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【摘要】  目的　建立直接检测粪便样本中溶组织内阿米巴的PCR方法。方法　根据溶组织内阿米巴标准株基因组

中小亚基核糖体RNA（small subunit ribosome RNA，SSU rRNA）序列合成4对特异性引物（2对自主设计引物和2对参考引

物），建立PCR检测方法，用该方法对221例临床腹泻患者粪便标本进行检测，同时采用病原学碘染涂片镜检法和酶联免疫

吸附实验(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)检测抗原，对3种方法的阳性率进行比较，并采用Kappa检验进行一

致性分析，分析3种检测方法结果的准确性。结果　4对引物均扩增出溶组织内阿米巴特异的目的片段，建立了粪便样本

溶组织内阿米巴检测的PCR法。选择其中2对引物（1对自主设计引物和1对参考引物）对221例粪便样本进行PCR扩增，同

时用碘染涂片镜检法查病原体，用ELISA法进行抗原检测，3种方法溶组织内阿米巴阳性检出率分别为2.26%、0.90%和

9.50%，差异有统计学意义（χ2=23.34, P<0.01）。PCR法与碘染涂片镜检法比较，Kappa值为0.216，一致性微弱；PCR法与

ELISA法比较，一致性差，Kappa值为–0.134。PCR法的结果与临床诊断的一致性最好。结论　本研究通过自行设计引物

建立的粪便样本溶组织内阿米巴PCR检测法在准确性上优于镜检法和ELISA抗原检测法，为该方法用于临床诊断提供了

实验基础。
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【Abstract】   Objective　To  develop  a  PCR  method  for Entamoeba  histolytica（E.histolytica)  detection  in  fecal
specimens,  and  to  compare  the  performance  of  PCR  to  that  of  microscopy  and  ELISA. Methods　Two  pairs  of  self-
designed primers and 2 pairs of primers from references based on small subunit ribosome RNA (SSU rRNA) fragment of
E. histolytica standard strain were synthetized. DNA from E. histolytica reference strain were amilified by the conventional
PCR using the 4 pairs of primers. 221 stool samples from diarrhea patients were collected and detected for E. histolytica by
three methods: Entamoeba trophozoites and cysts detection by microscopy, E. histolytica-specific antigen detection using
enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA)  kit  (E.  HISTOLYTICA  II),  amplification  of  SSU  rRNA  fragment  of E.
histolytica by PCR method. Positive rate of three methods were compared by chi-square test, and Kappa test was applied
to determine the concordance among the three methods. Results　Specific fragments of E. histolytica were amplified by
the PCR method we developed in this study. Positive rates of PCR, microscopy and ELISA were 2.26%, 0.90% and 9.50%,
respectively.  The positive rates  of  the three methods were significantly different (χ2=23.34, P<0.01).  The Kappa value of
PCR  and  microscopy  was  0.216,  and  that  of  PCR  and  ELISA  method  was  –0.134,  both  of  which  showed  a  weak
consistency. PCR results showed best consistency with clinical diagnosis. Conclusion　The PCR method we established
in  this  study  has  a  better  performance  in  accuracy  than  microscopy  and  ELISA  have  in  laboratory  diagnosis  of E.
histolytica infection.
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溶组织内阿米巴是唯一具有致病性的内阿米巴属

原虫，至今在全球范围内均有流行[1]。据世界卫生组

织（WHO）估计，每年约有5000万人发生感染，可导致

4～11万人死亡[2]，我国是溶组织内阿米巴感染率最高

的亚洲国家之一。生理盐水涂片法和碘染涂片法是最

常用的病原学镜检方法，但该方法要求检测人员具有

丰富的形态学镜检经验，结果具有一定主观性，易漏

检。虽然对同一标本进行重复检测可提高检出率，但

仍无法与光镜下形态结构几乎相同的非致病性的迪斯

帕内阿米巴进行区分[3]。免疫学诊断方法较病原学诊

断方法简单客观，某些抗原检测试剂可区别溶组织内

阿米巴和迪斯帕内阿米巴，但其灵敏度和特异度存在

一定争议。随着分子生物学技术的发展，PCR法逐渐

应用于溶组织内阿米巴的检测，溶组织内阿米巴和迪
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斯帕内阿米巴的核酸序列存在稳定差异，利用PCR方

