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摘要
!

目的 用
.?@

和免疫荧光染色镜检法检测城市现场水源中蓝氏贾第鞭毛虫
!

简称贾第虫
"

和隐孢子虫
#

了解上海市水源地贾第虫和隐孢子虫污染状况
$

方法 采集上海市
A

个区的自来水和

B

个区的环境水
#

.?@

检测水样本中的贾第虫磷酸丙糖异构酶
!

)0261,CD61CD/), 2168,0/1,4 E28

"

基因和

隐孢子虫
#AF 0@5G

的基因
%

按
&

生活饮用水标准检验方法
' !

HI$J$"=:!!!""&

"

K2<)/!+/L MC0,11

快

速方法进行免疫荧光染色镜检
$

计算比较两种方法检测贾第虫和隐孢子虫的阳性率
$

结果 共采集

!""

份水样
(

其中自来水出厂水
%A

份
#

.?@

和荧光镜检法均未检出贾第虫和隐孢子虫
%

检测原水
)

动

物饲养场周边池水
)

污水处理厂出水
)

游泳池水和餐馆养渔池等水样分别为
&!

)

!$

)

!N

)

!O

)

:&

份
#

.?@

法贾第虫阳性率分别为
A=:P

)

B&=OP

)

#J=!P

)

O

和
O

#

总阳性率为
#!=$P

%

隐孢子虫阳性率分别

为
&=$P

)

%O=OP

)

#B=AP

)

O

和
O

#

总阳性率为
##=AP

$

免疫荧光染色镜检法贾第虫阳性率分别为

N=JP

)

%O=OP

)

!%=#P

)

O

和
O

#

总阳性率为
#$=#P

%

隐孢子虫阳性率分别为
A=#P

)

%%=OP

)

#J=!P

)

O

和
O

#

总阳性率为
#B=AP

$

两种方法检测贾第虫和隐孢子虫一致性分别为
N&=#P

和
N$=%P

#

经
!"##"

检

验
#

两种方法一致性较好
!

!"##"QO=AB

和
O=JN

#

!"##""O=J$

"#

.?@

与荧光镜检结果无显著性差异

!

!

!

QO=%%

和
O=!&

#

$

﹤
O=O$

"$

结论 两种方法均可用于城市现场水源中贾第虫和隐孢子虫污染的调查
$

自来水未检出贾第虫和隐孢子虫
#

但在原水和环境水中检测到贾第虫和隐孢子虫污染
#

需加强监测
$

!

关键词
!

蓝氏贾第鞭毛虫
%

隐孢子虫
%

包囊
%

卵囊
%

检测
%

水样
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两种检测方法应用于城市水源中蓝氏贾第
鞭毛虫和隐孢子虫污染的比较研究
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蓝氏贾第鞭毛虫
!

!"#$%"# &'()&"'

"

和隐孢子

虫
!

*$+,-./,.$"%"0( 1>>=

"

是导致人及多种哺乳动

物腹泻的重要机会性致病性原虫
#

也是艾滋病患

者合并感染的重要病原体
#

因此
#

介水传播的贾

第虫病和隐孢子虫病严重影响公众的健康$

:

%

&

世界

范围内蓝氏贾第鞭毛虫
!

简称贾第虫
"

和隐孢子

虫的感染率分别为
:?!@A?

和
A=&?!!$=A?

$

!"@

%

#

曾

有报道我国总感染率分别为
!=$!?

和
!=:%?

$

%

%

&

感

染贾第虫或隐孢子虫的家畜
'

野生动物和人的粪

便是地表水中贾第虫和隐孢子虫的主要来源
&

目

前检测贾第虫和隐孢子虫主要是采用镜检的方法
#

由于贾第虫包囊和隐孢子虫卵囊体积均极微小
#

在形态上难以区分
&

因此建立敏感性高
'

特异性

强的
.BC

检测技术
#

对追踪污染来源
'

预防控制感

染具有重要意义$

$"&

%

&

为了解上海市水源地贾第虫

和隐孢子虫污染状况
#

本研究利用基因检测法和

免疫荧光染色镜检法
#

于
!A:@

(

!A:%

年对上海市

自来水
'

原水和环境水中贾第虫和隐孢子虫进行

检测
#

并对两种方法进行比较分析
&

!

