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研究报告
辽宁省海鱼异尖线虫感染调查及分子鉴定

耿英芝!李飞!王伟杰!张眉眉
!辽宁省疾病预防控制中心"辽宁 沈阳"!!&&&($

摘"要!目的"了解辽宁省市售海洋鱼类异尖线虫感染情况!并对异尖线虫$期幼虫进行分子鉴定!确定感染异

尖线虫虫种% 方法"采用直接剖检法从市售海鱼中检出异尖线虫$期幼虫后!在显微镜下观察形态进行初步鉴

定&提取异尖线虫虫体总 38<!采用通用引物扩增异尖线虫核糖体 38<内转录间隔区"‘4>#序列!并对其 ‘4>! 和
‘4># 序列进行序列比对和进化分析% 结果"采集 ### 份市售海鱼样品进行剖检!共有 E& 份检出异尖线虫幼虫!检

出率为 $!C($h!其中小黄花鱼和带鱼的检出率较高!感染度最高为 #$$ 条.份% 测序结果经序列比对和进化分析!

结果显示检出的异尖线虫幼虫分别为异尖线虫属和宫脂线虫属的 ( 种异尖线虫!包括简单异尖线虫 "?)/’(8/’

’/,B6+.#$派氏异尖线虫 "?)/’(8/’B+=%+55//#$典型异尖线虫 "?)/’(8/’*&B/1(6#$内弯宫脂线虫 "E&’*+%4*$&61(/-,

(0-)1-,#和厦门宫脂线虫"E&’*+%4*$&6(1/-,(,4&+)’+#% 结论"辽宁省市售海洋鱼类异尖线虫感染情况较严重!且

感染的异尖线虫种类多样!其感染优势种为派氏异尖线虫%
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""异尖线虫主要寄生于海鱼(海洋哺乳动物(
海鸟等宿主体内"呈世界性分布"被我国列为禁
止 入 境 的 二 类 动 物 寄 生 虫’ 异 尖 线 虫 病
#OSPVO/POVPV$是指人误食寄生在海鱼等体内的异
尖线虫活的$期幼虫而引起的疾病"可引起人的
过敏反应(急腹症症状等 + !G#, "是一种重要的食源

性人兽共患寄生虫病’ 据报道 + $,全球感染异尖
线虫病病例达 $ 万余例"且以每年 # &&& 多例的
速度递增"而在我国海洋鱼类感染异尖线虫的报
道很多"但仅 n‘8等 + 6,报告了 ! 例人感染病例’
随着人们饮食习惯的改变"生食或半生食海鲜的
人群逐渐增多"患异尖线虫病的几率大大增加"
应引起高度重视’ 为了解辽宁省市售海洋鱼类
异尖线虫感染情况"本研究对异尖线虫感染情况
进行了初步调查"并对检获的异尖线虫$期幼虫
进行分子鉴定’
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!"材料与方法
!C!"材料
!C!C!"样品来源

#&!’!#&!E 年从辽宁省采集的市售鲜(活海洋
鱼类"包括小黄花鱼(带鱼(鲅鱼(青鱼(大黄鱼(油寇
鱼(大头宝鱼(红娘子(鲈鱼(辫子鱼(鳌鱼和梭鱼"共
###份’ 样品主要产自辽宁省#D!C,Dh"!D#.###$"浙
江省占 #CE&h#’.###$"山东省占 #C#(h#(.###$"另
有 !$C&’h##,.###$的样品产地不详’
!C!C#"主要仪器与试剂

聚合酶链式反应#7):$仪#美国 <0‘$"电泳仪
和全自动凝胶成像分析系统均购自美国伯乐"光学
显微镜’

动物基因组 38<提取试剂盒 #上海生工生物
工程有限公司$"7e[NPX+XF(H#大连宝生物工程有
限公司$"!&& dg38<QOZZ[e#北京全式金生物技术
有限公司$"g5+*G4载体和胶回收试剂盒#上海天
根生化科技有限公司$’

