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ＤＮＡ原位杂交法及斑点杂交法检测卡氏肺孢子虫的实验研究

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　　摘　要：目的　探讨ＤＮＡ原位杂交法及斑点杂交法在卡氏肺孢子虫检测中的应用。方法　设计合成卡氏肺孢子虫特异性

寡核苷酸探针，建立卡氏肺孢子虫大鼠动物模型，分别于第６、８、１０周处死动物，取肺组织提取ＤＮＡ及石蜡切片进行斑点杂交及

ＤＮＡ原位杂交，结果同瑞氏吉氏染色法比较。结果　ＤＮＡ原位杂交法和斑点杂交法第６周检出阳性结果，检出率均为（３０／

３０），高于瑞氏吉氏染色法（２５／３０）。结论　ＤＮＡ原位杂交法及斑点杂交法是高效准确的卡氏肺孢子虫检测方法。
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　　卡氏肺孢子虫（ＰＣ）是一种机会性致病病原体，可在免疫功

能低下（如艾滋病患者、晚期肿瘤患者）的人群中诱发卡氏肺孢

子虫肺炎（ＰＣＰ），也是导致该类患者死亡的主要原因
［１４］。伴随

着组织器官移植的增多及恶性肿瘤放、化疗的开展，ＰＣＰ的发病

率呈上升之势［５］。ＰＣＰ患者体征轻，症状重，病死率高，早期准

确、快速诊断尤其重要。而目前对ＰＣ的诊断主要依赖病原学

染色、抗原抗体免疫学检测及聚合酶链反应（ＰＣＲ）等分子生物

学方法，其检测结果易受不同操作人员影响波动较大，而难以被

推广应用［６］。本研究合成特异性寡核苷酸探针，采用ＤＮＡ原位

杂交及斑点杂交技术检测ＰＣＰ大鼠模型肺组织中的ＰＣ，并同

瑞氏吉氏染色法比较，探讨ＤＮＡ原位杂交及斑点杂交法在

ＰＣＰ实验诊断中的应用，以期为临床诊断提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　清洁级ＳＤ雌性大鼠，体质量约１８０ｇ，购自

青岛实验动物中心。

１．２　动物模型建立　大鼠随机分组，实验组３０只，对照组６

只，分笼饲养，饮水中含１ｍｇ／ｍＬ四环素预防细菌感染，自由

摄食饮水。实验组大鼠皮下注射地塞米松磷酸钠注射液１毫

克／次，每周２次；对照组不做处理。

１．３　标本获取　于第６、８、１０周随机抽取实验组大鼠１０只和

对照组２只，腹腔注射２５％水合氯醛１．５ｍＬ麻醉，取出肺组

织，取０．２ｇ肺组织洗涤匀浆后酚／氯仿法提取核酸；剩余肺组

织块用４％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋，６μｍ 切片［３氨丙

基３甲氧基硅烷（ＡＰＥＳ）处理玻片］。

１．４　原位杂交

１．４．１　主要试剂　蛋白酶 Ｋ，焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ），去离子

甲酰胺，鲱鱼精子ＤＮＡ，牛血清白蛋白，聚蔗糖４００，硫酸葡聚

糖，地高辛加尾标记试剂盒及检测试剂盒均购自Ｒｏｃｈｅ公司。

１．４．２　探针设计及标记　运用ＤＮＡＳｔａｒ软件设计出ＰＣ线

粒体核糖体大亚基ｒＤＮＡ基因来源的寡核苷酸探针一条，序列

为３′ＧＧＴＣＴＣＧＣＡＧＡＡＡＡＣＧＡＣＴＴＧＴＴＧＡＴＣＡＧ

５′，探针由上海生工合成。按照标记试剂盒说明书对探针进

行３′端加尾标记及探针标记效率检测。

１．４．３　ＤＮＡ原位杂交检测　切片经脱蜡水化，磷酸缓冲液

（ＰＢＳ）洗５ｍｉｎ×３次，缓冲甲醛液后固定２５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×

３次，６０μｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ在３７℃消化１５ｍｉｎ，４℃预冷０．２％甘

