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摘　要：通过检查东海区２８３尾野生黄鳍东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｘａｎｔｈｏｐｔｅｒｕｓ）样本，发现具有河毒素的黄鳍东方
也受到线虫的感染。１１月份黄鳍东方体内异尖线虫感染情况最严重。通过形态学特征和线粒体 ＤＮＡ
鉴定，黄鳍东方组织内寄生的线虫为派氏异尖线虫（Ａｎｉｓａｋｉｓｐｅｇｒｅｆｆｉｉ）。免疫组学分析发现异尖线虫体内含
有河毒素，进一步的高效液相色谱质谱检测结果显示异尖线虫体内河毒素含量为４２５ｎｇ／ｇ，这是首次发
现寄生在东方体内的线虫具有河毒素。
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　　派氏异尖线虫（Ａｎｉｓａｋｉｓｐｅｇｒｅｆｆｉｉ）感染鱼类的
情况较为严重，各海域多种鱼类体内均有发现。

在意大利市场上鲱鱼（Ｃｌｕｐｅａｐａｌｌａｓｉ）、印度阿拉
伯海区灯笼鱼（Ｍｙｃｔｏｐｈｉｄｓ）和日本海域捕获的鲐
鱼（Ｓｃｏｍｂｅｒｊａｐｏｎｉｃｕｓ）体内均出现异尖线虫高度
感染现象［１３］。我国东海、黄海和渤海鱼类寄生

的异尖线虫分子鉴定主要是派氏异尖线虫，占总

数的９８％以上，为该海域的优势种［４］；南海鱼类

寄生的异尖线虫与其他海域明显不同，其优势种

为典型异尖线虫（Ａ．ｔｙｐｉｃａ）。多种海洋经济鱼类
也发现受到不同程度的异尖线虫感染，如带鱼

（Ｔｒｉｃｈｉｕｒｕｓｌｅｐｔｕｒｕｓ）体内线虫感染率为 ７１％、小
黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｐｏｌｙａｃｔｉｓ）线虫感染率为９４％、
蓝圆

*

（Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓｍａｒｕａｄｓｉ）线虫感染率为
１００％［５６］。国内外报道异尖线虫寄生的鱼类宿

主已有２４９种［７］。

东方是近海常见的鱼类，其体内积累可致

命的河毒素（Ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ），食用河导致
河毒素中毒死亡事件时有发生［８９］。海区有毒

的东方是否也会受异尖线虫的感染呢？在

毒动物红色斑点蝾螈（Ｎｏｔｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ）肠

道内也发现线虫、吸虫和绦虫等寄生，免疫组织

化学染色发现，线虫、吸虫和绦虫等寄生虫含河

毒素［１０］，但其未鉴定寄生虫具体种属。在日本

海域的星点东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｎｉｐｈｏｂｌｅｓ）鳃部寄生
桡足类山口绦刺鱼蚤（Ｔａｅｎｉａｃａｎｔｈｕｓｓｐ）和河拟
鱼虱（Ｐｓｅｕｄｏｃａｌｉｇｕｓｆｕｇｕ），寄生虫中 ＴＴＸ量分别
为５９μｇ／ｇ和７４μｇ／ｇ［１１］。为了了解野生东方
是否能寄生线虫情况，以及寄生的线虫是否累积

河毒素，调查了东海区常见东方鱼类黄鳍东

方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｘａｎｔｈｏｐｔｅｒｕｓ）的线虫寄生情况以及
线虫累积河毒素的情况。

１　材料与方法

１．１　样品采集
野生黄鳍东方采自泥城水产品市场，系当

地渔民捕自东海海区。清洗黄鳍东方体表黏

液后，放在消毒后白色瓷托盘内，用剪刀剪开腹

腔，查找和观察各组织线虫寄生情况，然后用镊

子夹出线虫，用生理盐水冲洗去除黏附于虫体的

组织碎片及黏稠物，放入 ２ｍＬ离心管中，并用
７５％乙醇脱水保存，固定备用。
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１．２　黄鳍东方体内寄生线虫物种鉴定
１．２．１　扫描电镜（ＳＥＭ）观察

