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揖Abstract铱 Objective To explore sequence differentiation of ITS and 28S rDNA鄄LSU of Orientobilharzia

turkestanicum from bovine and caprine hosts. Methods Adult worms of O. turkestanicum from the naturally infected
cattle, sheep, cashmere goat and goat were collected and identified morphologically as O. turkestanicum according to
existing keys and descriptions. The genomic DNA was extracted from parasites of different hosts. The internal transcribed
spacer 渊ITS, contains ITS鄄1, 5.8S nuclear ribosomal DNA, ITS鄄2冤 and 28S nuclear ribosomal DNA鄄LSU were amplified
by PCR, sequenced and analyzed by Chromas and DNASTAR softwares, and the RNA secondary structure of 28S rDNA鄄
LSU was analyzed by DNAMAN software. Results ITS鄄1, 5.8S rDNA, ITS鄄2 and 28S rDNA鄄LSU of O. turkestanicum
from bovine and caprine hosts were 384, 159, 331 and 1 304 bp, respectively. ITS鄄1 and 5.8S rDNA of O. turkestanicum
from different definitive hosts were identical; ITS鄄2 of O. turkestanicum from cattle, sheep and cashmere goat were
identical, with one nucleotide variation compared with that of goat; 28S rDNA鄄LSU of O. turkestanicum from sheep and
cashmere goat were identical, 憎蚤贼澡 two nucleotides variation compared with that of cattle and goat. The RNA secondary
structure of 28S rDNA LSU of O. turkestanicum from caprine hosts were identical or similar, but with large variation
compared with that of cattle. Conclusion The rDNA sequence from different definitive hosts shows nucleotide
variations to some extent and the RNA secondary structure of 28S rDNA鄄LSU from caprine hosts shows large variation in
comparison to that of bovine.
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揖摘要铱 目的 探讨牛羊源土耳其斯坦东毕吸虫 渊Orientobilharzia turkestanicum冤 核糖体内转录间隔区 渊ITS冤 和 28S
核糖体大亚基序列 渊rDNA鄄LSU冤 的差异遥 方法 粪便检查尧 剖杀自然感染东毕吸虫的绒山羊尧 山羊尧 绵羊和黄牛袁 收
集虫体袁 形态学鉴定为土耳其斯坦东毕吸虫遥 抽提成虫基因组 DNA袁 扩增其 ITS 渊包括 ITS鄄1尧 5.8S rDNA和 ITS鄄2冤 和
28S rDNA鄄LSU序列袁 测序并分析以上序列袁 以及 28S rDNA鄄LSU序列 RNA二级结构遥 结果 牛尧 羊源土耳其斯坦东毕
吸虫的 ITS鄄1尧 5.8S rDNA尧 ITS鄄2和 28S rDNA鄄LSU序列分别长 384尧 159尧 331和 1 304 bp遥 牛源和羊源的 ITS鄄1和 5.8S
rDNA序列完全相同曰 黄牛源尧 绵羊源和绒山羊源的 ITS鄄2序列完全相同袁 与山羊源存在 1个碱基的差异曰 绵羊源和绒
山羊源的 28S rDNA鄄LSU序列完全相同袁 与牛源和山羊源分别有 2个碱基的差异遥 绵羊源和绒山羊源的 28S rDNA鄄LSU
序列 RNA二级结构相同袁 与山羊源存在微小差异袁 但牛源与羊源存在较大差异遥 结论 不同终末宿主源土耳其斯坦

