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摘　要:目的　旨在了解动物包虫病流行区内犬细粒棘球绦虫的感染情况.方法　本研究利用 QiagenDNeasyPowerＧ
soil试剂盒对犬粪提取 DNA,并从细粒棘球绦虫线粒体全基因组中筛选出完整线粒体 ND６基因作为靶基因,建立一种可对

犬粪中细粒棘球绦虫同时进行检测及基因分型的PCR方法.结果　该法特异性很高,仅能扩增出细粒棘球绦虫的目的条带

而对照组均无条带扩增.其灵敏度达到４pg的 DNA含量.当犬人工感染约５００００只原头蚴时,该法最早可以扩增出感染

第１３d粪便中的 ND６目的基因.同时,对４０份随机采自包虫病流行区的待检犬粪进行PCR检测,共有６份样品可扩增出目

的条带且其基因型均属 G１型,其检测及分型结果均与经典基因分型依据(COX１基因片段)的结果一致.结论　本研究建立

的粪便PCR方法具有很高的特异性和灵敏度,并可用于检测犬的细粒棘球绦虫早期感染情况.对于 PCR检测阳性者,其产

物经测序分析后也可用于细粒棘球绦虫的基因分型及种群遗传结构的分析研究.
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onthemitochondrialND６genebyCoproＧPCRassay
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Abstract:InordertoevaluatetheinfectionofEchinococcusgranulosusindogsintheechinococcosisepidemicareas,weexＧ
tractedDNAfromcaninefaecesusingtheQiagenDNeasyPowersoilkitandscreenedthewholemitochondrialND６geneasa
targetgenefromthecompletemitochondrialgenomesofE．granulosusfordetectionandgenotypingofE．granulosus．ThereＧ
sultsshowedthatthespecificityofthePCRassaywasveryhigh,onlytheE．granulosuscouldbesuccessfullyamplified．And
theanalyticalsensitivitywas４pgofDNA．Moreover,theassaycouldamplifythetargetgeneinfaecesofthe１３thdayasearly
aspossiblewhenthedogswereinfectedwithabout５００００protoscoleces．Inaddition,in４０faeceswhichwerefromechinococＧ
cosisepidemicareas,６samplesprovidedspecificDNAfragmentsusingtheCoproＧPCRassay．Thesequencedatashowedthat６
sampleswereidentifiedasG１genotype,whichwerethesameasthesequencingresultsandthenucleotidesequenceanalysisof
thepartofthemitochondrialcytochromeCoxidasesubunit１(COX１)geneＧagoodcandidateinthegenotypingofE．granuloＧ
sus．TheCoproＧPCRassaydevelopedinthisstudyhashighspecificityandsensitivityandcouldbeusedtodetectE．granulosus
latentinfectionindogs．Inaddition,thePCRＧpositiveproductionalsocouldbeusedforgenotypingandpopulationgeneticstrucＧ
tureanalysisofE．granulosusviathenucleotidesequenceanalysis．
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　　细粒棘球绦虫(Echinococcusgranulosus,Eg)
的生活史较为复杂,要通过中间宿主—某些家畜(如
牛、羊等食草动物)和终末宿主犬科动物来共同完

