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基于重组酶介导等温扩增技术的细粒棘球绦虫核酸基于重组酶介导等温扩增技术的细粒棘球绦虫核酸
检测方法的建立检测方法的建立

丁昕 1，刘燕红 2，倪碧娴 1，王晓婷 1，徐祥珍 1，应清界 2，戴洋 1*，曹俊 1

［［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）的细粒棘球绦虫核酸检测方法。方法方法 针对细粒棘球绦

虫12S rRNA基因序列片段，设计、筛选并合成RAA特异性扩增引物和荧光检测探针，构建细粒棘球绦虫荧光RAA检测

方法。分别以含靶序列的不同拷贝数重组质粒和不同浓度细粒棘球绦虫基因组DNA为模板进行荧光RAA扩增，评价其

检测灵敏度；分别以细粒棘球绦虫、多房棘球绦虫、日本血吸虫、曼氏血吸虫、十二指肠钩虫、华支睾吸虫、牛带绦虫、曼氏

迭宫绦虫、猪带绦虫基因组DNA为模板进行荧光RAA扩增，评价其检测特异性。结果结果 成功建立了细粒棘球绦虫荧光

RAA检测法，在39 ℃条件下20 min内可以实现对细粒棘球绦虫基因组DNA特异性扩增，最低可以检测出10拷贝/μL含

靶序列的重组质粒DNA和0.1 ng/μL细粒棘球绦虫基因组DNA样本，具备较高敏感性；对多房棘球绦虫、日本血吸虫、曼

氏血吸虫、十二指肠钩虫、华支睾吸虫、牛带绦虫、曼氏迭宫绦虫、猪带绦虫基因组DNA均无阳性扩增，具备较高特异性；

且该荧光RAA法可成功检出细粒球绦虫包囊中DNA。结论结论 成功建立了一种快速、灵敏、特异的可用于细粒棘球绦虫

核酸检测的荧光RAA法。
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Establishment of a nucleic acid assay for detection of Echinococcus granulo⁃
sus based on recombinase⁃aided isothermal amplification technique (RAA)
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[Abstract][Abstract] ObjectiveObjective To establish a nucleic acid assay for detection of Echinococcus granulosus based on recombinase⁃aided
isothermal amplification technique (RAA). MethodsMethods The 12S rRNA gene of E. granulosus was selected as the target gene, and
the specific primers and fluorescent probes for RAA assay were designed, screened and synthesized to establish a fluorescent
RAA assay for detection of E. granulosus. The sensitivity of the fluorescent RAA assay was evaluated using different copy num⁃
bers of target gene sequence⁃contained recombinant plasmids and various concentrations of E. granulosus genomic DNA as tem⁃
plates, and the specificity of the fluorescent RAA assay was evaluated using the genomic DNA from E. granulosus, E. multilocu⁃
laris, Schistosoma japonicum, Schistosoma mansoni, Ancylostoma duodenale, Clonorchis sinensis, Taenia saginata, Spirometra
mansoni and Taenia solium as templates. ResultsResults A fluorescent RAA assay was successfully established for detection of E.
granulosus, which achieved specific amplification of E. granulosus genomic DNA within 20 min at 39 ℃. The lowest detection
limit of the fluorescent RAA assay was 10 copies/μL of recombinant plasmids and 0.1 ng/μL E. granulosus genomic DNA, which
exhibited a high sensitivity, and the fluorescent RAA assay was all negative for the genomic DNA from E. multilocularis, S. japon⁃
icum, S. mansoni, A. duodenale, C. sinensis, T. saginata, Spirometra mansoni and T. solium, which exhibited a high specificity. In
addition, this fluorescent RAA assay successfully detected genomic DNA from E. granulosus cysts. ConclusionConclusion A rapid, sensi⁃
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tive and specific fluorescent RAA assay is successfully established for nucleic acid detection of E. granulosus.
[Key words][Key words] Echinococcus granulosus; Recombinase; Isothermal amplification; Fluorescent probe; Nucleic acid detection; Di⁃
agnostic performance

