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【论 著 】
文章约号:1000-7423(2t10U-05-0290-05

我国利什曼原虫RAPD分析
            芦殿梅， 胡孝素，’ 乔中东2

        [摘要」 目的 我国不同疫区利什曼原虫分离株的R人PD分析。 方法 用7种随机引物，扩增来自我国3
    个疫区 (得自利什曼病患者、病犬及白蛤)的利什曼原虫分离株和国际标准株，并将扩增产物进行聚类分析。
      结果 ①来自我国山丘疫区及平原疫区的L. d.分离株分别聚为两类，两者遗传跄离较远;②来自新任荒淇

    疫区、近荒漠疫区及平原地区的L.d. X1771, L.d. X1901和L. d. X1801聚在一类，表明它们的遗传距离较近;

    ③山丘疫区虫株中来自病人和病犬的分离株区别不明显，两者同源性高，表明犬在传播中起着重要作用;④印
    度平原型标准株L.d. DD8与我国平原疫区虫株聚在一类;O L. inf n1。与我国山丘疫区的L. d.分离株分属于
    两类 ⑥L. d Jed与平原疫区L. d.分离株亲缘关系较近;Qi L. infant。 与L. tropica最早聚合，遗传距离最近
      结论 我国不同疫区利什曼原虫分离株在基因水平上存有差异

        【关锐词」 利什曼原虫;RAPD
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Analysis of Leishmania Species
Lll dian-mei

and Strains from China by RAPD Technique
，HU Xiao-su"，  QlAO Zhong-dongz

            (1 Department of Pathogenic Biolog3.West China University of Medical Sciences , Chengdu  610041,
                2  Laboratory of Molecular Bfolog3.Shanxi University of Medical Sciences, Taiyuan  030001)

    [Abstract]   Objective  To analyze genetic rolationship of Leishrnania species and strains from China by RAPD technique.   Methods
  DNAs from "hmunia strains, including L. donovani ( L. d. ) isolates from patients, dogs and sandflies of three different foci in China and
international reference strums, were   amplified厉seven random primers. The DIVA polymorphic bands detected were analyzed by clustering
analysis with SPSS software.   Results①L. d. isolates from hill and plain foci in China were divided into two groups. The genetic distance
of L. d .isolates is distant between them ②L. d.XJ771, L. d. X1901，L. d. X1801 from desert, vicinity of desert, and plain regions in
Xinjiang were in the same group. It indicated that the genetic distance among L. d. isolates from the three regions is close. ) L. d. isolated
faro, GL patients and dogs in hill foci could not be discriminated distintly, showing high homology between them④L. d. DD8 from India, the
reference strain of plain type, was clustered with L. d . isolates from plain foci in Chins. It provided scientific basis far the viewpoint "Kale Am
from east area of China is similar to that from India"⑤L. infantunr and L. d. isolates from hill foci in China were clustered into different
groups毖The genetic distance is close between L. d. isolates from plain foci in China and L. d.1ed; C L. infantmn and L. trapica showed
tkc d�sem , e,ett, dsmnce.    Conelndnn   Differences at eenetic level exist in Leish- ur +q}l}}a.= from different foci in China

(Keywords]   Leishmarriaspecies,RAPD
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    杜氏利什曼原虫 (Leish二二 donotmni,  L . d . )

是利什曼原虫属中较复杂的虫种之一，可引起世界

上许多地区几种不同类型的黑热病。近年来，应用

基因分析方法显示出我国不同疫区L. d.分离株之

间存有差异11一’。对我国利什曼原虫的种株分析和

鉴定，有必要进行深人研究，从而为我国黑热病的

防治提供科学依据。应用RAPD技术可将多种引物

扩增靶DNA所得的多态性资料转化为数据，用统

计学方法进行分析，因而所得结果可反映种内及种

间乃至种群间的遗传变异的程度、亲缘关系及起源

进化等 本文采用、yesfalyes已筛选出的7种随机引
物 (它们能鉴别4株相近的新世界利什曼原虫)扩

增我国不同疫区的利什曼原虫分离株以及国际标准

株，进行RAPD分析，构建出反映我国利什曼原虫

亲缘关系的树状图。

材料与方法

1 利什里原虫虫种、分离株及培养

    第1组:用20株利什曼原虫RAPD分析，所

用虫种见表1

    第2组:用8株利什曼原虫RAPD分析见表2,

    各虫种分离株前鞭毛体均在M199复合培养基

(含10%小牛血清，2.5%葡萄糖)中，25℃一27

℃轻微振荡培养。

荟金项目:获国家自然科学基金(Na.39970667)资助
作者单位:1 四川大学华西医学中心寄生虫学研究室，成都
6111041 ;  2 山西医科大学分子生物学研究室，太原 030001
，通信作者 胡孝炭

