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  阴道毛滴虫（Trichomonas vaginalis） 是 Donne 于

1836 年从脓性阴道分泌物和男性泌尿生殖道分泌物

中首次发现，1916 年被确认为妇女滴虫性阴道炎的

病原 体。1957 年 发 现 了 有 效 的 治 疗 药 物 甲 硝 唑

（metronidazole）。1962 年临床首次报道阴道毛滴虫对

甲硝唑具抗药性。最新资料表明，人体感染阴道毛滴

虫可增加对其他性传播疾病病原体的易感性，感染免

疫缺损病毒（ HIV） 的机率增加 2 ～ 4 倍，促进 HIV
在人群中广泛流行［1］。阴道毛滴虫作为一种性传播

疾病病原体越来越受到人们的重视。

阴道毛滴虫属肉足鞭毛门的动鞭纲，毛滴虫目，

毛滴虫属，缺乏线粒体和过氧化物酶体，但具特有的

氢化酶体，适宜在厌氧或微需氧环境生活。通过分子

种系发生学对其核糖体 RNA 16S 完全序列和 23S 部

分序列分析结果表明，该虫属早期分化的真核生物，

在进化树上占据着一个很古老的分支［2］。基于目前

发现的热休克蛋白基因和氢化酶体的生物遗传学特

性，认为毛滴虫属的祖先具有线粒体［3］。因而，氢化

酶体很可能来源于线粒体或者是线粒体的衍化产物。

在流行病学研究中，人们观察到来源于不同地理

位置的阴道毛滴虫虫株，虽然形态完全相同，但其生

物学特性不同，如：致病力、抗药性、抗原性和细胞

内阴道毛滴虫体内 TVV 病毒等。这些与临床治疗方

案的选择、预后等关系密切。故有必要对形态相同、

不同来源虫株的遗传学特性进行分析比较，以探讨其

遗传学特性与临床表型间的相互关系，为滴虫病的流

行病学、临床表现、药物治疗、疫苗研制等提供理论

依据。

在用光学显微镜和电子显微镜的最初研究阶段，

常以一些易于鉴别的形态特征和生物学性状为遗传标

志，但因这些表型易受环境影响，且虫株间又存在一

定的遗传分化，故用形态学特征反映物种的地位存在

许多缺陷。目前，对阴道毛滴虫遗传学特性的研究大

致包括以下几方面：

1 表型分析

早期研究表明，阴道毛滴虫不同虫株间在表型上

有差异，如 Mr 270 000 表面蛋白表型、蛋白含量、

蛋白水解酶、抗原组成以及针对表面抗原的单克隆抗

体和多糖成分等均有不同［4-9］。

阴道毛滴虫蛋白水解酶具有很高的活性。Barba-
ra 等［10］研究显示，8 个不同虫株（ G3，45733，64，

39，2755，6950♂，39 体内，39 体外） 均具有半胱

氨酸蛋白水解酶条带，其中 G3 虫株的蛋白水解酶活

性显著高于其他虫株。G3 虫株有 Mr 54 000 条带，而

45733 和 64 虫株仅有的 Mr 45 000 条带在 G3 虫株却

无。G3 虫株已在无菌条件下保种数年，依赖其自身

蛋白水解酶活性，分解周围环境中的氨基酸获取能

量。提示具有高水平蛋白水解酶活性的虫株更具生存

能力。

阴道毛滴虫不同虫株其抗原成分不同，这是由于

其表面存在或缺乏高分子量糖蛋白免疫原所致［11］。

针对重要免疫原中高分子量糖蛋白的单克隆抗体的研

究结果显示，各虫株间存在差异［12］。曾以其共同抗

原和株特异性抗原对其进行鉴定，但是株特异性抗原

是由于株间遗传变异还是表达水平差异所致，尚无定

论［13］。故以表型区分虫种尚存在很多不足。

已证明血清学试验能快速有效的鉴定虫株，单克

隆和多克隆抗体的免疫诊断方法已用于多种寄生虫的

血清分型。Kott 等［14］研究结果显示，在 7 个虫株中

有 2 种 血 清 型，在 19 个 虫 株 中 有 8 种 血 清 型。

Teras［15］研究结果证实，在几百个欧洲虫株中有 4 种

血清型。Kreiger 等［16］依据对单抗的反应图谱可将 88
株阴道毛滴虫分为 11 组，在 1 种血清型中同时有来

自 5 个不同地区的虫株，而一个地区可以含有所有的

11 种血清型。针对此种现象，研究者提出了克隆株

繁殖基本理论，认为有些虫株可以穿越广阔区域并经

历相当长的时期却依然保持稳定的遗传性状［17］。

2 同工酶分析

Markert 等［18］首次提出的同工酶概念，是指在同

一种属生物体内，由具不同基因位点或等位基因编码

的多态链的单体、纯聚体或杂交体形成的酶，虽其理

化及 / 或生物学性质不同但能催化相同的化学反应。

同工酶的结构、理化特性及其他特性取决于带有遗传

信息的基因，其发生与生物种群的进化和演变密不可

分，可反映其种或株的基因特性。研究同工酶常用的
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方法是电泳法。

