
版权所有·禁止翻制、电子传阅、发售

书书书

　

中华人民共和国出入境检验检疫行业标准

犛犖／犜２９７５—２０１１

鱼华支睾吸虫囊蚴鉴定方法

犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犳狅狉犿犲狋犪犮犲狉犮犪狉犻犪狅犳犆犾狅狀狅狉犮犺犻狊狊犻狀犲狀狊犻狊犻狀犳犻狊犺

２０１１０９０９发布 ２０１２０４０１实施

中 华 人 民 共 和 国
国家质量监督检验检疫总局 发 布



版权所有·禁止翻制、电子传阅、发售

书书书

前　　言

　　本标准按照ＧＢ／Ｔ１．１—２００９给出的规则起草。

本标准由国家认证认可监督管理委员会提出并归口。

本标准起草单位：中华人民共和国厦门出入境检验检疫局检验检疫技术中心、中国疾病预防控制中

心寄生虫病预防控制所、中华人民共和国上海出入境检验检疫局、中华人民共和国江苏出入境检验检

疫局。

本标准主要起草人：陈信忠、郭书林、陈韶红、龚艳清、李树清、杨俊萍、陈飞、陈家旭、张仪、徐淑菲、

孔繁德、胡薇、黄燕。
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鱼华支睾吸虫囊蚴鉴定方法

１　范围

本标准规定了鱼体内华支睾吸虫囊蚴的压片检查法、蛋白酶消化法以及ＰＣＲ鉴定方法。

本标准适用于鱼类华支睾吸虫囊蚴的病原鉴定及其流行病学调查和监测。

２　规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

ＧＢ／Ｔ６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

ＳＮ／Ｔ１１９３　基因检验实验室技术要求

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

３．１

囊蚴　犿犲狋犪犮犲狉犮犪狉犻犪

复殖吸虫幼虫发育中的一个阶段。华支睾吸虫尾蚴进入第二中间宿主后或附着水生植物上，脱掉

尾部，躯干部变圆，头腺分泌囊壁而成为具有感染能力的囊蚴。

３．２

中间宿主　犻狀狋犲狉犿犲犱犻犪狋犲犺狅狊狋

寄生虫在幼虫或无性生殖时期所寄生的宿主。华支睾吸虫的幼虫需要经过两个中间宿主，第一中

间宿主包括多种淡水螺，第二中间宿主包括多种淡水鱼类和虾类。

３．３

终末宿主　犱犲犳犻狀犻狋犻狏犲犺狅狊狋

寄生虫成虫或有性生殖阶段所寄生的宿主。华支睾吸虫的终末宿主主要包括人、犬、猫、猪等哺乳

动物。

４　试剂和材料

４．１　所有化学试剂均为分析纯。实验用水应符合 ＧＢ／Ｔ６６８２中一级水的规格，用于ＤＮＡ提取及

ＰＣＲ实验的水需用灭菌双蒸水。ＰＣＲ实验应在符合ＳＮ／Ｔ１１９３要求的实验室进行。犜犪狇酶、ｄＮＴＰｓ

（含ｄＡＴＰ、ｄＵＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ）等核酸提取及ＰＣＲ所需试剂可选用商品化试剂和试剂盒。

４．２　阳性对照为华支睾吸虫囊蚴或成虫。

４．３　ＰＣＲ正向引物ＣＳ１：５’ＣＧＡＧＧＧＴＣＧＧＣＴＴＡＴＡＡＡＣ３’

反向引物ＣＳ２：５’ＧＧＡＡＡＧＴＴＡＡＧＣＡＣＣＧＡＣＣ３’

４．４　胃蛋白酶消化液（见Ａ．１）。

４．５　盐酸卡红染液（见Ａ．２）。
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４．６　盐酸酒精分色液（见Ａ．３）。

