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广州管圆线虫病是由广州管圆线虫 渊Angiostrongy鄄
lus cantontensis冤 幼虫引起的一种人兽共患寄生虫病遥
人感染后常表现为嗜酸粒细胞增多性脑膜炎或脑膜脑

炎袁 严重感染可危及生命遥 2002年袁 WHO将广州管
圆线虫病作为新发食源性寄生虫病提出警告咱1暂遥 2004
年袁 该病被列为中国新发传染病遥
病原学检测为广州管圆线虫病的确诊依据袁 但由

于患者脑脊液中虫体数量少尧 分布密度低袁 以及虫体
移行等原因袁 虫体的检出率极低遥 用酶消化法和直接
研磨法检测螺体内的感染期幼虫需要专业的检测人员袁
且花费时间较长袁 不适合现场大规模普查遥 免疫学诊
断方法是检测广州管圆线虫病最常用的方法袁 其中
ELISA是一种较为成熟的检测方法袁 具有较好的敏感
性和特异性袁 但该方法不能鉴别现症和既往感染袁 假
阳性尧 假阴性和交叉反应也经常出现遥 随着免疫学技
术的发展袁 纯化抗原和基因工程抗原也广泛应用于广
州管圆线虫病的诊断袁 但抗原的纯化需要足够的虫源袁
操作比较复杂袁 且目前对广州管圆线虫病的致病机制
的认识有限袁 限制了该方法的应用遥 其他一些免疫学

方法则存在特异性低和敏感性差的缺点咱2暂遥
PCR技术是近年来迅速发展起来的分子生物学检

测技术袁 已广泛地应用于寄生虫学与寄生虫病研究领
域遥 为此笔者对 PCR技术及以 PCR技术为基础的分
子生物学检测和鉴定方法在广州管圆线虫研究中的应

用作一综述遥

1 广州管圆线虫的检测

1.1 PCR技术 PCR技术是一种体外快速扩增特定基
因或 DNA序列的方法遥 目前袁 该技术已广泛应用于病
原体的检测尧 基因突变检测和疾病诊断等领域遥 广州
管圆线虫的核糖体 RNA 渊rRNA冤 是细胞中含量最多的
一种 RNA咱3暂袁 其编码基因通常为多拷贝基因袁 结构保
守袁 具有较高的 PCR诊断价值遥
朱慧儿等咱4暂根据广州管圆线虫成虫 rRNA大亚基基

因渊rrL冤部分序列设计引物袁 对其成虫 DNA进行扩增袁
扩增产物与预期大小一致袁 测序结果也证实与已知广
州管圆线虫的基因序列完全一致遥 表明该技术可用于
广州管圆线虫病的诊断遥 魏纪玲等咱5暂利用引物 AC渊P1冤
和 AC 渊P2冤 对福寿螺体内的广州管圆线虫芋期幼虫的
rrL部分序列进行PCR扩增袁 均扩增出一条大小为 421bp
的片段袁 经测序分析袁 结果与已知广州管圆线虫目的
基因序列完全一致袁 而对照组和阴性福寿螺则无特异
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性条带出现遥 将广州管圆线虫感染的福寿螺 DNA模板
进行 10 倍系列稀释后进行扩增袁 结果模板浓度在
1 ng/滋l时仍有微弱条带出现袁 从而证实了 PCR技术
在检测广州管圆线虫中具有较高的特异性和灵敏度遥 杨
发柱等咱3暂根据广州管圆线虫 rrL部分序列设计了 1对引
物袁 分别对广州管圆线虫成虫尧 芋期幼虫尧 玉期幼虫
和虫卵的DNA进行PCR扩增袁 也扩增出大小约为 400bp
的特异性产物遥 Fontanilla等咱6暂应用 PCR技术对广州管
圆线虫芋期幼虫 rRNA小亚基渊rrS冤的 5忆端进行研究后
发现袁 该基因序列是鉴定广州管圆线虫的一个潜在标
记袁 同时也证实 PCR技术是一种快速尧 准确鉴定广州
管圆线虫的分子生物学方法遥
1.2 实时定量 PCR 渊real鄄time quantitative PCR袁 qRT鄄
PCR冤 技术 该技术是在常规 PCR技术的基础上发展
起来的高灵敏度核酸定量技术遥 与常规 PCR 相比袁
qRT鄄PCR实现了从定性到定量的飞跃袁 有效解决 PCR
污染问题袁 具有特异性强尧 重复性好尧 灵敏度高尧 定
量准确和速度快等优点遥 目前袁 该技术已应用于病原
体检测尧 肿瘤免疫尧 基因表达和基因组变异等方面遥
魏纪玲等咱7暂根据广州管圆线虫 rrL保守区域设计了

