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淡水鱼中 5种人兽共患吸虫囊蚴多重 PCR检测方法的建立
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摘 要  为快速鉴别淡水鱼感染吸虫囊蚴的种类，基于 GenBank 中华支睾吸虫、东方次睾吸虫、横川后殖吸虫、日

本棘隙吸虫和圆圃棘口吸虫参考序列的保守区域分别设计 5 对特异性引物，通过优化反应条件，建立同时检测 5 种

吸虫囊蚴的多重 PCR 方法。结果显示： 1）PCR 反应体系中最佳引物组合浓度为 10 μmol/L，最适退火温度为

59 ℃，可同时扩增的各吸虫特异性片段，扁弯口吸虫、全冠吸虫、卷棘口吸虫、肝片吸虫和土耳其斯坦裂体吸虫的检

测结果均为阴性；5 种吸虫囊蚴重组质粒 DNA 最低检出浓度均为 1 ng/μL；批间与批内试验均一致。2）通过单重

PCR 方法验证多重 PCR 检测结果，符合率为 100%。3）采用多重 PCR 方法检测的 100 尾麦穗鱼中，21 尾（21/100，
21%）阳性，8 尾（8/100，8%）为单病原感染，13 尾（13/100，13%）为多病原混合感染，华支睾吸虫、东方次睾吸虫、横

川后殖吸虫、日本棘隙吸虫和圆圃棘口吸虫的阳性数分别为 11（11%）、9（9%）、4（4%）、8（8%）和 8（8%），与分别使

用形态学方法及单重 PCR 验证结果相同。综上，本研究成功建立了同时检测淡水鱼华支睾吸虫、东方次睾吸虫、横

川后殖吸虫、日本棘隙吸虫和圆圃棘口吸虫囊蚴的多重 PCR 方法，该方法具有特异性强、敏感性高、重复性好等优

点，有望在鱼病检测、突发鱼源性公共卫生事件及出入境检验检疫中应用。
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Abstract To rapidly identify the trematode metacercariae species infecting freshwater fish， five pairs of 

specific primers were designed based on the conserved regions of Clonorchis sinensis， Metorchis 

orientalis， Metagonimus yokogawai， Echinochasmus japonicus and Echinostoma hortense sequences in 
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GenBank， and a multiplex PCR method was established.  The results showed that： 1） In the PCR reaction 

system， the optimal primer concentration was 10 μmol/L， the optimal annealing temperature was 59 ℃， and 

the specific fragments for each trematode species could be amplified simultaneously.  The detected results 

of Clinostomum complanatum， Holostephanus sp. ， Echinostoma revolutum， Fasciola hepatica and 

Schistosoma turkestanicum were all negative.  The minimum detectable concentration of recombinant 

plasmid DNA for five species trematode metacercariae was 1 ng/μL； Both inter-batch and intra-batch 

experiments were consistent.  2） The multiplex PCR detection results were validated by single PCR， and the 

coincidence rate was 100%.  3） Among the 100 Pseudorasbora parva samples detected by multiplex PCR， 

and 21 （21/100， 21%） were positive， eight （8/100， 8%） were single pathogen infections， and 13 （13/100， 

13%） were mixed infections involving multiple pathogens.  The positive rates for C.  sinensis， M.  orientalis， 

M.  yokogawai， E.  japonicus and E.  hortense were 11 （11%）， nine （9%）， four （4%）， eight （8%）， and 

eight （8%）， respectively， which were consistent with the results obtained by single PCR and morphological 

methods.  In conclusion， this study successfully established a multiplex PCR method for the simultaneous 

detection of trematode metacercariae in fish， including C.  sinensis， M.  orientalis， M.  yokogawai， E.  

japonicus and E.  hortense.  This method has the advantages of strong specificity， high sensitivity， and 

excllent repeatability， which is expected to be applied in fish disease detection， sudden fish related public 

health events， and entry-exit inspection and quarantine.

Keywords Clonorchis sinensis； Metorchis orientalis； Metagonimus yokogawai； Echinochasmus japonicus； 

Echinostoma hortense； multiplex PCR

在人类可感染的近百种人兽共患寄生虫中，经

食物感染为最常见的感染途径，包括肉源性、鱼源

性、螺源性、甲壳动物源性、两栖动物源性和节肢动

物源性等途径。联合国粮食及农业组织（FAO）列

出的 10 种重要水生动物源性人兽共患寄生虫中，后

睾吸虫、异形吸虫、华支睾吸虫及棘口吸虫等均来

自淡水鱼类。人和动物的感染主要是因为食入生

的或未熟的含有吸虫囊蚴的淡水鱼，其中在我国对

人危害严重的主要有华支睾吸虫、东方次睾吸虫、

横川后殖吸虫、日本棘隙吸虫和圆圃棘口吸虫。

华支睾吸虫（Clonorchis sinensis）主要寄生在人

及多种动物的肝胆管及胆囊中，是一种非常重要的

鱼源性人兽共患寄生虫，我国是全球感染华支睾吸

虫人数最多的国家［1］，麦穗鱼等 100 多种淡水鱼为

其中间宿主。东方次睾吸虫（Metorchis orientalis）
主要寄生在犬、猫和家禽的胆管和胆囊，也感染人，

麦穗鱼等 10 多种淡水鱼为其中间宿主。横川后殖

吸虫（Metagonimus yokogawai）主要寄生于犬、猫和

鸟类肠道，人感染在日本和韩国比较广泛［2-3］，我国

也有零星报道［4-5］，目前已被 WHO 列为可引起人感

染的重要人兽共患吸虫病原［6］，中间宿主为蛇鮈、唇

鲴 、麦 穗 鱼 和 花 骨 鱼 等 。 日 本 棘 隙 吸 虫

（Echinochasmus japonicus）主要寄生于犬、猫、家禽

及野生鸟类小肠，在我国一些地区呈地方性流行［7］，

其中间宿主主要为泥鳅和麦穗鱼。圆圃棘口吸虫

（Echinostoma hortense）主要寄生于鸟类及哺乳动物

的小肠，其囊蚴寄生于泥鳅、麦穗鱼的肌肉内，在我

国 ，有很多因生食泥鳅感染圆圃棘口吸虫的报

道［8-10］。由此可以看出，这些吸虫的囊蚴均寄生于

淡水鱼，本团队对黑龙江省淡水鱼寄生虫感染的调

查结果也证明了这点。2020—2023 年共对 30 种 12 
445 条淡水鱼进行了调查，共检出病原 31 种，其中 9
种为人兽共患病原，包括华支睾吸虫、东方次睾吸

