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摘　要:目的　COI基因对柴达木盆地部分蚤种进行分子生物学鉴定,旨在完善蚤类传统形态分类法的不足.方法　
PCR扩增６８份蚤类标本的COI基因片段(约６００bp)并进行测序和比对;用 MEGA６软件的 K２ＧP双参数模型计算种内及种

间遗传距离,以邻接法(neighborＧjoining,NJ)构建系统发育树.结果　共测得柴达木盆地１９种蚤的６８条 COI基因序列,种
内遗传距离０．０１％~２．９％,种间遗传距离３％~１５．４％,种间遗传距离显著大于种内遗传距离.结论　NJ树显示同一物种形

成高支持率的单系,种间分支很明显,表明COI可以作为 DNA条形编码基因对柴达木盆地的常见蚤类进行物种鉴定.
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Abstract:Inordertomakingupthedeficiencyofthetraditionalmorphologicalclassificationmethod,wewerebeingtoiＧ
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　　柴达木盆地在动物地理区划上属西部荒漠亚

区,其蚤类区系以古北界种类为主,不少种属为青藏

高原特有种,具有较高的科学价值[１].蚤类除因叮

咬和吸血等行为对动物造成直接危害外,其传播重

大传染病的媒介效能(如鼠疫、地方性斑疹伤寒等)
也奠定了蚤类的重要医学地位[２].

医学病媒生物的鉴定与识别,是控制疾病发生

的核心步骤,也是疾病监测的基础工作.常规形态

学手段要求分类人员必须掌握扎实的分类知识,同
时需要保持被鉴定标本完整且典型的分类特征.目

前分类学者人数急剧缩减,使分类鉴定工作面临巨

大挑战,急切需要一种物种鉴定新方法产生.DNA
条形码技术的出现解决了形态鉴定的诸多困境[３Ｇ４].
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在大多数动物类群中,线粒体细胞色素 C氧化酶亚

基I基因(COI)已被广泛采纳为通用的标准条形码

基因片段[５Ｇ７].鉴于上述原因,我们对柴达木盆地寄

生蚤种的COI基因序列进行研究,以弥补传统形态

分类法的不足,积累柴达木盆地寄生蚤COI基因部

分序列的数据信息,探索建立医学媒介生物快捷鉴

定的新方法,这对整个动物学分子鉴定及遗传学研

究具有重要的学术意义.

１　材料与方法

１．１　实验材料　本研究使用的６８份蚤DNA样品,
采自柴达木盆地１市２县的６８匹蚤(样点分布如图

１).将保存于７５％酒精中的蚤样本用眼科镊轻轻

摄出,置于解剖镜下,用手术刀片将其腹部切开,再
将单匹蚤体放入１．５mL离心管中备用.根据QIAＧ
GEN试剂盒 DNA 提取步骤制备蚤 DNA 模板,并
将模板置于－２０℃保存.样本来源详见表１.

图１　青海省部分蚤种样本采集点信息

Fig．１　SamplinglocationoffleasusedinpresentstudyinQinghai

表１　实验用样本来源

Tab．１　Sourcesofsamplesinthisresearch

科 蚤种 采集地 宿主 样本量 序列登录号

蚤科 铁氏角头蚤 格尔木 子午沙鼠、三趾跳鼠 ２ MG１３８３２６ＧMG１３８３２７

切唇蚤科 叶状切唇蚤 格尔木 子午沙鼠 １ MG１３８３２５

栉眼蚤科 阿巴盖新蚤 都兰 长尾仓鼠 ２ MG１３８２３３,MG１３８２３５

盔状新蚤 都兰 小毛足鼠 ５ MG１３８２２９ＧMG１３８２３２,MG１３８２４６

类新蚤 都兰 长尾仓鼠、子午沙鼠 ４ MG１３８２２２ＧMG１３８２２５

五侧纤蚤邻近亚种 共和 高原鼠兔 ３ MG１３８２１８,MG１３８２３６,MG１３８２４１

细蚤科 迟钝中蚤指名亚种 格尔木 三趾跳鼠 ６ MG１３８１５９,MG１３８２５０ＧMG１３８２５４

角尖眼蚤 都兰 五趾跳鼠 ２ MG１３８２６０,MG１３８２６６

长突眼蚤 共和 小毛足鼠 ３ MG１３８２６７ＧMG１３８２６９

直狭怪蚤 都兰 子午沙鼠 ２ MG１３８２７０,MG１３８２７２

细钩双蚤 都兰、共和 子午沙鼠、小毛足鼠 ２ MG１３８３３３ＧMG１３８３３４
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表１(续)

