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3种抽提隐孢子虫卵囊DNA方法的比较
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摘 要：采用FTA filter paper、Fast DNA@SPIN for Soil Kit、UNlQ—10柱式基因组抽提试剂盒

3种方法制备样品DNA模板，根据隐孢子虫SSU rRNA设计内外两对引物进行巢式PCR扩增。

3种方法检测的灵敏度分别为1，10，100个／mL。结果表明：FTA filter paper方法简便、特异性

强、灵敏度高。
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Abstract：In order to find a more simple，sensitive and specific methods of DNA template

preparations from Cryptosporidium oocysts，three methods．FTA filter paper、Fast DNA。SPIN

for Soil Kit、UNIQ一10 kit was compared．A1l the primers in the Nested PCR protocol were

desighed according to the small-subunit rRNA genes．The sensitivities of three different methods

were 1、10、loo ooeysts／mL．FTA filter paper has proven to be the more simple，sensitive and

specific methods．
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隐孢子虫寄生于人或动物的胃肠道上皮和呼

吸道上皮微绒毛上，会导致人畜共患寄生虫病¨]。

镜检法操作繁杂、费时费力且灵敏度低。分子生物

学检测方法逐渐成熟，PCR扩增是进行基因克隆和

基因表达等分子生物学研究的基础[2]，DNA模板

制备是其中一个重要的因素。目前商业化的DNA

抽提试剂盒如Q1Aamp DNA stool minikit、QIAamp

DNA minikit等口]均可抽提隐孢子虫卵囊DNA。作

者用FTA filter paper、Fast DNA@SPIN for Soil Kit、

UNIQ-10柱式基因组抽提试剂盒制备DNA，进行巢

式PCR，选择最优的检测隐孢子虫的方法。

1材料与方法

1．1 实验材料

贝氏隐孢子虫(Cryptosporidium baileyi)卵囊
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惠赠，卵囊均保存于2．5 g／dL重铬酸钾溶液中，置

于4℃冰箱内。

1．2 引物

CryoutL：5'-TTCTAGAGCTAATACATGC

G3 7；CryoutR：5'-CCCACTTCCT TCGAAGC

AGGA一3’；CryinL：5'-GGAAGGGTTGTATTTA

TTAGATAAAG一3 7；CryinR：5'-CTCATA AGG

TGCTGAAGGAGTA一3 7，由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成[4q]。

1．3卵囊分离纯化

取1 mL卵囊，9 mL Sheater’S蔗糖溶液于15

mL离心管中，将1 mL蒸馏水沿顶端注入，500 g

离心20 rain，收集顶端水层，血球计数板计数后，浓

度稀释为l×105个／mL。

1．4 DNA抽提

参照FTA卡和试剂盒说明书进行操作[6]。

1．5巢式PCR扩增

1)第一轮PCR扩增反应体系为：1．4中制备

的DNA 0肛L或1弘L作为模板，2×Taq PCR Mas—

ter Mix 50弘L；1％BSA 4肛L；10 tlmol／L弓I物各

2．5弘L；dH20 41弘L或是40弘L。反应条件：94℃

热启动4 rain；94℃变性1 rain，54℃退火45 S，72

℃复性1 rain，共35个循环；72℃延伸8 rain。扩

增产物长度为1330 bp。

2)第二轮PCR扩增反应体系为：第一轮PCR

产物1肛L，2×Taq PCR Master Mix 50肛L；10

／1mol／L引物各5弘L；dH20 39 pL；反应条件：94℃

热启动4 rain；94℃变性l rain，58℃退火45 S，72

℃复性l rain，共35个循环；72℃延伸8 rain。扩增

产物长度为830 bp。

1．6 PCR产物检测

取第二轮PCR产物10肚L，在含有溴化乙锭的

1．5 g／dL琼脂糖凝胶中电泳，紫外灯拍照。

2 结 果

2．1 3种DNA模板制备方法

FTA filter paper、Fast DNA@SPIN for Soil

Kit、UNIQ-10柱式临床样品基因组抽提试剂盒抽

提的DNA为模板，进行巢式PCR扩增，结果见

图l。

由图1可以看出，3种方法制备的DNA模板

PCR均可扩增出830 bp的条带，说明3种方法均

可用来抽提隐孢子虫DNA。

2．2 3种制备DNA模板方法的灵敏度实验

取已知浓度的贝氏隐孢子虫卵囊，稀释为l×

10‘，1×103，l×102，1×101个／mL 4个稀释度。

DNA抽提时FTA filter paper加样10“L，试剂盒

需加样100弘L。然后进行两轮巢式PCR扩增，结

果见图2～4。

1，2为UNIO-10柱式临床样品基因组抽提试剂盒提取的

DNAPCR产物；3。4为Fast DNA@SPIN for Soil Kit提取的

DNAPCR产物l 5，6为FTA filter paper提取的DNA PCR产

物M：100 bp DNA Marker

图l 3种DNA模板制备方法的PCR产物电泳图

Fig．1 PCR products of three DNA templates

1．1．0×10_1个／mL 2．1．0×100个／mL 3．1．0X101个／mL 4

1．0×102个／mL 5．1．0×103个／mL M：100 bp Marker

图2 FTA filter paper方法的灵敏度

Fig．2 Sensitivity of FTAfilter paper method

M：lOObp Marker；1．1．0X 102个／mL；2．1．0×101个／mL；3．

1．O×100个／mL

图3 Fast DNA@SPIN for Soil Kit方法的灵敏度

Fig．3 Sensitivity of fast DNA@SPIN for soil kit

method
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M：100 bp Marker；1．1．0×103个／mL；2．1．0×102个／mL；

3．1．0X10t个／m1．

图4 UNIQ-10柱式临床样品基因组抽提试剂盒方法

的灵敏度

Fig．4 Sensitivity of UNIQ-10 method

由图2～4可以看出，3种方法的灵敏度为1，

10，100个／mL。

3 结 语

本实验中3种DNA抽提方法的巢式PCR结

果表明，该3种方法均适用于隐孢子虫卵囊的抽

提，其中利用FTA filter paper方法抽提得到的

PCR产物灵敏度较高，可达到个位数L6]。Fast

DNA@SPIN for Soil Kit虽然样品直接提取效果

与IMS纯化后的QIAamp DNA minikit效果相

似[3]，但其价格昂贵，灵敏度较低。UNIQ一10柱式

临床样品基因组抽提试剂盒虽然价格便宜，是另两

种方法不能与之相比的，其操作过程也不繁杂，但

其抽提效率和灵敏度都很低。FTA滤膜经洗脱干

燥后，易于保存，常温下可放置10多年，使用非常

方便。该操作过程极其简单，从加样到DNA模板

干燥整个程序所花费时间至多也不超过3 h，其价

格也较Fast DNA@SPIN for Soil Kit廉价许多。

通过对3种抽提样品中隐孢子虫DNA方法，

从操作程序、价格及灵敏度方面的比较认为，FTA

filter paper方法操作简便、所用检测时间短且灵敏

高，相对来说也比较经济，是目前较好的检测食品

中隐孢子虫的好方法。
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