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S<H3:'&

软件中的最大简

约法"

SV

#和最大似然法"

S4

#构建异刺属的系统

发育树!进行重复
%&&&

次的自举检验'

!

!

结
!

果

!G#

!

序列基本特征

成功扩增
:/

个样品的序列!序列长度为
%&.9

或
%&.(Q

C

的序列"

HD-Y>-R2#'

$

ZJ*%&&//

)

ZJ*%&%:9

#'经比对和编辑后!

:/

个样品的
FJ8%

序列的长度有
)0(

或
)09Q

C

两种!

:'(8

序列均为

%:9Q

C

!

FJ80

序列均为
*(.Q

C

'其中
:/

个样品的

:'(8

序列没有检测到变异位点!其序列相似性为

%&&e

'剪切
:'(8

序列后!将
FJ8%

和
FJ80

序列串

联得到
FJ8%

%

0

序列!其总长度为
(%)

或
(%*Q

C

'

:/

个鸡异刺线虫分离株的
FJ8%

%

0

序列共检测出

0&

个变异位点"占
0').e

#!包括
%9

个单变异位点

和
*

个简约信息位点'其中
%)

个转换位点!

.

个颠

换位点!

9

个样品在第
%/

位点存在碱基缺失"表
0

#'

3

&

J

&

X

&

H

碱基的平均含量分别为
0:'.e

&

*0'*e

&

%('%e

&

0)'&e

!

3`J

碱基含量为
:9'/e

!高于

(/9
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期 古小彬等$四川地区鸡异刺线虫核糖体转录间隔区"

FJ8%

%

0

#序列的遗传变异分析

书书书

表
!

!

鸡
异
刺
线
虫

"
#

个
单
倍
型

$
%
&
"

!

!

序
列
核
苷
酸
变
异

%
'
(
)
*
!

!

+
,
-
)
*
.
/
0
1
*
2
,
(
2
/
0
/
,
/
0
.
3
2
.
4
$
%
&
"

!

!
2
*

5

,
*
3
-
*
2
0
3
"
#
6
'

7

)
.
/

8
7

*
2
.
4
!
"
#
"
$
%
&
'
(

)

%
*
*
'
+
%
$
,
-

单
倍
型

!
"

#

$
%
&

'
#

(

样
品
数
量

)
%
*
%
+
,
"
-

#

$
(

位
点

.
%
/
0
,

1
2

3
4

3
5

6
3

1
7
8

1
3
3

9
6
:

9
:
8

9
5
6

8
3
5

8
:
3

4
1
1

4
9
4

3
1
2

3
3
7

3
3
8

6
7
9

6
6
2

6
:
8

:
4
:

!
1

4
7

;
<

;
<

<
<

;
=

=
;

;
;

<
<

=
;

;
;

<
;

!
9

:

>

/

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!

!
8

1

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!

=

"

!
!

!
4

1

=

"

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!

!
3

1

=

"

!
!

!
!

!

=

"

;

"

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
6

1

!

?

"

!

?

"

!
!

!
!

!
!

!

=

"

!
!

;

"

!
!

!
!

<

@

!
:

1

!
!

!
!

?

"

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!

!
5

1

!
!

=

"

!
!

?

"

!
!

<

@

!
!

!

;

@

!
!

!
!

!
!

!

!
2

1

!
!

!
!

!
!

!
!

!

=

"

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
1
7

1

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

<

@

!
!

!
!

!
!

!
!

!
1
1

1

!
!

!
!

!
!

=

"

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

<

@

!
1
9

1

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!

<

@

!
!

?

"

!

!
1
8

1

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

<

@

!
!

!

!
1
4

1

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!
!

!

?

"

!
!

!
!

!
!

"
*

转
换

"

@
*

颠
换

"

/
*

缺
失

"
*
<
A
"
B
,
C
&
C
%
B

-
0
&
"
&
C
%
B

"

@
*
<
A
"
B
,
D
(
A
,
C
%
B

-
0
&
"
&
C
%
B

"

/
*
E
(
$
(
&
C
%
B

//9
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H`X

的碱基含量
)0'%e

'

!G!

