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中国南海周边犬类贾第虫感染情况调查与基因序列分型

王哲侃，周浩澜，李丹蕾，赵阿勇*

( 浙江农林大学 动物科技学院，浙江 杭州 311300)

摘 要:贾第虫是一种人兽共患肠道寄生原虫，在全世界范围内传播，其感染率与地区和环境有非常大的关

系。为了解中国南海周边国家和地区犬类贾第虫感染情况，判断海洋隔离是否是影响贾第虫传播的重要因
素，自 2018 年 6 月至 2019 年 7 月，从中国广州、越南胡志明市、马来西亚吉隆坡、新加坡和菲律宾马尼拉分别
采集犬类粪便样本 616 份。提取每个地区犬类粪便样本的 DNA，以贾第虫磷酸丙糖异构酶( triose phosphate
isomerase) 基因 TPI和 BG( genotyping at the beta giardin) 基因制作巢式 PCR引物。提取的犬粪基因组 DNA为
模板进行巢式 PCR 扩增，确定其阳性感染率，PCR 阳性产物经测序并将结果与 GenBank 中的贾第虫序列比
对，判断其分型。结果发现，616 份样品中，有 48 份样品检验结果为贾第虫感染阳性，阳性率为 7. 79% ( 48 /
616) 。不同地区感染率分别是: 中国广州 4. 81%、越南胡志明市 6. 90%、马来西亚吉隆坡 9. 09%、新加坡
2. 86%和菲律宾马尼拉 11. 52%。其中 48 份样品在 TPI和 BG位点分别检测到条带，阳性率分别为 7. 63%和
5. 19%。阳性样品再经过对于 BG及 TPI基因位点的测序比对，得知 BG 位点有集聚体 B 型( 3. 33% ) 、集聚
体 C型( 86. 67% ) 、集聚体 D型( 10% ) ，TPI位点有集聚体 B 型( 2. 12% ) 、集聚体 C 型( 85. 1% ) 和集聚体 D
型( 12. 76% ) 。综上，中国南海周边地区存在贾第虫感染，公共卫生相对较好地区感染率较低，犬源贾第虫基
因分型分布未明显受到海洋地域隔离影响。
关键词:贾第虫;基因型;感染率

中图分类号: S852. 723 文献标志码: A 文章编号: 1004-1524( 2020) 08-1363-06

Investigation and genotyping of Giardia duodenalis infection in South China Sea
WANG Zhekan，ZHOU Haolan，LI Danlei，ZHAO Ayong*

( College of Animal Science and Technology，Zhejiang A＆F University，Hangzhou 311300，China)
Abstract: Giardia duodenalis，a parasitic intestinal parasite that is zoonotic，was spread all over the world． Moreo-
ver，its infection rate had a great relationship with the region and the environment． To understand the infection situa-
tion of canine duodenal Giardia duodenalis in the neighboring countries and regions of the South China Sea，and de-
termine whether marine isolation is an important factor affecting Giardia duodenalis transmission． From June 2018 to
July 2019，616 canine fecal samples were collected from Guangzhou，China，Ho Chi Minh City，Vietnam，Kuala
Lumpur，Malaysia，Singapore，and Manila，Philippines． DNA of canine fecal samples from each region were extrac-
ted，and a nested PCR was prepared by using the TPI gene and BG gene of Giardia duodenalis． The extracted canine
fecal genomic DNA was used as a template for nested PCR amplification to determine its positive infection rate． PCR-