材料与方法

!"!

虫株

贾第虫滋养体由中国疾病预防控制中心寄生

虫病预防控制所惠赠
#

人源贾第虫包囊由本实验

室分离自上海市江湾医院的
:

例贾第虫感染者
&

微

小隐孢子虫
!

*1 ,'$20(

"

和贝氏隐孢子虫
!

*1 )'"!

&3+"

"

由中国农业科学院上海兽医研究所惠赠
#

安

氏隐孢子虫
!

*1 '4%3$/.4"

"

由河南农业大学惠赠
#

保存于
!=$?

重铬酸钾溶液中
#

存放
% #

冰箱备用
&

实验所用阴性对照水样为纯净水
#

购自上海获特

满饮料有限公司
&

!"#

主要试剂

抗贾第虫和隐孢子虫免疫磁分离试剂盒购自

挪威
3D(/<

公司
#

免疫荧光染色试剂盒购自澳大利

亚
EFG

公司
#

%H4 &"

二脒基
"!"

苯基吲哚
!

3I.'

"

染

色试剂由
G'FB J/),0960(,

公司生产
#

35I

提取试剂

盒为美国
+. E268,-2K/<1

公司的产品
#

!$5'6 .BC

+/1),0 +2L

为天根生化科技北京有限公司产品
#

牛

血清白蛋白
!

EMI

"

为美国
M2N8/

公司产品
&

!"$

水样采集

根据不同地埋位置采集上海市
O

个区的自来水

出厂水
#

每份水样
#AA P

&

采集尚未进行调查的长

宁
'

闵行和虹口
@

个区的黄浦江原水
'

动物饲养场

周边池水
'

污水处理厂出厂水
'

游泳池水和餐馆养

鱼池等环境水
#

每份水样
!A P

&

!"%

样本处理

按 照
)

生 活 饮 用 水 标 准 检 验 方 法
*

!

QE$R$A=#!"!AA&

"

G2<)/"+/L S>0,11

快速方法 $

R

% 进

行检测
#

包括过滤
'

淘洗和浓缩
!

动物饲养场周边

池水直接沉淀离心
"#

免疫磁珠分离
!

288T(68/N"

(,)2K 1,>/0/)26(

#

'+M

"&

浓缩后每份样品均分为
!

份
#

一份用于免疫荧光染色镜检法检测
#

一份用于

.BC

法检测
&

设阴
'

阳性对照进行质量控制
#

设水

样贾第虫和隐孢子阳性包囊回收对照
#

回收率必

须
!#AU

#

否则为无效检测
&

!"&

免疫荧光染色镜检法

分离纯化的包囊和卵囊经单克隆免疫荧光抗体

染色
#

再经
3I.'

试剂染色进行鉴定
#

荧光显微镜

镜检并计数
&

!"' ()*

法

采用
G/1)35I M.'5 V2) W60 M62<

试剂盒提取水

样沉淀中的贾第虫包囊和隐孢子虫卵囊基因组

35I

#

提取前分别置液氮
! 82(

'

X% % ! 82(

#

反复
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表
!

水样中蓝氏贾第鞭毛虫和隐孢子虫的检测结果

"#$%& ! 3,),>)26( 6( !"#$%"# &'()&"' /(- *$+,-./,.$"%"0( 2( ?/),0 1/8@<,1

/A

免疫荧光染色镜检法
4 /A '88B(,CD<B60,1>,(>, 82>061>6@E /11/E

冻融
F

次
#

破坏包囊
$

卵囊壁
%

对照样本为隐孢子

虫或贾第虫
$

刚地弓形虫
$

溶组织内阿米巴和华支

睾吸虫
#

并设阴性对照
%

根据文献&

G!H

' 设计扩增贾第虫磷酸丙糖异构酶

!

)0261,@I61@I/), 2168,0/1,4 J28

"

基因和隐孢子虫

:GK 0L5M

基因的引物分别为
A$"!MJN OOJ NOJ ONJ

ONO OOO JJO!F"

#

$" !OMO JNN OOM MNO JJO

JON OMN!F"

(

$" !MMO MON NNM MMM OJO MOO

MN!F"

#

$"!NJM OMM MNN NOM NNN MON JM!F"

%

引物由英潍捷基
!

