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微孢子虫渊microsporidia冤是专性细胞内寄生的真核
生物袁 广泛寄生于昆虫等无脊椎动物及哺乳类尧 鸟
类尧 鱼类等脊椎动物体内袁 至今已发现的微孢子虫分
属 150属尧 1 200种以上咱1暂遥 大约 150年前袁 人们首先
在胡椒样病症的家蚕体内发现了致病病原要要要家蚕微

粒子虫渊Nosema bombycis冤曰 而最早报道在人体中发
现微孢子虫是在 1959年袁 患者为一名 9岁日本男孩袁
推测可能与食用未煮熟的鲑鱼有关咱2暂遥 目前袁 在艾滋病尧
器官移植和免疫缺陷型患者中相继发现 8属 13种微
孢子虫 咱3暂遥 微孢子虫病作为一种新发传染病渊emerging
infectious disease袁EID冤袁 已引起局部或世界范围的公
共卫生问题袁 被美国国立过敏和传染性疾病研究院
渊National Institute of Allergy and Infectious Disease袁
NIAID冤列入第二类具有潜在危险的微生物名单咱4暂遥
随着环境污染的加剧和生态平衡的破坏袁 环境中

存在大量微孢子虫袁 已有在饮用水中检出微孢子虫的
报道咱5暂遥 国内外研究者对微孢子虫的识别和检测方法
进行了大量探索研究遥 本文对国内外以染色识别技
术尧 免疫学和分子生物学等技术检测微孢子虫的研究

进展进行综述袁 以期为开展微孢子虫流行病学研究和
防治微孢子虫病提供参考遥
1 微孢子虫染色镜检技术的研究进展

利用特殊功能的显微镜可观察微孢子虫的外观特

征渊立体显微镜冤或其在宿主组织尧 细胞内的寄生情况
渊复式显微镜冤袁 也可对纯化或混合的样品进行鉴别和
评价遥 但是在光学显微镜下袁 如果技术不熟练袁 往往
不易识别微孢子虫袁 常规染色剂也不易对微孢子虫孢
子染色袁 因此人们相继开发了一系列基于光学显微镜
的微孢子虫染色识别法遥
1.1 KMnO4鄄甲基紫法 唐顺明等咱6暂应用该法将家
蚕微粒子虫染成紫色袁 而绿僵孢子尧 曲霉孢子呈紫褐
色尧 花粉粒呈淡黄色块状袁 快速鉴别了家蚕微粒子
虫和其他家蚕病原孢子袁 相互间区别显著遥 该法的染
色条件尧 技术工艺极其简易袁 如果不需要拍照袁 可省
去异丙醇洗脱尧 二甲苯内透明两个步骤袁 整个过程可
缩短至 5 min遥
1.2 抗酸的三色染色法 Ignatius等咱7暂应用该法将微孢
子虫染成粉红色袁 从而与真菌尧 细菌及粪样相区别袁
整个染色过程仅需 45 min袁 与 Didier忆s 三色染色法耗
时 60 min尧 免疫荧光测定耗时 130 min相比袁 该法更
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易操作且节约时间袁 但该法要求样品新鲜遥
1.3 韦伯氏 Chromotrop 染色法 又称为铬变素 2R
渊Chromotrop 2R冤染色法遥 牛安欧等咱8暂采用该法将比氏
肠微孢子虫渊E. bieneusi冤尧 肠脑炎微孢子虫渊E. intestinals冤尧
海伦脑炎微孢子虫渊E. hellem冤及兔脑炎微孢子虫渊E. cuiculi冤
等孢子染成红色袁 细菌和粪渣等染成绿色袁 区别显著遥
但其染色过程较费时袁 有研究者在此基础上进行改良
以提高染色效率袁 如提高染液温度咱9暂渊从室温到 50 益冤
以缩短染色时间渊由 90 min减至 10 min冤袁 改良后孢
子染色更深袁 背景更清晰遥 还有一些研究者将该法同
其他染色方法相结合袁 以提高诊微孢子虫的检出率袁
如 Joveeta等 咱10暂在对 4个病例角膜切片进行染色检测
时袁 认为该法是一个可靠的微孢子虫的诊断方法袁 该
法简便尧 经济袁 是检测微孢子虫的理想方法遥
1.4 荧光染色剂 Calcofluor M2R 染色法 刘吉平等咱11暂

