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要!本试验旨在建立
()*+

和间接
,-(.*

方法作为微小隐孢子虫病诊断方法&应用
/0*

重组技术!构建原

核表达载体
1

2,3!4#$

!经
(4+2

诱导表达出
2.+!4#$

融合蛋白!并进行纯化!将该重组融合蛋白作为包被抗原!建

立
,-(.*

诊断方法%同样构建重组载体
1

52!4#$

!用电转化方法将其转入干酪乳杆菌中!称为重组活干酪乳杆菌

"含
1

52!4#$

#!以此为已知抗原!建立
()*+

诊断方法&应用
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和
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方法检测来自内蒙古地区的
6&'

份

牛血清'
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份绵羊血清和
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份山羊血清$其中
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方法在各种动物血清中阳性率依次分别为
&%689
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和
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!而
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方法则为
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'
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和
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种检测方法阳性符合率在牛血清样品中为
$$%$$9

!在

绵羊和山羊中则均为
"&&9

&试验结果表明!重组抗原
4#$

具有良好的反应原性!

#

种诊断方法的结果基本吻合!

显示出良好的一致性和敏感性!可在微小隐孢子虫病的诊断实践中推广应用&
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隐孢子虫"
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#属于顶复门!可引

起人畜共患的细胞内寄生性原虫类病!微小隐孢子

虫"
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#是其中主要的虫种

之一!牛'绵羊和山羊等反刍动物均易感*

"

+

&自

0@>C

等报道首例人体隐孢子虫病例以来*

#

+

!隐孢子

虫病已引起全世界的关注!特别是
"88$

年美国由于

水源污染而导致隐孢子虫病的暴发后*

$

+

&隐孢子虫

病通常为免疫自限性的表现!其主要临床症状为人

和动物的严重腹泻!幼畜'幼儿及免疫力低下或缺陷

者"如艾滋病患者#更容易发生*
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+

&据流行病学调

查!我国人隐孢子虫感染率为
&%'69

"

"#%$9

!且

有升高的趋势*

7

+

&因此!隐孢子虫病不仅危害畜牧

业的发展!而且严重威胁人类的健康&

对于隐孢子虫病!目前还没有特效的治疗药物

或疫苗!缺乏早期诊断方法*

'
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&随着分子生物学的

发展!学者们相继报道了限制性核酸内切酶片段多

态性分析法"
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随机扩增多态性
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技术*
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+等多种诊断隐孢子虫病的分子生物学方法!

虽然这些方法开辟了诊断该病的新途径!但是由于

技术难度大且对实验室条件要求高等原因!不易在

基层推广应用&

免疫学疫病诊断方法因其高特异性和高敏感性

等优点!一直为广大研究者们普遍采用!如可以采用

间接免疫荧光试验"
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+方法检测粪便中的卵

囊!但是卵囊的抗原成分复杂!真正有诊断意义的抗

原成分在整个虫卵中较少!获取较高纯度虫体抗原

的难度很大*
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+分别用

重组
[4#$

蛋白作为特异抗原!建立了诊断隐孢子

虫感染的间接
,-(.*

方法!证实了重组
[4#$

抗原

比普遍采用的粗卵囊抗原
,-(.*

法敏感性更高&

本试验以微小隐孢子虫子孢子抗原
B
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基因

为目标!分别在大肠杆菌和干酪乳杆菌中表达该基

因!从而建立了诊断牛微小隐孢子虫病的重组

,-(.*

和
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方法!并应用
#

种方法对野外采集

的牛'山羊和绵羊血清进行了检测和分析&

#

!

材料与方法
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虫种与菌种
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及其子孢子
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文库由日本带广畜产大学国家原虫病研究所

提供&
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各种动物血清
!!

