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摘要： 为了解南疆地区绵羊捻转血矛线虫对苯并咪唑类药物的抗性相关分子 β－微管蛋白基因的多态性， 本研究对克州及喀什的 １８３ 条捻转血矛

线虫成虫进行 ＩＴＳ－２ 基因特异性 ＰＣＲ 鉴定后， 对抗药相关的Ⅰ型 β－微管蛋白基因进行了扩增和测序， 并对该抗药基因的单核苷酸多态性 （ＳＮＰ）
１６７、 １９８ 和 ２００ 位点进行了分析。 结果： 在 ２ 个地区种群中， １９８ 位点及 ２００ 位点均发生不同程度突变， 且以 １９８ 位点突变为主， 暂未在 １６７ 位

点发生突变； 两地共发现了 ５ 种基因型， 其中 １９８ 位点纯合敏感型及 ２００ 位点纯合抗药型 （喀什 １２ 条占 １２􀆰 ３７％， 克州 ２ 条占 ２􀆰 ３３％）， １９８ 位点

纯合抗药型及 ２００ 位点纯合敏感型 （喀什 ２３ 条占 ２３􀆰 ７１％， 克州 ７ 条占 ８􀆰 １４％） 两地均存在， 提示这 ２ 个种群都存在抗药性。 本研究首次报道了

南疆部分地区捻转血矛线虫种群Ⅰ型 β－微管蛋白基因存在苯并咪唑类药物抗药性突变， 为新疆地区捻转血矛线虫病的有效防控及抗药性研究提

供理论依据。

关键词： 抗药性； 苯并咪唑； 捻转血矛线虫； Ⅰ型 β 微管蛋白基因； 单核苷酸多态性； 新疆南疆

中图分类号： Ｓ８５５􀆰 ９　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２４）１０－００４９－０８

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ
ｇｅｎｅ ｏｆ Ｈａｅｍｏｎｃｈｕｓ ｃｏｎｔｏｒｔｕｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈｅｅｐ ｉｎ ｓｏｍｅ ｒｅｇｉｏｎｓ

ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｘｉｎｊｉａｎｇ

ＺＨＡＮＧ Ｙｉｎｇ１＃， ＴＵＥＲＳＯＮＧ Ｗａｒｅｓｉ１＃， ＸＩＮ Ｌｉａｎｘｉ１， ＴＵＥＲＨＯＮＧ Ｒｅｙｉｌａｎｍｕ１， ＡＩＭＵＬＡＪＩＡＮＧ Ｋａｌｉｂｉｘｉａｔｉ２，
ＷＵＳＩＭＡＮ Ａｄｅｌｉｊｉａｎｇ１， ＨＵ Ｍｉｎ３， ＧＡＩＬＩＫＥ Ｂａｙｉｎｃｈａｈａｎ１， ＧＵＯ Ｑｉｎｇｙｏｎｇ１， ＡＢＵＬＡ Ｓａｉｆｕｄｉｎｇ１∗

（１􀆰 Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｕｒｕｍｑｉ ８３００５２， Ｃｈｉｎａ；
２􀆰 Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｎ Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｉｇｈ Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ Ｃｅｎｔｒａｌ Ａｓｉａ，
Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｕｒｕｍｑｉ ８３００１１， Ｃｈｉｎａ；
３􀆰 Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ， Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，

Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｗｕｈａｎ ４３００７０， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅｓ ｏｆ Ｈａｅｍｏｎｃｈｕｓ ｃｏｎｔｏｒｔｕｓ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ｉｎ ｓｏｍｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｘｉｎｊｉａｎｇ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ． Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １８３ Ｈ． ｃｏｎｔｏｒｔｕｓ ａｄｕｌｔ ｗｏｒｍｓ ｆｒｏｍ ｓｈｅｅｐ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｗｏ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ Ｋｉｚｉｌｓｕ Ｋｉｒｇｉｚ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｋａｓｈｇａｒ Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ ｉｎ ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ＰＣＲ ｗｉｔｈ Ｈ． ｃｏｎｔｏｒｔｕ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ （ ＩＴＳ－２）． Ｔｈｅｎ， ｔｈｅ Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ
ｇｅｎｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｗａｓ ａｌｓｏ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ． Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｓｅｎｔ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｒｅ⁃
ｓｉｓｔａｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ （ＳＮＰｓ） ａｔ ｌｏｃｕｓ １６７， １９８， ａｎｄ ２００ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
　 　 　 　 　