虫、台湾次睾吸虫、圆圃棘口吸虫、日本棘隙吸虫、

横川后殖吸虫、扁弯口吸虫 7 种吸虫囊蚴，涵盖几乎

所有鱼种，麦穗鱼为多种吸虫的适宜宿主，仅华支

睾吸虫囊蚴感染率就达 17. 66%，阳性鱼每克鱼肉

平均感染强度为 24 个［11］。

这些人兽共患吸虫主要是因生食或半生食含

有囊蚴的淡水鱼而感染。由于很多吸虫感染的鱼

种相同，且多为混合感染，囊蚴形态相似，缺乏典型

特征，形态学鉴定难度较大，且比较费时，即使熟手

也极易造成误判。分子生物学方法解决了这一难

题，PCR 技术以高效、快速、低成本的优势在寄生虫

的检验上得到广泛应用，特别是对人兽共患病原的

检验检疫［12-13］。但普通 PCR，仅能检测一种病原，

多重 PCR 是在同一 PCR 反应体系里加上 2 对以上

引物，同时扩增出多个核酸片段的 PCR 反应，可以
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用于多病原检测。Tantrawatpan 等［14］建立了 4 种棘

口吸虫的多重 PCR 方法，并利用该方法在泰国开展

了棘口吸虫的流行病学调查研究。高俊峰等［15］分

别以华支睾吸虫、东方次睾吸虫和日本全冠吸虫的

nad5、nad2 和 ITS 基因序列为目的基因，建立了用

于快速检测以上 3 种病原的多重 PCR 方法。梅雪

芳等［16］建立了横川后殖吸虫与扇棘单睾吸虫二重

PCR 鉴别方法。

鱼源性人兽共患吸虫在我国具有较高的感染

率，严重影响动物生产和人类健康，加强淡水产品

中人兽共患吸虫的快速、准确检测非常重要。然

而，目前关于淡水鱼多种人兽共患吸虫的分子检测

还未见报道。因此，本研究拟以淡水鱼常见的华支

睾吸虫、东方次睾吸虫、横川后殖吸虫、日本棘隙吸

虫 和 圆 圃 棘 口 吸 虫 为 对 象 ，分 别 以 nad5、nad1、
cox1、18S rDNA 和 cox1 为靶基因，建立 5 种吸虫囊

蚴的多重 PCR 检测方法，填补鱼源性人兽共患吸虫

多病原同步检测的技术空白，为鱼类养殖、突发鱼

源性公共卫生事件及出入境检验检疫中鱼源性人

兽共患吸虫的快速检测提供技术支撑。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　样本来源

华 支 睾 吸 虫（C.  sinensis）、东 方 次 睾 吸 虫

（M.  orientalis）、横川后殖吸虫（M.  yokogawai）、日本

棘隙吸虫（E.  japonicus）和圆圃棘口吸虫（E.  hortense）
的 囊 蚴 及 用 于 对 照 试 验 的 扁 弯 口 吸 虫 囊 蚴

（Clinostomum complanatum）、全 冠 吸 虫 囊 蚴

（Holostephanus sp. ）、卷棘口吸虫（E.  revolutum）、肝

片吸虫（Fasciola hepatica）和土耳其斯坦裂体吸虫

（Schistosoma turkestanicum）均为本实验室采集保存。

本研究方案经黑龙江八一农垦大学动物伦理委员会

批准（伦理号：DWKJXY2022020）。
1. 1. 2　主要试剂

组织 DNA 小剂量提取试剂盒购自 OMEGA bio-
tek 公司；2×Taq Plus Master Mix 和 DL 2 000 Marker
均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；pMD-18T 
Vector购自大连 TaKaRa公司；DH5α感受态细胞购自

北京博迈德基因技术有限公司；DNA Gel Extraction 
Kit 购自康宁生命科学有限公司和 Plasmid Mini-prep 
Kit购自北京天根生物有限公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　吸虫囊蚴的收集及鉴定

采集淡水鱼，剪下背鳍周围肌肉进行压片初步

镜检，如检查到吸虫囊蚴，则参照文献方法收集囊

蚴［17］。简单讲，就是将鱼清洗干净，去除鱼头、鳍、

尾和内脏，用绞肉机将鱼加工成肉泥，人工胃液

37 ℃消化 4 h 左右，经铜筛过滤后，取沉淀在体式显

微镜下分离囊蚴，取单个囊蚴进行形态鉴定，同种

吸虫囊蚴置于同一离心管中，计数后保存于生理盐

水中，4 ℃冰箱中备用。

1. 2. 2　囊蚴基因组提取

由于囊蚴体积较小，为保证基因组提取过程无

误，囊蚴的分离在解剖体视镜下完成。然后提取单

个囊蚴总 DNA。操作过程严格按照 OMEGA 基因

组提取试剂盒说明执行。

1. 2. 3　引物设计及合成

分别针对华支睾吸虫、东方次睾吸虫、横川后

殖吸虫、日本棘隙吸虫和圆圃棘口吸虫线粒体基因

和核糖体序列中的种内保守、种间特异的基因，使

用 Primer 5. 0 和 Oligo 6 设计各自引物（表 1）。引物

由库美（吉林）生物科技有限公司合成。

1. 2. 4　重组质粒标准品制备

分别以 5 种吸虫囊蚴的核酸为模板，对应使用

表 1 中 的 引 物 进 行 单 重 PCR 扩 增 ，扩 增 体 系 为      
25 μL，上下游引物（10 μmol/L）各 0. 5 μL，DNA 模