本研究中的送检血清样本

均来自内蒙古地区!其中
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份牛血清中
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份来自

正蓝旗'

"#&

份来自正镶白旗'

":'

份来自锡林郭勒盟

其他地区'

"::

份来自达茂旗%

"'7

份绵羊血清来自东

乌珠穆沁旗%
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份山羊血清来自于巴彦淖尔地区&
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仪器设备
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#%酶标仪 "美国
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#%免疫荧光显微镜
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!日本#等&

#G!
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方法

"%#%"

!

在
A."+0(

中表达
4#$

蛋白与纯化
!!

应

用
4[Z

方法!从
/.

B

$'97C

子虫子孢子
L/0*

文

库中扩增出隐孢子虫子孢子抗原
B

#$

基因!定点克

隆到
2.+

融合表达载体
1

2,3!<4

中!构建了原核

表达 重 组 载 体
1

2,3!4#$

并 加 入 适 量 的
"

>KA

,

-

`"

(4+2

诱导表达
6

"

<J

!收集菌体悬浮于

"&>-4].

和
"6&Y

溶菌酶溶液中进行裂解!收集

上清用
.C

1

J?DKTC:]

柱"

2,OC?AEJL?DC

#纯化
4#$

78#"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
:"

卷
!

蛋白&纯化步骤按
.C
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J?DKTC:]

"

2, OC?AEJL?DC

#

试剂盒操作规程进行!对纯化的重组蛋白用
./.!

4*2,

和
QCTECDG]AKEE@G

B

方法进行鉴定&

"%#%#

!

重组干酪乳杆菌
1

52!4#$

的制备
!!

把本实

验室已构建的重组载体
1

52!4#$

按文献*

##

+中的电

转化法转入到干酪乳杆菌中!在
,D

I

抗性平板上挑取

:'J

内长出的可疑菌落!接入
5Z.

培养基!过夜培养

的细菌用无菌
4].

洗
#

遍!备用于
()*+

鉴定试验&

"%#%$

!

重组间接
,-(.*

方法
!!

用
&%">KA

,

-

"̀

1

O8%<[]]FVVCD

将
"%#%"

中已纯化的
4#$

重组抗

原和
2.+

蛋白分别以
"a"&&&

稀释"约
6G

B

,

#

-

"̀

#!

按每孔
6&

#

-

的量移入
8<

孔酶标板!置
:b

包被过

夜&次日以常规方法进行间接
,-(.*

试验$用

4].+

"

1

O7%:

#洗涤平板!用
$9

脱脂乳的
4].

溶液

$7b

封闭
"J

&用
4].+

洗涤酶标板后加入第一抗

体"包括小鼠制备的
4#$

重组抗原特异的阳性血清

以及自然收集的牛羊血清#!

$7 b

作用
"J

&用

4].+

洗涤后每孔加入第二抗体"辣根过氧化物酶

标记的羊抗鼠
(

B

2

#

6&

#

-

!

$7b

作用
"J

&最后加

入底物
*]+.

!室温放置
"J

进行显色!用酶标仪读

取
_/

:"6G>

值并进行数据统计&本试验的判断标准$
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#
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#

#

&%"

视为阳性结

果!

$
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视为阴性结果&
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方法
!!

按
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方法获得可疑菌

落接入
5Z.

培养基中培养过夜&取该培养物
"

>-

离心收集菌体!用
">-

灭菌
4].

洗涤
"

次!重

新悬浮于适量
4].

中"含菌数为
"&

6

LVF

,

>-

`"

#&

将上述菌体悬浮液以
"6

#

-

,孔`"的剂量滴加到

()*+

试验专用载玻片上!自然晾干&此后滴加足

量的
:9

福尔马林组织细胞固定液"
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&用灭

菌
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冲洗
"

次!以
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#

-

,孔 "̀的剂量滴加
&%$9

+D@EKG"&&

!室温放置
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&用
4].+

洗涤载玻片
#

次!指定孔内滴加第一抗体"用
$9].*

以
"a"&&

稀

释的各种动物血清#!室温作用
:6>@G

后!再用
4].+

洗涤
#

次!相应孔内滴加第二抗体!放置室温作用
$&

>@G

&同样用
4].+

洗涤
#

次并滴加
6&9

甘油!加盖

玻片!用荧光显微镜进行观察!记录结果并拍照&

!