'(72)06P,(

"

上海生物技术有限公

司合成
%

.OL

反应体系均为
)

35M

模板
!=$ !<

#

!#

1'2 .OL +/1),0 +2Q !$ !<

#

:R !86<ST

引物各
#=$ !<

#

#R 8PS8< UKM ! !<

#

--V

!

W :X=$ !<

%

J28

基因反应

条件为
)

H%$ F 82(

(

H%$ %$ 1

#

$" $ %$ 1

#

X! $

: 82(

#

F"

个循环
(

X! $ G 82(

%

:GK 0L5M

基因扩

增反应条件为
H%$ $ 82(

(

H%$ : 82(

#

$$$ : 82(

#

X! $ : 82(

#

F$

个循环
(

X! $ :" 82(

%

扩增产物

经
:=$Y

琼脂糖凝胶电泳观察
%

分别将贾第虫
J28

基

因和隐孢子虫
#GK 0L5M

基因扩增产物送英潍捷基

上海生物技术有限公司测序
#

并与
N,(U/(Z

的相应

序列进行比较
%

!'(

统计学分析

采用
K.KK #&=R

软件录入数据
#

对两种方法检

测结果进行
"

!检验
#

3[R=R$

时差异有统计学意义
%

采用
4',,'

检验比较两种检测方法的一致性
#

4',!

,'!R=X$

时认为一致性较好
%

)

结 果

)'!

水样采集情况

共采集上海市
G

个区的自来水出厂水
%G

份
%

采

集上海市
F

个区的黄浦江原水
#$

个点
!

&!

份
"$

动物

饲养场冲洗池水
&

个点
!

!$

份
"$

污水处理厂出厂水

X

个点
!

!H

份
"$

游泳池水
$

个点
!

!R

份
"

和餐馆养

鱼池
%

个点
!

#&

份
"

等环境水共
#$!

份
%

)')

免疫荧光染色镜检法检测

免疫荧光染色镜检法检测出厂水未检出贾第虫

和隐孢子虫
#

原水
$

动物饲养场周边池水
$

污水处

理厂出厂水
$

游泳池水和餐馆养鱼池水样贾第虫包

囊阳性率分别为
H=XY

$

%R=RY

$

!%=#Y

$

R

和
R

#

总

阳性率为
#$=#Y

%

饲养场周边池水贾第虫阳性率显

著高于原水
!

!

!

\#R=H#

#

5%R=R#

"%

阳性范围为
#&

X

个
S#R T

#

平均密度为
!=%

个
S#R T

%

隐孢子虫卵囊阳

性率分别为
G=#Y

$

%%=RY

$

#X=!Y

$

R

和
R

#

总阳性

率为
#F=GY

%

饲养场周边池水隐孢子虫阳性率显著

高于原水
!

!

!

\#$=FF

#

5%R=R#

"%

阳性范围为
#&

$%

个
S#R T

#

平均密度为
G=R

个
S#R T

!

表
#

"

原虫
.06)6]6/(

水样来源
^/),0 16B0>,1

样本数
56=

1/8@<,1

.OL '_M

/

阳性数
!

份
"

56=

@612)27,

阳性率
!

Y

"

.612)27,

0/),

!

Y

"

阳性数
!

份
"

56=

@612)27,

阳性率
!

Y

"

.612)27,

0/),

!

Y

"

检出范围
!

个
S:"T

"

L/P,1 6D -,),>)26(

!

(6= S:"T

"

密度
!

均值
'

标准差
"

3,(12)E

!

6(/

"

贾第虫包囊

7"'$%"'

>E1)1

原水
K6B0>, ?/),0 D068 ?/),0 @</()

饲养场周边池水
.66< ?/),0 (,/0 @/1)B0, /0,/1

污水厂出水
WB)-660 ?/),0 D068

?/1), ?/),0 )0,/)8,() @</()1

游泳池
K?2882(P @66<

餐馆养鱼池
_21I @6(- 2( 0,1)/B0/()

&!