板 1 μL，2×Taq Plus Master Mix 12. 5 μL，加

ddH2O 补足至 25 μL。PCR 反应程序：95 ℃预变性

5 min；95 ℃ 变性 50 s、59 ℃ 退火 1 min、70 ℃ 延伸     
1 min，共 33 个循环；72 ℃终延伸 7 min，最后降温至

4 ℃ 保 存 。 反 应 结 束 后 ，取 3 μL 的 PCR 产 物 在

1. 5% 琼脂糖凝胶上进行电泳检测。

将回收的 5 个基因片段与 pMD-18T 载体连接，

连接体系 10 μL，SolutionⅠ 5 μL，pMD-18T 0. 5 μL，

胶回收产物 4. 5 μL，4 ℃环境下连接 6 h。连接结束

后再将其转化至 DH5α 大肠杆菌感受态细胞，均匀

涂布于含有抗生素 Amp、IPTG 和 X-Gal 的 LB 固体

培养基上，37 ℃恒温过夜培养 12 h。次日挑取经蓝

白斑筛选而生长的单一白色菌落，接种于含有抗生

素 Amp 的 LB 液 体 培 养 基 中 ，置 于 37 ℃ 摇 床 中

220 r/min 振荡培养 4~5 h。利用菌液通用引物进

行 PCR 鉴 定 ，成 功 扩 增 阳 性 条 带 后 ，使 用

TIANprep Mini Plasmid Kit 提取质粒，操作过程严
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格按照试剂盒说明书执行。最后送至库美（吉林）

生物科技有限公司进行测序，测序完成后将构建成

功 的 重 组 质 粒 标 准 品 的 浓 度 统 一 稀 释 为

100 ng/μL，用于后续试验。

1. 2. 5　单重 PCR 退火温度的确定

分别以 5种吸虫囊蚴基因组的重组质粒为模板，

加入各特异性引物，在不同退火温度下扩增与其相应

的nad5、nad1、cox1、18S rDNA和 cox1基因片段。PCR
反应体系 25 μL：DNA 模板 1 μL，2×Taq Plus Master 
Mix 12. 5 μL，上下游引物（10 μmol/L）各 0. 5 μL，加入

ddH2O 10. 5 μL。PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min；
95 ℃变性 50 s、分别以 56、57、58、59、60 和 61 ℃退火

1 min、68 ℃延伸 1 min 30 s、共 33个循环；72 ℃终延伸

7 min。反应结束后取 3 μL产物，在 1. 5% 琼脂糖凝胶

中进行电泳，检查扩增结果，将成功扩增目的条带的

产物送至库美（吉林）生物科技有限公司进行测序。

1. 2. 6　单重 PCR 特异性检验

1）根据 1. 2. 5确定的退火温度和反应条件对设计

的 5对引物进行单重 PCR特异性检验。分别以 5种吸

虫囊蚴基因组的重组质粒、扁弯口吸虫囊蚴、全冠吸

虫囊蚴、卷棘口吸虫、肝片吸虫和土耳其斯坦裂体吸

虫的基因组 DNA 为模板，将 5 对特异性引物（CSF/
CSR、MOF/MOR、MYF/MYR、EJF/EJR、EHF/
EHR）分别加入含有不同模板的反应管中，再分别加

入 2×Taq Plus Master Mix 和 ddH2O，扩增目的基因

片段，反应结束后电泳检测。PCR反应体系为 2×Taq 
Plus Master Mix用量为 12. 5 μL，模板为 1 μL，上下游

引物（10 μmol/L）为 0. 5 μL，ddH2O 为 10. 5 μL，总体

积 25 μL。

2）在 5 个 PCR 反应管中分别加入 CSF/CSR、

MOF/MOR、MYF/MYR、EJF/EJR、EHF/EHR引物，

每个反应管均加入 5种吸虫囊蚴基因组的重组质粒、

扁弯口吸虫囊蚴、全冠吸虫囊蚴、卷棘口吸虫、肝片吸

虫和土耳其斯坦裂体吸虫的基因组 DNA，再加入 2×
Taq Plus Master Mix和 ddH2O，扩增目的基因片段，反

应结束后电泳检测。PCR 反应体系为 2×Taq Plus 
Master Mix 用量为 12. 5 μL，华支睾吸虫 nad5 质粒为

0. 5 μL，东方次睾吸虫 nad1质粒为 0. 5 μL，横川后殖

吸虫 cox1质粒为 0. 5 μL，日本棘隙吸虫 18S rDNA 质

粒为 0. 5 μL，圆圃棘口吸虫 cox1质粒为 0. 5 μL，扁弯

口吸虫囊蚴、全冠吸虫囊蚴、卷棘口吸虫、肝片吸虫和

土耳其斯坦裂体吸虫 DNA 模板均为 0. 5 μL，上下游

引物（10 μmol/L）为 0. 5 μL，ddH2O 为 10. 5 μL，总体

积 25 μL。

1. 2. 7　单重 PCR 敏感性检验

将 5 种吸虫囊蚴基因组的重组质粒进行 10 倍梯

度稀释，分别为 1×102~1×10−5  ng/μL，在 PCR 反应

管中分别加入单一的特异性引物对，并加入相应稀释

浓度的重组质粒，再加入 2×Taq Plus Master Mix 和

ddH2O。以 1. 2. 4确定退火温度后的反应程序为反应

体系和反应条件。反应结束后电泳检测。

1. 2. 8　多重 PCR 退火温度的确定

将构建的 5种吸虫囊蚴的重组质粒等比混合，命

名为 5-plex，以此为模板同时加入 5对引物，在不同退

表  1　5种吸虫囊蚴特异性引物序列信息

Table 1　Information of specific primer sequences for the five species trematode metacercariae

虫种

Species

华支睾吸虫

C.  sinensis

东方次睾吸虫

M.  orientalis

横川后殖吸虫

M.  yokogawai

日本棘隙吸虫

E.  japonicus

圆圃棘口吸虫

E.  hortense

靶基因

Target gene

nad5

nad1

cox1

18S rDNA

cox1

引物

Primer

CSF
CSR
MOF
MOR
MYF
MYR
EJF
EJR
EHF
EHR

引物序列

Primer sequence

5′-CGGAGTATGCGGGCTTCTTT-3′

5′-AAATACACACCCACCGCACT-3′

5′-TGCTTTTGGTTACTAGGCTGACT-3′

5′-CCTCACCAACTCCCTCTCAG-3′

5′-CCTTTTGTTGCTCTCCTTGC-3′

5′-ATTCAAGACTACAGATTTAC-3′

5′-CATACCTTCAAACGGTGAAA-3′

5′-AATGGCACCAATCCGAGGAC-3′

5′-TGGTATTGTGAGACATATTTGTA-3′

5′-AAAACACCTTAATACCCGTAGGA-3′

产物大小/bp
Product length

560

310

907

1 810

212 

退火温度/℃
Annealing 

temperature

57~60 

56~60 

56~60 

57~60 

59~61 
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火温度下扩增nad5、nad1、cox1、18S rDNA、cox1基因。

