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阴道毛滴虫 渊Trichomonas vaginalis袁 TV冤 寄生于人体泌尿
生殖系统袁 主要引起滴虫性阴道炎和泌尿道炎症遥 人群感染比
较普遍呈全球性分布遥 而阴道毛滴虫病毒是专性寄生在阴道毛
滴虫体内的 dsRNA病毒袁 也是首次被发现的原虫病毒遥 临床分
离获得的虫株袁 约有一半携带病毒袁 而且同一株阴道毛滴虫存
在多种 dsRNA病毒咱1袁2暂袁 病毒相互间的同源性很低袁 因此称阴道
毛滴虫是多种不同的 dsRNA病毒同时存在的贮存库遥 国外已成
功地克隆出阴道毛滴虫病毒的 cDNA 渊U08999袁 NC003873袁
NC003824袁 NC003834冤遥 我国阴道毛滴虫病毒的研究尚属空白遥
本研究从阴道毛滴虫体内筛选出一株含 dsRNA病毒的阴道毛滴
虫虫株袁 并对 dsRNA病毒部分片段进行了克隆和分析遥

1 材料与方法

1.1 阴道毛滴虫虫株 系从吉林大学第一临床医学院妇科门

诊滴虫性阴道炎患者阴道分泌物中分离袁 经肝浸汤培养基于
37 益无菌培养遥
1.2 试剂 胰蛋白胨尧 L鄄半胱氨酸盐尧 氯化钠尧 麦芽糖均为
北京奥博星生物公司产品袁 新生胎牛血清为哈尔滨江海生物公
司产品袁 禽源反转录酶 渊AMV冤尧 Taq DNA 酶尧 pMD18鄄T 载
体尧 RNA酶抑制剂 渊Rnase冤 均为大连宝生物工程有限公司产
品袁 大肠埃希菌 DH5琢 株为本室保存遥 DNA 片段回收试剂
盒尧 质粒提取试剂盒购自北京鼎国生物技术发展中心袁 焦碳酸
二乙酯 渊DEPC冤 购自北京同正生物技术公司遥 基因组 DNA纯
化试剂盒购自上海生工生物工程技术有限公司遥
1.3 阴道毛滴虫总核酸的提取 取 6伊109个虫体袁 参照基因组
DNA纯化试剂盒方法提取总核酸并溶于 50 滋l无 RNA酶水中袁
1%琼脂糖凝胶电泳分析袁 -70 益保存备用遥
1.4 阴道毛滴虫病毒部分片段的 RT鄄PCR扩增
1.4.1 cDNA第 1链的合成 根据已发表的阴道毛滴虫病毒基

因序列 渊NC004034袁 NC003873袁 NC003824袁 U08999冤袁 设计
1对简并引物袁 上游引物为 5忆GTA渊G冤TCG渊A冤CAG渊A冤TTA渊G)
TAAATGT渊A冤AC3忆 袁下游引物为 5忆T渊A冤TCATCAACCGT渊C冤
TTCCACGA3忆袁 预计扩增目的片段长度为 1 500 bp遥 取阴道毛
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揖提要铱 提取阴道毛滴虫总核酸为模板袁 根据 GenBank 中发表的阴道毛滴虫病毒序列 渊U08999袁 NC003873袁
NC003824袁 NC003834冤 设计 1对简并引物袁 经 RT鄄PCR得到与预计大小一致的 PCR 特异性产物袁 将其进行克隆尧 测
序袁 得到目的基因片段长度为 1 454 bp袁 与阴道毛滴虫病毒 T1株 渊U08999冤 的序列同源性最高为 82.9%遥
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滴虫总核酸样品 5 滋l袁 加入上下游引物各 1 滋 渊10 pmol/L冤袁 100 益
5 min袁 然后分别加入 5伊RT鄄PCR缓冲液 4 滋l袁 dNTP 渊10 mmol/L冤
4 滋l袁 RnaseA 抑制剂 渊40 U冤 1 滋l尧 AMV 1 滋l袁 加 DEPC
处理水至总体积 20 滋l袁 42 益 60 min袁 然后 100 益 5 min袁 -20 益
保存遥
1.4.2 目的基因的扩增 取 1.4.1 反转录产物 1 滋l袁 10伊PCR
缓冲液 5 滋l 尧 dNTP 渊10 mmol/L冤 4 滋l尧 上下游引物 渊10
pmol/L冤 各 1 滋l 尧 Taq DNA酶 渊5 U/滋l冤 1 滋l袁 加 ddH2O至
总体积 50 滋l 进行 PCR袁 反应参数为: 变性 94 益 1 min袁 56 益
1 min袁 72 益 2 min袁 30个循环后于 72 益 10 min袁 1%琼脂
糖电泳分析袁 用试剂盒回收 PCR产物袁 溶于 20 滋l TE中遥
1.5 连接 取回收 4 滋l 产物袁 加入 5 滋l 连接液 袁 1 滋l
pMD18鄄T载体袁 16 益连接 14 h遥
1.6 转化 取 1.5方法中所制备 5 滋l 连接物袁 加入到 100 滋l
感受态菌中袁 冰浴 30 min袁 42 益水浴 90 s袁 立即冰浴 5 min袁
加入 400 滋l 37 益预热的 LB 液体培养基袁 37益震荡 45 min曰
取 100 滋l 加入到预先涂有 5鄄溴鄄4鄄氯鄄3鄄吲哚鄄茁鄄D鄄半乳糖苷 渊X鄄
gal冤 和异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷 渊IPTG冤 氨苄青霉素抗性 LB
平板上袁 均匀涂布后袁 37益培养过夜 渊约 16 h冤袁 可出现白色转
化菌落遥
1.7 重组质粒鉴定

