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基于分子生物学技术对四川省石渠县野外犬科动物
蠕虫感染情况调查*
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【摘要】 目的 采用分子生物学技术检测四川省石渠县野外犬科动物蠕虫感染情况,为当地人畜共患寄生虫的防控提

供参考。 方法 于2021年5月在四川省石渠县色须镇野外环境中收集新鲜犬科动物粪便,提取DNA,通过PCR扩增

核糖体的18srna基因、线粒体的cox1基因和nad1基因进行虫种鉴定,并计算野外犬科动物蠕虫检出率。 结果 石

渠县野外犬科动物粪便中蠕虫检出率为36.43%(47/129)。虫种检出率分别为:狭首钩刺线虫(Uncinaria
 

stenocephala)

27.13%(35/129),犬弓首蛔虫(Toxocara
 

canis)6.98%(9/129)、猪蛔虫(Ascaris
 

suum)3.10%(4/129),狐环体线虫

(Crenosoma
 

vulpis)1.55%(2/129),有齿冠尾线虫(Stephanurus
 

dentatus)0.78%(1/129),石渠棘球绦虫(Echinococcus
 

shiquicus)4.65%(6/129),田氏带绦虫(Taenia
 

tianguangfui)和线形中殖孔绦虫(Mesocestoides
 

lineatus)0.78%(1/

129)。虫种检出率差异具有统计学意义(χ2=133.730,P<0.05)。129份犬粪样品中有12份检出两种以上蠕虫。3种

通用引物对线虫的检出率依次为8.53%(11/129),28.68%(37/129)和13.18%(17/129),差异具有统计学意义(χ2=
20.561,P<0.05);通用引物和特异性引物对石渠棘球绦虫的检出率分别为0和4.65%,差异具有统计学意义(χ2=
4.266,P<0.05)。 结论 四川省石渠县野外犬科动物蠕虫感染普遍,检出率较高,需加强对当地狭首钩刺线虫、犬弓

首蛔虫、石渠棘球绦虫等人畜共患寄生虫的防控。扁形动物门通用引物在检测带绦虫感染时的检出效率较低,需要研发

更为高效的带绦虫检测通用引物。
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【Abstract】 Objective The
 

worm
 

infection
 

of
 

wild
 

canines
 

in
 

Shiqu
 

county,Sichuan
 

Province
 

was
 

detected
 

by
 

molecular
 

biology
 

technique,which
 

provided
 

reference
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

zoonotic
 

parasites
 

in
 

the
 

local
 

area. Meth-
ods In

 

May,2021,fresh
 

canine
 

feces
 

samples
 

were
 

collected
 

in
 

the
 

wild
 

environment
 

of
 

Sexu
 

Town,Shiqu
 

County,Si-
chuan.

 

DNA
 

was
 

extracted
 

from
 

stool
 

samples,and
 

the
 

18srna
 

gene
 

of
 

ribosome,cox1
 

gene
 

and
 

nad1
 

gene
 

of
 

mitochon-
dria

 

were
 

amplified
 

by
 

PCR,then
 

the
 

insect
 

species
 

were
 

identified,and
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

the
 

worm
 

infection
 

of
 

canine
 

in
 

the
 

field
 

was
 

calculated. Results The
 

positive
 

rate
 

of
 

the
 

worm
 

detected
 

in
 

the
 

feces
 

of
 

wild
 

canines
 

in
 

Shiqu
 

County
 

was
 

36.43%(47/129).
 

The
 

worm
 

detection
 

rates
 

were
 

27.13%
 

(35/129)
 

for
 

Uncinaria
 

stenocephala
 

,6.98%
 

(9/129)
 

for
 

Toxocara
 

canis
 

,3.10%
 

(4/129)
 

for
 

Ascaris
 

suum,1.55%
 

(2/129)
 

for
 

Crenosoma
 

vulpis,and
 

0.78%
 

(
 

1/129)
 

for
 

Stephanurus
 

dentatus,4.65%
 

(6/129)
 

for
 

Echinococcus
 

shiquicus,0.78%
 

(1/129)
 

for
 

Taenia
 

tianguangfui
 

and
 

0.78%
 

(1/129)
 

for
 

Mesocestoides
 

lineatus,respectively.
 