细粒棘球蚴病是由细粒棘球绦虫幼虫（棘球蚴）

引起的一种危害严重的人兽共患寄生虫病［1］。该病

呈世界性分布，主要流行于中东、南欧、拉丁美洲、中

亚、大洋洲、非洲等地区，尤以放牧、半农半牧为主要

畜牧业生产方式的地区最为严重［2］。在我国，有23个
省（直辖市、自治区）报告细粒棘球蚴病病例，尤以西

部地区四川、新疆、甘肃、青海、宁夏、西藏和内蒙古等

省（自治区）流行较为严重［3⁃4］。

细粒棘球绦虫终末宿主（犬）和中间宿主（牛、羊）

监测是棘球蚴病防控的重要环节［5］。目前，我国细粒

棘球绦虫终末宿主监测主要采用夹心酶联免疫吸附

试验（ELISA）检测犬棘球绦虫粪抗原，该方法检测时

间 3 ~ 4 h、需特定仪器设备，且由于流浪犬体内可能

存在多种绦虫寄生，ELISA法检测易出现假阳性［6］；犬

导泻法虽可在一定程度上提升检测特异性，但该方法

操作繁琐、对操作人员技能要求高，且存在现场监测

工作量大等不足，限制了其大规模现场应用［7］。中间

宿主监测主要是通过查看、触摸牛、羊等肝、肺脏器表

面和实质内有无囊状物或硬结，对发现的囊状物或硬

结进行剖检和鉴别，对疑似样本进行进一步 PCR复

核；该监测方法较多依赖于专业人员经验和技能，且

PCR技术对人员、设备及实验环境要求高，检测时间

长（1.5 ~ 2 h）［8］。因此，开发高效、便捷的针对细粒球

绦虫核酸的快速检测方法是当前棘球蚴病监测工作

中亟待解决的问题。

重组酶介导等温核酸扩增技术（Recombinase⁃
aided isothermal amplification，RAA）可以利用重组酶、

单链结合蛋白、DNA聚合酶在等温条件（25 ~ 42 ℃）

下、5 ~ 20 min内实现对核酸的高效扩增，该方法具有

操作便捷、反应时间短等优势［9］。目前，RAA技术已

成功用于日本血吸虫、隐孢子虫和华支睾吸虫等寄生

虫核酸检测，均显示出较高敏感性和特异性，具备现

场应用推广的潜在价值［10⁃12］。本研究拟在针对细粒

棘球绦虫特异性核酸序列筛选、比对的基础上，建立

基于RAA技术的细粒棘球绦虫核酸检测方法，并对

其检测灵敏度及特异性进行初步评价。

材料和方法材料和方法

11 材料材料

1.1 虫体样本 细粒棘球绦虫包囊、日本血吸虫虫

卵、曼氏血吸虫虫卵、十二指肠钩蚴培养物、华支睾吸

虫囊蚴、牛带绦虫、曼氏迭宫绦虫、猪带绦虫孕节等样

本均由江苏省寄生虫病防治研究所收集、保存；多房

棘球绦虫幼虫样本由新疆医科大学李军教授惠赠。

1.2 主要仪器设备 NanoDrop 2000 核酸蛋白浓度

测定仪购自 Thermo Scientific 公司；离心机为 Eppen⁃
dorf公司产品；−80 ℃超低温冰箱购自海尔公司；QT⁃
RAA⁃B6100恒温震动混匀仪和RAA⁃F1620荧光基因