!

结
!

果
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的
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检测
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用
./.!4*2,

方法检测已经纯化的重组
4#$

和
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表达产物!其大小分别为
:<

"

:7

和约
#7

=F

!与预计理论值大小相符"图
"

中
*

#&并且
4#$!

2.+

融合蛋白能与小鼠抗
4#$

蛋白的血清反应!不

与
2.+

蛋白反应"图
"

中
]

#&

*;./.!4*2,

试验结果$

";2.+

蛋白%

#;

重组
4#$

蛋白%

5;

蛋白质相对分子质量标准&

];QCTECDGWAKEE@G

B

试验结

果$

";

重组
4#$

蛋白%

#;2.+

蛋白

*;ZCTFAEKV./.!4*2,

$

";2.+

%

#;ZCLK>W@G?GE

1

DKEC@GKV

4#$

%

5;4DKEC@G >?D=CD%]%ZCTFAEKV QCTECDGWAKEE@G

B

$

";ZCLK>W@G?GE

1

DKEC@GKV4#$

%

#;2.+

1

DKEC@G

图
#

!

重组
(!'

蛋白纯化试验结果

*3

;

G#

!

A6.M2/89

C

M?393<0/387/6./98??6<8513707/

C

?8/637(!'

!G!

!

重组干酪乳杆菌
C

=JI

C

!'

的鉴定

按
"%#%#

方法获得重组干酪乳杆菌"含
1

52!

1

#$

#和对照干酪乳杆菌"

1

52$<C

#!为证实其表达

产物的准确性!在荧光显微镜下观察!

B

#$

基因稳定

表达于干酪乳杆菌"图
#

#&

*%

重组干酪乳杆菌"含
1

52!

1

#$

!未给荧光#%

]%

重组干酪乳

杆菌"含
1

52!

1

#$

!给荧光#%

[%

对照干酪乳杆菌"含
1

52$<C

!

未给荧光#%

/%

对照干酪乳杆菌"含
1

52$<C

!给荧光#

*%,S

1

D@>CGE

B

DKF

1

KVDCLK>W@G?GE=."$:&(MJ?G

B

"

J?DWKD@G

B

1

52!

1

#$

!

GK(>>FGKVAFKDCTLCGLC

#%

]%,S

1

D@>CGE

B

DKF

1

KVDC!

LK>W@G?GE=."$:&(MJ?G

B

"

J?DWKD@G

B1

52!

1

#$

!

(>>FGKVAFKDCT!

LCGLC

#%

[%[KGEDKA

B

DKF

1

KV=."$:&(MJ?G

B

"

J?DWKD@G

B1

52$<C

!

GK(>>FGKVAFKDCTLCGLC

#%

/%[KGEDKA

B

DKF

1

KV=."$:&(MJ?G

B

"

J?DWKD@G

B1

52$<C

!

(>>FGKVAFKDCTLCGLC

#

图
!

!

荧光显微镜观察结果
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!

"&

期 格日勒图等$应用表达微小隐孢子虫
4#$

的重组干酪乳杆菌建立微小隐孢子虫
()*+

诊断方法

!G'

!

重组
-N)H+

试验

,-(.*

方法检测到阳性的血清数分别如下$锡

盟牛
$

份!东乌珠穆沁旗绵羊
""

份!巴彦淖尔山羊

8

份&检出的阳性率依次分别为
&%689

'

6%''9

和

:%679

&在相同样品中!

()*+

检测出的阳性率依

次分别为
&%"89

'

6%''9

和
:%679

&对
,-(.*

检

测结果为阳性的
$

份牛血清经
()*+

试验确定!仅

"

份为阳性!二者阳性符合率为
$$%$$9

&在
8

份阳

性山羊血清和
""

份绵羊血清中!经
()*+

试验确

定!二者阳性符合率均为
"&&9

&而其余各种动物

血清均表现为阴性!二者阴性符合率为
"&&9

"表

"

#&

表
#

!

