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摘要：【目的】旋毛虫的分类问题一直是众多学者关注的问题，笔者试图通过分子遗传机制来确定旋毛虫不同

隔离种之间的关系，同时也为寄生虫学的分类研究奠定基础。【方法】通过 RT-PCR 方法，克隆 4 个不同旋毛虫隔

离种的 18S rRNA 基因片段，并进行比较分析。【结果】序列分析结果表明，黑龙江省猪旋毛虫与 T. spiralis 的

同源性为 99.4%，犬旋毛虫与 T. nativa 的同源性为 99.3%；猪旋毛虫与 T. nativa 的同源性为 99.0%。犬旋毛虫

与 T. spiralis 的同源性为 99.1%。猪旋毛虫为旋毛形线虫（T. spiralis）；犬旋毛虫为本地毛形线虫（T. nativa）。

【结论】这与传统的分类结果基本一致。在分子水平上为传统的分类学提供了更强的理论依据，为旋毛虫病的流

行病学和防治提供奠定基础。 
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Abstract：【Objective】The taxonomy and species identification of Trichinella spiralis has been received attention by many 
scholars. The authors try to determine the different T.spiralis isolates through molecular genetic mechanism and be the base of the 
traditional taxonomy. 【Method】 The gene segment in 18S ribosome RNA gene of four Trichinella isolates were cloned and 
sequenced. 【Result】The sequence was compared and analysed by using DNAsis software, and the results showed that the homology 
of 18SrRNA gene of HH and T. spiralis was 99.4%, that of HC and T.nativa was 99.3%. The Swine isolate belong to T. spiralis, the 
Dog isolate belongs to T. nativa. The result was consistent with the traditional taxonomy. 【Conclution】The result has provided a 
strong evidence for the traditionary taxonomy and be the base of the epidemiology and precention to Trichinellosis. 
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0  引言 

【本研究的重要意义】旋毛虫病（Trichinellosis）
是一种重要的人畜共患寄生虫病。目前全世界大约有

1 100 万人体感染者，国际兽疫局（Office International 
des Epizooties ， OIE ）和国际旋毛虫病委员会

（International Commission on Trichinellosis，ICT）已

将其列为再次出现的疾病（Re-emerging disease）。中

国是旋毛虫污染较严重的国家之一，东北三省、河南

南阳地区、湖北襄樊地区、云南、西藏等 26 个省市区

是中国旋毛虫病的重要分布区。旋毛虫病现已成为世

界性公共卫生重大问题。【前人研究进展】目前国际上

已将毛形属分为 8 个隔离种（即 T. spiralis，T1；T. 
nativa，T2；T. pseuodospiralis，T3；T. nelsoni，T4；
T. murrelli ， T5 ； T. britovi ， T7 ； T. papuae ， T. 
zimbabwensis，T10）和 3 个分类地位尚未确定的基因

型（即 T6、T8 和 T9）[1~5]。中国是旋毛虫病流行十分

严重的地区，因此国内有许多学者从事旋毛虫的研究
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工作，周源昌、宋铭忻和孙庆显等将他们收集到的哈

