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摘要：微孢子虫(microsporidia)是一类专性细胞内寄生的单细胞真核生物。是引起微孢子虫病的真菌类

病原。在已知并被命名的 1500 多种微孢子虫中，共有 9 个属中的 17 个虫种可以感染人。人类微孢子虫

可侵染包括肠道、肝、肺、脑等部位，引起慢性腹泻、肝炎、角膜炎、脑炎、血液系统性感染等，严重

影响人类健康。研究开发快速高效的人类微孢子虫诊断方法成为当前病原微生物检测领域研究的热点。

人类微孢子虫的发现历史实际上是伴随检测方法的不断进步而逐渐进行的。这些检测方法包括，透射电

镜 (transmission electron microscopy)、苏木精 -伊红染色 (hematoxylin-eosin stain，HE)、亚甲蓝染色

(methylene blue)、吉姆萨染色 (giemsa)、革兰氏染色 (gram stain)、韦伯氏改良三色染色法(Weber’s 

chromotrope-based staining)、荧光增白剂染色法(calcofluor white staining)、抗原检测、抗体检测、实时

荧 光 定 量 PCR (quantitative real-time PCR ， qPCR) 、 环 介 导 等 温 扩 增 (loop-mediated isothermal 

amplification，LAMP)、DNA 点杂交模型等。随着技术的进步以及更多微孢子虫的检出，使人类能够更

好地认识微孢子虫、并制定微孢子虫准确快速检测方法和防控策略。 
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微孢子虫是一类专性细胞内寄生的单细胞真

核生物，不但可以寄生于家蚕、虾、蟹和蜜蜂等

经济动物，造成经济损失，有些微孢子虫还可以

感染人，引起人类微孢子虫病。在已知并被命名

的 1500 多种微孢子虫中，有 9 个属、17 个虫种的

微孢子虫可以感染人类[1]。其中较为常见的四种感

染 人 的 微 孢 子 虫 —— 肠 脑 炎 微 孢 子 虫

(Encephalitozoon intestinalis)， 兔 脑 炎 微 孢 子 虫

(Encephalitozoon cuniculi) ， 毕 氏 肠 微 孢 子 虫

(Enterocytozoon bieneusi) 和 海 伦 脑 炎 微 孢 子 虫

(Encephalitozoon hellem)，都是动物源性的微孢 

子虫。 
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由于微孢子虫十分微小，即使是在光学显微

镜 高放大倍数下仍然难以观察和判断。因此，

早期关于人类微孢子虫病及其流行病学的研究和

相关知识十分有限。有关微孢子虫感染人的零星

报道一直存在，第一个被报道的人微孢子虫感染

是 1927 年，来自一个当时被认为感染了查氏微孢

子虫(Encephalitozoon chagasi)的新生儿[2]。此后，

随着微孢子虫检测技术的发展和进步，越来越多

感染人的微孢子虫在临床中被鉴定出来，它们的

分类和命名也随着科学技术的发展更加精确。

1985 年，研究者们从艾滋病患者的肠道和骨骼肌

中发现了毕氏肠微孢子虫和另一种未知的微孢子

虫[3]，关于微孢子虫的研究引起了学界的兴趣。随

着研究的发展和深入，研究者们对于人类微孢子

虫病及其流行病学的认识有了长足的进步。关于

人类微孢子虫感染的调查主要集中在免疫力低下

人群，如 HIV 感染者。或出现腹泻症状的幼儿、

老年人和旅行者等。2018 年，Wang 等对 HIV 感

染者中微孢子虫的感染情况进行调查。调查显示，

在全球 HIV 感染者中，微孢子虫感染的合并患病

率约为 11.8%[4]。关于人类微孢子虫流行病学的调

查仍在持续更新中。 

人类微孢子虫可侵染包括肠道、肝、肺、脑

等部位，引起慢性腹泻、肝炎、角膜炎、脑炎、

血液系统性感染等，严重影响人类健康。微孢子

虫感染常见报道于 HIV 患者、肿瘤患者、移植受

者、肺结核患者等免疫力低下人群中[5]。微孢子虫

引起的系统性感染可以在粪便、尿液、呼吸道样

品、脑脊液和结膜表面物等样品中检测出来。样

品的采集、保存和处理方式，每一个环节都会影

响实验结果。例如，检测粪便样品中的微孢子虫，

其检测准确性和灵敏度不仅和检测技术相关，还

和微孢子虫的种类有关。使用光学显微镜检测粪便

中 的 微 孢 子 虫 ， 其 低 检 测 限 度 为 5×104 孢    

子 /mL，脑炎微孢子虫属孢子的检测限度则是

104–106 孢子/mL。而使用 PCR 法检测脑炎微孢子

虫属的孢子，其检测限度可达到 102 孢子/mL[6]。

及时准确地检测出微孢子虫感染，对患者的诊断

和治疗十分重要。 

组织病理学染色和透射电镜观察是早期 常

见的微孢子虫鉴定方法。随后，通过蛋白质印迹分析

(Western blots)，免疫荧光染色(immunofluorescence)