间接
-N)H+

和
)*+,

试验结果

,0126#

!

A6.M2/.89-N)H+07>)*+,/6./.

牛血清
]KX@GCTCDF>

绵羊血清
.JCC

1

TCDF>

山羊血清
2K?ETCDF>

,-(.* $

-

6&'

"

&%689

#

""

-

"'7

"

6%''9

#

8

-

"87

"

:%679

#

()*+ "

-

6&'

"

&%"89

#

""

-

"'7

"

6%''9

#

8

-

"87

"

:%679

#

符合率-
9 [K@GL@NCGED?EC $$%$$ "&& "&&

'

!

讨
!

论

在全球范围内!至今仍未能研制出有效防治隐

孢子虫的疫苗和药物&世界卫生组织早在
"8'<

年

已经把它列入必须检疫的重点疫病病原!是具有公

共卫生意义的虫种之一*

7

+

&为此!研究该病原的早

期快速诊断和疫病防治等技术越来越受到医学界和

兽医工作者的普遍重视&

国内张珍等*

#$

+率先分别以
[4#$

重组抗原和卵

囊全抗原建立间接
,-(.*

!并与粪便检查虫卵方法

作比较!在
""#

份腹泻病患者血清和粪便样品中进

行普查的结果显示!

[4#$

重组抗原包被的
,-(.*

方法检出率高于其它
#

种方法!证实了
[4#$

重组

蛋白良好的反应原性&本研究以重组干酪乳杆菌

"含
1

52!

1

#$

#为已知抗原的
()*+

和
[4#$

重组蛋

白为包被抗原的
,-(.*

两种诊断方法!检测了野外

采集的牛'山羊和绵羊血清中
/.

B

$'97C

特异性的

抗体&

#

种试验结果显示出类似的敏感性和重复

性!尤其是采用
()*+

诊断方法有以下几方面的优

点$

$

安全!无需直接接触病原体或其卵囊!所以无

病原扩散或操作人员感染的担忧%

%

后备抗原
[4#$

容易获得!无需对
[4#$

重组蛋白进行变性'复性和

纯化等繁琐过程!可以从重组干酪乳杆菌直接产生

近似天然的抗原!操作简便易行%

&

()*+

诊断结果

比重组
,-(.*

更直观!可以直接对靶蛋白进行定

位%

'

以亲缘关系较远的重组干酪乳杆菌代替虫体!

可降低甚至避免其它无关交叉反应所带来的干扰%

(

()*+

敏感性与重组
,-(.*

相当!但是操作所需

时间要比重组
,-(.*

短!所以前者更适于在一般实

验室推广应用&

本试验所采用的
#

种诊断方法在特异性方面仍

需进一步论证&例如与其它虫种间有无交叉反应或

与传统方法"如粪便检查虫卵#比较检出率有何差异

等&作者在
6&'

份牛粪便中按常规方法查找虫卵!

虽然在个别牛的粪样中找到了隐孢子虫卵!但是因

为数量太少!形态不典型!所以未能正确鉴定出虫卵

的种类&此外!各种动物中
/.

B

$'97C

阳性检出率

结果显示!在绵羊和山羊血清样品中明显高于牛群&

6&'

份牛血清中!重组
,-(.*

方法只检出
$

份弱阳

性的血清!

()*+

方法只有
"

份&这可能与牛群集

约化饲养管理程度有一定关系&对于机体免疫状况

表现异常的人群!如长期腹泻病患者'免疫缺陷病患

者'肿瘤患者和做过器官移植手术者隐孢子虫病流

行情况如何. 由于现实条件所限!本试验未能展开

进行这方面的工作&

本试验对早期快速诊断隐孢子虫病诊断方法进

行了有意义的尝试!为实验条件差的基层实验室对

该病进行流行病学调查提供了新的思路和方法&
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