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大熊猫等８种野生哺乳动物蛔虫的线粒体

犆犗犡Ⅰ和犆犗犡Ⅱ基因的亲缘关系分析
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摘　要：为了探讨寄生于大熊猫、小熊猫、北极熊、棕熊东北亚种、棕熊西藏亚种、黑熊四川亚种、黑猩猩和白眉长臂

猿体内蛔虫的分类地位，采用ＰＣＲ技术扩增了这些野生动物体内寄生蛔虫的线粒体犆犗犡Ⅰ、犆犗犡Ⅱ基因序列，并

与ＧｅｎＢａｎｋ中注册的同源性序列进行了分析。序列分析结果显示：扩增的８种野生哺乳动物蛔虫的犆犗犡Ⅰ、犆犗犡

Ⅱ基因长度均分别为３９３和５８２ｂｐ，其中大熊猫与小熊猫及４种熊科动物蛔虫犆犗犡Ⅰ和犆犗犡Ⅱ基因的相似性分

别为９４．８％～９５．０％和９４．９％～９５．５％；黑猩猩和白眉长臂猿蛔虫的犆犗犡Ⅰ、犆犗犡Ⅱ基因的相似性分别为９９．８％

和９９．５％。分子系统树（ＮＪ／ＭＰ／ＭＬ）表明，寄生在大熊猫、小熊猫和４种熊科动物体内的蛔虫均为贝蛔属（犅犪狔犾

犻狊犪狊犮犪狉犻狊）蛔虫；而黑猩猩和白眉长臂猿体内寄生的蛔虫应为蛔属（犃狊犮犪狉犻狊）蛔虫。同时，分析结果也揭示了蛔虫与

宿主之间存在协同进化关系。
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　　蛔虫是野生哺乳动物体内最常见的一类肠道寄

