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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、广西大学、广西壮族自治区疾病预防控

制中心、中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所、中华人民共和国黑龙江出入境检验检疫局。

本标准主要起草人：李树清、黄维义、张鸿满、陈韶红、李雯雯、吴慧芳、李健、张永年、张子群、

陈志飞、王巧全、张强、王艳。
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水产品中颚口线虫检疫技术规范

１　范围

本标准规定了颚口线虫第三期幼虫的形态学鉴定和ＰＣＲ检测方法。

本标准适用于水产品中颚口线虫的检疫、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

颚口线虫病（Ｇｎａｔｈｏｓｔｏｍｉａｓｉｓ）是由颚口线虫（犌狀犪狋犺狅狊狋狅犿犪）引起的人兽共患寄生虫病。人主要因

生食或食入未熟的含有颚口线虫第三期幼虫的水产品而导致颚口线虫病。颚口线虫的分类、生活史、分

布参见附录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）。

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　５０％和７０％乙醇。

４．２．７　水，符合ＧＢ／Ｔ６６８２中一级水的规定。

４．２．８　人工消化液、乳酸苯酚透明液、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）。

４．３　引物

扩增颚口线虫核糖体ＤＮＡ第二内转录间隔区（ＩＴＳ２）引物序列为：

１
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上游引物ＮＥＷＳ２：５’ＴＧＴＧＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＣＡＧ３’。

下游引物ＲＩＸＯ：５’ＴＴＣＴＡＴＧＣＴＴＡＡＡＴＴＣＡＧＧＧＧ３’。

５　检验步骤

５．１　样品采集

临床上采集的样品为鱼类、两栖类、爬行类等水产品，鱼类主要是淡水鱼，如鳝鱼、泥鳅等，采样比例

按照ＧＢ／Ｔ１８０８８执行。

５．２　样品处理

取样品２５０ｇ，剪成小块，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，滤液置于锥形量筒内，加水至量筒的最大刻度处，沉淀洗涤至

水清。全部沉渣吸入玻璃平皿，用体视显微镜观察，挑出所见的虫体。用生物显微镜按照５．３．１进行颚

口线虫属的鉴定，然后将虫放入７０℃的５０％乙醇中固定使虫体伸直，冷却后移入７０％乙醇中保存。

５．３　颚口线虫第三期幼虫的形态学鉴定

５．３．１　颚口线虫属的形态学鉴定

颚口线虫第三期幼虫有头球，头球上有３～４环小钩，每环钩数约４０个；有４个颈囊；体表有横纹和

环列的小棘，体前部棘数明显且密，体后部棘渐小且疏；食道呈棒状，分肌质部和腺质部；肠管粗大。根

据这些特征可以判定为颚口线虫属第三期幼虫，第三期幼虫的模式及实物图参见附录Ｃ。如果需要鉴

定到种，再继续下面的程序。

５．３．２　颚口线虫种的形态学鉴定

５．３．２．１　虫体透明

将５．２中乙醇保存的虫体放入乳酸苯酚透明液中，待虫体由白色变为透明，挑出放在载玻片上，并

盖上盖玻片，在显微镜下观察，按照５．３．２．２判定。观察结束后，用７０％乙醇将虫体洗涤至白色后，放

回７０％乙醇，４℃保存。

５．３．２．２　虫种形态学判定

根据第三期幼虫虫体大小；头球大小、头球基板形态、头球披列每环小钩的数目和形态；颈乳突、排

泄孔的位置；以及体表棘的环列数进行颚口线虫虫种的初步鉴定。常见的致病颚口线虫虫种第三期幼

虫的形态特征见附录Ｄ。由于颚口线虫第三期幼虫在不同的宿主体内，长度有很大的差异，各虫种之间

头球大小、头球披列每环小钩的数目、颈乳突的位置等相似，形态特征只能对虫种进行初步鉴定，需要结

合分子生物学方法进行进一步的鉴定。

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。

５．４　颚口线虫的分子生物学鉴定

５．４．１　犇犖犃提取

５．４．１．１　ＤＮＡ 提取可选用等效的商品化试剂盒，下面依据 ＱＩＡＧＥＮ
１）公司的 ＤＮＡ 抽提试剂盒

２
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（ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆Ｔｉｓｓｕｅｋｉｔ）的方法进行ＤＮＡ提取。挑取单条待鉴定虫放入灭菌离心管，加入灭菌水，

