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对盲囊线虫姊妹种的研究

何　芳1 , 屈仁建2 , 吴绍强1 , 宋慧群1 , 林瑞庆1 , 朱兴全1

(1 华南农业大学 兽医学院 , 广东 广州 510642;2 山西恒丰强动物药业有限公司 广州分公司 , 广东 广州 510650)

摘要:用保守引物扩增鲁道夫对盲囊线虫 Contracaecum rudolphii 姊妹种和 C.septentrionale rDNA 第一内转录间隔区

(ITS-1)片段并纯化 , 根据鲁道夫对盲囊线虫 A、鲁道夫对盲囊线虫 B 和 C.septentrionale rDNA ITS-1 序列 , 选用限制

性内切酶 Msp Ι和 Nsi I 酶切 ,酶切产物用琼脂糖凝胶电泳分析.结果经 MspΙ酶切后 ,鲁道夫对盲囊线虫姊妹种与

C.septentrionale 表现出不同的条带;经 NsiΙ酶切后 ,鲁道夫对盲囊线虫B 和 C.septentrionale 结果一致 ,与鲁道夫对

盲囊线虫A 不同.用 Msp Ι可以鉴定出 C.septentrionale ,用 NsiΙ可以鉴定出鲁道夫对盲囊线虫A , 2个限制性内切

酶合用可以将鲁道夫对盲囊线虫 A、鲁道夫对盲囊线虫 B 以及 C.septentrionale 分别鉴定出来.根据鲁道夫对盲囊

线虫 A、鲁道夫对盲囊线虫 B 以及 C.septentrionale rDNA ITS-1基因序列建立的鲁道夫对盲囊线虫姊妹种 PCR-RFLP

鉴别技术能够对鲁道夫对盲囊线虫姊妹种进行准确 、特异和简便的鉴别.
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Abstract:Using a pair of conserved primers , the first internal transcribed spacer (ITS-1)of ribosomal DNA

(rDNA)of Contracaecum rudolphii complex and C.septentrionale were amplified by PCR.The purified am-

plicons were digested by Msp Ιand NsiΙselected according to the ITS-1 sequences of C.rudolphii A , C.

rudolphii B and C.septentrionale , followed by agarose gel electrophoresis analyses.The banding profiles after

digestion with Msp Ιwere different between the C.rudolphii complex and C.septentrionale , and the profiles

of C.rudolphii B digested by Nsi I was identical to that of C.septentrionale , but different from that of C.

rudolphii A.In combination of using MspΙand Nsi I , C.rudolphii A , C.rudolphii B and C.septentri-

onale could be unequivocally differentiated.The PCR-RFLP approach was simple , specific and provided a

useful molecular tool for the identification of the C.rudolphii A , C.rudolphii B and C.septentrionale.
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　　鲁道夫对盲囊线虫 Contracaecum rudolphii 属于

蛔虫目异尖线虫科 Anisakidae 对盲囊属 Contracae-

cum.它的成虫寄生于鸬鹚 Phalacrocorax carbosinensis

的胃内 ,幼虫寄生于各种鱼类 ,其种群平均密度随宿

主体长的增加呈指数形式增加[ 1] .鉴于鲁道夫对盲

囊线虫属于异尖线虫科 ,可能会导致人类异尖线虫

病[ 2] ,因此有必要对其进行详细研究.Mattiucci等[ 3]

在传统的形态学分类方法基础上用同工酶技术对鲁

道夫对盲囊线虫研究 ,发现该线虫是由 2 个姊妹种

组成的复合种(鲁道夫对盲囊线虫 A 和鲁道夫对盲

囊线虫 B).但是同工酶技术存在技术复杂 、费时 、费

力的缺点 ,给临床检验应用带来不便.聚合酶链式反
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应连接的限制性片段长度多态性(polymerase chain re-

action linked restriction fragment length polymorphism ,简

称PCR-RFLP)具有快速简便 、成本较低 、只需微量的

DNA扩增 、对样品的纯度要求不高以及不需要用放

射性标记探针做杂交的优点.近年来 ,该方法被广泛

用于各种寄生虫的分类鉴定[ 4 ,5] .