成,其中细粒棘球绦虫的中绦期幼虫－细粒棘球蚴

主要寄生在中间宿主的肝脏和肺脏内,从而引起细

粒棘球蚴病(囊型包虫病)(Echinococcosis)[１Ｇ２].该

病为一种人兽共患寄生虫病,呈世界性分布,其中我

国属高发地区之一,目前至少有３６８个流行县[３],主
要流行于青海、新疆、西藏、四川西北部牧区以及宁

夏.现该病已被列为我国«国家中长期动物疫病防

治规划»(２０１２－２０２０)年优先防治和重点防范的动

物疫病[４].
犬是细粒棘球绦虫最重要的终末宿主和传染

源.犬吞食棘球蚴后,原头蚴在其小肠内经４０~５０
d便可发育为成虫,成虫在犬体内的寿命为５~６个

月.成虫孕节及虫卵随犬粪排出并污染食料、水源

及环境,中间宿主经口食入虫卵而受到感染,从而引

起囊型包虫病[５].如能及时准确地掌握犬感染细粒

棘球绦虫的情况,对人和动物包虫病的防控均具有

重要意义.
随着分子生物学技 术 的 发 展,线 粒 体 DNA

(mtDNA)基因已被广泛应用为生物分子诊断标记

及分子遗传标记[６Ｇ９].线粒体 ND６基因(ND６)全序

列长度相对较短,结构简单无内含子,进化速率适

中,序列变异丰富,突变率显著高于核DNA,目前已

被广泛应用于牦牛、鱼类及昆虫的种群遗传结构分

析[１０Ｇ１３].本研究选择细粒棘球绦虫的 ND６基因作

为分子标记,进行了犬粪中细粒棘球绦虫 DNA 的

分子检测及基因分型研究.

１　材料与方法

１．１　样品收集　细粒棘球绦虫(１８日龄童虫虫

体)、孟氏迭宫绦虫(Spirometramansoni)、豆状带

绦虫(Taeniapisiformis)、犬复孔绦虫(DipylidiＧ
umcaninum)、多头带绦虫(Taeniamulticeps)、泡
状带 绦 虫 (Taeniahydatigena)及 犬 弓 首 蛔 虫

(Toxocaracanis)样品 DNA 由四川农业大学动物

寄生虫病研究中心提供;多房棘球绦虫(EchinococＧ
cusmultilocularis)样品 DNA 由中国 CDC上海寄

生虫病研究所党志胜博士惠赠.

１．２　粪样收集　对２只家犬(１号犬 、２号犬)进行

药物驱虫后,每只饲喂约５００００条的原头蚴.感染

第３d到１８d,每天分别收集２只犬的粪便;４０份待

检临床犬粪随机采自四川省甘孜州包虫病流行区,
由甘孜州动物疫病预防控制中心采集并提供;豆状

带绦虫(５份)、多头带绦虫(５份)及泡状带绦虫(２
份)的犬粪由四川农业大学动物寄生虫病研究中心

提供.将以上所有粪样均置于－８０ ℃ ２周以上进

行无害化处理.

１．３　方　法

１．３．１　提取粪便DNA　按照 QiagenDNeasyPowＧ
ersoil试剂盒(Qiagen,Carlsbad,CA)说明书提取

犬粪便DNA.

１)将 ６０μLSolutionC１ 加 入 到 PowerBead
Tubes中混匀;２)再次加入约０．２５mg的犬粪样品

到PowerBeadTubes后轻轻涡旋混匀;３)把PowerＧ
BeadTubes固定在涡旋仪适配器上,３２００r/min
涡旋连续振荡１０~２０min;４)室温下１００００g离心

PowerBeadTubes３０s,转移上清至一个干净的２
mLCollectionTube中;５)加入２５０μLSolutionC２
到上清中,涡旋混匀５s,４ ℃孵育５min;６)室温

１００００g离心 CollectionTube１min,转移上清 ≤
６００μL到一个新的收集管中;７)加入２００μLSoluＧ
tionC３到上清中,涡旋混匀,４℃孵育５min;８)室
温１００００g离心CollectionTube１min,转移上清≤
７５０μL到一个新的收集管中;９)加入１２００mL摇

匀的SolutionC４到上清中,涡旋混匀５s;１０)加载

约６７５μL上清到 SpinFilter中,室温１００００g离

心１min,弃去滤液;１１)重复９)直至过滤完所有上

清;１２)加入５００μLSolutionC５到 MBSpinFilter
中,室温１００００g离心３０s,弃去上清;１３)室温

１００００g离心 MBSpinFilter１min,并小心转移

MBSpinfilter到２mLCollectionTube中,尽量避

免SolutionC５污染;１４)加入１００μLSolutionC６
到白色滤膜中心,室温１００００g离心３０s;１５)弃去

SpinFilter.此时收集管中的 DNA 可立即进行

PCR的使用或者储存于－２０℃备用.