近年来，学者们相继应用同工酶技术分析了阴道

毛滴虫的种内演化情况。Gradus 等［19］对 4 株阴道毛

滴虫 EST（ 酯酶）、SOD（ 超氧化物歧化酶）、ACP
（酸性磷酸酶）酶谱进行比较。Salem 等［20］对 3 株阴

道毛滴 虫 进 行 了 G-6-PD（6-磷 酸 葡 萄 糖 脱 氢 酶）、

MDH（苹果酸脱氢酶）、PGM（磷酸葡萄糖变位酶）、

PGI（磷酸葡萄糖异构酶）、ME（ 苹果酸酶）、HK
（己糖激酶）及 LDH（乳酸脱氢酶） 酶谱分析，发现

依据同工酶谱型，可将阴道毛滴虫进行种下分型。

Soliman 等［21］对 32 株阴道毛滴虫 8 种酶谱进行分析，

依据 LDH、MDH、HK、PGI 同工酶谱将阴道毛滴虫

分为 5 个酶株群。Proctor 等［22］对 63 株阴道毛滴虫进

行 ME、MDH、HK、LDH 4 种酶谱分析，并将之分

为 15 个酶株群。Vohra 等［23］对 11 株阴道毛滴虫进

行酶谱型分析，依据 LDH、MDH、PGI、HK、PGM
及 ME 将其分为 3 个酶株群。但用同工酶谱无法区分

致病和非致病阴道毛滴虫虫株。

3 限制性片段长度多态性（RFLP）分析

分子生物学的发展为分类研究提供了新的思路和

方法。它以生物大分子为依据，从遗传本质上阐明物

种间的差异，弥补了传统分类方法上的不足，使分类

结果客观准确。分子指纹图，是以微生物基因组种内

差异性确定亚类特征，是研究许多感染性病原微生物

常用的、有效的流行病学工具。基因组 DNA 被限制

性核酸内切酶消化后，产生一系列分子量不同的 DNA
片段，通过凝胶电泳分离。在每个基因组中，非重复

性 DNA 片段是大量的，形成散发的背景荧光，这只能

通过放 射 性 标 记 的 探 针 杂 交 才 可 观 察 到；重 复 性

DNA 片段可以形成清晰可见的条带，其荧光强度与每

个基因 组 中 限 制 性 片 段 的 拷 贝 数 有 关。在 基 因 组

DNA 中，大部分 DNA 没有编码功能，具中度或高度

重复性序列，在种系发育过程中，这种高度重复性

DNA 序列演化较快，具种的特异性，可以显示种群内

的同源性。因而基因组重复性 DNA 的 RFLP 标志着

种株间的分子结构差异。由于用 RFLP 直接检测基因

型，避免了外界因素在转录、翻译、以及翻译后水平

对基因表达产物的影响，从而避免了在形态学及生物

学资料分析中出现的主观性。DNA 限制性酶谱的发

现使整个基因组分析成为可能。

Stiles 等［24］对 36 株阴道毛滴虫基因组进行 RFLP
分析，使 用 放 射 性 标 记 的 HSP70 基 因 探 针 与 用

EcoRⅠ消化的基因组 DNA 杂交，结果显示 36 株阴道

毛滴虫被分为 10 组，即 10 个亚型。各虫株甲硝唑抗

性水平及虫株地理来源与其EcoRⅠ-HSP70 RFLP 图谱

之间无相关性。由于在杂交中使用的探针可以辨认多

