB4.5 (reverse):5 -TA.A AGA .A.AG AAC ATA ATG.AAA ATG-3' ,

NDl基因扩增选用引物JBII和JBI21'-，两引物的序

列分别为:

JBl l (forward) , 5'-AGA TTC GTA AG6 GGC CT.A .ATA-3';

JB12 (reverse):5'-ACC.ACT AAC T.AA TTC ACT TfC-3'

PCR反应体系:模板DNA 5讨，lox缓冲液5川，

2. 5 mmol/L dNTP 4 p1, 100 mmol/L MgSO41 p1，引

物各20 Pmol, Vent (Biolab)热聚合酶1U，加水至

总体积50川.最后用50讨石蜡油筱盖。Col基因的

扩增条件:95 C变性 2 min, 94 'C 1 min, 48 'C 1

min. 7 2(1. 75 min. 35个循环;72 'C延伸 10 min,

4C保存。

    ND1基因扩增条件:95〔’变性 2 min, 94〔、I

mm. 55(_I min, 72 C 1. 75 min, 35个循环;72‘ C

延伸10 min, 4 C保存。

    反应完毕，取反应产物5川，加人1川 6X澳酚
蓝 混匀后于 1Y,琼脂糖凝胶 ((EB浓度为 5 vg/ml)

100 V电泳 15 min，检查目的基因

5 相关血吸虫基因序列的比较及进化树的构建

    检索GenBank找出相关血吸虫的Col和ND1序

列。Col的各序列号分别为:马来血吸虫(S. malayen-

sis)AC: U 82262,循公血吸虫(S.mekongensis)AC: U

22163,曼氏血吸虫 (S.rnansoni) AC: C1 82265,埃及

血吸虫 ((S.haematobium) AC, U 22159.麦氏血吸虫

(S. mattheei ) AC: Z 21718，间插 血 吸虫 (S.

intercalatum) AC: U 22160，肝片吸虫(Fasciola hepati

ca) AC: M 93388，卫氏并殖吸虫(Parag(mimu，7e est-

ermani) AC: AF 219379,NDI各序列号分别为:曼氏

血吸虫 AC: AF 216698，马来血吸虫AF 2951G6,泥

公血吸虫AC: AF 217449，肝片吸虫AC: M 93388

卫氏并殖吸虫AC: AF 219379。使用GencDoc和ES-

EE软件包对所得基因进行排列比较 (alignment)，使

用 PHYLIP (Version 3. 6 alpha, July, 2000)和MEGA

(Version 2. 0 beta build 3)计算遗传距离并绘制系统发
生树。每个基因树均进行自举检验 (bootstrap)分析，

邻接法(NJ)构建进化树时自举检验次数为3。。。，最

大简约法(MP)构建进化树时自举检验次数为000,建

树时将空格删除，以减少引人可疑数据的可能 建树

过程中将遗传密码子的第 3位碱基计算在内。

                    结 果

3  PCR产物纯化

    用Qiagen公司QIAquick'" Gel Extraction Kit割
胶纯化PCR产物，所有操作均按产品说明书进行

4  PCR产物克隆及测序

    用Zero-Blunt" PCR克隆试剂盒 (Invitrgen公

司)将纯化后的PCR产物克隆人质粒载休 pCR

Blunt.每个样本取3个阳性重组体，再用标准方法提

取质粒DNA. EcUR工酶切检查阳性后纯化质粒

DNA一用I,icor auto-sequencer-400L测序仪测序.测

序反应系统为 Thermo sequenase fluoresent labelled

    本次研究得到了中华血吸虫的COI和NDI基因

序列.两者的长度分别为402 by和476 bpa DNA序
列以及参考血吸虫线粒体密码子预测的氨基酸序列见

图1,图2 根据Col 推算的中华血吸虫与日本血吸

虫、马来血吸虫、嵋公血吸虫、曼氏血吸虫、埃及血

吸虫、间插血吸虫、华支辜吸虫的奈氏 (Tajima-N(i )

