
动 物 学 研 究 !""#，$%& ’ !(（)）：!*+ , !** -. #) , /"+" 0 1 233. "!#+ , #4#)
5667689:;7 <=>=;?:@

!

五种索科线虫 <ABC亲缘关系分析
徐 芬，王国秀"，查玉平，刘 朋，曹文博，刘绪生

（华中师范大学 生命科学学院，湖北 武汉 !"##$%）

摘要：采用 &’()技术构建了索科线虫 !属 *种的指纹图谱。从 !$个引物中筛选出 +,个稳定性好、多态
性高的引物，共扩增出+-+条谱带，其中+*#条谱带具遗传多态性，占%" . +$/。所获片段长度大小为,## 0
" ,## 12，单个引物扩增的条带数在 ++ 0 +- 之间，平均为 +" .!, 条。采用 &’()3456789 软件及 :;<’ 程序，计
算 =93氏相似系数和遗传距离，建立 >(<:’和 =?聚类图，两个聚类图拓扑结构相同，将 *种索科线虫分为两
大分支：同属于蚊幼寄生罗索属线虫的食蚊罗索线虫（ !"#$%"#&’#() *+,(*(-"’$.）与武昌罗索线虫（ ! /
0+*1$%2&%)()）亲缘关系最近，先聚在一起，再与同翅目（@ABA259C6）寄生长沙多索线虫（32$#&’#() *1$%24
)1$&%)()）聚为一支；鳞翅目（D923EA259C6）寄生中华卵索线虫（5-"#&’#() )(%&%)()）和同翅目寄生两索属线虫
（3#61(#&’#() 42 .）亲缘关系较近，两者聚为一支。*种索线虫属内种间的遗传距离较小，食蚊罗索线虫与武昌
罗索线虫之间遗传距离仅为 # .+$F%；而属间遗传距离较大，在 # .!!$+ 0 # .*!FF之间。上述结果表明：&’()技
术可以应用于索科线虫亲缘关系的分析，能够反映出不同线虫间的遗传差距，从而成功地进行属、种的分类及

进化问题研究。
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索科线虫（:9CB35J3E69）属于无尾感器纲 （’2J64B3E36）嘴刺目（ ;7A2O3E6）索线虫总科
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（!"#$%&’%(")），能主动侵染宿主，其寄生率即等于
害虫的死亡率，可在自然界中再循环，是一类宝贵

的生防资源（*+%,)#，-./0）。因此，索科线虫的研
究对于农林及卫生害虫的综合防治、环境保护以及

实现农田生物多样性等，都具有重要的学术和应用

价值。在昆虫病原线虫的应用中，线虫种类或品系

的选择非常重要，是获得防治成功的关键。所以，

分析不同种类线虫之间的亲缘关系，正确鉴定线虫

种类或品系，对于大规模商业化生产、田间释放线

虫质量的监控等都具有十分重要的意义。

迄今，国际上已报道的索科线虫有12余属，
3 222余种，但有些属种描述依据不足，故能被多
数线虫学家接受的仅 42 余属。我国对索科线虫的
研究起步于 52世纪 02年代，现已报道的索科线虫
有 -2 属 32 余种，其中 5- 种为新种或新亚种
（6)+，-..4；7),8 9 :),，522-；;’+,8 9 7),8，
522-；;’+< 9 ;’),8，522-）。长期以来，索科线虫
的分类鉴定主要以某些特定的形态特征为依据

（*+%,)#，-./.；=+>?+@，-..-），如线虫的体长、头
到神经环或泄殖孔的距离、雄虫交合刺和生殖乳突

的特征等。实际上，由于宿主营养、环境温度和感

染强度等因素的不同，即使同种的不同个体也可能

在上述形态特征上产生较大差异，从而造成分类上

的一些混乱。此外，索科线虫的种类繁多，生态环

境和地理分布差异大，宿主范围广，生活史复杂，

某些属级的分类到目前为止还存在一些争议，其属

间的亲缘关系也没有清晰地阐述。现已有一些学者

尝试用其他方法对索科线虫分类进行探讨，如 A)%
9 *",8（-..3）应用同工酶和蛋白质电泳技术对罗
索属的两种线虫进行研究，探讨其应用于索科线虫

分类的可行性；6)+ "& )B（-..5>）应用数值分类法
对索科线虫进行了探讨，通过将索科线虫属种间的

性状差异所转换的属种间的离散增量做相似性比

较，反映属、种间的相似程度。近十几年来，分子

生物学技术的发展和应用为线虫的分类学及系统亲

缘关系研究提供了一种强有力的辅助手段和工具。

随机扩增多态性 CDE（=E*C）是由 7%BB%)$F
"& )B（-..2）和 7"BF’ 9 !$AB"BB),(（-..2）两个
研究组同时创建的一种新型的 CDE 分子水平上的
检测技术。因其具有简便、快速、实验费用较低等