拷贝序列，加之被探针识别的序列只占一小部分，故

有相似带型的虫株实际很可能不同。因此 RFLP 检测

种内遗传变异的敏感性是有限的。

随着聚合酶链反应（ PCR） -RFLP 技术的出现，

多基因 RFLP 研究成为热点。PCR-RFLP 可检测基因

组的微小变化，如碱基被替代等，由此可能产生合适

的酶切位点，或者使某个酶切位点消失。PCR 扩增一

段含有 1 个或多个酶切位点的片段，则产物可被 1 个

或多个限制性内切酶消化。通过电泳可以检测特异的

等位基因类型。Cindy 等［25］对 59 株阴道毛滴虫编码

黏附蛋白的 AP33 基因进行 PCR-RFLP 分析，发现了

A、B、C 3 种基因型，再经测序得知 A 与 B 型、A 与

C 型间差异均为 1. 1% ，B 与 C 型间差异为 0. 2% 。

可见 B 与 C 型间遗传关系更紧密。

T17 片段经 PCR 可在多种单细胞真核生物中扩

增出不同的 DNA 重复序列条带，产生特征性图谱，具

有种间及种内株间的特异条带。在多细胞生物中并未

扩增出这些特异条带。Riley 等［26］用引物检测 6 株阴

道毛滴虫 T17 重复序列条带，其共同条带为 740、

440、146 bp，说明这些虫株均属于一个单一种，但各

虫株还具有特异条带，即 T17 PCR 扩增的特征性谱型

在各虫株间表现出遗传差异。

4 随机扩增多态性 DNA（RAPD）分析

Williams 等和 Welsh 等先后发展了一种以 PCR 为

基础的基因分析方法即 RAPD 技术［27，28］。该技术使

用单一的随机核苷酸序列为引物。随机引物短且不均

一（通常为十聚体），此引物可在 1 个或多个位点与

基因组 DNA 结合，由于在不同物种基因组中与引物

相匹配的碱基序列的空间位置和数目不同，所以扩增

产物的大小和数目也可能不同，电泳将不同大小的

DNA 片段分开，经放射自显影或溴化乙啶（EB） 染

色便可显示扩增产物的多态性。如果基因组 DNA 在

扩增区域发生 DNA 片段的插入、缺失或碱基突变，

则可能导致这些位点序列发生改变，出现扩增产物的

增减或分子量的改变。

当以 1 个随机引物对生物标本进行 PCR 扩增时，

每个标本都能扩增出一些 DNA 片段。其中有些片段

具有种特异性，并为种内个体所共有，称为种间多态

性。另一些片段为某些个体所独有，称为种内多态

性。这种多态性在遗传上相对稳定。若随机选择多个

引物则可使检测区域扩大至整个基因组。可得到条带

不等的图谱，即 RAPD 指纹图谱。较简单的图谱可用

于遗传作图，复杂的可用于基因型分类。故 RAPD 可

作为基因标志，对生物种、株、型进行鉴定，评价种

间品 系 发 生、 种 内 和 株 内 多 态 性，揭 示 其 内 在

差异［29］。
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此方法除具有常规 PCR 的快速、安全、简便、