每３０ｍｉｎ换水一次，重复洗涤３次。用碾磨棒将离心管中虫体碾碎，加入１８０μＬ缓冲液ＡＴＬ，２０μＬ

蛋白酶Ｋ，混匀后于５６℃孵育１ｈ～３ｈ至消化完全，期间不时摇晃。

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，离心所得的ＤＮＡ于－２０℃冰箱保存备用。

５．４．２　犘犆犚扩增体系

５．４．２．１　反应体积

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

１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，犜犪狇酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，补充灭菌水至２５μＬ。

５．４．２．２　扩增条件

９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。

５．４．２．３　电泳

取１０μＬ产物与２μＬ６×加样缓冲液混合，加样于含ＥＢ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

检测过程中分别设置阳性对照和空白对照。颚口线虫成虫或幼虫为阳性对照，灭菌水为空白对照。

５．４．４　犘犆犚结果判定

ＰＣＲ扩增颚口线虫ＩＴＳ２基因，产物片段大小为６００ｂｐ左右（包括１２７ｂｐ的５．８Ｓ、ＩＴＳ２全序列和

４８ｂｐ的２８Ｓ）。阳性对照出现预期大小的扩增条带，空白对照未出现扩增条带，满足条件者，进行判定。

出现６００ｂｐ左右扩增片段的样品，判为阳性。将阳性样品的ＰＣＲ产物进行测序，将其序列与ＧｅｎＢａｎｋ

上的颚口线虫ＩＴＳ２序列进行比对。

５．４．５　样品判定

符合颚口线虫第三期幼虫形态特征的虫体，判定为颚口属线虫。

对判定为颚口属线虫的虫体，再根据形态学初步鉴定结果，结合虫体ＩＴＳ２的测序比对结果，进一

步判定颚口线虫虫种。

３
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附　录　犃

（资料性附录）

颚口线虫概述

犃．１　颚口线虫分类

颚口线虫隶属于线形动物门（Ｎｅｍａｔｏｄａ），旋尾目（Ｓｐｉｒｕｒｉｄａ），颚口线虫科（Ｇｎａｔｈｏｓｔｏｍａｔｉｄａｅ），颚

口线虫亚科（Ｇｎａｔｈｏｓｔｏｍａｔｉｎａｅ），颚口属（犌狀犪狋犺狅狊狋狅犿犪）。目前认为颚口属有１３个种，分别为：棘颚口

线虫（犌．狊狆犻狀犻犵犲狉狌犿犗狑犲狀，１８３６）、刚刺颚口线虫（犌．犺犻狊狆犻犱狌犿Ｆｅｄｔｃｈｅｎｋｏ，１８７２）、膨胀颚口线虫（犌．

狋狌狉犵犻犱狌犿Ｓｔｏｓｓｉｃｈ，１９０２）、美洲颚口线虫（犌．犪犿犲狉犻犮犪狀狌犿Ｔｒａｒａｓｓｏｓ，１９２５）、杜氏颚口线虫（犌．犱狅犾狅狉犲狊犻

Ｔｕｂａｎｇｕｉ，１９２５）、负鼠颚口线虫（犌．犱犻犱犲犾狆犺犻狊Ｃｈａｎｄｌｅｒ，１９３２）、日本颚口线虫 （犌．狀犻狆狆狅狀犻犮狌犿

Ｙａｍａｇｕｔｉ，１９４１）、浣熊颚口线虫（犌．犘狉狅犮狔狅狀犻狊Ｃｈａｎｄｌｅｒ，１９４２）、巴西颚口线虫（犌．犫狉犪狊犻犾犻犲狀狊犲Ｒｕｉｚ，

１９５２）、宫崎颚口线虫（犌．犿犻狔犪狕犪犽犻犻Ａｄｅｒｓｏｎ，１９６４）、马来颚口线虫（犌．犿犪犾犪狔狊犻犪犲ＭｉｙａｚａｋｉｅｔＤｕｎｎ，