法可以将两者进行区分。本研究利用溶组织内阿米巴

标准株基因组DNA，拟建立快速、准确的PCR方法用

于检测粪便样本中的溶组织内阿米巴，并与碘染涂片

镜检法和酶联免疫吸附实验(ELISA)抗原检测法的结

果进行对比，期望为临床快速准确地诊断溶组织内阿

米巴感染提供新的方法。

1     材料与方法

1.1    PCR检测溶组织内阿米巴方法的建立

1.1.1    溶组织内阿米巴标准株基因组DNA来源　

标准株（HM-1:IMSS）基因组DNA（ATCC, 30459D,
USA），质量浓度为50 ng/μL。
1.1.2    引物设计　共采用4对基于溶组织内阿米巴小

亚基核糖体RNA（small subunit ribosome RNA，SSU
rRNA）基因的特异性引物进行PCR检测，分别为Eh-
f/Eh-r、Eh239f/Eh-88r、Eh-60f/Eh-60r以及Eh-31f/Eh-
31r，其中前2对引物设计参考文献[4-5]，后2对为本研究

自主设计，以NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）上
溶组织内阿米巴SSU rRNA的序列为依据，利用Oligo
7.0设计并筛选出2对最佳引物，即为Eh-60f/Eh-60r和
Eh-31f/Eh-31r。所有引物均由成都擎科梓熙生物技术

有限公司（TSINGKE）合成，引物序列见表1。
1.1.3    PCR扩增　以溶组织内阿米巴标准株DNA为

模板，利用4对引物进行PCR扩增。反应条件为95 ℃
预变性5 min，然后95 ℃变性30 s，退火温度50～58 ℃
（表1）30 s，72 ℃延伸30 s，共35个循环，最后72 ℃延伸

10 min。PCR反应体系：2×T5 Super PCR Mix (Colony)
12.5 μL，上、下游引物(10 ng/μL)各1 μL，DNA模板

1 μL，ddH2O 9.5 μL，总体积25 μL。以去离子水替代

DNA模板作为空白对照。

1.1.4    凝胶电泳分析及测序　取5 μL PCR产物以

20 g/L琼脂糖凝胶（含5 μL/100 mL溴化乙锭）进行电

泳，用紫外凝胶成像仪观察扩增条带。用Sanger双脱

氧链终止法对普通PCR产物进行双向测序，并利用

BLAST分析工具在序列数据库中对查询序列进行同源

性比对，确定PCR扩增产物是否为目的片段。测序工

作由成都擎科梓熙生物技术有限公司（TSINGKE）

完成。

1.1.5    DNA模板最低检测质量浓度测定　为比较

4对不同引物的灵敏度，将质量浓度为50 ng/μL的

DNA用去离子水进行系列梯度稀释，稀释倍数依次为

10、102、103、104、105、2×105、106、107、5×107和108倍，

稀释后的质量浓度分别为5 ng/μL、500 pg/μL、50 pg/μL、
5 pg/μL、500 fg/μL、250 fg/μL、50 fg/μL、5 fg/μL、
1 fg/μL和0.5 fg/μL。分别以相应质量浓度的DNA为模

