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摘　要：为了探索青藏高原细粒棘球绦虫的遗传变异特点与系统发生关系，为该地区细粒棘球蚴病的分子诊断、流

行病学和防控研究提供基础资料。本研究对采自青藏高原的４３株细粒棘球蚴的线粒体犖犇５基因全序列进行测

序及分析，共鉴定出４２个分离株属于细粒棘球绦虫Ｇ１型，１个西藏绵羊分离株属于细粒棘球绦虫Ｇ６型。Ｇ１型

分离株中，共有４３个变异位点，分为２７个单倍型，单倍型多样性为０．９４０±０．０２８，核苷酸多样性为０．００１９３±

０．００１１４，单倍型之间的平均遗传距离为０．００２６。单倍型网络图以 Ｈ９ 为优势单倍型，其余单倍型围绕它呈辐射

状。单倍型歧点分布分析呈单峰，中性检验得到显著的负值。结果表明青藏高原细粒棘球绦虫流行的主要基因型

为Ｇ１型，且种内变异较小。
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　　细粒棘球绦虫（犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊）的中

绦期幼虫———细粒棘球蚴，寄生于人和多种动物的

肝、肺与其它组织器官内而引起细粒棘球蚴病

（ｃｙｓｔｉｃｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓ）
［１］。该病呈世界性分布，在

中国２０个省份有该病的病例报道，其中青藏高原为

该病的高发地区［２］。细粒棘球蚴病是一种危害严重

的人兽共患寄生虫病，已被列为中国《国家中长期动

物疫病防治规划》（２０１２—２０２０年）优先防治和重点

防范的动物疫病。

细粒棘球绦虫是一种较特殊的寄生虫，不同的

地理环境或者不同的寄生宿主可能会导致该虫种在

形态学、宿主范围、传播动力学、生命周期、致病性以

及对药物的敏感性等方面发生变化［３８］。通过对线

粒体及核糖体基因的分析，细粒棘球绦虫被分为１０

个基因型（Ｇ１～Ｇ１０）
［９１２］。但近年有的研究者认

为，细粒棘球绦虫是由犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊狊犲狀狊狌狊狋狉犻犮狋狅

（狊．狊．，基因型Ｇ１～Ｇ３），犈．狇狌犻狀狌狊（基因型Ｇ４），

犈．狅狉狋犾犲狆狆犻（基因型Ｇ５）和犈．犮犪狀犪犱犲狀狊犻狊（基因型

Ｇ６～Ｇ１０）这几种组成的复合种
［１３］。

线粒体烟酰胺腺嘌呤二核苷酸脱氢酶亚单位５

（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ５，

ＮＤ５）基因，是线粒体ＤＮＡ中最大的编码基因，拥

有较高的突变速率，是相关种群系统发育研究最有

用的基因之一［１４］。它已被应用于包括寄生虫在内

的多种生物［１５１８］，但至今尚未见应用于细粒棘球绦

虫遗传变异的研究报道。

青藏高原地处中国西南部，包括西藏藏族自治

区、青海省大部及新疆维吾尔族自治区、甘肃、四川

与云南省等的部分地区，面积广阔，平均海拔在

４０００ｍ以上，存在特殊的地理气候条件，地域差异

大，各种中间宿主广泛存在，可能成为细粒棘球绦虫

发生变异的外在因素［１９］。本研究首次采用线粒体

犖犇５基因全序列测序的方法对４３株采自青藏高原

的细粒棘球蚴进行了分子鉴定与遗传分析，以期为

该地区细粒棘球绦虫的种群遗传结构、细粒棘球蚴

病的流行病学及防控研究提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　细粒棘球蚴的采集和处理

共采集细粒棘球蚴样品４３个，分别来自位于青