遗传距离分别为:。225, 0.216, 0. 194,f). 308, 0. 286,

0. 298, 0. 324。根据NDI推算的中华血吸虫与口本血

吸虫、泪公血吸虫、马来血吸虫、曼氏血吸虫、卫氏

并殖吸虫及肝片吸虫的奈氏遗传距离分别为:0. 433,

0.424, 0.425, 0.736, 1.199, 1.002。在两基因排列

比较的基础上，用邻接法和最大简约法构建的系统发

生树结果基本一致，NJ树见图3、图1  COl和NDI

基因系统发生树提示的各血吸虫间的系统发牛关系-

致，亚洲和非洲血吸虫各形成一支系，中华血吸虫归

属于亚洲血吸虫组 旧 本血吸虫种群).且是该组血吸

虫中较早的分支。
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  Y R 丫 5 厂 内  S 〔 入 丫 f . C 甲 L L l     Ip

T盯 口山」丫T盛 TT̂ TA1 AU GAI 1A 凹 1成成ICGA GIA GA IOC IA7 IIA 111 Iil G II G ii AT

  y  0 L     L 份 D   Y 肠 R Y D S v L [ I Y V        140

CG. ITA TOT TAT TiIT̂   I iU TI盆川1万C肩TT̂ ICI AGI GM AGI MT GGI ACA MG 711 AGO

  P L C Y F I . L I S L T S I   G  G  P  T  0  1  1.

G州 I A1 GG1臼叨 TOT GU AG1以诵 III GII AGi G 7 510

  0  1 n 〔 爪 〔 S 「 L Y S G I了2

即
20
120
和
旧
.
2.0
加
划
栩
砌
阴
，2O
嫩

11T丫下丁口川 以 了以 TQ月 nTT丫盯 077 TTA ALA Eli口润 侧洲 ITT阅1人TO OTA冉以 G I

  介 f 「 G H P 卜 Y y V L . L P 日 F 6 . Y S

盛711 TOI ATG 月E 110 A" MA - AA1 TOT TOT 71C臼 T III丫盯 团1 II入 Oil TOT GCI

  . C . T L S N 月 N S 3 「 C y 丫 公 L 甘 C 人

All0口二T召     A IT人 口化 T盯 T,. cC1 nc 人 口TT T口两公〔T公山丫口离T内TO T丁了  All GIT

  . 6 s . y C L 任 s . 内 H 日 . F . 丫 G

八TG以军01T诵月二荡1民1〔111了Crll州花 Ill l,r Kt All ITT .r,的 .,I0艾 .,

  . n 丫 K T 人 丫 F F 5 s 了 目 1 1 0 . p l

m 1 .,人成内日 GT八 了TT ICIT以 TT人TTT人T〔 T[A 加1妇认 阳」山口J二Tl晚CAT GTA All山时

  〔 . K Y F S . [ F . L S S S G L H Y . D

0口二目11C了.,cG ,以 6r, ITT GGi T,l内IT 了了T ll人           iiI icn口1  I m } f}l c}c月 1口弓1

  p 甲 V 叮 口 甘 1 口 Y I f 「 T V   U   0 V I        G

TIA GT内 TT人 TC确 Q二T ICT 〕二八 CTO 山 T户诵心 ITG TTIC涌C 以 T妇二T 了以 1了ICT人 扁!几口二成

  L V L S 人 s 人 L 口 . < < “ o            r 口 F V . 血

cer T CAY TAT cir cn mr ru 444

  H 卜 H 丫 丫 L S I 甘司旧

1 2

圈 1

Fig- 1

Fig.2

中华血吸虫Col若因的核普吐序列及虹茜咬序列 圈 2 中华血吸虫NDl基因的核普.序列及撅‘咬序列

The ndeoi记.叨d amino ac记s叫uenm

The nucleotide and amino acid sequences

of cytochrome C oaidase 1 of Schistosoma
of NADH dehydrogenase 1 of Schistosoma
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圈3 由Col若因得到的分子系统发生树 圈4 由ND1‘因得到的分子系统发生树
Fig」 Phylogenctic tree inferred from nuclear COl of 7 schistosome species using Neighbor-加fining method with Khnure 2-parameter distance, Fasdda

hepatica used”ou喀roup. Bootstrap percentage derived from 3000 replications were indicated above branches    F场" 4  Phylogenetic tree inferred

from nuclear NDl of 5 schislosome specks using Neighbor-扣ming method with Kimura 2-parameter distance, Fascfola hepatica and Paragonimus welter

magi used as outgroups日ootstrap percentage derived卜帅 3000 replications were indicated above branches

