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摘 要：以从陕西省泾阳县山羊大肠中采集的 5条绵羊夏柏特线虫为研究对象，用通用引物 JB3及 JB4.5扩增绵

羊夏柏特线虫的线粒体细胞色素 c氧化酶第 1亚基(cox1)基因部分序列(pcox1)，将测序获得的序列用 ClustalX 1.81

程序进行比对，并用 PAUP程序MP法构建系统发育树。结果表明：所获得的 5个绵羊夏柏特线虫样品 pcox1序

列长度均为 393 bp；种系发育分析表明，绵羊夏柏特线虫 5个样品位于同一分支，且绵羊夏柏特线虫的 pcox1序

列种内相对保守(0.5%~2.0%)，种间变异显著(9.4%~18.8%)，pcox1序列可作为种间变异研究的可靠遗传标记。 

关 键 词：绵羊夏柏特线虫；线粒体 DNA；pcox1基因；种系发育关系 

中图分类号：S855.9     文献标志码：A   文章编号：1007–1032(2013)05–0539–04 
 

Cloning and sequence analysis of mitochondrial pcox1 gene  
of Chabertia ovina from goat 

ZHAO Lei1,2, JIANG Hai-hai2, ZHAO Guang-hui3, LIU Guo-hua4，ZHU Xing-quan1,2，QIAN Ai-dong1* 

(1.College of Animal Science and Technology, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China; 2.State Key Laboratory 
of Veterinary Etiological Biology, Lanzhou Veterinary Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Lanzhou 
730046, China; 3. College of Veterinary Medicine, Northwest Agriculture & Forestry University, Yangling, Shaanxi 712100, 
China; 4. College of Veterinary Medicine, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China) 
 

Abstract: To analyze the sequence variation in the mitochondrial cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) gene among 
Chabertia ovina (C. ovina) isolates from goat in Shaanxi province, China and to study its phylogenetic relationships with 
other nematodes using the cox1 gene sequences, the partial cox1 (pcox1) was amplified from individual C. ovina samples 
by PCR. The amplified pcox1 sequences were aligned using the ClustalX 1.81 and MP tree was constructed using the 
software PAUP 4.0. The lengths of all the pcox1 sequences were 393 bp. Phylogenetic analyses showed that all the C. 
ovina samples from Shaanxi province were clustered in the same clade. Sequences variations in pcox1within C. ovina 
were limited (0.5%–2.0%), while inter-species differences were significant (9.4%–18.8%). Thus, the pcox1 sequences can 
be used as a genetic marker for identification and population genetic studies of nematodes.  
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绵羊夏柏特线虫 (Chabertia ovina)是圆线目
(Strongylata)、圆线科 (Strongyloidea)、夏柏特属
(Chabertia)的土源性寄生线虫，主要寄生于羊、牛、
骆驼以及其他反刍兽的大肠内，引起腹泻、血便等，

严重者会导致患畜大批死亡[1]。 
近年来，线粒体基因组的研究受到越来越多的

关注[2–4]。随着生物种群的不断进化和分子生物学

的不断发展，传统的形态学鉴定方法的局限性更加
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明显。分子分类学方法可以弥补形态学鉴定方法的

不足，更适合物种的准确鉴定。线粒体基因组高度

保守，进化速度快，而且以母性方式遗传，可以作

为一种有效的遗传标记[5–7]，已被用于多种寄生虫

的种间和种内遗传变异研究[8–13]。本研究以从中国

陕西省泾阳县山羊大肠中采集的 5条绵羊夏柏特线
虫为研究对象，拟分析其线粒体细胞色素 c氧化酶
第Ｉ亚基基因(cox1)部分序列(pcox1)的特征，旨在
为今后夏柏特线虫的分类鉴定提供依据。 