藏高原的西藏、青海和四川３个省区。其中，西藏绵

羊分离株７个，牦牛分离株１个；青海绵羊分离株

２３个；四川人分离株１１个，牦牛分离株１个。将样

品分离、漂洗和编号后，于－２０℃冻存备用。

１．２　方法

１．２．１　细粒棘球蚴总ＤＮＡ的提取　　用蛋白酶

Ｋ 消化和酚／氯仿法
［２０］提取细粒棘球蚴基因组

ＤＮＡ，保存于－２０℃冰箱备用。

１．２．２　线粒体犖犇５基因的扩增、纯化与测序　　

以ＧｅｎＢａｎｋ上已发表的细粒棘球绦虫的线粒体全基

因组为模板设计出前段（Ｆｓ：５′ＴＧＣＧＧＴＡＧＣＴＡＴ

ＧＴＣＡＧＡＡＧ３′，Ｆａ：５′ＡＡＡＣＣＡＡＧＡＡＣＣＡＣＡＧ

ＣＡＡＡ３′）与后段（Ｌｓ：５′ＡＴＴＴＧＡＡＧＡＡＧＡＴＴＧＴ

ＧＧＣＴ３′，Ｌａ：５′ＣＴＡＡＡＣＧＣＡＧＧＡＡＴＣＡＣＡＧＡ

３′）２对特异性引物，分段扩增犖犇５基因。

ＰＣＲ扩增体系为２５μＬ体系：２×犜犪狇ＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，上下游引物（１０ｐｍｏｌ·μＬ
－１）

各１μＬ，模板ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ，混匀后稍

加离心。前段扩增条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃

变性３０ｓ，４９℃ 复性５０ｓ，７２℃ 延伸５０ｓ，共３８个

循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。后段扩增条件：９５℃

预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５２℃ 复性５５ｓ，７２℃

延伸５５ｓ，共３８个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。同

时，以ｄｄＨ２Ｏ代替模板ＤＮＡ作空白对照。反应结

束后，取５μＬＰＣＲ扩增产物用１％琼脂糖凝胶电泳

检测其大小、纯度及亮度。ＰＣＲ扩增产物经柱式

ＤＮＡ胶回收试剂盒进行纯化后送英潍捷基（上海）

贸易有限公司测序。
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１．２．３　数据分析　　对测序结果进行人工比对峰

图分析后，以 ＤＮＡｍａｎ５．２．２ （ＬｙｎｎｏｎＢｉｏｓｏｆｔ，

ＵＳＡ）对序列进行比对、拼接和剪切，生成对应的

犖犇５全序列文件。将这些序列输入 ＭＥＧＡ５．０５

软件［２１］后，运用ＣｌｕｓｔａｌＷ程序比对核苷酸序列，并

以棘皮动物线粒体密码子［２２］将核苷酸序列翻译为

氨基酸序列进行比较分析，确定变异位点。ＤＮＡｓｐ

５．１０软件
［２３］用于确定单倍型，再以单倍型数据输入

ＭＥＧＡ计算遗传距离。Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．５．１．２软件
［２４］

用于计算核苷酸多样性（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ，π）、

单倍型多样性（ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｄｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｄ）、以及用

于估算种群扩张事件的单倍型歧点分布（ｍｉｓｍａｔｃｈ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）
［２５］和中性检验值（Ｔａｊｉｍａ＇ｓＤ和Ｆｕ＇ｓ

