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应用 ＦＴＡ／ＰＣＲ检测粪便中
隐孢子虫的实验研究
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　　【摘要】　目的　建立用ＦＴＡ／ＰＣＲ检测粪便中隐孢子虫的技术，并与常用的商业化的粪便 ＤＮＡ抽
提试剂盒进行比较。　方法　选择经病原学检测已经确诊的隐孢子虫阳性和阴性粪便，分别采用 ＦＴＡ
卡和商业化ＤＮＡ抽提试剂盒抽提粪便样本中ＤＮＡ，进行巢式ＰＣＲ扩增，对ＰＣＲ阳性产物进行测序并利
用ＢＬＡＳＴ在ＮＣＢＩ上与ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行比对，做同源性分析，确定虫种。　结果　应用商业化ＤＮＡ
抽提试剂盒抽提ＤＮＡ，无论是否反复冻融破壁，２个阳性对照样本扩增出目的片段，另３个阳性样本未
扩增出特异性条带。样本纯化后应用ＦＴＡ卡抽提 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ检测，所有阳性粪样均扩增出８３０ｂｐ
左右的目的片段，通过测序和比对，其中２个为贝氏隐孢子虫，１个为火鸡隐孢子虫。　结论　应用ＦＴＡ
进行粪便样本中隐孢子虫ＤＮＡ的抽提方法具有简单有效、快速灵敏、准确可靠等特点，可以应用于粪便
中隐孢子虫的检测。
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　　隐孢子虫病是一种在全球广泛流行的人兽共患
寄生虫病，１９０７年由 Ｔｙｚｚｅｒ首先发现［１］。１９７６年
Ｎｉｍｅ等［２］报告了首例人感染隐孢子虫病例，１９８０
年以后，随着艾滋病的出现，隐孢子虫才逐渐受到人

们的关注。１９８９年和 １９９３年的两次水源性大暴
发［３４］，使得隐孢子虫成为人们关注的焦点。目前隐

孢子虫病已经被确定为引起人类腹泻的６大病因之
一。正常人感染隐孢子虫后常引起急性自限性腹

泻，但免疫力低下和免疫功能缺陷患者如艾滋病患

者合并感染隐孢子虫后常造成严重持续性腹泻，是

艾滋病患者死亡的主要原因之一［５］。随着艾滋病

在全球的传播和流行，人们对隐孢子虫的研究也在

不断深入［６］。１９８７年韩范等［７］在南京首先发现了

我国人感染隐孢子虫病病例，随后全国各地相继报

道了一些病例［８１１］。隐孢子虫病的相关研究逐渐引

起我国科研工作者的关注［１２］，目前隐孢子虫的检测

方法主要是镜检，但是由于隐孢子虫体积微小，直径
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在４．５～５．５μｍ，在显微镜下很难辨别，检出率低且
易导致误判。利用巢式 ＰＣＲ检测粪便中隐孢子虫
的方法具有灵敏度高、简便易行、能分辨基因型等特

点［１３１４］，但由于粪便中杂质很多，如何对粪便样本

进行前期处理，获得较为纯净的ＤＮＡ模板成为ＰＣＲ
检测成败的关键因素之一，传统的ＤＮＡ抽提方法如
酚／氯仿抽提法、各种ＤＮＡ抽提试剂盒等操作繁琐、
费时费力且敏感性低。本文采用英国 Ｗｈａｔｍａｎ公
司生产的ＦＴＡ卡抽提ＤＮＡ的方法来检测粪便中的
隐孢子虫。现将结果报告如下。

１　材料和方法
１．１　实验样本

贝氏隐孢子虫（Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍｂａｉｌｅｙｉ）阳性粪
便和卵囊由上海市疾病预防控制中心惠赠，贝氏隐

孢子虫 ＤＮＡ由中国农业科学院上海兽医研究所惠
赠。３例隐孢子虫阳性粪便和１例隐孢子虫阴性粪
便从安徽阜阳采集，经改良抗酸染色镜检确诊，粪便

样本在２．５％的重铬酸钾溶液中４℃保存。

１．２　主要试剂
ＤＮＡ抽提试剂盒购自美国 ＱＩＡＧＥＮ公司，ＦＴＡ

卡及相应纯化试剂购自英国 Ｗｈａｔｍａｎ公司，ＦＴＡ卡
洗涤试剂（ＴＥ缓冲液）、１％小牛血清白蛋白（ＢＳＡ）
和２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自上海莱枫生物科技
有限公司。

