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【摘要】 卫氏并殖吸虫病是我国重要的食源性寄生虫病之一
!

其病原体通过蝲蛄
"

溪蟹传播
!

可

寄生于人体及多种哺乳动物组织
"

脏器内
!

引起肺吸虫病
#

我国是重要的卫氏并殖吸虫分布国度
!

有

!$

个省
$

市
%

自治区
&

有分布卫氏并殖吸虫的报告
#

在卫氏并殖吸虫分类地位的研究中
!

仅靠形态学

技术很难全面揭示该虫种的分子多样性
#

近些年来
!

随着分子生物学技术的发展
!

采用各种分子方法

对卫氏并殖吸虫进行分类和鉴定的技术展现出很大的优势
#

分子遗传技术的应用也为阐明卫氏并殖吸

虫的生物学
%

流行病学和遗传学特性提供了有效的手段和方法
#

但是
!

这些分子方法的敏感性和特异

性以及其检测时间和花费又有着明显的差异
!

需要根据不同的研究场合使用相应的方法
#

分子方法的

应用能更好地揭示卫氏并殖吸虫的流行病学和进化的特性
!

并能为该虫引起的疾病提供更为有效的诊

断方法和防控手段
#

因此
!

该文概述了我国用于卫氏并殖吸虫分子鉴定和遗传进化的分子手段和方法
#

【关键词】 卫氏并殖吸虫
'

分子鉴定
'

遗传进化
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中国卫氏并殖吸虫分子鉴定和遗传进化的

研究概况
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卫氏并殖吸虫
!

!"#"$%&'()* +,*-,#("&'

"

是一

种重要的人兽共患食源性寄生虫
#

也是引起人体并

殖吸虫病的重要虫种之一$

#

%

&

在我国
#

该虫种主要

分布在东北
'

西南
'

华东
'

华南等地区的
!$

个省
'

自治区$

!

%

#

通过淡水虾蟹传播
&

其致病原因主要是

童虫或成虫在人体组织和器官内移行
'

寄生造成的

机械性损伤及其代谢产物等引起的免疫病理反应
&

人体卫氏并殖吸虫病根据病变过程可分为急性期及

慢性期
#

其特点是潜伏期不固定
#

感染后可长期无

明显症状
&

多数患者在感染后半年左右才缓慢发

病
#

也可再一次重症感染后急性发病$

%

%

&

症状因虫

体寄生的部位不同而异
#

以胸
'

腹和脑的损害较为

多见$

#

%

&

据估计
#

全球有近
! =>>

万患者
#

我国患者

约占一半$

&

%

&

流行病学数据显示
#

人体卫氏并殖吸

虫病在我国江浙沪地区呈增长趋$

$

%

&

传统的卫氏并殖吸虫的虫种鉴定主要应用形态

学方法进行
#

在光学显微镜或电镜下辨别其各期形

态$

?

%

&

由于分布地域等生态环境因素的长期影响
#

种群间存在不同程度的遗传和变异
#

这些变化用传

统的方法很难区分
&

因此
#

传统的形态学技术不能

满足快速
'

准确
'

高灵敏度及特异性检测需要
&

随

着分子生物学技术
#

尤其是
.@A

技术和核酸测序技

术的迅速发展
#

分子生物学技术也广泛应用于卫氏

并殖吸虫的基因鉴定和遗传进化的研究$

B!#>

%

&

常用

方法包括
.@A

'

实时荧光定量
.@A

'

.@A

限制性酶

切 多 态
!

.@A!:2(C,- 0,1)025)29( D0/EF,() :,(E)6

G9:HF90G621F

#

.@A!AIJ.

" '

.@A

随机扩增多态

!

.@A!K/1,- 0/(-9F /FG:2D2,- G9:HF90G625

#

.@A!

AL.3

"

以及环介导等温扩增技术
!

:99G!F,-2/),-

219)6,0F/: /FG:2D25/)29(

#

JL+.