氨酸洗３０ｓ，２×ＳＳＣ洗１ｍｉｎ，预杂交液（５０％去离子甲酰胺，２×

ＳＳＣ，５×Ｄｅｎｈａｒｄｔ液，１００μｇ／ｍＬ鲱鱼精子ＤＮＡ，２％ＳＤＳ）５０微

升／片３７℃预杂交１ｈ。甩去预杂交液，杂交液（０．１ｎｇ／ｍＬ地

高辛标记探针，２×ＳＳＣ，５×Ｄｅｎｈａｒｄｔ液，５０％去离子甲酰胺，

１０％硫酸葡聚糖，２％ＳＤＳ）２５微升／片４２℃杂交１６ｈ。２×

ＳＳＣ，３７℃震荡洗片，５ｍｉｎ×３次。０．５×ＳＳＣ，震荡洗片，

１０ｍｉｎ×３次。ＢｕｆｆｅｒⅡ室温孵育２５ｍｉｎ，１∶１２００ 稀释抗

ＤＩＧＡｂ３７℃孵育７０ｍｉｎ，ｂｕｆｆｅｒⅠ洗涤１０ｍｉｎ×３次，Ｂｕｆｆｅｒ

Ⅲ平衡２ｍｉｎ，ＮＢＴ：ＢＣＩＰ显色１．５ｈ，水洗，封片。阴性对照为

预杂交液代替杂交液、弓形虫滋养体涂片、阴道毛滴虫涂片。

阳性对照为卡氏肺孢子虫肺炎的大鼠ＢＡＬＦ涂片。结果判

定：阳性信号为ＰＣ的胞质呈紫蓝色，阴性对照不显色。
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１．５　斑点印记杂交　将提取的大鼠肺组织 ＤＮＡ样品溶于

