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摘要：利用ＰＣＲ扩增了中国四川省７个不同地理区域（雅安、攀枝花、乐山、广元、泸州、广安和阿坝）２３株家兔体内

豆状囊尾蚴的ＣＯ２（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｏｘｉｄａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　２，４６８ｂｐ）和ＮＤ４（ＮＡＤＨ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　４，１　０７７ｂｐ）基因

的部分序列，并进行分析。结果显示，７个种群２３个分离株中ＣＯ２和ＮＤ４基因序列中分别有２１个和３２个变异位

点，分别检测出了５个和７个单倍型，２个基因的种群分析结果显示乐山种群最为保守；ＣＯ２分析结果显示攀枝花

和雅安种群内变异最大，且高于种群间变异。２个线粒体基因构建的ＮＪ／ＭＰ树显示７个种群的系统发生与他们分

布的地理区域没有直接的相关性，还未形成显著的地理种群结构。结果表明，四川省７个地理种群间和种群内豆

状囊尾蚴均存在一定的遗传变异和遗传多样性，为豆状带绦虫的分子流行病学调查和群体遗传研究奠定了基础。
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＊Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈｏｒ

　　豆状囊尾蚴是影响养兔业发展最为常见的重要

寄生虫病之一，主要寄生于兔的肝包膜、胃大网膜和

肠系膜等部位，成虫寄生于犬、狐狸等的小肠内，该

虫种呈世界性分布［１－３］。中国是世界养兔生产大国，
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豆状囊尾蚴主要引起家兔自体中毒、消瘦和抗病力

减弱，甚至死亡，给养兔业带来巨大的经济损失，同

时也影响犬的健康养殖。目前，对豆状带绦虫的研

究多集中于流行病学、致病性及药物治疗，而对于豆

状囊尾蚴的 种 群 遗 传 学 研 究 尚 未 见 报 道。ｍｔＤＮＡ
已成为研究分子分类、群体遗传、系统进化的一种重

要的分子 标 记，已 用 于 带 绦 虫 的 遗 传 变 异 研 究［４］。
分子生态 学 研 究 表 明，ｍｔＤＮＡ的 碱 基 置 换 率 可 用

于种群的分析［５］，ＣＯ２（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　ｏｘｉｄａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ
２）和 ＮＤ４（ＮＡＤＨ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　４）已 用

于多个物种的种群遗传学研究。为了探讨豆状囊尾

蚴种群间的遗传多样性、种群结构及分化，本试验对

中国四川省７个地区２３个豆状囊尾蚴样本的ＣＯ２
和ＮＤ４特异区段进 行ＰＣＲ扩 增 和 序 列 多 重 分 析，
研究不同地域间豆状囊尾蚴的种群遗传变异，为该

虫种的分子流行病学和防治提供分子依据。

１　材料与方法

１．１　豆状囊尾蚴的采集　本次试验中的豆状囊尾

蚴（ｎ＝２３）采自四川省７个地区的成年家兔：雅安市

（ｎ＝４），攀枝花市（ｎ＝３）、乐山市（ｎ＝３）、广元市（ｎ
＝４）、泸州市（ｎ＝３）、广安市（ｎ＝３）和阿坝州（ｎ＝
３）（表１）。分离自同１只兔的豆状囊尾蚴为１个分

