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摘要 为了探讨鱼类寄生嗜子宫线虫的系统发育关系
,

测定了 种嗜子宫线虫的邢 核精体转录内间隔区核

锗核酸 序列和 种嗜子宫线虫的 小亚基核糖体核糖核酸 部分序列
,

并构建了 序列的系统发

育树
。

在比较和分析 璐 和 两种分子标记对嗜子宫科线虫系统发育适用性的墓础上
,

分析了嗜子

宫线虫的系统发育关系
。

结果表明 中国啥子宫线虫是单系起源 黄顺鱼似嗜子宫线虫
、

技州似嗜子宫线虫和棍头

啥子宫线虫亲缘关系非常接近
,

可能是较晚形成的种 似嗜子宫线虫属可能应该被细分为更多的属
。
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嗜子宫线虫 是一类重要的寄生线

虫
,

目前已报道的共有 属
,

多个种
,

中国境内

有 属 种
,

个未定种
。

它们主要寄生在鱼体

内
,

也有极少数寄生于人体川
。

其雌虫个体大
,

感

染强度较高
,

对鱼类会造成一定的危害 , 〕
。

由于

在 自然界中
,

它们的雄虫非常小
,

寄生在鱼体内的

时间短
,

因而难 以被发现
,

通常仅能见到雌虫
。

所

以嗜子宫线虫的分类主要依据成熟雌虫的特征
、

寄

生部位和宿主特异性等〔一
。

但成熟雌虫 由于适

应寄生生活的需要
,

许多特征 已经退化 如阴门
、

肛

「缺失
,

口简单等
,

因此形态分类相当困难 同时
,

以前报道的绝大多数种类都是在光学显微镜下描

述的
,

一些细微的特征很难被发现〔’“
,

川
,

虽然近来

随着电子显微镜的运用
,

许多以前没有发现的特征

得到了描述
,

还有一些从前未曾描述清楚的特征也

被重新观察
,

但由于分类标准不统一
,

所 以嗜子宫

线虫的分类就显得很混乱
,

争议颇多 , ’
,

’ 〕。 争议

主要 集 中在体表庆 突
,

头 乳 突 日

等在分类 中的意义 以及似嗜子宫线虫属

山 面 命名的合理性等问题上
。

此外
,

有

人还认为现在的龙线超科 包括嗜

子宫科 〕的分类很不合理
,

没有真正

反映它们的系统发育关系〔’〕
。

因而作者认为有必

要对嗜子宫线虫进行系统发育研究
,

以阐明该科内

各种类间的发育关系
。

系统发育研究是通过形态特征或合适的分子标

记提供的信息位点
,

来构建系统发育树
,

从而进行发

育关系分析
。

由于嗜子宫线虫的形态特征相当少
,

并且线虫中形态趋同进化广泛存在〔’ 〕
,

因而难以仅

依据形态特征进行其系统发育研究
,

所以分子标记

提供的大量信息位点就显得特别重要
。

事实上
,

在

对线虫的研究 中
,

核糖体转录 内间隔 区核糖核酸

飞 小亚基核糖体核搪核酸 已

经被成功地用于系统发育分析〔’一 ’吕〕
。

本文也分别

选用了璐
、

两种分子标记对中国嗜

子宫线虫的系统发育进行了初步探讨
,

目的是筛选

适合于嗜子宫线虫系统发育研究的分子标记
,

以分

析嗜子宫线虫的系统发育关系
。

材料与方法

材科 所用材料包括四属九种嗜子宫线虫 表
,

所有标本依据其形态学特征在显微镜下进行鉴

定
。

样品用 的生理盐水清洗
,

然后保存在福

尔马林溶液或 的酒精中
。
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一
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衰 子宫峨虫的种类
、

