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　　提要　目的: 寻找一种有效的日本血吸虫病诊断及疗效考核方法。方法: 以血吸虫的成虫、虫
卵、尾蚴DNA 为模板,利用聚合酶链反应 (PCR )对日本血吸虫编码免疫原性毛蚴抗原的5D 基因
进行扩增,检测其敏感性与特异性。结果: 用 PCR 检测日本血吸虫的成虫、虫卵、尾蚴DNA ,均出现
明显特异性条带。通过引物1、引物2单扩增,即能检测到单个虫卵、单个尾蚴或针尖大小的成虫组
织。采用N est2PCR 和非同位素探针能将敏感性进一步提高。常见的肠道细菌及人基因组DNA 无
交叉阳性出现。结论: PCR 方法检测日本血吸虫基因的敏感性与特异性均满意。
关键词　聚合酶链反应　日本血吸虫　5D 基因

　　日本血吸虫病是我国一个重要传染病,

其确诊除病原学外主要依赖于免疫学诊断。

然而迄今已建立的检测系统,其敏感性与特

异性均不够理想,对于慢性及晚期血吸虫病

病人的检测效果尤差。聚合酶链反应 (PCR )

现已应用于许多病原体的检测,其敏感性与

特异性均较理想[ 1- 3 ] , 但用于日本血吸虫的

检测尚未见报道。作者就这一方面进行了一

些探索。

材料与方法

1　日本血吸虫标准株

日本血吸虫 (中国大陆株)成虫 (雌雄各

半)、尾蚴由上海市血吸虫病防治研究所惠

赠,虫卵由本实验室从感染兔之肝脏中进行

提取。对照所用的常见肠道细菌DNA 如大

肠杆菌、粪肠球菌、伤寒杆菌、奇异变形杆菌

以及人基因组DNA 为本实验室用标准菌株

所纯化。

2　D NA 抽提

日本血吸虫成虫80条用玻璃匀浆器匀

浆, 生理盐水稀释至2 m l,加蛋白酶 K (终浓

度200 Λgöm l) , SD S (终浓度1% ) , T riton X2
100 (终浓度 0. 4% ) , Tw een220 (终 浓 度

0. 45% ) , 60℃水浴3 h,加 SS2酚,氯仿,异戊

醇进行DNA 抽提, 无水乙醇沉淀, 真空干

燥,适量 T E 缓冲液溶解,紫外分光光度计测

OD 值,梯度稀释后用于 PCR 扩增。

虫卵及尾蚴分别用生理盐水稀释,显微

镜下计数,分装于盛有适量生理盐水的 Ep2
pendrof管中,供 PCR 敏感性试验用,标本经

5 000 rpm 离心5 m in,弃去上清后加入裂解

液100 Λl (T ris HC l 10 mm o l, PH 7. 4, T riton

X2100 0. 4% , N P240 0. 4% , 蛋白酶 K 300

Λgöm l) , 60℃水浴2 h, 100℃煮沸10 m in, 离

心, 10 000 rpm , 5 m in, 取上清10 Λl做为模

板DNA 用于 PCR 扩增。

3　PCR引物及探针的合成

PCR 引物及探针参照日本血吸虫5D 基

因DNA 序列设计,其核苷酸序列如下: 引物

1÷5’TCA CA C A T T CA C A CA CA G TA C

3’; 引物2 ÷ 5’AA G TA C CA C CA C CA T

AA T GTC 3’; 引物3 ÷ 5’T TC CTA CTA

T TA T T T A CT A GC3’; 引物 4 ÷ 5’T GA

TCC A T G T GG A TC GCC GA C3’; 探针:

5’CCA GTC A TC TCA A CA GGT CA G

CA T A T T GA T 3’。引物及探针由中国科学

院上海细胞生物研究所合成,外引物扩增的

PCR 产物大小为262 bp ,内引物扩增的 PCR

产物大小为165 bp。

4　PCR扩增

扩增反应在上海复旦生物技术研制所生

产的 F2800 DNA 扩增仪上进行。

4. 1　利用引物1、引物2进行单扩增
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反应总体积25 Λl,其中10倍浓度缓冲液

2. 5 Λl (KC l 500 mm o l,M gC l225 mm o l, T ris.

