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摘要:为了从粪便样品中获得纯度更高的毕氏肠微孢子虫(Enterocytozoon
 

bieneusi,
 

E.
 

bieneusi).
 

我们从患腹泻病

症的猪粪便中,
 

通过改良网孔过滤、
 

Percoll等密度离心以及蔗糖梯度离心等步骤,
 

将粪便中的杂质去除,
 

获得纯度

更高的毕氏肠微孢子虫.
 

同时在纯化的必要环节进行PCR法辅以韦伯氏染色法对获得的样品进行鉴定,
 

从而进一

步提高纯化的目的性和准确性.
 

此方法大大提高了所获得毕氏肠微孢子虫的纯度,
 

最高能达到占样品总微生物的

15%.
 

比现有报道的9%提高了近1倍.
 

毕氏微孢子虫感染人类和牲畜,
 

严重威胁公共卫生健康.
 

但由于其在体外

纯化和繁殖困难,
 

关于它致病机理的研究非常有限.
 

通过此改良方法获得更加纯化的毕氏肠微孢子虫,
 

为开展更多

更深入的研究提供了坚实的基础.
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微孢子虫是一大类专性细胞内寄生的单细胞真核生物[1].
 

微孢子虫具有广泛的宿主范围,
 

它们可以感

染几乎所有种类的动物,
 

包括人类[2].
 

微孢子虫感染已被认为是人类微孢子虫病的致病原因.
 

这些感染大

多数发生在免疫力低下的患者身上,
 

例如艾滋病患者、
 

癌症患者以及移植受者中[3].
 

人微孢子虫感染主要

是由毕氏肠微孢子虫(Enterocytozoon
 

bieneusi,
 

E.
 

bieneusi)、
 

海伦脑炎微孢子虫(Encephalitozoon
 

hel-
lem)、

 

肠脑炎微孢子虫(Encephalitozoon
 

intestinalis)等.
 

其中,
 

最常见的是毕氏肠微孢子虫(Enterocyto-
zoon

 

bieneusi),
 

艾滋病患者中高达50%原因不明的慢性腹泻症状很可能就是E.
 

bieneusi造成的[4-5].
 

这种

微孢子虫在肠外的传播不那么普遍,
 

但越来越多的证据表明,
 

在眼睛、
 

呼吸道和人体其他部位也可能存在

该种微孢子虫[6-7].
毕氏肠微孢子虫是临床上感染人类最重要的微孢子虫,

 

同时也是能感染其他大型哺乳类动物的微孢子

虫[8].
 

其感染畜类如猪、
 

牛、
 

羊等,
 

并引起人畜共患微孢子虫病,
 

是对公共卫生健康的一大威胁[9-11].
 

尽管

控制毕氏肠微孢子虫感染对人类健康很重要,
 

但对该病原的感染机理研究非常有限,
 

目前的研究进展仍局

限在流行病学调查和基因型鉴定方面.
 

主要原因是E.
 

bieneusi难以在体外纯化和繁殖[12].
 

孢子与其他肠

道微生物混在一起,
 

相对于其他微生物,
 

孢子的含量很低,
 

其识别过程复杂且耗时.
 

到目前为止,
 

从粪便中

纯化的E.
 

bieneusi,
 

其最佳纯度占其他肠道微生物还不到10%[13].
 

这样的纯度导致其纯化的孢子量几乎
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不能维持随后的体外培养.
 

缺乏E.
 

bieneusi孢子的来源已经限制了该病原体的基础研究、
 

诊断试剂以至

新型治疗策略的运用.
在本研究中,

 

我们设计了一种从患腹泻病症的猪粪便中纯化
 

E.
 

bieneusi孢子的新方法.
 

该新方法在

先前报道方法的基础上[13-14],
 

经过了多个步骤的改良,
 

以提高E.
 

bieneusi孢子的最终产量和纯度.
 

改良的

内容包括:
 

更多次数的筛网过滤、
 

Percoll等密度离心以及蔗糖梯度离心,
 

辅以PCR和韦伯氏染色法进行分

析.
 