positive products were sequenced and the results were compared with Giardia duodenalis sequences in GenBank to
determine their typing． Among the 616 samples，tested results of 48 samples were positive for Giardia duodenalis in-
fection，with a positive rate of 7. 79% ( 48 /616 ) ． The infection rates in different regions were 4. 81% in Guang-
zhou，China，6. 90% in Ho Chi Minh City，Vietnam，9. 09% in Kuala Lumpur，Malaysia，2. 86% in Singapore，
and 11. 52% in Manila，Philippines． Among them，48 samples were detected at TPI and BG sites，and the positive
rates were 7. 63% and 5. 19%，respectively． The positive samples were then sequenced and compared for the BG
and TPI gene sites，and it was learned that the BG site had conglomerate B type ( 3. 33% ) ，conglomerate C type
( 86. 67% ) ，and conglomerate D type ( 10% ) ． TPI site had conglomerate B type ( 2. 12% ) ，conglomerate C type
( 85. 1% ) ，and conglomerate D type ( 12. 76% ) ． After statistical analysis and comparison，the difference between
Giardia duodenalis genotypes in various regions was not significant． Giardia duodenalis infection existed in the sur-
rounding areas of the South China Sea，and the infection rate was relatively low in areas with relatively good public
health． The genotyping distribution of canine Giardia duodenaliswas not significantly affected by the isolation of ma-
rine areas．
Key words: Giardia duodenalis; genotype; infection rate

贾第鞭毛虫 ( Giardia duodenalis ) 又称贾第
虫，是一种单鞭毛寄生虫，主要寄生于人和哺乳

动物的小肠，是人类最常见的肠道寄生虫［1 － 3］，

被列为十大严重危害人类健康的寄生虫之一［4］。
根据遗传学和表型的不同，可将贾第虫分为 8 个
不同的基因型( 集聚体) A ～ H［5 － 6］，其中 A、B 型
为人兽共患型，C、D 型主要感染犬类动物，E 型
感染有蹄动物，F型一般在猫科动物中出现，G型
感染啮齿动物，H 型主要感染海洋哺乳动
物［6 － 10］。犬类主要感染犬特异性 C、D 型贾第
虫，但也可能感染 A、B 型贾第虫［11 － 13］。野生犬
感染贾第虫的概率较大［14 － 15］，由于贾第虫具有

人犬互传的可能性，犬是否成为人贾第虫病感染

的重要来源已是世界性话题。
对家犬的调查显示，不同地理区域家犬感染

贾第虫的情况存在差异［16 － 17］，造成这种差异的

原因尚不清楚，需要在不同的地理区域进行研究

探讨。目前，针对中国南海及周边地区犬类感染
贾第虫的调查较少，且鲜有针对海洋隔离对贾第

虫地区基因分型进行的调查鉴定。因此，本研究
旨在应用分子生物学方法对中国南海周边国家

及地区寄生于犬类的贾第虫进行鉴定。本研究
从中国广州、越南胡志明市、马来西亚吉隆坡、新
加坡和菲律宾马尼拉共收集到 616 份犬类粪便
样本，通过巢式 PCR 扩增 TPI 基因和 BG 基因，
并通过序列比对分析，确定阳性样本中贾第虫的

基因型，旨在研究海洋地域隔离是否对贾第虫分

型产生影响。

1 材料与方法

1. 1 材料
1. 1. 1 试验样品
从中国广州、越南胡志明市、马来西亚吉隆

坡、新加坡和菲律宾马尼拉宠物诊所和收容所共
采集犬粪便样品 616 份，其中流浪犬粪便样本
239 份，家犬粪便样本 377 份 ( 表 1 ) 。粪便样品
分别装入干净的自封袋，做好详细的信息记录并

表 1 样品信息
Table 1 Sample information

地区
Origin

样本数
Number

家犬 Domestic dog
样本数 Number 比例 Percentage /%

流浪犬 Stray dog
样本数 Number 比例 Percentage /%

广州 Guangzhou 104 46 44. 23 58 55. 77
胡志明 Ho Chi Minh 145 52 35. 86 93 64. 14
吉隆坡 Kuala Lumpur 132 49 37. 12 83 62. 88
新加坡 Singapore 70 29 41. 43 41 58. 57
菲律宾 Philippines 165 63 38. 18 102 61. 82
合计 Total 616 239 38. 80 377 61. 20
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编号，放入 4℃冰箱保存或 － 20℃冷冻直到分析。
1. 1. 2 主要试剂