有主
、

】 和 序列长度傲据

佣 魂以唱花内
,

爪 朋 取闷 山

物种 卿 宿主 二 来源 。阳脚
序 长度 肠

巧

布本嘴子宫线虫 尸侧物耐 匆‘砌切‘ 乌组 灿四忆 口咭山

棍头 子宫线虫 亡么润脱聊

麦称鱼啥子宫线虫

尸公肠侧山晌如 户 山刘加月

娜似 , 于宫线虫 “

州似咭子宫线虫 心山倒肠 。

红鳍原铂 汕爪灿几” 亡丫加即“朋

麦毯鱼 尸犯议妇 肠 。

阴

长江上游 四川沪州

伴 口

梁子湖 湖北 朗乎
,

山

黄河 山东临邑

肠

酬

娜 ‘ 津以。

花鳍 价耐肠犷 。
翻必囚“

七,‘

服姐似咐子宫线虫 勺 , 八成

黄颐鱼似啥子宫线虫 州‘‘配
。瓜

鲤 叹, “。 侧 , 犯

黄烦鱼 尸已如诫呀四州
日
油配

。

嘴棍形线曳 肠阅奋甘胭 口山以州

肠刊脚山耐如 朴洲叼

站 别 “ 。

黄峪 川 , 翻叫 确

汤逊湖 湖北 乎 以
,

反

陡水水库 江西

七 糊
,

保安湖 湖北 肠
,

块

江 口水库 江西

‘训 成 ,

军山湖 江西
,

二乎

牛 湖 湖北 巨
,

反

仪巧

丹认” ”护 七

黄 前形驼线虫 黄硕鱼 川塑“朋 确。 梁子湖 湖北 以
。 ,

阮 卿
艺绝吧些竺烈些匕塑分

续虫总 的提取 对于酒精固定的样品
,

将线虫在 中浸泡两天
,

以去除酒精
,

基因

组 的提取按照 切由 , 等〔
’ 的方法 而对于

甲醛固定的样品
,

则按照 币 等 ’ 〕的方法提取基

因组 人
。

提 取 的 溶 解 在 中
,

一 ℃保存备用
。

级虫 序列的扩增与测定

序列用特异性引物 正 向引物
’一

件

兀
一 ’ ,

反向引物 气 兀
’ 。

它们分别对应于

的
’

端和 的
’

端保守序列 ’ 〕进行扩增
。

反应体系体积为 产 。

反应条件为 ℃ 而
,

℃ 而
,

℃ 而
,

共 个循环
。

反应前 ℃

预变性 而
,

反应后 ℃延伸 而
。

同时 以宿主

基因组及未加任何基因组成分的体系
,

同样的条件

进行 扩增来作为对照
。

产物用

公 司 的 产物 纯 化 试 剂盒 回收
,

连 接 到

载体上
,

再转化到 巧 中
。

测序工

作由上 海 博 亚 公 司 完 成
。

序 列 登 录 号

以刀
一

以沁
。

序列的扩增与测定 序列

的扩增与测定除了引物是线虫特异性引物
,

〔’ 〕,

反应退火温度是 ℃
,

延伸时间

是 而 外
,

其他条件都与 巧 序列的扩增与

侧 定 一 样
。

序 列 登 录 号 侧刃 一

侧刃
。

分子系统发育树的构建 以黄颖前驼形线虫
尸 粼

‘记 作为外类群
,

用软件 。璐回 〔刘

进行 序列排定并人工校正
,

。翅 玛 , 〕来分析序

列信息
。

使用 玛 软件包 构建 卜

树 先用 生成 个

样本
,

再以 生成遗传距离矩阵 遗传距离模

型选择 二参数模型
,

转换 颠换比为 然

后用 构建 棵距离树
,

最后用

将他们合并为一棵
。

用玩
, 读取系统发育树文件

。

结果

仃 序列

用 巧 引物测定 了八种嗜子宫线虫 的

和璐 序列及 的
’

末端
、

和 的
’