尔滨五常犬旋毛虫、哈尔滨海伦猪旋毛虫进行了形态

学和生物学观察，包括光镜和电镜观察、虫体在小鼠

体内的分布、繁殖力指数、对寒冷的耐受性、同工酶

酶谱分析等，结果认为这 2 个旋毛虫隔离种不是同一

种群，哈尔滨五常犬旋毛虫大致相当于 T. nativa，哈

尔滨海伦猪旋毛虫相当于 T. spiralis。刘明远、诸欣平

等[6,7]利用随意扩增的 DNA 多态性技术将中国不同地

区的旋毛虫与意大利国际旋毛虫保种中心的旋毛虫进

行比较鉴定，证明中国猪旋毛虫为 T. spiralis，中国犬

旋毛虫为 T. nativa。徐克成[8]先后对所收集到的中国 7
省市 8 地区不同动物来源的旋毛虫隔离种的形态学、

生物学、分子生物学、遗传学等方面做了系统研究，

结果表明，在旋毛虫不同发育阶段，虫体各阶段之间

与各地旋毛虫隔离种之间缺乏一定规律性变化，因此

旋毛虫形态学指标在分类研究中缺乏一定的说服力。

【本研究的切入点】鉴于旋毛虫病的危害性和旋毛虫

属种分类的复杂性，本试验从分子遗传的角度，对中

国旋毛虫各隔离种的分类进行研究，为传统分类学提

供可靠的依据，同时也为寄生虫虫体的鉴定和分类探

索一种新的方法。18S rRNA 基因是一类编码核糖体小

亚基的 RNA、长约 1 800 bp 的 DNA 序列，由于在生

物体内含量较大占 80%左右，且在进化过程中非常保

守，核苷酸的替换率较低，因而它是探讨生物高级分

类群系统演化的难得工具之一。【拟解决的关键问题】

因此笔者从基因遗传的角度入手，对国内分离的 2 个

旋毛虫隔离种进行分子鉴定，希望能够建立一个快速、

准确确定旋毛虫种间关系的方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料   

试验用旋毛虫各隔离种均为东北农业大学寄生虫

学教研室保种的虫体（表 1）。 
实验动物为纯系昆明健康成年小鼠，购自哈尔滨兽医

研究所实验动物中心。胃蛋白酶为上海长城生化制药

厂生产；各种工具酶购于宝生物工程（大连）有限公

司、GIBCO 公司、Promega 公司、invitrogen 公司；

Trizol（invitrogen 公司）、DEPC（Sigma 公司）、X-gal、
IPTG（GIBCO 公司）；小量胶回收试剂盒（上海华舜

生物工程有限公司）、低熔点琼脂糖原粉（Boehringer 
Mannheim 公司）；抗生素（Amp 和卡那霉素）为国产

注射用粉，其余试剂为国产分析纯。各种试剂的配置

参照《分子克隆实验指南》（第二版）。 

表 1  实验用 4 个旋毛虫隔离种 
Table 1  Origin of reference samples of four Trichinella 

isolates 
编号 
Numbers

隔离种 
Isolates 

宿 主 
Host 

来源 
Country of origin 

ISS3 

 

ISS10 

 

HC 

 

HH 

旋毛形线虫   

T. spiralis 

本地毛形线虫  

T. nativa 

犬旋毛虫   

Dog isolate 

猪旋毛虫   

Swine isolate 

猪 

Pig 

北极熊 

Polar bear 

犬 

Dog 

猪 

Pig 

波兰 

Poland 

挪威冷岸群岛 

Norway 

哈尔滨五常 

Harbin Wuchang  

黑龙江逊克 

Heilongjiang Xunke 

 
1.2  方法   

1.2.1 旋毛虫肌幼虫的收集  取保种用 4 个旋毛虫隔

离种肌幼虫，分别经口感染 5 只成年健康小鼠，感染

剂量为 200 条活幼虫/小鼠，于感染 40d 后将含旋毛虫

肌幼虫的小鼠剖杀。人工胃液消化法收集虫体，备用。 
1.2.2 旋毛虫总 RNA 提取  根据阎玉河[9]的方法，稍

做改进。利用研磨器，将约 50µl 体积的、用 DEPC 处

理水洗涤 3 次的旋毛虫肌幼虫与 Trizol 液一起研磨，

研碎虫体后移入 1.5 ml 离心管中，补加 Trizol 液至 800 
µl，震荡混合 5 min，继续加入氯仿 200 µl，彻底混匀

2～3 min，12 000 r/min，离心 15 min，取上清并加入

500 µl 异丙醇，室温放置 15～30 min 后，12 000 r/min
离心 15 min，去上清并用滤纸吸干后用 75%乙醇洗涤

一次，离心并吸出乙醇，滤纸吸干离心管中残液并放

入 37℃温箱烘干，向管中加 DEPC 处理水 20µl，放于

-70℃冰箱备用。 
1.2.3  RNA反转录和目的基因扩增  根据Genebank
中发表的 T.spiralis 18S rRNA 序列（u60231）为参考，

