
 
第 39卷第 1期                       湖南农业大学学报(自然科学版)                         Vol.39 No.1 
2013年 2月                 Journal of Hunan Agricultural University (Natural Sciences)                   Feb．2013 

DOI:10.3724/SP.J.1239.2013.00069 

羊毛尾线虫线粒体 rrnL 基因部分序列的克隆和进化分析  

张悦文 1,2，徐颖 2,4，王燕 2,5，朱兴全 2，刘国华 3* 

(1.西交利物浦大学生物科学系，江苏 苏州 215123；2.中国农业科学院兰州兽医研究所/家畜疫病病原生物学国家

重点实验室，甘肃 兰州 730046；3.湖南农业大学动物医学院，湖南 长沙 410128；4.安徽农业大学动物科技学

院，安微 合肥 230036；5.华南农业大学兽医学院，广东 广州 510642) 
 

摘 要：为探明中国羊毛尾线虫(Trichuris ovis)广东分离株线粒体核糖体大亚基基因(rrnL)的部分序列(prrnL)的遗

传变异情况，用 prrnL 序列构建其与其他毛尾线虫的进化关系；应用聚合酶链反应(PCR)扩增羊毛尾线虫虫株的

prrnL，将所获得的序列用 ClustalX 1.81程序进行比对，然后用 PAUP 4.0 Beta 10程序MP法绘制种系发育树。结

果表明：所获得的 prrnL序列长度为 849~850 bp，种内变异在 0~0.8%；13个羊毛尾线虫分离株位于同一分支，

羊毛尾线虫 prrnL序列种内很保守，种间差异较大(33.4%~36.1%)，可作为种间遗传变异研究的标记。 
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Abstract: The purpose of this study was to analyze sequence variation in the partial mitochondrial ribosomal large 

subunit gene (prrnL) among Trichuris ovis (T. ovis) isolates from Guangdong province, China and to study the 

phylogenetic relationships of T. ovis with other whipworms using prrnL sequences. The prrnL sequences were amplified 

from individual T. ovis samples by polymerase chain reaction (PCR) method and the obtained prrnL sequences were 

aligned using ClustalX 1.81. Maximum parsimony (MP) tree was constructed using the software PAUP 4.0 Beta 10. The 

lengths of all prrnL were 849−850 bp, and differences in prrnL sequences within T. ovis were 0−0.8%. Phylogenetic 

analyses showed that all T. ovis isolates were clustered in the same clade. The prrnL sequences were quite conserved 

within whipworm species while inter-species differences (33.4%−36.1%) were obvious. Thus prrnL sequences can be 

used as a useful marker for the differentiation and identification of different whipworms.   
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毛尾线虫也称为鞭虫(whipworm)，属于毛尾目
(Trichurata)、毛尾科(Trichuridae)、毛尾属(Trichuris)，
是人体和动物常见的寄生虫之一[1−2]，其成虫多寄

生于宿主的盲肠，可引起人和动物的毛尾线虫病

(Trichuriasis)。该病呈世界性分布，多见于热带地区
的发展中国家(包括中国)，是一种容易被忽视的热
带寄生虫病；因此，准确鉴定毛尾线虫种类，不仅

在预防和控制该病方面具有重要的意义，而且也具

有重要学术价值。 
目前，对毛尾线虫的种类鉴定主要依靠形态学

特征[3−4]，但形态学鉴定方法不能对虫卵和幼虫及一

些亲缘关系较近的毛尾线虫种进行准确的鉴定[5]。分

子分类学方法利用含有强大信息量的生物大分子(蛋
白质和核酸等)对物种进行分类，是探明动物各个分
类单元系统发生关系的较为先进的一种方法[6−7]，与

传统形态学方法相比更适合物种的准确鉴定。线粒

体 DNA 是广泛应用于各种动物、植物的分子进化
和分子发育分析的生物大分子，被广泛用于寄生虫

的分子分类和系统发育研究[8−11]。笔者以从广东省

斑鼻羚和剑羚宿主体内所采集的羊毛尾线虫作为

研究对象，利用聚合酶链式反应(PCR)技术扩增其
线粒体核糖体大亚基基因 rrnL 部分序列并进行分
析，旨在明确羊毛尾线虫线粒体大亚基 rrnL部分序
列的遗传变异情况，并利用线粒体大亚基 rrnL部分
序列重构羊毛尾线虫和其他毛尾线虫的种群关系，

