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斯氏肺吸虫和华支睾吸虫基因组多态 DNA的初步分析

张锡林 ,徐文岳 ,段建华 ,黄复生　　(第三军医大学基础医学部寄生虫学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　比较分析斯氏肺吸虫和华支睾吸虫基因组多态 DNA 的多态性和探讨两吸虫间的相似

基因。方法　应用随机扩增多态性 DNA(Random amplified polymorphic DNA , RAPD)技术对斯氏肺吸虫和华支

睾吸虫的基因组多态 DNA 进行扩增 ,扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后分析结果。结果　引物 P1 和 P2 扩增产

生斯氏肺吸虫和华支睾吸虫的成虫 DNA 图谱 ,而 P3 引物未扩增出产物。斯氏肺吸虫和华支睾吸虫的 P1 扩

增片段均不相同 ,而 P2引物对两吸虫的扩增产物有 2 条相同的片段 ,分别为 400 、100 bp。结论　RAPD结果

显示斯氏肺吸虫和华支睾吸虫为 2种独立的吸虫虫种 ,由于遗传的亲缘关系存在相同的基因 , 这些相同基因

是否表达共同的抗原组分 ,并导致血清学诊断的交叉反应尚待进一步研究。
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Preliminary analysis of DNA polymorphism of Paragonimus skrjabini and

Clonorchis sinensis
ZHANG Xi-lin , XU Wen-yue , DUAN Jian-hua , HUANG Fu-sheng (Department of Parasitology , Third Military Medical University ,

Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To analyze the polymorphism of the genomic DNA extracted from Paragoni-

mus skrjabini and of that from Clonorchis sinensis and explore the similarity of their genes.Methods　

The genomic DNA extracted from the 2 trematodes was amplified with random amplified polymorphic DNA

(RAPD)and then was carried on agarose gel electrophoresis.Results　DNA fingerprints of the 2 trema-

todes were obtained through the primer P1 and P2 but not through the primer P3.With the primer P1 ,

the amplified fragments from the 2 trematodes were quite different , while with P2 , 2 similar bands were

found with 400 bp and 100 bp respectively.Conclusion　Our results indicate that though Paragonimus

skrjabini and Clonorchis sinensis were independent species , similar genes exist because of their close ge-

netic relation.It should be further investigated whether these similar genes express common antigens re-

sulting in cross-reaction in serodiagnosis.

　　Key words:Paragonimus skrjabini;Clonorchis sinensis;random amplified polymorphic DNA;

genome

　　肺吸虫病是由一类肺吸虫引起的寄生虫病 ,由于

其虫种不同 、寄生部位各异 ,从而导致疾病的症状和体

征也极为复杂多变。有时需依靠免疫学检测方法 。由

于肺吸虫与华支睾吸虫在分类上同属吸虫纲内的寄生
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虫 ,在亲缘关系比较接近 ,彼此间存在共同的遗传基

因 ,导致表达共同抗原 ,在血清学诊断中出现交叉反

应 ,尤其在感染早期和隐性感染时期。如该二种吸虫

病同时存在一个地区时 ,将造成诊断和鉴别诊断的困

难。本实验应用随机扩增的多态性 DNA技术(Random

amplified polymorphic DNA , RAPD),比较两吸虫成虫遗

传多态性 DNA指纹图谱 ,探讨斯氏肺吸虫和华支睾吸

虫遗传基因的同源性和表达共同抗原的可能性。
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1　材料和方法