1 材料和方法 

1.1 虫体样品 

5条绵羊夏柏特线虫(CHO 1，CHO 2，CHO 3，
CHO 5，CHO 7)样品均采自陕西省泾阳县的山羊，
用 70%乙醇保存，备用。 

1.2 主要试剂 

蛋白酶 K(Merck 公司产品 )；Wizard® SV 
Genomic DNA Purification System(Promega公司产
品)；rTaq酶(TaKaRa公司产品)；PCR试剂(10×PCR 
Buffer、MgCl2、dNTPs，为 TaKaRa 公司产品)；
pMD18–T载体(TaKaRa公司产品)；DNA胶回收试
剂盒(OMEGA Bio–Tek公司产品)。 

1.3 样品 DNA 的制备 

虫体 DNA 提取按 Wizard® SV Genomic DNA 
Purification System说明书进行。提取前对虫体进行
如下处理：从保存液中取出虫体，剪下虫体一部分

置于 1个 1.5 mL离心管中，并用双蒸水反复吹打冲
洗 3~4 次，然后将其转移到新的离心管中，用灭菌
的微型剪刀将虫体组织剪碎，加入 200 μL 的 Nuclei 
Lysis Solution反复研磨，再加 50 μL EDTA、5 μL 
RNase A Solution、30 μL蛋白酶 K，混匀后置于 55 ℃
恒温水浴锅中消化 15~18 h(每 2 h混匀 1次)，直至
消化完全。制备出来的 DNA样品分装后，置–20 ℃
冰箱保存，备用。 

1.4 PCR 扩增 

线粒体 pcox1的扩增采用 Bowles[8]等报道的引

物 JB3和 JB4.5，其序列分别为 5′–TTTTTTGGGCAT 
CCTGAGGTTTAT–3′(24 bp)；5′–TAAAGAAAGAA 

CATAATGAAAATG–3′(24 bp)。 
引物由上海生工生物工程有限公司合成。PCR

反应体系和循环参数见文献[9]。取 5 μL PCR产物
与 1 μL 6×Loading Buffer混匀，经 1%琼脂糖凝胶电
泳，用凝胶成像系统观察结果并摄像。 

1.5 PCR 产物的纯化、克隆及测序 

用DNA胶回收试剂盒回收 PCR产物，并将之与
pMD18–T载体连接，然后转化大肠肝菌 JM109感受
态细胞。对阳性转化子进行 PCR 鉴定，将阳性转化
子的菌液送上海生工生物工程有限公司测序。每条序

列均经过正、反链双向测定，以确保序列的准确性。 

1.6 cox1 基因部分序列测定及其进化分析  

对测序结果进行序列分析。检索 GenBank中发
表的现有代表性圆线目线虫 cox1序列，包括有齿食
道口线虫(Oesophagostomum dentatum)、长尾食道口
线虫(O. quadrispinulatum)、环形线虫(Cylicocyclus 
insignis)、普通圆线虫(Strongylus vulgaris)，将测序
获得的绵羊夏柏特线虫的 cox1 序列与之进行相似
性比对，并以猪蛔虫(Ascaris suum，GenBank登录
号 HQ704901)作为外群，对绵羊夏柏特线虫进行种
系发育分析。用 Clustal X1.81及Mega 5.0进行序列
比对和遗传距离计算；用 PAUP 4.0 Beta 10程序MP
法绘制种系发育树。 

2 结果与分析 

2.1 PCR 扩增结果 

从图 1 可看出，5 个样品都能扩增出清晰且一
致的条带，大小约为 450 bp，与预期 pcox1目的片
段长度相符。 

 
M  DL2000 DNA Marker；1～5分别代表样品CHO1、CHO2、

CHO3、CHO5、CHO7的 PCR产物；6 阴性对照。 

图 1 绵羊夏柏特线虫线粒体 pcox1 PCR 扩增产物

的琼脂糖电泳分析结果 
Fig.1 Analysis of PCR-amplified mtDNA pcox1 from C. ovina 

samples by agarose gel electrophoresis 
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2.2 测序结果及分析 

