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湖北钉螺种群内AFLP分子标记遗传变异分析
周艺彪，赵根明，韦建国，姜庆五’

    [摘要】 目的 探讨湖北钉螺种群内的遗传变异及其程度。 方法 采用扩增片段长度多态性 (AFLP)分子标
记技术对9省 (云南、四川、广西、福建、湖南、湖北、江西、安徽、江苏)13种群湖北钉螺基因组DNA进行扩增，
分析钉螺种群内的遗传变异。 结果 湖北钉螺13种群AFLP扩增片段位点数为403-y472，江西星子钉螺种群内遗传
多样性较高，多态位点频率、Nei' s基因多样性指数和Shannon's信息指数分别为93. 2%, 0.345和0.510，而广西宜
州钉螺种群内遗传多样性较低，以上3指标分别为55.8% , 0.191和0.287;广西宜州钉螺种群内的相似性较大，相似
系数 (中位数)为0.904，而江苏丹徒钉螺种群内的相似性较低，相似系数 (中位数)为0.748; 13种群内的遗传变
异差异显著 (P<0.01)。 结论 我国广泛分布的湖北钉螺，种群内存在一定程度的遗传变异。不同地区湖北钉螺
种群内遗传变异程度不同，有的相差较大。

        【关键词】

中图分类号:8383. 241

湖北钉螺;扩增片段长度多态性;遗传变异

文献标识码:A

    Analysis of Genetic Diversity of AFLP Marker among Populations of
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    [ Abstract】 Objective   To explore the degree of genetic diversity among populations of Oncomelania hupensis.
Methods  AFLP method was used to amplify the genomic DNA of thirteen snail populations from nine provinces(i. e. Yunnan,
Sichuan, Guangxi，Fujian, Hunan, Hubei, Jiangxi, Anhui and Jiangsu) and the genetic diversities among snail populations were

analyzed. Results The number of AFLP fragments amplified ranged from 403 to 472 for thirteen Oncomelania populations.
Among the thirteen snail populations, the genetic diversity within the population from Xingzi County, Jiangxi Province, was most

significant, and the percentage of polymorphic loci, Nei’s genetic diversity and Shannon’s information index were 93. 22%，
0. 345 and 0. 510 respectively, while these indices for the snail population from Yizhou City, Guangxi Region, were the lowest,

55.80%，0. 191 and 0. 287 respectively. The similarity between the in-group-individuals from Yizhou City, Guangxi Region,
was most significant, and the average coefficient of similarity was 0. 904, and that from Dantu County, Jiangsu Province, was the
lowest (0. 748).The genetic diversities among snail populations were significantly different for the thirteen snail populations(P
<0.01). Conclusion  There is a certain genetic variation among Onconielania snail populations from the mainland of China,
and this variation is significantly different among snail populations from different areas.
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    我国大陆湖北钉螺 (Oncomelania hupensis)分布

较为广泛，不同地区其形态学、细胞学、遗传学等方

面存在明显差异，同一钉螺种群内不同个体间也存在

一定程度变异〔1-5 ]。有研究显示光壳钉螺种群内的遗
传变异大于肋壳钉螺种群内的〔2]。而另一些研究结果
则相反，肋壳钉螺种群内的遗传变异大于光壳钉螺种

群内的[[3,43。此外，湖北钉螺与日本血吸虫之间还存
在复杂的相容性，不同地区钉螺对日本血吸虫不同地

理株的易感性明显不同，即使在同一种群内也不会全

部被日本血吸虫感染[[6,7]。本研究采用新一代DNA指

纹分析技术— 扩增片段长度多态性 (amplified

fragment length polymorphism, AFLP)对钉螺全基因组
进行扫描，探讨不同地区钉螺种群内的遗传变异及其

程度，为湖北钉螺的遗传进化及抗性基因的研究提供
分子生物学依据。

材料与方法
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作者单位:复旦大学公共卫生学院流行病学教研室，上海200032
    通讯作者，E一二1; jiangqw@ shmu. edu. en