通过此改良方法所获得的纯度更高的毕氏肠微孢子虫,
 

为后续开展针对其致病机理等更深入的研究提

供了基础.

1 材料和方法

1.1 收集猪粪样本

猪粪便样品是从西南大学兽医科学工程研究中心的含水腹泻猪粪中收集的.
 

将粪便保存在一次

性塑料容器中,
 

然后使用特异引物通过PCR筛选E.
 

bieneusi孢子呈阳性的样品.
 

阳性水样粪便将进

行进一步处理.
1.2 筛网过滤

猪粪样品中E.
 

bieneusi阳性粪便样品经过连续筛网过滤,
 

即45目(325
 

mm)筛网过滤,
 

紧接着经过

80目(180
 

mm)筛网过滤.
 

这样,
 

粪便中除微生物以外的大部分残渣都被过滤掉了,
 

样品杂质更少.
1.3 盐浮选

通过盐浮选步骤进一步富集孢子.
 

将1体积的粪便样品(10
 

mL)与2体积的饱和氯化钠溶液(20
 

mL)
混合,

 

并将该混合物在室温下以1
 

000
 

g离心15
 

min.
 

这个过程为我们提供了3个部分的样品:
 

顶带、
 

沉淀

和悬浮液.
 

然后,
 

我们通过PCR和韦伯氏染色验证E.
 

bieneusi的存在.
 

将悬浮液离心收集沉淀,
 

并用蒸馏

水洗涤5次,
 

重悬以进行进一步处理.
1.4 Percoll和蔗糖离心

等密度Percoll(80%)和连续蔗糖梯度(35%~60%)离心,
 

以进一步富集样品中的孢子.
 

将1体积的悬

浮液与9体积的80%Percoll混合.
 

然后在室温下以10
 

300
 

g离心20
 

min.
 

通过PCR和韦伯氏染色检测E.
 

bieneusi的存在,
 

然后收集含有病原体的部分并重悬.
 

将重悬样品添加到蔗糖连续梯度中,
 

并在4
 

℃下以

78
 

600
 

g离心2
 

h.
 

通过PCR和韦伯氏染色验证E.
 

bieneusi的存在.
1.5 PCR和韦伯氏染色

使用Qiagen
 

DNA提取试剂盒(Qiagen,
 

Germany),
 

按照说明书从样品中提取总DNA.
 

使用专门针对

微孢子虫设计的引物,
 

对所获得的样品进行PCR扩增.
 

微孢子虫通用引物序列为GForward:
 

CACCAG-
GTTGATTCTGCCTGAC;

 

GReverse:
 

CCTCTCCGGAACCAAACCCTG.
 

E.
 

bieneusi 特异引物序列为

SForward:
 

TCGGCTCTGAATATCTATGG;
 

SReverse:
 

ATTCTTTCGCGCTCGTC(表1).
 

PCR双重阳

性且测序结果正确的样品鉴定为含有E.
 

bieneusi的样品.
表1 实验中使用的引物

引物名称
 

引物序列(5'-3') 扩增片段长度/bp

GForward CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC

GReverse CCTCTCCGGAACCAAACCCTG 250

SForward TCGGCTCTGAATATCTATGG

SReverse ATTCTTTCGCGCTCGTC 410

  韦伯氏染色方法:
 

将样品置于适量铬变素染色液中,
 

在室温下放置90
 

min,
 

染色液必须完全覆盖样品.
 

在室温下,
 

置于醋酸酒精中洗10
 

s以上.
 

在96%的酒精中固定脱水5
 

min,
 

随后在100%的纯酒精中固定脱

水10
 

min,
 

干燥后在二甲苯中固定、
 

脱水、
 

透明
 

10
 

min.
 

然后用甘油和指甲油密封,
 

以备光学显微镜观察.
 

经韦伯氏染色后的微孢子虫孢子将呈粉红色,
 

长度为1~2
  

μm.
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2 结果和分析

2.1 毕氏肠微孢子虫的富集和纯化

猪粪样品先经过45目(325
 

mm)筛网过滤,
 

紧接着经过80目(180
 

mm)
 

筛网过滤.
 

过滤步骤可有效去

除大量食物颗粒和碎屑,
 

经此过程后样品杂质极大减少.
 