1.1　动物感染和检获斯氏肺吸虫 、华支睾吸虫成虫
　　自兴文县和垫江县采集溪蟹 、麦穗鱼。从溪蟹中分离出斯

氏肺吸虫囊蚴。麦穗鱼的肌肉经胃蛋白酶-盐酸消化后 , 分离

出华支睾吸虫囊蚴。斯氏肺吸虫囊蚴经腹腔感染 、华支睾吸虫

囊蚴经口感染雄性家犬(斯氏肺吸虫 120 囊蚴 、华支睾吸虫 400

囊蚴)1条。在感染后 70 d ,动物处死 , 从犬的肺部和肝脏分别

检获2 种吸虫的成虫。用 0.01 mol L PBS(pH 7.2)洗涤虫体 3

次 ,置低温冰箱保存备用。

1.2　斯氏肺吸虫 、华支睾吸虫成虫基因组 DNA的提

取
　　取 3条斯氏肺吸虫成虫和 20条华支睾吸虫成虫在洁净的

小型组织匀浆器中加 500μl TE 缓冲液研磨 , 转入 1.5 ml EP 管

中 ,另用 100 μl TE 缓冲液冲洗匀浆器 ,冲洗液一并转入 EP 管

中。从其中取出 200μl , 加 10%SDS 50 μl混匀 , 加蛋白酶 K(20

mg ml)3μl , 混匀后 , 55℃温育 3 h。 加 RNase A(10 mg ml)20μl ,

37℃30 min。加 600 μl饱和酚 , 10 000 r min 离心 5 min , 上清转

移至新 EP管。加酚 氯仿(1∶1), 10 000 r min离心后 ,转移上清

至新 EP管。加氯仿 异丙醇 , 10 000 r min离心 5 min后 , 在转移

至新 EP管。加60 μl NaAc , 2.5 倍体积冰预冷无水乙醇(沉淀过

夜或 3 h)。15 000 r min 离心 10 min , 弃上清 ,沉淀加 75%乙醇 ,

15 000 r min 离心 10 min , 吹干后 , 用 30 μl 双蒸水溶解。测定

DNA的浓度 , 供 RAPD实验用。在 PCR时 , 首先检测不同浓度

虫体 DNA 模板的扩增结果 , 以选择最佳扩增效果的 DNA 模板

量。

1.3　随机引物
　　本实验使用的随机引物由苏州医学院兰明扬教授赠送 , 所

用的 3条随机引物 , 见表 1。

表 1　随机引物及其序列

Tab 1　Random oligonucleotide primers and their sequences

Code No. Sequences (G+C)%

P1 5' -CGGCCCCTGT-3' 80

P2 5' -GTAGTCACAC-3' 50

P3 5' -TAATCACTGT-3' 30

1.4　PCR反应条件
　　反应总体积为 50μl , 其中含5×PCR缓冲液 5μl、dNTP(2.5

mmol L)4 μl 、引物(200 ng)2 μl、模板 5 μl、ddH2O 补足至 48 μl、

DNA聚合酶(2 U)2 μl。 加完样混均后 , 用液体石蜡 20 μl覆盖

在反应体系表面。 将反应体系先在 94℃变性 5 min , 然后以

94 ℃30 s、36 ℃ 30 s 、72 ℃ 90 s 循环 45 次 ,最后在 70℃延伸

5 min。

1.5　结果分析
　　斯氏肺吸虫 、华支睾吸虫成虫基因组 DNA 扩增产物 20μl ,

用1.5%的琼脂糖凝胶电泳分离 , 电泳液为 1×TAE , 电压为

120 V(恒压), 时间 2 h。电泳结束 , 凝胶经溴化乙锭染色 , 在紫

外凝胶分析仪上观察 ,并拍照记录结果。 DNA扩增产物的分子

大小测定 , 以标准分子大小的对数为纵坐标 , 以相应的迁移距

离为横坐标绘制标准曲线。各图谱区带根据迁移距离 , 从标准

曲线上查出相应分子大小的对数值 , 再求出反对数 , 即可得到

该 DNA 区带的分子大小。扩增片段共享度计算 , 根据 Nei的公

式[ 1] :F=2Nxy (Nx+Ny), 其中 Nx、Ny 分别为物种 X 和物种 Y

的扩增片段总数。Nxy 为物种 X和物种 Y 之间共享的片段数。

经计算分别获得斯氏肺吸虫 、华支睾吸虫成虫基因组 DNA 扩

增片段共享度 F 值。

2　结果

2.1　斯氏肺吸虫和华支睾吸虫不同浓度虫体 DNA模

板的扩增结果

　　先以虫体的 DNA 模板量每 50 μl分别为 25 、50 、100 和 150

μg ,引物为 P1 进行随机扩增。 检测结果表明不同浓度模板

DNA量的扩增结果基本相同。50μg 的模板 DNA量即可达到较

好的扩增效果 , 因此选择该模板 DNA 的量进行 RAPD-PCR 反

应。

2.2　斯氏肺吸虫和华支睾吸虫成虫基因组 DNA随机

扩增反应的结果

　　选用 3 条随机引物分别对斯氏肺吸虫 、华支睾吸虫成虫基

因组 DNA进行随机扩增反应。反复试验 , 扩增的结果都相同。

扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳分离 ,能分辨较清晰的条带。

结果显示 P1 和 P2引物都能扩增产生清晰的虫体 DNA图谱 , 而

P3引物未扩增出产物 , 见图 1 ,表 2。 这是由于 P3 引物的碱基

比(G+C)%小于 40%的原因。由P1引物扩增的斯氏肺吸虫和

华支睾吸虫 DNA 图谱种间差异明显 ,但 P2 引物扩增的 DNA 图

谱的区带数为 7和 8 条。有 2条相同的 DNA区带 , 大小分别为

400 、100 bp。经计算 P1 引物对两吸虫虫体 DNA 扩增片段共享

度 F 值为 0;而 P2 引物对两吸虫虫体 DNA扩增片段共享度 F

值为 0.133;两吸虫虫体总 DNA扩增片段共享度 F 值为 0.076。

图 1　斯氏肺吸虫和华支睾吸虫成虫 DNA 随机扩增的结果

Fig 1　Results of RAPD from DNA of adult Paragonimus

skrjabini and Clonorchis sinensis

M:The DNA marker;Lane 1 ～ 3:PCR product amplified by

Clonorchis sinensis;Lane 4～ 6:PCR product amplified by Para-
gonimus skrjabini;P1:Lane 1 , 4;P2:Lane 2 , 5;P3:Lane 3 , 6
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表 2　引物 P1 、P2 和 P3 对各虫体 DNA模板随机扩增片段的长度