用此法在荧光显微镜下可见家蚕微粒子虫发出强烈的

青蓝色荧光袁 由于 Calcofluor M2R 可穿透微孢子虫的
外壳袁 染色后荧光相对稳定且较强袁 病毒多角体和细
菌不被染色袁 真菌孢子染色后的荧光相对较弱袁 能够
有效地从组织碎片尧 病毒和细菌等形状相似物中鉴别
微孢子虫遥 此外 Joveeta等咱12暂用氢氧化钾加荧光染色剂
Calcofluor M2R 染色渊KOH+CFW冤对 30例患者角膜刮
取物疑似微孢子虫样品进行染色检测袁 结果表明袁 KOH+
CFW诊断角膜炎微孢子虫的有效率达 96.7%遥
1.5 荧光染色剂 Uvitex 2B染色法 荧光染色剂 Uvitex
2B对微孢子虫孢子壁中的几丁质有高度的亲和性袁
使染上荧光的孢子在黑色背景下发出蓝白色荧光遥 但
该法无特异性袁 粪便中的杂质也可显荧光遥 因此有研
究者将不同的染色技术与其结合起来对微孢子虫进行

检测袁 以减少鉴别的误差袁 许多实验室倾向使用改良
的三色染色法与该法相结合检测临床样品 遥 如
Ignatius等咱13暂提出在检测稀释的粪样时袁 两种方法并
用可提高检测的敏感性袁 当样品中孢子量较少时袁 该
法的优越性更明显遥
对光学显微镜下疑似微孢子虫寄生的活检标本进

行组织学检查或对组织研磨液进行细胞学检查时袁 虽
可根据孢子形态和大小袁 初步检测出微孢子虫孢子及
其感染部位袁 但无法鉴别微孢子虫具体种属袁 对微孢
子虫种属的检测和识别须借助电子显微镜尧 现代免疫
学和分子生物学的技术和手段咱14暂遥
2 微孢子虫免疫学检测技术的进展

微孢子虫免疫学检测技术袁 通过抗原抗体的特异
性结合反应袁 再辅以免疫放大技术袁 具有特异性强尧
灵敏度较高等特点遥 目前已发展了多种免疫学检测

法袁 包括免疫测定法尧 间接免疫荧光法尧 酶联免疫吸
附试验尧 对流免疫电泳和蛋白质印迹分析等方法袁 来
诊断微孢子虫 IgG和 IgM 抗体咱15暂遥

近年来袁 对家蚕微粒子虫和脑炎微孢子虫属孢
子渊Encephalitozoon spp.冤等孢子的单克隆抗体已相继
研究成功咱16鄄17暂袁 针对脑炎微孢子虫属孢子的多克隆抗
体已被用于检测临床样品的多种微孢子虫 咱18暂遥 刘吉平等咱16暂

应用抗家蚕微粒子虫的单克隆抗体袁 结合免疫金银
染色法渊IGSS冤从光镜水平对家蚕微粒子虫进行检
测袁 家蚕微粒子虫周边被染成棕黑色袁 从而将孢子
与其他组织区别开来遥 Mo等咱17暂制备了 7种兔脑炎微
孢子虫单克隆 IgG抗体渊Mabs冤袁 对临床样品的兔脑炎
微孢子虫进行间接免疫荧光和蛋白质印迹检测遥 这些
抗体可与兔脑炎微孢子虫的相对分子质量渊Mr冤121 000鄄尧
56 000鄄尧 45 000鄄尧 43 000鄄和 41 000鄄蛋白表位反应袁 通
过十二烷基硫酸钠-聚丙稀酰胺凝胶电泳 渊SDS鄄
PAGE冤 证实这些表位为兔脑炎微孢子虫所特有袁 且
该兔脑炎微孢子虫的单克隆抗体 渊Mabs冤可成功地
将兔脑炎微孢子虫从其他微孢子虫的种群中鉴别出来遥
Sheoran等 咱19暂将纯化的比氏肠微孢子虫免疫小鼠后袁 制备
了比氏肠微孢子虫的单克隆抗体袁 并从该单克隆抗体中
得到 8种 IgM袁 其中命名为 2G4 的单克隆抗体可与猴
和人粪便中的比氏肠微孢子虫反应袁 且无背景荧光袁 是
理想的诊断材料曰 还可识别细胞内孢子袁 因此适于确
定比氏肠微孢子虫在宿主组织中的分布遥 该比氏肠微
孢子虫的单克隆抗体可简便地诊断人体中的比氏肠微