1 钉螺

    钉螺样本分别采自云南、四川、广西、福建、湖

南、湖北、江西、安徽、江苏等9省13个现场螺点。

其中属于山丘型的有来自云南大理、四川蒲江 (滇川

亚种)、广西宜州 (广西亚种)、福建福清 (福建亚

种)、以及江苏宜兴 (丘陵亚种)的5个光壳钉螺种

群;属烷内水网型的有湖北江陵细肋钉螺种群 (指名
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亚种)和湖北蔡甸粗肋壳钉螺种群 (指名亚种);属

洲烷型的有湖南南县、君山和江西星子、都昌4个粗

肋壳钉螺种群 (指名亚种);属江滩型的有安徽铜陵

和江苏丹徒2个粗肋壳钉螺种群 (指名亚种)。每个

现场采螺点随机抽取成年钉螺约120只，于实验室共

同饲养1周左右，先用逸坳法鉴别钉螺是否感染血吸

虫，剔除阳性钉螺，再随机抽取阴性钉螺用0.3%

NaCl清洗，压碎、镜检钉螺软体组织，剔除含有尾坳

或子胞蝴或母胞蝴者，最后每个钉螺种群均选取30

只以上两次检查均为阴性的钉螺用于基因组DNA模

板的制备〔‘〕。

2 基因组DNA模板的制备

    按参考文献 「9〕进行。

3  AFLP分析

    选用8对重复性好、多态性强的引物进行选择性

扩增[9]，Pst I和Mse I荧光标记引物序列如下。模板
DNA酶切一连接、预扩增、选择性PCR扩增和PCR产

物凝胶电泳按参考文献 仁8]进行。

有由“1”和 “0”组成的一个数据集，其他类推，
这样每个钉螺种群分别得到10个数据集。然后分别

对每个钉螺种群的10个数据集进行单独分析，所得

结果分别组成每个钉螺种群的1个推论或结果数据

库。最后对推论数据库进行描述性统计分析。

4.3 数据统计分析 参考RAPD标记数据分析方法，

将AFLP分子标记作为等位基因进行遗传多态性分

析〔12,13)。用Popgen32软件计算多态位点频率[P=
(多态性扩增片段数/扩增片段总数)x 100%〕、Nei'
，基因多样性指数、Shannon's信息指数等[14,151。用

NTSYSpc2. 1软件SimQual程序DICE法计算两钉螺个
体间的相似系数，GS,,, = 2a/ (2a + b + c )，其中
as  ra’为任意两个钉螺的共享谱带数，"b”和 “c”为
相应两个钉螺间的差异条带数〔161。多个种群内的遗

传多样性指数和相似性比较采用非参数Kruskal-Wallis
H法进行检验，两个种群的比较采用非参数的Mann-

Whitney法进行比较。其他数据的处理与作图用

Microsoft Excel和SPSS1l. 5软件完成。

结 果

Pst I和Mse I荧光标记引物对序列:
P1:5'-GACTGCGTACATGCA GAA-3'

M1:5'-GATGAGTCCTGAGTAA CTG-3

P2, 5'-GACTGCGTACATGCA GAA-3'

M2:5'-GATGAGTCCTGAGTAA CTT-3

P3:5'-GACTGCGTACATGCA GAC-3'

M3:5'-GATGAGTCCTGAGTAA CAT-3

P4:5'-GACTGCGTACATGCA GAC-3'

M4:5'-GATGAGTCCTGAGTAA CTC-3

P5:5'-GACTGCGTACATGCA GAC-3'

M5:5‘一《GATGAGTCCTGAGTAA CTG-3

P6:5'-GACTGCGTACATGCA GTG-3'

M6:5'-GATGAGTCCTGAGTAA CTA-3

P7:5'-GACTGCGTACATGCA GTG-3'

M7:5'-GATGAGTCCTGAGTAA CTG-3

P8:5'-GACTGCGTACATGCA GTG-3'

