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中华按蚊的分子鉴定标准*
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摘要:中华按蚊(Anophelessinensis)是重要的传疟媒介之一,广泛分布于中国和东南亚,它的形态特征和赫坎按蚊种团

(AnopheleshyrcanusGroup)其他蚊种十分近似,建立中华按蚊的分子鉴定标准十分重要。本研究从实验室中华按蚊品

系的一个个体测序了线粒体DNACOI和COII 基因,以及核糖体DNAD2、D3和ITS2位点,测序片段长度分别为658、

663、551、365、556bp。这些序列和近缘蚊种对应序列分别用最大似然法构建系统发育树,结果表明中华按蚊的序列均聚

合为同一支。将测序的中华按蚊COII序列和已知蚊种的对应序列比对发现其中的保守位点分别是第133位点C,321
位点C,382位点C,435位点T,516位点A和651位点C,线粒体DNACOI和COII基因序列的碱基组成具有AT偏向

性,分别占69.15%和74.96%。提交了5条序列到NCBI数据库,其中核糖体DNAD2位点序列是首次在中华按蚊中公

开报道。
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中华按蚊(Anophelessinensis)隶属于双翅目(Diptera)、蚊科(Culicidae)、按蚊属(Anopheles)、按蚊亚属

(SubgenusAnopheles)、赫坎按蚊种团(AnopheleshyrcanusGroup),是该种团中的优势蚊种,也是间日虐的重要

传播媒介。中国中华按蚊的研究,是从1828年著名学者 Wiedemann在广州发现赫坎按蚊中华变种(Anopheles
hyrcanusvarsinensis)开始的。由于该蚊种与赫坎按蚊种团的多个蚊种在形态上十分相近,它的分类学地位一

直存在很大的争议。不论是早期的简单形态学区分还是通过卵甲板形态的鉴定,或是后来结合形态和生态习性

(嗜血偏好性等)进行鉴定的方法,均存在一定的误差[1]。随着科学技术的发展,各种新型分类方法的出现,中华

按蚊与其他相似蚊种的分类学地位逐步得到纠正和区分。在这些方法中,以DNA测序为基础的分子分类方法

由于通过分子差异去探究不同蚊种特别是亲缘关系较近的蚊种之间的差别,精确程度较高,因而得到了广泛运

用。然而由于中华按蚊分子标准的不一致,这就为该蚊种的分子分类工作带来极大的困难。
在蚊虫分子标准中,核糖体DNA和线粒体DNA运用较为广泛。核糖体DNA由于进化较慢,存在多个保守区

域,同时由于不同区域保守性的不一致,适合不同阶元的系统研究[2]。尤其是间隔区不同的多变性,为形态学上一

致性较高的近缘物种的区分提供了很好的分子标准[3]。线粒体DNA由于其进化较快,遵循严格的母系遗传,同时

基因组较小,易于测序分析等特点,也是近年来研究物种遗传和系统发育关系中运用较多的分子标记[4]。
鉴于中华按蚊的分子分类并没有一个统一的分子鉴定标准,结合核糖体DNA和线粒体DNA的测序分析,

制定一套统一的分子标准就显得尤为重要。本研究通过对核糖体DNAD2、D3、ITS2位点和线粒体DNACOI、

COII基因序列的分析制定统一的分子鉴定标准,为通过分子水平上对中华按蚊的鉴定提供分子标准,达到准确

鉴定中华按蚊的目的。

1材料与方法

1.1材料

研究用中华按蚊为本实验室从江苏无锡引进的多年在实验室饲养的 WX-LS实验室品系。
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1.2方法

1.2.1DNA提取 根据QIAGEN试剂盒使用说明提取中华按蚊DNA:1)将1头完整的中华按蚊(质量为1.2
mg)样本放入1.5mL的离心管中,并分别加入185μL的ATL,在组织完全碾碎后,加入20mg/mL蛋白酶K
20μL,于56℃水浴16h。2)水浴后加入200μLBufferAL,并震荡均匀。3)加入200μL的无水乙醇。4)将组

织混匀液转移到2mL的DNeasyMinispincolumn中,并用高速冷冻离心机6000×g离心1min。5)将spin
column转移到新的收集管中,加入BufferAW1,6000×g离心1min。6)将spincolumn转移到新的收集管中,

加入BufferAW2,20000×g离心3min。7)将柱子转移到1.5mL的离心管中。8)加入BufferAE到柱子膜上,

在室温下放置1min,并6000×g下离心分离1min。9)重复第七步,然后将提取的DNA放于-20℃冰箱保存

备用。

1.2.2PCR扩增和测序 PCR反应总体积为25μL,PCR扩增的反应体系:模板DNA1μL,正反引物(10μmol/L)

