
 

86 海洋科学  / 2011年  / 第 35卷  / 第 10期 

长江中下游地区湖北钉螺线粒体 CO I 基因遗传变异研究 
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摘要: 从长江中、下游的江苏省丹徒区和邗江区、浙江省平湖市、湖北省武昌区、江西省余干县和彭

泽县、安徽省安庆市和贵池区等 5 个血吸虫病流行省 8 个点现场采集湖北钉螺样本, 提取基因组 DNA、

PCR 特异性扩增线粒体 DNA 细胞色素 C 氧化酶亚单位 1(CO I)基因, 用 ClustalX 1.81 软件进行多序列

比对, MEGA 4.0 软件中的 Kimura 双参数法(Kimura 2-parameter)计算遗传距离, 邻接法(NJ)和最大简

约法 (MP)构建系统发生树。8 个地理株湖北钉螺 (Oncomelania hupensis)共得到 701 个同源位点 , 
A/T(60.4%)含量高于 C/G(39.6%), 所有序列间的平均遗传距离为 0.025。进化树显示, 江苏丹徒、湖北

武昌、江西余干及安徽安庆和贵池 5 个地理株钉螺形成一个分支, 而浙江平湖、江苏邗江和江西彭泽 3
个地理株钉螺形成另一个分支; 但两种方法构建的系统发生树存在差异。长江中下游地区湖北钉螺线

粒体 CO I 基因遗传变异显著。 
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血吸虫病是一种严重危害人类健康、影响社会

经济发展的“被忽略”的热带病(Neglected Tropical 
Diseases)[1], 全球有 76个国家和地区流行血吸虫病, 
感染者超过 2亿, 近 8亿人口面临感染威胁[2]。在我

国, 日本血吸虫病仍然是重要的公共卫生问题[3-5]。

截至 2010年底, 全国仍有血吸虫病患者约 51.6万[6]。

经过多年积极防治, 我国的血吸虫病流行区主要被
压缩在长江中、下游沿岸 5 省(湖南、湖北、江西、
安徽和江苏)的江湖洲滩地区[7-10]。钉螺是日本血吸

虫的唯一中间宿主, 是构成血吸虫病传播的不可缺
失环节[11]。研究表明, 凡有血吸虫病流行的地区必有
钉螺孳生[12]。控制与消灭钉螺是阻断血吸虫病传播

的有效措施之一[13-14]。 
既往已有采用现代分子生物学技术对中国大陆

钉螺系统进化进行研究的报道 [15-18], 亦有学者对湖
北省庙河地区和长江三峡库区钉螺线粒体基因遗传

变异进行了探讨[19-20]。本研究通过对长江中、下游

血吸虫病流行区江苏、安徽、江西、浙江和湖北 5
省 8个地理株湖北钉螺线粒体 DNA细胞色素 C氧化
酶亚单位 1(CO I)基因进行遗传多态性分析, 探讨其
核酸特异性, 为进行长江中、下游地区钉螺遗传变

异研究、建立 DNA 指纹检测平台及钉螺分子鉴定提

供参考依据。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  钉螺样本采集 

分别采自长江中、下游地区的江苏、湖北、安徽、

江西、浙江 4个省的 8个流行区现场钉螺, 钉螺采集地
分别为江苏丹徒和邗江、湖北武昌、安徽安庆和贵池、

江西彭泽和余干、浙江平湖。所有钉螺均为肋壳钉螺, 
系湖北钉螺指名亚种(Oncomelania hupensis hupensis)。
在实验室内适应性饲养后, 采用群体逸蚴法鉴定钉螺
是否感染血吸虫, 选择阴性成螺备用。 
1.1.2  主要仪器与试剂 

PCR 仪为德国 analyticjena 公司产品, 台式离心
机为德国 Eppendorf 公司产品; 基因组 DNA抽提试
剂盒购自 promega 公司 , Taq DNA 聚合酶购自
promega公司。 
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1.2  方法 
1.2.1  钉螺基因组 DNA的提取 

选择每一地理株钉螺 3～5只, 彻底洗净后, 去
除螺壳及内脏肠管组织 , 将剩余组织进行混合 , 移
入 EP 管中, 加入蛋白激酶 K, 混匀, 55 ℃水浴过
夜。用基因组 DNA 抽提试剂盒提取钉螺基因组

