
四川光壳钉螺微卫星遗传变异的小尺度
空间自相关分析

郭俊涛周艺彪张志杰刘刚明依火伍力王海银赵根明

·497·

·实验室研究·

【摘要】 目的采用小尺度空间自相关分析方法对四川省普格县的湖北钉螺自然居群微卫星

(sSR)遗传变异的空间结构进行分析，探讨湖北钉螺自然居群遗传变异的空间分布特征。方法选

用5对SSR引物对湖北钉螺基因组DNA进行扩增，瞌择频率在15％一85％的72个ssR等位基因，运

用等样本对频率方法划分14个距离等级分别计算空间自相关系数Mo姗’s，o结果5对ssR引物经
PCR扩增共得到274个等位基因，SsR等位基因的平均多态信息量高达0．965，表现出很高的遗传多态

性。钉螺种群中39个SsR等位基因的遗传变异存在一定程度的空间结构，表现为不同模式的正空间

自相关。根据这39个等位基因在14个距离等级上的平均M咖’s，值，可以发现随着距离增大正空
间自相关性逐渐减小。但未发现表现为负空间自相关的距离等级和等位基因。结论普格县湖北钉

螺种群中SsR遗传变异的空间分布，表现为随着距离增加而减少的正空间自相关性。
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湖北钉螺(0，lco靴如砌^哪船括)作为日本血吸
虫的惟一中间宿主，在中国、日本、菲律宾等亚洲国

家与地区广泛分布⋯。对湖北钉螺居群中的生态与

进化过程可以用钉螺居群内遗传变异的空间分布模

式进行深入研究。由于自然选择与生态环境变化、
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土地利用、人为的环境改造等影响因素之间的相互

作用，使钉螺的生境破碎化或斑块化陋’3]，空间模式

分析能更好地理解这些因素之间的相互作用。要估

计选择与漂变对居群遗传结构的潜在影响，就必须

定量测定遗传变异空间结构的大小与尺度H]，而这

些均依赖于空间结构的精确描述。同时，遗传变异

的空间结构将影响现实居群内取样的样本基因型频

率，使我们对居群的遗传学指标的估计发生偏差，

因此，居群遗传变异空间结构的研究还有利于对居

群遗传特征的正确解释b]。

目前在数量、密度及形态性状等方面已经对钉
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螺居群的空间结构进行了初步的研究№J】，还有一些

研究以扩增片段长度多态性(AFLP)分子标记的方

法进一步对遗传变异的空间结构进行描述哺】。

wright’s F．统计量、遗传分化度等参数在一定程度

上可以提供物种居群间遗传结构的信息，但对于深

入了解亚居群或邻近个体之间遗传变异的空间分

布，有效信息仍显不足b’91。而空间自相关分析作为

一种有效的工具，可以在未预先假设居群结构尺

度大小的情况下提供比wri咖’s F．统计量、遗传分

化度更详细的空间分布信息旧1。本次研究将在这些

研究的基础上，以微卫星(1Ilicrosatell沁，siInpIe

sequence形peat，SSR)为分子标记采用空间自相关

分析方法对钉螺居群内遗传变异的空间分布模式进

行较精确的统计学描述。

材料与方法

1．钉螺标本采集：2008年4月在四川省普格县

采集钉螺标本，为光壳钉螺，螺壳高3．10。6．96 mm，

体螺旋数为3—6旋，最后用于本次研究的钉螺共

166只。所有钉螺采集时均经GPs定位，用以上材

料做小尺度的空间自相关分析。采样点之间的距离

分布为2．5～1320．6 m，均数为554．5 m，标准差

377．9 m。采样点之间均有—定的空间间隔，取样点

具体分布情况如图l。

2．基因组DNA的提取：用O．3％NaCl清洗钉螺，

吸干表面水分后用玻璃板轻轻压碎，在解剖镜下观

察有无母胞蚴、子胞蚴、尾蚴，剔除感染钉螺。将未

感染的钉螺软体置于研钵中，加入适量液氮并研磨

成白色粉末，使用Genomic DNA嘣fication飚t
(FenIlentaS公司生产)提取基因组DNA。提取出的

DNA在0．8％琼脂糖凝胶中130 V电泳2 h以检验其

完整性，并用紫外分光光度计测定其含量和纯度。

3．PCR扩增及产物检测：按文献[10]报道的28

个微卫星位点设计引物进行筛选预实验，选取其中

多态性高、稳定性好的5对SSR引物用于正式实

验。每50“l反应体系中含有：20 pmol／L引物，10～

20 ng模板，O．25 u T硇酶(Ampli 1'aq Gold，

BfaIlchburg，New Jersey，USA)，250岬。儿dNTPs，
10 mmo儿％s．HCl(pH值8．3)，50舢。儿Kcl，
1．5 mmol／L MgCl2。反应条件：94℃预变性5 min，