The
 

difference
 

in
 

detection
 

rate
 

among
 

worm
 

species
 

was
 

statistically
 

significant
 

(χ2=133.730,P<0.05).
 

Among
 

the
 

129
 

samples,12
 

samples
 

were
 

mixed
 

with
 

two
 

or
 

more
 

worms.
 

The
 

de-
tection

 

rates
 

of
 

the
 

three
 

universal
 

primer
 

pairs
 

in
 

Caenorhabditis
 

elegans
 

were
 

8.53%
 

(11/129),28.68%
 

(37/129)
 

and
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13.18%
 

(17/129),and
 

the
 

difference
 

between
 

them
 

was
 

statistically
 

significant
 

(χ2=20.561,P<0.05).
 

The
 

detection
 

rates
 

of
 

Echinococcus
 

shiquicus
 

by
 

universal
 

primer
 

and
 

specific
 

primer
 

were
 

0%
 

and
 

4.65%
 

respectively,and
 

the
 

differ-
ence

 

was
 

statistically
 

significant
 

(χ2=4.266,P<0.05). Conclusion In
 

Shiqu
 

County,Sichuan
 

province,wild
 

canine
 

helminth
 

infection
 

is
 

common
 

and
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

the
 

detection
 

rate
 

is
 

high.
 

It
 

is
 

necessary
 

to
 

strengthen
 

the
 

preven-
tion

 

and
 

control
 

of
 

local
 

zoonotic
 

parasites
 

such
 

as
 

U.
 

stenocephala,T.
 

canis,and
 

E.
 

shiquicus.
 

The
 

detection
 

efficiency
 

of
 

the
 

universal
 

primers
 

for
 

the
 

Platyhelminthes
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

Taeniata
 

species
 

infection
 

is
 

poor,and
 

it
 

is
 

necessary
 

to
 

continue
 

to
 

explore
 

efficient
 

universal
 

primers
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

Taeniata
 

species.
【Key

 

words】 Worm;Uncinaria
 

stenocephala;Toxocara
 

canis;Echinococcus
 

shiquicus;Wild
 

canids

  四川省石渠县位于青藏高原东部,四川省、青海省

及西藏藏族自治区三省交界处,平均海拔在4
 

000
 

m
以上,以牧业为主要的生产方式。青藏高原东部地区

具有良好的生态环境和种类数量丰富的动植物,属于

世界生物多样性热点地区,是世界大型食肉动物物种

最丰富的地区之一[1],诸多因素造成当地牧民成为蠕

虫感染的重点人群。2015年全国人体重点寄生虫病

现状调查四川省人体蠕虫感染率为24.13%,且牧民

为蠕虫感染的重点人群[2]。
目前石渠县关于动物寄生虫感染调查及监测多集

中于牲畜和家犬,有关野生动物作为寄生虫潜在宿主

的作用有待进一步探究。此外当地寄生虫相关调查研

究主要集中于对人体健康具有较大危害的棘球绦虫,
对其他蠕虫的感染现状特别是当地野生犬科动物蠕虫

感染的现状了解较少。粪便是常用的检查野生动物寄

生虫感染的生物材料,运用分子生物学方法,通过对粪

便中寄生虫的特定基因进行扩增和测定,可以高效确

定野生动物寄生虫感染情况并可鉴别虫种[1,3]。本研

究采集四川省石渠县野外犬科动物粪便并利用PCR
技术对其蠕虫感染情况进行检测,旨在探究该地区野

生犬科动物体内蠕虫感染情况并为今后实施针对性更

强的寄生虫病防治措施提供数据支撑。

内容与方法

1 调查点选择

在四川省石渠县色须镇远离人群聚居点的区域选

择4个500
 

m×1
 

000
 

m的区域作为样方展开研究。
样方1-4的经纬度分别为:33°12'22″N,97°37'58″E;