DNA, 并在核酸蛋白分析仪上测定 DNA 浓度和纯
度。 
1.2.2  PCR扩增及产物鉴定、测序 

上游引物 P1: 5′-GGTCAACAAATCATAAAGA- 
TATTGG-3′, 下游引物 P2: 5′ -TAAACTTCAGGGTG- 
ACCAAAAAAYCA-3′, 由上海生物工程有限公司合
成。50 μL 反应体系为: 10×reaction buffer 5.0 μL, 
25mmol/L MgCl2 5.0 μL, dNTP 2.0 μL, 上、下游引物
各 2.0 μL, 模板 DNA 1.0 μL, Taq DNA聚合酶 1.0 μL, 
用 ddH2O补足反应体系。反应循环条件为: 94 ℃预
变性 10 min, 94 ℃变性 1 min, 55 ℃退火 90 s(COI), 
72 ℃延伸 1 min, 共 35个循环, 末次循环 72℃延伸
10 min。扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定, 并将
扩增产物送上海英骏生物技术公司测序。 
1.2.3  CO I 基因序列分析 

将测序结果先用 ClustalX 1.81 软件进行多序列
比对, 再在 MEGA 4.0 软件中的 Kimura 双参数法
(Kimura 2-Parameter)计算遗传距离, 分别用邻接法
(NJ)和最大简约法(MP) 构建系统发生树, Bootstrap 
进行检验。 

2  结果 

2.1  CO I 基因 PCR 扩增结果 
以 8 个不同地理株湖北钉螺基因组 DNA 为模

板, PCR 特异性扩增线粒体 DNA CO I 基因, 均在
长度约 700 bp 附近均扩增出一目的条带, 与预期目
的片段大小一致。 

2.2  CO I 基因序列分析 
经过 ClustalX 1.81 软件比对, 删除多变区后, 

得到 701个同源位点, 其中有保守位点 663个, 可变
位点 38 个, 简约信息位点 26 个。A、T、C 和 G 的
碱基平均含量分别为 22.8%、37.6%、18.8%、20.8%, 
A＋T 平均含量为 60.4%, C＋G 平均含量为 39.6%, 
A/T含量明显偏高。表 1给出了基于 Kimura双参数
模型序列分歧矩阵。最终得出所有序列间的平均遗

传距离为 0.025(表 1)。 
 
表 1  本研究中不同地理株间的遗传距离(基于 Kimura双参数模型) 
Tab. 1  The genetic distances based on the formula of Kimura 2 parameters among snails from different areas in this study 

 1 3 5 6 7 8 9 10 
COI1         
COI3 0.025        
COI5 0.032 0.017       
COI6 0.022 0.035 0.031      
COI7 0.037 0.017 0.023 0.029     
COI8 0.019 0.034 0.038 0.023 0.034    
COI9 0.013 0.028 0.026 0.022 0.035 0.022   
COI10 0.014 0.023 0.022 0.020 0.031 0.023 0.007  

 

2.3  基于 CO I 基因序列的分子系统树 
本研究采用邻接法和最大简约法共构建了 2

种分子系统树 : NJ 树和 MP 树。NJ 树中的分支检
验置信值和后验值低于 50%的则未显示。NJ 进化
树显示 , 江苏丹徒、湖北武昌、江西余干及安徽安
庆和贵池 5个地理株的钉螺形成一个分支 , 而浙江
平湖、江苏邗江和江西彭泽 3 个地理株钉螺形成另
一个分支 ; 但两种方法构建的系统发生树存在差
异。在内部分支检验置信值在大于 80%时很相近
(图 1、图 2)。  

 
图 1  基于 CO I基因部分序列构建的 NJ树 

(各分支上数字为 1 000次内部分支检验置信值) 
Fig. 1  The NJ tree based on CO I gene sequence data 

(Numbers on each node correspond to their bootstrap values for 
1000 replicates.) 
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图 2  基于 CO I基因部分序列构建的 MP树 
各分支上的数字为 bootstrap1 000个循环的自举检验值 

Fig. 2  The MP tree based on partial of CO I gene sequences 
data with confident values of Bootstrap 1 000 indi-
cated above each branch 

 

