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低温对中国河南株旋毛虫肌幼虫生存能力和感染力的影响

李江艳1,2,3,朱摇 伟2,4,李摇 倩1,2,王小莉1,2,杨小迪1,2,夏摇 惠1,2,方摇 强1,2

[摘要]目的:了解低温( - 18 益、 - 72 益)冻存对中国河南株旋毛虫肌幼虫(肌幼虫)生存能力和感染力的影响。 方法:将含

有肌幼虫的小鼠骨骼肌肌肉经 - 18 益、 - 72 益冻存处理不同时间后观察肌幼虫活力;55 只小鼠分别经口感染 300 条经过 -
18 益、 - 72 益处理不同时间的肌幼虫,感染小鼠 35 d 后收集肌幼虫,测定生殖力指数(RCI)。 结果:肌幼虫经 - 18 益冻存 0、
6、12、24、36、48 h 的死亡率分别为 0. 00% 、6. 30% 、18. 23% 、35. 81% 、74. 60%及 100. 00% ;经 - 72 益冻存 0、15、30、45、60 min
的死亡率分别为 0. 00% 、21. 21% 、57. 11% 、86. 24%及 100. 00% ;肌幼虫死亡率随 - 18 益、 - 72 益冻存处理时间的延长而升

高(P < 0. 01)。 经过 - 18 益冻存处理 6、12、24、36 h 后感染小鼠的肌幼虫 RCI 分别为(126. 38 依 6. 90)、(68. 58 依 4. 83)、
(12. 58 依 1. 77)、(5. 77 依 0. 77),与未冻存(0 h)组肌幼虫的 RCI(163. 70 依 10. 70)差异均有统计学意义(P < 0. 01);通过

- 72 益冻存处理 15、30、45 min 后感染小鼠的 RCI 分别为(18. 19 依 2. 15)、(8. 83 依 1. 39)、(3. 10 依 0. 26),与未冻存(0 min)组
肌幼虫的 RCI(163. 70 依 10. 70)差异均有统计学意义(P < 0. 01);肌幼虫的 RCI 均随 - 18 益、 - 72 益冻存处理时间延长而下

降(P < 0. 01)。 结论:低温冻存可导致中国河南株肌幼虫存活能力和感染能力下降, - 18 益冻存 48 h 或 - 72 益冻存 60 min
可完全灭活小鼠肌肉内的中国河南株肌幼虫。
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Influence of the low temperature on the viability and infectivity
of Trichinella spiralis muscle larvae

LI Jiang鄄yan1,2,3,ZHU Wei2,4,LI Qian1,2,WANG Xiao鄄li1,2,YANG Xiao鄄di1,2,XIA Hui1,2,FANG Qiang1,2

(1. Department of Microbiology and Parasitology,2. Anhui Key Laboratory of Infection and Immunity,
3. Research Center,4. Department of Immunology,Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233030,China)

[Abstract] Objective:To investigate the influence of the low temperture( - 18 益 and - 72 益) on the viability and infectivity of
Trichinella spiralis muscle larvae. Methods:The viability of the Trichinella spiralis muscle larvae in mice skeletal muscle were observed
after - 18 and - 72 益 of freezing. Fifty鄄five mice were infected with 300 muscle larvaes treated with low temperature( - 18 and
- 72 益) by oral. The muscle larvae in mice was collected after 35 d of infection,the reproductive capacity index(RCI) of which was
determined. Results:The death rate of the muscle larvae stored at the - 18 益 for 0 h,6 h,12 h,24 h,36 h and 48 h were 0. 00% ,
6. 30% ,18. 23% ,35. 81% ,74. 60% and 100. 00% . The death rate of the muscle larvae stored at the - 72 益 for 0 min,15 min,
45 min and 60 min were 0. 00% ,21. 21% ,57. 11% ,86. 24% and 100. 00% ,respectively. The death rate of the muscle larva stored at
- 18 益 and - 72 益 increased with the prolonging of the storing time(P < 0. 01). The RCI of the muscle larvae stored at - 18 益 for
0 h,6 h,12 h,24 h and 36 h were(163. 70 依 10. 70),(126. 38 依 6. 90),(68. 58 依 4. 83),(12. 58 依 1. 77) and(5. 77 依 0. 77),
respectively,and the difference of which was statistically significant(P < 0. 01). The RCI of the muscle larva stored at - 72 益 for
0 min,15 min,30 min,45 min,were(163. 70 依 10. 70),(18. 19 依 2. 15),(8. 83 依 1. 39) and(3. 10 依 0. 26),respectively,and the
difference of which was statistically significant(P < 0. 01). The RCI of the muscle larva stored at the - 18 益 or - 72 益 decreased
with the prolonging of the storing time(P < 0. 01). Conclusions:Cryopreservation can lead to the decreasing of viability and infectivity
of Trichinella spiralis muscle larvae in Henan. The muscle larvae stored at the 18 益 for 48h or - 72 益 for 60 min can be completely
inactivated.

