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这种基于实验室分子分型技术的食源性疾病主动

监测模式能通过病原学的监测"发现没有被报告的

暴发"有早期预警的作用* 广东省的沙门菌主动监

测系统"从病例发病到疾控中心实验室完成病原菌

菌株的 8T.(分子分型分析"时间间隔达 $ s5 周"

流行病学人员获得结果再去追溯病例"由于回忆偏

倚"病例往往难以提供较为真实,准确和全面的食

物暴露信息* 新型分析技术的发现"对政府目前的

卫生监督管理和疾病预防工作机制既是机遇"也是

挑战"建议政府加强职能部门间的沟通和协调"有针

对性地对此类型基于主动监测技术发现的暴发事件

进行演练"通过演练检验部门之间协调机制运转是否

畅通"为日后可能发生的因受污染商品的广泛流通而

产生的食源性疾病暴发做好应对准备*

志谢*本项目研究得到 8H=:/!/;4IM0L,广东省内各监

测哨点医院及辖区疾病预防控制机构的大力支持和帮助"在

此表示感谢2
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摘*要!目的*了解异尖线虫三期幼虫在黄海海域鲐鱼体内的感染情况$ 方法*$+)+ 年 1 月*$+)) 年 ) 月抽取

产自黄海海域的鲜活鲐鱼"!"2@0.91A516@$B.A1"74@$#))3 尾")1 s$+ 尾%月#!分别检查&记录每个个体的体腔!内脏

器官!背部&腹部&尾部鱼肉等感染线虫的情况!将所获线虫经乳酸酚透明液透明后于光镜下进行常规的形态学鉴

定!并随机取 )-$ 条"3+ s31 条%月#线虫全基因组进行聚合酶链反应 a限制性片段长度多态性"84'2'TA8#分析

鉴定$ 结果*有 -G 尾鲐鱼感染异尖属线虫三期幼虫!感染率为 G,F̂d'共检出5 ^^+条异尖线虫!感染强度为 1 s

)-5 条%尾不 等! 平 均 感 染 强 度 为 5$F$ 条%尾'体 腔 和 内 脏 器 官 感 染 虫 数 占 鱼 体 总 感 染 虫 数 的 GGF̂d

"5 $$-%5 ^^+#!腹部肌肉感染虫数占鱼全身肌肉总感染虫数的 G^F$d"5^+%13-#'感染强度随鱼体重增加而增大'

所有检出的异尖线虫依据其形态鉴定均为异尖属线虫
+

型幼虫')-$ 条异尖属线虫分别为派氏异尖线虫 )-) 条&典

型异尖线虫 ) 条$ 结论*黄海海域鲐鱼中异尖属线虫三期幼虫的感染情况比较严重!且感染程度与季节&鲐鱼体

重&身体部位有一定关系!检出的异尖属线虫三期幼虫经 'TA8分析以派氏异尖线虫为主!这对今后卫生检疫与渔

业生产加工出口有一定的提示和指导意义$

关键词!黄海' 鲐鱼' 异尖线虫三期幼虫' 感染' 寄生虫' 海鱼
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**鲐鱼#!"2@0.91A516@$B.A1"74@$$隶属于脊索动

物门 #E516F.9. $"硬骨鱼纲 #(2692G6.9. $"鲈形目

#!2647D1602$$" 鲭 科 # &410G67F.2$" 鲐 属 # !"2@0H

.91A516@$$"又称青花鱼,鲐巴鱼,鲭鱼"是生活在远

洋暖水中上层深海鱼类"现已成为许多国家和地区

最重要的经济鱼类之一* $++, 年在我国重点捕捞

海域的黄海就捕捞了 $F13 g)+

1

吨的鲐鱼
())

