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台湾海峡异尖线虫病病原线虫幼虫的 rDNA序列分析 3

张少雷 ,徐世三 ,罗大民

摘　要 :目的　分析台湾海峡异尖线虫病潜在病原线虫的 rDNA序列 ,为建立病原分子生物学鉴别提供依据。方法　剖

检台湾海峡常见鱼类的寄生线虫幼虫 ,镜检分类。提取虫体 DNA、用通用引物对 rDNA 进行 PCR扩增、克隆、双向测序及

BLAST比对。结果　获得 6条来自 6种线虫幼虫的 rDNA序列 ,其中的 3种在 GenBank数据库中没有发现匹配的序列 ;证

实在台湾海峡分布的灰海鳗对盲囊线虫成虫和疑似其第三期幼虫实属同种 ;构建了基于 ITS22的序列间内部相似性程度关系

树。结论　异尖线虫病原幼虫所具有的分子生物学鉴别信息位点主要集中在 ITS22间隔区。
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Sequence anlysis of rD NA of Anisa kid nematodes

with zoonotic potential from Taiwan strait
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ABSTRACT:To analyze the rDNA sequence of the A nisaki d nematodes with zoonotic potential f rom Taiwan st rait s , A ni2
saki d nematodes were obtained from the gut of marine fish and identified chiefly based on the morphological characteristics. The

genomic DNA of nematodes were extracted , and the sequence of rDNA ITS were amplified by PCR using universal primers ,

then cloned and sequenced bidirectionally. Sequences analysis was conducted by blasting database and software DNAMAN. Re2
sult s of the blasting database showed that no match could be demonst rated in 3 of 6 rDNA sequences obtained f rom 6 different

nematode species ; the new sequences were submitted to the database and the accession numbers in GenBank were obtained. The

relationship between adult Cont racaecum m uraenesox i and it s putative third stage larva was validated by molecular evidences.

Sequences relationship based on the inner similarity of the internal t ranscribed spacer sequences was const ructed. It was found

that the phylogenetic informative loci were mainly gathered in the second internal t ranscribed spacer ( ITS2) for these anisakid

nematodes because of the ITS2 has higher t ransition ratio than that of the ITS1. It is evident that the sequence in this region

could provide valuable information for the molecular distinction of anisakid nematodes with zoonotic potential f rom Taiwan

st rait s.
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　　异尖线虫病是一种重要的食源性人兽共患寄生

虫病〔123〕 ,来自深海而带虫较多的鱼 ,如三文鱼、鳕鱼

等已进入国内大中城市市民的生食菜谱中 ,因此该

病有可能出现于生食海鱼的人群中 ,应引起高度重

视。潜在的异尖线虫病病原线虫有简单异尖线虫复

合种 ( A nisakis sim plex sensu st ricto ,A . peg re f f i i

和 A . si m plex C) 、典型异尖线虫 ( A . t y pica) 、抹

香鲸异尖线虫 ( A . p hyseteris) 、拟地新蛔线虫

( Pseu doterranov a deci piens ) 、内弯对盲囊线虫

( Cont racaecum ad uncum )和带鱼针蛔线虫 ( R a p hi2
dascaris t richi)等〔2 ,425〕。鉴于形态学观察对病原线

