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快速检测田鼠巴贝西虫重组酶介导核酸等
温扩增方法的建立*
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【摘要】 目的 建立快速检测田鼠巴贝西虫的重组酶介导核酸等温扩增方法(RAA)。 方法 选取田鼠巴贝西虫线

粒体细胞色素C氧化酶亚基I(cox
 

I)序列,设计检测田鼠巴贝西虫的通用引物,并对引物进行筛选和特异性检测,建立

并优化田鼠巴贝西虫的重组酶介导核酸等温扩增体系。分别采用重组质粒和田鼠巴贝西虫成虫DNA为模板测试方法

的灵敏度;利用其他种类寄生虫DNA,包括输血传播寄生虫评估该方法的特异性并对42例外籍献血者进行田鼠巴贝西

虫筛查。 结果 筛选出1组扩增效果良 好 的 引 物。RAA 反 应 过 程 在37
 

℃
 

20
 

min完 成,最 低 可 扩 增 浓 度 为

10-1copies/μL的重组质粒和浓度为10-3
 

ng/μL的田鼠巴贝西虫基因组。RAA方法具有良好的特异性,与其他寄生虫

无交叉阳性反应。应用RAA方法检测42例外籍献血者标本均为阴性。 结论 成功建立了一种敏感、特异的检测田

鼠巴贝西虫的RAA法,该方法可用于献血者血液筛查时的快速检测以及田野调查时大规模样品检测。
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【Abstract】 Objective To
 

establish
 

a
 

recombinase-aided
 

amplification
 

nucleic
 

acid
 

isothermal
 

amplification
 

(RAA)
 

method
 

for
 

the
 

rapid
 

detection
 

of
 

Babesia
 

microti. Methods The
 

sequence
 

of
 

mitochondrial
 

cytochrome
 

C
 

oxidase
 

sub-
unit

 

I
 

(cox
 

I)
 

of
 

Babesia
 

microti
 

was
 

selected,and
 

universal
 

primers
 

were
 

designed.The
 

primers
 

were
 

screened
 

and
 

tested
 

for
 

specificity
 

to
 

establish
 

and
 

optimize
 

the
 

RAA
 

system.The
 

sensitivity
 

of
 

the
 

method
 

was
 

tested
 

using
 

recombinant
 

plas-
mid

 

and
 

adult
 

Babesia
 

microti
 

DNA
 

as
 

templates,respectively.The
 

specificity
 

of
 

the
 

method
 

was
 

assessed
 

using
 

other
 

species
 

of
 

parasite
 

DNA,including
 

other
 

transfusion-transmitted
 

parasites.The
 

method
 

was
 

also
 

evaluated
 

to
 

screen
 

42
 

blood
 

samples
 

from
 

foreign
 

student
 

blood
 

donors. Results One
 

set
 

of
 

primer
 

pairs
 

with
 

good
 

amplification
 

effect
 

was
 

selected.The
 

RAA
 

reaction
 

conditions
 

were
 

optimized
 

at
 

37
 

C
 

for
 

20
 

min.The
 

minimum
 

concentration
 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

at
 

10-1copies/μL
 

and
 

the
 

genome
 

of
 

Babesia
 

microti
 

at
 

10-3
 

ng/μL
 

could
 

be
 

amplified.This
 

method
 

had
 

good
 

specificity
 

and
 

no
 

cross-positive
 

reaction
 

for
 

other
 

parasites.All
 

42
 

blood
 

donors’
 

samples
 

were
 

negative. Conclusion A
 

sensitive
 

and
 

specific
 

RAA
 

method
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

Babesia
 

microti
 

was
 

successfully
 

established
 

which
 

can
 

be
 

used
 

for
 

rapid
 

detection
 

during
 

blood
 

screening
 

and
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

large-scale
 

samples
 

during
 

field
 

surveys.
【Key

 

words】 Babesia
 

microti;recombinase-aided
 

amplification;nucleic
 

acid
 

test

***巴贝西虫病(abesiosis)是由寄生在红细胞内的巴

贝西虫属(Babesia)的原生动物引起的。巴贝西虫常

通过硬蜱科(Ixodidae
 

family)被感染的蜱传播[1],另
外也可经受污染的血液制品传播[2],也有通过胎盘和

围产期途径的母婴垂直传播报道[3]。感染者多无症

状,免疫力低下的人和动物表现出严重的临床症状,包
括发烧,发冷,疲劳,关节痛头痛甚至死亡[4]。1957年

前南斯拉夫首次报道脾切除术后农民感染了巴贝西
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虫,成为第一例报道的人类感染巴贝西虫病例[5]。许