４．７　ＣＴＡＢ溶液（见Ａ．４）。

４．８　抽提液１（见Ａ．５）。

４．９　抽提液２（见Ａ．６）。

４．１０　ＴＢＥ电泳缓冲液（见Ａ．７）。

４．１１　核酸染色剂（ＥＢ）（见Ａ．８）。

４．１２　上样缓冲液（见Ａ．９）。

４．１３　甲醛、９５％乙醇、无水乙醇、二甲苯、中性树脂。

５　器材和设备

５．１　ＰＣＲ仪。

５．２　显微镜（具目镜测微尺）。

５．３　立体显微镜。

５．４　高速离心机。

５．５　切片机和切片器具。

５．６　解剖器具。

５．７　微量移液器。

５．８　染色缸。

５．９　载玻片和盖玻片。

６　鱼体内华支睾吸虫囊蚴的诊断

６．１　显微镜检查方法

６．１．１　压片检查法

６．１．１．１　淡水鱼类为华支睾吸虫的第二中间宿主，囊蚴可寄生于鱼体的肌肉、皮、头、鳃、鳍及鳞等各部

分，尤其在鱼体中部的背部和尾部肌肉较多。在鱼体背部及肛区至尾鳍的基部各取约２ｇ肌肉，放在两

张载玻片之间，用力压薄，用棉线扎紧玻片两端。

６．１．１．２　将玻片放在低倍显微镜下观察，检查各种囊蚴。新鲜鱼肉中华支睾吸虫囊蚴一般为椭圆形，

大小（９０μｍ～１１０μｍ）×（１００μｍ～１４０μｍ），其外有一层鱼组织反应所产生的纤维层，囊壁分两层，外

壁较厚，内壁较薄，囊内有一卷曲的活动的，可见口吸盘和腹吸盘，腹吸盘下方为一椭圆形充满黑色颗粒

的排泄囊。在鱼肉中检查到具备上述特征的囊蚴，可初步判定为华支睾吸虫囊蚴。

６．１．２　蛋白酶消化法

６．１．２．１　取鱼体背、腹两侧及尾部肌肉，用剪刀剪碎。

６．１．２．２　取５ｇ鱼肉，置于烧杯中，用５０ｍＬ胃蛋白酶消化液（见Ａ．１）充分混匀后置３７℃温箱消化

过夜。

６．１．２．３　消化后的悬液用４０目铜筛过滤，滤液用生理盐水洗涤沉淀３次～５次。

６．１．２．４　全部沉淀分次吸入玻璃平皿，用解剖镜检查沉淀中的囊蚴。

６．１．２．５　按６．１．１．２观察囊蚴，并初步判定结果。

６．１．３　囊蚴标本制作方法

６．１．３．１　按６．１．１或６．１．２方法采集囊蚴。
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６．１．３．２　囊蚴用两张载玻片夹捆，不要用力压挤，以免囊蚴变形，用８％福尔马林固定２ｄ。

