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　　提要　目的: 探讨福建棘隙吸虫与相关虫种分类问题。方法: 应用 28个随机引物扩增多态性DNA ,根据福建

棘隙吸虫、藐小棘隙吸虫 (安徽)与日本棘隙吸虫 (福建和江西)作相似性分析; 现场采检叶形棘隙吸虫 (湖北)、藐小

棘隙吸虫 (安徽)和福建棘隙吸虫囊蚴进行人工感染实验及形态观察。结果:分析福建、安徽与江西省 3种棘隙吸虫

的 469个多态DNA 片段,福建棘隙吸虫与日本棘隙吸虫福建株、日本棘隙吸虫江西株与福建株、福建棘隙吸虫与

安徽的藐小棘隙吸虫间基因组DNA 的RA PD 相似率分别为 20. 8%、99. 7%及 97. 6%。湖北、安徽和福建 3省均分

别获得叶形棘隙吸虫、福建棘隙吸虫及日本棘隙吸虫 3种棘隙吸虫。结论:福建棘隙吸虫与日本棘隙吸虫为两个独

立虫种,安徽的藐小棘隙吸虫与福建棘隙吸虫为同一虫种。湖北、安徽与福建 3省均存在叶形棘隙吸虫、福建棘隙

吸虫和日本棘隙吸虫 3种吸虫的混合感染,其中福建棘隙吸虫较为常见。

关键词　棘隙吸虫　随机扩增多态DNA　感染实验　虫种

　　近年来,分子生物学技术已广泛应用于寄生虫

分类工作,推动了寄生虫遗传变异分子分类学研究

深入发展,但迄今未见对棘隙吸虫研究报道。本文就

先后在福建省发现寄生人体的两种棘隙吸虫[ 1, 2 ]和

安徽省发现的藐小棘隙吸虫[ 3 ]及近期从江西省[ 4 ]输

入的日本棘隙吸虫进行随机引物扩增多态性DNA

(random am p lif ied po lym o rph ic DNA , RA PD )相似

性分析,并通过现场调查与人工感染实验,以期对湖

北与安徽两省的叶形棘隙吸虫[ 5 ]及藐小棘隙吸虫病

原虫种问题进行探讨分析。

材料与方法

1　虫体的采集　

用从福建省龙海市港尾村人工实验池内麦穗鱼

体分离获得福建棘隙吸虫和日本棘隙吸虫囊蚴,从

福州市场购得来自江西省进贤县泥鳅体获得日本棘

隙吸虫囊蚴,从安徽省和县陈桥洲村池鱼分离获得

藐小棘隙吸虫囊蚴,分别感染实验幼犬。1个月后解

剖, 从小肠中分别获得虫体, 经生理盐水洗涤 3 次

后,分装于冷冻管中,液氮保存备用。

2　虫体D NA 抽提

按照文献[ 6, 7 ] ,采用苯酚2氯仿抽提虫体基因组

DNA。取 0. 1 g 虫体在液氮保护下磨碎,加抽提缓冲

液 (10 mm o löL T ris. HC l pH 8. 0; 0. 1 m o löL ED 2

TA pH 8. 0; 胰 RNA 酶 20 Λgöm l; 0. 5% SD S) 0. 5

m l,摇匀, 37℃保温 1 h,加蛋白酶K (20 Λgöm l)使终

浓度为 40 Λgöm l, 50℃ 3 h～ 5 h,其间轻摇数次。加

等体积饱和苯酚, 混和 2 m in, 4℃ 2 500 g 离心 15

m in。取上清液加等体积饱和苯酚重复抽提 1 次,

4℃ 2 500 g 离心 15 m in。苯酚ö氯仿ö异戊醇 (25∶

24∶1)抽提 1次, 4℃ 2 500 g 离心 15 m in。氯仿ö异

戊醇 (24∶1)抽提 1次, 4℃ 2 500 g 离心 15 m in。将

上清移至新管, 加 1ö10 体积 3 m o löL 醋酸钠 (pH

5. 2)和 2 倍～ 2. 5 倍体积无水乙醇, 轻轻混匀, 置

- 20℃,过夜。4℃ 9 000 g 离心 20 m in,弃上清,用

70%冷乙醇洗沉淀 2次。抽干 10 m in,加 200 Λl T E

( 10 mm o löL T ris. HC l pH 8. 0, 1 mm o löL ED TA

pH 8. 0)置 4℃冰箱充分溶解。用分光光度计测定波

长为 260 nm 和 280 nm 时的 OD 值, 计算纯度,

- 20℃保存备用。

3　D NA 扩增

3. 1　引物　本研究用 28个随机引物 (购自Operon

公司) ,其序列如下:
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L 03 CCA GCA GCT T , L 04 GA CT GCA CA C, L 05 A CGCA GGCA C

