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《鸡球虫卵囊基因组 DNA提取方法》 

编制说明 

一、 任务来源（包括目的意义） 

鸡球虫病是由艾美耳属球虫寄生于鸡肠道上皮细胞引起的一种急性流行性原虫病，是危害养鸡

业最严重的寄生虫病之一。该病广泛分布于世界各地，我国各地均有发生，给养鸡业造成巨大经济

损失。据统计，全球每年因鸡球虫病造成的直接经济损失超过 30 亿美元，我国每年损失超过 20 亿

元人民币。 

鸡球虫病的准确诊断是有效防控的前提。传统的形态学鉴定方法虽然直观，但需要丰富的专业

知识和经验，且难以区分形态相似的虫种。分子生物学鉴定方法具有快速、准确、敏感的优点，已

成为球虫鉴定的重要手段。然而，球虫卵囊具有坚硬的卵囊壁，常规 DNA 提取方法难以有效破碎卵

囊壁，导致 DNA 提取效率低、纯度差，影响后续分子生物学检测的准确性。目前国内外尚无统一、

规范的鸡球虫卵囊基因组 DNA提取方法标准，各实验室采用的方法差异较大，缺乏可比性和重现性。 

为解决鸡球虫卵囊 DNA 提取方法不统一、不规范的问题，提高分子生物学鉴定的准确性和可靠

性，广东省农业科学院动物卫生研究所、中农华威制药股份有限公司于 2025年 4 月向广东省畜牧兽

医学会提出了《鸡球虫卵囊基因组 DNA 提取方法》的团体标准立项申请。广东省畜牧兽医学会组织

了对该标准的预研工作，并于 2025年 10月 14日组织专家对立项申请进行了论证审查。经过专家充

分的研讨论证，专家组一致认为，该项目所提供的资料基本齐全，论证充分，符合国家产业发展需

求，所申报的团体标准满足立项条件，同意该标准立项。目前，本标准研究团队已经完成了标准主

要技术参数与指标的试验验证，形成了标准文本初稿。 

二、 起草工作简要过程（含主要参加单位及工作组成员） 

1.标准起草阶段 

为制定本标准，项目组织技术人员查阅了大量国内外文献资料，包括鸡球虫病诊断技术、寄生

虫 DNA 提取方法、分子生物学鉴定技术等相关技术专著、学术论文、国家标准、行业标准等，并进

行了深入的预研讨论工作。 

本项目主要开展了以下研究工作： 

（1）系统比较了不同样品来源（粪便样品、纯化卵囊、保存卵囊）的前处理方法； 

（2）优化了卵囊破碎方法，包括玻璃珠处理法和裂解液处理法的参数； 

（3）比较了酚-氯仿法、DNA提取试剂盒法、热处理法三种提取方法的效果； 

（4）验证了各方法提取 DNA的浓度、纯度和完整性； 

（5）评估了不同方法的适用范围和优缺点。 

本研究使用的试剂均为同批次产品或市售标准品，确保了试验的一致性和可重复性。2025 年 7

月，我们初步完成了标准的起草并送交同行专家审定。 

2.标准参与单位和参与人员 

文件起草单位包括广东省农业科学院动物卫生研究所、中农华威制药股份有限公司。 

本文件主要起草人为蔡海明、孙铭飞、游锡火、廖申权、戚南山、李娟、林栩慧、吕敏娜、宋勇

乐、陈祥杰、朱易斌、张健騑、何钦义、曾徐浩。 

文件起草的具体分工如下： 

蔡海明：项目负责人，负责标准的立项、整体方案确立及宣贯，负责标准的审阅、项目申报建

议及相关技术文件的校订。 

孙铭飞：负责标准中方法建立、实验数据分析起草，负责各版本标准稿的讨论和修订工作及征
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求意见后的修改工作。 