１．３　巢式ＰＣＲ引物
参照文献［１４］设计引物，第１轮ＰＣＲ引物：Ｆ１：

５＇ＴＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＡＴＡＣＡＴＧＣＧ３＇，Ｒ１：５＇ＣＣＣ
ＡＴＴＴＣＣＴＴＣＧＡＡＡＣＡＧＧＡ３＇。第２轮引物：Ｆ２：
５＇ＧＧＡＡＧＧＧＴＴＧＴＡＴＴＴＡＴＴＡＧＡＴＡＡＡＧ３＇，
Ｒ２：５＇ＣＴＣＡＴＡＡＧＧＴＧＣＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡ３＇。引
物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．４　粪便纯化方法
取保存于２．５％重铬酸钾溶液中的粪便样

本，用４５μｍ的金属筛过滤，离心，去上清，加去离
子水至５０ｍｌ，１５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清，按４∶６
（乙酸乙酯∶水）加入５０ｍｌ离心管内，静置５ｍｉｎ，
１５００×ｇ离心２０ｍｉｎ，弃上清，加饱和糖水４０ｍｌ，静
置１０ｍｉｎ，１５００×ｇ离心，移取上层３～４ｍｌ液体至
１５ｍｌ离心管内，用１０ｍｌ水重悬沉淀，１５００×ｇ离心
１５ｍｉｎ，洗２次，弃上清，５０μｌ水重悬。

１．５　ＤＮＡ抽提方法
ＦＴＡ卡抽提：处理１：（１）将上述纯化好的隐孢

子虫卵囊１０μｌ滴到ＦＴＡ卡上，室温干燥，（２）用直
径６ｍｍ的打孔器从 ＦＴＡ卡上取样本，放人１．５ｍｌ
离心管内，（３）加入２００μｌＦＴＡ纯化试剂，室温培养
５ｍｉｎ，（４）吸去纯化试剂，（５）重复（３）（４）步骤２
次，（６）加入２００μｌＴＥ缓冲液，室温孵育５ｍｉｎ，（７）
吸去缓冲液，（８）重复（６）（７）步骤１次，（９）把ＦＴＡ
室温干燥１ｈ，经以上步骤处理的 ＦＴＡ卡可以用于
ＰＣＲ实验。处理２：取未经纯化的粪样和阳性卵囊
样本直接点到ＦＴＡ卡上，重复（２）（９）。

ＱＩＡａｍｐＤＮＡ试剂盒抽提：处理１：取保存
在２．５％的重铬酸钾内的粪便样本０．５ｍｌ加入到
２．０ｍｌ的离心管中，用蒸馏水洗涤３次，１５００×ｇ离
心１０ｍｉｎ，反复冻融５次（－７０℃１０ｍｉｎ，７０℃
１０ｍｉｎ），按照试剂盒操作说明抽提 ＤＮＡ。处理２：
未进行反复冻融，直接按照试剂盒操作说明抽提

ＤＮＡ。

１．６　巢式ＰＣＲ扩增
第１轮ＰＣＲ反应体系：２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ

５０μｌ、Ｆ１１μｌ、Ｒ１１μｌ、ＢＳＡ２μｌ、ｄｄＨ２Ｏ４５μｌ、样本
ＤＮＡ１μｌ（或ＦＴＡ样品卡直接做模板）；反应条件：
９４℃３ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个
循环；７２℃７ｍｉｎ；４℃保存；第２轮ＰＣＲ反应体系：
２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μｌ、Ｆ２１μｌ、Ｒ２１μｌ、ＢＳＡ
１μｌ、ｄｄＨ２Ｏ２０μｌ、第１轮 ＰＣＲ产物 ２μｌ；反应条
件：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５８℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，
３５个循环；７２℃ ７ｍｉｎ；４℃保存。取 ＰＣＲ扩增产
物１０μｌ，在１．２％的琼脂糖凝胶中电泳，紫外灯下
观察并拍照。

１．７　ＤＮＡ纯化、测序与数据库比对分析
将第１轮ＰＣＲ产物直接纯化送上海生工生物

技术服务公司双向测序，利用 ＢＬＡＳＴ在 ＮＣＢＩ上与
ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行比对，做同源性分析，确定虫
种。