用 Oligo4 软件设计引物， UP ： 5′-AAGCTTGC- 
TTGTCTCAAAGATT-3′，LOW：5′- GATCCTTCCGC- 
AGTTCACCTAC-3′，由上海捷倍思基因技术有限公司

合成。 
以 40µl 体系进行反转录。取已合成的下游引物

2µl（10pmol）与 20µl RNA 样品混合后，置 70℃水浴

吸附 5min，迅速冷却后继续加入：Buffer 8µl ，DTT 
4µl，RNA 酶抑制剂 1µl，反转录酶 1µl，dNTP 4µl，
混匀后，置于 37℃水浴 1～1.5 h，70℃ 5min（终止）。

取以上反转录产物（即 cDNA）利用 50µl体系进行 PCR
扩增：cDNA 2µl，Primer 1µl（上下游引物各 0.5µl），
Buffer 5µl，dNTP 3µl，DNA 聚合酶 0.5µl，H2O 38.5µl，
混匀后置于 PCR 仪中扩增，PCR 循环参数为：95℃预
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变性 5min；94℃ 1min，50℃ 1min，72℃ 2min，35
个循环，72℃延伸 8min。取 5µl PCR 产物通过 1%琼 
脂糖凝胶电泳进行鉴定。 
1.2.4  目的基因的分子克隆和鉴定  用华舜生物有

限公司的小量胶回收试剂盒回收电泳后的 PCR 产物，

操作按试剂盒说明进行。取适量的 PCR 回收产物与克

隆载体 pMD18-T Vector 连接，感染大肠杆菌，用华舜

生物有限公司的质粒小量抽提试剂盒提取质粒，质粒

进行 PCR 鉴定。将克隆后的阳性产物送上海博亚生物

合成公司测序。 
1.2.5  序列分析  用 DNAsis和 Genedoc 软件分析所

测得的旋毛虫各隔离种的 18S rRNA 基因序列。 

2  结果与分析 

2.1  RT-PCR 扩增 

利用 Genebank 中发表的 T. spiralis 18S rRNA 序

列（u60231）为参考设计的引物对猪、犬旋毛虫和 T. 
spiralis、T. nativa 进行扩增，均扩增出了大小为 1 800 
bp 左右目的条带，这与预期扩增的片段大小相吻合，

初步确定扩增出的片段为目的基因 18S rRNA（图 1）。 
 

1   2    3    4   5 

 
 
1. 旋毛形线虫；2. 猪旋毛虫；3. 本地毛形线虫；4. 犬旋毛虫；5. DNA
分子量标准 CD003 
1. Trichinella spiralis; 2. Swine isolate; 3. Trichinella native; 4. Dog isolate; 
5. DNA marker CD003 

 

图 1  18SrRNA 基因的 RT-PCR 扩增电泳图谱 

Fig. 1  The results of the RT-PCR of the 18S rRNA gene 

 

2.2  目的基因克隆后的鉴定 

PCR回收产物与克隆载体连接，感染大肠杆菌后，

提纯质粒，质粒 PCR 后进行 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定

（图 2）。电泳结果显示：1、2、3、4 泳道样品均扩增

出了长度为 1 800 bp 左右的明亮条带，与 RT-PCR 产

物大小一致。 

2.3  序列分析 

如图 3 所示，用 DNAstar 和 Genedoc 软件分析测

得的 4 个旋毛虫隔离种的 18S rRNA 基因序列的进化

关系，结果显示，猪旋毛虫与 T. spiralis 的同源性为

99.4%，犬旋毛虫与 T. nativa 的同源性为 99.3%；猪旋

毛虫与 T. nativa 的同源性为 99.0%。犬旋毛虫与 T. 
spiralis 的同源性为 99.1%。 
 

1    2   3    4    5  

 
 