多重 PCR反应体系为 2×Taq Plus Master Mix用

量为12. 5 μL，5种囊蚴质粒混合模板为2 μL，CSF/CSR
（10 μmol/L）为 0. 3 μL，MOF/MOR（10 μmol/L）为
0. 3 μL，MYF/MYR（10 μmol/L）为 0. 3 μL，EJF/EJR
（10 μmol/L）为 0. 3 μL，EHF/EHR（10 μmol/L）为   
0. 3 μL，ddH2O 为 7. 5 μL，总体积 25 μL。

PCR 反应条件为 95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性   
50 s、59 /60 ℃ 1 min、68 ℃延伸 1 min 30 s、共 33 个循

环；72 ℃终延伸 7 min。反应结束后，取 3 μL 产物于

1. 5% 琼脂糖凝胶内电泳检测。

1. 2. 9　多重 PCR 特异性检验

在 5 个 PCR 反应管中均加入 CSF/CSR、MOF/
MOR、MYF/MYR、EJF/EJR、EHF/EHR 引物，每个

反应管均加入 5种吸虫囊蚴重组质粒的混合模板，再

分别加入扁弯口吸虫囊蚴、全冠吸虫囊蚴、卷棘口吸

虫、肝片吸虫和土耳其斯坦裂体吸虫的基因组 DNA，

最后加入 2×Taq Plus Master Mix 和 ddH2O，扩增目

的基因片段，反应结束后电泳检测。

PCR 反应体系为 2×Taq Plus Master Mix用量为

12. 5 μL，5 种囊蚴质粒混合模板为 2 μL，对照组吸虫

DNA模板均为1 μL，CSF/CSR（10 μmol/L）为0. 3 μL，

MOF/MOR（10 μmol/L）为 0. 3 μL，MYF/MYR     
（10 μmol/L）为 0. 3 μL，EJF/EJR（10 μmol/L）为      
0. 3 μL，EHF/EHR（10 μmol/L）为 0. 3 μL，ddH2O 为

6. 5 μL，总体积 25 μL。

PCR 反应条件为 95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性   
50 s、59 ℃退火 1 min、68 ℃延伸 1 min 30 s、共 33 个循

环；72 ℃终延伸 7 min。反应结束后，取 3 μL 产物于

1. 5% 琼脂糖凝胶内电泳检测。

1. 2. 10　多重 PCR 敏感性检验

将 5种吸虫囊蚴重组质粒的混合模板进行 10 倍

梯度稀释，分别为1×102~1×10−5 ng/μL。在8个PCR
反应管均加入 CSF/CSR、MOF/MOR、MYF/MYR、

EJF/EJR、EHF/HER，并分别加入稀释为不同浓度的

模板，同时加入 2×Taq Plus Master Mix 和 ddH2O，扩

增目的基因片段。

多重 PCR反应体系为 2×Taq Plus Master Mix用

量为12. 5 μL，5种囊蚴质粒混合模板为2 μL，CSF/CSR
（10 μmol/L）为 0. 3 μL，MOF/MOR（10 μmol/L）为
0. 3 μL，MYF/MYR（10 μmol/L）为 0. 3 μL，EJF/EJR
（10 μmol/L）为 0. 3 μL，EHF/EHR（10 μmol/L）为   

0. 3 μL，ddH2O 为 7. 5 μL，总体积 25 μL。

PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性

50 s、59 ℃退火 1 min、68 ℃延伸 1 min 30 s、共 33 个

循环；72 ℃终延伸 7 min。反应结束后，取 3 μL 产物

于 1. 5% 琼脂糖凝胶内电泳检测。

1. 2. 11　多重 PCR 的临床样本检测与验证

随机选择麦穗鱼 100 尾，取鳃丝和胸背腹肌肉

（带鱼鳞）各 0. 2 g，液氮研磨为碎渣后，提取基因组

DNA，以此为模板，使用建立的多重 PCR 方法检测

麦穗鱼囊蚴感染情况，同时分别使用形态学方法和

单重 PCR 方法对多重 PCR 检测结果进行复核。

2　结果与分析

2. 1　5种吸虫囊蚴的形态特征

华支睾吸虫囊蚴呈椭圆形，大小为 160~200 μm，

囊壁极薄，后尾蚴蜷缩在囊壁内，两吸盘清晰可见，腹

吸盘大于口吸盘，排泄囊随尾蚴移动而变化，大多数

情况下近似 O 形（图 1（a））。东方次睾吸虫囊蚴呈圆

形，大小为 170~220 μm，与华支睾吸虫囊蚴较为相似，

但两者囊壁厚度差异较大，该虫体囊壁较厚，后尾蚴

位于囊壁内，两吸盘清晰可见且大小近乎相等（图1（b））。
横川后殖吸虫囊蚴近似球形，大小为 210~260 μm，囊

壁较薄仅一层，后尾蚴蜷缩于囊壁内呈不规则转动，

两吸盘清晰可见，腹吸盘大小约为口吸盘 2倍，排泄囊

近似 O 形（图 1（c））。日本棘隙吸虫囊蚴呈椭圆形，大

小为 70~95 μm，囊壁较薄且仅有一层，口吸盘位于体

前部，其内附有小棘 16 枚，腹吸盘位于体后部（图 1
（d））。 圆 圃 棘 口 吸 虫 囊 蚴 近 似 球 形 ，大 小 为

150~185 μm，囊壁一层，较薄，口吸盘位于囊蚴顶部，

两侧附有颗粒，每侧 13~18个（图 1（e））。除横川后殖

吸虫囊蚴形态与 Li等［18］对横川后殖吸虫囊蚴的描述

一致外，其他 4种吸虫囊蚴均与张莹［17］对相关吸虫囊

蚴的描述相同，故鉴定为相应吸虫囊蚴。

2. 2　重组质粒标准品的构建与鉴定

重组质粒的菌液 PCR 电泳结果显示，华支睾吸

虫、东方次睾吸虫、横川后殖吸虫、日本棘隙吸虫和

圆圃棘口吸虫扩增片段分别为 560、310、907、1 810
和 212 bp，与预期条带相符（图 2）。所构建的重组

质 粒 测 序 结 果 与 NCBI GenBank 中 华 支 睾 吸 虫

nad5 （KC170220） 、 东 方 次 睾 吸 虫 nad1
（KY232061）、横川后殖吸虫 cox1（LC805480）、日本

棘隙吸虫 18S rDNA（LT904764）和圆圃棘口吸虫
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cox1（AF025826）的相似性均为 100%，证明 5 种吸