Stool Genomic DNA Kit、蛋白酶 K、2 × Taq
Master Mix购自北京康为世纪生物科技有限公
司; DNA Green、平衡酚、核酸提取液 I( 酚、氯仿、
异戊醇体积比 25∶ 24∶ 1) 、核酸提取液 II( 氯仿、异
戊醇体积比 24 ∶ 1 ) 购自北京索莱宝科技有限公
司;无水乙醇、氯仿、异丙醇、乙二酰胺四乙酸
( EDTA ) 购自国药集团化学试剂有限公司;
DL2000 DNA Marker 购自宝生物工程 ( 大连) 有
限公司; PCR清洁回收试剂盒购自爱思进生物技
术( 杭州) 有限公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 贾第虫 DNA提取
粪样用无菌水冲洗 3 次，按照粪样 DNA 提

取试剂盒说明书，采用酚抽提法提取粪便中的贾

第虫 DNA，采集并编号( 广州 1 ～ 104 号，马尼拉
105 ～ 269 号，胡志明市 270 ～414号，吉隆坡 415 ～
547 号，新加坡 548 ～ 616 号) 。检测 DNA浓度和
纯度，并将 DNA样品置于 － 20℃保存备用。
1. 2. 2 引物设计
参考文献［18］方法合成巢式 PCR 引物，引

物序列及信息见表 2，由北京擎科新业生物技术
有限公司进行合成。
1. 2. 3 巢式 PCR扩增
对贾第虫基因位点进行多位点序列排序，选

择 Beta giardin ( BG ) 和磷酸三脂异构酶 ( triose-
phosphateisomerase，TPI) 这 2 个单拷贝蛋白编码
基因靶点，这 2 种基因多态性程度较高，利于分
型。第 1 轮 PCR 反应体系为: 2 × Taq Mix 8. 5
μL，上( F1) 、下( R1) 游引物各 1 μL，模板 DNA1

μL，加灭菌水至 25 μL;反应条件为: 94 ℃ 2 min;
94 ℃ 45 s，60 ℃ 45 s，72 ℃ 45 s，共 35 个循环;
72 ℃ 5 min。第 2 轮 PCR 体系为: 2 × Taq Mix
7. 5μL，上( F2) 、下 ( R2 ) 游引物各 1 μL，第 1 轮
PCR产物 1 μL，加灭菌水至 25 μL;反应条件为:
94℃ 2 min; 94℃ 45 s，53℃ 45 s，72℃ 45 s，共 35
个循环; 72℃ 5 min。
1. 2. 4 犬贾第虫基因型判定
将纯化的 PCR 产物送至北京擎科新业生物

技术有限公司测序。将获得的核酸序列与 Gen-
Bank中犬贾第虫不同基因型 TPI基因( KP258395
～ KP258398) 和 BG 基因( KP258342 ～ KP258345 )
序列进行对比，根据结果判断其分型。
1. 2. 5 统计分析
将分型结果进行整理，并进行统计分析，利

用卡方检验评价差异性。

2 结果与分析

2. 1 粪样阳性率
PCR产物经 1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测，约

500bp处可见明显目的基因条带，大小与预期相
符( 图 1、图 2) 。

616 份样品中，有 48 份样品见该目的条带。
根据结果再次对阳性产物进行二次检验，阳性率

为 7. 79% ( 48 /616) 。中国广州、越南胡志明市、
马来西亚吉隆坡、新加坡和菲律宾马尼拉犬贾第
虫感染率分别为 4. 81%、6. 90%、9. 09%、2. 86%
和 11. 52%。家犬和流浪犬贾第虫感染率分别为
5. 86%和 9. 02% ( 表 3) 。中国广州、越南胡志明
市、马来西亚吉隆坡、新加坡和菲律宾马尼拉阳性

表 2 引物信息
Table 2 Primer information

基因
Gene

引物序列
Primer sequences( 5'→3')