和聚合酶链式反应(PCR)鉴定微孢子虫的方法得

到开发和应用。本文主要介绍苏木精-伊红染色、

透射电镜、基于微孢子虫核糖体小亚基 RNA (small 

subunit ribosomal RNA，SSUrRNA)的编码 DNA

或核糖体 RNA 内转录间隔区(ITS)序列的分子生

物学检测方法、染色镜检方法以及抗原、抗体检

测方法和快速检测方法。随着微孢子虫研究的日

益深入和科学技术的发展，许多方法得到了完善

和延伸，其灵敏度和特异性也得到提高，还有许

多新的人类微孢子虫检测方法被开发出来。如何

将这些方法应用于临床检测中，将是研究者们需

要思考的问题。因此人类微孢子虫临床检测方法

的研究和开发具有重大意义。本文通过对人类微

孢子虫的常用检测方法进行介绍，希望能为人类

微孢子虫的检测、人类微孢子虫病的临床诊断和

防治等工作提供帮助和参考。 

1  微孢子虫属(Microsporidium)、肠

微孢子虫属(Enterocytozoon)、安卡尼

亚孢虫属(Anncaliia)及气管普孢虫属

(Trachipleistophora)的早期检测方法 

在 1973 年，通过苏木精-伊红染色(hematoxylin- 
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eosin stain ， HE) 、 过 碘 酸 - 雪 夫 反 应 (periodic 