虫囊蚴重组质粒构建成功。为方便后续试验使用，

将其命名为 pCs-nad5、pMo-nad1、pMy-cox1、pEj-
18S 和 pEh-cox1。
2. 3　单重 PCR退火温度的确定

2. 3. 1　华支睾吸虫 nad5 基因片段退火温度的确定

分别以 56、57、58、59、60 和 61 ℃的退火温度扩

增 pCs-nad5，在退火温度 57、58、59 和 60 ℃时，扩增

出一条与目的大小相同的 560 bp 的条带，在退火温

度 56 和 61 ℃时，未见条带。根据 PCR 扩增结果，华

支睾吸虫 nad5 基因的适宜退火温度为 57、58、59 和

60 ℃（图 3（a））。
2. 3. 2　东方次睾吸虫nad1基因片段退火温度的确定

分别以 56、57、58、59、60和 61 ℃的退火温度扩增

pMo-nad1，在退火温度 56、57、58、59和 60 ℃时，扩增

出一条与目的大小相同的 310 bp的条带，在退火温度

61 ℃时，未见条带。根据 PCR 扩增结果，东方次睾吸

虫 nad1基因的适宜退火温度为 56、57、58、59和 60 ℃
（图 3（b））。
2. 3. 3　横川后殖吸虫 cox1 基因片段退火温度的确定

分别以 56、57、58、59、60和 61 ℃的退火温度扩增

pMy-cox1，在退火温度 56、57、58、59 和 60 ℃时，扩增

出一条与目的大小相同的 907 bp的条带，在退火温度

61 ℃时，未见条带。根据 PCR 扩增结果，横川后殖吸

虫 cox1 基因的适宜退火温度为 56、57、58、59 和 60 ℃
（图 3（c））。
2. 3. 4　日本棘隙吸虫 18S rDNA 基因片段退火温度

的确定

分别以 56、57、58、59、60和 61 ℃的退火温度扩增

pEj-18S，在退火温度 57、58、59和 60 ℃时，扩增出一条

与目的大小相同的 1 810 bp的条带，在退火温度 56和

61 ℃时，未见条带。根据 PCR 扩增结果，日本棘隙吸

虫 18S rDNA基因的适宜退火温度为 57、58、59和 60 ℃
（图 3（d））。

（a）华支睾吸虫囊蚴；（b）东方次睾吸虫囊蚴；（c）横川后殖吸虫囊蚴；（d）日本棘隙吸虫囊蚴；（e）圆圃棘口吸虫囊蚴。

（a） C.  sinensis；（b） M.  orientalis；（c） M.  yokogawai；（d） E.  japonicus；（e） E.  hortense.
图 1　5种吸虫囊蚴的形态特征

Fig. 1　Morphological characteristics of five species of trematode metacercariae

M：DL 2 000 分子质量标准；泳道 1~5：pCs-nad5、pMo-nad1、
pMy-cox1、pEj-18S、pEh-cox1；N：阴性对照。

M： DL 2 000 DNA Maker； Lane 1-5： pCs-nad5， pMo-nad1， 
pMy-cox1， pEj-18S， pEh-cox1； N： Negative control.

图 2　5种吸虫囊蚴重组质粒的构建

Fig. 2　Construction of recombinant plasmids of five species 
of trematode metacercariae
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2. 3. 5　圆圃棘口吸虫 cox1 基因片段退火温度的确定

分别以 56、57、58、59、60和 61 ℃的退火温度扩增

pEh-cox1，在退火温度 59、60和 61 ℃时，扩增出一条与

目的大小相同的212 bp的条带，在退火温度56、57和58 ℃
时，未见条带。根据PCR扩增结果，圆圃棘口吸虫 cox1
基因的适宜退火温度为 59、60和 61 ℃（图 3（e））。