L 06 GA GGGAA GA G, L 07 A GGCGGGAA C, L 10 GT GCAA CGT G

L 12 GGGCGGTA CT , L 13 A CCGCCT GCT , L 14 GT GA CA GGCT

L 18 A CCA CCCA CC, J01 CCCGGCA TAA , J03 TCTCCGCT T G

J09 T GA GCCTCA C, J10 AA GCCCGA GG, J11 A CTCCT GCGA

J13 CCA CA CTA CC, J16 CT GCT TA GGG, J19 GGA CA CCA CT

J20 AA GCGGCCTC, K04 CCGCCCAAA C, K05 TCT GTCGA GG

K07 A GCGA GCAA G, K10 GT GCAA CGT G, K12 T GGCCCTCA C

K13 GGT T GTA CCC, K10 GT GCAA CGT G, K19 CA CA GGCGGA

K20 GT GTCGCGA G

3. 2　PCR 反应条件　反应总体积为 15 Λl,其中含

基因组 DNA 约 20 Λg, 引物 1. 2 Λl, dN T P 100

Λm o löL ,M gC l2 200 Λm o löL , 10×Buffer 1. 5 Λl, T aq

酶 1. 0 IU。逐项加入薄壁离心管 (0. 25 m l) ,离心 5

m in。反应在 PE 公司 2 400 PCR 扩增仪上进行,反

应程序: 预变性 94℃ 5 m in, 然后进入三步循环

94℃变性 1 m in, 36℃复性 1 m in, 72℃延伸 2 m in,

共 40个环循,结束后 72℃延伸 7 m in。

3. 3　扩增产物电泳　用1. 4%的琼脂糖 (含0. 5 Λgö

m l溴乙锭)电泳,电泳缓冲液为 1×TBE。恒压 2V ö

cm ,电泳 4 h。紫外透射仪上观察、照相。

3. 4　数据处理　随机扩增多态DNA 片段的有无

分别用数字“1”和“0”表示,将数据输入计算机,建立

一数据库。随机扩增多态DNA 的片段共享度根据

N ei和L i(1979)的公式 F = 2N xyö(N x+ N y)计算,

式中 F 为随机扩增多态DNA 片段共享度, N x 和

N y 分别为物种 x 和物种 y 的随机扩增多态DNA

片段数, N xy 为两物种间相同的片段数, 当 F = 0

时,则两物种的扩增片段完全不同,即具有高度相异

的遗传性。

4　现场调查

根据抱茎棘隙吸虫、藐小棘隙吸虫和福建棘隙

吸虫流行病学调查线索[ 1, 3, 5 ] ,对湖北省汉川市白鱼

赛村,安徽省和县陈桥洲村和福建省龙海市港尾村

采检螺及鱼中间宿主的棘隙吸虫标本。

5　人工感染实验

5. 1　尾蚴感染　除去铜锈环棱螺外壳后将螺体内

组织置镜下检查,发现棘隙吸虫特征尾蚴进行形态

学观察,然后将之移于玻皿内感染小金鱼,再用鱼鳃

内结成的囊蚴感染小犬 (感染前 10 d 两次粪检阴

性) ,于感染 1个月解剖检虫,观测成虫形态。

5. 2　囊蚴感染　随机采居民区附近池塘小鱼,凡检

出含棘隙吸虫囊蚴的鱼鳃均感染小犬 (不计囊蚴

数) ,于感染 1个月解剖检虫,于镜下进行分类计数,

分别置生理盐水玻皿内收集自然排出的虫卵,每种

虫各检测卵 40个。成虫 (新鲜或死亡)置载片上,复

上盖片,轻压, 滴入 5%的福尔马林溶液固定, 再经

卡红染色制成封片标本。每种虫检测 6条～ 20条。

结　　果

1　基因组D NA 的 RAPD 相似率分析

28 个引物,每个引物均重复扩增 1 次, 重复性

良好。全部扩增产物共有 469条扩增片段,大小在

6 000 bp～ 200 bp , 空白对照结果表明本实验无污

染引起的非特异性扩增片段 (图 1～ 6)。