生虫，可导致宿主出现停食、呕吐、腹泻、消瘦、肠道

梗阻，甚至死亡。对这些动物蛔虫进行准确的分类

鉴定是开展蛔虫病诊断及防控等工作的基础。传统

的虫种鉴定主要依赖于形态学和生物学特征，但它

们存在较大的局限性，如对幼虫或虫卵不能准确地

识别等［１］。此外，传统的形态学分类方法也很难准

确地反映出各宿主体内蛔虫的真实种群关系。随着

分子生物学技术的快速发展，寄生虫种类鉴定、群体

遗传和系统发育等方面的研究也取得了巨大的进

步。线粒体ＤＮＡ作为胞核外遗传物质具有相对分

子质量小、结构简单、进化速度快、母性遗传和无组

织特异性等特点，是研究寄生虫分子分类、群体遗传

和系统进化的一种良好的分子标记［２５］。目前，对寄

生于大熊猫、小熊猫等动物体内寄生蛔虫的种类与

分类地位尚存在一定的争议。为了探讨大熊猫等８

种野生哺乳动物体内蛔虫的种类与分类地位，本研

究对采自大熊猫等８种野生动物体内蛔虫的线粒体

犆犗犡Ⅰ、犆犗犡Ⅱ基因进行了扩增和序列分析，旨在

给以形态学为基础的传统分类提供分子水平的

佐证。

１　材料与方法

１．１　蛔虫样品

采集自四川某动物园圈养大熊猫（犃犻犾狌狉狅狆狅犱犪

犿犲犾犪狀狅犾犲狌犮犪）、小熊猫（犃犻犾狌狉狌狊犳狌犾犵犲狀狊）、北极熊

（犝狉狊狌狊犿犪狉犻狋犻犿狌狊）、棕熊西藏亚种（犝狉狊狌狊犪狉犮狋狅狊

狆狉狌犻狀狅狊狌狊）、黑熊四川亚种（犝狉狊狌狊狋犺犻犫犲狋犪狀狌狊）、棕熊

东北亚种（犝狉狊狌狊犪狉犮狋狅狊）、黑猩猩（犘犪狀狋狉狅犵犾狅犱狔狋犲狊）

和白眉长臂猿（犎狔犾狅犫犪狋犲狊犺狅狅犾狅犮犽）共８种动物的蛔

虫，参照有关资料对这些样本进行形态学鉴定

后［６１１］，保存于－７０℃备用。

１．２　虫体总犇犖犃的提取

分别剪取各蛔虫成虫约０．１ｇ至研钵研磨，加

入２７０μＬ１μｇ·μＬ
－１的ＳＤＳ裂解液和３０μＬ１０

μｇ·μＬ
－１蛋白酶Ｋ，３７℃恒温培养箱中消化２４ｈ。

虫体悬液用酚／酚氯仿（１∶１）／氯仿异戊醇（２４∶

１）提取虫体总ＤＮＡ，乙醇沉淀，ＴＥ溶解，－２０℃保

存备用。

１．３　蛔虫犆犗犡Ⅰ和犆犗犡Ⅱ基因犘犆犚扩增及测序

根据已报道的蛔虫犆犗犡Ⅰ
［１２１３］和犆犗犡Ⅱ

［１４］基