长度
Length /bp

退火温度
Annealing temperature /℃

退火时间
Annealing time /s

TPI F1: AAATYATGCCTGCTCGTCG;
R1: CAAACCTTYTCCGCAAACC

605 53 45

F2: CCCTTCATCGGNGGTAACTT;
R2: GTGGCCACCACVCCCGTGCC

563 53 45

BG F1: AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC;
R1: GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC

753 60 45

F2: GAACGAACGAGATCGAGGTCCG;
R2: CTCGACGAGCTTCGTGTT

515 53 45
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M: DNA marker; 107、110、127、137、176、185、231、273、418 为贾

第虫感染粪样; NC:阴性对照。

M: DL 2000 DNA marker; 107，110，127，137，176，185，231，

273，418: Giardia duodenalis positive samples; NC: Negative sam-

ples．

图 1 粪样 BG基因 PCR扩增结果
Fig． 1 BG PCR products amplified from fecal samples

样品中，BG 位点阳性率分别为 40% ( 2 /5 ) 、30%
( 3 /10) 、75% ( 9 /12 ) 、0% ( 0 /2 ) 和 84. 2% ( 16 /
19) ，TPI位点阳性率分别为 100% ( 5 /5 ) 、100%
( 10 /10) 、100% ( 12 /12 ) 、100% ( 2 /2 ) 和 94. 7%
( 18 /19) ，2 个位点均呈阳性的比例是 62. 5%
( 30 /48) 。

M: DNA marker; 11、14、21、44、100、107、108、109、110、127 为贾

第虫感染粪样。

M: DL 2000 DNA marker; 11，14，21，44，100，107，108，109，

110，127: Giardia duodenalis positive samples．

图 2 粪样 TPI基因 PCR扩增结果
Fig． 2 TPI PCR products amplified from fecal samples

2. 2 基于不同基因位点的阳性样品分型结果
如表 4 所示，基于 BG基因位点，阳性样本中

鉴定为集聚体 B 型 1 例 ( 3. 33% ) ，集聚体 C 型
26 例( 86. 67% ) ，集聚体 D 型 3 例 ( 10% ) ; 基于
TPI 基因位点，阳性样本中鉴定为 B 型 1 例
( 2. 12% ) ，集聚体 C型 40 例( 85. 1% ) ，集聚体 D
型 6 例( 12. 76% ) ，所有地区均没有出现 A型。

表 3 贾第虫感染情况
Table 3 Infection status ofGiardia duodenalis

地区
Origin

家犬 Domestic dog
样本数
Number

阳性数
Positive
number

阳性率
Positive
rate /%

流浪犬 The stray dog
样本数
Number

阳性数
Positive
number

阳性率
Positive
rate /%

合计 Total
阳性数
Positive
number

阳性率
Positive
rate /%

广州 Guangzhou 46 2 4. 35 58 3 5. 17 5 4. 81
胡志明 Ho Chi Minh 52 3 5. 77 93 7 7. 53 10 6. 90
吉隆坡 Kuala Lumpur 49 3 6. 12 83 9 10. 84 12 9. 09
新加坡 Singapore 29 0 0 41 2 4. 88 2 2. 86
菲律宾 Philippines 63 6 9. 52 102 13 12. 75 19 11. 52
合计 Total 239 14 5. 86 377 34 9. 02 48 7. 79

表 4 基于不同基因位点的阳性样品分型结果
Table 4 Positive sample typing results based on different gene loci

地区
Origin

BG
阳性数
Positive number

A型
Atype

B型
B type

C型
C type

D型
D type

TPI
阳性数
Positive number

A型
Atype

B型
B type

C型
C type

D型
D type

广州 Guangzhou 2 0 0 2 0 5 0 0 4 1
胡志明 Ho Chi Minh 3 0 0 3 0 10 0 0 7 3
吉隆坡 Kuala Lumpur 9 0 1 7 1 12 0 1 10 1
新加坡 Singapore 0 0 0 0 0 2 0 0 2 0
菲律宾 Philippines 16 0 0 14 2 18 0 0 17 1
合计 Total 30 0 1 26 3 47 0 1 40 6
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3 讨论