　　按N ei公式计算得 4 种棘隙吸虫RA PD 相似

率见表 1。

表 1　4种棘隙吸虫基因组D NA 的 RAPD 的比较
Table 1　Compar ison of genetic polymorphism analysis of

genome D NA of the four spec ies of Ech inochasm us

组别
Group

基因组DNA 的RA PD 相似率 (% )

Genetic po lymo rph ism analysis of genom e DNA

A B C D

A 100 97. 6

B 97. 6 100

C 20. 8 100

D 20. 9 99. 7 100

　　3 A 为福建棘隙吸虫,B 为安徽的藐小棘隙吸虫,
C 日本棘隙吸虫福建株,D 日本棘隙吸虫江西株
　　3 A : E. f uj ianensis, B: E. lilip u tanus A nhui, C: E. jap on icus
(Fu jian strain) , D: E. jap on icus (J ianx i strain)

2　淡水鱼棘隙吸虫囊蚴感染实验

采自湖北省白鱼赛村、安徽省陈桥洲村和福建

省港尾村 3 地淡水鱼标本均查见两类棘隙吸虫囊

蚴: 一类囊蚴大小为 75±3 Λm×58±4 Λm; 另一类

大小 106±5 Λm×82±6 Λm。上述两者除大小显著

不同外,其囊内幼虫形态特征基本一致。3 地实验感

染犬均检获 (活鲜)大 (虫体长 3 mm 以上)、中 (虫体

长 1. 5 mm～ 2. 0 mm )和小 (通常虫体长不足 1 mm

长) 3种成虫。湖北、安徽及福建 3 地自实验犬检获

大、中与小 3 种虫比例分别依次为 8. 4% (7 条)、

50. 6 (42 条)、40. 9% (34 条) ; 5. 4% (6 条)、52. 7%

(59条)、41. 9% (47条) ; 1. 43% (6 条)、68. 5% (287

条)和 25. 4% (126条)。根据其成虫与虫卵经形态学

观察, 大、中、小 3 种虫分别鉴定为叶形棘隙吸虫
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(E. p erf olia tus)、福建棘隙吸虫 (E. f uj ianensis)和

日本棘隙吸虫 (E. jap on icus) ,见表 2。

3　铜锈环棱螺内尾蚴及其实验感染观察

检查采自湖北省汉川市白鱼赛村池塘的铜锈环

棱螺 873个,仅 1个螺检出棘口吸虫尾蚴。螺体内尾

蚴体部略呈梨形,长 130 Λm～ 140 Λm ,宽 75 Λm～

85 Λm。口吸盘大 33 Λm×34 Λm ,口吸盘外侧体表

具有 8根～ 9根细微感觉毛。腹吸盘接近体后部,大

小 30 Λm×31 Λm。排泄囊位于体末端,其两侧各有

1 条大而弯曲的收集管略平行通往前方,管内各有

10余个折光性圆形颗粒。排泄囊后端排泄管与尾部

相通。成囊细胞占满体后部 2ö3。尾蚴尾部长度约与

体部长相当,尾基部宽径 25 Λm～ 28 Λm。

自实验金鱼体内分离获得已结囊蚴 24 h 的囊

蚴 159个。收集感染犬粪便,镜检结果,于感染后 d12

的犬粪中查见棘口吸虫虫卵, 1个月后解剖感染犬,

于肠道检获成虫 44条,虫体大小及形态特征与当地

棘隙吸虫感染犬所获得的中等体型的棘隙吸虫相同

(表 2)。

表 2　不同地区实验犬体内 3种棘隙吸虫形态观察结果 (mm )
Table 2　Observation on the morphology of the three spec ies of Ech inochasm us from exper imen ta l dogs in differen t areas (mm )