!

YH<#

%

!

序列相似性分析

研究所得的
:/

条鸡异刺线虫
FJ8%

%

0

序列间

相似性为
/(i/e

)

%&&e

!

FJ8%

间与
FJ80

间序列

相似性分别为
/(i)e

)

%&&e

和
//i&e

)

%&&e

'

本研究中的鸡异刺线虫四川株"

:/

条#与广州株

"

HD-Y>-R2#i

$

3̂(9.9:9

!

3̂(9.9:(

#&澳大利亚株

"

HD-Y>-R 2#i

$

3̂&&9):*

!

3̂&&9):)

#&美 国 株

"

HD-Y>-R 2#i

$

b̂//:*0&

#的序列相似性较高

"

FJ8%

%

0

序列$

//i*e

)

//i(e

&

/(i/e

)

//i:e

&

/.i)e

)

/9i&e

(

FJ8%

序 列
/(i(e

)

//i(e

&

/(i%e

)

//i%e

和
/0i:e

)

/*i9e

(

FJ80

序列

//i0e

)

//i9e

#'

本研究所得的鸡异刺线虫"

Di

A

$55()$'94

#"

:/

条#与
Di8

<

94+8$

"

HD-Y>-R 2#i

$

Ŵ():09(

#&

Di=$,+4&)8(8

"

HD-Y>-R2#i

$

Ŵ():099

#&

Di(8+5+)",&

"

HD-Y>-R 2#i

$

ZS0%0/:*

#序列间相似性较低

"

FJ8%

%

0

序列$

.%i%e

)

.%i/e

&

.&i(e

)

.%i0e

&

.9i:e

)

.(i%e

(

FJ8%

序 列$

9*i%e

)

9)i&e

&

9)i.e

)

9:i:e

&

9(i%e

)

9/i0e

(

FJ80

序 列$

:&i.e

)

:%i&e

&

).i9e

)

)9i*e

&

:/i%e

)

:/i:e

#'

!g'

!

种群遗传多样性分析

四川地区
:/

个鸡异刺线虫分离株的
FJ8%

%

0

序列共检测出
%)

个单倍型"

E%

)

E%)

#!单倍型
E%

被
9

个地理种群的
)&

个虫株所共享"占
.9i(e

#(

雅安 株 "

_3)

#&绵 阳 株 "

S_)

&

S_(

#&达 州 株

"

T;(

#&成都株"

XT%

#和自贡株"

;H%

&

;H.

#共享单

倍型
E0

'除成都种群外!其余
.

个种群都有各自特

有的单倍型'四川整体种群的核苷酸多样性"

)

#为

&i&&&/)

!单倍型多样性"

D=

#为
&i:*0

'四川
9

个

地理种群中!西昌种群的
)

最高"

&i&&%()

#!而雅安

种群的
D=

最高"

&i900

#!成都种群的
)

和
D=

最低

"

&i&&&&&

和
&i***

#"表
*

#'

%)

个单倍型的遗传距

离为
&i&&%

)

&i&%%

!平均遗传距离为
&i&&)

'

表
'

!

基于
YH<#

%

!

序列的四川
&

地鸡异刺线虫种群遗传多样性指数

H0C(/'

!

N/)/:9*89@/1.9:

E

9)8/O/.46LA9A:;M7C

H

;@@75;:I<

A

4

A

;(0:94).614B:2/&8966/1/):

5

/4

5

10

A

29*0(1/

5

94).9)<9*2;0)

'

*0(*;T

(0:/8614B:2/YH<#

%

!./

Q

;/)*/.

种群

V#

C

@7>O$#-

样品数量

2#'#M,>=

C

7D

单倍型数

2#'#MB>

C

7#O

?C

D,

单倍型多样性

E>

C

7#O

?C

D"$LDK,$O

?

"

D=

#

核苷酸多样性

2@67D#O$"D"$LDK,$O

?

"

)

#

雅安
_3 /

"

_3%!_3/

#

:

"

E%

)

E:

#

&'900 &'&&%0*

西昌
WX (

"

WX%!WX(

#

*

"

E%

!

E.

