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隐孢子虫 (Crypto印or．dium)是一种主 

要寄生于消化道上皮引起人和动物腹泻的重 

要病原体。免疫功能健全的宿主感染本虫后 

一 般表现为 自限性的短期腹泻，而免疫功能 

缺陷者则通常表现为持久的、威胁生命的霍 

乱佯腹泻。目前尚无特效治疗药物。因此免 

疫功能缺陷宿主，特别是 AIDS病 人感染本 

虫后．常预后不 良。 

隐孢子虫病的诊断，早年依靠肠组织活 

检或尸检．近年主要 战靠粪便检查 ，包括各种 

浓缩和染包技术。但是，粪便检查检出率低 ， 

尤其是对于粪便中卵囊数量很少的患者及无 

症状带虫者 ，漏检率较高 。随着人们对本病认 

识提高 及免疫化学技术向寄生虫病学的不 

断渗透 ，近几年来隐孢子虫病免疫诊断学研 

究进展颇快 ，国外 已开展了本病的多种免疫 

诊断方法 ，为本病 渗断和流行病学调查提 供 

了有力手段。 

免疫学研究 

1．卵囊与子孢子的纯化及其抗原分析 

(1)卵囊与子孢子的纯化 

粪便中隐孢子虫卵囊的分离纯化一般包 

括三个步骤 ：第一 ，粪便过滤。将含卵囊的新 

鲜粪便或 2．5 重铬酸钾贮存的粪便经过多 

级 不锈钢 筛连续过滤 (最 后一级筛孔直 径 

63t-tin)，除去部分粪渣 。第二，卵囊浓缩。可采 

用漂浮法，如 Sheather蔗 糖漂浮法、饱和 

化钠漂浮法或硫酸锌漂浮法，也可采用沉淀 

法 ．如福尔马林——乙醚或乙酸乙酯沉淀法、 

PBs一乙醚沉淀法。第三．密度梯度离心 将 

浓缩后的卵囊经过蔗糖密度梯度、Percoll密 

度悌度或氯化铯密度梯度离心进行纯化 一 

值得注意，有学者发现卵囊经福尔马林、乙 

醚 、Sheather溶液中含有的酚以及 Pereoll密 

度悌度离心前用的次氯酸钠处理后，其抗原 

性要发生改变，不适于免疫学研究 ． 

纯他的卵囊用含胰蛋白酶和牛磺胆酸钠 

的脱囊液处理，再经过等密度 Percoll悌度离 

心或氯化铯密度悌度离心后，即可获纯 化的 

子孢子 。 

(2)卵囊及子孢子抗原组分分析 

目前认为隐孢子虫属至少有 3种 ，即馓 

小 隐 孢 子 虫 (Crytosporidium parvum，C． 

P．)，鼠隐孢 子虫 (Cryptosporidium muris． 

C．13fl_．)和 贝 氏隐孢 子虫 (Cryptosporidium 

baileyi，C．b．)。感染人类引起隐孢子虫病的 
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仲为(’．1)． 隐也’ l抗 上 分 囊堡抗原 

