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功扩增&在基因型为
4J3%

的样品中!有
0

份在三

个位点均成功扩增&在基因型为
4J30

的样品中!

有
)

份在三个位点均成功扩增&

!H!

!

JK<.

分析结果

本研究共获得的
%00

份
V7:

位点阳性毕氏肠

微孢子虫分离株分别在
Z:%

'

Z:)

和
Z:1

位点的

扩增效率依次为
01'/d

"

*)

%

%00

#'

%('&d

"

00

%

%00

#'

2&'(d

"

.0

%

%00

#&核苷酸序列分析表明!分别

在
Z:%

'

Z:)

和
Z:1

位点出现了
%.

'

/

和
%(

个核

0*1%



!

/

期 刘婷丽等$陕西部分地区山羊毕氏肠微孢子虫多位点基因分型研究

表
!

!

基于
J<#

$

J<I

$

J<%

和
J<$

位点的多位点基因分型结果

.5E41!

!

JK<.F1A346AE5A1;8948C7J<#

%

J<I

%

J<%

和
J<$

基因型"

3B-#R

IQ

B

"

宿主
J#,R

分离株数量

5H6OBE#P$,#@?RB

各位点基因型数量
5H6OBE#PB?FA

S

B-B@#FH,

Z:% Z:* Z:) Z:1

<><.

奶山羊
X?$E

IS

#?R, . * & 0 %

4J3%

绒山羊
4?,A6BEB

S

#?R, 1 2 & & 2

奶山羊
X?$E

IS

#?R, *2 ( & 2 0

4J30

奶山羊
X?$E

IS

#?R, 0 & & 0 &

黑山羊
<@?FD

S

#?R, %. %* & ) %0

:̀ %

绒山羊
4?,A6BEB

S

#?R, )* & & 1 )&

奶山羊
X?$E

IS

#?R, %* 2 & 0 0

总计
7#R?@ %00 *) & 00 .0

"

'

基于
GB-

位点鉴定的基因型

"

'3B-#R

IQ

BO?,B"#-GB-,$RB

苷酸变异单倍型!形成了
%.

'

/

和
%(

个基因型!共形

成了
%)

个
Z\3,

"表
*

#&其中!

2&

份绒山羊阳性样

品在三个位点的扩增效率分别为
%&'&d

"

2

%

2&

#'

%)'&d

"

1

%

2&

#和
/&'&d

"

)2

%

2&

#!分别具有
*

'

*

和

%&

个基因型!共形成了
2

个
Z\3,

(

2.

份奶山羊阳

性样品的扩增效率依次为
0('.d

"

%.

%

2.

#'

%/'.d

"

%%

%

2.

#和
('/d

"

2

%

2.

#!分别组成
)

'

)

'

%

个基因

型!共组成
1

个不同的
Z\3,

(黑山羊阳性样品的扩

增效率依次为
(%'*d

"

%*

%

%.

#'

02'&d

"

)

%

%.

#'

12'&d

"

%0

%

%.

#!分别具有
/

'

0

'

1

个基因型!构成
0

个
Z\3,

&

表
I

!

毕氏肠微孢子虫分离株
JK<.

分型

.5E41I

!

JK<.6

@N

1A8:JH1+.,.G(+7A84561A

分离株

V,#@?RB

宿主

J#,R

GB-

基因型

GB-

S

B-#R

IQ

B

Z:% Z:) Z:1 Z\3,

;%.

绒山羊
4?,A6BEB

S

#?R, 4J3% 7

IQ

BV 7

IQ

BV 7

IQ

BV Z\3%

;22

绒山羊
4?,A6BEB

S

#?R, 4J3% 7

IQ

BVVV 7

IQ

BVV 7

IQ

BVVV Z\30

;0(

绒山羊
4?,A6BEB

S

#?R, :̀ % 7

IQ

BVV 7

IQ

BVa 7

IQ

BVV Z\3*

<)1

绒山羊
4?,A6BEB

S

#?R, :̀ % 7

IQ

BV 7

IQ

BV 7

IQ

BV Z\3%

X*

绒山羊
4?,A6BEB

S

#?R, :̀ % 7

IQ

BVa 7

IQ

BVV 7

IQ

Ba Z\3)

3%&

绒山羊
4?,A6BEB

S

#?R, :̀ % 7

IQ

BVVV 7

IQ

BV 7

IQ

BVV Z\32

W%

奶山羊
X?$E

IS

#?R, <><. 7

IQ

Ba 7

IQ

BV 7

IQ

BVVV Z\3.