检测仪由江苏奇天基因生物科技有限公司提供。

1.3 主要试剂 组织DNA提取试剂盒购自江苏奇天

基因生物科技有限公司；QIAamp PowerFecal DNA提

取试剂盒为Qiagen公司产品；RAA基础反应单元和

RAA荧光基础反应单元由江苏奇天基因生物科技有

限公司提供；质粒抽提试剂盒为 Promega公司产品；

TAE缓冲液、琼脂糖、溴化乙锭（EB）购自北京索莱宝

科技有限公司。

22 方法方法

2.1 DNA提取 采用DNeasy Blood & Tissue组织核

酸提取试剂盒提取细粒棘球绦虫包囊、多房棘球绦虫

幼虫、十二指肠钩蚴培养物、华支睾吸虫囊蚴、牛带绦

虫孕节、曼氏迭宫绦虫孕节和猪带绦虫孕节基因组

DNA，采用QIAamp PowerFecal DNA提取试剂盒提取

日本血吸虫、曼氏血吸虫虫卵基因组DNA，操作均按

照试剂盒说明书进行。所有抽提的DNA样本经核酸

蛋白浓度测定仪测定浓度后，置−80 ℃贮存备用。

2.2 特异性核酸序列筛选及引物设计 通过 Gen⁃
Bank数据库查找到细粒棘球绦虫12S rRNA全基因序

列，并运用DNAMAN 7.0软件进行多序列比对及同源

性分析，选择其中一段保守序列作为RAA检测靶基

因。根据RAA原理，应用Amplfix软件设计特异性扩

增靶序列上（5′ ⁃TCTTGTAAACTAAATTTATGTGGT⁃
GATAAGTGAG⁃3′）、下游引物（5′ ⁃CTCTAACCTTAT⁃
CAAAAACCACACATCACCAA⁃3′）及探针序列（5′ ⁃
AACTGTTTGGTTGTTTAGAATTTAGTGGGA（FAM）G
（THF）T（BHQ）AGGTGGCTATTAGGT⁃3′，其中 FAM
为荧光报告基团，THF为四氢呋喃残基，BHQ为荧光

淬灭基团），引物、探针和质粒均由上海生工生物工程

股份有限公司合成。

2.3 RAA法的建立

2.3.1 基础 RAA 法 构建 50 μL 基础 RAA 反应体
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系，含基础RAA反应单元47 μL（500 mmol/L Tris缓冲

液、250 mmol/L醋酸镁、10%聚乙二醇、二硫苏糖醇、

磷酸肌酸、ATP、dNTPs、单链结合蛋白、重组酶、UvsY
蛋白、DNA聚合酶）、上游和下游引物各1 μL（浓度均

为 0.05 mmol/L）、1 μL细粒棘球绦虫基因组DNA样

本。将以上反应体系混匀，置于恒温震荡混匀仪中，

39 ℃条件下反应 20 min。反应结束后，将反应管取

出，扩增产物中加入 1∶1 酚 /氯仿 50 μL，振荡混

匀，12 000 × g离心1 min。吸取10 μL上层溶液进行

琼脂糖凝胶电泳（凝胶浓度为 1%，100 V）60 min，
0.5 μg/mL EB染色后，置于紫外灯下观察结果。

2.3.2 荧光RAA法 50 μL荧光RAA法反应体系包

括 46 μL反应缓冲液，2 μL上、下游引物（浓度均为

0.05 mmol/L）,1 μL探针复合物（浓度为0.02 mmol/L），

1 μL待测样品、阴性质控品（ddH2O）、阳性质控品或

临界阳性质控品（阳性质控品和临界阳性质控品分别

为含有1010拷贝/μL和103拷贝/μL细粒棘球绦虫DNA
片段的质粒）。将以上反应体系置于恒温震荡混匀仪

中震荡混匀，结束后置于QT⁃RAA⁃F1620荧光检测仪

中37 ℃反应20 min，每20 s采集1次荧光值。在20min
内FAM荧光检测仪器检测信号可明显增强，根据QT⁃
RAA⁃F1620荧光检测仪阳性判定方法，斜率值K ≥ 20
时为阳性，斜率值K < 20时则为阴性。