综合 5个基因片段的 PCR扩增结果，共同退火温

度为 59、 60 ℃，为保证 PCR 反应的特异性，在后续试

验均使用 59 ℃作为所有 PCR 反应的退火温度。

2. 4　单重 PCR特异性检验

2. 4. 1　华支睾吸虫特异性检验

在分别加入 pCs-nad5、pMo-nad1、pMy-cox1、
pEj-18S、pEh-cox1、扁弯口吸虫、全冠吸虫、卷棘口

吸虫、肝片吸虫和土耳其斯坦裂体吸虫的基因组的

PCR 反应体系中，加入 CSF/CSR 引物进行 PCR 反

应，结果只有加入 pCs-nad5 的 PCR 反应中扩增出

nad5 基因。加入其他对照虫株基因组的 PCR 反应

体系及阴性对照没有扩增出任何条带，说明在单重

PCR 反应中 CSF/CSR 引物对华支睾吸虫具有良好

的特异性（图 4（a））。
2. 4. 2　东方次睾吸虫特异性检验

在分别加入不同基因组的 PCR 反应体系中，加

入 MOF/MOR 引物进行 PCR 反应，结果只有加入

pMo-nad1 的 PCR 反应中扩增出 nad1 基因。加入

其他对照虫株基因组的 PCR 反应体系和阴性对照

没有扩增出任何条带，说明在单重 PCR 反应中

MOF/MOR 引物对东方次睾吸虫具有良好的特异

性（图 4（b））。

2. 4. 3　横川后殖吸虫特异性检验

在分别加入不同基因组的PCR反应体系中，加入

MYF/MYR 引物进行 PCR 反应，结果只有加入 pMy-
cox1的 PCR 反应中扩增出 cox1基因。加入其他对照

虫株基因组的 PCR反应体系没有扩增出任何条带，阴

性对照也未扩增出条带，说明在单重PCR反应中MYF/
MYR引物对横川后殖吸虫具有良好的特异性（图4（c））。
2. 4. 4　日本棘隙吸虫特异性检验

在分别加入不同基因组的 PCR 反应体系中，加

入 EJF/EJR 引 物 进 行 PCR 反 应 ，结 果 只 有 加 入

pEj-18S 的 PCR 反应中扩增出 18S rDNA 基因。加

入其他对照虫株基因组的 PCR 反应体系没有扩增

出任何条带，阴性对照也未扩增出条带，说明在单

重 PCR 反应中 EJF/EJR 引物对日本棘隙吸虫具有

良好的特异性（图 4（d））。
2. 4. 5　圆圃棘口吸虫特异性检验

在分别加入不同基因组的PCR反应体系中，加入

EHF/EHR引物进行PCR反应，结果只有加入pEh-cox1
的 PCR 反应中扩增出 cox1基因。加入其他对照虫株

基因组的 PCR反应体系没有扩增出任何条带，阴性对

照也未扩增出条带，说明在单重PCR反应中EHF/EHR
引物对圆圃棘口吸虫具有良好的特异性（图 4（e））。

M：DL 2 000 DNA 分子质量标准；泳道 1~6：56~61 ℃；N：阴性对照。

M： DL 2 000 DNA Maker； Lane 1-6： 56-61 ℃； N： Negative control.
（a） pCs-nad5；（b） pMo-nad1；（c） pMy-cox1；（d） pEj-18S；（e） pEh-cox1.

图 3　5种吸虫囊蚴扩增退火温度的优化及筛选

Fig. 3　Optimization and screening of annealing temperature for amplification of five species of trematode metacercariae
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2. 4. 6　加入多虫株基因组验证单重 PCR 的特异性

5 个 PCR 反 应 体 系 中 加 入 pCs-nad5、pMo-
nad1、pMy-cox1、pEj-18S、pEh-cox1、扁弯口吸虫、

全冠吸虫、卷棘口吸虫、肝片吸虫和土耳其斯坦裂

体吸虫的基因组，并分别加入 5 对引物。结果显示，

在加入 CSF/CSR、MOF/MOR、MYF/MYR、EJF/
EJR、EHF/HER 的反应体系中，均成功扩增出目的

基因片段，且无其他条带，进一步说明了所设计引

物的特异性（图 5）。
2. 5　单重 PCR敏感性检验

2. 5. 1　华支睾吸虫敏感性检验

分别以 1×102~1×10−2 ng/μL 的 pCs-nad5 为

模板，检测 PCR 方法的敏感性。扩增结果显示，

nad5 基因在 1×10−2 ng/μL 浓度时无法检出，即

nad5 基 因 的 最 低 检 出 限 为 1×10−1 ng/μL
（图 6（a））。
2. 5. 2　东方次睾吸虫敏感性检验

分别以 1×102 ~1×10−1 ng/μL 的 pMo-nad1 为

模板，检测 PCR 方法的敏感性。扩增结果显示，nad1
基因在 1×10−1 ng/μL 浓度时无法检出，即 nad1 基因

的最低检出限为 1 ng/μL（图 6（b））。
2. 5. 3　横川后殖吸虫敏感性检验

分别以 1×102 ~1×10−1 ng/μL 的 pMy-cox1 为

模板，检测 PCR 方法的敏感性。扩增结果显示，

cox1 基 因 在 1×10−1 ng/μL 浓 度 时 无 法 检 出 ，即

cox1 基因的最低检出限为 1 ng/μL（图 6（c））。

M：DL 2 000 分子质量标准；（a） CSF/CSR 引物的特异性检验，泳道 1~5：pCs-nad5、pMo-nad1、pMy-cox1、pEj-18S、pEh-cox1；（b） MOF/MOR
引物的特异性检验，泳道 1~5：pMo-nad1、pCs-nad5、pMy-cox1、pEj-18S、pEh-cox1；（c） MYF/MYR 引物的特异性检验，泳道 1~5：pMy-cox1、pCs-

nad5、pMo-nad1、pEj-18S、pEh-cox1；（d） EJF/EJR 引物的特异性检验，泳道 1~5：pEj-18S、pCs-nad5、pMo-nad1、pMy-cox1、pEh-cox1；（e）EHF/EHR
引物的特异性检验，泳道 1~5：pEh-cox1、pCs-nad5、pMo-nad1、pMy-cox1、pEj-18S；泳道 6~10：扁弯口吸虫、全冠吸虫、卷棘口吸虫、肝片吸虫和土

耳其斯坦裂体吸虫 DNA；N：阴性对照。

M： DL 2 000 Marker； （a） Detection of the specificity of primers CSF/CSR， Lane 1-5： pCs-nad5， pMo-nad1， pMy-cox1， pEj-18S， pEh-cox1； 
（b） Detection of the specificity of primers MOF/MOR， Lane 1-5： pMo-nad1 ， pCs-nad5， pMy-cox1， pEj-18S， pEh-cox1； （c） Detection of the specificity 
of primers MYF/MYR， Lane 1-5： pMy-cox1， pCs-nad5， pMo-nad1， pEj-18S， pEh-cox1； （d） Detection of the specificity of primers EJF/EJR， Lane 
1-5： pEj-18S， pCs-nad5， pMo-nad1， pMy-cox1， pEh-cox1； （e） Detection of the specificity of primers EJF/EJR， Lane 1-5： pEh-cox1， pCs-nad5， 
pMo-nad1， pMy-cox1， pEj-18S； Lane 6-10： C.  complanatum， Holostephanus sp. ， E.  revolutum，F.  hepatica， S.  turkestanicum DNA； N： Negative 
control.

图 4　5种吸虫囊蚴单重 PCR特异性分析

Fig. 4　Specificity analysis of single PCR for five species of trematode metacercariae

M：DL 2 000 分子质量标准；1~5 泳道：CSF/CSR、MOF/MOR、

MYF/MYR、EJF/EJR、EHF/EHR；N：阴性对照。

M： DL 2 000 Marker； Lane 1-5： CSF/CSR， MOF/MOR， 
MYF/MYR， EJF/EJR， EHF/EHR； N： Negative control.