33°11'7″N,97°38'29″E;33°11'15″N,97°37'45″E;33°11'
21″N,97°38'48″E。石渠县位于青藏高原东部,四川

省、青海省及西藏藏族自治区三省交界处,以牧业为主

要的生产方式,当地年平均气温约1.7
 

℃,属高寒地

带[4],有种类和数量丰富的野生动物分布,是蠕虫感染

的重点区域。本研究为非损伤性采样,不涉及伦理问

题。

2 样品采集

于2021年5月在石渠县色须镇的4个样方采集

野外犬科动物粪便,根据形状、大小、气味及颜色等特

征选择其中较为新鲜的样品保存于50
 

mL离心管中

并编号。采集粪便样品时均使用新的一次性筷子以避

免交叉污染。所有样品均于-80
 

℃冷冻3周进行灭

活。

3 粪便DNA提取

灭活的粪便样品每份取2
 

g,按照 QIAamp
 

Fast
 

DNA
 

Stool
 

Mini
 

Kit(50)试剂盒说明书提取DNA,-20
 

℃保存。试剂盒购于凯杰企业管理(上海)有限公司。

4 PCR扩增目的基因

取 粪 便 DNA,分 别 使 用 18s 核 糖 体 RNA
(18srna)基因序列引物[5],线粒体细胞色素c氧化酶

亚基1(cytochrome
 

c
 

oxidase
 

subunit
 

1,cox
 

1)基因序

列引物[6]和线粒体 NADH 脱氢氧化酶亚基(NADH
 

dehydrogenase
 

subunit
 

1,nad
 

1)基因序列引物[7]PCR
扩增相应目的基因,检测蠕虫、绦虫、棘球绦虫的感染

情况。引物信息见表1。PCR反应体系(25
 

μL):上、
下游引物各1

 

μL,Ex
 

TaqTM
 

PCR
 

Premix(2×)12
 

μL,牛血清蛋白0.5
 

μL,模板DNA
 

2
 

μL,RNase-free
 

Water
 

9
 

μL。PCR 反应均在 Bio-Rad
 

DNA
 

Engine
 

Dyad
 

PCR仪器上进行,扩增反应条件:94
 

℃预变性5
 

min;94
 

℃变性30
 

s,退火30
 

s(退火温度根据引物选

择),72
 

℃延伸30
 

s,共35个循环;72
 

℃下再延伸10
 

min。PCR产物4
 

℃保存。

PCR产物经1.4%琼脂糖凝胶电泳分析后送至上

海生工生物工程股份有限公司进行双向测序。测序结

果在NCBI(National
 

Center
 

for
 

Biotechnology
 

Infor-
mation,https://www.ncbi.nlm.nih.gov)数据库中

进行比对分析,以获取虫种信息。

5 统计学分析

应用Excel
 

2019建立数据库,采用SPSS19.0软

件进行统计学分析。率的比较采用χ2 检验,检验水准

为α=0.05。
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表
 

1 引物序列及目的基因PCR扩增产物长度
Table

 

1 Sequences
 

of
 

the
 

primers
 

and
 

amplicon
 

lengths
 

of
 

PCR
 

products
 

of
 

target
 

genes

通用/特异
性引物

物种
Species

引物对名称
Primer

 

pair
 

name

目的基因
Target

 

gene

引物名称
Primer

 

name

引物序列(5'→3')
Primers

 

sequence

产物长度
(bp)

Amplicon
 

lengths

退火温度
(℃)

Annealing
 

Temperature

参考文献
Reference

通用引物
Universal

 

primers

线形动物门
Nematode

18SRNA
 

A 18srna
NEMAF CACCCGTGAGGATTGACAG
NEMAR CGATCACGGAGGATTTTCAA

320-335 53
Cannon, et

 

al.
 

2018[5]

18SRNA
 

B 18srna
NEMBF CGTCATTGCTGCGGTTAAAA
NEMBR CCGTCCTTCGAACCTCTGAC

380-410 55
Cannon, et

 

al.
 

2018[5]

18SRNA
 

C 18srna
NEMCF AGTGGAGCATGCGGCTTAAT
NEMCR TGCAATTCCCTRTCCCAGTC

380-440 55
Cannon, et

 

al.
 

2018[5]

扁形动物门
Platyhelminthes

18SRNA
 

PLA 18srna
PLAF CAATTGGAGGGCAAGTCTGG
PLAR TGCTTTCGCWKTAGTTTGTCTG

350-550 55
Cannon, et

 

al.
 