板扩增4对引物，并对产物进行电泳分析，观察不同质

量浓度DNA模板的扩增效果。

1.2    PCR检测法与镜检法、ELISA抗原检测法的比较

1.2.1    样本收集　收集2016年9月至2017年3月临床

腹泻患者的新鲜稀便或水样便样本221例，其中112例
患者来自于四川大学华西医院（女性58例，男性54例，

患者年龄18～57岁），109例来自于成都市妇女儿童中

心医院（女童50例，男童59例，患者年龄3月～5岁）。所

有样本按临床常规镜检流程完成检验后，于24 h内进

行ELISA抗原检测和DNA提取，否则将样本置于−20 ℃
保存备用，避免反复冻融。

1.2.2    碘染涂片镜检法　在洁净的载玻片上滴加1滴
卢戈氏碘液，用竹签挑取粪便中的可疑部分（黏液或血

液部分）在载玻片上涂抹成均匀的粪膜，加上盖玻片后

表 1    4对溶组织内阿米巴特异性引物序列

Table 1    Sequences of 4 pairs of specific primers of Entamoeba histolytica

Primers name Nucleotide sequence (5’to 3’) Annealing temperature/℃ Target fragment length/bp

Eh-f AACAGTAATAGTTTCTTTGGTTAGTAAAA
50 134

Eh-r CTTAGAATGTCATTTCTCAATTCAT

Eh-239f ATTGTCGTGGCATCCTAACTCA
58 172

Eh-88r GCGGACGGCTCATTATAACA

Eh60-f AAGTATAAAGACCAAGTAG
50 199

Eh60-r TGTCGTGGCATCCTAACT

Eh31-f TGATGTTAAAGATTAAGCCATG
50 304

Eh31-r GTCCTCGATACTACCAACTGAT
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在显微镜下查找溶组织内阿米巴滋养体或包囊。

1.2.3    ELISA抗原检测法　采用第2代溶组织内阿米

巴特异性抗原检测试剂盒E.HISTOLYTICA Ⅱ（Alere
公司）检测粪便样本中的粪便中Gal/GalNAc黏附凝集

素抗原，所有操作流程均按照试剂盒中说明进行，酶标

仪检测其吸光度（A）值。实验有效性判定：阴性对照

A值＜0.15，当阳性对照A值－阴性对照A值≥0.5时证

明实验结果有效。阳性样本的判定：当测试样本的

A值－阴性对照A值≥0.05时判定为阳性，否则为阴性。

1.2.4    PCR检测法　采用Fast DNA Spin Kit试剂盒

（MP Biomedicals公司）提取粪便样本中DNA，所有操

作流程均按照试剂盒中说明进行。以提取的样本

DNA为模板，以Eh239f/Eh-88r和Eh-60f/Eh-60r为引物

进行PCR扩增，PCR反应体系和反应条件与1.1中方法

相同。采用相同方法、利用迪斯帕内阿米巴的特异引

物[6]（成都擎科梓熙生物技术有限公司合成）对ELISA
检测阳性标本进行基因检测。

1.3    统计学方法

采用配对资料的卡方检验对3种溶组织内阿米巴

检测方法的阳性率进行比较，P＜0.05为差异有统计学

意义。采用Kappa检验对这3种检测方法的结果进行

一致性检验。

2     结果

2.1    PCR方法的建立

以溶组织内阿米巴标准株基因组DNA为模板，

4对引物均扩增出单一的清晰条带，4条条带的片段长

度与对应引物Eh-f/Eh-r（134 bp）、Eh-239F/Eh-
88R（172 bp）、Eh-60f/Eh-60r(199 bp)和Eh-31f/Eh-
31r(304 bp)的目的片段长度吻合，未出现非特异性条

