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重组酶介导的蓝氏贾第鞭毛虫特异性重组酶介导的蓝氏贾第鞭毛虫特异性
等温核酸扩增方法的建立及评价等温核酸扩增方法的建立及评价
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［［摘要摘要］］ 目的目的 建立基于重组酶介导的等温扩增技术（RAA）的蓝氏贾第鞭毛虫核酸检测方法，并评价其检测敏感性和

特异性。方法方法 选择蓝氏贾第鞭毛虫β⁃贾第素（β⁃giardin）基因作为检测靶基因，设计、合成特异性检测引物及荧光探

针，建立荧光RAA检测体系。分别以不同拷贝数的重组质粒（含β⁃giardin基因靶序列）和不同浓度蓝氏贾第鞭毛虫基因

组DNA为模板进行荧光RAA扩增，评价其检测敏感性；分别以蓝氏贾第鞭毛虫、日本血吸虫、华支睾吸虫、微小隐孢子

虫、似蚓蛔线虫、沙门氏菌及志贺氏菌基因组DNA为模板进行扩增，评价其检测特异性。结果结果 成功建立了蓝氏贾第鞭

毛虫荧光RAA检测方法，其可在等温（39 ℃）条件下实现对靶基因片段的快速、特异性扩增（20 min内）。分别以重组质

粒和蓝氏贾第鞭毛虫基因组DNA为模板，该方法的检测敏感性可达102拷贝/μL和1 pg/μL；以日本血吸虫、华支睾吸虫、

微小隐孢子虫、似蚓蛔线虫、沙门氏菌及志贺氏菌基因组DNA为模板的RAA检测结果均为阴性，具备较好特异性。结结

论论 建立了一种操作简便、敏感、特异的可用于蓝氏贾第鞭毛虫核酸检测的荧光RAA方法。
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[Abstract][Abstract] ObjectiveObjective To establish a novel nucleic acid assay for detection of Giardia lamblia based on the recombinase⁃aid⁃
ed isothermal amplification technique (RAA), and evaluate its sensitivity and specificity for detection of G. lamblia.MethodsMethods The
specific primer sequences and florescent probes were designed and synthesized based on the G. lamblia β⁃giardin gene as the tar⁃
get gene, and a fluorescent RAA assay was established. The recombinant plasmids at various copies (containing the β⁃giardin
gene target sequence) and the genomic DNA of G. lamblia at various concentrations were used as templates for the fluorescent
RAA assay to assess the sensitivity, and the genomic DNA from G. lamblia, Schistosoma japonicum, Clonorchis sinensis, Crypto⁃
sporidium parvum, Ascaris lumbricoides, Salmonella and Shigella was used as templates to assess the specificity of the fluorescent
RAA assay. ResultsResults A novel fluorescent RAA assay was successfully established for detection of G. lamblia, which allowed the
rapid and specific amplification of the target gene fragments at 39 ℃ within 20 min. The sensitivities of the fluorescent RAA as⁃
say were 102 copies/μL and 1 pg/μL for detection of the recombinant plasmid and G. lamblia genomic DNA, respectively, and the
fluorescent RAA assay was negative for detection of the genomic DNA from S. japonicum, C. sinensis, C. parvum, A. lumbricoides,
Salmonella and Shigella, which showed a high specificity. ConclusionConclusion A fluorescent RAA assay, which is simple, sensitive and
specific, is successfully established for nucleic acid detection of G. lamblia.
[Key words][Key words] Giardia lamblia; Nucleic acid detection; Recombinase⁃aided isothermal amplification; Fluorescent probe
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蓝氏贾第鞭毛虫（Giardia lamblia，简称贾第虫）