诸多优点，在自由生活线虫、植物寄生线虫和部分

昆虫病原线虫的种属鉴定、亲缘关系、遗传多样性

等方面的研究中，得到了广泛应用（6",("?< "& )B，
-..1；G<%#)+ "& )B，-..0；H)’, "& )B，-..4；I%" 9
6"##J，-..0；7),8 "& )B，522-），但目前国内外对
于索科线虫分子水平的研究极少，有关寄生于昆虫

体内的索科线虫种和属间的分子系统学研究还未见

报道。本文首次通过分子生物学方法对索科线虫的

K属 0种进行了系统演化研究，初步探讨了它们之
间的亲缘关系，具有一定的科学意义。现将结果报

道如下。

! 材料与方法

! "! 实验材料
供试线虫标本来源及处理方法见表 -。其中，

中华卵索线虫和武昌罗索线虫分别在河南上蔡的麦

田和湖北武汉的稻田采得，经本实验室传代培养的

雌雄成虫，K L冰箱内活体贮存备用。食蚊罗索线
虫为美国 A)B%M+#,%) 大学 *B)&?"# 教授惠赠。多索线
虫和两索线虫采自湖北枣阳的稻田。由于线虫个体

较小，每种供试线虫取 3 N 0条提取基因组 CDE。
! "# 实验方法
- O5 O - 线虫基因组 CDE提取 取供试线虫雌雄成
虫 3 N 0条，用灭菌双蒸水冲洗 3 次；加适量消化
液于 00 L水浴 0 ’ 左右；然后用酚氯仿抽提，加
入适量灭菌 PQ 溶解， R 52 L冰箱保存备用。用
-S琼脂糖凝胶电泳检测所提取 CDE的质量。
- O 5 O 5 引物筛选 本实验对K/个随机引物进行筛

表 ! 用于 $%&’研究的索科线虫样品
()* + ! ,-./01203)- 4)/56-4 78. 12- $%&’ 4193:

泳道序号

T)," ,<$>"#
种名

UV"W%"F
代码

A+("
来源

T+W)B%&J
保存方式

U&+#)8"
- 食蚊罗索线虫 ! " #$%&#&’()*+ =A 美国 XUE !
5 武昌罗索线虫 ! " ,$#-*./0.1&1 =7 湖北武汉 7<’),，H<>"% "
3 中华卵索线虫 2 " 1&.0.1&1 YU 河南上蔡 U’),8W)%，H",), !
K 长沙多索线虫 3 " #-*./1-*0.1&1 EA 湖北枣阳 ;)+J),8，H<>"% "
0 两索线虫未定种 345-&40)4&1 FV Z E! 湖北枣阳 ;)+J),8，H<>"% "

!：K L活体冷藏（K L F&+#)8" B%@%,8）；"：.0S乙醇固定（.0S "&’),+B[M%\"(）。
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选，引物均由上海生物工程公司合成。首先，以中

华卵索线虫基因组 !"# 为模板，选取扩增稳定性
好、带型丰富的 $% 个引物，再将其用于所有供试
线虫 &#’!分析。引物号及序列见表 %。
$ (% ( ) &#’! 扩增 经事先优化后的 &#’! 反应
总体积为%*!+，其中含模板!"# %, - ., /0，$, 1
’2&缓冲液 % (*!+，3024% % (, 5564 7 +，8"9’ $*,

!564 7+，引 物 , () !564 7 +， 9:; 聚 合 酶 $ <
（=#>2）。扩增反应程序为：?. @预变性 * 5A/；?.
@ $ 5A/，)B @ $ 5A/，C% @ % 5A/，共 .* 个 循
环；循环结束后，再 C% @延伸 $, 5A/。

