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摘　要：本研究旨在阐明脑多头蚴湖南分离株线粒体烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）脱氢酶亚单位１基因

（狀犪犱１）部分序列（ｐ狀犪犱１）和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）脱氢酶亚单位４基因（狀犪犱４）部分序列（ｐ狀犪犱４）的遗传

变异情况，并用ｐ狀犪犱１和ｐ狀犪犱４序列重构脑多头蚴与其它带科绦虫的种群遗传关系。利用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩

增脑多头蚴的ｐ狀犪犱１和ｐ狀犪犱４，应用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１程序对序列进行比对，再用Ｐｈｙｌｉｐ３．６７程序 ＭＰ法和 Ｍａｇｅ４．０

程序ＮＪ法绘制种系发育树，并用Ｐｕｚｚｌｅ５．２程序构建最大似然树，同时利用ＤＮＡｓｔａｒ５．０中的 Ｍｅｇａｌｉｇｎ程序进行

同源性分析。结果显示所获得的ｐ狀犪犱１和ｐ狀犪犱４序列长度分别均为６６６和８８７ｂｐ，湖南分离株与已知多头带绦虫

位于同一分枝。由于脑多头蚴ｐ狀犪犱１和ｐ狀犪犱４序列种内相对保守，种间差异较大，故均可作为种间遗传变异研究

的标记，从而为脑多头蚴的分子流行病学和其相关疾病的诊断奠定基础。
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　　脑多头蚴（犆狅犲狀狌狉狌狊犮犲狉犲犫狉犪犾犻狊）又称脑包虫，是多

头带绦虫（犜犪犲狀犻犪犿狌犾狋犻犮犲狆狊）的中绦期幼虫，主要寄生

于牛、羊等反刍兽的脑组织，是危害牛、羊养殖业健康

发展的一种主要寄生虫，偶尔也感染人［１］。脑多头蚴

呈世界性分布，其报道多见于地中海沿岸和中东等国

家［２］。我国许多省、市均有报道，尤其多见于西北各

省［３］。因此，正确鉴别脑多头蚴，不仅具有重要学术

价值，而且对预防和控制该病也具有重要意义。

线粒体基因组被广泛用作为遗传学研究的标

记［４６］，归咎于其结构简单、母系遗传、缺少重组、进

化速率快等特点。在寄生虫领域，已被许多学者用

来研究多种寄生虫的种内和种间遗传变异［７１２］。本

研究旨在分析湖南山羊体内采集的脑多头蚴的线粒

体烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）脱氢酶亚单位１

基因（狀犪犱１）基因部分序列（ｐ狀犪犱１）和烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸（ＮＡＤＨ）脱氢酶亚单位４基因（狀犪犱４）部

分序列（ｐ狀犪犱４）的遗传变异情况，并利用狆狀犪犱１和

ｐ狀犪犱４重构脑多头蚴与其它带绦虫的种群遗传关

系，从而明确脑脑多头蚴线粒体狀犪犱１和狀犪犱４基因

部分序列能否成为理想的种间遗传标记。

１　材料与方法

１．１　虫体样品

山羊多头蚴样品采自湖南湘西，代码依次为

ＣＣＸＸ１～ＣＣＸＸ２３。

１．２　主要试剂

犜犪狇酶购自大连宝生物公司，蛋白酶 Ｋ 购自

Ｍｅｒｃｋ公司。ＷｉｚａｒｄＴＭ ＤＮＡＣｌｅａｎｕｐＳｙｓｔｅｍ 为

Ｐｒｏｍｅｇａ公 司 产 品，ＰＣＲ 试 剂 （Ｂｕｆｆｅｒ、ＭｇＣｌ２、

ｄＮＴＰｓ）为大连宝生物公司产品。

１．３　样品犇犖犃的制备

从７０％乙醇保存液中取出单个虫体，置于１．５

ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中。按照 Ｐｒｏｍｅｇａ公司基因组

ＤＮＡ提取试剂盒（ＷｉｚａｒｄＳＶＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＰｕｒｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ）使用说明书提取脑多头蚴基因组