* 由于

饮食方式的多样化"生吃或烧烤海鱼逐渐流行"人

体通过海洋食品感染食源性寄生虫病病例报道增

多* 其中误食带有异尖线虫第三期幼虫的海产品

而引起的急腹症"称为异尖线虫病 #&0M:LnML:M:$*

异尖线虫隶属于线虫动物门 #=20.952/07"952$$"尾

感器纲 # !5.$07F2. $" 蛔目 # C$4.67F7F. $" 异尖科

#C"7$.:7F.2$"该科的异尖属 #C"7$.:7$$线虫三期幼

虫与伪新地属#!$2@F19266."1I.$的迷惑伪新地线虫

#!8F247A72"$$ 三期幼虫同被认为是该病的致病

原
($)

* 据 CH H̀nM

(3)

报道 --d的异尖线虫病患者中

分离到的病原体为狭义简单异尖线虫 #C8$70A/2#

$2"$@ $967491$* 异尖属线虫与伪新地属的成虫寄生

于海洋哺乳类动物"第三期幼虫寄生于其生活史中

的第二中间宿主海洋鱼类"$+ 多个国家或地区已有

上百种海鱼可作为异尖线虫的第二中间宿主"其中

鳕鱼,青鱼,鲐鱼,大麻哈鱼,鲭鱼,鲣鱼以及太平洋

岩鱼等检出率较高
(5)

* 而我国的北部湾,东海,黄

海,渤海,辽河,图们江及黑龙江的鱼类共有 1, 种感

染
(1 â )

* 联合国粮农组织#T&@$在 $++5 年海产品

安全与质量的风险评估中"列出异尖线虫是水产品

中最重要的生物危害因子之一"因此调查异尖线虫

在黄海鲐鱼中的感染情况具有重要的公共卫生意

义* 为此"笔者于 $+)+ 年 1 月!$+)) 年 ) 月对黄海

海域的鲐鱼进行抽样"查找其感染强度与内在分布

情况的规律"并对检获线虫进行 'TA8分子鉴定"查

明异尖线虫的具体虫种*

)*材料和方法

)F)*鲐鱼采样

鲜活鲐鱼 ))3 尾#)1 s$+ 尾%月$购于青岛农贸

市场"由青岛渔民在黄海海域的威海沿岸海域,青

岛胶州湾和日照沿岸海域捕获* 鱼体部位的划分%

为便于检查鱼体带虫情况"本实验划分鱼体的各部

位与解剖学各器官定义稍有不同"具体如下%吻端

到鳃盖后缘为头部"不包含咽和食管 #保持胃肠腔

的完整性$&头部后,泄殖腔前#去掉内脏器官$为躯

干部"再以鲐鱼的鱼骨为界"分为背部#图 )L$和腹

部#图 )U$&泄殖孔后的部位为尾部#图 )K$&食管及

胃肠壁外,体腔黏膜内为体腔部&食管及胃肠内为

胃肠部 #见图 )$*

)F$*仪器和试剂

D!&提取试剂盒#德国 qb&.(!公司$"限制性

内切酶 J7"#b和 J5. b#T/"V/0;L:公司$"光学显微

镜及其软件#B>;MK2<&5++$*

)F3*样品处理,形态学鉴定
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L%背部肌肉&U%腹部肌肉&K%尾部肌肉

图 )*鲐鱼鱼体部位划分示意图

TMJH"/)*CKI/VL;MKRMLJ"LV>#RMZM:M>0 >##M:I XL";:>#

80/HVL;>XI>"H:[LX>0MKL:

&%中部&<%头部&4%尾部 L%小胃&U%钻齿&K%排泄孔&R%尾突

图 $*异尖属线虫三期幼虫

TMJH"/$*C"7$.:7$:X]3

"R

:;LJ/=L"ZL/

测量鱼体长度按周碧云
(G)

的 A) 计算方法"即

从鱼体吻端至侧线鳞的最后一个鳞片末端的定义*

从泄殖腔处剪开体腔"检查鱼体体腔,胃肠等部位*

沿肌肉纤维方向撕开"如发现线虫"把虫体挑到相

应编号的培养皿中"用超纯水清洗"将活线虫置于

沸腾酒精中"至虫体完全伸直* 使用乳酸苯酚透明

液进行透明处理"置于显微镜下逐条观察"按黄维

义
(-)