因序列设计引物，引物序列如下：犆犗犡Ⅰ引物：Ｐ１，

５′ＴＴＴＴＴＴＧＧＧＣＡＴＣＣＴＧＡＧＧＴＴＴＡＴ３′；Ｐ２，

５′ＴＡＡＡＧＡＡＡＧＡＡＣＡＴＡＡＴＧＡＡＡＡＴＧ３′。

犆犗犡 Ⅱ 引 物：Ｐ３：５′ＣＡＣＣＡＡＣＴＣＴＴＡＡＡＡＴ

ＴＡＴＣ３′，Ｐ４：５′ＴＴＴＴＣＴＡＧＴＴＡＴＡＴＡＧＡＴＴ

ＧＲＴＴＴＹＡＴ３′。引物由上海生物工程技术服务有

限公司合成。

扩增体系为５０μＬ：２×犜犪狇ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，

２５μＬ；ＤＮＡ，２μＬ；ｄｄＨ２Ｏ，２１μＬ；引物各１μＬ。反

应条件：９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５０℃（扩增犆犗犡

Ⅰ）或４５℃（扩增犆犗犡Ⅱ）３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３０个

循环，最后 ７２ ℃ 延伸 ５ ｍｉｎ。扩增产物用 １０

ｇ·Ｌ
－１的琼脂糖凝胶电泳，用紫外透射仪观察结果

并拍照。回收纯化ＰＣＲ产物后送大连宝生物工程

有限公司测序。

１．４　数据处理

在ＧｅｎＢａｎｋ中搜索其他动物蛔虫的犆犗犡Ⅰ和

犆犗犡Ⅱ基因序列（表１）。所有序列使用 ＢｉｏＥｄｉｔ

（Ｖｅｒｓｉｏｎ６．０．７）进 行 人 工 辅 助 校 对，采 用

ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件中的ＣｌｕｓｔａｌＶ方法比较获得犆犗犡

Ⅰ和犆犗犡Ⅱ基因序列间的相似性。

分 别 以 猫 弓 首 蛔 虫 （犜狅狓狅犮犪狉犪 犮犪狋犻）

（ＡＪ９２００５７）和侏鸬鹚小头对盲囊线虫（犆狅狀狋狉犪犮犪犲

犮狌犿犿犻犮狉狅犮犲狆犺犪犾狌犿）（ＥＦ５１３５１７）作为系统发育分

析的外类群，利用 ＭＥＧＡ４．０软件分析其碱基组成

及序列变异性，并在默认参数下构建 ＮＪ树，进行

１０００次循环检验；使用ＰＡＵＰ４．０１０ｂ软件和启
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发式搜索（Ｈｅｕｒｉｓｔｉｃｓｅａｒｃｈ），采用二等分再连接