)

E9

#

&').) &'&&%()

绵阳
S_ /

"

S_%!S_/

#

*

"

E%

!

E0

!

E(

#

&'::. &'&&%&/

达州
T; %&

"

T;%!T;%&

#

)

"

E%

!

E0

!

E/

!

E%&

#

&':** &'&&&)/

广元
H_ 9

"

H_%!H_9

#

*

"

E%

!

E%%

!

E%0

#

&':0) &'&&%)&

成都
XT .

"

XT%!XT.

#

0

"

E%

!

E0

#

&'*** &'&&&&&

自贡
;H %&

"

;H%!;H%&

#

)

"

E%

!

E0

!

E%*

!

E%)

#

&'.)) &'&&&)/

四川整体种群
8X :/ %)

"

E%

)

E%)

#

&':*0 &'&&&/)

_3'_>

*

>-

(

WX'W$6B>-

5

(

S_'S$>-

?

>-

5

(

T;'T>AB#@

(

H_'H@>-

5?

@>-

(

XT'XBD-

5

"@

(

;H';$

5

#-

5

(

8X'8$6B@>-'JBD,>=D>,QD7#N

!g%

!

种群结构分析

0i)i%

!

单倍型网络图的构建
!!

基于
%)

个单倍型

构建的单倍型简约网络图结构较为简单"图
0

#'单

倍型
E%

位于单倍型网络图的中心!为主要单倍型!

其余单倍型围绕
E%

呈辐射状'单倍型间的突变从
%

步到
)

步不等'其中
E0

&

E)

&

E:

和
E.

&

E%%

分别形

成
0

个不同的分支!

0

个分支均未形成地理聚类'

0')'0

!

遗传分化和中性检验值
!!

3SIa3

分子

变异分析显示四川种群内的遗传变异是总变异的主

要来源"

//'00e

#!仅有
&'9(e

的变异发生在
9

个

种群间'

9

个种群间的
38#

值为
d&'&:((0

)

&'&)9(0

"表
)

#!均处于较低的分化水平'四川整体种群的

总
38#

值为
&'&&9(0

!总基因流"

I4

#为
*%'90

!说

明四川种群内的基因交流非常充分!不存在明显的

遗传分化'

从中性检验值来看!四川整体种群的
J>

+

$=>

*

,

H

值为
d0'::**%

"

@

#

&'&:

#!

U@

*

,38

值为

d%&':.)

"

@

#

&'&:

#'四川
9

个地理种群的
J>

+

$!

&&(
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期 古小彬等$四川地区鸡异刺线虫核糖体转录间隔区"

FJ8%

%

0

#序列的遗传变异分析

圆圈的大小与单倍型的分布频率成正比(不同颜色代表

来自不同种群的单倍型'

_3'

雅安(

WX'

西昌(

S_'

绵

阳(

T;'

达州(

H_'

广元(

XT'

成都(

;H'

自贡

JBDX$K67D,$AD,>KD

C

K#

C

#KO$#->7O#OBD-@=QDK#M$,#7>OD,'

JBD"$MMDKD-O6#7#@K,KD

C

KD,D-OB>

C

7#O

?C

D,MK#=OBD"$MMDKD-O

C

#

C

@7>O$#-,'_3'_>

*

>-

(

WX'W$6B>-

5

(

S_'S$>-

?

>-

5

(

T;'

T>AB#@

(

H_'H@>-

5?

@>-

(

XT'XBD-

5

"@

(

;H';$

5

#-

5

图
!

!

鸡异刺线虫
#%

个单倍型构建的单倍型网络图

P9

5

G!

!

-)/:F41=B0

A

46:2/#%20

A

(4:

EA

/.9)LA9A:;M7C

H

;@@75;:I<

=>

*

,H

值为
d%'.*/(0

)

&'&&&&&

!其中仅西昌种群

和绵阳种群差异显著(而
U@

*

,38

值为
d0'/9/%%

)

&'/9%)%

!其中雅安种群&达州种群和自贡种群差异

显著"表
:

#'

!GI

!

