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基于重组酶介导等温扩增技术的广州管圆线虫基于重组酶介导等温扩增技术的广州管圆线虫
核酸检测方法的建立核酸检测方法的建立

张强 1，丁昕 1，刘燕红 2，刘剑峰 1，徐祥珍 1，应清界 2，戴洋 1*，曹俊 1, 3

［［摘要摘要］］ 目的目的 建立一种基于重组酶介导等温扩增技术（RAA）的广州管圆线虫核酸检测方法。方法方法 选择广州管圆线

虫内转录间隔区1（ITS1）基因序列作为靶基因序列，设计、合成并筛选出特异性最强的引物和探针，构建用于广州管圆线

虫核酸检测的基础及荧光RAA检测方法。分别以含检测靶基因片段序列的不同拷贝数重组质粒以及不同浓度广州管

圆线虫基因组DNA为模板进行荧光RAA扩增，评价其检测敏感性；分别以广州管圆线虫、曼氏血吸虫、似蚓蛔线虫、华支

睾吸虫、细粒棘球绦虫、十二指肠钩口线虫及小管福寿螺和藁杆双脐螺螺体基因组DNA为模板进行荧光RAA扩增，评价

其检测特异性。结果结果 成功建立了用于广州管圆线虫核酸检测的荧光RAA法，该方法可在37 ℃ 20 min内对广州管圆

线虫特异性DNA片段实现实时扩增。以含靶基因片段序列的不同拷贝数重组质粒和不同浓度广州管圆线虫基因组

DNA为模板时，该法最低检出限分别为10拷贝/μL重组质粒和100 pg/μL基因组DNA；以曼氏血吸虫、似蚓蛔线虫、华支

睾吸虫、细粒棘球绦虫、十二指肠钩口线虫及小管福寿螺和藁杆双脐螺螺体基因组DNA为模板，检测结果均为阴性。结结

论论 成功建立了一种可用于广州管圆线虫核酸检测的荧光RAA法，其检测简便快速，具备较好的敏感性和特异性。

［［关键词关键词］］ 广州管圆线虫；等温扩增；重组酶；核酸检测；检测效能
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Establishment of a recombinase ⁃ aided isothermal amplification technique
(RAA) for nucleic acid detection of Angiostrongylus cantonensis
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[Abstract][Abstract] ObjectiveObjective To establish a recombinase⁃aided isothermal amplification technique (RAA) for the nucleic acid detec⁃
tion of Angiostrongylus cantonensis. MethodsMethods The internal transcribed spacer⁃1 (ITS1) gene sequence of A. cantonensis was
used as the detection target sequence, and the specific primers and probes were designed and synthesized, followed by screening
of the primers and probes with the highest specificity, to establish the basic and fluorescent RAA assay for nucleic acid detection
of A. cantonensis. The sensitivity of the fluorescent RAA assay was evaluated by using the target gene fragment sequence⁃con⁃
tained recombinant plasmids at various copy numbers and the genomic DNA from A. cantonensis as the template DNA samples,
and the specificity of the fluorescent RAA assay was evaluated by using the genomic DNA from A. cantonensis, Schistosoma man⁃
soni, Ascaris lumbricoides, Clonorchis sinensis, Echinococcus granulosus and Ancylostoma duodenale, as well as Pomacea canalicu⁃
lata and Biomphalaria straminea snail tissues as the template DNA samples. ResultsResults A fluorescent RAA assay was successful⁃
ly established for nucleic acid detection of A. cantonensis, which achieved real⁃time amplification of the specific DNA fragment of
A. cantonensis within 20 min at 37 ℃. By using the target gene fragment sequence⁃contained recombinant plasmids at various
copy numbers and the genomic DNA from A. cantonensis as the DNA templates, the lowest detection limits of the fluorescent
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RAA assay were 10 copies/μL of recombinant plasmids and 100 pg/μL of genomic DNA, respectively. The fluorescent RAA as⁃
say was negative for detection of the genomic DNA from A. cantonensis, S. mansoni, A. lumbricoides, C. sinensis, E. granulosus, A.
duodenale, and P. canaliculata and B. straminea snail tissues. ConclusionConclusion A simple, rapid fluorescent RAA assay has been
successfully established, which has a high sensitivity and specificity for the nucleic acid detection of A. cantonensis.
[Key words][Key words] Angiostrongylus cantonensis; Isothermal amplification; Recombinase; Nucleic acid detection; Detection efficiency
广州管圆线虫病是一种由广州管圆线虫幼虫感