!C#"方法
!C#C!"异尖线虫分离和形态学鉴定

将采集的鱼类直接剖检"主要在鱼的内脏(体
腔等部位寻找异尖线虫$期幼虫"将检获的异尖线
虫进行分类(编号"并用生理盐水冲洗"经光学显微
镜初步鉴定为异尖线虫$期幼虫后"于 E&h乙醇中
保存备用’
!C#C#"38<提取及 7):扩增

样品总 38<提取%挑取 E&h乙醇保存的单条虫
体"蒸馏水反复冲洗 $ 遍"用研磨棒将虫体研碎"
38<提取按动物基因组 38<提取试剂盒说明书
操作’

7):扩增%以提取后的总 38<作为模板"用通
用引物 8)(#(oG4<5545<<))45)55<<55<4)<44G
$o$和 8)##(oG44<5444)4444))4))5)4G$o$扩增异
尖线虫内转录间隔区#‘4>$序列"目的片段大小约为
! &&& dg’ 反 应 体 系 # #( !Q$% 7e[NPX +X F(H
!#C( !Q"引物 8)( 和 8)##!& gNWQ.=$各 ! !Q"38<
模板 $ !Q"加焦碳酸二乙酯#3+7)$水至 #( !Q"混匀
后置 7):扩增仪中扩增’ 扩增条件%,6 q预变性
( NPS&,( q变性 $& V"(( q退火 $& V"E# q延伸
E( V"$& 个循环&E# q延伸 E NPS"置 6 q可短期保
存’ 取 E !Q扩增产物用 !C(h的琼脂糖凝胶进行电
泳分析"稳压 !#& r"约 6& NPS"在凝胶成像仪中观
测结果’
!C#C$"胶回收和克隆测序

7):扩增产物电泳后"切阳性胶回收目的条
带"并按试剂盒操作说明与 g5*G4载体连接"然后

转化到 3;(O感受态细胞’ 挑选阳性单个菌落培
养"经 7):验证后送至英潍捷基有限公司进行
测序’
!C#C6"序列比对与进化分析

测序序列后"使用美国生物技术信息中心
#8)0‘$数据库中 0=<>4在线工具 # K\\gV%..dQOV\%
SIdP%SQN%SPK%-Wf.0QOV\%I-P$进行在线比对"进一步确
定异尖线虫的各个种’ 将测序结果与 5[S0OS/ 下载
的相应‘4> 序列采用)QYV\OQa软件进行差异性分析"
调整后运用邻接法用 *+5<(软件构建系统进化树’

#"结果
#C!"感染情况

本次研究对 #&!’!#&!E 年辽宁省 ### 份市售
海鱼进行剖检"其中 E& 份检出异尖线虫$期幼虫"
检出率为 $!C($h"其中 ! 份鲜带鱼中发现#$$ 条异
尖线 虫’ 从 季 节 看" 第 三 季 度 的 检 出 率 最 高
#(&CD$h"’!.!#&$"其次是第二季度和第四季度’
从异尖线虫$期幼虫的检出部位看"主要寄生在海
鱼肠系膜及肠壁(体腔和胃壁等’
#C#"‘4> 序列 7):扩增结果

选取不同海鱼异尖线虫总基因组 38<为模板"
用 ‘4> 通用引物 8)( 和 8)# 进行 7):扩增"产物
用 !C(h的琼脂糖凝胶进行电泳分析’ 不同海鱼感
染的异尖线虫$期幼虫均能扩增出大小为 ! &&& dg
左右的片段"片段的大小与预期片段大小一致"电
泳结果见图 !’