W2

奶山羊
X?$E

IS

#?R, <><. 7

IQ

BV 7

IQ

BV 7

IQ

BV Z\3%

W%1

奶山羊
X?$E

IS

#?R, <><. 7

IQ

BaV 7

IQ

BVV 7

IQ

BV Z\31

Y00

奶山羊
X?$E

IS

#?R, 4J3% 7

IQ

BVa 7

IQ

BV 7

IQ

BVV Z\3(

W)/

奶山羊
X?$E

IS

#?R, 4J30 7

IQ

BVVV 7

IQ

BV 7

IQ

BVV Z\32

W2(

奶山羊
X?$E

IS

#?R, 4J30 7

IQ

BV 7

IQ

BV 7

IQ

BVV Z\3/

Y20

奶山羊
X?$E

IS

#?R, :̀ % 7

IQ

BV 7

IQ

Ba 7

IQ

BV Z\3%&

Y2)

奶山羊
X?$E

IS

#?R, :̀ % 7

IQ

BVVV 7

IQ

BVV 7

IQ

BVV Z\3%%

Y.*

奶山羊
X?$E

IS

#?R, :̀ % 7

IQ

BVV 7

IQ

BVV 7

IQ

BVV Z\3%0

90

黑山羊
<@?FD

S

#?R, 4J30 7

IQ

BVV 7

IQ

BVV 7

IQ

BVVV Z\3%*

9/

黑山羊
<@?FD

S

#?R, 4J30 7

IQ

BV 7

IQ

BVV 7

IQ

BVVV Z\3%)
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毕氏肠微孢子虫作为一种重要的人兽共患病

原!具有复杂的遗传多样性&早期检测毕氏肠微孢

子虫的方法有吉姆萨染色法'革兰染色法'韦伯

4AE#6#RE#

Q

B

染色法'电子显微镜观察'免疫学方法

等)

(

!

%(!%/

*

&染色法虽操作简单!但要求检查人员有

较丰富的经验!且无法鉴定微孢子虫的具体基因型(

利用电子显微镜检查成本高!操作繁琐!应用于水样

或粪样的研究时具有一定局限性(而免疫学方法虽

特异性高'灵敏度高!但在应用于水样中微孢子虫的

检查时表现出一定的局限性)

0&

*

&近年来!基于
GB-

位点的分子生物学方法以其高特异性'高敏感性的

特点!不仅作为毕氏肠微孢子虫的检测标记!还可准

确鉴定毕氏肠微孢子虫的基因型)

0%

*

&目前鉴定的

毕氏肠微孢子虫
GB-

基因型已超过
0&&

个!其中一

些具有宿主特异性!只存在于单一宿主!有些基因型

可感染包括人在内的两种或多种宿主)

%2

!

00!0*

*

!但由

于以前对基因型的命名方法和规则不够规范!具有

相同的
GB-

序列的基因型在不同的研究中被不同

作者赋予了不同名称"如基因型
7

IQ

BVa

也被命名

为
=

'

<><2

'

<><!T?E

'

ZV7:%

'

YR><VVV

'

Q

BEH0

#&为

了规范基因型名称!

Z':?-Rz-

等)

%.

*列述了当时的

所有已报道的毕氏肠微孢子虫基因型!并讨论和统

一规定了今后对毕氏微孢子虫的命名规则!为鉴定

毕氏肠微孢子虫基因型提供了标准&

然而!