!$

!H

!"

:&

$

H

$

"

"

G=:

F&="

:X=!

"="

"="

&

:"

X

"

"

H=X

%"="

!%=:

"="

"="

:&F

:&X

:&%

C

C

:=X("=G

F="(:=G

!=:(:="

C

C

合计
J6)/< :$! :H :!=$ !F :$=: :`X !=%(:=%

隐孢子虫卵

囊

*$+,!

-./,.$"%"0(

66>E1)1

原水
K6B0>, ?/),0 D068 ?/),0 @</()

饲养场周边池水
.66< ?/),0 (,/0 @/1)B0, /0,/1

污水厂出水
WB)-660 ?/),0 D068

?/1), ?/),0 )0,/)8,() @</()1

游泳池
K?2882(P @66<

餐馆养鱼池
_21I @6(- 2( 0,1)/B0/()

&!

!$

!H

!"

:&

%

:"

%

"

"

&=$

%"="

:F=G

"="

"="

$

::

$

"

"

G=:

%%="

:X=!

"="

"="

:&%

!&$%

:&$

C

C

!=:(:=:

:F=:(X=!

!=X(:=&

C

C

合计
J6)/< :$! :G ::=G !: :F=G :`$% G="(:F=%

F%G

* *
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图
!

蓝氏贾第鞭毛虫
.>?

结果

+

#

35@

标志物
$

/

#

贾第虫阳性对照
$

9A2

#

样本
$

B

#

阴性对照

"#$% ! ?,1C<)1 6D .>? E06-CF)1 D60 !"#$%"# &'()&"'

+G 35@ 8/0H,04 /G !* &'()&"' E612)27, F6()06<4

9I2G J/8E<,14 BG 5,K/)27, F6()06<

图
&

隐孢子虫
.>?

结果

+

#

35@

标志物
$

/

#

微小隐孢子虫阳性对照
$

9IK

#

样本
4

L

#

阴性对照

"#$% & ?,1C<)1 6D .>? E06-CF)1 D60 +$,-./0-/$"%"1( 1EE=

+G 35@ 8/0H,04 /G +* -'$21( E612)27, F6()06<4

9IKG J/8E<,14 LG 5,K/)27, F6()06<

&%' ()*

检测

贾第虫滋养体和贾第虫包囊
35@

均扩增出
#

条

&MN 9E

左右的条带
$

与预计长度相等
%

而隐孢子

虫
&

刚地弓形虫
&

溶组织内阿米巴
&

华支睾吸虫和

阴性对照均未见相应条带
$

所用的引物在
.>?

反应

中显示了高度的特异性
%

扩增产物经序列测定证实

为贾第虫
O28

基因片段
%

分别对微小隐孢子虫
&

安氏隐孢子虫
&

贝氏隐

孢子虫和对照
35@

进行扩增
%

P

种不同的隐孢子虫

均可扩增出
%$N 9E

左右的目的片段
%

而其他
%

种寄

生虫和阴性对照样本均未出现扩增反应
%

表明隐孢

子虫的
.>?

引物也具有高度的特异性
%

扩增产物经

序列测定证实为微小隐孢子虫
&

安氏隐孢子虫和贝

氏隐孢子虫
#MJ 0?5@

基因片段
%

.>?

检测自来水出厂水
%M

份
$

未检出贾第虫和

隐孢子虫特异性条带
%

原水
&

动物饲养场周边池

水
&

污水处理厂出厂水
&

游泳池水和餐馆养鱼池水

样贾第虫阳性率分别为
M=#Q

&

P&=NQ

&

:R=!Q

&

N

和

N

$

总阳性率为
:!=$Q

%

饲养场周边池水贾第虫阳

性率显著高于原水
!

!

!

S:N=PN

$

3!N=N:

"%

隐孢子虫

阳性率分别为
&=$Q

&

%N=NQ

&

:P=MQ

&

N

和
N

$

总阳

性率为
::=MQ

%

饲养场周边池水隐孢子虫阳性率显

著高于原水
!

!

!

S:%=M$

$

4!N=N:

"$

并高于污水处理

厂出厂水
!