（ＴＢＲ）方法构建 ＭＰ树，并进行１０００次自引导法

检验；利用ＰＨＹＭＬｖ．３．０．１软件，采用ＳＰＲ法，

以ＮＪ树作为引导树，构建ＭＬ树，并进行重复１０００

次自引导法检验。

表１　从犌犲狀犅犪狀犽中选取的用于犆犗犡Ⅰ和犆犗犡Ⅱ基因分析比较的序列

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犆犗犡Ⅰ犪狀犱犆犗犡Ⅱ犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狉狅犿犌犲狀犅犪狀犽狌狊犲犱犳狅狉狊犲狇狌犲狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊

虫种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ

宿主

Ｈｏｓｔ

采集地

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

登录号／来源 ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．／Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

犆犗犡Ⅰ 犆犗犡Ⅱ

犅犪狔犾犻狊犪狊犮犪狉犻狊狊犮犺狉狅犲犱犲狉犻 大熊猫 中国 ＥＵ６２８６８２／本次测定 ＦＪ８９０５０６／本次测定

犅．狋狉犪狀狊犳狌犵犪

北极熊 中国 ＥＵ６２８６８３／本次测定 ＦＪ８９０５０７／本次测定

棕熊西藏亚种 中国 ＥＵ６２８６８４／本次测定 ＦＪ８９０５１２／本次测定

棕熊东北亚种 中国 ＥＵ６２８６８５／本次测定 ＦＪ８９０５１３／本次测定

黑熊四川亚种 中国 ＥＵ７４０３８７／本次测定 ＦＪ８９０５１１／本次测定

美洲黑熊 美国 ＡＦ１７９９０９／Ｎａｄｌｅｒ，犲狋犪犾

犅．犮狅犾狌犿狀犪狉犻狊 獾 美国 ＦＪ３５７４２９／Ｄａｎｇｏｕｄｏｕｂｉｙａｍ，犲狋犪犾

犅．狆狉狅犮狔狅狀犻狊 浣熊 美国 ＡＦ１７９９０８／Ｎａｄｌｅｒ，犲狋犪犾

犅．犪犻犾狌狉犻 小熊猫 中国 ＥＵ６２８６８６／本次测定 ＦＪ８９０５０８／本次测定

犃狊犮犪狉犻狊狊狆． 黑猩猩 中国 ＥＵ６２８６８８／本次测定 ＦＪ８９０５０９／本次测定

犃狊犮犪狉犻狊狊狆． 白眉长臂猿 中国 ＥＵ６２８６８７／本次测定 ＦＪ８９０５１０／本次测定

犃．狊狌狌犿 猪 日本 Ｘ５４２５３／Ｏｋｉｍｏｔｏ，犲狋犪犾 Ｘ５４２５３／Ｏｋｉｍｏｔｏ，犲狋犪犾

犃．犾狌犿犫狉犻犮狅犻犱犲狊 人
中国 ＡＪ９６８３２４／Ｐｅｎｇ，犲狋犪犾

美国 ＡＦ１７９９０７／Ｎａｄｌｅｒ，犲狋犪犾

犜狅狓狅犮犪狉犪犮犪狋犻 猫 英国 ＡＪ９２００５７／Ｌｉ，犲狋犪犾

犜．狋犪狀狌犽犻 狸 日本 ＡＢ１４４６５４６／Ｓａｔｏ，犲狋犪犾

犜．犿犪犾犪狔狊犻犲狀狊犻狊 猫
中国广州 ＡＪ９２００５８／Ｌｉ，犲狋犪犾

中国湖南 ＡＭ４１２３１６／Ｌｉ，犲狋犪犾

犃狀犻狊犪犽犻狊狊犻犿狆犾犲狓 韩国 ＡＹ９９４１５７／Ｋｉｍ，犲狋犪犾

犆狅狀狋狉犪犮犪犲犮狌犿犿犻犮狉狅犮犲狆犺犪犾狌犿 侏鸬鹚 意大利 ＥＦ５１３５１７／Ｍａｔｔｉｕｃｃｉ，犲狋犪犾

２　结　果

２．１　大熊猫等８种野生哺乳动物蛔虫线粒体犆犗犡

Ⅰ基因序列的碱基组成、相似性和分歧度

　　大熊猫、小熊猫和４种熊科动物蛔虫的犆犗犡Ⅰ

基因序列长度均为３９３ｂｐ，包含３５１个保守位点和

４２个变异位点，其Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ含量分别为１７．８％～

１９．１％、４６．３％～４７．８％、９．４％～１０．２％和２３．２％

～２６．２％；转换／颠换之比平均为２０．０。相似性分

析发现大熊猫与小熊猫及４种熊科动物蛔虫犆犗犡

Ⅰ基因的序列相似性为９４．８％～９５．０％，而小熊

猫、北极熊、棕熊西藏亚种、棕熊东北亚种和黑熊四

川亚种寄生蛔虫的犆犗犡Ⅰ基因序列之间的相似性

却很高，其值为９９．８％～１００．０％。分歧度方面，大

熊猫与小熊猫及４种熊科动物蛔虫犆犗犡Ⅰ基因序

列的分歧度为５．２～５．５，而小熊猫、棕熊西藏亚种、

棕熊东北亚种和黑熊四川亚种寄生蛔虫犆犗犡Ⅰ基

因序列之间的分歧度较小，仅为０．０～０．２。

黑猩猩和白眉长臂猿蛔虫犆犗犡Ⅰ基因序列长

度也均为３９３ｂｐ，包含３９２个保守位点，其Ａ、Ｔ、Ｃ、
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Ｇ的平均含量分别为１９．１％、４７．７％、１０．１％和