１９６５）、越南颚口线虫 （犌．狏犻犲狋狀犪犿犻犮狌犿 ＬｅＶａｎＨｏａ，１９６５）以及双核颚口线虫 （犌．犫犻狀狌犮犾犲犪狋狌犿

ＡｌｍｅｙｄａＡｒｔｉｇａｓ，１９９１）。其中棘颚口线虫、刚刺颚口线虫、杜氏颚口线虫、日本颚口线虫、马来颚口线

虫和双核颚口线虫有人体感染病例报道，前５个种是亚洲地区常见的致病种。

犃．２　颚口线虫生活史

颚口线虫的生活史全程需经２个中间宿主与１个终末宿主。虫卵在水温２７℃的水中经过７ｄ，卵

母细胞发育成第一期幼虫并蜕壳，再经过２ｄ并蜕皮后成为第二期幼虫。如被第一中间宿主剑水蚤吞

食，再次蜕皮成为早期第三期幼虫。感染的剑水蚤被第二中间宿主鱼、蛙吞食，幼虫发育为晚期第三期

幼虫。蛇、鸟等吞食了感染第三期幼虫的鱼、蛙，则成为带虫的转续宿主。猪、猫、狗、虎、豹等终末宿主

吞食了第三期幼虫，则在肝脏再一次蜕皮成为第四期幼虫，然后返回胃内发育为成虫并在胃壁上形成瘤

块。人因生食或食入未熟含有颚口线虫第三期幼虫的鱼肉等水产品而导致颚口线虫病，但幼虫在人体

内不会进一步发育至成虫。

犃．３　颚口线虫分布

主要分布在亚洲，如日本、泰国、巴基斯坦、尼泊尔、印度、越南、孟加拉、缅甸、柬埔寨、老挝、菲律宾、

印度尼西亚、斯里兰卡、马来西亚、以色列、巴勒斯坦、俄罗斯、中国等。此外，美国、厄瓜多尔、澳大利亚、

墨西哥、喀麦隆、欧洲部分国家也有报道。

４
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附　录　犅

（规范性附录）

试剂的配制

犅．１　人工消化液

胃蛋白酶 １０．０ｇ

浓盐酸 １０ｍＬ

水 １０００ｍＬ

搅拌溶解，现配现用。

犅．２　乳酸苯酚透明液

苯酚 ５０ｍＬ

乳酸 ５０ｍＬ

甘油 １００ｍＬ

水 ５０ｍＬ

犅．３　犜狉犻狊乙酸电泳缓冲液（犜犃犈）

５０×ＴＡＥ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４℃保存备用。使用前作５０倍稀释。

犅．４　１×犜犃犈使用液

５０×ＴＡＥ ２０ｍＬ

加水定容至１０００ｍＬ，混匀备用。

犅．５　１０犿犵／犿犔溴化乙锭（犈犅）

ＥＢ １ｇ

加水定容至１００ｍＬ，搅拌至完全溶解，室温避光保存。

犅．６　１．５％琼脂糖凝胶

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（终浓度为

０．５μｇ／ｍＬ），轻轻混匀后，倒板。
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犅．７　６×加样缓冲液

溴酚蓝 ０．２５ｇ

蔗糖 ４０ｇ

加水定容至 １００ｍＬ

置４℃保存备用。
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附　录　犆

（资料性附录）

颚口线虫第三期幼虫模式及实物图

　　颚口线虫模式图见图Ｃ．１，实物图见图Ｃ．２、图Ｃ．３。

　　说明：

１———侧面观：Ｌ＝唇、Ｈ＝头球、Ｐ＝颈乳突、Ｅ＝排泄孔、Ｃ＝颈囊、Ｏ＝食道、Ｉ＝肠、Ｖ＝阴门、Ｇ＝侧线、Ａ＝肛门；

２———头球侧面小钩，侧面观；

３———头球小钩，背侧观；

４———表皮体棘。

注：引自２）ｔｈｅＯｎｌｉｎｅＰａｒａｓｉｔｏｌｏｇｉｃａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＧｎａｔｈｏｓｔｏｍｉａｓｉｓ．