以期为羊毛尾线虫合理分子标记的选择、鉴别、诊

断及防治等提供参考依据。 

1 材料和方法 

1.1 虫体样品 

13 条羊毛尾线虫样品分别采自广东广州市和
茂名市(表 1)，所有的样品均采自宿主的盲肠，单个
样品经生理盐水冲洗和经形态学鉴定后，于 70%的
乙醇中保存。 

表 1 供试羊毛尾线虫样品来源 
Table 1 Trichuris ovis isolates used in the present study 

编号 宿主 宿主来源 
TB11, TB 12, TB 14, TB 16, TB 17 斑鼻羚 广州市 
TBM8, TBM11，TBM 12，TBM 13 斑鼻羚 茂名市 
TJ8，TJ89，TJ810，TJ811 剑羚 广州市 

1.2 主要试剂 

rTaq酶(大连宝生物公司产品)，蛋白酶K(Merck

公司产品)，TIANamp Genomic DNA kit (TIANGEN
公司产品)，PCR试剂(Buffer、MgCl2、dNTPs, 为大
连宝生物公司产品) [12−13]。 

1.3 样品 DNA 的制备 

从 70%乙醇保存液中取单个虫体，用双蒸水反
复吹打冲洗 3次后，置于一新的 1.5 mL Eppendorf
管中，用灭菌的微型剪刀将虫体组织剪碎，用

TIANamp Genomic DNA kit试剂盒提取虫体 DNA。
具体为：加 200 μL GA Buffer 到装有剪碎虫体的
Eppendorf管，反复研磨虫体组织，再加 20 μL蛋白
酶 K (20 mg/mL)，混匀后，置于 60 ℃恒温水浴箱
中消化 3 h (每 30 min混匀 1次)，消化好的虫体悬
液按试剂盒说明书操作提取 DNA。将获得的 DNA
样品进行分装，并保存于–20 ℃冰箱备用[12−13]。 

1.4 PCR 扩增 

根据已报道的羊毛尾线虫线粒体基因组序列

(GenBank 登录号为 JQ996232)[14]，设计引物对

TO16SF 和 TO16SR 来扩增羊毛尾线虫线粒体
prrnL，TO16SF 引物的序列为 5′−TTTGATATCT 
TTTTACCTTACCATT−3′；TO16SR 引物的序列

5′−AGGGCTTATTGCTATGTGGTTA−3′。 
设计的引物由上海生工生物科技有限公司合

成。PCR扩增体系和条件参照文献[12]。最后取5 μL 
PCR产物在1%TAE琼脂糖凝胶中电泳检测。 

1.5  rrnL基因部分序列测定及种系发育分析 

选择阳性PCR产物送上海生工生物科技有限公
司进行测序。测序获得的羊毛尾线虫的序列与

GenBank中发表的毛尾线虫rrnL序列，包括褪色毛
尾线虫 (T. discolor，GenBank登录号JQ996231)、猪
毛尾线虫(T. suis，GenBank登录号GU070737)和人毛
尾线虫(T. trichiura，GenBank登录号GU385218)的进
行相似性比对，并以猪蛔虫(Ascaris suum；GenBank
登录号HQ704901)作为外群，对毛尾线虫进行种系
发育分析。所用序列比对及遗传距离用Clustal X1.81
及Mega 5.0计算，种系发育树用PAUP 4.0 Beta 10程
序MP法绘制。 

2 结果与分析 

2.1 PCR 扩增结果 

用设计的引物对 TO16SF 和 TO16SR 进行 PCR
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扩增，13个羊毛尾线虫样品均成功地扩增出约 900 bp
的片段，其大小与预期相符，空白对照为阴性(图 1)。 

 
M  DL−2000 标准分子质量；1 阴性对照；2～14 分别代表样品

TB11、TB12、TB14、TB16、TB17、TJ8、TJ9、 TJ10、TJ11、TBM8、
TBM11、TBM12、TBM13。 

图 1 羊毛尾线虫线粒体 prrnL PCR扩增产物的琼脂糖电泳

分析结果 
Fig.1 Analysis of PCR-amplified mtDNA prrnL from Trichuris 

ovis isolates by agarose gel electrophoresis 

2.2 测序结果及分析 

13个羊毛尾线虫样品prrnL序列长度为896～897 bp，

剔除引物后均得到849～850 bp的序列。所有羊毛尾

线虫样品prrnL序列的A、G、T、C 碱基平均含量

分别为37.29%、12.71%、35.88%和14.12%，其中

A+T的平均含量 (73.17%)明显高于G+C的平均含

量 (26.83%)。对羊毛尾线虫13个不同个体的prrnL

序列进行种内比较，发现羊毛尾线虫prrnL基因序列

总共有7个碱基发生变异，变异率为0～0.8% (表2)。

对所有的毛尾线虫(褪色毛尾线虫，人毛尾线虫和猪

毛尾线虫)prrnL基因序列进行种间分析发现，prrnL

序列毛尾线虫种间存在比较大的差异，差异率为

33.4%～36.1%。 

表 2 羊毛尾线虫 mtDNA prrnL 序列变异位点 
Table 2 Nucleotide substitution in the partial mitochondrial ribosomal 