游锡火、廖申权：负责标准中部分实验室方法的建立、优化及验证。 

戚南山、李娟：负责标准中部分方法的起草、验证。 

林栩慧、吕敏娜、宋勇乐：负责试剂配制、样品前处理方法的验证。 

陈祥杰、朱易斌、张健騑：负责 DNA提取方法的对比验证及质量检测方法的验证。 

何钦义、曾徐浩：负责部分标准方法的验证及推广应用。 

三、 编写原则和确定标准主要内容的依据 

（一）框架的确定 

根据鸡球虫卵囊基因组 DNA提取方法的技术特点，结合 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第 1

部分：标准化文件的结构和起草规则》的要求，确定标准的框架为：范围、术语和定义、规范性引用

文件、缩略语、操作程序（包括样品前处理与纯化、样品的裂解、基因组 DNA 提取、基因组 DNA 提

取质量的检测、基因组 DNA 的保存）及附录 A（规范性附录：试剂及其配制）。 

（二）标准的编写原则 

1. 标准引用 

本标准在实验室生物安全、分析实验室用水、凭证标本核酸制备等方面引用了已经发布的 GB/T 

6682―2008《分析实验室用水规格和试验方法》和行业标准 SN/T 4629―2016《检疫性有害生物凭证

标本核酸制备》。 

2. 实际科研和检测工作经验 

标准编写人员多年来一直从事动物寄生虫病的诊断、流行病学研究和疫病防控工作，在鸡球虫

病诊断方面具有丰富的实践经验。广东省农业科学院动物卫生研究所是广东省重要的动物疫病诊断

和研究机构，拥有完善的实验室设施和技术团队，在寄生虫病分子生物学诊断方面开展了大量研究

工作。 

项目组在鸡球虫病检测方面具有深厚的技术积累，建立了多种鸡球虫分子生物学鉴定方法，包

括常规 PCR、荧光定量 PCR、巢式 PCR等，并应用于大量临床样品的检测。在实践中发现，DNA提取

质量是影响分子生物学检测结果的关键因素，而卵囊壁的有效破碎是提高 DNA提取质量的核心环节。 

（三）主要内容及其确定依据 

1.试剂配制 

TE缓冲液、CTAB溶液、蛋白酶 K溶液、苯酚-氯仿-异戊醇溶液、氯仿-异戊醇溶液、NaAc溶液

等，均按照附录 A 的要求配制。附录 A 规定的试剂配制方法参考了分子克隆实验手册，确保试剂配

制的规范性和一致性。 

2.样品前处理与纯化 

2.1 试剂与材料 

2.5%重铬酸钾溶液、20%次氯酸钠溶液、PBS缓冲液（pH 7.4）、饱和 NaCl溶液，配制用水符合

GB/T 6682―2008 规定的三级水要求。样品保存管、记号笔、纱布、标准筛（100目、200目）、离心

管等。试剂浓度和用水标准的确定参考了相关国家标准和实验室常规操作规范，确保试剂质量稳定

可靠。 

2.2 样品类型 

样品包括粪便样品、纯化卵囊和保存卵囊。粪便样品主要用于从复杂基质中提取球虫卵囊 DNA；

纯化卵囊为实验室纯化保存的鸡球虫孢子化卵囊；保存卵囊为保存于 2.5%重铬酸钾溶液中的鸡球虫

卵囊。三种样品类型的设定综合考虑了实际应用场景，既包括临床诊断常见的粪便样品，也包括科

研常用的纯化卵囊和保存卵囊，确保标准的广泛适用性。 

2.3 前处理方法 
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粪便样品前处理采用饱和 NaCl 溶液浮选法，使用多层纱布或标准筛（100 目、200 目）过滤去