3  讨论 
随着分子生物学技术的迅速发展 , 线粒体

DNA、核糖体 DNA和 RNA、微卫星 DNA、单核苷
酸多态性(SNP)和限制性片段长度多态性(RFLP)、随
机扩增多态性(RAPD)等多种分子遗传研究方法和遗
传标记的出现, 为湖北钉螺遗传多态性及其分子系
统学的研究提供了更丰富的手段[21-22]。线粒体 DNA 
作为一种核外遗传物质 , 具有以母性遗传为主 , 进
化速率快 , 较易发生突变 , 其突变频率约为核基因
组的 5～10 倍, 且基因重组率极低, 同一个体组织
中的线粒体 DNA 具有一致性等特点, 使它成为生
物进化过程中谱系发生和迁移流动的有效遗传标记, 
已经广泛应用于寄生虫属、种及种群水平相互关系

的研究[19, 23-26]。 
本研究通过对长江中、下游地区 8 个不同地理

株湖北钉螺线粒体 DNA CO I 基因进行序列分析, 
从分子水平上探明其种群内的遗传差异。研究发现, 
不同地域株湖北钉螺遗传差异显著, 平均遗传距离
为 0.025。进化树显示, 江苏丹徒、湖北武昌、江西
余干及安徽安庆和贵池 5 个地理株钉螺形成一个分
支, 而浙江平湖、江苏邗江和江西彭泽 3个地域钉螺
形成另一个分支。这可能与长江中、下游地区形成

的天然地理隔离和生态环境差异有关 , 支持 Davis 
等[27]对湖北钉螺的分类结果。Wilke等[17]对钉螺 cox1 
基因序列研究发现, 长江中下游地区光壳和肋壳钉
螺之间遗传变异很小, 同属指名亚种。石朝辉等[28]

发现同一地区光壳与肋壳钉螺 cox1 基因序列之间
有较高的同源性。本实验结果表明, 长江中、下游地
区湖北钉螺种群内存在较高的核苷酸多态性, 遗传
差异较显著, 且两种方法构建的进化树存在差异。由
于线粒体涉及绝大多数真核生物的呼吸代谢, 线粒

体 DNA 含有 12 或 13 种呼吸链酶原复合物中重要
蛋白的编码基因 , 具有丰富的遗传特征 , 在生物进
化过程中受到的选择压力较大。因此, 线粒体 DNA 
序列的进化要快于细胞核基因[29]。这一遗传差异的

原因及其会否导致螺宿主对日本血吸虫易感性差异

有待于进一步研究。 
本研究采用线粒体 DNA CO I基因分子标记获得

了长江中、下游血吸虫病流行区湖北钉螺种群 CO I基
因序列差异, 为进一步构建中国大陆湖北钉螺遗传
多态性数据库和 DNA 指纹检测平台奠定了基础。建
立的分子技术可对现场采集到的钉螺进行地理种株

和亲缘关系鉴定。 
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Abstract: The Oncomelania hupensis snail samples were collected from eight locations including Dantu and Han-
jiang of Jiangsu, Pinghu of Zhejiang, Wuchang of Hubei, Yugan and Pengze of Jiangxi, Anqing and Guichi of Anhui, 
in five schistosomiasis-endemic provinces along the middle and lower reaches of the Yangtze River. The genomic 
DNA of the snails were extracted, and CO I gene fragments were amplified by PCR, then purified and sequenced. 
Sequences were analyzed with software ClustalX Version 1.81. The genetic distances of the various regions were 
calculated using Kimura 2-parameter method and phylogenetic trees were constructed with NJ and MP methods in 
software MEGA Version 4.0. Following the editing of ClustalX, a total of 701 homologous sites were obtained, and 
the content of A/T (60.4%) was higher than C/G (39.6%). The mean genetic distance among all sequences was 
0.025. The phylogenetic tree showed that the snails from Dantu of Jiangsu, Wuchang of Hubei, Yugan of Jiangxi, 
Anqing and Guichi of Anhui were clustered, and snails from other three sites developed another cluster. However, 
there was variation observed in the phylogenetic tree constructed by the two methods. It is indicated that there is 
distinct genetic diversity in CO I genes of O. hupensis snails along the middle and lower reaches of the Yangtze 
River in China. 
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