　
收稿日期： ２０２３－１０－０９； 修回日期： ２０２４－０８－１２
基金项目： ２０２２ 自治区高校科研计划 （Ｌ） （ＸＪＥＤＵ２０２２Ｐ０５１）
第一作者： 张颖， 女， 硕士研究生； 瓦热斯·吐尔松， 男， 维吾尔族， 讲师。＃共同第一作者
∗通信作者： 赛福丁·阿不拉， 维吾尔族， 教授， 主要研究方向为中兽医学与中兽药学， Ｅ－ｍａｉｌ： １３４８７９３７９９＠ ｑｑ􀆰 ｃｏｍ。

·９４·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 １０ 期



Ｅ１９８Ａ ａｎｄ Ｆ２００Ｙ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ Ｈ． ｃｏｎｔｏｒｔｕｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ． Ｅ１９８Ａ ｈａｄ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ． Ｉｎ ｔｏｔａｌ， ｆｉｖｅ ｇｅｎｏ⁃
ｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ， ＨＲ－１９８ ａｎｄ Ｈｓ－２００ （Ｋｉｚｉｌｓｕ Ｋｉｒｇｉｚ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ： １２， １２􀆰 ３７％； Ｋａｓｈｇａｒ Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ： ２， ２􀆰 ３３％）， ＨＳ－１９８ ａｎｄ ＨＲ－
２００ （Ｋｉｚｉｌｓｕ Ｋｉｒｇｉｚ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ： ２３， ２３􀆰 ７１％； Ｋａｓｈｇａｒ Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ： ７， ８􀆰 １４％）， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ，
ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗｅｒｅ ｇｒｏｕｐｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｏｓｅ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｗｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ， ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ， ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＳＮＰｓ
ｉｎ ｔｈｅ Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｈ． ｃｏｎｔｏｒｔｕｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｏｍｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｘｉｎｊｉａｎｇ， ｗｈｉｃｈ ｏｆｆｅｒｅｄ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｉｓ ｐａｒａｓｉｔｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ａｒｅａ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ａｎｔｈｅｌｍｉｎｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅ； Ｈ． ｃｏｎｔｏｒｔｕｓ； Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ ｇｅｎｅ； ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ； Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｘｉｎ⁃
ｊｉａｎｇ