摇 摇 [Key words] nemathelminthiasis;Trichinella spiralis;muscle
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 larvae;low temperature;viability;infectivity

摇 摇 旋毛虫病是一种严重的人兽共患病,也是一种

食源性寄生虫病,主要因生食或半生食含有活旋毛

虫幼虫囊包的肉类所致。 目前在世界范围内有 66
个国家和地区存在旋毛虫分布[1]。 我国大陆地区

1964 - 2011 年共 15 个省、市、自治区报道发生人体
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旋毛虫病例,共计 38 797 例,发病年龄 9 个月至 90
岁,死亡 336 例[2]。 食入含有活的旋毛虫肌幼虫

(肌幼虫)的旋毛虫囊包是旋毛虫感染人体引发旋

毛虫病的关键。 尽管当肉的内部温度达到 62. 2 益
时,可瞬时杀灭猪肉中的旋毛虫[3],但现实生活中

部分地区和民族生食或半生食肉类的习惯难以彻底

改变,部分食品(如过桥米线和麻辣烫等)在烹调加

工时也存在加工温度偏低与时间较短的问题。 肉类

冻存是消费者保存鲜肉的常用方法,在生产领域冻

鲜肉也是西方国家在流通领域较多采用的肉类销售

方式。 很多消费者也已经认识到冷冻可以作为一种

杀死寄生虫、保证肉类食用安全的方法。 利用低温

冻存杀死肌幼虫也是一种值得关注的防治旋毛虫病

的方案。 但肌幼虫对低温的耐受性受很多因素影

响,特别是不同种类的旋毛虫对低温的耐受性有明

显差异。 本研究选用旋毛虫中国河南株在实验室进

行肌幼虫低温冻存处理,分别通过体外染色观察是

否存活和感染小鼠后计算生殖力指数(RCI)了解低

温对肌幼虫生存能力、感染力的影响,为肉类食品安

全处理提供相关实验数据支持。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料摇 旋毛虫虫种:河南省猪源旋毛虫虫株由

天津医科大学寄生虫学教研室馈赠,由本教研室昆

明小鼠传代保种。 实验动物:健康雄性 4 ~ 5 周龄昆

明种小鼠,体质量 18 ~ 20 g,由本校实验动物中心

提供。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1摇 肌幼虫收集摇 小鼠经口感染 300 条旋毛虫

35 d 后引颈处死,取全身骨骼肌肌肉备用。
1. 2. 2摇 - 18 益与 - 72 益冻存对肌幼虫活力的影响

摇 取旋毛虫感染小鼠模型骨骼肌研磨后分别于

- 18 益冻存 0、6、12、24、36、48 h, - 72 益 冻存 0、
15、30、45、60 min,取出,放入人工消化液中消化,消
化液的配制为 200 mL 水中加入胃蛋白酶 2 g、HCl
1. 5 mL,37 益温箱放置,4 h 后加入 NaCl 1. 7 g 阻断

