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微小按蚊 A尧C的 PCR和同工酶鉴别比较研究
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揖摘要铱 目的  比较 PCR和同工酶两种鉴别微小按蚊 A尧C亲缘种的方法遥 方法 将现场采集后经形态初步鉴定

为微小按蚊的样本袁经 PCR产物酶切片段长度多态性分析渊PCR-RFLP冤与乌头按蚊和杰普尔按蚊区分袁等位基因特异扩
增法渊PCR-ASA冤进一步鉴别微小按蚊 A和 C遥 再将用此方法鉴别后的微小按蚊羽化 24 h内单只虫体样本袁采用垂直平板
聚丙烯酰胺凝胶电泳袁加以辨别区分遥 结果 经测序验证袁PCR方法可以简单明确地将微小按蚊 A尧C加以鉴别遥 几种用
于鉴别的同工酶中袁只有酯酶渊EST冤同工酶对微小按蚊 A尧C具鉴别意义遥 结论 对于微小按蚊 A尧C的鉴别袁PCR方法明
显优于同工酶方法遥
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Comparison of PCR and Isoenzyme Analysis
in Identification of Anopheles minimus A and C
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揖Abstract铱 Objective To compare the PCR and isoenzyme methods in identification of Anopheles minimus A
and C. Methods Samples of An. minimus collected in the field were identified from An. aconitus and An. jeyporiensis
by PCR-RFLP after morphological examination, then classified by PCR-ASA. The mosquitoes identified by this method
were further analyzed for isoenzyme to observe the difference, which was previously used as a technique to classify An.
minimus A and C. Results PCR method can differentiate An.minimus A and C simply and quickly. For Isoenzyme
method, only EST allozyme pattern displayed difference. Conclusion PCR method is better than isoenzyme analysis in
differentiating An. minimus A and C.
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微小按蚊(Anopheles minimus)是东南亚和我国北
纬 25毅以南山区及丘陵地区重要的传疟媒介遥20世纪 80
年代袁俞渊等[1]根据形态和习性差异袁将我国海南微小按
蚊划分为 A尧B两型 渊后称为 species A和 species B冤遥
Sucharit等[2]对泰国微小按蚊的 7种同工酶进行了分析袁
并结合形态变异袁 将微小按蚊分为 A尧C两个亲缘种遥
Sharp等[3]利用核糖体 DNA第 2内转录间隔区渊riboso鄄
mal DNA second internal transcribed spacer, rDNA-
ITS2冤 序列分析袁 发现微小按蚊 A尧C之间的差异为
4.8%遥周水森等[4]根据对我国云南尧海南尧广西尧泰国等不
同国家和地区微小按蚊 rDNA-ITS2序列分析袁 认为我
国微小按蚊也存在 A尧C两个不同的亲缘种遥 为比较目
前分类研究中应用较多的 PCR和同工酶分析这两种鉴
别微小按蚊复合体的方法何者为优袁本文进行了研究遥

材料与方法

1 材料

按蚊样本分别采自现场和实验室遥现场微小按蚊
2003年 8月采自云南省元阳县袁实验室样本的原采集
地为云南省临沧县遥 单管饲养的饱血雌蚊 F1用于实
验袁微小按蚊种团的乌头按蚊渊A n.aconitus冤和杰普尔
按蚊渊An.jeyporiensis冤袁在实验中用以对照袁于 2003
年 7月采自云南省勐腊县遥