６．１．３．３　取出囊蚴，用自来水冲洗２ｍｉｎ。

６．１．３．４　用３０％、４０％、５０％、６０％、７０％乙醇脱水各３ｈ，然后用盐酸卡红染液（见Ａ．２）染色２ｈ～３ｈ

或过夜，使囊蚴染成深红色。

６．１．３．５　自染液中取出囊蚴，放入盐酸乙醇分色液（见Ａ．３）中分色１０ｍｉｎ～２０ｍｉｎ，直至虫体外层呈

淡红色，内部构造呈深红色。

６．１．３．６　分色后的囊蚴置８０％、９０％、１００％乙醇各９０ｍｉｎ，再用二甲苯或水杨酸甲酯透明，移置载玻

片上，用加拿大树胶封片。

６．１．３．７　显微镜下观察，经过染色后，华支睾吸虫囊蚴鱼皮花纹清晰，囊蚴形态完整，囊壁形态及虫体

形态清晰可见（参见附录Ｂ）。根据上述特征，可初步判定为华支睾吸虫囊蚴。

６．２　犘犆犚方法

６．２．１　取样

按６．１．１或６．１．２方法在解剖镜下挑取可疑囊蚴，初步鉴定后备用。ＰＣＲ反应需设立阳性对照，

该对照含有已知华支睾吸虫囊蚴感染个体的基因组ＤＮＡ，或使用插入扩增产物的质粒。每一个ＰＣＲ

反应还应设立不添加模板的阴性对照。

６．２．２　核酸提取

６．２．２．１　取２５ｍｇ～１００ｍｇ含囊蚴组织样品置于１．５ｍＬ灭菌离心管中，加入１５０μＬＣＴＡＢ溶液（见

Ａ．４）溶液，用一次性研磨杵充分研磨，再加入６５０μＬＣＴＡＢ溶液，混匀后室温放置２ｈ，使样品充分

裂解。

６．２．２．２　加入３５０μＬ抽提液１（见Ａ．５），充分混合后１２０００犵离心５ｍｉｎ，取上层水相。

６．２．２．３　加入３５０μＬ抽提液２（见Ａ．６），充分混合后１２０００犵离心５ｍｉｎ，取上层水相。

６．２．２．４　加入１．５倍体积－２０℃预冷的无水乙醇，混匀后室温放置１０ｍｉｎ。１５０００犵离心１０ｍｉｎ，弃

上清液。

６．２．２．５　瞬时离心，用移液器小心吸弃残留上清液。室温放置５ｍｉｎ晾干沉淀。

６．２．２．６　加入１０μＬ灭菌双蒸水，轻弹管壁使沉淀溶解，即可用作ＰＣＲ模板。

６．２．３　犘犆犚反应体系

采用５０μＬ反应体系。在ＰＣＲ管中依次加入灭菌双蒸水３１μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液５μＬ，正向引物

和反向引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，氯化镁（ＭｇＣｌ２）（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，犜犪狇酶