讨 论

    线粒体DNA (mtDNA)为双链闭环分子，具有独

立进化且速率较核DNA快、基因组精简等特点。另外

由于线粒体为母系遗传，线粒体基因间不发生重组，所

以可以反映出母系的进化历史，这样线粒体一个基因

就可以代表整个线粒体基因组的变异情况。线粒体基

因在血吸虫分类和种系发生的研究十分成功，尤其是

适合于较近缘的物种之间(例如种下水平)的研究。曼

氏血吸虫的线粒体基因组共编码 2个核糖体RNA

(12S, 16S), 22个tRNA, 1个细胞色素b (Cytb), 3

个细胞色素氧化酶亚基 ((C01, C02, C03), 6个

NADH脱氢酶亚基(NDl-ND6)及 1个ATP酶基因

(ATPase6)'’一’3』其中Col 是线粒体基因组中进化速
率较慢的，而NDl的进化速率则较快。所以本次研究

选取两者作为分子标记进行研究。

    有关中华血吸虫的裂体属内种系发生位置，同以

前关于第2内转录间隔区 ((ITS2)和核糖体大亚基

(LSU/28S)的分析结果一致Cs:，即裂体属血吸虫主要

形成亚、非两个支系，中华血吸虫同日本血吸虫、马

来血吸虫和泥公血吸虫共同构成亚洲血吸虫支系 细

胞核的核糖体基因(rDAN)同线粒体基因的分析结果

一致，更增强了其结果的可靠性 这与该虫的成虫体

表结构、她理分布、中间宿幸种类相一致。另外，由

万方数据
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于目前尚未得到裂体属下19种物种的系统发生树[3]

特别是Snyder和Loker发现土耳其斯坦东毕吸虫

(Orzentabilharzia turkestanicum)的系统发生位置处于
裂体属内二+1，更使得该属血吸虫扑朔迷离。这些血吸

虫是否单一起源，地理起源是非洲还是亚洲，还需要

进一步研究

    关于分子系统发生树的构建常用的有 3种方法，

即最大似然法、最大简约法和距离法。距离法中以邻

接法最为常用。三者各有不同的基本假设和优缺点，

很难说哪种方法最好，并且目前尚无统一的方法，所

以用这些方法构建系统发生树时，如果得到的结果一

致，则较理想[[Is.。对于蛋白质编码基因，是否考虑密
码子的第3位碱基，作者认为，如果研究的历史事件

发生的年代久远，可不考虑第 3位碱基，若发生于较

近的历史年代，构建进化树时则需要将密码子的第3

位碱基计算在内。本研究的对象是在种分化的水平上，

所以建树过程中考虑了密码子的第 3位碱基。
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文章绝号 100(1-7423(2002)-01-0013-01 【读者投书】

关于对“亚洲无钩绦虫感染者在云南省首次发现”的更正意见

中国寄生虫学与寄生虫病杂志编辑部:

    接读贵刊1999年第17卷第2期95-96页张莉莉等发表的论文“亚洲无钩绦虫感染者在云南省的首次发

现”，发现该文附图中2-4图均为猪带(猪肉/有钩)绦虫之形态特征(morphological characteristics of Taenia

solium ) ,图2.孕节(gravid proglottid)，图3.囊尾坳原头节(Cysticercus protoscolex)实为Cysticereu,s cellulosae,

图4.囊尾勤原头节小钩(rostelum hooks of Cysticercus)实为图3的放大。上述图2--4均非亚洲无钩绦虫〔Taenia

saginata asiatica).再者，①该文用毗隆酮片驱绦虫非常不妥，因为毗哇酮驱出的虫体都是碎段，无法测量虫体的

长度及计算绦虫的节片数，如果患者已感染脑囊虫，容易出现副反应;②该文报告给2例患者驱虫，每例驱出2

条 驱出的虫体已呈碎段，那么链体节片数是如何计算的?链体节片约2500节的数字由何而来?③报告的囊尾

勤测量值((2 000-35 000X1 500-25 000pm过大，囊尾坳头钩也过长过大。以上诸点望惠予更止，实为至盼

范秉真阳明大学寄生虫学科 台北 112

马云祥河南省卫生防疫站郑州450003
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