离株，将采集的囊尾蚴用灭菌生理盐水清洗３次后，
编号并冻存于－２０℃备用。

表１　豆状囊尾蚴的采样地域编号及序列登录号

采样地点 样品编号
登录序列号

ＮＤ４ ＣＯ２
雅安 ＹＡ１ ＪＮ９９０２８２ ＪＮ９９０３０５

ＹＡ２ ＪＮ９９０２８３ ＪＮ９９０３０６
ＹＡ３ ＪＮ９９０２８４ ＪＮ９９０３０７
ＹＡ４ ＪＮ９９０２８５ ＪＮ９９０３０８

攀枝花 ＰＺ１ ＪＮ９９０２８６ ＪＮ９９０３０９
ＰＺ２ ＪＮ９９０２８７ ＪＮ９９０３１０
ＰＺ３ ＪＮ９９０２８８ ＪＮ９９０３１１

乐山 ＬＳ１ ＪＮ９９０２８９ ＪＮ９９０３１２
ＬＳ２ ＪＮ９９０２９０ ＪＮ９９０３１３
ＬＳ３ ＪＮ９９０２９１ ＪＮ９９０３１４

广元 ＧＹ１ ＪＮ９９０２９２ ＪＮ９９０３１５
ＧＹ２ ＪＮ９９０２９３ ＪＮ９９０３１６
ＧＹ３ ＪＮ９９０２９４ ＪＮ９９０３１７
ＧＹ４ ＪＮ９９０２９５ ＪＮ９９０３１８

泸州 ＬＺ１ ＪＮ９９０２９６ ＪＮ９９０３１９
ＬＺ２ ＪＮ９９０２９７ ＪＮ９９０３２０
ＬＺ３ ＪＮ９９０２９８ ＪＮ９９０３２１

广安 ＧＡ１ ＪＮ９９０２９９ ＪＮ９９０３２２
ＧＡ２ ＪＮ９９０３００ ＪＮ９９０３２３
ＧＡ３ ＪＮ９９０３０１ ＪＮ９９０３２４

阿坝 ＡＢ１ ＪＮ９９０３０２ ＪＮ９９０３２５
ＡＢ２ ＪＮ９９０３０３ ＪＮ９９０３２６
ＡＢ３ ＪＮ９９０３０４ ＪＮ９９０３２７

　　注：“Ｈａｐ”表示单倍型，“ＣＯ”代表ＣＯ２基因，“ＮＤ”代表ＮＤ４基因

１．２　ＤＮＡ的提取及测序　取－２０℃保存的豆状囊

尾蚴０．５ｇ，经 液 氮 研 磨 后，采 用ＳＤＳ／蛋 白 酶 Ｋ消

化，酚∶氯仿（１∶１）／氯仿∶异戊醇（２４∶１）法抽提

总ＤＮＡ，乙醇沉淀，ＴＥ溶解后分装，－２０℃保存备

用。
根据ＮＣＢＩ上已发表豆状带绦虫线粒体全基因

组（ＧｅｎＢａｎｋ：ＮＣ＿０１３８４４）的ＣＯ２和 ＮＤ４基 因 序

列设计分别设计１对引物，引物序列由上海英俊生

物有限公司合成。扩增豆状囊尾蚴ＣＯ２的引物：上
游 引 物 Ｆ５′－ ＴＴＡＴＴＧＣＴＧＴＧＴＧＴＡＴＧＴＴ－
ＴＡＴＴＴ－３′，下 游 引 物 Ｒ５′－ＴＴＴＴＴＡＴＣＡＣＡＴ－
ＣＡＡＣＴＡＣＴＴＣＴＡＣ－３′；ＮＤ４ 的 引 物：上 游 引 物

Ｆ５′－ＴＴＴＴＡＡＣＴＴＴＡＴＴＡＴＴＡＴＧＴＧＣＴＴＴ－３′，
下 游 引 物 Ｒ５′－ＡＣＡＴＡＣＡＣＡＴＴＣＡＴＡＣ－
ＣＡＣＴＣＴＣ－３′。扩 增 体 系 均 为５０μＬ，其 中 ＰＣＲ
Ｍｉｘｔｕｒｅ　２５μＬ（北京天根生化科技有限公司）；正反

向Ｐｒｉｍｅｒ（１０ｐｍｏｌ／μＬ）各２μＬ；模 板 ＤＮＡ　１μＬ
（约１００ｎｇ），加灭菌超纯水至５０μＬ。ＣＯ２的扩增

条件：９４℃ 预 变 性５ｍｉｎ；３０个 循 环，每 个 循 环 中

９４℃变性４５ｓ，５４℃退火４５ｓ，７２℃延伸５０ｓ；最后

７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。ＮＤ４基因的扩 增 条 件：９４℃ 预

变性５ｍｉｎ；３５个 循 环，每 个 循 环 中９４℃变 性１
ｍｉｎ，５２℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ；最后７２℃延

伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％的琼脂糖凝胶电泳检测

后，使用北京 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司 柱 式ＤＮＡ胶

回收试剂盒进行ＤＮＡ 的回收纯化，回收产物 送 上

海英骏生物有限公司测序３次。

１．３　数据分析 与 处 理　先 利 用Ｃｌｕｓｔａｌ　ｘ　１．８３程

序对ＣＯ２和 ＮＤ４序 列 进 行 多 重 比 对，并 转 换 成

ＦＡＳＴＡ和 ＭＥＧＡ格 式，同 时 利 用 ＤＮＡＳｔａｒ软 件

计算种群核酸序列的相似性。用ＤｎａＳＰ　４．１０．９软

件计算种群的核苷酸多样性（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｐｉ）、单倍型数及单倍型多样性（Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｄｉｖｅｒｓｉ－
ｔｙ，Ｈｄ）。ＭＥＧＡ　４．０软 件 分 析 序 列 特 征 和 计 算 种

群 的 遗 传 距 离，同 时 以 细 粒 棘 球 绦 虫 作 为 外 群

（ＧｅｎＢａｎｋ：ＮＣ＿００８０７５），采 用 Ｋｉｍｕｒａ’ｓ　ｔｗｏ－ｐａ－
ｒａｍｅｔｅｒ模 式 和１　０００次 的 自 举 检 验（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｔｅｓｔ）构 建 ＮＪ树。应 用Ｐｈｌｉｐ３．０软 件 ＤＮＡＰＡＲＳ
程序，进行重复１　０００次的自举检验构建 Ｍｐ树。

２　结果

２．１　测序结果　７个地区２３个豆状囊尾蚴分离株

中ＣＯ２和 ＮＤ４扩 增 的 片 段 长 度 分 别 为４６８ｂｐ和

１　０７７ｂｐ，分别占全长的８０％（４６８／５８５）和８５．８９％
（１　０７７／１　２５４）。
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ＣＯ２和 ＮＤ４序 列 均 出 现 了 明 显 的 ＡＴ偏 倚，

ＣＯ２序 列 中 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ 碱 基 的 平 均 含 量 分 别 为

２７．７％、３９．３％、１１．４％和２１．６％，Ａ＋Ｔ（６７％）的

含量明显高于Ｇ＋Ｃ（３３％）；ＮＤ４序列中Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ
碱基的 平 均 含 量 分 别 为２４．５％、４７．７％、１０．１％和