"

等$

77!7$

%

&

本文对我国卫氏并殖吸虫分子鉴定技术和这些

技术在卫氏并殖吸虫遗传进化方面的研究进行了概

述
#

旨在为该虫的快速和准确的鉴定以及进化变异

的研究提供资料
&

!

我国卫氏并殖吸虫的分子鉴定

!"! #$%

.@A

是体外酶促合成特异
3<L

片段的一种方

法
#

它不仅可用于基因分离
'

克隆和核酸序列分析

等基础研究
#

还可用于疾病的诊断或任何有
3<L

'

A<L

的地方$

7?!7B

%

&

在卫氏并殖吸虫的基因扩增研究

中
#

常选用线粒体基因和核糖体基因为
.@A

扩增的

研究对象
&

线粒体细胞色素
5

氧化酶亚基
!

!

5H!

)95609F, 5 9M2-/1, 1NKN(2) 7

#

@O7

"

和烟酰胺脱氢

酶亚基
!

!

<L3P -,6H-09E,(/1, 1NKN(2) 7

#

<37

"

基因属于线粒体基因组
#

进化速率较快
#

适用于种

遗传差异的研究
(

核糖体
3<L

内转录间隔区
!

!

1,59(- 2(),0(/: )0/(1502K,- 1G/5,01

#

'QR!

"

基因属

于核基因组
#

相对保守
#

适用于并殖吸虫种间差异

的研究 $

7S!7=

%

&

AHN

等 $

!>

%对来自安徽省旌德和休宁县

的
B

株卫氏并殖吸虫成虫线粒体
@O7

'

<37

和核糖

体
'QR!

进行了检测
&

结果显示来自休宁的并殖吸虫

为卫氏并殖吸虫
#

来自旌德的为大平并殖吸虫
&

基

因片段扩增长度为
!%> KG

#

两种并殖吸虫只有
?

个

碱基位点的差异
&

陆子云等$

!7

%对广东省
$

个调查点

的人工感染获得的卫氏并殖吸虫成虫样本进行

@O7

'

'QR!

基因
.@A

扩增与测序
#

并将测序结果与

T,(U/(C

检索到的卫氏并殖吸虫
@O7

'

'QR!

基因序

列经
UJLRQ

比对
#

@O7

及
'QR!

基因同源性在
=S"#

=="

&

进一步确定广东省新发现
$

处并殖吸虫疫源

地虫种为卫氏并殖吸虫
#

且与
T,(U/(C

中检索到基

因序列无明显差异
&

!"&

实时荧光定量
#$%

除了常规
.@A

外
#

实时荧光定量
.@A

技术已广

泛应用于各种基因成分的检测
&

该技术于
7==?

年由

美国
LGG:2,- U291H1),F1

公司推出
#

所谓实时荧光定

量
#

是指在
.@A

反应体系中加入荧光基团
#

利用荧

光信号积累实时监测整个
.@A

进程
#

最后通过标准

曲线对未知模板进行定量分析的方法$

!!

%

&

赵昕等$

7!

%

根据卫氏并殖吸虫的
'QR!

基因序列
#

设计特异性的

引物和探针
#

应用实时荧光
.@A

技术直接检测卫氏

并殖吸虫的基因
#

故比形态学鉴定和血清学方法可

靠
#

重复性好
#

且检测灵敏度可达
>;7 GE 3<L

#

比

常规
.@A

检测灵敏度高出
7 >>>

倍
&

!"' #$%!%()#

.@A!AIJ.

技术也是研究寄生虫基因的常用方

法
&

.@A!AIJ.

的基本原理是用
.@A

扩增目的
3<L

#

扩增产物再用特异性内切酶消化切割成不同大小片

段
#

直接在凝胶电泳上分辨
&

不同等位基因的限制

性酶切位点分布不同
#

产生不同长度的
3<L

片段条

带
&

此项技术大大提高了目的
3<L

的含量和相对特

异性
#

而且方法简便
#

分型时间短
&

这种方法与

AIJ.

相比
#

不同的是以扩增替代了酶切
#

避免了

AIJ.

繁琐的
3<L

酶切
'

转移
'

杂交等步骤$

!%!!&

%

&

在

卫氏并殖吸虫的研究中
#

也有关于
.@A!AIJ.

