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提要　目的: 制备一种高度特异敏感的隐孢子虫检测探针。方法: 应用聚合酶链反应 (PCR ) 扩增微小隐孢子

虫的一段核苷酸片段, 扩增产物 452 bp DNA 用半抗原地高辛标记制备成探针。结果: 经敏感性试验, 该探针可检

测 2 pg 水平的隐孢子虫 DNA。用该探针与隐孢子虫 DNA 和溶组织内阿米巴、贾第虫、大肠杆菌及痢疾杆菌等

相关生物的 DNA 和隐孢子虫宿主的DNA 进行斑点杂交试验, 该探针只与隐孢子虫 DNA 杂交。结论: 该探针具

有高度特异性和较高敏感性。

关键词　微小隐孢子虫　DNA 探针　杂交

　　隐孢子虫病为人、畜共患的寄生虫病。隐孢子

虫可引起人和多种动物腹泻, 也是艾滋病致死性合

并感染病症之一[ 1 ]。目前, 隐孢子虫的实验诊断普遍

采用粪便涂片染色、显微镜检查卵囊的方法。在标

本中卵囊含量少时, 本法检出率低, 易漏检, 且粪便

涂片常含有较多非特异性染色颗粒易与卵囊混淆,

非专业镜检人员较难区别; 标本量大可致镜检人员

眼疲劳而影响检查结果的准确性。近年来, 核酸探

针技术广泛用于疾病诊断, 在特异性和灵敏性方面

显示出优越性。本文采用 PCR 产物制备微小隐孢

子虫 DNA 探针, 为隐孢子虫实验诊断和生物学鉴

定寻找高度特异、敏感的探针。

材料与方法

虫株　人源微小隐孢子虫卵囊由徐州医学院寄

生虫学教研室陈有贵老师提供。

主要试剂　T aq DNA 聚合酶, 蛋白酶 K (广

州华美生化试剂公司产品) , 地高辛DNA 标记及检

测试剂盒 ( 德国Boeh ringerM annheim 公司产品)。

D NA 抽提　

溶组织内阿米巴、大肠杆菌、痢疾杆菌等对照

材料DNA 的抽提, 参照文献[ 2 ]进行。微小隐孢子虫

DNA 采用酚ö氯仿抽提、乙醇沉淀法获得。将已纯

化的约 107卵囊置 115 m l Eppendo rf 管中。先用

ST E 洗涤 3 次, 除去 215% 重铬酸钾保存液, 沉淀

加 350 Λl T E 混合, 在冰浴中超声粉碎 (30 s×5,

22 Λm )。再加 100 Λl 蛋白酶 K (终浓度 2 ΛgöΛl) ,

50 Λl 10% SD S (使终浓度达 1% ) , 混匀后 58℃ 水

浴 48 h, 其间振荡数次。用等体积饱和酚、酚ö氯仿

ö异戊醇和氯仿ö异戊醇 (24∶1) 各抽提 1 次, 移水

相至新管中, 加 1ö10 体积 3 m o löL 醋酸钠 (pH

512) , 2 倍体积无水乙醇 (- 20℃ 预冷) 混匀, 置

- 20℃ 4- 5 h。6 000 g 离心 10 m in, 弃水相, 沉淀

用 70% 乙醇 (- 20℃ 预冷) 离心洗涤 2 次。低压

泵抽干 30 m in 后加适量 T E 溶解沉淀, - 20℃ 保

存备用。

隐孢子虫D NA 探针制备

452 bp DNA 片断 PCR 扩增　根据 L axer

等[ 3 ]克隆的 C. p a rvum 核苷酸序列设计一对特异

性引物:

P1: 5’2GGAA CT GCCGA GT T T GA TCC23’

P2: 5’2TCA TA T GCCT TA T T GA GTA T 23’

扩增条件: 94℃ 1 m in, 45℃ 2 m in, 72 ℃ 3 m in,

35 次循环。

DNA 探针标记　将上述 PCR 扩增的 452 bp

DNA , 经酚ö氯仿抽提、乙醇沉淀后, 溶解于 T E 中。

经分光光度法测定, 浓度为 0102ΛgöΛl。标记反应按

地高辛标记试剂盒说明, 采用随机寡核苷酸引物法

标记的DNA , 溶于 T E 中保存备用。

斑点杂交试验

探针敏感性检测　取 0102 ΛgöΛl 的隐孢子虫

DNA 溶液 1 Λl, 以 T E 液稀释 DNA 系列浓度为:

20 ngöΛl, 2 ngöΛl, 200 pgöΛl, 20 pgöΛl, 2 pgöΛl,

200 fgöΛl 及 20 fgöΛl。每管各取 1Λl 经变性处理后

点于硝酸纤维素膜上, 80℃ 烘烤 2 h, 预杂交 2 h,

杂交过夜。洗膜后用抗D ig2A P 及BC IP2NBT 作用

显色。

探针特异性测定　将抽提的隐孢子虫DNA (2

ngöΛl) 和溶组织内阿米巴、大肠杆菌及痢疾杆菌等

相关生物材料的 DNA (5 ngöΛl) 经变性处理后各

取 2 Λl 点于杂交膜上, 杂交过程同上。

结果与讨论

本文采用 PCR 产物2地高辛标记制备探针方法
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制备的隐孢子虫探针, 具有较高的敏感性, 可检测

2 pg 水平虫体DNA (图 1)。特异性检测结果表明

其仅与微小隐孢子虫DNA 杂交, 不与溶组织内阿

米巴等相关生物材料及宿主DNA 杂交, 具有高度

特异性 (图 2)。

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

图 1　隐孢子虫地高辛标记探针敏感性检验结果　A 　20 ng　B　2
ng　C　200 pg　D　20 pg　E　2 pg　F　200 fg　G　20 fg　　图
2　隐孢子虫地高辛标记探针特异性检验结果　1 隐孢子虫　2 溶
组织内阿米巴　3 大肠杆菌　4 痢疾杆菌　5 蛔虫　6 华支睾吸虫
　7 人血　8 并殖吸虫　9 弓形虫　10 日本血吸虫　11 恶性疟原虫
　12 贾第虫　13 牛血　14 鼠血
F ig11　Results of the sen sitiv ity detection of dig- labeled probe of C.
p a rvum 　A 　20 ng　B　2 ng　C　200 pg　D　20 pg　E　2 pg　
F　200 fg　G　20 fg　　F ig12　Results of spec if ic ity detection of
dig- labeled probe of C. p a rvum 　 L anes 1- 14　C. p, E. h, E. c,
D. b, A. l, C. s, hum an blood, P. w , T. g, S. j, P. f, G. l, bovine
b lood, rat b lood, respectively

　　PCR 扩增产物标记制备探针方法是近年来发

展的一种新的制备探针的方法。由于 PCR 的高效

忠实性复制可用来大量生产DNA 探针, 从根本上

解决了探针来源不足。人工合成方法只能制备 20-

30 bp 寡核苷酸探针。而用 PCR 法制备探针方法简

便, 成本较低, 制备的大片段核苷酸探针比寡核苷

酸探针特异性和敏感性均高。

放射性同位素半衰期短, 其标记探针寿命亦短,

且射线对人体有一定损害。进口无机32P 原料, 费用

昂贵, 以及防护、稳定性和安全性等限制了该标记

技术的广泛应用[ 4 ]。非放射性标记技术可克服上述

缺点, 但用于隐孢子虫探针研究文献较少[ 5 ]。本实

验选择 PCR 扩增产物地高辛标记制备探针结果满

意, 可用于该虫感染时的实验室诊断。
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ABSTRACT

A IM : To p repare a p robe w ith h igh specif icity and sen sit ivity fo r the detect ion of C ryp tosp orid ium

p a rvum . M ETHOD S: U sing PCR m ethod, a fragm en t from the DNA of C. p a rvum w as am p lif ied . T he

PCR p roduct, 452 bp DNA , w as labeled w ith hap ten digox igen in. RESUL TS: Exam inat ion of sen sit ivity

show ed tha t the DNA p robe cou ld detect as low as 2 pg DNA from C. p a rvum . T he do t2b lo t hyb rid izit ion

assay show ed tha t the p robe hyb rid ized w ith the DNA of C. p a rvum , bu t no t hyb rid ized w ith DNA of E.

h istoly tica , G. lam blia , E. coli and D . bacilli. CONCL USION: T he p robe w as h igh ly specif ic and sen sit ive

fo r the detect ion of C. p a rvum .
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