１７．８％，Ａ＋Ｔ（７２．２％）的 含 量 显 著 高 于 Ｇ＋Ｃ
（２８．８％）。ＣＯ２和ＮＤ４序列中均不存在插入和缺

失位 点。ＣＯ２序 列 中 共 有２１个 变 异 位 点，包 括５
个简约信息位点和１６个单变异位点，其中有１３个

颠换位点（７个Ａ→Ｔ，３个Ｇ→Ｔ，２个Ｇ→Ｃ，１个Ｇ
→Ｃ）和８个转换位点（６个Ｔ→Ｃ，２个Ａ→Ｇ）；在碱

基对频率统 计 中，Ｒ（ｓｉ／ｓｖ）平 均 值 为１．０。ＮＤ４序

列中有３２个变异位点，包括１４个简约信息化位点

和１８个单变异位点，其中有８个颠换位点（５个Ｔ
→Ｇ，２个Ａ→Ｔ，１个 Ｇ→Ｃ）和２４个 转 换 位 点（１２

个Ｔ→Ｃ，１２个Ａ→Ｇ）；Ｒ（ｓｉ／ｓｖ）平均值为３．１。

２．２　ＣＯ２和ＮＤ４序列相似性及种群遗传多样性分

析　２３个ＣＯ２序 列 的 分 歧 度 为０％～３．０％，阿 坝

ＡＢ３与其他样本间的分歧度在１．９％～３．０％之间，
其中与广元ＧＹ３的分歧度最高（３．０％）。７个种群

中，乐山种群 最 为 保 守，序 列 相 似 性 为１００％；攀 枝

花种群内的变异最大，４个样本间的平均遗传距 离

最高（０．０１４　４）（表２）。在７个种群中共检测出７个

单倍型，其中有４个样本独立为单倍型，单倍型间的

Ｈｄ值和Ｐｉ值分别为０．６２５和０．００５　３８。７个单倍

型之间的遗传距离为０．００２　１～０．０２３　９，Ｈａｐ＿ＣＯ１
与 Ｈａｐ＿ＣＯ２之间的遗传距离最近（０．００２　１），Ｈａｐ＿

ＣＯ６与 Ｈａｐ＿ＣＯ７ 之 间 的 遗 传 距 离 为 最 远

（０．０２３　９）。

表２　２３个ＣＯ２序列分析豆状囊尾蚴７个群体遗传多样性

项　目 雅安 攀枝花 乐山 广元 泸州 广安 阿坝

多态位点数 １　 ８　 ０　 ５　 ３　 ４　 ６
单倍型数 ２　 ３　 １　 ２　 ２　 ３　 ２

单倍型多样性 ０．５００　 １　 ０　 ０．５００　 ０．６６７　 １　 ０．６７７
核苷酸多态性 ０．００１　０７　 ０．０１４　２５　 ０　 ０．００５　３４　 ０．００４　２７　 ０．００５　７０　 ０．００８　５５

遗传距离 ０．００１　５８　 ０．０１４　４０　 ０　 ０．００５　４０　 ０．００４　３０　 ０．００５　７０　 ０．００８　６０

　　２３个ＮＤ４序 列 之 间 的 分 歧 度 为０％～２．９％，
雅安ＧＹ１与 ＹＡ１之 间 的 分 歧 度 最 高（２．９％）。攀

枝花、阿坝和 乐 山 种 群 内 样 本 ＮＤ４序 列 完 全 一 致，
相似性为１００％，雅 安 种 群 变 异 最 大（表２）。在２３
个ＮＤ４序列中共检测出５个单倍型，其中有３个样

本独立为单倍型，单倍型间的 Ｈｄ值和Ｐｉ值分别为

０．４５１和 ０．００５　３６。５ 个 单 倍 型 的 遗 传 距 离 为

０．０００　９～０．０２９　５，Ｈａｐ＿ＮＤ２与 Ｈａｐ＿ＮＤ３之 间 的

遗传距离最近（０．０００　９），Ｈａｐ＿ＮＤ１与 Ｈａｐ＿ＮＤ５之

间的遗传距离最远（０．０２９　５）。根据ＣＯ２和ＮＤ４检

测出的单倍型可知，ＬＺ１、ＬＺ２和ＧＡ３共 享 单 倍 型，

ＧＹ３、ＡＢ３均独立为单倍型。

表３　２３个ＮＤ４序列分析豆状囊尾蚴７个群体遗传多样性

项　目 雅安 攀枝花 乐山 广元 泸州 广安 阿坝

多态位点数 ３０　 ０　 ０　 １　 １５　 １４　 ０
单倍型数 ２　 １　 １　 ２　 ２　 ２　 １

单倍型多样性 ０．５００　 ０　 ０　 ０．６６７　 ０．６７７　 ０．６７７　 ０
核苷酸多态性 ０．０１３　９３　 ０　 ０　 ０．０００　６２　 ０．００９　２９　 ０．００８　６７　 ０