图 5　5种吸虫囊蚴引物特异性验证

Fig. 5　Specificity verification of five primers for 
metacercariae of trematodes

168



第  7 期 王雪等： 淡水鱼中 5 种人兽共患吸虫囊蚴多重 PCR 检测方法的建立

2. 5. 4　日本棘隙吸虫敏感性检验

分别以 1×102~1×10−2 ng/μL 的  pEj-18S 为模

板，检测PCR方法的敏感性。扩增结果显示，18S rDNA
基因在 1×10−2 ng/μL 浓度时无法检出，即 18S rDNA
基因的最低检出限为 1×10−1 ng/μL（图 6（d））。

2. 5. 5　圆圃棘口吸虫敏感性检验

分别以 1×102 ~1×10−2 ng/μL 的 pEh-cox1 为模

板，检测 PCR 方法的敏感性。扩增结果显示，cox1基

因在 1×10−2 ng/μL 浓度时无法检出，即 cox1 基因的

最低检出限为 1×10−1 ng/μL（图 6（e））。

2. 6　多重 PCR退火温度的确定

将 pCs-nad5、pMo-nad1、pMy-cox1、pEj-18S
和 pEh-cox1 等比混合，为方便使用，将混合模板命

名为 5-plex。分别以 59 和 60 ℃的退火温度扩增 5-

plex。结果显示，2 种退火温度均成功扩增出 5 条与

目的片段大小的 560、310、907、1 810 和 212 bp 的条

带（图 7）。为保证特异性，后续试验过程中以 59 ℃
作为所有 PCR 反应的退火温度。

2. 7　多重 PCR特异性和敏感性检验

在加入 5-plex 及 5 对引物的反应体系中成功扩

增 出 pCs-nad5、pMo-nad1、pMy-cox1、pEj-18S 和

pEh-cox1基因片段，在分别加入扁弯口吸虫、全冠吸

M：DL 2 000 分子质量标准；（a） pCs-nad5 单重 PCR 方法的敏感性，1~5 泳道：1×102 ~1×10−2 ng/μL；（b） pMo-nad1 单重 PCR 方法的敏

感性，1~4 泳道：1×102 ~1×10−1 ng/μL；（c） pMy-cox1 单重 PCR 方法的敏感性，1~4 泳道：1×102 ~1×10−1 ng/μL；（d） pEj-18S 单重 PCR 方

法的敏感性，1~5 泳道：1×102 ~1×10−2 ng/μL；（e） pEh-cox1 单重 PCR 方法的敏感性，1~5 泳道：1×102 ~1×10−2 ng/μL。

M： DL 2 000 Marker； （a） Sensitivity of PCR for the detection of pCs-nad5， Lane 1-5： 1×102‒1×10−2 ng/μL； （b） Sensitivity of PCR for the 
detection of pMo-nad1， Lane 1-4： 1×102‒1×10−1 ng/μL； （c） Sensitivity of PCR for the detection of pMy-cox1， Lane 1-4： 1×102‒1×10−1 ng/
μL； （d） Sensitivity of PCR for the detection of pEj-18S， Lane 1-5： 1×102‒1×10−2 ng/μL； （e） Sensitivity of PCR for the detection of pEh-cox1， 
Lane 1-5： 1×102‒1×10−2 ng/μL.

图 6　5种吸虫囊蚴的敏感性试验

Fig. 6　Sensitivity experiment of five primers for metacercariae of trematodes

M：DL 2 000 分子质量标准；1~2 泳道的退火温度：59、60 ℃；N：阴性对照。

M： DL 2 000 Marker； Lane 1-2： 59， 60 ℃； N： Negative control.
图 7　多重 PCR退火温度的优化

Fig. 7　Optimization of annealing temperature for multiplex PCR
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虫、卷棘口吸虫、肝片吸虫和土耳其斯坦裂体吸虫模

板及 5 对引物的反应体系中，均未扩增出条带，说明

在多重 PCR 反应中 CSF/CSR、MOF/MOR、MYF/
MYR、EJF/EJR 和 EHF/HER 引物具有较强的特异

性（图 8（a））。

分别以 1×102 ~1×10−2 ng/μL 的 5-plex 为模

板，检测多重 PCR 方法的敏感性。扩增结果显示，

多重 PCR 在 1×10−1 ng/μL 浓度时无法全部检出，

即 多 重 PCR 引 物 最 低 检 出 限 为 1 ng/μL
（图 8 （b））。

2. 8　临床样本检测及验证

使用本研究建立的多重 PCR 方法对采自于大

庆市的 100 尾麦穗鱼进行检测，结果显示，共有

21 尾麦穗鱼呈阳性，总感染率为 21%。其中 8 尾为

单病原感染，13 尾为多病原混合感染；有 11 尾检出

华支睾吸虫（泳道 1、2、3、4、5、9、14、15、16、18、20）；
9 尾检出东方次睾吸虫（泳道 1、5、6、9、11、14、15、
17、20）；4 尾检出横川后殖吸虫（泳道 3、13、15、16）；
8 尾检出日本棘隙吸虫（泳道 6、8、9、10、11、15、19、
21）；8 尾检出圆圃棘口吸虫（泳道 3、7、8、11、12、16、
17、21）；所检麦穗鱼最多同时感染华支睾吸虫、东

方次睾吸虫、横川后殖吸虫和日本棘隙吸虫 4 种病

原（泳道 15）（图 9）。对扩增的阳性结果进行测序，

结果显示不同样品扩增的同一病原基因序列与

GenBank 上相关序列的相似性为 99. 1%~100%，

每种虫体选一条序列上传至 GenBank 上，华支睾吸

虫、东方次睾吸虫、横川后殖吸虫、日本棘隙吸虫和

圆圃棘口吸虫 5 种病原获得的基因登录号分别为

PQ821613、PQ821614、PQ821034、PQ824438 和

PQ821035。同时分别使用形态学鉴定和单重 PCR
进行检测，结果与本研究建立的多重 PCR 结果

相同。

M：DL 2 000 分子质量标准；（a）多重 PCR 特异性检验，泳道 1：5-plex+5 对引物；泳道 2：扁弯口吸虫+5 对引物；泳道 3：全冠吸虫+5 对引

物；泳道 4：卷棘口吸虫+5 对引物；泳道 5：肝片吸虫+5 对引物；泳道 6：土耳其斯坦裂体吸虫+5 对引物；N：阴性对照；（b）多重 PCR 敏感性检

验，1~5 泳道：1×102 ~1×10−2 ng/μL。

M： DL 2 000 Marker； （a） Multiplex PCR primer specificity test， Lane 1： 5-plex+ Five pairs of primers； Lane 2： C.  complanatum+ Five pairs 
of primers； Lane 3： Holostephanus sp.  + Five pairs of primers； Lane 4： E.  revolutum+ Five pairs of primers； Lane 5： F.  hepatica+ Five pairs of 
primers； Lane 6： S.  turkestanicum+ Five pairs of primers； N： Negative control； （b） Sensitivity of Multiplex PCR， Lane 1-5： 1×102‒1×10−2 ng/μL.