染人体引起的一种食源性寄生虫病，人体主要因食入

含 III期感染性幼虫的中间宿主或转续宿主而感染［1］，

人体感染广州管圆线虫后主要表现为以嗜酸性粒细

胞浸润为主的中枢神经系统炎症反应，重度感染时可

致患者死亡［2］。自2000年以来，广州管圆线虫病已经

在我国多地相继发现并造成暴发流行，严重威胁人体

健康，受到社会各界广发关注［3⁃6］。

传统病原学检测是目前广州管圆线虫病诊断的

金标准，在患者脑脊液或者眼底中发现虫体即能确诊

该病，但是由于虫体数量少、分布密度低以及虫体可

在人体内移行等原因，使得虫体检出率不高［7］。酶联

免疫吸附试验（ELISA）等免疫学诊断技术是目前用

于广州管圆线虫病检测的最常用方法，具有良好的特

异性和敏感性；但免疫学方法存在不能良好鉴别现症

和既往感染且经常出现假阳性、假阴性甚至交叉反应

等不足［8］。采用螺肺检法、人工消化法检测中间宿主

螺体内幼虫操作简便、成本低廉，但对于幼虫鉴定人

员要求较高，且操作花费时间较长，不适用于现场快

速检测［9］。PCR 技术是一种快速扩增特定基因或

DNA 序列的分子生物学技术，已广泛应用于广州管

圆线虫检测［10］，但由于PCR技术检测成本较高、操作

繁琐以及检测时间较长等限制了其在现场大规模应

用［11］。因此，研发方便、快捷、敏感、特异且性价比较

高的广州管圆线虫检测方法是目前研究的重点。

重组酶介导的等温扩增技术（Recombinase⁃aided
isothermal amplification，RAA）是一种可在恒温条件下

（一般37 ~ 42 ℃）对核酸快速扩增及检测（一般5～20
min）的新型等温核酸扩增方法［12］。该方法操作方便

快速、引物设计简单且具有高性价比，已成功应用于

多种寄生虫核酸检测［13⁃15］。本研究针对广州管圆线

虫特异性核酸序列建立基于RAA的核酸检测技术，

旨在为广州管圆线虫检测提供一种新方法。

材料与方法材料与方法

11 材料材料

1.1 样本来源 含有广州管圆线虫 III期幼虫的藁杆

双脐螺和无寄生虫感染阴性藁杆双脐螺由中山大学

吴忠道教授馈赠。III期幼虫分离采用人工消化法［9］，

分离幼虫后-80 ℃保存备用。曼氏血吸虫成虫、似蚓

蛔线虫虫卵、华支睾吸虫成虫、十二指肠钩口线虫钩

蚴和细粒棘球绦虫幼虫均由江苏省寄生虫病防治研

究所保存。小管福寿螺采自江苏省靖江市。

1.2 主要仪器 PCR仪和离心机为Eppendorf公司产

品；NanoDrop 2000核酸蛋白浓度测定仪购自 Thermo
Scientific公司；QT⁃RAA⁃F1620便携式恒温核酸检测

仪和QT⁃RAA⁃B6100恒温震动混匀仪购自江苏奇天

基因生物科技有限公司；-80 ℃超低温冰箱为海尔公

司产品；CryoMill全自动冷冻研磨仪由Verder Retsch
公司提供。

1.3 主要试剂 RAA核酸扩增反应单元为江苏奇天

基因生物公司产品；QIAamp PowerFecal 粪便微生物

DNA提取试剂盒与DNeasy Blood & Tissue 组织核酸

提取试剂盒购自凯杰企业管理有限公司；质粒抽提试

剂盒为Promega公司产品；琼脂糖由北京索莱宝科技

有限公司提供；100 bp DNA Ladder由MBI公司提供。

22 方法方法

2.1 核酸提取 采用 QIAamp PowerFecal 粪便微生

物DNA提取试剂盒提取似蚓蛔线虫虫卵DNA，采用

DNeasy Blood & Tissue组织核酸提取试剂盒提取华支

睾吸虫成虫、曼氏血吸虫成虫、十二指肠钩口线虫钩

蚴、细粒棘球绦虫幼虫DNA，操作按试剂盒说明书进

行。吸取广州管圆线虫 III期幼虫，置全自动研磨仪

中进行液氮冷冻研磨，所得产物采用DNeasy Blood &
Tissue组织核酸提取试剂盒提取DNA；藁杆双脐螺和

小管福寿螺压碎后取螺体组织，PBS清洗3遍后剪碎，

采用DNeasy Blood & Tissue组织核酸提取试剂盒提取

螺体组织 DNA。所有提取的 DNA 样本测定浓度后

置-80 ℃冰箱保存备用。

2.2 RAA方法的建立

2.2.1 靶基因特异性序列筛选及引物和探针设计

选择广州管圆线虫内转录间隔区1（ITS1）基因作为检

测靶基因，在GenBank数据库中检索 ITS1全基因序列

（GenBank登录号：GU733321）。应用DNAMAN 7.0 软

件进行同源性分析，筛选出广州管圆线虫高度保守序

列作为本研究 RAA 检测靶标，该保守序列长度为

174 bp。根据RAA引物探针设计原理，应用Amplfix
软件设计合成，并筛选获得最优上（5′ ⁃TACGATC⁃
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GATGATGTAGTGGTGGGTGGGTGGTTG⁃3′）、下游引

物（5′ ⁃ TAGCGACATAGCCGCCAAATTATCATCAC⁃
CATC⁃3′）及探针序列（5′ ⁃TGTGATCAACAACGAGA⁃
AACCACCAACACATATACACGTTCACCTAGT⁃3′，第
31位碱基修饰荧光报告基团，第 33位碱基修饰淬灭