　 　 羊养殖业是新疆最具优势的传统产业， 在南疆地

区畜群结构中处于突出地位［１］， 但南疆地区羊群中

寄生性线虫病的流行较为普遍［２］， 其中危害较为严

重的是捻转血矛线虫。 该虫起源于非洲撒哈拉沙漠以

南地区， 经过数千年的宿主动物迁徙和人为因素影

响， 现已遍布全球［３］。 捻转血矛线虫主要寄生在小

反刍动物皱胃内， 吸食宿主血液， 致宿主消瘦、 贫

血， 严重 感 染 时 致 死， 幼 畜 死 亡 率 高 达 ３０％ ～
５０％［４－５］， 给羊养殖业造成巨大的经济损失。

目前， 捻转血矛线虫的防控主要依赖于三大类化

学驱虫药， 其中， 广谱驱虫药苯并咪唑类 （ｂｅｎｚｉｍｉｄ⁃
ａｌｅｓ， ＢＺｓ） 被广泛应用于捻转血矛线虫病的防

治［６－７］， 但由于长期用药和滥用药物导致抗药性问题

日益严重。 目前， ＢＺｓ 抗性在许多国家都存在， 报道

较多的地区有北美的美国、 加拿大， 南美的巴西、 阿

根廷、 乌拉圭， 澳洲的新西兰、 澳大利亚， 欧洲的比

利时、 英国、 法国、 丹麦、 荷兰、 德国、 瑞士和瑞

典， 非洲的坦桑尼亚、 南非及肯尼亚， 亚洲的巴基斯

坦、 印度， 还有我国的河北、 云南、 广西、 新疆、 内

蒙、 辽宁等地［８－１０］。 总之， 捻转血矛线虫 ＢＺｓ 抗性在

不断扩大和蔓延， 已成为该线虫防治中的主要问题。
国内已有大量关于捻转血矛线虫 ＢＺｓ 抗性相关研

究， 证实其抗性的产生与虫体内的Ⅰ型 β－微管蛋白

（Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ） 基因密切相关。 长期使用化学药物

会导致Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因的 ３ 个位点发生突变， 分别

为 １６７ 位点 （ＴＴＣ－ＴＡＣ）， １９８ 位点 （ＧＡＡ－ＧＣＡ），
２００ 位点 （ＴＴＣ－ＴＡＣ）， 导致与药物结合位点的结构

发生改变， 从而产生抗性［１１－１２］。 目前全球范围内 ＢＺｓ
抗性中出现频率最高的突变位点是 ２００ 位点， 但我国

主要以 １９８ 位点突变为主， ２００ 位点发生突变频率次

之［１４］， 暂未发现 １６７ 位点发生突变［１３－１４］。 目前， 南

疆各地绵羊捻转血矛线虫 ＢＺｓ 抗药性相关研究相对匮

乏， 是否存在抗药性仍未知。 因此， 本研究对喀什和

克州地区捻转血矛线虫 ＢＺｓ 抗性相关基因Ⅰ－β －
ｔｕｂｕｌｉｎ 的单核苷酸多态性 （ＳＮＰ） 进行调查， 为后续

该地区羊养殖业捻转血矛线虫防治工作提供理论

依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品来源

疑似捻转血矛线虫成虫样本采自新疆南疆克州和

喀什地区屠宰场。 从克州、 喀什屠宰场各采集皱胃

２０ 个， 从中分别采集成虫 ２ ０００、 １ ５００ 余条。 将获

得的新鲜成虫用生理盐水反复冲洗数次， 置于 ７０％
酒精中， －２０ ℃保存备用。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

血液 ／组织 ／细胞基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 （ＤＰ －
３０４）， 购 自 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司； 酶 （ ２ ×
ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ Ｆｌｙ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ）， 购自北京全式

金生物技术股份有限公司； ＤＥＰＣ 水、 ６×ＤＮＡ 上样

缓冲液 （６×ＤＮＡ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ）， 购自生工生物工程

（上海） 股份有限公司； ＢｉｏＧｏｌｄ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、
核酸染料， 均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司； ＤＮＡ Ｃｌｅａｎ－ｕｐ Ｋｉｔ 试剂盒， 购自江苏康为世纪生

物科技有限公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器设备

显微镜 ＢＫ１２０１， 购自重庆重光实业有限公司；
ＨＭ－Ｗ４２０ 数显三用恒温水浴锅， 购自金坛市医疗仪

器厂； ＤＹＹ－６Ｃ 型电泳仪， 购自北京六一仪器厂； 旋

涡混合器 ＭＸ－Ｓ， 购自大龙兴创实验仪器 （北京） 股

份公司； ＱＩＡａｍｐｌｉｆｉｅｒ ９６ 通道 ＰＣＲ 仪， 购自德国

ＱＩＡＧＥＮ ＧｍｂＨ 公司； Ｈ１６５０ 型台式高速离心机， 购

自湖南湘仪实验室仪器开发有限公司； ＢＩＯＲＡＤ 凝胶

成像系统 （ＭＯＤＥＬ： Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｈｏｏｄ Ⅱ）， 购自北京

海洋蓝天发展有限公司。
１􀆰 ２　 提取 ＤＮＡ

按照血液 ／组织 ／细胞基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒说

明书对随机选取来自不同皱胃的 １８３ 条成虫进行基因

组 ＤＮＡ 的提取， 用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光度计测定

浓度及纯度， 在－２０ ℃条件下保存。
１􀆰 ３　 引物合成

针对捻转血矛线虫核糖体第二内转录间隔区

（ＩＴＳ－２） 引物序列， ＩＴＳ－２ Ｆ： ５′－ＣＡＡＡＴＧＧＣＡＴＴＴ⁃
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ＧＴＣＴＴＴＡＧ－３′， ＩＴＳ－２ Ｒ： ５′－ＴＴＡＧＴＴＴＣＴＴＴＴＣＣＴＣ⁃
ＣＧＣＴ－３′， 扩增片段为 ２６５ ｂｐ［１５］；Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因

编码基因特异性引物序列， β－ｔｕｂｕｌｉｎ Ｆ： ５′－ＧＡＣＧ⁃
ＣＡＴＴＣＡＴＴＧＧＡＧＧＡＧ－３′， β－ｔｕｂｕｌｉｎ Ｒ： ５′－ＣＡＴＡＧ⁃
ＧＴＴＧＧＡＴＴＴＧＴＧＡＧＴＴ－３′， 扩增片段 ３８５ ｂｐ［１６］， 在