Ｆｓ）
［２６２７］。从ＧｅｎＢａｎｋ下载相应犖犇５序列，并以多

房棘球绦虫（犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊）为外群构建系统进

化树，进化树采用 ＭｒＢａｙｅｓ３．１．２软件
［２８］构建，使

用ＧＴＲ替换模型与γ分布比率差异，用ｍｃｍｃ法运

算２００００００代，每１０００代取样１次，从得到的样

本中舍弃５００个老化样本后总结得到共有树。ＴＣＳ

１．２１软件
［２９］用于构件单倍型简约网络图（Ｐａｒｓｉｍｏｎｙ

Ｎｅｔｗｏｒｋ）。并以Ａｒｌｅｑｕｉｎ软件与Ｄｎａｓｐ软件分析人

分离株类群和绵羊分离株类群的种群遗传分化。

２　结　果

２．１　序列变异

在所测的４３个样品中，得到长１５９９ｂｐ的

犖犇５全序列４２条（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＣ７５６２３６～

ＫＣ７５６２７４，ＫＣ７５６２７６～ＫＣ７５６２７８）。４２条序列与

细粒棘球绦虫普通绵羊株（Ｇ１）序列高度相似

（９９．６９％～１００．００％），初步鉴定为Ｇ１型。序列之

间的变异率为０．００％～０．５０％，共有变异位点４３

个，其中简约信息位点１３个。发生转换４０次（ＡＧ

转换１５次，ＴＣ转换２５次），颠换３次，无插入和缺

失。氨基酸序列显示，共有１６个非同义突变位点。

Ｃ、Ｔ、Ａ和Ｇ四种碱基含量分别为６．０９％、５１．０２％、

１５．００％和２７．８９％，嘌呤含量（Ａ＋Ｔ）为６６．０２％，嘧

啶含量（Ｇ＋Ｃ）为３３．９８％。

此外，在所测样品中有１条序列全长１５７２ｂｐ

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＣ７５６２７５），与细粒棘球绦虫Ｇ６

型（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＢ２０８０６３）的序列相似性为

９９．８１％，初步鉴定为细粒棘球绦虫 Ｇ６ 型（犈．

犮犪狀犪犱犲狀狊犻狊）。

２．２　系统发生与单倍型网络图

本研究所得Ｇ１型样品序列共分为２７个单倍

型（Ｈ１～Ｈ２７），Ｇ６型样品为单倍型 Ｈ２８。以多房棘

球绦虫为外群构建的贝叶斯树能够将不同基因型分

隔开，单倍型 Ｈ１～Ｈ２７与标准绵羊株犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊

Ｇ１聚合为一支，而Ｇ６型样品所在的 Ｈ２８与骆驼株

Ｇ６型归为一支（图１）。

基于犖犇５基因和ＴＣＳ软件构建的单倍型简约

网络图（图２），呈现出以单倍型 Ｈ９ 为中心的辐射

状，相邻单倍型之间的突变从１步到５步不等。

２．３　遗传多样性与种群扩张

Ｇ１型单倍型之间的遗传距离（基于 Ｋｉｍｕｒａ２

ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ模型
［３０］）为０．０００６～０．００５０，平均遗传

距离为０．００２６。４２条序列的核苷酸多样性为

０．００１９３±０．００１１４，单倍型多样性为０．９４０±

０．０２８。单倍型歧点分布分析结果显示为单峰（图

３），Ｈａｒｐｅｎｄｉｎｇ＇ｓＲａｇｇｅｄｎｅｓｓｉｎｄｅｘ为０．０２７；同时

Ｔａｊｉｍａ＇ｓＤ与Ｆｕ＇ｓＦｓ均得到显著的（犘＜０．０１）负

值，分别为－２．４２３和－２４．５４。

２．４　遗传分化分析

将细粒棘球蚴人分离株与羊分离株分为２个类

群进行对比分析（牦牛分离株样本数太少不计入比

较），发现它们之间的遗传距离较近，遗传分化度

犉狊狋值小于０．０５，基因流值大于１（表１）。

３　讨　论