TaqMan探针及其引物袁 分别对广州管圆线虫尧 异尖线
虫 渊Anisakis冤尧 毛圆线虫 渊Trichostrongylus冤尧 棘头虫
渊Macracanthorhynchus冤 和河蚌内线虫未知种的 DNA
进行 TaqMan荧光 PCR分析袁 结果显示袁 仅广州管圆
线虫感染的福寿螺有较好的荧光值袁 其他均无袁 且模
板为 1 pg/滋l时即能得到有效的扩增曲线袁 证实该方法
具有耗时短尧 灵敏度高和特异性强等特点袁 明显优于
常规 PCR检测方法遥 Qvarnstrom等咱8暂根据广州管圆线
虫 rDNA的内转录间隔区 1 渊ITS鄄1冤基因序列设计引物
和 TaqMan探针袁 分别对广州管圆线虫阳性和阴性的
蛞蝓提取 DNA并进行 qRT鄄PCR分析袁 结果显示仅阳
性的蛞蝓出现特异性扩增反应袁 认为 qRT鄄PCR在鉴定
广州管圆线虫中优于常规 PCR袁 且不需要DNA测序遥
1.3 环介导等温 DNA扩增 渊loop鄄mediated isothermal
DNA amplification, LAMP冤 技术 LAMP是由日本研
究者 Notomi 于 2000 年发明的一种新型的体外扩增
DNA的方法袁 其原理是通过靶序列的 6个特殊区域设
计 2对特殊的引物袁 在等温条件下袁 利用链置换反应
和环介导进行的体外 DNA扩增遥 LAMP可产生肉眼可
见的副产物白色焦磷酸酶沉淀遥 该技术不需要昂贵的
仪器设备袁 除了保留 PCR技术的优点外袁 还具有费用
低廉尧 准确尧 适合基层和现场使用等优点袁 目前已广
泛应用于病原微生物的检测和传染性疾病的诊断咱9暂遥

Liu等咱10暂应用该技术袁 根据广州管圆线虫 rDNA的
ITS鄄1序列设计引物袁 对广州管圆线虫和对照组的简单

异尖线虫 渊 Anisakis simplex冤 尧 毛首鞭形线虫
渊Trichuris trichiura冤尧 犬弓首线虫 渊Toxocara canis冤尧
旋毛虫 渊Trichinella spiralis冤 和似蚓蛔线虫 渊Ascaris
lumbricoides冤 的 DNA进行扩增遥 特异性试验表明袁
仅广州管圆线虫出现扩增条带袁 对照组无条带产生遥
灵敏度试验表明袁 LAMP是传统 PCR的 10倍遥 该技
术为广州管圆线虫的检测提供了快速尧 灵敏尧 简便的
方法遥 Chen等咱11暂应用同样方法袁 根据广州管圆线虫
18s rRNA序列设计引物袁 结果模板为 1 fg/滋l时仍可
扩增出特异性条带袁 且与其他寄生虫无交叉反应袁 验
证了敏感性和特异性遥 作为 PCR技术的最新进展咱12暂袁
该技术在广州管圆线虫中的研究还较少袁 有待进一步
的发展遥
1.4 其他相关 PCR技术 Chye等咱13暂分别用免疫 PCR
渊Immuno鄄PCR冤 法和双抗体夹心 ELISA法检测广州管
圆线虫抗原袁 结果表明前者的敏感性是后者的 100耀
1 000倍袁 虽然两者特异性相似袁 但 Immuno鄄PCR在广
州管圆线虫病的特异性诊断方面还有待于进一步研究遥
为了建立一种更为有效的监测广州管圆线虫宿主的方

法袁 张仪等咱14暂根据广州管圆线虫芋期幼虫 cDNA特异
性片段基因序列 渊登录号为 ACU17581冤 设计引物袁
分别对感染广州管圆线虫芋期幼虫的大瓶螺总 RNA袁
以及阴性大瓶螺总 RNA和芋期幼虫总 RNA的混合模
板进行逆转录 PCR 渊RT鄄PCR冤 扩增袁 结果均在 400 bp
处出现特异性条带袁 因而认为该技术可用于检测大瓶
螺内的广州管圆线虫遥 陈代雄等咱15暂根据广州管圆线虫
成虫特异性肌蛋白鄄1基因的序列设计引物袁 对其成虫
的 DNA进行半嵌套式 PCR扩增袁 扩增产物经测序后
证实与广州管圆线虫基因序列完全一致遥 但同时也发
现袁 用相同的方法对感染小鼠的全血尧 血清和脑脊液
进行检测时袁 未能扩增出特异性的 DNA条带袁 可能与
在血液和脑脊液中幼虫虫体脱落细胞中的 DNA含量较
少袁 以及肌蛋白鄄1基因在单个细胞的拷贝数不高有关袁
相信随着广州管圆线虫基因组测序工作的开展可以解