和子孢子抗原。3种隐孢子虫之问、卵囊壁与 

子孢子之间的抗原组分不尽相同。 

TI【【ey 田 SDS—PAGE分析 3种隐孢 

予虫的卵囊壁裘而蛋rJ纽分时发现．C．P．显 

示 l7条区带．c．m． 示 l8条区带 ．c_b．显 

示 l8条区带：3青坩同的医带为 290--285、 

I48一l 45、120、57、32KD．{C．P．特 有 40、 

22—21、2卜一20、l 5KD 区带，C．1TL．特有 4 9、 

35、1 4KD 区带．C．b．特有 240、86、73一一72、 

37、27—25、16KD 区带。该作者在另一研究 

中用同 洋方法发现C．P．卵囊电泳图谱有 50 

多条区带．子孢予前 40多条区带 。 

：少研究 蕾采圳 SDS⋯PAGE及West— 

ern blotting分离出 23KD C、P．于孢子抗原 

(P )．并证实此托 能．陂火 多数隐孢予虫感 

染眚血清所识别 ’ 。衄清对此抗原的识 

别可能 与近划骚露于 C．P．有关”。由于 c． 

P．椿别的不同以及抗原制备阳电泳条件的不 

同．可能造成 P 丹于量的变异⋯ 从一些研 

究可以看蹦至少有两种 C．P．子孢子抗原相 

互 混淆 ：P 能 被碘弱 际记 ，具有 高度 免疫 

原性 ’f 1 8--20K D1分 子通常指 P 可 

梭碘强际记 ．免疫原性较 P 弱。在 P 上已 

检测出半乳糖或 牛乳精胺残基．但 P 未表现 

出糖基化 “’。 

2．隐孢子虫感染者的免疫应答 

(1)免疫应眷的主要抗体 

隐孢子虫痢免疫诊断主要基于患者的体 

液兜疫。免疫功能鲢全和免疫功能缺陷的隐 

孢子虫病人血清中均 可检测 出特异性 IgM 

或 IgG抗体．前一类扁人在病 程早期IgM —h 

升．迅即下降．随后 lgG升高 后一类病 人只 

有部分可测出IgM应答．但部呵测口：TgG应 

答 。C．．9$etlo．oi"e 报告隐孢子虫感染者血 

清中 IgA、lgE抗体也显著升高。Tilley”用 

Western blotting发现几种特异性抗体识别 

C．P．卵囊 及子孢予抗原的情 配有所不同： 

IgA、IgG 识 别抗原能 力强于 lgG：、IgM，所 

有这 几种 1g都 能 只别 23、38—40、68一 
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原 。 

(2)保 挫免疫 

目前隐孢子虫病的保护性 免疫机剐曲小 

清楚。多数学者认为以细咆免疫为：E。不少 

资辩表明 ．凡是细胞免疫功能正常的蹲孢 r 

虫病人一般部表现为急性 自限性腹泻． 

胞免疫功能受损暂刚为慢性持续性腹泻 " 

除巍隙斯敞乏 T淋巴细胞的小鼠．经实验。̂ 

染隐孢予虫J 不能清除 囊．而胸腺机能 

常的小鼠则表现为一过性感染 Moon 

发现乳源性抗隐孢子虫 lgG、IgM 不能保 

小鼠抵抗隐孢于 感染．因而认为隐孢子 

病的保静、性免疫主要 赖免疫细胞而非 机 

体。但也有持不阿意见者．Chrisp 用脲鼠 

动物懂 ．发现成鼠、纳鼠LI眼接种隐孢于 

卵囊后同佯易感．并产生特异性体液免疙． 

产生体液免疫的豚鼠_耳接 种隐孢予虫卵 ． 

不发生再感染。Riggs“ 认为 免疫血清对 

别及中和子孢子抗原具有 一定作用。【 ax 

el"”通过检洲儿童 清、粪便及十二指肠 

巾的特异性隐孢子虫 IgA、lgM、lgG抗似． 

并 迟发型皮肤过敏反应捡测 细胞免疫JlJJ 

能 ．得出的结沦为隐孢子虫病，内免碴机制 呵 

能为抗 体袄赖的细 胞介 导的 细胞 毒 怍}I 

(ADCC) 

免疫诊断 

l—lFA r 

IFAT主要用于检测 清中的特异性 

孢子虫抗体和粪便中的卵囊．也可用于肠川 

织活检标本中虫体的检测和定位。单克隆H 

怍(MAb)的应用使 IFAT的敞感性和 持什 

性显著提高。 

Campbell 用 IFAT对 免疫功 能 雌 

及缺陷的蹲孢子虫府人血清特异性抗体硷 

发现．前者在感染恢复前后出现明显的m消 

转 化，恢 复后一年以上仍存在高效价 (I： 

40一I t 640)的特异性抗体；AIDS病伴持纯 
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性隐孢于虫感染曹血清巾也存在特异性抗体 