描述的虫体形态进行形态学鉴定*

)F5*虫种分子鉴定

)F5F)*虫体 D!&提取与 84'扩增

从 ^+d乙醇保存液中取出单个虫体"按照 D!&

提取试剂盒使用说明书提取虫体的全基因组 D!&"

a$+ e保存备用* 异尖属线虫 "D!&b7C 区的扩增

引物设计参照 Dp&V/=M>#$+++ 年$

()+)

"扩增的 b7C

区包括 b7C2),1FGC 基因,b7C2$ 和 $GC 基因"其上游

引物 X"MV/"& # 1p2.74.&&774.7&..7.&&

447.4..&&..&74&23p$和下游引物 X"MV/"<

#1p2.44..&744.&&7447..77&.77747

77744723p$由北京六合华大基因科技股份有限公

司合成"预期扩增的片段大小约为) +++ UX* 84'

反应 体 系 为% )+ g84' 缓 冲 液 $F1

#

=" BJ4=

$

# $1 VV>=%A$ $F1

#

=" 三 磷 酸 脱 氧 核 糖 核 苷 酸

# R!78" $F1 VV>=%A$ $F1

#

=" 上 下 游 引 物

#)+

#

V>=%A$各 +F1

#

="7Lr D!&聚合酶 # 1Y%

#

=$

+F$

#

="D!&模板$F+

#

="加 RR?

$

@至$1

#

=* 反应

条件为%-5 e 1 VM0&-5 e 51 :"1, e 51 :"^$ e

) VM0"共 31 个循环&^$ e ^ VM0* 所得 84'产物将

进行 'TA8分析鉴定*

)F5F$*84'2'TA8分析鉴定

运用限制性内切酶 J7"#b和 J5. b酶切 84'产

物进行 'TA8分析"对异尖属线虫
+

型幼虫进行分

子鉴定* 酶切反应体系为%) g<H##/"7L0J>$F1

#

="

J7"#b#或 J5. b$+F1

#

="84'产物)+

#

="加 RR ?

$

@

至$+

#

=* 将酶切产物3^ e水浴, I后"用 $F+d琼

脂糖凝胶电泳"凝胶成像仪观察并拍照* 参照杜春

霞
()))

的实验"其中经限制性内切酶 J7"#b酶切后"

派氏异尖线虫的酶切片段分别为3^+ UX,3++ UX和

$1+ UX"典型异尖线虫的酶切片段为 ,$+ UX 和

31+ UX&经限制性内切酶 J5. b酶切后"派氏异尖线

虫的酶切片段为11+ UX和53+ UX"典型异尖线虫的

酶 切 片 段 为 3$+ UX, $5+ UX, )G+ UX, ),+ UX

和)5+ UX*

$*结果

$F)*样品检测与形态鉴定结果

检出的线虫呈无色或乳白色"线性"部分虫体

外层包裹有淡黄色的膜"活虫游动如蚯蚓状"一端

眼观可见明显白色小点"为小胃&固定透明后"测量

虫体全长) s3 KV不等* 在显微镜下看到虫体头端

钻齿呈偏直角三角形倒勾向腹侧"无颈乳突,肠盲

囊和胃盲囊"小胃呈长形"胃肠交接处呈平接或斜

接#图 $&$"排泄孔在腹侧唇下缘 #图 $<$"尾端有

尾突#图 $4$"以上特征与异尖属线虫第三期幼虫

的形态学特征相符"表明从鲐鱼体内所采集的线虫

全为异尖属线虫第三期幼虫"并且均为属于异尖属

线虫的
+

型幼虫*

$F$*鲐鱼感染情况

本次调查先后共抽取鲐鱼 ))3 尾"体重范围%

11FG s,5+F1 J"体长范围%),F3 s3,F̂ KV* 其中有

-G 尾鲐鱼检出感染异尖属线虫三期幼虫"检出率为

G,F̂d"感染强度范围 1 s)-5 条%尾"平均感染强度

为 5GF̂ 条%尾"感染虫数最多的是 $+)+ 年 1 月的 )