决扩增靶标的选择问题遥 危芙蓉等咱16暂根据广州管圆线
虫 18s rDNA基因序列及小管福寿螺 16s rDNA的基因
序列设计引物袁 以阳性和阴性小管福寿螺 DNA为模板
进行多重 PCR扩增袁 分别扩增出约 550 bp和 405 bp
的片段袁 经测序后认为均为目的条带遥 同时进行了敏
感性和特异性实验袁 最后结论认为建立了检测小管福
寿螺体内广州管圆线虫的多重 PCR方法遥 但实验中也
发现由于多重 PCR具有极高的敏感性袁 因而容易导致
假阳性的发生遥

2 分子遗传标志
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广州管圆线虫的自然疫源地存在地理间隔袁 因此
可能存在遗传多态性遥 但目前有关广州管圆线虫遗传
多态性的报道较少遥 rDNA 由编码小亚基 rRNA 渊如
18s冤 和大亚基 rRNA 渊如 28s冤 的基因串联而成袁 2个
大小亚基之间存在 ITS鄄l尧 ITS鄄2 和 5.8s rRNA 基因遥
ITS区域受外界环境因素的影响较小袁 进化速度较快袁
是系统发育分析的重要分子标记咱17暂遥 线粒体 DNA
渊mtDNA冤 为母系遗传袁 与核 DNA的复制相对独立且
无内含子袁 其基因组的某些区域袁 如细胞色素 C氧化
酶 3个亚基的编码基因 渊CO玉尧 CO域和 CO芋冤 的序
列进化速率相对较快袁 也是一种理想的分子遗传标记遥
魏纪玲咱7暂应用 PCR方法对收集于福建省长乐地区尧 广
州医学院尧 上海疾病预防控制中心和广西疾病预防控
制中心经形态学初步鉴定为管圆线虫的 rDNA ITS鄄2
的特异序列进行鉴定袁 结果所有样品均成功扩增出约
250 bp的条带袁 与预期目的片段长度相符袁 经测序和
序列比对袁 其与已知序列同源性均高于 98.6豫袁 确认
为广州管圆线虫遥 但同时也指出该技术只是在种及种
内水平鉴定的辅助工具袁 只有与传统形态学尧 细胞学尧
生态学和生物化学等方法结合起来袁 才能更准确地对
线虫进行分类尧 鉴定和其他方面的研究遥 何汉江咱18暂对
中国 5个地区广州管圆线虫的 ITS鄄2和 CO玉序列进行
了 PCR扩增袁 并对扩增产物进行了测序分析袁 结果表
明同一地区的虫株序列完全一致曰 广州尧 福州和南宁
分离株的 ITS鄄2和 CO玉基因片段序列一致袁 海口和温
州分离株的 ITS鄄2和 CO玉序列略有差异袁 证实中国南
方地区存在不同的广州管圆线虫地域分离株遥 该实验中
还发现CO玉的变异幅度较大袁 各地域分离株之间相差
11~15个碱基袁 能反映出广州管圆线虫的遗传多态性袁
可作为鉴别该虫不同分离株的遗传标记袁 ITS鄄2差异较
小袁 各地域分离株之间相差 1~2个碱基袁 未显示出遗
传距离遥 故认为 ITS鄄2虽然是检测寄生虫基因多态性的
一个重要基因咱19,20暂袁 但就广州管圆线虫而言不能明显反
映虫株的多态性遥 Caldeira等咱21暂运用聚合酶链式反应鄄
限制性片段长度多态性 渊PCR鄄RFLP冤 技术分别扩增广
州管圆线虫尧 哥斯达黎加管圆线虫 渊A. costaricensis冤
和脉居管圆线虫 渊A. vasorum冤 的 rDNA ITS鄄2和 mtD鄄
NA CO玉袁 并对扩增产物进行酶切袁 结果显示袁 该方
法可区分和鉴别上述 3种线虫遥 Eamsobhana等咱22暂应用
PCR技术对采自中国尧 美国夏威夷和泰国的广州管圆
线虫分离株的 CO玉序列进行扩增袁 经测序及构建系统
发生树后袁 认为中国和夏威夷的广州管圆线虫为同一
地域分离株袁 泰国株自为一株遥