方法

应用的报道
&

王恩荣等$

!$

%曾以
!(

卫氏并殖吸虫基因

7>$

) )
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组
3<=

为探针
!

分别与两型卫氏并殖吸虫成虫
3<=

的
>

种限制性酶消化物进行杂交
!

发现有
%

种酶的酶

切结果有差别
!

用
!"# '

酶切后
!

!( 3<=

比
%( 3<=

多出一条
?;? @A

的主带及几个小于
?;? @A

的带
"

王

继春等#

7%

$用经
!"# '

消化后的
!( 3<=

为探针与被同

一种酶消化的靶
3<=

杂交所得结果
!

不但证实了

?;? @A

片段为
!(

卫氏并殖吸虫所独具
!

而且在另
%

株

!(

卫氏并殖吸虫中也得到支持
"

这充分显示
??;?

@A

片段作为鉴别不同染色体型别的指标是非常特异

的
"

这也提示
!

辽宁
%

黑龙江及吉林省存在的二倍

体型卫氏并殖吸虫在生物学地位上是近缘
"

张克新

等#

!?

$对来自辽宁下露河
%

吉林桦甸及浙江松阳的卫

氏并殖吸虫单个二倍体型进行
?;? @A

片段扩增
!

发

现与辽宁牛毛坞三倍体成虫基因组
3<=

的酶切位点

明显不同
"

进一步支持和补充了王恩荣等的结果
!

进一步证实了
!"# '

酶切的
?;? @A

片段在
!(

不同地理群

稳定存在
!

具型特异性
"

该研究根据采用双酶切法

可使单酶消化时的某些片段仍然保留
!

并出现新的

片段的原理
!

用三倍体
3<=

为探针强化三组双酶切

的结果
!

显示两型间极有意义的差别
!

从基因水平

显示了两型卫氏并殖吸虫间的差别
!

说明两型间存

在一定程度的基因变异
"

二者作为客观存在的群

体
!

有可能向不同方向分化
!

在漫长的自然选择下
!

二者的差异逐渐积累
!

有形成两个独立虫种的趋势
"

!"# $%&!&'$(

.BC!C=.3

是
D2::2/E1

等 #

!>

$于
7FFG

年建立的通

常以
HI7" AJ

的随机寡核苷酸片段作为引物
!

对基

因组
3<=

随机扩增
!

从而得到多态性图谱作为遗传

标记的方法
"

与
CKL.

相比
!

C=.3

的优点是对
3<=

质量要求不高
!

需要量极少
!

操作简单易行
!

不需

要接触放射性一套引物可用于不同生物的基因组分

析
!

检测整个基因组
!

两条引物配对使用
!

能产生

新的带型
!

C=.3

标记一般为重复序列
!

若不是重

复系列
!

也可将其转化为
CKL.

标记
!

进一步检测

C=.3

分析的结果
"

.BC!C=.3

具有快速
%

敏感
%

重复性好
%

可比性强的特点
!

特别适用于生物种群

间遗传变异和种群分子标志的研究
"

卫氏并殖吸虫

的致病性和品系长期以来有广泛的研究和较多争

议
!

.BC!C=.3

可望解决此问题
"

钱宝珍等#

7&

$应用

M7>

和
=F

两个随机引物对来自宁海小汀和宁海西溪

不同卫氏并殖吸虫进行扩增
!

结果提示
!

M7>!7 ?""

AJ

!

=F!?H" AJ

可能作为肺型和肺外型卫氏并殖吸

虫不同致病品系的分子标识
"

钱宝珍等#

!H

$通过浙江

典型肺型并殖吸虫病流行区绍兴兰亭
%

宁海小汀的

卫氏并殖吸虫种群染色体研究结果认为
!

二倍体型

也能引起典型肺部症状
"

浙江宁海小汀村是肺型卫

氏并殖吸虫病流行区
!

&&

例患者有咳血
%

咳痰症

状
!

在痰液中均能检获虫卵
"

而在宁海西溪村
!