acid-Schiff，PAS)、革兰氏染色(Gram stain)、吉姆

萨染色(Giemsa)和亚甲蓝染色(methylene blue)这

几种染色方法，在人的眼角膜中检出锡兰微孢子

虫(Microsporidium ceylonensis，异名 Nosema sp.)。

这种微孢子虫被苏木精、过碘酸-雪夫反应和革兰

氏染色后呈弱阳性，而被吉姆萨和亚甲蓝染色后

呈强阳性。当使用 HE 染色法对感染人类微孢子

虫的角膜组织染色时，可观察到微小的椭圆形折

射体，通过相差显微镜可以清楚地分辨聚集在角

膜一侧的微孢子虫的轮廓，大小约为 2 μm。而使

用亚甲蓝染色时，除了观察到这种微孢子虫的聚

集，还能清晰地观察到这种微孢子虫的极空泡和

厚囊[7]。 

随着电子显微镜技术的发展，透射电镜逐渐

应用于人类微孢子虫的检测。1981 年，通过抗酸

染色法和透射电子显微镜技术，从人的眼部检出

了非洲微孢子虫(Microsporidium africanum，异名 

Nosema sp.)。这种微孢子虫在抗酸染色法染色时

呈现强阳性。通过电子显微镜技术，从超微结构

特征将它归类为 Nosema 属，并和脑炎微孢子虫属

(Encephalitozoon)区别开来[8]。随着透射电镜技术

的进步，还鉴定到了一种在艾滋病患者和免疫力

低下人群中常见的微孢子虫，毕氏肠微孢子虫。

1985 年，通过透射电镜，在海地艾滋病患者的肠

细胞中检出毕氏肠微孢子虫。在此次对毕氏肠微

孢子虫的透射电镜观察中，观察到了双核细胞，

孢子体，单核孢子体和孢子这几个阶段。这种微

孢子虫在与宿主细胞胞质直接接触的发育阶段，

既没有孢子体囊胞(泛胚膜)也没有寄生虫的液泡。

极管(5–6 个线圈)在胞原质裂变之前进行了分化。 

成熟孢子的大小为 1.5 μm×0.5 μm。孢子壁很薄，

因为缺少内壁或分化不良[9]。 

超微结构特征是微孢子虫鉴定和分类的主要

依据之一。光学显微镜的分辨率为 0.2 μm，其放

大倍数不足以观察微孢子虫的超微结构。电子显

微镜，如透射电子显微镜可以在光学显微镜的基

础上放大 1000 倍，达到 0.2 nm 的分辨率[10]，是

观察微孢子虫超微结构的利器。通过戊二醛固定

和电镜包埋技术来处理待观察的微孢子虫，可以

清晰观察到微孢子虫的孢子发育周期、宿主与病

原体的相互作用、细胞核构型和形态学等微孢子

虫的完整生活史。每一种新的微孢子虫的检出，

都离不开电子显微镜对其超微结构特征的鉴定和

分辨。这使得电子显微镜成为微孢子虫诊断和种

水平鉴定的金标准。1990 年，通过组织病理学检

查和透射电子显微镜技术，从人的角膜中检测出

角 膜 条 孢 虫 (Vittaforma corneae ， 异 名  Nosema 

corneum)。这种微孢子虫通过 HE 染色等组织病理

学染色方法可观察到退化的角膜细胞的胞内和胞

外有许多孢子。通过透射电镜观察，发现有长度

约为 3.5–4.0 μm，宽度约为 1.5 μm 的封闭椭圆形

结构的成熟孢子，其具有发达的细胞壁，其中含

有双核和盘绕成 6 圈的极管[11]。 

除了透射电镜观察和上述的染色方法，还有

许多染色方法在临床检测中能够观察到微孢子

虫。Weber Rainer 对三色染色法的改良使得在光学

显微镜下微孢子虫更容易从其他杂质中被分辨出

来。该染色方法将微孢子虫孢子染成红色，孢壁

着色较深，中空淡染或较苍白，大小约 1–3 μm 的

椭圆形或卵圆形，其他杂质则被染成绿色，许多

孢子还呈现典型的带状结构[12]。而对感染组织使

用这种染色法时，组织会被染成紫色，孢子仍被

染成红色。这种方法使得微孢子虫更易与其他细
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菌真菌区别开来，大大减少了镜检所需的时间，

提高了微孢子虫显微镜检测的检出率。因此，这

种方法在临床检测微孢子虫上得到广泛的应用。 

1996 年 ， 通 过 改 良 三 色 染 色 法 (modified 

trichrome stain)、HE 染色、Warthin-Starry 银染、

甲苯胺蓝染色法(toluidine blue)和透射电镜技术，

从人的角膜刮屑，骨骼肌和鼻分泌物中检测出人

气管普孢虫(Trachipleistophora hominis)。通过透射

电镜对其超微结构和发育过程进行观察，确认其

区别于其他已知的微孢子虫，并为其建立了新的

属和种，即 Trachipleistophora hominis。通过改良

的三色染色法，可以将孢子染成红色，与被染成

紫色的组织明显区别开来。在对被感染的结膜组

织的染色中，可以清楚地观察到椭圆形的成熟孢

子和上皮细胞中的含有孢子的寄生囊。通过 HE

染色、Warthin-Starry 银染、甲苯胺蓝染色法也可

以观察到类似的现象，但不能像改良的三色染色

法那样，通过颜色明显地区分组织和孢子。通过

透射电镜对这种微孢子虫的形状、褶皱状孢子外

壁、极管、锚定盘、原生质体和极管线圈进行观

察， 终确认其是一种新的种属的微孢子虫[13]。

除此之外，在 2017 年，印度一项针对 HIV 患者粪

便微孢子虫检测中，评估了韦伯氏改良三色染色法

的微孢子虫检出性能，其检出率可达到 61.5%[14]。

这种方法的不足之处在于，会将酵母和一些细菌

也染成微红色，需要通过比较人类微孢子虫与这

些酵母、细菌的大小、形状和染色区域对他们加

以区分。 

在后来的微孢子虫检出中，常常将染色观察

和电子显微镜技术结合使用，使得检测准确性更

高。1998 年，通过 HE 染色和透射电镜法，在艾

滋病患者的肌肉组织中检测出水泡安卡尼亚孢虫

(Anncaliia vesicularum)。使用 HE 染色法，对患者

的肌肉组织进行染色，可以观察到肌肉组织中有

大小约为 2.5 μm，椭圆形的孢子。通过透射电镜，

观察到孢子具有双核，且靠近孢子外围的两边各

有 10 个极管线圈。由此确定该孢子是一种新的微

孢子虫种，并对其进行分类和命名[15]。通过染色

观察和电子显微镜结合的方法，在 1996 年，在艾

滋病患者的大脑的星形胶质细胞和巨噬细胞中检

测 出 了 嗜 人 气 管 普 孢 虫 (Trachipleistophora 

anthropopthera)孢子，并且在患者死亡后的完全尸

检中，发现嗜人气管普孢虫的感染扩散到胰腺、

甲状腺、甲状旁腺、肝脏、脾脏、淋巴结和骨髓

中，感染了多个器官[16]；2007 年，在人的角膜中

检测出了微粒子虫属(Nosema sp.)微孢子虫的感

染，作者认为，人眼温度降低和免疫力降低导致

人被原本寄生在冷血昆虫中的寄生虫感染，显示

了昆虫微孢子虫感染人的潜力[17]；2011 年，在人

的骨骼肌中，检测出了管孢虫属(Tubulinosema sp.)