重复性较好等优点外，由于引物的设计不需要特异的

模板核苷酸序列信息，可避免 PCR 特异性引物设计

上的困难。因而在无模板信息的情况下仍可进行，尤

其适用于未知样本的分类鉴定，显示了其独特的优

点。另外，实验所需 DNA 材料极微量，能高效地找出

生物遗传标志，大大缩短研究周期。

Vanacova 等［30］比较了 18 株阴道毛滴虫，认为

RAPD 可作为有效的确定其遗传多态性的分子标记。

实验发现 RAPD 图谱与阴道毛滴虫在体内、外对甲硝

唑抗性，与虫株的地理分布及患者的临床表现均有密

切关系。如来自捷克布拉格的 8 株阴道毛滴虫中有 7
株在进化树上形成 1 个群系，另 1 支系 5 株均来自欧

洲。而来自美国的 2 株阴道毛滴虫在进化树上也紧

密相连。另外发现，在阴道毛滴虫体内 TVV 病毒存

在与否与阴道毛滴虫在进化树上的位置无相关性。

TVV 病毒于 1985 年发现，是在原生生物中报道的第

1 个双链 RNA 病毒。TVV 病毒基因组含有 1 个 5. 5
kb 双 链 RNA，但 其 在 寄 生 关 系 中 的 作 用 尚 不 明

确［31］。研究结果表明，用 TVV 病毒感染不含此病毒

的虫株，未获成功。认为此病毒很可能是以垂直方式

传播，不可能是以水平方式传播［32］。故虫株是否含

有 TVV 病毒似可作为有效的遗传标记。但经长期体

外培养此病毒可丢失，这又提示 TVV 病毒的随机分

布不能反映阴道毛滴虫虫株间的进化关系［33］。此为

不同研究者论述相互矛盾之处。关于甲硝唑抗性试验

显示，5 个抗性株组成了进化树上的 1 个分支，这一

结果似提示，阴道毛滴虫的一些支系具有甲硝唑抗药

性的遗传本质。

Snipes 等［34］研究显示，在 109 个虫株中有 42 个

为抗性株。由 RAPD 数据建立的系统进化树揭示，阴

道毛滴虫对甲硝唑敏感程度的相似性与虫株间的遗传

关系相关。抗性株彼此间基因组更相似，系来自同一

分支，提示可能来自共同的祖先。含有 TVV 病毒的

虫株均在同一支系上，说明其进化关系密切；虫株在

进化树上分布与虫株地理来源无关（ 试验虫株来自

同一国家的不同城市）。

Vladimir 等［35］的 RAPD 结果证实，虫株间的遗传

关系与感染者临床表现和对甲硝唑的敏感程度相关，

而与虫株毒力、TVV 病毒的存在和共同的地理来源

之间无直接关系。其中对甲硝唑的敏感性与虫株间的

进化关系最密切。Vladimir 未发现含有 TVV 病毒虫

株与其在进化树上的位置有关，此与 Vanacova 等［30］

结果一致，并支持了 TVV 病毒可在虫株间水平传播

的观点。但 Snipes 等［34］却从 109 株阴道毛滴虫 RAPD
图谱中获得了完全相反的论点。在其所建进化树上，

其中有 1 分支，除 1 个虫株外其余均为 TVV 阳性虫

株。两者间的分歧可能是由于虫株地理来源不同所

致。Vladimir 等分析来自不同大洲的 20 个虫株，而

Snipes 等研究的 109 株均为美国虫株。Vladimir 等建

立的进化树不能反映虫株的地理来源及其进化关系。

作者认为可能是与阴道毛滴虫宿主的流动性有关。

Snipes 等也获得了相同的结果。这些发现与 Vanacova
等的结果不同，他认为相似地理来源的虫株关系密

切。

Lazara 等［36］应用 10 种随机引物，根据所得到的

124 个扩增产物构建的进化树，将来自临床的 40 个

虫株分为 4 组，而此分组刚好和 40 个虫株的临床分

类（无症状、症状轻、症状中、症状重） 完全一致，

即引起临床相同症状的虫株，在进化树上位于同一支

系。同时发现有症状的 3 个组，无论症状轻重，均具