ＴＥ，９５℃水浴１０ｍｉｎ，冰中速冷５ｍｉｎ，使其变性，分别吸取２

μＬ按顺序加在硝酸纤维素膜上。烤箱８０℃烘烤３ｈ，烘烤固

定ＤＮＡ后，严格按照试剂盒说明书进行３７℃预杂交２ｈ、４２

℃杂交１６ｈ，冲洗及显色，阳性结果为紫蓝色斑点，观察结果并

计算阳性率。

１．６　瑞氏吉氏染色法　切片经脱蜡水化，甲醇固定５ｍｉｎ，常

规瑞氏吉氏染色，阳性结果为包囊壁为浅红色，囊内小体的细

胞核染成紫红色、胞质蓝色。

２　结　　果

２．１　ＤＮＡ原位杂交　实验组大鼠在第６周开始检测到虫体，

以包囊为主，游离分布，包囊呈椭圆形或圆形，直径４～７μｍ，

轮廓明显，包囊壁着色浅，囊内小体着深紫蓝色，清晰可辨（图

１），主要分布在肺泡腔或肺组织内；８周时包囊数量增多，并伴

有滋养体出现；１０周时检测到大量滋养体，滋养体形态不规

则，大小不均一，平均大小１～３μｍ，分布在肺泡腔或肺组织

内，虫体呈紫蓝色（图２），在肺脏小血管壁周围也有大量虫体

出现。大鼠实验组肺组织切片ＰＣ阳性标本检出３０例。

２．２　斑点印迹杂交　应用制备的寡核苷酸探针对实验组及对

照组提取的ＤＮＡ进行斑点杂交，第６周可从实验组大鼠检测

到阳性信号，第８周及第１０周阳性信号逐渐增强，大鼠实验组

肺组织ＰＣＤＮＡ阳性标本检出３０例。

２．３　瑞氏吉氏染色　瑞氏吉姆萨染色第６周开始检出ＰＣ

包囊及滋养体，其分布及动态变化与原位杂交结果相似，但其

背景着色深，有非特异性染色的杂质干扰，镜下辨认困难。肺

印片阳性标本检出２５例。

图１　　原位杂交显示第６周肺组织内ＰＣ包囊（×１０００）

图２　　原位杂交显示第１０周肺组织内

的大量ＰＣ滋养体（×１０００）

３　讨　　论

　　由ＰＣ引起的肺部疾病称为ＰＣＰ，在免疫功能低下的宿主

中有较高的发病率［３］。目前，国内外学者主要采用糖皮质激素

造成大鼠免疫抑制诱发ＰＣＰ
［７］。本实验采用ＳＤ大鼠成功建

模，进一步验证该方法的可行性。

诊断ＰＣ的可靠方法是病原学检查，但在实际操作过程

中，其检出率与标本种类、收集方法、染色方法及操作人员经验

密切相关，ＰＣ在不同的宿主及生活史阶段，其包囊和滋养体的

比例也发生较大的变化，早期感染以包囊较多，晚期滋养体较

多［８９］。使用ＧＭＳ染色，只能使包囊着色，因此漏检较多。瑞

氏吉氏法是常见的染色方法，滋养体和包囊均能着色，胞质呈

淡蓝色，胞核呈紫红色，为ＰＣ较好的诊断方法，但该法可使周

围背景非特异性着色，并且滋养体与血小板间识别困难［１０］。

核酸分子杂交技术是一种常用的分子生物学技术，分为膜

上印迹杂交和核酸原位杂交。印迹杂交需提取待测样品ＤＮＡ

或ＲＮＡ，将其转移到固相支持膜上，再与已标记的核酸探针进

行杂交的过程。核酸原位杂交是使用特定标记的核酸探针与

细胞或组织切片中的核酸进行杂交检测的方法。原位杂交技

术不需要提取核酸，能够在组织细胞中进行单一靶细胞的研究

而不受其他成分的影响，对于含量很低的靶序列也有很高的敏

感性，并可保持组织细胞形态的完整，便于定位研究，对于散在

于其他组织中的病原体或细胞的研究十分方便。核酸杂交技

术已广泛应用于特定基因表达水平的检测，染色体基因定位及

微小病原体检测。寡核苷酸探针属核酸探针的一种，由ＤＮＡ

合成仪合成，其制备不受酶切位点的影响，获取方便。寡核苷

酸探针为单链ＤＮＡ，不易降解。探针长度短，穿透性较好。核

酸杂交技术用于ＰＣ检测方面的报道，多使用随机引物法制备

探针，采用Ｎｏｔｈｅｒｎ、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交及ＰＣＲ技术
［９，１１］。目前为

止，我国尚少见使用寡核苷酸探针采用ＤＮＡ原位杂交法及斑

点印迹法检测ＰＣ的报道。

本实验以寡核苷酸探针成功采用斑点印迹法检测 ＰＣ

ＤＮＡ，阳性结果为紫蓝色斑点，无背景噪声，对比度好，判别简

单，阳性率为１００％（３０／３０），优于瑞氏吉氏法（２５／３０）。该方

法具有操作简便的优点，即使没有经过寄生虫专业培训的人员

也可掌握；其缺点是不能观察到虫体的形态及虫体与宿主组织

细胞间的相互关系。

实验中ＤＮＡ原位杂交能清晰显示肺组织中ＰＣ包囊和滋

养体的形态，虫体遍布阳性信号，呈深紫蓝色，边缘清楚，背景

不着色，对于散在的少量虫体也能清晰着色。探针用量仅０．０８

ｎｇ／μＬ时也能获得可靠结果，灵敏度高。本实验中，在感染后

第６周检测到散在的单个虫体，表明在有较轻程度感染时，原

位杂交法也能清晰显示，灵敏度高。阳性率为１００％（３０／３０），

与斑点印迹法相同，优于瑞氏吉氏法。

综上所述，采用寡核苷酸探针斑点印迹法和ＤＮＡ原位杂交

技术检测出感染组织内的虫体，灵敏度高，结果判读简单。两种

方法可互补使用，斑点印迹法可侧重于快速定性诊断，ＤＮＡ原

位杂交法可侧重于虫体形态及虫体与宿主相互作用的研究。
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