１．３．２　引物设计　对 GenBank(https://www．ncＧ
bi．nlm．nih．gov/)中细粒棘球绦虫 G１ＧG１０型线粒

体全基因组序列进行比对,筛选出可扩增 ND６全基

因的保守区域以设计合适的引物.上游引物 A１:

５′ＧTTTCGTGCTGTAGATGGTＧ３′,下游引物 A２:

５′ＧCACAGATTTCAAAGGGTTＧ３′,扩 增 片 段 为

５５８bp.COX１基因片段序列(３６６bp)扩增引物,
参考相关文献[１４]进行设计.上游引物JB３:５′Ｇ
TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTATＧ３′,下游引

物 JB４． ５: ５′ＧTAAAGAAAGAACATAATＧ
GAAAATGＧ３′.２对引物序列均由生物生工工程

(上海)股份有限公司合成.

１．３．３　ND６基因的PCR扩增　扩增体系为２５μL:
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２×TaqPCR MasterMix１２．５μL,引物 A１、A２各

１０μL,模板 DNA１．０μL,ddH２O８．７μL,０．４％
BSA０．８μL(BSA为稳定剂),轻轻混匀后瞬时离心

１５s,同时,以ddH２O 代替模板 DNA 作空白对照.
扩增条件:９４℃预变性５min;９４℃变性４５s,５８．５
℃ 退火４５s,７２℃ 延伸３０s,共３０个循环;最后７２
℃延伸６min.反应结束后取１０μL 扩增产物用

１％琼脂糖凝胶电泳鉴定.平行试验重复３次.

１．３．４　测序鉴定　使用胶回收试剂盒收集PCR阳

性产物纯化,产物直接送生物生工工程(上海)股份

有限公司测序,应用 DNAMAN 软件对测序序列和

参照序列进行多重比较和相似性分析.

１．３．５　ND６基因的特异性测定　在相同条件下对

多房棘球绦虫、孟氏迭宫绦虫、豆状带绦虫、犬复孔

绦虫、多头带绦虫、泡状带绦虫及犬弓首蛔虫的

ND６基 因 进 行 PCR 扩 增,１％ 琼 脂 糖 电 泳 检 测

结果.

１．３．６　ND６基因的灵敏度测定　利用 ThermoSciＧ
entific NanoDrop 分 光 光 度 计 (Thermo,New
York,USA)测定细粒棘球绦虫模板 DNA 的初始

浓度,之后将提取出的模板DNA按１∶１０、１∶１００、

１∶１０００、１∶２０００、１∶４０００、１∶８０００、１∶１６０００、

１∶３２０００、１∶６４０００、１∶１２８０００倍比稀释,并在

相同条件下进行 PCR 扩增,１ ％琼脂糖电泳检测

结果.

１．３．７　人工感染细粒棘球绦虫犬粪样的 ND６基因

检测　对２只犬(１号犬、２号犬)人工感染原头蚴第

３d至第１８d后的粪便依次进行DNA提取,并利用

PCR扩增 ND６基因,１％琼脂糖电泳检测结果.

１．３．８　ND６基因与 COX１基因作为分子标记的犬

粪样临床检测比较　对４０份随机采自包虫病流行

区的待检犬粪进行 DNA 提取,并对 ND６完整基因

序列进行 PCR 扩增,同时扩增 COX１部分基因序

列,１％琼脂糖电泳检测结果.对PCR结果呈阳性

的样品使用柱式 DNA 胶回收试剂盒进行 DNA 的

回收纯化,回收产物进行双向测序,以保证所测序

列的准确性.将 ND６和 COX１测序后的基因序列

与 GenBank检索的１０个基因型的线粒体 DNA 序

列相应区域做同源性比较,鉴定样品基因型.另外,
对５份自然感染豆状带绦虫的犬粪、５份自然感染

的多头带绦虫犬粪及２份自然感染的泡状带绦虫犬

粪样品扩增 ND６基因,１％琼脂糖电泳检测结果.