上海生工生物工程技术服务有限公司合成。
１􀆰 ４　 虫体 ＩＴＳ－２ 序列的 ＰＣＲ 扩增

ＰＣＲ 扩增反应体系为 ２５ μＬ： ＤＮＡ ２􀆰 ０ μＬ， 上下

游引物各 １􀆰 ０ μＬ （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， ２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ
Ｆｌｙ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， ＤＥＰＣ Ｈ２Ｏ ８􀆰 ５ μＬ。

ＰＣＲ 反应条件： ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ 变性

３０ ｓ， ５５ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃ 延伸 ３０ ｓ， 共 ３５ 个循

环； 最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １􀆰 ０％琼脂糖

凝胶电泳后， 经紫外透射仪观察结果。
１􀆰 ５　 虫体Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因序列的 ＰＣＲ 扩增

ＰＣＲ 扩增反应体系为 ２５ μＬ： 上、 下游引物各

１ μＬ， ＤＮＡ 模板 ２ μＬ， ２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦｓａｔＰｆｕ Ｆｌｙ ＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， ＤＥＰＣ Ｈ２Ｏ ８􀆰 ５ μＬ。

ＰＣＲ 反应条件： ９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃变性

４０ ｓ， ５３ ℃退火 ４０ ｓ， ６８ ℃延伸 ４０ ｓ， 共 ３５ 个循环；
最后 ６８ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。 扩增完成后取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物

在 １􀆰 ０％ 的琼脂糖凝胶上检测目的带。
１􀆰 ６　 虫体Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因 ＳＮＰ 的检测

对捻转血矛线虫成虫样品进行Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因

扩增后， 按照康为世纪 ＤＮＡ Ｃｌｅａｎ－ｕｐ Ｋｉｔ 试剂盒说

明书， 对未出现非特异性扩增的 ＰＣＲ 产物进行纯化

后送武汉擎科生物工程技术服务有限公司进行测序，
并对序列峰图进行 ＳＮＰ 分析， 若出现双峰， 则为杂

合型； 若为单峰， 则为纯合敏感型或纯合抗药型。
１􀆰 ７　 虫体 ＢＺｓ 抗药性与等位基因频率分析

对采集的 １８３ 条捻转血矛线虫样品进行 ＢＺｓ 抗药

性相关的Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因分析， 统计两地区捻转血

矛线虫种群基因突变情况及抗药基因型频率。
１􀆰 ８　 序列比较分析

随机取喀什和克州地区各 ５ 个阳性样品 （编号

为 Ｋａｓｈｉ２、 Ｋａｓｈｉ６、 Ｋａｓｈｉ９、 Ｋａｓｈｉ ２１、 Ｋａｓｈｉ２４、
Ｋｅｚｈｏｕ４、 Ｋｅｚｈｏｕ１４、 Ｋｅｚｈｏｕ１７、 Ｋｅｚｈｏｕ２０、
Ｋｅｚｈｏｕ４８） 的测序结果在 ＮＣＢＩ 上进行 Ｂｌａｓｔ， 选择与

其相似度高的不同地区捻转血矛线虫Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基

因相关序列， 以及对 ＢＺｓ 敏感的序列， 采用序列分析

软件 ＥＳＰｒｉｐｔ 进行多序列比对分析。

２　 结果

２􀆰 １　 捻转血矛线虫的采集情况

２０２３ 年 ３—４ 月， 前往克州和喀什地区屠宰场采

集绵羊新鲜皱胃， 剖检时发现皱胃壁上附着有线虫

（图 １Ａ）。 将采集的成虫进行形态学鉴定 （图 １Ｂ），
发现雄虫较小， 在显微镜下能观察到雄虫典型特有的

“Ｙ” 字型的交合伞 （图 １Ｃ）， 雌虫较大， 肉眼及镜

下均可见到红白相间的 “麻花状” 特征 （图 １Ｄ）。
通过形态学鉴定初步确定所采集的成虫为捻转血矛

线虫。

Ａ． 皱胃壁附着的捻转血矛线虫； Ｂ． 捻转血矛线虫成虫； Ｃ． 捻转

血矛线虫雄虫交合伞 （２０×）； Ｄ． 捻转血矛线虫雌虫 （１０×）。

图 １　 捻转血矛线虫形态学鉴定

２􀆰 ２　 捻转血矛线虫 ＩＴＳ－２ 序列 ＰＣＲ 扩增鉴定

为了进一步确定所采集成虫是为否捻转血矛线

虫， 使用捻转血矛线虫 ＩＴＳ－２ 基因特异性引物对随

机选择的 １８３ 条成虫 ＤＮＡ 样品进行 ＰＣＲ 扩增， 结果

显示， 均出现片段长度大约为 ２６５ ｂｐ 的特异性条带

（图 ２）， 与预期结果相符， 证明所选的成虫样本均为

捻转血矛线虫， 可用于后续试验。
２􀆰 ３　 虫体Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因的 ＰＣＲ 扩增鉴定

