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湖北钉螺 ＣＯⅠ序列差异的扩展研究
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　　【摘要】　目的　研究中国２１株湖北钉螺细胞色素氧化酶Ｉ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｏｘｉｄａｓｅⅠ，ＣＯⅠ）基因序列
差异和各地域株的亚种分化。　方法　收集中国４省７地湖北钉螺标本，提取基因组 ＤＮＡ后，ＰＣＲ扩
增ＣＯⅠ基因部分片段并进行序列测定。加入原有１４株钉螺ＣＯⅠ序列，用ＣｌｕｓｔａｌＸ进行序列比对后输
入ＭＥＧＡ软件计算遗传距离，并分析序列集变异情况。采用距离法构建系统进化树。　结果　所有２１
株标本经过序列比对得到一致性长度为６１１ｂｐ。序列集中变异位点为１９．３％。编码的２０３个氨基酸中
仅有１个氨基酸的差异。２１株钉螺平均遗传距离为０．０５２６，其中四川、云南株与其他地域株之间差异
较大，为０．１２９６～０．１５７２，其余两两之间的距离均＜０．０６。采用邻接法和非加权组平均法两种方法构建
系统进化树，拓扑结构基本一致，四川、云南株聚为一支，其余株位于另外分支，且湖北赤壁株及湖北远

安、钟祥株显示出特异性。　结论　中国湖北钉螺 ＣＯⅠ基因存在差异。原有分类中滇川、福建、指名、
广西亚种成立。湖北赤壁株似为独立亚种。

　　【关键词】　湖北钉螺；细胞色素氧化酶Ⅰ；系统发育
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　　湖北钉螺是日本血吸虫的惟一中间宿主，主要
分布于中国、日本、菲律宾和印度尼西亚等国，其中

在中国主要分布于长江流域。关于中国大陆湖北钉

螺的亚种分化一直存在着争议。在以往的研究中，

我们发现位于湖北省钟祥大口林场的钉螺在分子水

平上显示出特殊性［１］，为进一步明确其特殊性，我

们选取钟祥大口和冷水镇的湖北钉螺，利用序列分

析进行遗传差异研究。同时广西西部局部地区的某

地域株也具有一定的特殊性，关于其是否为独立亚

种尚无明确定论。为进一步明确上述问题，我们选

取湖北钟祥、湖南临湘、广西、浙江等地钉螺进行分

析，以期为湖北钉螺的遗传差异研究提供更多依据。

１　材料和方法
１．１　标本收集

收集湖北省远安、钟祥冷水镇和大口林场，湖南

临湘、浙江开化、广西横县、云南永胜等７地钉螺标
本，带回实验室短期饲养并经逸蚴筛选后，阴性钉螺

晾干置于－３０℃冰箱冻存。
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１．２　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增和序列测定
各地选取３个标本，按照参考文献［２］中的方

法提取基因组 ＤＮＡ，并参照文献［３］中特异性引物
扩增细胞色素氧化酶Ⅰ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｏｘｉｄａｓｅⅠ，
ＣＯⅠ）基因片段，所得产物用扩增引物进行上下游
双向测序。测得序列经 ＢｉｏＥｄｉｔ软件拼接得到引物
间片段。

１．３　序列分析
引用文献［１２］中的１４株湖北钉螺 ＣＯⅠ序列

（分别来自台湾彰化、台北、福建福清、浙江常山、江

西新建、湖南岳阳、安徽铜陵、广西靖西、四川天全、

云南洱源以及湖北的松滋、赤壁大田畈、武汉、阳

新）与本实验测序得到的序列一并组成钉螺 ＣＯⅠ
序列集。得到的序列输入 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行比对，
参数默认设置。比对结果用 ＭＥＧＡ３．１软件进行序
列差异分析，用Ｋｉｍｕｒａ双参数法计算两两之间的遗
传距离。分别用邻接法（ＮＪ）和非加权平均法（ＵＰ
ＧＭＡ）构建系统发生树。所得进化树采用自展法
（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ＝１０００次）进行统计分析。