微孢子虫感染，通过 Warthin-Starry 银染发现在肌

肉纤维中有大量微孢子虫聚集，通过透射电镜对

切片进行观察，发现这种微孢子虫的极管线圈在

靠近外围两侧各有 11 个线圈，排成一列， 后 3–4

个线圈较小[18]。 

通过染色镜检的方法来进行微孢子虫检测，

不失为一种快速而简便的方法。十九世纪中期，

巴斯德经过大量的研究探索，创立了母蛾镜检法

以来，通过显微镜观察来检测微孢子虫的方法不

断被后人改进和创新，成为微孢子虫检测的重要

方法。然而，由于人类微孢子虫是大小只有 1–3 μm

的椭圆形单细胞真核生物，直接通过显微镜观察，

容易将微孢子虫和其他微生物或杂质混淆，降低

了微孢子虫检测的准确度。同时，这种方法对操
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作人员的技术和经验十分依赖，在镜检时容易出

现漏检，且整个检测过程耗时长，工作量大，具

有很大的局限性。微孢子虫感染会引起人类的结

膜炎、角膜炎，可以通过对拭子擦取得到的非创

伤结膜样品或活组织样品进行染色来观察检测。

也可以通过对粪便、尿液和呼吸系统分泌物进行

染色来观察。染色镜检法的样品制作过程较电子

显微镜观察的过程更简单，耗时更短，基本上当

天制作，当天就可以观察，且对设备的要求没有

这么高，经过长时间的发展和改进，适合用于临

床检测。国内外研究者经过大量的研究工作，希

望寻找出一种能够将人类微孢子虫和其他微生物

和杂质区别开来，极大提高人类微孢子虫检测准

确率的染色镜检方法。 

除了上面提到的染色方法，还有一些染色方

法是针对微生物的几丁质成分，或将孢子与其他

杂质染成不同颜色加以区分，如荧光增白剂染色

法(calcofluor white staining)和革兰氏铬变素染色

法。使用化学荧光试剂染色处理后的孢子，可以

被紫外显微镜观察到。常见的几种用于微孢子虫

染色的荧光增白剂有卡尔科弗卢尔荧光增白剂

M2R、Uvitex 2B 等。荧光增白剂可以与微生物的

几丁质成分结合[19]，使得微生物在荧光下显现亮

蓝色。用荧光增白剂对人类微孢子虫进行染色，

可将微孢子虫染成亮蓝色一圈的 1–3 μm 椭圆形或

卵圆形。荧光增白剂染色更容易将微孢子虫和其

他杂质区别开来，使得人类微孢子虫检出率得到

提高，可达到 76.92%[14]。但这种方法也会将其他

含有几丁质成分的微生物或杂质染色，只能通过

形状和大小对微孢子虫进行分辨。因此，使用这

种方法进行人类微孢子虫的检测和鉴定需要检测

者有丰富的工作经验。这就限制了该方法的检测

速度和效率。而革兰氏铬变素染色法，结合了革

兰氏染色法和铬变素染色法的特点，可以将微孢

子虫染成紫色至粉红色，中间带特征性条带，其

他杂质染成绿色，使得在绿色背景下的微孢子虫

更 容 易 被 分 辨 。 有 研 究 者 通 过 改 变 染 料 中

chromotrope 2R 的浓度、染色时间和染色温度对该

方法进行优化，缩短检测时间，微孢子虫检出率

可达到 38.4%[14]。将样品涂片在较弱火焰上加热 3

次，每次 1 s，或在 60 °C 切片加热器加热 5 min，

热处理后再进行染色，可以缩短染色时间， 快

可在 5 min 内完成[20]。染色速度快是此方法的优

点，但检出率较低，还有待改进。 

2  现代方法检测海伦脑炎微孢子

虫、肠脑炎微孢子虫、兔脑炎微孢子

虫和按蚊微孢子虫(Anncaliia algerae) 

随着研究者们对人类微孢子虫认识的加深和

科学研究的进步，免疫学检测方法和分子生物学

检测方法也得到开发和应用。在人类微孢子虫检

测中，常常将几种检测方法结合使用，来判断侵

染人体的微孢子虫种类。免疫学和分子生物学检

测方法，一个具有抗原抗体的特异性结合，一个

直接对微孢子虫的 SSUrRNA 的编码 DNA 或 ITS

序列这些在微孢子虫进化中保守性很强的序列进

行扩增和检测。这两种方法对人类微孢子虫的分

类具有极大的作用，更极大提高了人类微孢子虫

检测的灵敏性和特异性。 

1991 年，通过对患有角膜炎的艾滋病患者的

结膜拭子或角膜组织进行培养，对分离物进行透

射电镜观察、提取总蛋白进行 SDS-PAGE 分析和

对患者的血清进行 Western blots 免疫印迹分析这
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几种方法，从患者的角膜中检测出海伦脑炎微孢