2 利什里原虫前鞭毛体 DNA提取

万方数据
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              衰 直 第I组利什里原虫虫种
Table 1  Oelgins of the selected strains of Leishmania (group 1)

编号 ho 种株名称specie end strains 国际编码 International arxie

R

，

10

I

12

13

14

】5

16

17

18

19

2O

杜氏利什受原虫四川分离株10号L. donor- SC10 isolate

杜氏利什曼原虫廿肃分离株7号L. dnnooani GS7 -late

杜氏利什曼原虫甘肃分离株4号L.do- ni GS4 i.1-

杜氏利什受原虫日肃分离株3号L. dmu}w}ai GS3 iwlstc

性氏利什曼原虫甘肃分离株5号L. do- i GS5 isolate

杜氏利什曼原虫甘肃分离株6号L. do二 二G56 isolate)

杜氏利什曼原虫四川人分离株6号L. donmxini SC6 i-1-

杜氏利什曼原虫甘肃分离株8号L. doaowai GS8 isolate

杜氏利什曼原虫甘角分离株2号L. d- ni GS2 imlate

杜氏利什曼原虫四川犬分离株9号L. d- SC9 isolate

杜氏利什受原火四川犬分离株11号L. danawru SC IIisolate)

杜氏利什曼原虫甘甫犬分离株1号L. doao-d GSI isolate

杜氏利什受原城山东分离株」号L_donmuni SDI isolate)

杜氏利什曼原虫山东分离株2号L. &- . SD2 isolate)

杜氏利什受原虫江苏分离株1号L.do- ni JSI isolate

杜氏利什曼原虫DDS株L. donouani DDB isolate

杜氏利什曼原虫新扭"771.株 L. &- 。划771 isolate)

性氏利什受原曳吉达株 L. do- i Std isolate)

热带利什受原虫

尽儿利什受原虫

L. trop-

L. i咖 m。二

MHOM/CN/90/SCION,

MHOM/CN/93/GS7

MHOM/CN/? /GS4

MIIOM/CN/94/C朋

MHOM/CN/? /GSS

MHOM/CN/? /GS6

MHOM/CN/86/SC6

MHOM/CN/94/GSS

MHOM/CN/83/GS2

MCAN/CN/86/SC9

MCAN/CN/? /SC]]