（５Ｕ／μＬ）１μＬ，ＤＮＡ模板５μＬ。

６．２．４　犘犆犚反应程序

反应程序为：９４℃３ｍｉｎ，然后９４℃４０ｓ，６２℃３０ｓ，７２℃３０ｓ４０个循环，最后延伸７２℃１０ｍｉｎ，

４℃保存。

６．２．５　电泳

用ＴＢＥ电泳缓冲液（见Ａ．７）配制２％的琼脂糖平板，加核酸染色剂ＥＢ（见Ａ．８）。将６μＬ样品和

２μＬ样品缓冲液（见 Ａ．９）混合后加入样品孔，设立ＤＮＡ标准 Ｍａｒｋｅｒ作对照。紫外检测仪下观察

结果。
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６．２．６　结果判定

当阳性对照在３１５ｂｐ位置出现一条单一的核酸条带，阴性对照没有该核酸带，实验结果成立；待测

样品在３１５ｂｐ位置出现核酸条带者为阳性；无带或带的大小不是３１５ｂｐ的样品为阴性。

６．３　综合判定

鱼体组织用压片和蛋白酶消化法检查检出囊蚴，再用ＰＣＲ方法鉴定为阳性，可确认为华支睾吸虫

囊蚴；ＰＣＲ结果为阴性的囊蚴可判定为非华支睾吸虫囊蚴。阳性样品可进行测序进一步确证，序列见

Ａ．１０。

４
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附　录　犃

（规范性附录）

试剂配制和基因参考序列

犃．１　胃蛋白酶消化液

胃蛋白酶 ７．０ｇ

盐酸 １０ｍＬ

生理盐水 １０００ｍＬ

犃．２　盐酸卡红染液

蒸馏水１５ｍＬ加盐酸２ｍＬ，煮沸，趁热加入卡红染料４ｇ。然后，加入８５％的乙醇９５ｍＬ，再滴加浓

氨水中和，直至出现沉淀。待冷却后过滤，滤液即为盐酸卡红染液。

犃．３　盐酸乙醇分色液

７０％乙醇 １００ｍＬ

浓盐酸 ２ｍＬ

犃．４　犆犜犃犅溶液

ＣＴＡＢ ４．０ｇ

ＮａＣｌ １６．４ｇ

ＴｒｉｓＨＣｌ（１ｍｏｌ／Ｌ） ２０ｍＬ（ｐＨ８．０）

ＥＤＴＡ（０．５ｍｏｌ／Ｌ） ８ｍＬ

先用７０ｍＬ双蒸水溶解，再定容至２００ｍＬ，灭菌冷却后加入４００μＬ２巯基乙醇（０．２％～１％）

摇匀。

犃．５　抽提液１

将三氯甲烷和异丙醇按２４∶１的比例混合，避光保存。

犃．６　抽提液２

用１．０ｍｏｌ／ＬｐＨ７．９Ｔｒｉｓ饱和酚、三氯甲烷、异丙醇按２５∶２４∶１的比例混合，避光保存。

犃．７　犜犅犈电泳缓冲液（５×浓缩液）

Ｔｒｉｓ ５４．０ｇ

硼酸 ２７．５ｇ

５
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ＥＤＴＡ ２．９ｇ

先加适量蒸馏水，完全溶解后用蒸馏水定容至１０００ｍＬ。用５ｍｏｌ／Ｌ的盐酸调到ｐＨ８．０。

犃．８　核酸染色剂（犈犅）

用灭菌蒸馏水配制成１０ｍｇ／ｍＬ的浓缩液。用时每１００ｍＬ琼脂中加５μＬ。

犃．９　上样缓冲液

每１００ｍＬ溶液中含：溴酚蓝０．２５ｇ，蔗糖４０ｇ。

犃．１０　犘犆犚产物参考序列

ｇｇａａａｇｔｔａａ ｇｃａｃｃｇａｃｃｇ ｇｔｇｃａａａａｃａ ｇａｔｔｔｇｃａｔｃ ｇａａｔｇｃａｔｔｇ ｃｃａａｔａｃｔｇａ ａｇｃｃｔｃａａｃｃ ａａａｇａｃａａａｇ

ｇａｃｃａａｃａａｃｇｇａｇｃｇｃｇｃａｃａｔｔｃａｃａａｃａａｔａａｃａａｃａａｔｔｇａｇｃｃａｃｇａｃｔｃｃｇｃｃｇｃｃａｃｃｃｃｃｔｃａｔｃｔａｇｇｃａｇｔｃａｇｃｃｃａｇａ

ｃａｔｇｇｔｔｇｃｇｔｃｃｇｇｃａｃａｔｔｇｇｇｇａａａａｇｃｃａｔａｇａｔｃｃｇｇｃａｃｃｃｃａｃａｃａｃａｔａｃａｃａｃａａｔｔｇｔｇｔｇｇｇｇａａａｔｃａｔｇｃｃａｇｃｔｇｇ

ｃａａｇａｃｃｃａａｇｃｃａｃｇａｃｔｔｔｔｔｇｇｇｃｇｔｃｇｔｇａｔａｇｔｔｔａｔａａｇｃｃｇａｃｃｃｔｃｇ
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附　录　犅

（资料性附录）

华支睾吸虫病及其囊蚴形态

犅．１　华支睾吸虫病概述

华支睾吸虫病（犆犾狅狀狅狉犮犺犻犪狊犻狊狊犻狀犲狀狊犻狊）又称肝吸虫病，是由华支睾吸虫寄生引起肝胆病变为主的一

种食源性人兽共患寄生虫病。华支睾吸虫病流行于中国、朝鲜、印度、越南、菲律宾等国家。在我国，广

东、广西、香港、台湾以及东北三省较为严重，长江流域、黄淮流域及部分丘陵流行区呈轻、中度流行。成

虫主要寄生在人、犬、猫、猪等哺乳动物的肝胆管内，成虫排出的虫卵经胆汁入小肠后随粪便排出体外。

虫卵入水后被第一中间宿主淡水螺吞食，在螺体内发育为尾蚴逸出，尾蚴遇到第二中间宿主淡水鱼，钻

入鱼体内发育成囊蚴。人们因生食或半生食含有活囊蚴的鱼、虾而感染。囊蚴进入十二指肠后，移行至

胆管发育为成虫。人们生食或半生食鱼虾是主要的感染方式，如吃生鱼片和鱼生粥，可将活囊蚴食入而

感染。另外，用同一块砧板处理生、熟食物，或饮用生水，也有可能感染。动物的粪便入水而污染鱼塘，

可引起肝吸虫病的传播。在烧、烤、烫或蒸鱼时，可因温度不够或时间不足而不能杀死全部囊蚴。

犅．２　鱼华支睾吸虫囊蚴的主要宿主和形态结构

淡水鱼类和虾类是华支睾吸虫的第二中间宿主。该虫对鱼类的选择性不强，国内已证实的淡水鱼

宿主有１２科３９属６８种。但从流行病学角度看，养殖的淡水鲤科鱼类，如草鱼、青鱼、鲢鱼、鳙鱼、鲮鱼、

鲤鱼、鳊鱼和鲫鱼等特别重要，麦穗鱼等野生小型鱼类感染率很高。囊蚴可分布在鱼体的肌肉、皮、头、

鳃、鳍及鳞等各部分，一般以肌肉最多，尤其在鱼体中部的背部和尾部肌肉较多。因鱼的种属不同，囊蚴

的分布也有所不同。除淡水鱼外，淡水虾如细足米虾、巨掌沼虾等也可有囊蚴寄生。

华支睾吸虫囊蚴形态结构见图Ｂ．１。

图犅．１　华支睾吸虫囊蚴模式图
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