是一种主要寄生于人或哺乳动物小肠内的原虫，偶可

侵犯胆道系统，引起贾第虫病，主要表现为消化不良、

腹泻等临床症状［1］。包囊是贾第虫的感染阶段，随粪

便排出体外，人或动物常因摄入被包囊污染的食物或

饮用水而被感染。贾第虫病呈世界性分布，全球每年

约有2亿人感染贾第虫，多数病人主要集中在发展中

国家［2］。据WHO估计，全求贾第虫感染率为1% ~ 30%［3］，

其中发达国家感染率为 0.2% ~ 29.2%［4］，而我国各地

区贾第虫感染率在0.4% ~ 16.2%［5⁃8］。贾第虫是一种

重要的机会致病原虫，在HIV感染者中感染率为4.3% ~
7.9%［9⁃10］。贾第虫病流行与当地经济水平、生活环境、

卫生意识和生活方式等存在密切关系，已被列为全球

危害人类健康的10种主要寄生虫病之一［11］。

目前，人体贾第虫感染众多诊断方法（包括病原

学、免疫学和分子生物学方法等）中，病原学方法仍是

临床诊断的“金标准”，即采集粪便进行直接涂片或特

殊染色后于显微镜下检测是否存在贾第虫包囊或滋

养体，该法存在费时费力、敏感性及特异性均不高等

缺点，且在发生暴发疫情时，无法满足在短时间内进

行大量样本检测的需求，同时要求检测人员具备较高

的原虫镜检技能［12］。目前，已有多种商业化贾第虫免

疫诊断试剂盒，其中以酶联免疫吸附试验（ELISA）和

离子色谱法（IC）为主，结果易判读，但均为进口产品，

价格昂贵，难以在现场或基层等推广使用［13］。基于

PCR原理的分子生物学检测方法具有灵敏度高及特

异性好等优势，但其对操作人员技能、检测所需设备

及场所要求均较高，尤其是其检测时间较长（通常

1.5 ~ 2 h），一定程度上影响了检测结果获取。此外，

我国《生活饮用水标准检测方法（GB /T 5750.12–
2006）》中规定的贾第虫测定方法是免疫磁分离荧光

抗体法［14］，其检测流程包括过滤、淘洗、免疫磁分离、

荧光染色及镜检等诸多步骤，操作费时繁琐，一般需

要 1 ~ 2 d、对实验人员操作技能要求高、荧光镜检时

容易漏检，且所用仪器及试剂耗材均依赖进口，高昂

的检测成本限制了其在基层的普及。因此，建立简

便、快速、高效的贾第虫核酸检测技术是目前贾第虫

感染检测及水质监测的迫切需求。

重组酶介导的等温核酸扩增技术（Recombinase⁃
aided isothermal amplification，RAA）是利用从细菌或

真菌中获得的重组酶介导在等温情况下（一般为37 ~
42 ℃）进行的核酸快速扩增技术，相较于PCR、环介导

等温扩增（LAMP）等核酸检测技术，该技术具有操作

简单、反应快速等优势，在5 ~ 20 min内即可实现对靶

标基因片段的指数级扩增，设计引入荧光检测探针后

可对结果进行实时检测，特别适合在有大量样品的非

实验室检测场所使用［15］。目前该技术已成功应用于

寄生虫、病毒和细菌等多种病原体检测，均显示出较

高的灵敏度及特异度［16⁃19］。

本研究拟基于RAA技术平台，建立贾第虫等温

扩增核酸检测方法，并评价其检测灵敏度及特异度，

旨在为贾第虫检测提供一种简便、快速、敏感、高效的

新方法。

材料与方法材料与方法

11 材料材料

1.1 样本来源 贾第虫由中山大学伦照荣教授惠

赠，日本血吸虫、华支睾吸虫、微小隐孢子虫、似蚓蛔