孢子虫感染袁 为不同人群及哺乳动物的微孢子虫流行
病学及环境中微孢子虫病传染源的调查提供了技术手

段遥 Cisse等咱20暂在马里地区分别用比氏肠微孢子虫尧 肠
脑炎微孢子虫的单克隆抗体对 61位人免疫缺陷病毒
渊human immunodeficiency virus袁 HIV冤血清阳性的成
年患者和 71名具有免疫能力的儿童进行了免疫荧光
抗体试验遥 在 8 位 HIV血清阳性的成年患者粪样中
检测到比氏肠微孢子虫袁 儿童粪样中未检测出微孢子虫袁
该试验的敏感性和特异性均达到 100%遥 此外袁 Singh
等咱21暂用比氏肠微孢子虫单克隆抗体通过免疫荧光测定
法检测猿猴免疫缺陷病毒感染的猕猴粪样中的微孢子

虫袁 结果在每克粪样中检测到 1.5伊105个微孢子虫遥
陈祖佩等咱22暂比较碳素凝集反应法与显微镜检测技

术对家蚕微粒子虫检测的敏感性袁 结果显示袁 碳素凝
集法检出率为 95.45%袁 镜检检出率为 22.72%遥 两者
检出率的比值为 4.2袁 碳素凝集法阳性反应的样品再
用显微镜复检袁 符合率达 100%袁 证实用家蚕微粒子
虫致敏碳素凝集法检测母蛾微孢子的可行性遥 万嘉群咱23暂

分别用酶标抗体间接法和酶标抗体 PAP法检测家蚕
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微粒子虫孢子袁 两种方法检测结果一致袁 有表面抗原
的孢子都能和第一抗体发生反应被染成褐色遥 Yabsley
等咱24暂用凝集反应检测美国乔治亚州 St.Catherines 海岛
62只不同品种狐猴血清中兔脑炎微孢子虫袁 结果检
测到有一只尾巴有色环狐猴 渊1.9%冤的血清为兔脑炎
微孢子虫阳性渊滴度为 1︰400冤遥 Moura等咱25暂用家兔的
肠脑炎微孢子虫抗体血清渊滴度为 1︰400冤通过免疫
荧光显微技术检测 120份粪样袁 其中 24份检测到肠脑
炎微孢子虫袁 且不与细菌等发生交叉反应袁 证实了该
方法的可行性遥 Omura等咱26暂将兔脑炎微孢子虫经孢子
发芽处理后制备抗体袁 并与一种特异的染色酶结合后
固定于塑料表面袁 测定其对健康的和感染免疫缺陷病
毒的日本人微孢子虫极丝蛋白的敏感性袁 结果发现微
孢子虫极丝 IgM 抗体能够与发芽孢子挤出极丝发生强
烈血清学反应遥
虽然单克隆抗体和多克隆抗体在诊断和鉴别不同

种微孢子虫临床样品效果较好咱27暂袁 但其在识别微孢子
虫的敏感性方面较光镜染色法为低遥 因此在应用抗体
鉴别不同种的微孢子虫时袁 人们尝试对抗体进行各种
类似光镜染色法的染色标记研究袁 以期提高免疫学诊
断的敏感性和特异性遥 其中间接免疫荧光法和ELISA
因操作简便而被普遍使用袁 但这些方法的敏感性和特
异性还有待于进一步研究遥 此外袁 当前推广使用免疫
学技术识别和诊断微孢子虫还存在一定困难袁 原因主
要有院 淤 微孢子虫孢子表面具有多抗原决定簇袁 而
导致单抗尧 多抗血清的交叉反应曰 于 假阳性反应比例