M8:5'-GATGAGTCCTGAGTAA CTT -3

4 电泳图谱数量化与数据处理

4.1 电泳图谱信息数量化 用Glyko BandScan 4. 30

软件分别将8对引物所扩增的104张电泳图谱的条带

信息数量化，以每条带总灰度占其所在泳道的所有条

带总灰度之和的百分比 (总灰度百分比)组建原始数

据库。

4.2数据处理与分析模式 参考Bloom等〔ion和周艺
彪等〔川图谱信息数量化与数据分析模式，分别按总
灰度百分比>0.0%至>0.9%的读带标准将数据转化

为 “1”和 “0”的形式，例如:总灰度百分比>

0.1%的条带记为 “1 "，否则判为 “0"，由此建立只

1 湖北钉螺种群内的遗传多样性

    13个钉螺种群的AFLP扩增片段位点数为403一

472，这些钉螺种群内的遗传多样性存在显著性差异

(Nei'，基因多样性指数X2 = 2 500.56, P < 0. 01;
Shannon's信息指数X2 =2501.20, P<0.01)，其中
江西星子的肋壳钉螺种群内遗传多样性最高，多态位

点频率、Nei' s基因多样性指数和Shannon's信息指

数分别高达93. 2% , 0.345和0.510，而广西宜州的

光壳钉螺种群内遗传多样性最低，3个指标分别为
55.8% , 0.191和0. 287 0 7个粗肋壳钉螺种群内的遗

传多样性明显不同(Nei' s基因多样性指数犷=
600.30，P<0.01;Shannon's信息指数犷= 600. 26，P
<0.01)，其中以湖南君山钉螺种群内的Nei ' s基因

多样性指数和Shannon ' s信息指数的值最低，仅为

0.276和0.420，比云南大理和四川蒲江光壳钉螺种

群内的这两个指数还要低 (P<0.01)0 5个光壳钉螺

种群内的遗传多样性也明显不同 (Nei ' s基因多样性

指数犷=977.48, P<0.01; Shannon's信息指数xzX
=977.48, P<0.01)。以云南大理钉螺种群内的遗传
多样性最高。湖北江陵细肋钉螺种群内的遗传多样性

大小处于中间水平，3个指标分别为82. 6% , 0.302

和0.450(表1)。

2 湖北钉螺种群内钉螺个体间的相似性

    在13个钉螺种群中以广西宜州钉螺种群内的

相似性最大，相似系数的中位数Z = 0. 904，而江
苏丹徒的钉螺种群内的相似性最低，Z = 0. 748,
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Table 1

表1  13个湖北钉螺种群内的遗传多样性结果 《x *se)
Genetic diversity among 13 populations of Oncomelania hupensis
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并且这些钉螺种群内的相似性也存在明显的差异

(X2 = 4449. 67, P < 0. 01) 0  5个光壳钉螺种群内的相
似性相差较大 (犷=1880.21, P<0.01)，其中云南
大理钉螺种群内的相似性较低，且个体间的相似系数