末端
。

其中 飞

序列长度从 到
,

变化较大

序列变化相对较小
,

从 到 而 由

则几乎没有变化
,

在 到 帅 之间
。

序列的变

化主要来 自于插人与缺失
,

转换与颠换较少发生
。

序列经 排序后
,

由于 飞 序

列变化太大
,

相似性较低
。

用 软件计算的

儿 双因子遗传距离在 价 一 之间
,

除黄

颖鱼似嗜子宫线虫 尸 州 记叹
。瓜

、

赣州似嗜子宫线
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虫 尸 邵朋肠
、

棍头嗜子宫线虫 尸 概 印

的距离值相对较小 在 到 间 外
,

其他

种类间的距离最小值为
,

最大值是
。

由于这些种类的 巧 序列之间相似性很

低
,

其遗传距离值又很大
,

所以无法构建系统发育树
。

序列

用线虫特异性引物测定 了 种嗜子宫线虫 的

部分序列
,

另从 上获得了一种嗜

子宫线虫 如 的 序列
,

这些序

列的长度在 一 之间
。

序列变化主要也是

插入与缺失
,

转换与颠换很少
。

序列经

一 排序后
,

生成的 个核昔酸位点中
,

变异 位点 个
,

信 息 位 点 个
。

含 量 在

一 之间
。

用 法 计算 出 的这 些 嗜 子 宫线 虫 之 间 的

双因子遗传距离在 一 之间
。

在 序列构建的系统发育 树 图

中
,

除个别种类外
,

似嗜子宫线虫属的线虫首先聚在

一起
,

接着与棍形线虫属 日创 的线虫相聚
,

然后再依次与嗜子宫线虫属
、

耐 属和

￡ 属线虫相聚
。

虽然整个树的支持率相对

较高
,

但似嗜子宫线虫属的支持率很低
,

只有
,

而且
,

嗜子宫线虫属的棍头嗜子宫线虫穿插在似嗜

子宫线虫属中
,

并且 以 的支持率与赣州似嗜

子宫线虫相聚
,

然后又 以 的支持率同黄顺鱼

似嗜子宫线虫相聚
。

为而脚 介”介拒 。改

用劝”业拒 明喇”

钻触 脚碱。期朗
, 绍

尸为而脚 如山陌
心

娜
脚 介”拓触户 侧 犯洲

耘即认亡朋 户 , “沙才

乙抽”口材而用口加 肺阴印招对

” 口

图 运用 法构建的嗜子宫线虫的 序列系统发育树
,

节点显示 次重复抽样检脸的自展值

伟 哪喊 眼 苗 内
州‘ 明司 叫 一 勿 皿汕司 仆吧 浏比比 肠别长腼 诫 刃 甲 目 ,

讨论

本文所研究的中国嗜子宫线虫 巧 序列

经 排序后显示为不相关的序列
,

差异

太大
,

遗传距离最大值达到了
,

所以作者认为

飞 区域 序列不适宜用于嗜子宫线虫科内种

类间的系统发育研究
。

在嗜子宫科中
,

璐 序

列差异太大的主要原因是 仆 是非编码区
,

经

受的进化压力较小
,

从而随着物种长期进化会发生

很大的变化
。

这也从另一侧面反映了嗜子宫线虫起

源的古老〔川
。

是蛋 白编码 区
,

经受的进化压力大
,

它的变化很缓慢
。

在 树中
,

我国嗜子

宫线虫紧紧地聚在一起
,

形成一个单系
,

值

高达
。

系统树把嗜子宫线虫不同属

较好地分开了
。

说明 适合嗜子宫科线虫

的系统发育研究
。

黄颖鱼似嗜子宫线虫
、

检州似嗜子宫线虫
、

棍头

嗜子宫线虫这三种嗜子宫线虫的 飞 序列差

异较小
,

在 系统树中
,

它们又以 的支

持率聚在一起 在形态上这三个种也很相似
,

而且仅

在中国分布
,

因而认为它们是较晚形成的种类
。

然

而
,

根据现行的分类系统
,

它们被分在两个属 似嗜

子宫线虫属和嗜子宫线虫属 中
,

主要依据是前两者

体表分布有疵突
,

而后者没有
,

说明体表疵突在现行

的嗜子宫线虫分类系统中被认为是一个重要的属间

分类特征
。

作者认为
,

洗突仅为一个体表附属结构
,

很容易发生变异
,

因此
,

它不足以作为嗜子宫线虫属

间分类的最主要依据
。

在 树中
,

似嗜子宫线虫聚为一大



水 生 生 物 学 报 卷

枝 中间穿擂有棍头嗜子宫线虫
,

但支持率很低
二 如果将这一大枝分成两个小分枝

,

那么每

一枝的支持率却很高
,

分别达到 和
。

这

有力地支持了伍惠生 和 。及 ’的观

点
,

即 似嗜子宫线虫属的分类特征定位是不合适

的
,

体表的沈突不能作为分属的主要依据
,

应该依据

其他更宜要的特征把似嗜子宫线虫属细分为更多的

属
。

本研究所涉及的嗜子宫线虫种类有限
,

进一步

的研究应该包括更多的种
,

以更好地阐明嗜子宫线

虫科内属间及属内种间的系统关系
。
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