large subunit gene (prrnL) among Trichuris ovis isolates 

rrnL变异位点(nt) 
编号 

92 124 237 696 721 723 744

TJ8 T A G A T A T 
TJ9 T A A A T T A 
TJ10 T A G A T T A 
TJ11 T G A A T T A 
TB11 T A A A T A A 
TB12 C A A A T T A 
TB14 C A A — T T A 
TB16 C A A A T T A 
TB17 T A G A T T A 
TBM8 T A G A T A T 
TBM11 T A G A C A A 
TBM12 T A A — T T A 
TBM13 T G A A T T A 

2.3 羊毛尾线虫 rrnL 基因序列系统发生树 

以猪蛔虫为外群所构建的MP系统发生树(图2)
显示，羊毛尾线虫广东分离株位于同一大分支，系

统发生树中的自举检验值(Bootstrap值)较高。羊毛
尾线虫广东分离株所属分支与其他毛尾线虫所属

分支相隔较远，相对来说，与褪色毛尾线虫的关系

稍近，与人毛尾线虫的关系稍远。 

 

图2 基于prrnL基因序列以MP法所构建的毛尾

线虫系统发生树 
Fig.2 The Bootstrap consensus phylogram of the phylogenetic 

tree reconstructed by maximum parsimony (MP) using 

the prrnL sequences 

3 结论与讨论 

目前, 分子分类学方法是国际上最普遍和常用
的一种分类方法，也是寄生虫分类学研究中发展最

快的一种方法。选择合适的 DNA 片段用于寄生虫
分类学研究显得尤其重要。线粒体 DNA 为双链闭
环分子, 具有独立进化、结构简单且稳定、基因组
较小、母系遗传、基因间不发生重组等特点[6–7], 更
适宜于寄生虫群体遗传学和进化生物学研究[15]。 

笔者对来自广东广州市和茂名市不同宿主体

内的羊毛尾线虫线粒体部分 rrnL 基因序列进行了

遗传变异分析。研究结果显示，羊毛尾线虫广东分

离株之间线粒体 rrnL 基因部分序列相似性均在

99.0%以上，符合 Wang 等基于线粒体 cox1、nad5

和 cytb 基因的研究结果(待发表)。各广东分离株与

GenBank 中其他毛尾线虫(人和猪毛尾线虫)相应序

列的相似度均低于 68%，说明 prrnL能为种间的遗

传变异研究提供遗传标记，可用于羊毛尾线虫的种
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间鉴定，这一结论与 Liu 等 [14]对羊毛尾线虫和褪色

毛尾线虫线粒体全基因组分析所得出的结论相符。 
采用 MP 法构建的进化树显示出羊毛尾线虫广

东分离株位于同一大分支，系统发生树中的

Bootstrap 值较高，羊毛尾线虫广东分离株所属分支
与其他毛尾线虫所属分支相隔较远，得到了很好的

鉴别。有研究[16]表明，来自不同地方和不同宿主的

褪色毛尾线虫 (T. discolor) 存在隐藏种。本研究的
种系发育树显示来自不同地方和不同宿主的羊毛尾

线虫没有隐藏种的存在。当然，本研究基于线粒体

rrnL 基因部分序列构建的种系发育树样品来源十分
有限，而且 prrnL 所包含的信息量也十分有限，这
给推演羊毛尾线虫系统关系带来了一定的干扰；因

此，要更科学和准确地推演出不同宿主和来源的羊

毛尾线虫是否存在隐藏种，可能需要更多不同宿主

和地方来源的羊毛尾线虫进行序列分析，并结合形

态学、生态学和细胞生物学等相关数据综合考虑才

能实现。笔者研究中国羊毛尾线虫广东分离株的

prrnL序列变异情况，发现羊毛尾线虫 prrnL序列种
内变异较小，种间差异很大，是较理想的羊毛尾线

虫种间鉴定检测标记，这为羊毛尾线虫的分类鉴定

以及进一步的分子流行病学调查作好了准备。 
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