子虫(Encephalitozoon hellem)。通过透射电镜观察

到，这种微孢子虫平均为 1×(1.5–2.0) μm，具有 6– 

8 个极管线圈，显示单核，并具有相对较厚的内壁

和不规则形状的外壁，并且是在寄生囊内发育。

通过 SDS-PAGE 分析，发现所有分离物的蛋白质

条带是相同的，说明分离培养得到的是同一种微

孢子虫。通过对患者的血清进行 Western blots 免

疫印迹分析，发现其与几种常见于艾滋病患者中

的微孢子虫都发生了反应，也与 Nosema corneum

有弱结合反应，因此确定这是一种新的人类微孢

子虫，即海伦脑炎微孢子虫[21]。 

兔脑炎微孢子虫(Encephalitozoon cuniculi)和

肠脑炎微孢子虫(Encephalitozoon intestinalis)的发

现则主要是基于对微孢子虫 SSUrRNA 的编码

DNA 的分析。1993 年，通过显微镜观察、蛋白质

印迹分析和对微孢子虫 SSUrRNA 进行限制性内

切酶分析，从免疫缺陷患者和兔子的尿液分离物

中检测出兔脑炎微孢子虫[22]。1995 年，通过同样

的方法对人的组织分离物进行培养和分析，从人

的脑脓肿中检测出肠脑炎微孢子虫，作者还比较

了 Encephalitozoon spp.、Encephalitozoon cuniculi

和 Encephalitozoon hellem 的 SSUrRNA 的编码

DNA 序列，发现其相似性达 90%，远高于不同属

之间微孢子虫的相似性，因此将这种微孢子虫归

为脑炎微孢子虫属(Encephalitozoon)[23]。 

2004 年，在检测出按蚊微孢子虫(Anncaliia 

algerae，异名 Nosema algerae、Brachiola algerae)

时，除了使用染色镜检、透射电镜和 PCR 法扩增

微孢子虫核糖体 RNA 进行分析，还使用了间接免

疫荧光染色(IFA)，对孢子进行染色。使用感染者

的角膜分离物制作抗血清，进行 IFA，在肌肉标本

中发现被荧光标记的孢子。通过透射电镜观察到

这种微孢子虫孢子具有排成一排的 9 个极管线圈。

结合 PCR 法扩增微孢子虫核糖体 RNA 进行分析，

终确定检出的是按蚊微孢子虫[24]。 

以上人类微孢子虫种的发现，除了应用传统

的染色镜检和透射电镜法观察，还使用了免疫学

检测方法和分子生物学检测方法。其中免疫学检

测方法又分为抗原检测和抗体检测。基于病原体

(即抗原)的检测方法有，间接免疫荧光抗体(IFA)、

酶联免疫吸附(ELISA)和蛋白质免疫印迹(Western 

blots)。将病原体直接免疫动物，可从动物血清中

获得针对该病原体的多克隆抗体。通过杂交瘤技

术可从细胞培养上清中获得该病原的特异性单克

隆抗体。这些抗体都可以应用于 IFA、ELISA 和

WB，对病原进行检测。目前已有多种针对人类微

孢子虫的抗体得到开发。包括肠脑炎微孢子虫、

兔脑炎微孢子虫、毕氏肠微孢子虫和海伦脑炎微

孢子虫[25]。其中 IFA，是实验室常用的观察和检

测病原的技术。这种技术是以荧光物质标记抗体

而进行抗原定位的技术。1994 年，美国研究者开

发了针对海伦脑炎微孢子虫的多克隆抗体[26]。该

方法是将培养的海伦脑炎微孢子虫注入兔中，使

其产生抗体，再用于海伦脑炎微孢子虫的间接免

疫荧光染色。随着对微孢子虫研究的深入，许多

微孢子虫的孢壁蛋白被鉴定出来。同时也开发了

相应的微孢子虫孢壁蛋白抗体用于间接免疫荧光

染色。这种结合了免疫学和显微镜技术的方法，

特异性非常高，染色后可在荧光下观察到 1–3 μm

椭圆形的人类微孢子虫。 

而抗体检测则具有较大的争议。人体遭到病

原体侵入后，在抗原刺激下会分泌抗体，产生免

疫反应。血清学试验是利用抗原抗体在适宜条件
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下的体外特异反应，可用于检测抗体。血清学检

测抗体的方法有 ELISA、免疫印迹和凝集实验等。

但这些血清学方法的缺陷较多。首先这些血清学

方法只能检测分泌的抗体，且免疫缺陷患者可能

表达变异抗体，使得血清学方法检测失去作用；

第二，无法区分急性感染和已发感染；第三，针

对不同种微孢子虫的抗体具有交叉反应，因而无

法作为诊断依据[2]。例如，ELISA 是将已知的抗

体吸附在固相载体表面，使酶标记的抗原抗体反

应在固相表面进行，用洗涤法将液相中的游离成

分洗除。滴加底物后，底物可在酶的作用下发生

反应，此时可以通过底物的颜色反应来判定有无

相应的免疫反应，颜色反应的深浅与标本中相应

抗体或抗原的量呈正比。这种方法对人类微孢子

虫检测有一定作用。在一些针对 HIV 感染者微孢

子虫感染的研究中，至少有一半没有微孢子虫感

染史的人的血清标本具有阳性滴度[27]。因此，目前

尚未有较好的针对抗体的检测方法被开发出来。 

3  基于 SSUrRNA编码DNA的聚合

酶链式反应(PCR)检测微孢子虫 

分子生物学检测方法是随着分子生物学的发

展和基因组测序工作的开展而逐渐应用于微孢子

虫的检测。2001 年兔脑炎微孢子虫基因组测序工

作完成，2012 年，美国国家生物技术中心(NCBI)