线虫等虫卵均由国家卫生健康委员会寄生虫病预防

与控制技术重点实验室保存。志贺氏菌和沙门氏菌

由江苏省奇天基因生物科技有限公司提供。

1.2 主要仪器设备 恒温振荡器、荧光核酸检测仪

（江苏奇天基因生物科技有限公司）；凝胶成像系统

（Bio⁃Rad公司）；NanoDrop 2000核酸蛋白浓度测定仪

（ThermoFisher公司）；离心机（Eppendorf公司）；-80 ℃
超低温冰箱（海尔公司）。

1.3 主要试剂 QIAamp PowerFecal 粪便微生物

DNA 提取试剂盒（Qiagen 公司）；质粒抽提试剂盒

（Promega公司）；组织DNA提取试剂盒、RAA核酸扩

增反应试剂（江苏奇天基因生物科技有限公司）；溴化

乙锭、50 × TAE缓冲液、琼脂糖（北京索莱宝科技有限

公司）；引物、探针及质粒均由生工生物工程（上海）股

份有限公司合成。

22 方法方法

2.1 核酸提取 采用组织DNA提取试剂盒抽提贾第

虫、微小隐孢子虫、志贺氏菌、沙门氏菌基因组DNA，

操作步骤参照试剂盒说明书进行；采用QIAamp Pow⁃
erFecal粪便微生物DNA提取试剂盒抽提日本血吸虫

虫卵、华支睾吸虫虫卵、似蚓蛔线虫虫卵基因组

DNA，参照剂盒说明书进行操作。所有获取的DNA
样本经测定浓度后，-80 ℃保存备用。

2.2 RAA方法的建立

2.2.1 靶标筛选、引物及探针设计 选择贾第虫β⁃贾
第素（β⁃giardin）基因作为检测目的基因，于GenBank
数据库中获取其全基因序列，采用DNAMAN 7.0软件

进行同源性比对，筛选出高度保守的核酸片段作为本

研究检测靶标。采用Amplfix软件设计上、下游扩增

引物及检测探针序列，经筛选，上游引物：5′ ⁃TCAG⁃
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GAAGGAGGCCCTCAAGAGCCTGAACG ⁃ 3′ ；下游引

物 ：5′ ⁃ AGCTTCGTGTTTGTGAGCGCTTCTGTCGTG ⁃
3′；荧光探针：5′ ⁃TYGCCACGGAGAACGCMGARAG⁃
GAAGAAGA(BHQ1 ⁃ dT) (THF) (FAM ⁃ dT)AYGAC⁃
CAGCTCAACG⁃3′（其中 FAM为荧光报告基团，THF
为四氢呋喃残基，BHQ1为荧光淬灭基团）。

2.2.2 RAA基础反应体系的建立 以抽提的贾第虫

基因组DNA为模板，配置RAA基础反应体系，其中包

含Tris缓冲液（25 ~ 75mmol/L）、醋酸镁（5 ~ 15mmol/L）、

醋酸钾（25 ~ 75 mmol/L）、聚乙二醇（5% ~ 10%）、二硫

苏糖醇（2.5 ~ 10 mmol/L）、磷酸肌酸（25 ~ 50 mmol/L）、

肌酸激酶（2.7 ~ 4.3 μg/U）、SSB蛋白（800 ng/μL）、ATP
（5 ~ 10 mmol/L）、dNTPs（1 ~ 2 mmol/L）、RecQ 蛋白

（10 ng/μL）、UvsY蛋白（50 ng/μL）、UvsX蛋白（60 ng/μL）、

DNA聚合酶（50 ng/μL）、重组酶、上下游引物（各 10
μmol/L）、贾第虫基因组DNA，总反应体系为 50 μL。
混匀以上反应体系，置于RAA⁃B6100恒温振荡器中