2018[5]

绦虫纲
Taeniidae CO1

 

JP cox1
JP3 TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT
JP4.5 TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG

444 55
Bowles, et

 

al.
 

1992[6]

特异性引物
Specific

 

primers

细粒棘球绦虫
E.

 

granulosus
ND1

 

Eg nad1
Eg1F81 GTTTTTGGCTGCCGCCAGAAC

Eg1R83
AATTAATGGAAATAATAACAAACT
TAATCAACAAT

26 62
Boufana,et

 

al.
 

2013[7]

多房棘球绦虫
E.multilocularis ND1

 

Em nad1
EmF19/3 FP:TAGTTGTTGATGAAGCTTGTTG
EmR6/1 RP:ATCAACCATGAAAACACATATACAAC

207 53
Boufana,et

 

al.
 

2013[7]

石渠棘球绦虫
E.shiqucus

ND1
 

Es nad1
EsF50 FP:TTATTCTCAGTCTCGTAAGGGTCCG
EsR73 RP:CAATAACCAACTACATCAATAATT

442 60
Boufana,et

 

al.
 

2013[7]

结 果

1 蠕虫感染情况

共采集129份新鲜野生犬科动物粪便,提取DNA
后PCR扩增目的基因片段,阳性者确定为相应寄生虫

感染。4个样方中犬科动物粪便中检出的蠕虫种类及

数量如表2。47份样品检出蠕虫,检出率为36.43%。
不同虫种检出率差异具有统计学意义(χ2=133.730,

P<0.05),其中以狭首钩刺线虫(Uncinaria
 

steno-
cephala)检出率较高,为27.13%。

  有12份样品检出两种以上蠕虫,其中6份为线虫

与绦虫混合感染,有1份样品同时检出狭首钩刺线虫、
田氏带绦虫(Taenia

 

tianguangfui)及线形中殖孔绦

虫(Mesocestoides
 

lineatus)。其余均为线虫混合感

染。8对不同引物的PCR产物测序结果在NCBI数据

库中进行比对,确定野外犬科动物粪便中检出的蠕虫

种类如表3。

2 线虫感染情况

PCR扩增犬粪样品DNA中的目的基因,线虫检

出率 为 35.66%。其 中,狭 首 钩 刺 线 虫 检 出 率 为

27.13%,犬弓首蛔虫(Toxocara
 

canis)为6.98%,猪
蛔虫(Ascaris

 

suum)为3.10%,狐环体线虫(Crenoso-
ma

 

vulpis)为1.55%,有齿冠尾线虫(Stephanurus
 

dentatus)为0.78%。不同线虫的检出率差异具有统

计学意义(χ2=85.889,P<0.05)。有3份样品存在

犬弓首蛔虫与狭首钩刺线虫混合感染,3份样本存在

犬弓首蛔虫与猪蛔虫的混合感染。

3 绦虫感染情况

129份新 鲜 野 生 犬 科 动 物 粪 便 绦 虫 检 出 率 为

5.43%。其中5份样品石渠棘球绦虫(E.shiqucus)阳
性,检出率为4.65%。有5份样品存在石渠棘球绦虫

与线虫(狭首钩刺线虫、犬弓首蛔虫、狐环体线虫、有齿

冠尾线虫)的混合感染。另在1份样品存在田氏带绦

虫、线形中殖孔绦虫及狭首钩刺线虫的混合感染。

表
 

2 粪检野外犬科动物蠕虫感染情况

Table
 

2 Detection
 

rate
 

of
 

helminths
 

in
 

canine
 

feces
 

in
 

the
 

field

样方
Survey
spot

狭首钩刺线虫
Uncinaria

 

stenocephala

检查
份数
No.

阳性
份数

positve

感染率
(%)
Rate

犬弓首蛔虫
Toxocara

 

canis

检查
份数
No.

阳性
份数

positve

感染率
(%)
Rate

猪蛔虫
Ascaris

 

suum

检查
份数
No.

阳性
份数

positve

感染率
(%)
Rate

狐环体线虫
Crenosoma

 

vulpis

检查
份数
No.

阳性
份数

positve

感染率
(%)
Rate

环体线虫属
Crenosoma

 

sp.

检查
份数
No.

