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摘 要:目的 通过形态和分子特征鉴定速生薄口螨休眠体。方法 从采集到的生姜样本中分离出速生薄口螨休眠体,
分别在光镜和扫描电镜下观察其外部形态和超微形态并进行拍照鉴定。同时提取基因组DNA对cox1和ITS基因进行

测序和分析。结果 速生薄口螨休眠体足4对,背面躯体呈扁平状,表皮骨化,前足体呈三角状,足三表皮内突相连,形
成一条拱线,分隔开胸板和腹板。足爪和前跗节发达,有刚毛附着,躯体末端吸盘板发达,板上有八个吸盘呈2-4-2分布。
经PCR扩增得到cox1基因片段大小为487bp,ITS全序列长度为1667bp。结论 根据光镜和电镜下速生薄口螨休眠

体的形态,结合cox1和ITS基因序列,为速生薄口螨休眠体的鉴定和生物学分类提供了依据,也可为控制速生薄口螨及

其引起的过敏性疾病奠定基础。
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  Abstract: Objective ToidentifyHistiostomaferoniarumhypopusaccordingtothemorphologicaland
molecularcharacteristics. Methods TheHistiostomaferoniarumhypopuswasisolatedfromthecollected
gingersamples,anditsexternalmorphologyandultrastructurewereobservedunderlightmicroscopeandscan-
ningelectronmicroscope,andphotographedforidentification.Meanwhile,genomicDNAwasextractedforse-
quencingandanalysisofcox1andITSgenes. Results TheHistiostomaferoniarumhypopuswascomposedof
4pairsoffeet,thedorsalbodywasflat,thetheepidermiswasofsignificantossification,theforefootbodywas
triangular,andtheepidermalprocessesoffootIIIwereconnectedtoformanarchlineseparatingthethoracic
platefromtheabdominalplate.Thefootclawandanteriortarsusweredeveloped,therewerebristlesattached,
thesuckerplateattheendofthebodywasdeveloped,andtherewereeightsuckersontheplatewith2-4-2dis-
tribution.Thesizeofcox1genefragmentobtainedbyPCRamplificationwas487bp,andthetotalsequence
lengthofITSwas1667bp. Conclusion ThemorphologyoftheHistiostomaferoniarumhypopusunderlight
microscopeandelectronmicroscopecombinedwiththecox1andITSgenesequencesprovideabasisforthei-
dentificationandbiologicalclassificationoftheHistiostomaferoniarumhypopusandalsolayafoundationfor
thecontroloftheHistiostomaferoniarumhypopusandallergicdiseasescausedbyit.
  Keywords: Histiostomaferoniarum;hypopus;externalmorphology;molecularcharacteristics

  速生薄口螨(Histiostomaferoniarum)隶属于节

肢动物门(Arthropoda)、蛛形纲(Arachnida)、蜱螨亚

纲(Acari)、真螨总目(Acariformes)、疥螨目(Sarcopti-
formes)、无气门股(Astigmata)、薄口螨科(Histiosto-

midae)、薄口螨属(Histiostoma)。速生薄口螨主要营

腐生生活,喜潮湿腐烂的隐蔽环境,常在潮湿腐败的食

物或液体、半液体上生活。它一方面取食菌丝、子食

体,蛀蚀栽培料,另一方面又可以携带并传播病原杂
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菌,对食用菌生产产生双重威胁[1]。此外,速生薄口螨

还可引起人体螨病,危害人体健康[2]。目前薄口螨科

报道的主要有速生薄口螨(Histiostomaferoniarum)、
吸腐薄口螨(Histiostomasapromyzarum)、实验室薄

口螨(Histiostomalaboratorium)和美丽薄口螨(His-
tiostomapulchrum)四种,他们的形态尤其是其休眠

体的形态非常相似,难以鉴别。分子鉴定是鉴别螨类

的一种比较简单并准确的方法。目前对速生薄口螨的

研究中,大多建立在光镜下形态特征和生活环境观察

上,较少涉及到分子特征的鉴定,目前也尚未见报道速

生薄 口 螨 的 内 部 转 录 间 隔 区(internaltranscribed
spacer,ITS)片段。本研究首先在光镜和扫描电镜下

观察速生薄口螨休眠体的外部形态特征,然后对速生

薄口螨休眠体的细胞色素氧化酶亚基1(cytochrome
oxidase1,cox1)和ITS基因进行扩增和序列分析,为
其休眠体的鉴定和生物学分类提供依据,为进一步开

