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三种蚊虫coil基因的克隆与序列分析
黄朝晖 王金福’

        (摘要】 目的 测定和比较中华按蚊、白纹伊蚊和致倦库蚊细胞色素C氧化酶亚基11(0011)基因全序列，分
    析3种蚊虫之间及与其它几种蚊虫的(bl工基因序列的同源性。方法 运用T-A克隆技术分别获得3种蚊虫的
    Col l基因重组质粒，并进行DNA测序和结构分析。结果 3种蚊虫0011基因的核普酸序列同源性为84. t %-
    87.9%，氨基酸序列的同源性为85.1%-89.5%;C十G含量为23.2%-24.9%,颠换频率高于转换频率。结论
    基因序列同源性比较结果显示 在(011分子结构，白纹伊蚊与致倦库蚊具有更近的亲缘关系。
        【关键词】中华按蚊;白纹伊蚊;致倦库蚊;con基因
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          Cloning and Sequencing of Cytochrome c Oxidase II(C011)
                    Gene of Three Species of Mosquitoes

                                  】IUANG Zhao-hui, WANG Jin-fu*
                          (College of Life Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310012)

    (Abstract[ Objective     To determine and compare the complete sequence of COI[ gene from Anopheles sinensis, Aedes
allsopictus and Cuter quinquefasciatus and to identify the molecular homology among these mosquitoes. Methods  The recorubinant

ptasmids including Wll gene from the three species of mosquitoes were obtained场the T-A cloning technique, and the WI I genes
were sequenced and analyzed. Results  The homology of the WI I gene nucleotide sequence and the deduced amino acid sequence of
(Y)II among the three sfrecies of mosquitoes varied [corn 84. 1 % to 87. 9% and from 85. 1 % to 89. 5%, respectively. The C+ G
content of COII gene‘ 23.2%一24.9%, the frequency of trans- ion higher than that of transition. Conclusion   Aedes
albopiclus and Culec quinquefasciatus are closely related spa。at their WII molecular level according to WII gene-
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    蚊虫是危害人畜的重要医学昆虫。经过一个多

世纪的研究，建立了比较完整的形态学分类系统。

但由于形态学的某些局限性，难以准确地确定一些
近缘种之间的进化关系。近年来，国外不少学者应

用线粒体DNA序列分析作为一种研究昆虫系统进

化关系的手段『’J，并有一些蚊虫系统进化关系研究

的报道[[2,31
    细胞色素C氧化酶是参与线粒休电子传递链

末端氧化步骤的一种重要呼吸酶，其3个大亚基由

线粒体DNA (mtDNA )编码。其中氧化酶亚基 II

(COIL)在脊椎动物和昆虫中得到广泛研究。coil

序列具有很高的趋异性，尤其是一些双翅目和膜翅
目昆虫,Col l基因序列和氨基酸序列均表现出高度
的趋异性[’}。因此在这些昆虫的进化机制及系统

重建研究方面,Col l基因序列是一种非常有效的分

子标记。

    本研究从采自浙江的3种蚊虫，中华按蚊

(Anopheles sinensis)、白纹伊蚊(Aedes albopictus)及

致倦库蚊(Culez quinquejusciatus)克隆了coil基
因全片段，并进行序列测定分析，为利用coil基因
研究我国蚊科的系统进化提供一定的依据。

材料与方法

1 蚊虫采集

    中华按蚊成虫采自浙江省金华市郊罗店镇，白

纹伊蚊和致倦库蚊采自杭州市古荡镇蒋村。蚊虫用

75%乙醇浸泡，一20℃保存备用。

作者单位:浙71_大学生命科学学院，杭州310012

，通讯作者，E-mail: wjllu@maiLh-j-

2 蚊虫mtDNA提取及PCR扩增

    按。洲kbum等[al方法，从每个蚊种提取约50

只蚊虫总DNA直接用于PCR扩增。根据四斑按蚊

(An. quadrimaculatus)COII基囚两端的tRNA基
因序列[51设计引物:
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    5'端引物AGATITT ATC-1"l"1"1'GTTAGAA

