
·实验研究·

中国不同地理株白纹伊蚊细胞色素 !
氧化酶亚基!基因序列比较

陈虹 陈汉彬

【摘要】 目的 比较中国不同地理株白纹伊蚊细胞色素 ! 氧化酶亚基!（!"!）基因序列，从分

子水平探讨不同地理株对登革病毒（#$）易感性的差异。方法 用聚合酶链反应从蚊虫基因组 #%&
扩增出 !"!基因片段并进行克隆测序；用邻接法进行分子系统发育分析。结果 各地理株白纹伊蚊

!"!基因片段序列长度均为 ’() *+，所测各株序列均无缺失。云南思茅株的碱基转换率为(,-./，颠

换率为0,1’/。贵州麻尾株和广西南宁株的转换率为0,’2/。各地理株中思茅株与麻尾株关系较

近，麻尾株与南宁株关系较近，其余 (( 个地理株均为同型株。结论 蚊虫对 #$ 的易感性与多种因素

有关，包括遗传及生态学方面（如季节气候、地理环境、人类活动等）的因素。在中国大多数白纹伊蚊

为同型基因，其对 #$ 的易感性尚无直接对应关系。
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白纹伊蚊（ 7.9.1 (0*%2+:3>1）是登革病毒（D<5E@<
G4;@>，#$）的重要传播媒介，在我国分布广泛。在无

埃及伊蚊（7.9.1 (.’?23+）的地区，白纹伊蚊是当地登

革热（D<5E@< A<G<;，#P）流行的唯一或主要传播媒

介。本课题应用聚合酶链反应（Q!R）、基因克隆及

测序技术对我国 #P 流行地区、可疑流行地区与非

流行区及不同纬度和气候型的 S 个省区以及贵州省

内 2 个不同地区的白纹伊蚊 !"!基因序列进行比

较，旨在了解不同地理株的白纹伊蚊在分子水平有

无 差 异 并 推 测 这 种 差 异 与 其 对 #$ 的 易
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感性有无关联。