(1：40—1 640)；低丙球蛋白血症者和以前 

未暴露于隐孢子虫的人血清中来测出特异眭 

抗体。IFAT敏感性和特异性均较高 ，且与弓 

形虫、肉孢子虫及等孢子虫等几乎无交叉反 

应，为更准确评价人群巾隐孢虫感染情况提 

供了基础 。 

Gareia 以即囊壁 MAb为第一抗体用 

IFAT检测人粪便中卵囊，敏感性和特异性 

均达 100 。仅含几个卵囊的涂片标本也能 

被捡出．估计其敏感性至少是抗酸染色法的 

10倍，且与其它多种寄生原虫、蠕虫、酵母菌 

等无交叉反应。近年来随着 MAb TFAT 

诊断试剂盒 (The Merifluor Cryptosporidi— 

UITI Kit)问世及其商品化，IFAT的应用得到 

了推广 。。 

2 ELISA 

与 IFAT相 比．ELISA 具有可 定量分 

析．艇于标准化．不需荧光显敞镜，标本可 K 

期保存等优点。主要用于检测血清中特异性 

隐孢子虫抗『奉和粪便中卵囊抗原 

Ungar 以卵囊作固相抗原．用 ELISA 

检测血清抗隐孢子虫 IgG、IgM，在刚出现临 

床表现的 95 患者 fI】发埔 2周内的 100 患 

者血清中均查到抗怍。婀EI ISA xCJL童的研 

究表明血清[}J有明显的抗隐孢虫抗体(IgA、 

IgM、IgG)应答’”。有几位研究者用ELISA 

作血清学调查表明，5o? 以上无症状者有抗 

隐孢 子虫 IgG应 答．提 示近期 曾感 染过本 

虫 ⋯ 。 

Robert 用 抗 卵 囊 MAb—El ISA 检 测 

牛粪 中的卵囊抗原，敏感性、特异性分别为 

96 、100 。此法被推荐为兽医检查隐孢子 

虫的常规方法 

3．W estern blotting 

术 法综 合了 SDS PAGE的高分辨 力 

和 EL1SA的高特异性、高敏感性，为一种新 

型的免疫探针技术。它可从大分子多肽水平 

对隐孢子虫抗原组分及其免疫活性进行捡测 

和分析 ，有利于提高隐孢 于虫病免疫诊断教 

果．具有很大发展前途。 

Ungar“ 采 用 SDS--PAGE 分 离 ⋯ 

23KD C．P．予孢予抗原+用此抗原以 ~Ves! 

eFn blotting捡测 40份经粪捡确诊的隐孢 r 

虫病人m清．有 37份可识别此抗原；另外 67 

份经 ELISA检测 IgM 或 IgG阳性 的血f ． 

有 58份可 识别 该 抗原。作 者认 为+山 ]： 

23KD．抗原能被大多数感染者包括 AIDS 

患 莆血清所识别．此抗原可能具有血清学 ≥ 

断意义。此观点已为其他作者证实 ’ ’ 

4．MAb在隐孢子虫扁免疫诊断中的应 

用 

目前已制备的隐孢子虫 MAb 悔近有 1f- 

株．在隐孢予虫抗原检测、识别与定位等方 

均已获得成功。 

(1)MAb用于检测 孢子虫抗原 

Arrowood 比较 了 MAbOW3免疫捉 

光法、抗酸染包法、金胺一酚染包法检测粪似 

中卵囊的特异性和啦感性 ．结果发现三青n0 

敏感 比分别为 1O0 、40．6 、93．8 ．特 异 

性 抒别为 1oo,％、52 、85．7 另外还发 

MAb能很灵敏地检出肠组织活检标水r}j 

卵囊 。随着抗隐孢子虫 MAb制备技术的 

断发展以及诊断试剂盒的推，“应用．可 1ll； 

待免疫幢测方法不久将取代现在常用的化 。；， 

染电法。 

(2)MAb用于隐孢子虫抗原的识别与定 

位 

C．P．MAb 备的研究 “”表叫．若用 【l 

肠道途径免疫．有 4种以上高分子量卵囊／ 

孢子抗原可被识别．其巾一株 MAb(c B )越 

识别 20K DJ子孢子表面蛋白；另一株市 俗1 

FAT 诊断试剂盒Ⅲ}I的 MAbOW 能识 别卵 

囊壁抗原位点 。最近．Bonnin 建立了两 f1： 

C．P．MAb(TOU)和 MAb(ItAD)．这两 、̈ 

MAb在免症荧光试验中与定位于子孢予_『 

裂殖 子前 傲的抗原起反应；在纯 化卵囊 1 

Western blotting上与 210 40K D．之间nI 
一

系列区带起反应 -其 中几条 区带与两 

MAb均起反应．其余为特异性 区带。 rI Tl_- 
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株 MAb(TOu)识别糖基抗原决 定簇，并经 

免疫电镜证实此 MAb不仅与子孢子和裂殖 

子的微线体反应 ，还能与滋养体和大配子的 

外质及纳虫空泡反应。另一株MAb(HAD) 

识别肽类抗原决定簇，但未得到免疫电镜证 

实。 
● 

综上所述．隐孢子虫病免疫及免疫诊断 

学研究近几年取得了较大进展，已深入到大 

分子多肽水平，免疫诊断的敏感性和特异性 

不断提高，弥补了粪检之不足，为隐孢子虫病 

的诊断和流行病学调查提供了有力手段。 
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