接下来,
 

盐浮选后我们得到3个部分的样品:
 

顶

带、
 

沉淀和介于两者之间的悬浮液.
 

然后,
 

我们通过PCR和韦伯氏染色验证了E.
 

bieneusi的存在.
 

结果表

明,
 

中间悬浮液富集了E.
 

bieneusi的孢子
 

(图1).

图1 通过盐浮选富集E.
 

bieneusi孢子

然后将样品进行80%等密度Percoll纯化.
 

离心后,
 

样品分为4个部分
 

(图
 

2).
 

通过PCR和韦伯氏染

色,
 

我们确认了沉淀上方两个带含有干净的孢子.
 

然后将这两部分合并在一起,
 

进行蔗糖连续梯度离心.
 

蔗糖连续梯度离心法得到4个部分的样品:
 

顶部带、
 

中部带、
 

底部带和沉淀.
 

通过PCR和韦伯氏染色,
 

我

们鉴定出大部分E.
 

bieneusi孢子在底部带中(图3).

图2 Percoll等密度离心富集E.
 

bieneusi孢子
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图3 连续蔗糖密度梯度离心富集E.
 

bieneusi孢子

富集的E.
 

bieneusi孢子显示为蓝色.
 

且纯化的E.
 

bieneusi孢子(箭头)非常干净.

图4 荧光增白剂染色确认E.
 

bieneusi孢子

2.2 纯化效率

使用当前改良的方法,
 

在样品所有微生物中纯

化的孢子产率高达15%(图4).
 

与以前报道的孢子

产生约为9%的方法相比,
 

我们的改良方法将 E.
 

bieneusi的孢子纯度提高了近1倍.
 

这是从粪便中富

集和纯化E.
 

bieneusi孢子的极大改进,
 

将大大促进

该领域的研究.
2.3 电子显微镜下的E.

 

bieneusi孢子

使用 扫 描 电 子 显 微 镜 (SEM)以 及 透 射 电 镜

(TEM)进一步观察纯化的E.
 

bieneusi孢子.
 

在显微

镜下,
 

孢子大小为1~2
 

μm,
 

并且能观察到孢子内的

微管结构(图5).

3 讨 论

我们在这里设计了一种从猪粪便中分离纯化毕氏

肠微孢子虫的改良方法,
 

用于从猪的大量含水腹泻粪便中纯化E.
 

bieneusi孢子.
 

在此之前,
 

所报道的方法

多是直接使用等密度percoll离心和蔗糖密度梯度离心从HIV患者的粪便中纯化E.
 

bieneusi孢子,
 

但这些

方法效果不佳.
 

例如,
 

其中一个步骤设计在10
 

℃下离心24
 

h[13],
 

这非常耗时并且纯化的孢子量低.
 

更重要

的是,
 

最终产物中所含的E.
 

bieneusi孢子纯度非常低.
 

根据这些报道的方法,
 

从粪便中提取E.
 

bieneusi
孢子的回收率为1.7%,

 

最高也只可达9.1%.
 

这种低纯度的病原体使得随后的体外培养非常困难[15],
 

为了

获得更多更干净的E.
 

bieneusi孢子,
 

迫切需要一种改进的方法.
在上述基础上,

 

我们改良出了一种新颖的从粪便中分离纯化E.
 

bieneusi孢子的方法.
 

首先,
 

使用连续

的筛网去除粪便中的大颗粒和碎屑,
 

此步骤能极大地提高样品的纯度,
 

还能提高随后percoll和蔗糖密度梯

度离心分离步骤的效率.
 

我们做出的第2个改良是percoll等密度离心紧接着蔗糖密度梯度离心.
 

通过适当

的调整介质浓度和离心速度,
 

我们可以大大减少离心时间,
 

并且提高分层效率.
 

通过这样的改良,
 

可以为
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我们节省1
 

d的处理时间,
 

总用时从24
 

h降低到5
 

h.
 

最重要的是,
 

这种改良并没有牺牲产量,
 

还大大增加

了最终样品的纯度,
 

原因可能是减少处理时间可以避免干扰并提高纯度.