表 ! 随机引物的序列及扩增的谱带和多态谱带数
"#$ % ! &’()’*+’, -. #/$01/#/2 3/04’/, #*5 16’ *)4$’/

-. 16’ #4370.0’5 $#*5, #*5 3-724-/360+ $#*5,
-. ’#+6 3/04’/

引物

’DA5ED
序列（*FG)F）

=E;HE/IE（*FG)F）

扩增谱带

"6 J 6K
:5L4AKAE8

多态谱带

"6 J 6K
L64M56DLNAI

=),B #2O22#O#OO $. $.
=)$) #2OOO#O2## $% $$
=)$? 9OO2##OO2# $* $.
=)%, 222#O29#O# $. $.
=)*) 22#2#29#22 $) $,
=)*C #2O22#O992 $$ $$
=.B$ O9#O2#2922 $% $$
=.BC O922#9O22# $. $%
=.C% ##OOO2O#O9 $) $)
=.CC 9O#222O229 $* $*
=*,) #2#2#O#OOO $% $%
=*,P 222O99O229 $B $)

$ ( % ( . 电泳检测 取扩增后的 ’2&产物 P!+ 上样
于 $ (*Q琼脂糖凝胶中，, (* 1 9>R 电泳缓冲液，%
S 7 I5的恒压电泳 ) N 左右，, (,$Q R>（溴化乙
啶）染色 ), 5A/，用 OE4G’&T #"#+UVR&凝胶成像
系统（#5EDAI:）照相。
$ (% ( * 数据处理 根据扩增结果，使用 =M/OE/E
OE/E9664W分析软件结合人工记录结果，用“$”和
“,”把 &#’! 图形资料转换成数据资料。采用
&#’!AWX:/IE $ (,.软件计算 "EAG+A 相似系数和遗传
距离。根据遗传距离利用 3RO# )(,程序进行聚类
分析，构建 <’O3#和 "Y聚类图。

! 结 果

! 89 :;<=扩增结果
按照优化的条件，采用筛选出的 $%个引物对 *

种索科线虫基因组 !"# 进行 ’2& 扩增，获得的
!"#片段大小为 %,, - ) %,, ZL。$% 种引物共获得
$B$条谱带，其中存在多态性的条带数为 $*,，多
态性比率为 ?) ($CQ。单个引物扩增的条带数在 $$
- $B 之间，平均为 $) (.% 条。每个引物检测到的
&#’!多态性谱带为 $, - $* 条，平均 $% (* 条（表
%）。部分引物的扩增结果见图 $。
! 8! >种索科线虫间聚类分析

*种索科线虫的 "EAG+A 相似系数和遗传距离见
表 )。从 *种索线虫之间的遗传距离来看，属内种
间的距离较小，食蚊罗索线虫与武昌罗索线虫之间

图 $ *种索科线虫基因组 !"#用 =)$)（左）和 =),B（右）引物扩增的产物电泳图
[A0 J $ &#’! :5L4AKAE8 LD6KA4EW 6K KA\E 3ED5AXNA8:E 0E/ED:XE8 ZM LDA5EDW =)$)
（4EKX）:/8 =),B（DA0NX）

材料编号 $—*同表 $。3：分子量标准。
9NE 5:XEDA:4W 4AWXE8 KD65 XNE 4EKX X6 DA0NX :DE 8EWIDAZE8 A/ 9:Z J $ J 3：!"# 5:D]ED J
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的遗传距离仅为 ! "#$%&；而属间的遗传距离较大，
在 ! "’’$# ( ! ")’%%之间。
由 *+和 ,-./0 两种方法建立的聚类图拓扑

结构相同，)种索科线虫可分为两大分支：食蚊罗
索线虫与武昌罗索线虫同属于罗索属，亲缘关系最

近，先聚在一起，再与长沙多索线虫聚为一支；中

华卵索线虫与两索属线虫亲缘关系较近，两者聚为

一支（图 1）。

表 ! "种索科线虫之间的相似系数（右上角）和遗传
距离（左下角）

#$% & ! #’( )(*(+,- ,.(*+,+/（$%01( .,$)0*$2）$*. )(*(+,-
.,3+$*-(（%(204 .,$)0*$2）$50*) 6,1( 7(85,+’,9
.$(

代码

2345
62 67 89 02 0/

62 ! "%1## ! "):## ! "))1& ! "’)#1
67 !"#$%& ! ")1’; ! "):’# ! "’&’#
89 ! "’;%& ! "’$)’ ! ")1$; ! ")’$%
02 ! "’’$# ! "’;)& ! "’$1’ ! "’%!!
0/ !")’%% ! ")!)& ! "’)11 ! ")1!!
代码同表 #。
2345< <55=>? => @AB C # C

