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聚合酶链反应及基因芯片技术检测

日本血吸虫的研究

周钧 陶开华 李越希 钱万红 张锦海 王勇 张兆松

【摘要】 目的 探索研制检测日本血吸虫的基因芯片。方法 依据日本血吸虫高度保守的编码

免疫原性毛蚴抗原的 !"基因，筛选、设计聚合酶链反应（#$%）的引物和基因探针，制成日本血吸虫基
因芯片。检测时首先抽提尾蚴、成虫、虫卵、感染性钉螺的 "&’，同时利用对照华支睾吸虫、姜片虫、卫
氏并殖吸虫的 "&’分别进行 #$%扩增及不对称 #$%荧光标记，然后用荧光标记后的靶序列与制备的
检测芯片进行杂交，杂交结果用 ()*+’,,*- .///扫描仪扫描。结果 研制的基因芯片能有效地检测出
单个尾蚴、虫卵、阳性钉螺或极微量成虫组织 "&’，而常见的华支睾吸虫、姜片虫、卫氏并殖吸虫等未
见阳性结果。结论 成功制备了检测日本血吸虫的基因芯片，并具有快速、灵敏、特异等特点。
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血吸虫病是一种人兽共患的寄生虫病，在全世

界范围内广泛分布，中国的某些地区疫情仍很严重。

在防治过程中，人群再感染和控制地区血吸虫病的

再度流行，一直是防治实践中的难题［1］。由于钉螺

是日本血吸虫的惟一中间宿主，钉螺的扩散和重新

分布是造成血吸虫病再度流行的基本因素。因此，
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高效、正确地监测血吸虫和钉螺在血吸虫病防治工

作中显得极为重要。目前已建立的血吸虫检测系

统，主要依赖于免疫学诊断，其敏感度和特异度皆不

够理想。而传统的钉螺压碎镜检血吸虫幼虫法尽管

简单易行，但在检测效率、标准化及鉴别方面存在诸

多不足，已满足不了当前防治工作的需要。近年来

发展的基因芯片技术，适应于大规模、高通量的检测

要求，尤其适用于血吸虫病流行区现场的检测及监

测，具有广泛的应用前景。本研究初步建立了检测

日本血吸虫尾蚴、阳性钉螺及动物模型标本中血吸

虫的基因芯片。
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材料与方法

! "实验样本：感染性钉螺购自江苏省血吸虫病
防治研究所。日本血吸虫虫卵、成虫、尾蚴由军事医

学研究所寄生虫实验室从血吸虫感染家兔的肝脏、

门脉静脉及用感染性钉螺常规逸出法收集。对照所

用的 #种常见传染病的病原体如霍乱、恙虫病、钩端
螺旋体病、肾综合征出血热、疟疾等为本研究所分离

保存。华支睾吸虫、姜片虫、卫氏并殖吸虫的 $%&
由南京医科大学张耀娟教授惠赠。

’ "主要试剂：聚合酶链反应（()*）扩增试剂：
+,-./酶等为大连宝生物公司产品；芯片杂交液：
01234 567 购自 8$ 公司，或用自配的# 9 $:;<.3=>’?
液；芯片封闭液：新鲜配置的@ "#A（BC D）%.58E 溶
液。

F "芯片的制备：选用经硅烷化处理的玻片为芯
片载体，用 GA戊二醛浸泡G@ H1;，==5’I超声清洗 ’
次，置干燥处备用。点样采用 ).3>:?1.; (1, J6? KG@@
点样仪，)<1LH.M:3 (1;E@ 点样针及 (1,?6? GG@@
B43M?>.>14;点样软件编程，将探针（-.M.*. 公司合
成）溶于F 9 JJ)溶液内，终浓度为 !@@!H4N C O，每个
点直径@ "!G HH，根据图 !的矩阵进行点样。点样后
雾化保温’ <后 FKP水浴! <。室温依次用洗脱液 &
（! 9 JJ)，@ "’A J$J）、8（@ "G 9 JJ)，@ "’A J$J）、)
（@ "! 9 JJ)）和 ==5’I各冲洗G H1;，甩去水珠后，将
芯片放入封闭液F@ H1;，再次依次用洗脱液 &、8、)
和 ==5’I冲洗，超净台内吹干后待用。