Tab 2　Length of DNA fragments of two tremotodes amplified

by primers P1 , P2 and P3

Species Primer
Number of DNA

bands
Length of DNA fragments amplified(bp)

P1 5 1 100 620 370 300 60

P.skrjabini P2 7 860 580 400 320 250 180 100

P3 0

P1 6 1 220 980 820 400 380 100

C.sinensis P2 8 1 100 1 020 900 700 600 400 160 100

P3 0

3　讨论

　　RAPD技术是以一个单一的 、由 10 ～ 20个碱基组

成的随机核苷酸序列作为引物 ,对生物标本进行 PCR

扩增。该引物可在一个和多个位点与基因组 DNA结

合 ,造成中间未知区域的扩增 ,并能产生某些 DNA片

段。这些片段或为种内所有个体所共有 ,显示种间多

态性;或为某些个体所独具而显示出种内多态性。不

同的引物 ,即使一个碱基对的差异也将导致扩增产物

带型的改变 ,从而显示新的多态性。一种生物标本如

果采用多个引物的扩增则可导致种间的最大差异 。因

此 ,RAPD多态性资料对于生物种间的区分鉴定 ,反映

亲缘关系及系统发育情况 ,显示出一定的优势 。文献

[ 2 , 3]首先应用该技术对物种作鉴定和遗传图谱的构

建。由于 RAPD具有常规 PCR的快速 、安全和简便等

优点外 ,还有其引物的通用性以及无需事先了解基因

组序列等优点 ,大大地缩短了研究周期 ,提高了研究效

率。在寄生虫学研究中的应用主要集中于寄生虫的遗

传多态性分析 、群体遗传学研究 、种属及株 、种群及个

体的分类和鉴定;亲缘关系分析以及系统发育研究

等
[ 4]
。

　　在吸虫方面的研究主要集中于血吸虫种间与虫株

的分类研究工作 。最先研究曼氏血吸虫的种株多态

性 ,结果显示 8种不同的血吸虫种间存在明显的差异。

引物 3301对曼氏血吸虫 5个虫株的扩增产物显现多

态性 ,但另一引物在虫株间的扩增产物则一致。Barral

等
[ 5]
对 10个自然感染曼氏血吸虫的大鼠体内检获的

212条虫体 ,RAPD-PCR结果显示有 78种基因型 ,在同

一宿主体内检获的虫体之间最大变异高达 28种基因

型。最近国内在肺吸虫方面的研究 ,如钱宝珍等
[ 6]
应

用随机扩增多态 DNA(PCR-RAPD)技术 ,对浙江宁海小
汀 、宁海西溪 、遂昌 、临安等地卫氏并殖吸虫囊蚴进行
遗传变异研究 ,通过 8条寡核苷酸随机引物扩增 ,B17-

2 400 bp 为浙江宁海小汀肺吸虫种群特异性 DNA 片

段 ,A9-680 bp为浙江宁海西溪 、遂昌 、临安三地肺吸虫

种群共有特异性 DNA 片段 ,结果提示 B17-2 400 bp ,
A9-680 bp ,可作为卫氏并殖吸虫不同致病品系的分子

标记。我们采用 RAPD-PCR技术分析斯氏肺吸虫和华
支睾吸虫的 DNA 指纹图谱 ,比较二者之间的亲缘关

系 ,探讨两吸虫之间相同基因而导致血清学诊断的交
叉反应的可能性。结果表明该两种吸虫成虫 DNA的

RAPD扩增片段共享度 F 值较低(F=0.076)。由此可

见作为两种独立的吸虫虫种 ,在遗传学上存在较大的
差异。由于它们同属吸虫纲的亲缘关系 ,又存在近缘

基因 ,因此 P2引物扩增的 DNA片段存在相同的带型

为 400 、100 bp。另外 , P3 引物因其(G +C)%小于

40%,故未扩增出产物。因此在设计引物时应注意三
个基本原则

[ 7]
:一是核苷酸的数目一般为 10 ～ 20个 ,

最少不能小于 9个;其次核苷酸序列中(G+C)%不小
于40%,可根据需要在 40%～ 90%之间;最后随机引

物核苷酸序列中不得含有回文结构 。在扩增试验中 ,
首先应检测不同 DNA 模板量对 RAPD扩增效果的影

响。通过试验选择一个适宜的 DNA模板浓度 ,再进行
不同引物的扩增试验。以便试验结果的稳定 ,也便于
结果的比较。本研究仅仅是对斯氏肺吸虫和华支睾吸

虫进行 RAPD基因比较分析的初步实验 。探讨两吸虫
之间亲缘关系的相似基因以及它的表达而导致血清学

诊断的交叉反应 。进一步可采用更多的引物对该两吸
虫的近缘关系展开更深入的研究 ,可望从分子水平阐

明血清学诊断的交叉反应机制 。
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