将线虫标本用０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗３次，每次
２０ｍｉｎ，２．５％磷酸戊二醛溶液固定３ｈ，０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ清洗３次，每次２０ｍｉｎ，清洗过后采用逐级酒
精脱水，３０％乙醇、５０％乙醇、７０％乙醇、９０％乙醇
和无水乙醇，各级酒精梯度脱水时间为２０ｍｉｎ，将
处理后的线虫样品置于超净工作台干燥过夜，接

着利用导电胶将线虫样品固定在扫描电镜样品

台，喷金之后扫描电镜观察，加速电压６ｋＶ［１２］。
１．２．２　分子鉴定线虫物种

选取野生黄鳍东方体内的异尖线虫，将单

条线虫放入２ｍＬ离心管中，管中加入５００ｍＬ组
织裂解液，加２０μＬ的２０ｍｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ，简短
混匀后置于５６℃水浴锅过夜，组织裂解完全后，
使用海洋动物组织ＤＮＡ提取试剂盒（天根）提取
线虫ＤＮＡ。线虫线粒体基因引物序列，上游线虫
ＣＯⅠ引物为 ＴＴＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＣＡＣＡＡＲＧＡＹＡＴＹ
ＧＧ， 下 游 线 虫 ＣＯ Ⅰ 引 物 为

ＣＡＣＣＴＣＡＧＧＧＴＧＴＣＣＧＡＡＲＡＡＹＣＡＲＡＡ，引物设
计参照文献［１３］。ＰＣＲ总体积为５０μＬ，２×Ｔａｑ
ＰＣＲＭｉｘ２５μＬ，模板ＤＮＡ２．５μＬ，上下游引物各
２．５μＬ，无菌水 １７．５μＬ。反应程序为 ９５℃ ５
ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３２个循
环；７２℃ １０ｍｉｎ；保持４℃。配制１％琼脂糖凝
胶，电泳检测，切割纯化７００ｂｐ条带送生工生物
有限公司测序，序列在 ＮＣＢＩ上使用 Ｂｌａｓｔ比对，
相似性高于９５％以上物种。从 ＧｅｎＢａｎｋ下载 ８
种线虫的 ＣＯⅠ序列，与本实验获得的线虫序列
进行种系发育分析。

１．３　黄鳍东方体内寄生线虫ＴＴＸ检测
１．３．１　免疫组织检测

经过４％ＰＦＡ过夜固定的线虫，通过７０％乙

醇，８０％乙醇、９０％乙醇和２次无水乙醇各１ｈ的
梯度脱水后，用ｌｅｍｏｎｓｏｌ透明组织１５ｍｉｎ，浸泡替
换３次，肉眼观察组织透明情况。将透明处理后
的组织放入组织包埋框，置于６５℃的液体石蜡
中浸蜡２ｈ，再换包埋框浸蜡２ｈ，组织包埋好后，
切片６μｍ，３７℃烘干过夜，脱蜡切片与抗ＴＴＸ多
克隆抗体（ＡｎｔｉＴｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ
ＤＰＡＢＤＣ４８１５，ＣＤＣｒｅａｔｉｖｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）一起孵
育［１４］，然后与荧光标记的二抗（ＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔ
ＩｇＧｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ．ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８）标记绿
色荧光，使用共聚焦显微镜 （ＣｏｎｆｏｃａｌＬａｓｅｒ
ＳｃａｎｎｉｎｇＭｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）观察拍照。
１．３．２　高效液相质谱联用检测

分别取２ｇ线虫或５ｇ黄鳍东方组织，加入
１０ｍＬ的０．１％乙酸溶液提取ＴＴＸ，用水浴锅煮沸
１０ｍｉｎ后，冷却至室温后，配平离心管，在１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取上清液，使用旋蒸仪将上
清液浓缩定容至１０ｍＬ［１５］。加１ｍＬ旋蒸液到超
滤管中，４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取出过滤液用
注射器过０．２２μｍ滤膜后，移１５０μＬ过滤液至
液相小瓶内的中心小管，收集的提取液用于 ＬＣ
ＭＳ／ＭＳ检测［１６］。

２　结果

２．１　黄鳍东方组织内线虫感染情况
对２０１８年１月至２０１８年１２月每月中旬采

集的野生黄鳍东方体内异尖线虫感染情况做

周年调查，每月都有发现异尖线虫感染情况，其

中５５尾检出有异尖线虫，检出率为１９％，１１月是
异尖线虫感染的高发期，感染率可达到３３％，感
染最严重黄鳍东方体内寄生了 １０５条异尖线
虫，见表１。

表１　２０１８年东海区黄鳍东方体内线虫感染情况统计表
Ｔａｂ．１　ＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｎｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆＡｎｉｓａｋｉｓｉｎＴ．ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒｕｓｏｆｔｈｅＥａｓｔＣｈｉｎａＳｅａｉｎ２０１８