较为分散，其Z =0. 789，极差为0.198。与5个光壳

钉螺种群相比，7个粗肋壳钉螺种群内的相似性较为

接近，但也存在明显差异 (了= 247. 80, P < 0. 01)，
其中种群内相似性最高为安徽铜陵的钉螺种群，2=

0.775。湖北江陵细肋钉螺种群内的相似性大小处于

光壳与粗肋壳钉螺种群之间，Z = 0. 785，明显低于

云南大理钉螺种群内的相似性 (Z = 3.41, P <
0.01)，也明显高于安徽铜陵钉螺种群内的相似性

(Z=5.79, P<0.01)。不同地区光壳钉螺种群内的
相似性普遍高于肋壳钉螺种群内的相似性 (图0 0

                  讨 论

    一个物种种群内的个体基因水平互有差异，通常

表现出各种遗传变异，进而反映物种的进化潜力及对

环境的适应性。本次研究采用AFLP方法对来自中国

大陆9省13地区的钉螺种群进行分析，结果显示，

我国大陆广泛分布的钉螺，不仅其种群内存在一定程

度的遗传变异，而且不同地区钉螺种群内的遗传变异

程度也不同，并且有的相差较大。例如江西省星子县

的肋壳钉螺种群内的多态位点频率、Nei' s基因多样

性指数和Shannon ' s信息指数分别高达93.22%,

0.345和0.510，而广西省宜州市的光壳钉螺种群内

的这3个指标仅为55.80%、0.191和0.287;群内个

体间相似性，平均相似系数最高为0.904，最低仅为

0.748，并且不同地区光壳钉螺种群内的相似性普遍
高于肋壳钉螺种群内的相似性。这与周晓农等}z〕报
道有些差异，而与Wilk。等[‘〕报道较为一致。1994年
周晓农等〔’〕用同工酶方法研究中国大陆9省34个地
区钉螺 (各种群的钉螺样本数为5---25个)的遗传变

异，结果发现，四川 (大邑、丹棱、彭山)、福建

(福清)和安徽山区 (广德、青阳)光壳钉螺种群内

的多态位点百分比和平均杂合度较高，而其他地区肋

壳钉螺种群内的多态位点百分比和平均杂合度较低，

认为光壳钉螺的遗传变异和分化远大于肋壳钉螺。
Wilk。等[’]对我国三峡大坝以下5省10地区钉螺线
粒体细胞色素C氧化酶I (C01)基因进行克隆测序，

发现不同地区的肋壳钉螺种群比光壳钉螺种群有较高

的单倍体多样性和核昔酸多样性。本次研究同样发现

位于三峡大坝以下的江苏宜兴和福建福清光壳钉螺种

群内的遗传变异均明显低于此区域内肋壳钉螺种群内

的遗传变异，但不在此区域内的云南大理钉螺种群内
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          图1  13个湖北钉螺种群内个体间相似系数图
  Fig. 1   Boxplot of the similarity coefficient between snail individuals

              of the 13 Oncomelania snail populations



·30· 中国寄生虫学与寄生虫病杂志2006年2月第24卷第1期 Chin J Parasitol Parasit Dis  Feb. 2006, Vol. 24, No. 1

的遗传多样性较高，其多态位点频率、Nei' s基因多

样性指数和Shannon's信息指数的值甚至超过了一些

肋壳钉螺种群这些指标的值。

    本次研究所采用的AFLP分子标记技术具有随机

扩增多态性DNA (RAPD)和限制性片段长度多态性

(RFLP)两种技术优点，即在对某种生物遗传背景不

甚了解的情况下，利用它可对该物种的基因组各部分

可能存在的DNA序列变异进行扫描分析，具有较强

的多态性以及实验结果稳定可靠等优点[17,181。同时
在研究过程中也充分考虑了研究遗传变异、分化的两

个关键指标，即样本量与分子位点数。有研究显

示〔’〕，湖北钉螺样本量和分子位点数与遗传变异信
息的可靠性之间存在明显的关系，当样本量低于7

时，AFLP总位点数、多态位点数、多态位点频率、

Nei' s基因多样性指数和Shannon's信息指数变化很
大，而当样本量超过30，这些指标值的变化趋于平

稳。当RFLP分子位点数低于128，这3个指标值变

化相当剧烈;当分子位点数超过338时，这些指标值

的变化趋于稳定。本研究对每个钉螺种群都随机取

30只，用8对引物对这些钉螺基因组DNA进行扩

增，每个钉螺种群的AFLP扩增片段数均在403-x472
之间。此外，本研究还采用这3个指数和个体间相似

系数4个指标同时对钉螺种群内的遗传变异进行考

察，它们之间具有较强的吻合性或一致性，但也有例

外，如湖南君山钉螺的Nei ' s基因多样性指数和

Shannon's信息指数较低，但多态位点频率却较高以

及种群内个体间的相似系数较低。由此可见，本研究

所用的分析指标合理，结果比较可靠。与同工酶分析

结果不同的原因可能是同工酶研究中存在如下不足:

① 可能存在假性同工酶的干扰而夸大了遗传变异;

同工酶分析比较的仅为基因型产物，而非基因本身，

其所反映的信息也仅是基因组编码区所表达的信息，

这编码区基因仅占整个基因组的很小部分;由于遗传

密码的兼并性，遗传密码第3个碱基的变异，一般不

能被蛋白质多肤链上的氨基酸反映出来，还有DNA
中一些碱基的替换并不导致多肤链中氨基酸序列的变

化等，因此同工酶所探测到的变异并不能代表整个基

因组的变异〔’”〕。②同工酶研究所用的样本量可能不
足，以及各个种群的样本量相差较大川。③钉螺中
已知的多态位点被忽略[[20l0④同工酶研究所用的位

点数过少[’]。
    此外本研究还发现，广西宜州和福建福清钉螺种

群内的遗传变异最低，并与其他钉螺种群内的遗传变

异程度相差较大。其可能的原因是这些地区的钉螺分

布较为局限，钉螺种群小，易发生显著的遗传漂变，

导致了这些小种群内遗传多样性的降低。也正是由于

这些地区钉螺种群内的遗传多样性不高，它们对环境

变化的适应性也较差，因此通过改造环境或用药物控

制或消灭这些地区的钉螺可能较容易见效。
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    ELISA检测兔抗重组融合蛋白AP33血清，10例

广州管圆线虫雌性成虫超声粉碎上清包被的阴性对

照孔的A490均值土:= 0. 183 1 0. 037，阳性标准A49o

值二0.294; 96.9%  (31/32)的阴道毛滴虫虫株
AP33蛋白检测结果阳性，其A，均值=0. 35--1. 95 0

                  讨 论

    本实验克隆的TOO虫株ap33基因核昔酸序列

与已报道的3个ap33基因序列比较，核昔酸和氨基

酸序列同源性较高，提示Tv317虫株ap33基因核昔
酸和氨基酸序列变异程度与国外文献报道相似。

    本实验构建的pET32a+)-ap33-BL21 DE3系统
虽为'I'7启动子，但在IPTG较低浓度时 (0. 1 mmol/

L)也能很好地诱导重组融合蛋白AP33的表达，其
表达量高达细菌总蛋白的35%左右，并主要以包涵

体形式存在。Western boltting结果证实，重组融合蛋

白AP33能与抗阴道毛滴虫全虫抗体结合，证明其具

有良好的抗原性;免疫双扩散试验证实，重组融合

蛋白AP33免疫家兔后能产生高效价抗体，阴道毛滴

虫全虫超声粉碎上清包被ELISA检测结果证实，重

组融合蛋白AP33免疫家兔后产生的高效价抗体能与

阴道毛滴虫全虫超声粉碎上清中的天然AP33蛋白结

合，说明重组融合蛋白AP33中的重组蛋白AP33具
有良好的免疫原性。

    常规的生理盐水涂片法检出率为35%-80% "',
其敏感性受多种因素影响，如镜检者的经验、阴道

棉签拭子法的操作、镜检时的温度和标本保存时间

等，尤其男性感染者生理盐水涂片法检测敏感性只

有9.70/c,-22.3%[’]。
    本研究用重组融合蛋白AP33包被ELISA检测结

果表明，96.9%的阴道毛滴虫临床分离虫株表达

AP33蛋白。78.0%经染色、镜检确诊为滴虫性阴道
炎患者血清中存在抗AP33蛋白特异性抗体。检测敏

感性为78.0%，特异性为100%。检测稳定性高，
重复性好，血清标本保存时间长。

    综上所述，本实验从T.:临床分离虫株中构建了

ap33基 因高 效表 达 系统 pET32a( + ) -ap33-

BL21 DE3，所表达的重组融合蛋白AP33均有良好的

抗原性和免疫原性，可作为阴道毛滴虫感染诊断试

剂盒用抗原，解决了阴道毛滴虫高纯度诊断抗原的

来源问题，也有利于诊断方法的标准化。
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