展速生薄口螨的种群遗传学研究、物种间亲缘关系和

系统进化及害虫防治等提供资料。
1 材料与方法

1.1 材料 本研究所采集样本为实验室中储存时间

≥1年的生姜。主要仪器和试剂:光学显微镜(日本

OLYMPUS,BX-1型)、扫描电子显微镜(日本JEOL,
JSM-6490LA型)、解剖镜(中国 MOTIC,ST-39型)、
永久封固剂(蒸馏水50ml,10%水合氯醛5ml,甘油

20ml,阿拉伯胶30g)、乙醚、无水乙醇、戊二醛、Taq
PCRMasterMix、ProteinaseK、DNAPolymerase和

DNAmarkerDL2000,购于上海生物工程有限公司。
1.2 方法

1.2.1 标本制作 光镜下,用零号毛笔从生姜样品中

挑出螨休眠体,震荡洗涤,整理姿势,封片固定并拍

照[3],根据Hughes(1976)[4]方法进行虫种鉴定、分类。
同时挑取部分速生薄口螨休眠体,蒸馏水反复多次振

荡清洗后,保存在75%乙醇溶液中用于基因组DNA
提取。
1.2.2 电镜样本制备 取2.5%戊二醛固定速生薄

口螨休眠体数只,再用5%醋酸戊酯置换,然后用洁净

毛发针整姿并将其固定在覆盖导电双面胶的电镜样品

托上,临界点干燥后在电镜下(5~10kV加速电压)进
行扫描观察,选择清晰图像并拍照。
1.2.3 DNA提取、引物设计和PCR克隆扩增 从单

头螨体中提取总DNA,方法参照温硕洋等[5],并稍加

改动。根据GenBank中粉螨亚目的屋尘螨(Dermato-
phagoidespteronyssinus,NC_012218.1)、伯氏嗜木螨

(Caloglyphusberlesei,NC_024637.1)、椭圆食粉螨

(Aleuroglyphusovatus,NC_023778.1)、长 食 酪 螨

(Tyrophaguslongior,NC_028725.1)、腐食酪螨(Ty-
rophagusputrescentia,NC_026079.1)的cox1序列,

利用 DNAMAN进行比较分析,在保守区设计cox1
兼并引物,序列如下:
COIF:5’-TTGCDGGKGTWTCTTCTAT-3’,
COIR:5’-ACAGCAATRATAGTAGCAG-3’。
ITS扩增引物序列如下[6]:
ITSF:5’-TGCTTGGGATTGGGGATTGT-3’,
ITSR:5’-GCACTAATACACTAACGCCG-3’。
引物由通用生物技术有限公司合成。PCR反应

总体积为25μl,含2.5μl10×Buffer、2.0μlMgCl2
(2.5μmol/L)、1.5μldNTPs(2.5mM/Laech)、上
下游引物(5μmol/L)各1μl、100ng模板基因组DNA
和1UTaqDNA聚合酶(5U/μl),加无菌水补足。
PCR反应参数是:94℃预变性5min;94℃变性30s,
46℃~49℃退火30s,72℃延伸60s,34个循环;72℃
终延伸10min。PCR产物用1%琼脂糖电泳和DNA
胶回收试剂盒纯化后,连接到载体pMD19-T上,转化

至大肠杆菌(DH5α感受态细胞)中,通过蓝白斑筛选,
将阳性克隆委托上海生工生物技术有限公司采用

DNA测序仪(ABI-3730)进行双向测序。
1.2.4 测序与序列分析 目的条带测序工作由通用

生物技术有限公司完成。测定序列经过 DNAMAN
软件拼接,所得序列用DNAStar软件中的EditSeq编

辑,分析其碱基组成。
2 结果

2.1 速生薄口螨休眠体光镜形态 速生薄口螨休眠

体呈扁平状,向后缘逐渐变尖,表皮骨化较明显,前足

体呈明显的三角状,足Ⅲ表皮内突相连形成一条拱形

线,胸板和腹板被这条拱形线分开(图1A)。躯体腹面

末端有十分发达的吸盘板,其上有八个吸盘,吸盘呈现

2-4-2排列。各个足体较长,后两足向外伸展(图1B)。

图1 速生薄口螨休眠体光镜特征结构 (×1000)

注:A.速生薄口螨休眠体背面;B.速生薄口螨休眠体腹面

2.2 速生薄口螨休眠体电镜形态 速生薄口螨电镜

下躯体长约230μm,足四对(图2A、图2B),前足体呈
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三角形,向前由宽而圆变为窄而尖,足爪上有刚毛附着