3 结语与展望

PCR技术是公认的敏感和特异的检测方法袁 对感
染性疾病具有较好的诊断价值咱3暂袁 其操作简便尧 快速袁
已广泛应用于病原体的鉴定与检测遥 特别是近年来袁
随着以 PCR技术为基础的新技术的出现袁 检测的敏感
性与特异性不断提高咱4,11,16暂遥 但如同其他技术一样袁 该
技术在广州管圆线虫的研究应用中也存在一定的不足遥
例如袁 传统 PCR技术在检测中间宿主时由于软体动物
富含多糖尧 脂类和蛋白质袁 且容易受外界生物感染袁
而易导致 PCR假阳性的发生曰 多重 PCR技术虽然敏
感性极高袁 但更容易导致假阳性的发生袁 而且工作量
大袁 成本高曰 qRT鄄PCR方法成本较高袁 操作要求严格袁
虽适合实验室检测袁 但不适合现场的大批量检测曰
LAMP技术虽简单快捷袁 但引物的设计较为复杂等遥
尽管如此袁 随着分子生物学技术的不断发展和实验操
作流程的不断完善与提高袁 PCR及其衍生技术在广州
管圆线虫的检测尧 鉴定及防治中将发挥日益重要的
作用遥
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渊收稿日期院 2011鄄12鄄14 编辑院 瞿麟平冤

患者袁 男袁 48岁袁 河北省唐山市人遥 2010年 11月赴尼日
利亚务工袁 2011年 12月 5日返回唐山袁 路途中已出现不规则
发热袁 最高温度 39.8 益袁 间断发热遥 患者先后就诊于当地小诊
所和 2所医院袁 均按 野流感冶 输液治疗袁 效果不佳 渊具体用药
不明冤遥 12月 11日因发热 7 d 渊体温 37.7~39.8 益冤袁 尿黄 5 d袁
腹痛尧 腹泻和头痛 2 d袁 于北京市某传染病医院就诊遥 入院查
体院 体温 38 益袁 血压 110/70 mm Hg袁 心率 112次/min袁 呼吸 23
次/min袁 急性面容袁 神智清楚袁 皮肤和巩膜中重度黄染曰 腹部
饱满袁 全腹肌紧张袁 左侧腹部压痛 渊+冤袁 移动性浊音可疑阳性袁
肝区和肾区扣痛 渊+冤遥 血常规院 白细胞 6.4伊109/L袁 血小板
10伊109/L曰 肝功能院 丙氨酸转氨酶 渊ALT冤 78 U/L袁 天冬氨酸转
氨酶 渊AST冤 119 U/L袁 总蛋白 56.2 g/L袁 白蛋白 33.2 g/L袁 总胆红
素 112.7 滋mol/L袁 结合胆红素 90.8 滋mol/L袁 尿素 26.7 mmol/L袁
尿肌酐 387 滋mol/L曰 便常规院 潜血弱阳性袁 白细胞 15~20/hp袁

红细胞 6~8/hp遥 诊断为 野发热尧 腹痛待查袁 肝功能异常尧 肾
功能不全袁 流行性出血热不除外冶袁 收治入中毒性肝病科袁 给
予保肝尧 退黄尧 降酶和拉氧头孢抗感染治疗遥

12月 12日会诊袁 考虑患者长期在国外的野外工作经历袁
并有发热尧 肝损伤尧 肾损害情况袁 但血细胞增高不明显袁 血小
板未见明显下降袁 周身未见出血袁 与流行性出血热不符袁 不能
排除疟疾袁 即转入感染科继续治疗遥 入院后尿量<100 ml袁 经
股静脉穿刺置管术尧 锁骨下穿刺置管术行血液净化治疗袁 给予
蒿甲醚注射液 渊1 ml袁 80 mg/支冤袁 肌肉注射袁 首剂 2 ml袁 第 2
天起 1 ml/d袁 配合美罗培南 渊1 g冤袁 肌肉注射袁 2 g/d抗感染遥

12月 13日凌晨袁 患者出现癫痫样抽搐 1次遥 7点 10分袁
患者去世袁 临床死亡原因为 野发热待查袁 脑型疟疾钥 黄热病钥
呼吸循环衰竭冶遥 将 12月 12日采集的血样送至北京市疾病预
防控制中心遥 用巢式 PCR检测疟原虫 ssRNA基因和 RT鄄PCR
方法检测黄热病病毒包膜 E蛋白袁 结果出现 205 bp恶性疟疟
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