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　　遗传和变异是生物体保持种的属性和进化发展的共有

生命现象。目前,对血吸虫系统分类的研究主要基于成虫和

虫卵形态特征、中间宿主特异性、尾蚴逸出周期性、潜伏期、

产卵量、致病性和免疫性以及地理分布等。寄生哺乳动物的

血吸虫,主要分三个种团。曼氏血吸虫种团包括流行于非洲、

南美洲及加勒比地区的 4个虫种: 曼氏血吸虫 (S. m anson i)、

罗氏血吸虫 (S. rod ha in i)、爱德华血吸虫 (S. edw ard iense)、

河马血吸虫 (S. h ipp op otam i) ,虫卵以侧刺形为主,中间宿主

为双脐螺 (B iom p ha laria spp. ) ;埃及血吸虫种团包括流行于

非洲及邻近地区的 7 种血吸虫: 埃及血吸虫 ( S.

haem atobium )、间插血吸虫 (S. in terca la tum )、麦氏血吸虫

(S. m attheei)、牛血吸虫 (S. bov is)、柯拉松血吸虫 (S. cu ras2
son i )、马格里血吸虫 (S. m arg rebow iei)、莱氏血吸虫 (S.

leip eri ) , 虫卵以端刺形为主, 中间宿主为小泡螺 (B u linus

spp. ) ; 日本血吸虫种团包括流行于我国和东南亚的 4种血

吸虫:日本血吸虫 (S. jap on icum )、湄公血吸虫 (S. m ekong i)、

中华血吸虫 (S. sinensis)、马来血吸虫 (S. m alay ensis) , 以圆

刺或微刺形虫卵为主, 中间宿主为钉螺 (O ncom elan ia)或拟

钉螺 (T ricu la ap erta) ,小罗伯特螺 (R obertsiella)。除以上三

个主要种团外,尚有人提及印地血吸虫种团 (S ch istosom a in2
d icum group) ,包括印地血吸虫 (S. ind ium )、棱形血吸虫 (S.

sp ind a le )、鼻 血 吸 虫 ( S. nasa le )、未 明 血 吸 虫 ( S.

ineog n itum ) ,虫卵为端刺形,中间宿主为印度扁卷螺 ( Ind o2
p lanorbis) ,流行于印度次大陆及东南亚[1, 2 ]。1993年,W HO