39 ℃ 20 min。加入 50 μL酚/氯仿（1∶1），充分振荡混

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（1.5%凝胶，100 V）60 min，经溴化乙锭

（0.5 ng/μL）染色后，采用凝胶成像系统观察结果，并

拍照。

2.2.3 荧光 RAA 反应体系的建立 反应体系共 50
μL，包括反应缓冲液（25 μL）、双蒸水（12.7 μL）、上游

引物（2.1 μL，420 nmol / L）、下游引物（2.1 μL，420
nmol/L）、荧光探针（0.6 μL，120 nmol/L），充分混匀后，

反应单元管盖中加入醋酸镁溶液（2.5 μL，280 mmol/L），
最后于反应单元中加入贾第虫基因组DNA（5 μL）。

采用 RAA⁃B6100 恒温振荡器充分混匀以上反应体

系，并置于RAA⁃F1620荧光检测仪中进行扩增，反应

条件为 39 ℃，时间 20 min，其中每 20 s采集 1次荧光

信号值并绘制实时RAA荧光扩增曲线，根据荧光扩

增曲线的斜率值，判定检测结果（斜率值K < 20时判

定为阴性，K ≥ 20时则判定为阳性）。

2.3 荧光RAA法敏感性评价

2.3.1 重组质粒（含 β⁃giardin近靶序列）为模板 来

源于 β⁃giardin基因保守序列的检测靶标（片段长度

315 bp）TA克隆入 pGEM⁃T质粒载体，筛选获得含重

组质粒的DH5α克隆菌株，采用质粒抽提试剂盒获得

重组质粒，操作参照试剂盒说明书进行。分别以含

106、105、104、103、102、10拷贝/μL等不同拷贝数的重组

质粒为模板进行荧光RAA扩增（反应体系及判定标

准参照2.2.3），观察扩增结果，评价其检测敏感性。

2.3.2 贾第虫基因组DNA为模板 将初始浓度为38

ng/μL 的贾第虫基因组 DNA 分别稀释至 10、1、0.1、
0.01 ng/μL和1 pg/μL等不同浓度的标准品工作液，分

别以此为模板进行RAA荧光扩增（反应体系及判定

标准参照 2.2.3），观察扩增结果，进一步评价其检测

敏感性。

2.4 荧光RAA法特异性评价 分别以贾第虫、日本

血吸虫、华支睾吸虫、微小隐孢子虫、似蚓蛔线虫、志

贺氏菌、沙门氏菌基因组DNA为模板，进行荧光RAA
扩增（反应体系及判定标准参照 2.2.3），观察扩增结

果，评价其检测特异性。

33 伦理学声明伦理学声明

本研究获得江苏省血吸虫病防治研究所伦理审

查委员会批准通过。

结结 果果

11 基础基础RAARAA反应结果反应结果

以贾第虫基因组DNA为模板的RAA基础扩增产

物经1.5%琼脂糖凝胶电泳、溴化乙锭染色后，紫外灯

下可见一特异性条带，长度约为205 bp（图1）。

注：M DNA分子质量标志物；1 阴性对照；2 贾第虫基因组DNA
Note: M DNA molecular marker; 1 Negative control; 2 G. lamblia
genomic DNA

图图11 贾第虫基因组贾第虫基因组RAARAA电泳结果电泳结果
Fig.Fig. 11 11..55% agarose gel electrophoresis results of% agarose gel electrophoresis results of
RAA amplification products usingRAA amplification products using G. lambliaG. lamblia

genomic DNA as a templategenomic DNA as a template

22 荧光荧光RAARAA反应结果反应结果

以贾第虫基因组 DNA 为模板，重复 2 次荧光

RAA扩增，同时设置阴性对照。结果显示，以贾第虫

基因组DNA为模板的RAA反应，在 10 min时均出现

阳性扩增，结果判定为阳性，而对照组则无扩增信号

（图2）。
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注：样本1、2均为贾第虫基因组DNA
Note: Samples 1 and 2 are both genomic DNA of G. lamblia

图图22 贾第虫基因组贾第虫基因组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 assay usingFluorescent RAA assay using G. lambliaG. lamblia genomicgenomic

DNA as a templateDNA as a template

33 荧光荧光RAARAA法检测法检测敏感性敏感性

3.1 以重组质粒（含β⁃giardin靶序列）为模板 将β⁃

giardin基因315 bp片段的检测靶标TA克隆入pGEM⁃
T质粒载体，筛选获得含重组质粒的DH5α克隆菌株。

以不同拷贝数的重组质粒（含 β⁃giardin基因靶序列）

为模板，在5 min时即可见明显扩增；随着拷贝数的降

低，RAA 扩增的起峰时间逐渐延长（图 3）。结果提

示，该检测方法的灵敏度可达到102拷贝/μL。

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 Results of fluorescent RAA assay usingResults of fluorescent RAA assay using
recombinant plarecombinant plasmids at various copies as templatessmids at various copies as templates

3.2 以贾第虫基因组DNA为模板 以不同浓度贾第

虫基因组DNA为模板，5 min时即可见明显扩增；随

着基因组DNA浓度降低，RAA扩增的起峰时间逐渐

延长。除阴性对照无扩增外，浓度分别为 10、1、0.1、
0.01 ng/μL和1 pg/μL的贾第虫基因组DNA样本在20
min内均出现明显扩增，检测灵敏度达到1pg/μL（图4）。
44 荧光荧光RAARAA法检测特异性法检测特异性