较高遥 据报道袁 50豫以上无微孢子虫感染史的人血清出
现阳性滴度咱28暂曰 盂 免疫缺陷患者对抗原刺激的免疫应

答反应很弱等遥

3 以分子生物学为基础的检测技术的研究进展

随着分子生物学的迅猛发展袁 应用基于分子生物
学技术开展微孢子虫的检测和识别研究成为当前的热

点遥 100多种微孢子虫核苷酸成功测序袁 为诊断和识
别各种来源的微孢子虫提供了新手段遥 目前对微孢子
虫的检测主要从核糖体 RNA渊ribosomal RNA冤及相关
基因入手袁 设计了大量引物渊表1冤袁 进行各种基于 PCR
技术的微孢子虫检测和识别的研究遥
3.1 常规 PCR 检测技术
3.1.1 检测几种常见微孢子虫的通用引物 Raynaud
等 咱29暂设计了一对引物 C1和 C2 通过扩增微孢子虫的
小亚基核糖体 RNA渊SSU rRNA冤序列保守区来检测比
氏肠微孢子虫尧 兔脑炎微孢子虫尧 海伦脑炎微孢子虫和
肠脑炎微孢子虫遥 PCR产物长度为 1 200 bp袁 进一步
用限制性内切酶 Hind芋和 Hinf玉进行酶切分析袁

Hind芋只在比氏肠微孢子虫的扩增产物上有 1个酶切
位点袁 在其他 3种的扩增产物上均无酶切位点曰 脑炎
微孢子虫属孢子可通过内切酶 Hinf 玉区分开来 袁
Hinf玉在兔脑炎微孢子虫尧 海伦脑炎微孢子虫及肠脑
炎微孢子虫分别有 1尧 2尧 3个酶切位点遥

Schuitema 等 咱30暂设计了一对扩增脑炎微孢子虫
属孢子的引物院 int530f和 int580r袁 可扩增海伦脑炎微
孢子虫尧 兔脑炎微孢子虫和肠脑炎微孢子虫的大部分
的 SSU rRNA 基因序列尧 基因间隔序列渊intergenic
spacer袁 ITS冤和小部分的大亚基核糖体 RNA 渊LSU
rRNA冤序列袁 进而将脑炎微孢子虫和比氏肠微孢子虫
区分开来袁 但由于该引物扩增的片段较长袁 故敏感性
较低袁 且无法扩增比氏肠微孢子虫的相应序列袁 故在检
测应用上有一定局限性遥
3.1.2 针对比氏肠微孢子虫的引物 Zhu等 咱31暂最先报
道了用引物 V1鄄EB450和 V1鄄Mic3 对感染猿免疫缺陷
病毒的猕猴进行 PCR检测袁 证实其感染了比氏肠微
孢子虫袁 且 PCR产物经测序及限制性内切酶 Mnl玉和
Dde玉的限制性片段长度多态性分析袁 表明 PCR 鉴
别技术是特异的遥 用地高辛标记引物 V1鄄Mic3袁 对石
蜡包埋的组织切片进行观察未发现感染比氏肠微孢子

虫的患者空肠活检标本袁 以及感染猿猴免疫缺陷病毒
猕猴的尸检组织标本进行原位杂交检测袁 发现空肠的
粘膜内绒毛上皮细胞有微孢子虫特征性核染袁 电子显
微镜的观察也证实了该结果遥 Schuitema等 咱30暂为了将
比氏肠微孢子虫与临床粪样中的其他微孢子虫鉴别出

来袁 设计了一对比氏肠微孢子虫特异引物和杂交探针袁
其敏感性和特异性均达到100%遥 Kumar等 咱32暂用种特异
性引物 EBIEF1/EBIER1对 153位 HIV 阳性患者渊其中
久泻者 105位袁 无腹泻者 48位冤 的粪样进行 PCR检
测袁 在 10例久泻的HIV阳性患者的粪便中经显微镜检
测到比氏肠微孢子虫袁 未出现假阳性结果袁 所有感染
比氏肠微孢子虫的样品均扩增出607 bp特异片段遥
3.1.3 针对肠脑炎微孢子虫的引物 Weiss等咱33暂根据
肠脑炎微孢子虫 SSU rRNA 序列设计了一对引物 V1
和 SI500袁 扩增产物序列与已报道的肠脑炎微孢子虫序
列同源性为 96%耀100%袁 扩增片段长 375 bp袁 该引
物和 SI60探针相结合可提高检测的敏感性和特异性遥
Silva等咱34暂设计的引物对 SINTF1鄄SINTR能扩增肠脑炎
微孢子虫的 SSU rRNA基因序列遥 用这对引物扩增海
伦脑炎微孢子虫尧 兔脑炎微孢子虫尧 比氏肠微孢子虫袁
结果均为阴性遥 但这对引物的特异性尚需进一步证实遥
3.1.4 针对兔脑炎微孢子虫和海伦脑炎微孢子虫的引