!&Q !$、’& Q ’$、F& Q F$：阴性对照（F 9 JJ)），E& Q E$：大肠埃希
菌毒素 JO-!；G& Q G$：大肠埃希菌毒素 JO-’；#& Q #$：5K鞭毛抗原；K&
Q K$：I!GK菌体抗原；R&Q R$：霍乱弧菌毒素；!S Q !T：霍乱弧菌外膜蛋
白；’S Q ’T，JU：日本血吸虫；FS Q FT恶性疟原虫；ES Q ET：间日疟原虫；GS
Q GT：钩端螺旋体；#S Q #T：恙虫病立克次体；KS Q KT、RS Q RT：汉坦病毒；
!+ Q R+、!V Q RV：阳性内参（植物基因探针）

图! 芯片探针点样矩阵示意图

E " $%&模板制备：虫卵和尾蚴在显微镜下计数
后，分装于 +LL:;=34W管中，#@@@ 3 C H1;离心G H1;，弃

上清加入!@@!N -31>4; XY!@@ 裂解液，#@P水浴’ <，
!@@P隔水加热!@ H1;后，!@ @@@ 3 C H1;离心G H1;，取
上清即为模板 $%&。成虫或感染性钉螺的 $%&采
用经典的酚Y氯仿抽提法，即成虫或钉螺压碎后置适
量生理盐水，加蛋白酶 Z（终浓度为 ’@@![ C HN）、
-31>4; XY!@@，#@P水浴F <后加氯仿、异戊醇抽提一
次，然后用无水乙醇沉淀，经!’ @@@ 3 C H1;离心，R@A
乙醇洗涤 !次，弃上清，沉淀溶于 -+或 ==5’I中，即
为模板 $%&［’］。

G " ()*扩增及荧光标记：根据日本血吸虫 G$基
因的 $%&序列，设计并合成了引物 (!：G’-)& )&)
&-- )&& &)& )&\ -&) F’，引物 (’：G’&&\ -&)
)&) )&) )&- &&- \-) F’（-.M.*.公司合成），同时
在这对引物相应扩增片段内设计出 ! 个负链探针
G’))& \-) &-) -)& &)& )\- )&\ )&- &--
\&-F’，经 8O&J-基因检索，与曼氏、埃及血吸虫及
\:;8.;M内的其他所有基因均无显著同源性。
第一轮常规 ()*反应制备虫卵、尾蚴、成虫、感

染性钉螺双链 $%&模板：反应体积G@!N，包括!@ 9
8]WW:3 G!N、’G HH4N C O 0[)N’ E!N、’ "G HH4N C O =%-(
’!N、G ^ C!N -./ 酶@ "F!N及模板G!N。反应程序为
_EP变性E H1;，按 _EP F@ ?、GKP EG ?、K’P EG ?扩
增 FG个循环，然后 K’P延伸K H1;［F］。()* 产物经
纯化（-.M.*. $%& 片段纯化试剂盒）作为第二轮
()*反应模板，并经 &8TFKK测序仪测序，证实为 G$
基因序列后，采用 )6F荧光标记引物掺入模板进行
不对 称 ()* 扩 增，即 加 !@ HH4N C O )6FY=^-(
（&H:3?<.H (<.3H.21.公司合成）!!N掺入，退火温度
降为 G@P，()*产物用琼脂糖凝胶电泳检测。

# "杂交及芯片检测：第二轮扩增的 )6F 荧光标
记产物于 _RP变性G H1;后迅速冰浴。取荧光靶序
列K!N，与F!N杂交液（掺入阳性内参照植物基因探
针）混匀后点入探针阵列区域，盖上硅化的盖玻片，

置湿杂交盒（内有’ 9 JJ)）避光 G@P水浴! <。取出
后依次用洗液 &、8、) 及 ==5’I 洗涤［E］，吹干后用
J2.;&33.6 F@@@扫描仪检测。

结 果

! " ()*扩增结果：感染性钉螺、尾蚴、成虫、虫卵
抽提的 $%&模板，常规扩增经纯化后进行 !A的琼
脂糖电泳检测，结果显示，除对照阴性钉螺未见特异

性条带外，四种样本均扩增出大小为’#’ 7L的特异
性条带（图 ’）。
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!：!"#$%#（&’()))）；* + ,：依次为感染性钉螺、成虫、尾蚴和虫