基团，第32位碱基修饰四氢呋喃残基）。上述RAA引

物及荧光探针均由上海生工生物工程有限公司合成。

2.2.2 RAA基础反应体系的建立 按RAA反应原理

设计、构建基础反应体系，总反应体系为50 μL。其中

反应缓冲液 25 μL、ddH2O 17.5 μL、正向引物（0.1
mmol/L）2 μL、反向引物（0.1 mmol/L）2 μL，将上述溶

液混匀后加到 RAA 反应单元冻干粉中复溶，手指轻

轻弹匀，然后在盖子中加入 2.5 μL乙酸镁溶液（280
mmol/L），最后在混合溶液中加入1 μL广州管圆线虫

基因组DNA（9 ng/μL）。置恒温震动混匀仪中，37 ℃
条件下反应 30 min，反应结束后向扩增产物中加入

50 μL 1∶1酚/氯仿，振荡混匀，12 000 × g离心（离心半

径 15 cm）1 min，取 10 μL上层溶液进行 1%琼脂糖凝

胶电泳（100 V，60 min），于紫外灯下观察扩增结果。

2.2.3 荧光RAA反应体系的建立 按RAA荧光检测

原理，构建荧光RAA反应体系，总反应体系为50 μL，
其中 25 μL反应缓冲液、15.7 μL ddH2O、2.1 μL正向

引物（420 nmol/L）、2.1 μL 反向引物（420 nmol/L）、0.6
μL荧光探针（120 nmol/L），混匀后加到 RAA 反应单

元冻干粉中复溶，手指轻轻弹匀，瞬时离心后，在盖子

中加入 2.5 μL醋酸镁溶液（280 mmol/L），最后加入 2
μL广州管圆线虫基因组DNA。置于震荡混匀仪中充

分混匀后，置于恒温核酸检测仪中37 ℃反应 20 min，
每20 s采集 1次荧光值。反应结束后，根据荧光信号

斜率值（K值）判定反应结果，其中K值 ≥ 20判定为阳

性，K值 < 20判定为阴性。

2.3 荧光RAA法敏感性评价

2.3.1 以含广州管圆线虫特异性基因序列的不同拷

贝数重组质粒为模板 以上述靶基因序列TA克隆入

质粒载体（pGEM⁃T），转化入大肠埃希菌DH5α培养

后提取质粒，采用核酸蛋白浓度测定仪进行浓度测定

并进行拷贝数计算，并梯度稀释至 106、105、104、103、

102、10 拷贝/μL的检测样品，分别以此为模板进行荧

光RAA扩增，评价其检测灵敏度。

2.3.2 以不同浓度广州管圆线虫基因组DNA为模板

提取广州管圆线虫基因组DNA，浓度为9 ng/μL，分
别对其进行 9、90、900 倍梯度稀释后获得不同浓度

DNA模板样本，以此为模板进行荧光RAA扩增，评价

其检测敏感性。

2.4 荧光RAA法特异性评价 分别以广州管圆线虫

III期幼虫、曼氏血吸虫成虫、似蚓蛔线虫虫卵、华支

睾吸虫成虫、细粒棘球绦虫幼虫、十二指肠钩口线虫

钩蚴以及藁杆双脐螺、小管福寿螺螺体组织基因组

DNA 为模板，进行荧光RAA 扩增，评价其检测特异

性。

结结 果果

11 以广州管圆线虫基因组以广州管圆线虫基因组DNADNA为模板的基础为模板的基础RAARAA
扩增结果扩增结果

以广州管圆线虫基因组 DNA 为模板进行基础

RAA扩增，扩增产物经1% 琼脂糖凝胶电泳鉴定后置

紫外灯下观察，可见一大小约140 bp的清晰特异性条

带（图1）。

注：1 阴性对照；2 广州管圆线虫基因组DNA；M DNA分子质量
标志物
Note: 1 Negative control; 2 A. cantonensis genomic DNA; M DNA
molecular marker