２　结果
２．１　标本形态

各地标本形态描述见表１。

２．２　ＣＯⅠ片段扩增和序列分析
经ＰＣＲ扩增得到大小约７００ｂｐ的片段，将所测

序列去掉两端引物后为６３８ｂｐ。将所得序列提交

ＧｅｎＢａｎｋ获得登录号，所有检索号见表１。加入其
余１４株本室已测得的序列后共得到２１株标本。
因湖北武汉、福建福清等地湖北钉螺 ＣＯⅠ片段长
度为６１１ｂｐ，遂将所有序列长度调整一致。所有
序列经ＣｌｕｓｔａｌＸ软件比对结合手工校正后得到
６１１ｂｐ的 序列 集。各 碱 基 组 成 为：Ｔ３６．７％，
Ｃ１９．５％，Ａ２１．９％，Ｇ２２．０％。其中变异位点为
１１８（１９．３％），简约信息位点有９５ｂｐ，变异位点中１５
个位于第１密码子，其余１０３个均位于第３密码子。将
核酸序列翻译成氨基酸，２０３个氨基酸中仅有１个氨
基酸的变异。

采用 Ｋｉｍｕｒａ双参数法计算两两之间的遗传距
离，结果见表２。２１株钉螺平均遗传距离为０．０５２６，
其中四川天全及云南永胜、洱源株与其他１８株之间
的差异较大，为０．１２９６～０．１５７２，而其余两两之间
的距离均＜０．０６，以湖北松滋和阳新，浙江常山和福
建福清之间的距离最小（均为０），序列间无差异。

２．３　进化树重建
分别用ＮＪ和 ＵＰＧＭＡ法构建系统发生树见图

１。其中四川、云南３株钉螺在两种方法构建的进化
树中均聚为一支，与其余１８株独立开来（分支支持
值为１００％）。而其余１８株中，湖北远安、冷水及大
口三株在两种方法构建的进化树中位置有较大变

化，除此之外，其余１５株结构较稳定。进一步去除
湖北远安、冷水及大口３个地域株后得到进化树结
果见图２。两种方法得到的结果基本一致，分支支
持值也较高。

表 １　７株标本采集地、形态及登录号
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓ，ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆｔｈｅ７ｓａｍｐｌｅｓ

株名
Ｉｓｏｌａｔｅｓ

采集地及经纬度
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓ
＆ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ

形态特征
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

大口
Ｄａｋｏｕ
　

湖北钟祥市大口林场
３１°６′Ｎ，１１２°４８′Ｅ
　

壳高６．１～７．１ｍｍ，壳质厚而坚固。５～６个螺层，壳顶钝圆，壳顶磨损明
显。各螺层缓慢均匀增长，壳面上有纵行排列的粗的或细的肋。壳口类
圆形，周缘完整［１］

ＥＵ３３３４０２
　
　

冷水
Ｌｅｎｇｓｈｕｉ

湖北钟祥市冷水镇
３１°６′Ｎ，１１２°２６′Ｅ

壳高６．１～８．５ｍｍ，壳质较厚而坚固。６～７个螺层，各螺层缓慢均匀增
长，壳顶尖细，壳面平坦。壳面光滑，壳口呈喇叭形，周缘完整［１］

ＥＵ３３３４０３
　

远安
Ｙｕａｎ＇ａｎ
　

湖北省远安县鸣凤镇
３１°３′Ｎ，１１１°３８′Ｅ
　

壳高６．７～７．７ｍ，壳质薄而坚固。６～７个螺层，各螺层缓慢均匀增长，壳
顶尖细，壳面略膨出，体螺层略膨大。壳面上有稀疏纵行排列的细肋。壳
口呈泪滴形，周缘完整［１］