提出存在有间插血吸虫与埃及血吸虫的杂交种 (H y brid iz a2
tion) ,见于L oum 和喀麦隆各处。此外,尚有可以在两个中间

宿主B u linus trunca tus和 P lanorbarius体内发育的牛血吸虫

(S. bov is) [3 ]。但这种分类法不能全面地反映血吸虫种系发生

的遗传变异关系。生物的表型变异并不能完全或真实地反映

遗传变异,同一种基因型在不同的环境条件下,可发育出不

同的形态生理特征,而有些有明显遗传变异的生物并不一定

表现出形态学改变。因此,对血吸虫病的深入研究,必然要重

视有关血吸虫种内和种间的遗传多样性 (genetic diversity) ,

以便对各种血吸虫病的临床、免疫学、流行病学、治疗药物和

耐药机制等进行研究,特别是为DNA 疫苗的研制和防治策

略的制订提供理论依据。

1　遗传标志的选择

研究遗传变异的基础是选择合适的遗传标志。早期主要

采用一些易于鉴别的形态和生物学性状作遗传标志,但数量

有限,易受环境因素的影响;随着生化技术的发展,蛋白的多

态性和抗原组分被作为遗传标志,前者检测的重要手段是同

工酶电泳技术,绝大多数同工酶位点呈共显性,等位基因及

基因频率可以直接计算,因此可精确地测量生物自然种群的

遗传变异的程度, 但同工酶是基因表达产物, 本身不是基

因[2 ]。本世纪 70年代末,限制性内切酶技术和重组DNA 技

术的出现以及分子杂交、PCR 等分子生物学技术的飞速发

展,使遗传标志的研究开始转向遗传基因- - DNA 分子,由

于各种遗传信息均来自于基因,生物个体间的遗传变异本质

上就是DNA 分子的差异,因此直接检测DNA 序列的多态

性,可认为是最可靠的遗传标志。

检测DNA 序列的多态性技术,一类为检测特定的DNA

片段,即候选标志 (candidate m arker) ,如限制性片段长度多

态性 (R FL P)和DNA 指纹图谱分析。已有证据表明,在基因

组DNA 中某些区域在生物进化中表现出高度的多态性,可

用于生物种群的遗传变异和亲缘关系以及系统发育的研究,

如 rRNA 基因、线粒体DNA 等。此外,还有影响某些特殊生

物性状的结构基因,如蠕虫中的 Β2微管基因与苯并咪唑的抗
性有关[3, 4 ]; DH FR 2T S 基因是识别疟原虫乙胺嘧啶抗性虫

株的最好标志[5 ]; 血吸虫理想疫苗候选分子 GST 的基因变

异会影响其免疫效应[20 ]等等。检测这类遗传标志,需先了解

检测物种的信息。制备DNA 探针,易受性状所限,即使发现

了候选位点的变异并明显表现于表型特征中,也需区别其邻

近连锁位点变异所造成的影响。另一类为随机遗传标志

(random m arker) ,是对全基因组中多态性位点的研究,如随

机扩增多态DNA (RA PD ) , RA PD 分析是采用合成的较短

的单个随机引物对基因组DNA 进行 PCR 扩增,用琼脂糖凝

胶电泳对扩增产物检测,方法比较简便,可快速获得许多位

点的DNA 序列多态性资料。此外,新近又发现一种微卫星

DNA 标志,具有种类多、分布广、高度多态、重组率低和在种

群中表现出高度的个体特异性等优点, 正受到人们的重

视[6 ]。

2　血吸虫研究中已采用的主要遗传标志

211　核糖体RNA 基因 (rRNA gene)

真核生物 rRNA 基因 (rDNA )的组成包括小亚基 rRNA

基因和大亚基 rRNA 基因以及将两者分隔开的转录间隔区,

在每个转录单位之间有非转录间隔区。在每个细胞中, rD 2
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NA 的拷贝可达几十或几百个,这些基因按头尾相随的顺序

组成一个个基因簇, 分布于不同染色体上, 不同的生物其

rDNA 的拷贝数可在几个到几千个范围内变化。曼氏血吸虫

(Sm ) rRNA 基因复合体长约 10 kb,串联重复排列,拷贝数

约 100个。在物种进化过程中,不仅 rDNA 的数目会发生改

变,而且每个 rDNA 拷贝都会独立地发生变异,导致同种生

物 rDNA 结构的多态性。 rDNA 分子中的一个微小变化 (一

个核苷酸的突变) ,就有可能导致生物对环境的适应力的改

变 (如某些抗性的产生等) ,所以,当多态现象处于一个重要

功能位点时,它可能具有特殊的意义 [4 ]。因此 rRNA 基因是

研究遗传变异较理想的遗传标志。

Simp son等 (1984)用限制性内切酶BamH I将 Sm 的基

因切成三个片段,并用 PBR 322重组质粒克隆,在克隆的重

组质粒中,分别显示有 4. 4 kb (p sm 889) , 3. 1 kb (p sm 389)

和 214 kb (p sm 890)三个插入片段,用同位素标记制备成探

针, 并与限制性内切酶消化的血吸虫基因组DNA 进行杂

交,对血吸虫的遗传变异和系统发育进行了一系列研究,发

现在 Sm、埃及血吸虫 (Sh)、日本血吸虫 (Sj)之间R FL P 有明

显差异,对非洲和加勒比地区的多个 Sm 虫株比较发现虽然

主带一致,但次带明显不同。对波多黎各 Sm 不同虫株比较

也显示出带型差异,而这三个虫株在对螺蛳的感染性及同工

酶电泳均有明显差别。用该方法构建了非洲端刺虫卵种群中

6种血吸虫的 rRNA 基因限制性位点图谱。在 Sh 的非转录

间隔区发现了一个 015 kb 缺失,明显有别于其它的虫种,根

据转录间隔区的插入片段还可区别麦氏血吸虫 (S.

m attheei)和马格里血吸虫 (S. m arg rebow iei) ,同是侧刺虫卵

的 Sm 和罗氏血吸虫 (S. rod ha in i)之间由于非转录和转录间

隔区限制性位点的缺失或插入,使得印迹杂交显示出明显的

种间差异。[7- 10 ]