阳性
份数

positve

感染率
(%)
Rate

有齿冠尾线虫
Stephanurus

 

dentatus

检查
份数
No.

阳性
份数

positve

感染率
(%)
Rate

石渠棘球绦虫
E.shiqucus

检查
份数
No.

阳性
份数

positve

感染率
(%)
Rate

田氏带绦虫
Taenia

 

tianguangfui

检查
份数
No.

阳性
份数

positve

感染率
(%)
Rate

线形中殖孔绦虫
Mesocestoides

 

lineatus

检查
份数
No.

阳性
份数

positve

感染率
(%)
Rate

1 38 9 23.68 38 0 0 38 0 0 38 0 0 38 0 0 38 0 0 38 2 5.26 38 0 0 38 0 0
2 22 4 18.18 22 2 9.09 22 0 0 22 1 4.55 22 0 0 22 1 4.55 22 2 9.09 22 0 0 22 0 0
3 33 13 39.39 33 2 6.06 33 0 0 33 1 3.03 33 1 3.03 33 0 0 33 0 0 33 0 0 33 0 0
4 36 9 25 36 5 13.89 36 4 11.11 36 0 0 36 0 0 36 0 0 36 2 5.56 36 1 2.78 36 1 2.78

合计
Total 129 35 27.13 129 9 6.98 129 4 3.10 129 2 1.55 129 1 0.78 129 1 0.78 129 6 4.65 129 1 0.78 129 1 0.78
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表
 

3 野外犬科动物粪便PCR检测蠕虫感染率(%)
Table

 

3 Detection
 

of
 

helminth
 

infection
 

in
 

canine
 

feces
 

in
 

the
 

field
 

by
 

PCR
 

amplification
 

products

样品
编号
Sample

通用引物
Universal

 

primers

18SRNA
 

A 18SRNA
 

B 18SRNA
 

C 18SRNA
 

PLA CO1
 

JP

特异性引物
Specific

 

primers

ND1
 

Eg ND1
 

Em ND1
 

Es
002

 

\
  

\
 

U.s
 

99.471
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

006  
 

\
 

U.s
 

97.48.30
 

\
  

\
  

\
  

\
 

E.s
 

81.496.40
007 U.s

 

99.30 U.s
 

98.9
 

87 U.s
 

98.69.42 Taenia.sp
 

99.9
 

85 M.l
 

99.0
 

8.98  
 

\
  

\
 

008 T.c
 

100.00  
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

E.s
 

95.09.02
010

 

\
 

U.s
 

92.78.02
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

011
 

\
 

U.s
 

98.987
 

\
  

\
 

U.s
 

96.11
 

\
  

\
  

\
 

012
 

\
 

U.s
 

99.13
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

014
 

\
 

U.s
 

99.13
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

020 T.c
 

100.00 A.s
 

99.73
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

021
 

\
 

U.s
 

98.69.41
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

022
 

\
 

C.v
 

99.2
 

15
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

023
 

\
 

U.s
 

98.9
 

87
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

024
 

\
 

A.s
 

99.45
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

025 T.c
 

99.7
 

66 A.s
 

98.90
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

028 T.c
 

99.7
 

65
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

030 T.c
 

99.300 A.s
 

99.182
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

039 T.c
 

99.657
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

044
 

\
  

\
 

U.s
 

99.42
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

046
 

\
  

\
 

S.d
 

87.32
 

\
  

\
  

\
  

\
 

E.s
 

99.51
050 T.c

 

99.31 U.s
 

95.70 U.s
 

99.43
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

051
 

\
 

U.s
 

98.9
 

87 U.s
 

99.43
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

055
 

\
 

U.s
 

98.9
 

86 U.s
 

99.14
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

056
 

\
 

C.v
 

98.566
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

E.s
 

99.51
062 T.c

 