ＧＵ３６７３９２
　
　

临湘
Ｌｉｎｘｉａｎｇ

湖南省临湘市白云镇
２９°２９′Ｎ，１１３°２４′Ｅ

壳高６～７ｍｍ，螺壳黄褐色，质薄而坚固。６～７个螺层，各螺层均匀增
长，表面有细肋。壳口卵圆形，边缘完整。唇嵴明显

ＧＵ３６７３９０
　

横县
ＨｅｎｇＣｏｕｎｔｙ

广西横县陶圩镇
２２°４９′Ｎ，１０９°７′Ｅ

壳高５．５～６．５ｍｍ，螺壳黑褐色，质厚。５～６个螺层，各层缓慢增长，表
面有细肋。壳口斜卵圆形，边缘完整

ＧＵ３６７３９１
　

开化
Ｋａｉｈｕａ

浙江省开化县张湾乡
２９°７′Ｎ，１１８°１２′Ｅ

壳高６～７ｍｍ，螺壳褐色。６个螺层，体螺层略膨大，表面光滑无纵肋。
壳口斜卵圆形，周缘完整

ＧＵ３６７３９３
　

永胜
Ｙｏｎｇｓｈｅｎｇ

云南省永胜县新民村
２６°４１′Ｎ，１００°４５′Ｅ

壳高５～６ｍｍ，螺壳黑色，质薄。５个螺层，表面光滑无纵肋。壳口卵圆
形，周缘完整

ＧＵ３６７３８９
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图 １　２１株钉螺构建的系统进化树 （Ａ：ＮＪ，Ｂ：ＵＰＧＭＡ）
Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｗｉｔｈ２１ｓｔｒａｉｎｓｏｆＯｎｃｏｍｅｌａｎｉａｈｕｐｅｎｓｉｓｕｓｉｎｇＮＪａｎｄＵＰＧＭＡｍｅｔｈｏｄｓ

图２　１８株钉螺构建的系统进化树（Ａ：ＮＪ，Ｂ：ＵＰＧＭＡ）
Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｗｉｔｈ１８ｓｔｒａｉｎｓｏｆｓｎａｉｌｓｕｓｉｎｇＮＪａｎｄＵＰＧＭＡｍｅｔｈｏｄｓ

　

３　讨论
在系统进化和分类学研究中，分子标志的选择

至关重要。本研究采用较为通用和普遍的 ＣＯⅠ基
因片段作为分子标志对湖北钉螺进行进化分析。

进化树中湖北省内各地域株均位于指名亚种分

支，仅赤壁大田畈株较为特殊，始终独立于湖北其余

株，甚至位于台湾滨海和福建亚种之外的分支。该

结果与韩庆霞等［２］得到的结果基本一致，在其基础

上本研究增加８个地域株后发现其拓扑结构亦无变
化，表明该结论较为可信。赤壁大田畈株与湖北其

余株的遗传距离差异较大，在进化树中的位置也更

为特殊，提示该地域株可能应归为一独立亚种。为

进一步证实其亚种的独立性，我们选取了与该地极

为接近的临湘（相距５０ｋｍ而且生态环境相近）钉
螺加入分析，发现临湘株位于指名亚种而与该株差

异较大。该地域株在形态上也较为特殊，大田畈株
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为光壳而同为赤壁的车埠株为肋壳，且大田畈偏离

长江水系，受长江洪水的影响较小，因而与长江流域

的其余株之间基因交流少，遗传距离也大。此外赤

壁大田畈株在起源上是否为一独立亚种，目前尚无

明确依据，还需进一步证实。

其余湖北６株中大口、冷水及远安株在图１中
两种方法显示出不一致性，而在去掉该３株后则拓
扑结构较为稳定，表明该３株有一定的特殊性，但具
体原因还需研究。

广西靖西株在两种进化树中均位于独立分支，

显示出特殊性，该结果与Ｌｉ等［５］采用表达序列标签

分析得到的结论一致，表明靖西株可能为独立亚种

（即Ｌｉ文中的广西亚种）。而周艺彪等［６７］采用微卫

星等方法研究发现广西宜州与其余地域的钉螺存在

差异，但该株与靖西株是否为同一亚种，目前尚无相

关研究。另外，广西横县株位于指名亚种分支，表明

目前广西至少存在２个亚种即广西亚种和指名亚
种。这两者在形态上也略有差异，广西靖西株为光

壳而横县株为细肋，这可能是由于分布于不同的水

系导致交流的隔绝而遗传差异较大所致。浙江常山

株与闽亚种及台亚种距离较近，而同属浙江的开化

株则位于指名亚种各株之间，相距较远，表明浙江省

湖北钉螺也可能存在２个亚种。同时，浙江两株中
常山株为细肋而开化株则为光壳，形态上也存在差

异。因此，上述各地域株钉螺除台湾省存在着台湾

亚种和滨海亚种２个亚种外，浙江、广西、湖北也存
在２个亚种。
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