物 Visvesvara等 咱35鄄36暂根据兔脑炎微孢子虫 SSU rRNA
序列的 344耀364 bp和 872耀892 bp的位置设计了对兔
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表 1 检测不同种微孢子虫的引物对

引物名称
C2
C1

int530f
int580r

V1
EB450
V1
Mic3
EBIEF1
EBIER1
V1
SI500
SINTF1
SINTR
ECUN鄄F
ECUN鄄R
EHEL鄄F
EHEL鄄R
V1F
530R
N.bombi鄄SS
U鄄Jf1/Jr1
ITS鄄f2
ITS鄄r2
Mic3U
MiC421U

Mic266
Eb379
Ec378
Eh410
Ei395

引物序列
5忆鄄CACCAGGTTGATTCTGCC鄄3忆
5忆鄄GTGACGGGCGGTGTGTAC鄄3忆

5忆鄄TGCAGTTAAAATGTCCGTAGT鄄3忆
5忆鄄TTTCACTCGCCGCTACTCAG鄄3忆

5忆鄄CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC鄄3忆
5忆鄄ACTCAGGTGTTATACTCACGTC鄄3忆
5忆鄄CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC鄄3忆
5忆鄄CAGCATCCACCATAGACAC鄄3忆
5忆鄄GAAACTTGTCCACTCCTTACG鄄3忆
5忆鄄CCATGCACCACTCCTGCCATT鄄3忆
5忆鄄CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC鄄3忆
5忆鄄CTCGCTCCTTTACACTCGAA鄄3忆
5忆鄄TTTCGAGTGTAAAGGAGTCGA鄄3忆
5忆鄄CCGTCCTCGTTCTCCTGC鄄3忆
5忆鄄ATGAGAAGTGATGTGTGTGTGCG鄄3忆
5忆鄄TGCCATGCACTCACAGGCATC鄄3忆
5忆鄄TGAGAAGTAAGATGTTTAGCA鄄3忆
5忆鄄GTAAAAACACTCTCACACTCA鄄3忆
5忆鄄CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC鄄3忆
5忆鄄CCGCGGCTGCTGGCAC鄄3忆
5忆鄄CCATGCATGTTTTTGAAGATTAT鄄3忆
5忆鄄CATATATTTTTAAAATATGAAAC鄄3忆
5忆鄄GATATAAGTCGTAACATGGTTGCT鄄3忆
5忆鄄CATCGTTATGGTATCCTATTGATC鄄3忆
5忆鄄CCAGGUTGATUCTGCCUGACG鄄3忆
5忆鄄TUACCGCGCCUGCUGGCAC鄄3忆

5忆鄄AAGGAGCCTGAGAGATGGCT鄄3忆
5忆鄄CAATTGCTTCACCCTAAGGTC鄄3忆
5忆鄄CACCCCTTTGCACTCGCACAC鄄3忆
5忆鄄TGCCCTCCAGTAAATCACAAC鄄3忆
5忆鄄CCTCCAATCAATCTCGACTC鄄3忆

微孢子的种类
比氏肠微孢子虫(E. bieneusi)尧
兔脑炎微孢子虫渊E. cuniculi冤尧
海伦脑炎微孢子虫渊E. hellem冤尧
肠脑炎微孢子虫渊E. intestinalis冤
兔修氏脑炎微孢子虫渊E. cuniculi冤尧
海伦脑炎微孢子虫渊E. hellem冤尧
肠脑炎微孢子虫渊E. intestinalis冤
比氏肠微孢子虫(E. bieneusi)

比氏肠微孢子虫(E. bieneusi)

比氏肠微孢子虫(E. bieneusi)