有 490 bp 的分子标记条带，而无症状组则无此条带。

由此反映出虫株间的遗传关系与感染者临床表现密切

相关。

5 核酸序列测定

基因序列分析法是鉴定不同种、株的最直接方

法。它以单核苷酸位点为研究对象，故可避免生活史

阶段的变异、环境和宿主诱导的修饰及翻译后修饰的

影响，可以克服杂交、RFLP 等方法所遇到的局限性，

从而有效的反映其他方法所不能反映的物种在突变和

进化中碱基转换 / 颠换率，分析物种在进化中基因流

和遗传漂流对基因序列的影响。评估物种的进化速率

和物种大进化的形势和过程。

核糖体 DNA（ rDNA） 是基因组 DNA 中的中等

重复、并有转录活性的基因家族。重复次数在 103 ～
105 。在进化速度上，rDNA 编码区比较保守，可在目、

科、属水平上比较不同生物种。在其中的高度保守

区，所有的异源基因几乎都能与之杂交。基因间隔区

是 rDNA 中进化速度最快的区域，此区域常用于属内

种间或种内群体间比较。其中 ITS 在种属关系密切的

虫株间更为有用，存在于所有真核生物 rDNA 中，但

该区不形成核糖体功能区，因此没有功能基因那么保

守。即使在种属关系非常密切的虫株间，ITS 的位置

和长度也大不相同。ITS 是用于比较属内和种内差异

的理想片段［37］。

Snipes 等［35］的研究表明 15% （16 / 109） 虫株在

rDNA 的 ITS1 区第 66 位核苷酸上有一 C-T 点突变

（即由胸腺嘧啶替代胞嘧啶）。5. 8S 和 ITS2 区 109 株

阴道毛滴虫均与基因库中提供的序列完全相同。总体

看，阴道毛滴虫 ITS 区缺乏较大差异。提示不同虫株

间具有高度相关性，虫株间发生种内分化时间相对较

短。此结果与 Gunderson 等［38］发现一致。说明阴道毛

滴虫rDNA基因序列分析不能提供较高的种内分辨力。
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6 遗传多态性研究

感染阴道毛滴虫可引起男、女泌尿生殖系统炎

症，新生儿肺炎、支气管炎及口腔损害等。同时与不

育症及低出生体重儿和死胎（40% ）有关，与宫颈癌

的发病率具有很高的相关性［39，40］。可使人群对 HIV
病毒的易感性增高［1］。有关阴道毛滴虫培养、显微

镜检查诊断、临床表现及抗体检测技术等实验方法已

有很多报道［41］。临床治疗中发现阴道毛滴虫对甲硝

唑耐药性高达 15% 以上，并呈上升趋势［42］。但关于

虫株间遗传关系的研究，特别是对表型相似的虫株间

遗传关系的研究较少。阴道毛滴虫作为一种极为原始

的真核细胞，其遗传多态性分析将能阐明真核生物进

化最早期的表现，为真核生物进化提供可靠依据。自

患者分离的虫株间生物学性状究竟有何不同，目前多

局限于体外药物抗性水平的观察。遗传多态性的研究

也局限于少量虫株，且大多未考虑临床表型。广泛的

遗传多态性研究，可区分不同表型的虫株，这对于解

决难以确诊、以及制定抗药虫株的特殊治疗方案具有

指导意义。不同虫株同源基因的不同序列可供设计特

异引物，用于临床快速诊断。

综上所述，对阴道毛滴虫遗传学特性的研究，主

要表现在对其系统发育及遗传多样性研究。准确了解

阴道毛滴虫的特性及种群内变异范围，可有效诊断、

治疗和控制其引起的疾病，对研制疫苗和深入了解寄

生现象提供必要的理论基础。
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肾 棘 球 蚴 病 8 例
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作者单位：新疆伊犁州新华医院，伊宁 835000