除粗颗粒，清水洗涤 3~5次去除盐分。纯化及保存卵囊前处理采用 20%次氯酸钠溶液冰浴处理 30 min，

有效去除重铬酸钾并保持卵囊完整性，以 PBS 缓冲液洗涤 3 次备用。前处理方法的确定基于饱和盐

溶液浮选是寄生虫卵囊分离的经典方法，次氯酸钠处理可有效去除重铬酸钾而不损伤 DNA，洗涤次数

经验证可充分去除杂质且避免卵囊损失。 

3.样品的裂解 

3.1 裂解方法 

本标准提供玻璃珠处理法和裂解液处理法两种卵囊破碎方法。玻璃珠处理法采用直径 0.8~1 mm

无菌玻璃珠，以漩涡振荡器振荡 5~10 min，显微镜下观察确认卵囊壁破碎率大于 90%。裂解液处理

法采用次氯酸钠溶液和饱和 NaCl溶液分步孵育，通过化学裂解破坏卵囊壁。提供两种方法是考虑到

不同实验室的设备条件，玻璃珠法适用于拥有漩涡振荡器的实验室，裂解液法则更适合基础条件实

验室。玻璃珠直径 0.8~1 mm 的选择基于比较试验，该规格对卵囊壁的破碎效果最佳，振荡时间 5~10 

min 可确保破碎率达标。 

3.2 裂解效果确认 

裂解后显微镜下观察孢子囊和子孢子释放情况，确保卵囊壁充分破碎，以保证 DNA的有效释放。

破碎率>90%的标准是基于 DNA提取效率的要求，低于此标准会显著影响 DNA得率和后续检测灵敏度。 

4.基因组 DNA提取 

本标准提供三种 DNA提取方法，实验室可根据检测目的和实验条件选择： 

（1）酚-氯仿法：采用经典有机溶剂抽提技术，适用于获取高纯度、高分子量 DNA，可用于 PCR、

基因组测序及文库构建等。 

（2）DNA 提取试剂盒法：采用市售动物组织或粪便样品基因组 DNA 提取试剂盒，适用于快速、

批量提取基因组 DNA，操作简便，提取的 DNA适用于 PCR及常规分子生物学检测。 

（3）热处理法：采用快速简易提取方法，DNA 产物纯度较低，但可满足常规 PCR 检测的需求，

适用于应急检测和初步筛查。 

提供三种方法的依据是满足不同应用场景的需求：酚-氯仿法虽操作复杂但 DNA 质量最高，适合

高质量要求的研究；试剂盒法标准化程度高、适合常规批量检测；热处理法快速简便、适合基层实

验室应急筛查。经验证，三种方法提取的 DNA均能满足各自应用场景的要求。 

5.基因组 DNA提取质量的检测 

5.1 DNA 浓度检测 

采用紫外分光光度法检测 DNA浓度。以溶解 DNA的溶液为参比，测定 DNA样品在 260 nm的吸光

值，当 OD260值为 1.0时，相当于 50 μg/mL 的双链 DNA。要求提取基因组 DNA浓度大于 20 ng/μL。

浓度≥20 ng/μL 的标准是基于常规 PCR 反应对模板 DNA 量的需求，该浓度可满足大多数分子生物

学检测的要求。 

5.2 DNA 纯度评价 

采用紫外分光光度法检测 DNA纯度。分别测定 DNA样品在 260 nm、280 nm、230 nm的吸光值，

计算 OD260/OD280、OD260/OD230 的值。DNA 样品纯度良好的标准为：OD260/OD280 为 1.8~2.0，

OD260/OD230为 2.0~2.2。这两个指标是国际通用的 DNA 纯度评价标准，OD260/OD280 反映蛋白质污

染程度，OD260/OD230 反映盐离子和有机溶剂残留情况，符合此标准的 DNA 可确保后续分子生物学

检测的准确性和稳定性。 

6. 基因组 DNA的保存 

DNA样品测定核酸浓度后，短期保存可置于 4℃冰箱，时间不宜超过 14 d；长期保存置于-20℃

冰箱，按照 SN/T 4629-2016 的要求进行操作。保存条件的确定参考了 SN/T 4629-2016《检疫性有害
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生物凭证标本核酸制备》的相关规定，4℃短期保存可防止 DNA 降解，-20℃长期保存可确保 DNA 长