线粒体基因具有母系遗传的特点，常常作为种

群遗传与基因变异研究的标记。标记基因的选择需

要综合其片段长度与保守性等因素综合考虑。在有

关四川、青海和西藏地区的细粒棘球绦虫遗传变异

的研究报道中，Ｍ．Ｎａｋａｏ等
［３１］采用犆犗１基因部分

序列（７８９ｂｐ）从１１３个细粒棘球蚴中得到２６个单

倍型；Ｊ．Ｍａ等
［３２］也用犆犗１基因部分序列（７９２ｂｐ）

从３５个样本中得到１７个单倍型；Ｎ．Ｙａｎ等
［３３］利

用犖犇１和犃犜犘６基因全序列（共１４０７ｂｐ）从８４个

样品中鉴定出２８个单倍型，而马淑梅等
［３４］利用

犆犗１、犖犇１和犃犜犘６基因的部分序列（共１３２７ｂｐ）

从５５个样本中仅得到１３个单倍型。除Ｊ．Ｍａ等的

序列变异性相对较大外，其余犆犗１、犖犇１和犃犜犘６

基因都显示出了较低的变异性。延宁等［３５］采用

１２Ｓ基因全序列（７００ｂｐ）对４２个细粒棘球蚴进行

分析，仅得到５个单倍型，说明该基因序列最为保

守。而本文以犖犇５基因全序列（１５９９ｂｐ），从４３

个细粒棘球蚴样本中得到２８个单倍型，说明其变异

性相对较大，更适合种及以下分类单元的鉴定。
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　９期 胡丹丹等：青藏高原细粒棘球绦虫的分子鉴定与遗传变异分析

图１　基于细粒棘球绦虫线粒体犖犇５基因以贝叶斯法构建的系统发生树

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊犿狋犖犇５犵犲狀犲狌狊犻狀犵犕狉犅犪狔犲狊

图２　青藏高原细粒棘球绦虫单倍型简约网络图（圆圈

面积代表样本数，圆点为变异节点）

犉犻犵．２　犘犪狉狊犻犿狅狀狔狀犲狋狑狅狉犽犳狅狉犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊狅犳狋犺犲犜犻犫犲狋犪狀

犘犾犪狋犲犪狌（犜犺犲犪狉犲犪狅犳犪犮犻狉犮犾犲犪狀犱狋犺犲犱狅狋狉犲狆狉犲狊犲狀狋狋犺犲

狀狌犿犫犲狉狅犳狊犪犿狆犾犲狊犪狀犱狋犺犲犿犲犱犻犪狀狏犲犮狋狅狉狊）

表１　青藏高原细粒棘球绦虫人与绵羊分离株类群的遗传

距离与遗传分化值

犜犪犫犾犲１　犇犻狊狋犪狀犮犲犪狀犱犳犻狓犪狋犻狅狀犻狀犱犲狓犲狊犳狅狉狋犺犲狋狑狅狊狌犫狆狅狆狌犾犪

狋犻狅狀狊狅犳犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊犻狀狋犺犲犜犻犫犲狋犪狀犘犾犪狋犲犪狌

类群

Ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

样品数

Ｎｕｍｂｅｒｓ

遗传距离

Ｄｉｓｔａｎｃｅ

犉狊狋

Ｖａｌｕｅ

基因流

Ｎｍ

人分离株

绵羊分离株

１１

２９

０．００２２

０．００１８
０．０４６７ ５．１２

犘＜０．０５

有学者曾用犆犗１、犖犇１、犃犜犘６基因的部分序

列以及１２Ｓ的全序列对中国西部地区的细粒棘球绦

虫进行分型分析［３１３８］，仅在新疆检测到少量的 Ｇ６

型，绝大部分细粒棘球绦虫均被鉴定为普通绵羊株

Ｇ１型（犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊狊．狊．），说明中国西部地区主

１４４１
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图３　青藏高原细粒棘球蚴线粒体犖犇５基因单倍型歧

点分布

犉犻犵．３　犕犻狊犿犪狋犮犺犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀犳狅狉狋犺犲犺犪狆犾狅狋狔狆犲狊狅犳犈．

犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊犻狀狋犺犲犜犻犫犲狋犪狀狆犾犪狋犲犪狌

要流行的细粒棘球绦虫基因型为Ｇ１型。本研究首

次对采自青藏高原的４３株细粒棘球蚴的线粒体

犖犇５基因全序列进行分析，４２株样品与Ｇ１型序列

高度相似，且在系统发育树上都归于犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊

Ｇ１型所在的一支，故鉴定为细粒棘球绦虫Ｇ１（犈．

犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊狊．狊．）型，这与中国西部主要流行基因型

一致。此外，来自西藏绵羊的１个分离株与细粒棘

球绦虫Ｇ６型的序列相似性非常高，并且位于贝叶

斯树的同一支，故鉴定其为Ｇ６（犈．犮犪狀犪犱犲狀狊犻狊）型。

本研究在西藏检出细粒棘球绦虫Ｇ６型，表明该基

因型在中国可能有更广的分布范围。

本研究对青藏高原４２株Ｇ１型样品的犖犇５全

序列进行分析，发现其Ａ＋Ｔ（６６．０２％）含量明显高

于Ｇ＋Ｃ（３３．９８％）含量，碱基含量存在明显的偏倚

性，与贾万忠等报道的带科绦虫碱基含量特征相

似［３９］。４３个变异位点中有４０个为转换，其余３个

为颠换，没有缺失与插入，高度的转换比率与Ｃ．Ｓｉ

ｍｏｎ等
［４０］的看法相似，他们认为在亲缘关系接近的

物种间总是有更高的转换差异比率。

在本次测定的Ｇ１型样品中，序列相似性较高，

遗传距离很小，核苷酸多样性较低，这表明青藏高原

细粒棘球绦虫的遗传多样性不高。但是在所测样品

中检测出较多的变异位点、单倍型数以及较高的单

倍型多样性，充分说明了犖犇５基因的变异性较大。

简约单倍型网络图的结构显示，以单倍型 Ｈ９ 为中

心呈现辐射状，且大部分单倍型距离中心只有１～３

步，说明青藏高原细粒棘球绦虫的分化程度较低，同

时也体现出了线粒体犖犇５基因的变异性较高。

Ｍ．Ｎａｋａｏ等
［３１］用线粒体犆犗１基因与核基因

犲犳１ａ部分序列研究青藏高原棘球绦虫基因多态性

时得出了一个假设：细粒棘球绦虫与多房棘球绦虫

经由宿主的迁徙或人为的交易运输从其它疫区传播

到了青藏高原，而这里有它们适合的外界环境和宿

主环境，因此它们进行了大量的繁殖，导致了种群的

扩张现象。随后，Ｔ．Ｙａｎａｇｉｄａ等
［４１］的进一步研究

推测青藏高原的细粒棘球绦虫起源于家畜的发源

地———中东。但是这一假设和推测还需要更多相关

的研究予以证实。本研究中，青藏高原细粒棘球绦

虫单倍型歧点分布呈单峰，中性检验的Ｔａｊｉｍａ＇ｓＤ

与Ｆｕ＇ｓＦｓ均得到负值，且都被显著性检验所支持，

这暗示着该地区细粒棘球绦虫发生过种群扩张，与

Ｍ．Ｎａｋａｏ等的结论相符。

在细粒棘球绦虫的不同宿主分离株类群的比较

中发现，它们之间有较近的遗传距离、低遗传分化度

和较高的基因流水平，这表明青藏高原地区细粒棘

球绦虫人分离株类群与羊分离株类群并未分化为２

个独立的种群。

４　结　论

本研究以线粒体犖犇５全序列分析的方法对青

藏高原４３株细粒棘球蚴（分离自绵羊、人以及牦牛）

进行了分析，鉴定出其中４２株为细粒棘球绦虫Ｇ１

型（犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊狊．狊．），１株（分离自西藏绵羊）为

细粒棘球绦虫Ｇ６型（犈．犮犪狀犪犱犲狀狊犻狊）。在Ｇ１型样

品中，共分为２７个单倍型，其中 Ｈ９ 为优势单倍型。

研究结果表明青藏高原细粒棘球绦虫的种内变异较

小，人分离株种群与羊分离株种群尚未形成明显的

种群分化。
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