东毕吸虫的核糖体序列存在不同程度的差异袁 羊源 28S rDNA鄄LSU序列的 RNA二级结构相同或相似袁 但与牛源存在较
大差异遥
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土耳其斯坦东毕吸虫渊Orientobilharzia turkestani鄄
cum冤寄生于牛尧 羊等动物的门静脉和肠系膜静脉袁
引起多种动物的东毕吸虫病袁 该病广泛分布于中国尧
印度尧 伊拉克尧 伊朗和巴基斯坦等国咱1鄄5暂遥 我国 20个
省渊市尧 区冤有动物东毕吸虫病流行咱6暂袁 黑龙江省是牛
羊东毕吸虫病的高发区袁 该病给畜牧业生产带来很大
的经济损失遥 东毕吸虫的尾蚴可感染人袁 引起人的尾
蚴性皮炎袁 因此也是一种重要的人兽共患病原咱7鄄8暂遥
目前东毕吸虫的研究主要集中在形态学尧 发育生物
学尧 东毕吸虫病的流行病学调查尧 诊断和综合防治等
方面咱1鄄4袁9鄄12暂袁 分子水平研究不同终末宿主源东毕吸虫的
差异未见报道遥 因此袁 本研究以寄生于黄牛尧 绵羊尧
绒山羊和山羊肠系膜静脉内的东毕吸虫为对象袁 研
究其核糖体内转录间隔区 渊ITS冤 序列 渊包括 ITS鄄1尧
5.8S核糖体 DNA和 ITS鄄2冤 及 28S核糖体 DNA大亚
基序列 渊rDNA鄄LSU冤 的变异情况袁 以为进一步研究
东毕吸虫的分类尧 起源和裂体科血吸虫的系统发生奠
定基础遥

材料与方法

1 土耳其斯坦东毕吸虫成虫的采集

经粪便检查袁 在黑龙江省大庆市选择自然感染东
毕吸虫的绒山羊 渊Capra hircus袁 cashmere goat冤尧 绵
羊 渊Ovis aries袁 sheep冤尧 山羊 渊Capra hircus袁 goat冤 和
黄牛 渊Bos taurus袁 cattle冤袁 剖检收集虫体袁 经形态学
鉴定为土耳其斯坦东毕吸虫 渊O. turkestanicum袁 以下
简称为东毕吸虫冤袁 70%乙醇保存备用遥

2 成虫基因组 DNA的提取
取不同动物来源的东毕吸虫成虫各 5条袁 去离子

水洗涤 3 次袁 加入 300 滋l DNA 裂解缓冲液 渊0.115
mol/L NaCl袁 0.01 mol/L Tris鄄HCl袁 0.025 mol/L 乙二胺
四乙酸 渊EDTA冤袁 1% 十二烷基硫酸钠 渊SDS冤袁 1.5
mg/ml 蛋白酶 K冤袁 37 益消化过夜袁 次日于 95 益 15
min灭活蛋白酶 K遥 酚/三氯甲烷抽提 DNA袁 预冷乙
醇沉淀袁 去离子水溶解袁 -20 益保存遥

3 目的基因的扩增

ITS序列参考河马血吸虫 渊Schistosoma hippopo鄄
tami冤 18SrDNA 渊登录号为AY197343冤 和爱德华血吸虫
渊S. edwardiense冤 28S rDNA 渊登录号为 AY197344冤 的序
列保守区袁 应用 Oligo 6.0软件设计引物袁 上游引物
为 5忆鄄GTC GTA ACA AGG TTT CCG TAG GTG鄄3忆袁
下游引物为 5忆鄄TAT GCT TAA ATT CAG CGG GTA
ATC鄄3忆曰 28S rDNA鄄LSU序列根据东毕吸虫 28S rDNA

序列 渊登录号为 AJ313461冤 设计引物袁 上游引物为
5忆鄄TAT CAC TA AGC GGA GGA AAA GA鄄 3忆袁 下游
引物为 5忆鄄AGG GAA CCA GCT ACT AGA TGG鄄 3忆袁
由上海生工生物技术服务有限公司合成遥

PCR反应体系为院 10伊PCR缓冲液 渊含 Mg2+冤 2.5
滋l袁 脱氧核苷三磷酸 渊dNTPs 25 mmol/L冤 2 滋l袁 引物
各 0.5 滋l 渊 50 pmol/滋l冤 袁 模板 DNA 0.5 滋l袁 Taq
DNA聚合酶 0.2 滋l 渊5 U/滋l冤渊大连宝生物工程有限公
司冤袁 加水补至 25 滋l遥 ITS序列的扩增条件为院 95 益
10 min曰 94 益 1 min袁 50 益 1 min袁 72 益 1 min袁 30
个循环曰 72 益 10 min遥 28S rDNA鄄LSU基因的扩增条
件为院 95 益 10 min曰 94 益 1 min袁 52 益 1 min袁 72 益
1.5 min袁 30个循环曰 72 益 10 min遥 PCR扩增产物经
1%琼脂糖凝胶 渊溴化乙啶浓度为 5 滋g/ml冤 电泳后袁
在凝胶成像系统 渊2000型袁 美国BioRad公司冤 下观察遥