图犆．１　棘颚口线虫第三期幼虫

２）　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｔａｎｆｏｒｄ．ｅｄｕ／ｃｌａｓｓ／ｈｕｍｂｉｏ１０３／ＰａｒａＳｉｔｅｓ２００１／ｇｎａｔｈｏｓｔｏｍｉａｓｉｓ／ＰＡＧＥＳ／ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ．ｈｔｍ．

图犆．２　颚口线虫幼虫（１０×５，检测自鳝鱼）

７
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图犆．３　颚口线虫幼虫头球（１０×４０，检测自鳝鱼）
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附　录　犇

（规范性附录）

常见致病颚口线虫的形态特征

表犇．１　常见致病颚口线虫第三期幼虫形态特征

形态特征 棘颚口线虫ａ 刚刺颚口线虫ａ 杜氏颚口线虫ａ 日本颚口线虫ａ 日本颚口线虫ｂ 双核颚口线虫ｂ

虫体（长度

×宽度，单

位 ｍｍ ×

ｍｍ）

（１．１～４．５５）×

（０．１４５～０．７３２）

（１．５５５～２．９６１）×

（０．２５３～０．３１５）

（１．５０２～２．８８８）×

（０．２１７～０．３３３）

（０．６～２．１１）×

（０．１０～０．２０）

（０．５２０～１．４４０）×

（０．０５１～０．１３０）

（０．５１８～０．５５８）×

（０．０４４～０．０５８）

头 球 大 小

（高×直径，

单位 ｍｍ×

ｍｍ）

（０．０６２～０．２４４）×

（０．１２７～０．３６６）

（０．０６２～０．１６４）×

（０．１２６～０．２２６）

（０．０５１～０．０７３）×

（０．１２１～０．１７９）
—ｃ

（０．０３８～０．０６０）×

（０．０７９～０．１１０）
—ｃ

头球基板

形态
类长方形 不规则亚铃形 不规则梅花状 类长方形 —ｄ —ｄ

每排

头球

小钩

数

Ⅰ ３６～４５ ３３～３９ ３４～４３ ３４～３８ ３２～３８ ３７～４１

Ⅱ ３９～４９ ３３～４５ ３４～３８ ３７～３８ ３３～４０ ３９～４４

Ⅲ ４０～５２ ３４～４６ ３３～４０ ４１～４６ ３８～４５ ４１～４７

Ⅳ ４６～５５ ３６～４８ ３３～４２ 无 无 ４４～５３

颈乳突位置

位于 体 棘 的 第

１１～ １６ 环 列

之间

位 于 体 棘 的 第

９～１４环列之间，

多数在９～１０列

之间

位 于 体 棘 的 第

１４～１８环 列 之

间，多数在１５～

１６列之间

位于体棘的第

８～ １２ 环 列

之间

位 于 体 棘 的 第

８～１７环列之间

位 于 体 棘 的 第

１２～１６环列之间

排泄孔位置
在体棘第 ２４～

２７环列之间

在体棘第１９～２４

环列之间，多数

在１９～２０之间

在体棘第２３～２７

环列之间，多数

在２４～２５之间

—ｄ —ｄ —ｄ

体棘环列数 ２２７～２８８ １７５～２４５ １８５～２２５ ２１３～２３２ １９１～２４８ ２４２～２８５

　　
ａ
Ａｄｖａｎｃｅｄｔｈｉｒｄｓｔａｇｅ晚三期幼虫。

　　
ｂ
Ｅａｒｌｙｔｈｉｒｄｓｔａｇｅ早三期幼虫。

　　
ｃ 未测定。

　　
ｄ 无资料。
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