
第 40 卷第 1 期
2026 年 3 月

西昌学院学报（自然科学版）

Journal of Xichang University（Natural Science Edition）
Vol. 40，No. 1

Mar.，2026

实验用比格犬毕氏肠微孢子虫流行及分子特性分析
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摘要：［目的］了解我国实验用比格犬毕氏肠微孢子虫流行及基因型分布情况。［方法］2025 年 3—5 月，从北

京、南通和连云港 3 地采集 452 份新鲜实验用比格犬粪便样本，提取样本基因组 DNA，利用靶向毕氏肠微孢

子虫核糖体内部转录间隔区（internal transcribed spacer， ITS）的巢式 PCR 对所有样品进行检测，对阳性样本

进行测序和分析。［结果］（1）北京、南通和连云港 3 地实验用比格犬毕氏肠微孢子虫感染率分别为 9.3%
（14/150）、4.8%（4/84）、6.9%（15/218），平均感染率为 7.3%（33/452）。（2）序列分析共鉴定出 4种毕氏肠微孢子

虫基因型，包括 1个已知基因型 PtEb IX 和 3个新基因型（BGD-1、BGD-2、BGD-3），其中 PtEb IX 是本研究中

的优势基因型。（3）进化树构建显示，本研究所获序列均与犬特异基因型 PtEb IX 聚为一枝，显示本研究所获

基因型均属犬特异基因型。［结论］我国实验用比格犬存在毕氏肠微孢子虫感染，为保障实验动物的健康和

科学研究的可靠性，应高度重视实验用比格犬毕氏肠微孢子虫的防控。
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Abstract:［Objective］It is aimed to investigate the prevalence and genotype distribution of Enterocytozoon bieneusi in ex⁃
perimental Beagle dogs in China.［Method］A total of 452 fresh fecal samples of experimental Beagle dogs were collected 
from Beijing， Nantong and Lianyungang during March to May 2025. Genomic DNA was extracted from the samples， and 
all samples were detected by nested PCR targeting the internal transcribed spacer （ITS） of E. bieneusi. Positive samples 
were further sequenced and analyzed.［Result］（1）The infection rates of E. bieneusi in experimental Beagle dogs in Bei⁃
jing， Nantong and Lianyungang were 9.3%（14/150）， 4.8%（4/84） and 6.9% （15/218）， respectively， with an average in⁃
fection rate of 7.3% （33/452）. （2）Sequence analysis identified four genotypes of E. bieneusi， including one known geno⁃
type PtEb IX and three novel genotypes （BGD-1， BGD-2， BGD-3）， among which PtEb IX was the dominant genotype 

doi：10.16104/j.issn.1673⁃1891.2026.01.001

收稿日期：2025-07-22
基金项目：安徽科技学院兽医学校级高峰学科项目（XK-XJGF002）；安徽科技学院校级稳定人才项目（dkwd201702）。

第一作者简介：廖晓龙（1998—），男，安徽蒙城人，硕士研究生，主要研究方向为人畜共患原虫流行病学调查。E-mail：
2250855140@qq.com。

*通信作者简介：李文超（1979—），男，河南南阳人，教授，博士，主要研究方向为人畜共患原虫流行病学调查。E-mail：li⁃
wen303@126.com。



西昌学院学报（自然科学版） 第 40 卷

in this study. （3）Phylogenetic tree analysis showed that all sequences obtained in this study were clustered with the dog-
specific genotype PtEb IX， indicating that all genotypes identified in this study belonged to dog-specific genotypes. 
［Conclusion］E. bieneusi infection is confirmed in experimental Beagle dogs in China. To ensure the health of experimen⁃
tal animals and the reliability of scientific research， high attention should be paid to the prevention and control of E. cyto⁃
zoon bieneusi in experimental Beagle dogs.
Keywords:Enterocytozoon bieneusi； Beagle dogs； ITS； prevalence

