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文章编号:1000-7423 (2004) -05-0274-03 【论著】

子一代实验室钉螺细胞色素C氧化酶1,
细胞色素b基因序列分析

张仪‘，Yamasaki Hiroshi’，kjJ和香‘，冯婷’，冯正’

    [摘要】 目的 了解钉螺子一代(F1)实验室钉螺群(湖北钉螺湖北亚种)内的遗传变异。 方法 实验室饲养的

F1钉螺，单个抽提基因组DNA, PCR扩增细胞色素c氧化酶1(COI)、细胞色素b (Cytb )基因并测序，用GENETYX-MAC

ver. 9软件进行同源排序、DNA和氨基酸序列分析，同时与GenBank相同基因序列比较。 结果 实验室螺群内，COI基

因差异为12.2%，94个氨基酸发生变化。Cytb基因差异6.4%，有25个氨基酸发生变化。湖北亚种与滇川亚种COI基

因序列差异率为13.5%。与GenBank中湖北钉螺滇川亚种Cytb基因序列比较，差异为13.6%，在203个氨基酸中6个氨

基酸发生变化。 结论 F1实验室钉螺群内核昔酸与氨基酸序列均发生变异。
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Analysis of Cytochrome c Oxidase I and Cytochrome b Genes of F1
in Laboratory Line Oncomelania hupensis hupensis
ZHANG Yi, Yamasaki Hiroshi, LIU He-xiang，FENG Ting, FENG Zheng

(Institute of Parasitic Diseases, Chinese Center for Disease Control and Prevention’，Shanghai200025，China)

【Abstract)  Objective  To the diversity of Fl in hupensis hupensis.
nomic DNA was isolated, and cytoch c oxidase I(COI) and

laboratory line Oncomelania
cytochrome b(Cytb) geneswere amplified by polymerase chain

reaction

Results

(PCR). The nucleotide sequences of the PCR products were analyzed by GENETYX-MAC software package(ver. 9 ).
Pairwise divergences among six Fl individual

is divergences between 0. h. hupensis and 0. h. robertso
s were found in 12. 2% nucleotides in COI gene fragments. 13. 5% of genet-
ni were identified. 94 amino acids were observed in difference. In Cytb gene

fragments, 6.4% of divergence was observed among four Fl samples. 25 amino acids were observed differently. The divergence of
Cytb genes from 0. h. robertsoni and 0. h. hupensis were 13. 6%，included 6 amino acids.  Conclusion  Diversities were found in
both COI and Cytb gene sequences of Fl in laboratory line 0. h. hupens
【Key words]  Snails; Fl filial generation; Genes, Genetic
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    由于宿主与寄生虫具有共进化关系，钉螺的变异

可影响到血吸虫的变异。研究钉螺的遗传变异无疑对

血吸虫病的控制和疫苗的研制具有重要意义。另一方

面，许多研究表明，吸虫可通过对螺的生长率、生殖类

型的影响而改变螺的生活史特性。最大限度地用实验

室感染的螺类进行现场研究川，是进一步了解其中的
影响和完善实验必不可少的一步。实验室钉螺保种难

度相对较大，因而对日本血吸虫与其中间宿主关系的

研究比曼氏血吸虫与光滑双脐螺基本特征的研究要少

得多。因此，有必要增加对钉螺实验室保种螺群的深

人了解。

    为获得同株血吸虫，实验室内通常用同株血吸虫

毛拗感染人工培养的同龄钉螺。此人工培养的钉螺螺

群自身是否存在遗传变异至关重要。本文利用直接检

测DNA序列的方法，对二实验室湖北钉螺湖北亚种螺
群2个适合种群结构及遗传变异研究的细胞色素。氧

化酶I ( cytochrome c oxidase subunit I , C01)、细胞色素

b ( cytochrome b , Cytb)基因和氨基酸序列[2-41进行了分
析，以提高对血吸虫宿主钉螺与血吸虫共进化过程中

遗传变异的认识，同时，为开展钉螺一血吸虫系统分子

分析提供基础资料。

材料与方法

1 钉螺

    实验室培养的子一代(FI)成年活钉螺，去螺壳，

软体置液氮保存备用。

基金项目:日本I川纪念保健协力财团资助(2001)
作者单位:1中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所，世界卫生组

        织疟疾、血吸虫病和丝虫病合作中心，卫生部寄生虫病重点
        实验室，上海200025; 2日本顺天堂大学医学院，寄生虫分子
        和细胞系，现在日本旭川医学院寄生虫系。