异刺属系统发育树的构建

基于本研究中得到的鸡异刺线虫"

DR

A

$55()$G

'94

#

%)

个单倍型
FJ8%

%

0

序列&

HD-Y>-R

报道的广

州株&澳大利亚株&美国株鸡异刺线虫&

DR8

<

94+G

8$

&

DR=$,+4&)8(8

&

DR(8+5+)",&

的
FJ8%

%

0

序列构

建系统发育树"

SV

和
S4

#!构树结果见图
*

'结果

显示!

SV

树和
S4

树具有非常相似的拓扑结构!不

同地理来源的鸡异刺线虫"

DR

A

$55()$'94

#聚为一

分支!

DR8

<

94+8$

和
DR=$,+4&)8(8

形成一个分

支!而
DR(8+5+)",&

单独位于另一个分支'

'

!

讨
!

论

我国是世界养禽大国!养禽业从早期的单一自

给&半自给性的农民家庭庭院模式!逐渐演变成规模

化的现代集约养殖&庭院养殖及山林养殖等多元化

养殖模式'寄生虫是养禽业的常见疾病!种类多!分

布广泛!危害严重!而鸡异刺线虫是禽类肠道中最常

表
%

!

四川鸡异刺线种群间
YH<#

%

!

序列的遗传分化度

H0C(/%

!

3091F9./69O0:94)9)8/O

"

0C9@0(;/.

#

46LA9A:;M7C

H

;@@75;:I<

A

4

A

;(0:94).9)<9*2;0)

'

*0(*;(0:/8614B);*(/4:98/./T

Q

;/)*/.8/19@/8614B:2/YH<#

%

!./

Q

;/)*/.

地区
1D

5

$#-

雅安
_3

西昌
WX

绵阳
S_

达州
T;

广元
H_

成都
XT

自贡
;H

雅安
_3

/

西昌
WX &'&099/

/

绵阳
S_ &'&*%0: &'&&*()

/

达州
T; &'&)9(0 &'&%.*% &'&&):)

/

广元
H_ &'&&%*) d&'&*&0% &'&&)*% &'&0*9(

/

成都
XT &'&&::0 d&'&)&0: d&'&:%&/ d&'&:((0 d&'&0)*/

/

自贡
;H &'&)9(0 &'&%.*% &'&&):) &'&&&&& d&'&0)*/ d&'&0)*/

/

表
I

!

鸡异刺线虫种群
YH<#

%

!

序列中性检测指数

H0C(/I

!

H2/9)8/O46)/;:10(9:

E

:/.:46LA9A:;M7C

H

;@@75;:I<YH<#

%

!./

Q

;/)*/.

种群
V#

C

@7>O$#- U@

*

,38 J>

+

$=>

*

,H

雅安
_3 d0'/9/%%

"

d&'/*.%*

西昌
WX &'/9%)%

d%'.*/(0

"

绵阳
S_ &'%**:: d%'.&/9)

"

达州
T;

d0'((%&0

"

d%')&&(:

广元
H_ &'0.*0. d%')*)%)

成都
XT &'&&&&& &'&&&&&

自贡
;H d0'((%&0

"

d%')&&(:

四川整体种群
8X

d%&':.)

"

d0'::**%

"

"

'@

#

&'&:

%&(
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!8"$'(=($

A

$55(

作为外群(

3]8'

澳大利亚(

]83'

美国(

H;'

广州

!8"$'(=($

A

$55(>,OBD#@O

5

K#@

C

'3]8'3@,OK>7$>

(

]83']-$OD"8O>OD,#M3=DK$6>

(

H;'H@>-

5

AB#@

图
'

!

基于异刺属
YH<#

%

!

序列构建的系统发育树

P9

5

G'

!

H2/

A

2

E

(4

5

/)/:9*:1//.C

E
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见的线虫之一!我国各地均有该寄生虫的报道!禽类

感染率为
0&'*&e

)

9.'.&e

+

0!)