２３．２％；其中ＣＧ转换值为１，而其余转换值均为

０。黑猩猩和白眉长臂猿寄生蛔虫犆犗犡Ⅰ基因的序

列相似性为９９．８％，分歧度为０．２。

２．２　大熊猫等８种野生哺乳动物蛔虫线粒体犆犗犡

Ⅱ基因序列的碱基组成、相似性和分歧度

　　大熊猫、小熊猫和４种熊科动物蛔虫的犆犗犡Ⅱ

基因序列长度均为５８２ｂｐ，包含５６８个保守位点和

１４个变异位点，其Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ含量分别为１８．４％～

１８．７％、４３．５％～４４．２％、９．６％～１０．３％和２７．３％

～２７．８％；转换／颠换之比平均为５．３。相似性分析

发现大熊猫与小熊猫及４种熊科动物蛔虫犆犗犡Ⅱ

基因的序列相似性为９４．９％～９５．５％，而小熊猫、

北极熊、棕熊西藏亚种、棕熊东北亚种和黑熊四川亚

种寄生蛔虫的犆犗犡Ⅱ基因序列之间的相似性却很

高，其值为９６．９％～１００．０％。从分歧度来看，大熊

猫与小熊猫及４种熊科动物蛔虫犆犗犡Ⅱ基因序列

的分歧度为４．６～５．４，而小熊猫、棕熊西藏亚种、棕

熊东北亚种和黑熊四川亚种寄生蛔虫犆犗犡Ⅱ基因

序列之间的分歧度则较小，仅为０．０～３．２。

黑猩猩和白眉长臂猿蛔虫犆犗犡Ⅱ基因序列长

度也均为５８２ｂｐ。整个序列包含５７９个保守位点，

其Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ的平均含量分别为２０．９％、４６．２％、

９．６％和２３．３％；其中ＡＧ转换值为２，ＧＡ转换值

为１，而其余转换值均为０。黑猩猩和白眉长臂猿寄

生蛔虫犆犗犡Ⅱ基因的序列相似性为９９．５％，分歧

度为０．５。

２．３　基于蛔虫犆犗犡Ⅰ基因构建的分子系统树

以猫弓首蛔虫（ＡＪ９２００５７）为外类群，构建进化

树（图１）。从进化树中可见，来源于小熊猫、北极

熊、棕熊西藏亚种和棕熊东北亚种的蛔虫先聚类，然

后与来自黑熊四川亚种的蛔虫聚类，再同美洲黑熊

和狸体内寄生蛔虫聚类，最后同大熊猫内寄生蛔虫

聚类，它们共同构成一独立支系；黑猩猩和白眉长臂

猿体内的蛔虫与人蛔虫和猪蛔虫则聚类形成蛔属支

系；而弓首属蛔虫聚类形成另一个独立支系。

图１　基于犆犗犡Ⅰ基因构建的犖犑／犕犘／犕犔树，各节点数值分别代表犖犑／犕犘／犕犔树犫狅狅狋狊狋狉犪狆值

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犪犿狅狀犵犃狊犮犪狉犻狊狑狅狉犿狊犳狉狅犿犲犻犵犺狋狊狆犲犮犻犲狊狅犳狑犻犾犱犪狀犻犿犪犾狊．犜狉犲犲狊犪狉犲犻狀犳犲狉狉犲犱犳狉狅犿犖犑／

犕犘／犕犔犫犪狊犲犱狅狀犆犗犡Ⅰ犵犲狀犲犱犪狋犪．犅狅狅狋狊狋狉犪狆狏犪犾狌犲狊犪狉犲狊犺狅狑犲犱犪犫狅狏犲狀狅犱犲狊狅狀狋犺犲狋狉犲犲狊

２．４　基于蛔虫犆犗犡Ⅱ基因构建的分子系统树

以侏鸬鹚小头对盲囊线虫（ＥＦ５１３５１７）为外类

群，构建进化树（图２）。进化树显示：小熊猫、黑熊

四川亚种和棕熊东北亚种体内的蛔虫先聚类，然后

与棕熊西藏亚种体内的蛔虫聚类，再同北极熊内的

蛔虫聚类，最后同大熊猫内的蛔虫聚类，共同构成一

独立支系；而黑猩猩和白眉长臂猿体内寄生蛔虫则

与人蛔虫和猪蛔虫聚类形成蛔属支系。

３　讨　论

３．１　在本研究中，寄生于大熊猫的蛔虫与小熊猫和

４种熊科动物体内的蛔虫的犆犗犡Ⅰ和犆犗犡Ⅱ具有

较高的相似性，而与弓首属蛔虫和蛔属蛔虫的相似

性却较小。进化树显示：大熊猫体内的蛔虫与小熊
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猫和４种熊科动物体内的蛔虫聚类，但由于大熊猫

体内蛔虫与熊科动物体内的蛔虫犆犗犡Ⅰ和犆犗犡Ⅱ

基因序列分歧度较大，故两者在进化树中的位置也

有一定距离。因此，本试验结果支持Ｓｐｒｅｎｔ
［７］把寄

生于大熊猫的蛔虫从蛔属（犃狊犮犪狉犻狊）移入贝蛔属

（犅犪狔犾犻狊犪狊犮犪狉犻狊）的观点，并认为其为一独立的有效

种：西氏贝蛔虫（犅．狊犮犺狉狅犲犱犲狉犻）。

图２　基于犆犗犡Ⅱ基因构建的犖犑／犕犘／犕犔树，各节点数值分别代表犖犑／犕犘／犕犔树犫狅狅狋狊狋狉犪狆值

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犪犿狅狀犵犃狊犮犪狉犻狊狑狅狉犿狊犳狉狅犿犲犻犵犺狋狊狆犲犮犻犲狊狅犳狑犻犾犱犪狀犻犿犪犾狊．犜狉犲犲狊犪狉犲犻狀犳犲狉狉犲犱犳狉狅犿犖犑／