各1μL,再加入TaqMastermix到25μL。

核糖体D2扩增引物[5]:CP12(forward):5′-GTGGATCCAGTCGTGTTGCTTGATAGTGCAG-3′,CP15
(reverse):5′-GTGAATTCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGG-3′。PCR扩增条件:95℃预变性5min,95℃
变性40s,55℃退火40s,72℃延伸1min;35个循环后,72℃延伸6min。

核糖体D3扩增引物[6]:D3a(forward):5′-GACCCGTCTTGAAACACGGA-3′,D3b(reverse):5′-TCG-
GAAGGAACCAGCTACTA-3′。PCR扩增条件:95℃预变性5min,95℃变性40s,55℃退火40s,72℃延伸

1min;35个循环后,72℃延伸6min。

核糖体ITS2扩增引物[7]:ITS2A (forward):5′-TGTGAACTGCAGGACACAT-3′,ITS2B(reverse):5′-
TATGCTTAAATTCAGGGGGT-3′。PCR扩增条件:95℃预变性5min,95℃变性40s,55℃退火40s,72℃
延伸1min;35个循环后,72℃延伸6min。

线粒体COI扩增引物[8]:LCO1490(forward):5′-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3′,HC02198
(reverse):5′-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3′。PCR扩增条件:95℃预变性5min,95℃变性1
min,55℃退火1min,72℃延伸1.5min;35个循环后,72℃延伸7min。

线粒 体 COII 扩 增 引 物[6]:LEU:5′-TCTAATATGGCAGATTAGTGCA -3′,LYS:5′-ACTTGCTTTCAGT-
CATCTAATG-3′。PCR扩增条件:95℃预变性5min,95℃变性40s,55℃退火40s,72℃延伸1min;35个循

环后,72℃延伸6min。

扩增的5条序列经电泳检测后送往上海生物工程有限公司测序。

1.3数据分析

利用BioEdit对多条COII基因序列进行比对,找出实验室中华按蚊COII基因序列的保守位点;在NCBI
中获取与中华按蚊亲缘关系较近物种的rDNA中D2、D3、ITS2位点序列,mDNA中COI、COII基因序列,用

MEGA5.01通过 ML法分别建树分析,Bootstrap重复抽样1000次检验。利用BioEdit-NucleotideComposi-
tion对本实验室的中华按蚊5段序列的A、C、T、G百分比统计并上传到NCBI,获取序列登录号。

2结果与分析

2.1电泳检测结果

实验室中华按蚊DNA提取结果,通过琼脂糖凝胶电泳(图1)可知,DNA大小超过了10000bp。5条中华

按蚊扩增序列通过电泳检测可知,图2中条带1为COI基因序列,条带2为COII基因序列,条带3为D2位点

序列,条带4为D3位点序列,条带5为ITS2位点序列。

2.2中华按蚊COII基因保守位点分析

从实验室 WX-LS中华按蚊、野外采集的中华按蚊和NCBI下载的相关蚊种的COII基因比对可以看出,中
华按蚊COII基因的保守位点有6个,分别是133位点C、321位点C、382位点C、435位点T、516位点A和651
位点C(表1)。

14第4期                 杨飞龙,等:中华按蚊的分子鉴定标准



         
       图1 DNA提取结果电泳图               图2 扩增5条序列电泳图

Fig.1 TheAgarosegelelectrophoresisofDNAextractedresults  Fig.2 TheAgarosegelelectrophoresisofamplificationof5sequences

2.3系统发育树分析

表1 中华按蚊COII保守位点

Tab.1 ConservedsitesofA.sinensisCOIIsequences

蚊种 比对序列位点  序列登录号

  注:MD:中缅边境,ML:孟腊,TC:腾冲,JH:景洪;YUJ:元江,YY;元阳,SJ:双江,YL:云龙,

WH:五河,XS:秀山,JJ:江津,LY:浏阳。

从 NCBI获取了赫坎按蚊

种团的11个种的 COI 基因序

列,以 微 小 按 蚊 (Anopheles
minimus)为外群,基于COI基

因序列的最大似然法分析,本实

验室供试的中华按蚊与已经报

道的中华按蚊聚为一枝,置信值

达到了99(图3a)。以微小按蚊

为外群,基于COII基因序列的

最大似然法建树分析,除实验室

中华按蚊COII基因序列以外,

其余的 COII 基因序列均来自

NCBI数据库,并且都是赫坎按

蚊种团中报道的已知蚊种序列。

从系统发育树可知,实验室中华

按蚊仅仅和已经报道亚洲其他

地区的中华按蚊聚为一枝,并且

置信值为100(图3b)。在中国

分布的赫坎按蚊种团被报道的

ITS2位点序列有12种,以微小

按蚊为外群,以已知序列和实验

室中华按蚊序列的最大似然法

建树,主要分为4个大枝,而且实验室中华按蚊和来自韩国的中华按蚊聚为1枝,置信值达到100(图3c)。D3位

点序列在赫坎按蚊种团中报道的比较少,NCBI已报道的有中华按蚊、赫坎按蚊(A.hyrcanus)、A.pseudopictus
(暂无中文名),以微小按蚊为外群,系统发育分析可知,实验室中华按蚊与中国其他地区的中华按蚊聚为一枝,