分类系统将微孢子虫归为：细胞型生物体(cellular 

organisms)/真核生物(eukaryote)/真菌(fungi)/微孢

子虫(microsporidia)[28]，微孢子虫研究进入基因组

时代。由于微孢子虫的 SSUrRNA 在进化过程中具

有保守性强的特点，且其序列中含有保守区和可

变区，既可以用于设计微孢子虫检测通用引物，

又可以用于进行微孢子虫种间的鉴别，在微孢子

虫的检测和分类上将起到重要作用[29]。微孢子虫

核糖体 RNA 内转录间隔区亦有相似特点。通过基

于 SSUrRNA 的编码 DNA 的聚合酶链式反应(PCR)

可以快速准确地检测出人类微孢子虫感染，其灵

敏度和特异性极高，因此引起了研究者的广泛关

注。目前已有许多针对人类微孢子虫基因组开发

的检测方法在国内外发表。对人类微孢子虫的种

类进行鉴别，可以基于微孢子虫的 SSUrRNA 或

ITS 序列设计特异引物。例如，E. cuniculi 的特异

引 物 是 5ʹ-ATGAGAAGTGATGTGTGTGCG-3ʹ，

5ʹ-TGCCATGCACTCACAGGCATC-3ʹ，扩增片段

长度为 549 bp；E. hellem 的特异引物是：5ʹ-TGA 

GAAGTAAGATGTTTAGCA-3ʹ，5ʹ-GTAAAAAGA 

CTCTCACACTCA-3ʹ，扩增片段长度为 547 bp；

E. intestinalis 的特异引物是：5ʹ-TTTCGAGTGTAA 

GGGAGTCGA-3ʹ，5ʹ-CCGTCCTCGTTCTCCTGC 

CCG-3ʹ，扩增片段长度为 520 bp[30]。通过 PCR 法

得到特异性扩增产物后，对扩增产物进行测序，

并将测序结果放到 NCBI 和 MicrosporidiaDB 等数

据库进行 BLAST，得到人类微孢子虫种类的检测

结果。 

巢式 PCR 法。在人类微孢子虫感染情况的调

查研究中，多用从人类微孢子虫 SSUrRNA 的编码

DNA 来设计引物的巢式 PCR 法进行检测。巢式

PCR 的扩增非常特异。扩增后，通过对目的片段

大小的判读，或者对扩增产物进行测序，可确定

样本中感染的是哪种人类微孢子虫。在 2015 年伊

朗 HIV 患者微孢子虫感染情况调查中作为主要检

测手段进行使用[31]。 

实时荧光定量 PCR。近年来，实时荧光定量

PCR 法越来越多地应用于人类胃肠道寄生虫的检
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测。该方法除了能特异地识别病原体，还能计算