遗传距离 ０．０１９　００　 ０　 ０　 ０．０００　６０　 ０．００９　４０　 ０．００８　８０　 ０

２．３　ＣＯ２和ＮＤ４系统发育树分析　以细粒棘球绦

虫作 为 外 群，采 用 ＭＥＧＡ４．０软 件 中 的 ＮＪ法 和

Ｐｈｌｉｐ３．０软件包中的 ＭＰ法构建了豆状囊尾蚴种群

间的系统发育树（图１、２），由于２种树的拓扑结构相

似，文中只展示出ＮＪ树。根据ＣＯ２和 ＮＤ４基因构

建的ＮＪ／ＭＰ树可知，地理种群间没有形成明显的分

支，单倍型也 未 形 成 明 显 的 地 理 分 支。共 享 单 倍 型

的ＬＺ１、ＬＺ２和 ＧＡ３聚 为 一 个 分 支，且 有 较 高 的 节

点支持率。ＮＤ４构建的ＮＪ／ＭＰ树形成了２个明显

的进化分支（即Ａ分支和Ｂ分支），２个分支间没有

共享的单倍型。在Ａ分支中，攀枝花、乐山、阿坝和

广元种群为姊妹群，但由于与其他种群共享Ａ分支，
未形成明显的分支。

３　讨论

ｍｔＤＮＡ是一个封闭的环状双链，按照严格的母

性遗传方式，基因顺序和组成总体上保守，建立了当

代系统发育假说［６］。由于ｍｔＤＮＡ进化较核糖体基
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图１　基于豆状囊尾蚴ＣＯ２部分序列的ＮＪ系统进化树　节点处数据由左到右依次为ＮＪ／ＭＰ的Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值（％）。下同

图２　基于豆状囊尾蚴 ＮＤ４部分序列的ＮＪ系统进化树

因快，更适合于鉴定最为接近的有机体，常用于系统

发生学和群体分化的研究，而且不受宿主的影响［７］。
本试验将ＣＯ２和ＮＤ４基因用于豆状囊尾蚴种群遗

传多 样 性 的 分 析。本 试 验 中，ＣＯ２（６７％）和 ＮＤ４
（７２．２５％）基因存在ＡＴ偏倚，与贾万忠等［８］和Ｌｉ［９］

的研究结果相似，他 们 发 现 猪 带 绦 虫、牛 带 绦 虫、亚
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洲带绦虫、多 头 带 绦 虫、泡 状 带 绦 虫 和 肥 头 绦 虫 的

ｍｔ　ＤＮＡ全序 列 富 含 ＡＴ，含 量 均 超 过７０％。据 认

为这种对碱基Ａ和Ｔ的偏好，与突变偏好—翻译选

择模式有关，即密码子使用偏 好 受 到 突 变 和 选 择 的

影响。
在特 定 的 动 物 种 群 中，虽 然 线 粒 体ＤＮＡ序 列

的组成在长期的演化过程中 会 保 持 相 对 的 稳 定，但

是不同线粒体基因的变异程度是有差异的。而绦虫

属于雌雄同体，进行自体受精，这种繁殖模式在降低

种群 内 的 遗 传 变 异 的 同 时，增 加 了 种 群 间 的 差

异［１０］，从而给种群的遗传结构带来巨大的影响。不

同绦虫种群的线粒体基因序 列 变 异 率 均 有 差 异，同

一个绦虫种群内不同的线粒体基因变异率也存在差

异。Ｎａｋａｏ等［１１］研究表明，从世界各地采集回来的

猪带绦虫虫体的ＣＯ１（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　Ｏｘｉｄａｓｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ
１）和 Ｃｙｔｂ基 因 序 列 的 变 异 率 分 别 为 ４．７％和

４．０％，本 试 验 中 的 ＣＯ２（０～２．９％）和 ＮＤ４（０～
３．０％）序列的种群变异 率 低 于 猪 带 绦 虫。Ｖａｒｃａｓｉａ
等［１２］报道了萨丁尼亚４０个多头绦虫的ＮＤ１序列碱