多国家,包括美国、澳大利亚、德国、日本和中国,已确

诊了更多的巴贝西虫感染者,这也意味着人患巴贝西

虫病的风险正在增加[6]。
巴贝西虫属种类较多,其中田鼠巴贝西虫(Babes-

ia
 

microti)是引起人和啮齿类动物巴贝西虫病的重要

和主要的病原体,通过蜱叮咬自然获得的感染在具有

免疫力的宿主中通常是轻度甚至亚临床的,但可以导

致无症状的携带状态,这种状态可持续数年[2]。无症

状感染者通过输血传播田鼠巴贝西虫给免疫力低下的

受血者,可能带来严重甚至致命威胁,因此成为红细胞

输血传播感染的主要来源,也是美国食品和药物管理

局(FDA)报告的输血相关死亡的主要传染性原因[7]。

2012年美国开始在田鼠巴贝西虫流行地区采用血清

学方法检测抗体和定量PCR方法检测巴贝西虫DNA
对献血者进行筛查,避免了受感染血液进入血液供应

系统,并使得输血传播巴贝西虫在筛查地区降到零[8]。
我国报道的动物感染巴贝西虫比较广泛,但近几年越

来越多的地区发现人感染病例[9],且多为疑似输血感

染[10-12]。巴贝西虫的感染筛查对于了解我国巴贝西虫

的流行情况以及正确诊断和有效治疗至关重要。因此

亟待研制和开发相应的检测方法以应对这种新发传染

病。本研究拟建立等温重组酶介导(recombinase
 

ai-
ded

 

amplification,RAA)的核酸扩增方法用于田鼠巴

贝西虫的分子检测。

材料与方法

1 材料

健康人全血及42例外籍留学生献血者标本均来

自江苏省血液中心合格献血者。田鼠巴贝西虫成虫

DNA由中国疾病预防控制中心寄生虫防治所陈家旭

实验室提供,其他输血传播寄生虫由江苏省寄生虫病

防治研究所提供。血液/组织DNA提取试剂盒购自

美国 Qiagen 公 司;Taq
 

DNA 聚 合 酶 (5
 

U/μL),

dNTP,MgCl2 和 10×Reaction
 

Buffer 购 自 上 海

Takara公司;50×TAE缓冲液购自北京索莱宝科技

有限公司;Agarose琼脂糖粉购自美国 MBI公司;

2
 

000
 

bp
 

DNA分子质量标志物为 Takara生物技术

(北京)有限公司产品;RAA试剂盒购自江苏奇天基因

生物科技有限公司;pMD19-T(Simple)克隆目的基因

由生工生物工程(上海)股份有限公司构建。

2 方法

2.1 质粒构建和引物设计 在NCBI数据库中检索

田鼠巴贝西虫线粒体细胞色素C氧化酶亚基(cyto-
chrome

 

c
 

oxidase
 

subunit
 

I,cox
 

I)基因全序列(Gen-
Bank登录号:LC005813.1),运用DNAMAN7.0软件

进行同源性分析,筛选出高度保守的核酸序列作为

RAA检测的靶标。根据RAA技术原理,应用Ampl-
fix软件设计特异性扩增靶序列的上下游引物(引物序

列和两两组合后的扩增长度见表1)。,由上海生工生

物有限公司合成,通过RAA反应进行引物对筛选。

表
 

1 RAA引物信息
Table

 

1 RAA
 

primers
 

designed

引物名称

Primer
 

name

序列
 

Sequence(5'→3')