图图11 广州管圆线虫基因组广州管圆线虫基因组DNADNA的的RAARAA扩增产物扩增产物
琼脂糖凝胶电泳结果琼脂糖凝胶电泳结果

Fig.Fig. 11 Agarose gel electrophoresis of RAA amplificationAgarose gel electrophoresis of RAA amplification
products ofproducts of A. cantonensisA. cantonensis genomic DNAgenomic DNA

22 以广州管圆线虫基因组以广州管圆线虫基因组DNADNA为模板的荧光为模板的荧光RAARAA
扩增结果扩增结果

以广州管圆线虫基因组 DNA 为模板进行荧光

RAA扩增，进行了重复2次实验，结果均显示在5 min
内即开始出现阳性扩增（图2），而阴性对照无扩增。

33 荧光荧光RAARAA法检测敏感性法检测敏感性

3.1 以含广州管圆线虫特异性基因序列的不同拷贝

数重组质粒为模板 重组质粒拷贝数越低，荧光

RAA信号起峰时间逐渐延长，10拷贝/μL重组质粒依

然可以检测到荧光信号（图3）。结果表明，荧光RAA
法的最低检出限为 10 拷贝/μL重组质粒，且在 5 min
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内即可出现阳性扩增。

3.2 以不同浓度广州管圆线虫基因组DNA为模板

随着基因组DNA浓度的降低，荧光RAA信号起峰

时间逐渐延长；当广州管圆线虫基因组DNA浓度稀

释至 100 pg/μL 时，10 min 内仍可出现阳性扩增（图

4），表明检测灵敏度可达100 pg/μL。

注：样本1、2均为广州管圆线虫基因组DNA
Note：Samples 1 and 2 are both A. cantonensis genomic DNA

图图22 以广州管圆线虫基因组以广州管圆线虫基因组DNADNA为模板的荧光为模板的荧光
RAARAA扩增结果扩增结果

Fig.Fig. 22 Fluorescent RAA amplification usingFluorescent RAA amplification using
A. cantonensisA. cantonensis genomic DNA as templatesgenomic DNA as templates

图图33 以不同拷贝数重组质粒为模板的荧光以不同拷贝数重组质粒为模板的荧光RAARAA法检测结果法检测结果
Fig.Fig. 33 Fluorescent RAA assay using different copyFluorescent RAA assay using different copy
numbers of recombinant plasmids as templatesnumbers of recombinant plasmids as templates

图图44 以不同浓度基因组以不同浓度基因组DNADNA为模板的荧光为模板的荧光RAARAA法法
检测结果检测结果

Fig.Fig. 44 Fluorescent RAA assay using differentFluorescent RAA assay using different
concentrations of genomic DNA as templatesconcentrations of genomic DNA as templates