溪

蟹感染率和感染强度远高于小汀村
!

当地居民也有

同样食用生蟹的生活习惯
!

但长期以来未见典型卫

氏并殖吸虫病患者
"

该项研究采用
.BC!C=.3

技

术
!

M7>

%

=F

两随机引物扩增产生特异性
3<=

片

段
!

可区别宁海小汀和宁海西溪不同卫氏并殖吸虫

种群
!

结果提示
M7>!7 ?"" AJ

!

=F!?H" AJ

可能作为

肺型和肺外型卫氏并殖吸虫不同致病品系的分子标

识
"

遂昌和临安两地卫氏并殖吸虫囊蚴
.BC!C=.3

指纹与宁海西溪卫氏并殖吸虫种群基本相符
!

提示

两地卫氏并殖吸虫病属外型卫氏并殖吸虫病
"

!")

环介导等温扩增技术

环介导等温扩增技术是
!"""

年由日本荣研化学

株式会社开发的一种新颖的恒温核酸扩增方法
!

能

在等温
&

?"I?$ "

'

条件下
!

短时间
&

通常是
7 6

内
'

内进行核酸扩增
!

是一种简便
%

快速
%

精确
%

低价的基因扩增方法
"

与常规
.BC

相比
!

不需要模

板的热变性
%

温度循环
%

电泳及紫外观察等过程
"

该技术不依赖任何专门的仪器设备进行现场高通量

快速检测
!

检测成本远低于荧光定量
.BC

"

L=+.

法的特征是针对靶基因上的
?

个区域设计
&

条引物
!

利用链置换型
3<=

聚合酶在恒温条件下进行扩增反

应
!

可在
7$I?" E2(

内实现
7"

F

I7"

7"倍的扩增
!

反应

能产生大量的扩增产物即焦磷酸镁白色沉淀
!

可以

通过肉眼观察白色沉淀的有无来判断靶基因是否存

在
!

是一种适合现场
%

基层快速检测的方法 #

!F!%"

$

"

B6,(

等 #

7$

$采用环介导等温技术对卫氏并殖吸虫的

成虫
%

囊蚴和虫卵进行检测
"

该方法仅需在
&$ "

恒温加热下对含有特异引物和样本的混合物加热

7 6

!

检测结果便可用肉眼观察
"

该实验设计的特

异引物不能扩增片形吸虫
%

华支睾吸虫
%

麝猫后睾

吸虫
%

曼氏血吸虫和日本血吸虫
3<=

"

L=+.

方法

检测卫氏并殖吸虫比常规的
.BC

技术敏感
7""

倍
!

此方法能对卫氏并殖吸虫的成虫进行扩增
!

用作卫

氏并殖吸虫的快速检测
!

尤其是对来自淡水虾蟹中

的囊蚴和痰液中的虫卵更为适用
"

*

我国卫氏并殖吸虫遗传进化和变异的研究

形态学及生活史一直是并殖吸虫分类的依据
!

但是由于受自然地理等生态环境因素的长期影响
!

7"?

( (
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年
%

月第
&!

卷第
!

期
'() * +,- ./0/12) 3214 +/056 !"7$4 89:;&!4 <9;!

种群的种株之间存在不同程度的遗传分化
!

这些

变化用传统的方法很难区分
"

近年来
!

分子生物

学技术广泛应用于物种的遗传变异和分类
!

直接从

3<=

水平反映基因本身
!

具有优越性
"

卫氏并殖吸虫的遗传进化和变异的研究中
!

侯

红斌等 #

%#

$以部分
>?7

基因和
'@A!

基因为研究对象
!

对来自日本
%

韩国
%

中国大陆
%

中国台湾
%

泰国
%

马来西亚和菲律宾的卫氏并殖吸虫进行了种株分类

的分子研究
"

扩增产物测序后
!

用计算机软件比较

这两个序列在不同来源的虫种间的差异性
"

研究表

明
!

'@A!

序列较
>?7

序列保守
!

卫氏并殖吸虫
'@A!

的种内差异非常小
!

或无差异
"

若用
>?7

序列进行

分类
!

