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２０１６—２０１７ 年 ＲＴ－ＰＣＲ 监测湘江长沙综合
枢纽工程库区洲滩水体表面日本血吸虫尾蚴
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摘要：　 目的　 监测湘江长沙综合枢纽工程库区洲滩水体表面日本血吸虫尾蚴，为库区血吸虫感染预警工作提供科学依

据。 　 方法　 按照方案要求在 ２０１６ 年与 ２０１７ 年的 ５ 月和 １０ 月先后进行了 ４ 次监测，监测设空白对照，实验对照和标准

对照。 对采集的监测样本和对照样本进行过滤和洗涤等前处理后行 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增日本血吸虫 ＳｊＲ２ 基因特异性片段。 　
结果　 试验设定的空白对照，实验对照和标准对照结果符合预期结果，基因扩增所设阴阳对照成立，各监测点样本结果阴

性。 　 结论　 基本确定湘江长沙综合枢纽工程运行后库区洲滩水体没有血吸虫尾蚴的存在。 但考虑到监测工作的局限

性，建议持续对该水域进行血吸虫尾蚴监测。
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　 　 血吸虫病是经疫水传播的一种寄生虫病，流行于

长江流域及以南的 １２ 个省份。 该寄生虫病曾严重危

害人民身体健康和阻碍社会经济发展，是十分重要的

公共卫生问题。 经过几十年的不懈努力，防治成果举

世瞩目。 至 ２０１５ 年，全国所有血吸虫病流行县都已经

达到传播控制标准［１］。 但血吸虫生活史复杂，流行因

素尚未完全消除，疫情易发生反弹，因此应该加强监测

和风险预警以巩固防治成果。 水体尾蚴的监测是疫水

监测和预警工作的重要组成部分，对水体表面尾蚴进

行定性和定量检测是确定水体感染性的直接依据［２］。
为评估湘江长沙枢纽工程对库区血吸虫病流行的影

响，本研究组对库区洲滩水体表面血吸虫尾蚴进行检

测，为该地区血吸虫病传播风险监测提供科学依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂与仪器 　 日本血吸虫核酸检测试剂盒（湖
南圣湘生物科技有限公司产品）、多联不锈钢过滤系

统，微孔滤膜规格 Ф４７ μｍ×０􀆰 ４５ μｍ（广东环凯微生物

科技有限公司）、日立高速冷冻离心机 ＣＲ２２Ｇ、Ｒｏｃｈｅ
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ 荧光实时定量 ＰＣＲ 仪器、磁珠法全自

动核酸提取仪及配套试剂（西安天隆科技有限公司）。
１􀆰 ２　 阳性钉螺　 由湖南省血吸虫病防治所提供。
１􀆰 ３　 方法　 对照设置及样本采集：监测设空白对照、
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实验对照、标准对照。 空白对照为湘江长沙段历年无

钉螺水域的河水。 实验对照是在待测洲滩处放置 １ 口

长宽各 ５０ ｃｍ 的透明玻璃缸，取待测水域河水注入玻

璃缸，待上层水澄清后缓缓放入阳性钉螺 ５ 只，静置

３ ｈ后的缸内水样为实验对照。 标准对照是取用一定

数量的血吸虫尾蚴进行实验。 监测点样本的采集方法

是由采样人员做好基本防护后采用玻璃烧杯舀取水体

表面水 ５ Ｌ。 每监测点每次采水样 ３ 份，每份水样采样

时间间隔 １ ｈ。 每次监测设空白对照 １ 个，标准对照 １
个，每监测点每次设实验对照 １ 个。

样本前处理：空白对照，实验对照和待测水样经过

多联不锈钢过滤系统过滤后，取滤纸片放入含 ３０ ｍｌ
纯水的尖底离心管中，充分浸泡和漂洗。 用镊子将滤

纸旋转并挤干水分后丢弃。 离心管放入高速冷冻离心

机 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，弃上清。 再次注入纯水

３０ ｍｌ并充分混匀，５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，弃上清。
重复上述步骤 ２ 次，保留沉渣约 １ ｍｌ 用于核酸提取。

核酸提取及扩增检测方法：核酸提取采用西安天

隆科技有限公司生产的全自动核酸提取仪及其配套试

剂，ＲＴ－ＰＣＲ 检测采用湖南圣湘生物科技有限公司生

产的日本血吸虫核酸检测试剂盒（ＰＣＲ－荧光探针法）
和 Ｒｏｃｈｅ ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ 荧光实时定量 ＰＣＲ 仪。 具体

方法如下：取标本前处理沉渣于 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中，
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ３ ｍｉｎ。 用移液器吸取上清 ８００ μｌ
丢弃，然后将剩余约 ２００ μｌ 液体加入全自动核酸提取

试剂模块中提取核酸。 取核酸 ２０ μｌ 加入按试剂盒说

明书配置的扩增体系 ３０ μｌ 上机扩增。 扩增反应变性
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和退火与延伸温度、时间及荧光收集步骤按试剂盒说