MCAN/CN/60/GSI

MHOM/CN/94/SDI

MHOM/CN/92/SD2

MHOM/CN/84/JS1

MHOM/IN/80/DDS

IPHLCN/77/划771

MHOM/SA/81/Jeddah KA

MHONI/SU/74/K27

MHOM/FH/78/IEM75

              裹2 第2组利什.原虫虫种
Table 2  Ori创as of the a elected dralm of Leithmania (p'ou衅

编号 No 种株名称S ..:i} aad strains 国际编号 Iatemationel o+ie

村氏利曼原虫新纽771株 L.dowuroi X1771 isolate

杜氏利什受原虫甘肃分离2号L. do- ni GS2 isolate

要儿利什曼原曳L. mf.roam
热带利什曼原虫L. -pun
杜氏利什曼原虫新粗 901株 L. donovaai XJ801 isolate

杜氏利什曼原虫新皿901株 L. d- oi X1901 imlate

硕大利什受原虫L. nmJor
肠两研MI什易厦中 I nmrnsn ararrnenais LP 78

IPHL CN/77/X]771

MHOM/CN/83/CS2

MHOM/FH/78/LEM75

MHOM/SU/74/K27

MHOM/CN/80/XJ801

MHOM/CN/90/XJ901

MHOM/SU/73/5ASKH

按参考文献 [7J方法略加修改。即将前鞭毛体用

Samosine破膜，蛋白酶 K消化，酚氯仿法抽提

DNA

1.5 h分离，嗅化乙锭染色。GCT7500系统下摄影

分析结果。每个引物均经过重复扩增，

3 随机引物

    按文献 〔6]选用的7种随机引物 (表3)由

Genosys公司合成。

5 数据处理

      随机扩增多态

                      衰 3

DNA片段的有无，分别用数字

艘机引物及其序列

Table 3q1"
R叨d呱 川iRan鱿.“泪de prime二 回 比dr胜qu幼临

序列翻 .-
  碱基比
(G .C)砚

53

的

70

70

冈

父

阅

4  PCR扩增

    扩增总体积为25川，其中含dNTP 2禅(各250
pmol/L);随机引物2 u1 (1 mmol/L), DNA 10 ng,

TagDNA聚合酶2.5 U, 10\buffer 2.5 hl，加30 Id
液体石蜡油后在MJ-PTC100 PCR扩增仪中扩增。反

应条件为:94℃1 min, 36℃I min, 72℃2 min,
共循环45次:产物在1.5%的琼脂糖凝胶上80 V,

从13

AB卜04

AB卜09

ABI-13

ABI-18

〕〕01，5

A816

GTAAAACGACGGCCAGT

GGACTGGAGT

TGGGGGACTC

TT CCCCCGCT

CCACAGCACT

TI二GlAGCC人人

GTGACGTAGG

"1”和 ‘.O”表示，即某虫株在某一片段出现时计

万方数据
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为 “ill，不出现时计为 “0"，将数据输人计算机，

建立一数据矩阵，并用5.01版SPSS统计软件进行

聚类分析。

                    结 果
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1  7种引物对实验虫株 DNA均扩增出了大小与数

f不等的DNA片段

    统计所有扩增片段及其长度，20个虫株的全

部扩增产物共有 167条扩增片段，大小在 125

1 850 by之I司。图1显示其中一种引物 (3301" )
对20虫株的扩增片段。

L. d. SC6与来自甘肃的各分离株遗传即离较近

而与来自四川汝川与北川的L.d. SC10, L.d. SCI

则即离较远;③印度平原型标准株L. d. DD8，与

平原疫区分离株聚在同一类;④新疆荒漠疫区的

L. d. X1771与 L. d. DDS的遗传距离较近;⑤

L. infantsm国际标准株与我国山丘疫区的L. d.分
离株分别聚在两类;⑥ L. d. Jed与平原疫区分离株

的遗传关系较近;(7 L. infants。与L. tropica遗传距
离很近。
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    圈2 利什处取虫亲峥关系树状圈(由20株利什曼原虫构建)
  1    L. d. SC 10  2  L. d. GS7  3  L. d. GS4  4  L. d. GS3  5

L. d. GS5 6  L. d. GS6    7  L. d. SC6  8  L. d. GS8  9    L. d

CS2  10  L.d. SC9    11   L.d. SCI1   12  L.d. GSl   13    L. d

SDI  14  L. d. SD2   15   L. d. JSl   16  LA. DD8    17   l.. d

XJ771  18  L. d. IM  19   L. tropic.  20  L. mfntwn
      n皿.2   The phylogemtic tree of Leishmonia rnnslmcted by

砚叨记.仃自自hmania幼nine杭山RAPD

    圈1 用随机引物330户扩姗20株利什.原虫DNA (1.5%琼
脂糖凝胶电泳，FR染色结果) 1  L.d. SC10  2  L.d. GS7  3
  L. d. GS4  4   L. d. GS3  5 L. d. GS5  6   L. d. G56    7

L.d. 5C:6  8   L. d. GSS  9   L. d. GS2 10   L. d. SC9   11

L.d. SCII   12  L. d. GSI 13 L. d. SDI  14 工d. SD2   15

L. d. JSI 16   L. d. DD8  17  L. d. XJ771  18 L. d. Jcd  19

L. -pn-     20 L. i响,room  M (DNA/EeoRI. HindM
    Fig. 1     PCR amplified product of 20 Leishmamia strains using

emtdom primer 3301 35 PCR product was m, on e 1.5% ag- gel
cl.��.,lw  ill.下n

2.1 第2组:8个虫株进化树状图 (图3) 由于

第1组20个虫株中，尚缺少新疆平原地区 (如喀

什疫区)利什曼病患者的分离株，故进行第2组试

验，目的在于观察新疆的分离株与国际标准株及其

5        to        is        xa        3s
于 一‘ 一 ‘ . t- - -- - -- -- - - -- - - -= -~ 一，

2 分别建立第1组 (20株)及第2组 (8株)利

什里原虫的数据矩阵

    经SPSS统计软件聚类分析，得出以下结果。

2.1 第1组:20个虫株进化树状图结果 (图2)

  1120株利什曼原虫聚为两类，来自我国山丘疫

区 (四川和廿肃)的12个分离株聚为一类，其中

得自人和犬的分离株区别不明显。平原疫区的3个

分离株在另一类;②山丘疫区虫株中L. d. SC6为

四川南坪分离株，南坪县邻近甘肃，图中显示

利什.原虫亲缝关系树状圈 (由8株利什受原虫构建)