2.4 荧光RAA法检测敏感性评价

2.4.1 以不同拷贝数含靶序列的重组质粒为模板

将含细粒棘球绦虫靶序列DNA片段的重组质粒转

接至大肠埃希菌DH5α培养，抽提获得重组质粒，分

别制成 10、102、103、104 拷贝/μL检测样品，以此为模

板分别进行RAA扩增，检测荧光信号。

2.4.2 以不同浓度细粒棘球绦虫DNA为模板 将初

始浓度为30 ng/μL细粒棘球绦虫基因组DNA稀释至

10 ng/μL，然后进行梯度稀释，得到浓度为 10、1、0.1、
0.01 ng/μL的DNA样本，然后各取 5 μL 作为模板进

行 RAA 扩增并检测荧光信号。

2.5 荧光RAA法检测特异性评价 分别以细粒棘球

绦虫包囊、多房棘球绦虫幼虫、日本血吸虫虫卵、曼氏

血吸虫虫卵、十二指肠钩蚴培养物、华支睾吸虫囊蚴、

牛带绦虫孕节、曼氏迭宫绦虫孕节、猪带绦虫孕节基

因组DNA为模板，进行荧光RAA扩增，检测荧光信

号。

结结 果果

11 细粒棘球绦虫细粒棘球绦虫DNADNA基础基础RAARAA检测结果检测结果

以细粒棘球绦虫基因组 DNA 为模板进行基础

RAA反应，扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳。经EB
染色后在紫外灯下可观察到目的条带，大小约为391
bp（图1）。

注：1 ~ 3 细粒棘球绦虫基因组DNA；4 阴性对照；M DNA分子
量标志物
Note: 1-3 E. granulosus genomic DNA; 4 Negative control; M DNA
molecular marker

图图11 细粒棘球绦虫基因组细粒棘球绦虫基因组DNADNA经经RAARAA扩增后扩增后
琼脂糖凝胶电泳琼脂糖凝胶电泳

Fig.Fig. 11 Agarose electrophoresis of products of RAAAgarose electrophoresis of products of RAA
amplification ofamplification of E. granulosusE. granulosus genomic DNAgenomic DNA

22 细粒棘球绦虫基因组细粒棘球绦虫基因组DNADNA荧光荧光RAARAA法检测法检测

以细粒棘球绦虫基因组DNA样本为模板进行荧

光RAA法扩增，在反应温度为39 ℃时，荧光信号在6
min 开始有明显扩增，两个样本 K值分别为 214 和

205；而阴性对照样本则未观察到现信号峰出现（图

2）。

图图22 荧光荧光RAARAA法检测细粒棘球绦虫包囊法检测细粒棘球绦虫包囊DNADNA样本样本
Fig.Fig. 22 Fluorescent RAA assay for detection of DNAFluorescent RAA assay for detection of DNA

samples fromsamples from E. granulosusE. granulosus cystscysts

33 荧光荧光RAARAA法检测敏感性法检测敏感性

采用荧光RAA法扩增含10、102、103、104 拷贝/μL
细粒棘球绦虫DNA的重组质粒，检测结果显示最快

3 min即有明显扩增，10 min后所有样品均已扩增；随

着拷贝数的降低，检测到明显增加的荧光信号所需时
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间逐渐延长（K值依次为6 732、3 837、1 075、116）。本

次实验最低可检测到含有 10 拷贝/μL重组质粒的荧

光信号（图3）。
采用荧光RAA法检测不同浓度细粒棘球绦虫基

因组DNA样本。结果显示，除阴性对照外，浓度分别

为 10、1、0.1 ng/μL的细粒棘球绦虫基因组DNA样本

均出现阳性扩增（K值分别为7 186、1 675、296），检测

敏感性可达0.1 ng/μL基因组DNA（图4）。

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法法
检测敏感性检测敏感性

Fig.Fig. 33 Sensitivity of fluorescent RAA assay using variousSensitivity of fluorescent RAA assay using various
copy numbers of recombinant plasmids as templatescopy numbers of recombinant plasmids as templates