0 引言

微孢子虫是一类机会性的专性胞内真菌，能够

感染包括人在内的哺乳动物、鸟类、两栖动物、爬行

动物等宿主［1-2］。迄今，已鉴别了 200多个微孢子虫

属和近 1 500 个物种，其中至少 17 个微孢子虫虫种

能感染人，尤其以毕氏肠微孢子虫（Enterocytozoon 

bieneusi）感染人最为常见，其感染症状多为急性或

慢性腹泻、吸收不良和/或消瘦［3-4］。

传统上对毕氏肠微孢子虫的鉴定主要依据其

孢子大小、孢子核特征等形态学特征，存在难以区

分毕氏肠微孢子虫和其他微孢子虫虫种等缺陷，因

此，目前聚合酶链反应（polymerase chain reaction， 
PCR）是诊断和鉴定毕氏肠微孢子虫最可靠的方

法［5］。当前，基于核糖体内部转录间隔区（internal tran⁃
scribed spacer，ITS）的扩增和测序技术已被广泛用

于毕氏肠微孢子虫的鉴定和基因分型［6］。目前基于

该方法已鉴定了 800多个毕氏肠微孢子虫 ITS基因

型，这些基因型共形成了 13个不同的群组（群组 1～
群组 13），不同群组宿主特异性和人畜共患潜力存

在显著差异［1，5，7-9］。其中，群组 1和群组 2包含大多

数的人畜共患基因型，其余群组则显示出较强的宿

主特异性特征［1］。

比格犬是国际公认的标准实验用犬，广泛应用

于医学、生物学、病理学、肿瘤学等生命科学领域。

随着我国生物医药产业的快速发展，对实验用比格

犬的需求量明显增加，国内相关养殖发展迅速。在

比格犬饲养过程中，寄生虫感染会导致其达不到各

类实验动物标准的要求，进而不能销售或使用后影

响科学研究结果的准确性，从而造成不必要的

损失。

自 1999 年瑞士首次报道犬可感染毕氏肠微孢

子虫以来，目前全球已有至少 10个国家有犬感染该

虫的报道，但相关研究多集中在宠物犬、家养犬、农

场犬、流浪犬等方面，迄今尚未见有实验动物用犬

毕氏肠微孢子虫流行情况的相关报道［3-4，10］。此外，

尽管我国国家标准《实验动物微生物、寄生虫学等

级及监测》（GB 14922—2022）中对不同等级实验犬

寄生虫检测项目做了强制规定，但此标准中没有涉

及毕氏肠微孢子虫的检测［11］。鉴于此，本文拟对我

国多地实验用比格犬开展毕氏肠微孢子虫调查和

检测，以期为比格犬毕氏肠微孢子虫的防控、实验

动物质量控制等提供参考。

1 材料与方法

1.1　材料、主要试剂及仪器

材料：比格犬粪便。2025年 3—5月，分别从北

京、连云港和南通 3地的实验用比格犬养殖场采集

452 份普通清洁级比格犬新鲜粪便样品，每份约 50 
g，分别装入密封袋，标注采集地、年龄和编号后，置

于4 ℃冰箱待检。

主要试剂：E. Z. N. A®. Mag-Bind®Stool  DNA  
Kit（Omega公司），2×EasyTaq® PCR SuperMix（北京

全式金生物技术股份有限公司），DL 2000 DNA 
marker（TaKaRa公司）。

主要仪器：T100 型梯度 PCR 仪（伯乐生命医学

产品（上海）有限公司），Tanon 1600 凝胶成像系统

（上海天能科技有限公司）。
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1.2　方法

1.2.1　粪便基因组DNA提取

比格犬粪便基因组 DNA提取参照粪便 DNA提

取试剂盒说明书进行操作。

1.2.2　PCR扩增

基于毕氏肠微孢子虫 ITS 序列的巢式 PCR 参

照 Sulaiman 等［12］的方法进行，引物（表 1）由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成。PCR 反应体系