4 PCR产物的纯化尧 克隆及测序
用 BioSpin胶回收试剂盒 渊日本 Bioer Technology

公司冤 纯化 PCR产物遥 应用 pMD18鄄T载体 渊大连宝
生物工程有限公司冤 与纯化后的 PCR产物连接并转
化大肠埃希菌 渊Escherichia coli冤 JM109感受态细胞遥
筛选重组菌落袁 经碱裂解提取质粒袁 进行 PCR鉴定
和双酶切鉴定 渊EcoR玉和 Hind 芋购自立陶宛 Fer鄄
mentas公司冤遥 阳性重组菌由北京英骏生物技术有限
公司测序遥 每条序列均经过双向测定袁 以确保序列的
准确性遥

5 数据分析

用 Chromas软件对所有样品的正尧 反向序列进行
重叠区拼接并辅以人工核对袁 确定序列长度曰 用
DNASTAR软件分析不同终末宿主源东毕吸虫 ITS和
28S rDNA鄄LSU序列的差异袁 应用 DNAMAN软件比较
不同终末宿主源东毕吸虫 28S rDNA鄄LSU 的 RNA 二
级结构的变化情况遥

结 果

1 ITS和 28S rDNA鄄LSU序列 PCR扩增结果
ITS和 28S rDNA鄄LSU序列 PCR扩增产物的电泳

结果显示分别获得约 1 000 bp和 1 300 bp条带袁 与预
期目的片段大小相符遥 筛选的阳性质粒经 PCR鉴定
和酶切鉴定结果与 PCR扩增结果一致遥

2 东毕吸虫 ITS序列特征
测序结果显示袁 黄牛尧 绵羊尧 绒山羊和山羊等 4

种终末宿主源东毕吸虫 ITS区均获得特异性扩增袁 片
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注院 A院 黄牛源袁 B院 绵羊源袁 C院 绒山羊源袁 D院 山羊源遥
晕燥贼藻院 The RNA secondary structure of 28S rDNA鄄LSU of O. turkestan鄄
icum from cattle (A)袁 sheep(B)袁 cashmere goat (C) and goat (D).

图 1 4种不同终末宿主土耳其斯坦东毕吸虫 28S rDNA鄄LSU
序列 RNA二级结构

Fig.1 The RNA secondary structure of 28S rDNA鄄LSU of
O. turkestanicum from four definitive hosts

段长为 954 bp袁 其中 1耀43 bp和 918耀954 bp为 18S rDNA
部分序列和 28S rDNA 部分序列袁 即引物设计的上尧
下游部分袁 ITS长度为 874 bp遥 由 NCBI鄄BLAST比对
相关血吸虫序列推断 ITS序列可划分为院 ITS鄄1 渊44耀
427 bp冤尧 5.8S rDNA 渊428耀586 bp冤 和 ITS鄄2 渊587耀
917 bp冤 等 3 部分遥 已将 4 种终末宿主源东毕吸虫
ITS 序列提交 GenBank 渊登录号分别为 EU436663尧
EU436664尧 EU436665和 EU436666冤遥 序列分析结果
显示袁 4种终末宿主源东毕吸虫的 ITS鄄1和 5.8S rD鄄
NA序列完全相同曰 黄牛源尧 绵羊源和绒山羊源东毕
吸虫 ITS鄄2序列完全相同袁 而山羊源东毕吸虫在 ITS鄄
2序列的 803位点与其他 3种动物源存在 A寅G单个
碱基转换遥
将本研究测得的不同终末宿主源与齐齐哈尔富裕

县 渊以下简称富裕县冤 绒山羊源东毕吸虫咱13暂渊登录号为
AJ313460冤 的 ITS鄄2序列进行对比排序遥 结果显示袁
本研究的山羊源与富裕县绒山羊源东毕吸虫存在 2处
单碱基差异 渊640位点 T寅C袁 803位点 A寅G冤遥 其他
3种动物源与富裕县绒山羊源东毕吸虫存在 1处单碱
基差异 渊640 位点 T寅C冤遥 序列的碱基差异分布于
ITS鄄2区袁 而 ITS鄄1和 5.8S编码区序列非常保守遥
3 东毕吸虫 28S rDNA鄄LSU序列特征