1. 犬旋毛虫；2. 本地毛形线虫；3. 猪旋毛虫；4. 旋毛形线虫；5：DNA
分子量标准 CD003 
1. Dog isolate; 2. Trichinella native; 3. Swine isolate; 4.Trichinella spiralis; 
5. DNA marker CD003 

 
图 2  重组质粒 pMD18-T-18S rRNA 的 PCR 鉴定 

Fig.2  Identification of the recombinant plasmid of pMD18-T- 

18S rRNA by PCR 

 

 
 
图 3  4 个旋毛虫隔离种的进化树 

Fig.3  Phylogenetic tree of 18S rRNA gene of four Tichinella 

isolates 

3  讨论 

从测序结果及序列比较分析来看，序列测定的准

确性很好，本试验测得的旋毛形线虫与 NCBI 上发表

T. spiralis 的 18S rRNA 序列 U60231 有 8 处的差异，

明显的是在 1 246～1 251 bp 处，旋毛形线虫与

U60231 比较有连续 5 个碱基的缺失，而一同测得的其

它 3 个旋毛虫隔离种也同样有缺失，这可能与旋毛虫

隔离种的地域差异及宿主差异有关，也可能是试验条

件的差异导致的。本研究结果中是用试验中测得的 4
个序列来比较他们的同源性，这样在同样的试验条件 

2 000 bp
1 700 bp
1 000 bp
  750 bp

2 000 bp 
1 700 bp 
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下，会减少对结果的影响。 
整体来看，不同虫种 18S rRNA 基因的保守性很