使用捻转血矛线虫Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因的扩增引

物， 对所提取的 １８３ 条成虫样本的Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因

进行扩增， 发现目的片段长度为 ３８５ ｂｐ （图 ３）， 说

明成功扩增出目的基因， 可用于后续的抗药性基因

ＳＮＰ 位点分析。
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Ｍ． ＤＮＡ 分子量标准； １～２０􀆰 样品 ＩＴＳ－２ 扩增产物； ２１􀆰 阴性对照。

图 ２　 ＩＴＳ－２ 基因扩增产物的琼脂糖凝胶电泳

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～１８􀆰 样品Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 扩增产物； １９􀆰 阴性对照。

图 ３　 Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因扩增产物的琼脂糖凝胶电泳

２􀆰 ４　 虫体Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因 ＳＮＰ 位点的检测

　 　 图 ４ 结果显示， 两地种群中Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因

ＳＮＰ １６７ 位点都是纯合敏感型， 而 １９８ 和 ２００ 位点都

出现了不同程度的杂合抗药型和纯合抗药型。
２􀆰 ５　 虫体 ＢＺｓ 抗药性相关基因 ＳＮＰ 位点等位基因

频率

　 　 对捻转血矛线虫的Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因序列的 ３ 个

ＢＺｓ 药物抗药性相关基因 ＳＮＰ 位点进行分析 （表 １），
发现 １８３ 条捻转血矛线虫在 １６７ 位点均为纯合敏感

型。 在 １９８ 位点， 克州地区 ７４ 条虫体为纯合敏感型

（８６􀆰 ０４％）， ５ 条虫体为杂合抗药 （５􀆰 ８１％）， ７ 条虫

体为纯合抗药型 （８􀆰 １４％）； 喀什地区 ６３ 条虫体为纯

合敏感 型 （ ６４􀆰 ９５％）， １１ 条 虫 体 为 杂 合 抗 药 型

（１１􀆰 ３４％）， ２３ 条虫体为纯合抗药型 （２３􀆰 ７１％）。 在

２００ 位 点， 克 州 地 区 ７８ 条 虫 体 为 纯 合 敏 感 型

（９０􀆰 ７０％）， ６ 条虫体为杂合抗药型 （６􀆰 ９８％）， ２ 条

为纯合抗药型 （２􀆰 ３３％）； 喀什地区 ８０ 条虫体为纯合

敏感型 （８２􀆰 ４７）， ５ 条虫体为杂合抗药型 （５􀆰 １５％），
１２ 条为纯合抗药型 （１２􀆰 ３７％）。

Ａ． １９８ 位点纯合抗药型及 ２００ 位点纯合敏感型；
Ｂ． １９８ 位点杂合抗药型及 ２００ 位点纯合敏感型；
Ｃ． １９８ 位点纯合敏感型及 ２００ 杂合抗药型；
Ｄ． １９８ 位点纯合敏感型及 ２００ 位点纯合抗药型。

图 ４　 ３ 个 ＳＮＰ 位点的基因型峰图
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表 １　 克州、 喀什地区捻转血矛线虫种群Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因 １６７、 １９８ 和 ２００ 位点的多态性