置信值达到100(图3d)。D2位点序列在赫坎按蚊种团中报道的蚊种几乎没有,NCBI数据库也没有中华按蚊

D2位点序列,故并没有建树分析,本次研究获取的中华按蚊D2位点序列是首次报道,对完善中华按蚊分子标准

具有重要意义。

2.4实验室中华按蚊序列组成分析

实验室中华按蚊的5段序列,通过BioEdit比对分析可知(表2),D2位点序列长度为551bp,G+C含量与A+
T含量大体一致;D3位点序列长度为365bp,G+C含量大于A+T含量;ITS2位点序列长度为556bp,A+T
含量大于C+G含量;COI基因序列长度为658bp,A+T含量远大于C+G含量,碱基组成具有明显AT偏向
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图3 基于COI(a)、COII(b)、ITS2(c)和D3(d)最大似然法系统发育分析

Fig.3 MLtreeofA.sinensisCOI(a),COII(b),ITS2(c)andD3(d)sequences

性;COII基因序列长度663bp,

A+T含量远大于C+G含量,碱
基组成具有明显AT偏向性。

表2 中华按蚊序列组成分析

Tab.2 CompositionofA.sinensissequence

序列名 A/% T/% C/% G/% (G+C)/%(A+T)/% 序列长度/bp

D2 25.5921.4223.0529.95 52.99 47.01 551

D3 26.5816.9926.0330.41 56.44 43.56 365

ITS2 29.8625.3619.6025.18 44.78 55.22 556

COI 30.4038.7515.2015.65 30.85 69.15 658

COII 35.6039.3712.8212.22 25.04 74.96 663

3讨论

为进行中华按蚊种群结构的

研究,本实验室在2010—2013年

搜集了多个地区的中华按蚊标

本,并获取了大量的COII 基因

序列,这为实验室中华按蚊品系

COII基因保守序列的研究提供

了更加丰富的材料,增加了COII
基因保守序列位点分析的准确

性。同时,本研究中保守位点结

果也为通过COII基因序列鉴定

中华按蚊提供了重要依据。到目

前为止,还没有关于核糖体 DNA中 D2、D3、

ITS2位点和线粒体DNA中COI、COII分子

标准均来自于同一头中华按蚊的报道,因此这

种情况使得通过分子分类研究中华按蚊带来

一定困难。本次研究获得的实验室中华按蚊

品系的5段序列均来自同一头中华按蚊,并且

其中的4段序列和已报道的相对应的序列建

树分析结果也验证了实验室中华按蚊的准确

性。由于中华按蚊的核糖体DNA中D2位点序列目前还没有相关报道,没有进行系统发育验证,但本次研究获

得的核糖体DNA中D2位点序列进一步完善了中华按蚊分子标准的依据,对中华按蚊分子鉴定具有重要的意

义。
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AnimalSciences

TheMolecularIdentificationMarkersofAnophelessinensis

YANGFeilong,LIXudong,YANZhentian,CHENBin
(InstituteofEntomologyandMolecularBiology,CollegeofLifeSciences,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:AnophelessinensisisoneofmostimportantmalariavectorspeciesandwidelydistributedinChinaandsoutheasternAsia.

ItisquitedifficulttodistinguishitfromotherspeciesinAnopheleshyrcanusGroupinmorphology;therefore,itisnecessarytoes-
tablishthemolecularidentificationstandardthroughsettingupasetofmolecularmarkers.Inthepresentstudy,wesequencedthe

mtDNACOIandCOIIgenes,andrDNAD2,D3andITS2lociusinganindividualofAnophelessinensislaboratorystrain.These-

quencelengthsobtainedforthefivelociare658,663,551,365and556bp,respectively.ThecomparisonofthesequencedCOII

withcorrespondingsequencesofothermosquitospeciesidentifiedsixconservednucleotideloci,andtheyareCatnucleotide,Cat

321,Cat382,Tat435,Aat516andCat651.TheCOIandCOIIsequencesshowedATusagebiaswithATaccountingup

69.15%and74.96%,respectively.ThesequencedfivesequencesweresubmittedtoNCBIwithaccessnumbers,andtherDNAD2

sequencewasthefirstreportforthespecies.

Keywords:Anophelessinensis;COI;COII;D2loci;D3loci;ITS2loci;molecularidentificationstandards
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