2 方法

所有样本经 PCR产物酶切片段长度多态性分析
渊PCR-RFLP冤袁将微小按蚊与乌头按蚊尧杰普尔按蚊
区分袁然后经等位基因特异扩增法渊PCR-ASA冤进一
步鉴别微小按蚊 A和 C袁 并随机抽样扩增和测定核
糖体 DNA 28S第 3结构域渊核糖体 28S-D3冤的序列袁
再次进行验证遥 同工酶分析的样本为羽化 24 h内的
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微小按蚊雌蚊遥
2.1分子鉴别 单蚊基因组DNA提取采用蛋白酶K法咱4暂遥
2.1.1 PCR-RFLP鉴别微小按蚊与乌头按蚊尧杰普尔
按蚊 PCR 扩增 ITS2 序列 袁 所用引物 ITS2A院
渊TGTGAACTGCAGGACACAT冤曰ITS2B院TATGCTTAAA
TTCAGGGGT冤 [5]遥 反应液中含 DNA 模板 5 滋l袁1
mmol/L Tris-HCl (pH 9.0), 5 mmol/L KCl,0.01%
Triton-X100, 1.6 mmol/L dNTPs, 2 mmol/L MgCl2,
引物各 400 nmol/L, 1 U Taq DNA 聚合酶 渊美国
Promega公司产品冤遥 95 益预变性 2 min后袁94 益 30
s袁54 益 30 s袁72 益 1 min袁在热循环仪渊PE 480冤中
循环 35次遥 取 10 滋l PCR产物为模板袁 加入无菌去
离子水 5.5 滋l袁10 伊Buffer B 2 滋l, 牛血清白蛋白
渊BSA冤 2 滋l,内切酶 MspI 5 U袁37 益水浴 2耀3 h 后袁
取 5 滋l酶切产物袁加样于 2%琼脂糖凝胶[含 5 滋g/ml
溴化乙锭渊EB冤]电泳 30 min袁紫外灯下观察袁拍照遥
2.1.2 PCR -ASA 鉴别微小按蚊 A尧C 经 PCR -
RFLP方法证实为微小按蚊的样本以 PCR-ASA方法
进一步鉴别遥 引物为 D3基因的通用引物 D3a院GAC鄄
CCGTCTTGAAACACGGA袁D3b院TCGGAAGGAACCAGC
TACTA袁微小按蚊 A和 C的种特异引物 mA院GAAAC鄄
CCACAGGCGA袁mC院ACACTCGATTTGTCTGT [6]遥 反应
体系中含 DNA 模板 5 滋l 袁1 mmol/L Tris -HCl
(pH9.0), 5 mmol/L KCl, 0.01% Triton -X100, 1.6
mmol/L dNTPs, 2 mmol/L MgCl2, 4 种引物各 300
nmol/L, 1 U Taq DNA 聚合酶渊美国 Promega 公司
产品冤遥 95 益预变性 2 min后袁95 益 30 s袁47 益 30
s袁72 益 1 min袁在热循环仪渊PE 480冤中循环 35 次遥
取 10 滋l PCR 产物袁 进行 1.5% 琼脂糖凝胶 渊含 5
滋g/ml EB冤电泳袁紫外灯下观察袁拍照遥
2.1.3 28S-D3序列的测定尧 分析 对经以上方法鉴

定的微小按蚊 A尧C袁 按照随机抽样的原则各抽取 5个
样品进行 PCR扩增核糖体 28S-D3序列袁 所用引物
D3A院 渊GACCCGTCTTGAAACACGGA冤曰 D3b院 渊TCG鄄
GAAGGAACCAGCTACTA冤[7]遥 反应液中含 DNA 模板
2 滋l袁1 mmol/L Tris-HCl (pH 9.0), 5 mmol/L KCl,
0.01% Triton-X100, 1.6 mmol/L dNTPs, 2 mmol/L
MgCl2, 引物各 400 nmol/L, 1 U Taq DNA 聚合酶
渊美国 Promega公司产品冤遥 95 益预变性 2 min后袁94 益
30 s袁55 益 30 s袁72 益 1 min袁在热循环仪中循环 35
次遥 PCR产物直接送上海申能博彩生物制品有限公
司纯化尧测序渊ABI PRISM 377 DNA Sequencer冤袁结
果与美国国家生物技术信息中心 渊NCBI冤 中基因库
渊GenBank冤 比对袁 其序列与微小按蚊 A尧C的核糖体
28S-D3序列完全一致遥

2.2 同工酶鉴别

2.2.1 蚊虫匀浆的制备 取单只微小按蚊袁加入预冷
的 30 滋l缓冲液和 30 滋l 50%蔗糖袁匀浆缓冲液配方
参照文献[7]遥 充分研磨袁4 益 离心 2 410 伊g 15 min袁
取上清液加入凝胶加样槽中遥
2.2.2 电泳 采用垂直平板聚丙烯酰胺凝胶电泳袁根据
Davis方法制备 7.5%分离胶渊pH 8.9冤和 2.5%浓缩胶
渊pH 6.7冤袁Tris-甘氨酸缓冲系统[8]遥电泳时的电压为院浓
缩胶 180 V袁分离胶 270 V袁于 4 益冰箱内进行袁电泳时
间 90 min遥
2.2.3 染色 电泳结束后袁将凝胶剥离至染色液袁不同
酶的染色液配方参照文献[8-10]袁37 益水浴染色袁待呈现
染色条带后袁用 7%醋酸脱色袁漂洗袁扫描后干胶保存遥

