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　　摘要：应用数码体视显微镜观察采自新疆库车县羊体寄生蜱虫的形态学特征，应用分子生物学分析方法对采集的
蜱虫进行线粒体１６ＳｒＤＮＡ基因序列扩增、测序，运用ＭＥＧＡ６．０软件邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，简称ＮＪ）构建遗传进
化树，确定蜱虫的进化生物学特征。结果表明，新疆库车县的蜱种主要为图兰扇头蜱，分子水平上具有较高的生物多

样性。
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　　蜱类是寄生于两栖类、鸟类、爬行类和哺乳类等动物体表
的专性吸血寄生虫，全世界共有８９６种，我国明确定名的有
１１７种，其中最常见、危害最严重的是硬蜱［１－４］。我国现有大

部分蜱类具有传播病原体的潜能，部分蜱可以传播２种以上
病原体［５］，对人类健康和畜牧业生产带来极大的危害。新疆

地处亚欧大陆腹地，中国西北边陲，复杂多样的生态地理环境

为多种蜱虫提供了繁衍生息所需的适宜条件，因此，加强对新

疆蜱种及蜱传疫病的监测有利于我国对蜱传病的控制，以及

对蜱传病原外来入侵的联防联控具有重要意义。库车县位于

新疆南疆边境地区，目前，对库车县牲畜寄生蜱种的报道较

少，本研究应用分子生物学方法结合形态学手段对新疆库车

县的蜱虫进行分析鉴定。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　蜱虫来源　２０１６年３月下旬，在新疆库车县随机选
取未经药浴的４个羊场，采集其体表寄生的蜱虫，采集的蜱虫
放置于专用的采样管中，保持其存活并带回实验室。

１．１．２　主要试剂与仪器　ＰＣＲ所用试剂均购自宝生物工程
（大连）有限公司；ＤＮＡ提取试剂盒 ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ
ｋｉｔ、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡ回收试剂盒、Ｔ４ＤＮＡ连接酶试剂盒均
购自北京天根生化科技有限公司；其他所用试剂均为国产分

析纯。梯度 ＰＣＲ仪、全自动凝胶成像分析系统、高速离心机
为德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品；ＬＥＩＣＡＭ１６５Ｃ数码体视显微镜，
购自同舟同德（北京）仪器仪表有限公司。

１．２　方法
１．２．１　引物设计　参照杜景云所报道的蜱虫线粒体 １６Ｓ
ｒＤＮＡ基因序列［６］设计以下引物，引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成（表１）。

表１　蜱虫线粒体ＰＣＲ引物设计

扩增片段 引物名称
引物序列

（５′－３′）
片段大小

（ｋｂ）

１６ＳｒＤＮＡ １６Ｓ－Ｆ ＣＴＧＣＴＣＡＡＴＧＡＴＴＴＴＴＴＡＡＡＴＴＧＣＴＧＴＧＧ ４６０
１６Ｓ－Ｒ ＣＣＧＧＴＣＴＧＡＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＡＧＴ

１．２．２　形态学鉴定　采集的虫体在温度为２２～２４℃、相对
湿度为７５％～８５％的温箱内培养［７］。参照《中国经济昆虫

志》和《新疆蜱类志》［８］，用配备数码照相功能的解剖显微镜

拍摄图片，对蜱虫的盾板、假头、假头基、肛侧板（雄蜱）、气

门板、第一缘垛、孔区（雌蜱）形态进行对比观察并测量

长度。

１．２．３　虫体处理和ＤＮＡ提取　经形态学鉴定后的虫体分别
用浓度为７０％、５０％、３０％、１０％的乙醇溶液于３７℃摇床冲
洗１ｈ，再用超纯水反复冲洗、干燥，放置于消毒灭菌的
１．５ｍＬＥＰ管中。按照ＤＮＡ提取试剂盒提取蜱虫ＤＮＡ，放置
于－２０℃条件下保存备用。
１．２．４　１６ＳｒＤＮＡ基因克隆　用设计的１６ＳｒＤＮＡ基因引物
进行 ＰＣＲ扩增，采用 ２５μＬ的反应体系：１０×ＰＣＲ缓冲液
２．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ）
０．２５μＬ，上、下游引物各 １μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），ｃＤＮＡ模板
２μＬ，补足水至２５μＬ。反应条件：９５℃，５ｍｉｎ；９４℃预变性
５ｍｉｎ，９２℃变性３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３８个
循环；７２℃终延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束后，取５μＬ反应产
物在１．２％ 琼脂糖凝胶上电泳，在紫外灯下观察结果。
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１．２．５　序列分析及遗传进化树构建　应用序列分析软件
ＤＮＡＳｔａｒ将所得序列与ＧｅｎＢａｎｋ中公布的蜱虫序列进行同源
性比较，用ＭＥＧＡ６．０软件的Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ方法构建进
化树，分析其遗传进化关系。