材料与方法

( ,蚊虫来源：S 省区的白纹伊蚊分别为广州株、

南宁株、海口株、北京株、新乡株、思茅株及贵阳株。

南宁株与新乡株为幼虫标本（S)/酒精保存），由广

西自治区寄生虫病研究所及河南新乡医学院寄生虫

教研室惠赠。广州株、海口株、北京株和思茅株的蚊

卵由中山医科大学寄生虫病教研室、海南省寄生虫

病研究所、军事医学科学院微生物流行病研究所和

云南省思茅疟疾防治所惠赠。贵阳株系贵阳医学院

生物教研室苏晓庆实验室繁殖驯化 (’ 年的株种。

所有样本均按常规方法鉴定。贵州省内 2 个地区的

白纹伊蚊分别采自遵义、贵阳、六枝、大方、凯里、镇 



远、麻尾和荔波。所采集的幼虫在实验室饲养，待羽

化后按常规方法鉴定。

! "白纹伊蚊的饲养：不同地理株白纹伊蚊虫卵

同时投入水中，力求保持蚊虫饲养密度一致。饲养

条件：温度（!# $ %）&，相对湿度（’( $ )）*。每日光

照%! +。幼虫饲兔肝粉，成虫饲 ’*葡萄糖水。收集

羽化后% , ! 天的蚊虫，置 #)*酒精中 - !(&保存待

用。

. "单蚊基因组 /01 的提取：用无菌小镊子挑出

单个蚊虫放入塑料离心管中，蒸馏水反复洗 . 次；加

入裂解液 )((!2 及蛋白酶 3 4!2（!( 56 7 52），用自制

玻璃小棒研磨蚊虫至看不到明显块状物。以常规酚

8氯仿法提取基因组 /01。

9 " :;"基因片段的扩增：在 <=>?@>A 中查询双

翅目昆虫的 :;"基因序列，根据白纹伊蚊、埃及伊

蚊、库蚊（ !"#$% &’()’#*)）、按蚊（ +,-./$#$) 0"#*0*1’0*$)）

以及其他双翅目昆虫果蝇、蚋及鳞翅目昆虫中蛾、蝴

蝶 :;"序列的保守区设计引物，用于 :;"区段的

扩增。扩增产物预期大小为9%) BC。引物序列分别

为 )’8:<1 <:D D1D DDD 1:< D:D <:8.’和 )’811:
<D: <1< <D1 DD: :<< :D8.’。!)!2 的反应体系包

括：单蚊 /01 总量的% 7 .( , % 7 %(，! E D@F /01 聚合

酶，)’端 和 .’端 引 物 各 ( "! 55G2 7 H、( "! 55G2 7 H
I0DJK。在 J=LAM>8N25=L O4(( 型 J:P 仪上进行扩增

反应，反应参数：开始为 O)& . 5M>的预变性，接着

.( 次循环：O)& % 5M>，))& % 5M>，#!& % 5M>，最

后 #!& ) 5M>的延伸。

) " :;"基因片段的克隆及测序：J:P 的产物以

%* 的 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离，得 到 目 的 条 带（约

9%) BC），切下后用深圳晶美生物工程有限公司的

:2=@>5MQ )( 胶回收试剂盒纯化此 /01 片段。纯化

得 到 的 目 的 /01 片 段 连 接 于 C<NR8D 载 体

（JLG5G6@）上转化入大肠埃希菌 /S)#菌株的感受态

细胞中。克隆培养后检测所得阳性克隆，经双酶切

及 J:P 鉴定后，将含目的基因的克隆在上海博联生

物技术有限公司进行测序。

4 "系统发育分析：测得的白纹伊蚊各地理株 :;
"基因片段序列用 /01 TGG2K ) "%软件包中的 :2UKT@2
V 程序进行序列同源性对齐排列，用 J+W2MC 软件包