尾重15)F+ J的鲐鱼"共检出 )-5 条* 检查的 - 个月

中九月份的检出率为 +d"其他 G 个月份的检出率

均为 )++d#详见表 )$*

$F3*鲐鱼不同部位的感染情况

本次调查发现鲐鱼不同部位的感染率不同"详

见表 $* 幼虫感染以体腔和内脏器官为最多"体腔,

内脏器官感染虫数占鱼体总感染虫数的 GGF̂d&肌

肉中尤以腹部肌肉感染率为最高"腹部感染虫数占

全身肌肉总感染数的 G^F$d*

$F5*鲐鱼不同体重的感染情况

把鲐鱼以体重为指标分为 , 组# E$++ J,$++ s

3++ J, 3++ s5++ J, 5++ s1++ J, 1++ s,++ J,

t,++ J$分别统计"详见表 3* 结果表明"异尖线虫
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表 )*鲐鱼鱼体信息及其异尖属线虫三期幼虫感染情况

7LU=/)*7I/M0#>"VL;M>0 >#!8B.A1"74@$L0R M0#/K;M>0 NM;I C"7$.:7$:X]3

"R

:;LJ/=L"ZL/

时间

#年2月$

阳性数%检查数

#尾$

平均体重

#J$

平均体长

#KV$

感染虫数

#条$

感染虫数范围

#条$

平均感染强度

#条%尾$

$+)+2+1 )1 %)1 1)GF3 35FG -$G )5 s)-5 ,)F-

$+)+2+, )1 %)1 13)F$ 33F+ G,^ )G s)13 1^FG

$+)+2+- + %)1 ,-F5 )GF+ + + +

$+)+2)+ )G %)G 5$,F) $-FG ) ),, )$ s)1G ,5FG

$+)+2)) )1 %)1 $G)F$ $,F, 1+3 G sG, 33F1

$+)+2)$ )1 %)1 3)5FG $^F- 1-- G s))) 3-F3

$+))2+) $+ %$+ 3,^F5 $GF1 ^+^ 1 s)-) 31F5

合计 -G %))3 5 ^^+

表 $*鲐鱼不同部位的异尖属线虫三期幼虫寄生情况

7LU=/$*8L"L:M;M̀L;M>0 "L;/>#C"7$.:7$:X]3

"R

:;LJ/=L"ZL/#>H0R M0 ;I/RM##/"/0;XL";:>#!8K.A1"74@$

时间

#年H月$

阳性数

#尾$

体表虫数

#条$

头部虫数

#条$

体腔虫数

#条$

胃肠虫数

#条$

腹肉虫数

#条$

背肉虫数

#条$

尾肉虫数

#条$

共计

$+)+H+1 )1 $ + ^1, )3) 3+ ^ $ -$G

$+)+H+, )1 + + ^$$ - ))- )5 3 G,^

$+)+H+- + + + + + + + + +

$+)+H)+ )G + + G)1 ^ 3+) 5$ ) ) ),,

$+)+H)) )1 + + 5G^ 3 )3 + + 1+3

$+)+H)$ )1 + + 1-- + + + + 1--

$+))H+) $+ + + ^++ + ^ + + ^+^

合计 -G $ + 5 +^- )1+ 5^+ ,3 , 5 ^^+

表 3*鲐鱼体重与异尖线虫感染关系

7LU=/3*4>""/=L;M>0 U/;N//0 N/MJI;>#!8B.A1"74@$L0R M0#/K;M>0 >#C"7$.:7$:X]3

"R

:;LJ/=L"ZL/

体重

#J$

检查数

#尾$

阳性数

#尾$

平均体长

#KV$

感染虫数

#条$

平均感染强度

#条 %尾$

感染虫数范围

#条$

E$++ ), ) $3F, G G G sG

$++ s3++ )1 )1 $1FG 1G, 3-F) G s-)