虫的幼虫期进行分类鉴定仍具有一定的难度 ,选择

新的适用性强的属内种或复合种鉴别方法成为研究

重点 ,例如利用 rDNA 的转录间隔区 ( ITS)既具有

保守性 ,又在科、属、种水平上均有特异性序列的特

点〔6〕 ,应用 ITS作为分子标记进行物种鉴别得到了

广泛应用〔7210〕。本文对台湾海峡潜在异尖线虫病病

原线虫幼虫的 rDNA 序列进行了研究 ,以便对这一

特定海域的常见病原线虫幼虫的分子生物学鉴别研

究提供依据。
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1　材料和方法

1. 1　实验材料　市场购买从台湾海峡闽南浅滩渔

场和厦门本港海域捕获的鱼类 ,剖检寄生于内脏表

面和消化道中的线虫。显微镜下进行初步分

类〔1 ,11213〕 ,然后编号分别放入 75 %的酒精保存备用。

本次检获的潜在病原线虫有简单异尖线虫〔3 ,13〕、内

弯对盲囊线虫〔14〕、Cont racaecum sp .〔13 ,15〕 ,带鱼针

蛔线虫〔1 ,16〕等 ,多数线虫的发育期处于第三期幼虫

阶段 ;另外还获得灰海鳗对盲囊线虫 ( C. m uraene2
sox i)的成虫和其疑似第三期幼虫〔4 ,15〕。

1. 2　DNA 提取 　虫体 DNA 的提取均采用 SDS/

蛋白酶 K法 ,用 WizardTM DNA Clean2Up columns

( Promega) 试剂盒对所提 DNA 进行纯化 ,然后于

- 20℃保存备用。

1. 3　rDNA序列的 PCR扩增　以纯化的每种线虫

的 DNA 为扩增模板 ,用针对线虫 rDNA 保守区的

通用引物 NC5 ( 5’2TA GGT GAACCT GCGGAA G2
GA TCA T T23’) 和 NC2 ( 5’2T TA GT T TCT T T T

CCTCCGCT23’) 进行扩增〔17〕。目的片段大约

1kbp。扩增体系为 50μL 其中 : 2μL 模板 DNA ,

Taq 酶 0. 5U T aq , 10 × PCR buffer 5μL , 0. 2

mmol/ L dN TP ,1. 5 mmol/ L MgCl2 ,两引物各 0. 15

μmol/ L ,用双蒸水补足至 50μL。扩增条件为 : 95

℃预变性 5 min ,95 °C变性 30 s ,55 ℃退火 30 s ,

72℃延伸 75 s共 30 个循环 ,最后 72 ℃延伸 7min。

产物 4℃保存 ,将扩增的产物用 1. 5 %琼脂糖进行电

泳检验。以上所用药品均购自上海生工。

1. 4　胶回收、克隆和测序　用 EZ210 Spin Column

DNA Gel Ext raction Kit 试剂盒 (上海生工)将 1kbp

左右的条带切胶回收。回收的片段连入 pMD182T

载体 (大连宝生) ,转入 Escherichi a col i D H5α感受

态细菌。用含有 Amp 的 LB 固体平板培养过夜。

挑取单菌落 , PCR 检验 ,取阳性克隆送上海英俊生

物公司进行测序。

1. 5 　序列分析 　将测序结果登陆 ht tp :/ / www.

ncbi. nlm. nih. gov 进行 BL AST 比对。应用软件

DNAMAN对获得的幼虫序列及幼虫与成虫序列进

行比对。动态规划算法中的参数设置 :空位打开罚

分值为 7 ;空位延伸罚分值为 3。比对 rDNA 的 5.

8s部分 ,除去含 NC5上游和含 NC2下游部分 ,分别

取每条序列的 ITS21 和 ITS22 间隔序列 ,然后再用

DNAMAN分别进行比对 ,并分析序列之间内在的

相似性程度关系。

2　结果和分析

2. 1 　灰海鳗对盲囊线虫与疑似其第 3 期幼虫的

rDNA序列比对　本次检获的灰海鳗对盲囊线虫成

虫与疑似其第 3 期幼虫的测序结果分别经过

BL AST比对数据库后 ,没有发现与数据库中已知

的序列相匹配 ,因此将它们作为新的序列上传至

GenBank ,获得的序列登录号分别为 EU828749 和

EU826125。将灰海鳗对盲囊线虫成虫与疑似其第

三期幼虫的 rDNA序列进行比对分析后发现 ,两者

rDNA序列的相似性高达 97. 90 % ,即两序列间仅

有 20个碱基的差别 (图 1) 。进一步对它们的 ITS21

和 ITS22分别进行比对 ,结果表明它们之间的相似

性也分别达到 98. 41 %(7个错配)和 96. 29 %(13个

错配) 。基于灰海鳗对盲囊线虫在台湾海峡鱼类寄

生线虫的形态学特征〔13 ,15〕、区系特点和分子生物学

证据等综合分析 ,我们认为在台湾海峡分布的灰海

鳗对盲囊线虫成虫和该疑似其第三期幼虫实属同

种 ,即 GenBank 中上 传 序 列 登录 号 分 别 为

EU828749和 EU826125的序列所对应的线虫分别

为灰海鳗对盲囊线虫成虫和其第三期幼虫的 rDNA

(包括 ITS1、5. 8s、ITS2和部分 18S、28S) 。

2. 2　其它线虫幼虫 rDNA 序列 BL AST结果 　本

次检获的其它 6 种线虫幼虫的测序结果经过

BL AST比对后发现其中有 3 条幼虫的序列与数据

库中已知序列匹配 ,结合形态学特征观察结果 ,可以

认为它们分别是 A . p hyseteris ( AB277821) 、A .