虫　种
Species

新鲜成虫
F resh wo rm

头　领
Head co llar

口吸盘
O ral sucker

口、腹吸盘间距
D istance betw een o ral
sucker and acetabulum

子　宫
U terus

虫　卵
Egg

叶形棘隙吸虫
E. p erf a lia tus

呈狭长形,长 3. 3～ 5. 0
Long and narrow
L ength 3. 3～ 5. 0

不甚发达
No t very devel2
oped

无皮棘分布
No2sp ines

约占体长 1ö4
A bout 1ö4 body’s
length

子宫较长,内含虫卵数 10～ 50
Long, w ith 10～ 50 eggs

大小 0. 099± 0. 003× 0. 058±
0. 002
Size 0. 099±0. 003×0. 058±0. 002

福建省棘隙吸
虫
E. f uj ianensis

短叶形,长 1. 5～ 2. 0
Sho rt leaf2shaped
length 1. 5～ 2. 0

发达
Developed

背棘有 4 列棘, 棘大小 0. 005
×0. 005
Four row s of sp ines on the base
of the o ral sucker
Size: 0. 005×0. 005

约占体长 1ö3
A bout 1ö3 body’s
length

子宫较短,内含虫卵数 4～ 20个
Sho r w ith 4～ 20 eggs

大小 0. 107± 0. 007× 0. 068±
0. 004
Size 0. 107±0. 007×0. 068±0. 004

　

日本棘隙吸虫
E. jap onicus

短叶形,长 0. 8～ 1. 1
Sho rt leaf2shaped
L ength 0. 8～ 1. 1

发达
Developed

无皮棘分布
No2sp ines

约占体长 1ö3
A bout 1ö3 body’s
length

子宫甚短,内含虫卵数 1～ 2个
V ery sho rt, w ith 1～ 2 eggs

大小 0. 079± 0. 006× 0. 0051±
0. 005
Size 0. 079± 0. 006× 0. 0051±
0. 005

讨　　论

目前,国内报告寄生人体棘隙吸虫有叶形棘隙

(抱茎棘隙)吸虫、日本棘隙吸虫、福建棘隙吸虫、藐

小棘隙吸虫 (E. lilip u tanus)和九佛棘隙吸虫 (E. j iu2
f oensis) 5种,但国内学者对各地报道的棘隙吸虫病

原问题尚有争议,认为仍有可能存在同种异名或异

种同名的种类。

本研究用 28个引物对福建棘隙吸虫、安徽藐小

棘隙吸虫和日本棘隙吸虫福建株、江西株进行了随

机扩增多态DNA 的相似率分析, 并与前期生活史

及形态学研究和本次动物感染实验观察结果相互印

证, 表明湖北、安徽及福建 3 省均存在我国较为常

见的叶形棘隙吸虫、福建棘隙吸虫和日本棘隙吸虫,

提出了湖北与安徽两省棘隙吸虫病病原虫种的鉴定

问题。

1978 年湖北医学院在对一病孩尸检时检虫

1 400余条, 并以此为线索调查白鱼赛村 1 848 人,

粪检虫卵阳性率 1. 89% ,为报告人体感染叶形棘隙

吸虫的国内新记录[ 5, 8 ]。但根据R atz (1908)首次报

告的叶形棘隙吸虫与 C iauca ( 1920) 和 Kom iya

( 1951) 在上海对之进行生活史早期研究的资

料[ 9, 10 ] ,其成虫与虫卵大小及形态特征以及第一中

间宿主等均与湖北报告的资料相异,而与福建棘隙

吸虫的一致 (表 2)。本研究对湖北白鱼赛村调查与

实验感染观察,证明当地有叶形棘隙吸虫、福建棘隙

吸虫和日本棘隙吸虫等 3 种,其中以福建棘隙吸虫

为优势虫种,其体态酷似叶形棘隙吸虫。因此,湖北

报道 (1979)的叶形棘隙吸虫可能与福建棘隙吸虫相

混淆。

1992 年在安徽陈桥洲村发现人体自然感染藐

小棘隙吸虫, 当地人群感染率高达 1314% (在此之

前国内外未见人体感染的病例报告) [ 3, 10 ]。但根据自

人体与动物体的成虫标本检测情况与文献资料比

较,差异悬殊[ 11 ]。而且福建棘隙吸虫与安徽 (1995)