用 Sm 探针 p sm 750 对 Sm 14 个地理隔离群用 R FL P

法进行种内遗传变异的研究,发现在不同株间虽然存在具有

鉴别意义的带型, 但在这些种群的株内遗传变异很小[11 ]。

R FL P 的研究还可适用于血吸虫定性分析, 如在塞内加尔,

有三种具有端刺虫卵形态的血吸虫: Sh、牛血吸虫和 S.

cu rasson i,后者主要寄生于绵羊、山羊和牛,但是否可在人体

内寄生尚有争议, Sh 和 S. cu rasson i 的虫卵形态一致, 因此

在两者共同流行地区单依据形态区别这两个虫种很困难,然

而初步的研究显示两者的 rRNA 基因明显不同,由此可为虫

体定性[12 ]。研究发现 Sh 尾蚴R FL P 明显区别于中间宿主同

为小泡螺的其它血吸虫尾蚴。用探针 p sm 389比较 Sm 感染

的抗性双脐螺和敏感性双脐螺 (B . g labra ta) , 发现在 EcoR

Í 消化的双脐螺 rRNA 基因中, R FL P 带型明显不同, 即使

在抗性双脐螺不同分离株中也存在频率很高的遗传变

异[13 ]。

随着分子生物学技术的发展,对DNA 的序列的测定已

大为简化, 对DNA 序列的直接分析使研究遗传变异更直

观,结果更可靠,对于研究生物进化历程和确定物种间的进

化关系以及寻找突变位点具有明显的优越性。对梭形血吸

虫、Sh、Sj以及 Sm 的 18S rRNA 基因的序列分析,发现虽然

血吸虫 18S高度保守,但仍可用序列资料初步建立该属分子

系统发育体系,认为梭形血吸虫与 Sh 作为一个并列的分类

单位 ( sister taxe)与 Sm 处于同一分支中,而 Sj与该支的距

离较远。所观察到的变异绝大多数处于基因高度变异的延伸

区内, 即相当于 18S rRNA 的V 4 区[14 ]。有资料表明 28S

rRNA 基因保守的核区中夹杂着一些可变性较高的扩张片

段或区域,命名为D 1至D 18。L it t lew ood测定了 Sm、Sh、Sj、

梭形血吸虫 28S rRNA 5’端三个高变区的序列,对序列数据

用最大节省法和最大相似性法进行种系发生分析, 认为 Sj

是最早的分支,迄今尚未确定种系发生关系的梭形血吸虫并

列于 Sm 同支, Sm 虽是独立的, 但与 Sh 有密切的亲缘关

系[15 ] ,该结果与 18S rRNA 的分析结果相似。

用 PCR 扩增法获得了 Sh、麦氏和间插血吸虫 rRNA 基

因的内部转录间隔区 ( IT S) , 序列比较显示 Sh 和间插血吸

虫有 2个重复单位, Sm 有 4个重复单位,重复单位的序列高

度一致,在 IT S2区,三种血吸虫主要部分高度保守。研究结

果表明这三种血吸虫 IT S 区所有的性质和重复单位均非常

相似,因此不能用作探针来鉴别三种血吸虫[16 ]。对 rRNA

18S V 4区及 28S D 1区的序列分析与前述的结果相似,支持

血吸虫属中传统的分类结果 [17 ]。

212　线粒体DNA

线粒体DNA (m t DNA )的进化明显较核DNA 快,由母

系遗传不会发生重组, m tDNA 序列的变化可反映生物种群

内和群体 (popu lat ion)间的遗传变异。因此m tDNA 是一个

研究进化的理想工具,尤其是在相近虫种之间。早期的研究

显示 Sm 的m tDNA 在大小方面有较大的差异 [18 ]。一个非洲

株 Sm 和 5个美洲株 Sm 之间线粒体 16S rRNA 有微小的变

异,进一步用 12 种限制性酶分析这 6 株 Sm 的m tDNA , 发

现株间存在广泛的长度多态性。在 40个位点中,有 5个限制

性酶切位点呈多态性,系统发育分析的结果支持美洲株 Sm

是在几百年前由非洲传至美洲的假说 [19 ]。

213　GST 和其它蛋白的编码核酸

谷胱甘肽 S转移酶 (GST 28 kD a )是血吸虫一个理想的

候选疫苗分子,但对血吸虫种间异源抗原交叉保护的可能性

尚不完全了解,因此比较不同血吸虫 GST 并评价其亲缘关

系是必要的。对牛血吸虫 (S b)、Sh、Sm 和 Sj的GST 碱基序

列及肽链序列进行比较认为 Sm、Sh、Sb GST 是相似的,

28 kD a 组分内的微小多态性可能为群体异源性或不同的

RNA 的共同表达所致。Sh 和 Sb 28GST蛋白具有高度保守

性,提示它们在进化上密切相关,而 Sj与其它三种血吸虫的

GST 同源性较低[20 ]。

血吸虫卵壳蛋白基因在 Sm、Sh 和 Sj之间高度保守,然

而 Sm 与 Sh 的相似程度明显地大于各自与 Sj的相似程

度[21 ]。

214　随机扩增多态DNA (RA PD )