注%*为 4eOSV# @38<*Oe/&>!9>, 分别为小黄花鱼(带鱼(

青鱼(红娘子(鲅鱼(大黄鱼(鳌鱼(辫子鱼(油寇鱼感染的

异尖线虫$期幼虫

图 !"异尖线虫幼虫通用引物扩增结果
MP-Ye[!"7):geWZYI\VONgQPJP[Z dcYSPf[eVOQgePN[eV

WJ?)/’(8/0(+QOefO[

#C$"序列比对分析
经与 0=<>4在线比对"本研究共得到 ( 种异尖

线虫基因序列结果"其中 >6(>!!( >!$ 与 5[S0OS/
中已知的简单异尖线虫#?)/’(8/’’/,B6+."登录号为
@*#E$&6$$同源性为 ,,h&>’(>E 与典型异尖线虫
#?)/’(8/’*&B/1(6"登录号为 @),#D#’# $ 同源性为
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""",,h& >!( >$( >(( >D( >, 和 >!# 与派氏异尖线虫
#?)/’(8/’B+=%+55//"登录号为 @M,#$,#’$ 同源性为
,,h& ># 与 内 弯 宫 脂 线 虫 # E&’*+%4*$&61(/-,
(0-)1-,"登录号为 ;nE&#E$$$同源性为 ,,h&>!&
与厦门宫脂线虫#E&’*+%4*$&6(1/-,(,4&+)’+"登录号
为 @7#(#!$$$同源性为 ,,h’
#C6"构建系统进化树

选取 !$ 份样品的 ‘>4序列与 5[S0OS/ 下载的
相应基因序列用 )QYV\OQa进行多重比对后"调整后
用 *+5<( 软件采用 *G=法构建系统进化树"从系
统进化树#图 #$可以发现"异尖线虫属和宫脂线虫
属分别构成一个独立的拓扑结构"其中 >6(>!!(>!$
与简单异尖线虫构成自展值为 ,$h的分支">!(>$(
>((>D(>,(>!# 与派氏异尖线虫构成自展值为 ,,h
的分支"简单异尖线虫与派氏异尖线虫汇成一个独
立的分支& >’( >E 与典型异尖线虫构成自展值为
,,h的独立分支"以上两个独立分支汇成异尖线虫
属的拓扑结构分支’ ># 与内弯宫脂线虫构成自展
值为 ,,h的独立分支">!& 与厦门宫脂线虫线虫构
成自展值为 ,,h的独立分支"以上两个分支汇成宫
脂线虫属的拓扑结构分支’

图 #"‘4> 序列构建的系统进化树
MP-Ye[#"7KcQW-[S[\PI\e[[IWSV\eYI\[Z dc\K[‘4> V[̂Y[SI[

$"讨论
$C!"感染情况

通过本次调查发现辽宁省市售的海洋鱼类异
尖线虫的感染比较严重"不同品种海鱼的感染率也
各不相同"其中小黄鱼和带鱼的异尖线虫感染率较
高’ 同时在鳌鱼(辫子鱼(油寇鱼体内发现了异尖
线虫的存在’ 感染强度最高的是在 ! 份鲜带鱼样品
体内检出 #$$ 条异尖线虫’ 我国海洋鱼类感染异尖

线虫的报道很多"但目前异尖线虫感染病例的报道
仅有 ! 例"可能与我国生食海鱼人群不多或诊断中
存在误诊和漏诊有关"应该密切关注可以生食海洋
鱼类异尖线虫感染情况"同时加强有生食海鲜等习
惯的高危人群异尖线虫感染的监测’
$C#"序列比对