报道[ 12 ]的“藐小棘隙吸虫”第一中间宿主均是铜锈

环棱螺。从形态学与生物学角度结合本次随机扩增

多态DNA 相似率分析结果也证明上述藐小棘隙吸

虫即为福建棘隙吸虫。综合分析认为肖祥等报道的

“藐小棘隙吸虫”应为福建棘隙吸虫。

本次在湖北、安徽和福建 3 省原棘隙吸虫病流

行区调查,均发现有 3种棘隙吸虫混合感染。
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M :标志物; F:福建棘隙吸虫　R1:日本棘隙吸虫福建株　R2:日本棘隙吸虫江西株　L i:安徽的藐小棘隙吸虫
图 1～图 4　福建棘隙吸虫和日本棘隙吸虫福建株,江西株基因组D NA　RAPD 电泳图
图 5～图 6福建棘隙吸虫和安徽的藐小棘隙吸虫基因组D NA　RAPD 电泳图
M :M arker; F: E. f uj ianensis; R 1: E. jap on icus (Fu jain strain) ; R 2: E. jap on icus (J iangxi strain) ; L : E. lilip u tanus A nhui
F igs. 1～ 4 Genom e DNA of E ch inochasm us f uj ianensis, E. jap on icus (Fu jian strain) and E. jap on icus (J iangxi strain)

F igs. 5, 6. Genom e DNA of E. f uja inensis and E. lilip u tanus A nhui
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ABSTRACT

A IM : To exp lo re the iden t if ica t ion and differen t ia t ion of E ch inochasm us f uj ianensis, E ch inochasm us

jap on icus (J iangx i st ra in and Fu jian stra in) , E ch inochasm us lilip u tanus A nhu i and E ch inochasm us p erf olia2
tus H ubei. M ETHOD S: R andom am p lif ied po lym o rph ic DNA analysis (RA PD ) and experim en ta l an im al in2
fect ion w ere perfo rm ed. RESUL TS: 469 po lym o rph ic DNA fragm en ts w ere ob ta ined by 28 p rim ers from 4

E ch inochasm us species and stra in s in Fu jian, A nhu i and J iangx i. 20. 8% and 97. 6% of the fragm en ts in

E ch inochasm us f uj ianensis w ere the sam e as tho se in E ch inochasm us jap on icus Fu jian stra in and in

E ch inochasm us lilip u tanus A nhu i, respect ively, 99. 7% of the fragm en ts w ere the sam e betw een

E ch inochasm us jap on icus J iangx i st ra in and Fu jian stra in. CONCL USION: E ch inochasm us f uj ianensis and

E ch inochasm us lilip u tanus A nhu i are the sam e species. E ch inochasm us f uj ienensis is an independen t species

d ifferen t from E ch inochasm us jap on icus. Po lyinfect ion of E ch inochasm us f uj ianensis, E ch inochasm us jap on i2
cus and E ch inochasm us p erf olia tus ex ist in a ll the 3 p rovinces, H ubei, A nbu i and Fu jian, of w h ich

E ch inochasm us f uj ienensis is a dom inan t species.
Key W ords: E ch inochasm us f uj ianensis, random amp lified po lymo rph ic DNA , experim ental infections, species

　　3 Suppo rted by:① T he Science and T echno logy P rogramm e of Fujian (N o. 982Z2156)
② Fujian P rovincial T rain ing Foundation fo r“Bai2Q ian2W an T alen ts Engineering”

·931·

© 1994-2008 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net