3++ s5++ 3- 3- $GF1 ) $-^ 33F3 1 s)-)

5++ s1++ )^ )^ 3)F̂ GG^ 1$F$ ^ s)))

1++ s,++ $3 $3 33F, ) ,)- ^+F5 )5 s)-5

t,++ 3 3 31F5 3^3* )$5F3 ,- s)13

合计 -G -G 5 ^^+

三期幼虫的感染强度随鱼体重增加而增大*

$F1*分子鉴定结果

先后抽取异尖属线虫
+

型幼虫共 )-$ 条#3+ s

31 条%月$"逐条抽提其全基因组 D!&并扩增其

"D!& b7C 区" 扩 增 片 段 与 预 期 片 段 一 致" 约

) +++ UX"见图 3* b7C 区的扩增产物分别用限制性

内切酶 J5. b和 J7"#b进行酶切"酶切电泳图见图

5* )-$ 条异尖属线虫
+

型幼虫经 84'2'TA8分析

鉴定"其中派氏异尖线虫 )-) 条 #--F1d$,典型异

尖线虫 ) 条#+F1d$"表明黄海鱼类寄生的异尖属

线虫绝大多数为派氏异尖线虫*

3*讨论

在本调查中鲐鱼的异尖属线虫三期幼虫总检

出率为 G,F̂d"除九月份的样本检出率为 + 外"其

余月份异尖线虫检出率均为 )++d* 对所有数据比

较,分析后发现九月份批次鲐鱼样本较其他月份体

B% BL"n/"&)%派氏异尖线虫&$%典型异尖线虫

图 3*异尖属线虫 b7C 区的 84'扩增产物电泳图

TMJH"/3*7I/X">#M=/>#b7C 84'X">RHK;:#">V

C"7$.:7$:X]3

"R

:;LJ/=L"ZL/

重,年龄偏小#平均体重仅为,-F5 J$"为黄海开海初

期中小型渔船近海作业所得"而大型渔船因台风推

迟出海未归"难买到个体较大的鲐鱼* 根据林景

祺
()$)

的研究%

%

黄海成年鲐鱼生活在水深$+ V以上

的海域"主要摄食细长脚蛾,太平洋磷虾,

#

鱼等"
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B% BL"n/"&),)p%派氏异尖线虫&$,$p%典型异尖线虫

图 5*异尖属线虫 b7C 区的 J5. b和 J7"#b酶切电泳图

TMJH"/5*7I/X">#M=/>#b7C 84'X">RHK;:#">VC"7$.:7$:X]3

"R

:;LJ/=L"ZL/NM;I ;I/"/:;"MK;M>0 /0 ẀV/J5. bL0R J7"#b

而幼鱼在沿岸育肥"主要摄食细长脚蛾幼体,

#

鱼

幼体,梭鱼幼鱼和虾蟹幼体等&

&

不同体重的鲐鱼

摄食种类也不相同"且随着体重的增加存在食物转

换现象* 经推测"+ 检出率的原因可能为九月份捕

捞的鲐鱼体重,年龄偏小"属于当年生鲐鱼幼鱼"生

长环境与摄食种类导致其还未食入携带异尖属线

虫二期幼虫的第一中间宿主* 因此该结果不能作

为鲐鱼异尖线虫感染率在不同时期数量变化的数

据支撑"而可能支持不同年龄,体重的鲐鱼感染程

度的差异* 从所获数据推论"体重$++ J以下的鲐鱼

感染机会少"而体重3++ J以上的鲐鱼可能 )++d感

染* 李孝军等
(,)