２　结　果

２．１　细粒棘球绦虫１８d龄童虫 ND６基因的PCR

扩增　用合成的引物 A１、A２,对从实验室人工感染

犬的肠道获得的细粒棘球绦虫虫体(１８日龄童虫)
提取DNA并扩增出了完整的 ND６基因,条带大小

与预期结果相符合,且条带清晰.阴性对照无任何

条带(图１).

M:DL２０００DNA分子量标准;１:虫体 DNA;２:阳性对照;３:

阴性对照

图１　细粒棘球绦虫虫体ND６基因的PCR扩增

Fig．１　ND６PCRamplificationfrom DNAsamplesobＧ
tainedfromtheE．granulosus

２．２　ND６基因的特异性测定　细粒棘球绦虫DNA
样品PCR扩增反应产生单一目的条带,而多房棘球

绦虫、孟氏迭宫绦虫、豆状带绦虫、犬复孔绦虫、多头

带绦虫、泡状带绦虫及犬弓首蛔虫的 DNA 样本和

阴性对照均无此扩增条带(图２).

M:DL２０００DNA分子量标准;１:细粒棘球绦虫 DNA;２:多房

棘球绦虫DNA;３:多头带绦虫DNA;４:孟氏迭宫绦虫DNA;５:

豆状带绦虫DNA;６:泡状带绦虫DNA;７:犬复孔绦虫DNA;８:

犬弓首蛔虫 DNA;９:阴性对照

图２　ND６基因的特异性测定

Fig．２　SpecificitytestoftheND６gene

２．３　ND６基因的灵敏度测定　经测定,细粒棘球绦

虫模板初始 DNA 含量为２７３ng,随着稀释度的增

加,模板中DNA的含量越来越低,且电泳条带亮度

在逐渐减弱,在稀释度为１/６４０００即(４pg)时能扩

增到一条很淡的条带,但在稀释度为１/１２８０００(即

２pg)时无条带扩增出(图３).

２．４　人工感染细粒棘球绦虫犬粪样的 ND６基因检

测　经测定,在感染细粒棘球绦虫第３d至１１d时,

２只犬粪便的 ND６基因 PCR 扩增结果均为阴性.
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M:DL２０００DNA分子量标准;１:１;２:１/１０;３:１/１００;４:１/

１０００;５:１/２０００;６:１/４０００;７:１/８０００;８:１/１６０００;９:１/

３２０００;１０:１/６４０００;１１:１/１２８０００

图３　ND６基因的灵敏度测定

Fig．３　SensitivitytestoftheND６gene

在第１２d时,只有２号犬的 ND６基因PCR结果为

阳性,而感染第１３d至１８d时,两只犬 ND６基因

PCR结果均出现阳性目的条带(图４).

２．５　ND６基因与COX１基因作为分子标记的犬粪

样临床检测比较　对４０份临床犬粪进行PCR检测

后,有６份犬粪样品为 PCR 阳性,且 ND６基因及

COX１基因的检测及分型结果均相同,即６份样品

均属 G１基因型.而对５份自然感染豆状带绦虫的

犬粪、５份自然感染的多头带绦虫犬粪及２份自然

感染的泡状带绦虫犬粪进行PCR检测扩增 ND６基

因时,无样品呈现扩增性条带(图５aＧ５c).