44 荧光荧光RAARAA法检测特异性法检测特异性

广州管圆线虫 III期幼虫基因组DNA在 5 min内

即可出现明显阳性扩增，而曼氏血吸虫成虫、似蚓蛔

线虫虫卵、华支睾吸虫成虫、细粒棘球绦虫幼虫、十二

指肠钩口线虫钩蚴以及藁杆双脐螺、小管福寿螺螺体

组织基因组DNA均无荧光值出现（图 5），表明荧光

RAA法检测广州管圆线虫具有良好特异性。

图图55 荧光荧光RAARAA法检测特异性法检测特异性
Fig.Fig. 55 Specificity of fluorescent RAA assaySpecificity of fluorescent RAA assay

讨讨 论论

病原学技术依然是用于中间宿主和转续宿主体

内广州管圆线虫幼虫检测的“金标准”，常用方法包括

螺肺检法、人工消化法、匀浆法等［9］。螺肺检法和人

工消化法对现场检测设备及环境条件要求低，但前者

检出率较低，同时取螺肺过程也有一定操作难度；而

后者操作过程多、检测耗时较长，故容易发生漏诊［9］。

近年来，建立的环介导等温核酸扩增法（LAMP）克服

了传统PCR技术反应时间长、结果读取繁琐、仪器设

备昂贵的缺陷，具有操作简便、检测快速等优点，已用

于广州管圆线虫检测，但该技术需设计多对引物同时

假阳性问题也比较严重［16］。本研究建立的荧光RAA
检测技术具有完全自主知识产权，可以在 37 ℃恒温

条件下实现核酸快速扩增，具备操作简单、价格实惠、

反应快速以及实时观察获取结果等优势。但该方法

能否用于人体广州管圆线虫感染检测有待进一步研

究。

既往研究显示，ITS序列可作为分子遗传标记物

用于鉴定广州管圆线虫［17］。柯艳坤等［18］针对广州管

圆线虫 ITS基因序列设计引物，应用实时荧光PCR和

高分辨率熔解曲线法成功检出广州管圆线虫 III期幼

虫。刘春艳等［16］以广州管圆线虫 ITS1基因序列设计

引物，成功建立了检测玛瑙螺中广州管圆线虫的

LAMP法。本研究选取广州管圆线虫 ITS1基因筛选

出高度保守片段并成功设计特异性引物和探针，建立

·· 353



中国血吸虫病防治杂志 2020年第32卷第4期 Chin J Schisto Control 2020，Vol. 32，No. 4
了广州管圆线虫实时荧光 RAA反应体系，分别以含

广州管圆线虫特异性基因序列的不同拷贝数重组质

粒和不同浓度广州管圆线虫基因组 DNA为模板对该

方法进行敏感性评价，发现荧光 RAA法检测灵敏度

可分别达到 10 拷贝/μL 重组质粒和 100 pg/μL 基因

组 DNA。危芙蓉等［19］建立的多重PCR法可检测出广

州管圆线虫 III期幼虫 DNA 的最低浓度为120 pg/μL，
魏纪玲等［10］建立的PCR法检测广州管圆线虫 III期幼

虫 DNA的灵敏度为 1 ng/μL。本研究建立的广州管

圆线虫荧光RAA检测方法灵敏度略高于既往报道的

PCR检测技术［10,19］；以曼氏血吸虫成虫、似蚓蛔线虫

虫卵、华支睾吸虫成虫、细粒棘球绦虫幼虫、十二指肠

钩口线虫钩蚴以及藁杆双脐螺、小管福寿螺螺体组织

基因组DNA为模板，扩增结果均为阴性，提示该方法

具有较高特异性。后续将提取含有广州管圆线虫幼

虫螺体DNA或实验室模拟DNA样本进行荧光RAA
检测，进一步评价及检测效能，从而来提升其实际应

用价值。受样本所限，本研究未对荧光RAA法检测

福寿螺和藁杆双脐螺体内其他寄生虫的特异性进行

评价，这有待于进一步研究。

综上所述，本研究成功建立了一种可应用于广州

管圆线虫 III期幼虫检测的荧光RAA法，该方法能够

在37 ℃恒温条件下短时间内完成检测，具有简便、快

速、灵敏、特异以及引物探针设计方便等优点，为广州

管圆线虫感染监测提供了一种新的技术手段。后续

将开展福寿螺等中间宿主样本中广州管圆线虫检测

的评价研究，为该方法的现场应用提供基础数据。
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