贾第虫基因组DNA样本在10 min时即出现阳性

荧光扩增，而日本血吸虫、华支睾吸虫、微小隐孢子

虫、似蚓蛔线虫、志贺氏菌及沙门氏菌等 6种病原体

基因组DNA样本均未得到扩增（图5），提示本研究建

立的贾第虫荧光RAA检测方法具有较好特异性。

图图44 以不同浓度贾第虫以不同浓度贾第虫DNADNA为模板的为模板的
荧光荧光RAARAA法检测结果法检测结果

Fig.Fig. 44 Results of fluorescent RAA assay usingResults of fluorescent RAA assay using
G. lambliaG. lamblia genomic DNA at differentgenomic DNA at different

concentrations as templatesconcentrations as templates

图图55 以不同病原体基因组以不同病原体基因组DNADNA为模板的荧光为模板的荧光
RAARAA法特异性检测结果法特异性检测结果

Fig.Fig. 55 Specificity of fluorescent RAA assay using theSpecificity of fluorescent RAA assay using the
genomic DNA of different pathogens as templatesgenomic DNA of different pathogens as templates

讨讨 论论

近年来，新型分子生物学检测技术不断涌现，等

温核酸扩增技术凭借其反应条件简单（无须温度梯

度）、高敏感性及特异性等优势，在临床检测中得到了

越来越广泛的应用。目前在等温核酸扩增技术方面，

研究较多的主要为 LAMP及重组酶聚合酶扩增技术

（RPA）。LAMP 技术已用于华支睾吸虫［20］、隐孢子

虫［21］等病原体核酸检测研究，但该方法引物设计复

杂，且存在不易区分非特异性扩增、假阳性率较高等

不足。RPA技术是基于噬菌体的重组酶复制原理，在

37 ~ 42 ℃、30 min内即可实现对目的片段的快速扩

增；但该方法所用试剂目前均依赖进口，成本较高且

货源不稳定，限制了其进一步推广［22］。本研究中采用

的基于RAA的核酸检测方法，引物设计简单，可在恒

温条件下（一般37 ~ 42 ℃）实现对核酸片段的快速扩

增，并且引入了特异性荧光检测探针，可实时获取检

测结果，具有较高的检测敏感性和特异性，完全实现
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了国产化，具有独立知识产权，尤其适合在现场进行

快速检测［23］。

贾第虫分子生物学检测的靶标主要有谷氨酸脱

氢酶（GDH）基因［24］、β⁃贾第素基因［25］和磷酸丙糖异

构酶（TPI）基因［26］。本研究选择的靶标基因β⁃giardin

为贾第虫特异性骨架蛋白基因［27］，构建的荧光RAA
法以重组质粒为模板及不同浓度贾第虫基因组DNA
为模板的检测灵敏度分别为 102拷贝/μL及 1 pg/μL。
既往已建立了LAMP和巢氏PCR等贾第虫核酸检测

技术，其中LAMP法反应温度和时间分别为 65 ℃、60
min及 80 ℃、10 min；有研究以贾第虫核糖体RNA基

因间隔区为靶序列成功建立了巢氏PCR检测方法，其

检测灵敏度为 2.5 pg/μL［28⁃29］。本研究成功建立了一

种可用于贾第虫核酸检测的荧光RAA方法，该方法

可在39 ℃、20 min内即完成对样本的检测，具有操作

简便、反应快速、灵敏度高、特异性好以及实时检测等

优势；且灵敏度略高于巢氏PCR法。由于样本来源限

制，本研究仅以日本血吸虫、华支睾吸虫、微小隐孢子

虫、似蚓蛔线虫、志贺氏菌、沙门氏菌等病原体基因组

DNA为模板进行了特异性评价，结果显示出较高的

检测特异性。但贾第虫属于原虫动鞭毛纲，后续研究

中将通过纳入人毛滴虫、溶组织阿米巴、脆弱双核阿

米巴、微孢子虫等肠道寄生原虫，以进一步更客观、全

面地评价该方法用于检测贾第虫的特异性。

综上所述，本研究成功构建了一种针对贾第虫β⁃

giardin基因特异性核酸序列的荧光RAA检测方法。

进一步将采用该技术对水体和粪便等实际样本中贾

第虫检测效能进行评价，为该方法的推广及应用提供

数据支撑。
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