对东海海鱼和软体动物的异尖线

虫感染情况所做的调查发现"鱼体重与感染幼虫的

数量不呈正比"在本文的结果 0$F51中可以看出将

黄海鲐鱼以一定的体重范围进行分组后发现"随着

体重的增加感染幼虫的数量呈增长的趋势* 不同

种类的海鱼由于本身生长环境有所差异"比较其感

染强度与体重是否呈正相关是没有意义的"进而推

断同一海域内生长的同一种群"其感染强度往往与

体重呈正相关* 黄维义
()3)

在法国的研究也支持这

一推断*

鲐鱼鱼体各部位感染情况以体腔和内脏器官

为最严重* 而腹部鱼肉内从 $+)+ 年 1 a)+ 月间感

染率递增#除 - 月以及 ^,G 月的封海期$"推断这种

现象产生的原因是食入的异尖线虫由肠道钻入体

腔进而钻进各种脏器"再由体腔钻入肌肉组织"腹

部鱼肉相较背部,尾部更贴近体腔"而且更为松软"

利于侵入* 本次调查发现"1,, 月两个月份"检出的

幼虫在鱼体内不形成包囊,也没有定植"均以游离

态寄生&但在同年 )$ 月及次年 ) 月检出的大多数线

虫出现定植现象"以包囊的形式寄生在鱼体肠黏

膜,脂肪体等部位* 推断这一现象是由于异尖线虫

在其第二中间宿主内寄生的特性决定的"一旦异尖

线虫钻入肌肉后会自然成团形成包囊* 若将带有

包囊的线虫放入$+ e的超纯水中"数小时后"大多

数线虫会从包囊中游出* 进一步观察发现温度

$1 e左右时"线虫运动较为活跃&温度)+ e左右

时"大多数线虫逐渐停止运动并卷缩为圆盘状&温

度1 e左右时"线虫会出现凝集抱团现象* 将虫体

置于3^ e的溶液中"虫体活跃"长时期内不见死亡"

异尖科下其他属的线虫置于此温度时会瞬间死亡"

通过此生理特性的区别可区分出异尖属线虫与异

尖科下其他属的线虫
()5)

*

此次对黄海捕获鲐鱼中检获的所有异尖属线

虫三期幼虫进行形态学鉴定后发现均为
+

型幼虫"

但仅凭借形态学分类的方法是无法确定其具体种

的"进一步 'TA8分析的结果表明派氏异尖线虫占

绝大多数"为优势种"该结果与前人调查相似* 日

本学者 YV/IL"L

()1 a),)

的研究结果显示"日本西毗邻

的各海域#包括我国黄海海域$以及日本海均以派

氏异尖线虫为优势种"韩国学者 BM0 ?NLA//

()^)

调

查的结果也同样如此* 我国杜春霞
()))

的研究结果

显示"黄海鱼类寄生异尖属线虫的种类有派氏异尖

线虫,典型异尖线虫及派氏异尖线虫与狭义简单异

尖线虫的杂交体"其中派氏异尖线虫为优势种"占

总数的 -Gd* 在目前的病例报道统计中"-Gd异尖

线虫病患者中检出的病原种均为狭义简单异尖线

虫"而此前的调查结果与本研究结果均指向黄海的

异尖属线虫优势种为派氏异尖线虫"且未见有狭义

简单异尖线虫的报道* 就此推断"我国至今未见异

尖线虫病病例报道的原因是由于我国海鱼体内并

未感染有致病种"该推断尚需要进一步的研究以及

扩大调查范围"而且必须通过动物实验证实* 欧盟

在关于鱼类食品安全控制中规定"在所有鱼或鱼类

食品加工中"必须通过目检把任何可见的寄生虫挑

出"当寄生严重时必须经过冰冻或加热处理
()G)

* 黄

海是我国重要的生产基地"并且是渔业出口的重要

来源"因此掌握该海域各主要经济鱼类异尖线虫的

感染情况"对鱼类食品加工与渔业出口具有重要

意义*

志谢*本文得到中国海洋大学水产品安全实验室曹立

民老师的指导"特此志谢2
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