
书书书

　

中华人民共和国出入境检验检疫行业标准

犛犖／犜３５０４—２０１３

甲壳类水产品中并殖吸虫囊蚴检疫

技术规范

犙狌犪狉犪狀狋犻狀犲狆狉狅狋狅犮狅犾犳狅狉犿犲狋犪犮犲狉犮犪狉犻犪狅犳犘犪狉犪犵狅狀犻犿狌狊犻狀犮狉狌狊狋犪犮犲犪狀狊

２０１３０３０１发布 ２０１３０９１６实施

中 华 人 民 共 和 国
国家质量监督检验检疫总局 发 布



书书书

中华人民共和国出入境检验检疫

行　业　标　准

甲壳类水产品中并殖吸虫囊蚴检疫

技术规范

ＳＮ／Ｔ３５０４—２０１３



中 国 标 准 出 版 社 出 版

北京市朝阳区和平里西街甲２号（１０００１３）

北京市西城区三里河北街１６号（１０００４５）

总编室：（０１０）６４２７５３２３

网址 ｗｗｗ．ｓｐｃ．ｎｅｔ．ｃｎ

中国标准出版社秦皇岛印刷厂印刷



开本 ８８０×１２３０ １／１６　印张 ０．７５　字数 １８ 千字

２０１３年９月第一版　２０１３年９月第一次印刷

印数１—１６００



书号：１５５０６６·２２５８２７　定价 １８．００ 元



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：中华人民共和国上海出入境检验检疫局、中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控

制所、广西大学。

本标准主要起草人：李树清、陈韶红、黄维义、张永年、陈志飞、李雯雯、王巧全、张强、王艳、李健、

常正山、陈盈。
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甲壳类水产品中并殖吸虫囊蚴检疫

技术规范

１　范围

本标准规定了并殖吸虫囊蚴的形态学鉴定和ＰＣＲ检测方法。

本标准适用于蟹、虾等甲壳类水产品中并殖吸虫囊蚴的检疫、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

ＧＢ／Ｔ１８０８８　出入境动物检疫采样

３　概述

并殖吸虫俗称肺吸虫，主要寄生于人、犬、猫、鼠等哺乳动物的肺内。人因食入生的、未煮熟的含有

并殖吸虫囊蚴的蟹类、蜊蛄和沼虾等水产品而感染。并殖吸虫的分类、分布及生活史参见附录Ａ。

４　设备和材料

４．１　仪器和器材

４．１．１　生物显微镜。

４．１．２　体视显微镜。

４．１．３　ＰＣＲ扩增仪。

４．１．４　电泳仪。

４．１．５　凝胶成像系统。

４．１．６　网筛（１０目，４０目）

４．１．７　玻璃珠（４２５μｍ～６００μｍ）。

４．２　试剂和溶液

４．２．１　犜犪狇酶（５Ｕ／μＬ）。

４．２．２　２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ。

４．２．３　２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２。

４．２．４　１０×ＰＣＲ缓冲液（无 Ｍｇ
２＋）。

４．２．５　分子量指示物：１００ｂｐ～２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ。

４．２．６　水（符合ＧＢ／Ｔ６６８２中一级水的规定）。

４．２．７　人工消化液、Ｔｒｉｓ乙酸电泳缓冲液（ＴＡＥ）、琼脂糖凝胶、６×加样缓冲液（配制见附录Ｂ）。
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４．３　引物

扩增并殖吸虫核糖体ＤＮＡ第二内转录间隔区（ＩＴＳ２）引物序列为：

上游引物３Ｓ：５’ＧＧＴＡＣＣＧＧＴＧＧＡＴＣＡＣＴＣＧＧＣＴＣＧＴＧ３’

下游引物Ａ２８：５’ＧＧＧＡＴＣＣＴＧＧＴＴＡＧＴＴＴＣＴＴＴＴＣＣＴＣＣＧＣ３’