RA PD 是 90年代建立的一种随机扩增检测DNA 的遗

传标志系统,具有分布广、多态性高、操作简便、高效等明显
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的优越性,目前已广泛地运用于血吸虫的系统发育和遗传变

异研究。

RA PD 最早应用于血吸虫的研究是 1993年, D ias2N eto

研究发现编号为 3301的随机引物在 Sm 的 5个虫株之间呈

现扩增条带的多态性,而引物 3303在株间则带型一致,但在

8个不同的血吸虫种间存在明显差异 [22 ]。Barral用 40种随

机引物对 5种血吸虫 (曼氏、罗氏、牛、间插、日本血吸虫)研

究显示,有 37个引物在种间呈现明显的多态性,并据此绘制

了这 5种血吸虫的系统发育的进化树,此外在 Sm 株间、同

一虫株的不同个体之间以及雌雄之间也发现了有限的多态

性[23 ]。

用 RA PD 对种团的种系发生研究显示: 4 株间插血吸

虫、3株 Sh 和 2株 Sm 形成三个独立的种系,这三个独立的

种系又分别是 S. cu rasson i、牛血吸虫和罗氏血吸虫的姐妹

组,麦氏血吸虫和 S. leiperi可形成一个独立的种系,此外马

格里血吸虫是唯一与其他血吸虫关系疏远的虫种,值得注意

的是该虫种是唯一产生相似于日本血吸虫侧刺虫卵的非洲

血吸虫[24 ]。

对血吸虫种下分类的研究 RA PD 也显示了其较高的敏

感性。Barral从 10个自然感染 Sm 的大鼠中检获的 212条虫

体中发现共有 78种基因型,在同一个宿主内虫体之间的最

大变异达 28种基因型,同一宿主之内的变异程度大于宿主

之间的变异程度,由于在该流行区钉螺感染率很低,而脊椎

动物宿主的感染率高,因此认为造成宿主内部虫体发生遗传

变异的原因可能是脊椎动物很高的迁移率和ö或钉螺的多毛

蚴感染所致[25 ]。

早期的研究已经表明中间宿主的遗传因素影响寄生虫

感染的存活与否,用 RA PD 比较血吸虫和中间宿主的遗传

变异发现, 血吸虫种内的遗传变异有限, 而其中间宿主

B iom p ha laria g labra ta 却显示了很强的遗传变异,提示光滑

双脐螺在血吸虫病流行病学的确定中起重要作用[26 ]。用

RA PD 在抗性钉螺和敏感钉螺间发现了与抗性有关的特异

性扩增片段, 这些特异性标志, 以显性或等显性方式遗

传[27 ]。

3　日本血吸虫遗传变异研究的历史与现状

50 年代中期以前,人们一直认为亚洲血吸虫病均由单

一的日本血吸虫种所引起,以后根据各地 Sj的生物学特性,

提出 Sj至少存在中国大陆、中国台湾、日本和菲律宾 4个地

域品系 (geograph ic stra in)。70年代后期,对湄公河下游岛屿

和河谷地区血吸虫病流行区的调查,发现 Sj湄公品系在虫

卵形态和大小以及中间宿主上有明显不同而重新定名为湄

公血吸虫 (S. m ekong i)。近年来又陆续在马来西亚彭亨州山

区土著病人的肝组织中发现类似 Sj的虫卵,结合一些其它

生物学性状的研究,将其定名为马来血吸虫 (S. m alay ensis)。

综合各方面的研究成果有人认为日本血吸虫为一超种复合

体 (superspecies comp lex) ,存在着明显的种内和品系间的变

异[28 ]。

F lecher (1980)最早对亚洲的湄公血吸虫和 Sj进行了同

工酶研究,在 10个位点上,两者的差异达 82%～ 91% ,认为

湄公血吸虫是独立的一个种,而 Sj的不同地理品系中国大

陆、中国台湾、日本和菲律宾也有较少的种内变异。由于其所

用虫株为实验室传代的虫株, 似难以代表血吸虫的自然状

况[29 ]。W oodruff及M eren lender (1987)应用多位点酶电泳技