5 个绵羊夏柏特线虫样品 pcox1 序列长度均为
441 bp，去除引物后均得到 393 bp的序列。5个样
品 pcox1 序列的 A+T 含量(68.48%~69.16%)明显高
于 G+C含量(30.84%~31.52%)。对 5个不同个体的
绵羊夏柏特线虫 pcox1序列进行种内比对，发现绵
羊夏柏特线虫pcox1基因序列总共有11个碱基发生

变异，变异率为 0.5%~2.0%(表 1)。样品序列与
GenBank 收录的绵羊夏柏特线虫的相应序列(登录
号为 GQ888721)进行比对，经 DNAStar 5.0 的
MegAlign 程序分析显示，pcox1 基因变异率为
3.6%~4.3%。对圆线目线虫 pcox1 基因序列进行种
间分析发现，pcox1 序列绵羊夏柏特种间存在比较
大的差异，变异率为 9.4%~18.8%。 

表 1 绵羊夏柏特线虫 mtDNA cox1 序列变异位点 
Table 1 Nucleotide substitution in the partial mitochondrial cox1 gene among C. ovina samples 

cox1变异位点 
编号 

63 bp 75 bp 78 bp 120 bp 162 bp 171 bp 177 bp 237 bp 276 bp 379 bp 433 bp

CHO1 A A C C T T G T T T C 

CHO2 T G C T C C A C T C A 

CHO3 A A T T T C A C T T C 

CHO5 T A C T C C A T T T C 

CHO7 A A T T T C A C C T C 
 

2.3 cox1 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，绵羊夏柏特线虫陕西样品位于同一大分支，
系统发生树中的自举检验值(Bootstrap 值)较高。绵
羊夏柏特线虫陕西样品所属分支与其他圆线虫所

属分支相隔较远。 

 

图2 基于pcox1基因序列以MP法所构建的绵羊夏柏

特线虫系统发生树 
Fig. 2 The Bootstrap consensus phylogram of the stationary tree reconstructed 

by maximum parsimony (MP) using the pcox1 sequences 

3 结论与讨论 

寄生虫的准确鉴定和分类，对有效诊断、治疗

和控制寄生虫病有重要的作用。寄生虫学研究中传

统的分类鉴定主要依靠形态学特征，但形态学鉴定

无法区分形态相似的相近种或近缘种以及虫卵和

幼虫。线粒体能为细胞提供能量，是半自主性细胞

器。mtDNA 作为一种核外遗传物质，为双链闭环
分子，它具有相对分子量小、结构简单、进化速度

快、按母性方式遗传等特点，因此，mtDNA 是研
究遗传变异的理想物质，尤其是在形态特征相似的

相近虫种之间的鉴定方面优势明显。在寄生虫的分

类鉴定和种群遗传方面，许多学者认为 cox1基因序
列是较理想的分子标记[14–18]。 
笔者对来自陕西省泾阳县的绵羊夏柏特线虫

线粒体 pcox1基因序列进行了遗传变异分析。研究
结果显示，绵羊夏柏特线虫陕西样品之间线粒体

pcox1 基因序列相似性均在 98.0%以上，与
Praphathip 等[19]基于线粒体 pcox1 基因的研究结果
相符。陕西绵羊夏柏特线虫各样品与 GenBank中其
他圆线虫相应序列的相似度均低于 91%，说明 cox1
能为种间的遗传变异研究提供遗传标记，可用于绵

羊夏柏特线虫的种间鉴定，这一结论与 Lin 等 [20]

对有齿食道口线虫和长尾食道口线虫线粒体全基

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绵羊夏柏特线

虫陕西样品位于同一大分支，系统发生树中的

Bootstrap值较高，其所属分支与其他圆线虫所属分
支相隔较远，得到了很好的鉴别。笔者研究中国绵

羊夏柏特线虫陕西样品的 cox1序列变异情况，发现
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CHO3 
8
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绵羊夏柏特线虫 pcox1序列种内变异较小，种间差
异很大，是较理想的绵羊夏柏特线虫种间鉴定检测

标记，这为绵羊夏柏特线虫的分类鉴定以及进一步

的分子流行病学调查工作打下了基础。 
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