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隐孢子虫渊Cryptosporidium spp.冤是一种世界范围
内危害严重的人畜都能感染的寄生虫袁 广泛寄生于
人尧 家畜尧 鸟和某些爬行动物体内袁 引起长期反复
腹泻咱1暂遥 卵囊是隐孢子虫的主要致病阶段袁 30个隐孢
子虫卵囊即可使人致病咱2暂袁 卵囊在该虫流行病学和病
原学检测中起着十分重要的作用遥 由于卵囊具有坚固
的囊壁袁 可抵抗恶劣的外界环境而长期存活袁 从而造
成隐孢子虫病的广泛流行咱3暂遥 近年来的多起隐孢子虫
病暴发事件均由被卵囊污染的饮用水或食品所致袁 因
此建立和完善隐孢子虫卵囊检测技术显得尤为重要咱4暂遥
PCR法是一种极有发展前景的检测技术袁 但对模板
DNA 的质量要求很高袁 因此袁 本文综述一套完整
的卵囊提纯尧 囊壁裂解和基因组 DNA 提取纯化
的方法遥

1 隐孢子虫卵囊分离纯化

目前粪便中隐孢子虫卵囊的提纯主要根据卵囊与

其他杂质的密度差异袁 离心法分离卵囊遥 使用较多的
分离介质有院 饱和 NaCl 溶液尧 饱和 ZnSO4 溶液尧
Sheather忆s蔗糖溶液尧 甲醛鄄乙醚溶液尧 不连续蔗糖密
度梯度溶液尧 Percoll密度梯度溶液和氯化铯 渊CsCl冤
溶液等遥 离心的方法主要是差速离心法渊即浮聚法冤和
密度梯度离心法两种遥 差速离心法较简单袁 所需离心
速度不高袁 但分离效果远低于密度梯度离心法袁 只适
用于卵囊的初步分离遥 密度梯度离心法的操作较复
杂袁 但能得到近乎纯净的卵囊袁 可用于体外培养和虫
体特殊蛋白分析等研究咱5暂遥
1.1 差速离心法渊浮聚法冤 浮聚法操作简单快速袁 可
用于粪便中隐孢子虫卵囊的初步分离纯化袁 在要求不
高时其纯化产物可直接提取 DNA遥 通常使用的浮聚
介质有饱和 NaCl溶液尧 饱和蔗糖溶液和饱和 ZnSO4
溶液等袁 国内研究者多使用饱和蔗糖溶液袁 国外研究
者多采用饱和 ZnSO4溶液遥 浮聚法常规操作院 粪便悬液
通过 60目筛除去较大杂质袁 滤液 2 000伊g离心10 min
后弃上清遥 于沉淀中加入浮聚介质袁 2 000伊g离心 10
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揖Abstract铱 PCR technique can especially detect trace amount of Cryptoporidium oocysts. The preparation of template

DNA is important for PCR detection. Before DNA purification, the oocysts should be purified and splitted. This paper su鄄
mmarizes the ordinary purification and splitting methods for Cryptoporidium oocysts.
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揖摘要铱 PCR技术不仅可检测极微量的隐孢子虫袁 而且具有高度特异性袁 在隐孢子虫检测中发挥重要作用遥 PCR检
测中袁 隐孢子虫卵囊模板 DNA的制备尤为重要袁 需对卵囊进行分离纯化和裂解后才能提取纯化 DNA遥 本文综述目前常
用的卵囊分离纯化尧 裂解和 DNA提取纯化的方法遥
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min袁 取最上层溶液用双蒸水或 PBS洗涤 2次后用于
后续实验遥 3种浮聚介质中以饱和 ZnSO4溶液纯化效
果最好袁 效率最高咱6暂遥 饱和蔗糖溶液也有较高的纯化
效率袁 但该溶液黏稠袁 限制了杂质与卵囊的分离袁 影
响卵囊的纯度咱7暂遥 饱和 NaCl溶液效果最差袁 纯化后的
卵囊仍有大量杂质袁 同时该溶液会造成卵囊的破裂袁
降低卵囊最终回收率咱6暂遥
1.2 密度梯度离心法 密度梯度离心法操作较复杂袁
且需超速离心机等实验设备袁 但使用该法可获得更为
纯净的卵囊袁 可用于卵囊蛋白的分析和隐孢子虫体外
培养等研究咱8暂遥 常用的离心介质有蔗糖尧 Percoll密度梯
度溶液和 CsCl溶液等遥 胡景辉等咱9暂以蔗糖密度梯度离
心法纯化鼠隐孢子虫卵囊袁 回收率为 72%袁 杂质含
量极少袁 可直接用于体外培养遥 蔗糖梯度离心法操作
简单袁 无需超速离心机等设备袁 且蔗糖价廉袁 适于大
量虫体纯化遥 Percoll和 CsCl溶液密度梯度离心法操
作较复杂袁 需超速离心机袁 因而限制了其使用遥
Truong等咱5暂以 Percoll和 CsCl溶液密度梯度离心法纯化
微小隐孢子虫卵囊袁 获得纯度极高的卵囊悬液袁 可用
于体外培养和虫体特殊蛋白的研究袁 但两种方法的回
收率偏低袁 仅 10%左右遥