1.7.1 重组质粒的 PCR鉴定 挑取在快速鉴定中质粒较大的

相应编号菌落袁 接种于 5 ml 含氨苄青霉素 LB培养基中袁 小量
提取质粒 DNA遥 以质粒为模板袁 用特异性引物进行 PCR扩增袁
0.8%琼脂糖电泳进行初步鉴定遥
1.7.2 重组质粒的酶切鉴定 用 Xho玉限制性内切酶对 PCR
鉴定为阳性的质粒进行单酶切鉴定袁 酶切结果与预计大小一致
者袁 即为阳性重组质粒遥
1.8 序列测定 将含重组质粒菌液送大连宝生物工程公司测

序袁 通过比对渊BLAST冤GenBank进行同源性搜索遥

2 结果

2.1 阴道毛滴虫总核酸分析 用阴道毛滴虫提取的核酸样品

进行琼脂糖凝胶电泳袁 在电泳图谱上可见 2条清晰的条带袁 分
别为基因组 DNA和病毒条带 渊约 5.5 kb冤袁 病毒条带大小与预
期相符 渊图 1冤遥

2.2 阴道毛滴虫病毒部分片段的 RT鄄PCR扩增 用合成的特异

性引物对阴道毛滴虫总核酸进行 RT鄄PCR扩增袁 得到与预计大
小一致的 PCR产物 渊图 2冤遥 片段经凝胶回收试剂盒回收袁 连
接 pMD18鄄T载体袁 转化感受态 DH5a 菌中遥 克隆之后袁 提取
质粒袁 经 PCR和酶切鉴定袁 得到 1个阳性克隆菌 渊图 3冤遥

2.3 序列分析 将阳性克隆菌送宝生物工程渊大连冤公司测序袁
测得阴道毛滴虫病毒部分基因序列长 1 454 bp袁 同源性分析袁
结果显示该序列与国外报道的 TVV鄄T1株渊U08999冤序列的同源
性较高为 82.9%遥

3 讨论

研究发现袁 在阴道毛滴虫体内存在多种 dsRNA 病毒咱1袁2暂遥
这类病毒大小约为 4 600耀4 800 bp袁 均编码衣壳蛋白和 RNA
依赖的 RNA聚合酶 2种蛋白遥 从临床分离到的虫株袁 大约有
一半携带双链 RNA病毒袁 而含病毒的虫体其致病力相对较弱袁
分泌的黏附蛋白少遥 这一现象说明病毒感染可导致虫体毒力降
低曰 同时还发现对甲硝唑耐药的虫株不含病毒咱3]遥 迄今阴道毛
滴虫病毒与阴道毛滴虫的相互影响尚不清楚遥 本研究首次筛选到
含病毒的阴道毛滴虫虫株袁 并对病毒部分片段进行了克隆遥 经
测序和同源性分析发现与 TVV鄄T1株渊U08999冤的基因组序列具
有较高同源性 袁 达 82.9% 曰 与另一阴道毛滴虫病毒株
渊U57899冤的序列同源性为 79.9%袁 证明所收的阴道毛滴虫携带
病毒遥 对于所分离出的阴道毛滴虫病毒归属问题袁 有待病毒全
序列克隆测序后进一步证实遥
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M: DL鄄2000 DNA标志物袁
1: 目的基因遥
图 2 目的基因的 RT-PCR扩增

1: Xho玉酶切重组质粒袁
M: 姿鄄HindIII 标志物遥
图 3 重组质粒酶切鉴定
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M: 姿鄄HindIII 标志物袁 1: 阴道毛滴虫总核酸遥
图 1 阴道毛滴虫总核酸电泳分析
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