,

'据作者调查!四

川地区的雅安&西昌&绵阳&达州&成都&广元及自贡

9

地的鸡异刺线虫感染率为
0*'*e

)

:9'.e

!而这

9

地属于成都平原或大巴山系&大凉山系等山系!这

些山系间有大渡河&青衣江等众多江河!水系发达!从

而形成天然屏障!将这
9

个地区进行隔离(而源自这
9

地的鸡异刺线虫会不会因山系&河流等地理隔离而出

现地理种群间的种质差异呢1 带着这个疑问!作者分

析了四川地区鸡异刺线虫群体遗传多态性'

'G#

!

序列差异分析

鸡异 刺 线 虫 种 内 的
FJ8%

%

0

序 列 相 似 性

"

/.i)e

)

%&&e

#显著高于种间"与
Di8

<

94+8$

&

Di=$,+4&)8(8

&

Di(8+5+)",&

#的序列相似性"

.&i(e

)

.(i%e

#!表明
FJ8%

%

0

序列在种内更为保守'虽然

鸡异刺线虫的
FJ8%

%

0

序列水平上具有较高的相似

性!但不同地理来源虫株的
FJ8%

%

0

序列也存在一定

的差异!其中四川株与美国株的相似性"

/.i)e

)

/9i&e

#明显小于其与广州株和澳大利亚株的相似

性"

//i*e

)

//i(e

和
/(i/e

)

//i:e

#'另外!

:/

个鸡异刺线虫样本的
FJ8%

和
FJ80

的变异也存在

明显的差异!变异位点在
FJ8%

和
FJ80

中分别有
%*

个和
9

个!碱基缺失仅出现于
FJ8%

上'四川株与

广州株&澳大利亚株和美国株的鸡异刺线虫
FJ8%

变异均大于
FJ80

!进一步支持了吕召宏等+

%%

,的结

果'

D&#&'$Q(8

属内不同种比较时!却发现
FJ80

较

FJ8%

表现出更高的变异性!进一步支持了
3i1$Q>,

等+

%

,的结果!他认为
Di=$,+4&)8(8

和
Di8

<

94+8$

的
FJ80

基因"

*i%0eo&i(*e

#进化分歧显著高于

FJ8%

"

&i/9eo&i)9e

#!表明
FJ80

在种间变异性

更大'因此!作者认为鸡异刺线虫种内的
FJ8%

比

FJ80

的变异性更大!而
FJ80

在种间具有更高的变

异性'

'g!

!

遗传多样性分析

种群的遗传多样性是种群活力的基础!是物种

适应环境变化&维持长期生存和进化的保证!学者们

多采用核苷酸多样性"

)

#和单倍性多样性"

D=

#来衡

量种群的遗传多样性!这
0

个指标可反映物种遗传

多样性的高低+

%0

,

'由于
%

个碱基的变异就能生成
%

个新的单倍型!因此
D=

可在短时间内积累变异而

快速提高!但对
)

的影响却很小!

)

值的提高需要长

时间的积累!因此
)

在衡量种群遗传多样性时比

D=

更具有代表性+

%*

,

'

从本研究来看!四川
:/

个鸡异刺线虫株有
%)

个单倍型"

E%

)

E%)

#!其中单倍型
E%

在
9

个地理

种群中均有分布!这种单倍型可认为是能够适应环

境变化并在种群中稳定存在的优势单倍型!推测

E%

是最原始的单倍型+

%)

,

'四川
9

个地区比较发

0&(



!

)

期 古小彬等$四川地区鸡异刺线虫核糖体转录间隔区"

FJ8%

%

0

#序列的遗传变异分析

现!除成都种群外!其余
.

个地区种群都有各自所特

有的单倍型!且成都地区
E"

也是
9

个地区最低水

平"

&i***

#!这可能与成都地区属于平原地区!其地

势平坦!外环境中鸡异刺线虫的感染性虫卵较容易

传播到平原其他地区感染新宿主有关'从单倍型个

数和四川整体种群的
D=

"

&i:*0

#来看!四川地区鸡

异刺线虫的单倍型多样性相对较为丰富!而核苷酸

多样性的结果却与单倍型多样性相反!其值均较低

"小于
&i&%

#!这可能是由于鸡异刺线虫种群历史上

出现过瓶颈效应!经历了快速的种群扩张!种群通过

变异形成了较高的单倍型多样性!但因扩张时间较

短尚未能积累较高的核苷酸多样性水平+

%:

,

'而

J>

+

$=>

*

,H

值和
U@

*

,38

值"负值且差异显著#又

进一步支持了四川地区鸡异刺线虫种群曾经历过种

群扩张的推测+

%.!%9

,

'

'g'

!