99.657 U.s
 

99.13 U.s
 

99.42
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

064
 

\
 

U.s
 

99.42
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

069
 

\
  

\
 

U.s
 

99.14
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

070
 

\
 

U.s
 

99.13
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

073
 

\
 

Crenosoma
 

sp
 

95.061
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

074
 

\
 

U.s
 

98.253
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

075 U.s
 

97.879 U.s
 

99.091 U.s
 

99.14
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

076
 

\
 

U.s
 

95.485
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

077
 

\
 

U.s
 

85.11
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

078
 

\
 

U.s
 

98.879
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

081
 

\
 

U.s
 

99.42
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

084
 

\
 

U.s
 

98.9
 

86
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

087
 

\
 

U.s
 

98.83 U.s
 

99.42
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

090 T.c
 

99.31 [〛U.s
 

99.14
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

092
 

\
 

U.s
 

99.091 U.s
 

98.9
 

85
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

093
 

\
 

U.s
 

99.394 U.s
 

99.14
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

095
 

\
 

U.s
 

99.13 U.s
 

99.42
 

\
  

\
  

\
  

\
 

E.s
 

98.80
105

 

\
 

U.s
 

99.40
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

111
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

E.s
 

100.00
112

 

\
 

U.s
 

99.12
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

116
 

\
 

U.s
 

99.14
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

117
 

\
 

U.s
 

99.40 U.s
 

99.14
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

126
 

\
 

U.s
 

99.14
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

128
 

\
 

U.s
 

98.9
 

87
 

\
  

\
  

\
  

\
  

\
  

\
 

  注:1)
 

U.s:狭首钩刺线虫;E.s:石渠棘球绦虫;M.l:线形中殖孔绦虫;T.c:犬弓首蛔虫;A.s:
 

猪蛔虫;C.v:
 

环体线虫;S.d:有齿冠尾线虫。2)
 

括号内为序列一致性。
Notes:

 

1)U.s:Uncinaria
 

stenocephala;E.s:E.shiqucus;M.l:
 

Mesocestoides
 

lineatus;T.c:
 

Toxocara
 

canis;A.s:Ascaris
 

suum;C.v:
 

Crenosoma
 

vulpis;S.d:Stephanu-
rus

 

dentatus.
 

2)Sequence
 

consistency
 

in
 

brackets.

4 不同引物对检测蠕虫感染的差异性

使用通用引物及特异性引物检测样本中蠕虫感染

情况如表4。3对线形动物门(Nematode)通用引物检

测线虫感染的检出率差异具有统计 学 意 义(χ2=

20.561,P<0.05),通用引物对18SRNA
 

B的检测效

率较高;3对引物狭首钩刺线虫、犬弓首蛔虫、猪蛔虫

检出率差异均具有统计学意义(χ2 值分别为27.969,

15.431和5.720,均P<0.05)。引物对18SRNA
 

A
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可检出犬弓首蛔虫的DNA序列,引物对18SRNA
 

B 可检出猪蛔虫的DNA序列。

表
 

4 不同引物对不同蠕虫的检出率(%)
Table

 

4 Detection
 

rate
 

of
 

different
 

prim
 

pairs
 

in
 

different
 

worm
引物对名称

Primer
 

pair
 

name
狭首钩刺线虫

Uncinaria
 

stenocephala
犬弓首蛔虫

Toxocara
 

canis
猪蛔虫

Ascaris
 

suum
狐环体线虫

Crenosoma
 

vulpis
环体线虫属

Crenosoma
 

sp.
有齿冠尾线虫

Stephanurus
 

dentatus
石渠棘球绦虫
E.shiqucus

田氏带绦虫
Taenia

 

tianguangfui
线形中殖孔绦虫

Mesocestoides
 

lineatus
合计
Total

18SRNA
 

A 1.55(2/129) 6.98(9/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 8.53(11/129)

18SRNA
 

B 23.26(30/129) 0.00(0/129) 3.10(4/129) 1.55(2/129) 0.78(1/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 28.68(37/129)

18SRNA
 

C 12.40(16/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.78(1/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 13.18(17/129)

CO1
 

JP 0.78(1/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.78(1/129) 1.55(2/129)

18SRNA
 

PLA 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.78(1/129) 0.00(0/129) 0.78(1/129)

ND1
 

Es 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 4.65(6/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 4.65(6/129)

ND1
 

Em 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129)

ND1
 

Es 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129) 0.00(0/129)