V7:

无法明确
JM5(&)&10(

各基因型的来

源'传播途径等!新发现的基因型多数情况下只能证

明对此宿主易感!其基因型分布'感染力强弱是否存

在地域性特点'是否存在亚群体遗传等方面仍难以

明确!故仅依靠
V7:

单一位点判定某基因型是否具

有人兽共患性仍只能靠搜集同一基因型在不同宿主

之间的感染病例数据来确认&为了能更加精确地分

析毕氏肠微孢子虫的基因型和遗传特征!

0&%%

年!

^'̂ 'WB-

S

等)

%1

*根据
JM5(&)&10(

基因组序列选取

*

个微卫星"

Z:%

'

Z:*

'

Z:1

#和
%

个小卫星"

Z:)

#

位点 开 发 了 用 于
JM5(&)&10(

的
Z\:7

技 术&

Z\:7

最初被开发并应用于测定细菌的分型!通过

应用巢式
Y49

扩增的手段来获取全基因组中多个

位点的管家基因序列!以多个生物学标签的方式来

更好地展示病原体的某些特性)

0)

*

&通过应用

Z\:7

技术!可以发现不同来源的
JM5(&)&10(

基因

型存在明显的亚型分布和群体遗传规律)

02!01

*

!并可

配合多种生物技术更准确地鉴定及研究毕氏肠微孢

子虫的生物学特性&

本研究首次将
Z\:7

技术用于山羊的毕氏肠

微孢子虫的多位点基因分型研究!所使用的
Z\:7

分型工具的各位点是通过分析毕氏肠微孢子虫人分

离株
J*)(

全基因组测序结果筛选而确立的)

%1

*

!

GB-

基因型鉴定显示其具有宿主适应特性!因而所

建立的
Z\:7

位点在部分宿主特异性进化群体中

可能不存在对应位点或表达量过低!这可能是本研

究中出现的某些位点"如
Z:*

#即使多次扩增也未

得到目的条带的原因!尽管
Z:%

'

Z:)

和
Z:1

也因

此不能得到
%&&d

扩增!但本研究中
Z:%

和
Z:1

位点的扩增效率较高!与前人研究报道相符)

0

!

0(

*

&

此外!本研究中
Z:%

'

Z:)

'

Z:1

位点具有明显的核

苷酸多态性"

:5Y,

'碱基缺失和插入#!可依次形成

%.

'

/

'

%(

个基因型&在
%00

份阳性样品中!共有
/

份阳性分离株均在
Z:%

'

Z:)

'

Z:1

位点
Y49

扩增

成功!且同一
GB-

基因型出现多种
Z\3,

!表明山

羊毕氏肠微孢子虫同一
GB-

基因型存在遗传多样

性!

Z\:7

能更详尽地反映陕西部分地区山羊感染

JM5(&)&10(

基因型的复杂性!为山羊乃至其他动物

及人微孢子虫病研究提供了基础资料&

%

!

结
!

论

采用基于微卫星"

Z:%

'

Z:*

'

Z:1

#和小卫星

"

Z:)

#位点的多位点序列分型技术首次对陕西省部

分地区的不同用途山羊的
%00

个毕氏肠微孢子虫分

离株进行了多位点序列分型研究&结果显示!在

Z:%

'

Z:)

和
Z:1

位点的扩增效率依次为
01'/d

'

%('&d

和
2&'(d

!而在
Z:*

位点所有样品均未获

得有效扩增&序列分析表明!所有样品的
Z:%

'

Z:)

和
Z:1

位点分别具有
%.

'

/

和
%(

个基因型!

共形成了
%)

个
Z\3,

&其中!

2&

份绒山羊阳性样

品三个位点扩增效率分别为
%&'&d

'

%)'&d

和

/&'&d

!分别具有
*

'

*

和
%&

个基因型!共形成了
2

个
Z\3,

(

2.

份奶山羊阳性样品三个位点的扩增效

率依次为
0('.d

'

%/'.d

和
('/d

!分别组成
)

'

)

'

%

个基因型!共组成
1

个不同的
Z\3,

(

%.

份黑山羊

阳性样品在三个位点的扩增效率依次为
(%'*d

'

02'&d

和
12'&d

!分别具有
/

'

0

'

1

个基因型!构成
0

个
Z\3,

&
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