(图2C、图2D、图2E、图2F),躯体表面骨化明显,躯体

背面刚毛均为短杆状,刚毛末端无分叉,肛后毛较短

(图2A、图2B),躯体腹面生殖区未发育完全,可隐约

看到生殖感觉器(图2B、图2I),足Ⅲ、Ⅳ短而粗(图
2H),躯体末端可见到明显的吸盘板,吸盘板上共有四

对成对的吸盘,呈2-4-2分布,吸盘表面较为光滑(图
2G)。

图2 速生薄口螨休眠体的电镜结构特征

注:A.休眠体背面观;B.休眠体腹面观;C.休眠体前足体背面

观;D.休眠体前足体背面观;E.休眠体前足体腹面观;F.休眠

体前足体侧面观;G.休眠体腹部吸盘板;H.休眠体后足体;I.
休眠体生殖区

2.3 速生薄口螨cox1扩增结果 速生薄口螨基因组

DNA提取后进行PCR扩增,经PCR扩增得到速生薄

口螨清晰的cox1基因片段扩增产物图,克隆扩增去掉

引物后,基因片段大小为487bp,利用DNAStar软件

包的Editseq软件进行分析得出碱基序列 A、G、T、C
含量分别为21.15%、19.71%、43.74%、15.40%,G+
C含量为35.11%,A+T含量为64.89%。与其他几

种粉螨亚目中粉螨碱基组成方式较为接近,见表1。
所测的速生薄口螨cox1片段用BLAST与 Genbank
中的线粒体DNA序列进行比较,发现速生薄口螨与

其它粉螨亚目中粉螨的cox1有很高的同源性,其中与

腐食酪螨(NC_026079.1)同源性为82.34%,与伯氏

嗜木螨(NC_024637.1)同源性为81.31%,与屋尘螨

(NC_012218.1)同源性为77.82%,与椭圆食粉螨

(NC_023778.1)同源性为79.26%,与长食酪螨(NC_
028725.1)同源性为80.90%。
2.4 速生薄口螨ITS扩增结果 PCR扩增得到速生

薄口螨清晰的ITS基因片段扩增产物图,克隆扩增去

掉引物后,全序列长度为1667bp(MK250038)。利用

DNAStar软件包的Editseq软件进行分析得出碱基序

列A、G、T、C含量分别为28.97%、21.36%、27.53%、

表1 速生薄口螨与粉螨亚目螨类的cox1序列碱基组成

种类名称 A(%) G(%) T(%) C(%) A+T(%) Total(bp)

屋尘螨 19.10 20.33 46.00 14.58 65.09 487
伯氏嗜木螨 20.12 17.66 47.02 15.20 67.15 487
椭圆食粉螨 20.12 17.97 45.38 14.78 65.50 487
长食酪螨 20.94 18.28 45.79 14.99 66.74 487
腐食酪螨 21.65 16.84 46.00 16.02 67.15 487
速生薄口螨 21.15 19.71 43.74 15.40 64.89 487

22.14%,G+C 含 量 为 43.49%,A+T 含 量 为

56.51%。在GenBank中粉螨亚目有两种已明确报道

的粉螨ITS全序列,分别为刺足根螨(Rhizoglyphus
echinopus)和罗宾根螨(Rhizoglyphusrobini),将所获

得速生薄口螨ITS序列片段与其比较碱基组成,发现

速生薄口螨(MK250038)与刺足根螨(DQ372567.1)
同源性为34.30%,与罗宾根螨(DQ372568.1)同源性

为36.10%,其碱基组成方式也十分接近。见表2。

表2 速生薄口螨与粉螨亚目螨类的ITS序列碱基组成

种类名称 A(%) G(%) T(%) C(%) A+T(%) Total(bp)

刺足根螨 28.76 19.29 34.32 17.64 63.07 1457
罗宾根螨 26.58 20.94 32.09 20.39 58.68 1452
速生薄口螨 28.97 21.36 27.53 22.14 56.51 1667