  采用扁形动物门(Platyhelminthes)通用引物检测

绦虫及吸虫感染,仅1份样品田氏带绦虫阳性,未检出

棘球绦虫;使用特异性引物检测有6份样品石渠棘球

绦虫阳性。通用引物18SRNA
 

PLA 与特异性引物

ND1
 

Es对石渠棘球绦虫的检出率差异具有统计学意

义(χ2=4.266,P<0.05),通用引物18SRNA
 

PLA对

石渠棘球绦虫的检出率较低。

讨 论

本次调查石渠县野生犬科动物粪便样品中线虫检

出率35.66%,显著高于绦虫的检出率5.43%,且线虫

中主要检出的虫种为狭首钩刺线虫,其次为犬弓首蛔

虫和猪蛔虫。检出的绦虫包括石渠棘球绦虫、田氏带

绦虫以及线形中殖孔绦虫。
狭首钩刺线虫属于线形动物门线虫纲钩口科刺属

线虫(Uncinaria
 

sp.),可寄生于猫、犬、猪、狐、狼、獾
和浣熊的小肠。其幼虫丝状蚴为感染阶段,可经皮肤

接触或经口或粘膜感染,幼虫在宿主体内移行后发育

为成虫,寄生于小肠上段吸附在肠粘膜上,以宿主的血

液、组织液及肠粘膜为食。犬科动物是其主要的宿主,
也可寄生于人体,犬感染狭首钩刺线虫可造成消化功

能紊乱、贫血甚至死亡[8]。钩虫可通过皮肤接触感染

人体,造成肠出血,缺铁性贫血及蛋白质营养不良等健

康问题[9]。2018年三江源区域首次发现犬感染狭首

钩刺线虫[8]。Martinez-Moreno等[10]对西班牙的科尔

多瓦地区进行犬寄生虫调查,结果显示所有寄生虫中

以狭首钩刺线虫的检出率最高,为33.28%[10]。在阿

尔巴尼亚的地拉那地区[11],波兰[12]、英国[13]等多个地

区的调查中犬感染狭首钩刺线虫十分常见,而在我国

青藏高原地区犬感染狭首钩刺线虫的报道尚少,其感

染情况有待进一步调查与研究。
犬弓首蛔虫属于线形动物门线虫纲弓首科弓首线

虫属(Toxocara
 

sp.),在犬科动物中的传播效率很

高[14],是世界范围内犬类动物的主要寄生虫物种之

一[15]。其虫卵广泛存在于土壤、水及食物中,发育至

含2期幼虫的虫卵具有感染性,犬科动物及人食入后

可造成直接感染,感染后虫卵在小肠中发育至幼虫继

而移行至其他组织和器官,最终回到小肠部位发育为

成虫[16]。幼犬可通过胎盘或乳汁感染犬弓首蛔虫,在
我国青海牧区藏犬寄生虫病流行病学调查中发现犬弓

首蛔虫为当地藏犬寄生虫的优势虫种[17],犬感染后会

造成消化障碍并且会随血液分散到不同的组织肌肉

中,移行过程可对机体不同组织造成损伤[18]。犬弓首

蛔虫感染人后,会对人体不同组织器官造成损伤,引起

内脏幼虫移行症、眼睛幼虫移行症和隐性弓首蛔虫

病[19]。其高危人群为儿童[15],通过控制犬及猫等家

养宠物犬弓首蛔虫感染可有效避免人类感染该寄生虫

而引起的健康损害。
猪蛔虫属于线形动物门尾感器纲蛔虫科蛔虫属

(Ascaris
 

sp.),是一种人畜共患寄生虫,可感染猪、牛
等家畜及人类,其含感染期幼虫的虫卵可通过食物或

水经口感染宿主,在宿主小肠中孵化为幼虫,继而进入

血管移行至其他组织器官,最后回到小肠部位发育为

成虫。寄生于小肠部位的成虫主要以黏膜表层物质及

肠内容物为食[20],2019年,Xie等[21]通过形态学特征

观察以及分子生物学技术在四川省发现家养犬存在猪

蛔虫感染。本次调查通过分子生物学技术检测四川省

石渠县野外犬科动物中存在猪蛔虫感染,为犬作为猪

蛔虫的宿主提供了更多的实验室证据。同时提示猪蛔

虫的防治过程中应注意犬与猪及人与猪之间的传播,
需定期检查家养犬与猪的感染情况,需要对家猪及家

犬的粪便进行无害化处理,避免用未经处理的猪粪便

作为肥料而将猪蛔虫传播给人或家犬。
石渠棘球绦虫为2005年在四川省甘孜州石渠县

新发现的一种扁形动物门绦虫纲带科棘球属绦虫(E-
chinococcus

 