反应,收集、纯化肌幼虫,然后用美蓝 - 伊红 - 硼砂

染液染色鉴定肌幼虫活力[4] (经不同温度、时间点

冻存样本各随机观察 2 000 条肌幼虫,重复实验

5 次),计算各组肌幼虫死亡率。 死亡率 = (染色肌

幼虫数 /观察肌幼虫总数) 伊 100% 。
1. 2. 3摇 - 18 益与 - 72 益冻存对肌幼虫感染力的影

响摇 根据幼虫活力体外鉴定结果,将 55 只小鼠随机

分 11 组,每组 5 只,分别经口感染 - 18 益冻存不同

时间(0、6、12、24、36、48 h)的肌幼虫或 - 72 益冻存

不同时间(0、15、30、45、60 min)的肌幼虫各 300 条,
其中 0 h 和 0 min 为未经 - 18 益和 - 72 益冻存处理

对照组。 感染 35 d 后处死,将小鼠全身肌肉消化后

收集肌幼虫并计算 RCI,RCI = 回收的肌幼虫数 /接
种的肌幼虫数。
1. 3摇 统计学方法摇 采用 字2 检验、方差分析和 q 检

验及等级相关分析。

2摇 结果

2. 1摇 - 18 益 冻存对肌幼虫活力影响 摇 肌幼虫经

- 18 益冻存 0、6、12、24、36、48 h 的死亡率分别为

0. 00% 、 6. 30% 、 18. 23% 、 35. 81% 、 74. 60% 及

100. 00% ,差异均有统计学意义(P < 0. 01) (见表

1)。 - 18 益冻存时间与幼虫死亡率呈显著正相关

关系( rs = 0. 50,P < 0. 01),幼虫死亡率随 - 18 益冻

存时间延长而升高。

表 1摇 - 18 益冻存不同时间小鼠肌幼虫死亡率的比较

冻存时间 / h 观察肌虫数 生存数 死亡数 死亡率 / % 字2 P

0 10 000 10 000 0 0. 00

6 10 000 9 370 630 6. 30

12 10 000 8 177 1 823 18. 23

24 10 000 6 419 3 581 35. 81 33 663. 52 < 0. 01

36 10 000 2 540 7 460 74. 60

48 10 000 0 10 000 100. 00

合计 60 000 36 506 23 494 39. 16

2. 2摇 - 72 益 冻存对肌幼虫活力影响 摇 肌幼虫经

- 72 益冻存 0、15、30、45、60 min 的死亡率分别为

0. 00% 、21. 21% 、57. 11% 、86. 24% 及 100. 00% ,差
异均有统计学意义(P < 0. 01)(见表 2)。 - 72 益冻

存时间与幼虫死亡率呈正相关关系( rs = 0. 604,P <
0. 01)。

表 2摇 - 72 益冻存不同时间小鼠肌幼虫死亡率的比较

冻存时间 / min摇 观察肌虫数 生存数 死亡数 死亡率 / % 字2 P

0 10 000 10 000 0 0. 00

15 10 000 7 879 2 121 21. 21

30
45

10 000
10 000

4 289
1 376

5 711
8 624

57. 11
86. 24

28 698. 76 < 0. 01

60 10 000 0 10 000 100. 00

合计 50 000 23 544 26 456 52. 91

2. 3摇 - 18 益冻存对肌幼虫感染力的影响摇 -18 益

2621 J Bengbu Med Coll,October 2016,Vol. 41,No. 10



冻存处理 0、6、12、24、36、48 h 后感染小鼠的肌幼虫回

收个数分别为(49 110. 60 依3 211. 32)、(37 916. 40 依
2 072. 47)、(20 575. 20 依 1 451. 20)、(3 775. 20 依
531. 18)、(1 732. 20 依 232. 61)、(0. 00 依 0. 00),其
中肌幼虫处理 48 h 后 RCI 已为 0,表明感染活性丧

失,故不计入统计,其他不同时间 RCI 差异有统计

学意义(P < 0. 01)。 两两比较发现,随着时间的延

长,RCI 值逐渐下降,且差异均有统计学意义(P <
0. 01)(见表 3)。 等级相关检验发现,RCI 与处理时

间呈负相关关系( rs = - 0. 989,P < 0. 01)。

表 3摇 -18 益冻存不同时间小鼠肌幼虫 RCI 的比较(ni =5;x 依 s)

冻存时间 / h RCI F P MS组内

0 163. 70 依 10. 70

6 126. 38 依 6. 90**

12 68. 58 依 4. 83**
吟吟 635. 63 < 0. 01 37. 831

24 12. 58 依 1. 77**
吟吟##

36 5. 77 依 0. 77**吟吟
##茵茵

摇 摇 q 检验:与 0 h 比较**P < 0. 01;与 6 h 比较吟吟P < 0. 01;与

12 h比较##P < 0. 01;与 24 h 比较茵茵P < 0. 01

2. 4摇 - 72 益冻存对肌幼虫感染力的影响摇 - 72 益
冻存处理 0、15、30、45、60 min 后感染小鼠的肌幼虫

回收个数分别为(49 110. 60 依 3 211. 32)、(5 458. 20
依 647. 05 )、 ( 2 650. 20 依 417. 31 )、 ( 930. 60 依
80. 42)、(0. 00 依 0. 00),其中肌幼虫处理 48 h 后

RCI 已为 0,表明感染活性丧失,故不计入统计,其
他不同时间 RCI 差异有统计学意义(P < 0. 01)。 两

两比较发现,随着时间的延长,RCI 值逐渐下降,且
差异均有统计学意义(P < 0. 05 ~ P < 0. 01) (见表

4)。 等级相关检验发现,RCI 与处理时间呈负相关

关系( rs = - 0. 984,P < 0. 01)。

表 4摇 -72 益冻存不同时间小鼠肌幼虫 RCI 的比较(ni =5;x 依 s)