ＤＮＡ，将提取的基因组 ＤＮＡ置于－２０℃保存备

用。

１．４　犘犆犚扩增

扩增线粒体狀犪犱１基因的部分序列（ｐ狀犪犱１）的

引物是作者根据 ＧｅｎＢａｎｋ上发表的多头带绦虫

狀犪犱１基因序列所设计，上游引物ＮＤ１Ｆ：５′ＣＡＴＴ

ＡＧＴＧＧＴＴＴＡＡＣＡＧＧＴＴＴＧＴＴＡ３′（２５ｂｐ），下

游引物 ＮＤ１Ｒ：５′ＴＧＧＴＴＡＧＧＡＡＴＧＧＴＴＴＴＡ

ＡＴＧＴＴＴＧ３′（２５ｂｐ）；扩增狀犪犱４基因的部分序列

（ｐ狀犪犱４）的引物是作者根据ＧｅｎＢａｎｋ上发表的多头

带绦虫狀犪犱４基因序列所设计，上游引物ＮＤ４Ｆ：５′

ＧＡＴＴＣＴＡＴＴＡＧＴＴＴＴＴＡＴＴＴＡＡＴ３′（２３ｂｐ），下游

引物ＮＤ４Ｒ：５′ＴＴＧＧＧＴＴＧＧＴＴＡＧＡＣＡＡＡＧＡＴＴ

ＴＧ３′（２４ｂｐ）。引物由上海生工生物技术有限公司

进行合成。反应体系为２５μＬ，其中１０×ＰＣＲｂｕｆｆ

ｅｒ２．５μＬ；ＭｇＣｌ２４μＬ；ｄＮＴＰｓ（２５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）２

μＬ；Ｐｒｉｍｅｒ（５０ｐｍｏｌ·μＬ
－１）０．２５μＬ；犜犪狇ｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅ（５Ｕ·μＬ
－１）０．２５μＬ；双蒸水１４．７５μＬ；模