基 差 异（１．２７％～２．５４％）高 于 ＣＯ１（０．２２％～
０．６７％）。另外Ｚｈａｎｇ等［１３］研究了肯尼亚多种绦虫

的种内变异，根 据ＣＯ１序 列：０．２５％～０．７６％ （Ｔ．
ｈｙｄａｔｉｇｅｎａ），０．２５％ ～１．０％ （Ｔ．ｍａｄｏｑｕａｅ），

０．５０％ （Ｔ．ｒｅｇｉｓ），０．５％ （Ｔ．ｓｅｒｉａｌｉｓ）和０％ （Ｔ．
ｓａｇｉｎａｔａ），０．３％ ～４．１％ （Ｔ．ｔａｅｎｉａｅｆｏｒｍｉｓ），

１．７％ （Ｔ．ｓｏｌｉｕｍ）；根 据 ＮＤ１序 列：０．２％～０．８％
（Ｔ．ｍａｄｏｑｕａｅ），０．６％～２．１％ （Ｔ．ｒｅｇｉｓ），０．４％～
２．１％ （Ｔ．ｓｅｒｉａｌｉｓ），０．４１％ （Ｔ．ｓａｇｉｎａｔａ）。而本试

验中，ＣＯ２和ＮＤ４基因的序列变 异 度 差 异 不 明 显，
而攀枝花、乐山和阿坝种群分离株ＮＤ４的序列相似

性为１００％，可 见ＣＯ２基 因 的 变 异 程 度 大 于 ＮＤ４。
从这２个基因分析来看，乐山种群（ＬＳ１，ＬＳ２，ＬＳ３）３
个分离株ＣＯ２和ＮＤ４的序列相似性均为１００％，因
此乐山种群在７个种群中最为保守。

单倍型多样 性 值（Ｈｄ）和 核 苷 酸 多 样 性 值（Ｐｉ）
是衡量种 群 遗 传 变 异 程 度 和 遗 传 多 样 性 的 重 要 指

标，二者值越大，群体 的 多 样 性 程 度 越 高，遗 传 多 样

性越丰富，反之群体的多样性程度越低，遗传多样性

越贫乏［１４］。对于大 多 数 动 物 来 说，Ｐｉ值 在０．０１以

上时被 认 为 变 异 较 大［１５］。本 试 验 中，ＣＯ２和 ＮＤ４
基因在７个地理种群中序列的Ｐｉ值均低于０．０１，可
见７个种群 间 的 变 异 程 度 较 低。而 根 据ＣＯ２基 因

可知攀枝花种群的 Ｈｄ值为１．０，Ｐｉ值为０．０１４　２５；
根据ＮＤ４基因可知雅安种群的 Ｈｄ值为０．５，Ｐｉ值

为０．０１３　９３，由此可见这２个种群内的变异大于种

群间变异。在２个 基 因 序 列 的 单 倍 型 鉴 定 中，ＧＹ３
均独立为单倍型；ＬＺ１、ＬＺ２和ＧＡ３均共享单倍型，
并在构 建 的 ＮＪ树 中 聚 为 一 个 独 立 的 分 支。可 见

ＣＯ２和ＮＤ４在一定程度上说明了四川省７个地理

豆状囊尾蚴种群间和种群内存在一定的遗传变异和

遗传多样性。
根据ＣＯ２和ＮＤ４构建的ＮＪ树显示，单倍型并

未形成 显 著 的 地 理 分 支。虽 然 根 据 ＮＤ４构 建 的

ＮＪ／ＭＰ树有２个明显的进化分支，攀枝花、乐山、阿

坝和广元种群为姊妹群，但是因与 其 他 种 群 分 享 Ａ
分支，因此还未形成 显 著 的 地 理 种 群 结 构。不 同 地

理种群间可以共享单倍型，一 个 地 理 种 群 内 不 同 样

品可以独立为单倍型，且单倍 型 的 形 成 与 地 理 位 置

的远近没有相关性，除了泸州 种 群 内３个 样 品 序 列

的相似性为１００％外，根据ＣＯ２基因的单倍型显示

其余种群内均有单倍型出现。
本试验利用ＣＯ２和 ＮＤ４基 因 分 析 了 四 川 省７

个地理种群豆状囊尾蚴的遗 传 变 异 性，结 果 表 明 种

群间和种群内均存在一定的 遗 传 多 样 性，但 是 并 未

形成明显的地理分支，本试验 为 今 后 豆 状 囊 尾 蚴 的

种群遗传学研究及其分子流行病学和防治奠定了一

定的基础。
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