样本材料

Ｓａｍｐｌｅｍａｔｅｒｉａｌ
１月
Ｊａｎ

２月
Ｆｅｂ

３月
Ｍａｒ

４月
Ａｐｒ

５月
Ｍａｙ

６月
Ｊｕｎ

７月
Ｊｕｌｙ

８月
Ａｕｇ

９月
Ｓｅｐ

１０月
Ｏｃｔ

１１月
Ｎｏｖ

１２月
Ｄｅｃ

黄鳍东方

Ｔ．ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒｕｓｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ／尾 １８ ２３ １７ ３６ ２２ ２０ １５ ２８ ２１ ２１ ３０ ３２

感染线虫的黄鳍东方

Ｔ．ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ／尾 ３ ４ ３ ７ ５ ６ ３ ４ １ ２ １０ ７

异尖线虫

Ａｎｉｓａｋｉｓ／条 ６ １０ ９ １２ １０ ６ １５ １３ ２ １３ １３５ ２２

线虫每月感染率

ＭｏｎｔｈｌｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＡｎｉｓａｋｉｓ／％ １７ １７ １７ １９ ２３ ３０ ２０ １４ ４ １１ ３３ ２２

６８５
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　　异尖线虫寄生于黄鳍东方肝脏３３尾、肠
道１２尾、卵巢６尾、精巢４尾。黄鳍东方感染
最高的组织是肝脏，在５５尾被异尖线虫感染的
黄鳍东方中，肝脏感染了 ３３尾，构成比为
６０％，见表２。黄鳍东方肝脏、肠道、精巢内寄

生较多异尖线虫，卵巢较少，心脏、肾脏、鱼鳃和

胃部等异尖线虫感染率则为零。各组织平均异

尖线虫感染强度为肠道感染３条、肝脏感染３条、
卵巢感染１条、精巢感染２８条。

表２　异尖线虫感染部位及感染强度
Ｔａｂ．２　ＩｎｆｅｃｔｅｄｐａｒｔｓａｎｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＡｎｉｓａｋｉｓｓｐｐ

黄鳍东方组织

ＴｉｓｓｕｅｏｆＴ．ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒｕｓ
构成比

Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｒａｔｉｏ／％
平均感染强度

Ａｖｅｒａｇｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙ／条
范围

Ｒｓｎｇｅ／条
肠系膜Ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ２１．８２ ３ １～５
肝脏Ｌｉｖｅｒ ６０．００ ３ １～６
卵巢Ｏｖａｒｙ １０．９１ １ １
精巢Ｔｅｓｔｉｓ ７．２７ ２８ １～１０５

　　黄鳍东方感染异尖线虫的症状，表现为明
显的弥漫性肠系膜增厚，主要为黏膜下水肿，厚

度达１．８ｍｍ，并伴有肠壁腹水（图版Ⅰ２），异尖
线虫聚集贯穿于精巢组织内部和存活于卵巢组

织膜外 （图版Ⅰ４），对比肝脏检查结果，可见肝
脏组织黏膜下水肿突出的褶皱，轻微的腹围脂肪

胶合（图版Ⅰ６）。
２．２　黄鳍东方体内寄生线虫物种鉴定
２．２．１　线虫外部形态结构

线虫形态特征为静态卷曲（图版Ⅱ１），虫体
粗壮，体色透明，活体时做波浪线运动，行为较为

活跃。形态学观察显示线虫生殖腺没有发育，尾

部比较短，只有顶端的尾突（图版Ⅱ３，６）。异尖
线虫物种鉴定取决于是否存在具有黏膜的圆形

尾部（图版Ⅱ）。角质层横向横纹（图版Ⅱ５），尾
巴不规则地起皱。食道位于前部肌肉和后部腺

体，在活幼虫中明显可见（图版Ⅱ２）。虫体体壁
厚且长，有角质层牙（图版Ⅱ２）。无胃盲囊和肠
盲囊，胃较大且呈圆锥形（图版Ⅱ４）。由此可以
判断本次所采集线虫标本是异尖属线虫。