期稳定，14天的短期保存时限是基于 DNA在 4℃条件下的稳定性研究结果。 

四、 技术经济分析论证和预期的经济效益 

本标准建立的鸡球虫卵囊基因组 DNA 提取方法，为鸡球虫病的分子生物学诊断提供了统一、规

范的技术标准，具有重要的技术经济价值。通过规范化的 DNA 提取流程，确保 DNA 质量稳定可靠，

显著提高了 PCR、测序等分子生物学方法的准确性和重现性，减少了假阴性和假阳性结果，为鸡球虫

病的精准诊断提供了技术保障。本标准提供了三种不同成本的提取方法，实验室可根据实际需求选

择：酚-氯仿法试剂成本约 5 元/样，适合高质量要求的研究项目；试剂盒法试剂成本约 15 元/样，

适合常规批量检测；热处理法试剂成本约 2元/样，适合大规模筛查。相比于非标准化方法，本标准

可减少因 DNA质量不佳导致的重复提取和检测，降低整体检测成本约 20-30%。规范化的操作流程减

少了方法摸索和优化的时间，新手可快速掌握操作技能；试剂盒法和热处理法大幅缩短了提取时间，

提高了检测效率，预计可将 DNA 提取时间从 4-6 小时缩短至 1-2 小时，效率提升 50%以上。本标准

的发布实施将为鸡球虫病诊断试剂盒、疫苗研发、药物筛选等相关产业提供标准化的技术支撑，促

进养禽业健康发展。据估算，通过提高鸡球虫病诊断和防控水平，可减少我国养鸡业因球虫病造成

的损失 10-15%，年经济效益约 2-3亿元。同时，本标准为鸡球虫分子流行病学调查、虫种鉴定、耐

药性研究、疫苗株筛选等科研工作提供了标准化的技术方法，有助于提高研究数据的可比性和可靠

性，促进科研成果的产出和转化。 

五、 采用国际标准和国外先进标准情况及水平对比 

本标准所建立的鸡球虫卵囊基因组 DNA 提取方法为国内首创，系统规范了从样品采集到 DNA 保

存的完整技术流程，具有创新性和实用性，未采用国际标准。目前国际上尚无专门针对鸡球虫卵囊

DNA 提取的标准化方法，世界动物卫生组织（WOAH）《陆生动物诊断试验和疫苗手册》（第 12版，2023）

中关于球虫病的诊断章节主要介绍了形态学鉴定和免疫学方法，对分子生物学方法仅作简要介绍，

未规定具体的 DNA提取方法。国外文献报道的球虫 DNA 提取方法主要包括商业化 DNA提取试剂盒（如

QIAGEN DNeasy Kit）、有机溶剂抽提法和快速裂解法等，但这些方法大多针对一般生物样品设计，

未充分考虑球虫卵囊壁坚硬、难以破碎的特点，提取效率和重复性存在不足。本标准具有以下创新

点：一是针对性强，专门针对鸡球虫卵囊的结构特点，优化了卵囊破碎方法（玻璃珠法和裂解液法），

确保卵囊壁破碎率>90%，显著提高 DNA 提取效率；二是系统完整，涵盖了粪便样品、纯化卵囊、保

存卵囊三种样品类型的处理方法，适用范围广；三是方法多样，提供了三种不同应用场景的提取方

法（酚-氯仿法、试剂盒法、热处理法），满足不同需求；四是质量可控，明确规定了 DNA浓度（≥20 

ng/μL）和纯度（OD260/OD280 = 1.8-2.0，OD260/OD230 = 2.0-2.2）标准，确保 DNA质量稳定可

靠；五是可操作性强，操作步骤详细、参数明确，易于推广应用。 

六、 与现行法律、法规、政策及相关标准的协调性 

本标准与现行法律法规、强制性标准等上位标准没有冲突，与相关标准协调一致。本标准符合

《中华人民共和国动物防疫法》《中华人民共和国标准化法》《实验室生物安全条例》等法律法规的