肠脑炎微孢子虫渊E. intestinalis冤
肠脑炎微孢子虫渊E. intestinalis冤
兔脑炎微孢子虫渊E. cuniculi冤
海伦脑炎微孢子虫渊E. hellem冤
家蚕微粒子虫渊N. bombycis冤
熊蜂微孢子虫(N. bombi)

熊蜂微孢子虫(N. bombi)

比氏肠微孢子虫(E. bieneusi)尧
兔修氏脑炎微孢子虫渊E. cuniculi冤尧
海伦脑炎微孢子虫渊E. hellem冤尧
肠脑炎微孢子虫渊E. intestinalis冤
比氏肠微孢子虫(E. bieneusi)尧
兔脑炎微孢子虫渊E. cuniculi冤尧
海伦脑炎微孢子虫渊E. hellem冤尧
肠脑炎微孢子虫渊E. intestinalis冤

参考文献
[29]

[30]

[31]
[31]
[33]
[34]
[35]
[36]
[37]
[39]
[40]
[40]
[45]

[45]

目的基因
SSU rRNA

SSU rRNA
ITS
LSU rRNA
SSU rRNA
SSU rRNA
SSU rRNA
SSU rRNA
SSU rRNA
SSU rRNA
SSU rRNA
SSU rRNA
SSU rRNA
ITS
SSU rRNA

SSU rRNA

片段大小渊bp冤
1 200

1 000

348
443
607
375
520
549
547
450
323

118尧122
410尧419尧
421尧433

132
113
134
128

脑炎微孢子虫种特异的引物 ECUN鄄F和 ECUN鄄R袁 并
根据海伦脑炎微孢子虫 SSU rRNA序列 358耀378 bp和
884耀904 bp的位置设计了海伦脑炎微孢子虫的种特异
引物 EHEL鄄F和 EHEL鄄R袁 有效区分了兔脑炎微孢子
虫和海伦脑炎微孢子虫遥 此外袁 Toson等咱37暂对尸检获得
的微孢子虫 ITS基因进行 PCR扩增尧 测序分析袁 获
得具有 4个 5忆鄄GTTT鄄3忆重复片段的典型的兔脑炎微
孢子虫基因型芋遥 为了进一步证实该结果袁 用引物5忆
鄄GCAGTTCCAGGCTACTAC鄄3忆和 5忆 鄄AGGAACTCCGGA鄄
TGTTCC鄄3忆对尸检获得的微孢子虫模板 DNA进行扩
增袁 得到 285 bp片段袁 与阳性对照的兔脑炎微孢子
虫基因型芋一致袁 对照组的兔脑炎微孢子虫基因型玉
和域扩增出 363 bp片段袁 该引物能够有效地区分不
同基因型的兔脑炎微孢子虫遥
3.1.5 针对 Nosema属微孢子虫的引物 刘吉平等咱38暂

根据家蚕微粒子虫及其相近种属微孢子虫的 SSU
rRNA保守区段设计了 1对引物 V1F/530R袁 该引物对

纯家蚕微粒子虫孢子 DNA模板的检测敏感度为 3伊104

个/ml 渊弱检测信号可达 3伊102耀3伊103个/ml冤袁 对模拟感
染家蚕微粒子虫孢子的蚕蛾 DNA模板的检测敏感度
为 3伊105 个/ml袁 两者均达到或超过目前生产上用显
微镜检测的水平遥 Julia 等 咱39暂根据熊蜂微孢子虫
渊Nosema bombi冤 的 SSU rRNA 基因设计了 2对引物袁
对熊蜂微孢子虫和蜜蜂微孢子虫和东方蜂微粒子虫

渊Nosema ceranae冤进行 PCR 鉴别研究遥 结果表明袁
引物 N. bombi鄄SSU鄄Jf1/Jr1可将熊蜂微孢子虫从其他的
蜜蜂孢子中鉴别出来遥 引物N. bombi鄄SSU鄄Jf1/Jr1和 ITS鄄
f2/r2 对熊蜂微孢子虫检测敏感度为 108耀103 个/ml遥
他们同时提出用 N. bombi鄄SSU鄄Jf1/Jr1 和 ITS鄄f2/r2 的
混合 PCR 可提高检测熊蜂微孢子虫的特异性和
敏感性遥
3.2 实时定量 PCR技术 实时定量 PCR技术克服了
常规 PCR的平台效应袁 且减少了污染曰 无需 PCR后
处理袁 省时省力袁 避免了电泳染色剂溴化乙锭或用于