卵；-：阴性钉螺对照

图! 不同样本处理后的 ./0结果

( 1芯片特异性检测：通过杂交后芯片检测，日
本血吸虫探针处均出现较强的阳性信号（图 2）；对
照 3种病原体及阴性钉螺标本相应的探针处皆无杂
交阳性信号，结果显示未发生非特异性结合，表明了

芯片检测血吸虫的高度特异性。

2"、24、25、26、2%：依次为感染性钉螺、成虫、尾蚴和虫卵、阴性钉螺

图" 不同样本的芯片检测结果

2 1芯片灵敏度检测：抽提单个尾蚴、虫卵或微量
成虫组织的 &78经 ./0扩增，电泳后凝胶成像系统
下单个尾蚴和单个虫卵能看到较弱的目的条带，而

成虫可见明显阳性条带（图 ,）。
用上述标本进行芯片模型检测，日本血吸虫尾

蚴经梯度稀释后，单个尾蚴 &78经稀释 *) 倍后在
芯片上仍可检测到较弱阳性信号（图 -）。

!：!"#$%#；*：单个尾蚴；(：微量成虫组织；2：单个虫卵

图# 不同样本处理后的 ./0结果

图$ 单个尾蚴 &78稀释 *)倍芯片检测结果

讨 论

日本血吸虫的惟一中间宿主———钉螺，在中国

大陆主要分布于南方 *(省（市、区），同时受水位变
化和汛期洪水的影响，一些原已消灭钉螺的地方重

新出现螺情，进而发展成为再度流行血吸虫病的区

域。传统的钉螺压碎法，需专业人员，技术要求较

高，且镜检效率低。近年来发展起来的基因芯片技

术，以其敏感性高、特异性强的优点［-］，在短短几年

内被全世界许多科研机构和实验室采用，因此芯片

的高度特异性为及时、准确地报告疫情，有效遏止疫

情提供了保障。

本研究首先将设计的引物和芯片上的特异探

针，与 9%:;":$已登录的曼氏、埃及血吸虫及其他所
有基因，进行 ;’8<= 基因查询，均无显著同源性。
经计算机检索，证实不会形成二级结构。其次我们

在 ./0扩增的反应条件上，进行了摸索。在第一轮
./0反应时，循环温度采用 >,?、-@?、@(?。利用
高度保守的 -&基因片段，制成 &78模板，扩增后的
基因片段为(3( 4A。第二轮利用荧光标记引物进行
不对称 ./0扩增后，扩增结果较差。通过反复调整
温度，将退火温度降至 -)?后，扩增结果得到明显
改善。这表明了引物、缓冲体系、温度和循环等参数

均比较适宜。同时在芯片探针的选择上，采用了负

链探针的设计，使检测结果无非特异性交叉反应，显

示了芯片的高度特异性。

目前日本血吸虫的诊断主要依赖于免疫学方

法，敏感性与特异性均不太理想。但用基因芯片检

测血吸虫，国内外未见报道。本研究利用动物模型
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标本中的日本血吸虫 !"#，成功地建立了检测日本
血吸虫基因芯片的平台。芯片检测时，少量标记的