!

!

S%=MN

$

4!N=N$

" !

表
:

$

图
:

$

图
!

"%

&%+ ()*

与免疫荧光染色镜检法检测结果比较

.>?

和免疫荧光染色镜检检测贾第虫出厂水均

为阴性
%

原水和环境水中
.>?

检出贾第虫阳性
:T

份
$

免疫荧光染色镜检检出
!P

份
$

两者相比差异无

统计学意义
!

!

!

SN=%%

$

4

﹥
N=N$

"%

两种方法相结

合
$

共检出贾第虫阳性
!%

份
$

其中两种方法均为阳

性者
:M

份
$

均为阴性者
:!M

份
$

:

份
.>?

阳性而镜检

阴性
$

%

份镜检阳性而
.>?

阴性
$

两种方法阳性一

致性为
R$=NQ

!

:MU!%

"$

总一致性为
T&=:Q

!

:%&U

:$!

"$

经
5'--'

检验
$

两者一致性较好
!

5'--' S

"=MP

$

""=R$

"%

两种方法检测隐孢子虫出厂水均为阴性
%

原水

和环境水中
.>?

检出隐孢子虫阳性
:M

份
$

镜检法检

出
!:

份
$

两者相比无显著性差异
!

!

!

S"=!&

$

4

﹥

"="$

"%

两种方法共检出隐孢子虫阳性
!P

份
$

其中

两种方法均为阳性者
:&

份
$

均为阴性者
:!T

份
$

!

份

.>?

阳性而镜检阴性
$

P

份镜检阳性而
.>?

阴性
$

两种方法阳性一致性为
&T=&Q

!

:&U!P

"$

总一致性

为
T$=%Q

!

:%$U:$!

"$

经
5'--'

检验
$

两者一致性较

好
!

5'--'S"=RT

$

""=R$

"% !

表
!

"

&%,

隐孢子虫虫种测序结果

对
.>?

检出的
:M

份隐孢子虫阳性样本进行序列

测定
$

:"

份为安氏隐孢子虫
$

%

份为猪隐孢子虫

!

+* 01"0

"$

!

份为贝氏隐孢子虫
$

:

份微小隐孢子虫

和
:

份人隐孢子虫
!

+* 6/("7"0

"%

不同水源中隐孢

子虫虫种分布见表
P

%

'

讨 论

随着分子生物学技术的发展
$

.>?

技术在病原

检测和分子诊断方面得到了广泛的应用
$

已经成为

+ / 9 F - , D K L 2 B

: """

$""

9E

: """

$""

+ / 9 F - , D K L

9E

P%T

' '
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表
!

水样
.>?

与免疫荧光染色镜检检测结果比较

"#$%& ! >68@/0216( 6A @06)6B6/( -,),C)26(1 2( D/),0 9,)D,,( .>? /(- 'EF

检测方法

G,1)

原虫

.06)6B6/( 1@,C2,1

检测结果

G,1) 0,1H<)1

.>?

I J

合计
G6)/<

免疫荧光染色镜检

'88H(,JA<H60,1C,(C,

82C061C6@K /11/K

贾第虫

!"#$%"# &'()&"'

I

J

#L

#

$

#!L

!M

#!N

合计
G6)/< :N :MM :$!

隐孢子虫

*$+,-./,.$%"0( 1@@=

I

J

:&

!

$

:!N

!:

:M:

合计
G6)/< :L :M% :$!

表
'

不同水源中隐孢子虫虫种分布

"#$%& ( GO, -21)029H)26( 6A *$+,-./,.$%"0( 1@,C2,1 2( -2AA,0,() 16H0C,1 6A D/),0

一种常用的病原分子检测方法
#

分子生物学检测工

具已越来越多地应用到贾第虫和隐孢子虫的检测和

传播特征研究中
#

目前免疫荧光染色镜检法对贾第

虫和隐孢子虫的检测能检出这两种原虫的污染程

度
$

但无法区分虫种
#

而核酸检测能进行基因分

型
$

可对污染源进行有效评估
#

本研究对隐孢子虫

进行基因分型
$

取得了较满意的效果
#

两种方法检

测 结 果 相 比 无 显 著 性 差 异
$

两 者 一 致 性 较 好

!