3 讨论

速生薄口螨是仓储类害螨的一种,其生长期包括

卵、幼螨、若螨、成螨[7],第一与第三若螨期之间有一个

休眠体期。速生薄口螨的休眠体可以孳生在食用菌栽

培料中,也可以附着在各种节肢动物身上,借此转移到

适合生长的场所[8],休眠体是该螨生活史中的重要阶

段,是借助携带传播者进行传播的特殊形式。段彬彬

等[9]在食用菌中发现了该螨的休眠体,并进行光镜下

的形态观察。洪勇等[10]在储藏洋葱中发现速生薄口

螨并对其形态进行观察。柴强等[11]在中药材生姜中

发现了孳生的速生薄口螨并对其形态进行观察。通过

光镜进行观察是对速生薄口螨休眠体最简单直接的观

察方法,可以清楚了解速生薄口螨休眠体的外部形态

特征,但是由于设备的精准度有限,标本的超微结构不

容易被观察,借助SEM 扫描电镜则可以观察物种的

细微结构,可明显观察螨类的表皮、刚毛、吸盘、生殖区

的结构特征。故本研究结合扫描电镜和光镜的观察,
系统描述了该粉螨休眠体的形态特征,结果发现速生

薄口螨休眠体的光镜形态特征与之前的研究相同,而
电镜形态特征主要包括:①刚毛:背面刚毛均为短杆状

末端无分叉、肛毛较短;②外生殖器:生殖器官未发育

完全,未见明显的生殖毛;③足:足4对,足上有刚毛附

着,前足体呈三角状,后足体短而粗;④吸盘:躯体末端

有三排成对的8个吸盘,吸盘板较光滑。本研究通过

光镜和扫描电镜结合观察到的速生薄口螨这些形态特
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征,丰富了该螨的形态鉴定、分类等科学资料,为速生

薄口螨控制和螨病防治提供了有效的参考。
在遗传进化研究中,cox1是常用的分子标记,在

动物分子鉴定以及系统重建过程中具有重要的意义。
邓洁等[12]利 用 线 粒 体cox1 基 因 对 印 度 新 曲 厉 螨

(NeocypholaelapsindicaEvans)进行分子鉴定,并做

系统发育树和遗传距离分析,发现基于cox1基因的印

度新曲厉螨种内遗传距离和同属新曲螨属(Neocy-
pholaelapsapicola)的种间遗传距离不存在重叠区域,
并且种内和种间的遗传距离差异显著,说明cox1序列

可以用于印度新曲厉螨的分子鉴定。吴太葆等[13]对

椭圆食粉螨线粒体DNAcox1基因片段进行测定,并
与其他几种粉螨的cox1进行比较分析,发现cox1含

较高的AT含量是粉螨共同的现象。孔里微[14]利用

443bp的线粒体DNAcox1片段对中国6个地理种群

的柑橘全爪螨共305个个体进行种群遗传结构及遗传

多样性研究。本研究成功获得了速生薄口螨的cox1
基因序列。根据来自GenBank的数据,比较速生薄口

螨和粉螨亚目中其它几种粉螨的cox1碱基组成,所得

速生薄口螨cox1片段的碱基组成中,A+T的百分含

量占64.89%,与粉螨亚目其它几种粉螨的碱基组成

方式十分接近,说明粉螨亚目螨类的cox1片段中AT
含量普遍较高,与粉螨亚目几种粉螨的cox1序列同源

性为77.82%~82.34%。
ITS是对粉螨进行发育研究常应用的核基因。真

核生物基因组中编码核糖体的基因包括28SrDNA、
5SrDNA、18SrDNA和5.8SrDNA4种,它们在染色

体上头尾相连、串联排列,相互之间由间隔区分隔。其

中18S、5.8S和28SrDNA基因组成一个转录单元,三
者高度保守,适合于较高等级水平的生物群体间的系

统分析,其间的间隔区为ITS。Ben等[15]利用rDNA-
ITS2片段将以色列的16种叶螨成功地区分开来。邹

志文等[16]对几种钝绥螨进行ITS基因片段的序列分

析,对其亲缘关系进行分析,对研究其系统发育和完善

分类有重要意义。本研究成功获得速生薄口螨的ITS
基因序列,并且比较了速生薄口螨和粉螨亚目中其它

两种粉螨的ITS碱基组成,所得速生薄口螨ITS片段

的碱基组成中,A+T的含量占56.51%,与表中所列

出的两种粉螨的碱基组成一样AT含量较高。而相较

于粉螨亚目cox1序列较大的同源性,不同种间粉螨在

ITS序列水平上虽然有一定的相似性,但也有一定程

度的差异,同科的粉螨如刺足根螨和罗宾根螨则在

ITS序列水平上相似性很高,说明相较cox1基因片段

而言,ITS作为分子标记差距较大,适合作为种间鉴定

的工具。
本文测定了速生薄口螨核基因ITS、线粒体基因

cox1片段序列,可以作为速生薄口螨系统发育研究的

分子标记,更准确地探讨速生薄口螨及其与其它粉螨

种间的系统进化关系 。本文结合光镜和电镜对速生

薄口螨休眠体的形态进行细微观察,总结了速生薄口

螨休眠体的形态及鉴别要点。电镜拍摄的图片真实、
放大倍数高、图像较为清晰,有利于对其进行形态学鉴

定,后续也可以推广应用于丰富其他螨类的形态学观

察。同时,本文测定了速生薄口螨休眠体核基因ITS、
线粒体基因cox1片段序列,可以作为速生薄口螨系统

发育研究的分子标记,有利于更准确地探讨速生薄口

螨及其与其它粉螨种间的系统进化关系。
致谢! 本研究得到安徽师范大学生命科学院电镜

室闫浩老师大力协助,在此谨表谢意。
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