样品中初始模板 DNA 的拷贝数，从而达到定量的

效果。其检测过程在一个相对封闭和独立的系统

中完成，避免了样品和环境的交叉污染。2018 年，

法国研究者基于肠脑炎微孢子虫和毕氏肠微孢子

虫 SSUrRNA 的编码 DNA 序列，设计了 qPCR 引

物，对这两种人类微孢子虫进行检测。该研究认

为 qPCR 具有快速、灵敏度高、特异性好和可同

时检测多个样本的优点，优于传统显微镜诊断[32]。 

多重 PCR，是在同一 PCR 反应体系里加上 2

对以上引物，同时扩增出多个目的片段的 PCR 反

应。其原理、方法与一般 PCR 相同。将多重 PCR

应用于人类胃肠道寄生虫检测，可同时检测出多

种病原。也可以同时检测几种不同的人类微孢子

虫。2018 年，荷兰研究者在马拉维针对进行抗逆

转录治疗的 HIV 感染儿童的肠道寄生虫的研究

中，使用多重 PCR，对毕氏肠微孢子虫和肠脑炎

微孢子虫属(Encephalitozoon spp.)等多种寄生虫进

行调查。证明该方法具有准确性高，可同时检测

多种病原的特点[33]。 

环介导等温扩增法自发表以来，研究者们开

发出许多不同的 LAMP 方法对病毒、细菌、真菌

和寄生虫进行鉴定。该方法的特点是，针对目标

DNA 链上的 6 个区段设计 4 个不同的引物，再使

用链置换型 DNA 合成酶在一定温度下反应。反应

只需要在一个温度下经过一个步骤即可完成。其

扩增效率和特异性极高。2015 年，马来西亚研究

者将 LAMP 法应用于一种人类微孢子虫，毕氏肠

微孢子虫的检测。在该研究中，LAMP 法的敏感

性和特异性都与 PCR 法呈现一致。由于它的操作

和反应都很简单，可以为一种简便、快速、灵敏

且特异的替代性分子筛选工具用于检测人类微孢

子虫[34]。 

DNA 点杂交模型是一种基于核酸分子杂交技

术的分子诊断方法。该方法通过将基于人类微孢

子虫的 SSUrRNA 设计的探针引物固定，用以检测

样品是否含人类微孢子虫。2017 年，中国研究者

对其进行棘阿米巴原虫(Acanthamoeba)和微孢子

虫 的 检 测 实 验 ， 证 明 其 敏 感 性 和 特 异 性 达 到

100%。但作者也同时提出，这种方法尚不成熟，

在常规临床实践中采用该模型之前，可能需要进

行前瞻性临床研究[35]。 

寡核苷酸阵列是一种 初由全基因组分析表

达芯片发展而来的微阵列芯片。这种微阵列技术

通常将靶基因互补的寡核苷酸标记在“芯片”上，

然后和样品中被荧光标记的核酸杂交； 后测定

样品 DNA 相关的荧光强度。近几年来，这种技

术在分子诊断方面得到应用。2005 年，中国研究

者将这种技术应用于人类微孢子虫检测。研究者

们选择 18S rRNA 基因作为扩增目标，用荧光染料

标记，并与固定在微芯片上的一系列物种特异性

寡核苷酸探针杂交，达到检测目的。微阵列的特

异性通过被测试的微孢子虫的每种物种表现出的

独特杂交图谱得到证明。这种方法的 低检测限

度是 10 个孢子，说明它的灵敏度也很高。因为这

种阵列的形式和自然荧光的强度，使得这种技术

可以进行高通量和定量检测，大大提高了检测效

率和检测灵敏度。但这种方法仍然存在假阳性的

问题，因此开发时需要谨慎筛选作为扩增目标的

目的基因，提高检测特异性和准确性[36]。 

4  针对人类微孢子虫的快速检测方法 

近年来，随着人类微孢子虫研究成果的日益

丰富，人类微孢子虫的检测方法也得到长足的发

展，几种基于核酸扩增技术的针对人类微孢子虫
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的快速检测方法得到开发和应用。 