引物两两组合

Primers
 

combination

引物对

Primer
 

pair

扩增产物

大小

Size
 

(bp)

正向引物

Forward
 

primers

F1:CAGTTACCAACTTCTTGGTCTATCTATATAAC ;
F2:CTTGGTCTATCTATATAACATCTGTGTTATTG ;
F3:TATTGTTAGTAACATTACCAGTGTTAACAG

F1/R1
F1/R2
F1/R3
F2/R1
F2/R2

239
218
184
225
204

反向引物

Reward
 

primers

R1:CAGGCTAAGATCAAGCTAATGATACCAAATG ;
R2:ATACCAAATGCTGGTAATATTAGTACATACAC ;
R3:CTGGATGTCCAAAGACCCAGAATAGATGCCGA

F2/R3
F3/R1
F3/R2
F3/R3

170
208
187
153

2.2 基础RAA反应体系建立及反应条件优化 基

础RAA反应采用基础RAA试剂盒,按说明书方法操

作,总反应体系为50
 

μL。为确定最佳反应温度和时

间,配制基础RAA反应体系后将反应管分别置于36、

37、38、39、40
 

℃水浴锅中,以103copies/μL标准质粒

为模板进行扩增,分别在20、25和30
 

min后取出反应

管。进行2%琼脂糖凝胶电泳,并根据条带亮度确定

最佳反应温度和时间。

2.3 灵敏度检测

2.3.1 以重组质粒为模板检测RAA法的灵敏度 
以上述高度保守序列作为检测目的基因,TA克隆入

质粒载体,目的片段大小为500
 

bp,重组质粒转化入

大肠埃希菌杆菌(DH5α)培养并提取质粒,采用紫外

分光光度计进行浓度测定并进行拷贝数计算,并经梯

度稀释得到不同拷贝数的重组质粒,分别为103、102、

101、1、10-1、10-2 和10-3copies/μL,以此为模板进行

基础RAA检测,评价方法的灵敏度。

2.3.2 以田鼠巴贝西虫成虫基因组DNA为模板检

测RAA法的灵敏度 提取田鼠巴贝西虫成虫DNA,
采用紫外分光光度计测量DNA浓度,用纯水稀释至1

 

ng/μL,再进行10倍梯度稀释,使DNA浓度分别为

10-1、10-2、10-3、10-4
 

ng/μL,各取1
 

μL模板进行基

础RAA检测,评价方法的灵敏度。

2.4 特异性检测 选择其他输血传播寄生虫,如田鼠

巴贝西虫、婴儿利什曼原虫、杜氏利什曼原虫、刚地弓

形虫、间日疟原虫、恶性疟原虫、三日疟原虫和卵形疟

原虫以及溶组织阿米巴虫、犬吉氏巴贝西虫等其他寄
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生虫DNA作为模板,以田鼠巴贝西虫DNA为阳性对

照进行基础RAA反应。同时对42例外籍献血者标

本进行田鼠巴贝西虫感染筛查,以健康献血者全血

DNA为模板作为空白对照,进行临床标本的验证。

结 果

1 质粒构建和引物筛选

两两组合的9对引物RAA反应结果如图1。其

中第2对引物(F1/R2)利用103copies/μL的质粒作为

模板进行扩增,扩增产物条带清晰、单一,且阴性对照

无扩增。表明该对引物扩增效率高,特异性良好,由此

确定该对引物对为最佳。利用此引物进行标准质粒的

扩增,得到约218bp的目的片段,与预期产物大小一

致。将扩增产物一代测序结果和质粒已知插入序列进

行比对,结果一致。该引物对和质粒用于后续试验。

  注:各对引物对均采用103
 

copies/μL重组质粒和阴性对照(NC)作
为模板进行扩增。

图
 

1 不同引物组合的RAA结果

Notes:Each
 

primer
 

pair
 

uses
 

103
 

copies/μL
 

recombinant
 

plasmid
 

and
 

negative
 

control
 

(NC)
 

as
 

a
 

template
 

for
 

amplification.
Fig.1 RAA

 

results
 

by
 

different
 

primer
 

combinations

2 RAA条件优化

将反应时间设置为20、25、30
 

min进行RAA,结
果如图2。37

 