    3’端引物TTGCTTTCAGTCATCTAATG

    PCR反应总体积50川，反应条件:94℃预变性
3 min，之后35个循环，94℃变性I min, 48℃退火1

min,72℃延伸 1 min，最后72℃延伸8 min.
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3  PCR产物的克隆与测序

    PCR产物经1%低熔点琼脂糖凝胶电泳纯化回

收，与PUC18=1'载体(本实验室自制)连接，然后转
化大肠杆菌DH5a。在含X-Gal和IPTG的LB琼脂

平板上培养12一16 h，挑取白色菌落，扩增后碱裂解

法小量提取质粒DNA，用EcoRl和Hindill双酶切
鉴定。每个蚊种挑取2-3个不同PCR来源的克隆

用双脱氧末端终止法进行双向测序。
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4 数据分析

    用DNAman软件进行同源排序和序列分析。

                结 果

    测序结果显示每个蚊种的各克隆均相同，中华

按蚊、白纹伊蚊和致倦库蚊的扩增片段长度分别为

727,727,731 by，但其中均有一个684 by的完整阅
读框架(图1)，编码由228个氨基酸残基组成的细

胞色素C氧化酶亚基11(图2)0 3个蚊种的(XOII

基因的起始密码子均为AUG，使用一个T作为潜

在的终止子。coil基因两侧为tRNAt-和tRNAL}}

基因，致倦库蚊coil基因与tRNAt"基因间有5个

核昔酸的基因间隔序列，而白纹伊蚊和中华按蚊只

有1个，测得三者的tRNAL}片段均相同。

    序列比较结果显示:中华按蚊与白纹伊蚊、致倦

库蚊0011基因碱基序列和氨基酸序列差异分别为

15.5%,15.9%和14.506,14.9%，白纹伊蚊与致倦

库蚊coil基因碱基序列和氨基酸序列差异分别为

12.1%及10.5%。与其它昆虫的线粒体基因相似，

蚊虫〔'OII基因的C+G含量也较低，中华按蚊为

24.9%，白纹伊蚊为23.2%，致倦库蚊为23.8%a 3

种蚊虫Col l基因间的转换数(TS)与颠换数(TV)

比例为:中华按蚊与白纹伊蚊间的TS/CV为0.797

(47/59)，与致倦库蚊间TS/1'V为0.677(44/65),

白纹伊蚊与致倦库蚊间TS/I、为0.804(37/46)0

中华按蚊与白纹伊蚊、致倦库蚊coil基因间的颠

换率分别为55.7%,59.6%，后两者间的颠换率则

为55.4%0
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圈1 中华按蚊、白蚊伊蚊和致倦库故COII基因全序列

两箭头间为(刀11基因序列
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圈2 中华按放、白纹伊蚊和致助库蚊COIL奴基峨序列

Fig. 2  The amim acid sequence of con fear Anopheles‘“.，”“、
      Aeries目加州'Ctae..CLlrs 9以a9叫fasclmas
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                讨 论

    DNA序列分析是鉴定生物体不同种、亚种和地
理株，以及研究其系统进化关系的方法之一。coil

基因属线粒体基因，其编码的CX)I I作为呼吸链的

重要组分，普遍存在于原核生物和真核生物细胞的

线粒体中。众多研究表明COIL基因在双翅目昆虫
进化机制和系统重建研究上是一种有效的分子标

记。目前，运用COIL基因研究蚊科昆虫系统进化

的研究越来越多[2.31
    通过比较3种蚊虫coil基因的核昔酸序列及

其编码的氨基酸序列，发现具有较高的同源性，前者

的变动范围为84.1%一87.9%，后者则为85.1%一

89.5%。将这3种蚊虫coil基因与四斑按蚊及埃
及伊蚊COIL基因加以比较，发现中华按蚊CX)II与

四斑按蚊coil基因序列及氨基酸序列同源性分别

高达90.9%和97.8%[']，白纹伊蚊与埃及伊蚊则分
别为87.3%和94.7%[2';中华按蚊与致倦库蚊、白
纹伊蚊与四斑按蚊的亲缘关系较远，coil基因序列