164窑 窑



中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2009年 4月第 27卷第 2期 Chin J Parasitol Parasit Dis Apr. 2009袁 Vol. 27袁 No.2

标记目的产物的放射性同位素对研究人员的伤害袁
该技术正逐渐被用于病原微孢子虫的定量检测遥
如 Phelps等咱40暂用 RQ鄄PCR 方法检测美鳊微孢子虫
渊Ovipleistophora ovariae冤袁 在每个反应中可检测到小
于 10个基因组拷贝的美鳊微孢子虫基因袁 同时采用
超声波裂解法对模板 DNA进行抽提纯化可以提高检
测的敏感性遥 Samie等咱41暂在南非的范贝地区用 RQ鄄PCR
和三色染色法验证了 PCR鄄RFLP测定的住院患者和学
龄儿童的比氏肠微孢子虫感染病例遥 Verweij等咱42暂利
用 RQ鄄PCR检测粪样中的比氏肠微孢子虫和脑炎微孢
子虫属孢子袁 特异性和敏感性均达到 100%遥 Wolk等咱43暂

通过 RQ鄄PCR检测粪便中的 3种脑炎微孢子虫属微孢
子虫袁 可检测到孢子最低浓度为 102耀104个/ml袁 显著
高于常规染色法检测的最低浓度 1.0伊106个/ml遥
3.3 巢式 PCR Kock等咱44暂设计一套巢式 PCR 引物
用来扩增比氏肠微孢子虫尧 兔脑炎微孢子虫尧 海伦
脑炎微孢子虫和肠脑炎微孢子虫等微孢子虫的 SSU
rRNA 序列遥 在首次 PCR扩增中采用引物对 Mic3U鄄
MiC421U扩增的片段长度为 410耀433 bp曰 在第二次
PCR 反应中 袁 上游引物为 Mic266袁 下游引物为
Eb379尧 Ec378尧 Eh410和 Ei395分别用于扩增种特异
性的 rDNA片段袁 产物长度为 113耀134 bp遥
3.4 寡聚核苷酸芯片法渊oligonucleotide microarrays冤
Wang等咱45暂采用该法从种水平上检测并鉴定了 4个主
要微孢子虫种袁 分别是比氏肠微孢子虫尧 兔脑炎微
孢子虫尧 海伦脑炎微孢子虫和肠脑炎微孢子虫遥 该
法的检测水平可达到 10个微孢子虫或以上袁 同时他
们利用该法对 20份艾滋病患者的粪样进行检测袁 其
中 12份检测到微孢子虫袁 且在 11份粪样中检测到一
种以上的微孢子虫遥 该法可作为一种高通量的检测和
鉴别微孢子虫物种的诊断工具遥
4 结语

近年来袁 人们在免疫缺陷患者的粪便尧 器官移植
患者以及正常人的眼角膜等免疫盲区的组织或排泄物

中相继发现有微孢子虫寄生的情况袁 微孢子虫成为人
类新发疾病的病原之一袁 开展微孢子虫的检测和鉴定
研究意义重大遥 微孢子虫检测技术的研究方向是实
时尧 高效尧 快捷尧 准确和低价遥 镜检和免疫学技术由
于其技术要求低袁 操作方便袁 结果直观袁 已被广泛应
用遥 分子生物学诊断方法的研究已取得较大进展袁 但
仍有许多问题亟待解决遥 应用 PCR技术及 DNA 探针
检测微孢子虫较有潜力袁 其特点是灵敏尧 特异袁 且可
在早期做出诊断袁 但操作方法繁琐袁 需专门仪器袁 因
此有待改进和简化遥

此外袁 随着蛋白质组学的发展袁 质谱技术已被用
于经双向电泳渊2d鄄PAGE冤获得的微孢子虫单个蛋白点
的分析袁 从而区分不同种属的微孢子虫咱46暂遥 最近兴起
的整合基因探针技术尧 生物信息学和系统生物学等技
术为一体的微生物自动检测系统袁 可能从根本上改变
微生物的检测方法袁 传统的微孢子虫检测和识别技术
可能逐渐被新型微孢子虫快速诊断技术所取代遥
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