为 25 μL，含 12.5 μL 2×EasyTaq® PCR SuperMix，上

下游引物（10 μmol/L）各 1 μL，DNA 模板 1 μL，超

纯水 9.5 μL，其中第 1 轮 PCR 用提取的粪便基因

组 DNA 做模板，第 2 轮 PCR 用第 1 轮 PCR 产物做

模板。2 轮 PCR 扩增程序相同，均为预变性94 ℃，

5 min；94 ℃变性，30 s；57 ℃退火，30 s；72 ℃延伸，40 s；
共 35 个循环；72 ℃，10 min。同时用经鉴定含毕

氏肠微孢子虫的宠物犬粪便基因组 DNA 提取物

作为阳性对照，用不含毕氏肠微孢子虫的宠物犬

粪便基因组 DNA 提取物作为阴性对照。

1.2.3　测序与分析

第 2轮PCR产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳后，切

下符合预期大小的 DNA 条带，送生工生物工程（上

海）股份有限公司南京分公司进行双向测序，所获

序列经 Dnaman v6.0.3.99 编辑后，在 GenBank 中经

Blast搜索确定其是否是毕氏肠微孢子虫 ITS序列并

确定其基因型。下载部分匹配度较高的序列作参

考序列，利用 Clustal X 1.81 进行序列比对，在 Mega 
5.05 中，以邻接法 （Neighbor-Joining）构建进化树，

自展值（bootstrap）设为 1 000，用柔嫩艾美耳球虫

（Eimeria tenella） 的 ITS 序列 （基因 ID：AF026388）
作进化树外群。

2 结果与分析

2.1　毕氏肠微孢子虫PCR扩增及序列分析

452份实验用比格犬粪便样品共扩增出 33份毕

氏肠微孢子虫阳性结果，扩增产物大小约为 390 bp
（图 1），符合预期。共 30个阳性样品测序成功，序列

经比对和Blast检索，共鉴定出 4种基因型，包括 1种

已知基因型 PtEb IX 和 3 个新基因型（命名为 BGD-

1、BGD-2、BGD-3），本研究获得的已知基因型 PtEb 
IX 与已报道的犬特异基因型 PtEb IX（基因 ID：

DQ885585）的参考序列同源性为 100%，3 个新基因

型与该参考序列分别有 1～9个核苷酸的差异，与其

同源性分别为 98.9%、99.7% 和 96.8%（图 2）。将本

研究所获序列与参考序列构建进化树，本研究所获

序列均与犬特异基因型PtEb IX聚为一枝，显示本研

究所获基因型可能均属犬特异的基因型（图3）。

表1　毕氏肠微孢子虫引物

序列

ITS

引物名称

AL4037
AL4039
AL4038
AL4040

引物序列 5′~3′

GATGGTCATAGGGATGAAGAGCTT
AATACAGGATCACTTGGATCCGT
AGGGATGAAGAGCTTCGGCTCTG
AATATCCCTAATACAGGATCACT

产物长度/bp

410

392

2 000 bp

M 1 2 3

1 000 bp 

750 bp
500 bp 

250 bp 

100 bp

注：M为DNA标志物；1为阴性对照，2为阳性对照，3为

毕氏肠微孢子虫阳性样本。

图1　毕氏肠微孢子虫 ITS序列PCR扩增
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2.2　实验用比格犬毕氏肠微孢子虫感染及基因型

分布

本次调查北京、连云港和南通 3 地实验用比格

犬毕氏肠微孢子虫感染率分别为 9.3%（14/150），

4.8%（4/84）和 6.9%（15/218），平均感染率为 7.3%
（33/452）（表 2）。PtEb IX 占测序成功样品的 60.0%
（18/30），是本研究中的优势基因型。从基因型分布