  棘球蚴病是牧区常见的地方病。人是中间宿主，如果误食

犬细粒棘球绦虫卵，即在十二指肠孵化成六钩蚴，穿过肠黏膜

潜入门静脉，寄生于肝脏。六钩蚴也可穿过门静脉，寄生于肺

脏。人的棘球蚴病多发于肝、肺，仅有极少量的六钩蚴随动

脉血流进入全身其他脏器［1］。新疆伊犁州新华医院 1987 ～
2002 年，共治疗棘球蚴病 524 例，其中肾棘球蚴病 8 例，报告

如下。

1 资料与方法

搜集伊犁州新华医院 1987 ～ 2002 年，经手术治疗的肾细

粒棘球蚴病 8 例。标本均经 10% 甲醛固定，常规石蜡切片，

苏木素-伊红（HE）染色，光镜观察。并结合其发病情况、临

床表现及诊断和治疗方法等进行讨论。

2 结果

524 例中，肾细粒棘球蚴病 8 例，占 1. 5% 。其中，男 4
例，女 4 例。维吾尔族 5 例，哈萨克族 3 例。年龄最小 8 岁，

最大 50 岁。单肾单发 6 例，肾与肝同时发病 1 例，双肾多发

1 例，合并感染 1 例。棘球蚴囊直径为 1 ～ 12 cm，7 例肾内皆

为单囊，1 例为多囊。主要临床表现：早期可无任何症状，随

着棘球蚴囊肿的增大出现患侧腰区胀痛，上腹部可触及大小

不等的包块，腰区有轻度扣击疼。

3 讨论

棘球蚴病为牧区常见病，犬为其终宿主，羊为主要中间宿

主。患者的生存环境、生活习惯以及与犬的接触史，对本病

的诊断有极为重要意义。本组肾细粒棘球蚴病 8 例中，5 例为

牧民，3 例来自半农牧区，均有与犬的密切接触史。早期棘球

蚴病多无症状和体征，随着棘球蚴囊肿的逐渐增大，患侧腰部

或上腹部可触及包块，并有腰区胀痛感及轻度扣击痛。绞痛

发作比较少见。本组有 5 例在上腹部可触及包块，并有一定

弹性，张力大。借以与肾囊肿、多囊肾、肾肿瘤相鉴别。

本组 7 例卡索尼皮内试验均为阳性，反应率高达 90% 以

上。可与肾囊肿、肾积水、多囊肾相鉴别。X 线检查，肾棘球

蚴的外囊壁较薄，平片显示患侧肾阴影增大。逆行肾盂造影

可见肾盂肾盏被压迫。本组 5 例 B 超检查，病变部位显示圆

形无回声区，囊壁光滑呈“双壁征”，与周围组织界限清。

外科手术是治疗肾棘球蚴囊肿有效方法。本组 4 例棘球

蚴囊肿较大，压迫肾实质，致使肾实质萎缩成一薄层，另肾正

常。行病肾切除，治愈。内囊完整摘除 3 例。其中有 1 例采

用内囊穿刺摘除法，即在外囊壁最薄处用注射器穿刺，抽出大

部分囊液（减张）后，切开外囊，吸尽囊液，取出内囊。必须

注意，穿刺过程中囊液外溢要及时吸除，并以纱布严密保护周

围组织，防止头节移植。有 2 例为突出于肾表面的包囊，采用

内囊完整脱出法。即轻巧剪开外囊，开口长约包囊直径，做十

字形剪开，尽量敞开外囊，因内囊柔软且充满囊液而有张力。

剪开外囊后，整个内囊便自行缓慢娩出。此法可避免囊液外

溢和头节移植。内囊摘除后的残腔，用蘸有双氧水或 10% 甲

醛纱布球涂擦外壁杀死头节，再用生理盐水冲洗。须尽量剪

去无功能的外壁，在残腔内壁双壁缝合拉拢，连续内翻缝合外

囊，即可将残腔缝合或消除，避免发生感染［2］。

本组有 1 例行部分肾脏切除术，即棘球蚴外囊完整切除

术。适用于在肾脏一极、突出于肾表面的较小的棘球蚴囊。

此法，可保留大部分肾脏，又可避免残腔纤维化和继发改变。
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