术分析亚洲各地 Sj及其近似种的 10 余个等位基因的变异

情况,计算N ei氏遗传距离,以非加权配对聚类分析法绘制

了亚洲各地人体血吸虫的遗传距离图。研究发现 Sj的不同

品系 (中国大陆、台湾、菲律宾、日本)之间遗传距离平均>

013,远远地大于 Sm 株间的遗传距离, Sj与湄公血吸虫和马

来血吸虫之间的遗传距离> 1,表示达到了独立虫种的水平,

中国贵池 (皖)与菲律宾M indo ro 之间 Sj的遗传距离D =

01575±0120,该值比其他同种动物的一般遗传距离明显为

大。结果表明中国大陆 Sj品系具有非常突出的特点,与其他

品系 Sj及其近似种如湄公血吸虫和马来血吸虫有明显的差

异[30, 31 ]。

何毅勋等对中国大陆安徽、湖北、广西、四川、云南五个

不同地理隔离群的 Sj进行了一系列的比较研究,主要包括

了形态度量学、哺乳动物的易感性、幼虫与钉螺的相容性、对

宿主的致病性、感染动物的血清免疫学反应、对吡喹酮药物

的敏感性、蛋白电泳和抗原组分的测定、DNA 杂交、多位点

酶电泳分析等。其中用同工酶电泳技术对 9个基因位点的分

析显示遗传距离为 01001～ 01039,遗传一致性 I为 01962～

01999,平均基因杂合度为 01332,表明在这 5个隔离群间基

因结构基本相似,亲缘关系密切。与亚洲其他地区资料比较,

中国大陆群体间的遗传距离明显较亚洲 4大地区群体间的

值为小,表明大陆境内 Sj群体间的遗传分化程度较亚洲各

地群体间为低[32 ]。用 Sm 特异性克隆片段p sm 889制备的探

针分析中国大陆 5个隔离群 R FL P 的差异,发现经BamH I

酶切的杂交图谱完全相同,经 EcoR I酶切的杂交图谱中,主

带完全一致, 但弱杂交带有明显差异 [33 ]。曾宪芳 (1993)用

Sm p sm 889、p sm 389探针比较了 Sm 和 Sj中国大陆品系的

R FL P 多态性,发现在种间存在有明显的差异,在 Sj中国大

陆湖南、湖北、江西、浙江、云南隔离群之间探针 p sm 389的

杂交主带完全相同,但次带则有不同程度的区别,其中湖南、

湖北、浙江互相接近,而江西及云南的次带与前三者有明显

区别,且两者间亦显著不同。作者认为由于中国大陆各血吸

虫流行区相距很远,钉螺的孳生环境及气候条件互不相同,

各地 Sj形成基因水平上不同的地理株是完全可能的 [34 ]。何

毅勋综合分析了各种生物学性状、生化特性及分子生物学中

有限的资料以后,认为目前所称的中国大陆品系 Sj是由若

干不同分化的品系所组成的品系复合体,至少包括 4个不同

地域品系: 云南品系、广西品系、四川品系、皖鄂品系 [35 ]。本

文作者曾用 PCR 2SSCP 对中国大陆湖南、湖北、江西、安徽、

四川、云南以及一个实验室驯化品系 Sj 28S rDNA - D 2 区

进行了多态性分析,该特异性DNA 片段具有血吸虫虫种鉴

别意义,但研究显示其在中国大陆不同隔离群之间单链带型
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及构象完全相同,具有高度的保守性 [36 ]。

显然,用DNA 分子标志技术对 Sj的系统发育和遗传变

异的研究还较粗浅,由于 R FL P 技术的敏感性有限,尚难以

全面地反映 Sj种下的遗传变异程度,此外所用探针来自 Sm

是否存在种间遗传变异的影响尚不能确定。因此需采用一些

较敏感的遗传标志对 Sj的种群遗传及遗传变异的程度做更

精确的分析,并结合生物学性状进行综合评估,尤其不容忽

视环境因素对 Sj遗传分化的影响。
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