sp.)[22],主要分布于青海、四川和西藏等

地。其生活史包括两种宿主,主要中间宿主为高原鼠

兔,主要终末宿主为藏狐,另外在沙狐和红狐中也有感

染的相关报道[23]。石渠棘球绦虫的幼虫在终末宿主
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体内发育至成虫,产生的虫卵随粪便排出体外污染环

境,中间宿主摄入环境中的虫卵后即可被感染,随后虫

卵在中间宿主体内发育形成微型小囊,此时若中间宿

主被终末宿主捕食则棘球绦虫的幼虫得以进入终末宿

主完成完整的生活史[23]。石渠棘球绦虫是否对人体

致病尚不清楚。
田氏带绦虫属于扁形动物门绦虫纲带绦虫科带绦

虫属(Taenia
 

sp.),为青海地区田鼠体内发现的新物

种田氏囊尾蚴的成虫,其生活史与多房棘球绦虫及石

渠棘球绦虫相近,以啮齿动物为主要的中间宿主[24]。
此前在四川省石渠县收集到的犬科动物粪便中已检出

相同的基因序列[25],证实犬科动物可作为其终末宿

主。田氏带绦虫与肥头带绦虫具有较近的亲缘关系,
而肥头带绦虫的幼虫可感染人[24],因此田氏带绦虫可

能对人具有感染性。
狭首钩刺线虫、犬弓首蛔虫、猪蛔虫等均能引起人

畜共患寄生虫病,且狭首钩刺线虫[10-13]及犬弓首蛔

虫[15]在多个地区均为犬感染的主要寄生虫物种。而

石渠棘球绦虫虽目前尚无对人致病的报道,但其在形

态特征及生活史等方面均与对人致病的多房棘球绦虫

具有相似性[23],同样田氏带绦虫也具有感染人体的可

能性[24]。这些蠕虫对犬科动物及人体健康具有较大

威胁,本次初步调查了石渠县当地野外犬科动物的蠕

虫感染情况,可为当地野外犬科动物蠕虫感染的防治

提供参考。
随着近年来生态保护观念的逐渐加强,粪便DNA

物种鉴定技术与非损伤取样技术逐渐成为寄生虫病流

行病学领域主要的研究方法[26],使用通用引物对特定

基因片段进行PCR扩增成为主要的分子物种鉴定方

法[27-28]。但同一通用引物在不同的样品中具有不同的

检测效果,本研究中扁形动物门通用引物的检测效果

相对较差,可能是由于野外犬科动物粪便DNA的组

成成分较为复杂,干扰了通用引物对带绦虫的检测能

力。为此,本研究采用了特异性引物对既往研究中发

现当地主要感染的棘球绦虫进行检测,但特异性引物

无法检测到其他的带绦虫感染,对当地犬科动物带绦

虫感染总体情况的调查带来了阻碍。因此需开发更为

敏感的带绦虫通用引物以提高对粪便中带绦虫DNA
的检测能力及物种鉴定能力。

石渠县位于青藏高原东缘,当地居民主要为游牧

民族,具有饲养犬以及外出游牧的习俗,人与犬科动物

的接触密切,且当地牧民受高原地区地理条件及人文

习惯因素影响难以对食物及水源进行彻底消毒,高发

人兽共患寄生虫感染为当地带来较大的疾病负担[29]。
本次对当地犬感染蠕虫情况进行了初步调查,结果显

示当地野生犬科动物蠕虫检出率相对较高,提示石渠

县应加强对犬科动物中狭首钩刺线虫、犬弓首蛔虫、石
渠棘球绦虫等蠕虫感染的防控。此外扁形动物门通用

引物对带绦虫的检测效率相对较差,需要开发高效的

带绦虫属通用引物以提高带绦虫属PCR检测技术的

敏感性。
致谢:感谢四川省疾控中心、甘孜疾控中心和石渠

县疾控中心在现场调查工作中提供的帮助和支持。
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