经序列比对分析"本次辽宁省市售海洋鱼类异
尖线虫流行病学调查发现 # 个属#异尖线虫属和宫
脂线虫属$共 ( 种异尖线虫"还发现了厦门宫脂线
虫"同时确定了派氏异尖线虫为辽宁省市售海洋鱼
类异尖线虫感染的优势物种’ 异尖线虫的分布具
有一定的地区特殊性"本次调查结果与杜春霞 + (,黄
海鱼类寄生异尖线虫幼虫及内弯宫脂线虫的分子
鉴定研究结果比较一致"发现了内弯宫脂线虫"黄
海海洋鱼类感染的异尖线虫主要是派氏异尖线虫"
为黄海的优势物种’ 之前认为厦门宫脂线虫只在
我国台湾海峡流行 + ’, "而本次调查在带鱼中检出了
厦门宫脂线虫"这与周晶耀等 + E,关于舟山渔场海洋
鱼类异尖线虫感染调查及分子鉴定报道较一致"都
说明了厦门宫脂线虫在中国的其他海域也广泛存
在’ 而且本次调查中还发现了简单异尖线虫和典
型异尖线虫"均是引起异尖线虫病的主要病原’
$C$"系统进化树

通过选取有代表性的 ‘>4序列与 5[S0OS/ 中对
应的基因序列构建系统进化树"可以发现异尖线虫
属和宫脂线虫属分别构成一个独立的拓扑结构’
其中异尖线虫属拓扑结构包括两个独立的分支"一
个分支为典型异尖线虫"另一个分支为简单异尖线
虫与派氏异尖线虫&宫脂线虫属拓扑结构也包括两
个独立的分支"分别是内弯宫脂线虫和厦门宫脂
线虫’

尽管烹饪和冷冻可以使异尖线虫的虫体死
亡"但此方法不能破坏虫体携带的过敏蛋白 + DG,, "

可能引起广泛的过敏反应"需要消费者提高警惕’
而且"近年来随着人们饮食习惯的改变"喜食生鱼
的人群越来越多"人感染异尖线虫病的风险也相
应增加"因此"加强易感鱼种异尖线虫感染情况的
监测"针对临床医生进行食源性寄生虫病认知培
训"开展人群健康教育"对减少异尖线虫病的发生
意义重大’
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研究报告
北京市顺义区 DE名健康人中产气荚膜梭菌携带特征研究

李红新 !!卢迎瑞 #!张爽 $!蔡建国 !!马红梅 $!李印东 $!李颖 $

!!%北京市顺义区旺泉社区卫生服务中心"北京"!&!$&&# #%吉林大学公共卫生学院"
吉林 长春"!$&&#!# $%北京市顺义区疾病预防控制中心"北京"!&!$&&$

摘"要!目的"调查北京市顺义区健康人群携带产气荚膜梭菌"#64’*%/0/-,B+%5%/)=+)’! )g#的生物特征!研究分离

菌株携带产气荚膜梭菌肠毒素"#64’*%/0/-,B+%5%/)=+)’[S\[eW\WXPS!)g[#$!# 毒力基因情况以及 )g 在人群中的分布

特征!为 )g 导致食源性疾病的判定提供健康对照组数据% 方法"对采集的 DE 份健康体检者粪便开展 )g 分离培

养$平板计数和菌株 1B+$!# 毒力基因的聚合酶链式反应"7):#检测!对检测结果进行统计分析% 结果"DE 名健康

人粪便中血平板分离培养后 )g 检出率为 ’6C$Eh" (’.DE#&)g 的月份$性别$年龄分布差异无统计学意义 ""j

&C&(#% 共有 (E 份粪便标本平板计数结果大于最低检出限"!& )M?.-#!最高定量值为 6C!#l!&’ )M?.-!均值为

!CE&l!&( )M?.-!中位数为 (C$&l!&$ )M?.-!,(h分位数为 EC&&l!&( )M?.-% 分离的 (’ 株 )g 中!1B+毒力基因检出

率为 &C&&h"&.(’#!!# 毒力基因检出率为 E$C#!h"6!.(’#% 结论"DE 名健康人粪便中 )g 检出率较高!且 !# 毒力

基因携带率较高!)g 引起食源性疾病的原因需要更深度生物标志识别或定量数据分析进行研究%

关键词!产气荚膜梭菌& 毒素& 食源性疾病& 人畜共患病原菌& 食源性致病菌
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