要求。目前，国内外虽已发布部分与鸡球虫病诊断和核酸提取相关的技术标准，但尚无专门针对鸡

球虫卵囊基因组 DNA 提取的规范性文件。世界动物卫生组织（WOAH）发布的《陆生动物诊断试验和

疫苗手册》（第 12版，2023）中虽提供了球虫病诊断指南，但主要侧重于形态学鉴定和免疫学方法，

未涉及卵囊 DNA提取的具体技术要求。国家标准 GB/T 18647-2020《动物球虫病诊断技术》规定了球

虫病的诊断方法，包括病原学检查、病理学检查等，但未规定用于分子生物学鉴定的 DNA提取方法；

GB/T 6682-2008《分析实验室用水规格和试验方法》对实验用水提出了基本要求，本标准在试剂配

制和实验操作过程中引用了这些标准的相关规定。行业标准方面，NY/T 541-2016《兽医诊断样品采

集、保存与运输技术规范》对寄生虫学检查样品提出了采集和保存的基本要求，本标准参考了其中

关于粪便样品采集的相关内容；SN/T 4629-2016《检疫性有害生物凭证标本核酸制备》规定了凭证
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标本 DNA 样品的制备、保存和管理要求，本标准引用了其中关于 DNA 样品保存条件和时间的规定。

经查询，目前国内尚无专门针对鸡球虫卵囊 DNA 提取的团体标准或地方标准。现有标准主要规定了

球虫病诊断、样品采集、实验室用水、生物安全等通用要求，但均未对鸡球虫卵囊这种具有坚硬卵

囊壁特征的特殊样品的 DNA提取方法作出具体规定，无法满足分子生物学鉴定对高质量 DNA的需求。 

本标准系统规范了鸡球虫卵囊从样品前处理、卵囊破碎、DNA提取到质量检测的完整技术流程，

填补了这一技术空白，与现有标准形成互补，共同构建完善的鸡球虫病诊断技术标准体系。本标准

在实验室生物安全要求、实验用水规格、样品采集和保存、DNA样品保存等方面均与相关国家标准和

行业标准保持协调，确保了标准的科学性、规范性和可操作性。 

七、 征求意见的采纳情况 

本次标准征求意见工作共收到来自南京农业大学、华南农业大学、河南农业大学、广州海关技

术中心、广东省动物疫病预防控制中心、佛山大学等 10 家单位的反馈意见，共计 32 条。经标准编

制组认真研究与核查，意见处理结果如下：采纳 28条，部分采纳 1条，不采纳 3 条。 

采纳情况：主要修正了文中格式不统一（如全/半角波浪号、单位空格、字体一致性）及章节引

用编号错误（如将文中的 4.x 修正为 5.x）的问题；规范了化学试剂名称及分子式书写（如 Tris-

HCl、NaClO）；同时采纳了关于细化实验步骤（如明确纱布层数、稀释倍数）及增加关键步骤质量控

制要求（如卵囊破碎率、DNA浓度质控）的建议。 

部分采纳情况：针对“范围”章节的表述建议，起草组保留了原表述中更符合标准体例的简洁

概括，仅对适用范围进行了必要的限定修饰。 

不采纳情况：对于“增加仪器清单”、“重构核心章节标题（5.1-5.3）”以及“补充全自动核酸提

取仪说明”的建议，因考虑到标准编写格式规范要求、需保持“纯化—裂解—提取”的技术逻辑严

谨性以及现有试剂盒定义已涵盖相关内容，故未予采纳。 

目前，编制组已根据上述采纳意见对标准文本完成了修改与完善。 

八、 贯彻实施标准的措施和建议 

本标准发布后，可通过相关部门组织宣贯、推荐给有相应检测设施和检测项目的实验室使用，

也可以委托项目起草单位或其他相关单位组织技术培训的方式推广应用本检测标准。 

九、 其它应予说明的事项 

无。 