冻存时间 / min RCI F P MS组内

0 163. 70 依 10. 70

15
30

18. 19 依 2. 15**

摇 8. 83 依 1. 39**吟
981. 16 < 0. 01 30. 278

45 3. 10 依 0. 26**
吟吟

摇 摇 q 检验:与 0 min 比较**P < 0. 01;与 15 min 比较吟P < 0. 05,

吟吟P < 0. 01

3摇 讨论

摇 摇 旋毛虫病作为一种重要的食源性寄生虫病日益

引起医学领域、兽医领域和食品安全领域的关

注[5]。 为了避免含有肌幼虫的肉类流入市场,旋毛

虫已被列为生猪屠宰后的必检项目。 但由于检测方

法的敏感性较低[6],难以避免有部分含有肌幼虫的

肉类未能被检出而流入市场。 如这部分肉类被生食

或半生食,则可能导致食入者感染旋毛虫,引起严重

后果。
利用冰箱冻存进行肉类保存是目前我国很多家

庭短期储存肉类的主要方法,因此,采用低温冻存灭

活肉类中的肌幼虫有希望成为一种消费者易于接受

的方法。 关于肌幼虫的低温耐受能力,国外学者已

经进行了部分研究,发现其与很多因素有关,特别是

旋毛虫的种类影响尤为显著[7 - 8]。 如乡土肌幼虫的

低温耐受能力远远高于旋毛形线虫的低温耐受能

力。 在本次研究中,我们发现中国河南株肌幼虫对

低温较为敏感,在 - 18 益时,随冻存时间延长,肌幼

虫的存活力和感染力下降(P < 0. 01),48 h 即可完

全灭活。 但这个灭活时间长于李婷婷等[9 - 10] 的研

究,与邹云雪等[11] 的结果类似,其中原因亦可能为

不同地理株的低温抗性不同所致。 尽管在灭活时间

上存在一定的差别,但目前国内外各猪源性旋毛虫

- 18 益冻存灭活时间均不长于 48 h,这提示我们利

用家用冰箱的冷冻室( - 18 益)进行肉类肌幼虫灭

活以预防旋毛虫感染是可行的。 尽管我国目前肉类

供应主要为热鲜肉(畜禽宰杀后不经冷却加工,直
接上市的畜禽肉),但多数家庭在购买后除少量当

日即食外,多数还是储存于冰箱供日后烹调食用,表
明我国多数居民对于冷冻肉类食用是能够接受的。
因此,对于热鲜肉 - 18 益冻存足够时间后再食用或

直接购置冻鲜肉(经 - 18 益冷库冻存销售的肉类)
在理论上可避免罹患旋毛虫病的风险,是一种有前

景的易于为消费者所接受的预防旋毛虫病的方法。
需要注意的是这里的冻存 48 h 是指肉的任何部分

温度已均低于 - 18 益,而不是指仅仅将肉放置于

- 18 益冰箱的冷冻室的时间。 因为在肉的中心温

度达到冻存目的温度的时间与肉的大小等因素

有关。
同时,不同种类动物肉中的旋毛虫冷冻灭活时

间也存在差异。 尽管本研究中分离自实验小鼠的猪

源旋毛虫河南株在 - 18 益的温度下已完全灭活,但
在猪肉中是否可以完全灭活尚需进一步研究。 国际

旋毛虫协会在关于控制供人食用的家畜和野生动物

中旋毛虫的推荐方案中建议采用 - 15 益冷冻 20 ~
30 d; - 18 益 至少冷冻 108 h 来灭活肉中的旋毛

虫[3]。 而欧盟于 2015 年 8 月执行的肉类中旋毛虫
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官方控制的具体规定也指出 - 18 益至少冷冻 108 h
方可食用。 因此,关于为预防猪源性旋毛虫而进行

肉类冷冻的时间仍需要进一步大量研究。 在没有达

成共识之前,仍需按相关标准谨慎处理。 需要指出

的是,对于在肉类检疫中发现旋毛虫者,应按相关规

定做销毁处理,不得食用。 我们的实验结果还显示

- 72 益冻存 15、30、45 min 时,肌幼虫死亡率分别为

21. 21% 、57. 11% 、86. 24% ,RCI 分别为(18. 19 依
2. 15)、(8. 83 依 1. 39)、(3. 10 依 0. 26),中国河南株

肌幼虫 60 min 才可完全灭活(P < 0. 01),这与早期

研究所获得的经验完全不同,在早期的研究中,灭
活时间随温度下降而迅速缩短, - 35 益需 40 min,
- 37 益仅需 2 min[12],这种异常可能是我们此次研

究采用的虫种为中国河南株旋毛虫,与国外早期研

究所采用的虫种不同所致。 这也进一步表明,不同

地理株的肌幼虫的低温耐受力不同,甚至存在很大

差异,不能将从一个地理株的结果简单应用于其他

地理株,而需要进行细致的验证实验。
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