结 果

1 PCR鉴别
PCR-RFLP方法鉴别微小按蚊尧乌头按蚊和杰普

尔按蚊的 ITS2产物酶切后电泳图谱可见袁 杰普尔按
蚊和乌头按蚊与微小按蚊的酶切图谱完全不同 渊图
1冤遥据此可将二者与微小按蚊明显区分遥所有形态鉴
别的微小按蚊 136只袁与 PCR-RFLP鉴别结果一致遥

将 PCR -RFLP 区分的微小按蚊 A尧C 经 PCR -
ASA扩增袁结果显示为 2种条带类型渊图 2冤袁经比对袁
具特异条带 294 bp 者为微小按蚊 A尧112 bp 条带者
为微小按蚊 C遥经 PCR-ASA鉴别的微小按蚊 A为 60
只袁均来自云南省临沧县实验室品系曰微小按蚊 C为
76只袁均来自云南省元阳县现场采集遥

2 同工酶鉴别

随机选择分子鉴别为微小按蚊 A 和 C 各 20 只

M 1 2 3 4 5 6 7 8

198110

bp

M院 100 bp标志物袁 1尧2院 杰普尔按蚊袁 3尧4院 乌头按蚊袁
5耀8院微小按蚊遥
M院 100 bp Marker袁 1袁2院 An. jeyporiensis袁 3袁4院 An. aconitus袁
5-8院 An. minimus.

图 1 PCR-RFLP鉴别微小按蚊与乌头按蚊尧杰普尔按蚊
Fig.1 PCR-RFLP identification of An. minimus, An. aconitus and

An. jeyporiensis
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进行同工酶实验袁观察结果遥
2.1 酯酶 渊EST冤 微小按蚊 A共出现 10条酶

带袁其中 3 条带院Rm 0.80尧0.60和 0.55染色较深袁说
明其活性较强遥 微小按蚊 C共出现 8条酶带袁其中亦
有 3条院Rm 0.82尧0.76和 0.60染色较深袁余为淡染袁
活性较弱袁较难辨认渊图 3冤遥

2.2 碱性磷酸酶渊AKP冤 AKP 的酶谱中可见袁微小
按蚊 A 为 2 条酶带袁Rm0.70和 0.64袁 少数出现第 3
条酶带渊5/20冤袁其 Rm为 0.88遥 微小按蚊 C亦为 2条
酶带院Rm0.73和 0.65袁有个别标本渊1/20冤仅出现 1条
酶带袁其 Rm为 0.64渊 图 4冤遥
2.3乳酸脱氢酶 渊LDH冤 微小按蚊 A和 C的酶带相
同袁均为 3条相距很近的深染带袁难以辨认遥

讨 论

微小按蚊与乌头按蚊尧杰普尔按蚊等形态特征近
似袁且往往同域分布袁容易混淆袁但它们在疟疾传播
中的作用却不同遥 微小按蚊又是一个复合体袁其形态
变异主要反映在成蚊的翅斑上袁 泰国和越南研究者
根据具有分脉前白斑即可鉴别为微小按蚊 C的标准
对现场蚊进行分类袁 发现其差错率分别为 37% [11]和
33%[12]的错判率遥 Sucharit等[2]对泰国微小按蚊的 7种
同工酶进行了分析袁除醛氧化酶和苹果酸脱氢酶外袁
酯酶尧亮氨酸氨基肽酶尧乳酸脱氢酶尧苹果酸酶尧黄嘌
呤脱氢酶等均具酶谱的多态性袁 结合其前缘脉具分
脉前白斑和膊白斑的变异袁 认为 Putoei地区的微小
按蚊有别于其他地区袁定义为微小按蚊 C遥 但其酯酶
和乳酸脱氢酶同工酶的多态性与微小按蚊 A尧C的对
应关系与本文结果略有不同遥 俞渊等 [1]根据形态和
习性差异袁 将我国海南微小按蚊划分为 A尧B型袁并
证实两者酯酶同工酶酶谱存在差异袁 其差异小于地
理株之间的差异 [13]袁难以判定遥 但目前国内所进行的
该项研究[8-10]仅仅停留在对地理株的区分上遥 在媒介
研究中袁 应用分子生物学技术研究发现袁 核糖体
rD NA-ITS2 序列和 28S-D3 序列成为公认的较为理
想的分子鉴别指标袁 Sharp等 [3]对泰国经过同工酶鉴
定的微小按蚊 A尧C的 rDNA-ITS2序列进行比较袁发
现了固定位点的碱基差异遥 周水森等[4]通过同样方法
发现我国的微小按蚊亦存在亲缘种遥 Chen等 [14]通过
核糖体 28S-D3序列分析袁认为俞渊等定义的微小按
蚊 B实为微小按蚊 A的形态学变异遥 VanBortel等咱5暂尧
周水森等咱6暂和 Sharp等咱15暂相继建立了以此为基础的
PCR-RFLP 和 PCR-ASA 方法以鉴别微小按蚊复合
体以及与之形态相似的的乌头按蚊和杰普尔按蚊遥
本文以此方法对微小按蚊进行鉴别并经核糖体 28S-