94℃变性45 s，55℃复性45 s，72℃延伸45 s，共进行

35个循环，末次循环后72℃延伸10 min。最后在

4℃保存待测。扩增产物在7％的聚丙烯酰胺凝胶

[每50 ml含：35 ml水、5 mllO×TBE溶液、12 ml

30％丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺胶液(29：1)、500¨l

lO％过硫酸铵和40¨l TEMED]上进行电泳分离，以

pUCl8／Mspl作为标准对照。150 V恒电压下电泳

140 min。参照周艺彪等n¨报道的银染法染色，略有

改动。凝胶用扫描仪扫描并记录。

4．数据判读和空间自相关分析：本研究将引物

扩增的谱带作为等位基因分析，并视为绝对型变

异，按等位基因的有和无分别作为“1”或“0”赋值，

以此构建二态数据矩阵进行多态性分析和空间自

相关分析。

微卫星遗传变异的指标采用多态信息量

(polymorphic info咖ation contIent，PIC)，各等位基因

PIc值的计算公式：

H p1 H

PIc一1一∑x：一∑∑2x；x；
i-l l≈1 J；I+l

式中置表示该位点第i个等位基因的表型频率。

在空间自相关分析中，如果某一等位基因的频

率过高或过低，则该位点在空间自相关分析中提供

的有效信息将很少¨2。。为了保证数据具有足够的统

围l 四川省普格县湖北钉螺样本分布
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计学意义，我们统一选取了表型频率在15％～85％

范围内的等位基因。使用ARCGIs软件进行分析，

分析时依据等样对频率原则划分了14个距离等级，

尽量使每个距离等级内的样对数均匀分布。空间自

相关分析统计量选择Mo舢’s，系数，当，值显著大
于，白勺期望值(，=一l／(，l—1)，，l=样点数)且为正值

时，说明两点存在相似关系；而当，值显著小于J『的

期望值时，说明两点不存在相似关系BJ引。通过统计

学检验来判定上述的相似和不相似是否是由于随机

过程造成的，进而分析居群在两个不同分布尺度上

的空间结构n 3|。

结 果

1．湖北钉螺种群的SSR分析：本次研究用5对

引物对166只湖北钉螺的基因组DNA进行PcR扩

增，共检测到清晰可靠的谱带274个，谱带大小约

在60。320bp范围，每对引物扩增的谱带数在32—

72个之间，平均每对引物可以扩增出54．8个谱带

(95％c，：34．9。74．7)。各位点的PIC均超过0．9，平

均值为0．965，说明四川钉螺有很高的遗传多态性

(表1)。

表1四川钉螺微卫星分析的5对引物、等位基因数及PIC

裂萼 引物序列 羹蠡薹数眦

2．四川钉螺种群的ssR遗传变异的空间分析：

经过筛选，频率在15％～85％的72个等位基因用于

空间自相关分析，在14个距离等级上共得到的1008

个Mom’s，值，经统计学检验，其中有518个，
(51．39％)与期望J『的差异在a=O．01水平上有统计学

意义，有128个，(12．70％)与期望，的差异在a=0．05

水平上有统计学意义，其余362个，(35。9l％)与期望

，的差异无统计学意义。所有l008个Mo舢’s，值
中有43个为负数，但统计学检验均无统计学意义，

其余Mo加’s，值均>0。
从有统计学意义的Mo啪’s，值在各距离等级

中的分布看，所有有统计学意义的Mo啪’s，值均>

O；在近距离等级内(第1—4距离等级，30～186 m)，

表现为显著正相关的等位基因比例逐渐增加，从第

5个距离等级开始(259—1169m)，显著正相关的等

位基因比例稳定在66．7％的水平，不再继续增加

(表2)。

表2湖北钉螺各距离等级中表现显著正相关的
等位基闪数

注：?P(o．05

在所有72个用来空间自相关分析的等位基因

中，33个(45．8％)等位基因不存在明显的空间结构，

为随机分布模式，又称为百纳被模式n引，有39个

(54．2％)等位基因具有明显的空间结构，且均为正空

间自相关分布。

从有统计学意义的Mo啪’s，值的等位基因看，
各等位基因的空间模式不尽一致(图2)，其中

P1533、P1540、P1551、P1552、P1554、P1558、P2194、

P2054、P2045、P964l等19个等位基因在1—8距离

等级内Mo啪’s，值逐渐减小，这些等位基因的空间
自相关性随着距离增大而减小，即距离越近这些基

因在个体间的相似性越大；等位基因P214、P2148、

P2055在1—3距离等级内Mo啪’s，值迅速增大然
后趋于稳定，但结合统计学检验的结果，这些等位基

因在l～3距离等级内的Mom’s，值并无统计学意
义；其他部分等位基因如P1839等在绝大多数距离

等级内差异不显著，表现为稳定的正空间自相关。

通过计算各个距离等级上39个有统计学意义的

Mo舢’s Jf值的均数(图3)，可以发现平均Mo舢’s，
值随着距离等级的增加呈现下降趋势，且曲线下降

速率基本恒定，没有明显的拐点。可见，虽然各个

等位基因的空间分布模式不同，但是总体上SSR的

空间分布有以下规律：距离越近，湖北钉螺个体间

微卫星的相似性越高，随着距离的增加，相似性逐

渐降低。
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图2 Mo姗’s，值有统计学意义的等位基因
在14个距离等级上的Mo啪’s，值分布
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距离等级