构建系统树。所用统计学方法为基于 3M5UL@ 的双

参数模型的邻接法（0=M6+BGL8XGM>M>6，0X）。

结 果

% "J:P 扩增的电泳结果：实验用 # 省区及贵州

省 ’ 地区不同地理株的白纹伊蚊单只蚊虫提取基因

组 /01 进行 J:P 扩增，结果显示 在 J:P 标 志 物

)(( BC与9(( BC间有一特异的扩增条带，大小与预期

相符。

! "重组质粒的酶切鉴定结果：经酶切的质粒进

行% "!*的琼脂糖凝胶电泳，显示酶切产物为 ! 条特

异性条带，% 条分子量. "( AB左右，大小与空质粒

J<NR相同，为载体质粒 /01。另 % 条分子量在)(( BC
与9(( BC之间，与 J:P 产物大小相同，表明重组质粒

含有目的基因片段。

. "重组质粒的 J:P 鉴定结果：重组质粒 J:P 产

物进行% "!*的琼脂糖凝胶电泳，结果显示在 J:P
标志物)(( BC与9(( BC之间有一较特异的 /01 条

带，大小与预期相符。

9 "J:P 产物测序结果及序列分析：白纹伊蚊各

地理株 :;"基因片段序列长度均为9%) BC，所测各

株序列均无缺失。思茅株的碱基转换率为% "O.*
（# 7 9%)），颠换率为( "!9*（% 7 9%)）。麻尾株和南宁

株的转换率为( "9’*（! 7 9%)）。所测各株 :;"基因

序 列 已 登 录 <=>?@>A， 序 列 号 为 1Y%((444 ,
1Y%((4#% 及 1Y%(%’9# , 1Y%(%’)9。

) "用 0X 法构建的系统发育树：根据系统发育分

析，思茅株与麻尾株先聚类，麻尾株又与南宁株聚

类，其余 %% 株聚成一类（图 %）。

图! 根据不同地理株白纹伊蚊 :;"基因片段

序列数据构建的系统发育图（0X 法）

讨 论

% "不同地理株白纹伊蚊的进化关系：在系统发 



育树上关系较近的思茅株、麻尾株和南宁株白纹伊

蚊其地理位置在纬度和距离上接近（思茅和南宁同

在北纬!! "#$左右，麻尾的纬度稍高，在北纬!% "&$左
右）。但荔波和广州分别在北纬!! "#$ 和!! "’$左右，

与思茅和南宁纬度极其接近，尤其是荔波在地理位

置与麻尾相当接近，但在遗传距离上却与上述 & 地

理株关系较远，其原因尚不清楚，可能与环境和其他

因素有关。叶炳辉等［(］对天然分界间隔的徐州、宜

兴、福州和海口 ) 个地理株的中华按蚊的 % 种同功

酶及糖、脂和蛋白质进行了比较研究，同功酶间无差

异，仅见纯蛋白间的差异，且与地理距离有关，因而

提出不同地理区域的种群间已有分化，这种分化似

与地理分布的距离有关。李本文等［!］进一步从基因

分子水平，采用限制性片段长度多态性方法，对上

海、广西和郑州 & 地理株中华按蚊，江苏和广西 ! 地

理株嗜人按蚊的基因组 *+, 进行了研究，证实了中

华按蚊、嗜人按蚊地理株间的差异和种群分化。陈

虹，陈汉彬［&，)］对北京株和海口株白纹伊蚊的氨基

酸及北京、贵阳和海口株白纹伊蚊的总蛋白进行了

比较，发现所测定的 (- 种氨基酸中，有 # 种存在量

上的显著差异；海口株与北京株及贵阳株的总蛋白

间差异有显著性（! . /"/(）。但本研究中北京、海

口和贵阳 & 地理株的 01!基因片段序列在系统发

育树上聚成一类，提示它们的基因型相同。这种基

因型相同，但在生理、生化上有差异的现象，是否因

不同地理株各自的生态条件不一样，而导致蚊虫体

内的某些生理、生化方面的变化，但这种不同生态条

件的选择作用在未达到一定程度及未经过相当长时

间的淘汰，还未能引起遗传变异。思茅、麻尾和南宁

株与其他 (( 株在 *+, 序列上的差异是否为种群分

化或隐种，还需深入研究。

! "不同地理株白纹伊蚊基因型与其对 *2 易感

性的关系：345678，9:;7<［%］和 345678 等［=］对世界上 (&
个不同地理株的白纹伊蚊和埃及伊蚊经口感染 *2
的易感性进行了研究，证明不同地理株两种伊蚊对

*2 易感性存在差异。>?8@A74B 等［-］对 (# 个地理株

埃及 伊 蚊 的 研 究 发 现 其 易 感 性 相 差 # 倍 之 多

（% "%C D )&C）。在同一个城市中不同地方的埃及

伊蚊之间均存在着这种显著差异。张升，何桂铭［#］

也比较了我国 ’ 个不同地理株的白纹伊蚊对 *2!
型、"型和#型经口感染的易感性，同样也存在差

异。这种差异与蚊虫的生活环境（如季节气候、地理

环境、人类活动等）密切相关。E?8A7 等［’］通过对法

国 & 个地区埃及伊蚊经口感染 *2"易感性变化的

研究，认为杀虫剂（如有机磷、拟除虫菊酯）的广泛使

用可导致蚊虫在同一地域的分布不均，从而使蚊虫

的易感性发生改变。本研究中，思茅地区虽不是 *F
流行区，但为疟疾流行区，在当地杀虫剂的使用是防

疟的一个重要措施，这是否会引起该地区其他蚊种

的基因改变，是一个值得深入研究的课题。

综上所述，白纹伊蚊对 *2 的易感性是一个相

当复杂的问题，受诸多因素影响，其中包括遗传方面

及生态方面（如季节气候、地理环境、人类活动等）的

因素。本研究结果提示，在我国大多数白纹伊蚊为

同型基因，对 *2 的易感性尚无直接对应关系。*F
在一个地区的流行，除了媒介之外，尚有传染源的介

入。
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