科 蚤种 采集地 宿主 样本量 序列登录号

共和双蚤 共和 小毛足鼠 １０ MG１３８２９８ＧMG１３８３０７

长鬃双蚤 格尔木、共和 小毛足鼠 ９
MG１３８２８６ＧMG１３８２８８, MG１３８２９０,

MG１３８２９４ＧMG１３８２９７,MG１３８３３５
直缘双蚤指名亚种 格尔木 白尾松田鼠 ３ MG１３８２７３,MG１３８２７５ＧMG１３８２７６

角叶蚤科 哗倍蚤指名亚种 共和 高原鼠兔 ２ MG１３８１６１ＧMG１３８１６２

裂病蚤 格尔木 子午沙鼠 １ MG１３８１９３

秃病蚤 格尔木、共和 小毛足鼠、子午沙鼠 ６ MG１３８１９７ＧMG１３８２０２

端突病蚤 格尔木 子午沙鼠 ２ MG１３８１９４ＧMG１３８１９５

刷状同瘴蚤 格尔木 白尾松田鼠 ３ MG１３８２０３ＧMG１３８２０５

１．２　PCR 扩增　扩增体系:１０×buffer２．５μL,

dNTPs０．５μL,TaqDNA 聚合酶０．１５μL,上下游

引物各０．５μL,模板２μL,最后用ddH２O补齐反应

体系至２５μL.扩增条件:９４℃预变性４min后进

行４０个循环,９４℃变性１min,其中前１０个循环的

退火温度为５５ ℃,后３０个循环的退火温度为５０
℃,退火时间均３０s.７２℃延伸４０s.扩增时选用

通用引物扩增 COI基因片段[８],引物序列 L１４９０
(５′ＧGTCAACAAATCATAAAGATATTGＧ３′)和

H２１９８(５′ＧAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATＧ
３′).将PCR扩增产物经１．５％的琼脂糖凝胶电泳

检测,选取条带清晰样品送北京擎科生物技术有限

公司进行双向测序(如图２).

图２　PCR扩增产物１％琼脂糖凝胶电泳图

Fig．２　AgarosegelelectrophoresisofPCRamplifiedprodＧ
ucts

１．３　DNA 序列分析　首先用 Chromos软件观察

测序峰图质量,选取峰图质量较高的测序结果在

NCBI上运行BLAST程序进行序列同源性比较,以
确保所获序列是目的序列.再用ClustalX软件[９]

进行多重序列比对,将比对结果导入 Mega６．０软

件[１０],基于 KimuraＧ２Ｇparameter模型[１１]进行碱基

组成计算和分析、序列信息位点检测、转换数与颠换

数及其比值等.

２　结　果

２．１　蚤类COI基因部分序列描述　共测得３总科

５科１１属１９种蚤计６８条 COI序列,另外从 GenＧ
Bank中查询的蚤类同源序列经 Mega６．０软件进行

序列组成分析,结果显示COI基因序列中保守位点

有３３６个,变异位点有２６１个,简约信息位点有２５２
个,自裔位点有９个.同时 A、T、C、G 碱基的平均

含量分别为２７．２％、３９．７％、１７．７％、１５．４％,其中 A
＋T含量(６６．９％)远高于 G＋C含量(３３．１％),与目

前已测线粒体DNA序列中较高的 A＋T含量现象

相一致.
由表２可以看出,COI基因序列的碱基转换值

明显高于颠换.T、C间的转换平均数是２０４,A、G
间的转换平均数是１３７,TC转换大于 AG 间的转

换.转换/颠换的平均值０．０８,转换主要发生于 AＧ
G之间,颠换主要发生于 TＧA之间.第１位点R值

最小,仅０．７８,说明第一位点的替换多是同义替换,
不会导致氨基酸的改变.

２．２　NJ法构建系统树　运用 Mega６．０软件,基于

KimuraＧ２Ｇparameter模型,采用 NJ邻接法构建柴

达木盆地常见寄生蚤 COI基因序列的 NJ树(图

３),对 NJ树进行内部分支检验与１０００次 BootＧ
strap检验分析,来确定各支系的置信度.
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表２　柴达木盆地蚤类COI基因碱基替换数

Tab．２　BasesubstitutionsonCOIgeneoffleasfromQaidamBasin

位点 R TT TC TA TG CT CC CA CG AT AC AA AG GT GC GA GG

平均 ４２．００ １ ２０４ １６ １７ ２ １５ ８７ ３ １ １５ ４ １３７ ６ １ ０ ６

１st ０．７８ ６９ １１ １５ １ １０ ５ ３ ０ １４ ３ ５７ ５ １ ０ ４ ２

２nd ２．９２ ４８ ５ ２ ０ ５ ２９ ０ ０ １ ０ ５７ １ ０ ０ ２ ４８

３rd １．１９ ８８ ０ ０ ０ ０ ５３ ０ ０ ０ ０ ２３ ０ ０ ０ ０ ３４

图３　基于KimuraＧ２Ｇparameter模型构建蚤类NJ系统树

Fig．３　AneighborＧjoiningphylogenetictreeoffleasbasedonKimura２Ｇparametermodel

３　讨　论

３．１　遗传距离差异　柴达木盆地１９种蚤的COI序

列其平均遗传距离为１６．１％,种内遗传距离０．０１％
~２．９％,种间遗传距离３％~１５．４％,种间遗传距离

显著大于种内遗传距离.种属间遗传距离如图４
所示.