看，PtEb IX基因型在 3个地区均有分布，且均为 3地

的优势基因型；BGD-1 仅分布于北京；BGD-2 和

BGD-3仅分布于南通。从基因型分布多样性看，南

通检出 3个基因型，北京检出 2个基因型，连云港仅

检出1个基因型。  
3 结论与讨论

目前有关犬感染毕氏肠微孢子虫的研究［10］显

示，全球犬毕氏肠微孢子虫平均感染率为 10.9%
（585/5 363），其中流浪犬为 3.2%～17.9%，宠物犬为

0.8%～9.6%，家 养 犬 为 3.3%～8.6%，农 场 犬 为

8.3%。本研究中，实验用比格犬毕氏肠微孢子虫平

均感染率为 7.3%（33/452），这一结果低于全球犬毕

氏肠微孢子虫平均感染率（10.9%）［10］。与宠物犬相

比，这一结果低于国内广州（17.9%，90/502）［13］、黑龙

江（7.7%，2/26）［14］、云南（8.0%，21/262）［15］等地宠物

犬毕氏肠微孢子虫感染率，高于日本（5.0%，1/20；
4.4%，26/597）［16-17］及国内黑龙江（7.2%，18/249）［18］、

上海（5.9%，19/322）［19］、新疆（6.3%，38/604）［4］、云南

（4.9%，29/589）［10］等地宠物犬毕氏肠微孢子虫感染

率。与流浪犬相比，本研究结果仅高于日本（1.7%，

1/59）［16］和伊朗（5.3%，4/75）［20］流浪犬毕氏肠微孢子

虫感染率，低于哥伦比亚（15.0%，18/120）［21］和国内

广州（39.6%，59/149）［13］）、上海（8.8%，24/272）［22］和

四川（18.8%，136/724）［23］等地流浪犬毕氏肠微孢子

虫感染率。与家养犬相比，本研究结果高于澳大利

亚（4.4%，15/342）［24］、波兰（4.9%，4/82）［25］、西班牙

注：仅列出本研究所获基因型与参考基因型（基因型 PtEb IX，基因 ID为DQ885585）中不同的核苷酸；圆点表示不同序列

中的相同核苷酸。

图2　毕氏肠微孢子虫 ITS序列比对

表2　比格犬毕氏肠微孢子虫感染情况

采样地点

北京

连云港

南通

总计

样品数

150
84

218
452

阳性数

14
4

15
33

阳性率/%

9.3
4.8
6.9

基因型（数量）

BGD-1(4), PtEb IX(7)
PtEb IX(4)
PtEb IX(7), BGD-2(5),
BGD-3(3)

··4
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（0.8%，2/237）［26］家养犬毕氏肠微孢子虫感染率，但

低于西班牙（9.6%，7/73）［27］、上海（7.8%，8/102）［19］等

地家养犬毕氏肠微孢子虫感染率。同时，本研究结果

也高于国内上海门诊犬（3.3%，2/61）［19］，但低于华东

地区门诊犬（8.6%，27/315）［28］及瑞典农场犬（8.3%，

3/36）［29］毕氏肠微孢子虫感染率。不同研究中犬毕氏

肠微孢子虫感染率的差异可能与采样动物来源地区、

采食地点、饲养方式、年龄分布、样本量、动物健康状

况、饲养管理、种群密度和其他未确定的因素有关［4］。

目前，已有文献［10］显示，犬可感染 50 多种毕氏

肠微孢子虫 ITS 基因型，其中大多数属人畜共患的

群组 1，部分属群组 2，也有一些属犬特异性的群组

11。上述犬群中鉴定的 50多个基因型中，14个基因

型已在人群中发现，因此在犬和人之间可能存在毕

注：▲为本研究所获毕氏肠微孢子虫 ITS序列。

图3　基于毕氏肠微孢子虫 ITS序列构建的进化树（NJ法）

··5
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氏肠微孢子虫的人兽共患传播［10］。本研究中，在测

序成功的 30 个阳性样本中，共鉴定出 4 种 ITS 基因

型，包括 1 种已知基因型 PtEb IX 和 3 个新基因型。

基因型PtEb IX是本研究中的优势基因型，这一结果

与目前的大多数报道结果一致［4，10］。该基因型呈全

球分布，主要见于犬，在中国和澳大利亚的猫及西

班牙的野生獾类动物也有发现［7，14，30］，该基因型被认

为是一种适应犬类宿主的基因型［1］。本研究中发现

的3个新基因型，其与PtEb IX间有1～9个核苷酸的

差异，但进化树构建显示，这些基因型与 PtEb IX均

聚在一起，表明这些基因型可能与 PtEb IX一样，属

于犬特异的基因型，其人畜共患潜力可能有限。

综上，本研究结果显示，我国多地实验用比格

犬群中存在毕氏肠微孢子虫流行，尽管所鉴定出的

基因型均为犬特异的基因型，其人畜共患潜力有

限，但为提高实验用比格犬的质量和保证科研结果

的准确，需高度重视实验用比格犬群中毕氏肠微孢

子虫的防控问题。
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