peg re f f i i (AB277823)和 C. aduncum ( AB277826)。

另外 2种幼虫的序列在数据库中没有与之相匹配的

序列 ,因此将这两条序列作为新的序列上传至 Gen2
Bank ,序列登录号分别为 FJ 009682 ( R. t richi uri) ,

FJ 009683 ( Cont racaecum sp . ) ,即它们分别是带鱼

针蛔线虫和台湾海峡鱼类寄生线虫优势种之一的

Cont racaecum sp . 第 3 期幼虫的 rDNA 序列 (含

ITS1、5. 8s、ITS2和部分 18S、28S) 。

2. 3　病原线虫幼虫 ITS21 和 ITS22 序列的多重比

对　为了能够有助于设计出特异性引物或探针 ,从

GenBank下载 A . si m plex s. s. ( AB277822) , P.

deci piens (AB277824) ,结合对盲囊线虫 C. oscul a2
t um (AB277825) 序列 ,然后与本次实验检获的 6种

幼虫的 ITS序列 (含 5. 8s)进行多重比对 ,结果表明

他们的同一性达到 64. 55 %。分别截取上述 9种线

虫幼虫的 ITS21和 ITS22 序列 ,分别进行多重比对

的结果显示上述幼虫在这两个间隔区的相似性程度

分别达到 65. 19 %和 52. 47 % ;在仅考虑序列间内部

相似性程度关系而未引入外群情况下 ,基于观察的

分歧距离算法构建的序列间相似性程度关系树如图

2 a , b所示。
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　　从图中可见 ,无论是根据 ITS21 还是 ITS22 序

列 , A . p hyseteris , A . si m plex s. s. , A . peg re f 2
f i i , P. deci piens四种异尖线虫病病原线虫序列间

相似性程度较高 (90. 52 %和 79. 64 %) ,尤其是 A .

si m plex s. s.与 A . peg re f f i i两个姊妹种在 ITS21

区仅有两处 C– T 转换〔17〕 ,这可能与他们体型较

大且均具有一个发达的长圆柱状的胃有关 ;而 P.

deci piens由于还有一个发达的肠盲囊而与异尖线

虫属分歧。基于 ITS21序列 , R. t richi uri , C. m u2

raenesox i , Cont racaecum sp . 间相似性程度较高

(80. 50 %) ,这三种幼虫的典型形态特征表现在肠盲

囊从无到极短不等。C. oscul at um 和 C. a d uncum

幼虫除了胃盲囊发达外 ,其肠盲囊亦很发达 , C.

m uraenesox i的肠盲囊极短而肠盲囊极发达。比较

图 1 中 a、b 可见 ,基于 ITS21 和 ITS22 序列 , C.

a d uncum和 C. m uraenesox i 与其他序列的关系显

然有别 ;计算各虫体 ITS 区域的碱基替换率表明

ITS22的序列变化大于 ITS21 (结果未列出) ,即异尖
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线虫幼虫所具有的系统发育信息位点主要集中在 ITS22间隔区 (图 3) 。

图 3　9种异尖线虫幼虫 rDNA ITS22序列的多重比对结果

Fig. 3　Multiple sequences alignment of rDNA in section of ITS22 of 9 species of Anisakid larvae

A = A . peg re f f i i ,B = A . sim plex s. s ,C = A . physeteris ,D = Cont racaecum sp . , E = C. osculatum , F = C.

aduncum , G = C. m uraenesox i , H = P. deci piens , I = R. t richi uri
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3　讨　论

　　基于 ITS21构建的序列间的相似性关系基本能

够反映线虫幼虫在盲囊 ,尤其是肠盲囊特征间的关

系 ;但是基于 ITS22序列所反应的关系并不能与每

个形态特征相对应 ,但显而易见的是 ITS22 间隔区

集中较多的信息位点 ,有人认为这类信息可以更好

的反映系统发育关系〔19〕。因此 ,在异尖线虫病病原

分子生物学鉴别研究中 ,可以针对 ITS22 区域设计

特异性引物或 DNA探针。目前多数研究者认为对

盲囊线虫属 ( Cont racaecum Raillet & Henry ,

1912)和宫脂蛔线虫属 ( H ysterot hy l aci um Ward &

Magat h , 1916)为同物异名〔4 ,14〕 ,按命名法中的优先

权原则 ,应该使用对盲囊线虫属名称。

　　本研究中 ,针蛔属线虫 ( R a p hi dascaris)与对盲

囊线虫属属内种的关系出现一些分歧。基于 ITS21

和 ITS22 序列 , R. t richi uri、Cont racaecum sp . 和

C. oscul at um三者之间的关系相对一致 ,但 R. t ri2
chi uri与 C. ad uncum和 C. m uraenesox i的关系却

截然不同。这种情形在 Nadler 等〔20〕研究海豹蛔属

( Phocascaris)与对盲囊线虫属的系统关系时也遇

到 ,这可能与属内种在 ITS22序列进化速率上有别

有关。
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