℃、浓度为103copies/μL的质粒均有扩

增,阴性对照均无扩增。但以20
 

min时条带更清晰,
故选择20

 

min作为RAA最佳反应时间(图2A)。

图
 

2 RAA反应时间和温度优化

Fig.2 Optimization
 

results
 

of
 

reaction
 

time
 

and
 

temperature
 

of
 

RAA

将反应温度设置为36~40
 

℃进行RAA,结果如

图3。当反应时间为20
 

min时,5个温度梯度均可检

测到扩增产物。反应温度为36、38、40
 

℃时阴性对照

有较淡的扩增条带,而反应温度为37℃时阴性对照无

扩增条带且比39
 

℃扩增条带更清晰(图2B),因此选

择37
 

℃作为RAA最适反应温度。

图
 

3 RAA的灵敏度检测

Fig.3 Sensitivity
 

results
 

of
 

RAA

3 RAA的灵敏度

以含有田鼠巴贝西虫cox1片段的合成质粒DNA
为模板进行 RAA灵敏度检测,结果如图3A。RAA
最低可检测到10-1copies/μL的质粒DNA,阴性对照

无扩增。将田鼠巴贝西虫基因组进行10倍梯度稀释

至10-4
 

ng/μL进行RAA,能扩增的田鼠巴贝西虫基

因组有效浓度为10-3ng/μL,阴 性 对 照 无 扩 增(图

3B)。

4 RAA的特异性

提取其他9种寄生虫的核酸进行RAA特异性验

证试验,只有田鼠巴贝西虫出现特异性扩增反应,其余

均为阴性(图4)。表明此体系不与其他输血传播寄生

虫出现交叉反应,特异性良好。42例外籍献血者标本

RAA反应均阴性(图5)。

  M DNA标志物 1~10 分别为犬吉氏巴贝西虫,刚地弓形虫,
婴儿利士曼原虫,杜氏利士曼原虫,溶组织阿米巴虫,间日疟原虫,恶性

疟原虫,三日疟原虫,卵形疟原虫和田鼠巴贝虫基因组扩增 N 阴性

对照

图
 

4 RAA特异性检测

M DNA
 

molecular
 

quality
 

marker 1-10 
 

The
 

result
 

of
 

genome
 

amplification
 

of
 

B.
 

guisi,T.
 

gondii,L.
 

infantile,L.
 

durandii,A.
 

histolytica,P.
 

vivax,P.
 

falciparum,P.
 

malariae,P.
 

ovale
 

and
 

B.
 

microti,respectively N Negative
 

control
Fig.4 Specificity

 

results
 

of
 

RAA

讨 论

目前关于我国人群巴贝西虫病流行率的调查报告

尚少[13-16],已报道的巴贝西虫感染病例[10-12]均无蜱接

触史,高度怀疑为输血传播。献血者中巴贝西虫的流

行情 况 目 前 已 有 报 道 的 仅 见 于 广 西(2.53%,48/

1900))[17]、牡丹江市(1.3%,13/1000)[18]和江苏省

(0.53%,5/950)[19]三地,其检测方法各异,只在广西
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献血者中检测到寄生虫血症。血液涂片镜检是检测寄

生虫感染的“金标准”,已被广泛采用。但是,该方法需

要经过专门培训的有经验人员,并且灵敏度较低,很难

直接观察到低于0.1%至0.5%的寄生虫血症,限制了

其在巴贝西虫感染无症状者虫体密度较低状态时的使

用。更为重要的是田鼠巴贝西虫与恶性疟原虫(Plas-
modium

 