板ＤＮＡ１μＬ。扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃

变性３０ｓ，５０℃（狀犪犱１）、５６℃（狀犪犱４）退火３０ｓ，７２

℃延伸３０ｓ，３７个循环；７２℃后延伸５ｍｉｎ。取２

μＬＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳、溴化乙锭染

色，紫外投射仪下观察结果，凝胶成像系统摄像。

ＰＣＲ产物保存备用。

１．５　狀犪犱１和狀犪犱４部分基因序列测定及其在种系

发育分析中的应用

　　将ＰＣＲ产物送金思瑞生物科技有限公司直接

测序，测序结果用ＤＮＡｓｔａｒ５．０软件进行分析。从

ＧｅｎＢａｎｋ检索现有带科绦虫狀犪犱１和狀犪犱４序列，然

后与之进行相似性比对和其它绦虫种系发育分析，

以猬迭宫绦虫（犛狆犻狉狅犿犲狋狉犪犲狉犻狀犪犮犲犻犲狌狉狅狆犪犲犻）作为

外群。利用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１及Ｍｅｇａ４．０软件对本试

验获得的ｐ狀犪犱１和ｐ狀犪犱４序列进行比对及计算遗

传距离，然后用Ｐｈｙｌｉｐ３．６７程序中的最大简约法

（Ｍａｘｉｍｕｍｐａｒａｓｉｍｏｎｙ，ＭＰ）和 Ｍｅｇａ４．０程序中

的邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）绘制种系

发育树，并用 Ｐｕｚｚｌｅ５．２程序构建最大似然树

（ＭａｘｉｍｕｍＬｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＭＬ）。邻接法采用Ｔａｍｕ

ｒａＮｅｉ模型进行分析；最大简约法采用Ｂｒａｎｃｈａｎｄ

ｂｏｕｎｄ模型分析，采用自展检验（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｔｅｓｔ）估

算所构建系统树的可靠性，ＭＬ法采用 Ｈｋｙ替代模

型和Ｑｕａｒｔｅｔｐｕｚｚｌｉｎｇ搜索程序进行分析，复制数

均为１０００。同时利用ＤＮＡｓｔａｒ５．０中的 Ｍｅｇａｌｉｇｎ

程序进行相似性分析。

２　结　果

２．１　犘犆犚扩增结果

２３个脑多头蚴样品均成功地扩增出约７００ｂｐ

（狀犪犱１）和９００ｂｐ（ｐ狀犪犱４）的片段，与预期目的片段

长度相符，且无非特异性条带，空白对照为阴性。它

们的ＰＣＲ产物电泳图见图１。
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Ｍ．ＤＬ２０００相对分子质量标准；１～２３．分别代表ＣＣＸＸ１ＣＣＸＸ２３；２４．阴性对照

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１２３．ＳａｍｐｌｅｓｏｆＣＣＸＸ１ＣＣＸＸ２３；２４．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图１　脑多头蚴线粒体狆狀犪犱１（犃）和狆狀犪犱４（犅）犘犆犚扩增产物的琼脂糖凝胶电泳分析

犉犻犵．１　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犲犱犿狋犇犖犃狆狀犪犱１（犃）犪狀犱狆狀犪犱４（犅）犳狉狅犿犆狅犲狀狌狉狌狊犮犲狉犲犫狉犪犾犻狊犫狔犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅

狆犺狅狉犲狊犻狊

２．２　测序结果及分析

２３个样品的ｐ狀犪犱１碱基序列长度相同，均为

７１６ｂｐ，剔除引物后，均得到６６６ｂｐ的序列；２３个样

品的ｐ狀犪犱４碱基序列长度相同，均为９３４ｂｐ，剔除

引物后，均得到８８７ｂｐ的序列。样品序列与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ收录的多头带绦虫的相应序列（狀犪犱１和狀犪犱４

登录号为ＦＪ５１８６２０）进行比较，经ＤＮＡｓｔａｒ５．０的

ＭｅｇＡｌｉｇｎ程序分析显示，狀犪犱１基因的部分虫株测

序结果与ＦＪ５１８６２０序列完全一致，其余有变异的序

列的变异碱基数皆小于１６，变异率在０％～２．４％；

狀犪犱４基因的部分虫株测序结果与ＮＣ＿０１２８９４序列

变异碱基数皆小于３０，变异率在０％～３．３％。

２．３　狀犪犱１和狀犪犱４基因序列同源性比较

通过同源性比对分析显示，湖南分离株序列与

ＧｅｎＢａｎｋ中多头带绦虫序列的相似性均较高（狀犪犱１

＞９７．６％和狀犪犱４＞９６．７％），湖南分离株序列与

ＧｅｎＢａｎｋ中其它带绦虫序列的相似度均较低（狀犪犱１

＜８２％和狀犪犱４＜７１％）。

２．４　狀犪犱１和狀犪犱４基因序列系统发生树

种系发育分析显示，无论 ＭＰ法、ＭＬ法，还是

ＮＪ法，种系发育树的拓扑结构基本一致（图２），湖

南分离株具有高度同源性（ＣＣＸＸ１２３），与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中报道的多头绦虫位于同一分枝，系统发生树

中的Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值较高，湖南分离株所属分枝与其

它带绦虫所属分支相隔较远，得到了鉴别。

节点处数据由左到右依次为 ＭＰ、ＭＬ、ＮＪ的Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值（％）

ＮｕｍｂｅｒｓａｔｎｏｄｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓｒｅｓｕｌｔｉｎｇｆｒｏｍＭＰ，ＭＬａｎｄＮＪ
图２　基于狆狀犪犱１和狆狀犪犱４基因序列以最大简约法所构建的自展一致树