带，空白对照为阴性（图1）。
用Sanger双脱氧链终止法对普通PCR产物进行双

向测序，分别获得4段与Eh-f/Eh-r、Eh-239F/Eh-88R、

Eh60-f/Eh60-r和Eh-31f/Eh-31r对应的碱基序列，长度

分别为128 bp、158 bp、185 bp和288 bp，与对应的目的

片段长度基本一致。将测序所得碱基序列在NCBI网
站进行BLAST分析，证实4对引物扩增出的产物均为溶

组织内阿米巴目的片段。

分别以不同质量浓度的DNA为模板，对4对溶组

织内阿米巴特异性引物进行PCR扩增，扩增产物进行

20 g/L琼脂糖凝胶电泳分析，结果见图2。其中Eh-
239f/Eh-88r和Eh-60f/Eh-60r两对引物从最高的DNA模

板质量浓度5 ng/μL至5 fg/μL均扩增出相应大小的目的

条带，且目的条带的清晰度随着DNA模板质量浓度的

降低而下降。其中引物Eh-f/Eh-r最低能检测到的

DNA模板质量浓度为5 pg/μL，而引物Eh-31f/Eh-31r最
低能检测到的DNA模板质量浓度为250 fg/μL。因此后

续检测以Eh239f/Eh-88r和Eh-60f/Eh-60r为引物。

2.2    三种检测方法结果比较

分别采用碘染涂片镜检法、ELISA抗原检测法和

PCR法对221例粪便样本进行溶组织内阿米巴检测，结

果显示，碘染涂片镜检法检出2例溶组织内阿米巴阳

性，阳性检出率为0.90%；ELISA法抗原检测21例抗原

阳性，阳性检出率为9.50%；分别以Eh239f/Eh-88r和Eh-
60f/Eh-60r为引物的PCR检测法结果一致，均检出5例
阳性溶组织内阿米巴样本，阳性检出率为2.26%。

ELISA检测抗原阳性的21例中，2例碘染涂片镜检法及

PCR法均为阳性，2例碘染涂片镜检法阴性、PCR法阳

性，17例碘染涂片镜检法及PCR法均为阴性，进行迪斯

帕内阿米巴PCR检测，2例阳性。PCR阳性的5例中包

括碘染涂片镜检法和ELISA抗原检测法均为阳性2例，

碘染涂片镜检法阴性而ELISA抗原检测法阳性2例，碘

染涂片镜检法及ELISA抗原检测法均阴性1例。结合

临床情况，PCR法的检测结果与临床诊断的一致性最好。

采用配对资料的卡方检验对3种溶组织内阿米巴

检测方法的阳性率比较，差异有统计学意义（χ2=23.34,
P<0.01）；两两比较：碘染涂片镜检法和ELISA法比较，

χ 2=17.05，P<0.01；碘染涂片镜检法和PCR法相比，

χ2=9.38，P<0.05；ELISA法和PCR法比较，χ2=12.50，
P<0.01；差异均有统计学意义。

采用Kappa检验对3种溶组织内阿米巴检测方法

结果一致性进行分析。PCR方法与碘染涂片镜检法比

较，Kappa值为0.216，一致性微弱；PCR方法与ELISA法
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图 1  普通PCR产物电泳图（20 g/L琼脂糖凝胶电泳）

Fig 1  Electrophoresis  results  of  PCR products  (20 g/L agarose gel

electrophoresis)