高，软件分析显示各隔离种序列间的同源性都在 99%
以上。猪旋毛虫与旋毛形线虫的同源性为 99.3%，略

高于与本地毛形线虫的同源性 99.0%。犬旋毛虫与本

地毛形线虫的同源性为 99.3%，略高于与旋毛形线虫

的同源性 99.1%。这与传统的分类学结果是相符    
的[7~9]，确定猪旋毛虫为旋毛形线虫（T.spiralis），犬

旋毛虫为本地毛形线虫（T. nativa）。 
目前，18S rRNA 基因用于原虫的分类和虫体鉴定

较多，在线虫领域中的报道还比较少。Simpson 等

早报道从曼氏血吸虫基因组中克隆出 rRNA，并能用

于种间种内变异的研究。Lindasy等[10]通过 ITS1和 18S 
rDNA 序列以及形态性状的分析，发现了隐孢子虫的

一个新种（Cryptosporidium andersoni）。Hye 等[11]通

过 RT-PCR 方法扩增了分离自韩国的一个旋毛虫隔离

种（ISS623）的 rRNA ITS1 区 910bp 的基因片段，用

限制性内切酶分析，认为 ISS623 与上海的旋毛虫隔离

种不同，而上海的与日本的一个旋毛虫隔离种是相近

的。Aguinaldo 等[12~14]在线虫系统发育的研究工作中

通过对 34 类动物中的 10～20 种线虫的 18S rRNA 序

列进行分析和测定， 终挑选出其中一种慢进化种类

旋毛虫作为线虫的代表种进行研究。可见，旋毛虫在

线虫进化过程中具有一定的代表意义。本研究对代表

虫种进化和分类的18S rRNA基因序列分析结果表明，

与传统的分类结果是一致的。随着分子生物学的发展，

对旋毛虫的分类将从分子水平揭示其物种的进化和遗

传关系及种内遗传变异的本质，为旋毛虫病的流行病

学和防治提供奠定基础。 

4  结论 

本试验在分子水平上为传统的分类学提供了更强

的理论依据。但是，要利用 PCR 进行旋毛虫乃至寄生

虫的分类学研究，或者虫体的鉴定工作，还要对寄生

虫的遗传进化、宿主和寄生虫之间的相互影响、寄生

虫的地域差异等方面与基因的分析工作进行系统的结

合，以找到 适合， 快速， 准确的鉴定寄生虫虫

种的方法和分子标记。旋毛虫属种分类的研究对旋毛

虫病的病原学、免疫学、流行病学、临床学及预防等

均具有重要的意义。对旋毛虫病感染早期准确的诊断，

将可避免或减少畜牧业的经济损失，同时也保证人类

的健康。 
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2005年转基因作物商业化生产概况 

2005年是转基因作物商业化种植的第十年。该年全球共有21个国家的850万农民种植了4亿公顷转基因作物。据Cropnosis

估算，2005年转基因作物的全球市场价值为52.5亿美元，相当于2005年全球作物保护市场（340.2亿美元）的15%，以及全球

商业种子市场（300亿美元）的18%。自1996年生物技术作物首次商业性种植以来，10年间其种植面积每年都以两位数的速

度增长，参与种植的国家从6个增至21个。转基因作物的全球种植面积增加了50多倍。转基因作物种植面积的迅速增加反映

出农民对农业生物技术的信任和信心。 

据农业生物技术应用国际组织（isaaa）调查，2005年，经核准的转基因作物全球种植面积为9000万公顷，比2004年的8100

万公顷增加了11%。2005是具有里程碑意义的一年，葡萄牙和法国分别在停止种植转基因作物5年和4年后，恢复了Bt玉米的

种植，加上首次种植Bt玉米的捷克共和国，欧盟内种植Bt玉米的国家增加到了5个，即西班牙、德国、葡萄牙、法国和捷克

共和国。伊朗于2004年正式推广种植Bt水稻，2005年的种植面积约为4000公顷，除常规生产之外，还为2006年全面商业化生

产准备种子。 

2005年种植转基因作物的21个国家中包括11个发展中国家和10个工业化国家。按种植面积的大小排序，分别是美国、阿

根廷、巴西、加拿大、中国、巴拉圭、印度、南非、乌拉圭、澳大利亚、墨西哥、罗马尼亚、菲律宾、西班牙、哥伦比亚、

伊朗、洪都拉斯、葡萄牙、德国、法国和捷克共和国。美国、阿根廷、巴西、加拿大和中国仍占领先位置，种植转基因作物

的面积分别为4980万公顷（占该类作物全球种植面积的55%）、1710万公顷、940万公顷、580万公顷和330万公顷。 

就作物种类而言，Bt大豆面积为5440万公顷（占转基因作物全球种植面积的60%）；随后为玉米（2120万公顷，24%）、

棉花（980万公顷，11%）和油菜（460万公顷，5%）。就导入的外源基因性状而言，耐除草剂性状种植面积第一，其次是

抗虫和多性状。耐除草剂的大豆、玉米和油菜占全球转基因作物总种植面积的71%（6370万公顷）；Bt作物占18%（1620万

公顷），多基因作物占11%（1010万公顷）。多外源基因作物是2004和2005年间发展 快的，增长率达49%，相比之下，耐

除草剂的增长率为9%，抗虫性的增长率为4%。约1/5的转基因作物种植面积种的是含2种或3种外源基因的多性状作物。多基

因转基因作物成为未来发展的一个重要趋势。 

参加种植转基因作物的民在2005年增加了25万名，达到850万名。参与种植转基因作物的中贫困自给农民约为770万名

（2004年为750万名），其中大多数来自中国（640万）、印度（100万）、南非（数千，包括主要的Bt棉女性种植者）和菲

律宾（5万多）。转基因作物对于在2015年实现贫困人口下降50%的新千年发展目标将起重要作用。 

农业生物技术应用国际服务组织（ISAAA）是一家非盈利性的机构。成立25年来，他们一直关注农业生物技术的应用

和全球的食品安全，从1999年起，每年出版关于转基因作物（生物技术作物）商业性生产全球态势的调查报告。详情可查阅

http://www.isaaa.org。 