图图44 以不同浓度细粒棘球绦虫基因组以不同浓度细粒棘球绦虫基因组DNADNA为模板的为模板的
荧光荧光RAARAA法检测敏感性法检测敏感性

Fig.Fig. 44 Sensitivity of fluorescent RAA assay using differentSensitivity of fluorescent RAA assay using different
concentrations ofconcentrations of E. granulosusE. granulosus genomic DNA samples asgenomic DNA samples as

templatestemplates

44 荧光荧光RAARAA法检测特异性法检测特异性

分别以细粒棘球绦虫包囊、多房棘球绦虫幼虫、

日本血吸虫虫卵、曼氏血吸虫虫卵、十二指肠钩蚴培

养物、华支睾吸虫囊蚴、牛带绦虫孕节、曼氏迭宫绦虫

孕节、猪带绦虫孕节基因组 DNA 为模板进行荧光

RAA扩增，结果显示，细粒棘球绦虫包囊DNA存在阳

性扩增（K值为657），其他样本扩增结果均为阴性（图

5）。

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

棘球蚴病在我国中西北部地区仍存在较大范围

流行，严重威胁着流行区人民群众身体健康和生活水

平［13］；同时，随着西部牛羊等大量流入东部地区，也给

当地带来了一定的棘球蚴病传播风险［14］。

羊、牛等中间宿主和犬等终末宿主感染监测在棘

球蚴病防治中发挥了十分重要的作用［5］。目前，主要

采用手动触诊结合分子生物学鉴定、犬粪抗原ELISA
结合导泻法进行宿主感染监测［5］。采用导泻法或疑

似阳性感染犬解剖查找检获虫体，是犬类确诊棘球蚴

感染的金标准，但该方法较为耗费时力，并且会对犬

造成伤害，故不适合流行区大规模犬类感染筛查［7］。

ELISA可用于病犬粪便中抗原检测，然而在犬类感染

症状较轻或者发病率较低地区进行现场筛查时会呈

现较低检出率［7］。基于PCR技术的分子生物学检测

方法，已有用于细粒棘球绦虫核酸检测、鉴定及基因

分型［13⁃14］；但PCR方法所需检测时间较长（一般2 h左

右）、需在实验室条件下完成检测，同时容易受所采粪

样量和成分复杂性影响，导致实际检测敏感性并不

高［17］。既往曾有利用环介导等温扩增技术（LAMP）对
细粒棘球绦虫DNA检测的报道，并显示了较高特异

性和敏感性［18］，但其繁琐的引物设计环节不利于其现

场监测中的进一步推广应用。因此，研发敏感、高效

以及设计操作均便捷的核酸检测技术对于我国开展

棘球蚴病监测工作具有深远意义。

近年来，RAA技术凭借引物设计步骤简单、可操

作性强、现场检测效能高等优势，已广泛用于多种病

原体检测［9⁃12］。本研究选择完全国产化的重组酶为基

础建立了等温核酸荧光检测技术，可实现对细粒棘球

绦虫DNA序列的实时高效扩增，具备较好的敏感性
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和特异性，并成功完成了对本实验室所保存的细粒棘

球绦虫包囊样本检测，显示了潜在应用价值，后续将

进一步采集流行区犬粪样本进行检测效能评估。Mo⁃
radi等［19］发现，在手术中获取的细粒棘球蚴病患者血

清及囊肿组织中均可以检测出细粒棘球绦虫 cox1和

nad1基因，证实了细粒棘球绦虫DNA可以通过包囊

壁渗透入血液循环的现象，提示可通过血清核酸检测

技术实现细粒棘球蚴病早期诊断。本研究建立的荧

光RAA法能否用于血清中细粒棘球绦虫特异性DNA
片段的检测尚有待进一步研究。

综上所述，本研究成功建立了一种基于重组酶介

导的等温核酸扩增技术，其具备简便、快速、灵敏、特

异等优势，可用于细粒棘球绦虫核酸样本实时检测，

为细粒棘球绦虫核酸检测提供了一种新的技术手段。
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