4种终末宿主源东毕吸虫的 28S rDNA鄄LSU 均获
得特异性扩增 袁 片段长为1 304 bp袁 提交 GenBank
渊登录号分别为EU436662尧 EU436661尧 EU436660 和
EU436659冤遥 绵羊源与绒山羊源的序列完全相同袁 山
羊源与绵羊和绒山羊源 28S rDNA鄄LSU序列存在 2处
单碱基差异 渊657和 684位点袁 均为 T寅C冤袁 黄牛源
与绵羊和绒山羊源 28S rDNA鄄LSU序列存在 2处单碱基
差异 渊371和 1 158位点袁 均为 A寅G冤遥
不同终末宿主源与已报道的相应来源东毕吸虫

28S rDNA鄄LSU序列比较咱13暂袁 本研究的绵羊源和绒山
羊源的 28S rDNA鄄LSU序列与富裕县绒山羊源 渊登录号
为AJ313461冤 完全相同袁 山羊源与黄牛源分别存在 2
个位点差异 渊黄牛源 371和 1 158位点均为 A寅G曰
山羊源 657和 684位点均为 T寅C冤遥 本研究的绵羊
源和绒山羊源的 28S rDNA鄄LSU序列与伊朗绵羊源咱14暂

渊登录号为 AF167092冤 相比存在 1处差异 渊均为 421
位点 C寅T冤袁 山羊源与之相比存在 3处差异 渊421位
点 C寅T袁 657和 684位点 T寅C冤袁 黄牛源存在 3处差
异 渊371和 1 158位点 A寅G袁 421位点 C寅T冤遥

4 东毕吸虫 28S rDNA鄄LSU序列 RNA二级结构分析
应用 DNAMAN软件比较不同终末宿主源东毕吸

虫 28S rDNA鄄LSU 序列的 RNA 二级结构袁 比较 1耀
993 bp的部分 28S rDNA鄄LSU序列袁 系统默认结构能
量为最小遥 结果显示袁 绵羊源与绒山羊源东毕吸虫
28S rDNA鄄LSU序列的 RNA二级结构相同曰 山羊源 C
区与绵羊和绒山羊源存在微小差异曰 黄牛源在 A区
和 B区与绵羊尧 绒山羊和山羊源存在较大差异袁 其 A
区的茎环结构和 B区茎环角度发生改变 渊图 1冤遥

讨 论

由于自然尧 地理和环境等生态环境因素的长期影
响袁 血吸虫种株之间存在不同程度遗传分化袁 但这些
变化不能被传统方法所区分遥 DNA技术可精确地测
量生物自然种群的遗传变异程度袁 是目前进行物种遗
传变异尧 分类和分子种系发生等研究的主要手段之
一遥 核糖体 DNA是生物体内最保守的基因之一袁 是
细胞核内编码核糖体 RNA的基因袁 其中的 ITS鄄1尧 5.8S
rDNA尧 ITS鄄2和 28S rDNA序列作为分子标记已广泛
应用于多种寄生虫遗传变异尧 分类和进化等方面的
研究咱15鄄18暂遥

本研究结果表明袁 大庆地区不同终末宿主源东毕
吸虫 ITS鄄1 和 5.8S rDNA序列完全相同袁 而 ITS鄄2和

A B

C D

A区
B区圯

C区
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28S rDNA鄄LSU序列存在不同程度的差异曰 绒山羊源
与富裕县绒山羊源东毕吸虫 ITS鄄2序列有 1处碱基差
异袁 绵羊源与伊朗绵羊源东毕吸虫 28S rDNA鄄LSU存
在 1处碱基差异袁 说明不同地区相同终末宿主源东毕
吸虫的核糖体基因存在差异袁 而且相同地区不同终末
宿主源东毕吸虫核糖体基因也存在不同程度的差异袁
这一结果与作者以往对不同终末宿主源东毕吸虫的线

粒体基因细胞色素 C氧化酶亚基 1基因 渊cytochrome
c oxidase su鄄bunit 1 gene, cox1冤 和烟酰胺腺嘌呤二
核苷酸脱氢酶亚基 1基因渊nicotinamide adenine dinu鄄
cleotide dehydrogenase subunit 1 gene, nad1冤 的研究
结果一致咱19暂遥 在大庆地区适宜东毕吸虫寄生的宿主种
类繁多袁 其终末宿主包括绵羊尧 山羊尧 绒山羊尧 黄牛
和奶牛遥 中间宿主淡水螺袁 包括耳萝卜螺 渊Radix au鄄
ricularia冤尧 卵萝卜螺 渊R. ovata冤 和小土蜗螺 渊Galba
pervia冤遥 宿主的多样性和复杂性可能是造成东毕吸虫
核糖体序列差异的原因之一遥
由于核糖体 DNA具有多拷贝以及不同区域具有