2 卵囊的裂解

隐孢子虫卵囊具有坚固的囊壁袁 常规基因组
DNA提纯方法并不能有效地裂解囊壁遥 因此提纯前需
用一些物理或化学方法裂解囊壁袁 释放虫体核酸袁 再
以常规方法提纯虫体基因组 DNA遥 通常将物理和化
学裂解法联合使用袁 以达最佳效果咱10暂遥
2.1 物理裂解法 常用物理裂解法有煮沸法尧 冻融
法尧 声裂法等遥 煮沸法操作最简单袁 但单纯使用该法
并不能有效裂解囊壁袁 同时长时间煮沸也会造成
DNA链断裂袁 影响模板质量咱11暂遥 冻融法较超声裂解法
简便易行袁 低温范围可从-20耀-196 益间任意选择袁
对设备要求不高遥 冻融操作时袁 重复次数并非越多越
好袁 Laberge等 咱12暂认为冻融操作只需 3个循环即可获
得良好效果袁 增加循环数不仅浪费时间且卵囊的裂解
效果并无显著提高遥 超声裂解法是使用超声波震碎隐
孢子虫囊壁袁 需超声破碎仪等专业设备遥 该法耗时较
少袁 Anceno等咱3暂认为每次超声持续时间 10 s袁 连续 6
次渊超声破碎仪功率 130 W冤即可获得理想的裂解效
果遥 但如进一步增加超声次数虽可提高裂解效果袁 但
是随之产生的高温会使 DNA链断裂袁 影响模板质量遥
使用超声裂解法的最大缺陷是由于互用超声探头极易

造成标本间的污染引起假阳性袁 在处理大量标本时应
注意遥

2.2 化学裂解法 化学裂解法常用蛋白酶 K渊pro鄄
teinase K冤咱13暂尧 异硫氰酸胍渊guanidinium thiocyanate冤
和曲拉通 X鄄100渊Triton X鄄100冤咱10暂等强蛋白变性剂裂
解囊壁袁 使卵囊内 DNA释放出来遥 3种常用的裂解
剂中以蛋白酶 K的效果最差袁 异硫氰酸胍效果最好遥
但绝大多数化学裂解剂对囊壁的裂解效果并不理想袁
且耗时较长咱14暂遥 通常将化学裂解法与其他物理裂解法
联合使用袁 可以使裂解效果明显提高咱15暂遥

3 基因组 DNA的提取纯化
卵囊经裂解后的上清中含有大量基因组 DNA袁

但同时也含多糖尧 酚和胍类物质会抑制 PCR 反应袁
需用各种方法除去杂质袁 纯化 DNA遥 目前纯化 DNA
的方法很多袁 如酚鄄氯仿抽提法尧 试剂盒法和螯合树
脂法 渊Chelex鄄100法或 PVP鄄360法冤等遥 酚鄄氯仿抽提
法需手工操作袁 成本低廉袁 但操作复杂袁 所提纯的
DNA中仍含蛋白等其他杂质遥 国内外很多公司生产
DNA纯化试剂盒袁 其中美国 Promega公司和德国 Qi鄄
agen公司的基因组 DNA提取试剂盒具有极佳的纯化
效果袁 为大多数研究者所采用遥 卵囊裂解后通过试剂
盒中的 DNA制备管可除去绝大部分蛋白等杂质袁 获
得纯净的 DNA遥 但试剂盒价格较高袁 操作较复杂袁
处理大量标本耗时较多遥 螯合树脂法操作简单袁 整个
提取过程只在一个管内完成袁 避免污染袁 适合大量标
本的处理咱16暂袁 但螯合树脂法获得的 DNA在 4 益易降
解袁 应尽快检测或在-20 益及更低温度下保存遥

4 结语

隐孢子虫卵囊的检测存在较大困难袁 粪便中的大
量杂质渊如腐殖酸冤会严重干扰后续 PCR检测咱17暂袁 而
水源中卵囊的含量极少袁 在地表水中密度约 0.5耀5 000
个/100L咱18暂袁 生活污水中的密度约 10耀104个/L咱19暂袁 因此
需浓集和纯化标本中的卵囊后再检测遥 美国环境总署
推荐的 IMS法 渊immunomagnetic separation冤袁 检测过
程复杂袁 卵囊损失量大袁 同时需昂贵的荧光检测设备袁
并且仍无法区分隐孢子虫与其他肠道病原体等诸

多不足咱4暂遥 PCR法具有快速尧 敏感和特异等诸多优点袁
是一种极具发展前景的检测技术袁 随着卵囊浓集纯
化尧 囊壁裂解和 DNA提取纯化方法的完善袁 该法将
在隐孢子虫检测中发挥越来越重要的作用遥
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2 讨论

细粒棘球蚴病多分布于我国西部的牧区和半农半牧区袁 以
新疆尧 青海尧 甘肃尧 宁夏尧 西藏尧 内蒙古和四川等省 渊自治
区冤 最为严重咱1暂遥 深圳市地处沿海袁 常住居民的细粒棘球蚴病
感染尚属首次发现遥 病例 1的病理切片见典型棘球蚴袁 病例 2
的病理组织由于广泛变性坏死袁 未见细粒棘球绦虫头节和确切
包囊袁 符合晚期细粒棘球蚴病的病理变化咱2暂遥
本次报告的两例患者原籍分别为广东省和广西区袁 均为细

粒棘球蚴病的非流行区遥 广东省 1996年最早发现的细粒棘球
蚴病患者为惠州市居民咱3暂袁 1998年桂林地区也报告了广西省第
一例当地居民的细粒棘球蚴病病例 咱4暂袁 但广东和广西两省
渊区冤 至今尚未发现有本地传染源遥 经流行病学调查袁 两例患
者均有明确的新疆等流行地区驻留史袁 因此最可能的感染途径
仍考虑为在流行区接触病犬或被虫卵污染的食物尧 水源尧 自然
环境和羊毛等畜产品感染所致袁 为输入性病例遥 另外袁 两例患
者早年均有犬类饲养史袁 目前无法查证所饲养犬只的细粒棘球
绦虫感染状况袁 因此也不能完全排除其早年经由自家所养犬只
感染细粒棘球蚴的可能遥
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