２　结果
２．１　ＤＮＡ试剂盒抽提ＤＮＡ检测结果

６个样品无论是否进行冻融破壁，阳性粪便对
照和阳性卵囊对照均扩增出了８３０ｂｐ左右的目的
片段，而另外３份阳性粪便和１份阴性粪便样本均
未扩增出特异性目的片段（表１）。
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表 １　用不同方法抽提ＤＮＡ进行ＰＣＲ检测粪便中隐孢子虫结果
Ｔａｂｌｅ１　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓｔｏｅｘｔｒａｃｔＤＮＡｆｒｏｍｓｔｏｏｌｓａｍｐｌｅｓ

样本
Ｓａｍｐｌｅｓ

试剂盒抽提ＤＮＡ
ＱＩＡａｍｐＭｉｎｉＫｉｔｅｘｔｒａｃｔｉｎｇＤＮＡ

反复冻融破壁 未反复冻融破壁

ＦＴＡ卡抽提ＤＮＡ
ＦＴＡｅｘｔｒａｃｔｉｎｇＤＮＡ

经饱和糖水纯化 未经饱和糖水纯化

阳性粪便对照
Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｔｏｏｌ ＋ ＋ ＋ －

阳性卵囊对照
Ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｇｇｓｔｏｏｌ ＋ ＋ Ｎ ＋

阳性粪便Ａ
ＰｏｓｉｔｉｖｅｓｔｏｏｌＡ － － ＋ －

阳性粪便Ｂ
ＰｏｓｉｔｉｖｅｓｔｏｏｌＢ － － ＋ －

阳性粪便Ｃ
ＰｏｓｉｔｉｖｅｓｔｏｏｌＣ － － ＋ －

阴性粪便
Ｎｅｇａｔｉｖｅｓｔｏｏｌ － － － －

＋：扩增出８３０ｂｐ目的片段，－：未扩增出目的片段，Ｎ：无此项

２．２　ＦＴＡ卡抽提ＤＮＡ检测结果
经饱和糖水纯化后的再点样到 ＦＴＡ卡上的 ５

个粪便样本，除阴性粪便样本外，均扩增出了８３０ｂｐ
左右的目的片段，而未经饱和糖水纯化，直接点样到

ＦＴＡ卡上的５个粪便样本均未扩增出特异的目的片
段，直接点样到 ＦＴＡ卡上的阳性卵囊对照扩增出
８３０ｂｐ左右的目的片段（表１，图１、２）。

图１　阳性对照样本ＦＴＡ卡抽提ＤＮＡ后ＰＣＲ产物电泳结果
Ｍ：ＤＮＡ标志物；１：纯化ＦＴＡ卡抽提ＤＮＡ的阳性粪便对照；
２：未纯化ＦＴＡ卡抽提ＤＮＡ的阳性卵囊对照；３～４：ＤＮＡ阳

性对照；５：阴性对照
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｕｓｉｎｇＦＴＡｔｏｅｘｔｒａｃｔＤＮＡ

ｆｒｏｍｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｐｌｅｓ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，１：ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｅｘｔｒａｃｔｅｄＤＮＡｂｙＦＴＡｃａｒｄｗｉｔｈ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，２：ＰｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙＦＴＡｃａｒｄｗｉｔｈｏｕｔ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，３４：ＰｏｓｉｔｉｖｅＤＮＡｃｏｎｔｒｏｌ，５：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

　

２．３　ＤＮＡ序列与生物信息学分析
对ＰＣＲ产物进行基因测序发现，经过纯化后再

用ＦＴＡ卡抽提ＤＮＡ的６号、８号阳性粪便样本的产
物长度分别为８２８ｂｐ和８３０ｂｐ，序列比对分析显示该
基因序列与贝氏隐孢子虫的同源性为９９％，推测６号
和８号样本均为贝氏隐孢子虫。９号产物长度为８４９
ｂｐ，序列比对分析显示该基因序列与火鸡隐孢子虫的
同源性为９９％，推测９号样本为火鸡隐孢子虫。

图２　不同ＤＮＡ抽提方法ＰＣＲ产物电泳结果
Ｍ：ＤＮＡ标志物；１～５：未纯化ＦＴＡ抽提ＤＮＡ；６～９：纯化ＦＴＡ卡抽
提ＤＮＡ；１０～１５：反复冻融试剂盒抽提ＤＮＡ；１６～２１：未反复冻

融试剂盒抽提ＤＮＡ；２２：阳性对照；２３：阴性对照
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓｔｏｅｘｔｒａｃｔ

ＤＮＡｆｒｏｍｓｔｏｏｌｓａｍｐｌｅｓ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，１５：ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙＦＴＡｃａｒｄｗｉｔｈｏｕｔｐｕｒｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ，６９：ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙＦＴＡｃａｒｄｗｉｔｈｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，１０１５：
ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙＫｉｔｗｉｔｈｆｒｅｅｚｉｎｇａｎｄｔｈａｗｉｎｇｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ，１６２１：
ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙＫｉｔｗｉｔｈｏｕｔｆｒｅｅｚｉｎｇａｎｄｔｈａｗｉｎｇｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ

２２：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，２３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
　

３　讨论
隐孢子虫为体积微小的球虫类寄生虫，广泛寄

生于人和动物体内，人群对该病原体普遍易感［１５］，

常产生无症状感染或自限性腹泻。婴幼儿、艾滋病

患者及免疫功能低下人群更易感染，是艾滋病患者

常见的机会性感染病原体之一。正常宿主感染隐孢

子虫一般呈自限性，并产生稳固的免疫力，主要临床

表现为水泻，偶可带有黏液，但不含白细胞及血液，

部分患者伴有恶心、呕吐、发热、腹痛或不适。先天

性或获得性免疫缺陷者感染隐孢子虫病情多较严

重，且病程迁延，甚至致命。目前病原学诊断仍是隐

孢子虫病确诊的金标准，现在多使用分离纯化方法

将粪便中的隐孢子虫卵囊进行浓集，再通过染色法

后检查，可以有效地提高检出率，但是由于隐孢子虫

卵囊很小，通常直径在４．５～５．５μｍ，在普通光镜下
不易识别，常导致漏诊或误诊［１６］，需要有经验的阅

片人员来诊断，因此常用的病原学诊断方法如改良
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抗酸染色法的检出率很低，且无法对卵囊进行准确

分型，随着分子生物学技术的发展，ＰＣＲ检测技术
在病原检测和分子诊断方面得到了广泛的应用，已

经成为一种最为常用的病原学检测方法。应用

ＰＣＲ技术检测粪便中隐孢子虫卵囊的技术日趋成
熟［１７１９］，但是传统的ＤＮＡ抽提方法存在操作步骤繁
琐、对实验设备要求高、价格昂贵、限于实验室里完

成等缺点。本研究采用 Ｗｈａｔｍａｎ公司生产的 ＦＴＡ
卡抽提ＤＮＡ的技术，其操作简单，敏感性高［２０２１］，证

明是一个较好的抽提粪便中隐孢子虫卵囊的方法，

值得推广。

本研究显示，直接把粪样不经任何纯化处理，直

接点在ＦＴＡ卡上抽提 ＤＮＡ的方法效果最差，包括
阳性对照在内均未扩增出有效的目的片段，而经过

对粪样过滤、纯化后在 ＦＴＡ卡上点样抽提 ＤＮＡ的
方法效果最好，３个阳性粪样和２个阳性对照样本
均扩增出目的片段。由于隐孢子虫卵囊壁比较厚，

在抽提 ＤＮＡ时必须使卵囊破壁后才能有效地抽提
ＤＮＡ，本次使用ＤＮＡ抽提试剂盒方法抽提粪样中隐
孢子虫的 ＤＮＡ，无论抽提前是否进行反复冻融破
壁，２个阳性对照样本均扩增出有效的目的片度，而
３个阳性粪便样本均未扩增出有效的目的片段，提
示在粪便隐孢子虫浓度较低的情况下不适宜用

ＤＮＡ抽提试剂盒来抽提ＤＮＡ。
ＦＴＡ卡是英国Ｗｈａｔｍａｎ公司的专利产品，由变

性剂、螯合剂和自由基浸渍而成，隐孢子虫卵囊滴加

到ＦＴＡ卡上后，卵囊自动破壁，释放出 ＤＮＡ结合到
滤膜上，其他的裂解碎片以及ＰＣＲ抑制因子等均被
纯化试剂和洗涤剂洗涤除去，因此可以达到较高的

敏感性，而且 ＦＴＡ卡携带方便，在室温下可以长期
保存，整个过程操作简单方便，对设备要求低，在现

场点样完成后可以很方便地把 ＦＴＡ卡带回实验室
进行后续步骤的操作，具有很强的实用性，非常适合

在野外或是实验条件较差的现场使用。本研究应用

ＦＴＡ卡抽提ＤＮＡ，巢式 ＰＣＲ和 ＤＮＡ测序相结合检
测粪便中隐孢子虫的方法，证明是简单有效、快速灵

敏、准确可靠的检测方法。
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