$%&产物通过梯度稀释，琼脂糖电泳后条带模糊，甚
至肉眼无法辨认时，但与芯片杂交后，能被扫描仪检

测出，显示了芯片的敏感性较高。从本研究来看，基

因芯片不但显示有较高的敏感性而且有较好的特异

性，与传统的诊断系统相比，解决了操作效率低和结

果客观性差等问题，但就血吸虫病的诊断芯片的研

制，有待进一步研究。
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·疾病控制·

)-例霍奇金氏病患者生存状况分析
常树建 徐爱乡 沙玲君

霍奇金氏病（7!）是免疫系统的恶性肿瘤，生存时间为
评价肿瘤疗效的金标准；本文通过对 )-例患者随访资料分
析以了解治疗后的 7!患者生存情况。

’(临床资料：收集无锡市第四人民医院 ’..P年 ’)月 ’
日至 )**)年 R月 0*日的全部 7!患者共计 )-例，回顾性分
析其临床资料及随访结果。男性 ’.例、女性 .例，年龄- U Q+
岁，中位年龄 0)岁。)P例经活检确诊、0例经穿刺确诊（穿刺
涂片至少经两家三级医院病理科会诊），结节硬化型（"L）Q
例、混合细胞型（M%）.例、淋巴细胞为主型（V$）+例、-例患
者未分型、无淋巴细胞消减型（V!）。!、"期患者 ’R例，#、
$期患者 ’)例。有 J症状 ’’例、脾侵犯 )例、)例失访，中
位随访时间 0.个月（R U --个月）。随访截止日期 )**0年 ’
月。生存分析采用S@5A@>/M4=4D法。使用 L?@?@Q软件进行分
析。生存曲线检验 A2HD@>W法。

)(治疗方法及疗效：!、"期患者化疗加放疗；# 、$期
患者予以化疗。化疗方案选择：’- 例使用了以 #JX! 或
MY$$为主的方案，另 ’* 例患者使用了 %Y$、%Y$$、%YM$、
%7Y$等为主的方案。完全缓解 ’+例、部分缓解 ’’例、稳定
’例、进展 )例，总有效率 -RZ，完全缓解率 P*Z。

0(结果：本组患者 )R 例得到随访，) 例失访，失访率
Q(’0Z。总的 P 年生存率为 QP(-+Z（ !!"：*(*.R*，.PZ #$：
*(P*QR U *(-.0+）。%不同分期生存比较：!、"期 P年生存
率为--(-.Z（ !!"：*(’*+-，.PZ #$：*(+00* U *(.-0R）；#、$期 P
年生存率R+().Z（ !!"：*(’+R*，.PZ #$：*().-) U *(-P*’）。但
上述两组患者生存率经秩和检验（A2HD@>W）差异无统计学意义
（% [ *(’PQR）。&不同治疗方法比较：使用

作者单位：)’+*R) 江苏省无锡市第四人民医院肿瘤科

#JX!\ MY$$ 组的 P 年生存率为-0(PQZ（ !!"：*(’*QQ，.PZ #$：
*(+-*+U *(.PQ*）；使用其他方案组 P年生存率为*(R+-’Z（ !!"：
*(’RP0，.PZ#$：*()P0)U *(-Q)’，差异无统计学意义（% [ *()+’’）。

’不同年龄生存率：] P*岁组 P年生存率为*(Q)Q.Z（ !!"：*(’’-R，
.PZ#$：*(+’..U *(-.*0）；̂ P*岁组 P年生存率为*(-000Z（ !!"：
*(’P)’，.PZ #$：*()Q0 ’U *(.Q+Q），差异无统计学意义（ % [
*(-*P’）。(不同病理亚型间生存率见表 ’。
表! 7!患者不同病理亚型间生存率比较

病理亚型 生存率（Z） !!" .PZ #$
V$ ’(**** _ _
"L *(Q’+0 * (’Q*Q * ()P-) U *(.’.-
M% *(R-PQ * (’-R0 * ()’)- U *(.’)’
V! _ _ _

注：% [ *(Q)0-，“ _”为无

+(结论：7!是发生于免疫系统的一种恶性肿瘤。从 ’.R)
年 S@5A@>及其同事证明予肿瘤致死剂量放疗能治愈大部分!、"
期患者，到 ’.R+年美国"%T第一次使用MY$$治疗晚期患者，至
’.Q+年第一次使用 #JX!\ MY$$治疗初治患者，7!的治疗取得
了巨大的成功。本组病例!、"期与#、$期的 P年生存率差异无
统计学意义以及生存率的 .PZ #$ 范围较宽考虑与样本量相对
较少有关。目前治疗 7!首选化疗方案为 #JX!\ MY$$，本组病
例中 )***年以前的部分病例同时使用了该方案及其他方案，存
在混杂，其结果解释需谨慎。进一步比较不同病理亚型间的生

存情况显示淋巴细胞为主型预后最好，但差异无统计学意义，临

床一般认为淋巴细胞为主型预后最好，但亦有文献报道结节硬

化型预后较好；而不同年龄组间比较显示 ^ P*岁组略好于 ] P*
岁组，但差别亦无统计学意义。
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