姐
3
‘
、
、
;

?
8

圈
L. d. XJ771   2  L. d. GS2  3  L.if.raum

5  L. d

      Fi皿XJ8013
6            L. d. X19(

7tree
L.岭芦r s 广
of 更A 汤洲叨月白

    L.(ropma

m亡尤优 “n月奋

ron- ted

twenty (<ish} ia strains with RAPO

他有关虫株的关系、结果可见:① L. infardum与
L. tropica首先聚合，两者同源程度很高。与第1组

结果相一致;②新疆虫株中来自近荒漠疫区的

L. d. XJ901、平原地区的 L. d. XJ801(自利什曼

万方数据
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病患者)及荒摸疫区的L. d. X1771(自白岭)聚

在一起，遗传距离较近;③ L. i响nt。与L. d. GS2

的遗传距离较远;(4) L. mexicana amazonensis是引起

皮肤利什曼病的另一虫种，与L. d.分离株最后聚

合，遗传距离较远。

                  讨 论

    近年来，RAPD技术已被用于锥虫吕」、细粒棘

球绦虫19、旋毛虫[’。}和血吸虫「川等寄生虫的进化

树构建。所得结果与其他的分类结果 (如用同工

酶、RFLP, MLEE及形态学)基本一致，表明

RAPD标记是可靠的基因标记。Noyes HA }61等用28
个随机引物扩增新世界利什曼原虫 L. viann二亚属

中 4个用 PCR现有引物不能鉴别的虫株:

L.braziliensis,   L.guyanensis， L. panamensis 和

L. peruviana，其中仅7个随机引物能扩增出具有鉴
别意义的特异片段，提示这7种引物扩增出了过去

尚未了解到的不同利什曼原虫DNA中的异源序列。

本实验在此基础上选用了这7种引物扩增我国不同

疫区的L. d 分离株及国际标准株，扩增片段在

L. d.各分离株之间呈明显多态分布，表明用这7

种引物对利什曼原虫可达到种间及种内鉴别水平。

    我们首次用RAPD技术对我国利什曼原虫进行

分子分类研究，并观察我国不同疫区L. d虫株与

国际标准株的亲缘关系。实骏发现:① 来自我国

山丘疫区的L. d 分离株与平原疫区的L. d.分离

株分别聚为两类。这与吕洪刚「，和罗萍等12用

kDNA杂交分析不同疫区的利什曼原虫的结果一

致。吕芳丽等{’报道山丘疫区和平原疫区的L. d.

分离株的分子核型不同 郑学礼，用kDNA PCR-
SSCP分析显示平原疫区与山丘疫区分离株单链

DNA迁移率明显不同。本实验通过RAPD分析进 -

步表明了两个疫区分离株之间遗传距离较远。这些

结果表明两疫区的虫株在基因水平上存有差异。②

实验显示来自新疆荒漠地区、近荒漠地区及平原地

区的L.d. XJ771, L.d. XJ901及 L.d. XJ801聚在

一类，表明它们的遗传距离较近。③ 山丘疫区的

虫株中来自病人和病犬的分离株区别不明显，两者

同源性高。表明犬在传播卜起着重要作用 ④印度

平原型标准株 L. d. DD8归为我国平原疫区虫株所

属的这一类，为过去认为 “华东地区的黑热病与印

度的相似”这一观点提供了科学依据。⑤ 两组实

验均显示L. infantu。与我国山丘疫区的L. d 分离
株分属于两类，与众多学者认为 “西北地区的黑热

病似与地中海沿岸相似”的结论不一致”。将

L. infardurn和L. donovaoi GS2全DNA的扩增片段，
用Nei氏公式计算片段共享度F值为0.255,与另

文该2虫株kDNA及nDNA的 F值0.22，及0.2相

近。进一步证明L. infantum与我国山丘疫区的
L.d、分离株的遗传距离较远。⑥ L. d. Jrd为沙特

阿拉伯的分离株。它的分类地位尚不甚明确，本文

结果显示 L. d. Jed与平原疫区分离株的关系较近

C 1.. infantum与L. tropica在两组实验的进化树中均
最早聚合，表明两者遗传距离很近，与章涛等{”

研究得出L.i晌atu。与L. tropica的SSCrL)NA多变
区序列高度同源，同源性高达98%以E的结论一

致。⑧第2组聚类结果与第 1组结果相符合。新疆

的3个虫株 L. d. X(801、L. d. X1901与 L. d.

XJ771遗传距离较近。

致谢 实验中得到姿天云研究生及赵嘉惠老师的热情帮助，在此深
表侧意
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