５　检验步骤

５．１　样品采集

临床上采集的样品为溪蟹、蜊蛄和沼虾等甲壳类水产品。采样比例按照ＧＢ／Ｔ１８０８８执行。

５．２　样品处理

５．２．１　捣碎法

为保证囊蚴的完整性，推荐使用竹筒和竹棒（或其他类似替代品）捣碎样品，用生理盐水清洗，用

１０目网筛过滤，除去粗蟹壳。滤液再用４０目网筛过滤，滤液置于锥形量筒内，加水至量简的最大刻度

处，沉淀洗涤至水清，全部沉渣吸入玻璃平皿，在体视显微镜下，收集囊蚴，用生物显微镜按照５．３进行

形态鉴定。

５．２．２　消化法

样品量多时，可使用消化法。将样品用竹筒和竹棒捣碎，移入烧杯中，按照样品与人工消化液１∶５

的比例加入消化液，于３７℃消化至无可见的肉组织。消化后的悬液用１０目网筛过滤，除去粗蟹壳。滤

液再用４０目网筛过滤，滤液置于锥形量筒内，加水至量筒的最大刻度处，沉淀洗涤全水清。全部沉渣吸

入玻璃平皿，在体视显微镜下，收集囊蚴，用生物显微镜按照５．３进行形态鉴定。

５．２．３　囊蚴保存

鉴定后的部分囊蚴保存于７５％酒精中或于少量生理盐水中－７０℃速冻，另取部分形态一致的囊蚴

按５．４．１提取ＤＮＡ。

５．３　并殖吸虫囊蚴形态鉴定

并殖吸虫囊蚴一般呈球形或近球形，通常具有２层囊壁，但因虫种不同，可有３层囊壁或仅１层囊

壁。后尾蚴折叠卷曲在囊内，能看见充满黑色颗粒的排泄囊和两侧弯曲的肠管。口吸盘有时可见到，而

腹吸盘则常被排泄囊所遮盖，后尾蚴与囊壁间可有明显的空隙，也可无空隙。不同种的并殖吸虫囊蚴大

小有差异，如卫氏并殖吸虫小囊蚴直径为３２０μｍ～３６０μｍ，大囊蚴直径为３７０μｍ～４００μｍ。斯氏并

殖吸虫囊蚴，直径为４００μｍ左右。并殖吸虫囊蚴模式图及实物图参见附录Ｃ。由于并殖吸虫种类多，

囊蚴形态相似，仅凭囊蚴形态很难准确鉴定并殖吸虫虫种。因此，需要结合分子生物学方法进一步鉴定

虫种。

５．４　并殖吸虫囊蚴分子生物学鉴定

５．４．１　样品犇犖犃提取

５．４．１．１　ＤＮＡ提取方法可选用等效商品化试剂盒，下面以 ＱＩＡＧＥＮ
１）公司的 ＤＮＡ抽提试剂盒

１）　使用ＱＩＡＧＥＮ公司的ＤＮＡ试剂盒进行描述只是为了叙述方便，并不代表推荐 ＱＩＡＧＥＮ的产品，标准的使用

人可以使用其他公司的同类产品。
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（ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆Ｔｉｓｓｕｅｋｉｔ）进行ＤＮＡ提取。取主要形态特征一致的囊蚴１个～１０个放入１．５ｍＬ

离心管中，加入１００μＬＰＢＳ和少量玻璃珠振荡５ｍｉｎ～１０ｍｉｎ，再加入蛋白酶Ｋ（６００Ｍａｕ／ｍＬ，活力单

位／ｍＬ）２０μＬ与ＡＴＬ缓冲液１８０μＬ，５６℃消化１ｈ～３ｈ。期间不时振荡，至囊蚴充分裂解。

５．４．１．２　消化完全后，涡旋振荡１５ｓ，加２００μＬ缓冲液ＡＬ，立即涡旋振荡混匀，再加入２００μＬ乙醇

（９６％～１００％），涡旋振荡混匀。

５．４．１．３　将离心柱置于收集管上，将上一步的混合物吸入离心柱中，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃收

集管。

５．４．１．４　将离心柱置于新的收集管中，加５００μＬ缓冲液ＡＷ１，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃收集管。

５．４．１．５　将离心柱置于新的收集管中，加５００μＬ缓冲液ＡＷ２，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃收集管。

５．４．１．６　将离心柱置于灭菌的１．５ｍＬ离心管中，加入２００μＬ缓冲液ＡＥ室温孵育１ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ

离心１ｍｉｎ，离心所得ＤＮＡ于－２０℃冰箱保存备用。

５．４．２　犘犆犚扩增

５．４．２．１　犘犆犚扩增体系

总体积为２５μＬ。模板ＤＮＡ２μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，ｄＮＴＰｓ２μＬ，ＭｇＣｌ２２．５μＬ，

１０×缓冲液２．５μＬ，犜犪狇酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，补充灭菌水至２５μＬ。

５．４．２．２　犘犆犚扩增条件

９５℃预变性１ｍｉｎ；９４℃变性５０ｓ，６８℃退火１ｍｉｎ，６８℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。

５．４．２．３　电泳

用１×ＴＡＥ电泳缓冲液配制１．５％琼脂糖电泳凝胶，制胶。在电泳槽中加入电泳缓冲液，使液面没

过胶面。取１０μＬ产物与２μＬ６×加样缓冲液混合，加样于含溴化乙锭的１．５％琼脂糖凝胶中。

在１×ＴＡＥ缓冲液中，３Ｖ／ｃｍ～４Ｖ／ｃｍ电泳约３０ｍｉｎ，当溴酚蓝到达底部时停止电泳，用凝胶成

像系统分析。

５．４．３　对照

检测过程中分别设阳性对照和空白对照。阳性对照为并殖吸虫的囊蚴或成虫，空白对照为灭菌水。

５．４．４　犘犆犚结果判定

ＰＣＲ扩增并殖吸虫囊蚴，扩增片段约为５２０ｂｐ（包括１０２ｂｐ的５．８Ｓ序列，ＩＴＳ２全序列和５３ｂｐ的

２８Ｓ序列）。空白对照未出现扩增条带，阳性对照出现预期大小的特征条带，满足条件者，可进行样品

判定。待测样品出现５２０ｂｐ左右扩增条带，判为阳性。将阳性样品的ＰＣＲ产物进行测序，序列与

ＧｅｎＢａｎｋ上的并殖吸虫ＩＴＳ２序列进行比对。

５．５　结果判定

根据囊蚴的形态进行初步鉴定，对疑似并殖吸虫的囊蚴需进一步分子生物学鉴定。结合形态学鉴

定结果和序列分析结果，最终判定并殖吸虫虫种。

３

犛犖／犜３５０４—２０１３



附　录　犃

（资料性附录）

并殖吸虫概述

犃．１　并殖吸虫分类

并殖吸虫隶属于扁形动物门（Ｐｌａｔｙｈｅｌｍｉｎｔｈｅｓ）、吸虫纲（Ｔｒｅｍａｔｏｄａ）、复殖目（Ｄｉｇｅｎｅａ）、并殖科

（Ｐａｒａｇｏｎｉｍｉｄａｅ）、并殖吸虫属（犘犪狉犪犵狅狀犻犿狌狊）。目前世界上报道的并殖吸虫有５０多种（包括同种异

名、亚种及变种），中国报道有３２种。公认的对人体致病的有８种：卫氏并殖吸虫（犘犪狉犪犵狅狀犻犿狌狊狑犲狊狋

犲狉犿犪狀犻）、斯氏并殖吸虫（犘犪狉犪犵狅狀犻犿狌狊狊犽狉犼犪犫犻狀犻）、宫崎并殖吸虫（犘犪狉犪犵狅狀犻犿狌狊犿犻狔犪狕犪犽犻犻）、异盘并殖

吸虫（犘犪狉犪犵狅狀犻犿狌狊犎犲狋犲狉狅狋狉犲犿狌狊）、非洲并殖吸虫（犘犪狉犪犵狅狀犻犿狌狊犃犳狉犻犮犪狀狌狊）、双侧宫并殖吸虫（犘犪狉犪

犵狅狀犻犿狌狊狌狋犲狉狅犫犻犾犪狋犲狉犪犾犻狊）、墨西哥并殖吸虫（犘犪狉犪犵狅狀犻犿狌狊犿犲狓犻犮犪狀狌狊）、克氏并殖吸虫（犘犪狉犪犵狅狀犻犿狌狊

犽犲犾犾犻犮狅狋狋犻）。

犃．２　并殖吸虫分布

并殖吸虫是世界性分布的寄生虫，主要分布在中国、日本、朝鲜、俄罗斯、菲律宾、马来西亚、印度、泰

国以及非洲、南美洲。中国分布于山东、江苏、安徽、江西、浙江、福建、广东、河南、湖北、湖南、四川、贵

州、广西、云南、台湾、甘肃、陕西、山西、河北、辽宁、吉林、黑龙江等２６个省、市、自治区，西藏、新疆、内蒙

