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 中文摘要  

华支睾吸虫 RPA 可视化检测方法的建立与初步应用 

华支睾吸虫，又名肝吸虫，是一种危害严重的人兽共患病原，成虫寄生于

宿主的肝胆管及胆囊中，引起多种肝胆疾病，严重感染者甚至会导致死亡。世

界卫生组织于 2009 年将其列为 Ⅰ 类生物性致癌因子。目前全球约有 1500 万人

感染患病，2015 年公布的我国第三次人体重点寄生虫病现状调查结果显示，

我国居民感染人数约为 600 万人。鉴于华支睾吸虫病广泛的危害性，对该病的

及时检测和精准医疗具有重要公共卫生意义。 

目前诊断华支睾吸虫感染的“金标准”是病原学粪便虫卵检测，但该方法检

测难度较高，极易出现漏诊、误诊的问题。因此，临床亟需建立更加高效、准

确的华支睾吸虫病检测方法。分子生物学检测具有较高的特异性和敏感性，但

目前常用的PCR、qPCR等方法存在检测操作繁琐、耗时长等缺点。重组酶聚

合酶扩增技术（Recombinase Polymerase Amplification，RPA）作为一种新兴

的恒温分子诊断方法，已在多个领域广泛应用，其优势在于能够在恒温条件下

进行扩增，耗时短，易于操作，同时具有较高的灵敏性及特异性，因此有望为

华支睾吸虫病的防控提供新的检测方法和技术支持。 

本研究基于重组酶聚合酶扩增技术，分别与荧光探针及侧向流动层析试纸

条结合，建立了针对华支睾吸虫的可视化检测方法。具体内容如下： 

1．华支睾吸虫荧光RPA（Exo-RPA）检测方法的建立。通过序列对比，

筛选出华支睾吸虫特异性线粒体基因Unit R6 为靶标基因设计引物和探针，建

立Exo-RPA反应体系，优化反应条件。用所建立的方法检测不同发育阶段的华

支睾吸虫，并对其特异性和灵敏度评估。结果表明，Exo-RPA方法能够在 39℃

条件下 20 min内实现对华支睾吸虫成虫、囊蚴及虫卵的快速检测，通过绘制

实时荧光曲线实现结果判读；该方法与东方次睾吸虫、肝片吸虫、亚洲带绦虫、

猪带绦虫、牛带绦虫、隐孢子虫均无交叉反应，特异性良好；对华支睾吸虫基

因组DNA的最低检测限为 10 fg/μL，对含有目的片段的重组质粒的最低检测限

为 102 copies/μL。 
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2．华支睾吸虫侧向流动层析试纸条RPA（LFD-RPA）检测方法的建立。

为简化操作流程，便于基层应用，本研究进一步建立并优化了LFD-RPA反应

体系，筛选出华支睾吸虫特异性线粒体基因COX1 为靶标基因设计引物和探针，

同样对所建立方法进行华支睾吸虫不同发育阶段的检测、特异性验证和灵敏度

评估。结果表明，所建立的LFD-RPA方法能够在 39℃下 20 min内实现华支睾

吸虫DNA的快速扩增，5 min内完成对试纸条的结果判读；该方法与东方次睾

吸虫、肝片吸虫、亚洲带绦虫、猪带绦虫、牛带绦虫、隐孢子虫均无交叉反应，

特异性良好；对华支睾吸虫基因组DNA的最低检测限为 100 fg/μL，对含有目

的片段的重组质粒的最低检测限为 10 3 copies/μL。 

3. 华支睾吸虫Exo-RPA、LFD-RPA的初步应用。首先对人工污染的鱼肉样

品和粪便样品分别用所建立的Exo-RPA和LFD-RPA方法进行检测，结果表明

Exo-RPA的最低检出限为 1 囊蚴/克鱼肉、1 虫卵/克粪便，LFD-RPA的最低检

出限为 1 囊蚴/克鱼肉、2 虫卵/克粪便，均优于“金标准”。随后应用Exo-RPA、

LFD-RPA、PCR和镜检方法对华支睾吸虫病流行区的 50 份鱼肉样品和 50 份人

粪便样品进行检测，并将检测结果联合比对分析，Exo-RPA、LFD-RPA两种方

法检测鱼肉样品的阳性率均为 68%（34/50），检测粪便样品的阳性率均为 44%

（22/50），所建立的两种方法能够准确检测出临床样品中的华支睾吸虫。 

综上，本研究建立了华支睾吸虫Exo-RPA和LFD-RPA两种检测方法，并对

两种方法的初步应用进行了评价。所建立的两种方法均具有良好的特异性和敏

感性，能够实现对华支睾吸虫病原的快速可视化检测，为华支睾吸虫现场诊断

及防控提供技术支持。 
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中英文缩写对照表 

英文缩写 英文全称 中文全称 

bp Base pair 碱基对 

ddH2O Double distilled water 双蒸水 

RPA  Recombinase polymerase amplification  重组酶聚合酶扩增技术 

Exo  Exonuclease III 核酸外切酶 III 
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FAM  Carboxy fluorescein 羧基荧光素  

THF Tetrahydrofuran 四氢呋喃 

BHQ Black hole quencher 黑洞猝灭剂 

EPG Egg per gram 每克粪便虫卵数 

MPG Metacercaria per gram 每克鱼肉囊蚴数 
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前    言 