地区 位点
纯合敏感型 杂合抗药型 纯合抗药型

条数 频率 ／ ％ 序列 条数 频率 ／ ％ 序列 条数 频率 ／ ％ 序列

克州

１６７ ８６ １００ ＴＴＣ ０ ０ ＴＡＣ ／ ＴＴＣ ０ ０ ＴＡＣ

１９８ ７４ ８６􀆰 ０４ ＧＡＡ ５ ５􀆰 ８１ ＧＣＡ ／ ＧＡＡ ７ ８􀆰 １４ ＧＣＡ

２００ ７８ ９０􀆰 ７０ ＴＴＣ ６ ６􀆰 ９８ ＴＡＣ ／ ＴＴＣ ２ ２􀆰 ３３ ＴＡＣ

喀什

１６７ ９７ １００ ＴＴＣ ０ ０ ＴＡＣ ／ ＴＴＣ ０ ０ ＴＡＣ

１９８ ６３ ６４􀆰 ９５ ＧＡＡ １１ １１􀆰 ３４ ＧＣＡ ／ ＧＡＡ ２３ ２３􀆰 ７１ ＧＣＡ

２００ ８０ ８２􀆰 ４７ ＴＴＣ ５ ５􀆰 １５ ＴＡＣ ／ ＴＴＣ １２ １２􀆰 ３７ ＴＡＣ

　 　 此外， 根据 １９８ 和 ２００ 位点的突变情况， 用 Ｈｓ
（ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ） 表示纯合敏感型， ＨＲ （ｈｏ⁃
ｍｏｚｙｇｏｕｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ） 表示纯合抗药型， Ｈｅｔ （ ｈｅｔｅｒｏ⁃
ｚｙｇｏｓｉｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ） 表示杂合抗药型。 在 １８３ 条检测样

品中共有 ５ 种基因型 （表 ２）， 分别为： Ｈｓ－１９８＋Ｈｓ－
２００， Ｈｅｔ－ １９８ ＋ Ｈｓ － ２００， Ｈｓ － １９８ ＋Ｈｅｔ － ２００， Ｈｓ －

１９８＋ＨＲ－２００ 以及 ＨＲ－１９８＋Ｈｓ－２００。 其中 Ｈｓ－１９８＋
Ｈｓ－２００ 在 ２ 个种群的频率最高， 分别为 ４７􀆰 ４２％、
７６􀆰 ７４％。 此外， ＨＲ－１９８＋Ｈｓ－２００ 在 ２ 个种群的频率

分别为 ２３􀆰 ７１％、 ８􀆰 １４％， Ｈｓ－１９８＋ＨＲ－２００ 在 ２ 个种

群的频率分别为 １２􀆰 ３７％、 ８􀆰 １４％。

表 ２　 克州及喀什地区捻转血矛线虫种群Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 的基因型及频率

地区
不同基因型虫体条数 （频率 ／ ％）

Ｈｓ－１９８＋Ｈｓ－２００ Ｈｅｔ－１９８＋Ｈｓ－２００ Ｈｓ－１９８＋Ｈｅｔ－２００ Ｈｅｔ－１９８＋Ｈｅｔ－２００ Ｈｓ－１９８＋ＨＲ－２００ ＨＲ－１９８＋Ｈｓ－２００

喀什 ４６ （４７􀆰 ４２） １１ （１１􀆰 ３４） ５ （５􀆰 １５） ０ （０） １２ （１２􀆰 ３７） ２３ （２３􀆰 ７１）

克州 ６６ （７６􀆰 ７４） ５ （５􀆰 ８１） ６ （６􀆰 ９８） ０ （０） ２ （２􀆰 ３３） ７ （８􀆰 １４）

２􀆰 ６　 序列比较分析

将 ＧｅｎＢａｎｋ 上下载的捻转血矛线虫Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ
基因序列与本研究测定的序列进行排序比对， 有 ５７
个变异位点 （图 ７）。 从 ３２ 个捻转血矛线虫 Ⅰ－β－

ｔｕｂｕｌｉｎ 基因序列碱基分布可看出 （表 ３）， Ｇ 碱基分

布平均在 １７％左右， Ａ 在 ２８％ 左右， Ｔ 在 ３３％左右，
Ｃ 在 ２１％ 左右， 说明碱基在长期进化过程中出现了

颠倒转换、 缺失、 突变等变化。
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图 ５　 捻转血矛线虫Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因序列比对结果
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表 ３　 捻转血矛线虫Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因序列碱基分布 ％