及氨基酸序列同源性分别为84. 1%,85. 1%和

83.3%,85.1%。这些差异与其种类的亲缘关系具
有相关性 其中库蚊属与伊蚊属的亲缘关系较近;致

倦库蚊台湾宜兰地理株COIL基因[[21与杭州地理株
COI I基因有2个核昔酸的差异，表明虽然这两个不

同的地理株分化很小，但也有一定的变异。

    线粒体基因('G含量偏低，在动物中是一普遍

现象，目前对此尚无很好的解释。蚊虫Col 工基因
CG含量大致为22%一27%，在昆虫中(19.5%一

33.1%)居于中间地位r11o 3种蚊虫COI I基因间的
碱基变异特点也与其它昆虫相一致，即颠换多为

A-T，转换多为C-T。此外，这3种蚊虫COI I基

因序列间颠换数高于转换数，这与蚊虫及部分无翅

类昆虫coil基因序列间颠换频率高于转换频率的

结果相一致[2.3.6]

  [II Li. H, Beckenbach A

-id- 11 gene among 10

1992. 1: 41一52

文 献

tion of the mitochondria) cytochrutne

of insects. Mol Phylogenet Evol

  [2] Ho CM, Liu YM, Wei YH, et al C -e for cyta:htotne c usidase
submit 11 in the mitochondria) DNA of Culez quingwfastratus and

Aedesaegypti (Diptera: Culicidec). JMedEntomol, 1995, 32: 174-

180

  [ 31 Foley DH, Bryan JH, Yestes D, et al. Evolution and systematics

。「Anopheles: insights from a molecular phylogeny of Australesian

mosquitoes. Mot Phylcgenet Evol, 1998, 9: 262一275

  [41 Cockburu AF. Seawright JA. Technique, for nniiuchundrial and

ribosomal DNA analysis of Arrophelme re-quit- J Am Mosq Cuntr

Aloe, 1988, 4: 261一265

  [ 5 ] Mitehel] SE, C -kb- AF, Seawright JA. The mitochondria

genorne of Anopheles quadri- ulatus species A: complete nucleotide

sequence and gene organization. Genome, 1993,36:1058一1073.

  汇6]邵红光，张亚平，柯欣，等 南极隐姚(刀I工基因序列及无翅类

昆虫分子进化 中国科学(C辑),2000,30:330 -336

                      (收箱日期2000-11抚 编辑:富秀兰)

【病例报告 】
文章编号:10(10-7423(2001)-02-0092-01

      蝇蛆病一例

王能保 丁远均 司光元 任贤林

中图分类号:8384.21 文献标识码:D

    患者男性，27岁。主诉4年来常有轻微腹痛，腹泻，胃

痛，恶心，呕吐等症状。粪便中有白芝麻样小虫数百条，曾在

当地卫生院诊治，给服肠虫清、阿苯达哇治疗，效果不理想

1998,1999年又出现排虫现象，续用上述药物治疗无效。
2000年5月再次排虫后，留取标本到我站鉴定。检查发现

标本内有乳白色小虫5条，长5一10-,,活动力较强，圆柱

作者单位:湖北省保康县卫生防疫站，保康441600

形，前突后钝，无足无眼，头端有两个黑色口沟，除头部外，分

13节，腹部后侧有后气门一对，经鉴定此虫为腐蝇蝇蛆，诊

断为蝇蛆病。用精制敌百虫0. 8 g/d，每周一次，连续3 wk

后，症状消失，粪检未见排虫。

    蝇蛆病是由于蝇类的幼虫寄生于人体的组织、器官引起

的疾病，国内已有报道。本例患者自1997年以来，连续排虫

达3年，由于患者反复感染蝇幼虫或虫卵所致。

                      ‘收招日期 2000-11-06 编辑:庄兆农)
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