华支睾吸虫病，又称肝吸虫病，是一种危害严重的人畜共患寄生虫病，通

常由于人类及其他哺乳动物生食或半生食含有活的囊蚴的淡水鱼虾而引起[1]，

能够对公众健康造成严重危害。华支睾吸虫的生活史相对复杂，在生长发育不

同阶段存在多个寄生宿主，成虫主要寄生于终末宿主——哺乳动物的肝胆管中，

在人体中最久能存活 26 年，每日大约产生 2000-4000 个虫卵，虫卵随粪便被

排出体外后能够被第一中间宿主淡水螺类吞食，在其体内继续发育，最终形成

尾蚴逸出，并侵入第二中间宿主淡水鱼虾的肌肉等组织，在其中继续发育为囊

蚴，被人类或其他哺乳动物食入后引发感染[2]。近年来，随着饮食文化的多元

化、全球化，人们的饮食结构发生改变，腌制品、生鱼、生虾等的食用范围越

来越广，食用人群越来越多，极大增加了人们感染华支睾吸虫的风险。 

目前全球约有 1500 万人感染患病，主要分布于中国、越南、老挝、韩国

及俄罗斯等国家。我国居民感染人数约为 600 万人[3]。其中华支睾吸虫流行区

主要分布于东南部的广东[4]、广西[5]；东北部的黑龙江[6]、吉林[7]；中南部的

湖南[8]等地。患者感染程度较轻时，无临床症状或仅出现消化不良、上腹不适

等轻微临床症状；中度感染时出现胆管壁增厚、管腔狭窄等症状；重度感染时

胆管虫体大量堆积引发胆管阻塞、胆汁滞留，进一步发展为化脓性胆管炎、胆

管肝炎，晚期形成肝硬化、胆管细胞癌等。2009 年世界卫生组织将华支睾吸

虫感染归于一类致癌物[9]。 

华支睾吸虫生存区域广泛，中间宿主普遍存在，导致华支睾吸虫能够广泛

流行并引发长期感染，威胁人民群众健康，因此快速准确地诊断及预防华支睾

吸虫具有非常重要的意义。目前，粪便检测是判断是否感染该病的检测“金标

准”，但是也存在感染早期不排虫卵、形态鉴别难度较大和虫卵较小易漏检等

缺点。近年来，以PCR为代表的分子生物学检测方法因其高敏感性、高特异性

的优点被广泛应用于本病的诊断中[10-12]，但传统的分子生物学检测方法存在检

测成本较高、检测时间长、结果判读需大型仪器、难以适应现场实地检测等缺

点，因此建立一种成本较低、能够实现快速、可视化检测的华支睾吸虫检测方

法十分重要。 
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本研究将能够实现快速扩增核酸的重组酶聚合酶扩增技术与能够实现可视

化判读结果的荧光探针法与试纸条法结合，通过筛选特异性引物及探针，优化

反应条件，建立了华支睾吸虫Exo-RPA和LFD-RPA检测方法，所建立的方法快

速高效，特异性、敏感性良好，能够实现实际临床样品的检测，为华支睾吸虫

现场快速检测提供技术支持。 
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第一篇  文献综述 

第一章  华支睾吸虫概述 

1  华支睾吸虫的形态特点及生活史 

华支睾吸虫属后睾科支睾属吸虫，生活史相对复杂。成虫体型较小，长约

10-25 mm，宽约 3-5 mm，体形狭长，呈扁平的形状，前端尖细，后部钝圆。成

虫的体表有纵向的皱褶，这有助于它们在胆管中固定。成虫有一个口吸盘和一

个腹吸盘，能够辅助其吸附着在胆管上，其中口吸盘略大于腹吸盘，腹吸盘位

于虫体前段 1/5 处[13]。华支睾吸虫成虫每天可产 2000 至 4000 个卵，虫卵能够

随粪便排出宿主体外。卵呈椭圆形，形态如芝麻，长约 27-35 μm，宽约 12-20 

μm，黄褐色，外壳透明，卵的前端较窄有小盖，肩峰明显，后端钝圆有小疣状

突起，卵内部有一个正在发育的毛蚴[14]。虫卵被第一中间宿主吃掉后，能够在

宿主肠道中孵化出毛蚴并进入肠壁。毛蚴呈椭圆形，大小约为 100-200 μm。它

们有一个尾部，可以通过游动的方式移动，毛蚴在体内继续发育为胞蚴、雷蚴、

尾蚴。约 95 d后，尾蚴从淡水螺体内逸出，感染淡水鱼虾，约 45 d后，发育为

囊蚴[15]。嚢蚴具有感染性，呈囊状，长约为 120-150 μm，宽约 85-140 μm，囊

壁由细胞分泌的物质构成，可以保护囊蚴使其免受宿主的免疫攻击，囊内有一

卷曲的幼虫，即后尾蚴，在囊内不断做旋转运动，排泄囊中充满钙质黑褐色颗

粒。当哺乳动物食入了感染后的鱼虾，在胃液的消化作用下，嚢蚴会暴露出来，

当嚢蚴随消化液进入宿主十二指肠后，在胰蛋白酶与半胱氨酸蛋白酶的联合作

用下[16]，可在 10 min内脱囊形成童虫[17]。童虫沿胆汁快速逆行，在宿主肝胆管

内继续发育为成虫，终末宿主感染约 30 d后，即可在粪便中检测到虫卵。 

2  华支睾吸虫流行病学分布特点 

人感染华支睾吸虫的主要途径是生食或未煮熟食用了感染了华支睾吸虫囊

蚴的淡水鱼虾。目前，全世界约有 1500 万人感染[18]，在中国，华支睾吸虫病是

发展最快的食源性寄生虫病之一，我国第三次人体重点寄生虫病现状调查显示

[3]，我国约有 600 万人感染，主要分布于长江流域、珠江流域和黄河流域[19]，
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