M院 100 bp标志物袁 1耀3院 微小按蚊 A袁 4耀6院 微小按蚊 C遥
M院 100 bp Marker袁 1-3院 An. minimus A袁 4-6院 An. minimus C.

图 2 PCR-ASA鉴别微小按蚊 A和 C
Fig.2 PCR-ASA identification of An. minimus A and An.

minimus C

1院 微小按蚊 A袁 2院 微小按蚊 C遥
1院 An. minimus A袁 2院 An. minimus C.

图 3 微小按蚊 EST同工酶谱及模式图
Fig.3 Allozyme pattern of An. minimus A and An. minimus C

1尧2院 微小按蚊 A袁 3尧4院 微小按蚊 C遥
1尧2院 An. minimus A袁 3尧4院 An. minimus C.

图 4 微小按蚊 AKP同工酶谱及模式图
Fig.4 Allozyme figure of An. minimus A and An. minimus C

1 2

M 1 2 3 4 5 6

376294
112

bp 1 2 3 4
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D3等位基因的抽样测序检验袁结果完全一致袁说明此
方法结果可靠遥 本研究在分子鉴别基础上袁观察微小
按蚊的同工酶中是否存在固定的袁 可用于亲缘种鉴
别的差异遥 结果表明袁 只有 EST同工酶存在固定差
异袁可用于亲缘种的区分袁而 AKP同工酶和 LDH 同
工酶出现了亲缘种内部的多态性袁 故难以用于亲缘
种的鉴别遥且相对于 PCR方法袁同工酶方法对样品的
要求较高袁有特殊的生长时段要求袁结果的判读也较
为复杂袁 并受标本新鲜程度的限制遥 由此可见袁PCR
方法是更为简便尧 可靠的用于微小按蚊 A尧C鉴别的
方法遥
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患者袁女袁12岁袁南阳市宛城区王庄村人遥2002年 10月 8日
晚随尿排出褐色活虫一条遥 次日上午将虫体装入玻瓶内送我室
检查遥 肉眼观察虫体黄褐色袁长约 150 mm袁直径约 1.5 mm袁似生
锈的铁丝遥将该虫放入盛自来水的玻璃皿中袁可见虫体活动遥室
温下存活 7 d遥 取皿中沉淀物检查袁未见虫卵遥 固定后低倍镜观
察袁虫体淡黄色袁体壁粗糙袁有褐色不规则斑块袁表面有小网眼状
结构袁 并间杂以结节状突起袁 突起上附着有不规划的白色鳞状
物遥 虫体不分节袁前端钝圆袁顶部中央略凹陷,未见明显口器袁尾
部稍弯曲遥 鉴定为铁线虫遥

铁线虫又名发形蛇袁为铁线虫纲蠕虫的总称遥本虫生活于沼
泽尧池溏尧溪流尧沟渠等水中袁偶可感染人遥 感染途径可能是因接
触水或饮用水时感染性幼虫渊稚虫冤进入人体遥 大多数虫体随粪
便排出体外袁少数经尿道排出咱1暂遥

铁线虫寄生泌尿系较为罕见袁在人体内寄生时间最长 10
年以上袁最短 3 个月咱2暂遥 患者以女性为多袁均有泌尿道刺激症
状袁如下腹疼痛尧尿频尧尿急尧尿痛尧血尿尧放射性腰痛及会阴和
阴道炎等咱1暂遥 本例患者居住处有一小溪袁夏季常去河中洗澡遥
近 2耀3 年来消瘦尧精神萎靡尧夜晚烦燥难眠遥 自排出虫体后袁
患者上述症状消失遥 提示医生在临床上对有尿路刺激症而久
治不愈的患者袁 在排除其他疾病的情况下袁 应考虑铁线虫寄
生的可能遥
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