图４　柴达木盆地蚤类COI基因部分序列遗传距离差异

分析

Fig．４　AnalysisofgeneticdistanceonpartialCOIgeneseＧ

quenceoffleasfromQaidamBasin

３．２　形态结果的修订　本研究中我们挑选了形态

特征比较明显的非透明蚤标本做分子实验,即便这

样,在分析和比对本研究的蚤类COI基因部分序列

时,我们也发现一些种类的形态鉴别可能存在误定

问题,尤其是雌蚤的鉴定结果.例如编号 Z１３８的

双蚤雌蚤(符合双蚤属属征:仅有胸栉,腹节背板有

副鬃列,眼鬃位于眼的上方、触角窝的前缘,眼的前

方有可见的幕骨拱,后足第５跗节４对侧蹠鬃、１对

蹠鬃),且第７腹板后缘较平,初鉴为原双蚤指名亚

种;编号Z１４７、Z１４８的雌蚤在镜检时也符合双蚤属

的属征,但第７腹板后缘具浅凹,下段不外斜,初步

鉴定为方指双蚤.这３匹雌蚤均采自格尔木白尾松

田鼠体表,因该地区未采到相应雄蚤,先暂以形态鉴

定命名.在后续工作中发现这３匹蚤和 GeneBank
登录号为 MG１３８２７８、MG１３８２７９的直缘双蚤指名

亚种的雄蚤聚为一支,且置信度为９９％.根据蚤类

形态鉴别以雄性为主,雌性为辅的特性,所以我们在
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分子结果分析时结合现场鉴定结果、宿主和地区分

布等综合考量,将这３匹雌蚤复鉴为直缘双蚤指名

亚种.
实际工作应用中,一些雌蚤种一级的分类特征

差异很小,我们在形态分类时只能鉴定到属,无法鉴

定到种.若想细分,最好在同地区再次补点进行样

本采集,以期获得该属雄蚤,看能否和雌蚤进行配对

鉴定.如果雄蚤特征不匹配或现场补样条件不允

许,可通过分子试验的 COI基因数据在 GeneBank
基因库中比对后,再综合分子聚类结果和现场样本

采集信息进行准确分类鉴定.
鉴于形态常规分类存在鉴定错判的可能,今后

蚤类鉴定应以外部形态鉴定为主,结合分子鉴定结

果,可更好地发现和纠正传统形态学鉴定中的错误,
从而准确鉴别物种.

３．３　系统树的构建和存在的问题　构建的系统树

显示所有个体形成１９个高支持度的单一分支,提示

蚤种类应该有１９种,这和蚤凭证标本复核结果大致

一致,说明DNA条形码技术可用于蚤类的鉴定.
形态鉴别结果为秃病蚤田鼠亚种和秃病蚤指名

亚种的 COI基因序列在 NJ树中却聚为一个分支,
置信度１００％,考虑亚种在形态鉴别中的很多问题

和歧义等实际问题,笔者认为把这一分支直接定为

种的阶元Ｇ秃病蚤,而不再往下细分更为合理些.

NJ树中长鬃双蚤和共和双蚤分支蚤种鉴定出

现问题最多,暂时把这两个双蚤分支归为疑似长鬃

双蚤、疑似共和双蚤类群.我们再三复核这两个分

支的凭证标本,最后分析出现的问题原因大致有二,
一是双蚤属雌蚤形态鉴定只能凭第７复板后缘凹陷

的深浅及广度,差别细微,主观性较强,极易造成误

鉴或只能粗略鉴定到属.二是雄蚤形态复鉴无误,
但分子结果却和形态结果不相一致的问题.例如,１
匹雄蚤形态鉴定为长鬃双蚤,复检透明标本后我们

认为形态鉴别无误,但它却和共和双蚤聚为一支.
关于这些形态极其相似、地理分布相近的蚤种分类,
建议今后在形态分类基础上开展多基因分子标记,
尤其是线粒体基因和核基因联合标记研究,以便精

准分析种群遗传多样性和系统进化发育.
综上所述,尽管 DNA 条形码鉴定技术前景非

常乐观,但目前分子鉴定技术的正确做法还是应以

传统分类法为基础,保证分类物种为纯种且鉴别正

确,在此基础上测定的COI基因序列才能作为该物

种的DNA条形编码.并尽可能留存凭证标本,以
供其他学者对形态数据和基因数据进行相关研究时

做一参比.
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