图 8　多重 PCR的特异性检验和敏感性检验

Fig. 8　Multiplex PCR primer specificity test and sensitivity test

M：DL 2 000 分子质量标准；泳道 1~21：麦穗鱼感染囊蚴情况；泳道 22：阴性对照。

M： DL 2 000 Marker； Lane 1-21： Metacercariae infection status of Pseudorsbora parva ； Lane 22： Negative control.
图 9　多重 PCR的临床样品检测

Fig. 9　Detection of clinical samples by multiplex PCR
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3　讨  论

鱼源性人兽共患寄生虫病严重地影响着动物

生产和人类健康，本研究中 5 种吸虫的中间宿主主

要为鲤科和鳅科鱼类，且均处于感染性阶段，居民

若有生食或半生食等不科学的饮食习惯极易感染

这些寄生虫。本研究团队前期对黑龙江省淡水鱼

寄生虫感染调查时，发现淡水鱼感染的吸虫囊蚴 7
种［11］。因此针对感染率高、感染强度大的华支睾

吸虫、东方次睾吸虫、横川后殖吸虫、日本棘隙吸

虫 和 圆 圃 棘 口 吸 虫 囊 蚴 建 立 了 多 重 PCR 检 测

方法。

物种的准确鉴定是开展科学研究、疫病治疗与

防控等工作的前提与基础。寄生虫传统的形态学

鉴定，主要是依据寄生宿主的种类、寄生部位、发育

过程以及通过对虫体进行形态观察来完成的。然

而，对于寄生于相同宿主、相同部位、相同发育阶段

且形态相似的虫体，如吸虫囊蚴的鉴定就非常困难

了。但由于不同时期、不同阶段寄生虫  DNA 相对

不变的特点，使得 PCR 等分子生物学方法成为虫体

鉴定的重要方法。线粒体是真核细胞内唯一存在

于细胞核外并携带遗传物质的细胞器，核糖体是蛋

白质和 rRNA 分子的组合，翻译  mRNA 基因以产生

蛋白质的细胞器。线粒体和核糖体序列因其稳定

的遗传特征，被作为遗传标记基因广泛应用于寄生

虫分子分类和鉴定、物种起源与进化、流行病学调

查、群体遗传学等研究中。本团队利用线粒体全基

因组、cox1、nad1 基因及核糖体 ITS 和 28S 序列对

土耳其斯坦东毕吸虫进行了分类研究，结果证实土

耳其斯坦东毕吸虫应隶属于裂体属，即为土耳其斯

坦裂体吸虫，归于非洲血吸虫群［19-21］。Gao 等［22-23］

以线粒体全基因组序列为标记，证实马的三齿属线

虫应归于盅口亚科，微小杯冠线虫为复合种的观

点。在对肝片吸虫、大片吸虫及中间型进行鉴定

时 ，发 现 核 糖 体 ITS、18S 和 28S 序 列 及 线 粒 体

cox1、nad4 和 nad5 均为其有效的基因标记［24-26］。因

此，本研究以线粒体 nad5、nad1、cox1 基因和核糖体

18S rDNA 序列作为靶序列，来建立了可以同时检

测华支睾吸虫、东方次睾吸虫、横川后殖吸虫、日本

棘隙吸虫和圆圃棘口吸虫的多重 PCR 方法。该方

法比使用通用引物扩增后测序分析和鉴定更加快

捷、节省成本，并且在这些吸虫的流行区域可高效

快速的区分这 5 种吸虫。

本研究共同退火温度为 59 和 60 °C，最终选择

59 ℃是因为华支睾吸虫、东方次睾吸虫、横川后殖吸

虫和圆圃棘口吸虫均可以在此温度下成功扩增单一

且明亮的条带，而日本棘隙吸虫 18S rDNA 序列在此

温度下的条带最亮，故选择此温度为最终退火温度。

这与王丹［27］在建立奶牛乳房炎 5 种病原菌多重 PCR
方法时确定退火温度时的思路一致。本研究表明华

支睾吸虫 nad5 基因的最低检出限为 1×10−1 ng/μL，

东方次睾吸虫 nad1基因的最低检出限为 1 ng/μL，横

川后殖吸虫 cox1的最低检出限为 1 ng/μL，日本棘隙

吸虫 18S rDNA 基因的最低检出限为 1×10−1 ng/μL，

圆 圃 棘 口 吸 虫 cox1 基 因 的 最 低 检 出 限 为

1×10−1 ng/μL，多重 PCR 结果显示，最低检出限为 1 
ng/μL，与单重 PCR 结果一致。基于以上，本研究建

立的多重 PCR方法具有较强的敏感性，可最大限度的

避免漏检发生。

通过临床样本检验，发现随机采集的 100 尾麦

穗鱼中有 21 尾感染囊蚴，且混合感染居多。多数样

品同时感染 2~3 种囊蚴，其中 1 条麦穗鱼最多同时

感染 4 种囊蚴，未发现同时感染 5 种囊蚴的样品。

在检测过程中，为保证检验结果的准确性，在提取

样品 DNA 时需考虑到 5 种吸虫囊蚴的寄生部位，日

本棘隙吸虫囊蚴寄生于鱼鳃中，横川后殖吸虫囊蚴

寄生于鱼鳞中，其他 3 种囊蚴均寄生于肌肉内，因此

每份样品均需要剥取鳃丝，在取胸部、腹部和尾部

的肌肉时带鱼鳞，以保证试验的准确性。对检测结

果使用传统的形态学方法和单重 PCR 验证，结果一

致。本研究建立的多重 PCR 方法与团队前期建立

检测淡水鱼中华支睾吸虫、东方次睾吸虫和日本全

冠吸虫的多重 PCR 检测方法［16］相比，特异性和敏感

性相似，但较之又增加 2 种病原，更适合于多种病原

混合感染的检测。

4　结  论

本研究建立了特异性强、敏感性高的华支睾吸

虫、东方次睾吸虫、横川后殖吸虫、日本棘隙吸虫和

圆圃棘口吸虫 5 种人兽共患吸虫囊蚴的多重 PCR
检测方法，该方法可为鱼类养殖、突发鱼源性公共

卫生事件及出入境检验检疫中鱼源性人兽共患吸

虫的快速检测提供技术支撑。
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