本研究旨在对鲁道夫对盲囊线虫 A 、鲁道夫对

盲囊线虫 B以及 C.septentrionale rDNA 第一内转录

间隔(ITS-1)基因序列分析的基础上 ,建立准确 、特异

而且简便的鲁道夫对盲囊线虫 A与鲁道夫对盲囊线

虫 B 的 PCR-RFLP鉴别技术.

1　材料与方法

1.1　虫体样本

鲁道夫对盲囊线虫 A:编号A14 、B8 、B9 ,鲁道夫

对盲囊线虫 B:编号 A11 、A12 、B2 , C.septentrionale

(对照):编号 1A2 、1A3 、2A2 , 均由意大利罗马

Università di Roma “La Sapienza”的 Lia Paggi及 Stefano

D' Amelio 博士惠赠 ,分别来自意大利北部的鸬鹚及

西班牙北海岸的 Alca tozola.

1.2　主要试剂

Nsi I 限制性内切酶为 Promega 公司产品 , rTaq

酶 、MspΙ限制性内切酶为大连宝生物公司产品 ,U-

NIQ-10柱式 PCR 产物纯化试剂盒为生工生物工程

(上海)有限公司产品.

1.3　样品总 DNA的制备

将单个虫体用蒸馏水反复冲洗后 ,剪碎 ,加 300μL

消化液 ,其中 NaCl 500 mmol 60 μL;Tris-HCl(pH =8.0)

100mmol 30μL;EDTA(pH=8.0)50 mmol 150μL;体积分

数为10%SDS 30μL;Proteinase K 25mg/mL 30μL.置于

37 ℃恒温培养箱中 ,经过夜充分消化后 ,将消化好的虫

体悬液用 WizardTM Clean-up System 提取基因组 DNA

(gDNA),于-20 ℃保存.

1.4　PCR扩增及 PCR产物的纯化回收

为验证虫体DNA抽提是否有效 ,先进行 ITS 保守

引物的 PCR扩增 ,扩增引物为NC5及NC13R[6] ,由上海

博亚生物技术有限公司合成.扩增体系为:10×PCR

buffer(Mg2+ free)2.5 μL 、MgCl2(25 mmol)3.0 μL 、dNTP

mixture(2.5 mmol each)2 μL 、上游引物(50 pmol/μL ,

NC5)0.25 μL 、下游引物(50 pmol/μL , NC13R)0.25

μL 、rTaq(5 U/μL)0.125μL、模板(gDNA)1μL ,最后加

ddH2O至 25μL.反应条件为:94 ℃预变性 5 min ,然

后94 ℃变性30 s 、55 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 1min ,共

35个循环 ,最后 72 ℃后延伸 5min.PCR产物经 0.02

g/mL 琼脂糖凝胶电泳后 , 再经紫外透射仪观察.

PCR产物用 UNIQ-10 柱式 PCR产物纯化试剂盒纯

化 ,纯化的 PCR产物于-20 ℃贮存备用.

1.5　PCR产物的酶切分析

根据已在GenBank注册的鲁道夫对盲囊线虫 A 、

鲁道夫对盲囊线虫 B 以及 C.septentrionale ITS-1 序

列(AJ634782-AJ634784),经 DNAStar 软件分析 ,选择

MspΙ及 NsiΙ来进行 RFLP 分析.用 Msp Ι酶切 ,反

应总体积为 20 μL ,反应体系如下:PCR纯化产物 15

μL ,MspΙ(10 U/μL)1μL ,10×T buffer 2μL ,0.001 g/mL

BSA 2 μL;用 Nsi Ι酶切 ,反应总体积为 20 μL ,其中

PCR纯化产物 16.6 μL , NsiΙ(10U/μL)1μL ,10×buffer

2μL ,BSA 0.4 μL;37 ℃恒温培养箱消化 3 ～ 4 h ,酶切

产物用 0.02 g/mL琼脂糖凝胶电泳 ,用溴化乙锭染色 ,

紫外投射仪下观察结果 ,凝胶成像系统摄像.