根据不同的分析方法
!

卫氏并殖吸虫可分为

%

或
&

个种群
&

第一种群
!

即东北种群
!

包括来自日

本
%

韩国
%

中国大陆和中国台湾的种株
'

第二种群

来自马来西亚
'

第三种群来自菲律宾
"

在
./012B9!

(C

分析中
!

来自中国台湾的虫株独立于其他种群
!

而在用
<*

或
D.E+=

软件建立的树状分类图中
!

此

种群与菲律宾株很接近
"

由此可见
!

该研究所涉及

到的卫氏并殖吸虫不同地理株可分为两个种群
&

亚

洲东北部种群
!

及东北部种群外的所有虫株组成的

南亚种群
"

崔爱利等#

%!

$采用
.>F

扩增来自我国河口

并殖吸虫
%

白水河并殖吸虫
%

勐腊并殖吸虫
%

曼谷

并殖吸虫及象山并殖吸虫的
'@A!

和部分
>?7

基因
!

已明确其分类地位
"

3<=

序列分析结果表明
!

白水

河并殖吸虫
%

勐腊并殖吸虫
%

曼谷并殖吸虫及象山

并殖吸虫之间存在较小的差异
"

种系发生树可见
!

这
&

种并殖吸虫在并殖吸虫属中彼此比较接近
!

分

类地位位于卫氏并殖吸虫与斯氏并殖吸虫之间
"

河

口并殖吸虫与斯氏并殖吸虫在进化及亲缘关系上非

常接近
"

刘超群等 #

%%

$采用
F=.3

技术对来自中国
%

省
G

地
77

个地域株并殖吸虫进行遗传变异研究
!

以

便明确它们的亲缘关系
!

为并殖吸虫的分类提供

依据
4

尤其为湖北省并殖吸虫流行区划分提供了分

子生物学依据
"

F=.3

技术将
77

个地域株并殖吸虫

分为
%

类
&

来自江西武宁
%

浙江兰亭
%

湖北温泉和

湖北赤壁的并殖吸虫分离株
(

共
&

株
)

为卫氏并殖

吸虫
'

来自湖北走马
%

湖北五峰
%

湖北十堰和湖

北五里的
H

个分离株为斯氏狸殖吸虫
'

来自湖北神

农架的分离株可能是其他未知的并殖吸虫
"

结果显

示
77

个地域株并殖吸虫在基因水平上存在差异
"

!

结语

目前
!

卫氏并殖吸虫的分类和流行病学研究

大多依赖形态学检测方法
"

但是
!

由于所处地域

差异
%

宿主的不同
!

虫体发育阶段的不同
!

导致

传统的方法难以对卫氏并殖吸虫进行准确的区分

和检测
"

随着分子生物学技术的发展
!

在卫氏并

殖吸虫的分类
%

种群进化和个体变异等方面
!

分

子方法能从基因层面为鉴定和区分该虫种提供更

为有效的手段
"

虽然在卫氏并殖吸虫的分子检测和遗传进化方

面
!

我国已有不少研究报道
!

但是关于卫氏并殖吸

虫遗传进化的研究还存在很多未解的难题
"

例如
&

卫氏并殖吸虫二倍体和三倍体的基因组和转录组是

否存在差异
'

不同宿主是否会对卫氏并殖吸虫的基

因型有影响
'

卫氏并殖吸虫患者痰液中虫卵的分子

检测手段的改良等
!

尚有待于深入研究
"

以上综述表明
!

我国卫氏并殖吸虫分子检测和

遗传进化研究已取得一定进展
"

随着分子生物学技

术的不断发展
!

对于卫氏并殖吸虫分子检测和遗传

变异的研究将会越来越深入
!

将会有越来越多的卫

氏并殖吸虫的关键基因的功能被阐明
!

这些研究可

帮助人们全面了解卫氏并殖吸虫的生物学特征和与

宿主之间的关系
!

提供新的诊断方法
!

筛选新的药

物靶点和疫苗候选分子
!

为控制和消灭卫氏并殖吸

虫病开辟新途径
"
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