2019 年，法国研究者开发了首个用于检测隐

孢子虫(Cryptosporidium)、毕氏肠微孢子虫和肠脑

炎微孢子虫的商用试剂盒[37]。该试剂盒基于多重

实时荧光 PCR 法，通过商用 DNA 提取试剂盒从

患者粪便中提取总 DNA 用于检测。引物序列是针

对微孢子虫 SSUrRNA 的编码 DNA 设计，使其能

够特异性检测毕氏肠微孢子虫和肠脑炎微孢子

虫。这个试剂盒可以同时检测隐孢子虫、毕氏肠

微孢子虫和肠脑炎微孢子虫，提高了检测效率，

操作简单，特异性也非常高，在临床样本检测中，

毕氏肠微孢子虫检测的敏感性和特异性分别为

97.3%和 98.7%。不足的是，其他两种常见的人类

微孢子虫尚不能检测。 

西南大学家蚕基因组生物学国家重点实验室

建立了一种检测家蚕微粒子虫的核酸侧向层析试

纸条(NALFS)，该试纸条具有特异性强、灵敏度

高和操作简单的优点。核酸侧向层析试纸条法，

是将核酸扩增技术和免疫层析试纸条结合的检测

技术。利用核酸扩增技术在体外将核酸信号放大，

结合免疫层析试纸条技术使结果更直观快速地呈

现，提高检测灵敏度和检测效率。该方法的检测

原理是，将引物上下游分别标记不同修饰基团，

使扩增产物带有这两种修饰基团。在免疫层析试

纸条的固相膜上喷上与这两种修饰基团特异性结

合的配基，当扩增产物在试纸条的渗滤浓缩和毛

细管作用下到达喷涂了配基的区域，配基与相应

的修饰基团相结合后聚集，产生颜色变化，从而

达到检测的目的[38]。该实验室正在研究如何将这

种方法应用到人类微孢子虫的检测中，成功开发

了一种能够同时检测肠脑炎微孢子虫、兔脑炎微

孢子虫、毕氏肠微孢子虫和海伦脑炎微孢子虫的

核酸侧向层析试纸条，并且已申请专利。后续的

临床实验正在开展，相信将对人类微孢子虫临床

检测方法具有极大的推进作用。 

5  小结 

随着人类对微孢子虫认识和研究的逐步深

入，免疫缺陷患者和移植受者等免疫力低下的人

群中出现的不明原因持续性腹泻、炎症和血液系

统性感染等，被证实有很多是由人类微孢子虫感

染造成的。且微孢子虫具有传染性，许多微孢子

虫都是人畜共患的，这使得微孢子虫成为人类新

发疾病的病原微生物之一。因此，针对人类微孢

子虫的临床检测和鉴定的研究具有重大意义。 

在早期临床检测人类微孢子虫时，主要使用

透射电镜来观察微孢子虫的超微结构特征。因为

超微结构特征是微孢子虫鉴定和分类的主要依据

之一，且通过透射电镜来观察微孢子虫孢子的不

同发育时期是微孢子虫分类和鉴定的重要依据，

所以透射电镜法是微孢子虫检测的金标准。同时

使用苏 HE 染色、亚甲蓝染色、甲苯胺蓝染色法、

Warthin-Starry 银染、革兰氏染色、吉姆萨染色等

染色方法观察感染组织中的人类微孢子虫。后来

Weber Rainer 对三色染色法进行改良，使得微孢子

虫在光学显微镜下更容易从其他杂质中被分辨出

来。接着，研究者们还将荧光增白剂染色法和革

兰氏铬变素染色法应用于人类微孢子虫染色。包

括抗原检测和抗体检测的免疫学方法也被应用于

检测中。 

随着分子生物学的发展和对人类微孢子虫

基因组研究的深入，基于微孢子虫 SSUrRNA 或

ITS 序列的 PCR 法逐渐在人类微孢子虫检测中

占有一席之地。由于其检测具有快速、灵敏度高

和特异性强的特点，受到越来越多研究者的关 
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注。市面上已有的人类微孢子虫检测试剂盒，正

是基于微孢子虫 SSUrRNA 的编码 DNA 设计的

引物，进行实时荧光定量检测人类微孢子虫。西

南大学家蚕基因组生物学国家重点实验室建立

的检测家蚕微粒子虫的核酸侧向层析试纸条，成

功地将核酸侧向层析试纸条应用于家蚕微粒子

虫的检测。该方法具有特异性强、灵敏度高和操

作简单的特点，使得它非常适宜用于人类微孢子

虫的临床检测。开发出检测效果更好、检测成本

更低、检测时间更短的人类微孢子虫检测方法，

并将其应用于临床检测中，将是研究者们关注的

重点。 

在鉴定新的人类微孢子虫种类的时候，透射

电镜仍然作为“金标准”使用，结合分子生物学检

测方法和免疫学检测方法，即对人类微孢子虫的

基因组进行分析，和 IFA、Western blots 等方法结

合 终鉴定出微孢子虫的种类。而在人类微孢子

虫的临床检测中，多采用染色法和 PCR 法结合的

方法来检测微孢子虫的存在。其中 HE 染色、革

兰氏染色、吉姆萨染色和改良三色染色法在临床

检测中得到较为广泛的应用，而亚甲蓝染色、甲

苯胺蓝染色法、Warthin-Starry 银染则由于操作复

杂、准确性较低而不常用。实验室则常用荧光增

白剂对培养纯化的微孢子虫进行染色分辨。目前

基于微孢子虫 SSUrRNA 或 ITS 序列的 PCR 法和

快速检测方法以及 IFA、Western blots 等免疫学方

法还在研究和发展。建议在微孢子虫的临床检测

中，使用染色和 PCR 法结合来进行检测。如果需

要对微孢子虫的种类进行检测，则应使用透射电

镜观察，对其基因组进行测序，并结合染色观察

和 IFA、Western blots 等免疫学方法，以得到准确

结果。 
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Research progress in detection methods of human microsporidia 
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Abstract: Microsporidia is a type of obligate intracellular parasitic single-cell eukaryote. It is a fungal pathogen 

causing by microsporidiosis. More than 1500 microsporidians have been identified. Among them, 17 species in 9 

genera can infect humans. Human microsporidia can infect the intestine, liver, lungs, brain and other parts, causing 

chronic diarrhea, hepatitis, keratitis, encephalitis and systemic infections. Exploration and development of rapid 

and efficient human microsporidia diagnostic methods are thus important for pathogenic microorganism detection. 

Conventional detection methods include transmission Hematoxylin-eosin stain (EM), Hematoxylin-eosin stain, 

Methylene blue, Giemsa, Gram stain, Weber's Chromotrope-based staining, Calcofluor White staining, 

microsporidian antigen, antibody detections, quantitative real-time PCR, loop-mediated isothermal amplification 

and DNA dot hybridization model. The development of detection methods would greatly aid the research of 

microsporidia infection and control. 

Keywords: human microsporidia, detection, molecular biology detection, staining microscopy, immunological 

methods 
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