项目 Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ＋Ｃ Ａ＋Ｔ

样品编号

Ｋａｓｈｉ２ ３２􀆰 ８ ２２􀆰 １ ２７􀆰 ４ １７􀆰 ７ ３９􀆰 ７ ６０􀆰 ３

Ｋａｓｈｉ６ ３３􀆰 ６ ２１􀆰 ７ ２７􀆰 ０ １７􀆰 ６ ３９􀆰 ３ ６０􀆰 ７

Ｋａｓｈｉ２４ ３３􀆰 ６ ２１􀆰 ７ ２８􀆰 ３ １６􀆰 ４ ３８􀆰 １ ６１􀆰 ９

Ｋａｓｈｉ９ ３４􀆰 ０ ２２􀆰 ３ ２７􀆰 ０ １６􀆰 ７ ３９􀆰 ０ ６１􀆰 ０

Ｋａｓｈｉ２１ ３４􀆰 ０ ２１􀆰 ７ ２７􀆰 ０ １７􀆰 ３ ３９􀆰 ０ ６１􀆰 ０

Ｋｅｚｈｏｕ１４ ３２􀆰 ８ ２２􀆰 １ ２７􀆰 ４ １７􀆰 ７ ３９􀆰 ７ ６０􀆰 ３

Ｋｅｚｈｏｕ２０ ３４􀆰 ０ ２２􀆰 ３ ２７􀆰 ０ １６􀆰 ７ ３９􀆰 ０ ６１􀆰 ０

Ｋｅｚｈｏｕ４８ ３２􀆰 ５ ２１􀆰 ８ ２８􀆰 １ １７􀆰 ７ ３９􀆰 ４ ６０􀆰 ６

Ｋｅｚｈｏｕ１７ ３３􀆰 ３ ２１􀆰 ４ ２８􀆰 ３ １７􀆰 ０ ３８􀆰 ４ ６１􀆰 ６

Ｋｅｚｈｏｕ５ ３３􀆰 ０ ２１􀆰 ９ ２７􀆰 ０ １８􀆰 １ ４０􀆰 ０ ６０􀆰 ０

ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

ＭＦ０３４０４２􀆰 １ ３２􀆰 ６ ２１􀆰 ９ ２７􀆰 ９ １７􀆰 ６ ３９􀆰 ５ ６０􀆰 ５

ＭＫ３８２８３３􀆰 １ ３２􀆰 ６ ２１􀆰 ６ ２８􀆰 ２ １７􀆰 ６ ３９􀆰 ２ ６０􀆰 ８

ＯＰ６４２０３７􀆰 １ ３２􀆰 ６ ２１􀆰 ６ ２８􀆰 ２ １７􀆰 ６ ３９􀆰 ２ ６０􀆰 ８

ＪＱ３４２５４７􀆰 １ ３２􀆰 ６ ２１􀆰 ６ ２８􀆰 ２ １７􀆰 ６ ３９􀆰 ２ ６０􀆰 ８

ＤＱ４６９２６３􀆰 １ ３２􀆰 ９ ２１􀆰 ９ ２７􀆰 ６ １７􀆰 ６ ３９􀆰 ５ ６０􀆰 ５

ＧＱ９１０８７９􀆰 １ ３２􀆰 ９ ２１􀆰 ９ ２７􀆰 ９ １７􀆰 ２ ３９􀆰 ２ ６０􀆰 ８

ＭＫ３８２８０１􀆰 １ ３２􀆰 ６ ２１􀆰 ６ ２８􀆰 ２ １７􀆰 ６ ３９􀆰 ２ ６０􀆰 ８

ＫＪ９５１０６７􀆰 １ ３２􀆰 ３ ２１􀆰 ６ ２８􀆰 ５ １７􀆰 ６ ３９􀆰 ２ ６０􀆰 ８

ＫＦ４８３６１１􀆰 １ ３２􀆰 ６ ２１􀆰 ６ ２８􀆰 ２ １７􀆰 ６ ３９􀆰 ２ ６０􀆰 ８

ＫＸ２５８９４６􀆰 １ ３３􀆰 ４ ２１􀆰 ６ ２７􀆰 ５ １７􀆰 ５ ３９􀆰 １ ６０􀆰 ９

ＭＫ３８２８１８􀆰 １ ３３􀆰 ４ ２１􀆰 ９ ２７􀆰 ２ １７􀆰 ５ ３９􀆰 ４ ６０􀆰 ６

ＭＨ３５９３７５􀆰 １ ３３􀆰 ４ ２２􀆰 ２ ２７􀆰 ５ １６􀆰 ９ ３９􀆰 １ ６０􀆰 ９

ＡＹ７４９１２９􀆰 １ ３３􀆰 １ ２１􀆰 ３ ２８􀆰 ８ １６􀆰 ９ ３８􀆰 １ ６１􀆰 ９

ＦＪ９８１６２９􀆰 １ ３３􀆰 ４ ２１􀆰 ６ ２５􀆰 ６ １９􀆰 ４ ４０􀆰 ９ ５９􀆰 １

ＪＱ３４２３９６􀆰 １ ３２􀆰 ９ ２１􀆰 ０ ２８􀆰 ８ １７􀆰 ２ ３８􀆰 ２ ６１􀆰 ８

ＭＨ３５９３７６􀆰 １ ３２􀆰 ８ ２２􀆰 ５ ２７􀆰 ８ １６􀆰 ９ ３９􀆰 ４ ６０􀆰 ６

３　 讨论