明书设定。

２　 结　 果

２􀆰 １　 监测点的确定　 监测点为课题组根据水流速度

和洲滩是否适合钉螺滋生为依据进行设定。 以水流速

度相对缓慢且有钉螺滋生或人畜活动频繁的地方为监

测点，监测点的具体位置如图 １ 所示。 监测点每年在

丰水期和枯水期各监测 １ 次，即 ４—５ 月和 ９—１０ 月进

行 ２ 次监测采样，具体采样日期根据天气、气温、光照、
风速以及水位情况综合确定。 在水体采样的同时进行

哨鼠水体感染性试验，具体试验方法见本课题组已发

表论文［３］。

图 １　 监测点和对照在地图上的位置

２􀆰 ２　 检测结果 　 ２０１６—２０１７ 年共进行 ４ 次监测，每
次监测 ５ 个点。 湘江长沙综合枢纽工程下游 ２ 个监测

点，为新康外滩和乔口渡口。 上游 ３ 个监测点，分别是

白沙汽渡（东岸）、莲湖外滩和傅家洲。 监测样和各对

照 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果见表 １。
表 １　 ２０１６—２０１７ 年 ＲＴ－ＰＣＲ 监测湘江长沙综合枢纽工程库区

洲滩水体表面日本血吸虫尾蚴结果

年度 监测次数 样本类型（ｎ） 结果　 　

２０１６ 年 第 １ 次 监测水样（１５） 全部阴性（－）
空白对照（１） 阴性（－）
实验对照（５） 全部阳性（＋）
标准对照（１） 阳性（＋）

第 ２ 次 监测水样（１５） 全部阴性（－）
空白对照（１） 阴性（－）
实验对照（５） 全部阳性（＋）
标准对照（１） 阳性（＋）

２０１７ 年 第 １ 次 监测水样（１５） 全部阴性（－）
空白对照（１） 阴性（－）
实验对照（５） 全部阳性（＋）
标准对照（１） 阳性（＋）

第 ２ 次 监测水样（１５） 全部阴性（－）
空白对照（１） 阴性（－）
实验对照（５） 全部阳性（＋）
标准对照（１） 阳性（＋）

　 　 注：①２０１６—２０１７ 年共进行 ４ 次监测，每次所采监测水样、空白对

照、实验对照、标准对照进行一个批次核酸检测，试剂盒提供的阴阳性

对照均成立。 ②标准对照是在空白对照内加入 ３ 条尾蚴后与监测水

样、空白对照、实验对照一同处理。

３　 讨　 论

检测水体中血吸虫尾蚴是疫水监测和预警工作的

重要组成部分。 确定水体中是否含有血吸虫尾蚴是确

定水体是否具有感染性的直接指标［２］。 为快速和高

效检测重点水域水体表面是否含有血吸虫尾蚴，国内

外众多学者对检测方法不断地革新，力求敏感、简便和

快速。
动物试验（哨鼠或哨兔），操作复杂，费用较高，敏

感性较低。 动物需饲养月余后剖杀，因此预警相对滞

后。 尾蚴感染力受逸出时龄和外界环境的影响较大。
叶红专等［４］ 比较流动和静态水体尾蚴感染率结果时

显示，在 ２５ ｃｍ×２５ ｃｍ（０􀆰 ０６２５ ｍ２）的测试框内放置平

均 ６５􀆰 ６ 条尾蚴，水温 ２６ ，水流速度 ０􀆰 ５３ ｍ ／ ｓ 时，哨鼠

死亡率高达 ２５％，而感染率却低至 １􀆰 １１％。 因此，在
传染源控制和钉螺查灭等综合防控措施多元开展的今

天，动物试验监测水体尾蚴需要改变。
检获水体表面尾蚴进行形态学识别的方法效率较

低，对技术人员要求较高，不易推广。 １９９０ 年湖北省

潜江市血防机构［５］ 对沟渠水面血吸虫尾蚴分布进行

探讨时采用了尼龙绢粘取的办法，该研究结果显示每

１０ ｍ２ 水面可粘取尾蚴 １􀆰 ３７ 条。 蔡士椿等［６］ 在 １９９６
年发表文章称建立了 Ｃ－６ 膜粘蚴法检获血吸虫尾蚴

率为 ４０％左右。 湖南省血防所阳桂芬等［７］ 进行尼龙

网袋捞蚴的阳性率为 １６％ ～ ３３％，而 Ｃ－６ 膜粘蚴法的

阳性检出率为 ３􀆰 ３３％，即尼龙网袋捞蚴阳性检出率是

Ｃ－６ 膜粘蚴法的 ５～１０ 倍，但阳性检出率却依然较低。
无论捞蚴还是粘取血吸虫尾蚴，都存在一个不可避免

的难题是尾蚴的识别。
在分子生物学飞速发展的今天，利用分子生物学

检测技术检测水体尾蚴顺势而出。 Ｈｕｎｇ 等［８］ 和王本

敬等［９］分别建立 ＲＴ－ＰＣＲ 检测血吸虫尾蚴，并证明了

该法检测血吸虫尾蚴的最低检测限是 １ 条尾蚴。 本研

究为排除改水系生物多样性的影响，以在历年从未检

获钉螺区域的水体采集样本作为空白对照，为排除气

温、水温、天气和水质等因素的影响设立了实验对照，
为排除所采水样检测前的样本处理程序的影响采用实

验对照和标准对照加以控制，采用试剂盒提供的阴阳

性对照控制核酸提取和扩增过程。 此次实验过程中所

设立的各种对照成立，水体监测样本检测结果均为阴

性，同时开展的哨鼠感染性试验结果亦显示未发现感

染的哨鼠。
此次监测方案的制定虽尽可能地考虑到排除一些

因素的影响，尽可能地保证监测结果的可靠，但仍然存

在以下局限性。 第一，虽然在岸边同等条件下设立了
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