M:DL２０００DNA分子量标准;３Ｇ１８:人工感染第３d至第１８d
的犬粪 DNA

图４　１号犬与２号犬粪便样品的ND６基因检测

Fig．４　PCRamplificationofND６geneinfaecessamples
ofNo．１dogandNo．２dog

M:DL２０００DNA分子量标准;１Ｇ６:阳性犬粪 DNA

图５a　６份阳性犬粪DNA的ND６基因检测

Fig．５a　ND６PCRamplificationof６positivecaninefaecesDNA
M:DL２０００DNA分子量标准;１Ｇ６:阳性犬粪 DNA

图５b　６份阳性犬粪DNA的COX１基因检测

Fig．５b　COX１PCRamplificationof６positivecaninefaecesDNA
M:DL２０００DNA分子量标准;１:阳性对照;２Ｇ６:豆状带绦虫犬粪 DNA;７Ｇ１１:多头带绦虫犬粪 DNA;１２Ｇ１３:泡状带绦虫

犬粪 DNA

图５c　对照组临床犬粪的ND６基因检测

Fig．５c　ND６gene’samplifyingresultsofthecontrolgroupofclinicalcaninefaecesbyPCR

３　讨　论

检测犬感染细粒棘球绦虫的传统经典方法主要

有:剖检法、槟榔碱泻下法和虫卵漂浮检查法.但是

这些方法费时费力、易漏检、且生物危害性较大[１５].
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粪抗原 ELISA 检测法简单易行,特异性可高达

９７％[１６Ｇ１７].但其敏感性易受感染程度的影响,当感

染 虫 体 数 在 １００ 条 以 下 时,其 敏 感 性 只 有

２９％[１８Ｇ２０].此外,该法在带科绦虫种属相近的虫体

之间可能会出现严重的交叉反应[２１],因此,粪抗原

ELISA 法 检 测 结 果 可 能 出 现 较 高 的 假 阳 性.

LAMP技术所需设备简单,反应快速,产物检测便

捷,特异性强[２２Ｇ２５],且BstDNA 聚合酶的活性几乎

不受粪便抑制物的影响[２４Ｇ２６].但因其灵敏度过高,
少量的基因污染就会导致该法实验结果呈假阳

性[２７];且由于LAMP法的电泳图为多条带,故不易

辨认非特异性扩增的产生[２８],也无法通过基因测序

而进行基因分型分析.另外,该法要求靶序列长度

控制在３００bp以下,对引物要求较高,要筛选出合

适的引物需要耗费大量的工作[２９].
动物粪便易于收集保存且粪便中感染源的数量

庞大,其病原体遗传物质可以来源于寄生虫的虫卵,
或寄生虫虫体的细胞及组织碎片等,仅用少量的粪

便即可提取到目的基因[３０],因此粪便 PCR 检测法

也逐渐成为了检测动物疾病的重要途径.相比于病

原学检测和免疫学检测方法,PCR检测方法具有快

速、准确、敏感、特异等优点,也可实现对形态难以区

分的带科绦虫的鉴定[３１Ｇ３２].自 Bretagne等[３３]报道

用PCR技术从狐狸粪 DNA 中检测多房棘球绦虫

感染之后,该技术在犬粪棘球绦虫卵检测中也得到

广泛的应用.Dinkel等[１６]应用巢式PCR检测法对

多房棘球绦虫１２SrRNA 片段(３７３bp)进行了扩

增,结果最低检测到１个虫卵,而细粒棘球绦虫等

１１种其他绦虫均无非特异性扩增,特异性为１００％.