2　结果与分析

2.1　PCR扩增结果及其纯化产物的酶切分析(PCR-

RFLP)

　　经 0.02 g/mL琼脂糖凝胶电泳检测 , 9个虫体样

品均成功扩增出约 520 bp的条带(图略).PCR产物

经纯化后用 MspΙ酶切 ,再经 0.02 g/mL琼脂糖凝胶

电泳检测 ,鲁道夫对盲囊线虫 A 和鲁道夫对盲囊线

虫B被切出 2条清晰的片段 ,分别约 280 bp 和 240

bp;C.septentrionale 被切出 3条片段 ,分别约 280 bp 、

170 bp 、70 bp.用 NsiΙ酶切后的产物经0.02 g/mL 琼

脂糖凝胶电泳检测 ,鲁道夫对盲囊线虫 A的 3个虫

体样品被切出 2 条片段 ,分别约 430 bp 和 90 bp;鲁

道夫对盲囊线虫 B及 C.septentrionale的 6个样品没

有酶切片段 ,大小仍是原来的 520 bp左右 ,2种酶结

合可以将 3个种鉴别开来(图 1).

　　1.A14　2.B8　3.B9　4.A11　5.A12　6.B2　7.1A2　8.1A3　

9.2A2　M.DL2000 DNA marker

图1　鲁道夫对盲囊线虫A、鲁道夫对盲囊线虫 B及 C.septen-

trionale ITS-1 片段的 MspΙ(A)及 NsiΙ(B)酶切分析

Fig.1　Enzymatic analysis of ITS-1 PCR products for C.rudolphii

A、C.rudolphii B and C.septentrionale using restriction

enzymes MspΙ(A)and NsiΙ(B)
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3　讨论

本研究运用 PCR-RFLP 技术对鲁道夫对盲囊线

虫姊妹种和 C.septentrionale rDNA ITS-1序列进行分

析 ,结果发现经 MspΙ限制性内切酶酶切后 ,鲁道夫

对盲囊线虫 A 、鲁道夫对盲囊线虫 B与 C.septentri-

onale表现出不同的条带 ,从而鉴定出 C.septentri-

onale;经 Nsi Ι酶切后 ,鲁道夫对盲囊线虫 B 和 C.

septentrionale 结果一致 ,但与鲁道夫对盲囊线虫A 不

同 ,从而成功鉴定出了鲁道夫对盲囊线虫 A ,再次证

明鲁道夫对盲囊线虫是由 2个姊妹种组成的复合

种 ,并说明 PCR-RFLP技术可以区分姊妹种.

　　本研究根据鲁道夫对盲囊线虫 A 、鲁道夫对盲

囊线虫 B 及 C.septentrionale ITS-1 序列特征 , 利用

DNAStar软件选择的限制性内切酶酶切结果 ,与对鲁

道夫对盲囊线虫 A 、鲁道夫对盲囊线虫 B 和 C.

septentrionale ITS-1序列分析结果完全吻合.鲁道夫

对盲囊线虫 A和鲁道夫对盲囊线虫 B ITS-1序列连

同它们两侧保守的 ITS-1引物序列应为 527 bp , C.

septentrionale 则为 534 bp.因为鲁道夫对盲囊线虫 A

和鲁道夫对盲囊线虫 B ITS-1序列有1个 Msp Ι酶切

位点 ,位于 5′端 283 bp处 ,所以经Msp Ι酶切后呈现

283 bp 和 244 bp 2条带 ,而 C.septentrionale 有 2 个

MspΙ酶切位点 ,分别位于 5′端 284 bp和 353 bp 处 ,

所以经MspΙ酶切后呈现284 bp 、171 bp和 69 bp 3条

带.同时鲁道夫对盲囊线虫 A ITS-1 序列有 1个 Nsi

Ι酶切位点 ,位于 5′端 93 bp处 ,所以经 Nsi Ι酶切后

呈现 434 bp和 93 bp 2条带 ,而鲁道夫对盲囊线虫 B

和 C.septentrionale 没有Nsi Ι酶切位点 ,所以 Nsi Ι

不能将它们的 PCR产物切开 ,电泳时仍然分别呈现

527 bp或 534 bp单一条带.

本研究所建立的鲁道夫对盲囊线虫姊妹种 PCR-

RFLP 鉴别技术 ,是依据鲁道夫对盲囊线虫 A和鲁道

夫对盲囊线虫 B rDNA ITS-1序列特征而建立的一种

准确 、特异和简便的鲁道夫对盲囊线虫姊妹种基因

鉴别技术 ,该项基因鉴别技术是对传统的形态学特

征鉴定方法的有效补充.
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