２　结果与分析

２．１　形态学鉴定结果
本次采集的蜱虫体型较小，雌虫体长３．２～５．５ｍｍ，雄虫

体长约２．９～３．６ｍｍ，均呈褐色，背腹扁平似卵圆形，芝麻至
米粒大，雌虫吸饱血后可膨胀达蓖麻籽大，身体主要分为假头

部和躯体部２个部分（图１）；假头基呈六角形，侧角明显，后
缘微凹（图２－Ａ），虫体完全被盾板覆盖（雄蜱）（图１－Ｃ），
或前部盾板覆盖（雌蜱）（图１－Ａ），前部较窄，后部圆钝，盾
板有花斑、复眼，复眼在靠近盾板的边缘，有缘垛（图２－Ｄ），
须肢粗短，中部最宽，前端稍窄，气门板逗点状（图２－Ｂ），中
垛大于边垛，常有尾突（图２－Ｃ、Ｄ），有肛沟，雄性肛侧板后
缘内斜明显，内缘具角突，长约为宽的２．５～３．０倍，内缘中部
稍凹，后缘向内显著倾斜，其后方凸角明显（２－Ｂ）。上述特
征符合热孜万等报道的硬蜱科扇头蜱属图兰扇头蜱的

特征［９］。

２．２　１６ＳｒＤＮＡ基因扩增结果
ＰＣＲ扩增蜱虫线粒体１６ＳｒＤＮＡ基因，产物经１．２％的琼

脂糖凝胶电泳分析，得到４６０ｂｐ左右核酸片段，与预期片段
大小相符（图３）。

２．３　序列比对与系统进化树构建
通过测序５０头蜱虫的１６ＳｒＤＮＡ基因片段得到３种不同

的序列，登录 ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ．ｃｇｉ比对
分析，表明蜱虫为图兰扇头蜱（Ｒｈｉｐｉｃｅｐｈａｌｕｓｔｕｒａｎｉｃｕｓ）。应用
ＭＥＧＡ６．０软件的 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ方法构建进化树（图
４）。基于１６ＳｒＤＮＡ的系统进化树显示，此次采集的蜱虫主
要为图兰扇头蜱，可分为３种类型，第１种类型与以色列的图
兰扇头蜱分子进化水平相似，第２种类型与张瞞报道的图兰
扇头蜱相似［１０］，第３种与美国的图兰扇头蜱相似，说明本次
采集的图兰扇头蜱呈现分子水平上的生物多样性。

３　讨论

近年来，随着分子流行病学研究手段的不断深入，我国从

蜱种内分离到部分新发蜱传病原体［１１］，对当地人畜健康造成

了一定的危害。新疆地区陆续分离到的蜱传病原主要有脑炎

病毒、东方马脑炎病毒、新疆出血热病毒、新环状病毒、辛德毕

斯病毒、西方马脑炎病毒、乙脑病毒、西尼罗病毒、辽宁病毒、

Ｔａｈｙｎａ病毒等，其中，部分病毒系新疆首次发现［１２］。研究报

道，蜱传疫病与蜱种孳生环境以及蜱虫种类有着密切的关

系，亲缘关系越近的蜱种传播同种病原的概率越大［１３］。因

此，开展蜱种分布的调查对地方性蜱类与蜱传疾病的防治

工作具有重要的意义。本研究形态学调查结果表明，库车

县羊体寄生的蜱种主要为图兰扇头蜱。该县位于新疆南疆

阿克苏地区东部边缘的塔里木盆地，常年干旱少雨，适合图

兰扇头蜱的生存繁衍，此次调查蜱种主要为图兰扇头蜱，可

能与这一特殊的地理环境有关。近年来，随着全球气候的

不断变化，蜱种不断增多，以及宿主与生境关系的改变，传

统依靠形态学鉴定的方法已不能有效地对蜱种进行分类，

线粒体 ＤＮＡ序列作为进化生物学重要的遗传标记，不仅能
体现物种分子的进化规律，更能用于种内遗传的差异分析，

１６ＳｒＤＮＡ基因序列由于具有高度保守性，目前已被应用于
蜱种分类学研究［１４］。本研究在对采集蜱种形态学观察的基

础之上，通过分析线粒体１６ＳｒＤＮＡ的基因序列，进一步明
确新疆南疆库车县羊体寄生的蜱种主要为图兰扇头蜱。本

研究结果为系统研究当地蜱种生态分布，以及预防和控制

当地虫媒病的传播具有重要意义。
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ｒｉａｌｄｉｓｐｅｒｓａｌｏｆＢｏｒｒｅｌｉａｇａｒｉｎｉｉ［Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ，２００１，１３４（３）：
１９５－１９９．　
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