1',,'!"=P$

"#

两种方法检测自来水均未检出贾第虫和隐孢子

虫
$

与
Q021H@O/(H()

和陈小岳等%

:"!::

& 检测结果一致
#

原水和环境水中贾第虫和隐孢子虫
.>?

与免疫荧光

染色镜检结果的阳性一致性分别为
P$="R

和
&N=&R

#

低于
+/0,0

等%

#!

& 用
.>?

扩增检测污水中贾第虫包囊

.>?

方 法 与 免 疫 荧 光 显 微 镜 检 法 的 一 致 性

!

#TTR

"$

与隐孢子虫卵囊的一致性结果
!

&MR"

P!R

"

基本类似
#

分析原因可能是由于样品杂质对

.>?

产生抑制作用影响
$

样品中包囊
U

卵囊数量少
$

样品的随机分配有可能导致两种方法检测结果不一

致
#

因此
$

当两种方法相结合应用时
$

可对水中贾

第虫和隐孢子虫的污染程度和污染来源进行有效评

估
#

免疫荧光染色镜检原水中贾第虫和隐孢子虫阳

性率比法国
(

匈牙利和我国其它地区调查结果%

:M!:&

&

要低
$

结果显示上海市原水中贾第虫和隐孢子虫阳

性率和平均密度均较低
#

污水处理厂出厂水的贾第

虫和隐孢子虫阳性率比我国其它地区调查结果略低
%

:P

&

$

动物饲养场周边池水贾第虫和隐孢子虫阳性率

显著高于原水
$

与动物贾第虫和隐孢子虫感染率较

高有关%

:L!!"

&

#

应加强管理
$

预防贾第虫和隐孢子虫

污染其他水源
#

游泳池中发生疾病的危险主要与致

病原生动物有关
$

包括贾第虫和隐孢子虫%

!:

&

#

由游

泳池中粪便意外排泄污染引起
$

这两种生物对环境

和消毒剂有强抵抗力
$

并有高度的传染性
#

国外已

有多起因娱乐用水导致贾第虫和隐孢子虫暴发的报

道%

!!

&

$

我国报道较少
#

本次调查未检出贾第虫和隐

孢子虫
$

达到了游泳池
)

推荐水质标准
*

中贾第虫

和隐孢子虫指标要求
#

但对于娱乐场所仍需加强监

测
#

上海市以前曾开展过水样中贾第虫和隐孢子虫

污染调查
$

如笔者于
!""L

+

!""N

年对上海市
:&

个区

饮用水和
$

个区环境水采用纤维膜过滤
(

手工淘洗
(

水样来源

V/),0 16H0C,1

安氏隐孢子虫

*2 '3%4$/.3"

猪隐孢子虫

52 /0"/

贝氏隐孢子虫

67 )'"&4+"

微小隐孢子虫

*2 ,'$80(

人隐孢子虫

*2 9.("3"/

合计

G6)/<

原水
Q6H0C, D/),0 A068 D/),0 @</()

饲养场周边池水
.66< D/),0 (,/0

)O, @/1)H0, /0,/1

污水厂出水
WH)-660 D/),0 A068

D/1), D/),0 )0,/)8,() @</()1

!

&

!

:

M

T

T

:

:

:

T

T

T

T

:

%

:T

%

合计
G6)/< :T % ! : : :L

M$T

, ,
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磁抗体分离和免疫荧光染色进行贾第虫和隐孢子虫

检测 #

!>

$

%

本次调查采用
?<2)/!+/@ AB0,11

快速方法

滤芯过滤
&

对尚未开展环境水调查的
>

个区进行检

测
&

并增加对娱乐用水游泳池和餐馆养鱼池水的检

测
&

结果显示平均密度较以往有所增高
&

可能与检

测灵敏度提高有关
%

同时
&

本研究采用
.CD

技术应

用于水源中贾第虫和隐孢子虫污染的基因检测
&

并

对隐孢子虫进行基因分型
&

通过基因溯源
&

提示家

畜可能是原水和环境水中的主要污染源
%
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