犕犘／犕犔犫犪狊犲犱狅狀犆犗犡Ⅱ犵犲狀犲犱犪狋犪．犅狅狅狋狊狋狉犪狆狏犪犾狌犲狊犪狉犲狊犺狅狑犲犱犪犫狅狏犲狀狅犱犲狊狅狀狋犺犲狋狉犲犲狊

３．２　寄生于小熊猫体内的蛔虫与大熊猫、４种熊科

动物和浣熊体内的蛔虫犆犗犡Ⅰ和犆犗犡Ⅱ具有较高

的相似性，而与弓首属蛔虫和蛔属蛔虫的基因序列

相似性却很低。进化树显示：小熊猫体内的蛔虫与

大熊猫、浣熊和４种熊科动物体内的蛔虫聚类。因

此，寄生于小熊猫体内的蛔虫应为贝蛔属蛔虫

（犅犪狔犾犻狊犪狊犮犪狉犻狊），而非弓蛔属蛔虫（犜狅狓犪狊犮犪狉犻狊）
［１５］。

３．３　汪溥钦报道称寄生于黑熊四川亚种体内的熊

蛔虫（犜狅狓犪狊犮犪狉犻狊狊犲犾犲狀犪狉犮狋犻狊 Ｗａｎｇ，１９６５）为一新

种［９］，而胡洪光等则将寄生在黑熊四川亚种、棕熊西

藏亚种、棕熊东北亚种体内的蛔虫鉴定为转移弓蛔

虫（犜狅狓犪狊犮犪狉犻狊狋狉犪狀狊犳狌犵犪）
［１６］。国外学者报道，寄

生于北极熊和美洲黑熊体内的蛔虫为转移贝蛔虫

（犅犪狔犾犻狊犪狊犮犪狉犻狊狋狉犪狀狊犳狌犵犪），浣熊体内的蛔虫为浣

熊贝蛔虫（犅犪狔犾犻狊犪狊犮犪狉犻狊狆狉狅犮狔狅狀犻狊）
［１７２１］。本研究

结果表明：４种熊科动物体内寄生蛔虫的犆犗犡Ⅰ和

犆犗犡Ⅱ各自的相似性较高，而与弓首属蛔虫和蛔科蛔

属蛔虫的基因序列相似性都较低。进化树也显示：４

种熊科动物和浣熊体内寄生的蛔虫聚类构成一个独

立支系。因此，本研究中的棕熊西藏亚种、北极熊、棕

熊东北亚种和黑熊四川亚种［２２２５］寄生蛔虫均应属于

贝蛔属蛔虫，且均为转移贝蛔虫（犅．狋狉犪狀狊犳狌犵犪）。

３．４　有报道称寄生在疣猴、猕猴和狒狒体内的蛔虫

均为蛔属蛔虫［２６］，而寄生在黑猩猩和猕猴体内的蛔

虫均为人蛔虫（犃狊犮犪狉犻狊犾狌犿犫狉犻犮狅犻犱犲狊）
［１５］。另外，

ＫａｌｅｍａＺｉｋｕｓｏｋａ等将大猩猩体内发现的蛔虫卵描

述为犃狊犮犪狉犻狊犾狌犿犫狉犻犲狅犻犱犲狊犾犻犽犲卵
［２７］。本研究结果

表明：尽管黑猩猩和白眉长臂猿蛔虫的犆犗犡Ⅱ与人

蛔虫 犆犗犡Ⅱ基因序列的相似性仅为９０．４％和

９０．５％，但根据犆犗犡Ⅰ和犆犗犡Ⅱ构建的进化树，寄

生于黑猩猩和白眉长臂猿的蛔虫与人蛔虫和猪蛔虫

构成一个独立支系，因此，黑猩猩和白眉长臂猿蛔虫

均应为蛔属蛔虫（犃狊犮犪狉犻狊ｓｐ．）。

３．５　从生态学的角度分析，寄生虫与宿主间往往存

在协同进化关系［２８］。在本试验中，８种动物体内蛔

虫的犆犗犡Ⅰ和犆犗犡Ⅱ基因序列分析显示大熊猫、

小熊猫、棕熊西藏亚种、北极熊、棕熊东北亚种和黑

熊四川亚种体内寄生蛔虫亲缘关系较近，同为贝蛔

属蛔虫；而其宿主动物大熊猫、小熊猫也与这４种熊

科动物具有较近的亲缘关系［２９］。本研究结果显示

贝蛔属蛔虫与其宿主之间可能存在协同进化关系。
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