Abbasi等[３４]对目标重复序列(EgG１HaeIII)(１３３
bp)进行了PCR扩增,其敏感度很高,最低也可检测

出一个虫卵.但其特异性较差,同时扩增的水泡带

绦虫、多头带绦虫、羊带绦虫也具有相同的１３３bp
DNA重复序列[３５].Stefania等[３６]对细粒棘球绦虫

G１株的１２SrDNA 片段(２５５bp)进行 PCR 扩增,
敏感性达到对一个虫卵的检测,同时对细粒棘球绦

虫另外５种基因型和其它１４种绦虫基因进行扩增,
结果仅特异性的扩增出细粒棘球绦虫 G１型,检测

结果无假阳性.此外,Dinkel等[３７]还根据细粒棘球

绦虫 G１株线粒体１２SrRNA 基因序列(２５４bp)设
计引物,鉴别了绦虫不同属和细粒棘球绦虫不同基

因型(共１６种),其特异性达１００％,同时其敏感度

也达到０２５pg的 DNA 含量.但是,以上PCR检

测的研究中,所选用的靶基因均为较短片段,所包含

的遗传信息有限,不宜作为分子遗传标记.

本研究中,我们首次建立了一种粪便 PCR 方

法,可同时对细粒棘球绦虫进行检测及基因分型研

究.在我国,犬小肠内寄生的绦虫除细粒棘球绦虫

外,最常见的还有多房棘球绦虫、多头带绦虫、泡状

带绦虫、豆状带绦虫、犬复孔绦虫、孟氏迭宫绦虫.
另外,犬弓首蛔虫也是很常见的犬肠道寄生虫.本

实验分别对以上８种寄生虫进行了PCR检测,结果

表明除细粒棘球绦虫外均未扩增出目的条带,说明

本方法设计的引物具有高度的种特异性,不会发生

交叉反应.而在测定本方法的灵敏度时,将目的基

因按比例稀释(２７３ng~２pg),结果表明随着 DNA
浓度的逐渐降低,目的条带亮度也在逐渐减弱直到

稀释至４pg后阳性条带才完全消失,这就表明该方

法具有较高的灵敏度.Alsabi等[３８]曾采用虫卵漂

浮法、粪抗原 ELISA 法、粪便 PCR 法及虫卵 PCR
法对感染多房棘球绦虫的不同时期进行检测,最终

认为在潜伏期(感染２d~２９d)时,粪抗原 ELISA
检测法最敏感,远高于粪便PCR法的敏感性.但是

在本研究中,当犬人工感染约５００００只原头蚴时,
建立的粪便PCR法在感染后第１３d便可从犬粪中

扩增出目的基因,表明该法能够在早期诊断出犬细

粒棘球绦虫的感染情况,适用于在细粒棘球绦虫感

染潜伏期进行诊断.
目前,根据 mtDNA基因的不同[１４,３９Ｇ４４],可将细

粒棘球绦虫分为１０个不同的地理株 (G１~G１０),
其中线粒体基因COX１(３６６bp)基因片段是经典常

用的基因分型方法之一.本研究中,我们利用 ND６
基因对自然感染细粒棘球绦虫的阳性犬粪进行了基

因分型,其分型结果与 COX１基因的结果完全一

致,均为 G１型.结果表明我们所扩增的 ND６全基

因序列,不仅可以作为分子诊断标记进行 PCR 检

测,而且其还可作为分子遗传标记,对细粒棘球绦虫

进行进一步的基因分型及种群遗传结构分析.
粪便PCR检测法虽有大量的优点,但粪便中较

多干扰因素的存在使目的基因的提取难度相对增

大[４５],同时也使 PCR 检测结果受到很大影响.据

报道用０．４％~０．６％(wt/vol)的 BSA 可提高 Taq
聚合酶的活性,降低粪便抑制剂的作用,增强 PCR
扩增的敏感性,因此我们在PCR体系中加入０．４％
BSA,明显地提高了PCR反应结果质量[４６].

４　结　论

本试验成功建立了一种基于线粒体 ND６基因

检测犬感染细粒棘球绦虫的粪便PCR方法,具有很

高的特异性和灵敏度,并能够在感染早期及时检测
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出犬粪便中的细粒棘球绦虫,可用于犬感染细粒棘

球绦虫的流行病学调查.同时,对于PCR检测阳性

者,其胶回收产物经测序分析后也可用于细粒棘球

绦虫基因分型及种群遗传结构的分析研究.
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