falciparum)极为相似,容易误判[20]。由于慢

性感染并不总是出现可观察到的寄生虫水平,所以,血
清学检测目前通常采用间接免疫荧光法(IFA),通过

测定抗体滴度可判断巴贝西虫的感染情况
 [21]。但

IFA由人工判定,费时费力,用于大规模的筛查常采用

混样检测。鉴于潜在的背景反应和解释中的主观性,
还存在假阳性的可能。因此,开发分子生物学诊断方

法成为筛查巴贝西虫的趋势。

图
 

5 RAA检测42例留学生献血者血液标本结果

Fig.5 Results
 

of
 

blood
 

samples
 

from
 

42
 

foreign
 

blood
 

donors

Teal等[22]报 道 了 基 于 田 鼠 巴 贝 西 虫 的 18S
 

rRNA基因的实时定量PCR分析,Tonnetti等[23]报

道了靶向巴贝西虫属的核糖体RNA(rRNA)基因的

TMA方法,两者的检测限分别为66
 

parasites/mL和

1.8(单个样品)~3.1(16样品混样)parasites/mL。这

两种方法已被FDA批准用于献血者血液巴贝西虫筛

查。该方法准确灵敏,弥补了显微镜检查和IFA的不

足。但由于需要复杂且昂贵的PCR扩增仪器和相配

套的试剂来实现核酸扩增,因此限制了其在采血现场

的应用。并且由于其扩增时间长和费用高,因此即使

在美国也只在巴贝西虫流行区用于献血者筛查。
本研究中的RAA方法采用来自于大肠埃希菌杆

菌的recA重组酶,利用其在常温下可与DNA紧密结

合的特性,与引物 DNA 紧密结 合,当 引 物 在 模 板

DNA上搜索到与之完全互补的序列时,在单链DNA
结合蛋白(SSB)的帮助下使模板 DNA 解链,并在

DNA聚合酶的作用下形成新的DNA互补链[24]。该

扩增过程不需要温度的反复变化,只需要室温37
 

℃左

右的条件下5~20
 

min实现反应产物的指数增长,即
使加上琼脂糖凝胶电泳时间,通常在1

 

h内即可检测

到扩增片段。如果采用荧光定量方法或可视的试纸条

方法,最快30
 

min可得到检测结果。本实验建立的

RAA法以田鼠巴贝西虫的cox
 

I基因为靶向目标,以
田鼠巴贝西虫的质粒和提取的成虫基因组为模板,在
等温条件下扩增出目的基因片段,仅需要20

 

min。
本方法与PCR法相比操作简单,为田鼠巴贝西虫

的筛查诊断提供了一种新型方法。该方法以重组质粒

为模板,检测灵敏度为10
 

copies/μL(0.5~1
 

para-
sites/μL),优于杨亚闪等[18]建立的靶向18S

 

rRNA荧

光定 量 PCR(20
 

copies/μL)方 法。本 实 验 建 立 的

RAA法以田鼠成虫基因组为模板的检测敏感性为

10-3
 

ng/μL。王华素等[17]以巴贝西虫属18S
 

rRNA
为靶点的巢式PCR可扩增最低浓度为2.048×10-8

 

ng/μL的巴贝西虫DNA。同样采用等温条件,环介导

等温扩增(LAMP)法靶向田鼠巴贝西虫细胞色素B
基因(cytB))的检测限可达0.678

 

fg/μL(=6.78×
10-5

 

ng/μL)
[25]。聚合酶介导的核酸扩增(recombi-

nase
 

polymerase
 

amplification,RPA)结合可视化的侧

流层试纸条方法靶向cox
 

I,扩增巴贝西虫的灵敏度可

达0.25
 

parasites/μL
[26]。说明不同靶向的核酸扩增

方法的灵敏度有很大差异,因此可考虑采用不同的靶

标建立RAA方法进行灵敏度比较。
另外,本研究建立的RAA方法均获得特异性基

因片段,而以其他输血传播寄生虫提取的基因组DNA
为模板的扩增结果均为阴性,表明该方法具有高特异

性,避免了在显微镜下与疟原虫难以区分导致的误判

和误诊。
本研究研发的RAA技术不依赖PCR仪,反应快

速且操作简便,作为快速、恒温、灵敏度高和特异性强

的检测方法,若采用免核酸提取扩增并结合可视化方

法,减少全流程检测时间,采用肉眼观察结果,可用于

田鼠巴贝西虫感染筛查。
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