犉犻犵．２　犜犺犲犅狅狅狋狊狋狉犪狆犮狅狀狊犲狀狊狌狊狆犺狔犾狅犵狉犪犿狅犳狋犺犲狊狋犪狋犻狅狀犪狉狔狋狉犲犲狉犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犫狔犕犪狓犻犿狌犿狆犪狉狊犻犿狅狀狔（犕犘）狌狊犻狀犵狋犺犲

狆狀犪犱１犪狀犱狆狀犪犱４狊犲狇狌犲狀犮犲狊
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３　讨　论

ｍｔＤＮＡ作为一种核外遗传物质，与核基因组

ＤＮＡ相比，具有相对分子质量小、进化速度快、结构

简单、无组织特异性、母性遗传等特点。也正是由于

ｍｔＤＮＡ的这些特点，使之成为研究寄生虫系统进

化的一种很好的分子标记［１４］。在寄生虫的分类鉴

定和群体遗传方面，许多学者认为狀犪犱１和狀犪犱４基

因序列是理想的遗传标记［１５２０］。

关于带绦虫的分类问题多年来一直是国际争论

的焦点，有的学者把带科分成５个属（带属、带吻属、

多头属、泡尾属和棘球属）［２１］，但有的学者认为带科

绦虫只有２个属（带属和棘球属）
［２２］，后一种观点较

为大家接受。近年来对带科绦虫分子分类的研究也

似乎证实了后一种观点。如刘自逵等用１４种带绦

虫的线粒体基因进行种系发育分析表明，棘球属绦

虫与其它带绦虫的遗传距离较远［１７］；刘国华等用１０

种带绦虫的线粒体基因进行种系发育分析结果表明

也是如此［２３］，本研究所得的种系发育树的结果也显

示棘球属绦虫与其它带绦虫的遗传距离较远。要想

彻底解决带科绦虫的分类问题，还需要对更多的不

同宿主和不同地域的带科绦虫进行分子分类研究。

本研究的结果显示，脑多头蚴湖南分离株与

ＧｅｎＢａｎｋ中的多头带绦虫均有相当高的相似性

（狀犪犱１＞９７．６％和狀犪犱４＞９６．７％），２３个脑多头蚴

分离株与ＧｅｎＢａｎｋ中其它带绦虫种相比，相似性较

低（狀犪犱１＜８２％和狀犪犱４＜７１％）。２３个湖南分离株

狀犪犱１和狀犪犱４基因序列种间的变异远大于种内的变

异，说明狀犪犱１和狀犪犱４均能为种间的遗传变异提供

遗传标记，可用于脑多头蚴的鉴定。这一结论不但

与意大利学者 Ｖａｒｃａｓｉａ等对多头绦虫的线粒体

狀犪犱１基因序列分析一致
［２４］，而且也可从李文卉等

对脑多头蚴线粒体犮狅狓１基因序列分析所得出的结

论中获得有力的支持［２５］。采用３种不同方法构建

的进化树具有一致性，均显示出湖南分离株与多头

带绦虫位于同一分枝，高度同源，２３个分离株所属

分枝与其它带绦虫所属分枝相隔较远，得到了很好

地鉴别。湖南分离株又分成２个分枝，显示湖南分

离株是存在２个不同的种内变异或者不同的基因

型。本研究结果符合意大利学者 Ｖａｒｃａｓｉａ对来自

意大利的４０个脑多头蚴或多头带绦虫的线粒体

犮狅狓１和狀犪犱１基因序列进行分析，认为意大利的脑

多头蚴或多头带绦虫至少存在３个不同的种内变异

型［２４］的结论。

４　结　论

通过对脑多头蚴的狀犪犱１和狀犪犱４基因部分序

列的分析，发现种间的变异远大于种内的变异，表明

线粒体狀犪犱１和狀犪犱４均适合作为脑多头蚴种间的

遗传标记，可用于脑多头蚴的鉴定，从而为脑多头蚴

的种群体遗传学研究和其相关疾病的诊断奠定了基

础。
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