图 1 根据遗传距离用 *+法（0）和 ,-./0法（D）
得到的 )种索科线虫聚类图

E=? C 1 F5>4G3?GAH< 3I I=J5 /5GH=KL=4A5 BA<54 3> KL5
?5>5K=M 4=<KA>M5 HAKG=M5< N<=>? KL5 H5KL34 3I *+
（0）A>4 ,-./0（D）

! 讨 论

目前，国际上有两大索科线虫分类系统，其一

是以前苏联 6NBO3J（#&&#）为代表的分类系统，
其二是以美国 -3=>AG（#&$&）为代表的分类系统。
我国学者大多沿用前者，但是部分学者对其属的划

分及分属检索等方面仍持有疑问（F3>? 5K AP，
1!!#）。这两大索科线虫分类系统对于属的分类性

状描述存在较大差异，如 6NBO3J 认为索线虫属
（!"#$%&）寄生后期幼虫有发达的尾附器（6NBO3J，
#&&#）， -3=>AG 认 为 缺 乏 尾 附 器（ DA3， #&&;；
-3=>AG，#&$&）；而经其他学者观察，发现后者的观
点是正确的（DA3，#&&;；*=MQP5，#&%’）。而且这两
大分类系统对索科线虫各属间的亲缘关系都没有很

明晰地阐述。我国有文献记载的索科线虫属种间亲

缘关系以及其在索科线虫系统分类中的地位也尚未

见报道。

本实验通过 60-F技术对 ’属 )种索科线虫进
行研究，探讨 ’ 属线虫的亲缘关系。研究结果表
明，这 ’个属的线虫可分化为两支：罗索属线虫与
多索属线虫聚为一支，卵索属线虫与两索属线虫聚

为一支，其属内种间差异明显小于属间差异。根据

60-F图谱显示，不同属种间扩增的谱带存在着不
同程度的差异，其中武昌罗索线虫与食蚊罗索线虫

属于同一属不同种，两者之间的共享条带明显多于

其他属间的共享条带数。从 )种索科线虫的遗传距
离来看，两种罗索属线虫的遗传距离仅为 ! "#$%&，
而 ’ 个属之间的遗传差距较大，在 ! "’’$# (
! ")’%%之间。根据遗传距离用两种方法建立的分
子系统树也可以看出，同属不同种首先聚在一起，

再与不同属线虫相聚。从以上结果可以看出，我们

建立的索科线虫 60-F体系能够反映出索科线虫属
种间的遗传差距及其亲缘关系。

食蚊罗索线虫体细长，乳白色，角皮光滑，口

端位，皮下索 %条（63<< R 9H=KL，#&$;）。主要分
布于北美地区，其宿主为灾难按蚊（’()*+","& -#./
-%0(&）、尖音库蚊五带亚种（1.,"2 *%*%"(& 3.%(3."/
40&-%05.&）等。武昌罗索线虫是 #&%) 年鲍学纯
（DA3 5K AP，#&%)）发表的新种，其虫体形态特征与
食蚊罗索线虫相似，主要区别在于武昌罗索线虫交

合刺较短，体长与交合刺长之比为 :) "$，与食蚊
罗索线虫的 1) 相差显著，其自然宿主主要是三带
喙库蚊（1 6 5#%50"(%)#+7(-+.&）、尖音库蚊淡色变种
（1 6 *%*%"(& *0,,"(&）等多种库蚊及伊蚊，主要分布
在华中和华东地区。从本实验所得聚类图上看，两

者最先聚在一起，但遗传距离仍有 ! "#$%&，说明
两种间存在一定程度的差异，这一点印证了形态分

类学上的区分。

中华卵索线虫是 #&&# 年陈果（2L5> 5K AP，
#&&#）发表的新种。卵索属线虫个体相对较大、较
长，口端位，;条纵索窄，侧器孔与侧乳突水平，
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排泄器官不明显。以前曾将之划分于六索属