贾第虫分布广泛，在欧洲、北美洲、南美洲、
大洋洲和亚洲等地区均有感染的报道，尤其多见

于温带和热带地区，且与当地的经济条件和卫生

环境密切相关［19］。据 WHO 估计，全世界范围内
贾第虫感染率为 1% ～30%，在经济水平较低、卫
生条件较差的地区，感染率达到 10% ～ 20%，基
因型及其分布分析对贾第虫感染的公共卫生评

价具有重要的意义。
本研究所选择国家和地区处于中国南海周

边，具有明显的海洋隔离特性。所有被调查国家
和地区的犬都证实了有贾第虫的存在。根据目
前的研究结果，贾第虫应该被认为是中国南海周

边地区的一种犬类常见寄生虫。本研究对比了
地区内犬群不同集聚体类型的分布，发现分布以

少量集聚体 B型和 D型和大量集聚体 C型为主，
家犬与其主人的密切接触可能是导致引发人畜

共患疾病的贾第虫集聚体 B 感染的原因，而集聚
体 C和集聚体 D 类的传播则更可能发生在生活
于拥挤环境中的野生犬群中。社会和环境条件
的差异也可能导致了集聚体分型的变化。然而
由于弃养或偶然接触，被贾第虫集聚体 C 和集聚
体 D感染的犬类中，也偶有集聚体 A和集聚体 B
的存在［20］。然而，在过去几年的其他的研究中，
在不同国家的收容所犬身上发现了潜在的人畜

共患病集聚体 A和集聚体 B，在比利时的研究中
从 BG 位点上分析得到的有 37. 0%［21］。在西班
牙的研究中从 BG 位点上分析则有 81. 4%，但集
聚体 A及集聚体 B 的感染率始终低于集聚体 C
和集聚体 D［22］。由于不同地区环境的影响，在未
来集聚体 C和集聚体 D 感染率是否仍然会超过
集聚体 A和集聚体 B仍然是个未知数，这也可能
与不同地区的公共生活卫生水平有关［23］。从结
果看，南海周边地区贾第虫基因位点 C、D分型占
比达到 98%，并且各个地区间的分型差异并不显
著，这证明海洋并没有成为阻挡贾第虫基因型分

布的因素，贾第虫在该地区还以犬类感染的占比

较高，随着伴侣动物的逐渐发展，越来越多的宠

物犬进入家庭与人共处，在福利机构也出现野生

犬类与家养犬类混居的情况，而犬类可以携带和

传播贾第虫病，并通过多种途径传播给人，所以

对人类健康仍然是一个潜在威胁，对于该类疾病

并没有特效治疗方法，所以针对该类疾病的预防

大于治疗，加强对粪便的管理和处理，保护公用

水源和环境，避免污染，对于阳性结果的犬类进

行隔离，避免扩大传播范围是普遍的预防手段，

并且需要有数据对中国南海周边地区贾第虫病

的流行病学、感染源、宿主和传播进一步了解。
有必要在分型水平上使用分子工具进行监测研

究和暴发调查。此外，为了使数据更具可比性，
还需要在各地区之间达成共识并采用协调一致

的有效方法。减少人畜生态系统中的人畜共患
病和其他威胁的公共健康风险时，必须考虑人

类、动物和它们所生活的各种环境之间相互作用
的复杂性。这需要负责人类健康、动物健康和环
境的部门之间以一种健康的方式进行沟通和合

作，并且针对不同地理环境及不同公共卫生状况

的地区，进行区域性调查，尽管提出的结果对于

公共卫生专家、流行病学家、兽医、农民和一般公
众可能更为重要，但是进一步解决数据的缺口，

将大大有助于了解贾第鞭毛虫病的复杂情况，从

而为今后制定适当的控制和预防计划奠定基础。
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