1-4：PCR products of primer Eh-f/Eh-r，Eh-239F/Eh-88R，Eh-60f/Eh-60r，

Eh-31f/Eh-31r，respectively；C1-C4：Blank control of primer Eh-f/Eh-r，Eh-

239F/Eh-88R，Eh-60f/Eh-60r，Eh-31f/Eh-31r，respectively；M：DNA marker

DL2000

第 3 期 庞华胜等: PCR法检测粪便样本溶组织内阿米巴的初步研究 381  



比较，Kappa值为−0.134，一致性差。

3     讨论

溶组织内阿米巴是临床上引起腹泻最常见的肠道

寄生虫之一[7]，其病死率在原虫性寄生虫病中排列第

二[8]，仅次于疟疾，严重危害人类健康。迪斯帕内阿米

巴与溶组织内阿米巴形态相近，生活史相同，却无致病

性，但感染率可能远高于溶组织内阿米巴 [ 9 ]。根据

2015年在自然人群中开展的全国人体重要寄生虫病现

状调查数据显示，新疆维吾尔自治区溶组织内阿米巴

感染率为2.23%，湖南省感染率为0.004%，安徽省感染

率为0.05%[10-12]，不同地区的感染率存在较大的差异。

PCR方法不仅灵敏度、特异度高，还可以鉴别形态学

一致的溶组织内阿米巴和迪斯帕内阿米巴。在发达国

家，利用PCR法检测样本中的溶组织内阿米巴已经成

为临床实验室的常规检测项目，但在我国大多数实验

室对溶组织阿米巴的检测仍然停留在镜检的阶段，导

致相当病例的漏诊和误诊。在本研究建立的PCR方法

中，选用的4对引物均能扩增出特异的目的条带。进一

步对4对引物灵敏度进行比较，其中Eh-60f/Eh-60r和
Eh-239F/Eh-88R灵敏度最高，最低能检测的DNA模板

质量浓度为5 fg/μL，Eh-f/Eh-r和Eh-31f/Eh-31r在普通

PCR方法中的灵敏度表现不佳。在3种方法的比较中，

ELISA抗原检测法的阳性率最高，其次是PCR法，碘染

涂片镜检法最低，3种检测方法阳性率的差异均有统计

学意义。

5例PCR阳性样本中，有2例样本的3种检测方法的

结果均为阳性，这2例样本的临床诊断支持溶组织内阿

米巴感染；2例样本碘染涂片镜检法结果为阴性，而

ELISA结果阳性，通过回顾病历，这2例样本的临床资

料亦倾向于溶组织内阿米巴感染；最后1例PCR阳性样

本的碘染涂片镜检法和ELISA结果均为阴性，而这1例
样本的临床诊断支持溶组织内阿米巴感染，提示碘染

涂片镜检法和ELISA法漏检了该样本。综上所述，本研

究认为这5例PCR阳性样本的结果均与临床诊断吻合。

碘染涂片镜检法检出的2例样本PCR及ELISA法均

为阳性，临床诊断也相吻合，从这一点看，碘染涂片镜

检法的特异度不错，但另一方面，根据ELISA、PCR的

结果以及临床资料回顾，碘染涂片镜检法出现了漏检，

提示其灵敏度较低。实际上碘染涂片镜检法阳性率与

检测人员的镜检经验有很大的关系，不同人员的检出

率相差较大，文献资料报道的阳性率从10%到80%以

上不等[13]。本研究是按照临床工作中镜检常规流程进

行检测，阳性率可能比专人专门检测稍低，但却是临床

镜检情况的真实反映。

ELISA法阳性的21例样本中，4例的结果与PCR相

一致，17例与PCR结果不同。这17例病例中有6例为住

院患者，有完整的诊疗记录，但均不支持溶组织内阿米

巴感染的诊断。利用迪斯帕内阿米巴的特异性引物对

这17例抗原阳性样本进行检测，结果显示其中2例为迪

斯帕内阿米巴，因此我们认为本研究中使用的

ELISA检测试剂盒其特异性尚有待进一步研究，不能
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图 2  4对引物普通PCR最低检测质量浓度比较

Fig 2  Limitation detecting mass concentrations of 4 pairs of primers for PCR

A：Eh-f/Eh-r；B：Eh-239F/Eh-88R；C: Eh-60f/Eh-60r; D: Eh-31f/Eh-31r；1-

10：DNA templates with different mass concentrations（1：5 ng/μL, 2：500 pg/μL，

3：50 pg/μL，4：5 pg/μL，5：500 fg/μL，6：250 fg/μL，7：50 fg/μL，8：5 fg/μL，9：1

fg/μL, 10：0.5 fg/μL）；C1-C4：Blank control of primer; M：DNA marker DL2000
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完全区分溶组织内阿米巴和迪斯帕内阿米巴，其过高

的阳性检出率可能致误诊率高。

本研究采用的ELISA试剂盒为TECHLAB第2代溶

组织内阿米巴ELISA试剂盒，是目前市场上评价较好

的一种试剂盒，但其检验性能存在一定争议。STARK等[14]

比较了本研究采用的E . H I S T O L Y T I C A  I I  k i t和
Entamoeba CELISA PATH kit（Cellabs, Brookvale,
Australia)两个粪抗原试剂盒的检测性能，与PCR方法