２．２．２　黄鳍东方体内寄生线虫的分子鉴定
野生黄鳍东方寄生线虫从外形上看为同

一种线虫，随机提取１０条线虫的 ＤＮＡ进行扩增
ＣＯⅠ测序分析。将扩增产物经 ＢＬＡＳＴ在线比
对，１０条与派氏异尖线虫 ＣＯⅠ基因（登录号为
ＬＣ２２２４６１．１）同源性为９５％～９８％。ＧｅｎＢａｎｋ数
据库已公布的８种线虫 ＣＯⅠ线粒体基因序列包
括：典型异尖线虫、简单异尖线虫（Ａ．ｓｉｍｐｌｅｘ）、派
氏异尖线虫、抹香鲸异尖线虫（Ａ．ｐｈｙｓｅｔｅｒｉｓ）、盲囊
线虫（Ｃｏｎｔｒａｃａｅｃｕｍｍｕｒａｅｎｅｓｏｘｉ）、内弯宫脂线虫
（Ｈｙｓｔｅｒｏｔｈｙｌａｃｉｕｍ ａｄｕｎｃｕｍ）、带鱼针晶蛔线虫

（Ｒａｐｈｉｄａｓｃａｒｉｓｔｒｉｃｈｉｕｒｉｄ）和小抹香鲸异尖线虫
（Ａ．ｐａｇｇｉａｅ）。利用ＣＯⅠ序列数据和参考物种的
序列通过ＭＥＧＡ６软件采用 ＮＪ法构建系统进化
树，黄鳍东方组织内寄生线虫 Ｓ１～Ｓ１０基因序
列结果见图１，同派氏异尖线虫ＣＯⅠ基因的亲缘
关系较近。

２．３　线虫体内ＴＴＸ检测
２．３．１　线虫ＴＴＸ免疫原位表达

使用ＴＴＸ特异性单克隆抗体，将标记特异性
绿色荧光信号用于免疫组化检测，发现 ＴＴＸ在整
个线虫几乎都有分布，最主要分布在异尖线虫体

壁，体腔中的ＴＴＸ主要在胚层之间（图版Ⅲ）。
２．３．２　线虫体内ＴＴＸ高效液相质谱联用

根据ＬＣＭＳ／ＭＳ检测结果，在正电喷雾模式
下，样品在ＭＲＭ模式下检测碎片离子为３２０．１／
１６２．０。线虫样品有与标准品ＴＴＸ相同的出峰时
间为１．９９ｍｉｎ。根据不同浓度１ｎｇ／ｍＬＴＴＸ、１０
ｎｇ／ｍＬＴＴＸ、２５ｎｇ／ｍＬＴＴＸ、５０ｎｇ／ｍＬＴＴＸ、１００
ｎｇ／ｍＬＴＴＸ得出河毒素标准品曲线，ＴＴＸ的标
准曲线为 Ｙ＝７８２Ｘ－８．２６（图２ａ和 ｂ），Ｒ２值为
０．９９６７，在１００ｎｇ／ｍＬ的浓度范围内对ＴＴＸ的对
数浓度显示出良好的线性。异尖线虫河毒素

含量为４２５ｎｇ／ｇ（图２ｃ）。根据标准品的出峰时
间，在３０２离子峰和１６１离子碎片的峰图确定河
毒素。野生黄鳍东方肝脏中的 ＴＴＸ浓度测
定为 １７０７ｎｇ／ｇ（图２ｄ）、肠道中的 ＴＴＸ浓度为
２９ｎｇ／ｇ、精巢中的ＴＴＸ浓度为２２ｎｇ／ｇ、卵巢中的
ＴＴＸ浓度为５２７０ｎｇ／ｇ。异尖线虫寄生在野生黄
鳍东方组织内的 ＴＴＸ含量高于黄鳍东方肠
道和精巢中ＴＴＸ含量。
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图１　黄鳍东方体内寄生线虫ＣＯⅠ基因的聚类分析
Ｆｉｇ．１　ＣｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＯⅠｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＡｎｉｓａｋｉｓｓｐｐｉｎＴ．ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒｕｓ

图２　ＬＣＭＳ／ＭＳ检测异尖线虫和黄鳍东方肝脏中ＴＴＸ图谱
Ｆｉｇ．２　ＬＣＭＳ／ＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＡｎｉｓａｋｉｓｓｐｐａｎｄｆｒｏｍｌｉｖｅｒｏｆＴ．ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒｕｓ
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３　讨论

３．１　黄鳍东方寄生异尖线虫感染情况分析
经统计发现，在东海区黄鳍东方体内共计

采集到２５３条派氏异尖线虫。在所调查的２８３尾
黄鳍东方中，各季黄鳍东方异尖线虫感染率

的差异较大，冬季黄鳍东方的感染率较高，感

染强度最高的是在１１月份，雄性黄鳍东方体
内共检出 １０５条派氏异尖线虫。异尖线虫广泛
寄生在海洋经济鱼类如凤尾鱼 （Ｅｎｇｒａｕｌｉｓ
ｅｎｃｒａｓｉｃｈｏｌｕｓ）、澳洲鲭（Ｓａｒｄａｓａｒｄａ）、沙丁鱼
（Ｓａｒｄｉｎａｐｉｌｃｈａｒｄｕｓ）和大西洋竹荚鱼（Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ
ｔｒａｃｈｕｒｕｓ）［１７］。海洋鱼类感染异尖线虫报道中异
尖线虫病与吃生鱼片密切相关。严重时可引发

消化道出血、溃烂、肠壁增厚、肠阻塞甚至肠坏

死［１８］。本研究发现派氏异尖线虫在肠系膜、卵

巢、精巢和肝脏寄生，而在肌肉组织中没有发现

寄生的派氏异尖线虫，食用黄鳍东方鱼肉也相

对不容易引起异尖线虫的感染。

３．２　黄鳍东方组织内分离的线虫物种鉴定
异尖线虫物种鉴定取决于是否存在具有黏

膜的圆形尾部［１９］。本文异尖线虫形态有角质层

牙和横向横纹，尾巴不规则地起皱，食道的漏斗

形特征也符合文献中异尖线虫形态学分类描

述［２０］。利用形态和分子相结合的方法，已在几种

鱼类中开展了寄生异尖线虫的鉴定，鉴定出厦门

宫脂线虫（Ｈｙｓｔｅｒｏｔｈｙｌａｃｉｕｍａｍｏｙｅｎｓｅ）、带鱼针蛔
线虫 （Ｒａｐｈｉｄｓａｓｃａｒｉｓｔｒｉｃｈｉｕｒｉ）［２１］。本研究对从黄
鳍东方体内分离的线虫 ＤＮＡ测序结果经比对
和聚类分析后，发现其与派氏异尖线虫最为接

近，结合形态特征，可以确定所分离的线虫为派

氏异尖线虫。已有报道派氏异尖线虫分布在日

本海到东海的鱼类中，东海区黄鳍东方感染的

优势种即为派氏异尖线虫［３］。

３．３　黄鳍东方寄生线虫含河毒素
本研究所采集的东海区野生黄鳍东方，其

体内寄生的派氏异尖线虫通过质谱和免疫组化

检测，发现含有河毒素。高效液相质谱方法是
目前检测河毒素最可靠方法［２２］，荧光免疫组化

显示，ＴＴＸ在派氏异尖线虫各部位均有分布，在
线虫肌肉细胞分布最多，这是首次发现派氏异尖

线虫体内具有 ＴＴＸ。派氏异尖线虫体内的 ＴＴＸ
含量达到４２５ｎｇ／ｇ，虽然低于黄鳍东方肝脏和

卵巢中ＴＴＸ含量，却超过肠道和精巢中的ＴＴＸ含
量，表明派氏异尖线虫具有累积 ＴＴＸ的能力，而
且派氏异尖线虫能寄生在黄鳍东方 ＴＴＸ含量
很高的肝脏和卵巢组织中，表明派氏异尖线虫具

有很强的耐受ＴＴＸ的能力。目前只有报道线虫、
吸虫、绦虫、山口绦刺鱼蚤和河拟鱼虱等少数

几种寄生生物含有 ＴＴＸ［１０１１］。派氏异尖线虫耐
受ＴＴＸ的机制，需要今后进一步研究。

综上所述，本研究首次发现东海区野生黄鳍

东方组织内寄生的派氏异尖线虫含 ＴＴＸ，表明
派氏异尖线虫具有耐受ＴＴＸ的能力。
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