HC1 100 mm o l, pH 8. 4, N P240 0. 4% ,

Tw een220 0. 4% ) ,引物1 (25 pm o löΛl) ÷1 Λl,

引物2 (25 pm o löΛl) ÷1Λl,模板DNA 10 Λl,加

双蒸水至25 Λl, 先于94℃变性10 m in, 各加

T aq DNA 聚合酶2. 5单位,以石腊油覆盖,再

94℃ 60 s, 50℃ 60 s, 70℃ 60 s于DNA 扩增

仪上扩增40个循环,最后一个循环于70℃保

温420 s,取10 Λl PCR 产物于1. 5%琼脂糖凝

胶上电泳,紫外透射反射仪观察结果并照相

保存结果。

4. 2　N est2PCR

反应体系及温度、时间同上,以引物1、引

物2为外引物扩增30循环后,取10 Λl用于第2

次扩增。内引物为引物3、引物4,反应条件同

上,扩增30循环后,最后一个循环于70℃保温

420 s,取10 Λl PCR 产物于1. 5%琼脂糖凝胶

上电泳,紫外透射反射仪观察结果并照相保

存结果。

5　Southern D NA 杂交

用西德Boeh ringer M annheinn 生物化

学试剂公司的地高辛寡核苷酸3’末端标记试

剂盒对合成的寡核苷酸探针进行标记,然后

与 Sou thern 杂交制备的硝酸纤维膜进行杂

交,以地高辛标记和检测试剂盒中的检测试

剂对杂交的硝酸纤维膜进行免疫检测。

结　果

1　PCR产物的证实

本实验采用 nest2PCR , 外引物扩增的

PCR 产物大小为262 bp (图1) , 内引物扩增

的 PCR 产物大小为165 bp (图2) , 经 Sou th2
ern DNA 杂交证实其产物为本实验特异性

产物。

2　PCR的敏感性与特异性

日本血吸虫的虫卵、尾蚴及成虫DNA

均扩增出明显条带,其敏感性经外引物40个

循环单扩增即可检测到单个虫卵、单个尾蚴

或针尖大小的成虫组织 (图1) , N est2PCR 及

非同位素的地高辛探针可将其敏感性进一

步提高 , 日本血吸虫虫卵经梯度稀释

图 1　引物1、2经40循环 PCR单扩增,取10 Λl于1. 5%琼脂糖凝胶上电泳1　D NA 分子量标志; 100 bp D NA Ladder; 2　
阴性对照; 3　单个虫卵的PCR产物; 4　单个尾蚴的PCR产物; 5　针尖大小成虫组织的PCR产物　图 2　Nest-PCR扩
增产物,取10 Λl于1. 5%琼脂糖凝胶上电泳　1　D NA 分子量标志; 100bp D NA Ladder; 2　阳性对照:单个虫卵; 3　奇异
变形杆菌D NA; 4　伤寒杆菌D NA; 5　粪肠球菌D NA; 6　大肠杆菌D NA; 7　人基因组D NA　图 3　日本血吸虫虫卵经
梯度稀释后进行D NA 抽提及 PCR单扩增,取10 Λl产物进行琼脂糖凝胶电泳, Southern 转移于硝酸纤维膜上后,以地高
辛标记的探针进行杂交　1　100个虫卵; 2　10个虫卵; 3　1个虫卵; 4　1个虫卵D NA 抽提物的1ö10; 5　1个虫卵D NA
抽提物的1ö100
F ig. 1 Analysis of 10 Λl PCR product by agarose gel electrophoresis af ter 40 PCR cycles by using pr imer 1 and pr imer 2;
L ine 1: D NA molecular we ight marker: 100 bp D NA Ladder; L ine 2: Negative con trol; L ine 3: A single egg of S. j ap o-
n icum ; L ine 4: A single cercar ia; L ine 5: P inpo in t- size of adult worm tissue　F ig. 2 Analysis of 10 Λl Nest-PCR product
were analyzed by agarose gel electrophoresis ; L ine 1: D NA molecular we ight marker: 100 bp D NA Ladder; L ine 2: Posi-
tive con trol: a single egg of S. j ap on i cum ; L ine 3: B acillus p roteus vulga r is D NA; L ine 4: Sa lm onella typ h i D NA; L ine 5:
S trep tococcus f aeca lis; L ine 6: Escher ich ia coli D NA; L ine 7: human leukocyte D NA. 　F ig. 3 Analysis of 10 Λl of the PCR
product by Southern hybr idization using ol igonucleotide probe af ter the egg of S. j ap on icum were diluted in 10-fold ser ies,
af ter D NA extraction and PCR amplif ication , L ine 1: 100 eggs; L ine 2: 10 eggs; L ine 3: 1 egg; L ine 4: 10% of extracted
D NA from a single egg; L ine 5: 1% of extracted D NA from a single egg
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后进行 DNA 抽提, 单个虫卵的抽提物的