图5 电子显微镜下的E.
 

bieneusi孢子

本方法所进行的另一项改进是,
 

在整个过程中都同时使用了PCR和韦伯氏染色进行检测,
 

以确保分离

步骤的准确性和目的性,
 

因此大大提高了最终产物中E.
 

bieneusi孢子的纯度.
 

目前鉴定微生物的主要方

法是基于ITS测序,
 

结合形态学观察[16].
 

因此,
 

我们同时使用了微孢子虫的通用引物和E.
 

bieneusi特异

性引物,
 

以确保在每个步骤和每个分离样品部分中都存在E.
 

bieneusi孢子.
 

此外,
 

韦伯氏染色对于E.
 

bi-
eneusi孢子的染色特异性非常高[14].

 

孢子显示为粉红色,
 

中间淡染或苍白,
 

这很容易与样品中的其他微生

物区分开.
 

传统的染色方法如荧光增白剂染色法,
 

对微孢子虫特异性不强.
 

因为荧光增白剂标记的是几丁

质,
 

而几丁质也存在于粪便里大量存在的酵母的细胞壁中.
 

因此,
 

将PCR和韦伯氏染色相结合可以避免假

阳性,
 

从而显著提高E.
 

bieneusi孢子的最终纯度.
综上所述,

 

我们改良的方法新颖且省时,
 

同时极大地提高了粪便样品提纯最终产物中毕氏肠微孢子虫

的纯度.
 

有了更多纯化的E.
 

bieneusi孢子,
 

研究人员将有更多机会在体外培养这种病原体,
 

并对其进行研

究,
 

从而制定出更有效的预防和治疗策略以改善人类福祉.
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An
 

Improved
 

Method
 

for
 

Purifying
 

Enterocytozoon
 

bieneusi
 

Spores
 

Isolated
 

from
 

Stool
 

Samples
 

of
 

Swine
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Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

obtain
 

better
 

purified
 

Enterocytozoon
 

bieneusi
 

spores.
 

E.
 

bieneusi
 

spores
 

from
 

the
 

stool
 

samples
 

of
 

diarrhea
 

swine
 

were
 

purified
 

by
 

a
 

combination
 

procedure
 

of
 

continuous
 

mesh
 

sieve
 

filtra-
tion,

 

isopycnic
 

Percoll
 

and
 

sucrose
 

gradient
 

centrifugation.
 

PCR
 

and
 

Weber􀆳s
 

Chromotrope-based
 

staining
 

analysis
 

were
 

performed
 

to
 

assess
 

the
 

purified
 

samples
 

obtained
 

so
 

as
 

to
 

ensure
 

the
 

accuracy
 

of
 

purifica-
tion.

 

The
 

results
 

showed
 

that
 

this
 

method
 

greatly
 

improved
 

the
 

purity
 

of
 

the
 

pathogen.
 

The
 

yield
 

of
 

puri-
fied

 

E.
 

bieneusi
 

spores
 

was
 

as
 

high
 

as
 

15%,
 

nearly
 

1
 

folds
 

as
 

much
 

as
 

the
 

reported
 

9%.
 

In
 

conclusion,
 

E.
 

bieneusi
 

is
 

the
 

representative
 

microsporidia
 

which
 

infects
 

both
 

human
 

and
 

livestock,
 

and
 

is
 

a
 

big
 

threat
 

to
 

public
 

health.
 

However
 

the
 

studies
 

about
 

E.
 

bieneusi
 

are
 

very
 

limited,
 

due
 

to
 

the
 

difficulty
 

of
 

purification
 

and
 

propagation
 

in
 

vitro.
 

This
 

modified
 

method
 

dramatically
 

improves
 

the
 

yield
 

of
 

E.
 

bieneusi
 

spores
 

in
 

stool
 

samples,
 

and
 

with
 

the
 

better
 

purified
 

E.
 

bieneusi,
 

investigators
 

would
 

be
 

able
 

to
 

launch
 

more
 

studies
 

of
 

this
 

health-threatening
 

pathogen.
Key

 

words:
 

Enterocytozoon
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PCR;
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Chromotrope-based
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