图3各距离等级上的平均Mo啪’s，值

讨 论

SSR为数个核苷酸的串联重复序列，属于中等

重复序列，在复制过程中和由于DNA滑移

(slippage)和DNA修复系统共同作用下很容易发生

长度变化，具有很高的多态性n纠。此次研究发现湖

北钉螺居群SSR的PIc值达到O．965，平均每对引物

扩增出的等位基因数高达54个，表现出非常丰富的

居群遗传多态性，这一结果明显高于等位酶水平的

遗传多样性n引，同样也高于AFLP水平的遗传多样

性n¨。除多态性丰富外，SsR作为分子标记还有共

显性、稳定性好等优点¨引，在钉螺居群遗传学和空间

结构研究中有着广阔的运用前景。

空间结构的形成主要取决于个体遗传物质传

播距离的有限性和居群生境的异质性，生存环境问

的相互隔离以及人为的环境改造形成了钉螺基因

频率或基因型的初始分布，而钉螺的迁移能力十分

有限¨7’1引，个体只能选择就近交配，因此遗传物质的

传播距离有限，基因无法在整个居群中自由流动，从

而形成非随机分布的特定空间结构。此次研究发

现钉螺居群在14个距离等级上存在一定程度的正

空间自相关性：从距离等级看，除第一个距离等级

(34 m)上表现为正空间自相关的等位基因比例少于

50％(48．6％)，其他等级上该比例均超过50％，最高

比例达到66．7％；从各等位基因看，用于空间自相关

分析的72个等位基因有39个表现出空间正相关性。

进一步分析各距离等级上的平均Mo姗’s，值
发现正空间自相关性随着距离增加而减少。因此空

间距离较近的钉螺遗传物质有更高的相似性，而随

着距离增加空间自相关性逐渐减小。当距离增加到

一定程度时，个体间将可能不存在空间自相关性或

表现为负空间自相关性。这个临界距离既是钉螺个

体的遗传物质可以影响的范围。也可以认为是斑块

化钉螺生境的空间尺度大小b】。此次研究中未发现
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该临界值，但发现随着距离增加，Mom’s，值曲线
下降的主率比较恒定，据此粗略估计该临界值可能 参考文献

在7200 m左右，这一距离与钉螺本身的迁移能力不

符。导致这一现象的原因可能有：第一，在普格县钉

螺主要分布在山区梯田(水田)，海拔高度相差较大，

当水流从地势较高处流向地势较低处时，钉螺也将

随之迁移。有文献报道耕牛可以将牛蹄两趾间的钉

螺携带至lloO m以外¨引，人和其他动物也可能以类

似的方式增加钉螺地迁移范围。这些都在很大程度

上扩大了钉螺遗传物质的传播范围。有研究表明，

局部药物灭螺特别适合控制或消灭呈斑块化分布的

钉螺’1引，但钉螺斑块化生境的直径较大，可能给灭螺

增加了难度。第二，虽然钉螺居群SSR遗传变异的

空间结构整体上呈现随距离增加而逐渐减弱的正空

间自相关性，但是各等位基因的空间分布模式却并

不完全相同：48．7％的等位基因表现出随距离增加逐

渐减弱的正空间自相关性，这一类等位基因在钉螺

居群中表现为簇状或散点状聚积性分布，基因流从

聚积分布的中心向四周或某个方向扩散，影响一定

范围内的钉螺，导致特有的空间分布模式；另外部分

等位基因的正空间自相关性并没有随着距离增加减

小，这类等位基因在个体间的相似性没有随着空间

距离的增加而明显改变，由于这些平均Mo啪’s，值
是根据所有存在空间结构的等位基因计算的，因此

这一部分等位基因减缓了平均Mo舢’s J，值随距离

增加而减小的速率，可能使我们过高估计钉螺的播

散范围。等位基因的空问自相关性不随着空间距离

增加而改变，说明在各位置的钉螺中这些基因的有

或无是基本一致的，因此这些基因可能和钉螺某些

基本的生存能力有关，对这些基因进一步深入的分

子生物学研究，可能为研制新型灭螺药物提供一种

新途径。

由于钉螺遗传变异存在空问自相关性，在研究

钉螺的遗传变异而进行采样时，就需要考虑样本之

间的空间间隔。如果样本间的空间间隔过小，将使

所采集样本的遗传物质具有一定程度的相似性，不

能代表整个种群的遗传变异情况。例如进行全国范

围大尺度的钉螺种群研究时，采样间隔应达到数千

米；在小尺度的采样中，也应该保证各样本之间有一

定的空间间隔，各样本尽量散布在整个采样区域内，

这样可以避免因随机抽样导致的偏差从而降低样本

中的遗传多样性，有利于以相同的样本量获取更多

钉螺居群的遗传多样性。
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