遗传结构分析

四川整体种群的遗传分化指数"

38#

#"

&i&&9(0

#

和基因流值"

*%i09

#反映出四川地区鸡异刺线虫种

群的基因交流非常频繁!种群间的遗传分化程度较

低+

%(!%/

,

'同时!除成都种群外!各地种群都拥有各自

特有的单倍型!表明四川地区不同地理种群间的

FJ8

基因仍存在一定的遗传分化!但是总体来说遗

传分化不显著'此外!

3SIa3

分子变异分析亦表

明鸡异刺线虫种群间的遗传变异较小"

&i9(e

#'从

单倍型网络图和系统发育树中可见!

9

个地理种群

的单倍型并没有据地理来源形成明显的地理性聚

类!表明四川地区的
9

个鸡异刺线虫种群还未形成

显著的地理种群遗传结构'

鸡异刺线虫发育过程中不需要中间宿主!雌虫

所产虫卵随宿主粪便排至外环境!在外环境中孵化

至含二期幼虫的虫卵后方可感染禽类!由此可见!外

环境中的异刺线虫发育阶段本身没有移动扩散能

力'本研究中的四川
9

地被山脉&河流等隔离形成

了物种基因交流的天然地理屏障!加之外环境中鸡

异刺线虫发育阶段自身移动能力有限!不会引起物

种间的高频率基因交流!但从本研究结果来看!这
9

地鸡异刺线虫的基因交流却非常频繁!究其原因可

能有$"

%

#鸡异刺线虫除寄生于鸡之外!尚可寄生于

红腹锦鸡&孔雀&环颈雉等野生鸟禽类!其可随鸟类

的飞行被带到其他区域!从而逾越自然的地理屏障'

再加上鸡异刺线虫生活史简单!不需要中间宿主!因

此被鸟类带到另外一个新的环境中后容易感染宿

主'而以往的研究报道亦证实宿主移动影响了寄生

虫基因交流!多宿主寄生虫的基因交流水平高于单

宿主寄生虫+

0&!00

,

'"

0

#四川各地人民喜食鸡肉!而鸡

的养殖规模分布不均!导致四川各地区鸡的贸易频

繁!可将鸡异刺线虫随贸易交易从一个地区带到另

外一个地区!从而跨越地理屏障'另外!种群间的基

因交流可加速或减缓寄生虫对药物的耐药性!这点

在毛圆线虫和尖音库蚊"

C95&;

<

(

<

(&)8

#中亦得到

证实+

0&

!

0*

,

'四川地区鸡异刺线虫种群间频繁的基

因交流是否会导致这些地区鸡异刺线虫地理种群间

耐药基因的传递还有待进一步研究(同时不同地理

种群间的火鸡组织滴虫"鸡异刺线虫为传播媒介#的

耐药基因是否会随鸡异刺线虫基因交流而传递仍有

待解答'

'g%

!

系统发育关系分析

两种拓扑结构非常相似的
SV

和
S4

系统发育

树表明!异刺属"

D&#&'$Q(8

#线虫均可与作为外群的

鸡蛔虫"

!i

A

$55(

#予以鉴别'各地的鸡异刺线虫株

聚 类 形 成 一 分 支!与 同 属 的
Di8

<

94+8$

&

Di=$,+4&)8(8

和
Di(8+5+)",&

能显著区分!其中

Di(8+5+)",&

与鸡异刺线虫较另外
0

种异刺属线虫

的亲缘关系更近!这可能是因为鸡异刺线虫和

Di(8+5+)",&

均 寄 生 于 禽 类!而
Di8

<

94+8$

和

Di=$,+4&)8(8

寄生于啮齿类动物+

%

!

0)

,有关!进一步

推测宿主因素对
FJ8%

%

0

序列也存在一定的影响'
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