1ö10经 PCR 扩增后, 取10 Λl产物进行琼脂

糖凝胶电泳, Sou thern 转移于硝酸纤维膜上

后,以地高辛标记的探针进行杂交,即可获得

阳性结果 (图3)。常见的肠道细菌及人基因组

DNA 对本实验无交叉阳性结果出现 (图2)。

讨　论

目前国内外血吸虫病的诊断,除病原学

检查外主要依赖于免疫学检测,然而免疫学

检测方法仍有许多不尽人意之处: (1)迄今为

止,未能获得一株既敏感性好又特异性强的

单克隆抗体, 故其敏感性与特异性均较差;

(2)血吸虫处在成虫、毛蚴、尾蚴、虫卵等生活

史不同时期的抗原性亦有所差异,这给单克

隆抗体的检测带来了一定困难[ 4- 6 ]。PCR 方

法是80年代中期发展的一种体外核酸扩增系

统,以其敏感性高、特异性强的优点,在短短

数年内已被全世界许多科研机构及临床实验

室所采用,但用 PCR 方法检测日本血吸虫基

因,国内外尚未见报道。

　　我们用电子计算机在DNA 基因库中对

日本血吸虫基因进行检索,共查到8个基因序

列,其中编码免疫原性毛蚴抗原的基因共有3

个: 5D 基因、8C 基因和8 I基因,我们参考5D

基因作为设计引物。5D 基因共有560个核苷

酸,在日本血吸虫基因组中为一重复序列,这

对增进本实验的敏感性有益,所选择的4条引

物序列, 经计算机检索, 证实其除与8I基因

具有同源性外,与曼氏血吸虫、埃及血吸虫及

其他寄生虫无同源性, 与DNA 库中的人基

因序列无同源性。所选择的引物,经计算机检

索,证实其不会形成自身二级结构如发夹样

结构等。本实验所选择的引物和探针的DNA

序列如图4:

10 20 30 40 50 60
CTA CAA TCA T TCA CA CA T TC　A CA CA CA GTA CT TCGTCA CT TA T GT T TCCT　TCCTA CTA T T

引物1 引物3

70 80 90 100 110 120
A T T TA CTA GC A CCTCTCT GA A T TCA CCA TA TCT T TCT TCT CCA GTCA TCT　CAA CA GGTCA

探针

130 140 150 160 170 180
GCA TA T T GA T GT T GGT GA T G AA GA T TA TCA T GA T GGT GA T GA CGA T GTCG A CTA CA CT GA

190 200 210 220 230 240
CGA T GTA GA T GA T GTCGA CG　A TCCA CA T GG　A TCA CCCTCT CAA T T GCT TC AA GGCGGCTA

引物4

250 260 270 280
TCAA CGAAA C CGA CA T TA T G　GT GGT GGTA C　T TA TCA CTCC

引物2

图 4　日本血吸虫5D 基因部分D NA 序列、引物及探针的位置

F ig 4　Partia l sequence of Sch is tosom a j ap on icum 5D gene encoding an

immunogen ic m irac idia l an tigen and sites of pr imers and probe

　　在 PCR 反应条件上,我们进行了反复摸

索, M gC l2浓度从0. 5 mm o l、1. 0 mm o l、1. 5

mm o l、2. 0 mm o l、2. 5 mm o l、3. 0 mm o l、3. 5

mm o l、4. 0 mm o l、4. 5 mm o l作梯度试验,以2.

5 mm o l工作浓度较为理想。温度调节最先选

用94℃ 60 s, 55℃ 60 s, 72℃ 60 s的标准反应

温度,扩增效果较差,降低退火温度后扩增效

果改善,反复调整温度,发现以93℃ 60 s, 50℃

60 s, 70℃ 60 s效果较为理想。

日本血吸虫生活史中的不同阶段,其抗原

性有所差异,这对免疫学诊断带来了困难,但

不管其处于何种生活阶段,其所携带的基因是

不变的。我们对日本血吸虫的成虫、尾蚴、虫卵

标本进行 PCR 扩增,均取得了满意的效果,利

用外引物进行单扩增,即可检测到单个虫卵、

单个尾蚴及针尖大小的成虫组织。进行N est2
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PCR 及非同位素地高辛探针, 可使敏感性进

一步提高。

目前,国内外日本血吸虫的 PCR 检测尚

未见正式报道,究其原因,可能是因为日本血

吸虫生活在肠肝循环中,外周血中日本血吸虫

DNA 含量极少。我们采用N est2PCR ,即希望

进一步增加敏感性,以检测到外周血中可能存

在的微量的日本血吸虫DNA ; 就本试验的敏

感性而言,如检测肝组织、肠组织、粪便、肠系

膜静脉中的血标本,以外引物作单扩增就足够

了。下一步我们将在动物模型上进行证实。

利用计算机对基因库中现有的人类基因

及寄生虫基因进行检测,未发现与本实验所设

计的引物具有同源性的基因存在,这就对本实

验的特异性有所保证, 肠道中常见的伤寒杆

菌、变形杆菌、大肠杆菌、粪肠球菌等作为对

照,亦未发现交叉阳性现象。
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ABSTRACT

　　A IM : To search fo r an effect ive m ethod to d iagno se the sch isto som iasis and evalua te the

effect of t rea tm en t. M ETHOD S: A PCR p ro toco l w as designed to detect the S ch istosom a

jap on icum 5D gene encoding an imm unogen ic m iracid ia l an t igen in cercariae、eggs and adu lt

w o rm s. RESUL TS: Specif ic am p lif ica t ion of a 262 bp DNA fragm en t w as ach ieved by u sing

PCR and a 165 bp DNA fragm en t by u sing nest2PCR in cercariae、adu lt w o rm s and eggs of

S ch istosom a jap on icum . A fter 40 cycles by PCR , the p roduct cou ld be detected by agro se gel

electropho resis. T h is PCR p ro toco lw as ab le to detect as few as a sing le cercariae、a sing le egg

o r a p inpo in t2sized t issue of adu lt S. jap on icum . N est2PCR and o ligonucleo t ide p robe hy2
b rid iza t ion cou ld fu rther increase the sen sit ivity. N o specif ic PCR p roduct w as ob ta ined w ith

DNA from hum an leucocyte, E scherich ia coli,B acillus p roteus vu lg a ris, S trep tococcus f aeca lis

and S a lm onella typ h i. CONCL USION: T he sen sit ivity and specif icity of th is PCR p ro toco l are

sa t isfacto ry.
　　Key W ords: Po lym erase chain reaction, S ch istosom a jap on icum , 5D gene
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