捻转血矛线虫病具有致病性强、 危害严重的特

性， 严重感染时导致动物群发性死亡。 自 ２０ 世纪 ６０
年代初针对该线虫病的危害， 陆续研发并使用了一系

列广谱的 ＢＺｓ 药物， 为该病的防控起了重要的作用。
然而， 由于 ＢＺｓ 药物长期滥用及该线虫拥有强大的抗

药性能， 导致捻转血矛线虫 ＢＺｓ 抗药性在全球范围内

广泛流行［１７］， 严重影响养羊业健康发展。 尽管国内

已有很多关于 ＢＺｓ 抗药性的报道， 但没有确切数据反

映南疆地区捻转血矛线虫 ＢＺｓ 抗药性程度。
本试验首次对南疆克州及喀什地区捻转血矛线虫

ＢＺｓ 抗药相关基因Ⅰ－β－ｔｕｂｕｌｉｎ 进行 ＳＮＰ 检测， 结果

显示在克州和喀什地区的捻转血矛线虫种群中 １９８ 位

点和 ２００ 位点均出现突变， 但未在 １６７ 位点发现突

变。 前期研究表明， 我国不同地区种群的捻转血矛线

虫 ＢＺｓ 抗药性相关 ＳＮＰ 中 １９８ 位点的突变在中国不

同地区更为广泛［１１］。 本研究发现克州和喀什地区捻

转血矛线虫种群的 １９８ 位点抗药基因型频率均大于

２００ 位点抗药基因型频率， 与我国之前调查指出的中

国捻转血矛线虫苯并咪唑抗药性突变以 １９８ 位点突变

为主相符［１１， １４］。 这一结果进一步证实 １９８ 位点的突

变在中国地区更为流行。 另外， 喀什地区 １９８ 及 ２００
位点纯合抗药频率均大于 １０％。 有研究表明， 当 １９８
和 ２００ 位点的纯合抗药基因型 （Ｈｓ－１９８＋ＨＲ－２００ 和

ＨＲ－１９８＋Ｈｓ－２００） 总和频率超过 １０％时， 可以认为

该种群存在 ＢＺｓ 抗药性［１４］。 因此， 可以确定喀什及

克州地区都出现了不同程度的 ＢＺｓ 抗药性， 且喀什地

区的抗药性更严重。 本试验抗药型基因频率已经超过

前人研究中提到的新疆伊犁地区的抗药型基因频

率［１３］， 与之相比， 南疆地区捻转血矛线虫 ＢＺｓ 抗药

性流行可能更为普遍， 迫切需要进一步研究并采取科
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学的驱虫方案来控制该线虫的流行。
本研究在检测 ＢＺｓ 抗药性 ＳＮＰ 的同时， 对碱基

序列分布进行分析， 发现 Ａ＋Ｔ 含量均在 ６０％左右，
Ｇ＋Ｃ 含量在 ４０％左右， Ａ＋Ｔ 含量显著大于 Ｇ＋Ｃ 含

量， 这种情况可能是由于毛圆科线虫本身具有 Ａ＋Ｔ
含量丰富这一特征［１８］， 也可能是由于在捻转血矛线

虫长期进化过程中发生了碱基偏移。
在养羊业迅速发展的今天， 捻转血矛线虫病仍然

是制约羊养殖业发展的主要因素， 加上其 ＢＺｓ 抗药性

问题， 该线虫病的危害越来越突出。 本研究首次报道

了南疆克州及喀什两地区绵羊体内捻转血矛线虫种群

ＢＺｓ 抗药性基因突变的存在及进化关系， 表明两地可

能均存在较为严重的 ＢＺｓ 抗药性。 因此各地养殖场应

坚持定期检测寄生线虫的感染情况及抗药性， 制定合

理、 科学的驱虫方案， 不断提高饲养管理水平， 从而

保障羊养殖产业的健康发展。
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