不同的进化速率等特点袁 因此袁 部分研究者选取不同
区段的核糖体 DNA 为分子标志构建 RNA的二级结
构袁 揭示了一些在一级结构比较中难以发现的现象咱20袁21暂遥
真核生物 rDNA鄄LSU序列主要由 26S/28S rDNA组成袁
在生物体内含量较大且包括与核糖体功能密切相关的

保守的核心区段咱22袁23暂袁 因此本研究对 28S rDNA鄄LSU序
列的 RNA二级结构进行了分析遥 研究发现袁 虽然绵
羊尧 绒山羊和山羊源东毕吸虫的 28S rDNA鄄LSU核苷
酸序列存在不同程度的差异袁 但其 RNA二级结构却
具有很多相同或相似结构曰 黄牛源东毕吸虫的 28S
rDNA鄄LSU核苷酸序列与 3种羊源相比仅发生微小改
变袁 但其 RNA二级结构存在较大差异遥 作者推测这
种差异是由于虫体寄生于不同种属终末宿主所致袁 这
种差异的规律性和稳定性及在分类学上的意义有待进

一步研究遥
本研究结果表明袁 不同终末宿主源东毕吸虫的核

糖体 ITS鄄2和 28S rDNA鄄LSU序列存在不同程度的差
异袁 其中亲缘关系较近的终末宿主 渊羊源冤 其 28S
rDNA鄄LSU序列的 RNA二级结构相同或相似袁 而亲
缘关系较远的终末宿主 渊牛源和羊源冤 则差异较大遥
本实验为进一步研究东毕吸虫在不同宿主内的发育关

系尧 分子种系发生尧 近缘种鉴别及分子流行病学调查
等方面奠定了基础遥
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在家蝇卵尧 玉龄幼虫尧 域龄幼虫尧 芋龄幼虫尧 蛹和成
虫等 6个生长阶段中的表达情况遥 结果显示袁 家蝇抗
菌肽基因在所选的 6个不同时期均有表达袁 其中芋龄
幼虫期和成虫期表达水平最高袁 卵期尧 玉龄幼虫期和
蛹期的表达水平较低袁 在整个幼虫发育期抗菌肽的表
达量呈增强趋势遥 其原因可能是院 淤抗菌肽基因在家
蝇卵期缺乏转录活性袁 其表达的可能为母源性转录产物袁
所检测到的可能是母体的遗留袁 故呈低水平表达咱6鄄8暂曰
于整个家蝇幼虫期抗菌肽基因表达呈上调趋势袁 在芋
龄幼虫期达到最大转录活性袁 可能是随着幼虫的不断
发育其免疫防御机制逐渐完善袁 同时也表明抗菌肽在
家蝇幼虫发育中具有重要的作用曰 盂完全变态的昆虫
在蛹期对外界具有较强抵抗力咱9暂袁 而家蝇蛹期抗菌肽
基因表达呈低水平袁 蛹期的发育前期芋龄幼虫期与蛹
期的发育后期成虫期表达均明显趋高袁 说明家蝇蛹期
抗菌肽转录途径较复杂袁 同时也说明在家蝇免疫体系
中抗菌肽可能不是惟一的防御免疫分子曰 榆家蝇成虫
期抗菌肽表达量增高袁 是因为此期家蝇免疫系统发育
成熟所致袁 另一方面也是家蝇成虫期活动范围增大袁
受外界刺激的几率大大增加袁 机体自身免疫系统适应
进化的结果袁 这也是昆虫适应防御微生物入侵的主要
方式咱10暂遥
本研究结果说明袁 尽管 3 种抗菌肽 cecropin尧

defensin和 attacin在家蝇各生长阶段表达水平存在明
显差异袁 但在家蝇体内为组成型表达袁 说明抗菌肽在
家蝇的免疫防御体系和生长发育中发挥着重要作用遥
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