2 钉螺基因组DNA提取及PCR扩增

    按德国Qiagen公司Dneasy Tissue Kit
取单个钉螺的基因组DNA, C01和Cytb

操作步骤提

基因的PCR
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扩增方法按文献「2，3〕进行。

3 PCR扩增产物的纯化与测序

    PCR扩增产物经1%低熔点琼脂糖凝胶电泳纯化

回收后，用GenEluteTMAgaresespinColunms(美国519-

ma公司)过柱再次回收备用。按BigDyeTerminator
CyclesequencingReadyReactionKit(美国pEBiosys-
tems公司)步骤处理样品，在ABIPrism377DNA测序

仪(美国AppliedBiosystem公司)测序。测序结果经人

工校对后用于分析。
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ver.9软件进行同源排序、

DNA和氨基酸序列分析。同时与GenBank的相同基

因序列进行比较。
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卜    实验室钉螺Col基因序列和氨基酸序列分析结

果(图1、2)显示:COI基因有645bp，214个氨基酸。

实验室螺群内12.2%核昔酸有差异，94个氨基酸发生

变化。实验室钉螺螺群与GenBank中湖北钉螺湖北

亚种Col基因序列比较，17.7%核昔酸有差异，214

个氨基酸序列中有10个氨基酸不同。文献报道现场

钉螺螺群间核昔酸序列变异率仅为1.6%〔’川。湖北
亚种与滇川亚种Col基因序列差异率为13.5%，此实

验室钉螺螺群核昔酸差异率与此相近。

    Cytb基因序列和氨基酸序列分析结果见图3、4。

Cytb基因的核昔酸大小及氨基酸数目与文献报道基
本相同川。实验室螺群内6.4%核昔酸彼此间有差

异，涉及25个氨基酸的变化。与GenBank中湖北钉

螺滇川亚种Cytb基因序列比较，13.6%核昔酸有差

异，在203个氨基酸中6个氨基酸发生变化。
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    图1 实验室钉螺COI基因核普酸序列
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    COI基因是核基因组以外的线粒体基因组基因，

也是不带重组遗传的基因，因此，每一个序列都是个单

模标本川。在钉螺属中，col基因是蛋白编码基因，适

合用于同源性分析。而Cytb基因同样是核基因组以

外的线粒体基因组基因，并被许多分类研究证实，适合

用于区分种间及种下分类仁’]。
    在对中国湖北钉螺遗传变异的研究中，如:在对中

国湖北钉螺各亚种的遗传分化研究中，Cytb基因序列

与等位基因位点及比较解剖分析作为遗传分化的指标

进行研究〔’」;在沿长江5省不同地区的湖北钉螺光壳
与肋壳种群遗传变异中，基于COI序列分析认为两者
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的虫株选择出来，致使对螺的感染率一代比一代高，最

终使最后一代血吸虫与自然状态的第一代血吸虫之间

在基因上发生了改变。而这些钉螺在实验室经多代繁

殖后，与野生种群之间也会出现遗传上的某些改变。

本次研究显示，实验室F1钉螺螺群与现场钉螺(野生

型)，在核昔酸和氨基酸序列上均发生变化，为Willams
的假设提供了分子依据。

    钉螺被日本血吸虫毛坳感染是血吸虫病流行的一

个重要环节，其易感的程度，在一定意义上影响着血吸

虫病的流行，其中钉螺自身的基因变化是基础和根本。

F1钉螺感染性明显低于母代钉螺[’〕的原因，可能是
F1钉螺基因变化所致。日本血吸虫虫株，由于采用了

实验室内饲养的钉螺保种，因而感染力与致病力可能

直接受到F1钉螺本身发生遗传变化的影响〔8]，导致
螺与虫出现不相容，即感染力及致病力低。从钉螺与

日本血吸虫之间分子遗传基础关系，即从宿主与寄生

虫之间的分子遗传关系出发来研究，或许可以为一些

现实问题，诸如:各地钉螺易被本地日本血吸虫感染，

却难以被异地血吸虫感染问题[[9,10]不同地区的钉螺
与日本血吸虫是否出现不同的“地域株”问题〔川，即血
吸虫虫株与钉螺之间的相容性等问题;灭螺药的适用

性问题等得到解答。相关研究有待进一步进行。
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钉螺序号 Code of snails
    图3 实验室钉螺Cyth蓦因核昔酸序列
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            图4 实验室钉螺Cytb基因氨基酸序列
Fig. 4 Cytb amino acid sequences of F1 in laboratory litre O. h. hupensis

几乎不存在遗传变异，可以考虑同为湖北钉螺湖北亚

种〔’，，」等。本次研究用此两基因来研究F1钉螺，虽然
COI基因片段差异有12.2%，但在鹿眼螺超科中，此

差异低于影响变化的饱和率18.6% 121，提示该两基因
可以作为一种遗传标记，为进一步了解钉螺旧本血吸

虫的遗传学关系提供依据。

    Willam，等【‘〕提出假设:由于螺基因对血吸虫的表
现型产生了影响，它经过几代传代后，把更具竞争性的