相比，Entamoeba CELISA PATH kit的灵敏度和特异度

分别为28%和100%，而E.HISTOLYTICA II kit的检验性

能则不理想，18例阳性样本，该试剂盒检测均未检出，

检出的3例阳性样本结果证实为迪斯帕内阿米巴和莫

氏内阿米巴，而非致病性的溶组织内阿米巴，提示

ELISA检测试剂盒与某些非致病性内阿米巴存在交叉

反应，这与我们的实验结果较为相似。而GONIN等[15]

和MIRELMAN等[16]的研究则表明该试剂盒在孟加拉

国某地区调查人群中溶组织内阿米巴感染率的灵敏度

和特异度分别达到89%～93%和95%～100%。但

GONIN和MIRELMAN等的研究均在溶组织内阿米巴

高度流行区域进行，而我们国家的感染率却不高，这种

感染率的不同可能会引起试剂盒的效果之间存在差

异。另外不同流行地区的溶组织内阿米巴株可能存在

基因型的不同，导致其表达的抗原成分有差异，也可能

导致相同试剂盒对不同地区的检出率有一定差异。

本研究建立的PCR检测方法是以溶组织内阿米巴

SSU rRNA基因作为目的片段。SSU rRNA基因参与编

码溶组织内阿米巴核糖体小亚基，是一段高度保守的

核苷酸序列，在溶组织内阿米巴和迪斯帕内阿米巴之

间存在着稳定的遗传差异，具有多拷贝性，比单拷贝基

因的DNA片段更易被检测，是区别两者的一个重要靶

基因，被广泛应用于两种内阿米巴原虫的检测。这也

是本研究选择SSU rRNA基因片段建立PCR方法用于

临床粪便样本溶组织内阿米巴检测的原因。

本研究中，PCR检测方法的最低DNA模板质量浓

度为0.5 fg/μL，表明该方法具有较高的灵敏性，适用于

因送检不及时或服药导致的样本原虫数量稀少或形态

不典型的情况，可对溶组织内阿米巴的各个生活史阶

段进行检测。同时利用商品化试剂盒，可以方便快速

提取粪便样本中的溶组织内阿米巴滋养体或包囊

DNA。PCR方法可同时对大批量样本进行检测，提高

检测效率，减少镜检人员的依赖及主观影响。本研究

首次应用PCR的方法对我国西南地区临床粪便样本中

的溶组织内阿米巴进行调查检测，阳性率为0.90%，比

范道勇等[17]利用碘液涂片镜检法0.10%的阳性率高，可

能原因是本研究的样本为来源于医院的患者，而后者

是对当地居民进行的流行病学调查，两者的样本具有

一定的选择偏倚，同时也与PCR检测方法本身的高灵

敏性有关。镜检法、免疫学方法和PCR法3种检测方

法各有优缺点：碘染涂片镜检法操作简单，成本低，是

应用最广泛的溶组织内阿米巴检测方法，但灵敏度最

低，对检验人员经验有要求，存在漏诊风险，且无法区

分溶组织内阿米巴和迪斯帕内阿米巴，进行大规模检

测耗时长；ELISA法检测抗原快速便捷，结果客观，检

测人员无需丰富镜检经验，但是从现有文献报道和我

们的实验结果来看，其检验效能也存在一定争议，存在

误诊风险，因此采用国外的抗原检测试剂盒检测我国

腹泻患者溶组织内阿米巴感染情况的可靠程度还需进

一步验证。综合比较3种检测方法的结果以及病例回

顾，本研究建立的PCR法相比镜检法和ELISA抗原检测

法，PCR法显示了更好的准确性，并可对粪便样本的溶

组织内阿米巴和迪斯帕内阿米巴进行区分，但进一步

应用于临床检测仍需要更严格设计的大样本临床实验

进行进一步确认。

综上所述，本研究建立了对粪便样本溶组织内阿

米巴检测的PCR方法，自行设计引物的灵敏度不亚于

甚至优于文献报道的引物。从已进行的临床对比试验

来看，该PCR法的准确性高于镜检法和抗原检测法，为

该方法用于临床诊断提供了实验基础并有望用于临床

的辅助诊断。
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