古、青海、宁夏未见报道。中间宿主分布在山区、丘陵的小溪小河中。

犃．３　生活史

卫氏并殖吸虫虫卵入水后，在适宜条件下约经３周左右发育成熟并孵出毛蚴。毛蚴在水中活动，如

遇第一中间宿主川卷螺，则侵入螺体，经过胞蚴、母雷蚴、子雷蚴的发育和无性增殖阶段，最后形成许多

成熟的尾蚴从螺体逸出后，侵入第二中间宿主淡水蟹或
!

蛄，或随螺体一起被吞入第二中间宿主体内形

成囊蚴。当终宿主哺乳动物或人食入了含有囊蚴蟹类，囊蚴在小肠内幼虫脱囊而出，经过１周～３周移

行后，穿过膈经胸腔进入肺。自囊蚴进入终宿主到在肺成熟产卵，约需２个多月。虫体在宿主体内存活

的期限与宿主体内寄居条件有关。卫氏并殖吸虫在人体一般可存活１０年，记载有２０年或更长。并殖

吸虫每天产卵的数量的波动范围大，有报道可达到２００００～２５０００个。
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附　录　犅

（规范性附录）

试剂的配制

犅．１　人工消化液的配制

胃蛋白酶 １０．０ｇ

浓盐酸 １０ｍＬ

水 １０００ｍＬ

搅拌溶解，现配现用。

犅．２　犜狉犻狊乙酸电泳缓冲液（犜犃犈）的配制

犅．２．１　５０×犜犃犈的配制

三（羟甲基）氨基甲烷（Ｔｒｉｓ碱） ２４２ｇ

冰乙酸 ５７．１ｍＬ

０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０） １００ｍＬ

加水定容至１０００ｍＬ，混匀至４℃保存备用。使用前作５０倍稀释。

犅．２．２　１×犜犃犈使用液的配制

５０×ＴＡＥ ２０ｍＬ

加水定容至１０００ｍＬ，混匀备用

犅．３　１０犿犵／犿犔溴化乙锭（犈犅）的配制

ＥＢ １ｇ

加水定容至１００ｍＬ，磁力搅拌至完全溶解，室温避光保存。

犅．４　１．５％琼脂糖凝胶的配制

琼脂糖 １．５ｇ

加１×ＴＡＥ 定容至１００ｍＬ，完全融化后，溶液冷却至６０ ℃，加１０ｍｇ／ｍＬＥＢ５μＬ（终浓度

０．５μｇ／ｍＬ），轻轻混匀后，倒板。

犅．５　６×加样缓冲液的配制

溴酚蓝 ０．２５ｇ

蔗糖 ４０ｇ

加水至１００ｍＬ。

置４℃保存备用。

５
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附　录　犆

（资料性附录）

并殖吸虫囊蚴模式图及实物图

２）　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐａｔｈｏｂｉｏ．ｓｄｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｓｄｊｓｃ／ｐａｒａｐｉｃｓ／ｐａｒａｇｏｎｉｍｕｓ％２０ｗｅｓｔｅｒｍａｎｉ．ｈｔｍｌ．

犪）　卫氏并殖吸虫 犫）　斯氏狸殖吸虫

犮）　团山并殖吸虫 　　　　　　　　　犱）　福建并殖吸虫 　　　　　　　　　犲）　云南并殖吸虫

图犆．１　并殖吸虫模式图
２）

６
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图犆．２　卫氏并殖吸虫囊蚴实物图（１０×１０倍）

图犆．３　斯氏并殖吸虫囊蚴实物图（１０×１０倍）
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