（!"#$%"&’()），后根据 !"#$%&（’((’）的分类系统
将之确定为卵索属（*+,’"&’() )(%"%)()）。其宿主为
粘虫（ -"./$%($ )"0$&$1$）、甜菜夜蛾（ -$0234’$
"#(4.$）等多种鳞翅目昆虫幼虫。长沙多索线虫是
’(()年鲍学纯（*+% ,- +.，’(()+）发表的新种，虫
体细长，口端位，有颈乳突，皮下索 /条，模式宿
主为褐飞虱（5(6$0$&+$1$ 6.4"%)）。多索属的寄生前
期幼虫体内有一“结”，当幼虫进入宿主时，虫体

从“结”处断裂。两索属线虫虫体大小中等，/条
纵索，侧器孔在侧乳突后面。根据 !"#$%&（’((’）
的描述，多索属线虫与卵索属线虫比较接近，在交

配器官、纵索、阴道的一般特征等方面相似。但

!012分析结果表明，在 3属的线虫中，多索属线
虫与罗索属线虫的遗传距离分别为 4 5336’ 和
4 53/7(，亲缘关系较为接近，卵索属线虫与两索属
线虫的遗传距离为 4 537))，亲缘关系较为接近。
本研究的 !012分析结果与传统的形态学分析

存在一定的分歧，可能由以下几方面因素所致：首

先，索科线虫是一类低等动物，在漫长的演化过程

中，其形态结构会随着地理环境和生态条件的变化

发生相应的变化，而且同种索科线虫不同个体间会

表现出一定的变异性（*+%，’((/；8"99+:，’(;)），
因此完全根据形态特征的差异并不能充分说明其分

化的程度和亲缘关系。其次，索科线虫的属级划分

存在一些争议，!"#$%& 分类系统中的分类性状特
征与以 1%<:+9为代表的分类系统中的相关描述存在
许多不同。因此，在索科线虫的分类及系统演化研

究中，如何选择依据充分、区别明显、遗传稳定的

生物学特征具有十分重要的意义。本实验首次通过

分子生物学方法对目前已采集或收集到的 3属 7种
索科线虫的系统演化进行了研究，初步探讨了它们

之间的亲缘关系。分析结果显示，应用 !012技术
对索科线虫亲缘关系进行分析，能够反映出不同线

虫间的遗传差距，从而成功地进行属、种间的分子

分类及系统演化等问题研究。由于索科线虫在动物

系统分类及生物防治等方面的重要地位，其属种间

的亲缘关系是个值得深入研究的课题，本研究方法

的建立不仅有助于从分子水平上对索科线虫种类鉴

定、遗传变异、系统演化及与相关类群亲缘关系的

进一步研究，而且是传统形态分类学的重要补充和

完善。
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核仁进化研究取得进展

核仁（69:<,"<9=）是普遍存在于真核细胞间期核中的最显著结构。它是 -LI’ 转录和核糖体亚基组装
的场所。如果说核糖体是合成蛋白质的“分子机器”，那么核仁便是制造这一机器的“母机”。中国科学院

昆明动物研究所文建凡研究员领导的研究小组先是在一类低等的单细胞真核生物———贾第虫（S/3-2/3）上
证实了“不具核仁结构”的现象，那么这类生物是如何进行 -LI’转录和核糖体亚基组装呢？他们继而在
贾第虫上克隆出了典型真核细胞核仁的一个参与 ;-,J-!I’加工基因 ]--)的同源基因，经分析和实验证明
该基因确为贾第虫的一个有转录活性的核仁功能蛋白基因。这意味着在一个没有核仁结构的真核细胞中分

离到了一个典型真核细胞中参与核仁（;-,J-!I’ 加工）功能的基因。随后他们对贾第虫整个基因组有关
核仁功能基因的搜索表明，该生物具有典型真核细胞参与核糖体合成的主要基因。因此他们推测贾第虫虽

然没有核仁结构，但其 ;-,J-!I’加工机制却与具核仁结构的典型真核细胞一致。这可能意味着真核细胞
核仁的核糖体合成功能的起源形成是在核仁结构形成之前，那么核仁结构的形成可能是在此功能之外另有

“新意”或“深意”，这与近来在核仁上发现的一系列的新功能相一致；另外也可能是由于贾第虫这类寄生

原虫适应寄生生活而导致核仁“退化”之故，若是这样，也是生物适应性进化中的一个重要现象，值得深

入研究。相关研究论文发表在 QMM[年 B’(-.3("+ 27’(’C6 362 0A’(3*7’# 第 QQ卷第 W期上。
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